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例羊水细胞染色体核型分析及其产前诊断价值探讨"
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"摘要#

!

目的
!

分析羊水细胞染色体!比较不同异常核型的发生率及其在产前诊断中的应用价值%方法
!

选择
1%$%

年
$

月

至
1%$'

年
(

月到该院就诊有产前诊断指征的孕妇
)%%%

例!行羊膜腔穿刺术&传代法羊水细胞培养及胎儿染色体核型分析%

结果
!

)%%%

例羊水培养成功
2((0

例"

((&(%3

$!异常核型
$('

例"

'&113

$%其中!染色体数目异常
$%/

例!占异常核型的

22&()3

!以
1$

三体为主!占数目异常的
)-&2(3

"

-'

#

$%/

$'结构异常
)%

例!占异常核型的
'$&%(3

!其中平衡性结构重排
'/

例

"

$(&)(3

$!非平衡性结构重排
11

例"

$$&0%3

$'嵌合体
12

例"

$1&(23

$%将孕妇按进行穿刺的首要指征分为
)

组!血清学筛查高

风险组和高龄组分别占受检人数
0$&)13

和
''&-%3

!

4

超检查示胎儿异常组和夫妇一方染色体异常组的核型异常检出率分别为

2&2)3

和
1%&%%3

!与其他组比较差异有统计学意义"

!

$

%&%2

$%结论
!

传代法羊水细胞体外培养对核型分析具有实用性%羊水

染色体核型分析是安全&有效的诊断胎儿染色体病的方法%
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染色体病是一种常见的遗传病#新生儿的染色体异常率为

%&23

!

%&-3

&

$.1

'

)产前诊断是早期发现遗传异常胎儿的有效

措施之一#其中羊水细胞核型分析是目前国内应用最广泛*结

果最直观可靠的方法之一#可以有效减少染色体病胎儿的出

生)本文总结了因有产前诊断指征而在本院进行羊膜腔穿刺

的广州地区
)%%%

例孕妇的羊水细胞培养结果#以探讨传代法

在羊水细胞培养中的应用及胎儿染色体异常核型出现的频率

和类型与产前诊断指征的关系)

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!

选择
1%$%

年
$

月至
1%$'

年
(

月在本院产前

诊断及遗传咨询门诊就诊#并经羊膜腔穿刺行产前诊断的孕妇

)%%%

例#年龄
$(

!

0-

岁#孕周
$)

!

''

周(在告知孕妇及家属

进行羊水细胞染色体分析的产前诊断范围及风险#孕妇及家属

签署知情同意书后#在
4

超定位下经腹羊膜腔穿刺(取羊水

1%AN

)

B&C

!

仪器与试剂
!

OP

1

细胞培养箱购自美国
7><@A"Q#+><@

J?#<,=#B#?

公司(染色体分析仪购自德国蔡司公司#

RE8@"+

核型

分析软件购自德国
S<=8+

:

+=<A+

公司(羊水培养基购自美国

T#K?"

公司及美国
R@F#,<J?#<,=#B#?

公司(秋水仙素及姬姆萨染

液购自广州达晖生物技术公司)

B&D

!

方法

B&D&B

!

羊水细胞培养
!

抽取羊水
1%AN

注入
1

个
$2AN

无

-$%1

重庆医学
1%$2

年
2

月第
00

卷第
$2

期

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目$

/$'%1%-(

%(广州医科大学青年基金资助项目$

1%$1O$%

%(广州医科大学附属第三医院青年基金资

助项目$

1%$1U$2

%)

!

作者简介$刘海波$

$(-'V

%#博士#讲师#主要从事遗传学方面的研究)

!

#

!

通讯作者#

W.A8#9

!

X#8"B8,

G

+C,

"

>"=A8#9&?"A

)



菌离心管中#离心弃上清液#留
%&2AN

制成细胞悬液#接种于

'AN

羊水培养基中#

'-Y

*

23OP

1

培养箱中常规培养#第
-

天换液#第
(

天取出培养瓶在倒置显微镜下观察#见到较多的

圆而亮的克隆细胞时进行传代#第
$%

!

$'

天当传代细胞长至

-%3

!

/%3

满度时收获)

B&D&C

!

染色体制片与
T

显带
!

加入秋水仙素至终浓度为

%&12

#

G

"

AN

#置于
'-Y

*

23OP

1

培养箱中继续培养
'

!

0>

后

取出细胞)

%&%23

胰酶消化#收集细胞)加入
%&03

枸橼酸钠

与
%&03 Z?9

按
$[$

配制的低渗液
$AN

#于
'-Y

水浴中低渗

2A#,

之后#进行预固定*固定*滴片)在
)2Y

的烤箱中老化

过夜)常规进行胰酶消化#姬姆萨染色)

B&D&D

!

核型分析
!

显带后油镜下至少计数
'%

个分散良好的

中期分裂相#同时分析至少
2

个染色体带纹清晰的细胞#如果

发现嵌合体#至少计数
$%%

个分裂相#并收获第
1

瓶细胞再次

进行染色体分析)对于出现染色体结构异常的病例#有必要时

进行家系调查及父母染色体核型分析)诊断标准按照人类细

胞遗传学国际命名$

RJO\1%%(

%标准进行)

B&D&E

!

分组
!

将
)%%%

例胎儿根据其母亲$孕妇%不同检查指

征进行分组!当孕妇年龄大于或等于
'2

岁时#无论是否出现其

他指征#均列为高龄孕妇组$

1%11

例%(当孕妇年龄小于
'2

岁#

血清学筛查提示高危时#无论是否出现其他指征#均列为唐氏

筛查高风险组$

10(-

例%(当孕妇年龄小于
'2

岁#血清学筛查

提示低危#而超声筛查出现异常征象时#无论是否合并其他指

征#均列为
4

超提示异常组$

0/)

例%(已知夫妇中有一方为染

色体异常并以该指征就诊者#列为夫妇染色体异常组$

22

例%(

曾经生育过或流产过有出生缺陷或者染色体异常胎儿的#列入

不良孕产史组$

0($

例%(进行
]

连锁单基因遗传病诊断*辅助

生殖技术怀孕后染色体检查*孕期有害物接触史*低智家族史*

错过血清学及超声筛查机会且孕妇要求做胎儿染色体检查者#

其胎儿均列为其他因素组$

00(

例%)

B&E

!

统计学处理
!

采用
J6J(&%

软件进行数据统计分析#采

用
4""=+=@8

D

法进行多组率的重复比较#以
!

$

%&%2

为差异有

统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

羊水细胞培养成功率
!

羊水培养病例最小孕周
$)

周#最

大孕周
''

周#胎粪样羊水
1(

例#血性羊水
$%'

例)

)%%%

例羊

水有
)

例培养失败#成功率为
((&(%3

)培养失败的
)

例患者

1

周后再次进行穿刺抽取羊水培养#核型分析结果均为正常)

C&C

!

各组胎儿异常核型种类*构成及检出率
!

由表
$

可见#

)%%%

例受检孕妇中#共检出异常核型
$('

例#检出率为

'&113

)高龄组和唐氏筛查高风险组的受检人数分别占

''&-%3

和
0$&)13

)

4

超提示异常组和夫妇染色体异常组的

异常核型检出率分别为
2&2)3

和
1%&%%3

#明显高于其他各组

$

!

$

%&%2

%)高龄组检出异常核型
)/

例#血清学筛查高风险

组检出异常核型
-1

例#分别占总异常核型的
'2&1'3

和

'-&'$3

#占总异常核型的
-1&203

)

C&D

!

异常核型种类及发生率
!

由表
1

可见#在检出的
$('

例

异常核型中#染色体数目异常
$%/

例#占异常核型的
22&()3

#

非整倍体占绝对优势#共
$%0

例#占异常核型的
2'&/(3

)其

中
1$

三体
-'

例$

'-&/13

%#

$/

三体
$0

例$

-&123

%#

$'

三体
'

例$

$&223

%#性染色体三体
$%

例$

2&$/3

%#性染色体单体
0

例

$

1&%-3

%)三倍体
'

例$

$&223

%#标记染色体
$

例$

%&213

%)

结构异常的病例共
)%

例#占异常核型的
'$&%(3

)其中平衡性

结构重排
'/

例$

$(&)(3

%#包括常染色体平衡易位
1%

例#常染

色体倒位
-

例#罗伯逊平衡易位
1

例和
U

染色体臂间倒位
(

例)非平衡性结构重排
11

例$

$$&0%3

%#其中包括常染色体增

加*缺失或重复等非平衡性结构重排
$'

例#罗伯逊易位型三体

2

例#

]

染色体非平衡性结构重排
0

例)嵌合体
12

例#占异常

核型的
$1&(23

#其中包括染色体数目异常的嵌合
(

例#结构

异常的嵌合
$2

例#

0)

#

]]

"

0)

#

]U

嵌合体
$

例)

表
$

!

)%%%

例产前诊断指征的分布构成比及检出率%

3

&

组别
,

受检比例
异常核型

$

,

%

异常核型

检出率

异常核型

百分比

高龄组
1%11 ''&-% )/ '&') '2&1'

高风险组
10(- 0$&)1 -1 1&// '-&'$

不良孕产史组
0($ /&$/ $% 1&%0 2&$/

4

超提示异常组
0/) /&$% 1- 2&2)

"

$'&((

夫妇染色体异常组
22 %&(1 $$ 1%&%%

"

2&-%

其他因素组
00( -&0/ 2 $&$$ 1&2(

合计
)%%% $%%&%% $(' '&11 $%%&%%

!!

"

!

!

$

%&%2

#与其他各组比较)

表
1

!

$('

例异常核型种类和比例及其在
)%%%

例

!!!

胎儿中的发生率

核型种类
,

在异常核型中

所占比例$

3

%

发生率

$

^

%

0-

#

]]

$

]U

%#

_1$ -' '-&/1 $1&$-

0-

#

]]

$

]U

%#

_$/ $0 -&12 1&''

0-

#

]]

$

]U

%#

_$' ' $&22 %&2%

0-

#

]]] 1 $&%0 %&''

0-

#

]]U 0 1&%- %&)-

0-

#

]UU 0 1&%- %&)-

02

#

] 0 1&%- %&)-

三倍体
' $&22 %&2%

0-

#

]U

#

_A8@ $ %&21 %&$-

常染色体平衡易位
1% $%&') '&''

常染色体倒位
- '&)' $&$-

常染色体非平衡性结构重排
$' )&-0 1&$-

罗伯逊平衡易位
1 $&%0 %&''

罗伯逊易位型三体
2 1&2( %&/'

]

染色体非平衡性结构重排
0 1&%- %&)-

嵌合体
12 $1&(2 0&$-

U

染色体臂间倒位
( 0&)) $&2%

C&E

!

按孕妇分娩年龄分组比较
!

按照孕妇分娩年龄分为!

$

'2

岁组#

'2

!

0%

岁组*

%

0%

岁组#比较
'

组异常核型比例#结

果见表
'

)孕妇随年龄增加#发生染色体异常的比例增加)

%

0%

岁组#其胎儿出现异常核型的比例高于其他两组#尤其是三

体的发生率明显增加)但采用
4""=+=@8

D

法进行多组率的重复

比较#差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%)将
'2

!

0%

*

%

0%

岁两组

合并为大于或等于
'2

岁组#与小于
'2

岁组比较#差异仍无统

计学意义$

!

%

%&%2

%)

/$%1
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表
'

!

不同年龄组异常核型检出情况比较%

,

&

组别
,

异常合计 异常比例$

3

%

1$

三体
$/

三体
$'

三体 性染色体异常 结构异常 三倍体
_A8@

$

'2

岁组
'(%( $1% '&%- 0- ( 1 $) 0$ ' 1

'2

!

0%

岁组
$)'1 20 '&'$ $( ' % $/ $0 % %

%

0%

岁组
0)1 $( 0&$$ - 1 $ 0 2 % %

D

!

讨
!!

论

!!

本研究中胎儿羊水染色体异常检出率为
'&113

#与汤丽

霞等&

'

'报道佛山地区的异常检出率
'&03

#李丹等&

0

'报道北京

地区的异常检出率
1&/03

#陈雪等&

2

'报道兰州地区的异常检

出率
'&/(3

#孙立宁等&

)

'报道山东潍坊地区的异常核型检出

率
'&'13

#张月萍等&

-

'报道上海地区的异常检出率
1&/$3

#以

及文献&

/

'报道相似#高出新生儿染色体异常率
2

!

)

倍)说明

以上各地区之间符合产前诊断指征的孕中期羊水的染色体异

常率相近)与本院
1

年前报道的
1&-23

的检出率相比较有所

提高)说明有针对性的产前诊断可有效地诊断染色体病#减少

出生缺陷的发生#严格把控羊膜腔穿刺的指征#可提高染色体

异常的检出率#进一步提高产前诊断的效率)

本研究中的
)

种高危因素均与染色体病密切相关)其中

血清学筛查高风险的孕妇在受检人群中所占比例最大#检出染

色体异常的人数也最多#因此孕早期血清学筛查是产前诊断必

不可少的方法)随着中国生育年龄的不断推迟#高龄孕妇越发

增多)在本研究中
'2

周岁及以上的高龄孕妇与其他具有产前

诊断指征的孕妇相比#染色体核型异常的检出率差异无统计学

意义)而且#有随年龄增长而异常率上升的趋势)因此#对于

超过
'2

周岁的孕妇#可以不必经孕早期血清学筛查#直接于孕

中期行羊水穿刺检查)

4

超是检测胎儿遗传病的重要手段#在

本研究中
4

超检测出的胎儿异常包括了颈项透明层增厚*羊

水过多*羊水过少*脑积水*肾积水*心包积液*单脐动脉等及各

种胎儿畸形#

4

超异常组的异常核型检出率为
2&2)3

#与文献

&

0

#

(

'报道的相似#明显高于血清学筛查高风险组与高龄组)

因此#

4

超检查异常是羊水穿刺检查的一个重要指征)夫妇染

色体异常是异常核型检出率最高的一组#虽然大多数检出的异

常为来源于父母的平衡性结构异常#可以正常发育并分娩#但

羊水穿刺检查仍是检出少数异常胎儿所必需的)不良孕产史

组中#异常核型检出率为
1&%03

#也较新生儿染色体异常率明

显增高#说明不良孕产史也是羊水穿刺检查的指征)

非整倍体#尤其是
1$

三体#在异常核型中占绝对优势)通

过无创等快速基因检查方法#可以检出一半以上的染色体异

常#但是结构异常依旧需要羊水穿刺后的核型分析才能检

出&

$%

'

)对于染色体结构异常的胎儿#需要双亲行外周血染色

体检查#以确定结构异常染色体的来源)若异常核型来源于双

亲之一且双亲表型正常#说明此突变并无遗传物质的增减#应

建议妊娠妇女行超声检查#密切观察胎儿生长发育情况#如无

异常可继续妊娠(若双亲染色体正常#则染色体结构异常为胎

儿新发突变#应建议行基因芯片检查#以确定结构异常有无造

成基因的重复或者缺失)

本研究中嵌合体
12

例#发生率
0&$-̂

#略高于张月萍

等&

-

'报道的
'&0/̂

#主要来自于血清学筛查高风险组*高龄组

及
4

超检查异常组)嵌合体是羊水培养中经常出现的现象#

虽然原位培养可以排除部分假性嵌合的现象#但由于羊水细胞

本身为胎儿脱落细胞#包含淘汰的异常细胞#且经过体外培养#

突变概率增加&

/

#

$$.$1

'

)故当羊水出现嵌合体时#作者建议采集

孕妇脐带血复查#再次进行核型分析后再下结论)

高质量的羊水细胞培养及收获技术对于染色体核型分析

极为重要)羊水的最佳采集时间为孕
1%

!

11

周#此时羊水中

活性细胞较多*细胞易贴壁*生长旺盛)孕周过小#活细胞尚

少#不易贴壁形成克隆(孕周过大#羊水中胎脂和上皮细胞增

多#形成克隆也较少)但本研究发现#通过个体化的换液与传

代操作#晚至
''

周的羊水也可以培养并收集到足够多分裂相

细胞#但培养时间明显延长)本研究中
)%%%

例羊水标本培养

成功率为
((&(%3

#培养失败的
)

例病例#主要是由于羊水污

染所造成)因此#在操作的各个步骤严格执行无菌操作#做好

各个环境指标的质控尤为重要)

新近基因芯片检测也成为了产前诊断的一线检验方法#与

染色体核型分析相比#其检验标本更为广泛#能够发现更微小

的基因片段增加和缺失#但其应用也有一定的限制&

$'.$0

'

!$

$

%不

能够检测除相对拷贝数变异之外的事件#如平衡性结构重排)

$

1

%由于敏感度所限#无法检测低水平的嵌合体*不平衡易位和

非等倍体)$

'

%无法检测四倍体或其他的双倍体性异常)$

0

%

无法检测芯片上所未覆盖区域的基因拷贝数变异)$

2

%无法像

核型分析一样阐明基因不平衡性变异产生的机制或来源)因

此#进行基因芯片检测的同时#仍需进行染色体核型分析以相

互补充)相信随着科技的进步#多种技术相结合#将使产前诊

断越来越精确与完善)
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增并发生急性变)正如
LC

等&

$(

'发现在胃肠肿瘤形成的早期

过程中
JP]$-

基因发生表达上调以保护性抑制肿瘤细胞的恶

性转化#但在肿瘤形成的晚期阶段则发生表达下调而促进肿瘤

进展)当然#这还有待于将来的进一步研究加以证实)

总之#本研究发现
9<=.-8.'

低甲基化改变是
OSN

慢性期

的一个常见分子事件#可用于
OSN

的分子辅助诊断#并且随

OSN

疾病进展
9<=.-8.'

低甲基化水平进行性下降)

参考文献

&

$

' 钱军#姚冬明#林江#等
&

慢性粒细胞白血病患者死亡相关

蛋白激酶基因甲基化&

I

'

&

中华血液学杂志#

1%%/

#

1(

$

$1

%!

/2%./2$&

&

1

'

\<9E#,4L

#

@̀;<

D

#"@E8L

#

4C@E< Ì
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