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孕早期经宫颈采集脱落滋养细胞的研究
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【摘要】　目的　探讨孕早期经宫颈获取滋养细胞的适宜方法和适当孕周。方法　选取要求终止妊娠的

６０名早孕妇女，采用宫颈管棉拭子法、宫颈内口黏液吸引法、细胞刷法经宫颈采集脱落细胞，并选取２０

名未孕的妇女，行宫腔灌洗采集的脱落细胞标本作为对照组。用 ＨＥ染色及细胞角蛋白７（ＣＫ７）免疫

细胞化学染色检测滋养细胞。结果　ＨＥ染色法和免疫细胞化学染色法均显示细胞刷法采集到滋养细

胞的阳性率及细胞数明显高于另两种方法，差异有统计学意义。结论　细胞刷法经宫颈取材是一种较

好的微创取材方法。
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　　产前诊断可以减少新生儿畸形和遗传性疾病的

发生率。目前临床上产前诊断的时限一般是在孕中

期和孕晚期，如果发现胎儿异常，妊娠终止的时间较

晚，且诊断技术均依赖于有创性操作，具有一定的风

险性。在早孕期用无创或微创的技术获得标本用于

诊断，无疑是产前诊断工作者必须思考和探究的。

在以往的相关研究中，有学者通过棉签、宫腔灌洗等

各种办法尝试取材，但综合结果均不太满意。滋养

细胞的检测可以较早地应用技术检测胎儿遗传物

质，若能较好地取出早孕期的滋养细胞，可以使得产

前诊断的时间相对提早。本研究中用３种方法获取

脱离滋养细胞，观察何种较为可行。

１　材料与方法

１．１　标本来源及分组　选择２００９年４月至２００９

３
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年１１月在安徽医科大学第一附属医院门诊就诊要

求终止妊娠的早期妊娠妇女６０例为研究对象，实验

组妊娠妇女符合以下条件：①要求终止妊娠；②超声

确定为宫内妊娠，测量胚芽头臀长并结合末次月经

确诊为孕６～１０周；③禁性生活５天以上；④妇科检

查可排除生殖器官炎症；⑤无阴道流血等先兆流产

症状。

以随机数表对研究对象进行编号后随机分组，

将研究对象分为３组：宫颈管棉拭子法（Ａ组）、宫颈

内口黏液吸引法（Ｂ组）、细胞刷法（Ｃ组），每组

２０例。另选择２０名未孕的育龄期妇女（来我院门诊

要求行输卵管通水等手术，排除生殖器官炎症和停

性生活５天以上，同意参与研究）在其手术之前行宫

腔灌洗法采集的细胞悬液作为对照组（Ｄ组）。有学

者研究显示，宫腔冲洗与其他方法相比，可获得较多

的胎儿细胞，但安全性存在一定的争议［１］，故将宫腔

灌洗作为对照组。

１．２　实验方法

１．２．１　主要用品及试剂　无菌棉拭子、一次性细胞

刷（南京微创公司，套管直径２ｍｍ）、胚胎移植软管

（Ｃｏｏｋ公司）、无菌１５ｍｌ离心管、低速离心机、胶原

酶Ｂ（美国，Ｓｉｇｍａ）、４％多聚甲醛、苏木素伊红染

料、多聚赖氨酸、１％曲拉通１００、小鼠抗人细胞角蛋

白７（ＣＫ７）单克隆抗体、过氧化物酶标记的链霉卵

白素（ＳＰ）染色试剂盒、ＤＡＢ显色液（以上均购于北

京中杉）。

１．２．２　经宫颈取样方法　妇女取膀胱截石位，常规

消毒外阴铺巾，暴露并消毒阴道和宫颈外口，用无菌

干纱布擦净宫颈外口处黏液。

１．２．２．１　无菌的宫颈管棉拭子在宫颈管内（不超过

内口）旋转５圈，然后将棉签放置在装有３ｍｌＰＢＳ

液的无菌试管中充分涮洗。

１．２．２．２　宫颈内口黏液吸引是用胚胎移植软管伸

入宫颈管，刚过宫颈内口时将内管向前推出０．５～

１ｃｍ左右，移植管后端接有５ｍｌ注射器，用适当力

量回抽注射器，负压吸引后将内管退入外管中再推

出宫颈，移至装有３ｍｌＰＢＳ液的无菌试管，充分

涮洗。

１．２．２．３　细胞刷法使用套管刷伸入宫颈，伸入时毛

刷未伸出塑料软管，当套管刷头达到但未超过宫颈

内口时，向前推动手柄１ｃｍ，将毛刷伸出使得毛刷

一部分刚过宫颈内口处，转动２圈后，拉动手柄将毛

刷退入套管中再取出，移至３ｍｌＰＢＳ液的无菌试管

充分涮洗。

１．２．２．４　宫腔灌洗法是使用无菌的胚胎移植软管

（直径２ｍｍ），小心伸入宫颈管中，达到并刚过宫颈

内口，尾端接有装有５ｍｌ无菌生理盐水的注射器，

轻轻将生理盐水推入宫腔，推完后立即回抽注射器，

将回抽得到液体装入３ｍｌＰＢＳ液的无菌试管，并充

分涮洗软管。

１．２．３　样本处理　所取样本均获得细胞悬液，经离

心机１４００转／分，离心１０分钟，弃上清，肉眼下若见

有黏液，可用胶原酶Ｂ在３７℃水浴锅中消化１０分

钟，１４００转／分，离心１０分钟，弃上清。所有标本均

制成０．５ｍｌ的细胞悬液，混匀后吸取１０ｕｌ滴到多

聚赖氨酸包被过的载玻片上，晾干，过夜备用。

１．２．４　ＨＥ染色和免疫细胞化学染色　抗ＣＫ７作

为一抗进行免疫细胞化学染色。同时行 ＨＥ染色，

镜下观察是否存在滋养细胞及ＣＫ７表达阳性的细

胞。标本经染色后，请病理科医师行细胞鉴定。

１．３　统计学处理　所有数据采用ＳＰＳＳ１１．５统计

软件包处理。计数资料中组与组之间的率的比较采

用χ
２ 检验；计量资料用狓－±狊表示，２组均数之间的

比较采用两个独立样本之间的狋检验，多组之间的

比较用方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）；数据不符合

正态分布时或方差不齐时，采用秩和检验。取α＝

０．０５为检验水准，犘＜α时说明有统计学意义。

２　结　果

２．１　３种取材方法获得滋养细胞的阳性率　３种方

法采集的细胞标本经 ＨＥ染色后，光镜下均可及典

型的合体滋养细胞（见图１）。滋养细胞是来源于胎

儿的细胞，形态上一般分为合体滋养细胞和细胞滋

养细胞。合体滋养细胞体积较大，核小而深染，胞浆

丰富，染色质聚集在核的周围，胞核间无明显细胞界

限而呈多核合体状。细胞滋养细胞较小，一般很难

识别。对照组未见滋养细胞。数据行卡方检验后，

Ａ组的滋养细胞获得率与Ｂ组比较差异无统计学

４
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意义（犘＞０．０５），Ｃ组的滋养细胞获得率较Ａ组和

Ｂ组高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。（见表１）

图１　ＨＥ染色玻片

黑箭头所示为合体滋养细胞

　　ＣＫ７在滋养细胞上表达，阳性细胞为镜下结构

清晰，胞膜和胞浆均可及棕黄色着色（见图２）。３种

方法采集的细胞标本经免疫细胞化学染色后，光镜

下可见阳性表达的细胞。对照组中未见阳性表达的

细胞。对其数据行卡方检验后，Ａ组和Ｂ组之间的

阳性细胞获得率比较无统计学差异（犘＞０．０５），Ｃ

组的阳性细胞获得率较Ａ组和Ｂ组高，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。（见表１）

图２　免疫细胞化学染色染色玻片中可见棕黄色着色的细胞

表１　ＨＥ染色和免疫组化方法 获得滋养细胞的阳性率

组别

（ＨＥ染色）
取材方法 例数

见滋养细胞

的例数

未见滋养细胞

的例数

实验组

Ａ组 ２０ ８（４０％） １２（６０％）

Ｂ组 ２０ １１（５５％） ９（４５％）

Ｃ组 ２０ １８（９０％） ２（１０％）

对照组 Ｄ组 ２０ ０（０） ２０（１００％）

组别

（免疫组化）
总例数

阳性细胞

例数

未见阳性

细胞例数

实验组

Ａ组 ２０ ２（１０％） １８（９０％）

Ｂ组 ２０ ５（２５％） １５（７５％）

Ｃ组 ２０ １８（９０％） ２（１０％）

对照组 Ｄ组 ２０ ０（０） ２０（１００％）

２．２　２种染色方法鉴定３种取样方法采集的细胞

标本中滋养细胞的计数及量的比较　ＨＥ染色方法

中，光镜下观察玻片上每个视野的滋养细胞的量，宫

颈管棉拭子（Ａ组）、宫颈内口黏液吸引（Ｂ组）和细

胞刷（Ｃ组）３种方法得到的细胞量分别是１９３．２５±

１１１．６０个／ｍｌ，２２７．２７±１００．９１个／ｍｌ，４１９．４４±

１５０．６３个／ｍｌ。分别进行３组间的两两比较，检验

水准调整为α＝０．０５／３＝０．０１７，经秩和检验细胞刷

法取得的细胞量分别与宫颈管棉拭子组和宫颈内口

黏液吸引组比较，其差异有统计学意义 （犘＝

０．００２）。而宫颈管棉拭子组采集的细胞的量与宫颈

内口黏液吸引组相比，其差异无统计学意义（犘＝

０．６０５），故细胞刷法取得的细胞量最多。

免疫细胞化学染色方法中，光镜下观察玻片上

每个视野的阳性细胞的量。宫颈管棉拭子（Ａ组）得

到阳性细胞的例数为２，样本量太少无法与其他２组

比较。宫颈内口黏液吸引（Ｂ组）和细胞刷（Ｃ组）方

法得到的细胞量差异有统计学意义（１４０．００±４１．８３

个／ｍｌｖｓ３１６．６７±１５４．３５个／ｍｌ，犘＝０．０００）。（见

表２）

表２　运用２种染色方法鉴定３种取样方法采集的

细胞标本中阳性细胞的量

宫颈管棉

拭子（Ａ组）

宫颈内口

黏液吸引（Ｂ组）
细胞刷（Ｃ组）

ＨＥ染色
１９３．２５±

１１１．６０个／ｍｌ

２２７．２７±

１００．９１个／ｍｌ

４１９．４４±

１５０．６３个／ｍｌ

免疫细胞

化学染色
／

１４０．００±

４１．８３个／ｍｌ

３１６．６７±

１５４．３５个／ｍｌ

２．３　获得滋养细胞量与孕周的关系（见表３）

表３　滋养细胞获得情况与孕周之间的关系

孕周
标本

例数

ＨＥ染色

见滋养细胞

的标本数

玻片上滋

养细胞的

平均数

免疫细胞化学染色

见滋养细胞

的标本数

玻片上滋

养细胞的

平均数

５＋１～６ ２ ０（０） ０ ０（０） ０

６＋１～７ ８ ３（３７．５％） ５ ２（２５％） ２

７＋１～８ ２５ １５（６０％） ７ １０（４０％） ５

８＋１～９ １８ １４（７７．８％） ８ ９（５０％） ６

９＋１～１０ ７ ５（７１．４％） ８ ４（５７．１％） ７

合计 ６０ ３７（６２％） ３０ ２５（４２％） ２１

３　讨　论

目前经宫颈管获取胎儿细胞的方法共有５种：

５
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宫腔内冲洗、宫颈内冲洗法、棉试子法、宫颈黏液抽

吸法和宫颈细胞刷取材法。文献报道这几种取材方

法成功率为４０％～９０％不等，并已成功进行了胎儿

性别、异常染色体和单基因病的产前诊断［２５］。

采集细胞的成功率和采集到的细胞量往往与多

种因素有关，例如取样方法、孕周、操作者的熟练程

度、检测方法的敏感度。有研究表明早在孕５周时

就可在宫颈处采集到滋养细胞［６］，但是目前还缺少

大量的临床资料说明采集细胞的合适时间、采集细

胞的合适方法。为了在取样时尽量避免母体细胞，

并采集到更多的胎儿细胞，本实验尝试使用了纤支

镜的取样的细胞刷，在经宫颈内口取样时尽量避免

宫颈处的细胞。ＩｍｕｄｉａＡＮ等
［７］研究发现经宫颈细

胞刷法取材的成功率高达９５％，而且对后期的继续

妊娠不会产生直接的负面影响。本实验使用宫颈管

棉拭子、宫颈内口黏液吸引和宫颈内口处细胞刷的

取样方法，经鉴定后发现宫颈内口细胞刷法取样的

成功率明显高于另２组，且采集到的滋养细胞数量

也明显多于另２组。但本实验中样本量偏小，在采

集标本的适宜孕周方面探讨上，需更进一步的实验

研究和验证，可能存在一定的误差。若比较出较适

宜的取样孕周对实验的成功率及准确率上无疑是具

有一定的推动作用。与ＩｍｕｄｉａＡＮ的研究结果相

似，考虑经宫颈细胞刷法较适合于经宫颈取样，因其

细胞量采集较多更适合于后期的产前诊断。实验

中，发现用棉拭子在宫颈内取样时容易出现细胞被

卷入棉纤维中，因而不易从棉签中脱落而造成取样

的劣势，本实验中使用的包被较好的用于早产检测

的无菌棉签可减少细胞的卷入。怀孕后宫颈处形成

黏液栓以阻挡外界病原，用软管吸引宫颈内口黏液

时容易因为黏液粘稠而不易吸出，可能会影响取样

的成功率和细胞量。宫腔灌洗和经宫颈细胞刷２种

方法采集的细胞数量均较多，但宫腔灌洗法的侵袭

性较大，Ｃｈｏｕ等
［８］报道在早孕期行宫腔灌洗易造成

胎儿肢体缺陷，故本实验未采用此方法作为实验组。

ＣＫ７是一种分子量５４ｋＤ的碱性细胞角蛋白，

对３种类型滋养细胞均有表达，在间质细胞上不表

达，但是因为ＣＫ７在子宫腺上皮上也有明显的抗

原表达，所以不适用于宫腔灌洗液样本中滋养细胞

的鉴定。因其敏感性较高，可作为经宫颈取样富集

滋养细胞的初筛指标。ＨＥ染色鉴别滋养细胞虽然

在临床工作中是可行的，但是主观性较强，且特异性

不高，故选用ＣＫ７较适合于细胞筛选。

通过我们的初步研究发现使用宫颈细胞刷法收

集脱落滋养细胞的方法较其他方法能获得较多的细

胞。可以用抗ＣＫ７抗体等识别胎儿源性的滋养细

胞，但是还需要寻找其他对滋养细胞更特异性更敏

感的单克隆抗体。在取材中尽量选择损伤小又采集

量多的方法，或者可以在超声引导下进行操作，从而

使得早孕期产前诊断的可靠性和实用性会越来高。
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