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摘要!目的 研究早孕妇女生殖道中胎儿细胞的存在情况#用免疫细胞化学法确证胎儿细胞来源#寻找无创或微创的产

前诊断取材方法及时机% 方法 将健康早孕妇女宫颈取材标本分为两组$HE 染色组!!"和免疫细胞化学组!""&选择

通水术中输卵管通畅的健康妇女为对照#分为两组$HE 染色组!Ⅲ"和免疫细胞化学组!#"% 无菌棉拭子术’宫颈粘液

吸引术’宫颈管灌洗术和宫腔内灌洗术采集标本#HE 染色和免疫细胞化学染色后观察滋养细胞存在情况% 结果 !1"早

孕妇女经宫颈细胞中存在可代表胎儿细胞的滋养细胞&!2"宫颈管灌洗术和宫腔内灌洗术取材方法较好#获得胎儿细胞

较多&!3"取材时机为妊娠 50~79d% 结论 早孕妇女生殖道中存在胎儿细胞#在妊娠 50~79d用宫颈灌洗术或宫腔内灌

洗术取材#是一种较为安全有效的产前诊断技术%
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!7&’.,"’8 97:+"’%0+ To studythepresenceoftrophoblastcellsin theloweruterusin earlypregnancy,identify fetalcellsby

immunocytochemistry, anddeterminethebesttimingforsamplecollection. ;+’6(4& Samplesfrom healthygravidainearly

pregnancyweredivided into HE group (!) and immunocytochemistry group ("), and thosefrom healthynonpregnant

womenwerealsodividedintoHE group($)andimmunocytochemistrygroup(#).Fourdifferentmethods(usageofacotton

swab,aspirationofthecervicalmucus,lavageoftheendocervicalcanal,andlavageoftheintrauterinecavity)wereemployed

forcollectingthesamples, whichweretestedwithHE stainingorimmunocytochemistry, andthepresenceoffetalcellswas

observed underopticalmicroscope. <+&5-’& ,)4 =()"-5&%() Fetalcellsweredetected in thegenitaltractofthegravidain
early pregnancy. Utilization ofthelavageofthe endocervicalcanalorthe lavage ofthe intrauterinecavity allowed greater

amountoffetalcellacquisition,andsamplingofthefetalcellsbetween50daysand79daysofgestationalageyieldedoptimal

results.Thesesamplingmethodsmayprovidesafeandeffectivemeansforprenataldiagnosiswithminimalinvasiveness.

>+1 $(.4&8 earlypregnancy;non-invasiveprenataldiagnosis;transcervicalcells;fetalcells;immunocytochemistry

遗 传 性 疾 病 和 先 天 性 疾 病 约 占 人 口 总 数 的

0.6% (1)#对于大部分疾病尚无有效治疗方法#目前主

要处理是进行遗传咨询#在妊娠期确诊胚胎或胎儿患

病#终止妊娠#杜绝患儿的出生%产前诊断技术正从有

创性向无创或微创性方向发展#尽早确诊疾病#实施

人工流产#可减轻孕妇痛苦#为下一步诊疗争取时间%
近年来#从经宫颈细胞中寻找胎儿细胞的研究已获得

相当程度的发展%国外已有学者报道经宫颈细胞中胎

儿细胞的存在#并用 FISH 或 PCR 诊断部分染色体数

目异常遗传病和部分单基因疾病# 如地中海贫血等%
本研究对 4种不同的经宫颈细胞取材方法进行了比

较#探讨用于产前诊断的微创取材方法及适合进行取

材的时机%

1 资料和方法

1.1 标本来源

选择南方医院 2005年 11月 ~2006 年 1 月间门

诊要求终止妊娠的早孕’无生殖器官炎症’终止妊娠

前 5d内无性生活史的妇女 80例# 分成两组$HE 染

色组!!"和免疫细胞化学组!""%对照组选择通水术

中输卵管通畅的健康妇女 80 例#分为两组$HE 染色

组!$"&免疫细胞化学组!#"% !’"组孕妇妊娠在

35~77d之间%
1.2 实验方法

1.2.1用品及试剂 碘伏棉球’酒精棉球’窥阴器’宫颈

钳’无菌棉拭子’人工受精导管’注射器’生理盐水’硅

化防脱玻片’离心机% 一抗$鼠抗人 HLA-G 单克隆抗

体浓缩液由英国 SEROTEC 公司购得&二抗$LHK611
!抗小鼠"+DAB 显色液由深圳晶美生物工程有限公

司购得%
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表 1免疫细胞化学实验组!!"获取滋养细胞与孕龄的关系

!"#$% &’()-*+&-, )--.’/01(/023-)0"4 5(.61 /7 (23 834"()/’52)9
#3(:33’ 0/4430(36 (8/92/#4"5( 03445 "’6 ;35("()/’ ";3 <;8/.9 !=

Ageof
gestation(d)

Case Positive
case

Trophoblastcellnuclei
inpositivesamples

Positivity
rate(% )

Averagetrophoblast
cellsnuclei

30-39 7 1 2 14.3 2

40-49 48 8 15 16.7 2

50-59 32 12 19 37.5 2

60-69 10 6 16 60.0 3

70-79 3 2 6 66.7 3

图 2 宫腔内灌洗术取样涂片

>);$? @"-943 0/4430(36 #1 4"A";3 /7 (23
)’(8".(38)’3 0"A)(1 (Immunocytochemistry,

originalmagnification:!400)

1.2.2 取材方法 实验组及对照组妇女排空膀胱后!
取膀胱截石位"常规消毒铺巾!暴露并消毒宫颈!取材

方法如下!#1$无菌棉拭子术%无菌棉试子伸入宫颈内

口!旋转数周后缓慢取出& #2$宫颈粘液吸引术%人工

受精导管进入宫颈内口!未超出宫颈内口!将宫颈分

泌物尽可能吸出&#3$宫颈管灌洗术%人工受精导管插

入宫颈外口! 未超出宫颈内口! 注入无菌生理盐水

5~8m l!停留片刻后缓慢吸出!无菌标本瓶保存& #4$
宫腔内灌洗术%人工受精导管插入宫颈内口!超过宫

颈内口约 3~4cm !注入无菌生理盐水 2~5ml!停留片

刻后缓慢吸出!无菌标本瓶保存&
1.2.3 玻片制备 无菌棉拭子术’ 宫颈粘液吸引术所

得标本直接涂片于硅化防脱玻片上( 宫颈管灌洗术’
宫腔内灌洗术所得细胞悬液离心后涂于硅化防脱玻

片上& 室温放置 30m in晾干&
1.2.4 HE 染色及细胞形态观察 !组和"组标本经

室温干燥后!95% 酒精固定 10min!常规 HE 染色!封

片干燥后在光镜下计数合体滋养细胞数&
1.2.5 免疫细胞化学染色及观察 #组和$组标本经

室温干燥后! 冷纯丙酮固定 10min后常规免疫细胞

化学染色后!光镜下观察阳性细胞数&
1.3 统计学处理

采用 %2 检验&

2 结果

2.1 实验组!""与对照组!""HE 染色获得合体滋养

细胞情况

除无菌棉拭子术和宫颈粘液吸引术所得滋养层

细胞阳性率差异无统计学意义外#!>0.05$!其余各取

材方法之间所得滋养层细胞阳性率差异均有统计学

意义#!<0.05$!以宫腔内灌洗术所得阳性率最高!无

菌棉拭子术所得阳性率最低& 合体滋养层细胞大!胞

质丰富致密!嗜酸性!多个重叠但不变形的核!核小而

深染!细粒状染色质!染色质聚集在核的周围如钟面!
胞核之间无细胞界限而呈多核合体状! 核仁不明显

#图 1$& 细胞滋养层细胞仅极少数可被识别!为圆形

细胞!边界清楚!染色质过深!多不规则&
2.2 实验组!#"与对照组!$"免疫细胞化学所得胎

盘滋养细胞情况

除无菌棉拭子术和宫颈粘液吸引术!宫颈管灌洗

术和宫腔内灌洗术之间所得滋养层细胞阳性率差异

无统计学意义外#!>0.05$!其余各取材方法之间所得

滋养层细胞阳性率差异均有统计学意义#!<0.05$!以

宫腔内灌洗术 /宫颈管灌洗术所得阳性率较高!无菌

棉拭子术所得阳性率最低&免疫细胞化学染色阳性结

果见图 2&

2.3 不同孕龄获得胎盘滋养细胞情况

免疫细胞化学实验组##$中在不同孕龄所得阳

性例数及阳性细胞的胞核个数见表 1& 获得标本滋养

层细胞阳性率较高的时期在妊娠 50~79 d!获得滋养

层细胞核数量较多的时期在妊娠 40~79d&

图 1 宫腔内灌洗术取样涂片

>);$% @"-943 0/4430(36 #1 4"A";3 /7 (23 )’(8".(38)’3
0"A)(1 (HE staining,originalmagnification:!400)
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3 讨论

妊娠早期可在宫腔下段检测到滋养层细胞!其出

现期从妊娠 5~7周到妊娠 13~15周! 此后子宫腔消

失!为羊膜腔所占据"2-4#$ 因此可能在妊娠 5~15周从

经宫颈细胞标本中获得滋养层细胞!作为胎儿遗传信

息的来源!进行产前诊断$
3.1 胎儿细胞鉴定

经宫颈所得细胞标本有 3种来源% 胎儿来源&母

亲来源和父亲来源$ HE 染色从形态上初步鉴定合体

滋养细胞!其主观性较大!特异性低!仅可用来初步估

计胎儿细胞数量的多少$胎盘组织外绒毛滋养层细胞

不表达经典的 HLA !类分子! 使这些细胞易感于

NK 细胞的攻击!但由于表达非经典的 M HC I类分子

HLA-G 可以防止 NK 细胞识别这些细胞$ HLA-G 抗

原是一种非经典的 M HC I类分子! 它仅在母胎界面

胎儿胎盘组织上表达! 该处却不表达经典的 M HC I

类 及"类 抗 原 $ HLA-G 蛋 白 质 结 构 可 能 分 为

HLA-G1~4膜结合型及 HLA-G1~2可溶型 6种!采用

RT-PCR 分析! 这 6种 HLA-G 的异构体均存在于妊

娠前 3个月的滋养层细胞及足月胎盘上!在滋养层细

胞的主要转录形式是 HLA-G1"5#$HLA-G 基因蛋白产

物仅表达在胎盘外绒毛滋养层细胞及滋养层来源的

两种肿瘤细胞系 Bewo及 JEG-3$ 用抗 HLA-G 作为

一抗进行免疫细胞化学法染色所得阳性结果特异性

高!但敏感性降低!可能造成较高的假阴性率$ 但抗

HLA-G 与特异的滋养层细胞发生阳性反应! 为分离

和纯化滋养层细胞奠定基础$
3.2 取材方法

国内外学者对 4 种取材方法获得胎儿细胞的效

率各不相同$ 有报道灌洗术’包括宫颈管灌洗术和宫

腔内灌洗术(标本阳性率达 80% ~90% "6#)另有学者报

道宫腔内灌洗术获得胎儿细胞的率为 4% ~97% "7#)有

报 道 宫 颈 粘 液 吸 引 术 获 得 的 标 本 阳 性 率 为 50%

~70% ) 而有学者却报道妊娠的宫颈粘液中不能发现

胎儿细胞 "8#)无菌棉拭子细胞损失少!但获得的胎儿

细胞也少$ 宫腔内灌洗术能够持续获得胎儿细胞!而

宫颈粘液吸引术则效果欠佳!这一结论为将前者应用

于临床提供支持"9#$ 本研究证明在相同实验条件下!
无菌棉拭子术和宫颈粘液吸引术所得的胎儿细胞极

少!不适合用来取材$ 宫颈管灌洗术和宫腔内灌洗术

所 得 标 本 胎 儿 细 胞 阳 性 率 分 别 为 43.3% ~83.3% 和

53.3% ~86.7% !与文献报道相一致!是较好的取材方

法$宫颈管灌洗术和宫腔内灌洗术比无菌棉拭子术和

宫颈粘液吸引术获得的滋养层细胞阳性率高!但损伤

也相对增加! 避免反复冲洗是必要的$ 在取材前 5d

内无性生活!基本可以排除精液污染!且宫腔下部不

易被精液污染!这给诊断性连锁疾病提供了良好的取

样环境"1#$
3.3 取材时机

本研究结果提示滋养层细胞阳性率较高的时期

在妊娠 50~79d$ 经宫颈取材进行产前诊断!应选择

在绒毛完全退化之前! 脱落细胞较多的时候! 妊娠

50~79d正处在这一时期!是取材的最佳时期$ 妊娠

40d左右取材!宫颈内口较紧!不易操作$
综上所述! 早孕妇女生殖道中存在胎儿细胞!在

妊娠 50~79d用宫颈灌洗术或宫腔内灌洗术取材!是

一种可行的微创的产前诊断技术$
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