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建立人类异常染色体核型的成纤维细胞系及

滋养层细胞系
蒋永华孙彼放*郑育红李少英刘维强潘倩莹
(广州医学院第三附属医院，广州市生殖与遗传重点实验室，广州 510150)

摘要 从自 然流产绒毛或者中期娃妹羊水中分离细胞体外培养，建立人类异常染色体核型

成纤维细胞系及滋养层细胞系 。 中期娃娘羊水染色体诊断或自然流产绒毛染色体诊断过程中 ，行

G显带细胞核型分型， 对于发现异常核型的细胞，进行分离、培养、传代、冻存、 复苏及鉴定， 建

立细胞系，用 PowerPlex 16 系统行DNA-STR基因型检测。 建立 1 林来自羊水的 21 三体成纤维细胞

系， 以及 7 林来自绒毛的滋养层细胞系，核型分别为 47， XX+21 ; 69, XXX; 69, XXY; 47, XY+ 12; 47, 

XX+5; 48 , XY +21 , 22; 47 , XY+1 8 。 所有细胞系体外传代均超过 10代， 冷冻复苏率大于 50%，核型

维持稳定， DNA-STR基因检测能对人细胞系进行个体识别 。 人异常染色体核型的成纤维细胞系和绒

毛膜滋养层细胞系的建立，可以为探讨异常染色体产生机制及相关的分子遗传学研究提供细胞来源。

关键词 染色体;成纤维细胞;滋养层细胞;短串联重复序列

异常染色体核型是临床娃振早期流产的主要原

因， 常见的染色体异常种类有三体或者三倍体核型，染

色体异常的胎儿75%会在娃振早期自然流产， 后期以

13 、 18 、 21 号及性别染色体数目异常多见[1 ，21 。异

常染色体儿有生长迟缓、智力障碍等缺陷。目前对

于生殖细胞减数分裂致染色体异常的机制缺乏深入

了解，因此本试验希望通过异常核型成纤维细胞系和

绒毛膜细胞滋养层细胞系为探讨异常染色体的产生

机制研究提供细胞平台，同时也为分子生物学快速染

色体异常诊断方法的建立提供检测的细胞标本。

短串联重复序列(short tandem repeat, STR)又名

微卫星序列 ，为广泛分布于不同染色体上的一些简单

序列(多为 3-7 bp)重复排列而成， 广泛存在于人类基

因组中 ，具有高度多态性杂合性和稳定性，当把几个

STR 位点联合分析后，可以得到相当高的累积个体

识别率和父权排除率，在个体识别， 亲权鉴定中广泛

的应用 [3，41 。 近年来细胞系的建立成为热点，涉及知

识产权问题、知情同意及相关伦理问题等，因此

STR-DNA序列分析也越来越多的应用在细胞建株的

识别上[5 . 61 。

1 材料与方法

1.1 对象

2004年 1 月 -2007 年 7 月广州医学院第三附属

医院，娃振 16-22 周进行羊水染色体诊断的胎儿，抽

取羊水进行细胞培养， 或饪振 8-11 周胚胎停育的胎

儿， 经阴道负压吸引流产，分离绒毛进行滋养层细胞

培养，所有病例标本的获取均对胎儿父母双方进行知

情同意口头及书面知情同意说明，签署知情同意书。

1.2 培养液和仪器

细胞培养液: aminomax-II 、 PBS 、 膜蛋白酶、

胶原酶 1， 非必需氨基酸、青霉素 /链霉素购自 Gibco

公司 ; 培养瓶为 Coring 公司产品 ; C02 培养箱为 Here

Cell 公司产品 ; 培养条件 37 'C 、 100% 湿度、 5%

C O 2 。

1.3 胎儿羊水成纤维细胞培养

经临床诊疗需要进行羊水染色体诊断的胎儿，经

B 超介导下进行羊膜腔穿刺，确认穿入羊膜腔后，抽

取 20 ml 羊水，分别注入 2 个 10 ml 无菌离心管内离

心， 1 000 r/min, 5 min，吸弃上清液， 留 0.5 ml 制成细

胞混悬液，采用本实验室常规的原瓶传代培养[7l，分

别接种到 2 个培养瓶， 7 天后首次传代换液，细胞生

长满瓶后按 1 : 3 传代 。

1.4 人绒毛膜滋养层细胞的培养

取娃振 6-10 周自然流产绒毛组织，在无菌超净

台内用无血清的 PBS 培养液冲洗 3 次 ， 挑选绒毛，
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0.25% 膜蛋白酶在 37 'C7j(浴下消化 10 min, 0.1 %胶

原酶 II 37 'C 消化 10 min ， fiU置显微镜下见细胞脱落，

冲洗组织后，去除未消化组织，将细胞悬液离心， 1000

r/min, 5 min，弃上清液， 培养液混匀，分别接种到 2 个

培养瓶， 3 天后首次传代换液，细胞生长满瓶后按 1 : 

2 传代 。

1.5 细胞系冻存和复苏

将接近长满细胞的培养液吸弃， 0 .05% 膜蛋白

酶消化，离心收集细胞，冷冻液为 90% 培养液 +10%

DMSO，分装入冻存管中， 4 'C冰箱中 30 min, - 80 'C 

冰箱中 24 h 后投入液氮中。复苏则将冷冻管迅速技

入 37 'C 7k浴中 ， 离心收集细胞，接种至培养皿中 。

1.6 染色体核型鉴定

取生长旺盛的细胞， 0.25μg/m1 秋水仙素作用 4

h， 0 .05% 膜蛋白酶消化细胞，收集入离心管， 1 000 rl 

min, 5 min，弃上清液， 37 'C水浴低渗 5 min，固定液

(甲醒:冰醋酸 =3 : 1 )预固定， 1 000 r/min , 5 min , 

弃上清液， 加固定液 4 ml，室温固定 40 min , 1 000 rl 

min, 5 min，弃上清液，加固定液 2 时，再固定 20 min, 

1 000 r/min, 5 min，去上清液，留液体约 0.3 时， 打匀，

滴片，将玻片放 65 'C烤箱过夜， 0 .8% 膜蛋白酶消化

玻片 15-30 s，吉姆萨(Giemsa)染色 10 min，自然风干，

镜下观察记数分散良好的中期分裂相 20个，分析5 个，

显微摄影留档。

1.7 细胞生长曲线

将第 3 代细胞制备单细胞悬液，接种于 24 孔培

养板中，每孔为 lx104 个，从第 2 天起， 每隔 24 h 取 3

孔用一般消化法消化，计数 3 孔的细胞数，取其平均

值为当天的细胞数，绘制细胞生长曲线

1.8 绒毛膜滋养层细胞免疫荧光染色

一抗分别为小鼠抗人角蛋白抗体和小鼠抗人波

形蛋白抗体， 二抗 Cy3 羊抗小鼠 IgG (博士德) 。 取

对数生长期细胞， 4%的多聚甲M固定， 4%羊血清PBS

封闭， 一抗温育 1 h，加入二抗， 温育 1 h，加入 H33342

进行细胞核复染，荧光显微镜观察。

1.9 细胞系的 DNA-STR 序列鉴定

1.9.1 样本处理 取生长旺盛的细胞， 弃培养液，

PBS 漂洗一次， 0.05% 膜蛋白酶消化，收集细胞，离心

1 000 r/min, 5 min，弃上清液，底部的细胞用于 DNA

提取和 PCR 分析。样本均按 Qiagen 试剂(德国)说明

书的方法提取 DNA 。 所提取的 DNA 均用紫外分光

光度仪测 A280 及 A260 值以确定浓度和纯度。

1.9.2 PCR 扩增反应 采用用 PowerPlex@ 16 系

·研究论文·

表 1 16 个 STR 基因座对应的染色体位置

基因座名称 染色体位置

Penta E 15q 

D1 8S5 1 18q2 1.3 
D21 S11 2 1q ll-2 1q21 

THOI l l p 15.5 

D3S 1358 3p 

FGA 4q28 

TPOX 2p23-2pter 

D8S 11 79 8q 

vWA 12p 12-pter 

Amelogen in Xp22 . 1 -22 .3 和 Y

Penta D 2 1q 

CSFIPO 5q33 .3-34 

D1 6S539 16q24-qter 

D7S820 7q l 1.21-22 

DI 3S317 13q22-q31 

D5S8 18 5q23.3-32 

统(Promega) ， STR 基因座 16 个: D3S 1358, TH0 1, 

D21S11 , D18S51 , Penta E, D5S 8 18, D1 3S3 17 , 

D7S820, D 16S539 , CSFIPO , Penta D, amelogenin, 

、..，

vWA, D8S1179 , TPOX, FGA。基因座对应染色体位 J 

置见表 1。其中 Penta E 、 D18S51 、 D2 1 S11 、 THO l

和 D3S13 5 8 的引物用荧光素(FL ) 标记; FGA 、

TPOX 、 D8S1179 、 vWA 、 amelogenin 的引物用援

基一四甲基罗丹明(TMR)标记; Penta D 、 CSF I PO 、

D16S539 、 D7S820 、 D13S3 17 和 D5S818 的引物用

6- 竣基 4' ，5- 双氧 -2' ，7'- 双甲基荧光素(JOE)标记。每

个反应体系总体积均为 25μ1，包括 2-40 ngDNA 模

板， 5-20 pmol 引物， 2 U TaqDNA 聚合酶， 215μ1 10x

缓冲液， 115 mmollL MgCI2, 200μmoνLdNTP o PCR 

循环条件如下: 95 'C预变性 11 min, 94 'C变性 1 min, 

59 'C退火 1 min , 72 'C延伸 1 min，进行 32 个循环，

最后在 60 'C下延伸 60 min 。

1.9.3 PCR 产物的检测 lμlPCR 产物与 10 μl

HIDFM 、 0 . 15μ1 Internal Lane Standard 600 混合，

95 'C变性 5 min，立即冰浴 5 min，将待测管放入 ABI

3100 遗传分析仪，自动上样， POP_4™ Ì:疑胶电泳 30

rnin , Genescan 311 软件进行定量分析 。

2 结果

2.1 胎儿羊水成纤维细胞的分离、培养

羊水细胞接种后5天观察，可见贴壁的成纤维细

胞，细胞形态纤长，也可见少量不规则的多边形上皮

样细胞生长， 7 天后换液， 10-14 天细胞满瓶，传代后

‘、J
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上皮细胞自然死亡 。

2.2 人绒毛膜滋养层细胞培养的生长状况及形态

学观察

绒毛膜滋养层细胞呈上皮细胞样生长，细胞体积

大，胞浆丰富，核大卵园形， 生长旺盛， 3-5 天左右首次

传代，每 2-3 天按 1 : 2 传代 1 次 。

2.3 细胞生长曲线

羊水细胞 2 天就进入对数增长期， 5-6 天达到平

台期 。 绒毛膜滋养层细胞同样也是 2 天就进入对数

增长期，但是生长速度较快， 4-5 天达到平台期 。 2

种不同来源的细胞均随着传代的增加， 其增殖能力开

始减弱，生长曲线呈 S 形( 图 1) 。

2.4 细胞的传代、冷冻、复苏

所有细胞系解冻后均能在24h 内即可完全贴壁，

繁殖迅速， 3-4 天传代一次，细胞系之间在形态无明

显差异， 一般可以传代 10-20 后(因细胞系的不同而

异)，出现细胞生长速度减慢， 细胞核明显突出，细胞

自然死亡 。

2. 5 染色体核型分析

建立 1 株来自羊水的 2 1 三体成纤维细胞系 ， 建

立了 7 株来自绒毛的三倍体或非整倍体绒毛膜滋养

层细胞系， 核型分别 47 ， XX+21; 69 , XXX; 69 , XXY; 

47 , XY+ 12; 47 , XX+5; 48 , XY+21 , 22; 47 , XY+18，细

胞系命名，来源及核型见表 2 0

各个细胞系冷冻传代后 ， 5 代后重复一次核型检

查，核型维持与原代一致，未发现异常改变 。

2.6 绒毛膜滋养层细胞免疫荧光染色

染色成功，所有细胞核均受 H33342 染色，着蓝

色荧光，角蛋白染色阳性，细胞质着红色荧光，未发

现波型蛋白染色(图 2)，表明培养的人绒毛膜滋养层

细胞纯度超过 99% 。

2.7 细胞系的 DNA-STR 序列鉴定

(B) 

14 

12 

主 10 

乏 8
× 
乙 6
毒草
理 4
串T

2 

。

-← 羊水细胞
『← 绒毛滋养层细胞

234 5 6 7 

培养H才问(天)

图 1 成纤维细胞及滋养层细胞的生长曲线

8个细胞系 16个基因位点均出现峰， 表明试验成

功， 每个细胞均具有自己的个体识别序列(表 2) 。 其

中 21 三体细胞系 ane-21-w 、 fy-ane-2 1 -x 在 2 1 号染

色体 D21S11 和 Penta D 出现了 2 : 1 或者 1 : 1 

1 的峰， 其余位点正常单峰或者为 1 : 1 的峰形， STR

提示为 21 三体。三倍体细胞系 fy-tri- ou ， 性染色体

基因座见 X 峰，无 Y 峰， TH01 , D16S539, FGA 位点

峰为 2 : 1 ， 其余位点均为 1 : 1 : 1 ， 提示为 XXX

的三倍体， 另一株三倍体细胞系 fy-tri- l ， 性染色体基

因座，同时出现X和Y峰， X峰为Y峰的2倍， 在TH01 ，

FGA , vWA 位点出现 1 : 1 : 1 的峰， 其余基因位点

峰形为 2 : 1 ，提示为 XXY 核型的三倍体。 fy-ane-

12-w ， 12 号染色体基因座 vWA 出现 1 : 1 : 1 的峰，

余位点未发现异常， 提示为 12 三体 。 fy-ane-5 -x 细

胞系在 5 号染色体基因座 D5S818 出现 2 : 1 的峰形，

其余位点正常单峰或者为 1 : 1 的峰形， 提示该细胞系

为 5 三体。 fy-ane-21-22-ch ， 在 21 号染色体的 D21 S11 ，

Penta D 基因座分别出现 1 : 1 : 1 及 2 : 1 的峰形，

提示该细胞系为 21 三体，由于本实验采用的 1 6 个

STR 基因座位点无 22 号染色体位点， 所以其 22 染色

体三体核型在 STR 图形上无显示。 fy-ane-1 8-d 在 1 8

(D) 

图 2 羊水细胞及绒毛膜滋养层细胞显微镜下形态学观察及兔痊荧光染色

A: 羊水细胞( 1 0时， 培养 7 天; B : 绒毛膜滋养层细胞(20叫; C : 滋养层细胞角 ， 蛋白质染色阳性，细胞质红色荧光，细胞核蓝色荧光(20x ); D: 

滋养层细胞， 被形蛋白染色阴性， 细胞质不着色，仅见细胞核着蓝色荧光(20x) 。
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表 2 非整{音体及三倍体细胞系概况
细胞系 核型 来源 STR 异常位点及其染色体位置 STR 图像

ane-21- w 47 , XY+ 2 1 羊水 2 1 号， D2 1S I 1 (2 : 1), Penta D 

在 内{(l : 1 : 1 ) 

D2 1S I1 Penta 

fy-a ne-2 1-x 47 , XX+2 1 绒毛 2 1 号， D 2 1 S 11 ( 1 : 1 : 1) , 劫。P e nt a D ( II : I ) 11 

129 1 12 

D2 1 S 门 Penta 

fy-tri-o u 69 , XXX 绒毛 Amelogenin , X 峰，其余所有位
点均为 1 : 1 : 1 或 2 : 1 的峰

也自
19 

Amelogenin VW A D8S 11 79 

fy-tri-I 69 , XXY 绒毛 Ame loge nin , X : Y (2 : 1 ) 峰，

其余所有位点均为 1 : 1 : 1 或

2 : 1 的峰

Amelogenin VW A D8S 1179 

fy-ane -1 2-w 47 , XY+12 绒毛 12 号， vW A (l : 1 : 1) 

』电一
vWA 

fy-ane- 5-x 47 , XX+5 绒毛 5 号， D5S 8 1 8 (2 : 1) 

j 由 ;IlE 且
D5S8 18 

fy-ane-2 1-22-c h 48, XY+2 1, 22 绒毛 2 1 号， D2 1SI1 ( 1: 1: 1), 
Pent a D (2 : 1) 

非- t! 
D2 1S I 1 Penta 

fy-ane- 18-d 47, XY+1 8 绒毛 1 8 号， DI 8S 51 (2: 1) 1 
L!2J 日争

DI 8S5 1 

号染色体基因座 D18S51 上显示为 2 : 1 的峰形，其

余位点未发现，提示为 18 三体 。

培养成功率 94 . 2%，其中染色体异常率为 56%，染色

体异常以三倍体，染色体数目异常为主， 并且出现 2

号染色体， 5 号染色体三体等在羊水诊断中少见的大

号染色体非整倍体核型，与国 内 国外报道相近[9.lO] ， 考

虑为自然流产的主要原因为染色体病，尤其是严重的

染色体异常，胎儿不能发育到娃振中期 。

3 讨论

3. 1 胚胎细胞非整倍体及三倍体发生的比例

2002 年 -2004 年，本院 638 例中期羊水染色体

检查，发现 28 例异常染色体，其中 21 三体 2 例， 18 

三体 3 例，部分 21 三体 1 例，异位 5 例，倒位 8 例，嵌

合 4 例[8J 。 在 2007 年我院开展的了绒毛染色体培养

核型分析，在 6-7 月 2 个月共行 35 例自然流产及胚

胎停育的绒毛染色体检查， 2例因标本污染培养失败，

对自然流产的胎儿进行绒毛染色体检查有助于

流产的原因的判断，对下次娃报有较好的指导意义。

绒毛染色体的检查分为直接法及培养法，培养法较直

接法更容易获得分裂像，染色体形态好， 利于观察及

诊断[ "J 。 本试验采用采用原瓶传代法进行培养(待

r 
、J

J 

J 
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发表)，不仅可以完成染色体分析，还可以利用原代滋

养层细胞进行传代、 冷冻复苏等操作.， 建立细胞系，

为以后进一步实验提供充足的细胞来源 。

3.2 细胞系进行 STR-DNA 序列鉴定的意义

STR 广泛存在于人类基因组中 ， 具有高度多态

性、杂合性和稳定性。当把几个 STR 位点联合分析

后， 可以得到相当高的累积个体识别率和父权排除率，

可以作为不同个体的遗传身份识别，美国 FBI推荐的

13 个 STR 基因位点联合检测[ 1匀，它的 13 个位点为

D3S 1358 、 TH0 1 、 D21S 1 1 、 D 18S 51 、 D5 S 8 1 8 、

D13S317 、 D7S820 、 D16S539 、 CSFIPO 、 vWA 、

D8S1179 、 TPOX 、 FGA，两个无关人群的偶合几率

(PM)达到 10- 15，本试验除了使用其推荐的 13 个位点

以外，还增加了 Penta E 和 Pe n ta D 及性别位点

amelogenin 0 因此可以作为人类细胞的有效个体识

别手段，区分不同实验室， 不同时期所建立的细胞。

又由于 STR 的其多态性来源于串联片段重复

数量的变化，因此可以用来是定量检测染色体数目

异常[13 ， 1句，正常的二倍体样本应该出现比率近 1 : 1 

的两个峰或单个纯合峰 三倍体样本再相应的基因位

点的会出现了比率近 2 : 1 或 1 : 1 : 1 的峰[ l5 ， l6] ，

因此我们可以从 STR采用的基因座不同的染色体位

置，初步判断染色体有无异常，例如 21 三体细胞系

ane-21-w 、 fy-ane-21-x在 2 1 号染色体D21S11 和 Penta

D 出现了 2 :1 或者 1 : 1 : 1 的峰，其余位点正常单

峰或者为 1 : 1 的峰形，而三倍体的细胞系 fy-tri-ou 、

fy-trì-l 16 个基因位点几乎都出现了比率近 2 : 1 或

1 : 1 : 1 的峰(表 2) 。因此从细胞系的 STR 序列

上，不仅进行个体识别，还可以初步了解细胞的非整

倍体或者三倍体信息。

3 .3 建立胎儿非整倍体及三倍体细胞库的意义

3.3.1 非整倍体的起源、细胞分子生物学机制的研

究 生殖细胞非整倍体的发生机制目前还不是十

分清楚，可能是同源重组减少[I7， I S]，或周期异常导致

减数分裂染色体不分离[l910]，利用染色体异常的成纤

维细胞系及滋养层细胞系进行染色体数目异常细胞

的起源、命运决定及其生物学机制和发生发展机制

研究，探讨异常染色体产生机制，有利于人类优生遗传

的建设 。

3.3.2 快速诊断的分子遗传学技术任妹染色体病的

诊断的研究 传统的细胞遗传学核型分析以其可

靠性和检测范围广，被誉为染色体产前诊断"金标

准气但长达 2 周的培养时间、技术和样本水平上

的高要求等缺陷限制了其在产前诊断上的广泛应用，

因此，发展与普及快速、准确、便宜 、 简单的产前诊

断方法十分必要，近年来发展了许多快速诊断的分子遗

传学技术应用于娃振染色体病的诊断，包括: 荧光原位

杂交技术(FISH)[21]、引物原位标记技术(PRINS)[22] 、

同源基因定量 PCR (HGQ2PCR)[23] 、 实时定量 PCR

(real time PCR)I24，25 ]等，但是目前这些技术尚未能替

代传统的细胞遗传学核型分析， 还需要进一步研究探

索。本实验室在进行 STR-PCR在常见三体及性别快

速产前诊断中的应用研究中出现染色体己知样本获

取困难， 因为除 21 三体患儿可以生存外， 一般出生后

死亡，所有不容易获得除 2 1 三体以外的其他染色体

病的己知样本，但是人类除 1 号染色体三体未被发现

外，其余三体均有发现，早期娃振流产染色体异常原

因占 50%-60% ， 中期娃振常见的染色体异常有 13 ，

18 ， 2 1 三体，因此我们感觉非常珍惜和保护我们在产

前诊断中有染色体病的细胞资源，对有异常的非整倍

体或三体等细胞进行培养、传代等， 建立细胞库，完

善细胞档案，以方便对建立相关的分子生物学快速诊

断方法的试验的建立提供检测标本，或者可以利用己

建立细胞系对新建立的该诊断方法的准确性进行测

试或者质量控制。
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Establishment of Human Fibroblast and Trophoblast Cell Lines with 
Abnormal Karyotypes 

Yong-Hua Jia吨， Xiao-Fang Sun*, Yu-Hong Zhe吨， Shao-Yin Li, Wei-Qiang Liu, Qian-Yin Pan 
(The Key Laboratory of Reproduction and Genetics of Guangzhou, the Third 1\庐liated Hospital of 

Guangzhou Medical Coliege, Guangzhou 510150, China ) 

、J
、，

Abstract To establish human fibroblast and trophoblast cell lines by using abnormal karyotypes of cells ./ 

isolated from the fetus amniotic f1uid and chorionic villus. Fibroblast and trophoblast cells were 'obtained 仕om fetus 

amniotic f1uid or chorionic villus that was used for chromosome analysis. Only cells with abnormal karyotypes 

identified by G band were further cultured. Cell types in each cellline were identified by irnmunocytochernistry , 

PowerPlex 16 System Kit and DNA-STR. As results , a 21 trisome cellline from amniotic f1uid and 7 trophoblast cell 

lines from chorionic villus were established. The karyotypes of these cell lines were 47 , XX + 21 ; 69, XXX; 69 , 

XXY; 47 , XY+12; 47, XX+5; 48 , XY+21 , 22 and 47, XY+18, respectively. All celllines have undergone more than 

10 passages and more than 50% of the cells were survival after freezing/thawing. The karyotypes remained stable 

during the culture. These results indicate that fibroblast and trophoblast celllines with abnormal karyotypes can be 

established in human and these celllines are important cell sources for studying of the basic mechanism of chromo

some abnormalities and spontaneous abortion. 

Key words karyotypes; fibroblast; trophoblast cell; celllines 
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