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［摘　要］目的：比较研究常规慢速冷冻和玻璃化冷冻后的人类早期胚胎印记基因Ｈ１９的ＤＮＡ甲基化状态，
初步了解低温冷冻对胚胎基因印记的影响。方法：收集胚胎移植术后正常受精的低质量的第３天胚胎１５２个，
进行冷冻、复苏，其中常规慢速冷冻胚胎７８个，玻璃化冷冻胚胎７４个，另收集７０个新鲜未冷冻胚胎作为对照；
记录３种类型单个胚胎ＢｉｓｕｌｆｉｔｅＰＣＲ扩增个数，采用结合重亚硫酸盐限制性酶分析法检测胚胎印记基因Ｈ１９的
ＤＮＡ甲基化状态。结果：慢速冷冻胚胎、玻璃化冷冻胚胎及新鲜未冷冻胚胎的单个胚胎ＢｉｓｕｌｆｉｔｅＰＣＲ扩增分别
成功４０、５３、５８个；慢速冷冻胚胎、玻璃化冷冻胚胎及新鲜未冷冻胚胎Ｈ１９基因的平均甲基化程度分别为（４４８
±６４）％、（４７５±５６）％及（４６７±６０）％，异常甲基化率分别为１００％（４／４０）、１３２％（７／５３）及３４％（２／
５８）；３组胚胎的甲基化程度和异常甲基化率比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：低温冷冻不增加人类
胚胎甲基化异常的发生率。
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　　辅助生殖技术（ＡＲＴ）不同于自然妊娠的过
程，较多的学者关注 ＡＲＴ出生后代的甲基化等表
观遗传学风险。有研究认为卵细胞、早期胚胎是

ＤＮＡ甲基化易于变化的敏感时期，药物促排卵、体
外培养等技术环节可能影响甲基化的擦除、重建和

维持，从而诱发配子、胚胎出现印记基因甲基化异

常［１］。国外的一些流行病学研究也报道ＡＲＴ子代
可能有较高的基因印记疾病发病率，例如 Ｂｅｃｋ
ｗｉｔｈＷｉｅｄｅｍａｎｎ综合征（ＢＷＳ）和Ａｎｇｅｌｍａｎ综合征
（ＡＳ）［２］。ＢＷＳ、ＡＳ的发病涉及染色体１１ｐ１５区域
的一系列印记基因，其中 Ｈ１９基因研究得较为成
熟［３－４］。胚胎冷冻是辅助生殖临床常规开展的技

术，主要包括慢速冷冻和玻璃化冷冻（ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）
２种方法。低温、冷冻保护剂毒性等因素一直受到
各种研究的关注，而有关冷冻技术对胚胎基因印记

影响的研究较少，且局限在动物实验。研究冷冻技

术对人类胚胎基因印记的影响有助于评价ＡＲＴ技
术的安全性。本研究收集人类第３天（Ｄａｙ３）冷冻
胚胎和新鲜未冷冻胚胎，检测并比较印记基因Ｈ１９
的ＤＮＡ甲基化状态，初步探讨冷冻技术对胚胎基
因印记的影响。

１　材料与方法

１１　研究对象
本研究经医院伦理委员会批准。选择常规体

外受精（ＩＶＦ）或者卵胞浆内单精子显微注射（ＩＣ
ＳＩ）治疗的患者，经知情同意后收集患者选择丢弃
的低质量Ｄａｙ３胚胎。冷冻复苏胚胎为胚胎移植术
后收集正常受精（２ＰＮ）的低质量的Ｄａｙ３胚胎进行
常规慢速冷冻或玻璃化冷冻保存，其中慢速冷冻胚

胎７８个，玻璃化冷冻胚胎７４个，分别解冻后用于
印记基因甲基化分析。收集胚胎移植术后７０个正
常受精（２ＰＮ）的低质量Ｄａｙ３的新鲜未冷冻胚胎作
为对照。

１２　方法
１２１　胚胎的冷冻和复苏　胚胎的慢速冷冻复苏
采用试剂盒ＱｕｉｎｎｓＡｄｖａｎｔａｇｅＥｍｂｒｙｏＦｒｅｅｚｅＫｉｔ和
ＱｕｉｎｎｓＡｄｖａｎｔａｇｅＴｈａｗＫｉｔ（Ｓａｇｅ，Ｐａｓａｄｅｎａ，ＣＡ，
ＵＳＡ），按说明书进行操作。玻璃化冷冻复苏以冷
冻环为胚胎载体，冷冻保护剂使用丙二醇和乙二

醇，按照文献［５］方案步骤进行操作。
１２２　Ｈ１９甲基化状态检测　采用结合重亚硫酸
盐的限制性酶分析（ｃｏｍｂｉｎｅｄｂｉｓｕｌｆｉｔｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａ

ｎａｌｙｓｉｓ，ＣＯＢＲＡ）法对单个胚胎进行 ＤＮＡ甲基化
分析［６］：（１）使用低熔点琼脂糖（ＬＭＰ），配合
ＣｐＧｅｎｏｍｅＤＮＡＭｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（ＣｈｅｍｉｃｏｎＩｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌ，Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ）对胚胎细胞ＤＮＡ进行Ｂｉｓｕｌ
ｆｉｔｅ转化；（２）以转化的ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增
（Ｈ１９基因 Ｇｅｎｂａｎｋ号为 ＡＦ１２５１８３，起止位置为
７８７０～８１００），上游引物Ｆ１为５′ＡＧＧＴＧＴＴＴＴＡＧＴＴＴ
ＴＡＴＧＧＡＴＧＡＴＧＧ３′，上游引物 Ｆ２为５′ＴＧＴＡＴＡＧ
ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＧＧＧＴＡＴＴＴＴＴＧＧＡＧＧＴＴＴ３′，下游引物
Ｒ为 ５′ＴＣＣＴＡＴＡＡＡＴＡＴＣＣＴＡＴＴＣＣＣＡＡＡＴＡＡＣＣ
３′；（３）ＰＣＲ产物为２３０ｂｐ片段（代表母系非甲基
化等位基因）或１３０ｂｐ和１００ｂｐ片段（代表父系
甲基化等位基因），甲基化程度为１３０ｂｐ和１００ｂｐ
条带灰度的百分比。正常胚胎应同时具有母系和

父系 Ｈ１９等位基因，甲基化程度约为５０％。采用
ＴａｑＩ酶切后，以４％琼脂糖凝胶电泳分离（电压为
１１０Ｖ，时间３０ｍｉｎ），电泳结束后采用 ＧＡＳ７６ＷＬ
Ｔ２０凝胶成像系统拍照。甲基化状态分析采用
Ｌａｂｗｏｒｋｓｉｍａｇｅａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｓｏｆｔｗａｒｅ
（ＵｌｔｒａｖｉｏｌｅｔＰｒｏｄｕｃｔｓ，Ｌｔｄ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ）对凝
胶图片进行灰度扫描计算。

１３　统计学分析
数据使用ＳＰＳＳ１３０统计软件分析。ＤＮＡ甲

基化程度以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，数据比较
采用单因素方差分析，两两比较采用 ｔ检验，甲基
化异常率以百分比（％）表示，数据比较采用 χ２检
验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　单个胚胎ＢｉｓｕｌｆｉｔｅＰＣＲ扩增结果
３种类型的胚胎 ＰＣＲ成功率显著不同（χ２＝

１７５８，Ｐ＝００００）。慢速冷冻胚胎的 ＰＣＲ成功率
低于新鲜胚胎（χ２＝１６４４，Ｐ＝００００）和玻璃化冷
冻胚胎（χ２＝６６１，Ｐ＝００１）；玻璃化冷冻胚胎与
新鲜胚胎的 ＰＣＲ成功率比较，差异无统计学意义
（χ２＝２５７，Ｐ＝０１０）。见表１、图１。
２２　 Ｈ１９基因ＤＮＡ甲基化程度与甲基化率

慢速冷冻胚胎、玻璃化冷冻胚胎及新鲜未冷冻

胚胎 Ｈ１９基因的平均甲基化程度比较，差异无统
计学意义（Ｐ＝０１２７），见表２。慢速冷冻胚胎、玻
璃化冷冻胚胎及新鲜未冷冻胚胎 Ｈ１９基因的异常
甲基化发生率比较，差异无统计学意义（χ２＝３４８，
Ｐ＝０１７５），见表３。
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表１　３种类型的单胚胎ｂｉｓｕｌｆｉｔｅＰＣＲ的扩增结果
Ｔａｂ．１　ＴｈｅＲｅｓｕｌｔｓｏｆＢｉｓｕｌｆｉｔｅＰＣＲｆｏｒ
ＳｉｎｇｌｅＦｒｏｚｅｎＥｍｂｒｙｏｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

胚胎类型
胚胎总数

（ｎ）
扩增成功数

（ｎ）
ＰＣＲ成功
率（％）

慢速冷冻 ７８ ４０ ５１３
玻璃化冷冻 ７４ ５３ ７１６
新鲜未冷冻 ７０ ５８ ８２９

注：Ｓｌｏｗｆｒｅｅｚｉｎｇｅｍｂｒｙｏｓ所示为慢速冷冻胚胎检测结果，
１５、１６、３９及４２号胚胎仅出现２３０ｂｐ，为母系非甲基化片
段，属异常低甲基化状态（甲基化程度为０％），其余胚
胎为正常甲基化状态；Ｖｉｔｒｉｆｉｅｄｅｍｂｒｙｏｓ所示为玻璃化
冷冻胚胎检测结果，７号胚胎的甲基化程度为８７％
（甲基化片段明显弱），为异常低甲基化；１４、２８、
３５及３７号胚胎仅出现２３０ｂｐ的非甲基化片段，
为异常低甲基化状态（甲基化程度为０％）。

图１　慢速冷冻及玻璃化冷冻胚胎Ｈ１９
甲基化结果（ＣＯＢＲＡ）

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＣＯＢＲＡｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｆｒｏｚｅｎｅｍｂｒｙｏｓ
ｉｎｓｌｏｗｆｒｅｅｚｉｎｇａｎｄｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｒｅｅｚｉｎｇ

表２　３种类型胚胎Ｈ１９基因的甲基化程度（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｏｆＨ１９ｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
胚胎类型 ｎ Ｈ１９甲基化程度（％）
慢速冷冻 ３６ ４４８±６４
玻璃化冷冻 ４５ ４７５±５６
新鲜未冷冻 ５６ ４６７±６０

表３　３种类型胚胎Ｈ１９基因的异常甲基化率
Ｔａｂ．３　ＴｈｅＲａｔｅｏｆａｂｎｏｒｍａｌｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ｏｆＨ１９ｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

胚胎类型
甲基化异

常类型

胚胎总数

（ｎ）
异常胚胎

数（ｎ）
异常率

（％）
慢速冷冻 低甲基化 ４０ ４ １００
玻璃化冷冻 低甲基化 ５３ ７ １３２
新鲜未冷冻 低甲基化 ５８ ２ ３４

３　讨论
低温冷冻对早期胚胎的影响一直存在争议，冷

冻后胚胎的基因表达、细胞凋亡等方面已有较多研

究。早期胚胎植入前容易发生甲基化的改变，Ｈ１９
基因属于父系甲基化印记基因，全长３ｋｂ，共含有
５个外显子，４个内含子。动物实验发现玻璃化冷
冻后的小鼠胚胎出现 Ｈ１９基因甲基化状态异常和
表达量的显著增加，提示冷冻技术可能影响 ＤＮＡ
甲基化状态［７］。

本研究中仅有５１３％的慢速冷冻胚胎能成功
的通过ｂｉｓｕｌｆｉｔｅＰＣＲ扩增分析，其原因可能是慢速
冷冻产生的冰晶对细胞造成了机械性损害。玻璃

化冷冻由于不产生冰晶，对细胞的机械性破坏小，

因而ＰＣＲ成功率与新鲜胚胎无显著差别。由于温
度、ｐＨ值以及培养液营养成分等因素，体外培养的
早期胚胎存在一定比例的甲基化异常［８］。本研究

亦发现３４％的新鲜胚胎出现Ｈ１９甲基化异常；慢
速冷冻、玻璃化冷冻胚胎 Ｈ１９基因甲基化异常率
分别为１００％、１３２％，与新鲜胚胎比较无显著差
别（Ｐ＝０１７５）；定量分析提示３组胚胎的 Ｈ１９基
因甲基化程度亦无显著差别（Ｐ＝０１２７）。

ＤＮＡ甲基化的建立和维持是依赖 ＤＮＡ甲基
化转移酶类（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，Ｄｎｍｔｓ）和甲
基 化 结 合 蛋 白 （ｍｅｔｈｙｌｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ）［８－１０］。推测体外培养环境、冰晶、高浓度保
护剂等因素可能影响了Ｄｎｍｔｓ的活性，从而导致胚
胎出现甲基化异常。冷冻胚胎与新鲜胚胎比较，甲

基化异常率无统计学差别，初步认为冷冻操作可能

不增加胚胎甲基化异常的发生率，但冷冻胚胎的甲

基化异常率有增高的趋势，需要扩大样本量，扩展

基因种类进一步研究。

本研究检测的胚胎为不适合移植的低质量胚

胎。低质量的胚胎一般作放弃处理，但在临床实践

中，缺乏优质胚胎的情况下，部分患者仍会选择质

量差的胚胎进行移植。低质量胚胎获得妊娠的机

率较低，且出生子代的健康状况尚未见系统的研究

报道，根据本研究的结果可初步推测，使用低质量

胚胎可能会增加子代印记缺陷的风险。
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