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玻璃化冻融囊胚助孕妊娠妇女娩出胎盘
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表达分析研究"
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"摘要#

!

目的
!

对玻璃化冻融囊胚助孕妊娠妇女娩出胎盘中生长因子受体结合蛋白
$%

"

234$%

$表达进行分析!评价其安全

性%方法
!

收集
1%$1

年
$

月至
1%$0

年
5

月在福建省妇幼保健院产科门诊玻璃化冻融囊胚助孕妊娠的妇女"观察组$

5%

例及同期

自然妊娠妇女"对照组$

5%

例病例数据和胎盘标本%采用免疫组织化学&

67+873,49"8

检测胎盘
234$%

蛋白的表达!

:7;9.8#<7

=>:

检测
234$%<:?@

表达%对两组妊娠妇女的产科结局及胎盘
234$%

的表达进行比较分析%结果
!

两组孕龄&胎龄!胎儿性

别&体质量&身长&头围&腹围比较差异均无统计学意义"

!

$

%&%5

$!娩出胎盘面积&胎盘质量比较差异有统计学意义"

!

%

%&%5

$%

两组胎盘组织
234$%

蛋白表达率&表达强度&免疫组织化学评分比较差异均无统计学意义"

!

$

%&%5

$%

:7;9.8#<7=>:

&

67+873,

49"8

分析结果进一步显示两组胎盘组织中
234$%<:?@

与蛋白表达差异均无统计学意义"

!

$

%&%5

$%结论
!

玻璃化冻融囊胚助

孕有可能会增加娩出胎盘的面积与质量!但发育相关分子
234$%

在胎盘的表达未见明显改变%
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辅助生殖技术$
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&用

于临床已
'%

多年#其非自然生殖的特性及缺乏临床前安全性

研究而直接临床应用的背景#日益引起人们对其生殖遗传安全

性的关注)虽然目前未发现
@:A

可直接导致子代出现明显

畸形#但不断有报道指出#

@:A

子代不良健康风险增加#生长

发育问题就是其中之一#胎儿胎盘过度生长或低出生体质量儿

的风险增高#但原因尚不明确#人们担心可能与
@:A

的一系

列操作相关)

囊胚培养与胚胎冷冻为
@:A

重要的衍生技术#近年来研

究发现采用玻璃化冻融囊胚移植治疗不孕症患者能产生较好

的助孕结局#其临床妊娠率*胚胎种植率显着高于冻融卵裂期

胚胎移植)但囊胚培养与玻璃化冷冻技术应用于临床时间较

短#尚缺乏对于出生后婴幼儿大样本的长期随访资料#其安全

性仍是人们关注的焦点)

印记基因生长因子受体结合蛋白
$%

$

N

3"I8DG;H8"337H7

F

.

8"3.4"K,!

F

3"87#,$%

#

234$%

&是一种可以控制肌肉增长的蛋白)

可能改变肌肉的生长并促进愈合*肌肉再生和修复过程)

1%$$

年报道了一项小鼠行为学研究显示印记基因
234$%

的母本表

达涉及胎儿成长*新陈代谢*脂肪储存#而父本表达调控着成年

小鼠的行为活动#是胚胎发育及多种生理活动中的重要基因)

囊胚培养与玻璃化冷冻有可能通过干扰
234$%

等印记基因而

影响子代生长发育潜能)尤其在胚胎期#滋养层细胞较内细胞

团对环境因素的干扰更为敏感#经过玻璃化冷冻损伤#很可能

胎盘组织发生表观遗传修饰异常的风险增加)玻璃化冻融囊

$00$

重庆医学
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年
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月第
0)

卷第
$$
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"
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胚助孕产科结局及其娩出胎盘
234$%

表达情况如何+ 尚未有

文献报道#因此本文对玻璃化冻融囊胚助孕妊娠妇女娩出胎盘

234$%

表达水平进行分析#对其安全性进行评估#现报道如下)

>

!

资料与方法

>&>

!

一般资料
!

本研究方案经福建省妇幼保健院医学伦理委

员会讨论批准#在进行研究前与患者进行详细沟通#在充分知

情同意的基础上#获得患者夫妇双方签字同意后#实施研究方

案)收集
1%$1

年
$

月至
1%$0

年
5

月在福建省妇幼保健院产

科门诊玻璃化冻融囊胚助孕妊娠妇女$观察组&

5%

例及按年龄

配对同期自然妊娠妇女$对照组&

5%

例病例数据和胎盘标本)

并对两组孕妇的人口学资料进行比较分析无显著差异者纳入

试验对象)入选标准!孕龄
1%

"

'5

岁%单胎%第
$

次妊娠%身体

健康)排除标准!

10

周前妊娠丢失病例)所有入选对象分别

记录姓名*孕龄*末次月经*预产期*新生儿性别*新生儿体质

量*新生儿评分*身长*胎盘面积和体质量*头围*腹围等指标)

所有对象分娩时均收集胎盘标本)

>&?

!

方法

>&?&>

!

胎盘标本收集
!

两组孕妇分娩时#均对胎盘进行详细

检查#完成胎盘测量#称取胎盘质量#并记录所有胎盘相关数

据)分娩后立即收集胎盘组织#避开胎盘梗死和血管瘤部分#

从脐带植入点旁
5H<

处纵向切开胎盘组织)收集胎盘中间部

分绒毛#以尽量减少其他部分对基因表达结果的影响)所有胎

盘组织在冰预冷的
=TZ

中充分漂洗后#分装于样品冷冻保存

管中#立即投入液氮中迅速冷冻#后移入
X/%[

冰箱中保存#

用于蛋白和基因检测)用于组织学分析的胎盘组织用
0\

多

聚甲醛固定保存)

>&?&?

!

免疫组织化学检测胎盘组织中
234$%

蛋白表达
!

用

0\

多聚甲醛$

%&$<"9

"

]=TZ

#

F

R-&%

"

-&)

#含
%&$\ LY=>

&

进行固定#经
-%\

乙醇
'%<#,

*

/%\

乙醇
'%<#,

*

(%\

乙醇
1

次
'̂%<#,

*

(5\

乙醇
1

次
'̂%<#,

*

$%%\

乙醇
1

次
'̂%<#,

*

二甲苯透明
1

次
'̂%<#,

*

55[

石蜡中
1

次
^'%<#,

#用铜制

模具包埋组织块)切片后#将厚度
'

"

5

#

<

的组织切片附于

经多聚赖氨酸附膜的载玻片上#

)%[

烘烤过夜%将切片浸于二

甲苯中
1

次
5̂<#,

*

$%%\

乙醇
1

次
5̂<#,

*

(5\

乙醇
1

次
5̂

<#,

*

(%\

乙醇
1

次
5̂<#,

*

/5\

乙醇
1

次
5̂<#,

*

-5\

乙醇
1

次
5̂<#,

#自来水冲洗#

=TZ

洗
1

次进行脱蜡*入水)置入
$\

甲醇双氧水#室温
$%<#,

#蒸馏水洗
$

次#

%&$<"9

"

]=TZ

洗

'

次
5̂<#,

)将切片放入
%&%$<"9

"

]

柠檬酸盐缓冲液$

F

R

)&%

&中#在微波炉内微波辐射
$%<#,

#

%&$<"9

"

]=TZ

洗
'

次
5̂<#,

进行抗原修复)切片上滴加正常山羊血清封闭液#

室温
1%<#,

)甩去多余液体)切片上滴加第一抗体#

0 [

过

夜#

%&$<"9

"

]=TZ

洗
'

次
5̂<#,

)切片上滴加生物素化的二

抗体$

_

N

2

&#

'-[1%<#,

#

%&$<"9

"

]=TZ

洗
'

次
5̂<#,

%切片

上滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液$

Z.@

"

R:=

&#

'- [ 1%

<#,

#

%&$<"9

"

]=TZ

洗
'

次
5̂<#,

)

L@T

显色!使用
L@T

显

色试剂盒
$<]

蒸馏水加显色剂
@

*

T

*

>

各
$

滴#混匀#加至标

本上#显色
)<#,

#充分水洗)苏木素染液复染细胞核
$<#,

#

充分水洗#

$\

盐酸乙醇分化#

$\

氨水返蓝#充分水洗#经
-%\

乙醇
5<#,

*

/%\

乙醇
5<#,

*

(%\

乙醇
1

次
5̂<#,

*

(5\

乙醇
1

次
5̂<#,

*

$%%\

乙醇脱水
1

次
^5<#,

*二甲苯透明
1

次
^5

<#,

#中性树脂封片)按以下评分标准!

@

为阳性细胞数分

级#

%

$\

为
%

*

$\

"

$%\

为
$

*

$$\

"

5%\

为
1

*

5$\

"

/%\

为
'

*

/$\

"

$%%\

为
0

%

T

为阳性细胞显色强度分级
%

$阴性&*

$

$弱阳

性&*

1

$阳性&*

'

$强阳性&%免疫组织化学评分
`@^T

)对所有

切片进行镜下观察分析胎盘组织中
234$%

蛋白的表达)

>&?&@

!

:7;9.8#<7=>:

检测
234$%<:?@

表达
!

A3#C"9

法提

取胎盘组织总
:?@

$

A3#C"9

裂解液购自杭州博日科技&#将总

:?@$

#

N

逆转录为
HL?@

$逆转录试剂盒购自
T#"73

公司&#取

5

#

]HL?@

应用
@T_-5%%

型荧光定量
=>:

仪进行
:7;9.8#<7

=>:

$

ZaT:2377,

荧光染料购自
:"HD7

公司&)引物由上海生

工合成#引物序列及长度见表
$

)

:7;9.8#<7=>:

总反应体系

1%

#

]

#使用
b983;ZaT:P#E8K37

完成扩增#扩增程序为!

(5[

$%<#,

#

(5[$5+

%

)%[)%+

#

05

个循环)

=>:

产物经
1\

琼

脂糖凝胶电泳#无引物二聚体和非特异扩增产物出现)通过实

时监测
=>:

产物的动态积累量#得到各管标本的扩增曲线及

目的序列的
>8

值#同时检测该管标本管家基因
2@=LR

的
>8

值#计算各管标本待测序列的
#

>8

值$

#

>8̀

目的基因
>8

值

X

该管样品
2@=LR

的
>8

值&#该管标本目的基因的相对表达

量为
1

X

$

>8值)

表
$

!!

实验引物序列

基因 引物序列$

5Q.'Q

& 产物大小$

4

F

&

234$%

!

正向引物
>@>2@@2AAA>>2>2>@ '$5

!

反向引物
@2A@A>@2A@A>@2@>A2>@A2AA2

2@=LR

!

正向引物
22@@22@@@A2@@A222>@2> $0/

!

反向引物
A@22@@@@2>@A>@>>>22@2

>&?&A

!

67+873,49"8

检测
234$%

蛋白表达
!

胎盘组织匀浆后

提取总蛋白#测定蛋白浓度备用)制备好
ZLZ.=@2Y

聚丙烯

酰胺凝胶#取相应体积总蛋白样品与
5̂

上样缓冲液#混匀#

(5

[

变性
$%<#,

#将样品加到凝胶孔中#电压调至
/%c

#使样品

通过浓缩胶与分离胶)凝胶电泳结束后#通过电转移将凝胶上

分离的蛋白条带转印至
=cLO

膜上#然后将膜放入非标记一

抗及辣根过氧化物酶标记的二抗溶液中孵育*标记检测)待

=cLO

膜稍晾干#加入化学发光试剂孵育
$<#,

#迅速用保鲜膜

包好后置于暗盒内与
d"!;ef

胶片贴在一起曝光#时间为
$

<#,

左右)

f

胶片经显影*定影后扫描记录#用
#<;

N

7S

软件分

析灰度值)

>&@

!

统计学处理
!

使用
Z=ZZ$'&%

统计软件进行数据分析)

计量资料以
Kg2

表示#采用独立样本
7

检验$方差齐性&或
7Q

$方差不齐&检验%计数资料以百分数表示#采用
=7;3+",

!

1 检

验或者
O#+D73Q+

确切概率法检验)以
!

%

%&%5

为差异有统计

学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

两组新生儿结果比较
!

两组孕龄*胎龄#

@

FN

;3

评分#胎

儿性别*体质量*身长*头围*腹围比较差异均无统计学意义

$

!

$

%&%5

&)见表
1

)

?&?

!

两组病例娩出胎盘情况
!

两组胎盘面积*胎盘质量比较

差异有统计学意义$

!

%

%&%5

&)见表
'

)

?&@

!

两组病例娩出胎盘组织
234$%

表达免疫组织化学分析

?&@&>

!

RY

染色
!

胎盘是由胎儿的丛密绒毛膜与母体的基蜕

膜共同组成的圆盘形结构中央厚#周边薄)胎盘的胎儿面光

滑#表面覆有羊膜#脐带附于中央或稍偏#透过羊膜可见呈放射

状走行的脐血管分支)胎盘的母体面粗糙#为剥离后的基蜕

膜#可见
$5

"

'%

个由浅沟分隔的胎盘小叶)它由大量的丛密

100$

重庆医学
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年
0

月第
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卷第
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绒毛膜组成)丛密绒毛膜由三级绒毛干组成#绒毛干由其内的

结缔组织和血管及包围在外周的细胞滋养层与合体滋养层组

成#见图
$

)

RY

染色后组织学分析两组胎盘均未见绒毛膜病

变#如滋养层细胞过度增生*绒毛内结缔组织变性水肿*滋养层

细胞病变等病理学改变)本研究收集的标本均为健康胎盘#两

组均有可比性)

表
1

!!

两组病例新生儿结果比较

项目 观察组$

$̀ 5%

& 对照组$

$̀ 5%

&

7

"

!

1

!

孕龄$

Kg2

#岁&

1)&00g$&(0 1)&1%g1&15 %&5-$ %&5)(

胎龄$

Kg2

#周&

'/&%1g$&-/ '/&)0g$&(5 $&))' %&%((

@

FN

;3

评分$

Kg2

#分&

(&//g%&0( (&-0g$&1( %&-'5 %&0)0

胎儿性别$

\

&

!

男
01&%% 00&%% %&%0$ %&/0%

!

女
5/&%% 5)&%% %&%0$ %&/0%

胎儿体质量$

Kg2

#

N

&

'1'0&%/g0-/&%%'$)0&5%g5$/&)% %&)(/ %&0/-

胎儿身长$

Kg2

#

H<

&

0/&/1g1&// 0/&-/g1&)$ %&%-1 %&(01

胎儿头围$

Kg2

#

H<

&

'1&0/g1&$$ '1&'$g$&'' %&0/$ %&)'$

胎儿腹围$

Kg2

#

H<

&

''&%0g1&'1 '1&()g1&1) %&$)) %&/)/

表
'
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两组病例娩出胎盘情况%

Kg2

&

项目 观察组$

$̀ 5%

& 对照组$

$̀ 5%

&

7 !

胎盘面积$

H<

1

&

/-%&$/g')0&/1 -0'&)/g1%/&1( 1&$1( %&%')

胎盘质量$

N

&

-(1&1)g101&(5 )01&0%g$$$&)5 '&()' %&%%%
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@

!观察组%

T

!对照组)

图
$

!!

RY

染色%

0̂%%

&

?&@&?

!

免疫组织化学染色
!

两组胎盘细胞滋养层与合体滋养

层细胞均不同程度的
234$%

的表达#见图
1

)两组胎盘组织

234$%

蛋白在表达率*表达强度*免疫组织化学评分比较差异

无统计学意义$

!

$

%&%5

&)见表
0

)

!!

@

!观察组%

T

!对照组)

图
1

!!

免疫组织化学染色%

0̂%%

&

表
0

!!

两组病例娩出胎盘组织
234$%

表达免疫组织化学

!!!

分析结果比较%

Kg2

&

234$%

蛋白 观察组$

$̀ 5%

& 对照组$

$̀ 5%

&

7 !

表达率
$/&))g-&0$ $/&11g-&%/ %&'%0 %&-)1

表达强度
$&)%g%&0( $&0/g%&5% $&1%% %&1''

免疫组织化学评分
''&'1g$(&5$ 1(&50g$-&(5 $&%%/ %&'$1

?&A

!

两组病例娩出胎盘组织
234$%<:?@

表达比较
!

结果

显示观察组$

$&%1g%&%1

&与对照组$

%&((g%&%'

&比较差异无

统计学意义$

7̀ $&0'-

#

!

$

%&%5

&)见图
'

)

图
'

!!
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检测
234$%<:?@

在胎盘

组织中的表达

?&B

!

两组娩出胎盘组织
234$%

蛋白表达比较
!

结果显示观

察组$

$&00g%&$$

&与对照组$

$&'$g%&0-

&比较差异无统计学

意义$

7̀ $&$%/

#

!

$

%&%5

&)见图
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)

图
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检测
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蛋白在胎盘组织

中的表达

@

!

讨
!!

论

囊胚培养与胚胎冷冻保存为
@:A

重要的衍生技术#促排

卵周期剩余胚胎培养成囊胚后冷冻保存#可以减少多胎的发

生#以及减胎*卵巢过度刺激综合征$

MRZZ

&的风险#减少患者

刺激卵巢的次数*多次促排卵费用#增加累积成功率)近年研

究发现采用玻璃化冷冻技术#冻融囊胚移植治疗不孕症患者能

产生较好的助孕结局#其临床妊娠率*胚胎种植率显着高于冻

融卵裂期胚胎移植)尤其对于
MRZZ

高危患者#由于其具有

年龄小*卵巢反应性好*胚胎回收率高的特点#容易成功培养出

高质量的囊胚#冷冻保存#选择
MRZZ

症状消失后择期解冻移

植#能产生较好的妊娠结局)在
1%$$

年
VDK

等'

$

(完成了
$$%

周期新鲜囊胚和
$')

周期玻璃化冻融囊胚移植#比较发现解冻

囊胚移植的临床妊娠率和种植率为
'-&%\

和
55&$\

#显着高

于新鲜囊胚移植的
15&1\

和
')&0\

)有学者'

1.'

(也对新鲜囊

胚与解冻囊胚移植进了比较分析#在
5(

周期对
$$$

枚囊胚行

解冻移植#临床妊娠率和种植率分别为
5(&'\

和
0'&1\

#继续

妊娠率为
0-&5\

#单胎率和双胎率分别为
)%&-\

和
'(&'\

#两

组间差异无统计学意义$

!

$

%&%5

&)早期研究'

0

(也发现对于

MRZZ

高危患者#容易成功培养出高质量的囊胚#应采用本文

报道的方案实施囊胚解冻移植比较安全高效#即防止因怀孕加

重迟发型
MRZZ

#又能获得较高的临床妊娠结局)

正是由于解冻囊胚的成功率高#其临床应用日益广泛#以

后囊胚解冻移植出生的子代会越来越多#对该技术的安全性评

价及妊娠妇女的围产监测研究迫在眉睫)本研究分别对玻璃

化冻融囊胚助孕妊娠与自然妊娠病例娩出胎盘进行观察比较

分析#两组胎盘面积*胎盘质量比较差异有统计学意义$

!

%

%&%5

&)提示玻璃化冻融囊胚助孕娩出胎盘大于自然妊娠)潘

漪莲等'

5

(回顾性分析产前检查及分娩的
-)%

例辅助生育受孕
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年
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双胎孕妇$

@:A

组&和
-)0

例自然受孕双胎孕妇$对照组&的妊

娠期并发症及新生儿结局)结果发现
@:A

组孕妇平均年龄

$

'1&-g'&5

&岁高于对照组$

'%&%g'&-

&岁#差异有统计学意义

$

!

%

%&%5

&%

@:A

组前置胎盘*产后出血及妊娠期糖尿病发生

率高于对照组#差异有统计学意义$

!

%

%&%5

&%

@:A

组择期剖

宫产率为
/5&51\

#高于对照组$

/%&%(\

&#其急诊剖宫产导致

早产的比例低于对照组#差异有统计学意义$

!

%

%&%5

&%新生

儿出生体质量*窒息率*先天畸形发生率及病死率比较差异无

统计学意义$

!

$

%&%5

&)认为
@:A

在双胎妊娠中会增加前置

胎盘*产后出血及妊娠期糖尿病的发生率#但并不增加其他产

科主要并发症及围产儿风险#辅助生育受孕双胎孕妇并无预防

性减胎的必要)姚娟'

)

(也回顾分析接受辅助生育技术成功妊

娠*并获完整随访的
$$%-

例孕妇$观察组&#选择同期出生并

与观察组母亲年龄及分娩时间均相当的正常受孕母亲
$$'/

例作为对照组#比较两组孕妇围产期情况和两组新生儿并发症

发生情况)观察组的双胎或多胎妊娠率*剖宫产率*早产率和

早期先兆流产率均显着高于对照组#差异有统计学意义$

!

%

%&%5

&%而对照组的胎儿宫内窘迫的发生率明显高于观察组#差

异有统计学意义$

!

%

%&%5

&)观察组的死胎率*低出生体质量

率*出生缺陷率和新生儿病死率均高于对照组#但仅有低出生

体质量率差异有统计学意义$

!

%

%&%5

&)其部分结果也支持

本研究结果#有待于进一步扩大样本证实)

胎盘是由胎儿的丛密绒毛膜与母体的基蜕膜共同组成的

圆盘形结构#进行物质交换是胎盘的主要功能#胎儿通过胎盘

从母血中获得营养和
M

1

#排出代谢产物和
>M

1

)胎盘的合体

滋养层能分泌数种激素#对维持妊娠起重要作用)滋养细胞来

源于形成中胚泡的滋养内胚层#是胚泡中最先分化的细胞)滋

养细胞的增殖*分化*凋亡和程序性侵入是胚胎发育*胎盘形成

及胎儿生长所必需的)滋养细胞的功能异常可导致子痫前期*

子痫*不明原因的流产*胎儿生长受限等妊娠相关性疾病及葡

萄胎*侵袭性葡萄胎*绒癌等妊娠滋养细胞疾病的发生)已经

有研究表明'

-./

(

#

234$%

可能对早期胚胎发育有着重要的影响#

是胚胎期发育过程中多脏器表达的一个基因)小鼠行为学研

究'

(

(中显示印记基因
234$%

的母本表达涉及胎儿成长*新陈

代谢*脂肪储存#而父本表达调控着成年小鼠的社会行为#是胚

胎发育及多种生理活动中的重要基因'

$%.$$

(

)对胎盘
234$%

表

达水平进行分析可以反应子代生长发育安全性'

$1.$'

(

)本研究

首次经过免疫组织化学染色后#发现玻璃化冻融囊胚助孕妊娠

组与自然妊娠组胎盘细胞滋养层与合体滋养层细胞均有不同

程度的
234$%

表达)两组胎盘组织
234$%

蛋白在表达率*表

达强度*免疫组织化学评分比较差异无统计学意义$

!

$

%&

%5

&)

:7;9.8#<7=>:

结果显示#玻璃化冻融囊胚助孕妊娠组与

自然妊娠组胎盘组织中
234$%

在转录水平差异无统计学意义

$

!

$

%&%5

&)

67+873,49"8

结果显示#玻璃化冻融囊胚助孕妊

娠组与自然妊娠组胎盘组织中
234$%

蛋白质表达水平组间差

异无统计学意义$

!

$

%&%5

&)提示囊胚培养与冻融移植尚未

对胎盘
234$%

的表达产生影响)人类印记基因
234$%

在胚胎

形成时期#由母方表达#而在胎儿形成后#脑中为父本优先表

达#母方等位基因在周围组织和器官中表达)囊胚培养与冻融

移植对胎盘
234$%

等印记基因'

$0

(表观遗传修饰方面是否产生

影响有待进一步研究)
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