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怀孕前后酒精摄入对雌鼠植入前胚胎DNA甲基化

模式建立的影响
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(1阜阳师范学院生命科学学院, 阜阳 236037; 2胚胎发育与生殖调节安徽省重点实验室, 阜阳 236037; 
3安徽大学生命科学学院, 合肥 230601)

摘要      女性怀孕前后饮酒会对胎儿的发育及神经系统造成不利影响, 称为“胎儿酒精综合

征”(fetal alcohol spectrum disorders, FASD)。小鼠通常作为研究该病的动物模型。该实验采用体外

培养技术及体内冲胚法研究雌鼠怀孕前后酒精摄入对各期植入前胚胎全基因组DNA甲基化模式建

立的影响。小鼠植入前胚胎体外培养实验发现, 体外实验组I(怀孕前酒精处理组), 除8-cell外, 其他

各期胚胎的DNA甲基化水平明显低于体外对照组; 体外实验组II(正常胚胎在含乙醇的培养基中培

养), 各期植入前胚胎DNA甲基化水平均明显低于体外对照组。体内实验发现, 体内实验组I(怀孕前

酒精处理组)与体内的实验组II(怀孕后酒精处理组), 各期植入前胚胎DNA甲基化水平明显低于体

内对照组。体内、外实验结果表明: 受精前后酒精对各期植入前胚胎DNA甲基化模式的正确建立

造成紊乱, 该结果可为进一步揭示FSAD发病机制提供一定的实验基础。
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Female Rats Ingested Alcohol before and after Pregnancy Impact DNA 
Methylation Patterns in Pre-implantation Embryo
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Abstract       Women exposed to alcohol before and after pregnancy have been found to impede the fetal de-
velopment and adversely affect its nervous system, known as fetal alcohol syndrome disorders. Mice often used 
as an animal model of the disease. As part of our investigation of mechanisms underlying alcohol adverse effects 
on DNA methylation patterns in pre-implantation embryos, embryos in vitro and in vivo from female mice intaked 
alcohol before and after pregnancy were studied. We found that treatment group I in vitro (long-term alcohol intake 
before pregnancy), except for 8-cell, the embryonic DNA methylation levels were significantly lower than the con-
trol group; Treatment group II in vitro (embryos cultured in a medium contained ethanol) was significantly lower 
than the control group in every period of time. Compare treatment group I and treatment group II in vivo found that 
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DNA methylation in pre-implantation embryo was significantly lower than the control in vivo. Experimental results 
in vivo and in vitro indicated that females before and after pregnancy with alcohol intake might cause incorrect 
establishment of DNA methylation patterns in pre-implantation embryo, which provided certain foundation for re-
vealing certain basic mechanisms of fetal alcohol syndrome. 

Key  words        alcohol; embryo development; DNA methylation; gastric injection; mice

许多研究表明怀孕前后喝酒可对胎儿造成不

利影响, 但怀孕喝酒的妇女比例仍然很高(怀孕喝酒

数/怀孕总数比为12%)。另外, 非怀孕喝酒妇女的比

例占53.7%[1]。许多临床病例以及胚胎学研究发现, 
女性孕期酒精暴露(prenatal alcohol exposure, PAE)
能导致胎儿发育迟滞、行为及神经发育异常, 称为

“胎儿酒精综合征”(fetal alcohol spectrum disorders, 
FASD)[2-3], 孕期酗酒的女性所生的孩子FASD发病率

为1%~50%。该病的患儿常伴有典型的面部畸形和

神经系统发育异常的表现, 成年后还会出现学习、

认知及交际能力低下等行为能力缺陷[3-4], 给家庭和

社会带来很大的问题和负担。近来研究发现, 植入

前胚胎表观遗传模式的正常建立对胎儿的正常发育

至关重要, 植入前胚胎表观遗传的错误建立会导致

发育异常, 可能会造成一生无法弥补的伤害[6]。 
表观遗传修饰主要包括DNA甲基化、组蛋白

修饰及染色体重塑等。DNA甲基化作为表观遗传

修饰最重要的方式, 其水平与基因转录水平密切相

关。通常DNA甲基化水平越高, 基因转录水平就会

越低。它是在蛋氨酸腺苷转移酶的作用下将S-腺苷

甲硫氨酸的甲基转移到胞嘧啶的C5位, 形成5-甲基

胞嘧啶(5mC), 然而酒精可降低蛋氨酸合成酶与腺苷

转移酶的活性, 干扰蛋氨酸合成与代谢, 从而影响甲

基供体的正常提供及DNA甲基化水平[7-8], 并且长期

的酒精摄入可引起哺乳动物各组织的DNA甲基化

模式的改变[9-10]。本课题组前期研究发现, 植入前各

期胚胎的表观遗传修饰对环境改变十分敏感, 环境

的改变能导致表观遗传的异常[5], 由此我们推测, 作
为环境重要因素之一的酒精可能会干扰植入前胚胎

的DNA甲基化的正确建立。酒精是导致FASD发病

的重要因素之一, FASD发病机制有关表观遗传方面

的研究主要集中在神经发育[11-12], 而有关酒精造成

植入前胚胎的表观遗传异常, 目前尚未见报道。

本研究拟通过体内、外观察怀孕前后的酒精

摄入对植入前胚胎DNA甲基化可能造成损害的差

异, 为深入研究孕期酒精暴露的危害, 解释孕期酒精

暴露对子代的长时程影响提供重要的实验依据, 同
时为预防PAE对胎儿的伤害提供一种新的实验思路, 
也为预防酒精对胎儿的伤害提供借鉴。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物      3~4周龄雌性昆明鼠购自安徽医

科大学实验动物中心, 光照时间14 h (8:00~22:00), 
饲养温度(23±2) °C, 自由采食, 饮水。适应一周后, 
选取体重为(30±2) g的小鼠备用。

1.1.2   试剂及仪器      孕马血清激素(PMSG)和人绒

毛膜促性腺激素(hCG)购自宁波第二激素厂; 生理

盐水购自上海华源安徽锦辉制药有限公司; 培养皿

购自Corning公司; 5-甲基胞嘧啶抗体购自Epigentek 
Group Inc公司; 羊抗鼠IgG-FITC购自博奥森生物科

技有限公司; 其他试剂来自Sigma公司。体视显微镜

(SMZ1500, Nikon, Japan), CO2培养箱(2323-2, Ther-
mo, USA), 激光扫描共聚焦显微镜(TCS-SP5, Leica, 
Germany)。
1.2   方法

1.2.1   动物分组及模型制作      小鼠动物建模具体

方法可参阅文献[13], 实验动物随机分组如下: 为模

拟体内实验, 采取体外实验进一步研究酒精对胚胎

表观遗传的影响。体外培养分组如下: 体外对照组

(雌鼠20只, 生理盐水按体重比4~5 g/kg灌胃30 d[14-16], 
合笼见栓后冲出受精卵于正常培养基中培养至各期

胚胎); 体外实验组I(雌鼠20只, 用20%酒精按体重比

4~5 g/kg灌胃30 d, 合笼见栓后冲出受精卵于正常培

养基中培养至各期胚胎); 体外实验组II(用生理盐水

按体重比4~5 g/kg灌胃30 d, 合笼见栓后冲出受精卵

于含乙醇培养基中培养至各期胚胎)。
体内实验分组如下: 体内对照组(雌鼠20只, 生

理盐水按体重比4~5 g/kg灌胃30 d, 合笼见栓后以等

量的生理盐水处理, 直至冲出所需的各期胚胎); 体
内实验组I(怀孕前酒精处理方法, 雌鼠20只, 用20%
酒精按体重比4~5 g/kg灌胃30 d, 合笼见栓后以等量
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的生理盐水处理, 直至冲出各期胚胎); 体内实验组

II(怀孕后酒精处理方法, 雌鼠20只, 用生理盐水按体

重比4~5 g/kg灌胃30 d, 合笼见栓的雌鼠继续以20%
酒精按体重比4~5 g/kg灌胃, 直至冲出所需的各期胚

胎), 期间自由采食, 饮水。

1.2.2   体内MII期卵子的获取及间接免疫荧光测定

各时期胚胎的甲基化水平      选取状态良好的雌鼠

腹腔注射10 IU PMSG, 48 h后注射10 IU hCG,  14 h
后直接扎破壶腹部获取卵子。用PBS充分清洗, 各组

卵子用0.5%链酶蛋白酶去除透明带, 多聚甲醛固定

30 min, 0.2% Triton X-100的PBS室温下通透30 min, 
2 mol/L HCl处理30 min, 0.1 mol/L Tris/HCl溶液中和

10 min, 2% BSA的PBS封闭2 h后用1:100稀释的抗

5-甲基胞嘧啶抗体室温下孵育过夜, 然后用1:100稀
释的二抗室温孵育4 h, 10 μg/mL PI(碘化丙碇)染色

10 min, 制片观察。 
1.2.3   体外各时期胚胎的收集及免疫荧光      将注

射hCG后的雌鼠按照1:1与各组雄鼠合笼。次日检

查见栓情况, 见栓即假定雌鼠受孕。合笼10 h后直

接扎破壶腹部获得受精卵, 取出受精卵放入无糖

CZB培养液, 于37 °C、5% CO2的培养箱中进行培

养。4-cell胚胎转移至有糖CZB培养液中进行培养。

分别于受精后14, 30, 48, 60, 72, 88 h收集体外1-cell、
2-cell、4-cell、8-cell、桑椹胚、囊胚, 免疫荧光检

测步骤与MII期卵子步骤相同。

1.2.4   体内各时期胚胎的收集及免疫荧光      合笼

后, 分别于胚胎发育不同时期以及输卵管和子宫的

不同部位, 收集1-cell、2-cell、4-cell、8-cell、桑椹胚、

囊胚各期胚胎。各期胚胎分别用4%多聚甲醛固定, 
免疫荧光步骤与MII期卵子步骤相同。

1.3   统计分析

用激光共聚焦显微镜自带软件LAS AF Lite和Im-
age Pro-Plus对不同区域的荧光强度进行分析。每组

样品重复3次, 每次至少20枚卵子或胚胎。Image Pro 
-Plus转换荧光数据, 相对荧光分析方法参照文献[17], 
荧光数据转换参阅文献[18]。采用SPSS 12.0单因素方

差分析(one-way ANOVA), LSD做两两比较及t检验。

2   结果
2.1   间接免疫荧光法测MII 期卵子的全基因组

DNA甲基化

使用间接免疫荧光法检测对照组与酒精处理

组卵子全基因组DNA甲基化水平(图1A), 对不同区

域的荧光强度进行分析(图1B)。结果显示, 酒精处

理组卵子的荧光值均明显低于对照组(P<0.05)。
2.2   体外各时期胚胎的免疫荧光

采取体外胚胎培养法收集各时期胚胎, 各组各

时期胚胎的DNA的5-甲基胞嘧啶用针对该位点的特

异性抗体进行间接免疫荧光检测全基因组DNA甲

基化水平, 间接免疫荧光法结果见图2。
2.3   体内各时期胚胎的免疫荧光

利用体内冲胚法获取各期胚胎, 用间接免疫荧光
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A: MII期的卵子免疫荧光图。字母a、b分别代表对照组、酒精处理组的MII期的卵子。DNA上的5-甲基胞嘧啶的特异性抗体免疫荧光, 绿色(左
边); DNA, 红色(右边); 标尺=20 μm。B: 卵子全基因DNA甲基化的半定量分析。*P<0.05, 与对照组比较。

A: MII stage oocytes immunofluorescence figure. The letter of a, b separately represent control and treatment group. Oocytes were immunostained with 
specific antibodies against resistance to 5-methyl cytosine antibody (5-MeC in DNA), in green (left); DNA, in red (middle); Merged (right). Scale bar= 
20 μm. B: semi-quantitative analysis of DNA methylation of MII stage oocytes. *P<0.05 compared with control.

图1   MII卵子全基因组DNA甲基化及荧光数据转换

Fig.1  Global DNA methylation levels of MII oocytes in different group mice and data conversion of fluorescence
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法检测各期胚胎的全基因组DNA甲基化水平(图3)。
2.4   体内外胚胎的全基因组DNA甲基化的半定

量分析

经Image Pro-Plus 6.0软件转换荧光强度, 体外

培养对照组的小鼠植入前胚胎DNA甲基化水平从

1-cell开始下降, 到4-cell时期达到最低, 随后甲基

化水平持续上升, 囊胚期达到最高(图4)。图4显示, 
体外实验组I(怀孕前酒精摄入)植入前胚胎的DNA
甲基化水平, 除8-cell外, 明显低于对照组(P<0.05); 
体外实验组II(培养基含乙醇), 植入前胚胎的DNA
甲基化均低于对照组(P<0.05)。体内对照组胚胎

与体外对照组胚胎相比, DNA甲基化水平趋势基本

保持一致(图4和图5)。图5显示, 体内实验组I(怀孕

前酒精摄入)和体外实验组II(怀孕后酒精摄入), 各
时期植入前胚胎DNA甲基化水平明显低于体内对

照组。

体内外实验结果(图6)显示: 与体外对照组相

比, 体内对照组的1-cell、2-cell的甲基化水平高于体

外对照组, 而其他时期植入前胚胎DNA甲基化水平

并无明显差异; 与体外实验组I相比, 体内实验组I中
8-cell的DNA甲基化水平低于体外实验组I, 其他时

期植入前胚胎DNA甲基化水平并无明显差异; 与体

外实验组II相比, 体内实验组II中各时期胚胎的DNA
甲基化水平均高于体外实验组II。

Control Alcohol Alcohol in medium
5-MeC DNA 5-MeC 5-MeCDNA DNA
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f

字母a~f分别代表1-cell、2-cell、4-cell、8-cell、桑椹胚、囊胚。胚胎的DNA上的5-甲基胞嘧啶的特异性抗体免疫荧光, 绿色(左边); DNA, 红色

(右边)。标尺=20 μm。

The letter of a, b, c, d, e and f refers to 1-cell, 2-cell, 4-cell, 8-cell, morula and blastocyst separately. Embryos were immunostained with specific anti-
bodies against resistance to 5-methyl cytosine antibody (5-MeC in DNA), in green (left); DNA, in red (right). Scale bar=20 μm.

图2  体外各组不同发育时期胚胎的全基因组DNA免疫荧光

Fig.2  Immunofluorescence of global DNA methylation levels of embryos in vitro in different group mice
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Control in vivo Treatment group I
in vivo

Treatment group II
in vivo

字母a~f分别代表1-cell、2-cell、4-cell、8-cell、桑椹胚、囊胚。体内各时期胚胎的全基因组DNA甲基化, DNA上的5-甲基胞嘧啶的特异性抗

体免疫荧光, 绿色(左边); 红色(右边)。标尺=20 μm。

The letter of a, b, c, d, e and f refers to 1-cell, 2-cell, 4-cell, 8-cell, morula and blastocyst separately. Embryos were immunostained with specific anti-
bodies against resistance to 5-methyl cytosine antibody (5-MeC in DNA), in green (left); DNA, in red (right). Scale bar=20 μm.

图3   体内各组不同发育时期胚胎的全基因组DNA免疫荧光

Fig.3  Immunofluorescence of global DNA methylation levels of embryos in vivo in different group mice
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0Image Pro-Plus 6.0软件量化来自体外对照组、体外实验组I、体外实

验组II的各时期胚胎核DNA甲基化的强度。不同柱形图和正偏差代

表平均值±标准误。*P<0.05, 与体外对照组相比。

Total nuclear DNA methylation intensities from different groups quanli-
fied with the Image Pro-Plus 6.0 software. The columns and bars repre-
sent mean±S.E.M.. *P<0.05 compared with control in vitro.
图4   体外不同发育时期胚胎的全基因DNA甲基化的半定量分析

Fig.4  Semi-quantification of genome-wide DNA methylation 
levels of pre-implantation embryos in vitro

不同柱形图和正偏差代表平均值±S.E.M.. ■P<0.05, 与体内对照组相

比; △P<0.05, 与体内实验组I相比。

The columns and bars represent mean±S.E.M.. ■P<0.05 compared with 
control in vivo; △P<0.05 compared with treatment group I. 

图5   体内不同发育时期胚胎的全基因DNA甲基化的半定量分析

Fig.5  Semi-quantification of genome-wide DNA methylation 
levels of pre-implantation embryos in vivo
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3   讨论
本研究发现, 酒精处理组小鼠MII期卵子的DNA

甲基化水平明显低于正常组, 这说明酒精对卵子

DNA甲基化模式的建立会造成一定影响, 产生这种

结果的主要原因可能是乙醇进入体内后, 大约90%在

肝脏内被氧化成高毒性及高活性的乙醛化合物, 而乙

醇及乙醛的过多积累可能影响蛋氨酸合成与代谢, 进
而影响5-腺苷甲硫氨酸提供甲基化供体[7-8], 这可能是

导致酒精处理组卵子的DNA甲基化水平降低的原

因之一。

早期研究已发现, 卵的质量和环境变化等多种

因素会对哺乳动物植入前胚胎表观遗传的建立 产

生影响[5,19-20], 而植入前胚胎表观遗传的正确建立对

哺乳动物发育至关重要[19]。因此, 本研究试图探讨

酒精对卵子及植入前胚胎的表观遗传模式建立的影

响。采用体外胚胎培养法研究酒精对胚胎发育的

毒性影响, 发现体外对照组、体外实验组I的受精卵

在体外无乙醇的培养基中培养, 各期胚胎免疫荧光

检测结果发现, 体外实验组I(怀孕前长期摄入酒精), 
除8-cell外各期胚胎DNA甲基化明显低于体外对照

组。结果说明, 尽管在条件相同的培养基(同环境)
中发育, 怀孕前酒精摄入造成雌鼠内环境的改变, 在

怀孕前对卵子及受精卵造成的毒害, 干扰了植入前

胚胎DNA甲基化模式的正确建立。而体外实验组II
无酒精处理的受精卵(正常胚胎)在体外含乙醇的培

养基中发育, 各期胚胎DNA甲基化明显低于体外对

照组。这可能是由于体外培养基中乙醇阻碍甲基化

供体正常的供给[7-8], 从而使DNA甲基化水平明显降

低。体外实验表明, 怀孕前酒精摄入可影响受精卵

DNA甲基化水平及体外各期胚胎的DNA甲基化水

平的正确建立。

体内实验进一步分析酒精对胚胎发育的毒性

作用。体内实验表明, 体内对照组植入前胚胎1-cell
保持高度DNA甲基化, 2-cell开始去甲基化, 4-cell期
后重新甲基化, 囊胚达到最高, 与已有结果保持基本

一致[21], 体内实验组I与体内实验组II分别为怀孕前

和怀孕后酒精摄入, 各期植入前胚胎DNA甲基化水

平明显低于体内对照组。说明酒精可造成各期胚胎

的DNA甲基化水平的降低, 可能是由于酒精干扰了

甲硫氨酸合成酶与腺苷转移酶的活性阻碍了这一生

物学过程[7-8], 进而造成植入前各期胚胎DNA甲基化

水平的异常。

为进一步分析环境变化对植入前胚胎表观遗

传建立的影响, 我们分别比对了体内外对照组及实

验组的免疫荧光数据。实验结果显示, 体外对照组

与体内对照组的DNA甲基化比较, 1-cell、2-cell出现

差异, 其他时期并无显著差异, 并且体外实验组I与
体内实验组I相比, 除8-cell外, 其他时期无明显差异。

一方面可能由于发育环境影响胚胎的表观遗传[5,13], 
另一方面也可能说明体外的正常培养基与体内发育

环境差异不大。然而, 体外实验组II与体内实验组II
相比, 体外各时期胚胎的DNA甲基化均明显低于体

内实验组II, 这可能是由于在体内环境下通过将乙醇

转化为其他产物, 减少一部分乙醇对胚胎的表观遗

传修饰的影响所致, 相对而言体外胚胎所处发育环

境缺乏此缓冲的因素, 以致造成DNA甲基化水平明

显低于体内各期胚胎。

早期植入前胚胎表观遗传的正确建立对胚胎

发育至关重要[5,20], 酒精所致的植入前胚胎表观遗传

异常可能是胚胎发育异常的机制之一。FASD不可

治愈但能预防, 植入前胚胎DNA甲基化的异常, 可
能导致胎儿发育的异常[19], 严重可能致死[22], 这可能

是造成该患儿后期发育异常的原因之一。怀孕前或

后酒精摄入均引起早期胚胎的表观遗传异常, 该实
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图6   体内、外不同发育时期胚胎的全基因DNA
甲基化水平的比较

Fig.6   Comparison of genome-wide DNA methylation levels 
of pre-implantation embryos in vitro and in vivo
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验结果可为酒精胎儿综合征的发病机制及人类优生

优育提供一定的实验参考数据, 对于酒精在机体内

造成损害的具体机制有待进一步的分析研究。
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