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体外分离培养昆明小鼠胚胎干细胞最佳胚龄的筛选： 
孕2.5 d与3.5 d及4.5 d比较**★ 

张海锋1，单  伟2，秦书俭2 

Screening of optimal embryonic time for in vitro separation and culture of Kunming mouse 
embryonic stem cells: Comparison among 2.5, 3.5, and 4.5 pregnant days    

Zhang Hai-feng1, Shan Wei2, Qin Shu-jian2 

Abstract 
BACKGROUND: Genotype of Kunming mice was similar to human population, thus an establishment of embryonic stem cell line 
is beneficial for research of transgenic animal. However, the best time to collect embryo has been less reported yet.  
OBJECTIVE: To find the best time to collect embryos from Kunming mice. 
METHODS: The embryos were collected from mother mice of 2.5, 3.5, and 4.5 pregnant days. Microscope was used to evaluate 
the growth condition of embryos, embryo attaching rate (A/C), inner cell mass (ICM) growing rate (I/C), embryonic stem cells 
(ESCs) clone growing rate (P1/C) and ESCs subclone growing rate (P2/C). The cells were then stained with alkaline phosphatase.  
RESULTS AND CONCLUSION: Most of the 2.5-pregnant-day embryos were 16-cell-phase embryos. The 3.5-pregnant-day 
embryos were morulas while the 4.5-pregnant-day embryos were blastulas. There were no significant differences in A/C, I/C, P1/C, 
P2/C between 2.5 and 3.5 pregnant days (P > 0.05). The 4.5-pregnant-day indicators mentioned above were significantly greater 
than those two groups; therefore, 4.5-pregnant-day embryos were the best source to culture, clone, isolate and passage ESCs. 
 
Zhang HG, Shan W, Qin SJ. Screening of optimal embryonic time for in vitro separation and culture of Kunming mouse embryonic 
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摘要 
背景：昆明小鼠基因型与人类近似，建立昆明小鼠胚胎干细胞系有利于其转基因动物的获得，但目前对于何时收集胚胎尚无

明确报道。 

目的：探讨体外分离培养昆明小鼠胚胎干细胞的 佳胚龄。 

方法：分别从孕 2.5 d，3.5 d 和 4.5 d 的昆明系母鼠子宫中分离收集胚胎，于显微镜下观察胚胎的形态、贴壁情况、内细胞

团形成情况、胚胎干细胞克隆率、胚胎干细胞亚克隆率等，并进行碱性磷酸酶染色。 

结果与结论：孕 2.5 d 采集的胚胎多为 16 细胞期胚胎，孕 3.5 d 采集的胚胎多为桑椹胚，孕 4.5 d 采集的胚胎多为囊胚。孕

2.5 d 胚胎和孕 3.5 d 胚胎的贴壁率、内细胞团形成率、胚胎干细胞克隆率、胚胎干细胞亚克隆率均无明显差异(P > 0.05)；

孕 4.5 d 胚胎上述指标均显著高于前两者，更适合作为胚胎干细胞培养、克隆、分离、传代的材料。 

关键词：昆明小鼠；胚龄；内细胞团；胚胎；胚胎干细胞 
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0  引言 

 

胚胎干细胞是从早期胚胎内细胞团或原始

生殖细胞分离出来的，能在体外长久培养且具有

多向分化潜能和种系嵌合能力的细胞系[1-3]。胚胎

干细胞的用途很广，涉及医学和生物工程的许

多领域[4-8]。 

目前实验中常用的小鼠胚胎干细胞系绝大

多数来自129品系，但129品系小鼠易感染多种

疾病，具高频自发畸胎瘤，其胚胎干细胞容易

发生癌化，因此该品系小鼠不宜用于免疫学和

细胞、组织移植等研究[9]。 

昆明小鼠一种国产远交系小鼠，其基因型

与人类近似，建立昆明小鼠的胚胎干细胞系有

利于其转基因动物的获得，能够为国内科研工

作更好地服务。目前虽有关于昆明小鼠胚胎干

细胞的一些研究，但对于何时收集胚胎尚无明

确报道。实验旨在筛选体外分离培养昆明小鼠

胚胎干细胞的 佳胚龄。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外对比观察。 

时间及地点：于2006-03/2007-06在辽宁

医学院解剖实验室完成。
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材料：昆明系雄鼠21只，雌鼠20只，8周

龄，雌雄鼠合笼，每天早上观察阴道栓，见栓

当天上午定为孕0.5 d。由辽宁医学院实验动

物中心提供，动物质量合格证号：SYX 

(辽)2003-0011，实验过程中对动物的处置符

合1988年国家科委《实验动物管理条例》的

规定[10]。 

主要试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

小鼠胚胎成纤维细胞的分离培养及饲养层制

备：取孕12.5~14.5 d母鼠，断颈处死，无菌条

件下取出胎鼠，去除头部、尾部、内脏和四肢，

用无菌眼科剪将躯干部剪成1 mm×1 mm×    

1 mm以下的碎块，用滤网过滤细胞法[11]分离培

养小鼠胚胎成纤维细胞，并制备小鼠胚胎成纤

维细胞饲养单层。 

胚胎的收集与培养：分别取孕2.5 d，3.5 d，

4.5 d母鼠断颈处死，无菌条件下取出子宫；

用1 mL无菌注射器吸入冲胚液，从子宫角端进

针，保证针头进入子宫腔内，将冲胚液快速推

入子宫腔；每侧子宫注入冲胚液0.2~0.5 mL，

冲胚液会将胚胎冲出；将盛有胚胎和冲胚液的

平皿置于40~100倍倒置显微镜下，用移液器收

集胚胎，参考文献[12-17]的方法进行培养。 

生物学特性观察：每日于显微镜下观察并记

录胚胎的生长情况，包括形态、贴壁情况、内

细胞团形成情况等。 

碱性磷酸酶检测：胚胎经40 g/L多聚甲醛固

定0.5~ 2.0 h，PBS洗涤3次；用TSM-I(0.1 mol/L 

Tris，0.1 mol/L NaCl，0.01 mol/L MgCl2，pH 

8.0)平衡，重复3次；再用TSM-Ⅱ(0.1 mol/L 

Tris，0.1 mol/L NaCl，0.05 mol/L MgCl2，pH 

9.5)平衡，重复3次；加入NBT(350 mg/L)/ BCIP   

(180 mg/L)，37 ℃避光反应30 min；三蒸水洗

涤3次，显微镜下观察。 

主要观察指标：①不同胚龄的胚胎生物学特

征比较。②不同胚龄的胚胎体外培养情况比较。 

设计、实施、评估者：实验设计和结果评估

为第一、三作者，干预实施为第一、二作者，经

过系统培训，未使用盲法评估。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 11.5软

件进行统计处理，所得数据采用q检验分析。 

 

2  结果 

 

2.1  收集小鼠胚胎数量分析  实验共收集孕

2.5 d昆明小鼠胚胎57枚，孕3.5 d昆明小鼠胚胎

91枚，孕4.5 d昆明小鼠胚胎69枚。 

2.2  不同胚龄的胚胎生物学特征比较  孕2.5 d

昆明小鼠胚胎多为16细胞期胚胎，受精卵分裂

为8~16个细胞，外包以透明带，未形成滋养层，

见图1。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

孕3.5 d昆明小鼠胚胎多为桑椹胚，胚胎内

细胞形成桑椹样，周围有透明带包绕，见图2。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

孕4.5 d昆明小鼠胚胎多为囊胚，囊腔明显，

滋养层被囊腔推到一侧，有些形成内细胞团，透

明带未破，见图3。碱性磷酸酶染色检测呈强阳

性，见图4。

试剂与仪器 

 

来源 
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Figure 1  2.5-pregnant-day embryo as 16-cell-phase 
embryos divide into 8-16 cells (×100) 

图 1  孕 2.5 d 胚胎多为 16 细胞期胚胎，受精卵
分裂为 8~16 个细胞(×100) 

Figure 2  3.5-pregnant-day embryo is morula (×100) 
图 2  孕 3.5 d 胚胎多为桑椹胚，胚胎内细胞形成

桑椹样(×100) 
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2.3  不同胚龄的胚胎体外培养情况比较  不同胚龄的

胚胎其贴壁率、内细胞团形成率、胚胎干细胞克隆率

(P1)、胚胎干细胞亚克隆率(P2)见表1~3。 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

孕2.5 d胚胎和孕3.5 d胚胎的贴壁率差异无显著性

意义(P > 0.05)，孕4.5 d胚胎的贴壁率显著高于前两者。

孕2.5 d，3.5 d，4.5 d胚胎的内细胞团形成率、胚胎干

细胞克隆率、胚胎干细胞亚克隆率差异均有显著性意义

(P < 0.05)，见表4。由此看出孕4.5 d昆明小鼠胚胎更适

合作为胚胎干细胞培养、克隆、分离、传代的材料。 

 

Figure 3  4.5-pregnant-day embryos mostly present with blas-
tocyst, showing clear capsular space, chorionic ec-
toderm, and some of them form inner cell mass 
(×100) 

图 3  孕 4.5 d 胚胎多为囊胚，囊腔明显，可见滋养层，有些
形成内细胞团(×100) 

表 1  孕 2.5 d 胚胎体外生长情况 
Table 1  Growth condition of 2.5-pregnant-day embryo cultured

in vitro 

Batch 
 

Attaching rate 
 

ICM growing 
rate 

 

Passage 
 

A/C % I/C % P1/C % P2/C %
 

1 1/5 20.0 0/5 0 0/5 0 0/5 0
2 3/6 50.0 2/6 33.3 0/6 0 0/6 0
3 4/7 57.1 2/7 28.6 0/7 0 0/7 0
4 2/4 50.0 0/4 0 0/4 0 0/4 0
5 3/8 37.5 0/8 0 0/8 0 0/8 0
6 5/8 62.5 3/8 37.5 1/8 12.5 0/8 0
7 5/10 50.0 1/10 10.0 0/10 0 0/10 0
8 1/4 25.0 0/4 0 0/4 0 0/4 0
9 3/5 60.0 1/5 20.0 0/5 0 0/5 0

Total 27/57 47.4 9/57 15.8 1/57 1.75 0/57 0

ICM: inner cell mass; ESCs: embryonic stem cells; A/C: embryo attach-
ing rate; I/C: ICM growing rate; P1/C: ESCs clones growing rate; P2/C: 
ESCs subclones growing rate 

Figure 4  5-pregnant-day embryos are strongly positive for 
alkaline phosphatase staining (×100) 

图 4  孕 4.5 d 胚胎碱性磷酸酶染色检测呈强阳性(×100) 

表 2  孕 3.5 d 胚胎体外生长情况 
Table 2  Growth condition of 3.5-pregnant-day embryo cultured

in vitro 

Batch
 

Attaching rate
 

ICM growing 
rate 

 

Passage 
 

A/C % I/C % P1/C % P2/C % 
 

1 3/5 60.0 1/5 20.0 0/5 0 0/5 0 
2 2/5 40.0 0/5 0 0/5 0 0/5 0 
3 4/7 57.1 4/7 57.1 2/7 28.6 1/7 14.3
4 3/7 42.9 3/7 42.9 1/7 14.3 0/7 0 
5 5/8 62.5 4/8 50.0 1/8 12.5 1/8 12.5
6 4/7 57.1 4/7 57.1 2/7 28.6 0/7 0 
7 4/4 100.0 4/4 100.0 2/4 50.0 1/4 25.0
8 3/6 50.0 3/6 50.0 1/6 16.7 1/6 16.7
9 2/5 40.0 0/5 0 0/5 0 0/5 0 
10 2/5 40.0 1/5 20.0 0/5 0 0/5 0 
11 3/7 42.9 2/7 28.6 0/7 0 0/7 0 
12 6/12 50.0 5/12 41.7 2/12 16.7 1/12 8.3
13 3/5 60.0 1/5 20.0 0/5 0 0/5 0 
14 2/4 50.0 0/4 0 0/4 0 0/4 0 
15 2/4 50.0 1/4 0 0/4 0 0/4 0 

 
Total 48/91 52.7 33/91 36.2 11/91 12.1 5/91 5.5

 ICM: inner cell mass; ESCs: embryonic stem cells; A/C: embryo attach-
ing rate; I/C: ICM growing rate; P1/C: ESCs clones growing rate; P2/C: 
ESCs subclones growing rate 

表 3  孕 4.5 d 胚胎体外生长情况 
Table 3  Growth condition of 4.5-pregnant-day embryo cultured

in vitro 

Batch
 

Attaching rate
 

ICM growing 
rate 

 

Passage 
 

A/C % I/C % P1/C % P2/C %
 

1 2/4 50.0 1/4 25.0 0/4 0 0/4 0 
2 8/9 88.9 6/9 66.7 6/9 66.7 3/9 33.3
3 2/6 33.3 1/6 16.7 1/6 16.7 0/6 0 
4 8/12 66.7 8/12 66.7 4/12 33.3 1/12 8.3
5 5/8 67.5 5/8 67.5 5/8 62.5 1/8 12.5
6 4/5 80.0 4/5 80.0 4/5 80.0 0/5 0 
7 6/8 75.0 5/8 67.5 5/8 62.5 2/8 25.0
8 5/7 71.4 5/7 71.4 4/7 57.1 1/7 14.3
9 10/10 100.0 10/10 100.0 9/10 90.0 4/10 40.0

 
Total 50/69 72.5 45/69 65.2 38/69 55.1 12/69 17.4

ICM: inner cell mass; ESCs: embryonic stem cells; A/C: embryo attach-
ing rate; I/C: ICM growing rate; P1/C: ESCs clones growing rate; P2/C: 
ESCs subclones growing rate 
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3  讨论 

 

胚胎干细胞的用途很广，涉及医学和生物工程的许

多领域，尤其在细胞替代治疗中具有潜在应用价值，因

此国内外在这些方面有许多研究[18-26]。由于小鼠胚胎干

细胞的经济性和可操作性，历来受到科学界的重视。小

鼠胚胎干细胞的体外分离培养是一项复杂的工作，受多

种因素的影响，选择恰当的时间来收集胚胎以分离内细

胞团，对以后的胚胎干细胞的分离培养是一个极为重要

的影响因素。因此，在进行小鼠胚胎干细胞研究中，胚

龄至关重要。为了进行胚胎干细胞的培养，收集胚胎的

时间必须在胚胎着床以前，同时也需要胚胎在体内有一

定的发育，以使胚胎更好的适应体外培养环境，实验中

多选孕2.5~4.5 d来收集胚胎。Eistetter等[27]采用培养小

鼠桑椹胚单个卵裂球建成胚胎干细胞系，其成功率比用

囊胚要高的多，可能由于桑椹胚处于比囊胚更早的发育

阶段，有更多的细胞保持发育的全能性，而且他采用的

是桑椹胚单个卵裂球，去除了滋养层的分化诱导作用，

因此胚胎干细胞建系成功率高。Wells等[28]用小鼠延迟

囊胚建成胚胎干细胞系，其建系成功率达47.7%，但建

成的干细胞系是否容易分化，却未报道。 

对于昆明小鼠来说，由于其种属特异性，在体外进

行分离培养并传代的胚胎干细胞成功率一直比较低。实

验中培养的昆明小鼠胚胎，孕2.5 d胚胎80%为16细胞期

胚胎，内细胞团形成率和胚胎干细胞克隆形成率都比较

差，可能因为孕2.5 d胚胎处于胚泡发育早期，对体外培

养适应能力较差，大部分都在收集培养后72~96 h自发死

亡，甚至不再发育。孕3.5 d胚胎75%为桑椹胚，孕4.5 d

胚胎100%为囊胚，与李卫东等[29]实验结果近似。胚胎

贴壁率孕4.5 d胚胎明显高于孕3.5 d胚胎(P < 0.05)，这

与董晓等[30]研究结果略有不同，原因可能是培养皿中铺

设的明胶对于囊胚的贴附作用强于桑椹胚，或是处于胚

胎发育后期的囊胚表面可能形成一些贴附因子，从而造

成囊胚的贴壁率明显强于桑椹胚。内细胞团形成率孕

4.5 d胚胎明显高于孕3.5 d胚胎(P < 0.05)，表明孕期越

晚，采集的胚胎越容易形成内细胞团，但胚龄超过4.5 d

的胚胎可能已经在子宫着床，不能再被冲出。胚胎干细

胞克隆形成情况孕4.5 d胚胎明显好于孕3.5 d胚胎(P < 

0.05)，可以说昆明小鼠囊胚贴壁率、内细胞团出现率、

传代情况均显著好于桑椹胚，原因可能是因为囊胚处于

胚胎发育较晚时期，对体外培养系统的适应能力较强；

而桑椹胚胚胎发育小，实验中采用的体外培养系统可能

不完全适宜于桑椹胚发育，培养后容易退化。胚龄越大，

内细胞团进一步增殖和扩大，贴壁后有足够数量的内细

胞团细胞发育形成胚胎干细胞株，因此胚胎干细胞株出

现的概率就越大、数量就越多，分离时表现出细胞黏性

强，不致由于吹打而过于分散，从而成功传代率就越高。

但同时可能出现内细胞团细胞易分化的现象，可能是因

为饲养层细胞的诱导或者饲养细胞分化抑制因子分泌

不足所造成的，这样在进行体外培养时，加入适量的白

血病抑制因子是非常必要的。实验表明孕4.5 d胚胎更适

合作为分离培养昆明小鼠胚胎干细胞的材料。 
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表 4  不同胚龄的胚胎体外生长情况比较 
Table 4  Comparison of embryos at different embryonic time 
 

Comparison 
 

Attaching rate ICM growing rate 
 

t P t P 
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ICM: inner cell mass; aP < 0.05, bP < 0.01 

Comparison 
 

P1 rate 
 

P2 rate 

t P t P 
 

2.5 d vs. 3.5 d 2.368 0.021a 2.370 0.021a 
2.5 d vs. 4.5 d 5.795 0.000b 3.299 0.003b 
3.5 d vs. 4.5 d 5.212 0.000b 2.365 0.022a 
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