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　 　 【摘要】 　 小鼠是研究哺乳动物中一种小型的模式生物,在研究非人灵长类以及人类胚胎之前,需要先在小鼠

体内确定实验能否进行再转移到高等哺乳动物。 现有体系的限制使小鼠胚胎只能在体外培养至 E6. 5,小鼠胚胎体

外延时培养体系的建立对于理解胚胎植入后的关键事件以及分子机制有着非常重要的作用,更为人胚胎的发育研

究提供有效平台。 单细胞测序技术的发展为小鼠胚胎体外延时培养提供了新的可能,在这里我们介绍了小鼠植入

后胚胎的普通体外延时培养体系、3D 培养体系、单细胞测序技术在胚胎领域的应用,以及其未来可能的发展方向。
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　 　 【Abstract】　 Mice are a small mammal model for scientific research. Before studying non-human primates and human
embryos, it must be determined whether the experiment can be carried out in mice and then employ higher mammals. The
limitation of the existing system is that mouse embryos can only be cultured in vitro to E6. 5. Establishment of a mouse
embryo in vitro culture system is very important to understand the critical events and molecular mechanisms of embryo peri-
implantation. The development of single-cell RNA sequencing technology provides new possibilities for in vitro time-lapse
culture of mouse embryos. Here, we introduce an in vitro time-lapse culture system and 3D culture system for mouse embryo
implantation, the application of single-cell RNA sequencing technology in the field of embryos, and its possible future
direction of development.
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　 　 哺乳动物植入后胚胎发育的相关机制是发育

学领域的关注热点,小鼠是最易获得且最具特征的

哺乳动物胚胎发育模型。 哺乳动物的早期胚胎发

育经历:受精卵→2-细胞→4-细胞→8-细胞→桑椹



胚→囊胚→原肠胚几个阶段,植入后早期胚胎发育

是指囊胚由输卵管进入子宫着床并继续发育的过

程[1-5]。 小鼠胚胎体外培养体系的成功建立,可以

作为一个深入研究小鼠植入后胚胎发育的相关机

制平台,也可以作为其他哺乳动物胚胎体外培养体

系的建立及优化的参考依据。
现阶段已有较多小鼠植入前胚胎发育机制的

相关研究,植入前胚胎发育过程的核基因组、转录

组、蛋白表达变化等问题都得到了比较详细的解

答[6]。 Xue 等[7]研究发现,受精卵胚胎处于转录静

止状态,其发育完全由母系提供的蛋白质和来自卵

浆的 RNAs 控制,2 细胞期才发生重要的基因激活。
桑椹胚时期内细胞团( inner cell mess,ICM)和滋养

外胚层(trophoblastic ectoderm,TE)分化形成囊胚的

分子机制也较为详尽[8-9]。
相较于众多的植入前形态发生和信号通路的

研究,植入期和植入后期的研究非常有限。 尤其是

人类及非人类灵长类动物的胚胎,其植入期、植入

后期的形态发生、转录组和表观基因组的特异性调

控都未得到系统的研究。 由于人类胚胎 14 d 原则

的伦理限制以及难以获取胚胎,小鼠胚胎成为众多

基础研究的常用胚胎模型。 小鼠胚胎的体外延时

培养体系不仅能够解释植入过程和植入后的胚胎

发生事件,更为探索高级哺乳动物体外培养体系建

立基础。 该篇综述对小鼠植入后胚胎体外延时培

养体系进行总结,并对更高等的哺乳动物的体外培

养体系发展提供更好的思路。

1　 普通培养体系

目前常用的体外培养体系 ( in vitro culture,
IVC)可大致分为两类:IVC1 与 IVC2。 IVC1 用于滋

养层细胞(trophoblast cells,TS)贴壁前的培养,IVC2
用于 TS 贴壁后的培养。 目前很多实验室都在进行

小鼠的体外延时培养,培养体系在不停的优化,但
依旧不能获得稳定的体系。
1. 1　 基于 DMEM、Whitten 的体外培养体系

2011 年,Takaoka 等[10] 使用 DMEM、Whitten 培

养基培养 E5. 0-E5. 5 和 E3. 7 胚胎。 首先在添加

50%胎牛血清 ( fatal bovine serum,FBS) 和 25 mm
HEPES-NaOH(pH 7. 2)的 DMEM 中恢复胚胎。 随

后将 E5. 0-E5. 5 胚胎转移到培养基中,该培养基由

75%大鼠血清和 25% DMEM 缓冲 44 mM NaHCO3

(pH 7. 2 ) 组 成。 将 E3. 7 胚 胎 转 移 到 改 良 的

Whitten 培养基中。 胚胎在 35 mm 的玻璃底塑料培

养皿中培养。

1. 2　 基于 CMRL1066 的体外培养体系

2012 年,Morris 等[11]人为了研究小鼠植入后胚

胎前后轴的形成,建立了一套体外培养体系。 在该

体系中,IVC1 的基础成分为 CMRL1066、L-谷氨酰

胺、丙酮酸钠、双抗(青霉素和链霉素)、胎小牛血清

(fetal calf serum,FCS)等。 IVC2 基础成分与 IVC1
相同,但使用人脐带血清(human cord serum,HCS)
替代了 FCS。 该培养体系使用了聚丙烯酰胺凝胶与

玻璃结合,并覆盖各种蛋白质涂层,以便能够清晰

地跟踪前内脏内胚层的逐步发育。 但是凝胶制备

的复杂性和 HCS 分离难度使该方法难以广泛应用,
而且来源不同的 HCS 可能会导致培养结果的不同。
1. 3　 基于 Advanced-DMEM / F12 的体外培养体系

2014 年,Bedzhov[12] 团队描述了一个支持小鼠

胚胎发育至囊胚之后的体系,提供了一个新的分步

培养方案,奠定了小鼠植入后胚胎体外延时培养体

系的 发 展 基 础。 在 该 研 究 中, 采 用 Advanced-
DMEM / F12 代替 CMRL-1066,同时添加双抗(青霉

素和链霉素)、L-谷氨酰胺、β-雌二醇、孕酮、N-乙酰-
I-半胱氨酸等成分。 为进一步降低 HCS 的需求,他
们还添加了 ITS-X 和敲除血清替代品 ( KnockOut
serum replacement,KSR)。 IVC1 与 IVC2 均基于以

上成分,二者最主要的区别在于,IVC1 使用 FBS 作

为胚胎的营养成分,而 IVC2 使用 KSR 替代 FBS。
该研究还采用了特殊的光学材料( ibiTreat μ-plates,
eight-well)作为基质,在体外将小鼠囊胚培养到卵圆

柱阶段,体外培养的胚胎形态以及谱系标志物的检

测和正常体内 E6. 5 相同。
在该研究中,Bedzhov 等[12] 还尝试了两种培养

方法。 第一种方法从早期囊胚开始,去除透明带

后,囊胚可以附着在基质上,5 d 后发育成卵圆柱

体;第二种方法是从晚期囊胚开始,在 3 d 内分离出

的附壁 TE 形成卵圆柱体,通过这种方法可以观察

到以前隐藏的发育时期。 他们使用的培养体系可

用于直接监测小鼠植入期胚胎谱系发生,胚胎生长

等情况。 至此,小鼠胚胎体外延时培养体系已初见

规模,能够很好的支持众多小鼠胚胎研究。

2　 3D 培养体系

早在几十年前,研究者就观察到,细胞在活体

内和培养皿中所处的微环境截然不同。 当细胞系

嵌入 3D 基质或标准组织培养板中时[13],细胞表现

出显著的不同形态和生长特征[14]。 自此,细胞培养

技术的一个重要进展是引入了 3D 培养系统。 与二

维方法相比,3D 方法的一个主要优点是减少了细胞
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培养系统和体内环境之间的差距,显示出更接近复

杂的体内条件特征[15-17]。 在传统的 2D 条件下,对
分化、增殖和细胞功能非常重要的细胞外基质

(extracellular matrix,ECM)成分、细胞间相互作用都

会丢失[18]。 在 3D 培养系统中,未分化细胞的存活

率也得到了提高,这对研究与环境相关的物理化学

因素对胚胎细胞的影响是有帮助的。
3D 支架是用各种天然(胶原蛋白、明胶、弹性

蛋白、丝素蛋白、壳聚糖、甲壳素、纤维蛋白、纤维蛋

白原等)和合成聚合物制成的,同时也包括一些公

认的天然和合成物质的混合物。 常用的 3D 支架材

料有琼脂糖、胶原、纤维连接蛋白、明胶、层粘连蛋

白和卵黄蛋白。 这些复合材料在孔隙率、纤维、渗
透性和机械稳定性等物理特性方面模拟天然 ECM。
微结构增强了胚胎中粘附细胞的生物物理学和生

物化学相互作用,使其在体外更好的表达相应的基

因。 3D 基质为胚胎增殖、分化和分泌细胞特异性

ECM 提供了一个生物活性环境[19]。 以下介绍了常

用 3D 基质及其在胚胎培养当中的用途。
2. 1　 基质胶(matrigel)

Matrigel 在干细胞领域已经有了充分的应用,在
胚胎培养当中也有所尝试。 Bedzhov 等[20] 使用

Matrigel 培养 E3. 5 胚胎的 ICM。 该研究将单个 ICMs
滴入 ibiTreat 显微术塑料 m 板中的基质凝胶中,37℃
孵育 2~3 min,直至基质凝胶凝固。 然后用加热过的

IVC1 培养基填充培养皿。 在以 Matrigel 为基质的 3D
培养体系当中,TS 的发育更加接近于体内的状态,可
以在一定程度上模拟体内的着床过程。
2. 2　 聚丙烯酰胺胶

Niu 等[21]评估了与玻璃结合并覆盖各种蛋白

质涂层的聚丙烯酰胺水凝胶在 3D 胚胎延时培养体

系中的使用。 在该研究中,首先通过改变 N′N′-亚
甲基双丙烯酰胺和丙烯酰胺的比例来优化聚丙烯

酰胺水凝胶的表面硬度,其次使用了不同的蛋白质

涂层。 采用 I 型大鼠尾胶原涂层时,87%(13 / 15)的
胚胎可附着在基质上,38%(5 / 13)的胚胎可发育成

卵圆柱。 相比之下,层粘连蛋白或纤维蛋白-布朗

宁与胶原结合使用时,80%(12 / 15)的胚胎可以附

着,41%(5 / 12)的胚胎可形成卵圆柱。 这些胚胎发

育出正确的形态和外胚层(epiblast,EPI)、TE 和原

始内胚层(primitive endoderm,PrE),并且表达相应

的组织标记基因。
2. 3　 3D 培养体系在其他哺乳动物中的应用

Shao 等[22]基于人多能干细胞(pluripotent stem
cells,PSC)的模型,建立了称为植入后羊膜囊胚状

体(post-implantation amniotic sac embryoid,PASE),
它能够概括围绕羊膜囊发育的多个植入后胚胎发

生事件。 在没有母体或胚胎外组织的情况下,PASE
自组织形成一个具有不对称羊膜 EPI 的上皮囊肿,
类似于人类羊膜囊。 在进一步的发育过程中,PASE
以 SNAI1 依赖的方式启动一个类似于后原条发育

的过程。 此外,他们还发现到非对称 BMP-SMAD 信

号与 PASE 的发展同步,并证实 BMP-SMAD 的激

活 /抑制调节了 PASE 的稳定发展。 该研究为小鼠

胚胎体外延时培养提供了新的思路,即构建 3D 的

培养体系,为胚胎着床及着床后的发育提供可能的

条件。 他们采用 3D 培养体系来培养植入后人羊膜

囊,其在 8 孔板底部铺有一层 Matrigel,且在日常培

养基中添加了 ECM。 Matrigel 能够向 EPI 细胞提供

极化信号,胚胎干细胞在 Matrigel 内培养后能够形

成类似体内胚胎花环的 EPI 结构,凋亡细胞数量也

少于一般的二维培养[22]。
3D 培养体系在体外通过细胞外基质构建类体内

环境,有效促进了哺乳动物胚胎在体外的发育过程,
进而促进胚胎前后轴形成动力学、胚胎滋养巨细胞与

子宫内膜相互作用等问题的理解[23]。 但 3D 体系仍

然不够成熟,不能够完全模拟小鼠胚胎体内着床以及

着床后的进一步发育。 寻找更合适的 3D 体系材料及

其构建方法、并将其与已知的维持胚胎的培养体系结

合是该领域的重点研究方向。 现如今,3D 打印技术

逐渐成熟,能够建立更加精细的结构,该技术将来可

以被应用于小鼠胚胎体外延时培养的 3D 体系的建

立,也有可能进一步为非人类灵长类动物和人类的胚

胎的体外培养提供技术支持和研究基础。

3　 培养体系添加物

有研究者报道了小鼠囊胚到卵圆柱转变过程

中的关键形态发生事件,这些步骤将简单的 EPI 细
胞球转化为杯状上皮细胞[12]。 Copp[24] 揭示了体外

囊胚着床后,TS 与 ECM 的粘附强度随时间而发生

变化,这限制了极性细胞进一步的体外发育,从而

导致卵圆柱的形成。 Bedzhov 等[20] 人发现,胚胎外

细胞系分泌的基底膜成分为 PSC 提供了极化信号。
这导致 EPI 整体重组为玫瑰花状结构,并伴随管腔

发生。 除了 3D 体系,胚胎发育过程中,胚胎外细胞

系分泌的细胞因子也会决定胚胎发育的质量。 因

此体外培养体系中的各类添加物对胚胎发生也发

挥重要作用。
3. 1　 细胞因子

在囊胚(E3. 5)中三种不同的细胞系 TE、ICM
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中的 EPI 和 PrE 发育过程中,许多关键的谱系因子,
如 CDX2、POU5F1 和 SOX17,分别在小鼠胚胎发育

过程中表现出保守表达。 在小鼠体内胚胎发育过

程中,成纤维细胞生长因子( fibroblast growth factor,
FGF)信号和随后的细胞内丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase,MAPK) 途径激活

EPI 和 PE 细胞的分化,最终分别产生胚胎固有细胞

和卵黄囊。 在小鼠胚胎培养过程中抑制 FGF /
MAPK 信号可增加 ICM 内表达 NANOG 细胞的比

例,FGF 受体上调可导致 ICM 细胞转化为 GATA6
阳性 PE 前体。 IGF1 受体、IGF1 和胰岛素受体分别

在人 PE 和 EPI 中表达,通过磷酸肌醇 3 激酶

(PI3K) / mTOR,可以维持胚胎内细胞干性的通路,
如对 PE 发育有重要作用的 FGF 通路[25]。 在小鼠

胚胎培养基中,添加 IGF 和 EGF 有利于胚胎从透明

带孵出。 对小鼠胚胎研究表明,TGF-α 和 EGF 能分

别通过自分泌作用和旁分泌作用促进囊胚腔的扩

张膨大。 IL-1、IL-6、CSF-1 以及 TNF-α 等生长因在

人早期胚胎植入过程中担任不同的角色,最终促进

胚胎成功着床以及后续的胚胎发育。 Niu 等[21] 在

体外建立了一个培养体系,在人胚胎培养体系的基

础上进行优化,能够将高级哺乳动物食蟹猴的胚胎

延时培养至 20 d,获得的胚胎能够出现谱系分化、胎
盘形成、羊膜囊和卵黄囊成腔化以及原始生殖细胞

分化等哺乳动物胚胎发育过程中的关键事件。 他

们通过 ROCK 抑制剂 Y-27632 促进了猴胚胎的发

育,减少胚胎内细胞的凋亡。 因此细胞因子及其作

用通路是优化胚胎体外延时培养体系的重要研究

方向。
3. 2　 激素及有机物

胚胎环境中的激素以及体内环境中的有机物

质也对胚胎发育有着重要的作用。 人绒毛膜促性

腺激素( human chorionic gonadotropin,hCG)在体内

可以吸附于 TS 表面,保护 TS 免受母体淋巴细胞的

攻击。 体内 hCG 的浓度也与囊胚发育质量有显著

相关性。 在体外,孕马血清促性腺激素和 hCG 的合

用可以在一定范围内增加小鼠胚胎的发育数量和

发育率[26]。 雌激素也在小鼠早期胚胎发育过程中

发挥重要作用,其在小鼠胚胎的体外培养体系中都

有添加。 牛磺酸和 EDTA 可以克服二细胞阻滞,一
些氨基酸如谷氨酰胺也会参与蛋白质、DNA 的合

成,成为胚胎发育最初 48 h 内的重要能量来源,而
且谷氨酰胺具有防止细胞氧化的功效,一些研究表

明,在培养液中添加谷氨酰胺,可提高小鼠在体外

的囊胚孵化率[27]。

4　 单细胞转录组测序对胚胎发育的启示

小鼠植入前胚胎体外培养体系较为成熟,能够

培养至原条出现阶段。 但随着囊胚的发育进行,胚
胎内的细胞逐渐分化,所需求的信号分子也随之发

生改变。 这也对体外环境是否能够支持不同细胞

系的发育提出了更高的要求。 研究表明转录因子

网络的协同作用对于胚胎发育成功的谱系分离是

必不可少的[28-31]。 对早期胚胎的单细胞转录组分

析( single cell RNA sequencing,scRNA-seq)给胚胎

发育领域带来了很多新的启发[25]。 scRNA-seq 在

不到 10 年的时间里飞速发展,该技术能够揭示胚胎

内的每一个细胞各自的发育事件及其产生的变化,
详细研究特定基因和调控序列在发育中的作用。
4. 1　 胚胎发育的基因表达

Smart-seq2 技术的出现及优化为胚胎发育的单

细胞 转 录 组 学 提 供 了 一 个 很 好 的 平 台[32-34]。
Mohammed 等[35] 人通过对 E3. 5 到 E6. 5 小鼠胚胎

进行 scRNA-seq 来研究从着床期到早期原肠胚形成

的调控环境,以探索从植入前到早期原肠胚早期的

小鼠发育。 有研究者将该方法直接应用于 E3. 5 小

鼠囊胚未分化 ICM 中的单个细胞,发现存在两个细

胞群,一个具有 PrE 表达,另一个具有多能性 EPI 样
基因表达。 两个群体间差异表达的基因在胚胎中

E4. 5 在形态分化的 PE 和 EPI 中得到了很好的保

存,表明该方法成功地检测到了表面上同质的细胞

群体在单细胞水平上细微但本质的差异[36-37]。 为

了建立小鼠囊胚 ICM 内 EPI 与 PrE 谱系分离的图

谱,Ohnishi 等[38]描述了单个 ICM 细胞的基因表达

谱。 这项研究提出了一个模型,即 ICM 中细胞基因

的表达水平出现随机变异,且彼此独立,随后通过

一系列信号通路增强支持了 ICM 谱系分离。 众多

胚胎 scRNA-seq 是胚胎内细胞群体的鉴定强有力的

工具,为细胞命运的溯源提供证据。
4. 2　 胚胎发育的细胞命运图谱

体内哺乳动物细胞分化轨迹的全面描绘代表

胚胎发育过程中基因表达变化的基线,其可用于再

生医学的优化体外分化方案的参照[39]。 Scialdone
等[39]通过单细胞转录组分析小鼠胚胎早期中胚层

分化的问题。 传统的多细胞 DNA 分析的实验方法

依赖于细胞数较多的样本,不适合胚胎早期谱系多

样性的研究。 为了解决这个问题,他们使用 scRNA-
seq 研究了 1205 个中胚层单细胞向造血系统的分化

过程,涵盖了从 E6. 5 早期原肠胚形成到 E7. 75 原
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始红细胞生成的时间过程。 在 E6. 5 小鼠胚胎中,
位于 PrE 和 EPI 交界处的细胞经历上皮-间充质转

化。 随后,细胞发生迁移进而获得不同的细胞命

运,或围绕着 EPI,或进入 PrE 形成卵黄囊、脐带和

胎盘。 细胞命运图谱显示,成熟组织,如血液和心

脏,起源于原肠胚前成纤维细胞的特定区域,但仍

然不清楚胚胎中众多细胞的命运是如何决定的[40]。
Pijuan-Sala 等[40] 报告了在受精后 6. 5 ~ 8. 5 d

的九个连续时间点收集的来自小鼠胚胎的 116,312
个单细胞的转录谱。 构建了从多能性向所有主要

胚胎谱系的细胞分化的分子图谱,并探讨了内脏和

原条衍生、内胚层融合的复杂事件[39]。 Cao 等[41]分

析了在妊娠 9. 5~13. 5 d 之间的 61 个胚胎大约 200
万个细胞的转录体。 由此产生的“小鼠器官发生细

胞图谱”(MOCA)提供了这一关键时期发育过程的

全局视图[41-42]。 scRNA-seq 为追踪胚胎发育过程的

所有细胞命运提供了可能,而且该领域还需要更深

入的研究去完善其他哺乳动物胚胎谱系分化图谱。
4. 3　 其他哺乳动物胚胎发育的单细胞测序研究

与此同时,众多研究者对高级哺乳动物的胚胎

也进行了单细胞转录组的研究,探索胚胎发育的复

杂机制。 EPI 是哺乳动物所有体细胞和生殖细胞的

起源。 为了探索人类和灵长类多能性的个体发育,
Nakamura 等人[43] 对食蟹猴(Macaca fascicularis)植

入前和植入后的 EPI 进行了全面的 scRNA-seq。 结

果表明,在囊胚发育过程中,食蟹猴 EPI 在着床过程

中发生了重要的转录组变化。 该研究不仅揭示了

EPI 发育的差异性和一致性,而且确定了关键物种

间多能性谱的发育坐标,为更好地建立人胚胎的培

养体系提供了线索。 Zhou 等人[44] 结合体外培养的

胚胎发育和 scRNA-seq,系统分析了来自人的 65 个

移植前后胚胎的 8000 多个单个细胞。 转录组数据

的无监督降维和聚类算法显示了 EPI、PrE 和 TE 谱

系的逐步植入路径,表明胚胎在植入过程中为着床

于子宫内膜做好了充分准备。 该研究提供了对调

节人类胚胎植入的复杂分子机制的理解,并有助于

推进未来对早期胚胎发育和生殖医学的理解。 众

多的测序研究结果揭示了小鼠、高级哺乳动物以及

人胚胎发育过程中的复杂路径,同时其详尽的转录

组信息为体外延时培养获得的胚胎发育谱系提供

了很好的参照标准,也为解析发育过程的分子机制

提供了有力的支持。

5　 结论与展望

胚胎是生命的起源,理解胚胎的发育历程有助

于研究高等动物的发育过程。 小鼠胚胎以其哺乳

动物的胚胎特性和较短的发育时间等优势,成为了

很好的胚胎研究的模型。 猴胚胎、人胚胎的植入发

育研究都是建立在小鼠胚胎的模型上来开展的。
建立体外延时培养的小鼠胚胎体系,有助于我们更

好的理解哺乳动物在着床后所经历的事件,揭示胚

胎发育的过程。 高级哺乳动物以及人胚胎的延时

培养研究能够反哺小鼠胚胎体外延时培养体系的

有效建立。
总之,植入后胚胎体外培养这个领域在胚胎发

育过程的研究中是至关重要的。 目前针对胚胎的

体外培养技术还存在不足,需要更多的研究投入。
未来的研究需要更多地理解胚胎发育的机制以及

发育过程中的事件,这可以为生殖医学等相关领域

提供相应的基础,也可以帮助我们理解生殖医学中

的多种问题,例如胚胎受孕后的流产、胚胎与子宫

内膜的交互作用以及移植胚胎吸收等相关事件。
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