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由猪囊胚内细胞团分离胚胎干细胞的研究
Ξ

冯秀亮, 高志敏, 杨春荣, 雷安民, 樊敬庄, 窦忠英
(西北农林科技大学 陕西省干细胞工程技术研究中心, 陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　以 PM EF 为饲养层培养猪 7～ 9 日龄囊胚分离 ES 细胞, ICM 初次传代时间为 4～ 7 d, ES 细胞传

代时间为 4～ 5 d, ES 细胞传至 1～ 5 代的胚胎数分别为 12 (18. 8% ) , 8 (12. 5% ) , 5 (7. 8% ) , 3 (4. 7% ) , 2 (3. 1% ) , 并

进行体外分化和A KP 染色鉴定。对影响猪 ES 细胞分离与克隆的因素进行比较, 结果表明: (1) 9 和 14 日龄小鼠胎

儿 PM EF 饲养层培养 9 日龄猪囊胚, 贴壁率 (83. 3% , 88, 9% ) , ICM 形成率 (75. 0% , 77. 8% )和 1 代ES 细胞克隆率

(25. 0% , 22. 2% ) 无显著性差异 (P > 0. 05)。 (2) 7, 8 和 9 日龄胚胎随胚龄增加, 胚胎贴壁率 (5. 9% , 57. 1% ,

87, 9% )和 ICM 形成率 (0. 0% , 28. 6% , 81. 8% )升高, 差异显著 (P < 0. 01)。(3) 9 日龄囊胚直径 0. 8～ 1. 2 mm 培养

36～ 48 h贴壁, 贴壁率 100% , ICM 形成率 100% ; 直径> 1. 2 mm 囊胚贴壁时间为 48～ 72 h, 贴壁率 57. 1% , ICM 形

成率 57. 1% , 差异显著 (P < 0. 05)。去除直径> 1. 2 mm 囊胚部分滋养层细胞培养 36～ 48 h, 贴壁率 91. 7% , ICM 形

成率 83. 3% ; (4) 添加外源L IF 没有提高贴壁率 (86. 4% , 90. 9% ; P > 0. 05) 和 ICM 形成率 (81. 8% , 81. 8% ; P >

0. 05)。

[关键词 ]　胚胎干细胞; 内细胞团; 囊胚; 分离; 猪

[中图分类号 ]　Q 813. 7　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2003) 0320005206

　　Evan s 和 Kaufm ann [1 ]最早报道由延迟着床的
小鼠囊胚内细胞团 ( Inner cell m ass, ICM ) 分离得到
胚胎干细胞 (Em b ryon ic stem cells, ES 细胞)。之
后, 经过许多学者多年的研究, 小鼠 ES 细胞分离克
隆的方法基本成熟。沿用小鼠 ES 细胞分离的方法,

对猪、牛、绵羊、山羊等多种动物 ES 细胞的分离研
究也取得了进展[2～ 13 ]。由于猪与人类生理特征的相
似性, 使其在建立人类疾病动物模型、临床器官移植
或器官组织修复等方面具有潜在的科研与临床应用
价值, 有关猪 ES 细胞的研究也更为研究人员所重
视。本研究以猪胚胎为研究对象, 于 1997～ 1999 年
用原代小鼠胎儿成纤维细胞作为饲养层进行了猪

ES 细胞的分离与克隆, 并就胚胎日龄、培养基添加
成分、胚胎处理方法等因素对猪 ES 细胞分离的影
响进行比较, 为猪 ES 细胞系的建立提供资料并积
累经验。

1　材料与方法

1. 1　试验动物

　　小鼠　昆白品系小鼠, 6～ 8 周龄, 购自中国人

民解放军第四军医大学实验动物中心, 购回后饲养

观察 2 周应用。

猪　关中黑猪和长白杂种猪, 10～ 24 月龄, 购

自附近农村, 购回后饲养观察 1 月以上应用。

1. 2　小鼠胎儿成纤维细胞的分离与饲养层的制备

1. 2. 1　小鼠胎儿成纤维细胞的分离　将妊娠 9～

14 d 的小鼠断颈处死, 无菌取出胎儿, 去除其头部、

四肢和内脏, 用 PBS 洗 2～ 3 次后充分剪碎, 加入细

胞消化液 (含 2. 5 göL 胰酶和 0. 4 göL ED TA 的

PBS 液) , 室温下磁力搅拌消化 10～ 15 m in, 再加入

细胞培养液 (DM EM + 150 mL öL 犊牛血清) 中止消

化。经 100 Λm 孔径滤纱过滤, 低速离心 ( 1 000

röm in, 3～ 5 m in) 后重新制成细胞悬液 (1×105～

1×106ömL ) , 取 2～ 3 mL 移入直径 7 cm 培养皿中

并加入 4 mL 培养液, 于培养箱中培养 30 m in

(37 ℃, 体积分数 5% CO 2, 饱和湿度) , 更换培养液

培养。一般 3～ 4 d 后见细胞连生铺满皿底, 可用于

制备饲养层或继代培养[14 ]。

1. 2. 2　饲养层的制备　取细胞连生铺满皿底的培

养皿吸去培养液, 加入 4 mL 含 10 ΛgömL 丝裂霉素

C 的培养液培养 2～ 3 h, 吸去丝裂霉素C 液, 用 PBS
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洗 5 次, 加入 4 mL 消化液消化 2～ 3 m in, 再用培养

液中止消化并充分吹打成单细胞悬液, 离心后重新

制成细胞悬液 (4×105ömL ) , 以 0. 6 mL ö孔加入四

孔板中, 最后将四孔板置于培养箱。一般饲养层在使

用前一天制备[14 ]。

1. 3　猪胚胎的获取

自然发情母猪与公猪自然交配 3～ 5 次 (每次间

隔 10～ 12 h) , 于配种后第 7～ 9 天用手术法子宫冲

胚。冲胚液选用添加 10 mL öL 犊牛血清的无Ca2+

和M g2+ 的 PBS 液。

1. 4　胚胎体外培养

吸去前一天预先制备的饲养层中的溶液, 加入

相同量的培养基 (DM EM + 150 mL öL 犊牛血清+

0. 2 mmo löL 22巯基乙醇+ 0. 1 mmo löL N aSeO 3 +

0. 20 ΛgöL IGF21) , 分为添加L IF 组 (含L IF 20 ng)

和不添加L IF 组, 将冲取的猪胚胎 (切割或不切割)

置于饲养层上, 每孔 1 枚。最后将四孔板置于CO 2

培养箱中培养 (38. 5 ℃, 体积分数 5% CO 2, 饱和湿

度)。

1. 5　胚胎干细胞的分离与克隆

培养胚胎的 ICM 细胞增殖到一定程度后, 选择

生长集中, 细胞团隆起明显, 形态仍未表现出分化的

ICM 集落进行初次传代。传代方法是用玻璃针剥离

ICM 与周围的滋养层细胞后分离挑取 ICM , 于无

Ca2+ 和M g2+ 的 PBS 液中洗 1 次后移入细胞消化液

(含 2. 5 göL 胰酶和 0. 4 göL ED TA 的 PBS 液) 中

作用 3～ 5 m in, 再移入含血清的培养液中用毛细管

吹打并辅以玻璃针分离, 制成由 8～ 10 个细胞组成

的细胞块悬液后, 移入新的饲养层继续培养。培养过

程中观察新集落出现的时间和数量, 每 2 d 半量更

换 1 次培养液。

根据新集落的生长状况, 再用玻璃针挑取不同

类型集落, 按 ICM 传代程序进行传代, 观察各代细

胞集落出现的时间、数量和类型以及各种类型的分

化细胞。

1. 6　胚胎干细胞的检测

1. 6. 1　分化检测　采用悬浮培养法检测 ES 细胞

的分化能力, 观察类胚体及不同类型分化细胞的出

现。

1. 6. 2　碱性磷酸酶染色　 (1) 作用液配制。快蓝B

盐 (fast b lue B ) 5 m g, 双蒸水 0. 08 mL , HC l (体积

分数 36% ) 0. 02 mL , 40 göL N aNO 2 0. 1 mL , 萘酚

A S2TR 磷酸钠 10 m g, DM SO 0. 5 mL , PBS (pH

8. 6) 5 mL , 100 göL M gC l2 0. 05 mL , 以 1 mo löL

N aOH 将 pH 值调至 8. 4。 (2)染色步骤。用作用液

处理 20 m in, 双蒸水洗 3 次, 再用甘油 PBS 封片。

(3)结果判定。阳性集落染成红棕色[15 ]。

1. 7　统计方法

试验数据用 ς2 检验法进行差异显著性检验。

2　结　果

2. 1　猪 ES 细胞的分离与克隆

　　培养 7～ 9 日龄猪胚胎 (图A ) 4～ 7 d 后可获得

增殖的 ICM (图B )。初次传代后, 一般在 48 h, 最快

在 24 h 内就会出现新的集落, 常有 3 种: (1) ES 细

胞样集落, 呈鸟巢状, 有的 ES 细胞一出现, 隆起就

非常明显, 有的开始扁平, 随培养时间延长, 细胞数

量增多而逐渐隆起 (图C) ; (2) 滋养层细胞集落, 细

胞间连接紧密, 界限不清, 彼此连接成透明膜状, 集

落边缘有椭圆形细胞形成一圈; (3) 上皮细胞样集

落, 其从出现到后继培养过程中一直为扁平状, 轮廓

不清, 细胞胞体大, 界限清晰。

图版说明: A. 置于饲养层上的猪孵化囊胚 (100×) ; B. 增殖的 ICM (100×) ; C. 猪 ES 细胞克隆 (400×)

Exp lanation of p la tes: A. H atched b lastocyst cu ltu red on feeder layer; B. P ro lifera ted ICM derived from po rcine

b lax tocysts; C. ES cell clone derived from po rcine ICM

　　挑选 ES 细胞集落传代, 大约 4～ 5 d 传代 1 次。

培养的 64 枚胚胎中, 形成 1～ 5 代 ES 细胞的胚胎

数分别为 12, 8, 5, 3 和 2。由 2 枚胚胎分离的 5 代ES

细胞集落传至第 6 代时丢失。

2. 2　胚胎日龄对猪 ES 细胞分离的影响

比较 7～ 9 日龄猪胚胎分离 ES 细胞的差异, 结

果见表 1。
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表 1　胚胎日龄对猪 ES 细胞分离的影响

T able 1　Effect of em bryon ic age on the iso la t ion of po rcine ES cells

胚龄öd
A ge of
em bryo s

胚数
Em bryo
num ber

贴壁率ö%
A ttachm ent

rate

ICM 形成率ö%
ICM fo rm a2

t ion rate

各代 ES 细胞克隆率ö%
C lone rate of each passage ES cells

1 2 3 4 5

7 17 5. 9 (1ö17) a 0. 0 (0ö17)
8 14 57. 1 (8ö14) b 28. 6 (4ö14) a 14. 3 (2ö14) a 7. 1 (1ö14) a 7. 1 (1ö14) a
9 33 87. 9 (29ö33) c 81. 8 (27ö33) b 33. 3 (10ö33) a 21. 2 (7ö33) a 12. 1 (4ö33) a 9. 1 (3ö33) 6. 7 (2ö33)

　　注: 同列标不同字母表示有显著性差异 (P < 0. 05)。下表同。

N o te: D ifferen t sm all letters in sam e co lum n indicate sign ifican t difference (P < 0. 05). T he sam e is to the fo llow ing tab les.

2. 3　饲养层对 9 日龄猪胚胎克隆 ES 细胞的影响

分别选择 9 日龄和 14 日龄小鼠胎儿成纤维细

胞制作饲养层, 对 9 日龄猪孵化囊胚进行培养, 从胚

胎贴壁率、ICM 形成率和 ES 细胞克隆形成率比较

二者的差异, 结果见表 2。

表 2　不同日龄小鼠胎儿成纤维细胞饲养层对 9 日龄猪胚胎克隆 ES 细胞的影响

T able 2　Effect of differen t PM EF feeder layer on the clone of ES cells from day 9 po rcine b lastocysts

成纤维细胞来源
Sources

of PM EF

培养胚胎数
N um ber of

cu ltu red em bryo s

胚胎贴壁率ö%
A ttachm ent

rate of em bryo s

ICM 形成率ö%
ICM fo rm ation

rate

1 代 ES 细胞克隆率ö%
C lone rate of

passage 1 ES cells

9 日龄胎儿 Fetus of day 9 12 83. 3 (10ö12) a 75. 0 (9ö12) a 25. 0 (3ö12) a

14 日龄胎儿 Fetus of day 14 9 88. 9 (8ö9) a 77. 8 (7ö9) a 22. 2 (2ö9) a

2. 4　9 日龄猪胚胎直径对贴壁的影响

对 21 枚 9 日龄猪胚胎依直径大小分为< 0. 8

mm , 0. 8～ 1. 2 mm , > 1. 2 mm 3 组, 对贴壁时间、贴

壁率、ICM 形成率进行比较, 结果见表 3。其中直径

< 0. 8 mm 的 2 枚胚胎形态与小鼠孵化胚相似, 而

与其他猪胚胎明显不同, 认为可能是发育异常或滞

后的胚胎, 未做统计学分析。

表 3　9 日龄猪胚胎直径对贴壁的影响

T able 3　Effect of day 9 em bryon ic diam eter on the attachm ent

胚胎直径ömm
D iam eter

of em bryo s

胚胎数
N um ber of

cu ltu red em bryo s

贴壁时间öh
A ttachm ent

tim e

贴壁率ö%
A ttachm ent

rate

ICM 形成率ö%
ICM fo rm ation

rate

< 0. 8 2 24～ 36 100 (2ö2) 0. 0 (0ö2)
0. 8～ 1. 2 12 36～ 48 100 (12ö12) a 100 (12ö12) a

> 1. 2 7 48～ 72 57. 1 (4ö7) b 57. 1 (4ö7) b

2. 5　切割处理对 9 日龄猪胚胎贴壁的影响

对 12 枚直径> 1. 2 mm 的 9 日龄猪胚胎用玻

璃针进行切割, 去除部分滋养层细胞, 比较贴壁时

间、贴壁率和 ICM 形成率, 结果见表 4。
表 4　切割处理对 9 日龄猪胚胎贴壁的影响

T able 4　Effect of cu tt ing the day 9 po rcine b lastocytes on the attachm ent

组别
Group s

胚胎数
N um ber of

cu ltu red em bryo s

贴壁时间öh
A ttachm ent

tim e

贴壁率ö%
A ttachm ent

rate

ICM 形成率ö%
ICM fo rm a2

t ion rate

对照 Contro l 7 48～ 72 57. 1 (4ö7) a 57. 1 (4ö7) a
切割处理 Cutting 12 36～ 48 91. 7 (11ö12) a 83. 3 (10ö12) a

2. 6　添加L IF 对猪 ES 细胞分离的影响

以 9 日龄猪胚胎为培养对象, 分为添加和不添

加L IF 2 组, 观察对贴壁率、ICM 形成率和 ES 细胞

克隆形成率的影响, 结果见表 5。
表 5　L IF 对猪 ES 细胞分离的影响

T able 5　Effect of L IF on the iso la t ion of po rcine ES cells

组别
Group s

胚数
N um ber of

cu ltu red
em bryo s

贴壁率ö%
A ttachm ent

rate

ICM 形成率ö%
ICM fo rm a2

t ion rate

各代 ES 细胞克隆率ö%
C lone rate of each passage ES cells

1 2 3 4 5

L IF 22 86. 4 (19ö22) a 81. 8 (18ö22) a 18. 7 (4ö22) a 13. 6 (3ö22) a 13. 6 (3ö22) a 9. 1 (2ö22) a 9. 1 (2ö22)
对照

Contro l
11 90. 9 (10ö11) a 81. 8 (9ö11) a 54. 5 (6ö11) b 36. 4 (4ö11) a 9. 1 (1ö11) a 9. 1 (1ö11) a
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2. 7　猪 ES 细胞的鉴定

用于传代的 ICM 和 ES 细胞集落在传代 2 d 之

后, 出现囊状胚体样结构 (传代失败, 未有新的 ES

细胞集落出现) , 继续培养可见有上皮样细胞集落

(图D ) 。ES 细胞经悬浮培养, 出现囊状胚体样结构

(图 E)。对分离到的猪 ES 细胞进行A KP 染色, 结

果呈阳性 (图 F)。

图版说明: D. ES 细胞传代后出现的上皮细胞样集落 (100×) ; E. ES 细胞悬浮培养得到的胚体样结构 (400×) ; F.

A KP 染色呈阳性的 ES 细胞集落

Exp lanation of p la te: D. Ep ithelia2like cells differen tia ted from passaged po rcine ES cells; E. B lastocyst2like

em bryon ic body derived from po rcine ES cells after suspended cu ltu re; F. Po sit ive ES cell clone after A KP stain ing

3　讨　论

3. 1　猪 ES 细胞的分离

　　ES 细胞在体外分化抑制培养中呈克隆状生长,

细胞紧密堆积在一起, 形似鸟巢, 细胞间界限不清,

此特征常用作 ES 细胞初步鉴定, 并判定可传代集

落。本试验所获得的猪类 ES 细胞具有此生长特征,

利用分化试验和A KP 染色进行了验证。试验中类

ES 细胞集落在传代过程中前几代增殖较快, 一般于

传代后 24 h 即可有新集落出现, 但随着代次增加,

新集落出现时间逐渐延长, 数目逐渐减少。传至 5 代

的 2 个细胞系于传 6 代时分化丢失, 原因可能与所

选择的操作方法和培养系统不完善有关。一般认为,

细胞传代后的存活率和细胞周期的长短与生长环境

关系密切。任何原代细胞要建系都要对体外生长环

境有一个适应过程, 只有度过这一适应期, 才有可能

建系。良好的生长环境有利于传代细胞存活率的提

高并缩短这一适应期。进一步研究中需要进行大量

探索, 建立一个完善的培养体系, 为 ES 细胞生长创

造良好环境。

Robertson [14 ]所述小鼠 ES 细胞分离方法是将

增殖 ICM 或最初分离到的 ES 细胞集落, 用消化液

消化后辅以机械方法, 将其离散成小细胞块进行抑

制分化培养, 并且此过程需减少单个细胞的形成。经

过几次传代筛选, 至出现大量增殖 ES 细胞后, 再将

细胞消化成单个细胞传代。本试验分离 ES 细胞效

果不理想, 也可能与消化时间长, 离散后单个细胞过

多有关。

3. 2　影响猪 ES 细胞分离的因素

3. 2. 1　饲养层　制作猪 ES 细胞分离培养饲养层

的细胞有小鼠胎儿成纤维细胞、猪胎儿成纤维细胞、

猪子宫成纤维细胞、猪子宫上皮细胞等。其中小鼠胎

儿成纤维细胞由于易于取材应用较多。P iedrah ita

等[2 ]比较不同来源细胞饲养层对猪 ES 细胞分离的

作用, 发现猪胚胎 ICM 在 STO (一种已建系的小鼠

胎儿成纤维细胞) 或 PM EF (P rim ary em b ryon ic

fib rob last, 原代小鼠胎儿成纤维细胞) 上可附着增

殖, 在猪胎儿成纤维细胞上可附着但增殖甚微。

N o tariann i 等[3 ]和 Evan s 等[4 ]分别报道用 STO 饲

养层分离到猪 ES 细胞, 而 Stro jek 等[5 ]认为猪胚胎

早期培养使用猪子宫成纤维细胞饲养层, 可促进胚

胎贴壁和 ICM 形成, STO 饲养层可使胚胎附着但

不能增殖。制作 PM EF 一般选择 9～ 15 日龄小鼠胎

儿, 本试验结果显示 PM EF 可用于猪 ES 细胞分离,

比较 9 日龄和 14 日龄小鼠 PM EF 饲养层对 ES 细

胞分离的影响结果无显著性差异。但是试验中观察

到, 较大日龄胎儿获得的 PM EF 杂细胞较多, 在 ES

细胞分离过程中影响结果的观察。可以利用成纤维

细胞与上皮细胞在消化时间、贴壁快慢等方面的差

异得到纯度较高的 PM EF [16 ]。

3. 2. 2　胚胎日龄　理论上讲, 用于 ES 细胞分离的

胚胎日龄越小, 分化程度越低, 越具有全能性。但把

发育较早时期的胚胎培养在体外建系成功率很低,

原因可能与应用的培养系统尤其是培养基配方不完

善有关。在小鼠多选用囊胚期胚胎分离 ES 细胞, 但

在小鼠以外的其他动物对分离 ES 细胞所选用胚胎

日龄结果差异很大。

猪 ES 细胞分离一般认为取 6～ 7 日龄胚胎最

好, 但分离成功的报道中多采用较晚一些日龄的胚

胎。Stro jek 等[5 ]的试验结果显示, 分离猪 ES 细胞的
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最适胚胎为 10 日龄, 即使 9 日龄效果也不理想。

A nderson 等[6 ]对 6～ 10 日龄胚胎分离猪 ES 细胞进

行比较, 表明 6～ 7 日龄胚胎在培养中容易死亡,

ICM 形成率极低, 7～ 10 日龄胚胎胚龄越大, 越易分

离到 ES 细胞, 但细胞也更易于分化。本试验结果与

A nderson 的结果基本一致 (未做 10 日龄) , 以 9 日

龄结果最佳。用 8 日龄胚尽管也分离到传 3 代的ES

细胞, 但从贴壁率、ICM 形成率以及集落形态等方

面分析并不理想。

3. 2. 3　胚胎直径　由 ICM 分离 ES 细胞的前提是

促使胚胎贴壁并获得增殖的 ICM。ICM 细胞的快速

增殖需要贴壁后才能启动, 推迟附植可无限期地延

迟快速增殖的启动。体外培养胚胎在饲养层上贴壁

模拟了体内附植过程, 贴壁就成为 ICM 增殖的必要

启动信号。如果胚胎在 48 h 内不贴壁, 往往生长不

好, ICM 形成率较低。

9 日龄猪胚胎直径最大 2 mm , 贴壁相对较慢,

并且与饲养层接触面较小, 贴附不牢固, 移动培养板

容易由饲养层脱落而不易得到增殖 ICM。因此, 参

照赖良学等[17 ] 的方法, 用玻璃针对直径大于 1. 2

mm 的胚胎进行切割, 去除部分滋养层后培养, 结果

贴壁提前, 贴壁率和 ICM 形成率提高。

3. 2. 4　外源L IF　对 ES 细胞分化抑制起主导作用

的是L IF。为进一步抑制 ICM 和 ES 细胞分化, 试验

时在培养基中添加L IF, 从结果看外源L IF 并非必

须, 此 结 果 与 Sh im 等[8 ] 对 猪 原 始 生 殖 细 胞

(P rimo rdia l germ cells, PGC s) 的分离结果一致, 他

认为饲养层或 PGC s 本身产生的生长因子足以支持

猪 PGC s 的存活增殖并抑制分化。但H ills 等[18 ]认

为外源L IF 对猪 PGC s 培养极为重要。

L IF 是一种天然生长因子, 其基因为单拷贝, 有

2 个转录位点, 经不同剪接过程产生 2 种mRNA 分

子, 并形成 2 个带有不同信号肽的L IF 蛋白。此信

号肽的差异决定了两种分子的不同命运, 一种为可

溶形式, 另一种附着在胞外基质上。有报道[19 ]认为,

饲养层细胞对 ES 细胞的分化抑制作用主要通过后

者实现。本试验添加L IF 结果可能与此有关。
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Iso la t ion of em b ryon ic stem cells from inner cell

m ass of po rcine b lastocysts

FENG X iu- l iang, GAO Zh i-m in ,YANG Chun -rong,L E I An -m in ,

FAN J ing-zhuang,DOU Zhong-y ing
(N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , S haanx i Cen ter of S tem Cell E ng ineering and T echnology , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: D ay 7 to day 9 po rcine b lastocysts w ere cu ltu red on p rim ary em b ryon ic fib rob last (PM EF )

feeder layer to iso la te the em b ryon ic stem (ES) cells. T he op t im um passage t im e of po rcine inner cell m ass

( ICM ) and ES cells w as from day 4 to day 7 and day 4 to day 5, respect ively. T he num ber of em b ryo s from

w h ich the ES cells w ere derived w as 12 (18. 8% ) , 8 (12. 5% ) , 5 (7. 8% ) , 3 (4. 7% ) and 2 (3. 1% ) from

passage 1 to passage 5, respect ively. T he effect of the feeder layer, the em b ryon ic age, d iam eter, and

supp lied L IF on the iso la t ion of po rcine ES cells w as studied. T he resu lts w ere as fo llow ings: 1) W hen day

9 po rcine b lastocysts w ere cu ltu red w ith feeder layer of PM EF from day 9 and day 14 fetu ses, there w ere no

sign if ican t d ifference betw een the at tachm en t ra te (83. 3% , 88. 9% ) , ICM fo rm at ion ra te (75. 0% , 77. 8% )

and passage 1 ES cells clone ra te (25. 0% , 22. 2% ). 2) T he at tachm en t ra te and ICM fo rm at ion ra te from

day 7 to day 9 b lastocysts w ere5. 9% , 0. 0% ; 57. 1% , 28. 6% ; 87. 9% , 81. 8% (P < 0. 01). 3) W hen the

diam eter of day 9 b lastocysts w as from 0. 8 to 1. 2 mm , the at tachm en t t im e w as 36- 48 h, a t tachm en t ra te

100. 0% , ICM fo rm at ion ra te 100. 0% ; diam eter h igher than 1. 2 mm , 48 - 72 h, 57. 1% and 57. 1% ,

respect ively (P < 0. 01). A fter cu t t ing the b lastocysts (day 9, d iam eter h igher than 1. 2 mm ) and removing

part of the trophob lasts cells, the at tachm en t t im e w as 36- 48 h, a t tachm en t ra te 91. 7% , ICM fo rm at ion

ra te 83. 3%. 4) T he m edium supp lied w ith L IF did no t increase the at tachm en t ra te (86. 4% , 90. 9% ; P >

0. 05) and ICM fo rm at ion ra te (81. 8% , 81. 8% ; P > 0. 05).

Key words: em b ryon ic stem cells; inner cell m ass; b lastocysts; iso la t ion; po rcine
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