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摘要  [ 目的] 摸索一种适合昆明小鼠ES 细胞分离培养的方法 ,以提高昆明小鼠ES 细胞的建系率。[ 方法] 分别采用5 种方法分离ICM
和ES 细胞集落 ,摸索了以BMSCs 作为饲养层时,丝裂酶素处理的合适时间。[ 结果] 连续消化法要明显好于其他4 种方法。MMC 处理
BMSCs 1、1 .5、2 h 时效果较好,3 个时间点无显著差异( P >0 .05) 。mMEF 作为饲养层与BMSCs 作为饲养层时获得5 代ES 细胞相比差异
不显著( P >0 .05) 。[ 结论] 连续消化法分离ES 细胞效率较高 ,饲养层采用MMC 处理1～2 h 的BMSCs 饲养层或常规mMEF 饲养层对昆
白小鼠ES 细胞无明显影响。
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Abstract  [ Objective] The purpose was to grope a method suitable for the isolation culture of ES cells in Kunming mouse so as to enhance their line-
building rate . [ Method] ICMand ES cell colonies were isolated by 5 methods separately and the suitable treati ngti me of mitomycin C( MMC) with BMSCs
as feeder layer was found out . [ Result] The continuous digestion was better thanthe other 4 methods significantly . The effects of treati ng BMSCs by MMC
for 1 , 1 .5 and 2 .0 h were better and there was no significant difference amongthethree ti me points ( P >0 .05) . With mMEF and BMSCs as feeder lay-
ers , among the obtained 5th generation ES cells , there was no significant difference ( P > 0 .05) . [ Conclusion] The continuous digestion was higher effi-
cient in isolati ng ES cells . Whether the feeder layer was BMSCs treated by MMCfor 1～2 hor was the conventional mMEF, it had no significant influence
on ES cells in Kunming mouse .
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  ES 细胞是从桑椹胚、囊胚ICM 或胎儿原始生殖嵴中分

离、经体外抑制分化培养获得的细胞系[ 1] 。它是一种高度未

分化的、具有多发育潜能的细胞[ 2] , 可在体外培养、扩增、建

系,也可在适当条件下诱导分化为多种组织细胞[ 3] , 还可与

受体胚胎嵌合, 形成嵌合体[ 4] 。自 Evans[ 1] 和Martin[ 5] 分别从

小鼠早期胚胎中分离培养并成功建立 ES 细胞系以来, 建立

适合ES 细胞分离培养的体系一直是研究的重点。目前, 用

于小鼠ES 细胞研究的品系主要是129、BALB/ C 和昆明小鼠

品系, 但昆明小鼠ES 细胞一直存在着不易传代、容易丢失等

缺点。该试验旨在摸索一种适合昆明小鼠 ES 细胞分离培养

的方法 ,以提高昆明小鼠ES 细胞的建系率。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 试验材料。试验采用6～8 周龄的昆明小鼠( 购自山

东大学实验动物中心) ,室温喂料, 常规饮水。

1 .1 .2 试剂。H- DMEM培养基( Gibco 公司) 、L- DMEM 培养基

( Gibco 公司) 、胎牛血清( FBS,Hyclone 公司) 、β- 巯基乙醇( Sig-

ma 公司) 、非必需氨基酸( Sigma 公司) 、白血病抑制因子( LIF ,

Oncogene 公司) 、孕马血清绒毛膜促性腺激素( PMSG, 杭州动

物药 品 厂) 、人 绒 毛 膜 促 性 腺 激 素 ( hCG, 丽 珠 集 团) 、

Dulbecco’s磷酸盐缓冲液( Sigma 公司) 、MMC( Kyowa Hakko Ko-

gyo 公司) 、胰蛋白酶( Sigma 公司) 、乙二胺四乙酸二钠( EDTA ,

天津博迪化工有限公司) 、两性霉素B( Sigma 公司) 、双抗( 青、

链霉素各100 I U/ ml ,Sigma 公司) 、碱性磷酸酶( AKP) 染色试

剂盒( 南京建成生物工程研究所) 、二甲基亚砜( Sigma 公司) 、

全反式维甲酸( L- RA ,Sigma 公司) 、L- 谷氨酰胺( Sigma 公司) 、

秋水仙胺( Sigma 公司) 。

1 .1 .3 培养液。

1 .1 .3 .1 MEF 培养液。L- DMEF + 10 %FBS+ 100 IU/ ml 青霉

素+ 100 IU/ ml 链霉素。

1 .1 .3 .2 ES 细胞培养液。H- DMEM+ 15 %FBS + 1 % 非必需

氨基酸+ 0 .1 mmol/ Lβ- 巯基乙醇+ 0 .1 mmol/ L ITS+ 1 %L- 谷

氨酰胺+ 5 .6 mg/ L 两性霉素B + 1 000 IU/ ml LIF + 100 I U/ ml

青霉素+ 100IU/ ml 链霉素。

1 .1 .3 .3 BMSCs 培养液。L- DMEF + 12 %FBS + 1 % 谷氨酰胺

+ 100 IU/ ml 青霉素+ 100IU/ ml 链霉素。

1 .1 .3 .4  ES 细胞诱导液。85 % H- DMEF + 15 % FBS + 1 .2 ×

10 - 6mol/ L L- RA+ 100 IU/ ml 青霉素+ 100IU/ ml 链霉素。

1 .2 方法  

1 .2 .1  超排处理。选健康的性成熟昆明母鼠于 16 :00 ～

16 :30腹腔注射PMSG7 .5 IU/ 只 ,48 h 后再腹腔注射hCG 7 .5

IU/ 只, 并与有生育能力的昆明公鼠按1∶1 合笼。次日9 :00

前观踌母鼠阴道栓( 乳白色或蛋黄色胶冻状物) , 见栓即定为

妊娠0 .5 d。

1 .2 .2 MEF 饲养层的制备。将妊娠13 .5 d 母鼠处死, 在无

菌条件下分离子宫。用含有双抗的生理盐水冲洗子宫 ,直至

无血迹。在超净工作台中, 无菌取出胎儿, 去头、尾、内脏和

四肢。将剩余的躯干部置于青酶素瓶中,加入4 ml 含双抗的

PBS- ,反复清洗几次,直至无血迹。将洗净的躯干部剪碎( <

1 mm3) , 置于0 .25 % 胰酶- 0 .04 %EDTA37 ℃消化30 min , 过

双重200 目滤网。将滤液转移至15 ml 离心管中,80 g 离心

5～10 min , 弃上清液。重复此过程3～4 次, 以洗去小血块以

及其他杂质,直至沉淀呈乳白色为止。然后加入4 ml 左右培

养液, 重新制成细胞悬液, 以1×106 个/ c m3 的密度接种在35

c m2 培养皿。置于37 ℃、5 % CO2 饱和湿度的 CO2 培养箱内

培养,0 .5～1 h 半量换液, 有助于纯化 MEF。24 h 全量换液。
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培养4 ～5 d 至细胞长满后即为原代成纤维细胞( Pri mary

Mouse Embryonic Fibroblast ,PMEF) 。将生长良好的PMEF 用胰

酶消化传代,5 代内均可用于制备饲养层( 如图 1) 。制备

MEF 饲养层前1 d 更换新鲜培养液。制备 MEF 饲养层时加

入含10μg/ ml MMC 的培养液, 处理1 .5～2 h 后 ,用PBS - 充分

洗涤, 过夜后即可使用。

图1 纯化的MEF(100×)

Fig .1 Purified MEF

1 .2 .3 BMSCs 饲养层的制备。牛骨髓间充质干细胞( Bovine

Marrow Mesenchymal Stem Cells , BMSCs) 是由青岛农业大学动

物胚胎中心提供。将纯化融合好的 BMSCs( 如图2) 消化接

种,再次融合后用 MMC 处理1～2 h , 过夜后即可作为饲养层

使用。接种ES 细胞前4 h 换为ES 细胞培养液。

图2 纯化的bBMSCs(100×)

Fig .2 Purified bBMSCs

1 .2 .4 ES 细胞的分离培养。

1 .2 .4 .1 胚胎的获得及孵化。取妊娠3 .5 d 的母鼠断颈处

死, 无菌取出子宫 ,然后用含双抗的PBS - 液从子宫角冲出胚

胎。在体视镜下选择优质的囊胚或桑椹胚。将挑出的胚胎

置于饲养层上, 放入37 ℃、5 %CO2 培养箱中进行培养, 每天

观察1 次并换液。

1 .2 .4 .2 ES 细胞的分离培养。在直径为3 .5c m的培养皿内

做几个消化液小滴 ,同时在另一个培养皿中做几个 ES 细胞

培养液小滴。在 Motic 体视镜下, 用口吸管连接自制的玻璃

微针小心挑起ICM, 并吸至消化液小滴内 ,作用1～2 min 后 ,

轻轻吹吸ICM,使之分散成细胞小团块。重复以上步骤直至

ICM完全消化。将消化好的细胞小团块接种于新的饲养层

上。前3 代消化成较大细胞团块( 50～100 细胞) , 以后传代

消化成小团块细胞后,接种在饲养层上。

1 .2 .5 ES 细胞的鉴定。

1 .2 .5 .1 形态观察。在倒置显微镜下观察ICM和 ES 细胞

集落的形态,观察其特征。

1 .2 .5 .2  碱性磷酸酶( AKP) 染色。按照 AKP 试剂盒说明

书,清洗细胞后加入固定液对细胞进行固定5～10 min , 向培

养皿中加入底物液 ,37 ℃作用15 min。用苏木精复染10 min

后, 水洗,凉干。

1 .2 .5 .3 染色体核型分析。ES 细胞培养到第3 代时, 分析

ES 细胞核型。取ES 细胞集落, 胰蛋白酶消化, 微细管分散 ,

接种在无饲养层细胞的35 mm的培养皿中。2～3 d 后 ,在培

养皿中加秋水仙胺, 终浓度为0 .1μg/ ml ,37 ℃处理3～4 h ; 胰

蛋白酶消化后,收集在试管中,80 g 离心5 min , 去上清; 然后

在每个试管中加5 ml 0 .075 mol/ L KCl , 在37 ℃低渗处理30

min ; 加2～3 滴冷的甲醛- 冰醋酸液( 3∶1) 预固定;80 g 离心

10 min 后,去上清;在每个试管中加入冷的甲醛- 冰醋酸固定

液2 ml ,固定15 min 后,80 g 离心10 min ,去上清。重复固定 ,

共进行3 次。去掉上清液后, 加几滴冷的固定液, 混匀, 然后

滴在4 ℃预冷的玻片上, 空气干燥; 显微镜下计数每个分裂

相的染色体数量, 并计算细胞整二倍体染色体的百分率。

1 .2 .5 .4 体外分化能力。将第3 代ES 细胞消化成单细胞 ,

添加诱导液后进行培养,2 d 换1 次液;1 个星期以后改为不

含L- RA 的 ES 细胞培养液,同样2 d 换1 次液。将第3 代ES

细胞集落接种在衰老的饲养层上进行培养。

1 .3  数据处理  所得数据采用 t 检验进行差异显著性

检验。

2  结果与分析

2 .1  昆明小鼠胚胎I CM 的生长行为 从小鼠子宫内取出

的3 .5 d 的囊胚( 如图3a) , 经过12～24 h 囊胚腔扩大,发育成

扩张囊胚( 如图3b) ,ICM集中于扩张囊一侧。24～48 h ,大部

分胚胎脱去透明带( 如图3c) ,I MC 一侧开始附着于饲养层

上,附着面积逐渐扩大直至整个胚胎都贴壁。4～5 d ,ICM 充

分增殖成为圆柱状、岛屿状结构。

2 .2  形态学观察及 AKP 染色 分离得到的 ES 细胞集落 ,

细胞体积小,细胞核大,胞质少, 核质比高, 细胞界限不明显 ,

符合ES 细胞的形态学特征( 如图4a、4b) 。所得的第5 代 ES

细胞集落AKP 染色后再用苏木精复染,ES 细胞集落呈粉红

色,MEF 饲养层不着色或浅着色( 如图4c) 。

2 .3  ES 细胞的核型分析 对所得第5 代 ES 细胞集落进行

核型分析 ,核型分析结果显示 :具有着正常的昆明小鼠20 对

染色体核型,正常二倍体核型率为89 % ,所得ES 细胞性染色

体为 XY 型( 图5、6) 。

2 .4  消化方法对昆明 ES 细胞分离培养的影响 由表1 可

知, 采用连续消化法和机械分离+ 酶消化法时, 形成的ES 细

胞克隆率、传至5 代的效率要明显高于其他3 种方法。对于

连续消化法和机械分离+ 酶消化法之间,细胞克隆率差异极

显著( P < 0 .01) , 传至 5 代的克隆率差异也极显著( P <

0 .01) 。利用连续消化法相对机械分离+ 酶消化法ICM 形成

ES 细胞克隆的比率大为提高( 52 .4 % ,70 .8 %) , 同时也提高

了ES 细胞传至5 代的克隆率( 4 .8 % ,10 .4 %) 。

2 .5 MMC 处理BMSCs 对I CM 形成率的影响 将第3 代纯

化的BMSCs 分6 个组, 用10 μg/ ml MMC 处理的时间分别为
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0、0 .5、1、1 .5、2、2 .5 h。处理完后用PBS - 清洗干净, 用前4 h

加ES 细胞培养液, 然后对胚胎进行孵化培养, 结果如表2 所

示: 在孵化率、贴壁率方面6 组没有明显差异( P > 0 .05) , 而

在ICM 形成率方面0、0 .5 h 之间差异不显著( P > 0 .05) ;1、

1 .5、2 h 间差异不显著( P > 0 .05) ;1、1 .5、2 h 要明显好于0、

0 .5、2 .5 h 组 ,差异极显著( P < 0 .01) ;2 .5 h 组效果要好于0、

0 .5 h 组,差异显著( P < 0 .05) 。试验证明用 MMC 对 BMSCs

处理时间为1～2 h 时有利于ICM 形成。

注 :a、b、c 分别为胚胎( 100×) 、扩张囊胚( 40×) 、正在脱出的囊胚( 100×) 。

Note :a ,b ,c denote embryos ( 100×) ,expanded blastula ( 40×) and hatching blastula ( 100×) ,respectively .

图3 昆明小鼠胚胎ICM的生长发育

Fig .3 The growth and development of embryos ICMof Kunming mouse

注 :a、b、c 分别为第2 代ES 细胞形成的多个集落( 100×) 、MEF 上的第5 代ES 细胞集落( 200×) 、ES 细胞集落的AKP 染色( 200×) 。

Note :a ,b ,c denote the second passage colonies ( 100×) ,the fifth passage ESC on MEF ( 200×) and AKP stai ning of ESC ,respectively .

图4 ES 细胞形态学特征

Fig.4 Morphological characteristics of ESC

图5 ES 细胞染色体

Fig .5 Chromosomeof ESC

2 .6  不同饲养层对昆明小鼠ES 细胞培养的影响  MEF 组 :

收集48 枚昆明小鼠胚胎, 其中囊胚39 枚 ,桑椹胚9 枚;BMSCs

组:收集29 枚昆明小鼠胚胎, 其中囊胚23 枚, 桑椹胚6 枚。

分别对这2 组进行 ES 细胞分离培养, 结果显示2 种不同饲

养层对昆明小鼠 ES 细胞的培养差异不显著( P > 0 .05)

( 表3) 。

2 .7  ES 细胞体外分化  在含有L- RA 的诱导液培养的 ES

细胞中, 少量ES 细胞分化成神经胶元( 如图7a) 。在衰老饲

养层中培养的集落容易分化成网状上皮样细胞( 如图7b) 、成

纤维样细胞( 如图7c) 等。

表1 不同消化方法对昆明ES 细胞分离培养的影响

Table 1 Effects of different digestion methods onthe KM mEScell colony

消化方法

Digestion

method

离散的ICM

Straggling

ICM

ES细胞克隆数

( 率) Rate of

ES clone∥%

传至5 代的克隆

( 率) Rate of the

fifth passage∥%
连续消化法 48 70 .8    10 .4

Continuous digestion

一次消化法 30 26 .7 0

Oneti me digestion

连同饲养层一起消化 22 13 .6 0

Digestion withfeeder layer

机械消化法 26 38 .5 0

Machine digestion

机械分离+ 酶消化法 42 52 .4 4 .8

Machine isolation+

digestion withtrysin

 注 :采用的酶浓度为0 .02 %胰酶 - 0 .008 %EDTA。

 Note :Enzyme concentration was 0 .02 % pan creatin - 0 .008 % EDTA .

3  讨论

在试验中发现昆明小鼠胚胎多、生长快, 但分离克隆 ES

细胞的效率低, 形成的 ES 细胞集落很不稳定、极易分化 , 单

个细胞传代后不易形成集落,5 代以后ES 细胞的集落数迅速
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减少。1991 年,Engler 等研究发现小鼠胚胎细胞在胚胎发育

的3 .5～6 .5 d 在原始外胚层细胞中存在品系特异的甲基

化[ 6 - 7] 。这种各品系小鼠原始胚胎外胚层细胞特异的甲基

化状态可能影响ES 细胞的分离培养[ 8] 。

图6 ES 细胞核型

Fig .6 Karyotypeof ESC

表2 MMC 处理bBMSCs 对ICM形成率的影响

Table 2 Effects of handling bBMSCs with MMConICMforming rate

处理时间

Handling

ti me∥h

处理胚胎数

No . of

embryo∥%

孵化率

Hatchability

%

贴壁率

Rate of

adherence∥%

ICM形成率

Rate of

ICM∥%
  0 19 89 .5 a 89 .5 a 21 .1 aA

0 .5 13 92 .3 a 92 .3 a 23 .1 aA

1 24 91 .7 a 91 .7 a 83 .3 bB

1 .5 29 89 .7 a 89 .7 a 79 .3 bB

2 22 90 .9 a 90 .9 a 81 .8 bB

2 .5 17 82 .4 a 76 .5 a 47 .1 bA

 注 :不同大、小写字母表示差异在0 .01、0 .05 水平显著。

 Note :Different lowercase and capital letters mean significantly different at 0 .01

and 0 .05 level , respectively .

  在ES 细胞建系过程中 ,ES 细胞的传代是关键。在消化

方式上 , 比较了5 种消化方式对ES细胞集落形成和传代的

表3 不同饲养层对昆明小鼠ES 细胞培养的影响 %

Table 3 Effects of different feeder layer onculturing ESC

分组

Group

胚胎数

No. of embryo

孵化率

Hatchability

贴壁率

Rate of adherence

ICM形成率

Rate of ICM

最高传代数

The highest passage

克隆率

Clone rate
mMEF 组Group of mMEF 48 91 .7 a 89 .6 a 81 .3 a 5 10 .4 a

bBMSCs 组Group of bBMSCs 29 89 .7 a 89 .7 a 79 .3 a 5 10 .3 a

 注 :相同字母之间差异不显著( P > 0 .05) 。

 Note : The same letters mean not significantly different ( P > 0 .05) .

注 :a、b、c 分别为神经胶质样细胞( 400×) 、网状上皮样细胞( 200×) 、成纤维样细胞( 200×) 。

Note :a ,b ,c denote neuroglia-like cells ( 400×) ,reticular-epithelioid-like cells ( 200×) and fibroblast-like cells ( 200×) ,respectively .

图7 ES 细胞体外分化

Fig .7 Differentiationof ESCinvitro

影响,其中连续消化法和机械分离+ 酶消化方法比较好。而

2 种方法比较,连续消化法又明显好于机械分离+ 酶消化法 ,

差异极显著( P < 0 .01) 。其原因可能是由于采用连续消化法

时,ES 细胞在酶中间隔性停留, 每次消化时间相对较短,细胞

受损害较小。由试验结果可知 , 在同一消化液浓度下, 连续

消化法有明显优点。机械分离+ 酶消化方法可以将大集落

通过机械方法切割成较小的集落。切割后通过酶的消化, 将

集落周围的已发生隐蔽性定型或已发生分化的细胞吹打掉 ,

减小隐蔽性定型或已经发生分化的细胞对未发生分化的细

胞的诱导作用, 保持ES 细胞集落的未分化特性。但其对 ES

细胞造成一定的物理伤害,这可能是其效果比连续消化法差

的一个原因。

BMSCs 本身也是一种多能性干细胞, 能够无限增殖 , 也

能分泌干细胞因子。在 ES 细胞的分离培养过程中, 饲养层

起到促进ES 细胞生长抑制其分化的作用, 但也不可避免异

体基因或同种异体基因对ES 细胞的污染[ 9] ,基于这一点, 在

试验中要保证饲养层的新鲜以防止饲养层细胞死亡后释放

异体基因。试验中发现, 利用 BMSCs 作为饲养层时, 必须要

进行丝裂酶素处理, 处理的合适时间为1～2 h , 未经抑制处理

的BMSCs 作为饲养层对胚胎进行孵化培养时发现 ,贴壁胚胎

ICM不经过增殖就发生分化, 形成可分离的 ICM 率很低

(21 .1 %) 。Jiang 等[ 10] 报道,PDGF、EGF 和 LIF 同时添加可长

期维持大鼠和小鼠MSCs 增殖和未分化状态。未经抑制处理

的BMSCs 可能其本身也能够利用培养液中的LIF , 但未经证

实,这可能是贴壁ICM在未经处理的BMSCs 饲养层中培养时

不经过增殖或经过初步增殖就发生分化的原因。目前小鼠

PMEF 作为饲养层细胞进行 ES 细胞培养时 , 分泌的唾液酸

( Sialic Acid) 已确定能够污染hES 细胞[ 9] , 而 BMSCs 作为一种

新型的饲养层,其对hES 细胞是否有污染还需要进一步的研

究确定 , 经处理后BMSCs , 在ES细胞分离培养效率方面与

( 下转第5401 页)
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栽培袋所需的时间差异显著。液体种、麦粒原种在栽培袋培

养基的平均满袋时间分别为28 d 和45 d ,相差17 d ;平均出菇

时间分别为48 d 和57 d ,相差9 d。无论是菌种萌发速度, 还

是菌丝长势,液体种明显优于麦粒原种( 表2) 。

表1 灰树花液体种和固体种在原种培养基上的生长情况

Table 1 Thegrowthstatus of liquidspecies andsolidspecies associated with

Grifola frondosa onoriginal media

菌种类型

Type of

strain

菌丝萌发

Germination

of mycelium∥d

菌丝满袋

Full of

myceli um∥d

菌丝长势

Growth potential

of mycelium

未发满瓶

Not full

of bag∥瓶
液体菌种 5 26 粗壮洁白均匀 0

Liquid Strong , whiteness

and evenness

固体菌种 7 41 上下不一致,较稀疏 2

Solid Unequal between up

and bottom, sparse

2 .2 栽培产量比较 试验结果表明, 液体种、麦粒原种的栽

培产量有明显差异, 袋均产量分别是101 .1 g 和87 .3 g , 相差

13 .8 g ;生物学效率分别是56 .8 %和49 .9 % ,液体菌种的生物

学效率提高6 .9 %( 表3) 。

  从表1～3 中可以看出, 液体种较固体种在繁殖原种和

栽培上都具有很大的优势。分析其原因:一是液体菌种由菌

丝球组成, 接种摇匀后菌球能较均匀地分散在培养基内, 进

行多点同步生长; 二是液体菌种在发酵过程中不断提供的新

鲜氧气,可使菌丝细胞呼吸旺盛 ,细胞分裂快速,缩短了发菌

时间[ 3] ;三是液体菌种萌发快, 吃料能力强, 菌丝粗壮, 可提

高栽培产量和生物学效率。

3  结论与讨论

(1) 通过试验研究对比得出, 灰树花液体菌种缩短了制

种周期。采用液体菌种接固体原种, 菌种萌发快, 吃料能力

强, 菌丝粗壮, 浓密,长势上下均匀一致,发菌整齐, 极大地缩

表2 灰树花液体种和固体种在栽培袋培养基上的生长情况

Table 2 Thegrowthstatus of liquid species andsolid species associated with Grifola frondosa on media mediumof cultivating bag

菌种类型

Type of strain

菌丝萌发

Germination of

mycelium∥d

菌丝满袋

Full of mycelium

d

菌丝长势

Growth potential

of mycelium

未发满袋

Not full of bag

袋

出菇时间

Ti me of mushroom

emergence∥d
液体菌种Liquid 5 28 粗壮,均匀,浓密Strong, evenness and dense 0 48

固体菌种Solid 7 45 两端浓密,中间稀疏Dense intwo ends , and sparse in middle 5 57

表3 灰树花液体种和固体种的栽培结果对比

Table 3 Thecultivationresults of liquid species andsolidspecies of Grifola frondosa

菌种类型

Type of strain

原基形成袋

The bags forming

pri mordium∥袋

原基形成率

Rate of pri mordium

formation∥%

出菇袋

Bags of mushroom

emergence∥袋

出菇率

Rate of mushroom

emergence∥%

子实体总产量

Total yield of frui-

ting body∥g

袋平均产量

Per bag yield

g

生物学效率

Biological efficiency

%
液体菌种Liquid 180    100 .0 178 98 .9 17 996 .5    101 .1 56 .8

固体菌种Solid 175 97 .2 150 83 .3 13 098 .8 87 .3 49 .9

短了制种时间,培养原种比固体种可提前15 d 长满菌瓶, 培

养栽培袋可提前17 d 长满菌袋,可提前9 d 出菇,整个培养周

期可缩短25～35 d。同时也避免了用母种直接制作原种上弱

下强的弊端和菌丝老化结皮的现象。

(2) 通过试验研究对比得出, 灰树花液体菌种可提高生

物学效率。液体菌种在培养料中 , 同一时间内菌丝体扭结

多,出菇早,转潮快 ,产量高, 生物学效率提高6 .9 % , 出菇整

齐,便于管理。而且液体菌种取料方便, 成本低, 节约能源 ,

只要严格遵守无菌操作的规程, 是值得在规模化、工厂化生

产上应用的一种方法, 也是一项缩短生产周期, 提高经济效

益的好方法。
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PMEF 无明显差异。因而 ,BMSCs 具有一定的取代MEF 成为

hES 细胞饲养层的潜力, 但是 BMSCs 作饲养层在分离培养

ES 细胞中的推广和应用还需要进一步的研究。
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