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要!本研究旨在通过构建重组质粒
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优化鸡胚胎干细胞培养体系!以期构建鸡胚胎干细胞株或细胞系&在获得
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基因后!构建重组质粒
M

23Va!

?R2\R

!并利用
V<32F2
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DZ

转染鸡成纤维细胞"

ZV!%

#!转染
0)?

后!荧光显微镜检测'再以
(&S U\Y!IT

"大

鼠肝细胞条件培养基#与
0&S

的
24

基础培养液混合的条件培养基培养分离的
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!添加
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^%维生素
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染色以及相关表面抗原
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和
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检测鉴定后!以
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筛选
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转染的
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传代培养后荧光定量
aI\

检测相关干性基因的表达水平&结果表明$维生素
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可以促进
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增殖!
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转染的
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细胞中可以检测到绿色荧光表达!
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转染的
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可持续传至
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代以上!且仍

保持未分化状态!干细胞表面特异性抗原检测呈阳性!且相关干性基因的表达水平差异不显著"
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#&综上表

明$

M

23Va!?R2\R

转染的
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在
(&SU\Y!IT

结合外源因子的作用下!能够持续稳定传至
%&

代且仍保持未分

化状态!可应用于鸡胚胎干细胞的永生化和细胞系建立&
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禽类的受精卵排出体外时处于胚胎发育的第
G

期!形成了具有约
.&&&&

个细胞的盘状囊胚*

%

+

&鸡

胚胎干细胞是指从鸡
G

期胚胎的胚盘细胞"

UZI,

#

分离出来后!经体外纯化培养仍具生殖传递能力以

及发育多能性的细胞&细胞核较大!有一个或多个

核仁&体外培养时呈克隆状贴壁生长!克隆形态不

规则&未分化的胚胎干细胞碱性磷酸酶活性"
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M

?#,
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#检测呈红棕色!且表达胚胎

早期的多种特异性标记!如
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孟国良等*
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+用
\D!IT

在
aT2V

饲养层上建立小

鼠
24!

细胞系'有研究者用
0

种小分子替代潘氏细

胞来维持干细胞并促进它们增殖!通过添加抑制剂

和激活剂等控制最终生成的细胞类型*

*!)

+

&而禽类

胚胎干细胞被越来越多地用作治疗性抗体和生产病

毒疫苗!其培养)建系也再次成为研究和应用的热

点*

1

+

&但是在鸡
24

建系方面的研究还不成熟!孟

春花等*

.

+比较了
U\Y!IT

培养的
724I

在不同饲

养层上的生长情况'张曼玉等*

5

+利用细胞因子的培

养液!在鸡成纤维细胞饲养层上培养鸡胚盘细胞!并

将类
24!

细胞传至
/

代'郑蒙蒙等*

(

+利用因子培养

基建立无滋养层培养体系!将
724I,

传至
.

代'
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a9<:$-J

等*

/

+利用
4RE

做滋养层!以
246

完全培养

基培养
724I,

!并制备嵌合体动物&但是!由于制作

滋养层过程复杂且获得的细胞纯度不高!而无滋养

层培养的干细胞又难以长期传代培养!因此寻找最

佳的
724I,

培养体系!探究合适的建系方法!建立

一株具有正常细胞生理特性的永生化细胞株是非常

重要的&

人端粒酶逆转录酶"

D<89-AJ:#8JL9,J79A9!

:

B

A$7,<N<-$A

!

?R2\R

#是人端粒酶催化亚单位!其

基因为单拷贝基因*

1

+

&

本研究探讨了一种经济简捷且能够获得高纯度

的
724I,

的培养方法!是国内首次转染
,=:E=

基

因在
724I,

永生化中的应用&在本试验中!成功构

建了重组质粒
M

23Va!?R2\R

!并转染鸡胚胎干细

胞!采用
U\Y!IT

与
24

基础培养液按
(i0

比例混

合培养的无滋养层培养体系!添加
%&

%

8#:

/

Y

^%的

cI

促进细胞分裂增殖!使细胞在保持其未分化状

态下能够持续稳定的传代!最终应用于建立稳定的

鸡胚胎干细胞株或细胞系&
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材料与方法

#=#

!

试验材料

新鲜受精蛋源自于中国农业科学院家禽研究所

实验禽场&按照
D'2

B

9:!3$:9"$

等*

%&

+方法分期为

-".

期!用产蛋后
1?

以内的鸡蛋分离鸡胚盘细

胞&重组质粒
aI_!-J#!?R2\R

由西北农林科技大

学馈赠'质粒
M

23Va!F%

)大鼠肝细胞"

U\Y

#及鸡胚

成纤维细胞"

ZV!%

#由本实验室保存培养&

高糖
ZT2T

"美国
3$N7#

公司#'胎牛血清"美

国
D

B

7:#-J

公司#'

$

!

巯基乙醇"加拿大
UU_

公司#'

胚胎阶段特异抗原
%

"
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和
_

@

3!V_RI

"

3J-JA$8J,

#均购自北京博奥森公司'鸡血清)

Y!

谷

氨酰胺)

Y!

抗坏血酸"

cI

#)碱性成纤维生长因子

"

NV3V

#)人干细胞因子"

?4IV

#)鼠白血病抑制因子

"

8Y_V

#均 为 美 国
4$

@

89

公 司 产 品&

:"+\

(

)

F$GD

(

和
-$/

(

限制性内切酶)

R)ZF6

连接酶)

%

QNZF6 T9LQJL

)

1&&&N

M

ZF6 T9LQJL

均购自

R9e9\9

公司'胶回收试剂盒)质粒小提试剂盒)反

转录试剂盒)荧光定量试剂盒购自
R_6F32F

公

司'

V<32F2

+

DZ

购自
aL#8J

@

9

公司'其余试剂均

为国内或进口分析纯&

#=!

!

试验方法

%'0'%

!

条件培养基的制备
!!

细胞因子培养液$

ZT2T b &'% 88#:

/

Y

^%

$

!

巯 基 乙 醇
b 1

-

@

/

8Y

^%

4IV b%&-

@

/

8Y

^%

NV3Vb%&&&

_d

/

8Y

^%

Y_Vb%1S VU4b0S

鸡血清&条件培

养基制备参照孟春花等*

%%

+的方法!以
(&S U\Y!

IT

与
0&S

细胞因子培养液混合即为条件培养液&

%'0'0

!

鸡
G

期胚盘细胞的传代
!!

眼科镊沿边缘

直接夹取剪刀剪取的鸡
G

期胚盘!收集后吹散!经

过滤离心后重悬!将细胞悬液培养至第
*

天后用

aU4

轻轻吹打贴壁细胞!收集入离心管吹匀后!

%0&&L

/

8$-

^%离心
(8$-

去除大部分卵黄细胞!弃

)10%
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转染鸡胚胎干细胞建系的研究

上清后!用
aU4

重悬!然后用
%(&&L

/

8$-

^%离心
(

8$-

!弃上清后!用新鲜
ZT2T

重悬细胞!最后平铺

于细胞培养孔板中&

当细胞铺满培养孔板底部!细胞克隆隆起明显!

细胞形态未表现分化时进行再次传代&在培养皿

中!用胶原酶
/

短暂消化!再以
&'01S

胰酶作用
0

8$-

后!终止消化!

%0&&L

/

8$-

%̂离心
(8$-

!弃上清

后!重新加入条件培养液吹打均匀!将细胞悬液移入

新的培养孔板中!在
*5g

)

1SIE

0

饱和湿度的条件

下!

)(?

后观察换半液或加液
%

次&后续传代同上&

%'0'*

!M

23Va!?R2\R

真核表达载体的构建
!!

按照质粒
ZF6

小提中量纯化试剂盒步骤提取质粒

aI_!-J#!?R2\R

!用
:"+E

(

和
-$/

(

双酶切重组质

粒!并用胶回收试剂盒回收
*'1QN

的片段!即为目

的基因
,=:E=

&

利用
R)

连接酶将目的片段连接到荧光真核表

达载体
M

23Va!F%

!即为
M

23Va!?R2\R

&琼脂糖

凝胶电泳检测正确后!

:"+\

(

和
F$GD

(

双酶切鉴

定!鉴定正确后!送上海英骏生物有限公司测序&

%'0')

!M

23Va!?R2\R

转染
ZV!%!

细胞
!!

采用

V<32F2

+

DZ

转染法进行转染
ZV!%!

细胞!以
1h

%&

1

/

8Y

^%接种到
0)

孔板内&试验组$转染重组质

粒
M

23Va!?R2\R

'阴性对照组$转染空载体质粒

M

23Va!F%

'空白对照组$未转染质粒&转染
0)?

后于荧光倒置显微镜下观察&

%'0'1

!M

23Va!?R2\R

转染
724I,

!!

将培养至

第
*

代 的
724I,

制 备 成 细 胞 悬 液!以
1h

%&

1

/

8Y

^%的密度接种到
0)

孔板内!将
M

23Va!

?R2\R

与
V<32F2

+

DZ

分别按
%'1i%'&

!

0i%

!

0'1i%'&

!

*i%

!

*'1i%'&

混合!然后加入到各细胞

培养液中!

0)?

后在荧光显微镜下观察!

M

23Va!

?R2\R

与
V<32F2

+

DZ

最佳转染比例为
*i%

&

添加
724I,

的最佳筛选浓度
*&&

%

@

/

8Y

^%的

3)%(

筛选阳性细胞!添加
%&

%

8#:

/

Y

^%的
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浓

度促进细胞增殖!进行持续传代&

%'0'.

!
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形态学鉴定及表面抗原检测
!!

参

照施青青等*
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+

6ea

染色及免疫荧光鉴定的步骤进

行&
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!

\R!

=

aI\

检测
724I,

相关干性基因表达

量的变化
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试验组为转染
M
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第
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)
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)

.

)

(

)

%&

代
724I,

!对照组为转染
M

23Va!

F%

!空白组为添加等量
E

M

A$!T2T

!试验组)对照组

和空白组均采用
RL$>#:

试剂提取
8\F6

!按
V$L,A

4AL9-"7ZF64

B

-A?J,$,e$A

说明书进行反转录!以

!

;$"#()

为内参基因!进行
\R!

=

aI\

检测&

\R!

=

aI\

引物序列见表
%

!由中国英潍捷基"上海#贸易

有限公司合成&反应体系为
0&

%

Y

!

\R!

=

aI\

扩增

条件采用试剂盒推荐条件&

表
#

!

HQL

W

A?H

鉴定所需基因引物及片段大小

Q,5@0#

!

A6.T062./E:6T,3.:/E:6HQL

W

A?H

基因名称
3J-J

引物序列"

1[

)

*[

#

aL$8JL,J

=

<J-7J

片段大小%
N

M

4$>J

A$)+

0

V

$

R33RRRI6366II66I366R3663

!

\

$

R3I6IR33RI6I63IIR3663 %(&

-+H0 V

$

36636R3I6I66IRI33636RI63

!

\

$

363II3RRR33IRRI3RI6 %&&

K"#) V

$

6II63I6RI3636II66I3R36

!

\

$

RR3I6366II636III336I6 %%5

<BN* V

$

I6663III63IIII6666RI

!

\

$

II6IIIR6I66II6RII6II %%)

!

;$"#() V

$

I63II6RIRRRIRR333R6R

!

\

$

IR3R36RIRIIRRIR3I6RII %.)

!

!

结
!

果

!=#

!

#:!/:

基因片段的获得

aI_!-J#!?R2\R

重组质粒经内切酶
:"+\

(

和
-$/

(

双酶切后!所得片段分别为
1))(

和
*&)1N

M

!而

*&)1N

M

即为试验所需的
,=:E=

基因片段"图
%

#&

!=!

!

真核表达载体
D

()JALFQ(HQ

的鉴定

所得重组质粒经内切酶
:"+\_

和
F$GD_

双

酶切得到与目的基因约
*'1QN

及载体约
)'5QN

大

小一致的
0

个片段!结果显示!在
('0QN

有明显单

一条带!与预期结果一致"图
0

#&

!=<

!

真核表达载体
D

()JALFQ(HQ

的亚细胞定位

转染
)(?

后!选用
))1

"

)/&-8

的激发光于荧

光倒置显微镜下观察细胞!转染重组质粒
M

23Va!

?R2\R

的
ZV%!

细胞可见绿色荧光!荧光集中于细

胞核部分!细胞质中有少量荧光!转染
M

23Va!F%

的
ZV!%!

细胞!荧光均匀分布于整个细胞!核内外荧

光强度无明显区别 "图
*

#&

110%
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T'ZF6

相 对 分 子 质 量 标 准
ZY%&&&&

'

6'aI_!-J#!

?R2\R

'

U'aI_!-J#!?R2\R

的单酶切结果'

I'aI_!-J#!

?R2\R

双酶切结果

T'ZY%&&&& 89LQJL

'

6'aI_!-J#!?R2\R

'

U'aI_!-J#!

?R2\R"$

@

J,AJ"N

B

:"+\

(

'

I'aI_!-J#!?R2\R"$

@

J,AJ"

N

B

:"+\

(

9-"-$/

(

图
#

!

A?GL/0:LFQ(HQ

的双酶切鉴定

J.

1

=#H0236.-3.:/0/X

8

T0;.

1

023.:/:EA?GL/0:LFQ(HQ

T%'ZF6

相对分子质量标准
ZY%&&&&

'

T0'ZF6

相对分

子质量标准
ZY1&&&

'

6'

M

23Va!?R2\R

的单酶切结果'

U'

M

23Va!?R2\R

双酶切结果

T%'ZY%&&&& 89LQJL

'

T0'ZY1&&& 89LQJL

'

6'

M

23Va!

?R2\R"$

@

J,AJ"N

B

:"+\

(

'

U'

M

23Va!?R2\R"$

@

J,AJ"

N

B

:"+\

(

9-"F$GD

(

图
!

!

D

()JALFQ(HQ

的双酶切鉴定

J.

1

=!

!

H0236.-3.:/0/X

8

T0;.

1

023.:/:E

D

()JALFQ(HQ

6'

转染重组载体的
ZV!%

细胞"暗场#'

U'

转染空载体

M

23Va!F%

的
ZV!%

细胞"暗场#

6'ZV!%7J::,AL9-,OJ7AJ"K$A?

M

23Va!F%

"

"9LQO$J:"

#'

U'

ZV!%7J::,AL9-,OJ7AJ"K$A?

M

23Va!?R2\R

"

"9LQO$J:"

#

图
<

!

重组质粒
D

()JALFQ(HQ

及空载体
D

()JALS#

转染

NJL#

细胞
#""\

J.

1

=<

!

(C

D

6022.:/:EE@I:602-0/3

1

0/0,E30636,/2E0-3.:/

9.3F

D

()JALFQ(HQ,/;

D

()JALS##""\

!=$

!

真核表达载体
D

()JALFQ(HQ

转染鸡胚胎干细胞

0')'%

!

转染前
724I,

的特异性鉴定

0')'%'%

!

6ea

染色$对第
0

代的
724I,

集落进行

6ea

染色后!

724I,

集落呈红棕色!为
6ea

阳性'

分化的
724I,

呈黄色或不着色"图
)

#&

图
$

!

-(O?2

克隆的
47A

染色
!""\

J.

1

=$

!

-(O?2;

8

0;9.3F47A!""\

0')'%'0

!

特异性表面抗原检测$对第
0

代的
724I,

集落进行胚胎干细胞特异性表面抗原
4426!%

)

4EG0

以及
EIR)

鉴定!检测结果显示$

724I,

集落

呈阳性反应!荧光下呈黄绿色'

Z6a_

染色为蓝色!

对照的
724I,

呈阴性"图
1

#&

0')'0

!

重组表达载体
M

23Va!?R2\R

转染
724I,

!!

转染空载体
M

23Va!F%

和重组质粒
M

23Va!

?R2\R

的第
*

代
724I,

培养
)(?

!于倒置荧光显

微镜下观察
M

23Va!?R2\R

在
724I,

中的表达情

况&结果显示!

M

23Va!F%

和
M

23Va!?R2\R

转染

的细胞中均有绿色荧光!且分布于整个细胞"图
.

#&

表明
M

23Va!?R2\R

已成功转染
724I,

&

0')'*

!

转染后第
%&

代
724I,

的鉴定

0')'*'%

!

培养第
0

"

%&

代的
724I,

$在荧光倒置显

微镜下观察第
0

"

%&

代的
724I,

!第
0

代为转染之

前的细胞!第
*

"

%&

代为转染后培养的细胞!可以看

出细胞形态无明显变化&对转染前第
0

代的
724I,

以及转染后传至第
%&

代的
724I,

进行干细胞核型分

析!结果表明!细胞染色体数目未发生变化"图
5

#&

0')'*'0

!

6ea

染色$对转染后传至
%&

代的
724I,

集落进行
6ea

染色!细胞呈红棕色!为
6ea

阳性

"图
(

#&

0')'*'*

!

特异性表面抗原检测$对转染后传至
%0

代
724I,

集落进行表面抗原
4426!%

)

4EG0

和

EIR)

检测的结果显示$

724I,

集落呈阳性反应!荧

光下呈黄绿色'

Z6a_

染色为蓝色!对照的
724I,

呈

阴性"图
/

#&

0')')

!

724I,

转染重组质粒后相关干性基因的

\R!aI\

检测
!!

以
!

;$"#()

为内参基因!应用
\R!

=

aI\

技术 对胚胎干 细胞 各代相关干 性 基 因

A$)+

0

)

-+H0

)

K"#)

)

<BN*

的表达情况进行比较!

.10%
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期 黄晓梅等$

M
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转染鸡胚胎干细胞建系的研究

6

)

I'4426!%

抗体检测
724I,

"

6

暗场!

I

明场#'

U

)

2

)

D'724I,

的
Z6a_

染色'

Z

)

V'4EG0

抗体检测
724I,

"

Z

暗

场!

V

明场#'

3

)

_'EIR)

抗体检测
724I,

"

3

暗场!

_

明场#&图
/

同

6

!

I'724I,"JOJ7AJ"K$A?4426!%

"

"9LQO$J:"

"

6

#!

:$

@

?AO$J:"

"

I

##'

U

!

2

!

D'724I,"

B

J"K$A?Z6a_

'

Z

!

V'724I,"J!

OJ7AJ"K$A?4EG0

"

"9LQO$J:"

"

Z

#!

:$

@

?AO$J:"

"

V

##'

3

!

_'724I,"JOJ7AJ"K$A?EIR)

"

"9LQO$J:"

"

3

#!

:$

@

?AO$J:"

"

_

##

'R?J

,98J9,A9N:J/

图
%

!

-(O?2

表面抗原检测及
N4AG

染色
!""\

J.

1

=%

!

-(O?2;0E0-30;9.3F2

D

0-.E.-2I6E,-0,/3.

1

0/,/;;

8

0;9.3FN4AG!""\

6

)

U'

转染
M

23Va!F%

的
724I,

"

6

暗场!

U

明场#'

'I

)

Z'

转染
M

23Va!?R2\R

的
724I,

"

I

暗场!

Z

明场#

6

!

U'724I,AL9-,OJ7AJ"K$A?

M

23Va!F%

"

"9LQO$J:"

"

6

#!

:$

@

?AO$J:"

"

U

##'

I

!

Z'724I,AL9-,OJ7AJ" K$A?

M

23Va!

?R2\R

"

"9LQO$J:"

"

I

#!

:$

@

?AO$J:"

"

Z

##

图
R

!

重组质粒
D

()JALFQ(HQ

及空载体
D

()JALS#

转染

-(O?2!""\

J.

1

=R

!

(C

D

6022.:/:EE@I:602-0/3

1

0/0,E30636,/2E0-3.:/

9.3F

D

()JALFQ(HQ,/;

D

()JALS#!""\

相对定量结果采用
0

!

00

IA法*

%*

+分析得到的数据!各

组表达量差异用
4a44%.'&

统计软件进行单因素方

差分析&结果显示$

724I,

各代细胞相关干性基因

的表达差异性不显著"图
%&

#&

<

!

讨
!

论

24!

细胞系既是研究细胞分化的模型!也是研

究前体细胞起源和细胞谱系演变较理想的试验体

系*

%)

+

&目前!使用较多的
24

培养方法有因子培养

基培养)条件培养基培养以及在饲养层细胞如

aT2V

)

4RE

等细胞上培养等!但是仅靠改善外部

培养条件不能使细胞在体外进行长期培养!培养至

后期的细胞增殖缓慢且与饲养层细胞共培养获得的

细胞纯度不高!杂细胞较多&而通过
,=:E=

基因

转染法建立的细胞系仍能保持正常细胞的生理特

性!且具有正常的核型)正常的生长速率及生长锚着

依赖性和接触生长抑制性等&转染传代的细胞生长

仍需添加血清!并不会像转化细胞具有致癌作用和

软琼脂生长能力*

%1

+

&

在探讨
24!

细胞无滋养层的最佳培养体系时!

当仅用
U\Y!IT

或外源因子培养时!

724I,

可传至

.

代!后期细胞生长缓慢甚至停滞'仅用添加
%&

%

8#:

/

Y

^%

cI

的培养液时!细胞开始增殖有所加

快!但是不能长期培养及持续传代'而将
,=:E=

基

因导入到
*

代
724I,

!在条件培养基中进行培养时!

细胞能稳定传代!但培养传代至后期增殖较慢'本研

究采用
M

23Va!?R2\R

转染
724I,

后!在添加外源

510%
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"

_'

第
0

"

%&

代的
724I,

6!_'R?J0-"A#%&A?

@

J-JL9A$#-#O724I,

图
'

!

第
!

!

#"

代的
-(O?2!""\

J.

1

='

!

-(O?2:E3F0!/;3:#"3F

1

0/06,3.:/!""\

图
&

!

-(O?2

克隆的
47A

染色
!""\

J.

1

=&

!

-(O?2;

8

0;9.3F47A!""\

因子和
%&

%

8#:

/

Y

^%

cI

的条件培养基中培养!细

胞可延长培养至
%0

代&且经
6ea

染色呈红棕色!

4426!%

)

4EG0

)

EIR)

抗体鉴定呈黄绿色荧光!表

明
724I,

处于未分化状态'通过对转染前后的

724I,

进行细胞核型分析!显示细胞染色体数目无

变化&由此可知!

U\Y!IT

能提供分化抑制因子!

对
724I,

的体外培养有一定作用!但要维持
724I,

的无限增殖和未分化状态!只依靠
U\Y!IT

提供的

少量生长因子是不够的!必须添加外源因子抑制细

胞分化!同时还要添加适宜浓度的
cI

等促进细胞

图
*

!

-(O?2

表面抗原检测及
N4AG

染色
!""\

J.

1

=*

!

-(O?2;0E0-30;9.3F2

D

0-.E.-2I6E,-0,/3.

1

0/,/;;

8

0;9.3FN4AG!""\
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期 黄晓梅等$

M

23Va!?R2\R

转染鸡胚胎干细胞建系的研究

图
#"

!

转染
D

()JALFQ(HQ

后
-(O?2

的相关干性基因的

表达

J.

1

=#"

!

H0@,3.V00C

D

6022.:/@0V0@:E3&7!

'

;+%&

)

'

-<0<

,/;=">$

分裂增殖!转染
,=:E=

基因延长其在体外的培养

时间&

维持
724I,

未分化状态下长期培养!需要注意

724I,

生长培养的细节!防止污染!除此之外还要有

来自经验的判断!如判断何时传代)加培养基及胰酶

消化时间)吹打细胞悬液的力度与频率等!这些基本

的操作都与细胞的生长有关系!需要长期的摸索与

练习&与过去建立的
24

培养方法相比!本研究首

先是分离胚盘时用眼科镊直接夹取胚盘!与之前的

滤纸环法及药勺法相比!大大降低了卵黄细胞等杂

细胞的含量'其次是采用差速贴壁培养
0"

的纯化

方法!这样可以得到纯度较高且密度较大的
724I,

'

再次是传代方法的优化!本研究采用的是胶原酶
/

与胰酶结合的消化方法!与胰酶单独消化及
aU4

吹

打等方法相比!既无需机械吹打!又降低了消化过程

中细胞的损伤'最后!采用转基因方法建立无滋养层

培养体系!将
,=:E=

基因转入
724I,

中!再结合条

件培养基培养!可排除细胞接触抑制作用及饲养层

细胞分泌其它因子的干扰!得到大量高纯度的

724I,

!而利用滋养层细胞培养!操作复杂且
24!

细

胞不易生长!得到的细胞中非
24!

细胞太多且难纯

化!不利于后续克隆的形成)鉴定及其诱导分化等试

验的进行&每种细胞培养都有其特异性!

724I,

作

为一种难纯化)易分化)增殖慢的干细胞!时常监测

与悉心观察对维持其长期生长是必须的&

$

!

结
!

论

本研究不仅优化了鸡胚胎干细胞分离培养方

法!而且构建重组质粒
M

23Va!?R2\R

并转染

724I,

!使其在添加
%&

%

8#:

/

Y

!%

cI

的条件培养基

中!可以在未分化状态下持续传至
%0

代!且通过间

接免疫荧光及荧光定量
aI\

检测细胞仍具有多能

性!找到了适合
724I,

的高效分离方法与最佳无滋

养层培养体系!为建立可无限增殖的鸡胚胎干细胞

株或细胞系提供了研究依据&
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