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要!本研究旨在通过悬浮培养法培养鸡胚胎干细胞"
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:2E,

#!摸索鸡胚胎干细胞形成类

胚体"
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#$"V#"
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#的最佳方案!以期提高鸡胚胎干细胞体外诱导效率)将鸡
:2E,

培养传代至第
*

代!采用

%i%&

)

,

*i%&

) 和
.i%&

)

;_

k%

*

个细胞浓度!使用悬滴培养后!观察类胚体的形成效率)对悬滴培养形成的类胚

体进行形态学观察!

>

W8!YEW

检测干细胞标记基因的表达!免疫细胞化学检测相关蛋白的表达!并进行类胚体自

分化检测和核型分析)

*i%&

)

;_

k%细胞浓度生成的类胚体数量最高!单个视野下可观察到约
0.4

个类胚体!且形

成的类胚体大小均一!呈圆球状)

>

W8!YEW

检测结果表明!在类胚体形成
)(A

内!干细胞标记基因
F$)+

8

,

-+T0

,

H"#)

和
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仍维持表达)免疫细胞化学检测显示!该方法形成的类胚体表面抗原检测
F$)+

8

和
--M!D%

呈阳

性)自分化检测三胚层分化标记基因
-HX%4

,

-6!

和
J:KD%

呈阳性)核型分析显示!悬滴培养形成的类胚体具

有并保持正常的核型)鸡
:2E,

悬滴培养形成类胚体的适宜细胞浓度为
*i%&

)
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k%

!且形成的类胚体可分化成
*

个胚层!用于体外定向诱导过程)本研究建立了鸡
:2E,

体外悬滴培养形成类胚体的培养体系!为后期信号通路的

体外验证提供试验基础)
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胚胎干细胞"
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:2E,

#具有

多向分化的潜能!能够分化成包括内胚层,中胚层和

外胚层
*

个胚层在内的各种类型细胞!因此
:2E,

不仅仅可应用于早期胚胎发育的研究!还可作为细

胞替代治疗和药物筛选等的细胞来源)胚胎干细胞

的诱导分化是指在体外将胚胎干细胞定向诱导分化

成具有功能的其他类型细胞!纯化的
:2E,

在非细

胞因子体外培养条件下"无白血病抑制因子等细胞

分化抑制因子#可自发形成类胚体 "
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由分化细胞和未分化细胞组成!

在形成阶段具有较强的分化潜能!故在
:\

早期形

成阶段常被用于生产不同细胞系-

1

.

)

:\

还被广泛

用于特定组织细胞的诱导分化!有助于提高定向诱

导的分化效率-

.!4

.

)因此!

:\

的制备已经成为干细

胞研究不可或缺的工具-

(!%&

.

)

家禽是发育生物学中重要的动物模型!且从鸡

胚中可以获得能够满足研究需要的鸡
:2E,

!克服了

取材和伦理上的限制)本课题组一直致力于家鸡

:2E,

的体外定向诱导分化研究-

%%!%*

.

!通过特定的

诱导体系诱导鸡
:2E,

形成雄性生殖细胞!然而诱

导效率较低)本研究以家鸡为研究对象!采用悬滴

培养方法!用不同细胞浓度的
:2E,

形成类胚体!并

通过形态学,

>

W8!YEW

和免疫细胞化学检测形成的

类胚体中全能性基因的表达)摸索鸡
:2E,

悬滴培

养形成类胚体的最佳条件!通过类胚体进行体外诱

导!从而进一步提高鸡雄性生殖细胞的诱导效率)

该研究为进一步优化鸡
:2E,

向生殖细胞定向分化

提供理论和试验基础)
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材料与方法
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!

试验材料

新鲜受精蛋来自中国农业科学院家禽研究所实

验禽场如皋黄鸡鸡群)按
B':

R

<=!I$=<"$

等-

%)

.方法

分为
4)5

期!采用产蛋后
1A

以内的鸡蛋进行鸡

胚盘细胞的分离)

主要试剂$高糖
9J:J

"

I$V?#

!美国#&胎牛血

清"

B

R

?=#-N

!美国#&

%

!

巯基乙醇"

\\L

!加拿大#&胚

胎阶段特异抗原
%

"

22:3!%

#,

2#U0

和
L

K

I!XL8E

"

IN-NM$;N,

#"博奥森!北京#&鸡血清,

_!

谷氨酰胺,

碱性成纤维生长因子 "

VXIX

#,人干细胞因子

"

A2EX

#,鼠白血病抑制因子"

;_LX

#"

2$

K

;<

!美国#)

反转录试剂盒,荧光定量试剂盒"天根!北京#)

#F!

!

方法

%'0'%

!

鸡
:2E,

的分离培养及鉴定
!!

参照孙敏

等-

%*

.

:2E,

分离培养及传代步骤进行)

%'0'0

!

悬滴培养鸡
:2E,

!!

将鸡
:2E,

培养传代

至第
*

代!待
:2E,

克隆开始形成!大小相差不大

时!加入
%;

K

0

;_

k%

E#==<

K

N

6

!

*4h

消化
%&;$-

!

加入含
1̂ X\2

的
9J:J

终止消化!收集
:2E,

克

隆并制成细胞悬液)将细胞悬液进行细胞计数!设

立
*

个细胞浓度$

%i%&

)

,

*i%&

) 和
.i%&

)

;_

k%

!

每组
*

个重复)将
%&?;

的培养皿上盖打开!内表

面朝上!

01

+

_

细胞悬液!逐滴整齐地滴加在皿盖

上&在皿内加上
*;_Y\2

后!小心将皿盖扣至皿底

上!再将培养皿放入培养箱中)采用倒置显微镜每

隔
0)A

观察各组细胞的形态变化情况)

%'0'*

!>

W8!YEW

检测
!!

各组细胞悬滴培养后!

分别提取
&

,

0)

和
)(A

的细胞总
WF3

)每个时期

均有
*

个重复)将获取的总
WF3

反转录试剂盒合

成
?9F3

!以
$

D$"#()

为内参基因!进行
>

W8!YEW

检

测)

>

W8!YEW

所需引物信息见表
%

)

%'0')

!

免疫细胞化学检测
!!

悬滴培养
)(A

后!

用微量移液器将各组悬滴培养后形成的
:\

吸出!

分别接种到多聚赖氨酸处理过的
0)

孔板内)待细

胞贴壁后!用
)̂

多聚甲醛固定
*&;$-

)

Y\2

漂洗
*

次后!用
%&̂ \23!Y\2

封闭液
*4h

孵育
%A

)分

别滴加
%l0&&

倍稀释的一抗
<-M$!F<-#

K

和
<-M$!

22:3!%

!

*4h

孵育
)1;$-

后!

Y\28

漂洗
*

次)再

以
%l%&&

倍稀释的
XL8E

标记的二抗于
*4h

避光

孵育
)1;$-

)

Y\28

漂洗
*

次后!甘油封片!倒置显

)**%
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-*R2W-

鉴定所需基因引物及片段大小

*/B?,#

!

20<@,0<7530@/8<37530
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基因名称

IN-N-<;N

碱基序列"

1a

#

*a

#

YO$;NO,N

>

GN-?N

上游引物
X#OS<O"

@

O$;NO

下游引物
WNTNO,N

@

O$;NO

片段大小%
V

@

2$cN

F$)+

8

X

$

8II888E3I33EE33EI338I33I W

$

8IE3E8II8E3E3IEE8I33I %(&

-+T0 X

$
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$

I3IEEI888IIE88EI8E3 %&&

H"#) X

$

3EE3IE38EI3I3EE33EI8I3 W

$

88IE3I33EE3I3EEEII3E3 %%4

$

D$"#() X

$

E3IEE38E888E88III838 W

$

E8I8I38E8EE88E8IE38EE %.)

微镜下观察,拍照)

%'0'1

!

核型分析
!

悬滴培养
)(A

后!用含有
&'%

+

K

0

;_

k%秋水仙素的高糖
9J:J

培养基培养
0

)

*A

)微量移液器将各组悬滴培养后形成的
:\

吸

出!用
&'01̂

胰酶消化细胞)参照徐琪等-

%1

.方法进

行核型分析)

%'0'.

!

数据处理
!!

所有数据均采用
CPP$?N0&%&

:U?N=

进行统计处理!以'平均值
j

标准误(表示!采

用
2Y22%/'&

进行双因素方差分析)

!

!

结
!

果

!F#

!

鸡
VLW.

的特异性鉴定

培养至第
*

代的
:2E,

可形成明显的细胞克

隆!且克隆边界清晰!呈鸟巢状)对这些克隆进行多

能性鉴定!结果显示$经
3ZY

染色后!

:2E,

克隆呈

现棕红色"图
%3

#&

22:3!%

染色后!可在荧光显微

镜下观察到
:2E,

表面的绿色荧光"图
%\

#)该结

果表明第
*

代的
:2E,

克隆保持有干性!还处于未

分化状态)

!F!

!

悬滴培养制备类胚体

将培养至第
*

代鸡
:2E,

细胞消化成单细胞!

用普通培养液分别重悬细胞至
%i%&

)

,

*i%&

) 和

.i%&

)

;_

k%

*

个细胞浓度!进行悬滴培养)采用倒

置显微镜在
&

,

0)

和
)(A

观察各组细胞的形态变化

情况"图
0

#)单个视野内对形成的类胚体计数!统

计
0)

和
)(A

类胚体的形成数量!每组
*

个重复)

结果发现$

%i%&

)

;_

k%细胞浓度悬滴培养
0)A

出

现少量有
%&

)

%1

个细胞构成的圆球状类胚体!

)(A

类胚体数量增多!体积增大!隐约可见中心有囊腔形

成"图
03

#&

*i%&

)

;_

k%细胞浓度悬滴培养
0)A

出

现较多圆球状类胚体!

)(A

类胚体体积增大!且数

量增加!开始形成囊腔"图
0\

#&

.i%&

)

;_

k%细胞浓

度悬滴培养
0)A

细胞开始增殖!并开始出现细胞聚

集!有单个类胚体形成!且类胚体体积较小!约由
*

)

(

个细胞构成!

)(A

出现少量圆球状类胚体!此时类

胚体体积小于其他两组!未观察到囊腔形成"图

0E

#)对单个视野下类配体形成数量统计发现!悬

滴培养
0)A

后!

%i%&

)

;_

k%细胞浓度单个视野下

约有
00

个类胚体形成&

*i%&

)

;_

k%细胞浓度约有

1*

个类胚体形成!显著高于其他两个试验组&

.i

%&

)

;_

k%细胞浓度下细胞开始增殖并形成细胞集

落!仅有约
*

个类胚体形成)悬滴培养
)(A

后!各

组类胚体体积增大!且数量有不同程度的增加!对

%i%&

)

,

*i%&

) 和
.i%&

)

;_

k%

*

个细胞浓度形成的

3':2E,

的
3ZY

染色结果&

\':2E,

的
22:3!%

染色结果"暗场#&

E':2E,

的
22:3!%

染色结果"明场#)

#

':2E,

克隆

3'2M<$-N":2E,V

R

3ZY

&

\'2M<$-N":2E,V

R

22:3!%

"

"<OQP$N="

#&

E'2M<$-N":2E,V

R

22:3!%

"

=$

K

AMP$N="

#

'

#

':2E,?=#-N

图
#

!

第
)

代鸡
VLW.

的特异性鉴定
%""]

G<

4

F#

!

6;,78<5<1/8<37358+,)

0;

4

,7,0/8<371+<1I,7VLW.%""]

1**%
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3'%i%&

)

;_

k%细胞浓度悬滴培养
0)A

出现少量圆球状类胚体!

)(A

类胚体数量增多!体积增大!隐约可见中心有

囊腔形成&

\'*i%&

)

;_

k%细胞浓度悬滴培养
0)A

出现较多圆球状类胚体!

)(A

类胚体体积增大!且数量大量增加&

E'.i%&

)

;_

k%细胞浓度悬滴培养
0)A

细胞开始增殖!并出现少量集落!

)(A

出现少量圆球状类胚体)

#

'

类胚体

3'%i%&

)

;_

k%

?N==?#-?N-MO<M$#-

K

O#G

@

,M<OMN"M#P#O;:\<PMNO0)A

!

MANT#=G;-<-"-G;VNO#P:\V#MA$-?ON<,N"

S$MA)(A

&

\'*i%&

)

;_

k%

?N==?#-?N-MO<M$#-

K

O#G

@

P#O;N";#ON:\MA<-MAN#MANO

K

O#G

@

,S$MA$-0)A

!

<-"MAN:\

+

,

-G;VNOQN

@

M$-?ON<,$-

K

S$MA$-)(A

&

E'.i%&

)

;_

k%

?N==?#-?N-MO<M$#-

K

#G

@

#-=

R

A<"<=$MM=N:\<PMNO0)A

!

<-"-#

,$

K

-P#O,$

K

-$P$?<-M$-?ON<,N#P:\S$MA$-)(A'

#

':\

图
!

!

不同细胞浓度不同时间点
VLW.

细胞形态变化
%""]

G<

4

F!

!

*+,1,??@30

9

+3?3

4

<11+/7

4

,/8;<55,0,788<@,.

9

38.A7;,0;<55,0,781,??1371,780/8<37.%""]

类胚体统计数分别为
14

,

0.4

和
*4

)

*i%&

)

;_

k%

细胞浓度悬滴培养
)(A

后!类胚体数量极显著高于

其他两个试验组"表
0

#)

表
!

!

不同细胞浓度不同时间点
VX.

形成数量

*/B?,!

!

*+,7A@B,035VX/8;<55,0,788<@,.

9

38A7;,0;<5R

5,0,781,??1371,780/8<37.

细胞浓度%"

i%&

)

;_

k%

#

EN==?#-?N-MO<M$#-

&A 0)A )(A

% & 00j* 14j0

* &

1*j*

"

0.4j%&

""

. & *j% *4j*

"

'3

$

&'&1

&

""

'3

$

&'&%

!F)

!

悬滴培养过程中相关全能性基因的
T

-*R2W-

检测

以
$

D$"#()

为内参基因!将
&A

的
:2E,

细胞表

达量设为空白对照!应用
>

W8!YEW

技术对干细胞

相关基因
F$)+

8

,

-+T0

,

;DL(#

和
H"#)

的表达情况

进行 检 测!采 用
0

k

,,

EM法 分 析 相 对 定 量 结 果!

2Y22%.'&

统计软件进行单因素方差分析)结果显

示!

%i%&

)

,

*i%&

) 和
.i%&

)

;_

k%

*

个细胞浓度
)(

A

悬滴培养期间!干细胞相关基因
F$)+

8

,

-+T0

,

;D

L(#

和
H"#)

持续表达"图
*

#)各组基因相对表达量

如表
*

所示!

%i%&

)

;_

k%细胞浓度
)(A

悬滴培养

后!

F$)+

8

,

-+T0

,

;DL(#

和
H"#)

相对表达量分别为

%'.(

,

%'%*

,

%')(

和
%'&%

&

*i%&

)

;_

k%细胞浓度
)(

A

悬滴培养后!

F$)+

8

,

-+T0

,

;DL(#

和
H"#)

相对表

达量分别为
%'4.

,

%'%&

,

%'10

和
%'&1

&

.i%&

)

;_

k%

细胞浓度
)(A

悬滴培养后!

F$)+

8

,

-+T0

,

;DL(#

和

H"#)

相对表达量分别为
%'(&

,

%'%1

,

%'*0

和
%'&0

!

各组基因表达量无显著性差异)

.**%
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3'%i%&

)

;_

k%细胞浓度&

\'*i%&

)

;_

k%细胞浓度&

E'.i%&

)

;_

k%细胞浓度)图
)

同

3'%i%&

)

;_

k%

?N==?#-?N-MO<M$#-

&

\

'

*i%&

)

;_

k%

?N==?#-?N-MO<M$#-

&

E'.i%&

)

;_

k%

?N==?#-?N-MO<M$#-'8AN,<;N<,

X$

K

')

图
)

!

悬滴培养
%'+VLW.

的干性基因
9-+2

1

$

:2;!

$

%<=*>

和
?5>%

的表达变化

G<

4

F)

!

-,?/8<>,,J

9

0,..<37?,>,?.359-+2

1

&

:2;!

&

?5>%/7;%<=*>/58,0%'++/7

4

<7

4

R;03

9

1A?8A0,

!F%

!

免疫细胞化学检测特异性标记物的表达

对各细胞浓度悬滴培养
)(A

后的类胚体进行

表面抗原
--M!D%

和
F$)+

8

检测)结果显示!悬滴

培养所形成的类胚体
--M!D%

和
F$)+

8

检测呈阳

性反应!荧光下分别呈黄绿色和红色&

93YL

染色为

蓝色"图
)

#)表明悬滴培养
)(A

所获取的类胚体中

的细胞处于未分化状态)

!F$

!

类胚体自发分化验证

获取
*i%&

)

;_

k%细胞浓度悬滴培养获得的类

胚体!使用
%&̂ X\2

的高糖
9J:J

培养基继续培

养)培养过程中隔天换液!定期观察类胚体的自发

分化情况)并对自发分化获得的细胞进行
2Cb%4

"内胚层#,

2J3

"

2;##MAJ;G,?=N3?M$-

#"中胚层#

和
8D5!%

"

%

LLL!MGVG=$-

#"外胚层#免疫荧光鉴定"图

1

#)间接免疫组化染色结果表明!类胚体自分化后

内胚层标记蛋白
2Cb%4

!中胚层标记蛋白
2J3

和

外胚层标记蛋白
8D5!%

表达呈阳性)结果表明!所

获得的类胚体具有分化为
*

个胚层的能力)

!F&

!

类胚体细胞核型分析

通过
*i%&

)

;_

k%细胞浓度悬滴培养获得类胚

体!对其染色体进行核型分析)选择良好分裂相!在

显微镜下计数染色体数目)结果表明!悬滴培养形

成的类胚体具有并保持正常的核型!为
*(

条常染色

体和
0

条性染色体"图
.

#)

)

!

讨
!

论

类胚体是由胚胎干细胞体外培养获得的!具有

向多个方向分化的潜能)类胚体是
:2E,

细胞发育

的启动!在特定的细胞因子和微环境中可对其进行

定向诱导!从而产生特定细胞)

:\

最早由
3'

8<QN"<

-

%.

.观察并描述!被认为是一种卵巢肿瘤内发

生的现象&此后
I'\'Y$NO?N

等-

%4

.研究发现!

:\

可

以用来形成畸胎瘤或畸胎癌&

I'W'J<OM$-

等-

%(

.克

隆畸胎癌细胞进行体外培养形成了具有分化功能的

:\

&

J'5':T<-,

和
J'B'Z<GP;<-

-

%/

.体外培养老

鼠的胚胎干细胞形成
:\

)近年来!类胚体被广泛应

用于体外定向诱导过程!陈明等-

.

.通过类胚体的体

外形成!诱导生成小鼠心肌细胞)陈惠芹等-

(

.通过

添加诱导剂!促进拟胚体中原始造血干细胞发生)

而现有研究中!针对家禽类胚体形成的研究较少!尚

未见有详细的报道)

本课题组一直致力于家鸡雄性生殖细胞的分化

研究!目前已初步建立鸡
:2E,

向雄性生殖细胞分

化的体外诱导体系!但是诱导效率较低!产生的雄性

4**%
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间接免疫荧光法检测各试验组悬滴培养
)(A

后!类胚体中干性标记蛋白的表达情况$绿色荧光为
22:3!%

蛋白!红

色荧光为
F<-#

K

蛋白!蓝色为
93YL

染色!

JNO

K

N

代表合并图)

#

':\

3PMNO)(AA<-

K

$-

K

!"O#

@

?G=MGON

!

$;;G-#?

R

M#?AN;$,MO

R

,A#SN":\S<,

@

#,$M$TNP#O22:3!%

"

K

ONN-

#!

F<-#

K

"

ON"

#

<-"

93YL

"

V=GN

#

$-<==*

K

O#G

@

,

!

JNO

K

NSNON,A#SN"ON,

@

N?M$TN=

R

'

#

':\

图
%

!

类胚体中的蛋白免疫细胞化学检测
%""]

G<

4

F%

!

VJ

9

0,..<3735

9

038,<7.<7VX;,8,18,;B

D

<@@A731

D

831+,@<.80

D

%""]

类胚体自分化后检测三胚层标记基因$

2Cb%4

"内胚层#,

2J3

"中胚层#和
8D5!%

"外胚层#的表达!蓝色为
93YL

染色!

JNO

K

N

代表合并图

3PMNO:\"$PPNONM$<MN"()4(#'+

!

MAN;<OQNO

K

N-N,#P*=<

R

NOSNON"NMN?MN"V

R

$;;G-#?

R

M#?AN;$,MO

R

$

2Cb%4

"

N-"#!

"NO;

#!

2J3

"

;N,#"NO;

#

<-"8D5!%

"

N?M#"NO;

#

'93YL

"

V=GN

#!

JNO

K

NSNON,A#SN"ON,

@

N?M$TN=

R

图
$

!

类胚体体外自分化免疫荧光检测
!""]

G<

4

F$

!

S<55,0,78</8<3735VX*+@*>)2;,8,18,;B

D

<@@A731

D

831+,@<.80

D

!""]
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图
&

!

类胚体的染色体核型分析
#"""]

G<

4

F&

!

C/0

D

38

D9

,/7/?

D

.<.35VX#"""]

生殖样细胞数量较少)因此!本研究在悬滴培养的

基础上!摸索鸡
:2E,

形成类胚体的最佳体系!以期

提高体外诱导鸡
:2E,

生成雄性生殖细胞的诱导效

率)采用
%i%&

)

,

*i%&

) 和
.i%&

)

;_

k%

*

个细胞浓

度!使用悬滴培养后观察类胚体的形成效率)研究

发现!在
*i%&

)

;_

k%的细胞浓度下!通过不含干细

胞维持因子的培养液悬滴培养
)(A

!类胚体数量呈

对数上升!表明
*i%&

)

;_

k%为鸡
:2E,

体外悬滴培

养形成类胚体的最适浓度!这与张良等-

*

.结论相符)

为了克服普通悬滴培养法产生
:\

数量少!

:\

大小和分化阶段不一致的问题!本研究对悬滴培养

法进行了长时间的摸索和改进!采用第
*

代鸡
:2E,

形成的克隆进行类胚体培养!能获得相对较多的

:\

!且大小基本一致!可重复性高)对形成的类胚

体进行
>

W8!YEW

检测发现!其持续表达干性基因

F$)+

8

,

-+T0

,

H"#)

和
;DL(#

!且免疫细胞化学检测

F<-#

K

和
22:3!%

呈阳性)另外!对悬滴培养形成

的类胚体进行核型分析!发现类胚体在形成过程中

具有正常的核型)试验结果表明!本研究采用悬滴

培养法形成类胚体具有分化潜能!能够用于体外定

向诱导过程)

%

!

结
!

论

本研究采用悬滴培养法!成功建立鸡胚胎干细

胞类胚体体外快速形成技术!确定
*i%&

)

;_

k%为

鸡
:2E,

体外悬滴培养形成类胚体的最适浓度)所

获得的
:\

数量相对较多!大小均一!持续表达全能

性标记基因并具有分化为
*

个胚层的能力!且染色

体核型正常)该研究为进一步优化鸡
:2E,

向生殖

细胞定向分化体系奠定了理论和试验基础)

参考文献"

-,5,0,71,.

#!

-

%

.

!

2B3WJ3 I8

!

9D\:[YZ

!

:̀WJ3 CY

!

NM<='

E#==<

K

N-!L̀ ,G

@@

#OMN"N;VO

R

#$"V#"$N,P#O;<M$#-<-"

"$PPNON-M$<M$#-PO#;VGPP<=#

"

I1A$910A1A$9(0

#

N;VO

R

!

#-$?,MN;?N==,

-

5

.

'I(+",&BI(+

O

,

5

0=&0;+BB1)

!

0&%0

!

)0)

"

*

#$

*4(!*()'

-

0

.

!

L82ZC̀ L87!:_9CW5

!

2EBD_9LF:WJ

!

Z3W2:F8L

9

!

NM<='9$PPNON-M$<M$#-#PAG;<-N;VO

R

#-$?,MN;?N==,

$-M#N;VO

R

#$"V#"$N,?#;

@

O#;$,$-

K

MANMAONNN;VO

R

#-$?

K

NO;=<

R

NO,

-

5

.

'6+96&7

!

0&&&

!

.

"

0

#$

(('

-

*

.

!

张
!

良!黄
!

冰!唐仕波!等
'

体外培养拟胚体条件的

探讨-

5

.

'

中国病理生理杂志!

0&&)

!

0&

"

)

#$

4&&!4&0'

7B3FI_

!

BD3FI\

!

83FI2\

!

NM<='8ANNU!

@

=#ON#PN;VO

R

#$"?G=MGON,

R

,MN;()4(#'+

-

5

.

';,()&0&

K+1')$9+

2

3$#,+

O

,

5

0(+9+

85

!

0&&)

!

0&

"

)

#$

4&&!4&0'

"

$-EA$-N,N

#

-

)

.

!

赵惠萍!王绮如
'

胚胎干细胞形成拟胚体的几个影响

因素-

5

.

'

湖南医科大学学报!

0&&*

!

0(

"

%

#$

(1!(.'

7B3CBY

!

H3FI6W'L-P=GN-?NP<?M#O,#PMANP#O!

;<M$#-#PN;VO

R

#$"V#"$N,

-

5

.

'I199&#()+

2

C1)$)

6&7("$9:)(4&'0(#

5

!

0&&*

!

0(

"

%

#$

(1!(.'

"

$-EA$-N,N

#

-

1

.

!

WDFI3WDF_:W82

!

8:EB3ZDJYBD J

!

YLWL!

8[ J Z

!

NM<=':;VO

R

#$"V#"

R

P#O;<M$#-PO#;N;!

VO

R

#-$?<-"$-"G?N"

@

=GO$

@

#MN-M,MN;?N==,

$

\N-NP$M,#P

V$#ON<?M#O,

-

5

.

'Y+'97K-#&B;&990

!

0&&/

!

%

"

%

#$

%%'

/**%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

-

.

.

!

陈
!

明!毕琳琳!赵
!

芳!等
'

拟胚体高密度培养促进

小鼠胚胎干细胞向心肌细胞分化-

5

.

'

天津医药!

0&%*

!

)%

"

(

#$

4(0!4(1'

EB:F J

!

\L__

!

7B3CX

!

NM<='B$

K

A"N-,$M

R

?G=!

MGON#PN;VO

R

#$"V#"$N,N-A<-?N"?<O"$<?"$PPNON-M$<!

M$#-#P;GO$-NN;VO

R

#-$?,MN;?N==,

-

5

.

'J($)

P

()6&7D

("$9K+1')$9

!

0&%*

!

)%

"

(

#$

4(0!4(1'

"

$-EA$-N,N

#

-

4

.

!

彭红梅!陈贵安
'

人类胚胎干细胞体外分化形成包含

多种细胞的类胚体-

5

.

'

北京大学学报$医学版!

0&&1

!

*.

"

.

#$

.&1!.&('

Y:FI B J

!

EB:F I 3'BG;<-N;VO

R

#-$?,MN;

?N==,P#O;$-

K

N;VO

R

#$"V#"$N,?#;

@

O$,$-

K

;G=M$

@

=N

M

R@

N,#P?N==,

-

5

.

'K+1')$9+

2

3&L()

8

:)(4&'0(#

5

"

C&$9#,-"(&)"&0

#!

0&&1

!

*.

"

.

#$

.&1!.&('

"

$-EA$!

-N,N

#

-

(

.

!

陈惠芹!张绪超!黄绍良!等
'\JY!)

与
:̀IX

促进拟

胚体中原始造血干细胞发生的实验研究-

5

.

'

中国实

验血液学杂志!

0&&(

!

%.

"

)

#$

(11!(1('

EB:F B 6

!

7B3FI b E

!

BD3FI 2 _

!

NM<='

\JY!)<-" :̀IX

@

O#;#MN"NTN=#

@

;N-M#PAN;<M#!

@

#$NM$?,MN;?N==,"GO$-

K

MANN;VO

R

#$"V#"

R

P#O;<M$#-

PO#;N;VO

R

#-$?,MN;?N==,

-

5

.

'K+1')$9+

2

MT

O

&'(D

B&)#$9C&B$#+9+

85

!

0&&(

!

%.

"

)

#$

(11!(1('

"

$-EA$!

-N,N

#

-

/

.

!

田孝祥!韩雅玲!康
!

建!等
'

利用胚胎干细胞建立贴

壁制备类胚体的新方法-

5

.

'

沈阳部队医药!

0&&.

!

%/

"

0

#$

(0!()'

8L3Fbb

!

B3F[_

!

Z3FI5

!

NM<='3-#TN=;NMA!

#"P#O

@

ON

@

<O$-

K

N;VO

R

#$"V#"$N,S$MA<MM<?AN"N;!

VO

R

#-$?,MN;?N==,

-

5

.

'-,&)

5

$)

8

6(9(#$'

5

6&7("()&

!

0&&.

!

%/

"

0

#$

(0!()'

"

$-EA$-N,N

#

-

%&

.

!

刘卫生!王英杰!刘
!

涛!等
'

模拟微重力条件下小鼠

拟胚体形成及分化的初步观察-

5

.

'

第三军医大学学

报!

0&&(

!

*&

"

%4

#$

%1/)!%1/4'

_LD H 2

!

H3FI [5

!

_LD 8

!

NM<='8ANP#O;<M$#-

<-""$PPNON-M$<M$#-#P;#G,NN;VO

R

#$"V#"$N,G-"NO

,$;G=<M$-

K

;$?O#

K

O<T$M

R

-

5

.

'!"#$!"$7&B($&6&7("(D

)$&6(9(#$'(0J&'#($&

!

0&&(

!

*&

"

%4

#$

%1/)!%1/4'

"

$-

EA$-N,N

#

-

%%

.

!

孙
!

敏!施青青!傅德智!等
'

鸡胚
:2E

和
22E,

特定基

因表达差异的研究-

5

.

'

生物技术!

0&%%

!

0%

"

*

#$

%.!%/'

2DFJ

!

2BL66

!

XD97

!

NM<='2MG"

R

#PMANNU

@

ON,!

,$#-#P

K

N-N?N=="$PPNON-M$<M$#-<,,#?$<MN"

K

N-N,#-

?A$?QN-:2E<-"22E,

-

5

.

'I(+#&",)+9+

85

!

0&%%

!

0%

"

*

#$

%.!%/'

"

$-EA$-N,N

#

-

%0

.

!

施青青!张振韬!李鹏程!等
'\JY)

诱导鸡胚胎干细

胞向雄性生殖细胞分化的研究-

5

.

'

畜牧兽医学报!

0&%*

!

))

"

%%

#$

%4)/!%414'

2BL66

!

7B3FI78

!

_LYE

!

NM<='2MG"

R

#-"$PPNO!

N-M$<M$#-#P?A$?QN-N;VO

R

#-$?,MN; ?N==,M# ;<=N

K

NO;?N==,V

R

\JY)

-

5

.

'!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",D

)("$-()("$

!

0&%*

!

))

"

%%

#$

%4)/!%414'

"

$-EA$-N,N

#

-

%*

.

!

孙
!

敏
'

鸡胚胎干细胞诱导为雄性生殖细胞及转基因

鸡的制备-

9

.

'

扬州$扬州大学!

0&%0'

2DF J'2MG"

R

#-;<=N

K

NO;?N=="NO$TN"PO#;?A$?Q!

N-N;VO

R

#-$?,MN;?N==<-"MAN

K

N-NO<M$#-#PMO<-,!

K

N-$??A$?QN-

-

9

.

'[<-

K

cA#G

$

[<-

K

cA#G D-$TNO,$M

R

!

0&%0'

"

$-EA$-N,N

#

-

%)

.

!

:[3_!IL_39L B

!

Z3[3Z 2'XO#; ?=N<T<

K

NM#

@

O$;$M$TN,MON<QP#O;<M$#-

$

<?#;

@

=N;N-M<O

R

-#O;<=

M<V=N<-"<-NS=##Q<MMANP$O,M,M<

K

N#PMAN"NTN=#

@

!

;N-M#PMAN?A$?Q

$

L'IN-NO<=;#O

@

A#=#

KR

-

5

.

'<&4I(D

+9

!

%/4.

!

)/

$

*0%!**4'

-

%1

.

!

徐
!

琪!陈国宏!张学余!等
'*

个地方鸡种的核型及

其似近系数分析-

5

.

'

畜牧兽医学报!

0&&)

!

*1

"

)

#$

*.0!*..'

bD6

!

EB:FI B

!

7B3FIb[

!

NM<='E#;

@

<O$,#-

#-Q<O

R

#M

R@

N#PMAONNEA$-N,N-<M$TN?A$?QN-,<-"

MAN$O?=G,MNO<-<=

R

,$,

-

5

.

'!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",D

)("$-()("$

!

0&&)

!

*1

"

)

#$

*.0!*..'

"

$-EA$-N,N

#

-

%.

.

!

83Z:933

!

L2BL7DZ38

!

IC8C8

!

NM<='Y#=

R

N;!

VO

R

#;< #P #T<O

R @

O#"G?$-

K

<=

@

A<!PNM#

@

O#MN$- <-"

BEI

$

L;;G-#

@

NO#U$"<,N<-" N=N?MO#- ;$?O#,?#

@

$?

,MG"

R

-

5

.

';$)"&'

!

%/(0

!

)/

"

/

#$

%(4(!%((/'

-

%4

.

!

YL:WE:I\

!

2Y::W2HE'8G;#O,<,?<O$?<MGON,#P

MAN

@

O#?N,,#PM$,,GNON-NS<=

$

@

O#,

@

N?M,P#OMANO<

@R

V

R

"$ON?M$-

K

"$PPNON-M$<M$#-

-

5

.

';$)"&'=&0

!

%/((

!

)(

"

(

#$

%//.!0&&)'

-

%(

.

!

J3W8LFIW

!

:̀ 3F2 J5'JG=M$

@

=N"$PPNON-M$<M$#-#P

?=#-<=MNO<M#?<O?$-#;<,MN; ?N==,P#==#S$-

K

N;VO

R

#$"

V#"

R

P#O;<M$#-()4(#'+

-

5

.

';&99

!

%/41

!

.

"

)

#$

).4!)4)'

-

%/

.

!

:̀ 3F2 J 5

!

Z3DXJ3F J B':,M<V=$,A;N-M$-

?G=MGON#P

@

=GO$

@

#MN-M$<=?N==,PO#; ;#G,NN;VO

R

#,

-

5

.

'F$#1'&

!

%/(%

!

0/0

"

1(%/

#$

%1)!%1.'

"编辑
!

程金华#

&)*%




