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"摘&要# 目的$ 探讨从人胎盘组织中分离羊膜间充质干细胞!3+bB1N$% 方法$ 收集剖宫产足月胎儿胎盘"

采用组织块贴壁法分离出羊膜间充质干细胞并传代培养"对 0"/0$ 代细胞进行细胞形态的观察"用流式细胞仪

检测细胞膜表面阳性分子 1-6$/+01)1-4'/XY.1)1-((/0?)1-"'!/1L!%! 和阴性分子 1-""R/0?)1-"4/0?)

1-$(/0?)1-(!/0?)>C+/-)/0?"并采用六孔板法检测细胞增殖情况% 结果$ 3+bB1N的细胞形态呈成纤维状"

3+bB1N在培养 $ cU 2达到对数增长期"通过流式检测"发现细胞可表达 1-6$)1-4')1-(( 和 1-"'!"未表达

1-""R)1-"4)1-$()1-(!)>C+/-)% 结论$ 从体外成功分离培养出人羊膜间充质干细胞%
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KMFO3<OI= DGI,H=JIJ:NN<H%8*+.#(3( .3H,HNIMHI= K<GG/JHMOKHJIGDGI,H=JISIN,FGGH,JH2" I=2 3<OI=

IO=:F= OHNH=,3LOIGNJHO,HGGNSHMH:NFGIJH2 S:J3 J:NN<HI23HMH=JOHJ3F2 I=2 N<R,<GJ<MH2%.3HOFM/

D3FGFELFK0" c0$ EH=HMIJ:F= ,HGGNSINFRNHMPH2" KGFS,LJFOHJMLSINHODGFLH2 JF2HJH,JDFN:J:PHOF/

GH,<GIM1-6$/+01" 1-4'/XY.1" 1-((/0?" 1-"'!/1L!%! I=2 =HEIJ:PHOFGH,<GIM1-""R/0?" 1-"4/

0?" 1-$(/0?)1-(!/0?" >C+/-)/0?F= J3HN<MKI,HFKJ3H,HGGOHORMI=H" I=2 ,HGGDMFG:KHMIJ:F= SIN

2HJHMO:=H2 RLN:ADFMHDGIJHOHJ3F2%9*3:"+3( 3+bB1NHA3:R:JH2 K:RMFRGINJ:,OFMD3FGFEL%73H= ,<G/

J<MH2 KFM$ cU 2ILN" 3+bB1N,IOH:=JFGFEIM:J3O:,EMFSJ3 D3INH%3+bB1NHADMHNNH2 1-6$"1-4'"

1-(( I=2 1-"'!"2:2=*JHADMHNN1-""R"1-"4"1-$("1-(!">C+/-)%!#$-":3%#$3( 3+bB1NIMH
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&;*< =#2(3' NJHO,HGGN# ,HGG,<GJ<MH# DGI,H=JI# IO=:F= OHNH=,3LOIGNJHO,HGGN# :NFGIJ:F= I=2 :2H=/

J:K:,IJ:F=

&&胎盘是由胚胎的胚膜和母体子宫内膜联合

长成的母子间交换物质的过渡性器官"除含有

滋养细胞外"还含有大量血管及间充质成分#胎

盘间充质干细胞是近年来新发现的从胎盘获取
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的一类干细胞"与从脐带血或骨髓中提取的干

细胞相比较"不但干细胞数量多而且可分化成

多种类的组织细胞 &" #̀'

% 而且胎盘组织来源于

产后"其收取过程对母体和新生儿不造成任何

损伤"不受伦理学和临床医学的限制% 此外"研

究人员从细胞表面抗原分析发现"胎盘间充质

干细胞是介于胚胎干细胞和成体干细胞之间的

干细胞"由于其低免疫原性"不易被受体的免疫

系统排斥"是理想的干细胞保存和利用的资

源 &# $̀'

% 胎盘的构造主要有 $ 层(羊膜)绒毛膜

和蜕膜"绒毛膜和蜕膜则富含血管和红细胞"不易

分离#羊膜是一层易于分离"且结构简单的组织%

如能从羊膜上分离出间充质干细胞"将是间充质干

细胞的一个良好供体"为研究者提供一个获得间充

质干细胞的简便途径% 本研究旨在探讨用组织块

贴壁法分离人羊膜间充质干细胞! 3<OI= IO=:FJ:,

OHNH=,3LOIGNJHO,HGGN"3+bB1N$"并对细胞进行培

养和鉴定"探讨从胎盘羊膜分离获得间充质干细胞

的方法%

>?材料与方法

>%>?标本来源

胎盘取自健康足月新生儿剖宫产手术后"经家

属知情同意并签署0胎盘处理协议书1后捐献所

得%

>%@?主要材料与仪器

>%@%>?主要材料&透气式细胞培养瓶!*?B.$)无

菌刻度吸管)六孔板)离心管!*?B.$)巴士德吸管)

眼科剪)眼科镊)手术剪)青霉素小瓶)无菌培养皿)

无菌方盘)细胞计数板等%

>%@%@?主要试剂&细胞培养液为 C/-b?b!e:R/

,F$加 "'d X]B!>L,GF=H$)' #̂!d胰蛋白酶!>L/

,GF=H$)! !̂d*I>1[

$

)青 `链酶素混合液 !e:R/

,F$)台盼蓝染液)0]B)-bB[)><OI= bB1+=IGLN:N

Z:J!]-!U##(!$等%

>%@%K?主要仪器设备&超净工作台!苏州净化$)

1[

#

细胞培养箱!.3HMOF$) 流式细胞仪!]I,aOI=

bFXGF9-0$)倒置显微镜!*:aF= .?/#'''$)低温冷

冻离心机!HDDH=2FMK!5"'$)正置显微镜 !CH:,I$

等%

>%K?方法

>%K%>?3+bB1N分离培养&无菌条件下将靠近脐

带处的胎盘剪下"小心剥离羊膜"并用无菌生理盐

水!*B$清洗数次直至液体清亮"将其转移至青霉

素小瓶中用眼科剪剪成约 " c# ,O大小"用眼科镊

夹取并平铺于 #! ,O

# 细胞培养瓶中"沿培养瓶壁

小心加入培养液"使培养液既能覆盖羊膜组织块"

又不至于使其漂浮起来#最后将培养瓶置于 $6 V

!d 1[

#

培养箱中培养%

>%K%@?3+bB1N传代培养&当见组织块周围有细

胞生长后"每 # 2换液 " 次"当细胞呈片状生长时"

可用无菌0]B洗去羊膜组织块#此后"隔日换液 "

次"细胞长成单层时即可传代#传代时用无菌 0]B

液先洗 # 遍后"以去除残留的培养液"然后用

'%#! d胰蛋白酶溶液!约 "%! OC$于 $6 V消化约

$ O:="培养液中止消化"用巴士德吸管小心吹打细

胞使其从培养瓶上脱落"转移至"! OC离心管中"

5'' MWO:=离心$ O:="弃上清"沉淀用培养液重悬"

平均分配至 # 个培养瓶中"置于 $6 V !d 1[

#

培

养箱中培养"次日换液%

>%K%K?3+bB1N表型鉴定&将分离传代至 0$ 代

的细胞"按照流式检测试剂盒!><OI= bB1+=IGL/

N:NZ:J!]-!U##(!$$使用说明和步骤操作"用流式

细胞仪检测细胞膜表面分子"检测的阳性分子包括

1-6$/+01)1-4'/XY.1)1-((/0?)1-"'!/1L!%! 和

阴性分子包括 1-""R/0?) 1-"4/0?) 1-$(/0?)

1-(!/0?)>C+/-)/0?%

>%K%L?3+bB1N增殖实验&采用六孔板法检测细

胞增殖情况(将0$ 代的细胞接种于六孔板中"每孔

细胞数量 " k"'

!

"置于 $6 V !d 1[

#

培养箱中培

养"隔日换液 " 次"待细胞长成单层后每日取 " 孔

细胞进行胎盼蓝染色"用细胞计数板计数活细胞

数"并绘制增殖曲线%

@?结果

@%>?细胞形态

原代羊膜组织块贴壁 6 c"' 2 左右可见细胞

从组织块周围长出!见图 "+$"换液后细胞生长良

好"外形类似成纤维细胞"呈片状生长"细胞形态多

样"以梭形为主"可见多角形)星形等!见图 "]$"传

代后细胞增殖迅速"逐渐呈流水状生长!见图 "1)

图 "-)图 "?$%
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注(+(原代培养第 6 天# ](原代培养第 "# 天# 1(

0" 代 3+bB1N# -(0# 代 3+bB1N# ?(0$ 代 3+b/

B1N

图 "&0'/0$ 代 3+bB1N的细胞形态 $(' k%

X:E%"&.3HOFMD3FGFELFK3+bB1N

FK0'/0$ EH=HMIJ:F=

@%@?免疫表型

收集0$ 代的细胞"经流式细胞术检测"发现细

胞膜表面不表达 1-""R)1-"4)1-$()1-(!)>C+

`-)分子#但高表达 1-(() 1-"'!) 1-6$ 和

1-4'"阳性分子的表达量 4' d以上!图 #$%

注(+( 1-""R/0?)1-"4/0?)1-$(/0?)1-(!/0?)>C+/-)/

0?结果# ]( 1-((/0?I=2 1-"'!/1L! !̂ 结果# 1( 1-6$/

+01I=2 1-4'/XY.1结果

图 #&羊膜间充质干细胞免疫表型$0$%

X:E%#&.3H:OO<=FD3H=FJLDHFK3+bB1N

@%K&细胞增殖实验

0$ 代细胞呈一个典型的+ B,型增长曲线"

" c# 2处于缓慢的贴壁生长期"$ cU 2 处于对数

生长期"6 c5 2 后处于平台期"细胞增殖变慢

!图 $$%

图 $&3+bB1N细胞增殖曲线$0$%

X:E%$&.3H,HGGDMFG:KHMIJ:F= ,<MPHNFK3+bB1N
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K?讨论

间充质干细胞!OHNH=,3LOIGNJHO,HGG"bB1$

是干细胞家族的重要成员"来源于发育早期的中胚

层和外胚层"bB1最初在骨髓中被发现"因其具有

多项分化潜能)造血支持和促进干细胞植入)免疫

调控和自我复制等特点而日益受到人们的关注%

如间充质干细胞在体内或体外特定的诱导条件下"

可分化为脂肪)骨)软骨)肌肉)肌腱)韧带)神经)肝

脏)心肌)内皮等多种组织细胞"连续传代培养和冷

冻保存后仍具有多项分化潜能"可作为理想的种子

细胞用于衰老和病变引起的组织器官损伤修复%

研究发现"bB1不仅能够从骨髓中获得"某些组织

也含有大量的 bB1"例如(脂肪)骨骼)肝脏)脐血

等"尤其是围产期组织"因其具有免疫活性低)增殖

能力强和来源无伦理学争议等优点"是骨髓 bB1

的理想替代物"倍受研究者的关注%

胎盘间充质干细胞是近年来新发现的从胎盘

获取的一类干细胞"与脐带 bB1和骨髓 bB1有很

多相同之处(相似的细胞形态)生长周期和分化能

力#主要表达的膜分子包括(整合蛋白家族 1-#4)

透明质酸盐受体 1-(()间质干细胞标志 1-"'!)

1-6$)1-4')1-"UU"不表达的标志有(1-"4)造血

细胞标志1-$()1-(!)人白细胞抗原 >C+/-)等%

研究发现胎盘bB1是介于胚胎干细胞和成体干细

胞之间的新种干细胞"它不易被受体的免疫系统排

斥&# 6̀'

%

胎盘的构造主要有羊膜)绒毛膜和蜕膜 $ 层"

羊膜易于从胎盘上剥离"而绒毛膜和蜕膜因富含血

管"并且交错生长"不易分离&5 "̀"'

% 因此"目前分

离胎盘bB1的主要研究方法是将这 $ 层组织一同

用消化酶消化% 基于此"本实验采用组织块贴壁法

分离 3+bB1N%

通过将羊膜组织块贴附在培养瓶上进行培养"

6 c"' 2 后从组织块周围生长出细胞"形态多样"

但以长梭形为主"传代后生长迅速"呈流水状生长"

$ cU 2达生长高峰"这与骨髓 bB1N的生长特性一

致#传代至第 $ 代"通过流式检测细胞膜表面分子"

结果显示(细胞高表达 1-(()1-"'!)1-6$ 和

1-4'"其表型特征与骨髓bB1N相似% 说明本实验

从胎盘羊膜组织中分离出细胞是 3+bB1N"为进一

步研究 3+bB1N的生物学和免疫学特性)分化能

力)核型稳定性"以及将其作为临床应用的种子细

胞等提供了基础%

L?参考文献

&"' @3I=E>F=E/LI=" \I=E*I:/GF=E%]:FGFE:,IG,3IMI,JHM:N/

J:,NFKDGI,H=JI/2HM:PH2 OHNH=,3LOIGNJHO,HGGN&i'%iF<M/

=IGFK1G:=:,IG)H3IR:G:JIJ:PH.:NN<H?=E:=HHM:=E)H/

NHIM,3" #'"' !"$(6!$! 6̀!$5%

&#'ZMI=Q+" 7IE=HM-1" ZIODMI2 b" HJIG%.MI=NDGI=JIJ:F=

FKDGI,H=JI/2HM:PH2 OHNH=,3LOIGNJMFOIG,HGGN<DF= HA/

DHM:OH=JIGNJMFaH:= MIJN&i'%]MI:= )HN" #'"'!"$"!$(

"#5 "̀$U%

&$'13I=E\i" >SI=EBb" .NH=E10" HJIG%YNFGIJ:F= FKOHN/

H=,3LOIGNJHO ,HGGNS:J3 =H<MFEH=:,DFJH=J:IGKMFO J3H

OHNF2HMOFKJ3HIO=:FJ:,OHORMI=H&i'%1HGGN.:NN<HN

[MEI=N" #'"' !#$(4$ "̀'!%

&(' XFJ:=F1"):,FM2:1"CI<M:FGIj"HJIG%]F=HOIMMFS/2H/

M:PH2 NJHO,HGGJMI=NDGI=JIJ:F= KFMJ3HJMHIJOH=JFK:=N<G:=/

2HDH=2H=J2:IRHJHN&i'%)HP-:IRHJBJ<2L" #'"'! #$ (

"(( "̀!6%

&!'0FMJOI==/CI=Q1]" B,3FHRHMGH:= +" 0FMJOI== )" HJIG%

.<M=:=EDGI,H=JI:=JFRMI:=( DGI,H=JIGOHNH=,3LOIGNJHO

,HGGN2:KKHMH=J:IJH:=JF=H<MF=NI=2 FG:EF2H=2MF,LJHN&i'%

+Oi[RNJHJeL=H,FG%#'"' !$$(#4( #̀4(%

&U' 1INJMH,3:=:*b" b<MJ3:0" e<2H*b" HJIG%bHNH=,3L/

OIGNJHO,HGGN:= 3<OI= DGI,H=JIG,3FM:F=:,P:GG:MHN:2H:=

IPIN,<GIM*:,3H&i'%0GI,H=JI" #'"' !$$(#'$ #̀"#%

&6' ><I=E\1" \I=E@b" i:I=E*e" HJIG%13IMI,JHM:QIJ:F=

FKbB1NKMFO3<OI= DGI,H=JIG2H,:2<IRINIG:N:= 3LDFA:I

I=2 NHM<O2HDM:PIJ:F=&i'%1HGG]:FGY=J" #'"' !$$(#$6

#̀($%

&5' BHOH=FP[j" ZFHNJH=RI<HMB" ):HEHGb" HJIG%b<GJ:DF/

JH=JOHNH=,3LOIGNJHO,HGGNKMFO3<OI= DGI,H=JI( ,M:J:,IG

DIMIOHJHMNKFM:NFGIJ:F= I=2 OI:=JH=I=,HFKNJHO=HNNIKJHM

:NFGIJ:F=&i'%+Oi[RNJHJeL=H,FG" #'"' !#$("4$ "̀4$%

&4'+GP:I=FX" XFNNIJ:j" bIM,3:F==:1" HJIG%.HMO+O=:FJ/

:,OHORMI=H:NI3:E3 J3MF<E3D<JNF<M,HKFMO<GJ:DFJH=J

bHNH=,3LOIGBJHO1HGGNS:J3 J3HIR:G:JLJF2:KKHMH=J:IJ:F=

:=JFH=2FJ3HG:IG,HGGN:= P:JMF&i'%]b1-HP]:FG"#''6

!6$( "" #̀!%

&"''ZINNH= b" +R2IGGI3 ]b%><OI= RF=H/OIMMFS/2HM:PH2

OHNH=,3LOIGNJHO ,HGGN( R:FGFE:,IG,3IMI,JHM:NJ:,NI=2

DFJH=J:IGMFGH:= J3HMIDLFK2HEH=HMIJ:PH2:NHINHN&i'%

1HGG.:NN<H)HN" #''5 !"$("!6 "̀U$%

&""'Y=J+=aHM0B" B,3HM;F= B+" ZGH:;R<ME/PI= 2HMZH<M1"HJ

IG%YNFGIJ:F= FKOHNH=,3LOIGNJHO,HGGNFKKHJIGFMOIJHM/

=IGFM:E:= KMFO3<OI= DGI,H=JI&i'%BJHO1HGGN" #''(

!6$("$$5 "̀$(!% !下转第 "6 页"

""
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&"!'*:;OH:;HM]+"BQ<3I:Z"eFNHG:=a >b"HJI"%CF=E/JHMO

,<GJ<MHFKDM:OIML3<OI= GLOD3FRGINJ:,GH<aHO:I,HGGN:=

J3HIRNH=,HFKNHM<O FM3HOIJFDF:HJ:,EMFSJ3 KI,JFMN

&i'%?AD >HOIJFG" #''4!$$($6U $̀5!%

&"U'+G/>I;;b" 7:,3IbB" ]H=:JF/>HM=I=2HQ+" HJIG%0MF/

NDH,J:PH:2H=J:K:,IJ:F= FKJ<OFM:EH=:,RMHINJ,I=,HM,HGGN

&i'%0MF,*IJG+,I2 B,:8B+" #''$!6$($45$ $̀455%

&"6' -<==HXF=E" +MJ3<M\H3" )FJHO *IKJIGFP:,3" HJIG%

1<M,<O:= :=3:R:JNJ3HN:2HDFD<GIJ:F= !B0$ D3H=FJLDHFK

J3HMIJ1U EG:FOI,HGGG:=H( .FSIM2NJIMEHJ:=EFK,I=,HM

NJHO,HGGNS:J3 D3LJF,3HO:,IGN&i'%1I=,HMCHJ" #'"'

!"$( U! 6̀#%

!#'"( '̀" #̀!收稿$
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!上接第 6 页"

&!' b:LI3IMI\" *IEILI*" ZIJIFaIb" HJIG%bF=FGILHMH2

OHNH=,3LOIGNJHO,HGGNMHDI:MN,IMMH2 OLF,IM2:<OIKJHM

OLF,IM2:IG:=KIM,J:F= &i'%*IJbH2" #''U !($((!4 `

(U!%

&U'许键炜"舒莉萍"申长清"等%骨髓间充质干细胞上清液

对大鼠佐剂性关节炎防治作用的实验研究&i'%中国

现代医学杂志" #'"$!"($( ! "̀'%

&6'13H= -" bIX" 9< B" HJIG%?ADMHNN:F= I=2 MFGHFK.FGG̀

G:aHMH,HDJFMNF= 3<OI= <OR:G:,IG,FM2 OHNH=,3LOIGNJMF/

OIG,HGGN&i'%1LJFJ3HMIDL" #'"$!($((#$ (̀$$%

&5'陶然"韩焱福"柴家科%人脐带组织间充质干细胞研究

进展及应用前景&i'%军事医学科学院院刊" #'"'!$$

(#4$ #̀4!%

&4'CH]Z" XMINNF=:X" ]IGGC" HJIG%bHNH=,3LOIGNJHO,HGGN

KFMJMHIJOH=JFKNJHMF:2/MHN:NJI=J" NHPHMH" I,<JHEMIKJ/PHM/

N<N/3FNJ2:NHINH( ID3INHYYNJ<2L&i'%CI=,HJ" #''5

!4U#($( "!64 "̀!5U%

&"''@3I=Ei" 13H= e>" 7I=E\7" HJIG%>L2MFEH= DHMFA/

:2HDMH,F=2:J:F=:=EH=3I=,HNJ3HJ3HMIDH<J:,HKK:,I,LFK

73IMJF=*NiHGGLOHNH=,3LOIGNJHO,HGGNIKJHMOLF,IM2:IG

:=KIM,J:F=&i'%13:= bH2 i" #'"#!"4$($(6# $̀(65%

&""'7< \b" 1IF\]" C:9>" HJIG%1FJMI=NDGI=JIJ:F= FK

3IDGF:2H=J:,IG3HOIJFDF:HJ:,I=2 <OR:G:,IG,FM2 OHNH=/

,3LOIGNJHO,HGGNKFMNHPHMHIDGINJ:,I=HO:I( B<,,HNNK<G

H=EMIKJOH=JI=2O:G2 ej>-&i'%BJHO1HGG)HNHIM,3 "

#'"$!"#$("$# "̀$$%

&"#'@3F< 1>" \I=E]" .:I= \" HJIG%YOO<=FOF2<GIJFML

HKKH,JFK3<OI= <OR:G:,IG,FM2 73IMJF=*N;HGGL/2HM:PH2

OHNH=,3LOIGNJHO,HGGNF= YLOD3F,LJHN&i'%1HGGYOO</

=FG" #'""!"$($$ $̀5%

!#'"( '̀"̀ #"收稿$
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!上接第 "" 页"

&"#'0FMJOI==/CI=Q1]" B,3FHRHMGH:= +" ><RHM+" HJIG%0GI/

,H=JIGOHNH=,3LOIGNJHO ,HGGNINDFJH=J:IGI<JFGFEF<N

EMIKJKFMDMH/I=2 DHM:=IJIG=H<MFMHEH=HMIJ:F=&i'%+b i

[RNJHJeL=H,FG" #''U !$$(UU( Ù6$%

&"$'7FGRI=a B" 0HJHMRI<HM+" XI3M=HMb" HJIG%-FNH2H/

DH=2H=J:OO<=FOF2<GIJFMLHKKH,JFK3<OI= NJHO ,HGGN

KMFOIO=:FJ:,OHORMI=H(I,FODIM:NF= S:J3 3<OI= OHN/

H=,3LOIGNJHO,HGGNKMFOI2:DFNHJ:NN<H&i'%.:NN<H?=E"

#''6 !U$(""6$ "̀"5$%

!#'"( '̀"̀ "4收稿$
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关于医学符号的使用

统计学符号不论用哪种字母"也不论大写或小写一律都用斜体% 要注意区分拉丁字母和希腊字母% 例如均

数的符号是字母P

#

"卡方的符号是希腊字母
!

#

"自由度的符号是希腊文+

&

,"不是拉丁文+j,% 样本的相关系数

是英文+.,"不能误为希腊文+

'

,%

化学元素及核素在医学写作时一般多采用符号"都是拉丁字母正体大写% 离子态是在右上角用数字加

+ ,̀或+ h,表示% 例如*I

h

"1I

# h

"0

$ `等等"不采用1I

hh

"0

```

"+G

h$

"[

#̀表示#核素的核子素!质量数$应写

在元素符号的左上角"例如(

"$"

Y"

$#

0#表示激发状态的 O写在右上角"例如(

44

.,

O

"

"$$

Y=

O

% 在科技论文和专著中

不应写核素的中文名称"即不能写成"$"碘)铟"$$O

)0

$#

).,

44O

%

近几年分子生物学发展很快"并已渗透到许多学科"大多数分子生物学名词术语的符号已有统一的确定形

式"要对符号的来源及其内涵有深刻的了解"才能在使用时不致发生错误"例如()*+有M)*+!M:RFNFOIG)*+$)

J)*B!JMI=NKHM)*+$)O)*+!OHNNH=EHM)*+$$ 类% M)J)O是表示类型的符号应小写")*+应大写%

0贵阳医学院学报1编辑部

6"

&" 期 廉&芳等&无血清培养富集乳腺癌干细胞的初步研究


