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　　[摘　要 ]　用分离的疑为鸡传染性法氏囊病病毒 ( IBDV )超强毒 (vv IBDV )地方分离株HN 01,经处理后接种

SPF 鸡, 36 h 后接种鸡开始发病,发病率为 100% ,死亡率为70%以上。剖检可见与野外病例相同的病理变化,如肌

肉、腺胃、心脏出血,法氏囊水肿且多呈“紫葡萄”样外观。经血清学试验、毒力试验、鸡胚接种试验、分子生物学和电

镜形态学观察均证明该分离物为超强毒株,从而证明河南省鸡群中存在不同于 IBDV 一般强毒株、经典株和变异株

的超强毒株。通过对 IBDV 不同毒株V P 2基因高变区氨基酸序列的聚类分析发现, HN 01与华南超强毒株G9201、欧

洲超强毒株U K661关系最接近,而与H K46,O KYM ,D 6948,U PM 92204和KS等毒株关系依次渐远。
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　　鸡传染性法氏囊病病毒 ( infect iou s bu rsa l

d isease viru s, IBDV )属于双链双节段RNA 病毒科,

禽双RNA 病毒属,其基因组由2个双链RNA 节段A

和B 组成。较大的A 节段 (3. 3～ 3. 4 kb)包括2个完

整的阅读框架OR F1和OR F2。OR F1编码相对分子

质量为 110 ku 的前体蛋白 (H 2N 2V P22V P42V P32
COOH ) ,经加工变成成熟的V P2, V P4和V P3。现已

证实[1～ 3 ] ,V P2和V P3是主要的结构蛋白,共同构成

病毒衣壳,是主要的宿主保护性抗原。其中V P2可

诱导产生保护性中和抗体, 并具有血清型特异

性[1, 2 ]; V P3为群特异性抗原[3 ]; V P4 在病毒蛋白成

熟过程中起重要作用, 可能为一种蛋白水解酶[1 ]。

OR F2编码V P5,V P5与病毒的致病性有关,在病毒

释放和传播上起关键作用[4 ]。较小的B 节段 (2. 8～

2. 9 kb)编码V P1,相对分子质量为90 ku。V P1是病

毒 RNA 依赖 RNA 聚合酶, 与病毒RNA 复制有

关[5 ]。

鸡传染性法氏囊病 ( IBD )是一种世界性流行的

烈性传染病, 20世纪80年代初已成为危害养鸡业的

主要疫病之一。1987年以前,世界各地流行的鸡传

染性法氏囊病病毒 ( IBDV )均为低毒力毒株,引起鸡

的死亡率低于2% ,应用各种疫苗控制该病也能取得

较满意的效果。但自1986年在美国发现应用传统疫

苗不能提供理想的保护,且从免疫鸡群中分离到变

异株,继而1987年欧洲报道了第1例超强毒型鸡传

染性法氏囊病 ( IBD )起,世界各地均有免疫失败的

报道[6 ]。 IBDV 变异株和超强毒株已成为近年来世

界上许多国家和地区发生和流行 IBD 的一个重要特

征, IBDV 变异株的抗原性与经典疫苗株间有差异,

其毒力向减弱的方向演变; IBDV 超强毒株

(vv IBDV )的主要特征是致病力明显增强,常导致急

性爆发性流行,且致死率极高,对其抗原性一般认为

与经典 IBDV 疫苗株之间无差别。我国在90年代初

也证明有超强毒的存在,并已分离、鉴定了在北京、

广州发现的 IBDV 超强毒株[7, 8 ]。本研究通过对

IBDV 超强毒的分离、鉴定,确证河南省已发生超强

毒型鸡传染性法氏囊病,为进一步研究 IBDV 超强

毒的分子流行病学、分子生物学及研制基因工程疫

苗进行有效免疫预防奠定了基础。
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1　材料与方法

1. 1　材　料

　　SPF 鸡胚购自南京药械厂; 4 周龄SPF 鸡购自

山东省农科院家禽所; 健康商品鸡购自南京郊区某

鸡场; IBDV 标准阳性血清和抗原由江苏农科院牧

医所禽病室惠赠,阳性抗原及多抗鸡阳性血清由本

实验室保存。

1. 2　病毒分离

1. 2. 1　病料来源与处理　将河南省郑州市郊区某

鸡场收集的疑为传染性法氏囊病病鸡的法氏囊,以

0. 01 mo löL TN E 缓冲液 (pH 7. 2)按体积比 1∶4 匀

浆病料,反复冻融3次, 12 000 röm in 离心10 m in,取

上清液于- 80 ℃冻存备用。

1. 2. 2　SPF 鸡接种　取上述法氏囊上清液, 加入

青、链霉素作用2～ 4 h 后,以每只0. 2 mL 剂量滴鼻、

点眼接种4周龄SPF 鸡,接种后观察鸡的发病情况,

72 h 后无菌取出感染鸡的法氏囊,按 1. 2. 1 方法处

理。

1. 3　琼脂扩散试验

用含硫柳汞钠盐质量浓度为 0. 1 göL 的生理盐
水配制10 göL 琼脂,加热融化,倒入灭菌平皿中,冷

却凝固。用打孔器在平皿上打孔,微量移液器加样。

在温箱中放置24 h 后观察。

1. 4　病毒的纯化与观察

将按1. 2. 2处理的病毒悬液进行差速离心 (4 ℃

8 000 g 离心15 m in,取上清液4 ℃ 25 000 g 离心3

h,沉淀用适量的TN E 悬浮)和 200～ 500 göL 蔗糖
线形梯度超速离心 (4 ℃ 25 000 g 离心 3 h,收集沉

淀病毒带,适量TN E 悬浮, 4 ℃ 30 000 g 离心1 h ) ,

收集含病毒的相应沉淀带,用0. 01 mo löL TN E (pH

7. 2)悬浮回收病毒,透析。20 göL 磷钨酸负染,在电

镜下观察病毒粒子形态。 - 80 ℃冻存备用。

1. 5　蛋白酶K 法提取病毒RNA

参照陈溥言等[9 ]的方法并略加改进。获得粗提

的dsRNA 后,用10 göL 低熔点琼脂糖电泳,长波紫

外灯下割胶分离dsRNA。并进一步采用酚ö氯仿抽
提、乙醇沉淀获得高纯度的dsRNA。

1. 6　V P2基因的扩增

1. 6. 1　引物的设计与合成　参照 IBDV 国际标准

毒株52270的基因组序列 (登录号为D 00869,该毒株

为国际标准强毒株) ,设计、合成了1对引物,引物序

列如下:

P1. 5′2GGCGCTA GCA T GT TCA TA CGGA GCCT TCT G23′;

P2. 5′2A GA CGCGT TCA CTCA T GGCCCA GCA GGTA 23′。

划线部分为添加的酶切位点M luÉ和N heÉ。
1. 6. 2　R T 2PCR 扩增V P2 基因　取 IBDV 核酸 5

ΛL ,加P2 1 ΛL (20 pmo l) , 100 ℃加热5 m in,立即冰

浴 5 m in,向上述体系中加入RNA sin (40 U öΛL ) 1

ΛL , dN T P (10 mmo löL ) 2 ΛL , 5×AM V 反转录酶

Buffer 4 ΛL , AM V 反转录酶 5 U ,然后加D EPC 处

理的ddH 2O 至20 ΛL ,混匀,置42 ℃水浴1 h, 95 ℃作

用5 m in。取上述反转录反应产物10 ΛL 作模板,置

于 0. 5 mL 灭菌离心管中, 加入 5 ΛL 10×PCR

Buffer, 3 ΛL 25 mmo löL M gC l2, P1 1 ΛL (20 pmo l) ,

P2 1 ΛL (20 pmo l) , rT aq酶0. 5 ΛL ,然后加入ddH 2O

至50 ΛL ,混匀后置于PCR 仪上进行扩增,循环程序

为: 94 ℃变性2 m in, 94 ℃ 30 s, 56 ℃ 30 s, 68 ℃ 2

m in,循环扩增30次,最后72 ℃延伸10 m in。PCR 产

物经8 göL 琼脂糖凝胶电泳分析。
1. 6. 3　V P2基因的克隆与测序　用胶回收试剂盒

回收V P2基因,与pM D 182T 载体连接,转化大肠杆

菌DH 5Α感受态细胞,利用蓝白斑筛选原理,涂布于

含X2GaL , IPT G,Amp 的LB 固体培养基上, 37 ℃培

养过夜,挑选白色菌落扩大培养,提取质粒,用酶切

和PCR 进行鉴定,样品交由TA KA RA 公司测序。测

序结果与基因库中的弱毒株、变异毒株、强毒株和超

强毒株进行序列比较。

1. 7　病毒毒力测定

1. 7. 1　病毒的准备　将经过灭菌处理的病毒上清

液用 SPF 鸡进行传代, 收集病死鸡的法氏囊按

1. 2. 1方法处理。

1. 7. 2　接种SPF 鸡胚　采用绒毛尿囊膜的接种方

法进行接种。

1. 7. 3　E ID 50的测定和计算　用双夹心EL ISA 方

法对其进行检测, 按照“R eed and M uench”的方法

计算。

1. 7. 4　动物回归试验　对上述已经毒力测定的

HN 01毒株分别进行SPF 鸡和健康商品鸡的动物试

验。

2　结果与分析

2. 1　琼脂扩散试验结果

　　加入经1. 2. 2处理的病毒悬液的待检孔与加入

抗 IBDV 阳性血清孔之间形成明显的沉淀线,结果

为阳性;而阴性对照孔周围未出现沉淀线。
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2. 2　病毒的纯化与电镜观察

病料经预处理、差速离心和蔗糖线形梯度超速

离心、负染后,电镜观察可见到比较典型的无囊膜六

角形病毒粒子,二十面体立体对称,直径约 60 nm ,

病毒间呈晶格状排列, 未发现其他病毒粒子, 见

图1。

图 1　电镜观察法氏囊乳剂中的病毒粒子,×52 000

F ig. 1　 IBDV in the suspension of bursas

observed by the electron m icro scope,×52 000

2. 3　V P 2基因的扩增与序列分析

以P1和P2为引物,经R T 2PCR 扩增后获得1条

很清晰的约 1. 45 kb 的 V P 2 基因 (图 2)。应用

pM D 182T 载体进行克隆,经过酶切鉴定选出阳性克

隆,并用PCR 对阳性克隆进行鉴定 (图3)。

通过对 V P 2 基因测序结果进行分析发现,

HN 01株与国内外鸡传染性法氏囊病病毒毒株的核

苷酸同源性很高,均在 95%以上 (表 1) ,从而在基因

分子水平上验证了导致该病的病原是鸡传染性法氏

囊病病毒。进一步对HN 01株与其他毒株V P 2基因

翻译的氨基酸序列的同源性进行比较, 结果表明

HN 01与几个超强毒株的同源性高达 99. 8% ,而与

其他毒株差异较大 (表1)。对V P 2基因高变区氨基

酸进行详细分析发现, HN 01 株具有超强毒株所具

有的高变区分子特征,在高变区 (A ccÉ 2S p eÉ )的重

要结构 (亲水区É , Ê 和七肽区)关键位点上与弱毒

株和变异株、强毒株存在明显差异 (图 4) ,而和超强

毒株的相应区域完全相同。

图 2　 IBDV V P 2基因的扩增结果

1. 标准分子质量; 2. V P 2基因

F ig. 2　R T 2PCR of V P 2 gene

1. M arker; 2. V P 2 gene

图 3　T 2V P 2重组质粒酶切鉴定

1. 标准分子质量; 2, 3. T 2V P 2重组质粒M luÉ和N heÉ双酶切

F ig. 3　 Iden tificat ion of recom binan t p lasm id T 2V P 2

1. M arker; 2, 3. T 2V P 2 digested w ith M luÉ and N heÉ

表 1　法氏囊病毒V P 2片段的核苷酸和氨基酸序列比较

T able 1　Comparison of nucleo tide and am ino acid homo logy of V P 2 segm ent of IBDV

HN 01 U K661 O KYM H K46 52270 V arsin t2E CU 21

HN 01 99. 8 99. 8 99. 8 98. 9 96. 6 97. 4
U K661 98. 3 99. 1 99. 1 97. 4 96. 2 97. 3
O KYM 98. 6 99. 1 99. 5 97. 8 96. 3 97. 7
H K46 98. 7 98. 6 98. 8 97. 8 96. 3 97. 7
52270 95. 9 95. 2 95. 4 95. 6 96. 9 98. 4

V ar2
sin t2E

95. 3 94. 8 95. 1 95. 3 96. 6 97. 0

CU 21 95. 5 95. 2 95. 4 95. 5 97. 4 96. 9

　　注:表格左下为核苷酸同源性;右上为氨基酸同源性。

N o te: N ucleo tide sim ilarity is on left and am ino acid sim ilarity is on top row.

2. 4　分子系统进化树分析

将HN 01与其他17个 IBDV 毒株V P 2高变区第

210～ 382 氨基酸区域进行比较, 做出系统进化树,

结果见图5。HN 01与华南超强毒株G9201、欧洲超强

毒株U K661 关系最接近,而G9201 和U K661 属于

同一组,说明国内华南和欧洲超强毒株之间有密切

关系,河南毒株HN 01可能是由这2个毒株演变而来

的。香港超强毒株H K46、日本超强毒株O KYM、荷
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兰超强毒株D 6948 等与HN 01 亲缘关系依次渐远。

而关系更远的 2 个超强毒株是马来西亚超强毒株

U PM 92204和以色列超强毒株KS。而在超强毒株之

外与HN 01 相比远近关系依次为强毒株 (STC, 522
70) , 弱毒株 (CJ 801BKF, CJ 908, CU 21) , 变异株

(V ara in t2A ,V arain t2E,OH )。

图 4　HN 01毒株V P 2高变区氨基酸序列与 6个已发表 IBDV 毒株相应序列的比较

“·”表示相同的氨基酸序列;框内为亲水可变区;下划线为七肽区

F ig. 4　Comparison of the hypervaria t ion region of the V P 2 p ro teinπs am ino acid sequence of IBDV HN 01 stra in

w ith the co rresponden t sequences from 6 published standard stra ins

“·”D eno te the sam e am ino acid residues; the boxed region are variab le region of

hydroph ilicity residues; the underlined region are hep ta2pep tides

图 5　根据不同 IBDV V P 2基因第 210～ 382氨基酸序列所作的系统进化树

F ig. 5　T he phylogenetic tree acco rding to the compared resu lt fo r the sequence of V P 2

p ro teins from differen t IBDV strains
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2. 5　毒力效价测定与动物回归试验

2. 5. 1　鸡胚接种试验结果　通过绒毛尿囊膜接种9

日龄 SPF 鸡胚后, 接种鸡胚在 48～ 72 h 内全部死

亡,鸡胚发育弱小,周身水肿出血严重,特别是头和

趾部出血尤为严重,尿囊膜增厚,肝脏肿大、出血;脾

脏出血,肾脏肿大、出血,有的呈“花斑状”。在鸡胚上

连续传代3次后,可引起鸡胚规律性死亡,并且在接

种后72～ 96 h 内全部鸡胚死亡。

2. 5. 2　毒力效价测定　采用双抗体夹心EL ISA 方

法测定HN 01 毒株的阴阳性, 通过计算得到HN 01

毒株的E ID 50效价,然后分别对SPF 鸡和健康商品

鸡做动物回归试验,结果见表2。HN 01毒株导致了

SPF 鸡和商品鸡的死亡。根据国际上通用的毒力判

定标准判断为超强毒株。剖检除可见胸、腿肌有严重

斑条状出血外,还可见心脏、腺胃、盲肠盲桃体和泄

殖腔出血,多数鸡脾脏肿大,法氏囊肿大且呈弥漫性

出血, 切开囊腔可见粘膜条纹状或斑点状出血,有

粘稠的奶酪样物质,法氏囊呈“紫葡萄”样外观,扑杀

未死鸡,剖检也可见典型症状。

表 2　HN 01毒株的毒力测定结果

T able 2　D eterm ination of viru lence of HN 01 stra in

分离株
Iso lated strain

E ID 50
死亡率ö% M o rtaliy rate

SPF 鸡
SPF ch icken

商品鸡
Comm ercial ch icken

毒力判定
V iru lence determ inan t

河南株HN 01
H enan strain HN 01 10- 8. 7 78 56 超强毒V ery viru len t

3　讨　论

超强毒型鸡传染性法氏囊病 20世纪 80年代末

首次发生于欧洲, 90 年代初传到日本, 随后迅速传

到世界各地,给世界养禽业带来了巨大的经济损失。

该毒型的烈性超乎人们想象,已彻底改变了 IBD 原

来的流行病学。vv IBDV 感染的基本特征是vv IBDV

的高致病性引发严重的临床症状和高死亡率, 与 I

型 IBD 感染相似,但症状更严重,且病鸡普遍如此。

本试验中, HN 01 能引发 4 周龄 SPF 鸡和健康商品

鸡发病率均达100% ,死亡率分别达75%和56% ,而

且病鸡死亡高峰较为集中,均在接种后3～ 4 d, 第5

天以后很少引起死亡,随后很快恢复。在死亡高峰期

死亡的鸡,法氏囊是主要的诊断器官,可见其肿胀、

出血,有干酪样分泌物,在感染 3～ 4 d 后开始萎缩,

7～ 10 d 内严重萎缩。其他认为是超强毒引起的典

型病理变化,如肝、脾脏肿大,胸腺萎缩,骨髓脂肪化

等,在HN 01毒株均有表现。

T akase等[10 ]将超强毒株F539和DV 86通过不

同途径 (CAM , A S, YS)接种 SPF 鸡胚, 发现CAM

途径最敏感, A S 最不敏感, YS 介于前两者之间; 并

且认为引起适应性鸡胚规律性死亡是vv IBDV 的典

型特征。在 HN 01 毒株的毒力测定试验中, 通过

CAM 接种9日龄SPF 鸡胚后,接种鸡胚在48～ 72 h

内全部死亡,并表现出vv IBDV 的典型致病特征。在

鸡胚上连续传代 3 次 (使鸡胚得以适应)以后,引起

鸡胚规律性死亡,并且在接种后72～ 96 h 内鸡胚全

部死亡。这些特点和上述报道基本吻合, 证明了

HN 01毒株确实是超强毒株。

从分子水平上分析发现, HN 01 毒株与欧洲标

准超强毒株U K661和日本超强毒株O KYM 以及香

港超强毒株H K46 高度相似,核苷酸同源性分别为

98. 3% , 98. 6%和 98. 7% ; 氨基酸同源性均为

99. 8%。V P 2基因序列与U K661, H K46,O KYM 各

相差 1个氨基酸,而与 52270, V arian t2E, CU 21分别

相差 6, 15 和 12 个氨基酸, 52270 为标准强毒株,

V arian t2E 为变异株, CU 21 为标准弱毒株。从而说

明, HN 01 与一般的弱毒株、强毒株、变异株的差别

很大。

国内外学者对不同株的vv IBDV V P 2基因进行

了克隆和测序,通过与强毒株、变异株以及不同超强

毒株的相关序列进行分析、比较,揭示了超强毒株具

有独特的氨基酸残基[11 ] , vv IBDV V P 2 在高变区具

有重要特征: 首先, 249 和 254 位的氨基酸分别为Q

和G,而非K 和S,从而保证其抗原型不发生变异;其

次,七肽区保持SW SGSA S不变,且279和284位分

别为D 和A ,而非N 和T ,这是 IBDV 毒株具有致病

力的必要条件; 第三,在 222, 294 和 299 位上具有 3

个特征性氨基酸,分别为A , I和S,这 3个氨基酸使

超强毒株的亲水性发生变化,从而可能使毒力增强。

通过对HN 01毒株的V P 2基因高变区的分析,其特

点与其完全符合,从而在分子水平上证明HN 01 毒

株的确为vv IBDV。

从世界不同地区分离的 IBDV 超强毒株间具有

抗原和分子相似性的结果表明[12, 13 ] , IBDV 超强毒

株有共同的起源和相似的抗原进化。HN 01 毒株
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V P 2 基因所翻译的氨基酸和欧洲、日本、香港的超

强毒株的相同区域完全相同。且通过分子系统进化

树表明, HN 01和华南及欧洲超强毒株最接近,可能

由他们直接传播而来。也间接说明国内vv IBDV 与

国外超强毒株有密切亲缘关系,传播途径可能由国

外间接而来。目前,国内已经有北京、广州、上海、河

北等省市有 vv IBDV 分离株的报道,河南迄今尚未

有关于vv IBDV 毒株分离鉴定的系统报道。近年来

IBD 疫苗免疫失效的情况时有发生,除免疫不合理

外,抗原变异和毒力增强也是免疫无效的原因之一。

不同毒力的毒株共存使得对流行毒株的鉴定很困

难,所以研制针对不同毒株特别是超强毒株的单抗

用于鉴别诊断迫在眉睫,另外,由于超强毒株和强毒

株的抗原性基本无差别,利用超强毒制备基因工程

疫苗以预防超强毒法氏囊病也是今后的研究方向。
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Iso la t ion, iden t if ica t ion and m o lecu la r phylogenet ic ana lysis

of infect iou s bu rsa l d isease viru s ( IBDV )

fo r vv (very viru len t) st ra in HN 01

J IA Y un 1, 3, ZHANG Su-fang1, ZHOU B in1,W ANG Xu-dong1,
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Abstract: A n iso la ted stra in HN 01 of Infect iou s Bu rsa l D isease V iru s ( IBDV ) , a su spected very

viru len t st ra in, w as pu rif ied and inocu la ted in to SPF ch icken s, w h ich w ere p roved infected 36 h la ter w ith
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letha l ra te mo re than 70% and incidence ra te 100%. T he anatom ical d iagno sis show ed that patho logic

mo rpho logy w as sm iliar to field cases, such as hemo rrhages in m u scle, Glandu lar stom ach and heart, edem a

as w ell as“pu rp le grapes bunch2like”facet in Bu rsa. T he sero logica l in spect ion, the viru len t invest iga t ion,

ch icken em b ryo inocu la t ion mo lecu lar b io logica l analysis, and the electron m icro scopy exam inat ion all

show ed that the iso la ted w as very viru len t st ra in, w h ich suggested that there w ere very viru len t st ra in s,

d ifferen t from o rdinary viru len t, typ ica l and m u tated IBDV stra in s in ch icken s in H enan P rovince. T he

analogy in spect ion on the am ino acid sequence of IBDV V P 2 geneπs hyper2variety sect ion w as done, w h ich

resu lted in a phylogenet ic t ree, show ing that the evo lu t ional rela t ion betw een HN 01 stra in and vv IBDV

stra in s of G9201 and U K661 is clo se; bu t the evo lu t ional rela t ion betw een HN 01 stra in and H K46, O KYM ,

D 6948, U PM 92204, KS is far.

Key words: infect iou s bu rsa l d isease viru s; very viru len t st ra in; iso la t ion and iden t if ica t ion; V P 2;

sequencing; phylogenet ic t ree
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Iso la t ion and cu ltu re of goa t em b ryon ic germ cells

GE X iu-guo, HUA J in - l ian ,YANG J i- j ian , XU X iao-m ing,DOU Zhong-y ing
(S haanx i Cen ter of S tem Cell E ng ineering & T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he p rimo rdia l germ cells w ere iso la ted from 46 goat fetu ses w ith em b ryon ic age from 25 to

38 days. T he research show ed there w ere m any co lon ies in p rim ary cu ltu re. O ne EG cell line m ain ta ined

undifferen t ia t ion fo r 6 passages. W hen goat p rimo rdia l germ cells w ere cu ltu red on differen t feeder cells,

M EF, GEF and BEF all cou ld su sta in goat p rim ary em b ryon ic germ cells, and M EF w as finer than o thers.

Bu t there w ere no sign if ican t d ifference betw een M EF and GEF (P > 0. 05). Goat p rimo rdia l germ cells

w ere cu ltu red w ith the m edium of 3 differen t concen tra t ion s of L IF. T here w as no difference in p rim ary

cu ltu re (P > 0. 05). W hen passed, the group con ta in ing ngömL L IF w as finer than o thers. Bu t there w as no

difference w ith the group con ta in ing 5 ngömL L IF (P > 0. 05). T he group con ta in ing 1 ngömL L IF w as the

w o rst.

Key words: goat; em b ryon ic stem cell; p rimo rdia l germ cell
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