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摘　　要

本研究目的為建立雞誘導多能性幹細胞 (chicken induced pluripotent stem cells, ciPSC)，並探討雞誘導多能性幹細

胞之分化多能性、胚體形成效率與分化潛力等特性，期供後續相關研究使用。試驗結果顯示，利用慢病毒 (lentivirus)
將轉錄因子基因 LIN28、NANOG、SOX2、OCT3/4、KLF4 和 c-MYC 轉染雞胚纖維母細胞 (chicken embryo fibroblasts, 
cEFs) 6 － 7 天後，cEFs 之細胞形態逐漸由梭狀轉為圓形之上皮細胞形態，持續培養 21 天後形成類似幹細胞群落形

態。ciPSC 體外培養已超過 35 代 (300 天 )，經分化多能性專一性抗體 Oct-4、AP 與 PAS 染色後可呈現陽性反應；

在形態學上亦呈現具明顯細胞邊界、高核質比及大細胞核仁等幹細胞特徵。使用懸浮小滴培養技術培養，具有高效

率 (92.6 ± 2.2%) 的類胚體 (embryoid body) 形成率；顯示所建立之雞誘導多能性幹細胞具有分化多能性之潛能。本

研究已成功建立 ciPSC，冀望此細胞可應用於生物醫學和人類疾病領域研究。

關鍵詞：雞、胚纖維母細胞、誘導多能性幹細胞。

緒　　言

哺乳動物的胚幹細胞 (embryonic stem cells, ESCs) 是一種具有自我更新、不斷裂殖、同時亦能分化成三胚層與

生殖細胞系等不同組織形態與生理功能之細胞 (Takahashi and Yamanaka, 2006; Yu et al., 2007; Zhao et al., 2009)。由

於人類胚幹細胞之取得來源仍有道德倫理上的爭議，因此幹細胞研究專家希望能找到其它的取代方式。誘導多能

性幹細胞 (induced pluripotent stem cells, iPSC) 的幹細胞科技在 2006 年公開發表，由日本京都大學的 Yamanaka 與其

研究團隊，鎖定了胚幹細胞中具活化關鍵的 24 個候選基因，認為這些基因是胚幹細胞的獨特性，最終發現只需要

將 4 個或更少的轉錄因子 (OCT3/4、SOX2、KLF4 與 / 或 c-MYC)，同時成功轉染至小鼠纖維母細胞，產製出具有分

化多能性之幹細胞，既此稱為誘導多能性幹細胞。並且可以在其衍生的畸胎瘤 (teratoma) 的切片中，檢出分化為軟

骨細胞、神經細胞、肌肉細胞、脂肪細胞與上皮細胞等不同胚層的細胞，此研究成果在幹細胞研究領域造成大轟動

(Takahashi and Yamanaka, 2006)，並且獲得 2012 諾貝爾醫學獎之殊榮。隨後利用此技術相繼建立了人類 (Park et al., 
2008)、猴子 (Liu et al., 2008)、大鼠 (Liao et al., 2009) 與馬 (Breton et al., 2013) 的 iPSC。

家禽是一種很好的模式動物，常被使用在發育生物學與疾病之研究；另外，許多疫苗的生產也是利用家禽 ( 雞 )
的胚胎或是初代培養的雞胚纖維母細胞 (primary chicken embryonic fibroblasts) 生產，但此方式確有其潛在的風險，

例如無特定病源雞蛋短缺、病毒株毒性過強無法利用雞胚蛋培養。因此，近年來亦有成功開發利用由鴨子的胚幹細

胞 (EB66 細胞株 ) 作為疫苗與蛋白質生產平臺 (Olivier et al., 2010)。在家禽誘導多能性幹細胞株的建立研究，Lu et 
al. (2012) 利用哺乳動物的特定的基因 (POU5F1、NANOG、SOX2、LIN28、KLF4、C-MYC) 轉殖到鵪鶉的胚纖維母

細胞 (quail embryonic fibroblasts, qEFs)，成功誘導胚胎纖維母細胞進行再程式化，轉變成具有類似胚幹細胞特性與

功能的細胞株，並將誘導後的細胞移植到雞胚，也證實誘導後的細胞能順利移行，形成嵌合體。這是第一例禽類利

用哺乳動物基因進行家禽誘導多能性幹細胞的研究。本研究之目的擬使用人類細胞之再程式化因子 (reprogramming 
factors) 建立雞誘導多能性幹細胞株，供後續相關研究使用。

(1) 行政院農業委員會畜產試驗所研究報告第 2575 號。

(2) 行政院農業委員會畜產試驗所生理組。

(3) 行政院農業委員會畜產試驗所恆春分所。

(4) 行政院農業委員會畜產試驗所新竹分所。

(5) 國立中山大學高雄醫學大學聯合研究中心。

(6) 南臺科技大學生物科技系。

(7) 國立成功大學生物科技研究所。

(8) 通訊作者，E-mail：lrchen@mail.tlri.gov.tw。



雞誘導多能性幹細胞株的建立 93

材料與方法

I. 雞之胚纖維母細胞 (cEFs) 分離與培養

(i) 將烏骨雞孵化第 9 天的胚取出，並將血液與蛋黃洗淨後，移至另一個裝有 10 mL Dulbecc’s phosphate-
buffered saline (DPBS) 的培養皿中將雞胚的頭部與內臟去除。

(ii) 將去除頭部與內臟的胚體移至裝有 3 mL 的 0.25% Trypsin - 0.02% EDTA (Invitrogen, USA) 溶液的 6 cm 無菌

培養皿中，以滅菌剪刀或解剖刀細切為組織碎片。以無菌之 5 mL 注射筒將上述含組織碎片的 0.25% Trypsin 
- 0.02% EDTA 溶液吸入注射筒中，再予以推出。重複吸推數次以將組織碎片細化之。

(iii) 將細化含組織碎片的 0.25% Trypsin - 0.02% EDTA 溶液注入 6 cm 無菌培養皿中，移入二氧化碳培養箱中培

養 5 min。
(iv) 將含組織碎片的 0.25% Trypsin - 0.02% EDTA 溶液移到離心管中，加入含 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM, Invitrogen) 及胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS, Invitrogen) cEF 培養基 (DMEM + 10% FBS + 1% 
penicillin / streptomycin) 到 10 mL，充分混和後將離心管直立靜置在室溫中 5 min。

(v) 以 2,000 rpm 離心 5 min，棄上清液後將細胞打散後再以 10 mL 的 cEF 培養基重新懸浮。以相同條件再離心

一次。

(vi) 將上清液移除後，把細胞打散後以 10 mL 的 cEF 培養基重新懸浮，充分混合後將離心管的細胞懸浮液，以 
1 × 106 之細胞培養到一個 10 cm 的培養皿中，置於二氧化碳培養箱中，以 37℃含 5% 二氧化碳的空氣進行

體外培養。

(vii) 培養期間每 2 － 3 天更換一次培養基，培養期間當細胞長到 70 － 80% 滿時，立即進行繼代培養或進行冷凍

保存，以維持細胞旺盛的分裂能力。

II. 再程式化因子 (reprogramming factors) 之轉染

利用市售的再程式化因子套組 (set of lentivirus: EF1A-driven LIN28, NANOG, SOX2, OCT3/4, KLF4 and C-MYC；
Cat. # LV01006L; Creative Biogene, USA)。cEFs 再程式化因子之轉染操作流程略述如下，先將 6 個再程式化因

子分裝 (3 μL/ 瓶 ) 置於 -80℃保存備用。取培養 2 － 3 代後之 6 × 105 的細胞置換到 3 cm 的培養皿進行培養，

並在細胞於培養皿生長到 50 － 70% 滿後將培養液移除。同時取出已分裝之凍存的重新編程改造因子，置於

30℃水浴槽解凍後，分別加入已備妥之 1 mL 的培養液中輕輕混合後加入到培養皿中，再加入 2 mL 的培養液

就完成 cEFs 轉染操作，隨後立即將細胞移入培養箱於 37℃與含 5% CO2 空氣及相對溼度 100% 條件下培養，

24 h 後移除轉染的培養液，並將培養液換為雞胚生殖幹細胞基礎培養液 [DMEM 內含 10 units ⁄ mL of human 
leukemia inhibitory factor (hLIF; Sigma-Aldrich)、5 ng/mL of human stem cell factor (hSCF; Sigma-Aldrich)、10 ng/
mL of human basic fibroblast growth factor (hbFGF; Sigma-Aldrich)、10 ng ⁄ mL of human insulin-like factor-I (hIGF-I; 
Sigma-Aldrich) 和 0.04 ng ⁄ mL of human interleukin-11 (hIL-11; Sigma-Aldrich)] 進行後續之細胞誘導培養。

III. 誘導幹細胞的特徵檢測分析

(i) Oct-4 與 alkaline phosphatase (AP) 活性分析：利用免疫細胞化學染色法進行分析，染色時先將細胞以 10% 福
馬林於室溫下固定 30 min，再加入 0.3% Triton X-100 反應 10 min，再加入 5% FBS 反應 2 h，之後加入一

級抗體於 4℃下反應隔夜後，加入二級抗體 rhodamine (TRITC)-conjugated AffiniPure goat anti-rabbit IgG (H + 
L) (for Oct-4 staining, Jackson ImmunoResearch Cat # 111-025-003, West Baltimore Pike, PA, USA)，rhodamine 
(TRITC-conjugated AffiniPure rabbit anti-mouse IgG (H + L) (for AP staining, Jackson ImmunoResearch Cat # 315-
025-003, West Baltimore Pike, PA, USA)，然後以螢光顯微鏡 (DM IRB; Leica, Wetzlar, Germany)進行螢光分析。

(ii) Periodic acid-Schiff  (PAS) 細胞染色分析：將培養盤中的細胞培養液吸出，以 PBS 清洗一次再加入 1 mL 的

10 ﹪福馬林的無水酒精固定細胞 5 min，以 PBS 清洗二次後，加入 1 mL periodic acid (Sigma-Aldrich)，於室

溫下反應 5 min 後以 PBS 清洗二次。再加入 Schiff reagent (Sigma-Aldrich) ，於室溫下反應 10 min 後以 PBS 
清洗二次，再以顯微鏡進行呈色反應之觀察。

IV. 誘發類胚體 (embryoid body) 形成與自體分化

利用培養皿之上蓋製作 TeSR1 medium (Stemcell Technologies, Canada) 幹細胞懸浮培養小滴，每滴約 20 
μL。培養皿底部加入 5 mL PBS 以提供濕度防止小滴蒸發。將約 2.0 × 106 個未分化之雞誘導多能性幹細胞置入

單一懸浮培養小滴中，培養於 37℃與含 5% CO2 空氣的培養箱中，以誘發類胚體形成。培養 7 天之後，觀察記

錄類胚體形成。

形成類胚體後，以胚幹細胞培養液培養於預先以 0.1% gelatin 處理之 4 孔細胞培養盤，進行貼附培養以誘
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導自體分化。於貼附培養一週與二週之後，分別以免疫細胞化學染色法進行分化標誌的分析。供試之細胞先以

10% 中性福馬林 (neutral buffered formalin) 於室溫下固定 30 min，再以 0.3% Triton X-100 反應 10 min 後，以 5% 
FBS 作用反應 2 h。之後，加入一級抗體 (primary antibody) 於 4℃下反應至隔夜。隔天再以二級抗體 (secondary 
antibody) 與 4, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 染色進行螢光分析。使用之一級抗體為 neurofilament light (NFL, 
Millipore Cat. #AB9568)、atrial natriuretic peptide (ANP, Millipore Cat. #AB1970) 與 α-fetoprotein (AFP, Santa Cruz 
Cat. #SC-8108, Dallas, TX, USA)；二級抗體為 rhodamine (TRITC) (Jackson ImmunoResearch Cat. #111-025-003, 
for NFL and ANP staining; Cat. #305-025-003, for AFP staining)。染色之結果以倒立螢光顯微鏡 (DMIRB, Leica, 
Germany) 與超高感度冷卻式數位影像系統 (CoolSNAP HQ2 Monochrome, Photometerics, USA) 及影像分析系統

MetaMorph 6.Or5 (Universal Imaging, USA) 記錄和分析結果。

結果與討論

I. 雞胚纖維母細胞分離與誘導多能性幹細胞之培養

將源自烏骨雞孵化第 9 天的胚去除頭部與內臟去除後，所取得之雞胚纖維母細胞再以 DMEM，添加 10% 胎

牛血清以及 100 U/ml penicillin-100 g/ml streptomycin (Sigma-Aldrich) 之培養液進行培養，剛從雞胚組織所分離的

cEFs 於最初放入培養皿開始培養 24 h 後，更換培養液以移除未貼附的死亡細胞與懸浮的組織碎片，之後定期每

2 天更換培養液，約於 6 － 7 天時進行繼代。經過 48 h 培養後可見 cEFs 開始增生，細胞呈現梭狀，即已建立初

代之雞胚纖維母細胞 (cEFs) 株 (圖 1)，最後將其保存於 -80℃冰箱中備用。

圖 1. 自孵化第 9 天胚分離之雞胚纖維母細胞 (cEFs) 的形態。

Fig. 1.	 The morphology of chicken embryo fibroblasts (cEFs) collected from a 9-day-old embryo. Scale bar = 20 μm.

取體外培養至第 3 代的 cEFs 作為轉染誘導的細胞，取 6 孔培養盤每孔放置約 6 × 105 的細胞，再利用已構

築之 iPS Lentivirus-LIN28, Lentivirus-NANOG, Lentivirus-SOX2, Lentivirus-OCT3/4, Lentivirus-KLF4 和 Lentivirus-
C-MYC 轉錄因子之慢病毒顆粒進行轉染。轉染 24 h 後移除慢病毒顆粒轉染液，並將培養液換為雞胚生殖幹細

胞基礎培養液，培養溫度條件為 37℃，氣相條件為含 5% 二氧化碳的空氣。培養期間每二天更換細胞培養液，

並持續觀察 cEFs 之形態變化。轉染後之 cEFs 經 5 － 6 天培養至第 1 代時，細胞形態逐漸由梭狀轉變成圓形之

上皮細胞形態 (圖 2)；經 12 天培養至第 2 代時，上皮細胞樣之細胞開始聚集，於 21 天後明顯聚集形成胚幹細胞

之群落形態 (圖 2)；經 28 － 30 天培養至第 4 代時，細胞多數均已聚集為類胚幹細胞之群落形態，形成了誘導多

能性幹細胞株。

惟在初期的誘導培養期間，細胞形態雖有因為基因的重整而有所改變，但生長狀態出現增生緩慢的現象。

因此，將重整的細胞重新置放到經 mitomycin C 不活化處理之 STO 供養層細胞中進行後續之培養，重整細胞在

與 STO 供養層細胞共培養的情況下增生緩慢的現象獲得改善，但是重整細胞形成群落的情形不明顯，只出現

小的細胞群落，無法像一般胚幹細胞幹細胞可以形成明顯而較為聚集的細胞群落之形態。此現象亦發生在 Lu 
et al. (2012) 的研究中，故其將誘導的細胞自 STO 移除，重新置換到以 0.1% Matrigel® 處理之培養皿，並將培養

液更換成 mTeSR1 stem cell medium (Stemcell Technologies, Cat. #05850)。本實驗亦參照其操作，在誘導細胞與 
STO 共培養約 1 個月後，就以第四型的膠原蛋白酶將重整細胞自含有 STO 的培養皿中分離，重新置換到以 0.1% 
Matrigel® 處理之 4 孔細胞培養皿，亦將培養液更換成 mTeSR1 stem cell medium 中繼續培養。重整細胞自 STO 
分離後單獨培養，其生長速率明顯改善，而且細胞增生會相互聚集形成明顯的細胞群落 (圖 3)，且不同群落間亦

會有細胞延伸相互接觸之現象產生。
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圖 2. 雞之胚纖維母細胞經再程式化因子 (LIN28、NANOG、SOX2、OCT3/4、KLF4 和 C-MYC) 轉染後之細胞形態。

A：cFEs 轉染前；B：轉染後第 3 天；C：轉染後第 9 天；D：轉染後第 12 天。E：轉染後第 21 天。

Fig. 2.	 The morphology of cEFs infected with reprogramming factors ( LIN28, NANOG, SOX2, OCT3/4, KLF4 and C-MYC).
A: cEFs prior to addition of reprogramming factors; B: day 3 post transfection; C: day 9 post transfection; D: day 12 
post transfection; E: day 21 post transfection. Scale bar = 50 μm.

圖 3. ciPSC 細胞增生聚集形成明顯的細胞群落。

Fig. 3.	 The ciPSC cells proliferate and aggregate to form distinct colonies. Scale bar = 25 μm.

利用再程式化因子轉染，進行 ciPSC 誘導過程中，並非所有 cEFs 均被成功轉染。因此，在誘導後的培養過

程中，於初期仍可觀察到 cEF 的存在。惟此現象隨會著細胞繼代次數的增加而逐漸減少，約在細胞經過 8 代培

養後就少有發現，持續繼代至 12 － 13 代後就再也沒有發現 cEF 的存在 (圖 4)。此乃因 cEF 為已分化之細胞，

無法於體外長時間的培養，故此等未被再程式化因子轉染之 cEF 存在的情形會隨著培養 (繼代) 時間的增加而減

少，最後僅留下有成功被程式化因子轉染的細胞 (iPSC) 存活。

Rosselló et al. (2013) 指出以雞的 cEFs 利用再程式化因子轉染，進行 ciPSC 誘導，在細胞群落形成後且細胞

呈現出明顯的圓形狀，並具有暗色的細胞核，此即是為雞誘導幹細胞的形態。但若培養條件變更或細胞老化時

則此等幹細胞的特徵 (圓形狀，並具有暗色的細胞核) 就會喪失，並回復成 cEFs 之形態。

除了細胞外觀形態的改變外，細胞內部胞器亦有變化，有文獻指出在哺乳動物細胞於再程式化和分化過程

中，細胞內担任能量代謝的胞器 " 粒線體 (mitochondria)" 會發生改變，如小鼠 ESCs 和 iPSC 等未分化之多能性

細胞之粒線體是呈現具不成熟嵴 (immature cristae) 的圓形狀，能量代謝主要藉由厭氧醣解 (anaerobic glycolysis) 
方式產生能量，但當這些多能性細胞分化成為體細胞，或已分化細胞則是呈現具有成熟嵴 (mature cristae) 的細

長形之粒線體，且能量代謝轉變為以有氧代謝 (aerobic metabolism) 為主 (Choi et al., 2015)。Choi et al. (2016) 將
雞的 CEF 誘導成為 ciPSLCs (chicken iPS-like cells) 後觀察細胞內粒線體的構造，發現原本具有成熟嵴的細長形

粒線體之 CEF，經再程式化成為 ciPSLCs 後其粒線體構造由具有成熟嵴的細長形轉變成具不成熟嵴的圓形狀，

此現象與小鼠相似 (Choi et al., 2015)。



雞誘導多能性幹細胞株的建立96

P = 8 P = 12

P = 21 P = 30

圖 4. 雞誘導多能性幹細胞 (ciPSC) 於不同繼代培養，均呈現類幹細胞之群落形態。

Fig. 4.	 Morphology of chicken induced pluripotent stem cells (ciPSC) at different subculture passages. Scale bar = 100 μm.

觀察本研究所建立的 ciPSC 亦是呈現出明顯的圓形狀，並具有暗色的細胞核。因為是在沒有滋養層細胞共

培養的情況下，在繼代的培養過程中發現於細胞增生的初期，若是在單一細胞的情況下，此細胞會發展出類似

" 觸鬚 " 之特徵並朝向周圍之細胞延伸，此時細胞外觀形態會從圓形變成梭形，當觸鬚與周圍之細胞接觸後，細

胞就會逐漸恢復成圓形狀。如是在細胞群落的情況下，則位於內部位置之細胞會逕行分裂增生，聚集堆疊形成

顏色較深的細胞群落，但在群落外圍之細胞亦會發展出類似 " 觸鬚 " 之特徵，向外延伸企圖與其他週遭細胞進

行接觸，並在接觸後回復成圓形狀。不論是單一細胞或群落外圍之細胞當觸鬚與其他細胞接觸後，除了細胞會

恢復成圓形狀外，此時細胞核顏色亦會逐漸變為深色，並進行分裂增生形成細胞群落之形態 (圖 3)。

截至目前 ciPSC 已於體外無滋養層培養條件下，培養超過 35 代 (300 天 )，並已凍存於液態氮中。冷凍保

存的 ciPSC 解凍後再培養仍保有良好的存活率與生長效率。本研究之雞胚纖維母細胞經細胞再程式化因子轉染 
後，5 － 6 天可觀察到細胞形態改變，由梭形狀 ( 纖維母細胞之形態 ) 轉變成圓形之上皮細胞形態，持續培養

9 天後，這些圓形狀之細胞開始聚集形成類幹細胞之群落形態。這與 Lu et al. (2012) 利用哺乳動物的特定的重

組因子轉殖到鵪鶉的胚纖維母細胞 (quail embryonic fibroblasts, qEFs)，進行鵪鶉誘導多能性幹細胞 (quail iPSCs, 
qiPSCs) 所觀察到的變化情形類似，惟在鵪鶉的胚胎纖維母細胞經轉染再程式化因子後，細胞形態的改變 ( 約轉

染後 24 h) 及形成類幹細胞之群落形態 ( 約轉染後 6 天 )，與本實驗進行雞胚胎纖維母細胞再程式化因子轉染後

誘導成為類幹細胞的形態之時間有些許差異，推測為雞與鵪鶉之品種間差異所致，有待後續相關實驗來驗證。

II. 雞誘導型幹細胞的特徵檢測分析

經過誘導後的類幹細胞群落之細胞，選用已被發表用來檢測雞始基生殖細胞 (PGCs) 和雞幹細胞 (ESCs) 的
細胞標誌 Oct-4 與 AP 利用免疫組織學染色方式，以及 PAS 染色進行分化多能性測試 (Jung et al., 2005; van de 
Lavoir et al., 2006; Liou et al., 2012)。結果顯示經過誘導後的類幹細胞群落之 ciPSC 經以 PAS (圖 5)、Oct-4 與 AP 
(圖 6) 的染色測試均呈陽性反應，初步推測其可能具有幹細胞之分化多能性。另外，在利用顯微鏡觀察分析，亦

可見 ciPSC 群落形態亦呈現具明顯細胞邊界、高核質比及大細胞核仁等幹細胞型態學特徵 (圖 7)。此等形態學外

觀亦與先前文獻發表之鵪鶉 (Lu et al., 2012) 及雞 (Rosselló et al., 2013) 的誘導多能性幹細胞之特徵相類似。有關

ESCs 或 iPSc 所形成群落形態之特徵，均是有許多單一的 ESCs 或 iPSc 聚集而成且兩者外觀形態類似，但物種

間可能存在些許的差異。Rosselló et al. (2013) 指出小鼠 iPSc 的細胞群落內的個體別細胞較大且大小較為平均，

但雞的 iPSc 細胞群落內的個體別細胞較小且呈現更為緊密的聚集，兩者之群落形態是有些差異。在人 iPSC 和

小鼠 iPSC 細胞群落，亦被觀察到類似的差異 (Nichols and Smith, 2009)。

III. 類胚體形成與與自體分化

胚幹細胞衍生的類胚體 (embryoid bodies, EBs) 具分化形成三個胚層的能力及形成各種不同型態的細胞潛能 
(Doetschman et al., 1985; Shen and Leder, 1992; Desbaillets et al., 2000)。因此，EBs 的形成是常被用於測試胚幹細
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胞株具三胚層細胞分化潛力的指標。為了驗證 ciPSC 分化潛力，本研究利用懸浮培養進行 ciPSC 之體外培養誘

發為類胚體測試。結果顯示，ciPSC 於懸浮培養 7 天後觀察可見細胞聚集形成圓球狀結構之類胚體 (圖 8)，其形

成效率為 92.6 ± 2.2 % (138/150, n = 5)。

PAS 染色

A B

PAS 染色

圖 5. 雞誘導多能性幹細胞 (ciPSC) 利用 periodic acid-Schiff (PAS) 進行組織化學染色。A：ciPSCs 培養 60 天；B：
ciPSCs 培養 280 天。

Fig. 5.	 Histochemical staining of chicken induced pluripotent stem cells (ciPSC) with  periodic acid-Schiff (PAS). A: ciPSCs 
cultured for 60 days; B: ciPSCs cultured for 280 days. Scale bar = 50 μm.
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圖 6. 利用 AP 及 Oct-4 抗體對培養 280 天的雞誘導多能性幹細胞 (ciPSC) 進行免疫組織化學染色。

Fig. 6.	 Immunohistochemical staining of ciPSC cultured for 280 days with antibodies specificly against to AP and Oct-4. 
Scale bar = 50 μm.

圖 7. 雞之誘導多能性幹細胞 (ciPSC) 型態學觀察，可見呈現具明顯細胞邊界、高核質比及細胞核大等幹細胞特徵。

Fig. 7.	 The morphological of ciPSC colonies were highly refractive, and at the single-cell level they showed clear cell 
borders, high nuclear-to-cytoplasm ratio, and prominent nucleoli characteristics. Scale bar = 100 μm.
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圖 8. 利用懸浮培養可誘發 ciPSC 形成類胚體。

Fig. 8.	 The embryoid body of ciPSC formed in hanging-drop culture. Scale bar = 100 μm.

隨後將類胚體收集改以貼附培養方式進行誘導自體分化，經過約 10 － 14 天的誘導分化後，利用免疫細胞

化學染色法進行細胞分化標誌的表現分析，以測試 ciPSC 是否具有分化成三胚層之潛力。選用的細胞標誌分別

為 NFL ( 外胚層 )、ANP ( 中胚層 )、cytokeratin ( 內胚層 ) 之細胞表面標誌，測試結果均呈陽性反應 (圖 9)，顯示

ciPSC 具自體分化為三胚層之潛力。依據類胚體形成與與自體分化測試結果，證實雞之誘導多能性幹細胞具有

與一般胚幹細胞相似之初步分化潛力。
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圖 9. 類胚體進行貼附培養後呈現外胚層 NFL 標記、中胚層 ANP 標記、內胚層 cytokeratin 標記。

Fig. 9.	 Specific expression of ectodermal NFL marker, mesodermal ANP marker and  endodermal cytokeratin marker after 
attachment culture. Scale bar = 50 μm.
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胚幹細胞具有自我更新、不斷裂殖和分化成三胚層及多種不同組織類型的體細胞之能力。在許多的研究報告

中亦證實 iPSCs 亦有與 ESCs 相類似之分化潛能 (Thomson et al., 1998; Takahashi and Yamanaka, 2006; Yu et al., 2007; 
Takahashi et al., 2007; Zhao et al., 2009) 及在體外 (in vitro) 和體內 (in vivo) 的環境中均表現出高度的可塑性 (plasticity) 
(Takahashi and Yamanaka, 2006)。於 2006 年小鼠 iPSC 首次發表後，此誘導技術已被應用在多種哺乳動物測試，

均證實已分化體細胞皆可藉由再程式化因子 (OCT3/4, SOX2, KLF4, c-MYC) 轉染後，成功被誘導成為 iPSC。目前

iPSCs 已進一步被應用於再生醫學、基礎發育生物學、藥物篩選、基因轉殖、基因標靶 (gene targeting) 等領域之

研究 (Takahashi and Yamanaka, 2006; Yu et al., 2007; Takahashi et al., 2007; Hanna et al., 2008; Aasen et al., 2008; Haase 
et al., 2009; West et al., 2010; Wu et al., 2010)。雖然雞的 ESC 和 PGC 細胞株已被建立 (Pain et al., 1996; Wu et al., 
2010)，但截至目前這些細胞並未像哺乳類的 ESC 或 iPSC 被普遍應用，尤其是在基因標靶 (gene targeting) 的相關研

究。探究其原因乃是因為雞的 ESC 和 PGC 在體外培養的過程中細胞增殖的效率並不高 (Lu et al., 2012)，除此之外，

雞的 ESC 和 PGC 在形成嵌合體的潛力也會隨著體外培養繼代次數的增加而顯著降低 (Motono et al., 2010; Petitte et 
al., 2004)，因此降低了其相關應用的潛力。另外在體外分化潛能測試，雞的 ESC 亦沒有像哺乳類的 ESC，具有分

化成三胚層及多種不同組織類型的細胞之能力。然而，在已發表的禽類的 iPSC 研究中均指出，禽類的 iPSC 亦如同

哺乳類的 ESC 與 iPSC 一樣具有分化形成三胚層及多種不同組織類型細胞之能力，因此禽類的 iPSC 未來在相關領

域的應用性將可提升 (Lu et al., 2012; Rosselló et al., 2013; Dai et al., 2014)。本研究所建立的 ciPSC 細胞株除以細胞免

疫染色等檢測方式，確認表現相關的細胞標誌，亦利用懸浮培養證實具類胚體形成及自體分化形成三胚層之能力，

證實具有與一般胚幹細胞相似之分化潛能。

綜合上述的試驗結果，本研究已成功建立類 ciPSC 細胞株，後續將持續進行細胞核形分析、畸胎瘤形成及嵌合

體的等相關探討，在進一步改善其品質後。可望提供質量穩定的家禽細胞以進行轉基因家禽產製，建構生物工廠供

生產高價值醫療用蛋白質。此技術平臺同時也可以運用在因應全球暖化氣候變遷下，進行珍貴鳥禽種原的保存及復

育瀕臨絕種動物。
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Abstract

The purpose of this study was to establish chicken induced pluripotent stem cells (ciPSC) line and to study their celluar 
characters including pluripotency, embryoid body formation efficiency, and in vitro differentiation capability. The results 
showed that the morphology of chicken embryo fibroblasts (cEF) transformed into colony type from spindle type 6-7 days 
after being infected with lentivirus, which was constructed with reprogramming transcription factors of LIN28, NANOG, 
SOX2, OCT3/4, KLF4 and c-MYC. The transformed cells have been maintained in vitro for more than 35 passages (300 
days). These ciPSCs continuously expressed pluripotent markers of stem cells including Oct-4, AP, and PAS antigens. 
Morphologically, ciPSC colonies were highly refractive, and at the single-cell level they showed clear cell boundary, high 
nuclear-to-cytoplasm ratio, and prominent nucleoli. The efficiency of embryoid body formation (92.6 ± 2.2%) was excellent 
induced by handing-drop culture. These results demonstrated that the ciPSC line established in this study was pluripotent.
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