
　 南京农业大学学报　 ２０２６ꎬ４９(５):１２４５－１２５８ ｈｔｔｐ: / / ｎａｕｘｂ.ｎｊａｕ.ｅｄｕ.ｃｎ
　 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ＤＯＩ:１０.７６８５ / ｊｎａｕ.２０２６０５００２
􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇

收稿日期:２０２６－０５－０６
基金项目:国家自然科学基金项目(３２２７２４６８)
作者简介:郭仁朋ꎬ副教授ꎬ主要从事动物干细胞、细胞培养肉研究ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｇｕｏｒｐ＠ ｎｊａｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ ∗通信作者ꎮ

郭仁朋ꎬ刘政ꎬ姜雨萱ꎬ等. 细胞培养肉种子细胞研究进展[Ｊ] . 南京农业大学学报ꎬ２０２６ꎬ４９(５):１２４５－１２５８.
Ｇｕｏ Ｒ ＰꎬＬｉｕ ＺꎬＪｉａｎｇ Ｙ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｓｅｅｄ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０２６ꎬ４９(５):
１２４５－１２５８.　

􀤂􀤂􀤂􀤂

􀤂􀤂􀤂􀤂
􀦂 􀦂

􀦂􀦂特约综述

细胞培养肉种子细胞研究进展
郭仁朋１∗ꎬ刘政１ꎬ姜雨萱１ꎬ陈心怡１ꎬ郑宇１ꎬ丁世杰２ꎬ李春保１ꎬ周光宏１

(１.南京农业大学食品科学技术学院 /肉品质量控制与新资源创制全国重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１１８００ꎻ
２.南京周子未来食品科技有限公司ꎬ江苏 南京 ２１１２２５)

摘要:细胞培养肉是利用可食用动物细胞生产肉类的技术ꎬ是新质蛋白研究领域的前沿方向ꎮ 种子细胞是细胞培养肉产业化

的源头材料ꎬ其高效获取、规模化扩增、安全性与稳定性决定着生产成本和产品品质ꎮ 然而ꎬ原代种子细胞在长期传代中普遍

存在细胞衰老与干性衰退问题ꎬ且难以适应无血清悬浮条件ꎬ是限制细胞培养肉工业化生产的关键瓶颈ꎮ 本文综述了种子细

胞的来源与分类ꎬ梳理了高效分离策略、体外长期扩增、无血清悬浮培养、分化调控与三维组织构建、质量安全评价等关键环

节的研究进展与技术挑战ꎮ 面向细胞培养肉规模化生产需求ꎬ本文明确了种子细胞应满足的质量标准ꎬ并提出通过性能优

化、工艺提升与质控升级ꎬ构建覆盖细胞制备、扩增与评价的系统性技术方案ꎬ以期加快我国细胞培养肉产业化进程ꎮ
关键词:细胞培养肉ꎻ种子细胞ꎻ长期传代ꎻ规模化扩增ꎻ安全评价
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随着全球人口增长与资源环境约束加剧ꎬ传统畜牧业在满足日益扩大的高品质动物蛋白需求方面面

临挑战ꎮ 细胞培养肉作为一种基于动物细胞体外培养生产可食用肉类的前沿技术ꎬ因其生产周期短、资源

消耗少、环境友好等优势ꎬ已成为新质蛋白领域的研究热点[１－２]ꎮ 近十几年来ꎬ全球细胞培养肉行业在基

础研究与技术转化层面取得长足进步:２０１３ 年荷兰 Ｍａｒｋ Ｊ. Ｐｏｓｔ 教授制作出世界首块细胞培养牛肉汉堡ꎬ
将理念变为现实ꎻ２０１９ 年南京农业大学周光宏教授团队创制中国首块细胞培养猪肉[３]ꎻ２０２５ 年周子未来

食品科技有限公司建成全球第一条年生产能力达到吨级的细胞培养猪肉生产线ꎻ截至 ２０２６ 年 ４ 月ꎬ新加
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坡、美国、以色列、澳大利亚、英国已陆续批准 １０ 家企业的细胞培养肉产品上市销售ꎬ产业整体正处于从中

试规模向万升级工业化生产跨越的关键阶段[４]ꎮ
种子细胞作为培养肉生产的源头材料ꎬ其增殖能力、培养适应性及安全稳定性直接决定了规模化生产

路径、成本与产品品质ꎮ 当前ꎬ基础研究普遍使用的肌肉干细胞等原代成体干细胞ꎬ虽然在分化能力方面

具有天然优势ꎬ但在体外连续传代过程中会发生细胞衰老与干性衰退ꎬ难以支撑工业级生产的需求[５]ꎮ
同时ꎬ多数种子细胞体外培养时呈贴壁性生长且依赖动物血清ꎬ对无血清与悬浮培养环境的适应能力较

差ꎬ显著提升了成本、限制了大规模培养ꎮ 因此ꎬ如何突破原代细胞增殖极限ꎬ维持体外长期扩增过程中的

功能特性并实现由贴壁向悬浮生长模式的转变ꎬ已成为制约培养肉产业化落地的关键科学问题ꎮ 近年来ꎬ
研究者围绕上述问题从多个维度展开了系统探索ꎮ 在细胞来源层面ꎬ不同物种、不同组织来源的种子细胞

在增殖活性与分化效能上呈现显著差异ꎬ基于不同细胞特性建立了有效的分离纯化方法ꎬ为优质起始材料

的获取提供了技术保障[６]ꎮ 在扩增策略层面ꎬ自然突变驱动的连续细胞系以及基于靶向基因调控的工程

化细胞系的建立ꎬ为实现种子细胞长期稳定传代开辟了新路径[７－８]ꎮ 在培养体系层面ꎬ通过对细胞关键信

号通路与营养代谢机制的干预ꎬ开发了化学成分明确的无血清培养基ꎬ有效提升了种子细胞的扩增能力并

显著降低了成本[９]ꎮ 在规模化放大层面ꎬ微载体悬浮培养与无载体悬浮驯化技术的迭代ꎬ正在推动种子

细胞从传统贴壁培养向高密度悬浮培养的模式跃迁[１０]ꎮ 在分化调控与组织构建方面ꎬ种子细胞与支架材

料的互作机制解析ꎬ有助于制备具有复杂肉类结构的高品质细胞培养肉产品[１１]ꎮ 在质量安全评价方面ꎬ
业界已建立起系统性评估种子细胞功能维持、染色体与基因组稳定、成瘤风险的技术体系ꎬ且新兴技术手

段如深度学习预测正逐步应用[１２]ꎬ有望显著提升种子细胞评估的智能化水平ꎮ
本文围绕种子细胞在培养肉生产中的基础性作用ꎬ从高效分离获取、体外长期扩增、无血清悬浮培养

及质量安全评价等方面ꎬ系统梳理国内外研究进展、技术挑战与解决路径(图 １)ꎮ 在此基础上ꎬ提出面向

细胞培养肉规模化生产ꎬ种子细胞需满足的质量标准和达成路径ꎬ以期为我国细胞培养肉产业的规模化、
低成本、标准化发展提供参考ꎮ

图 １　 面向细胞培养肉产业化的种子细胞制备、扩增与评价的技术流程图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｏｆ ｓｅｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎꎬｅｘｐａｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｉｚａｔｉｏｎ

１　 种子细胞来源与分类

目前用于培养肉研究和生产的种子细胞来源广泛ꎬ主要类型包括成体干细胞、多能干细胞以及长期传

代细胞系ꎬ不同的种子细胞在获取方法、增殖能力、分化潜能以及监管接受度方面存在显著差异[５]ꎮ 成体

干细胞是存在于动物体特定器官和组织中未分化的细胞ꎬ具备有限的自我更新能力和特定谱系分化潜能ꎬ
培养肉研发中使用较多的有肌肉干细胞、成纤维－脂肪祖细胞、脂肪前体细胞等ꎮ 多能干细胞具备无限自

我更新能力和多谱系分化潜能ꎬ包括胚胎干细胞、诱导多能干细胞等ꎮ 长期传代细胞系是指通过自发突变

或人为干预ꎬ可以突破衰老阻滞ꎬ具有持续增殖能力的细胞系ꎮ
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从物种来源看ꎬ培养肉涉及的种子细胞类型已从最初的牛、猪等传统家畜ꎬ扩展至禽类和鱼类ꎮ 牛源

种子细胞的研究体系构建最早ꎬ牛肌肉干细胞、脂肪前体细胞相关的研究为培养肉领域贡献了大量有价值

的科学发现ꎬ并提供了有力的技术支撑[１３－１４]ꎬ使用牛多能干细胞生产培养牛排的技术路线已通过监管审

批ꎮ 猪源种子细胞是中国的优势与特色方向ꎬ南京农业大学细胞培养肉研究团队基于猪肌源性细胞ꎬ建立

起了覆盖基础研究、技术开发、规模化生产与营养安全评价的培养肉产业化路径[３ꎬ１１ꎬ１５－１６]ꎮ 鸡源种子细胞

来源丰富、较易分离ꎬ代表性的鸡胚成纤维细胞易于长期传代且适应无血清悬浮培养[７]ꎬ其在产业化进程

中具有独特优势ꎬ目前已有至少 ５ 种基于鸡源种子细胞的培养肉产品通过审批ꎮ 相比之下ꎬ羊源种子细胞

研究较少ꎬ相关报道集中于肌肉干细胞的分离培养[１７]ꎮ 鱼源种子细胞虽研究起步较晚ꎬ已逐步建立起肌

肉干细胞和脂肪前体细胞的分离纯化、干性维持、定向分化与规模化培养体系[１８]ꎮ
１.１　 肌肉干细胞

肌肉干细胞又称为肌卫星细胞ꎬ是位于肌纤维膜和基底膜之间的成体干细胞ꎬ主要负责肌肉损伤修复

与再生[１９]ꎮ 由于肌肉干细胞天然具有成肌特性ꎬ无需复杂条件即可分化形成肌纤维ꎬ使其成为培养肉研

究中最经典的种子细胞[２０]ꎮ 不同物种、不同年龄以及不同解剖部位获得的肌肉干细胞ꎬ在增殖速率、干性

维持能力和分化潜力方面存在较大差异[２１]ꎮ 通常幼龄动物来源的细胞活性更高ꎬ部分代谢旺盛或再生能

力较强的肌肉部位也更有利于获得状态较好的细胞群体[２２]ꎮ 肌肉组织中含有多种细胞类型ꎬ基于不同细

胞的贴壁特性与特异性表面标志物ꎬ可分离分选获得高纯度的原代肌肉干细胞[６]ꎮ 肌肉干细胞在体外传

代过程中存在干性衰退现象ꎬ表现为增殖减慢、成肌因子表达下降、分化能力降低甚至丧失[１４]ꎬ限制了其

在细胞培养肉产业化中的应用ꎮ 目前ꎬ针对肌肉干细胞的研究逐步从分离培养扩展到长期传代细胞系构

建、无血清培养体系优化、微载体适配与三维组织构建ꎬ希望通过细胞工程、生物工艺和组织工程的协同ꎬ
突破其体外扩增能力不足的局限ꎬ建立起基于成肌细胞的培养肉生产路径ꎮ
１.２　 成纤维－脂肪祖细胞与脂肪前体细胞

成纤维－脂肪祖细胞是存在于骨骼肌间质中的一类具有双向分化潜能的祖细胞群体ꎬ在特定诱导条

件下可分化为脂肪细胞或成纤维细胞ꎮ 脂肪前体细胞主要包括脂肪组织中的前脂肪细胞及部分具有成脂

倾向的基质细胞[２３]ꎮ 这 ２ 类细胞虽在组织来源上有所区别ꎬ但均具备高效成脂分化潜能ꎬ经体外定向诱

导后可形成富含脂滴的成熟脂肪细胞[２４]ꎮ 面向细胞培养肉产业化ꎬ成脂细胞能够为产品提供脂肪组分ꎬ
模拟传统肉类大理石花纹与质构特征ꎬ同时显著提升培养肉的特征风味与多汁口感[２５]ꎮ 同时ꎬ肌脂细胞

共培养与协同分化是提升培养肉质构与营养品质的重要路径ꎮ 然而ꎬ成肌与成脂的谱系分化路径和诱导

条件存在固有差异ꎬ如何在共培养体系中实现 ２ 类细胞的同步维持与有序分化ꎬ仍面临细胞间复杂互作与

培养基选择的双重挑战[２６]ꎮ 此外ꎬ成脂细胞虽然在体外培养过程中同样面临干性衰退的问题ꎬ但成脂特

性较易获得ꎬ通过自发诱导、转分化等非基因操作手段可建立稳定成脂细胞系ꎬ且在无血清悬浮条件下有

较好的适应性[７ꎬ２７]ꎮ
１.３　 多能干细胞

来自早期胚胎或经重编程获得的多能干细胞ꎬ如胚胎干细胞、上胚层干细胞、诱导多能干细胞ꎬ能够自

我更新且具有分化形成成体所有细胞类型的潜能ꎬ在培养肉领域有较好的应用前景ꎮ 得益于生物育种与

大动物干细胞研究的积累ꎬ猪、牛、羊来源的多能干细胞能够为多组织、营养可控细胞培养肉的制备提供稳

定的种子细胞来源[２８]ꎮ Ｚｈｕ 等[２９]基于前期建立的能够长期维持多能性状态的猪上胚层干细胞系ꎬ构建了

多能干细胞向肌肉、脂肪及血管内皮细胞的多谱系分化系统ꎬ并结合无支架悬浮培养体系ꎬ实现了一种细

胞来源的多组织细胞培养肉的制备[３０]ꎮ 在细胞培养肉产业化背景下ꎬ多能干细胞面临一些技术挑战:
１)细胞获取难度较大ꎬ胚胎干细胞、上胚层干细胞的分离建系有一定的技术门槛ꎬ诱导多能干细胞可能因

引入外源因子而提升生物安全风险ꎻ２)扩大培养有挑战ꎬ多能干细胞倾向于结团生长ꎬ大规模培养的效率

与稳定性需进一步探究ꎻ３)定向分化需优化ꎬ由多能干细胞分化成为特定功能细胞往往需要经历较长的

分化周期和较为复杂的诱导过程ꎬ未来需关注如何简化流程、提升效率、降低成本ꎮ
１.４　 长期传代细胞系

长期传代细胞系是通过自发突变或基因工程干预突破细胞衰老阻滞获得无限增殖能力的细胞群体ꎬ
为解决原代细胞体外传代干性衰退、扩增能力有限的产业化瓶颈提供了重要解决方案ꎮ 根据获得方式不

同ꎬ长期传代细胞系可分为自发连续细胞系和基因工程细胞系ꎬ二者在技术路径和应用前景上存在显著差
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异ꎮ 代表性的长期传代细胞系见表 １ꎮ
表 １　 细胞培养肉长期传代细胞系概况

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｐａｓｓａｇｉｎｇ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

细胞类型 / 细胞系
Ｃｅｌｌ ｔｙｐｅ / ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ

构建方法
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

关键特征
Ｋｅｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

牛
Ｃａｔｔｌｅ

肌肉干细胞 / ｉＢＳＣｓ
Ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ / ｉＢＳＣｓ

成纤维细胞
Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

ＴＥＲＴ / ＣＤＫ４ 共表达
Ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＥＲＴ / ＣＤＫ４

自发连续
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚａｔｉｏｎ

可长期增殖并保持成肌分化能力
Ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗｈｉｌｅ ｒｅｔａｉｎｉｎｇ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
长期扩增后获得稳定增殖能力ꎬ已实现无血清悬浮培养
Ｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｃｑｕｉｒｅｄ ａｆｔｅｒ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｅｘｐａｎｓｉｏｎꎻ ｓｅｒｕｍ￣
ｆｒｅｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｈａｓ ｂｅｅｎ ａｃｈｉｅｖｅｄ

[３１]
　
　
　

[３２]
　
　
　

猪
Ｐｉｇ

肌肉干细胞
Ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

肌源性细胞系 / ＰＭ１６６
Ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ / ＰＭ１６６

间充质干细胞 / ＦａＴＴｙ
Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ / ＦａＴＴｙ

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 敲除 ＣＤＫＮ２Ａ / ｐ１６
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＣＤＫＮ２Ａ / ｐ１６
ＴＥＲＴ / ＣＤＫ４ 共表达
Ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＥＲＴ / ＣＤＫ４

自发连续
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚａｔｉｏｎ

可长期稳定传代ꎬ已建立无血清扩增与成肌分化体系
Ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｓｔａｂｌｅ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｐａｓｓａｇｉｎｇꎻｓｅｒｕｍ￣ｆｒｅｅ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｙｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
可长期稳定传代ꎬ已建立无血清扩增和成肌分化体系
Ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｓｔａｂｌｅ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｐａｓｓａｇｉｎｇꎻｓｅｒｕｍ￣ｆｒｅｅ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｙｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
成脂效率接近 １００％ꎬ可在二维和三维体系中分化ꎬ已建立无血清成
脂分化体系
Ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ １００％ꎻｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｗｏ￣
ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｙｓｔｅｍｓꎻ ａ ｓｅｒｕｍ￣ｆｒｅｅ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ

[１５]
　
　
　

[８]
　
　
　

[３３]

　
　
　
　
　

鸡
Ｃｈｉｃｋｅｎ

胚胎成纤维细胞
Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

自发连续
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚａｔｉｏｎ

长期扩增后获得稳定增殖能力ꎬ已实现无血清悬浮培养
Ｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｃｑｕｉｒｅｄ ａｆｔｅｒ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｅｘｐａｎｓｉｏｎꎻ ｓｅｒｕｍ￣
ｆｒｅｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｈａｓ ｂｅｅｎ ａｃｈｉｅｖｅｄ

[７]

鱼
Ｆｉｓｈ

褐点石斑鱼肌肉干细胞系 / ＥｆＭＳ
Ｂｒｏｗｎ￣ｍａｒｂｌｅｄ ｇｒｏｕｐｅｒ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ / ＥｆＭＳ
虹鳟肌肉干细胞系 / ＲＴＭＳ
Ｒａｉｎｂｏｗ ｔｒｏｕｔ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ / ＲＴＭＳ
脂肪来源干细胞系 / ＲＴＡＤＳ
Ａｄｉｐｏｓｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ / ＲＴＡＤＳ
大西洋鲑连续肌肉细胞系 / ＳｓＭＣｓ
Ａｔｌａｎｔｉｃ ｓａｌｍｏｎ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ / ＳｓＭＣｓ

自发连续
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚａｔｉｏｎ

自发连续
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚａｔｉｏｎ

自发连续
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚａｔｉｏｎ

可长期传代ꎬ保持成肌分化和成脂转分化能力
Ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｐａｓｓａｇｉｎｇ ｗｈｉｌｅ ｒｅｔａｉｎｉｎｇ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ＲＴＭＳ 可维持肌源性分化能力至 ５６ 代ꎬＲＴＡＤＳ 可维持成脂分化能力
至 ３４ 代
ＲＴＭＳ ｍａｉｎｔａｉｎｓ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｕｐ ｔｏ ｐａｓｓａｇｅ ５６ꎬｗｈｉｌｅ
ＲＴＡＤＳ ｍａｉｎｔａｉｎｓ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｕｐ ｔｏ ｐａｓｓａｇｅ ３４
具有稳定增殖、成肌分化和成脂转分化能力
Ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ
ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

[２７]
　
　
　

[３４]

　
　
　
　

[３５]
　
　
　

　 　 细胞在体外长期培养和筛选过程中ꎬ通过染色体重排与表观遗传重塑等遗传性改变ꎬ有一定概率获得

持续增殖能力[３６]ꎮ 禽类与鱼类细胞表现出较强的自发长期增殖倾向ꎮ Ｐａｓｉｔｋａ 等[７]研究发现鸡胚成纤维

细胞可在无基因修饰条件下实现长期稳定扩增ꎬ且能够在无血清培养基中实现高密度悬浮培养ꎮ Ｘｕｅ
等[２７]从褐点石斑鱼分离并成功建立了可连续传代的肌肉干细胞系ꎬ该细胞系同时具有成脂转分化潜力ꎬ
可制备含有脂肪组织的细胞培养鱼肉ꎮ Ｌｉ 等[３４]从虹鳟肌肉组织和脂肪组织中分别建立了连续肌肉干细

胞系 ＲＴＭＳ 和脂肪来源干细胞系 ＲＴＡＤＳꎬＲＴＭＳ 可维持肌源性分化能力至 ５６ 代ꎬＲＴＡＤＳ 可维持成脂分化

能力至 ３４ 代ꎬ可用于构建具有大理石纹的细胞培养鱼肉ꎮ 此外ꎬＷｅｉ 等[３５]建立的大西洋鲑连续成肌细胞

系也兼具成肌分化和脂肪转分化能力ꎬ为调控细胞培养鱼肉的脂质组成提供了新的细胞模型ꎮ 在哺乳动

物中ꎬ自发连续细胞系研究逐渐取得进展ꎬＰａｓｉｔｋａ 等[３２]发现牛成纤维细胞在长期扩增后出现具有自我更

新能力的亚群ꎬ形成了稳定传代细胞系ꎮ 猪源间充质干细胞可在形成自发连续细胞系后保持较强的成脂

分化能力ꎬ为培养脂肪生产提供了新的细胞来源[３３]ꎮ 由于不涉及基因操作ꎬ自发连续细胞系在食品监管

与消费者接受度方面具有优势ꎬ但其发生概率低、周期长且不可控ꎬ细胞系获取高度依赖于长期筛选与偶

然捕获ꎮ
基因工程细胞系通过人为调控细胞周期或端粒维持相关机制而建立ꎬ常见方法包括表达端粒酶逆转

录酶(ＴＥＲＴ)、细胞周期依赖性激酶 ４(ＣＤＫ４)等细胞周期因子ꎬ或通过基因编辑沉默细胞周期蛋白依赖性

激酶抑制剂 ２Ａ / ｐ１６(ＣＤＫＮ２Ａ / ｐ１６)、肿瘤抑制蛋白 ５３(ｐ５３)、视网膜母细胞瘤蛋白(ＲＢ)等细胞周期负调

节因子[３７]ꎮ Ｌｉｕ 等[８]在原代猪肌肉干细胞中通过过表达 ＴＥＲＴ 和 ＣＤＫ４ꎬ成功建立了能够长期稳定传代、
保持成肌分化潜能且适应无血清培养的肌源性细胞系 ＰＭ１６６ꎬ该细胞系基因组稳定ꎬ无成瘤风险ꎮ 同时ꎬ
Ｇｕｏ 等[１５]使用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统敲除了猪肌肉干细胞中的 ＣＤＫＮ２Ａ / ｐ１６ 基因ꎬ成功建立了能够高效稳定

扩增的基因编辑细胞系ꎮ 然而ꎬ基因操作带来的生物安全风险和监管审批难度ꎬ仍是基因工程细胞系产业

化应用的主要障碍ꎮ
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２　 种子细胞高效分离策略

获得高纯度、高活性的种子细胞是细胞培养肉生产的前提ꎮ 肌肉干细胞作为经典种子细胞ꎬ对其分离

纯化策略的研究较为系统ꎮ 骨骼肌由肌细胞、成纤维细胞、血管内皮细胞、免疫细胞、脂肪细胞等共同构

成ꎬ组织解离后如果缺乏有效的分离纯化步骤ꎬ后续培养中贴壁速率更快、增殖能力更强的成纤维细胞等

非目标细胞会迅速成为优势群体ꎬ导致肌肉干细胞比例下降甚至被完全替代[３８]ꎮ 因此ꎬ完整的肌肉干细

胞分离流程包括组织解离和细胞纯化 ２ 个阶段ꎮ 组织解离阶段需将肌肉组织尽可能温和而充分地分散为

单细胞ꎬ通用方法是机械法与酶解法联合使用ꎬ通过胶原酶、分散酶、胰蛋白酶等适度消化结合机械裂解ꎬ
可获得产量高活性好的单细胞悬液[３９]ꎮ 目前ꎬ肌肉干细胞的纯化技术可分为 ４ 大类:预贴壁法、密度梯度

离心法、荧光激活细胞分选和磁激活细胞分选(图 ２)ꎬ不同方法在操作难度、耗时与成本、收获的细胞纯度

方面存在显著差异ꎬ可根据不同试验目的灵活选择[４０]ꎮ

图 ２　 肌肉干细胞分离纯化策略示意图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

２.１　 预贴壁法

预贴壁法是利用不同细胞贴壁速度的差异进行初步分离ꎮ 成纤维细胞、上皮细胞等贴壁速度快ꎬ而肌

肉干细胞贴壁较慢ꎬ通过短时间预贴壁并转移上清液ꎬ可以初步富集肌肉干细胞[４１]ꎮ Ｍｅｓｓｍｅｒ 等[４２] 在猪

肌肉干细胞分离中发现 ０.５ ｈ 预铺板可获得最高的细胞产量和最好的成肌分化效果ꎮ Ｋｉｍ 等[４３]在鸡肌卫

星细胞的预贴壁法中增加摇晃步骤ꎬ可提高干细胞分离效率ꎮ 预贴壁法操作简便、成本低廉、无需特殊设

备且对细胞活性影响较小ꎬ但其分离纯度有限ꎬ干细胞最佳贴壁时间受物种和组织来源等因素影响ꎬ难以

建立标准化操作流程ꎮ
２.２　 密度梯度离心法

密度梯度离心法基于不同细胞类型的密度差异实现分离ꎬ常用介质包括 Ｐｅｒｃｏｌｌ(胶体硅－聚乙烯吡咯

烷酮包被颗粒)、Ｆｉｃｏｌｌ(聚蔗糖聚合物)和 Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ(聚蔗糖－泛影葡胺混合物) [４４]ꎮ 其中 Ｐｅｒｃｏｌｌ 可在生

理条件下形成连续稳定的密度梯度ꎬ且细胞毒性低ꎬ对细胞活性影响小ꎬ因此在肌肉干细胞分离中应用最

为广泛ꎮ 研究表明ꎬ经 Ｐｅｒｃｏｌｌ 梯度离心后猪肌肉干细胞的结蛋白(Ｄｅｓｍｉｎ)阳性率可达 ９５％[４４]ꎮ 然而ꎬ该
方法存在明显局限:难以区分密度相近的细胞亚群ꎬ分离效果高度依赖组织类型及梯度设计ꎬ且目标层收

集依靠操作经验ꎬ批间重复性差ꎬ还存在介质残留风险ꎮ
２.３　 荧光激活细胞分选

荧光激活细胞分选是基于流式细胞术的单细胞高精度分选技术ꎬ通过荧光素标记抗体识别细胞表面

特异性标志物实现多参数分离ꎮ 猪、牛肌肉干细胞的经典分选策略采用阴性排除联合阳性富集的模式:先
通过 ＣＤ３１(内皮细胞标志物)和 ＣＤ４５(造血细胞标志物)去除杂细胞ꎬ再经 ＣＤ５６ 和 ＣＤ２９ 富集目标细胞ꎬ
所得 ＰＡＸ７ 阳性细胞比例可达 ９４％[４５]ꎮ 近年来又开发出了新的标志物策略ꎬ即通过 ＣＤ３１、ＣＤ４５、ＪＡＭ１
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(连接黏附分子 １)阴性选择ꎬ结合 ＩＴＧＡ５(整合素 α５)和 ＩＴＧＡ７(整合素 α７)阳性标记ꎬ将细胞群体进一步

细分:ＩＴＧＡ５＋ / ＩＴＧＡ７－为成纤维－脂肪祖细胞ꎬＩＴＧＡ５＋ / ＩＴＧＡ７＋为平滑肌 /间质细胞ꎬＩＴＧＡ５－ / ＩＴＧＡ７＋为肌肉

干细胞[６]ꎮ Ｈｕ 等[４６]的研究表明ꎬ新的分选标志物组合策略显著提高了猪肌肉干细胞纯度和传代稳定性ꎮ
荧光激活细胞分选是目前最有效的高纯度分选技术ꎬ具有灵活性强且可同时基于多个参数进行复杂分离

的优势ꎮ 但其设备昂贵ꎬ荧光抗体成本高ꎬ操作复杂ꎬ分选通量低ꎬ且抗体孵育、激光照射和流体剪切力可

能造成细胞损伤[４７]ꎮ
２.４　 磁激活细胞分选

磁激活细胞分选同样依赖于细胞表面标志物ꎬ将细胞与磁珠标记抗体孵育后ꎬ置于磁场中的分选柱ꎬ
标记细胞被滞留ꎬ未标记细胞流出ꎬ从而实现细胞的分离纯化ꎮ 磁激活细胞分选在区分复杂细胞亚群方面

不及荧光激活细胞分选ꎬ但其优势在于设备简单、操作相对快速ꎬ在特定细胞群体的快速富集方面表现突

出ꎬ目前已成功应用于猪、牛肌肉干细胞的分选[４８]ꎮ

３　 种子细胞体外长期扩增

原代种子细胞体外扩增的核心瓶颈是细胞衰老与干性衰退ꎮ 端粒长度缩短引发复制性衰老ꎬ同时氧

化应激、ＤＮＡ 损伤及代谢紊乱加速衰老进程[４９]ꎮ 肌肉干细胞、脂肪前体细胞等种子干细胞还伴随干性标

志物表达下调、分化潜能丧失的问题[５０]ꎮ 这导致需反复从动物组织中分离细胞ꎬ增加成本与伦理风险ꎬ难
以满足工业化生产需求ꎮ 因此ꎬ阐明细胞衰老与干性维持机制ꎬ开发高效安全的长期扩增技术ꎬ是细胞培

养肉产业化亟待解决的关键问题ꎮ
３.１　 细胞增殖与干性维持的分子调控机制

基础生命科学研究从细胞周期、信号通路、转录调控、表观遗传及细胞代谢等多维度ꎬ系统揭示了动物

细胞体外培养过程中增殖衰老与干性维持的复杂调控网络ꎬ为种子细胞稳定扩增提供了理论依据ꎮ 细胞

周期调控方面ꎬ细胞周期蛋白与相应的周期蛋白依赖性激酶(ＣＤＫ)家族协同驱动细胞周期进程ꎬ而
ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ｐ２１ＣＩＰ１ 等 ＣＤＫ 抑制因子通过视网膜母细胞瘤蛋白－Ｅ２Ｆ 转录因子(ＲＢ￣Ｅ２Ｆ)和 ｐ５３ 通路介导

Ｇ１ 期检查点阻滞ꎬ是复制性衰老的核心分子开关[５１]ꎮ 端粒缩短通过激活共济失调毛细血管扩张突变基

因 /共济失调毛细血管扩张与 Ｒａｄ３ 相关蛋白(ＡＴＭ / ＡＴＲ)激酶通路进一步强化 ｐ５３ 介导的细胞周期停

滞[５２]ꎮ 信号通路方面ꎬ成纤维细胞生长因子 /丝裂原活化蛋白激酶(ＦＧＦ / ＭＡＰＫ)、磷脂酰肌醇 ３－激酶 /蛋
白激酶 Ｂ /哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ)等通路协同调控细胞增殖与能量代谢[５３]ꎬＮｏｔｃｈ
通路通过 Ｈｅｓ / Ｈｅｙ 转录因子维持干细胞干性[５４]ꎬＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路则在干细胞自我更新与命运决定中

发挥关键作用[５５]ꎮ 转录因子方面ꎬ配对盒蛋白 ７(ＰＡＸ７)作为肌肉干细胞的核心调控因子ꎬ直接激活生肌

因子 ５(ＭＹＦ５)、成肌分化因子(ＭＹＯＤ)等成肌基因表达ꎬ其表达水平与细胞干性维持高度相关[５６]ꎮ 上述

机制研究为实现种子细胞体外长期稳定扩增提供了明确的干预靶点ꎮ
３.２　 外源因子调控种子细胞增殖与干性维持

外源因子调控是提升种子细胞扩增能力并维持干性状态的重要策略之一ꎬ具有操作简便、安全性高的

优势ꎬ被广泛用于种子细胞培养体系的优化ꎮ
小分子化合物通过靶向关键信号通路或代谢节点调节细胞命运ꎮ 在猪、牛肌肉干细胞中ꎬ适度抑制

ｐ３８α / β ＭＡＰＫ 通路活性ꎬ可在长期传代中维持 ＰＡＸ７＋ 干细胞的表型[１４ꎬ４５]ꎮ 研究发现ꎬＹＡＰ 通路抑制、
Ｎｏｔｃｈ 通路激活是导致猪肌肉干细胞在高密度培养条件下增殖变缓的重要因素ꎬ通过小分子化合物调节

相应通路的活性可显著提升肌肉干细胞的增殖效能[５７－５８]ꎮ 维生素 Ｃ 是功能活性广泛的食源性小分子ꎬ可
通过清除细胞内活性氧、延缓细胞衰老、激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路等多重机制ꎬ显著增强猪肌肉干细胞

的长期扩增能力和成肌分化潜能[３ꎬ５９]ꎮ 尽管化学干预能显著提升种子细胞增殖分化效能ꎬ但无法从根本

上解决复制性衰老难题ꎬ需结合基因工程等手段ꎬ从分子层面突破衰老限制ꎮ
除化学小分子外ꎬ生长因子也是种子细胞扩增体系中的核心调控成分ꎬ主要通过模拟体内干细胞微环

境中的旁分泌信号ꎬ参与细胞活化、增殖和干性维持ꎮ 碱性成纤维细胞生长因子(ｂＦＧＦꎬ也称 ＦＧＦ２)是肌

肉干细胞体外培养中常用的促增殖因子ꎬ可驱动细胞周期进入ꎬ增强细胞扩增能力ꎬ并在一定程度上抑制

过早分化[１４]ꎮ 表皮生长因子(ＥＧＦ)是无血清培养体系中常用的促增殖生长因子ꎬ可通过与表皮生长因子

受体(ＥＧＦＲ)结合激活下游信号通路ꎬ参与细胞增殖、存活与代谢调控ꎬ提高细胞在无血清条件下的适应
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性和扩增效率[１５]ꎮ 血小板衍生生长因子(ＰＤＧＦ)是一类主要由血小板释放的生长因子家族ꎬ其中 ＰＤＧＦ￣ＢＢ
亚型应用最为广泛ꎬ可促进细胞扩增和迁移ꎬ并参与组织修复与细胞外基质重塑[６０]ꎮ 除上述因子外ꎬ胰岛

素样生长因子 １( ＩＧＦ￣１)和肝细胞生长因子(ＨＧＦ)也常用于肌源性细胞的体外培养ꎬ前者促进成肌细胞增

殖与分化[６１]ꎬ后者兼具促增殖与抗凋亡功能[６２]ꎮ 血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)主要参与血管生成和内皮细

胞功能调控ꎬ在共培养体系和改善工程化组织营养供应能力方面具有潜在应用价值[３０]ꎮ 值得注意的是ꎬ
单一生长因子往往难以支持细胞的长期稳定扩增ꎬ多种生长因子的协同作用对于维持细胞增殖与干性至

关重要[６３]ꎮ
３.３　 基因编辑实现种子细胞长期稳定扩增

自发突变虽可使少数细胞突破衰老阻滞获得长期增殖能力ꎬ但该过程发生概率低、周期长且易出现表

型漂移和分化能力的丧失ꎬ而精准可控的基因编辑技术能够为种子细胞长期稳定扩增提供可行的技术路

径ꎮ 目前基因编辑主要通过端粒酶激活和细胞周期调控 ２ 类策略突破复制性衰老限制:前者通过过表达

ＴＥＲＴ 延长端粒长度、维持染色体稳定ꎬ后者通过沉默细胞周期负调控因子解除 Ｇ１ 期阻滞[３７]ꎮ Ｓｔｏｕｔ
等[３１]通过 ＴＥＲＴ 与 ＣＤＫ４ 共表达构建了牛肌肉干细胞系ꎬ可稳定传代超过 １２０ 次群体倍增ꎮ Ｕｐｓｉｄｅ Ｆｏｏｄｓ
公司通过靶向敲除 ＣＤＫＮ２Ａ / ｐ１６ 与 ＣＤＫＮ２Ｂ / ｐ１５ 基因显著提升细胞增殖速率ꎬ并结合 ＴＥＲＴ 过表达构建

了适合大规模生产的基因工程细胞系ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导的全基因组筛选技术拓展了靶点发现空间ꎬ
Ｚｉｒｍａｎ 等[６４]在牛骨髓间充质干细胞中筛选鉴定出 ｐ５３ 和 ＰＴＥＮ ２ 个关键增殖调控基因ꎬ单基因敲除即可

显著延缓细胞衰老ꎮ 此外ꎬ国内的猪源种子细胞基因工程改造也取得了一系列进展:通过过表达内源性猪

ＹＡＰ 基因、增强型 ＹＡＰ 突变体ꎬ显著提升猪肌肉干细胞在高密度条件下的增殖活力[５７]ꎻ通过 ＴＥＲＴ 与

ＣＤＫ４ 过表达建立了猪肌源性细胞系 ＰＭ１６６ꎬ可稳定传代超过 ２００ 次群体倍增ꎬ倍增时间小于 ２４ ｈꎬ保持

成肌分化能力且适应无血清培养[８]ꎻ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术敲除 ＣＤＫＮ２Ａ / ｐ１６ 基因ꎬ构建了可在无血清

条件下长期稳定扩增的猪肌肉干细胞系[１５]ꎮ 这些研究为细胞培养肉工业化生产提供了技术支撑与细胞

资源ꎮ 未来ꎬ随着基因编辑技术的精准性持续提升、全链条生物安全评估体系的日趋完善ꎬ以及全球基因

编辑监管框架的逐步建立与开放ꎬ基因工程细胞系的产业化应用障碍有望逐步消除ꎬ为细胞培养肉大规模

低成本生产提供新的技术选项ꎮ

４　 种子细胞无血清悬浮培养

种子细胞的规模化生产是细胞培养肉产业化的关键环节ꎬ而无血清培养与悬浮放大是突破成本与规

模瓶颈的必由之路ꎮ 无血清培养通过替代动物血清成分ꎬ为实现标准化、可控化生产奠定了基础ꎮ 悬浮培

养突破了二维贴壁培养的空间限制ꎬ极大地提升了单位体积细胞产量ꎬ是工业化生产的前提ꎮ
４.１　 种子细胞无血清培养基开发

培养基是种子细胞增殖的营养基础ꎬ占培养肉生产成本的 ７０％以上ꎮ 传统胎牛血清成分复杂、价格

昂贵、批次不稳定、存在病原污染风险及伦理争议ꎬ因此开发成分明确、成本可控的无血清培养基已成为行

业共识ꎮ 无血清培养基通常由基础培养基和功能添加因子 ２ 部分组成ꎬ其开发方法已从早期的“自上而

下”逐步替代法ꎬ发展为“自下而上”的理性设计法ꎬ并结合试验设计(ＤＯＥ)、代谢流分析及人工智能等技

术降低成本、提升效能[６５]ꎮ 目前ꎬ国内外已针对牛、猪、鸡等主要物种的种子细胞开发了多种无血清培养

基配方ꎮ Ｋｏｌｋｍａｎｎ 等[６０]通过逐步优化因子组合ꎬ建立了首个化学成分明确的牛成肌细胞无血清培养基ꎬ
其维持细胞增殖的效果与含血清培养基相当ꎮ Ｓｔｏｕｔ 等[９]基于人多能干细胞培养基 Ｂ８ꎬ开发了添加人重

组白蛋白的简单高效配方 Ｂｅｅｆｙ￣９ꎬ并进一步用油菜籽分离蛋白替代白蛋白ꎬ推出了成本更低的 Ｂｅｅｆｙ￣Ｒ 培

养基[６６]ꎮ Ｇｕｏ 等[１５]针对猪肌肉干细胞ꎬ开发了无血清增殖培养基 Ａ１９ꎬ该培养基能有效支持原代细胞与

ＣＤＫＮ２Ａ / ｐ１６ 基因敲除细胞系的增殖ꎬ同时维持其良好的成肌分化潜能ꎮ Ｌｕ 等[６７] 针对牛肌肉干细胞ꎬ通
过功能性小分子化合物筛选与协同优化ꎬ建立了 Ｂｅｅｆｙ￣Ｆ＋Ｓ 无血清增殖培养基ꎬ其支持细胞扩增的效能达

到了含血清培养基水平并且维持了细胞分化潜能ꎮ
当前ꎬ无血清培养基仍面临成本较高、效能不足等挑战ꎮ 未来ꎬ无血清培养基的发展将聚焦以下方向:

开发食品级甚至饲料级原料替代药品级成分ꎬ大幅降低成本ꎻ利用合成生物学技术规模化生产关键生长因

子与重组蛋白ꎻ结合人工智能与高通量筛选技术ꎬ快速优化多组分配方ꎻ建立培养基成分监测与循环利用

体系ꎬ进一步降低生产成本同时提高效能ꎮ
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４.２　 种子细胞大规模悬浮培养

传统二维贴壁培养存在空间利用率低、难以规模化等固有缺陷ꎬ悬浮培养技术通过构建立体化生长环

境ꎬ可大幅提升种子细胞生长密度与细胞产量ꎮ 目前ꎬ悬浮培养主要分为微载体悬浮培养与无载体悬浮培

养 ２ 种模式ꎮ 微载体悬浮培养利用球形微载体为种子细胞提供附着表面ꎬ将贴壁生长与悬浮培养结合起

来ꎬ可实现肌肉干细胞等难悬浮细胞的大规模培养[６８]ꎮ 微载体通常由明胶、海藻酸盐、壳聚糖等天然或合

成高分子材料制成ꎬ具有高比表面积、良好的生物相容性和可降解性[６９]ꎮ 该技术已应用于猪、牛、鸡等种

子细胞的扩增ꎮ 但其存在明显局限:细胞在微载体表面的附着与剥离过程会造成显著的细胞损失ꎻ微载体

本身增加了生产成本与后续分离纯化的难度ꎻ能够达到的细胞密度显著低于无载体悬浮ꎮ
无载体悬浮培养无须依托附着性材料ꎬ细胞直接在培养液中以单细胞或细胞团形式生长ꎬ能够简化工

艺、降低成本、提升产物纯度ꎮ 种子细胞的无载体悬浮生长ꎬ本质上是通过适应性驯化或定向调控ꎬ使细胞

克服失巢凋亡并重塑细胞－基质相互作用、细胞骨架结构与代谢模式ꎮ Ｙａｏ 等[３０]基于猪上胚层干细胞系

建立了可扩展的 ３Ｄ 悬浮培养平台ꎬ无需外源支架材料ꎬ细胞可依靠自身分泌的细胞外基质自发组装形成

组织样聚合球体ꎬ从而实现多组织细胞培养肉的构建ꎮ Ｐａｓｉｔｋａ 等[７]从多个鸡品种中获得了长期稳定传代

的胚胎成纤维细胞系ꎬ在无血清培养基中成功驯化为单细胞悬浮生长状态ꎬ连续培养下细胞密度每毫升可

达 １.０８×１０８ 个ꎮ 在此基础上ꎬ切向流过滤灌注式连续培养技术进一步优化了生产方案ꎬ降低了生产成本ꎮ
研究人员采用该技术在无动物源培养基中实现了鸡细胞 ２０ ｄ 以上的连续培养与多次收获ꎬ细胞密度最高

每毫升达 １.３×１０８ 个[１０]ꎮ 然而ꎬ细胞悬浮适应的分子机制长久以来不清晰ꎬ限制了该技术向更多物种的

拓展ꎮ Ｐａｎ 等[７０]建立了鸡胚成纤维细胞系 ＤＦ￣１ 的无载体悬浮培养体系ꎬ发现长期悬浮细胞的基因表达

模式更接近原始贴壁细胞ꎬ而非短期悬浮细胞ꎬ悬浮培养主要富集细胞周期、细胞外基质－受体相互作用

及 ＰＰＡＲγ 信号通路ꎬ且悬浮细胞的成脂能力、代谢活性与胶原分泌能力均得到增强ꎮ 后续研究进一步验

证了上述结果ꎬ并揭示了 ＤＦ￣１ 细胞悬浮适应的分子机制[７１]ꎮ 未来ꎬ需进一步探明驱动种子细胞悬浮驯化

的关键信号通路和调控基因ꎬ结合基因编辑技术等开发高效的细胞悬浮驯化方法ꎮ

５　 种子细胞分化与三维组织构建

种子细胞定向分化的科学基础源于对肌源性、脂源性细胞命运调控网络的系统解析ꎮ 种子细胞分化

为成熟肌管、脂肪细胞等功能性细胞ꎬ并借助三维组织构建技术强化细胞间及细胞与微环境的相互作用ꎬ
能够促进肌肉结构蛋白的大量合成与风味前体物质的积累ꎬ赋予细胞培养肉接近天然肉类的质构特性、口
感层次与营养价值ꎮ
５.１　 种子细胞分化调控机制

成肌与成脂分化是细胞培养肉生产中最核心的 ２ 个分化过程ꎬ分别由保守的转录因子网络精准调控ꎮ
成肌分化依赖 ＭｙｏＤ、肌细胞生成素(ＭｙｏＧ)、肌球蛋白重链(ＭｙＨＣ)等肌源性转录因子的时序性表达ꎬ驱
动单核成肌细胞退出细胞周期、融合形成多核肌管并逐步成熟[７２]ꎮ 成脂分化则以过氧化物酶体增殖物激

活受体 γ(ＰＰＡＲγ)和 ＣＣＡＡＴ /增强子结合蛋白(Ｃ / ＥＢＰ)为核心转录枢纽ꎬ调控细胞内脂滴的形成与积

累[２５]ꎮ 基于这些机制ꎬ研究者建立了多维度分化调控策略ꎬ并构建了无血清分化体系ꎮ Ｍｅｓｓｍｅｒ 等[４２] 通

过转录组分析鉴定出牛肌肉干细胞成肌分化早期显著上调的信号通路受体ꎬ补充对应配体实现了无血清

条件下的高效分化ꎮ 基于单细胞测序揭示的未分化细胞亚群的分子特征ꎬ靶向调控 ＭＥＫ / ＥＲＫ、Ｎｏｔｃｈ 等

信号通路能够促进肌肉干细胞同步退出细胞周期ꎬ使肌管融合指数接近 １００％ꎬ显著提升成肌分化均一性

与成熟度[７３]ꎮ 物理刺激如机械拉伸、电刺激能够模拟体内肌肉生长的力学环境ꎬ促进肌管的成熟与肌纤

维的有序排列[７４]ꎮ 无血清成脂诱导体系通常通过胰岛素、糖皮质激素类诱导剂、环磷酸腺苷(ｃＡＭＰ)通路

激活剂、ＰＰＡＲγ 激动剂以及脂肪酸供体等成分协同促进脂肪细胞形成ꎮ 其中ꎬ胰岛素可促进葡萄糖摄取、
脂质合成和细胞代谢活性ꎬ地塞米松、３－异丁基－１－甲基黄嘌呤( ＩＢＭＸ)、吲哚美辛、罗格列酮等诱导因子

可通过调节 Ｃ / ＥＢＰβ、Ｃ / ＥＢＰδ 和 ＰＰＡＲγ 等通路推动成脂程序启动[２５]ꎮ Ｍｉｔｉ 'ｃ 等[７５] 开发了跨物种适用的

简化型无血清成脂培养基ꎬ发现胰岛素和罗格列酮是无血清条件下诱导成脂的关键组分ꎬ该体系可用于

牛、羊、猪和小鼠来源细胞ꎬ并支持三维培养中的成熟脂肪细胞形成ꎮ
５.２　 种子细胞参与三维组织构建

三维组织构建通过支架材料为种子细胞提供生长微环境ꎬ引导细胞有序分化形成功能性组织ꎮ 理想

２５２１



　 第 ５ 期 郭仁朋ꎬ等:细胞培养肉种子细胞研究进展

的支架材料应具备细胞黏附支持、生物相容性、三维结构维持、可食用性及规模化制备潜力ꎮ 目前ꎬ动物源

蛋白、植物源蛋白、多糖类材料、真菌来源材料及其复合体系均已被用于细胞培养肉研究[７６]ꎮ 动物源蛋白

材料具有较好的细胞相容性ꎬ但受来源、成本与食品监管限制ꎬ植物源及其他非动物源材料逐渐受到关注ꎮ
Ｊｅｏｎｇ 等[７７]构建的玉米醇溶蛋白包覆海藻酸盐纤维可促进成肌细胞增殖与肌管有序排列ꎬ显示出植物蛋

白－多糖复合支架在结构化培养肉中的应用潜力ꎮ 此外ꎬＯｇａｗａ 等[７８]以食用菌丝体作为可食用支架ꎬ证明

其能够支持 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞和牛卫星细胞黏附、增殖与成肌分化ꎬ并可直接整合进入最终产品ꎮ 因此ꎬ未
来支架材料开发应更加注重非动物源、低成本、可食用等特征ꎮ

种子细胞并非被动依附于支架生长ꎬ而是通过特异性的分子识别与信号传导ꎬ主动响应支架的理化特

性ꎬ并通过自身分泌的细胞外基质成分重塑微环境ꎬ这一互作过程促进细胞的黏附增殖分化[７６]ꎮ 种子细

胞与支架的互作首先体现在分子识别上ꎮ 细胞表面的整合素受体能够特异性识别支架材料中的精氨酸－
甘氨酸－天冬氨酸(ＲＧＤ)等细胞黏附序列ꎬ触发黏着斑激酶的磷酸化激活ꎬ启动 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ、ＭＡＰＫ 等下游

信号通路ꎬ调控细胞骨架的重排与细胞周期进程[７９]ꎮ 例如ꎬ富含 ＲＧＤ 序列的明胶、大豆蛋白支架能够显

著促进肌肉干细胞的黏附与铺展ꎬ上调 ＭｙｏＤ 等成肌转录因子的表达ꎬ加速肌管融合[８０]ꎮ 支架的力学硬

度、微观拓扑结构等会通过机械传导影响种子细胞的命运:ＹＡＰ / ＴＡＺ 作为核心的机械信号传感器ꎬ能够响

应支架硬度的变化在细胞核与细胞质之间穿梭ꎬ较硬的支架会促进 ＹＡＰ / ＴＡＺ 入核ꎬ激活成肌相关基因的

表达ꎬ诱导肌肉干细胞向肌管分化ꎻ较软的支架更有利于脂肪干细胞的成脂分化ꎬ促进脂滴的形成与积

累[８１－８２]ꎮ 此外ꎬ支架的定向多孔或纤维结构能够诱导肌细胞有序排列ꎬ显著提升 ＭｙＨＣ 等肌肉蛋白的表

达量ꎬ形成与天然肌肉高度相似的平行肌纤维束[８３]ꎮ 在三维培养过程中ꎬ平滑肌细胞等通过分泌细胞外

基质成分ꎬ增强细胞与支架材料的结合强度[８４]ꎮ 当前块状结构化细胞培养肉生产仍面临大尺寸组织营养

传递不足、肌脂细胞协同分化调控困难等挑战ꎮ 未来研究将重点解析种子细胞与支架材料的互作机制ꎬ优
化两者的适配性ꎬ并结合血管化策略解决营养传递难题ꎬ逐步实现整块肌肉组织的工业化制备ꎮ

６　 种子细胞质量安全评价

种子细胞的基因组稳定性及表型一致性是细胞培养肉全链条安全评价的关键一环ꎮ 在长期扩增、无
血清及大规模悬浮培养过程中ꎬ细胞易发生基因组改变、表型漂移与功能衰退ꎬ导致生产效率下降ꎬ且可能

引入潜在的食品安全风险ꎮ 因此ꎬ建立覆盖种子细胞遗传安全、生长特性与分化能力的质量安全评价体

系ꎬ有助于实现细胞培养肉规模化、标准化生产ꎮ
６.１　 种子细胞安全性评价

种子细胞安全性评价聚焦于染色体完整性、基因组稳定性、致瘤风险、潜在病原等ꎮ 对于自发连续细

胞系与基因工程细胞系ꎬ需重点评估其长期传代过程中的基因组稳定性与非恶性转化表型ꎮ 在鸡胚成纤

维细胞系的安全性评价中ꎬ研究者通过转录组测序、核型分析与全基因组变异检测发现:长期传代的贴壁

细胞与悬浮细胞虽存在少量特征性染色体拷贝数变异ꎬ但在超过 ６００ 次群体倍增中核型整体保持稳定ꎻ关
键抑癌基因 ｐ５３ 的突变均为种系来源ꎬ无致癌性突变ꎻ彗星试验表明其 ＤＮＡ 损伤修复能力与原代细胞相

当ꎻ基于隐马尔可夫模型的功能分析工具(ＦＡＴＨＭＭ)预测显示其突变谱与原代细胞无显著差异ꎬ无人类

癌症相关突变富集ꎻ软琼脂克隆形成试验阴性ꎬ无成瘤风险ꎻ朊病毒相关基因与淀粉样纤维相关基因表达

与原代细胞相比显著下调[７]ꎮ 之后ꎬＰａｓｉｔｋａ 等[３２] 对长期传代牛成纤维细胞系的安全性评价验证了上述

体系的普适性:核型分析显示细胞存在有限的特征性染色体变异ꎻｐ５３ 仅存在种系突变与 １ 个无功能新发

突变ꎬＤＮＡ 修复能力未受影响ꎻＦＡＴＨＭＭ 与癌症特异性体细胞突变(ＣＳｃａｐｅ)预测均未发现致病性突变ꎻ
软琼脂克隆形成试验阴性ꎬ无致瘤潜能ꎻ线粒体功能在稳定传代后部分恢复ꎬ无持续氧化应激与有害代谢

产物积累ꎮ Ｌｉｕ 等[８]对猪肌源性基因工程细胞系 ＰＭ１６６ 进行了安全性检测ꎮ 核型分析表明细胞在 １５０ 次

传代中保持正常二倍体核型(３８ 条染色体)ꎬ８５％以上细胞为整倍体ꎻ全基因组测序结果显示ꎬ长期传代的

ＰＭ１６６ 细胞与原代细胞的单核苷酸多态性(ＳＮＰ)与插入缺失( Ｉｎｄｅｌ)图谱高度一致ꎬ且无致癌突变积累ꎬ
ｐ５３、ＲＢ１、ＰＴＥＮ 等 ８ 个关键肿瘤相关基因位点完整无变异ꎻ软琼脂克隆形成试验未观察到细胞集落ꎬ证实

ＰＭ１６６ 细胞无恶性转化特征ꎬ为其应用奠定了安全性基础ꎮ
６.２　 种子细胞质量及稳定性评价

种子细胞质量及稳定性评价旨在评估细胞在长期传代与规模化培养条件下的生长特性、分化能力与

３５２１
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表型一致性ꎮ 传统评价方法主要包括分子标志物检测、生长动力学分析与分化能力评估ꎮ 对于成肌细胞

而言ꎬ分子标志物检测以肌源性转录因子网络为核心ꎬ通过定量 ＰＣＲ、免疫荧光与Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测关键成

肌因子的表达水平ꎮ 生长动力学分析则通过测定倍增时间、累计群体倍增数与细胞活力ꎬ评估细胞增殖能

力ꎮ 分化能力通过肌管融合指数、肌纤维成熟度等进行量化ꎮ 传统评价方法存在耗时久、无法实时在线监

控的局限性ꎬ难以满足大规模生物反应器的动态调控需求ꎮ 基于人工智能与计算机视觉的智能化形态学

评价技术正在兴起ꎮ 细胞形态是其内部力学稳态与干性潜能的外在表现ꎬ通过高通量显微成像系统提取

细胞面积、周长、纵横比、圆度等几何参数ꎬ结合随机森林或深度学习算法ꎬ可建立形态特征与细胞倍增时

间、融合指数的定量关联模型[８５]ꎮ 例如ꎬ高干性猪肌肉干细胞呈现典型的“米粒状”梭形形态ꎬ而衰老或

分化细胞则趋于拉长或扁平化[１２]ꎮ 未来ꎬ结合多组学技术与多模态人工智能模型ꎬ可构建覆盖种子细胞

获取、扩增、分化全流程的智能化质量评价体系ꎬ提升培养肉生产的标准化与可控性ꎮ

７　 总结与展望

细胞培养肉作为新质蛋白领域的前沿技术ꎬ正处于从中试验证向工业化生产跨越的关键阶段ꎬ种子细

胞作为产业化的源头材料ꎬ其高效获取、规模化扩增、安全性与稳定性决定着生产成本与产品品质ꎮ 本文

梳理了细胞培养肉种子细胞的研究进展ꎬ对比分析了成体干细胞、多能干细胞与长期传代细胞系的技术特

点与应用前景ꎬ阐述了不同分离纯化技术的优劣ꎬ探讨了通过外源干预与基因编辑实现种子细胞长期稳定

扩增的不同路径ꎮ 同时ꎬ剖析了无血清培养基开发与悬浮培养技术的最新进展ꎬ分析了种子细胞分化调控

及其与支架的互作规律ꎬ探讨了建立涵盖遗传安全、生长特性与分化潜能的种子细胞质量安全评价体系的

可行性ꎮ
从国内外发展格局来看ꎬ长期传代细胞系、低成本无血清培养基和大规模悬浮培养仍是种子细胞产业

化应用的核心技术壁垒ꎮ 国外在鸡源和牛源种子细胞方面起步较早ꎬ已在鸡胚成纤维细胞长期传代、无血

清高密度悬浮培养ꎬ以及牛卫星细胞长期传代细胞系构建等方面形成一定优势ꎮ 相比之下ꎬ我国在猪源种

子细胞方面已形成坚实研究基础ꎬ已建立长期传代肌源性细胞系、无血清成肌与成脂分化体系ꎬ并在悬浮

放大和中试生产方面取得进展ꎮ 诚然ꎬ我国在种子细胞产业化方面仍存在明显短板:１)不同物种、不同组

织类型和适用于不同产品形态的食品级长期传代细胞系仍然不足ꎬ特别是鸡源和牛源种子细胞ꎻ２)培养

基成本仍是制约产业化的核心因素ꎬ当前种子细胞扩增和分化体系仍依赖重组生长因子等高价值组分ꎬ食
品级低成本替代方案仍需系统开发ꎮ 未来应加快构建多物种食品级种子细胞库ꎬ重点突破培养基降本、细
胞悬浮适应机制、生物反应器放大和食品安全评价标准等关键环节ꎬ从而为我国细胞培养肉种子细胞体系

的构建和规模化应用提供支撑ꎮ

图 ３　 符合细胞培养肉规模化生产要求的种子细胞质量标准

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｏｆ ｓｅｅｄ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ

面向万升级工业化生产需求ꎬ种子细胞需满足如下一系列质量标准(图 ３):１)遗传安全稳定ꎬ维持染

色体与基因组稳定ꎬ无有害突变积累、无致瘤风险ꎻ２)增殖能力优异ꎬ具备超过 １００ 次的稳定群体倍增能

力ꎬ倍增时间不高于 ２４ ｈꎻ３)培养适应性强ꎬ能够完全适应无血清培养基ꎬ生长与功能特性无显著改变ꎻ４)
悬浮性能良好ꎬ可实现单细胞悬浮培养ꎬ无明显细胞聚集ꎬ在生物反应器中高密度生长ꎻ５)分化潜能稳定ꎬ
保持稳定的分化效率ꎬ能够形成成熟的功能性细胞ꎻ６)代谢特性优良ꎬ葡萄糖消耗与乳酸、氨积累速率处

４５２１
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于可控范围ꎬ避免有害代谢副产物积累ꎮ 为了实现上述质量目标ꎬ未来需从分子机制解析、工艺体系适配

与智能质控升级 ３ 个维度协同发力ꎬ构建覆盖种子细胞全生命周期的系统性技术方案ꎮ
７.１　 从分子调控机制入手优化种子细胞性能

种子细胞领域一些尚待解决的关键科学问题:细胞衰老与干性维持的分子机制ꎬ特别是长期传代过程

中表观遗传修饰的动态变化规律ꎻ无血清培养条件下信号通路与细胞代谢的重塑机制ꎻ种子细胞悬浮适应

的分子机制ꎻ种子细胞与三维支架材料的互作机制ꎮ 未来ꎬ应整合多组学技术手段ꎬ系统绘制种子细胞增

殖衰老、悬浮适应及与材料互作的分子图谱ꎬ确定关键调控靶点ꎮ 在此基础上ꎬ面向产业化需求开展种子

细胞定向优化ꎮ 基于低监管风险的基因编辑策略ꎬ提高细胞长期传代稳定性、无血清适应性和悬浮扩增能

力ꎬ同时综合考虑遗传稳定性、悬浮耐受性和终产品安全评价需求ꎬ为中试放大和规模化应用提供支撑ꎮ
７.２　 结合工艺适配实现无血清悬浮培养

当前无血清培养基存在成本较高、效能不足等问题ꎬ悬浮培养技术在稳定性与效率方面也有较大优化

空间ꎮ 无血清培养基开发方面ꎬ可利用代谢流分析技术解析种子细胞的营养需求规律ꎬ结合高通量筛选与

人工智能技术ꎬ快速优化多组分配方ꎮ 同时ꎬ大力开发食品级甚至饲料级原料替代药品级成分ꎬ通过工程

化微生物实现关键生长因子的规模化生产ꎮ 悬浮培养技术方面ꎬ应针对不同种子细胞特性ꎬ开发差异化悬

浮驯化策略ꎬ同时推进无载体悬浮培养技术研究ꎬ结合生物工艺优化ꎬ实现种子细胞的高密度、长周期、连
续化生产ꎮ
７.３　 借助智能质控手段保障细胞质量与安全性

未来应结合我国新食品原料管理和食品安全评价需求ꎬ建立覆盖细胞来源、细胞库构建、传代历程、基
因修饰信息、培养基组分、生产工艺和终产品特征的全链条质量评价体系ꎮ 在安全性评价方面ꎬ应整合全

基因组测序、转录组分析、表观遗传检测等多组学技术ꎬ建立种子细胞遗传稳定性的综合评估方法ꎮ 开发

生物信息学预测与非动物试验评估手段ꎮ 在质量稳定性评价方面ꎬ应建立标准化的种子细胞库管理体系ꎬ
实现细胞来源、冻存批次、传代次数、培养条件和质量检测结果的全程记录ꎮ 同时ꎬ引入机器视觉与深度学

习的智能化评价技术ꎬ结合多模态传感器与人工智能算法ꎬ实现对培养过程中种子细胞状态、代谢产物浓

度等参数的实时监测与智能控制ꎬ提升细胞培养肉生产的标准化与可控性ꎮ 未来ꎬ智能质控体系还应与监

管申报要求相衔接ꎬ将细胞质量数据、工艺参数和安全评价结果转化为可用于产品备案、审评和标准制定

的数据基础ꎮ 通过将质量评价前置到种子细胞筛选、培养基开发和工艺放大阶段ꎬ可降低后续产业化转化

的不确定性ꎬ推动种子细胞稳定安全地应用于细胞培养肉生产ꎮ
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[１１] Ｄｉｎｇ ＸꎬＺｈｕｇｅ Ｗ ＴꎬＺｈａｎｇ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｉｎｓｐｉｒｅｄ ｃｏｒｅ￣ｓｈｅｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｍｉｃｒｏｆｉｂｅｒｓ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ[ Ｊ] . Ｃｈｅｍｉｃａｌ
Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２０２３ꎬ４７８:１４７４６７.

[１２] Ｗａｎｇ Ｊ ＬꎬＤｉｎｇ Ｓ ＪꎬＤａ Ｃ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ￣ｂａｓｅｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２３ꎬ７１(４７):１８６１３－１８６２１.

[１３] Ｄｏｈｍｅｎ Ｒ Ｇ ＪꎬＨｕｂａｌｅｋ ＳꎬＭｅｌｋｅ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｍｕｓｃｌｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｉｂｒｏ￣ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂｏｖｉｎｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ[Ｊ] .
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[１４] Ｄｉｎｇ Ｓ ＪꎬＳｗｅｎｎｅｎ Ｇ Ｎ ＭꎬＭｅｓｓｍｅｒ Ｔꎬｅｔ ａｌ. Ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ｂｏｖｉｎｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐ３８ ｐａｔｈｗａｙ[ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ２０１８ꎬ８:
１０８０８.　

[１５] Ｇｕｏ ＲꎬＷｕ ＺꎬＬｕ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｕｍ￣ｆｒｅｅ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｏｆ ｐｉｇ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｆｏｒ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２５ꎬ５(１):ｅ００７.

[１６] Ｘｉｅ Ｙ ＴꎬＤｉｎｇ Ｓ ＪꎬＷａｎｇ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｔｈａｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
ａｎｉｍａｌ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２６ꎬ５０２:１４７６５９.

[１７] Ｗａｎ Ｓ ＬꎬＰａｎ Ｑ ＱꎬＷｅｉ Ｊ Ｂꎬｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎꎬｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ[ Ｊ] . Ｃｚｅｃｈ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２２ꎬ６７(１０):４１６－４２３.

[１８] Ｚｈｏｕ ＸꎬＺｈｅｎｇ Ｈ ＷꎬＷｕ Ｙ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｓｃａｌａｂｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ａｄｉｐｏｓｅ ｃｅｌｌ￣ｌａｄｅｎ ｍｉｃｒｏｔｉｓｓｕｅｓ ｕｓｉｎｇ ｅｄｉｂｌｅ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ
ｆｏｒ ３Ｄ ｐｒｉｎｔｉｎｇ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｉｓｈ ｆｉｌｌｅｔｓ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ２０２５ꎬ１６:１７４０.

[１９] Ｙｉｎ ＨꎬＰｒｉｃｅ ＦꎬＲｕｄｎｉｃｋｉ Ｍ Ａ. Ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｎｉｃｈｅ[Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ２０１３ꎬ９３(１):２３－６７.
[２０] Ｇｕａｎ ＸꎬＺｈｏｕ Ｊ ＷꎬＤｕ Ｇ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ:ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ[ Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ

２０２２ꎬ４０(６):７２１－７３４.
[２１] Ｓｋｒｉｖｅｒｇａａｒｄ ＳꎬＫｒøｙｅｒ Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ ＭꎬＳａｈｅｂｅｋｈｔｉａｒｉ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｓｏｕｒｃｅｄ ｆｒｏｍ ｂｕｌｌ ｃａｌｖｅｓ ａｎｄ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ ｄｉｆｆｅｒｓ ｉｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｎｄ

ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｐａｃｉｔｙ￣ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｍｅａｔ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ２０２３ꎬ１７３:１１３２１７.
[２２] Ｌｅｅ ＪꎬＰａｒｋ ＪꎬＬａ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌ ｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ:ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｏｒｉｇｉｎ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ

ａｔｔｒｉｂｕｔｅｓ[Ｊ] . ｎｐｊ Ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ Ｆｏｏｄꎬ２０２６ꎬ１０:５６.
[２３] Ｍｏｌｉｎａ ＴꎬＦａｂｒｅ ＰꎬＤｕｍｏｎｔ Ｎ Ａ. Ｆｉｂｒｏ￣ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓꎬ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ[ Ｊ] . Ｏｐｅｎ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ

２０２１ꎬ１１(１２):２１０１１０.
[２４] Ｓｏｎｇ Ｗ ＪꎬＬｉｕ Ｐ ＰꎬＭｅｎｇ Ｚ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆａｔ ｂｙ ３Ｄ ｂｉｏｐｒｉｎｔｉｎｇ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ２０２２ꎬ１６２:１１１９５２.
[２５] Ｌｅｅ Ｙ ＳꎬＬｅｅ Ｈ ＪꎬＪｏ Ｃ. Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆａｔ ｆｏｒ ｃｅｌｌ ｂａｓｅｄ ｍｅａｔ[Ｊ] . Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ ｉｎ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ

Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙꎬ２０２６ꎬ２５:ｅ７０３３８.
[２６] Ｇｕａｎ ＸꎬＷａｎｇ Ｌ ＹꎬＳｕｎ Ｗ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｃｒｅａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ￣ｂａｓｅｄ ｈｙｂｒｉｄ ｎｏｏｄｌｅｓ ｆｏｒ ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ￣ｂａｌａｎｃｅｄ ｄｉｅｔｓ ｖｉａ ａ ｓｅｒｕｍ￣ｆｒｅｅ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ￣

ｆｒｅｅ ３Ｄ ｃｏ￣ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ[Ｊ] . Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２６ꎬ１３(１６):ｅ１９９１６.
[２７] Ｘｕｅ ＴꎬＺｈｅｎｇ Ｈ ＷꎬＺｈａｏ Ｙ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ(ＥｆＭＳ) ｆｒｏｍ ｂｒｏｗｎ￣ｍａｒｂｌｅｄ ｇｒｏｕｐｅｒ ｆｏｒ ｃｅｌｌ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｆｉｓｈ ｍｅａｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２４ꎬ７:１６９７.
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ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｆｏｏｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ] . ｅＬｉｆｅꎬ２０２３ꎬ１２:ｅ８２１２０.
[５１] Ｍａｄｅｍｔｚｏｇｌｏｕ ＤꎬＲｅｌａｉｘ Ｆ. Ｆｒｏｍ ｃｙｃｌｉｎｓ ｔｏ ＣＤＫＩｓ:ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｑｕｉｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

Ｃｅｌｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２２ꎬ４２０(１):１１３２７５.
[５２] Ｃｈａｋｒａｖａｒｔｉ ＤꎬＬａＢｅｌｌａ Ｋ ＡꎬＤｅＰｉｎｈｏ Ｒ Ａ. Ｔｅｌｏｍｅｒｅｓ:ｈｉｓｔｏｒｙꎬｈｅａｌｔｈꎬａｎｄ ｈａｌｌｍａｒｋｓ ｏｆ ａｇｉｎｇ[Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ２０２１ꎬ１８４(２):３０６－３２２.
[５３] Ｃｈｅｎ Ｈ ＸꎬＧｕｏ Ｒ ＰꎬＺｈａｎｇ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｅｒｋ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｓ ｉｎｄｉｓｐｅｎｓａｂｌｅ ｆｏｒ ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｌｆ￣ｒｅｎｅｗａｌ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ[ Ｊ] .

Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ２０１５ꎬ１１２(４４):Ｅ５９３６－Ｅ５９４３.
[５４] Ｇｉｏｆｔｓｉｄｉ ＳꎬＲｅｌａｉｘ ＦꎬＭｏｕｒｉｋｉｓ Ｐ. Ｔｈｅ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓꎬａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ[ Ｊ] . Ｓｋｅｌｅｔａｌ

Ｍｕｓｃｌｅꎬ２０２２ꎬ１２:９.
[５５] Ｂｒａｃｋ Ａ ＳꎬＣｏｎｂｏｙ Ｉ ＭꎬＣｏｎｂｏｙ Ｍ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｓｗｉｔｃｈ ｆｒｏｍ Ｎｏｔｃｈ ｔｏ Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｆｏｒ ｎｏｒｍａｌ ａｄｕｌｔ

ｍｙｏｇｅｎｅｓｉｓ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌꎬ２００８ꎬ２(１):５０－５９.
[５６] ｖｏｎ Ｍａｌｔｚａｈｎ ＪꎬＪｏｎｅｓ Ａ ＥꎬＰａｒｋｓ Ｒ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｐａｘ７ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａｄｕｌｔ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ[Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ

Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ２０１３ꎬ１１０(４１):１６４７４－１６４７９.
[５７] Ｌｉｕ ＺꎬＬｉｎ ＬꎬＺｈｕ Ｈ Ｚꎬｅｔ ａｌ. ＹＡＰ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉｔｙ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｃｅｌｌｓꎬ２０２１ꎬ１０(１１):３０６９.
[５８] Ｑｉｎ Ｇ ＹꎬＬｉｕ ＺꎬＬｕ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ

Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ２０２５ꎬ７５２:１５１４５６.
[５９] Ｆａｎｇ Ｊ ＨꎬＬｉ ＭꎬＺｈａｎｇ Ｇ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｅｘ ｖｉｖｏ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ[ Ｊ] .

Ｆｏｏｄ ＆ Ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ２０２２ꎬ１３(９):５０８９－５１０１.
[６０] Ｋｏｌｋｍａｎｎ Ａ ＭꎬＰｏｓｔ Ｍ ＪꎬＲｕｔｊｅｎｓ Ｍ Ａ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｕｍ￣ｆｒｅｅ ｍｅｄｉａ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｂｏｖｉｎｅ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ[ Ｊ] . Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ

７２(１):１１１－１２０.
[６１] Ｌｉ ＸꎬＣａｏ ＹꎬＬｉｕ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＩＧＦ１ ｏｎ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ] . Ｇｅｎｅｓꎬ２０２４ꎬ１５(１２):１４９４.
[６２] Ｚｈｕ Ｃ ＨꎬＭｏｕｌｙ ＶꎬＣｏｏｐｅｒ Ｒ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ ｉｓ ｏｖｅｒｃｏｍｅ ｂｙ ｈｕｍａｎ ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ａｎｄ ｃｙｃｌｉｎ￣

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ４:ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｇｉｎｇ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｅｓ[Ｊ] . Ａｇｉｎｇ Ｃｅｌｌꎬ２００７ꎬ６(４):５１５－５２３.
[６３] Ｌｅｉ Ｑ ＺꎬＬｉ ＭꎬＤｕ Ｇ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅｘ ｖｉｖｏ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２２ꎬ

４６:１０１５７１.
[６４] Ｚｉｒｍａｎ ＡꎬＡｂｅｄ Ｅｌ￣Ｎａｂｉ ＭꎬＳａｍｕｅｌ Ｅꎬｅｔ ａｌ. Ｐｏｏｌｅｄ ＣＲＩＳＰＲ ｓｃｒｅｅｎｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｋｅｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｅａｔ

[Ｊ] . Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２５ꎬ８:１３１３.
[６５] Ｌｉｕ Ｙ ＬꎬＳｕｎ Ｙ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｕｍ￣ｆｒｅｅ ｍｅｄｉａ ｆｏｒ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｍｅａｔ:ｆｒｏｍ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｔｏ ｃｏｓｔ￣ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ ｄｅｓｉｇｎ[Ｊ] . Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗｓ

ｉｎ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎꎬ２０２６:１－３０.
[６６] Ｓｔｏｕｔ Ａ ＪꎬＲｉｔｔｅｎｂｅｒｇ Ｍ ＬꎬＳｈｕｂ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ａ Ｂｅｅｆｙ￣Ｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ:ｒｅｐｌａｃｉｎｇ ａｌｂｕｍｉｎ ｗｉｔｈ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｓ[Ｊ] . Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ２０２３ꎬ

２９６:１２２０９２.
[６７] Ｌｕ ＨꎬＬｉｕ ＺꎬＬｉｕ Ｘ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｗｉｔｈ ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ ａｎｄ ｐ３８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｆｏｒ ｓｅｒｕｍ￣ｆｒｅｅ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ[Ｊ] . ｎｐｊ Ｓｃｉｅｎｃｅ

ｏｆ Ｆｏｏｄꎬ２０２６ꎬ１０:８１.
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[６８] Ｄｅｒａｋｈｔｉ ＳꎬＳａｆｉａｂａｄｉ￣Ｔａｌｉ Ｓ ＨꎬＡｍｏａｂｅｄｉｎｙ Ｇꎬｅｔ ａｌ. Ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｅｔａｃｈｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｉｎ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ￣ｂａｓｅｄ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ:ａ
ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｖｉｅｗ[Ｊ] . Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ:Ｃꎬ２０１９ꎬ１０３:１０９７８２.

[６９] Ｙｉｎ Ｈ ＷꎬＷａｎｇ ＬꎬＨｕｒ Ｓ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｃｅｌｌ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｉｓｈ ｍｅａｔ ｖｉａ ｓｃａｌｅ￣ｕｐ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｅｄｉｂｌｅ ｐｏｒｏｕｓ
ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２４ꎬ７２(２９):１６４７５－１６４８３.

[７０] Ｐａｎ Ｙ ＪꎬＺｈａｎｇ Ｙ ＭꎬＬｕ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｆｒｏｍ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｔｏ ｃａｒｒｉｅｒ￣ｆｒｅｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ
ｃｕｌｔｕｒｅ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２５ꎬ７３:１０７７１６.

[７１] Ｃｏｎｔｒｅｒａｓ Ｅ ＪꎬＮａｇａｒａｊａｎ ＡꎬＢｒｏｍｂｅｒｇ Ｂ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｏｆ ａｄｈｅｒｅｎｔ ａｎｄ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｍｅａｔ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ２０２６ꎬ２２９:１１８３６８.

[７２] Ｃｈａｌ ＪꎬＰｏｕｒｑｕｉé Ｏ. Ｍａｋｉｎｇ ｍｕｓｃｌｅ:ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ[Ｊ] . Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ２０１７ꎬ１４４(１２):２１０４－２１２２.
[７３] Ｍｅｌｚｅｎｅｒ ＬꎬＳｃｈａｅｋｅｎ ＬꎬＦｒｏｓ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｆａｔｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｍｕｓｃｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
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