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摘 要: 以鹿茸干细胞为研究对象，分别采用甲基化敏感性扩增多态性( MSAP) 和荧光标记甲基化敏感性扩
增多态性( F-MSAP) 方法对鹿茸干细胞进行全基因组 DNA 甲基化检测。结果表明: MSAP 方法共检测到 387
个位点，F-MSAP方法共检测出 1 524 个位点。2 种方法所得结果中均发现Ⅰ型条带数最多，Ⅲ型条带数最少。
与 MSAP方法比较，F-MSAP方法在数据分析和实际操作过程中具有安全、高效、高通量、自动化等特点，更适
用于检测鹿茸干细胞基因组 DNA甲基化。
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Abstract: The methylation-sensitive amplification polymorphism ( MSAP) and the fluorescence-la-
beled methylation-sensitive amplification polymorphism ( F-MSAP) are both modified AFLP ( ampli-
fied fragment length polymorphism) techniques to investigate cytosine methylation in genomes． In F-
MSAP system，selective amplification is fluorescently labeled and selective products could be detec-
ted by DNA sequencer． In the present study，MSAP and F-MSAP methods were used to analyze
DNA methylation in antler stem cells． In MSAP and F-MSAP systems，a total of 387 and 1 524 frag-
ments were detected，respectively，and type I fragments are the most frequent and type Ⅲ fragments
are the least frequent． The results show that compared to MSAP method，F-MSAP method had the
main advantages of safety，high efficiency，high sensitivity and automation in the process of data a-
nalysis and operation． Overall，the present study reveals that the F-MSAP method was more suitable
than MSAP method for detecting cytosine methylation in antler stem cells as well as deer．
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在真核生物中，DNA 甲基化是一种重要的表
观遗传学修饰方式，是在 DNA甲基化转移酶的作
用下将 S-腺苷硫氨酸中的甲基基团添加到 DNA
分子中的一种修饰过程［1］。DNA 甲基化在生物
基因组中广泛存在，在生命过程中起到重要调控

作用。近年来，DNA甲基化调控成为了组织和器
官再生领域的研究热点。研究表明，DNA 甲基化
对组织和器官的再生起到调控作用，如非洲爪蟾

尾部再生［2］、啮齿类脊髓再生［3］、斑马鱼鳍再
生［4］、斑马鱼视网膜再生［5］、肌肉再生［6］和人毛
囊再生［7］等。
断肢再生是再生医学研究领域的热点。目

前，断肢再生的研究还局限于蝾螈、爪蟾和斑马鱼
这些低等动物，而低等动物与哺乳动物的遗传距

离甚远并且再生形式不同，所以研究成果无法应

用到哺乳动物断肢再生中。鹿茸是目前已知的唯
一能够完全再生的哺乳动物附属器官［8］，因此将

鹿茸作为哺乳动物断肢再生模型更有针对性。鹿
茸每年春季由雄鹿的角柄上再生，角柄骨膜是鹿

茸再生的关键组织［9］。研究表明，鹿茸角柄骨膜
细胞能够表达胚胎干细胞特征基因和分化成为多

种细胞类型，因此鹿茸的再生是基于鹿茸干细胞

的再生［10］。鹿茸再生和 DNA甲基化间也存在密
切调控关系，能够获得鹿茸干细胞基因组 DNA甲
基化数据，将有助于揭示鹿茸再生的分子调控机

制。
DNA甲基化敏感性扩增片段多态性( Methyl-

ation sensitive amplifiedpolymorphism，MSAP) 技术
是在 AFLP技术基础上建立起来的一种检测动植
物基因组 DNA甲基化的方法。目前，MSAP 技术
已广泛应用于动植物基因组 DNA 甲基化检测分
析中，例如，昆虫、鸡和西瓜的基因组 DNA甲基化
检测［11-13］。荧光标记 DNA 甲基化敏感性扩增片
段多态性( Fluorescence-labeled methylation sensi-
tive amplified polymorphism，F-MSAP) 技术是一种
改进的 MSAP 技术，是将 MSAP 中的选择扩增产
物进行荧光标记。目前 F-MSAP 已经应用在鸡、
猪、玉米基因组 DNA甲基化检测中［14-16］。

1 材料与方法

1. 1 鹿茸干细胞基因组 DNA的提取
将鹿茸干细胞按照细胞基因组 DNA 提取试

剂盒( QIAGEN) 操作手册要求和方法进行 DNA

提取及纯化，结果于 0. 8%琼脂糖凝胶电泳检测，
Biophotometer分光光度计( Eppendorf) 检测浓度。
1. 2 引物与接头
接头和引物参考 Yang方法设计［15］。引物与

接头由上海生工生物工程公司合成( 表 1) 。
1. 3 MSAP和 F-MSAP
取 2 份 鹿 茸 干 细 胞 DNA 250 ng

( 100 ng /μL) ，同时进行 HpaⅡ /EcoＲⅠ和 MspⅠ /
EcoＲⅠ酶切，体系如下: DNA 250 ng，EcoＲⅠ
10 U，HpaⅡ和 MspⅠ各 20 U，37 ℃ 8 h，水浴
65 ℃ 20 min 灭活，酶切产物 0. 8% 琼脂糖凝胶
电泳检测。酶切产物用 T4 DNA Ligase 与接头进
行连接。连接产物稀释 20 倍作为预扩增模版进
行扩增，预扩增引物见表 1。预扩增条件: 94 ℃
5 min; 94 ℃ 30 s，56 ℃ 1 min，72 ℃1 min，30 个
循环; 72 ℃延伸7 min; 16 ℃保存。反应结束后，
预扩增产物经 0. 8% 琼脂糖凝胶电泳检测。将预
扩增产物稀释 10 倍作为选择性扩增模板，选择性
扩增引物序列见表 1，扩增条件: 94 ℃ 5 min;
94 ℃ 30 s，65 ℃ 30 s( 每循环降低 0. 7 ℃ ) ，72 ℃
1 min，13 个循环; 94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃
1 min，23 个循环; 72 ℃延伸 7 min，16 ℃保存，选
择性扩增产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳检测。所有
限制性内切酶均购于 Thermo公司，PCＲ聚合酶购
于 TaKaＲa公司。

表 1 引物和接头序列

Table 1． Sequences of primers and adapters

引物 /接头 序列

EcoＲⅠ接头 5'-CTCGTAGACTCGTACC-3'
3'-CATCTGACGCATGGTTAA-5'

E + 1 预扩增引物 5'-GACTGCGTACCAATTC + A-3'

5'-GACTGCGTACCAATTC + AAC-3'
5'-GACTGCGTACCAATTC + AAG-3'
5'-GACTGCGTACCAATTC + ACA-3
5'-GACTGCGTACCAATTC + AGT-3'

E + 3 选择性
扩增引物

5'-GACTGCGTACCAATTC + ATC-3
5'-GACTGCGTACCAATTC + ACT-3'
5'-GACTGCGTACCAATTC + AGA-3
5'-GACTGCGTACCAATTC + ATG-3'

HpaⅡ /MspⅠ接头 5'-GACGATGAGTCTAGAA-3'
3'-CTACTCAGATCTTGC-5'

HM +1 预扩增引物 5'-GATGAGTCTAGAACGG + T-3'
HM +3 选择性
扩增引物

5'-FAM-GATGAGTCTAGAACGG + TAC-
3'5'-FAM-GATGAGTCTAGAACGG + TAG-
3'
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1. 4 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳( MSAP)
在 90 mL 5% 聚丙烯酰胺胶中加入 10% APS

320 μL，TEMED 80 μL，90 W 预电泳 30 min。取
MSAP产物 5 μL，加入同体积的变性缓冲液，
95 ℃变性 10 min，冰上放置 10 min，上样。60 W
电泳，直到溴酚蓝到达板底部，时间约为 3. 5 h，进
行银染。
1. 5 ABI 3730xl测序仪毛细管电泳( F-MSAP)

F-MSAP产物在 ABI 3730xl 测序仪上进行毛
细管电泳检测，具体步骤: 将 5 μL 选择扩增样品
分别加入 96 孔板中，加入 0. 25 μL ＲOX500 分子
量内标，95 ℃变性 10 min，冰上放置 10 min，进行
毛细管电泳。数据结果通过 GeneScan 3. 0 软件
以 Excel 表格形式输出，最后通过自主开发的
MSA分析软件对荧光图谱进行数据统计。

2 结 果

2. 1 鹿茸干细胞基因组 DNA 甲基化 MSAP 检
测结果

利用 16 对引物对 DNA酶切产物进行了选择
性扩增，通过 MSAP 技术对选择性扩增产物进行
检测，由于引物数量较多，只展示部分结果( 图

1) 。

1 ～ 8． 引物; H． HpaⅡ /EcoＲⅠ双酶切; M ． MspⅠ /EcoＲⅠ

双酶切

图 1 MSAP图谱
Fig． 1． MSAP profiles

2. 2 选择性扩增产物荧光标记的 F-MSAP图谱
F-MSAP产物在 ABI 3730xl 测序仪上进行毛

细管电泳，电泳结束后，数据通过 GeneScan3. 0 软
件进行初步分析，最终 F-MSAP数据以 Excel表格
形式输出。F-MSAP图谱见图 2。

1 ～ 8．引物; H． HpaⅡ /EcoＲⅠ双酶切; M ． MspⅠ /EcoＲⅠ双

酶切

图 2 F-MSAP图谱
Fig． 2． F-MSAP profiles

2. 3 MSAP和 F-MSAP数据统计
在 MSAP 的数据统计过程中，MSAP 通过聚

丙烯酰胺凝胶对产物进行分离，人工进行数据统

计，再通过手动计算，最后统计得出 DNA 甲基化
水平。而 F-MSAP 体系中，产物通过毛细管电泳
分离后，数据通过 Genscan 3. 0 软件处理后以
Excel表格的形式输出，无需人工进行统计，能够
更直观和准确的得到分析数据，此外，针对 F-
MSAP输出数据开发了数据分析软件( MSA) ，缩
短了数据分析时间，提高了数据的准确性。MSAP
和F-MSAP数据统计结果分别见表 2 和表 3。
在 MSAP 和 F-MSAP 检测体系中，基因组

DNA被同裂酶酶切后能够得到 3 种类型甲基化
片段:Ⅰ型，同一样品 2 种酶切组合中都出现的条
带( 非甲基化条带) ;Ⅱ型，只出现在 HpaⅡ泳道中
的条带( 半甲基化条带) ;Ⅲ型，只出现在MspⅠ酶
切泳道中的条带( 全甲基化条带) 。
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表 2 MSAP分析结果
Table 2． Analysis results of MSAP

引物编号 总带数 Ⅰ型带数 Ⅱ型带数 Ⅲ型带数

1 29 19 4 6

2 33 18 11 4

3 25 14 5 6

4 19 11 4 4

5 38 24 8 6

6 27 17 8 3

7 22 9 9 4

8 26 17 5 4

9 16 9 3 4

10 30 20 7 3

11 18 10 4 4

12 19 9 6 4

13 25 15 3 7

14 24 10 8 4

15 17 10 4 3

16 29 17 6 6

总计 387 203 95 89

表 3 F-MSAP分析结果
Table 3． Analysis results of F-MSAP

引物编号 总带数 Ⅰ型带数 Ⅱ型带数 Ⅲ型带数

1 86 37 35 14

2 82 45 33 4

3 104 46 44 14

4 102 49 39 14

5 95 44 31 20

6 86 35 30 21

7 95 47 23 25

8 88 49 23 16

9 98 43 40 15

10 86 39 26 21

11 91 40 27 24

12 49 31 12 6

13 111 57 33 21

14 117 49 41 27

15 116 71 27 18

16 108 58 30 20

总计 1 524 740 494 290

同一样品经过 2 种方法检测后，对数据进行

统计。MSAP技术检测中，在胶板共找到 387 个
位点，其中Ⅰ型条带 203 个，Ⅱ型条带 95 个，Ⅲ型
条带 89 个。在 F-MSAP 技术中，共检测到
1 524 个位点，其中，Ⅰ型条带 740 个，Ⅱ型条带
494 个，Ⅲ型条带 290 个。在 F-MSAP 中 16 对引
物所得到条带数为 49 ～ 117，MSAP 条带数为 16
～38。2 组数据中均发现，Ⅰ型条带数最多，Ⅲ型
条带数最少。结果表明 MSAP 和 F-MSAP 方法都
能应用到鹿茸干细胞基因组 DNA甲基化检测中，
而且 F-MSAP方法中得到的条带更多，对于后面
的结果统计更精确。

3 讨 论

鹿茸是目前已知的唯一可周期再生的哺乳动

物附属器官。目前对鹿基因组还未测定，所以鹿
茸再生的分子生物学调控机制，尤其是表观遗传

学调控机制还知之甚少。如果获得鹿茸再生前后
鹿茸干细胞基因组 DNA甲基化数据，将有可能揭
示鹿茸再生的调控机制。MSAP 是一种全基因组
DNA甲基化技术，是一种经过修饰的 AFLP 技
术［9］，目前已经广泛应用在各种动植物基因组

DNA甲基化研究中，并且被证明是一种能够高效
检测基因组 DNA 甲基化方法［17-18］。在 MSAP 技
术中用同裂酶 HpaⅡ和 MspⅠ，代替了 AFLP技术
中的MseⅠ，对基因组进行酶切。同裂酶 HpaⅡ和
MspⅠ能够识别基因组中 CCGG 片段中的胞嘧啶
甲基化位点，但这 2 种酶对胞嘧啶位点具有不同
甲基化的敏感性，所以通过这 2 种酶分别对基因
组进行酶切后就可以产生不同的甲基化条带。甲
基化条带与接头连接后通过引物进行 PCＲ 扩增，
最终获得特异性甲基化敏感条带。理论上讲，
AFLP 技术推动 MSAP 技术的发展。Huang 和
Sun［19］在 1999 年应用荧光标记方法改良了 AFLP
技术取得了具有更高可辨性结果，与传统的方法

比较能够多检测出 10% ～ 30% 的多态性条带。
在 MSAP和 F-MSAP实际操作过程中发现，MSAP
在银染过程中存在更多的人为因素，这些因素能

够导致银染胶中出现条带模糊现象和重复性差，

因而影响最终数据的准确性。而 F-MSAP 技术很
少有人为因素参与，其结果不仅重复性非常好，而

且可以通过软件自动完成统计，避免了人为统计

的错误。很多研究也证明，通过改进的荧光标记
系统具有更安全、更灵敏、更便于操作的特点。所
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以，通过荧光标记的方法对 MSAP 进行改进就形
成了现在的 F-MSAP技术。因此，F-MSAP方法更
适合用于鹿茸干细胞基因组 DNA 甲基化和其他
物种基因组 DNA甲基化检测。
本研究首次应用 MSAP 和 F-MSAP 技术检测

了鹿茸干细胞基因组 DNA 甲基化水平。结果表
明，F-MSAP 方法相对于 MSAP 方法具有以下优
点: 选择性扩增引物通过荧光标记并结合自动化

的 DNA测序仪，更好地提高了对扩增产物的分辨
率和检测结果; 扩增片段不受胶条大小的限制，所

有片段能够更好地完成分离; 无需进行银染操作，

更加安全和快捷，提高了试验的灵活性，可以在任

何时间进行片段扩增和进行 F-MSAP 检测，与
MSAP技术对比，节省了大量的试验时间; 通过
DNA测序仪对样品进行检测，使几乎所有的扩增
片段都可以通过荧光信号检测出来，增加了数据

的准确性。杨春［20］利用 MSAP 和 F-MSAP 方法，
分析比较了猪肌肉组织 DNA 甲基化，结果表明
F-MSAP比 MSAP 技术存在优越性，本研究结果
与其相同。综上所述，相对于 MSAP 技术，F-
MSAP技术在实际应用中具有更加安全、高通量、
高分辨率等优点。另外，通过自主开发的软件对
F-MSAP 数据进行分析节省时间，避免人工统计
中出现的人为错误，使数据的统计更加准确。所
以 F-MSAP更适合应用到对鹿茸干细胞及其他物
种的基因组 DNA甲基化检测中，为今后深入研究
鹿茸再生与表观遗传学间相互关系奠定了基础。
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