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　　鹿茸是雄鹿额部生长出来的尚未骨化的嫩角 ,是

雄鹿的第二性征 ,具有较高的药用价值。鹿茸是唯一

的失去后还能完全再生的器官 ,它每天能生长 1～

2 cm,是生长最快的组织。鹿茸不会出现癌变特征 ,

可以作为很好的器官再生研究模型。搞清楚鹿茸再

生机制将为动物组织器官再生提供可借鉴的理论依

据。研究证实 ,鹿茸的再生来源于角柄骨膜干细胞 ,

生茸区骨膜细胞层细胞是角柄组织发生所依赖的干

细胞 ,角柄中不同阶段的软骨及骨细胞都来源于这一

细胞层的细胞 ,生茸区骨膜干细胞在鹿茸的再生过程

中具有不可替代的作用。随着分子生物学技术的发

展 ,不少研究者把目光放在鹿茸基因方面的研究上。

试验利用分子生物学技术成功地构建了梅花鹿生茸

区骨膜干细胞 cDNA表达文库 ,为下一步寻找、克隆

有关鹿茸再生的新基因打下了基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　细胞　鹿生茸区骨膜细胞 ,由中国农业科学

院特产研究所生物技术室取材培养。

1. 1. 2　主要试剂 　DEPC, Sigma公司 ; Trizol Rea2
gent, Invitrogen公司 ; mRNA Purification kit, Amersham

公司 ; O rient Exp ress cDNA L ibrary Construction Sys2
tem s试剂盒 , (λSCREEN ) , Invitrogen公司 ; DL -

2 000 Marker, TaKaRa公司 ; SM [每升含 5 mol/L NaCl

20 mL, 1 mol/L MgSO4 10 mL, 1 mol/L Tris - HCl

50 mL (pH值为 7. 5) ] ,自配 ;其余试剂均为国产分

析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1　鹿生茸区骨膜的选取　选择初角茸刚开始发

育的 4月龄左右的雄性梅花鹿 ,取下鹿头带回实验

室 ;酒精、碘酒消毒 ,刮净鹿茸生长区 (额脊突褶皱

处 )及周围的鹿毛 ,彻底消毒 ,然后进行无菌操作 ;小

心去掉生茸区的皮肤 ,避免伤及骨膜 ;暴露骨膜 ,把生

茸区骨膜四周切断 ;用鼠牙镊将生茸区骨膜撕下 ,放

入 PBS中 ,尽快进行细胞培养。鹿生茸区骨膜比身

体其他部位的骨膜厚 ,很容易剥离 ,所取骨膜面积大

小因鹿而异 ,为保证取材真实性 ,取额外脊后半部分。

1. 2. 2　鹿生茸区骨膜细胞的培养　在无菌条件下将
所取得的鹿生茸区骨膜剪碎 ,用 PBS洗 1～2次 ;然

后加入 30～50倍体积的胶原酶 Ⅰ溶液消化一段时
间 ,在消化过程中注意观察消化液的混浊情况及细胞

的游离情况 ; 当观察到细胞从组织块游离时 ,

1 000 r/m in离心 5 m in,收集细胞 ;将收集到的细胞及

未被完全消化的组织小块用无血清的 DMEM洗 1次 ,

接种到含双抗和 10%胎牛血清 ( FBS)的 DMEM培养
液中 ,放入 37 ℃、5% CO2饱和湿度的培养箱中培养 ;

3～4 d后观察细胞的贴壁情况 ,此后每隔 2 d换培养

液 1次 ;待原代细胞生长到 80%～90%时 (7～8 d)

进行细胞传代培养 ,每隔 2 d传代 1次。如果需要保
存 ,则用液氮冷冻保存。

1. 2. 3　cDNA表达文库的构建　 (1) RNA的提取及
mRNA的纯化。用 Trizol Reagent提取鹿生茸区骨膜

干细胞总 RNA ,用生物素化的 oligo ( dT)亲和层析法

分离、纯化鹿生茸区骨膜干细胞 mRNA,凝胶电泳检

测 ,分光光度计测定 RNA浓度 ,获得 4μg mRNA。
(2)单链 cDNA合成。以纯化的 mRNA为模板 ,

oligo ( dT)为引物 , Methylation dNTP M ix为底物反转
录合成 cDNA第 1链。

(3 ) DNA的合成。在 16 ℃条件下利用 DNA

poly - meraseⅠ和 RNase H合成双链 cDNA。
(4)末端平化。DNA聚合酶补平 cDNA末端 ,与

EcoRⅠ /H indⅢ定向接头连接后再分别用 EcoRⅠ和
H indⅢ酶切消化。

(5) 柱层析。通过柱和凝胶过滤除去多余的接
头和小于 300 bp的 cDNA片段。

(6) 包装。回收大于 300 bp的 cDNA片段 ,用
T4 DNA连接酶与载体λSCREEN于 16 ℃连接过夜 ,

然后将连接产物体外包装为具有感染性的λ噬菌体
颗粒。

( 7 ) 文库初级库容量的测定。将 1 μL

λSCREEN重组包装产物分别用 SM按 1 ×10
3

, 1 ×
10

4
, 1 ×10

5倍进行稀释 ;取 100μL稀释的噬菌体溶
液和 100μL过夜培养的宿主菌 E. coli ER1647, 37 ℃

静置吸附 20 m in;加到 47 ℃左右的 3 mL顶层琼脂糖
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中 ,混合均匀后马上倒入 90 mm LB平板上 , 37 ℃倒

置培养过夜 ;统计噬菌斑数 ,计算文库容量 ,公式为 :

文库效价 ( PFU /mL) =噬菌斑数 ×稀释倍数 ×10。
(8)文库的扩增。将 1. 5 ×10

6原始文库噬菌体

克隆铺在 120 mm Hagar平板上 , 37 ℃倒置培养至噬

菌斑长满 (6～7 h) ;加入 10 mL SM洗脱 , 4 ℃过夜 ,

收集所有洗脱液 ;加入 5μL氯仿抽提 ,收集上清液 ,

测定文库效价 ;加 DMSO至终浓度为 7% , 200μL每

管分装后 - 70 ℃保存 ,备用。

1. 2. 4　表达文库中 cDNA片段长度的 PCR鉴定 　

在初级文库库容鉴定的 LB平板上随机挑取若干个

单独的噬菌斑 ,用 SM洗脱 , 4 ℃过夜 ;以洗脱的噬菌

斑为模板 ,用λSCREEN载体多克隆位点两端的 1对

通用引物 (上游引物为 5′- CGAACGCCAGCACATG2
GACAGC - 3′,下游引物为 5′- GCTAGTTATTGCT2
CAGCGG - 3′)进行 PCR扩增。PCR扩增体系 : 10 ×

PCR Buffer 5μL; dNTP M ix ( 100 mmol/L ) 4μL;上、

下游引物各 1μL ( 10 pmol/μL ) ; TaqDNA聚合酶

0. 2μL (1. 25 U) ;文库模板 4μL;去离子水 34. 8μL。

扩增参数 : 94 ℃ 3 m in; 94 ℃ 1 m in; 58 ℃ 1 m in,

72 ℃ 2 m in, 35个循环 ;最后 72 ℃ 6 m in。取 5μL扩

增产物在 1%琼脂糖凝胶上电泳 ,初步估计文库中所

插入 cDNA片段的大小。

2　结果

2. 1　RNA和 mRNA的检测结果

经微量核酸蛋白检测仪测定 ,总 RNA的 OD260 /

OD280 = 1. 980,浓度是 1. 875μg/μL;琼脂糖凝胶电泳

分析结果见图 1,紫外灯下观察 5. 8S、18S、28S条带

很清晰 ,说明所提取的 RNA完整无降解。

1. DL - 2 000 Marker; 2. RNA 。

图 1　总 RNA的凝胶电泳检测结果

2. 2　双链 cDNA的检测结果
对所合成的双链 cDNA进行琼脂糖凝胶电泳 ,检

测结果见图 2。图 2结果显示 cDNA的分子多数集中
在 300～1 500 bp之间 ,符合建库要求。柱层析后大

片段 cDNA电泳检测结果见图 3。通过柱层析后回
收的 DNA片段的分子质量大小依次降低 ,其中 3, 4,

5泳道的 cDNA片段都分布在 300 bp以上 ,因此试验

选取了 3, 4, 5泳道所代表的 cDNA片段。

1. DL - 2 000 Marker; 2. cDNA。

图 2　第 2链 cDNA琼脂糖凝胶电泳结果

1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 12.柱层析 cDNA片段 ; 7, 8. DL - 2 000 Marker。

图 3　分级分离后大片段 cDNA片段的电泳检测结果

2. 3　cDNA表达文库初级库容量和库容量扩增结果

以 1 ×104倍稀释初级文库并测定初级文库的库

容量 ,经计数平板上长有约 150个噬菌斑 ,根据文库

效价计算公式得出所构建的鹿生茸区骨膜干细胞

cDNA表达文库初级库容量约为 1. 5 ×10
6

PFU /mL。

文库效价理论上达到要求 ,质量较好 ,噬菌斑生长情

况见图 4。扩增初级文库 ,扩增后的文库效价约为

9 ×10
9

PFU /mL。

图 4　平板上噬菌斑的生长情况

2. 4　PCR检测结果

将随机挑取的噬菌斑 PCR通过琼脂糖凝胶电

泳 ,结果显示 cDNA插入片段在 300～2 000 bp之间 ,

具体见图 5,证明所构建的表达文库中插入片段的质

量较高。

3　讨论
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1～10.插入文库中的随机 cDNA片段 ; 11. DL - 2 000 Marker。

图 5　表达文库中 cDNA片段长度的 PCR鉴定结果

目前 ,获得新基因的手段有很多 ,其中 cDNA表

达文库的构建是一种较为简捷、有效的分子生物学方

法。试验以鹿生茸区骨膜细胞为材料 ,采用 Invitro2
gen公司的 O rient Exp ress cDNA L ibrary Construction

System s (λSCREEN) 试剂盒首次构建了梅花鹿生茸

区骨膜干细胞 cDNA表达文库。

试验没有直接利用鹿生茸区骨膜来提取 RNA ,

而是用培养的原代鹿生茸区骨膜细胞来提取 RNA ,

其原因为 : (1)鹿生茸区骨膜组织是雄性鹿性成熟前

的特殊组织 ,是生茸的组织基础 ,它的量非常少 ,并且

鹿生茸区骨膜的取材带有明显的季节性 ,只能在每年

的四五月份进行取材 ,因此它是非常珍贵的材料 ,如

果直接利用既会耗费材料、加大研究成本 ,又会因季

节的限制不利于研究的持续性。 ( 2)鹿生茸区骨膜

是一种坚韧的纤维组织 ,不利于研磨。 ( 3)如果直接

用鹿生茸区骨膜组织作为材料提取 RNA ,组织块在

冻融和保存过程中可能有 mRNA的降解 ,同时在研

磨的过程中可能会有外源 RNA酶的污染 ,不能保证

建库所需要的 mRNA质量。试验直接用 Trizol试剂

裂解活细胞 ,不用骨膜组织作为材料 ,在一定程度上

避免了上述问题 ,从根本上保证了 mRNA的质量 ,提

高了 mRNA的种类和丰度 ,保证了 cDNA文库具有的

多样性和代表性。

试验构建的表达文库 , 其初级库容是为

1. 5 ×10
6

PUF /mL,插入片段均分布在 300 bp以上 ,

这说明试验构建的文库符合理论要求 ,为下一步获得

与鹿茸再生相关的新基因提供了有利条件 ,也为进一

步研究鹿茸的发生及再生机理奠定了基础。 (011)
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　　在狐狸、貉、貂人工授精技术应用过程中 ,准确的

发情鉴定是确保母兽在发情旺期适时配种的关键之

一。在丹麦、芬兰等养狐发达国家 ,普遍采用狐狸、

貉、貂发情程度检测仪检测母兽发情程度 ,进而确定

母兽最佳人工授精时间。在我国 ,也有类似仪器的应

用。

1　检测仪的理论基础及现状

生物电阻抗技术是利用发情程度检测仪量化判

断母兽发情程度的理论依据。该技术是利用生物组

织与器官的电特性及其变化规律提取与人体生理、病

理状况相关的生物医学信息的检测技术。它通常借

助于置于体表的电极系统向检测对象送入 1个微小

的交流测量电流检测相应的电阻抗及其变化 ,然后根

据不同的应用目的获取相应的病理或生理信息。这

一理论同样适用于狐狸、貉、貂等野兽。我国的毛皮

兽生产和科研人员也报道了北极狐发情期间阴道分

泌物电阻抗值的变化规律 ,因此利用生物电阻抗技术

判断母兽发情程度是可行的。该技术原理是 :设 R0、
R1、C分别为细胞外液电阻、细胞内液电阻、细胞膜电
容 ,生物组织的电阻抗 Z可由下式表示 , Z = R0 /

( ZC + R1 )。
目前 ,国内研制的狐狸、貉、貂发情程度检测仪的

缺点主要表现为 :没有数值滤波 ,测量数据的可靠性
不高、显示稳定性差。国外相同功能的测量仪器存在

的主要缺点是 :采用低档微控制器及并行数据显示 ,

技术老化 ,体积大。试验所研究的狐狸、貉、貂发情程

度检测仪采用的是高档微控制器、串行数据显及高集
成度元器件 ,经实测发现该仪器能准确测量狐狸、貉、

貂等母兽发情期间阴道分泌物的电阻抗值 ,具有足够
的精度 (设计精度达 0. 5% ) ,重复性好 ,数据显示稳

定性好 ,体积小 ,具有良好的应用价值。
2　检测仪的测量原理

检测仪包括电源电路 ( + 9V电池、恒压源电路和
恒流源电路 )、主机、控制电路、测量电路、液晶显示

和夜间照明电路。恒压源电路为主机、液晶显示、恒
流源电路及控制电路提供工作电源 ,并为主机提供

A /D转换基准。主机由微控制器作为控制核心 ,该
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