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摘　 要： 利用甲基化敏感扩增多态性（Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， ＭＳＡＰ）技术进行鹿茸干细

胞基因组 ＤＮＡ 甲基化研究，建立并优化鹿茸干细胞 ＭＳＡＰ 技术分析的反应体系。 对 ＭＳＡＰ 技术中的关键步

骤 ＤＮＡ 提取、酶切、预扩增反应中连接产物稀释倍数、选择性扩增反应中预扩增产物稀释倍数等条件进行了

优化。 同时，利用优化条件，应用 ＡＢＩ３７３０ｘｌ 测序仪对 ６４ 对引物进行筛选。 结果表明：优化后的反应体系得

到条带清晰、重复好和特异性强的选择扩增产物。 建立的 ＭＳＡＰ 反应体系保证了 ＭＳＡＰ 图谱的稳定性和多态

性，筛选出来的 ３２ 对引物组合满足鹿茸干细胞以及后续鹿相关基因组 ＤＮＡ 甲基化研究。
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　 　 在动植物中，胞嘧啶 ＤＮＡ 甲基化是一种重要

的表观遗传学修饰方式。 ＤＮＡ 甲基化在生物界

基因组中广泛存在，在生物生命活动中起重要作

用，如基因的表达调控、细胞增殖、分化和多能性

等［１⁃３］。 近年来，ＤＮＡ 甲基化在再生医学领域成

为了研究热点。 研究表明：基因和基因组 ＤＮＡ 甲

基化状态的变化能够影响相关组织和器官的再

生，如爪蟾尾部再生［４］、啮齿类脊髓再生［５］、斑马

鱼鳍再生［６］、斑马鱼视网膜再生［７］、肌肉再生［８］

和人毛囊再生［９］等。 这些研究表明：ＤＮＡ 甲基化

能够影响哺乳动物组织和器官的再生。
断肢再生是人类的梦想，是再生医学的研究

热点。 目前，断肢再生的研究还仅局限于低等脊

椎动物（特别是两栖类，如蝾螈）。 鹿茸是目前已

知的唯一能够完全周期再生的哺乳动物附属器

官［１０⁃１２］，因此将鹿茸作为哺乳动物断肢再生研究

的动物模型更具有针对性，将为人类断肢再生梦

想的早日实现提供可靠科学依据。 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［１３⁃１６］。 研究表明：鹿茸角柄骨膜细胞具有

干细胞特性，不仅能够表达胚胎干细胞特征基因

（如 Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ 和 Ｓｏｘ２），还能够分化成为多种

细胞类型，如软骨、脂肪、肌纤维和神经样细胞

等［１７］。 因此，鹿茸角柄骨膜细胞又被称为鹿茸干

细胞，而鹿茸的再生是基于鹿茸干细胞的再生。
目前，鹿基因组还未测定，所以鹿茸再生的分子调

控机制还不明了，尤其是表观遗传学调控机制。
ＤＮＡ 甲基化敏感性扩增片段多态性（Ｍｅｔｈｙｌ⁃

ａｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， ＭＳＡＰ） 是

在 ＡＦＬＰ 技术的基础上建立起来的一种检测基因

组 ＤＮＡ 甲基化的方法［１８］。 ＭＳＡＰ 技术能够在无

基因组背景条件下对基因组 ＤＮＡ 甲基化进行分

析，目前已广泛应用在动植物基因组 ＤＮＡ 甲基化

水平的检测上，如鸡［１９］、猪［２０］、玉米［２１］、西瓜［２２］

等。 ＭＳＡＰ 方法使用 ＨｐａⅡ和 ＭｓｐⅠ检测基因组

ＣＣＧＧ 位点中的胞嘧啶甲基化状态。 ＨｐａⅡ和

ＭｓｐⅠ是一组同裂酶，能够识别相同的 ＣＣＧＧ 位

点。 但是，它们对胞嘧啶甲基化状态具有不同敏

感性，通过它们对基因组酶切，将产生不同的甲基

化片段，最后通过对片段的统计分析出基因组胞

嘧啶 ＤＮＡ 甲基化程度。 本研究以鹿茸干细胞为

试验材料，通过优化酶切、预扩增和选择性扩增条

件建立适合检测鹿茸干细胞的 ＭＳＡＰ 方法，最后

通过利用 ＡＢＩ３７３０ｘｌ 测序仪进行引物筛选。 所建

立的 ＭＳＡＰ 方法将为今后研究鹿茸再生与 ＤＮＡ
甲基化调控机制间关系奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 鹿茸干细胞基因组 ＤＮＡ提取

鹿茸干细胞为吉林省特种动物分子生物学省

部共建国家重点实验室冻存样品。 将鹿茸干细胞

分别按照细胞基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 （ ＱＩＡ⁃
ＧＥＮ）操作手册和酚氯仿抽提的方法进行 ＤＮＡ 提

取及纯化，用 ０􀆰 ８％琼脂糖凝胶电泳检测其完整

性，Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 分光光度计（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）检测浓

度。
１􀆰 ２　 鹿茸干细胞基因组 ＤＮＡ 的 ＭＳＡＰ 分析及

引物筛选

ＭＳＡＰ 技术主要由 ３ 部分组成，ＤＮＡ 酶切、预
扩增和选择性扩增。 其中，接头序列、预扩增引物

序列和选择性引物序列分别参照 Ｘｕ 等［２３］的方法

设计。 分别取等量的 Ｅ 和 Ｈ⁃Ｍ 接头上下游引物

混匀，在 ９５ ℃ １０ ｍｉｎ，８５ ℃ １０ ｍｉｎ，５５ ℃ １０
ｍｉｎ，１６ ℃ １０ ｍｉｎ 条件下进行退火反应，获得双

链 Ｅ 和 Ｈ⁃Ｍ 接头。 另外，选择性扩增引物使用

ＦＡＭ 荧光标记，接头和引物见表 １。
１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ 酶切体系建立 　 分别选取 ２５０，
５００，１ ０００ ｎｇ 鹿茸干细胞基因组 ＤＮＡ，同时进行

ＨｐａⅡ／ ＥｃｏＲⅠ和 ＭｓｐⅠ／ ＥｃｏＲⅠ双酶切，体系：
３ 组基因组 ＤＮＡ，ＥｃｏＲⅠ和 ＨｐａⅡ各 １０ Ｕ，ＭｓｐⅠ
为 ２０ Ｕ，３７ ℃水浴 ８ ｈ，６５ ℃灭活 ２０ ｍｉｎ；酶切产

物用 ０􀆰 ８％琼脂糖凝胶电泳检测，选择效果最佳

的双酶切反应条件。 按照 ＤＮＡ Ｔ４ Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
（Ｔｈｅｒｍｏ）要求，１６ ℃连接过夜，６５ ℃灭活２０ ｍｉｎ，
加水分别稀释 ５，１０，１５，２０ 倍，稀释后的产物作为

预扩增模板备用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 预扩增体系建立 　 选取 ２ μＬ 不同稀释

倍数的酶切连接产物作为模版进行预扩增，预扩

增引物见表 １。 预扩增反应条件：９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４
℃ ３０ ｓ，５６ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，３０ 个循环；７２
℃ ７ ｍｉｎ，１６ ℃保存。 预扩增产物 ０􀆰 ８％琼脂糖凝

胶电泳检测。 确定最佳连接产物浓度。 将预扩增

产物再次分别加水稀释 ５，１０，１５，２０ 倍作为选择

性扩增模板备用。
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表 １　 引物和接头

Ｔａｂｌｅ １． 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′

Ｅ＋３ 选择性

扩增引物

５′⁃ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ＋ＡＡＣ⁃３′
５′⁃ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ＋ＡＡＧ⁃３′
５′⁃ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ＋ＡＣＡ⁃３′
５′⁃ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ＋ＡＧＴ⁃３′
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′
５′⁃ＦＡＭ－ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧ＋ＴＡＴ⁃３′
５′⁃ＦＡＭ－ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧ＋ＴＡＡ⁃３′
５′⁃ＦＡＭ－ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧ＋ＣＡＣ⁃３′
５′⁃ＦＡＭ－ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧ＋ＣＡＧ⁃３′
５′⁃ＦＡＭ－ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧ＋ＣＡＴ⁃３′
５′⁃ＦＡＭ－ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧ＋ＣＡＡ⁃３′

１􀆰 ２􀆰 ３　 选择扩增体系建立　 不同稀释倍数的预

扩增 产 物 ２ μＬ， ＦＡＭ 标 记 的 Ｈ⁃Ｍ ＋ ３ 引 物

２０ ｐｍｏｌ，Ｅ＋３ 引物 １０ ｐｍｏｌ，ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ １􀆰 ２ μＬ，
１０ 倍ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ，ＥｘＴａｑ 酶 ０􀆰 １ μＬ。 ＰＣＲ 扩

增条件：９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，６５ ℃ （每循环

－０􀆰 ７ ℃）３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，共 １３ 个循环；继续 ９４
℃ ３０ ｓ，５６ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，进行 ２３ 个循环，
最后 ７２ ℃ ７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增试剂购自 ＴａＫａＲａ 公

司。 选择扩增产物通过 ＡＢＩ３７３０ｘｌ 测序仪上进行

毛细管电泳检测，最终选择出最佳预扩增产物浓

度。
１􀆰 ２􀆰 ４　 引物筛选 　 利用优化好的 ＭＳＡＰ 方法，
对由 ＥｃｏＲⅠ引物 ８ 个，Ｈ⁃Ｍ 引物 ８ 个，共计 ６４ 对

引物进行筛选，引物序列见表 １。 所有 ＦＡＭ 荧光

标记好的选择性扩增产物在 ＡＢＩ３７３０ｘｌ 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， ６􀆰 ５ μＬ 甲酰胺，
０􀆰 ２５ μＬ ＲＯＸ５００ 分子量内标，９５ ℃变性 １０ ｍｉｎ

后冰上放置 １０ ｍｉｎ，进行毛细管电泳。 数据结果

通过 ＧｅｎｅＳｃａｎ３􀆰 ０ 进行输出，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，选择

出重复性好和多态性强的引物对组合。

２　 结　 果

２􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ提取

由于 ＭＳＡＰ 方法对 ＤＮＡ 模版质量要求非常

高，试验使用细胞及组织 ＤＮＡ 提取试剂盒进行

ＤＮＡ 的提取与纯化（ＱＩＡＧＥＮ），所得 ＤＮＡ 通过

０􀆰 ８％琼脂糖电泳检测并进行浓度测定。 结果（图
１）显示，样品 １ 为使用试剂盒所提取 ＤＮＡ，其主

带清晰，没有发生降解，胶孔处没有蛋白质残留和

ＲＮＡ 残留。 样品 ２、３、４ 为采用酚氯仿手提 ＤＮＡ，
虽然主带清晰，但是有部分蛋白残留，这将影响后

续酶切试验和毛细管电泳结果。 样品 １ 符合

ＭＳＡＰ 技术对 ＤＮＡ 质量的要求。

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １～４． 基因组 ＤＮＡ

图 １　 鹿茸干细胞基因组 ＤＮＡ
Ｆｉｇ．１． ＤＮＡ ｏｆ ａｎｔｌｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ

２􀆰 ２　 酶切结果

基因组 ＤＮＡ 的用量和 ＤＮＡ 酶切效果将直接

影响预扩增结果。 试验发现酶切 模 版 量 为

２５０ ｎｇ，酶切 ８ ｈ 条件下，ＤＮＡ 酶切最完全 （图

２），基因组酶切呈涂抹带。 而其他浓度 ＤＮＡ 样品

在 ８ ｈ 还不能够完全酶切。 酶切时间过长会导致

ＤＮＡ 降解，在 ＭＳＡＰ 过程中影响预扩增产物质

量，导致预扩增片段上移。
２􀆰 ３　 预扩增结果

依据预扩增产物片段范围应集中在 １００ ～
１ ０００ ｂｐ 呈弥散状分布的原则，对不同稀释倍数

连接产物为模板进行预扩增，确定连接产物稀释

倍数。 结果表明：连接产物在稀释 ２０ 倍时，预扩

增结果最好，条带在 １００ ～ １ ０００ ｂｐ（图 ３）。 其他

５６４
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｊｉｌｉｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ２０１５， Ａｕｇｕｓｔ

预扩增结果可能由于模板浓度过高，条带范围均

超过规定范围，而且扩增片段在 ２５０～１ ０００ ｂｐ 富

集。 最能够符合预扩增标准，最终确定连接产物

稀释 ２０ 倍为最佳稀释倍数，预扩增效果最佳。

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １，３，５． ＨｐａⅡ／ ＥｃｏＲⅠ 酶切 ２５０，５００，
１ ０００ ｎｇ ＤＮＡ； ２，４，６． ＭｓｐⅠ ／ ＥｃｏＲⅠ 酶切 ２５０，５００，１ ０００
ｎｇ ＤＮＡ

图 ２　 不同浓度 ＤＮＡ酶切

Ｆｉｇ．２． Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １～４． 模板稀释 ５，１０，１５，２０ 倍

图 ３　 预扩增结果

Ｆｉｇ．３． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅ⁃ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２􀆰 ４　 选择扩增结果

预扩增产物进行稀释后作为选择性扩增模

板，通过分别比较预扩增产物稀释 ５，１０，１５，２０ 倍

的选择性扩增。 结果表明：当预扩增产物稀释为

５，１０，１５，２０ 倍时，选择扩增条带均集中在 １００ ～
５００ ｂｐ，由于选择性扩增引物比预扩增引物多 ３
个选择碱基，对甲基化片段具有更高的特异性，能
够看到明显条带（图 ４），这表明所选择的引物特

异性和多态性强的特点。 另外，通过对条带分布

可以清晰的看出，５ 倍稀释的选择扩增产物浓度

偏高不利于后续试验，而且在 ５００～７５０ ｂｐ 有集中

条带。 １０ 倍、１５ 倍稀释选择扩增结果与 ２０ 倍稀

释结果比较，部分条带分离特异性不强，分离不明

显、集中。 ２０ 倍稀释结果与前 ３ 种结果比较来

看，条带分布和条带分离比较平均，特异性条带非

常清晰，能够通过肉眼辨别，最终确定预扩增产物

稀释 ２０ 倍为最佳条件。

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １～４． 模板稀释 ５，１０，１５，２０ 倍

图 ４　 选择扩增结果

Ｆｉｇ．４． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２􀆰 ５　 引物筛选

利用优化后的 ＭＳＡＰ 反应体系，使用 ＡＢＩ
３７３０ｘｌ 测序仪对所有 ６４ 对引物的选择性扩增产

物进行毛细管电泳检测，选择扩增引物的筛选决

定了 ＭＳＡＰ 后续数据的可信性。 而选择扩增引物

的原则为扩增条带清晰、特异性强、多态性强。 最

后从 ６４ 对引物组合中初步筛选出具有多态性强

特点的引物组合 ３２ 对，部分引物筛选结果见图

５。 由图 ５ 可见，１、２、５、７、８ 这 ５ 对引物条带分布

均匀、多态性高和扩增条带多。 相比而言，３、４、６
这 ３ 对引物在扩增条带、条带分布和多态性上都

弱于上面 ５ 对引物。 所以通过对所有 ６４ 对引物

筛选后，最终筛选出 ３２ 对选择扩增引物。

图 ５　 引物的筛选

Ｆｉｇ．５． Ｐｒｉｍｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＭＳＡＰ

６６４
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３　 讨　 论

ＭＳＡＰ 方法是一种基于 ＡＦＬＰ 技术的检测基

因组 ＤＮＡ 甲基化状态的方法。 其主要是通过同

裂酶 ＨｐａⅡ和 ＭｓｐⅠ对基因组进行酶切，由于同

裂酶对 ＣＣＧＧ 位点中胞嘧啶甲基化程度不同的敏

感性将产生不同的酶切片段，从而通过所产生片

段的类型和数量统计出基因组 ＤＮＡ 甲基化状态。
近年来，ＭＳＡＰ 方法已经应用到了很多动植物

ＤＮＡ 甲基化研究中，并且被广泛认为最经济和最

快捷的检测基因组 ＤＮＡ 甲基化的方法，并且不需

要基因组背景，这对于很多没有基因组数据的物

种来说是唯一的基因组 ＤＮＡ 甲基化检测方法，为
无基因组数据物种的表观遗传学研究提供了便利

途径。 通过 ＭＳＡＰ 方法可对鹿茸干细胞中 ＤＮＡ
甲基化状态进行分析，为深入了解鹿茸再生机制

奠定基础，提供研究思路。 ＭＳＡＰ 技术体系由

ＤＮＡ 酶切、连接、预扩增和选择扩增 ４ 部分组成。
其对 ＤＮＡ 模板质量的要求非常高，ＤＮＡ 的提取

过程不仅要保证 ＤＮＡ 的完整性，而且还要保证

ＤＮＡ 中没有糖、蛋白质和 ＲＮＡ 的残留。 本试验

在 ＤＮＡ 提取时对不同方法做了相关比较，发现用

酚氯仿抽提的方法虽然能够节约成本，但是会造

成 ＤＮＡ 的污染、降解、蛋白质残留等。 所以，在进

行 ＤＮＡ 提取时使用高质量的 ＤＮＡ 提取试剂盒对

于 ＭＳＡＰ 至关重要，不仅能够保证 ＤＮＡ 的质量，
而且所提取的 ＤＮＡ 浓度也符合 ＭＳＡＰ 所要求的

标准，无需过多的稀释而造成 ＤＮＡ 浓度出现误

差。
预扩增反应产物主要集中在 １００ ～ １ ０００ ｂｐ

区间，条带呈弥散状态，无清晰可见条带。 预扩增

反应体系优化中，发现对 ＰＣＲ 反应影响比较大的

是预扩增模板量和 ＥｘＴａｑ 酶的用量。 模板量过高

会导致条带区间超过 １ ０００ ｂｐ，而 ＥｘＴａｑ 酶的用

量过高会导致片段低于 ２５０ ｂｐ。 这可能是因为

ＥｘＴａｑ 酶用量过多，酶的活性过高导致了片段背

景过高，从而使人产生错觉。 所以，在 ＭＳＡＰ 扩增

过程中由于模板用量非常小，另外需要 ２ 轮扩增。
虽然预扩增模板通过稀释而作为选择性扩增模

板，但是里面也会残留 ＥｘＴａｑ 酶。
在引物筛选过程中，通过 ＡＢＩ３７３０ｘｌ 测序仪

来完成引物的筛选，节约时间，省去繁琐的步骤，
提高检测效率，减少人为操作的误差，增强结果的

准确性和稳定性。 另外，测序仪可对 ９６ 个样品同

时进行分析，不仅节约时间而且满足大量样品检

测的高通量需要［２４⁃２５］。 比较而言，ＦＡＭ 标记的毛

细管电泳不但包括基于聚丙烯酰胺凝胶电泳的

ＭＳＡＰ 方法的所有步骤，还包括了荧光检测特有

的内标，大大提高了数据统计过程的可靠性。
鹿茸是唯一可以周期再生的哺乳动物附属器

官，对鹿茸再生过程进行深入研究对实现人类断

肢再生研究具有参考价值。 本试验以鹿茸再生的

基础———鹿茸干细胞为材料，通过对基因组 ＤＮＡ
用量、酶切体系优化、预扩增和选择性扩增优化建

立了适合检测鹿基因组的 ＭＳＡＰ 方法，并且通过

毛细管电泳对引物进行了筛选。 建立了能够适用

于毛细管电泳检测的 ＭＳＡＰ 方法，节约了时间，提
高了结果的准确性，为鹿茸再生表观遗传学调控

机制的研究奠定基础。
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