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梅花鹿鹿茸尖端组织 ESTs 分析 

郝丽, 李和平, 严历 

东北林业大学野生动物资源学院, 哈尔滨 150040 

摘要: 文章通过对东北梅花鹿(Cervus nippon hortulorum)鹿茸尖端组织 cDNA 文库随机测序获得了 906 条高质

量 ESTs, 906 条 ESTs 拼接后代表了 701 个 Unigenes, 其中包括重叠群 86 个, 单拷贝 615 个。Blast 分析显示具

已知和推测功能的基因 580 个(82.7%), 通过 Gene Ontology (GO)分类对获得的 580 个功能基因进行了包括分子

功能、生物过程和细胞组分在内的 3 个层次的功能注释, 并根据 BLAST 的注释结果及进一步的筛选与分析, 共
得到 39 条与鹿茸尖端组织生长发育相关的基因。cDNA 文库的构建和 ESTs 分析填补了鹿科动物在 NCBI 公共

数据库上基因组信息的空白, 并为科学的开发和利用梅花鹿资源提供了重要的理论依据。 
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Analysis of expressed sequence tags (ESTs) in sika deer (Cervus nippon 
hortulorum) velvet tip tissue 
HAO Li, LI He-Ping, YAN Li 
College of Wildlife Resources, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China 

Abstract: A total of 906 high quality ESTs were obtained through random sequencing from velvet tip tissue cDNA library 
of Sika Deer (Cervus nippon hortulorum). Clustering of 906 ESTs resulted in a set of 701 unigenes comprising of 86 con-
tigs and 615 singletons. BLAST analysis revealed that 580 unigenes (82.7% of all 701 unigenes) were matched to the 
known genes or putative genes in public databases, which could be classified into molecular function, biological process or 
cellular component according to the Gene Ontology (GO) classifications. Thirty-nine unigenes were identified to be growth 
and development-related genes. This study provides the data available for NCBI public database of the deer genome. 
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鹿茸为雄鹿(驯鹿除外)未骨化密生茸毛的幼角, 
在中医临床上占有重要地位, 鹿茸入药距今已有两
千多年的历史。鹿茸依靠其他动物器官无可比拟的

生长速度、再生机理和神奇的药用价值吸引了众多

科学家的高度关注[1]。但至今有关鹿茸的遗传学背

景资料仍然缺乏, 对其生长发育调控的分子机理了
解也甚少。 

鹿茸与其他哺乳动物的附属器官在生物学特性

上有着根本的不同: 鹿科动物的茸角不像牛羊的永
久性角(即一经长出, 一生存在), 也不像犀牛的角, 
既不脱落, 但却不断地生长。鹿茸每年都能自行脱
落后再生, 是哺乳动物中绝无仅有的能完全再生的
器官, 且鹿茸的再生与人的肢体再生有其相似之处, 
都是从胚胎开始发育 [2~7], 因此鹿茸是研究哺乳动
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物器官再生及创伤修复的理想动物模型[8, 9]。 
鹿茸角的生长最快可达每天 2 cm, 并且在这样

快速生长情况下形成的鹿茸组织竟然没有任何癌变

迹象, 由此推测鹿茸中可能存在特殊的促进骨和上
皮组织快速生长的活性物质。鹿茸顶端由最幼嫩的

组织构成, 而鹿茸基部则由成熟组织构成。鹿茸顶
端幼嫩的组织是鹿茸的生长点, 其生长速度比癌细
胞还要快 30几倍[10], 该处组织是生长因子和其他很
多活性成分含量较高的部位, 因此实验所用鹿茸样
品多选择鹿茸的顶端。 

大规模ESTs测序己被证明是一种研究基因表达
和寻找新基因非常有效的方法, 特别是缺乏基因组
研究基础的物种。功能基因组序列只占基因组全序

列的 2%, 而ESTs反映的是基因组的编码部分, 它可
以跳过其他不表达的 98%“垃圾”序列直接获得基因
表达的信息 [11], 因此, ESTs测序为筛选特定功能基
因提供了数据资源。  

本研究通过构建梅花鹿鹿茸尖端组织的全长

cDNA文库及大规模 ESTs测序, 一方面保存了梅花
鹿这一珍贵物种的基因资源, 为 NCBI 公共数据库
鹿科动物的基因组提供了可用数据, 另一方面为迅
速提升鹿茸功能基因的研究水平, 从根本上阐明鹿
茸生长发育中的基础生理、物质代谢及基因系统对

鹿茸生长发育的调控机理奠定了分子理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

实验选取人工驯养的一头健康 4 岁成年雄性东 
北梅花鹿为实验动物, 在其生茸至二杠茸型时采集 

鹿茸顶端组织为实验样品。将鹿麻醉, 迅速切取鹿茸 
顶端约 4 cm组织(图 1A), 用酒精棉擦去茸皮表面污
物 , 参照Li等 [12, 13]对赤鹿生长顶端的分层方法(图
1B), 切取茸皮层、间充质层、前软骨层和软骨层组
织各 25 mg, 总共 100 mg, 于液氮保存备用。 

1.2  方法 

1.2.1  RNA 的提取及 cDNA 文库的构建 

将样品快速放于液氮中研磨至粉末状后, 按试
剂盒SV Total RNA Isolation System(Promega公司)操
作说明提取总RNA。依照CreatorTM SMARTTM cDNA
文库构建试剂盒(Clontech公司)的说明, 以逆转录酶
PowerScriptTM 反转录合成第一链 cDNA, 通过
LD-PCR合成并扩增ds cDNA。扩增产物经蛋白酶K
消化、SfiⅠ酶切、过Chroma SPIN-400 柱去除小片
段后, 连接到SfiⅠ消化过的pDNR-LIB质粒载体中, 
最后用电转化法将重组质粒转化到 E.coli DH5α内, 
37℃、225 r/min摇菌复苏 1 h, 得到原始 文库。 

1.2.2  ESTs 的测序及分析 

使用M13通用引物, 在 3730XL测序仪(Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA)上对鹿茸尖端组
织原始文库中随机挑取的 1 012 个阳性克隆进行 5′
端测序。采用 Cross-match 软件去除 EST 中的低质
量序列、载体序列、重复序列等, 使用 Phrap软件对
高质量的 EST进行聚类和拼接, 得到重叠群和单拷贝
EST。应用 Blast X 和 Blast N 程序(http://blast.ncbi. 
nlm.nih.gov/Blast.cgi)在 NCBI GenBank 非冗余蛋白
质和核酸库中进行序列同源性比对, 并对具同源相 
 

 
图 1  取材方法 
A: 取材部位; B: 组织分离位置。D: 茸皮层; RM: 间充质层; PC: 前软骨层; TZ: 过渡层; C: 软骨层。 
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似性的unigenes使用Gene Ontology [14] (http:// www. 
geneontology.org )分类标准进行功能注释。 

2  结果与分析 

2.1  文库质量的鉴定 

原始文库经测定其滴度为 2.56×106 cfu, 随机
挑取单菌落进行PCR扩增 , 电泳结果显示 , 插入片
段大小主要集中在 0.5~2 kb之间, 平均长度约 1.1 kb, 
重组率达 100 %, 基本达到文库质量要求。具体数据
参见文献[15]。 

2.2  ESTs的测序及聚类 

从原始文库中随机挑取 1 012 个阳性克隆进行
测序, 平均插入片段长 390.48 bp, 长度跨度从 103 bp
至 585 bp。去除低质量和载体序列后的高质量 ESTs 
(>100 bp)共有 906个, 冗余序列占全部序列的 22.6%。
使用 phrap 默认参数拼接, 拼出的重叠群(contigs)  
86 个, 单拷贝(singletons)615个, 总计 unigene 701个
(GenBank 登录号: GH546162-GH546861和GH571843), 
unigene 长度跨度从 103 bp 至 1 551 bp, 平均长
426.04 bp。 

2.3  ESTs的 Blast分析 

经过 BlastX 和 BlastN 程序在线搜索发现, 654
个 unigenes与登录在 NCBI 蛋白质和核酸数据库中
的基因存在较高的相似性(BlastX E-values<10-5 或 
BlastN E-values<10-10), 其中已知功能基因有 491
个, 推测功能基因 89个, 未知功能基因有 74个。此
外, 未比对上基因有 47 个, 各自所占比例见图 2。
利用匹配基因的序列信息, 可以通过实验进一步研
究其生长发育、免疫、新陈代谢等生物学过程。而

且, 积累的 ESTs资料可以为未来鹿基因组测序作准
备。未能匹配的基因很可能是一些先前从未报道的

新基因。 
 

 
 
图 2  鹿茸尖端组织 cDNA 文库 701 个 unigenes 的分类 

2.4  ESTs同源序列的物种来源 

通过 Blast分析得知梅花鹿鹿茸尖端组织中 580
个比对上的 unigenes共来自 18个物种。与欧洲牛同
源的基因所占比例最大, 占 81.3%, 这可能与欧洲
牛基因组序列已经测定有关; 与智人的同源基因的
比例次之, 占 5.0%, 这可能与智人所发布的序列较
多有关; 然后是来自鹿自身的同源基因, 占 3.6%。
从统计结果可以看出, 目前鹿属动物发表的序列较
少, 数据资源比较贫乏。另外与野猪、人、绵羊、
黑猩猩的同源基因比例也较多, 表明它们之间也有
较近的亲缘关系 (表 1)。 

 
表 1  EST 比对上的相似序列物种来源统计 

物种名称 Unigenes数 百分比(%)

欧洲牛(Bos Taurus) 470 81.3 

智人(Homo sapiens) 29 5.0 

鹿属(Cervus nippon, Cervus elaphus) 21 3.6 

野猪(Sus scrofa) 12 2.1 

人(Human) 12 2.1 

绵羊(Ovis aries) 10 1.7 

黑猩猩属(Pan troglodytes) 6 1.0 

恒河猴(Macaca mulatta) 4 0.7 

灰仓鼠(Cricetulus griseus) 3 0.5 

褐家鼠(Rattus norvegicus) 2 0.3 

猩猩(Pongo abelii) 2 0.3 

猪(Pig) 2 0.3 

印度水牛(Bubalus bubalis) 1 0.2 

抹香鲸属(Physeter catodon) 1 0.2 

马属(Equus caballus) 1 0.2 

猕猴(Rhesus Macaque) 1 0.2 

领航鲸属(Globicephala) 1 0.2 

 

2.5  ESTs的 GO分类结果 

Gene Ontology 为全世界生物领域通用的基因
分类标准, 广泛的用于对基因功能的注释和分类。
本研究根据 Gene Ontology, 将经过相似性分析的
580 个比对上的功能基因分成细胞组分、生物过程
和分子功能 3 大类 21 个亚类(图 3)。维持机体生物
学过程的基因最多, 而其中与生理过程相关的基因
更是占到 27%之多, 这是生物体维持旺盛发育的保
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证, 预示了鹿茸尖端组织旺盛的代谢活性。另外, 核
糖体蛋白家族作为与蛋白质合成相关基因, 在所有
功能基因中种类是最多的, 与之相关的 ESTs 有 57
个。核糖体常分布在蛋白质合成旺盛的区域, 这与
鹿茸尖端细胞生长分裂活跃, 需要合成大量蛋白质, 
以满足其生长发育的需要相一致。因为一个基因产

物可被赋予一个或多个GO术语, 所以 3大类中的基
因总数多于所分类的基因数, 即对于同一基因均按
照 3 大类分别进行了重复统计, 但是由于基因库信息
资源的缺乏, 还有许多基因不能进行功能定位。 

2.6  基因的表达丰度 

随机测序所获得的某一基因的EST数可以在一
定程度上代表该基因在某组织中的表达丰度[16]。根

据拷贝数将 701 个unigenes分成 3 个不同的水平[17]: 
拷贝数<2的基因视为低丰度表达基因(615), 占总数
的 87.73%; 2≤拷贝数<5 的基因视为中丰度表达基

因(74 个), 占 10.56%; 拷贝数≥5 的基因视为高丰 
度表达基因(12个), 占总数的 1.71%。由此可见, 梅
花鹿鹿茸尖端组织的中、高丰度表达基因较少, 绝
大多数为低丰度表达基因。高比例的低丰度表达基

因说明鹿茸表达基因种类的多样性, 然而高丰度表
达基因往往代表一个细胞或组织的特异性或功能。

在本研究所构建的文库中表达丰度最高的基因为

CollagenⅠ(22ESTs)。此外, 已知功能的高丰度表达
基因还包括 Bone sialoprotein II(13 ESTs)、18S rRNA 
gene(13 ESTs), Thymosin beta-4(6 ESTs), Os-
teonectin(6 ESTs), Collagen type III(6 ESTs), 40S ri-
bosomal protein S29(5 ESTs), 其中 Osteonectin、Bone 
sialoproteinⅡ均与鹿茸的生长发育相关。 

2.7  鹿茸生长发育相关的 ESTs 

本研究发现, 在鹿茸尖端组织的 ESTs中很大一
部分都与鹿茸的生长发育有关, 且绝大部分在鹿茸
中首次被发现(表 2)。 

 

 
 

图 3  unigenes 的 GO 功能分类 
 

表 2  鹿茸主要生长发育相关基因的统计 

同源登陆号 基因 拷贝数 配对物种 E值 

细胞增殖与分化相关基因     

P62155|CALM_XENLA Calmodulin (CaM) 3 Xenopus laevis 8.00E-62 

ref|NP_001009218.1 decorin (DCN) 2 Ovis aries 1.00E-48 

sp|Q2Q1M6|ANXA2_CEREL Annexin A2 2 ervus elaphus 3.00E-83 

ref|XP_001789758.1 keratinocyte growth factor receptor 1 Bos taurus 1.00E-13 

gb|AAW82141.1 NDP kinase NBR-A 1 Bos taurus 3.00E-18 

ref|NP_776683.1 caldesmon 1  1 Bos taurus 1.00E-30 

ref|NP_001013382.1 cyclin G1 1 Bos taurus 5.00E-91 
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(续表 1) 
 

同源登陆号 基因 拷贝数 配对物种 E值 

细胞增殖与分化相关基因     

ref|XP_001494771.1 proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 1 Equus caballus 2.00E-92 
ref|NM_205816.1 ribosomal protein S6 kinase 1 Bos taurus 0 
gb|ACH70634.1 ubiquitin-conjugating enzyme E2E3 1 Salmo salar 3.00E-67 
gb|EDK99354.1 ubiquitin-activating enzyme E1C 1 Mus musculus 5.00E-81 
pir||B48428 homeotic protein Hox 1.7 1 guinea pig 2.00E-12 
ref|NM_001075805.1 NTF2-like export factor 1 (NXT1) 1 Bos taurus 4.00E-42 

ref|XM_001788482.1 multiple EGF-like-domains 10 (MEGF10) 1 Bos taurus 0 

ref|XP_001520858.1| cellular retinoic acid-binding protein I; 
CRABP I 

1 Ornithorhynchus 
anatinus 9.00E-06 

细胞凋亡基因     

ref|NP_001073094.1 Fas apoptotic inhibitory molecule 1 Bos taurus 2.00E-20 

ref|XP_001254625.2 DNA topoisomerase II, beta isozyme 1 Canis familiaris 5.00E-64 

ref|NP_001106755.1 gelsolin a 1 Bos taurus 6.00E-39 

ref|NP_776393.1 thioredoxin 1 Bos taurus 4.00E-55 

ref|XP_532551.2 C-Myc binding protein 1 Canis familiaris 4.00E-58 

骨组织矿化相关基因     

ref|NP_776509.1 Bone sialoprotein II (BSP II) 13 Bos taurus 6.00E-79 

gb|ABX10887.1 osteonectin 6 Capra hircus 3.00E-83 

gb|BC114107.1 fibronectin 1(FN1) 2 Bos taurus 2.00E-84 

gb|ABD73011.1 osteopontin 2 Bubalus bubalis 1.00E-83 

gb|AAW82125.1 matrix Gla-protein 2 Bos taurus 8.00E-55 

ref|XM_590921.4 platelet-derived growth factor receptor  1 Bos taurus 1.00E-180

P03994|HPLN1_RAT Cartilage link protein 1 Rattus norvegicus 7.00E-12 

肿瘤生物学相关基因     

ref|XP_581148.2 nucleophosmin 1 Bos taurus 5.00E-78 

ref|NP_001074197.1 melanoma antigen family H, 1 1 Bos taurus 7.00E-21 

gb|BC102135.1 basic leucine zipper and W2 domains 1 (BZW1) 1 Bos taurus 0 

ref|NM_001034299.1 phosphoglycerate kinase 1 (PGK1) 1 Bos taurus 0 

ref|XM_001112698.1 ATP-binding cassette, sub-family A member 1 1 Macaca mulatta 2.00E-68 

ref|NM_001101270.1 member RAS oncogene family (RAB27A) 1 Bos taurus 3.00E-70 

ref|XM_001086555.1 integrin, alpha 9 (ITGA9) 1 Macaca mulatta 3.00E-29 

ref|XM_001250829.2 cadherin 2, type 1, N-cadherin 1 Bos taurus 1.00E-158

ref|NM_001098093.1 suppression of tumorigenicity 5 (ST5) 1 Bos taurus 1.00E-119

ref|NM_001103228.1 lymphotoxin beta receptor 1 Bos taurus 3.00E-84 

emb|CAH72035.1 tumor protein, translationally-controlled 1 1 Homo sapiens 2.00E-54 

ref|NM_001034684.1 cisplatin resistance-associated  
overexpressed protein 

1 Bos taurus 4.00E-51 

 
3  讨 论 

鹿茸的生长发育是在一个复杂的分子网络调控

下进行的, 受特定的作用机理调控, 许多重要的功
能基因, 包括调节细胞生长、增殖、分化、凋亡及
影响骨代谢、肿瘤发生等的基因都参与了鹿茸生长发

育过程的调控。因此, 筛选出鹿茸生长发育相关的调
控基因是研究鹿茸生长发育内在机制的重要思路。 

3.1  细胞增殖与分化相关基因 

鹿茸是所有哺乳动物生长最迅速的可再生器官, 
在 90 d内能迅速发育成骨、血管、毛发和神经等俱
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全的综合器官。这实际上是在大量的细胞因子调控

下进行的细胞生长和分化过程。因此, 鹿茸富含调
控上述各器官组织成长发育的各类细胞因子, 是一
个高浓度多种类天然的细胞生长因子库。钙调蛋白

(Calmodulin, CaM)是一种耐热的环核苷酸磷酸二酯
酶的激活剂, 在细胞增殖周期的调控中处于中心地
位 [18], 研究表明CaM的高表达可缩短细胞周期, 促
进细胞增殖, 抑制CaM可使细胞生长阻断在G1-S期
的转换上[19, 20]; 膜联蛋白(AnnexinⅡ)是Annexins超
家族中A亚家族的重要成员, 具钙离子介导的磷脂
结合特性。DNA复制所需的DNA聚合酶α的一个组

成成分称为引物识别蛋白, 是由 3-磷酸甘油酸激酶
和AnnexinⅡ蛋白单体组成。近期研究发现, 在人前
列腺癌细胞株pc3 中, 用siRNA抑制AnnexinⅡ的表
达和转录 , 细胞内的DNA合成明显降低 , 提示
AnnexinⅡ参与了DNA的合成 ; 角质化细胞生长因
子(Keratinocyte growth factor 2, KGF 2)是具有肝素
结合特性的FGFs超家族成员, 其生物学活性是特异
性地促进上皮细胞的增殖、迁移和分化。体外研究

显示, KGF2 刺激角质细胞DNA合成的能力比TGF-
α和EGF强 2-10 倍。在本cDNA文库中出现的与细
胞生长、增值和分化相关的基因还包括Ribosomal 
protein S6 kinase、Cyclin G1、Tproliferating cell nuclear 
antigen (PCNA)、NDP kinase NBR-A、cellular retinoic 
acid-binding protein等。 

3.2  细胞凋亡基因 

细胞凋亡是由多基因控制的细胞自主性死亡方

式, 参与调控机体发育。鹿茸发育的顶端分生组织
存在细胞凋亡过程, 接受Gelsolin、Fas、C-Myc、DNA 
topoisomeraseⅡ等多种凋亡相关基因的调控。
Gelsolin是凝溶胶蛋白超家族的成员之一, 是一种重
要的肌动蛋白结合蛋白, 它在细胞凋亡参与的多种
病理过程中均发挥一定作用, 例如, 人胞质凝溶胶
蛋白能够抑制由Aβ肽诱导的大鼠嗜铬细胞瘤
PC-12 细胞的死亡、线粒体的功能紊乱、膜电势的
丢失和细胞色素C的释放 [21]; 死亡受体途径中的
Fas/FasL信号途径在细胞凋亡过程中占据重要地位, 
Fas是I型膜蛋白, 为促凋亡基因, 属于TNF受体家族
成员之一; C-Myc癌基因的表达既能促进细胞的增
生, 也能诱导细胞凋亡。 

3.3  骨组织矿化相关基因 

生长与骨化是鹿茸生长发育的两个方面。在鹿

茸骨化过程中细胞因子同样发挥着非常重要的作

用。本研究发现骨唾液蛋白(Bone sialoprotein, BSP
Ⅱ)在鹿茸cDNA文库中高丰度表达, 说明在鹿茸骨
化过程中BSPⅡ扮演着重要角色, 它是具细胞粘附
性能的一种酸性磷酸化糖蛋白。体外细胞培养提示, 
磷酸化的BSPⅡ能启动和调节矿物质在基质内的沉
积, 并促进细胞附着及前成骨细胞增生, 文献报告处
于骨形成和骨改建的骨基质中BSPⅡ浓度最高[22, 23], 
可见, BSPⅡ作为一种新的骨生长因子参与了骨骼
的矿化、转换、分化及骨吸收等生理病理过程; 纤
连蛋白 1(fibronectin 1, FN1)是胞外间质中的一种非
胶原粘连糖蛋白, 属于细胞粘附分子家族中一些整
合蛋白的配体, FN1 不仅能增强成骨细胞间的粘附, 
也能直接刺激成骨细胞的生长分化和增殖, 是成骨
过程中不可缺少的蛋白。实验表明, FN1能够促进成
骨细胞表达I型胶原, 且I型胶原在细胞内的表达强
度反映了成骨细胞的功能状态。此外 , Osteopon-
tin(OPN)、 osteonectin(ON)、 platelet-derived growth 
factor receptor (PDGFR)也都参与了鹿茸的骨化过程。 

3.4  肿瘤生物学相关基因 

在鹿茸发育过程中肿瘤生物学是一个重要方

面。在本研究中发现了多个与肿瘤发生、转移相关

的基因 , 例如核磷蛋白(Nucleophosmin, NPM)是主
要的核仁磷酸化蛋白, 是一种潜在的癌基因。在多
种肿瘤中, NPM的表达水平与肿瘤发展阶段呈正相
关, 例如, NPM1 mRNA的过表达与膀胱癌的复发及
向更晚期发展有关[24], 有人提出它可作为胃、结肠、
卵巢和前列腺肿瘤的标志物 ; 磷酸甘油酸酯激酶
1(Phosphoglycerate kinase 1, PGK1)是糖酵解途径中
一个重要的酶, PGK1 可以影响哺乳动物细胞核内 
DNA 的复制和修复 [25, 26], 它的表达受到氧张力的
调控, 其表达水平增高往往反映了肿瘤更快的增长
和更强的厌氧生长习性[27, 28]。有研究表明在肺腺癌患

者肿瘤组织中, PGK1表达越高, 则患者预后越差[29]。

在本cDNA 文库中出现的与肿瘤生物学相关的基因
还包括Ras、Suppression of umorigenicity 5、Tumor 
protein、translationally-controlled 1等。 
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