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　　摘要：对猪ＳＬＡⅡ －ＤＲＢ１第二外显子的多态性进行了研究。对采自长春某猪场２０头不同长白猪个体的血液样
本进行ＰＣＲ扩增后，利用直接测序分型法将得到的基因序列进行有效的等位基因分型。分析整理后共得到４５种基
因型，分布频率最高的等位基因型在１９个个体中出现，还有多数等位基因只分布在一个个体中，且通过遗传多态性分
析可以看出猪的ＤＲＢ１基因是具有高度多态性的。
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　　主要组织相容性复合体（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，
简称ＭＨＣ）是一类细胞表面糖蛋白，它能够在细胞内通过蛋
白水解作用结合源自宿主和病原体蛋白质的小肽片段。之

后，ＭＨＣ分子会将这些抗原表位呈递到细胞表面，在那里它
们被Ｔ细胞识别，这可以帮助免疫系统识别和应对外来抗
原［１－２］。ＭＨＣ由Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ等３类分子组成，前２类分子对抗
原肽起到递呈作用，而第Ⅲ类分子与免疫反应相关［３］。

按照ＭＨＣ基因国际命名原则，除了小鼠（Ｈ－２）、大鼠
（ＲＴ１）和鸡（Ｂ），剩余动物 ＭＨＣ的命名即在白细胞抗原
（ＬＡ）前加上本物种英文名称的首字母或是前２个字母，例如
人、马、牛、绵羊、狗的ＭＨＣ分别为ＨＬＡ、ＥＬＡ、ＢｏＬＡ、ＯＬＡ、ＤＬＡ，
因此猪的ＭＨＣ亦称为ＳＬＡ。ＭＨＣ分子的发现及提出源于距
今６０多年前有关小鼠的免疫试验［４］，之后 ＪｅａｎＤａｕｓｓｅｔ发
现第一个能够抗人类白细胞表达抗原的同种抗体，成为了

人类 ＨＬＡ基因的研究开端［５－７］。猪 ＳＬＡ基因是由 Ｖａｉｍａｎ
等［８］首次提出其具有编码抗体、调控免疫的作用，随后由

Ｌｕｎｎｅｙ等［９］同 Ｍａｌｌａｒｄ等［１０］经试验论证了该结论，且证实

了ＳＬＡ分子对机体免疫应答反应及抗原呈递等方面均起到
较大作用。

ＳＬＡ基因多态性对于免疫反应的研究是至关重要的［１１］。

ＳＬＡⅡ类基因能够调控外来病原和疫苗的免疫应答反应［１２］，

即控制传染病的反应及影响疫苗的特异性和有效性［１３］。据

证实ＳＬＡⅡ类基因的匹配度是实体器官同种异体移植和骨髓
细胞移植成功与否的重要条件［１４］。本研究通过直接测序法

从ＤＮＡ水平对ＳＬＡⅡ －ＤＲＢ１座位第二外显子的多态性进
行了分析，且从多方面解析猪的ＳＬＡⅡ类分子基因特征，为抗

猪病原体的相关免疫研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料采自吉林长春某猪场共计２０头成年长白猪血

液。将采集的猪血置于抗凝管并混匀，低温冻存以备试验。

１．２　基因组的提取及ＰＣＲ扩增
利用Ａｘｙｐｒｅｐ血基因组提取试剂盒，从猪的血液样本中

提取基因组。大约１μＬ基因组 ＤＮＡ模板，各０．２μＬ猪 Ｐ１
和猪 Ｐ２引物［１５］（猪 Ｐ１：５′－ＧＴＧＴＣＴＧＣＡＧＴＡＣＧＴＧＴＣＣＡ－
３′，猪 Ｐ２：５′－ＴＡＧＧＡＴＣＣＣＴＣＡＣＡＧＣＧＣＡＴＴＴＣＴＴ－３′），
１０μＬＰｒｅｍｉｘＴａｑ（ＴａＫａＲａＴａｑＴＭ Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０ｐｌｕｓｄｙｅ）加
ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ反应体系。ＰＣＲ扩增体系为：９４℃预变性
５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６４．５℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，４０个
循环；７２℃７ｍｉｎ终止延伸，４℃保存。
１．３　目的基因的克隆测序

ＰＣＲ结束后，取５μＬ产物用 １％的琼脂糖凝胶电泳检
测。ＰＣＲ产物用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收纯化。
将纯化后的产物与与 Ｔ克隆载体相连［ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ，宝
生物工程（大连）有限公司］，４℃过夜连接，将重组质粒转化
入ＤＨ５α感受态细胞中进行扩增。每个个体选取８～１６个阳
性克隆，送至上海生工生物工程技术服务有限公司测序。

１．４　数据分析
　　将测序得到的ＤＮＡ序列利用 ＢｉｏｅｄｉｔＶ７．０．１和 Ｃｌｕｓｔａｌ＿
Ｘ进行编辑和对齐，切除完全相同的引物序列，把重复序列和
假阳性序列剔除，从而确定等位基因类型及推导出等位基因

型的氨基酸序列。将整理得到的 ＤＮＡ等位基因型用 ＤＮＡｓｐ
５．１０．０１分析其核苷酸多态性水平。登录 ＧｅｎＢａｎｋ选取人、
鼠相关物种的ＭＨＣ基因序列与本试验得到猪的等位基因序
列用Ｍｅｇａ６．０进行建树分析。

２　结果与分析

２．１　血液基因组ＤＮＡ
由图１可见，提取得到的电泳图条带清晰，无明显拖带，

可用作后续扩增模板。
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２．２　猪ＳＬＡⅡ －ＤＲＢ第二外显子的扩增
扩增结果如图２所示：条带清晰，特异性强，片段大小接

近２４５ｂｐ。
２．３　测序结果分析

采取猪的样本量共计２０个个体，每个个体测序分别送样
１５个阳性克隆，共得到３００条序列，经编辑整理合并重复序

列后得到上下游引物完整的ＤＮＡ序列共计１３３条（包含３条
假基因序列）其中１３２条长度为２４５ｂｐ，１条为２４６ｂｐ。将所
测得的序列在线 Ｂｌａｓｔ比对，图 ３是其在 ＮＣＢＩ中与其他猪
ＳＬＡⅡ －ＤＲＢ１基因第二外显子的比对结果。经检测得到的
序列与某猪（序列号：ＦＪ１６９４３４．１）ＳＬＡⅡ －ＤＲＢ１基因第二外
显子高度相似，证明所得序列是本试验需要的目的片段。

２．４　等位基因分析
参照惯例将得到的等位基因型命名为 ＳＬＡ－ＤＲＢ１０１

至ＳＬＡ－ＤＲＢ１４５。如表１所示猪２０个个体（标号Ａ１、Ａ２、
Ｂ３等）的ＤＮＡ等位基因型共整理得到４５种。其中，标号为
ＳＬＡＤＲＢ１０８的等位基因分布范围最广，在１９个个体中存
在，其次为ＳＬＡＤＲＢ１０７，分布在１６个个体中，还有大部分
基因型是分布在单个个体中。在 Ａ１和 Ａ４个体检测到等位
基因型最多，为１０种。
２．５　核苷酸和氨基酸多态性

本试验分析的４５条等位基因序列，每条核苷酸序列１９８
个位点，分析得到核苷酸多态位点共有１０２个，核苷酸多样性
水平为０．１０７１２，序列间的平均遗传距离为０．１１８。经翻译
得到相应的ＤＮＡ等位基因氨基酸序列，经编辑整理后得到猪
４５条ＤＮＡ等位基因序列的推导氨基酸序列（图４），每条序
列均为６６个氨基酸。
２．６　系统进化分析

在ＧｅｎＢａｎｋ选取人（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＭ＿００１２４３９６５．１）
与小鼠（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＭ＿２０７１０５．３）ＭＨＣ基因序列同本
试验得到的４５条猪 ＳＬＡⅡ －ＤＲＢ１第二外显子等位基因序
列基于Ｋｉｍｕｒａ双参数模型构建 Ｎ－Ｊ（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）系
统进化树（图 ５）。可见，猪 ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因同人 ＨＬＡ－
ＤＲＢ１的亲缘关系要比同小鼠Ｈ２－Ａｂ１更近一些。

３　讨论

ＳＬＡ基因能够影响ＭＨＣ介导的免疫反应［１６］以及动物的

生产性状［１７］。目前，关于猪能够作为生物学研究的理想大型

动物模型的相关理论依据越来越多［１８－２０］，并且猪对于人的异

种器官移植是一个良好的潜在供体［２１］。考虑到以上多种的

发展可能，寻求一种快速、准确、方便的方法以评估 ＳＬＡ多态
性是很有必要的。有关 ＳＬＡ等位基因的分型方法多种多样，
目前主要包括ＰＣＲ－直接测序分型法（ＰＣＲ－ＳＢＴ）、ＰＣＲ－序
列特异性引物（ＰＣＲ－ＳＳＰ）、ＰＣＲ－限制性片段长度多态性
（ＰＣＲ－ＲＦＬＰ）及微卫星标记（ＭＳ）等。人们已经使用这些方
法从不同猪种和猪细胞系中鉴定了许多ＳＬＡⅠ类和Ⅱ等位基
因和单倍型［２２］。其中，ＰＣＲ－ＳＢＴ方法是将 ＰＣＲ扩增得到的
特定产物直接或克隆后进行测序从而直观地获取碱基突变位

置及突变类型，是当前用来定义 ＳＬＡ特异性和多样性的最直
接和准确的手段。

　　本研究采集同一种群的 ２０头成年长白猪，对其血液
ＤＮＡ的ＳＬＡⅡ －ＤＲＢ１第二外显子进行 ＰＣＲ克隆测序。在
ＤＮＡ测序结果中，存在１个特殊长度的序列（２４６ｂｐ），且得
到的全部ＤＮＡ序列共存在３条假基因序列。说明ＤＮＡ序列
在 ＰＣＲ过程中可能存在缺失、插入、突变、移码等过度修
饰［２３］。经各种软件编辑分析得到的ＤＮＡ等位基因序列为４５
条，其中等位基因在个体分布范围为１～１９个不等，单个个体
为１个基因型占６６．７％，所占比例较高。这种情况的出现可
能与样本量有关，也可能是稀有等位基因的广泛分布［２４］。通

过在线Ｂｌａｓｔ与猪的ＳＬＡⅡ －ＤＲＢ座位第二外显子参考基因
序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＥＵ９１８４２２．１）进行对照，可知得到的
氨基酸序列是ＳＬＡⅡ －ＤＲＢ第二外显子编码区的第４～６９
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表１　猪２０个个体的等位基因分布

基因名称 Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ａ４ Ａ５ Ａ６ Ａ７ Ａ８ Ａ９ Ｂ１ Ｂ３ Ｂ４ Ｂ６ Ｂ７ Ｃ３ Ｃ４ Ｃ５ Ｃ９ Ｄ２ Ｄ７
ＤＲＢ１０１ · · · · · · · · ·
ＤＲＢ１０２ ·
ＤＲＢ１０３ · · · · · · · · · · · · ·
ＤＲＢ１０４ ·
ＤＲＢ１０５ ·
ＤＲＢ１０６ · · · ·
ＤＲＢ１０７ · · · · · · · · · · · · · · · ·
ＤＲＢ１０８ · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·
ＤＲＢ１０９ ·
ＤＲＢ１１０ ·
ＤＲＢ１１１ · · · · · · · · · · · · · ·
ＤＲＢ１１２ · ·
ＤＲＢ１１３ · ·
ＤＲＢ１１４ · · ·
ＤＲＢ１１５ ·
ＤＲＢ１１６ ·
ＤＲＢ１１７ ·
ＤＲＢ１１８ ·
ＤＲＢ１１９ · · · · · · · · ·
ＤＲＢ１２０ ·
ＤＲＢ１２１ ·
ＤＲＢ１２２ · ·
ＤＲＢ１２３ ·
ＤＲＢ１２４ ·
ＤＲＢ１２５ ·
ＤＲＢ１２６ ·
ＤＲＢ１２７ ·
ＤＲＢ１２８ ·
ＤＲＢ１２９ ·
ＤＲＢ１３０ ·
ＤＲＢ１３１ · ·
ＤＲＢ１３２ · ·
ＤＲＢ１３３ · ·
ＤＲＢ１３４ ·
ＤＲＢ１３５ · ·
ＤＲＢ１３６ ·
ＤＲＢ１３７ ·
ＤＲＢ１３８ ·
ＤＲＢ１３９ ·
ＤＲＢ１４０ ·
ＤＲＢ１４１ ·
ＤＲＢ１４２ ·
ＤＲＢ１４３ ·
ＤＲＢ１４４ ·
ＤＲＢ１４５ ·

　　注：·表示个体存在该等位基因。

位。在对遗传多态性分析中，得到多态性位点及多态性水平

值均体现了猪ＳＬＡ－ＤＲＢ第二外显子具有高度多态性。同人
与小鼠ＭＨＣ基因建立的系统进化树中，可以发现与小鼠基因
相比，人的基因貌似同猪ＳＬＡ－ＤＲＢ基因亲缘关系更近，但它
们同猪均属于不同分支，猪同其他物种ＭＨＣ基因的亲缘关系
仍需进一步探究。

目前，ＭＨＣ分子在人类免疫调节、器官移植和自身免疫

疾病中起到的作用已经受到广泛关注。随着实验动物模型的

不断开发能够推进有关 ＭＨＣ各个方面的生物学研究。有关
猪ＭＨＣ的研究显示ＳＬＡ分子对于部分免疫疾病具有一定的
指导意义，比如猪腹泻［２５－２６］、口蹄疫病毒［２７］、皮肤恶性黑色

素瘤［２８］、猪繁殖与呼吸综合征病毒［２９］、猪伪狂犬病病毒

等［３０］。本研究旨在对猪的ＳＬＡⅡ －ＤＲＢ１座位第二外显子进
行多态性分析，从多个方面阐述了该基因的高度多态性特征，
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为后期的猪血液微生物多态性分析试验做铺垫以探索新的抗猪

病原体等位基因，从而为ＳＬＡ分子相关免疫研究提供理论依据。
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６．０、亚硝酸盐浓度０．７５ｍｇ／Ｌ）时，斑马鱼的致死率最高。斑
马鱼在ｐＨ值为６．０时死亡率高，因为低ｐＨ值对鱼的感官和
呼吸器官有毒害作用，使其摄食能力下降、耗氧量升高、生存

能力减弱。此外，过低ｐＨ值会导致渗透压调节机制失调，打
破血液酸碱平衡，从而阻碍鱼体生理生化机制的正常运

作［２０］。亚硝酸盐的毒性作用是由于亚硝酸盐进入血液后，将

血红蛋白分子的Ｆｅ２＋氧化成为 Ｆｅ３＋，抑制血液的载氧能力，
从而造成组织缺氧、神经麻痹甚至窒息死亡［２１－２２］，加速鱼类

死亡。本试验虽然显示环境胁迫因子对斑马鱼的致死率没有

显著影响，但是在正交试验条件下环境胁迫因子对Ｂｃ毒力基
因表达起支持作用，为预测实际养殖池塘中发病率的大小和其

发病的危险程度提供相关参考，以便于早做调节，减少损失。
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