
２０１７ 年 ８ 月

第 ２５ 卷　 第 ４ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ａｕｇｕｓｔ ２０１７

Ｖｏｌ． ２５　 Ｎｏ． ４

［基金项目］国家自然科学基金项目（编号：． ３１５０２０３９）。
［作者简介］江新杰（１９８９ － ），男，硕士研究生，研究方向：动物学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｊｉａｎｇｘｉｎｊｉｅ７７７＠ １６３． ｃｏｍ
［通讯作者］杨春文（１９５９ － ），男，教授，研究方向：动物生态学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙａｎｇｃｈｕｎｗｅｎ＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ；

高彩霞（１９８２ － ），女，助理研究员，研究方向：动物免疫遗传学，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｇａｏｃｘ７８＠ １６３． ｃｏｍ
∗共同通讯作者

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

实验用 ＳＰＦ 大白猪和长白猪 ＳＬＡ ＩＩ 类基因多态
性研究

江新杰１，２，权金强３，李昌文２，路小野２，陈洪岩２，杨春文１∗，高彩霞２∗

（１． 牡丹江师范学院生命科学与技术学院，黑龙江省牡丹江　 １５７０１２； ２． 中国农业科学院哈尔滨兽医研究所兽医

生物技术国家重点实验室，哈尔滨　 １５００６９； ３． 甘肃农业大学动物科学技术学院，兰州 ７３００７０． ）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究实验用 ＳＰＦ 大白猪和长白猪 ＳＬＡ ＩＩ 类基因的多态性。 方法　 分别采集 １５ 头 ＳＰＦ 大白

猪和 ２２ 头长白猪抗凝血，分离外周血淋巴细胞，提取总 ＲＮＡ，反转录后 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增 ＤＱＢ１、ＤＲＢ１ 和 ＤＱＡ 基因并

进行测序，分析获得的 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因序列多态性。 结果　 ３ 个基因共获得 ２５ 个等位基因，包括 ８ 个 ＤＱＢ１，１０
个 ＤＲＢ１ 和 ７ 个 ＤＱＡ，全部获得 ＩＳＡＧ ＳＬＡ 命名委员会的官方命名，其中 ３ 个等位基因首次提交完整序列，命名为

ＤＱＢ１∗０２：１２（ＫＵ７５４５９０）、ＤＱＢ１∗０２：０３（ＫＵ７５４５９１）和 ＤＲＢ１∗０６：０７（ＫＵ７５４６０１），３ 个 ＤＱＡ 等位基因为新发现

等位基因。 ＳＰＦ 大白猪和长白猪 ＤＱＢ１ 等位基因与外源性抗原结合的 １５ 个氨基酸中，共有 ５ 个氨基酸具有高度保

守性；ＤＲＢ１ 等位基因的 １６ 个外源性抗原识别位点中，仅 １ 个位点高度保守；ＤＱＡ 等位基因 １９ 个抗原结合位点中，
有 １１ 个高度保守。 ＳＬＡ ＩＩ 类基因氨基酸序列分子进化树表明，３ 个基因分别聚为两大类，与国外 Ｙｕｃａｔａｎ 小型猪具

有较近的亲缘关系，而与其他猪种未表现明显遗传距离相隔。 结论　 成功鉴定了大白猪和长白猪的 ２５ 个 ＳＬＡ ＩＩ
类等位基因，发现其具有较为丰富的多态性，所获得 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因在其他品种猪也广泛分布，具有多样性，这
一研究结果对大白猪和长白猪发展为经典实验动物模型具有重要作用。
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　 　 猪主要组织相容性复合体（ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉ⁃
ｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ， ＭＨＣ）又称猪白细胞抗原（ｓｗｉｎｅ ｌｅｕ⁃
ｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ， ＳＬＡ），位于猪第 ７ 号染色体［１］，属于

猪重要的免疫应答基因群。 自 １９７０ 年首次发现

ＳＬＡ 以来，ＳＬＡ 的研究地位仅次于鼠和人类 ＭＨＣ 研

究［２，３］。 在免疫多态性（ ｉｍｍｕｎｅ⁃ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｄａｔａ⁃
ｂａｓｅ， ＩＰＤ）⁃ＭＨＣ 数据库［４］ （Ｒｅｌｅａｓｅ １􀆰 ２􀆰 ０ １６ ／ ０５ ／
２００８）中，已提交了 １６４ 个 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因，包括

３８ 个 α 链等位基因 （１３ＤＲＡ、２０ＤＱＡ 和 ５ＤＭＡ）和

１２６ 个 β 链等位基因 （４４ＤＱＢ１ 和 ８２ＤＲＢ１），到目前

尚未更新。 ＳＬＡ ＩＩ 类基因成员众多，只有 ＳＬＡ⁃ＤＱ
及 ＳＬＡ⁃ＤＲ 基因在蛋白质水平表达，被证明存在丰

富的多态性，而且这种多态性与 ＳＬＡ ＩＩ 类抗原的生

物学特性密切相关。 关于 ＤＱＢ１、ＤＲＢ１、ＤＱＡ 基因

的研究主要集中在第 ２ 外显子［５ － ８］。 近年来研究表

明，ＳＬＡ 不同基因型的猪群对疾病的抵抗能力不

同［９，１０］。 因此，研究 ＳＬＡ 基因型与多态性，对猪的抗

病育种具有重要的意义。
大白猪（Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ）和长白猪（Ｌａｎｄｒａｃｅ）是世界

上分布最广的主导瘦肉型猪［１１ － １３］。 ２０１４ 年，中国

农业科学院哈尔滨兽医研究所从加拿大引进 １００ 头

无猪瘟、无猪繁殖与呼吸综合征、无猪传染性胃肠炎

和猪流感等疫病的 ＳＰＦ 猪，其中大白猪和长白猪各

５０ 头，包含 ３２ 窝大白猪和 ２８ 窝长白猪。 贺希文

等［１４，１５］从群体遗传学角度对其进行分析，发现引进

的 ＳＰＦ 大白猪和长白猪遗传结构比国内部分大白

猪和长白猪更为稳定，可作为实验动物模型来研究

病原体感染机制和疫苗评价等科学试验，分析这两

猪群的 ＳＬＡ 基因及其多态性可减少遗传背景差异

对试验结果的干扰，提高精确性。 本研究旨在通过

ＳＢＴ 方法获得 ＳＰＦ 大白猪和长白猪 ＳＬＡ ＩＩ 类基因，

并对其多态性进行研究，为更好利用 ＳＰＦ 猪的优良

遗传资源奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

３７ 份抗凝血样品分别采自中国农业科学院哈

尔滨兽医研究所从加拿大引进的 ＳＰＦ 大白猪和长

白猪，其中大白猪 １５ 头（４♂，１１♀），长白猪 ２２ 头

（６♂，１６♀）；猪外周血淋巴细胞分离液购自中国天

津瀚洋生物制品科技有限责任公司；大肠埃希菌

ＤＨ５α 购自中国北京天根生物科技有限公司；ＲＮＡ
提取试剂盒、质粒小量抽提试剂盒和 ＤＮＡ 胶回收纯

化试剂盒均为中国爱思进生物技术（杭州）有限公

司产品；ｐＭＤ１８⁃Ｔ、Ｌａ． Ｔａｑ 酶、ＰＣＲ Ｔａｑ Ｍｉｘ、ＤＬ ２０００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 以及反转录试剂盒购自中国宝生物（大
连）有限公司；琼脂糖购自中国北京全式金生物技

术有限公司；胰蛋白胨、酵母提取物均为英国 ＯＸ⁃
ＯＩＤ 公司产品；琼脂粉购自中国北京奥博星生物技

术有限责任公司。 引物由中国吉林库美生物科技有

限公司合成。
１． ２　 ＲＴ⁃ＰＣＲ

对抗凝血分离外周血淋巴细胞， ＲＮＡ 提取试

剂盒提取总 ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ 后，以 ｃＤＮＡ 为模

板，扩增 ＳＬＡ ＩＩ 类基因。 ＰＣＲ 反应体系为 ３０ μＬ：
ｃＤＮＡ ３ μＬ，上下游引物（２５ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １􀆰 ２ μＬ，２ ×
ＰＣＲ ＧＣ ｂｕｆｆｅｒ １５􀆰 ０ μＬ，Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ３ μＬ，ｄＮＴＰ ５ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ ４􀆰 ３ μＬ。 反应程序为：９４℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；
９４℃ ３０ ｓ，５５℃ ３０ ｓ，７２℃ ５０ ｓ，共 ３０ 个循环；７２℃
延伸 １０ ｍｉｎ。 终产物使用 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定。
引物设计参照文献［１６］，见表 １。
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表 １　 ＳＬＡ ＩＩ 类基因的扩增引物

Ｔａｂ． １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＬＡ ｃｌａｓｓ ＩＩ ｇｅｎｅｓ
基因
Ｇｅｎｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ

序列（５′ － ３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′ － ３′）

片段大小 ／ ｂｐ
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｓｅｓ

ＳＬＡ⁃ＤＱＢ１
ＤＱＢ⁃Ｆ ＴＧＡＣＴＡＣＣＡＴＴＡＣＴＴＣＴＴＣＧＴ
ＤＱＢ⁃Ｒ ＴＣＴＴＧＣＡＣＡＧＴＣＴＧＴＴＧＡＧＧ

１１０３

ＳＬＡ⁃ＤＲＢ１
ＤＲＢ⁃Ｆ ＴＧＴＣＣＴＣＴＣＣＴＧＴＴＣＴＣＣＡ
ＤＲＢ⁃Ｒ ＡＧＧＡＣＧＣＡＧＡＧＣＡＴＡＧＣＡＧ

９０７

ＳＬＡ⁃ＤＱＡ
ＤＱＡ⁃Ｆ ＡＡＣＴＣＣＧＡＡＧＡＧＣＡＡＣＡＧＣ
ＤＱＡ⁃Ｒ ＡＣＣＴＴＣＣＣＴＴＣＴＧＧＡＧＴＧＴＧ

８３０

１． ３　 ＰＣＲ 产物直接测序和克隆测序

ＰＣＲ 产物经 １％ 琼脂糖凝胶鉴定后，送北京六

合华大基因有限公司测序。 分析测序结果，将杂合

序列通过 ＤＮＡ 胶回收试剂盒回收并纯化 ＰＣＲ 产

物，连接 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体，将连接产物转化大肠杆菌

ＤＨ５α 扩大培养，约 ３ ｈ 后对菌液进行 ＰＣＲ 鉴定，阳
性菌液继续培养直到菌液浓度达到测序要求，取 １
ｍＬ 送至哈尔滨博仕生物技术有限公司进行序列测

定。
１． ４　 序列分析方法

获得的序列使用 Ｃｈｒｏｍａｓ ２􀆰 ５ 进行人工校对，
其他引用序列引自 ＩＰＤ⁃ＭＨＣ 数据库，利用 ＭＥＧＡ

７􀆰 ０ 软件进行序列分型、氨基酸多态性分析和遗传

距离分析。 使用 ＤＮＡｓｐ ５􀆰 ０ 软件分析核苷酸多态

性及计算核苷酸多样度（Ｐｉ）。 根据序列比对和进化

树分析，将新等位基因提交 ＩＳＡＧ ＳＬＡ 命名委员会

给予官方命名。

２　 结果

２． １　 ＳＬＡ ＩＩ 类基因的扩增

ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳检测，
ＤＱＢ１、ＤＲＢ１ 和 ＤＱＡ 均有清晰的特异性条带，片段

大小与预期结果一致（图 １），表明成功获得 ＳＬＡ ＩＩ
类 ３ 个基因。

注：Ｍ：ＤＬ ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ２：ＤＱＢ１ 基因扩增产物；３ ～ ４：ＤＲＢ１ 基因扩增产物；５ ～ ６：ＤＱＡ 基因扩增产物。

图 １　 ＳＬＡ ＩＩ 类基因的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｎｏｔｅ． Ｍ：ＤＬ ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １ ～ ２：Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＤＱＢ１ ｇｅｎｅ； ３ ～ ４：Ｔｈｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＤＲＢ１ ｇｅｎｅ； ５ ～ ６：Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＤＱＡ ｇｅｎｅ．

Ｆｉｇ． １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＬＡ ｃｌａｓｓ ＩＩ ｇｅｎｅｓ

２． ２　 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因序列分析

分析 ２２ 头 ＳＰＦ 长白猪和 １５ 头大白猪 ＤＱＢ１、
ＤＲＢ１ 和 ＤＱＡ 序列，共获得 ２５ 个等位基因，包括 ８
个 ＤＱＢ１，１０ 个 ＤＲＢ１ 和 ７ 个 ＤＱＡ（表 ２），ＤＱＢ１∗
０２：０１、ＤＱＢ１∗０６：０１、ＤＲＢ１∗１０：０１、ＤＱＡ∗０１：０１
和 ＤＱＡ∗０２：０２：０２ 等位基因为大白猪和长白猪共

享等位基因。 所有等位基因序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ 数

据库获得登录号，同时提交到 ＩＳＡＧ ＳＬＡ 命名委员

会获得官方命名（表 ３）。 其中，ＤＱＢ１∗０２：１２ 和

ＤＲＢ１∗０６：０７ 为未确定的等位基因，ＤＱＡ∗ｙｓ０１、
ＤＱＡ∗ｙｓ０２ 和 ＤＱＡ∗ｌｒ０３ 为新发现的等位基因，此
外，３ 个等位基因首次提交 ＣＤＳ 全长序列， ＩＳＡＧ
ＳＬＡ 命 名 委 员 将 其 命 名 为： ＤＱＢ１ ∗ ０２： １２
（ＫＵ７５４５９０），ＤＱＢ１∗０２：０３（ＫＵ７５４５９１）和 ＤＲＢ１∗

６０４
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０６：０７（ＫＵ７５４６０１）。 每个等位基因均包含一个完整

的开放阅读框。
　 　 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因在大白猪和长白猪中的分布

频率如图 ２。 大白猪中出现频率最高的 ＳＬＡＩＩ 类等

位基因分别为 ＤＱＢ１∗０６：０１、ＤＲＢ１∗１０：０１ 和 ＤＱＡ
∗０１：０１，等位基因频率分别为 ４６􀆰 ６７％ 、 ４６􀆰 ６７％和

４３􀆰 ３３％ 。 长白猪中出现频率最高的为 ＤＱＢ１∗０７：

０１、ＤＲＢ１∗１０：０１ 和 ＤＱＡ∗ｌｒ０３，等位基因频率分别

为 ４３􀆰 １８％ 、４０􀆰 ９１％ 和 ４３􀆰 １８％ 。 尽管 ＤＱＢ１∗０６：
０１ 在长白猪中不是频率最高基因型，但它是大白猪

和长白猪中分布最广的基因型。 同样，ＤＲＢ１∗１０：
０１ 和 ＤＱＡ∗０１：０１ 也是在大白猪和长白猪中分布

广泛的 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因。

表 ２　 实验用 ＳＰＦ 大白猪和长白猪 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因

Ｔａｂ． ２　 ＳＬＡ ｃｌａｓｓ ＩＩ ａｌｌｅｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ＳＰＦ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ ａｎｄ Ｌａｎｄｒａｃｅ ｐｉｇｓ

猪编号
Ｐｉｇ Ｎｏ．

性别
ｓｅｘ

ＳＬＡＩＩ 等位基因
ＳＬＡ ｃｌａｓｓ ＩＩ ａｌｌｅｌｅｓ

ＳＬＡ⁃ＤＱＢ１ ＳＬＡ⁃ＤＲＢ１ ＳＬＡ⁃ＤＱＡ
长白猪 Ｌａｎｄｒａｃｅ

２９０６ ♀ ０６：０１，０７：０１ １０：０１，０６：０１ ０１：０１，ｌｒ０３
２９２２ ♀ ０６：０１ １０：０１ ０１：０１
２９５９ ♀ ０６：０１ １０：０１ ０１：０１
２９９５ ♀ ０６：０１， ０７：０１ １０：０１，０６：０２ ０１：０１，ｌｒ０３
３０３７ ♂ ０７：０１ ０６：０１ ｌｒ０３
３０６５ ♂ ０６：０１，０７：０１ １０：０１，０６：０２ ０１：０１，ｌｒ０３
３０９３ ♀ ０６：０１，０７：０１ １０：０１，０６：０１ ０１：０１，ｌｒ０３
３１００ ♂ ０６：０１，０７：０１ １０：０１，０６：０１ ０１：０１，ｌｒ０３
３１１１ ♀ ０６：０１，０７：０１ １０：０１，０６：０１ ０１：０１，ｌｒ０３
３１１２ ♀ ０６：０１，０７：０１ １０：０１，０６：０１ ０１：０１，ｌｒ０３
３１４１ ♀ ０７：０１ ０６：０２ ｌｒ０３
３２１６ ♀ ０６：０１，０７：０１ １０：０１，０６：０２ ０１：０１，ｌｒ０３
３２１９ ♀ ０２：０３，０６：０１ ０８：０１，１０：０１ ０２：０２：０２，０１：０１
３２２０ ♀ ０６：０１ １０：０１ ０１：０１
３２２２ ♀ ０６：０１ １０：０１ ０１：０１
３２３１ ♂ ０７：０１，０２：０３ ０６：０１，０８：０１ ｌｒ０３，０２：０２：０２
３２４１ ♂ ０６：０１，０７：０１ １０：０１，０６：０１ ０１：０１，ｌｒ０３
３２４２ ♂ ０２：０１，０７：０１ ０５：０１，０６：０１ ０２：０３，ｌｒ０３
３２５３ ♀ ０２：０３，０７：０１ ０８：０１，０６：０１ ０２：０２：０２，ｌｒ０３
３２５５ ♀ ０２：０３，０２：０１ ０８：０１，０５：０１ ０２：０２：０２，０２：０３
３２５７ ♀ ０７：０１，０２：０３ ０６：０１，０８：０１ ｌｒ０３，０２：０２：０２
３３１３ ♀ ０７：０１ ０６：０２ ｌｒ０３
大白猪 Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ

４９７５ ♀ ０６：０１ １０：０１ ０１：０１
５０４５ ♀ ０６：０１，０４：０１：０１ １０：０１，０２：０１ ０１：０１，０２：０２：０１
５０７５ ♂ ０６：０１，０４：０１：０１ １０：０１，０２：０１ ０１：０１，０２：０２：０１
５０７６ ♂ ０４：０１：０１， ０６：０１ ０２：０１，１０：０１ ０２：０２：０１，ｙｓ０１
５１８７ ♀ ０２：０２， ０６：０１ ０４：０２，１０：０１ ０２：０２：０２，０１：０１
５１９４ ♂ ０６：０１，０４：０１：０１ １０：０１，０２：０１ ０１：０１，０２：０２：０１
５２０８ ♀ ０９：０１，０６：０１ ０９：０１，１０：０１ ｙｓ０２，０１：０１
５２２７ ♀ ０９：０１，０６：０１ ０９：０１，１０：０１ ｙｓ０２，０１：０１
５２３８ ♀ ０２：０１，０４：０１：０１ ０２：０１ ０２：０２：０１
５２４７ ♀ ０２：０１，０６：０１ ０７：０１，１０：０１ ０２：０２：０１，０１：０１
５３２７ ♂ ０２：１２，０４：０１：０１ ０６：０７，０２：０１ ０１：０１，０２：０２：０１
５３４１ ♀ ０９：０１，０６：０１ ０９：０１，１０：０１ ｙｓ０２，０１：０１
５３４３ ♀ ０９：０１，０６：０１， ０９：０１，１０：０１ ｙｓ０２，０１：０１
５３４４ ♀ ０２：０２，０６：０１ ０４：０２，１０：０１ ０２：０２：０２，０１：０１
５３４６ ♀ ０２：０２，０６：０１ ０４：０２，１０：０１ ０２：０２：０２，０１：０１
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表 ３　 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因 ＩＳＡＧ 命名和 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

Ｔａｂ． ３　 Ｏｆｆｉｃｉａｌ ＩＳＡＧ ＳＬＡ ｃｌａｓｓ ＩＩ ａｌｌｅｌｅｓ ｄｅｓｉｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ
基因名称

Ａｌｌｅｌｅ ｎａｍｅｓ
登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．
本研究品种
Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ＩＰＤ⁃ＭＨＣ 数据库中其他品种
Ｂｒｅｅｄ ｏｆ ＩＰＤ⁃ＭＨＣ Ｄａｔａｂａｓｅ

ＤＱＢ１∗０２：０１ ＫＵ７５４５８４ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ， Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｙｕｃａｔａｎ；ＮＩＨ；Ｈａｎｆｏｒｄ；Ｓｉｎｃｌａｉｒ；Ｍｅｉｓｈａｎ；Ｇｅｔｔｉｎｇｅｎ；
Ｃｒｏｓｓｂｒｅｄ；Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ“ＭＰＫ ＼ＰＫ１５ ＼ＰＫ１３”；

ＤＱＢ１∗０２：０２ ＫＵ７５４５８５ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ Ｙｕｃａｔａｎ；Ｂａｎｎａ；Ｌａｒｇｅ Ｗｈｉｔｅ；Ｃｒｏｓｓｂｒｅｄ；
ＤＱＢ１∗０４０１∶ ０１ ＫＵ７５４５８６ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ ＮＩＨ；Ｌａｒｇｅ ｗｈｉｔｅ；Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｂａｍａ；
ＤＱＢ１∗０６：０１ ＫＵ７５４５８７ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ， Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｙｕｃａｔａｎ；Ｃｌａｗｎ；Ｋｏｒｅａｎ ｎａｔｉｖｅ ｐｉｇ；Ｃｒｏｓｓｂｒｅｄ；
ＤＱＢ１∗０７：０１ ＫＵ７５４５８８ Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｓｉｎｃｌａｉｒ；Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ“ＥＳＫ⁃４”；
ＤＱＢ１∗０９：０１ ＫＵ７５４５８９ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ“ＬＬＣ⁃ＰＫ１”；
ＤＱＢ１∗０２：１２ ＫＵ７５４５９０ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ
ＤＱＢ１∗０２：０３ ＫＵ７５４５９１ Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｌａｎｄｒａｃｅ × Ｄｕｒｏｃ；

ＤＲＢ１∗０２：０１ ＫＵ７５４５９２ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ Ｈａｎｆｏｒｄ； Ｓｉｎｃｌａｉｒ；Ｗｅｓｔｒａｎ； Ｌａｒｇｅ ｗｈｉｔｅ；
Ｌａｎｄｒａｃｅ；Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ“ＮＩＨ ／ ＭＧＨ”；

ＤＲＢ１∗０４：０２ ＫＵ７５４５９３ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ Ｂａｎｎａ；Ｓｗｅｄｉｓｈ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ；Ｌａｒｇｅ Ｗｈｉｔｅ

ＤＲＢ１∗０５：０１ ＫＵ７５４５９４ Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｙｕｃａｔａｎ；Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｂａｍａ；
Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ“ＰＫ１５ ＼ＰＫ１３ ＼ＳＫ⁃ＲＳＴ”；

ＤＲＢ１∗０６：０１ ＫＵ７５４５９５ Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｙｕｃａｔａｎ；
ＤＲＢ１∗０６：０２ ＫＵ７５４５９６ Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｓｉｎｃｌａｉｒ；Ｌａｒｇｅ ｗｈｉｔｅ；Ｓｈａｚｉｌｉｎｇ
ＤＲＢ１∗０７：０１ ＫＵ７５４５９７ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ Ｃａｎａｄｉａｎ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ；Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｂａｍａ；
ＤＲＢ１∗０８：０１ ＫＵ７５４５９８ Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｃｌａｗｎ；Ｄｕｒｏｃ；Ｙｕｃａｔａｎ；Ｃｒｏｓｓｂｒｅｄ；

ＤＲＢ１∗０９：０１ ＫＵ７５４５９９ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ Ｍｅｉｓｈａｎ；Ｌａｒｇｅ Ｗｈｉｔｅ；Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｂａｍａ；
Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ“ＭＰＫ ＼ＳＴ”

ＤＲＢ１∗１０：０１ ＫＵ７５４６００ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ， Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｌａｎｄｒａｃｅ；
ＤＲＢ１∗０６：０７ ＫＵ７５４６０１ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ

ＤＱＡ∗０２：０２：０１ ＫＸ７８６９４２ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ Ｙｕｃａｔａｎ；ＮＩＨ；
ＤＱＡ∗ｙｓ０１ ＫＸ７８６９４３ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ
ＤＱＡ∗ｙｓ０２ ＫＸ７８６９４４ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ

ＤＱＡ∗０２：０２：０２ ＫＸ７８６９３８ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ；Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｙｕｃａｔａｎ；Ｂａｎｎａ；Ｌａｒｇｅ ｗｈｉｔｅ；
ＤＱＡ∗０１：０１ ＫＸ７８６９３９ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ；Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｌａｒｇｅ ｗｈｉｔｅ；Ｋｏｒｅａｎ ｎａｔｉｖｅ ｐｉｇ；
ＤＱＡ∗０２：０３ ＫＸ７８６９４０ Ｌａｎｄｒａｃｅ Ｙｕｃａｔａｎ；
ＤＱＡ∗ｌｒ０３ ＫＸ７８６９４１ Ｌａｎｄｒａｃｅ

图 ２　 ＳＬＡＩＩ 类等位基因在大白和长白猪中的分布频率

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＳＬＡ ｃｌａｓｓ ＩＩ ａｌｌｅｌｅｓ ｉｎ Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ ａｎｄ Ｌａｎｄｒａｃｅ ｐｉｇｓ

８０４
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２． ３　 ＳＬＡ ＩＩ 类基因序列多态性分析

对获得的 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因序列进行多态性

分析（表 ４），发现在所有的序列中，ＤＲＢ１ 序列的多

样度（ Ｐｉ ＝ ０􀆰 ０５１） 明显高于 ＤＱＢ１ 和 ＤＱＡ 序列；
ＤＱＢ１ 具有最高的 Ｇ ＋ Ｃ 含量（Ｇ ＋ Ｃ ＝ ６０􀆰 ５％ ）。 由

于 ＩＩ 类等位基因多态性集中在第 ２ 外显子，因此，

比较获得的 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因与 ＩＰＤ⁃ＭＨＣ 数据库

中已提交的 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因第 ２ 外显子（表 ５），
发现非同义突变位点数明显高于同义突变位点数，
此外，ＤＱＢ１ 第 ２ 外显子的多样度高达 ０􀆰 ０５７８，在 ３
个 ＳＬＡ ＩＩ 类基因中最高。

表 ４　 ＳＬＡＩＩ 类等位基因序列多态性分析

Ｔａｂ． ４　 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＬＡ ｃｌａｓｓ ＩＩ ａｌｌｅｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

等位基因
Ａｌｌｅｌｅｓ

核苷酸总数
Ｔｏｔａｌ

ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

核苷酸变
异位点数

Ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ

单态位点
Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ

ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ

简约信息位点
Ｐａｒｓｉｍｏｎｙ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅ

ｓｉｔｅｓ

氨基酸变
异位点

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅ

同义突变
Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ
ｍｕｔａｔｉｏｎ

非同义突变
Ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ

ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

Ｇ ＋ Ｃ 比
Ｇ ＋ Ｃ ｒａｔｉｏ

多样度
Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ＳＬＡ⁃ＤＱＢ１ ７８６ ５６ １９ ３７ ２７ １３ １４ ６０􀆰 ５ ０􀆰 ０２２

ＳＬＡ⁃ＤＲＢ１ ８０１ １０９ ４６ ６３ ５３ １９ ３４ ５９􀆰 ２ ０􀆰 ０５１

ＳＬＡ⁃ＤＱＡ ７６８ ２９ ６ ２３ １８ ３ １５ ５１􀆰 ７ ０􀆰 ０１９

表 ５　 ＳＬＡＩＩ 类等位基因第 ２ 外显子序列多态性分析

Ｔａｂ． ５　 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＬＡ ｃｌａｓｓ ＩＩ ｅｘｏｎ ２ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

等位基因
Ａｌｌｅｌｅｓ

核苷酸
总数
Ｔｏｔａｌ

ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

核苷酸变
异位点数
Ｖａｒｉａｂｌｅ
ｓｉｔｅｓ

单态位点
Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ
ｖａｒｉａｂｌｅ
ｓｉｔｅｓ

简约信
息位点

Ｐａｒｓｉｍｏｎｙ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅ

ｓｉｔｅｓ

氨基酸
变异位点
Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

ｖａｒｉａｂｌｅ
ｓｉｔｅ

同义
突变

Ｓｙｎｏｎｙ⁃
ｍｏｕｓ

ｍｕｔａｔｉｏｎ

非同义
突变
Ｎｏｎｓｙ⁃
ｎｏｎｙｍｏ

ｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

Ｇ ＋ Ｃ 比
Ｇ ＋ Ｃ ｒａｔｉｏ

多样度
Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

等位基
因总数

Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ

数据来源
Ｄａｔａ

ｓｏｕｒｃｅｓ

ＳＬＡ⁃ＤＱＢ１
２７０ ３７ １７ ２０ ２４ １１ １３ ６２􀆰 ７ ０􀆰 ０５７８ ８ 本研究

— ４７ １１ ３６ ２７ ５ ２２ ６２􀆰 ２ ０􀆰 ０５８４ ２０ ＮＣＢＩ

ＳＬＡ⁃ＤＲＢ１
２７０ ８１ ３７ ４４ ３９ １７ ２２ ５７􀆰 ９ ０􀆰 １１０５ １０ 本研究

— ９２ １１ ８１ ４２ ３ ３９ ５７􀆰 ７ ０􀆰 １１４５ ２７ ＮＣＢＩ

ＳＬＡ⁃ＤＱＡ
２４９ ２３ ８ １５ １３ ５ ８ ４７􀆰 ８ ０􀆰 ０３９７ ７ 本研究

— ３３ ７ ２６ １９ ４ １５ ４７􀆰 ６ ０􀆰 ０４３７ ２２ ＮＣＢＩ

　 　 比较大白猪和长白猪 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因与

ＩＰＤ⁃ＭＨＣ 数据库中具有 ＣＤＳ 全长的 ＳＬＡ ＩＩ 类等位

基因（图 ３），发现在 β１ 功能区，ＤＱＢ１ 分子与外源

性抗原结合的 １５ 个关键氨基酸中［１７］，有 ５ 个氨基

酸在大白猪和长白猪中具有高度的保守性，即 ７
（Ｆ）、６６（Ｑ）、７０（Ｅ）、７４（Ｖ）和 ７９（Ｙ）。 ＤＲＢ１ 基因

与 ＤＱＢ１ 基因结构类似，然而在 １６ 个抗原识别位点

中［１７］，仅有一个氨基酸 ７８（Ｎ）在所有的 ＤＲＢ１ 等位

基因中完全保守。 １９ 个 ＤＱＡ 抗原结合位点中［１８］，
有 １１ 个氨基酸在大白猪和长白猪中具有高度的保

守性，分别为 ７ （ Ｙ）、１０ （ Ｎ）、２３ （ Ｈ）、３１ （ Ｆ）、４２
（Ｗ）、５２（Ｓ）、５３（Ｆ）、５７（Ｑ）、５８（Ａ）、６１（Ｎ）和 ７５
（Ｒ）。
２． ４　 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因系统进化树分析

将大白猪和长白猪获得的 ＳＬＡ ＩＩ 类等位基因

与 ＩＰＤ⁃ＭＨＣ 数据库中提交的具有 ＣＤＳ 全长的 ＳＬＡ
ＩＩ 类等位基因氨基酸序列绘制分子进化树。 根据其

结果，将新等位基因进行等位基因组归类，由 ＩＳＡＧ

ＳＬＡ 命名委员会给予官方命名。 除去 ＤＱＢ１∗０５：
０３ 等位基因，其余 ＤＱＢ１ 等位基因主要聚为两大

类，一个分支中大白猪和长白猪 ＤＱＢ１∗０２ＸＸ 与

Ｙｕｃａｔａｎ 小型猪的同源性更高，共享两个等位基因

（ＤＱＢ１∗０２：０１ 和 ０２： ０２ ）；两猪群分布最广的

ＤＱＢ１∗０６：０１ 等位基因在 Ｙｕｃａｔａｎ、Ｃｌａｗｎ 和韩国本

地猪中也存在。 另一个分支中 ＤＱＢ１∗０９：０１ 与

Ｙｕｃａｔａｎ 小型猪遗传距离更为接近（图 ４⁃Ａ）。 ＤＲＢ１
等位基因同样聚为两支，ＤＲＢ１∗０９：０１ 基因在Ｍｅｉｓ⁃
ｈａｎ 猪和其他系大白猪中同样存在，与中国太湖猪

具有较近的亲缘关系； ＤＲＢ１∗０５：０１ 和 ＤＲＢ１∗０６：
０１ 在 Ｙｕｃａｔａｎ 小型猪中存在；两猪群分布最广的等

位基因 ＤＲＢ１∗１０：０１ 仅在其他系长白猪中获得（图
４⁃Ｂ）。 此外，一些猪源细胞系和长白猪、大白猪共

享 ＤＱＢ１ 和 ＤＲＢ１ 等位基因较为普遍。 ＤＱＡ 基因同

样明显聚为两大类，ＤＱＡ∗０２ＸＸ 单独聚成一个分

支，新发现的等位基因 ＤＱＡ∗ｙｓ０１ 与其他系长白猪

获得的 ＤＱＡ∗０２０４ 等位基因具有很高的同源性，表

９０４



中国实验动物学报 ２０１７ 年 ８ 月第 ２５ 卷第 ４ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ ２０１７，Ｖｏｌ． ２５􀆰 Ｎｏ． ４

图 ３　 ＳＬＡＩＩ 类基因 β１ 功能区氨基酸序列比对

Ｆｉｇ． ３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＳＬＡ ｃｌａｓｓ ＩＩ ｇｅｎｅ β１ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎ

明 ＤＱＡ∗ｙｓ０１ 属于 ０２ 等位基因组；ＤＱＡ∗ｙｓ０２ 则与

ＤＱＡ∗０ ４０１ 具有最为接近的遗传距离，属于 ＤＱＡ∗
０４ 等位基因组，与云南版纳猪亲缘关系较近。 ＤＱＡ
∗ｌｒ０３ 属于 ＤＱＡ∗０１ 等位基因组，与 Ｙｕｃａｔａｎ 小型

猪具有较近的亲缘关系 （图 ４⁃Ｃ）。

３　 讨论

ＤＱＢ１、ＤＲＢ１ 和 ＤＱＡ 基因是具有功能作用的

ＳＬＡ ＩＩ 类基因，本研究通过对 １５ 头 ＳＰＦ 大白猪和

２２ 头长白猪这 ３ 个基因进行克隆和测序，共获得 ２５
个等位基因（８ 个 ＤＱＢ１，１０ 个 ＤＲＢ１ 和 ７ 个 ＤＱＡ），
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图 ４　 ＳＬＡ ＩＩ 类基因序列亲缘进化树分析

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＬＡ ｃｌａｓｓ ＩＩ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

并获得了 ＩＳＡＧ ＳＬＡ 命名委员会的官方命名，补充

了 ＩＰＤ⁃ＭＨＣ 中的数据资源。 由于 ＳＬＡ 不同等位基

因与疾病具有密切的相关性，且 ＣＤ４ ＋ 辅助性 Ｔ 细

胞的免疫应答取决于 ＭＨＣ 经典 ＩＩ 类分子与抗原的
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结合，本研究对实验用 ＳＰＦ 大白猪和长白猪 ＳＬＡ ＩＩ
类等位基因的鉴定，对其发展为经典实验动物模型

具有至关重要的作用。
编码 ＳＬＡ ＩＩ 类抗原 β 链的基因座 ＳＬＡ⁃ＤＱ 和⁃

ＤＲ 存在显著的多态性［１９ － ２３］，而这种多态性与 ＳＬＡ
ＩＩ 类抗原的生物学特性又是密切相关的，因而对 β
链基因研究较多［２４］。 其中，ＤＲＢ 和 ＤＱＢ 基因在

ＳＬＡ ＩＩ 类 β 链基因中研究较早，发现其多态性主要

集中在编码区的第 ２ 外显子，此编码区参与构成 ＩＩ
类蛋白抗原肽结合槽，而从本文变异位点统计结果

也发现，非同义突变位点数明显高于同义突变位点

数，因此意味着可以结合多样的抗原肽表位。 早在

１９９０ 年，Ｇｕｓｔａｆｓｏｎ 等［２５］ 从 ＮＩＨ 小型猪中获得 ＤＱＢ
等位基因序列，发现猪 ＤＱＢ 基因与人 ＤＱＢ１ 基因同

源性较高。 本研究发现大白猪和长白猪 ＤＱＢ１ 基因

在 β１ 功能区与外源性抗原结合的 １５ 个氨基酸中，
有 ５ 个氨基酸具有高度的保守性，而在巴马小型猪

中同样发现这 ５ 个氨基酸为高度保守氨基酸［１７］；在
ＤＲＢ１ 基因的 １６ 个抗原识别位点中，仅有一个氨基

酸 ７８（Ｎ）在所有的等位基因中完全保守，与巴马小

型猪和荷包猪的报道一致［１７，２６］，这可能表明 ＳＰＦ 大

白猪、长白猪和巴马小型猪结合外源性抗原的能力

相同。 在 ＳＬＡ ＩＩ 类抗原 β 链与抗原结合的氨基酸

位点中，ＤＱＢ１ 等位基因的保守性高于 ＤＲＢ１ 等位基

因。 β１ 功能区是承担 ＳＬＡＩＩ 类分子抗原多肽结合

与递呈的功能区［２７］，这些与抗原结合的氨基酸位点

可能在进化过程中不断与不同抗原多肽结合，导致

氨基酸位点发生突变。
α 链基因的多态性没有 β 链基因明显［２８］。 但

ＤＱＡ 等位基因在某些特定的位点处表现出了中等

程度的多态性， 而这些特定位点与细胞外结构域的

起点直接相关［２９］。 本研究中 ＳＰＦ 大白猪和长白猪

ＤＱＡ 与抗原肽结合的 １９ 个位点中，有 １１ 个氨基酸

具有高度的保守性，８ 个氨基酸发生突变，其多态性

高于八眉猪 ＤＱＡ 基因，八眉猪仅有 ５ 个氨基酸发生

突变［１８］。 此外两猪群也高于广东大白猪和长白猪

ＤＱＡ 基因，这些猪群遗传多样性匮乏可能与长期人

工定向选育有关［３０］，本研究中 ＳＰＦ 大白猪和长白猪

ＤＱＡ 基因的遗传多样性较为丰富，可能蕴藏着更多

的遗传抗性资源。
针对 ＤＱＢ１、ＤＲＢ１ 和 ＤＱＡ 基因中的单个外显

子构建遗传进化树的聚类分析已经有较多报

道［３０ － ３４］，姜力飞等［３１］通过对合作猪 ＳＬＡ⁃ＤＱＢ 基因

第 ３ 外显子的 ＮＪ 树聚类分析发现，合作猪 ＤＱＢ 基

因在进化过程中最初可能是由 ２ 类主要单倍型演化

而来，孙俊丽等［３３］ 鉴定了五指山猪近交系中 ＤＲＢ
基因呈现高度的同源性，张国华［３４］等发现 ＤＱＡ 第 ２
外显子在各个猪品种之间的同源性都较高，本研究

不仅分析了单一外显子的遗传距离，并且通过对

ＳＰＦ 大白猪和长白猪 ＤＱＢ１、ＤＲＢ１ 和 ＤＱＡ 等位基因

与 ＩＰＤ⁃ＭＨＣ 数据库中所有已提交 ＣＤＳ 全长的序列

构建进化树，综合分析了 ＳＬＡ ＩＩ 类基因在各猪种之

间的遗传距离与亲缘关系。 发现 ＳＰＦ 大白猪和长

白猪 ＳＬＡ ＩＩ 类基因与 Ｙｕｃａｔａｎ 小型猪具有更为接近

的起源。 一些猪源细胞系与长白猪、大白猪共享

ＤＱＢ１ 和 ＤＲＢ１ 等位基因，表明大白猪和长白猪可能

参与了细胞系的构建。 此外，有研究表明兰州商品

猪与其他品种猪遗传距离较远［３２］，而 ＳＰＦ 大白猪和

长白猪的 ＳＬＡＩＩ 类基因在进化树中的分布较为广

泛，与其他品种猪未表现明显的遗传距离相隔，因此

作为实验动物模型应用更为广泛。
ＳＬＡ 新等位基因的鉴定对 ＩＰＤ⁃ＭＨＣ 数据库的

丰富是非常重要的，可为科学研究提供更多有用的

数据。 鉴定 ＳＰＦ 大白猪和长白猪的 ＳＬＡ ＩＩ 类抗原

的等位基因，对其应用为实验动物模型具有重要意

义。 此外，病毒的抗原表位具有严格的 ＳＬＡ 限制

性，因此鉴定 ＳＬＡ 等位基因可用于筛选病毒潜在的

Ｔ 细胞表位。
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