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猕猴 MHC-DPB1 基因外显子 2 多态性研究 
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摘要: 猕猴(Macaca mulatta)是最理想的医学实验灵长类动物, 且为国家二级保护动物。为了解中国猕猴主要组

织相容复合体(Major histocompatibility complex, MHC)基因的遗传多态性背景, 为它们在生物医学研究中的应

用及其遗传资源的保护提供一定的科学依据, 文章采用变性梯度凝胶电泳(Denaturing gradient gel electrophore-
sis, DGGE)和克隆测序技术分析了 106 个四川野生猕猴 MHC-DPB1 基因的 exon 2, 共检测到 21 个 Mamu-DPB1
等位基因, 其中有 15 个为本研究中首次发现的新等位基因; 从整个大的猕猴群体(106 个个体)来看, 等位基因

频率最高的是 Mamu-DPB1*30(0.1120); 单独从不同地理群体来看, 最高等位基因频率分别为: 小金-DPB1*30 
(0.1120), 黑水-DPB1*04 (0.1702), 巴中-DPB1*32 (0.1613), 汉源-DPB1*30(0.1120), 九龙-DPB1*04(0.1139); 氨
基酸序列比对发现, 猕猴 Mamu-DPB1 等位基因编码的氨基酸序列中, 有 12 个氨基酸残基变异位点表现出物种

特异性, 其中有 9 个位于新发现的 15 个 Mamu-DPB1 等位基因氨基酸序列中; 不同物种来源的 DPB1 等位基因

系统发生树表明 , 猕猴与其近缘物种食蟹猴 (Macaca fascicularis)的 DPB1 等位基因间存在着跨种多态

(Trans-species polymorphism)现象。研究还表明, MHC-DPB1 等位基因在中国猕猴群体和先前为主要研究对象的

印度猕猴群体间具有较大的差异。 
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Abstract: Rhesus macaque (Macaca mulatta) has long been used as an experimental model animal for biomedical re-
search and was under the key state protection (class II) from Chinese government. In order to facilitate the use of Chinese 
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rhesus macaques in biomedical research and their protection based on better understanding of the major mistocompability 
complex (MHC) genes in these macaques, the exon 2 of Mamu-DPB1 genes were determined in 106 wild rhesus macaques 
using DGGE, cloning and sequencing. A total of 21 Mamu-DPB1 alleles were obtained, of which 15 alleles were novel 
sequences that had not been documented previously. Mamu-DPB1*30 was the most frequent allele in the whole large 
population comprising all 106 rhesus macaque individuals (0.1120) and in Xiaojin population (0.1120), Mamu-DPB1*04 in 
Heishui (0.1702), -DPB1*32 in Bazhong (0.1613), -DPB1*30 in Hanyuan (0.1120), and -DPB1*04 in Jiulong (0.1139). The 
alignment of the amino acids sequences showed that 12 variable sites were species-specific, of which 9 sites occurred in the 
putative amino acids sequences of the 15 novel Mamu-DPB1 alleles. Trans-species polymorphism was observed on the 
phylogenetic tree based on the DPB1 alleles of rhesus macaques and cynomolgus (Macaca fascicularis). In addition, these 
results also demonstrated that significant genetic differentiation has occurred between Chinese and Indian rhesus macaque 
population. 

Keywords: Macaca mulatta; major histocompatibility complex class II; Mamu-DPB1 gene; polymorphism 

猕猴(Macaca mulatta Zimmermann)是最理想的
一种非人灵长类实验动物, 在包括多发性硬化、风
湿性关节炎、获得性免疫缺乏综合征 (Acquired 
immune deficiency syndrome, AIDS)等人类疾病的生
物医学研究中发挥着重要的作用 [1~3]。以往有关

AIDS的发病机理和疫苗的研究几乎全部使用印度
猕猴, 近年来随着印度猕猴的禁止出口, 中国猕猴
在国际灵长类实验动物中的应用比例将不断扩   
大[4]。因此摸清中国猕猴的遗传学背景对于推动其

在国际生物医学研究中的应用具有重要的意义。 
主要组织相容复合体(Major histocompatibility 

complex, MHC)是一类编码膜表面糖蛋白的分子 , 
包括Ⅰ类、Ⅱ类和Ⅲ类分子。I类分子几乎表达于所
有类型的细胞, 主要与内源性抗原肽结合并递呈给
CD8+杀伤性T细胞, 导致靶细胞死亡[5]; 而II类分子主
要在免疫细胞, 如B细胞、辅助T细胞, 或者CD4+细胞、

巨噬细胞和其他的抗原递呈细胞中表达, 它们分别在
适应性免疫应答中的关键步骤, 即抗原递呈到CD4+和

CD8+ T淋巴细胞过程中起主要作用[6, 7]; Ⅲ类分子是分
布于血清及其他体液中的可溶性分子, 包括补体成分
C2、C4、备解素(Bf)、热休克蛋白(Hsp70)、肿瘤坏死
因子(Tnf)和凋亡诱导因子(Aif)等, 可参与炎症和应急
反应, 与内源性抗原的加工递呈相关[8]。研究发现, 
MHC基因的差异性很大程度上影响着动物实验结果
的稳定性、可靠性和可重复性, 尤其在感染性动物模
型建立过程中表现得更为明显[9]。通过对猕猴MHC基
因exon 2 的检测, 已有 12 个Mamu-DRA、128 个
Mamu-DRB、20个Mamu-DQA1、50个Mamu-DQB1、

7 个 Mamu-DPA1 和 18 个Mamu-DPB1 等位基因相继
得到鉴定[10~12]。Mamu-DPB1等位基因属于MHCⅡ类, 
有研究表明它和实验性自身免疫性脑脊髓炎(Experi- 
mental autoimmune encephalomyelitis, EAE)的敏感性
有关, 在MHC-DP抗原的选择性多肽结合中起主要
的作用, 在体液应答中也是一个重要的因子[13~15]。

然而, 由于MHCⅠ类分子在免疫反应中起着直接的
重要作用, 目前对于中国猕猴MHC基因多态性的研究
更多的是集中于该类基因[16~20]; 对于中国猕猴MHCⅡ
类基因, 仅见少量有关DQB基因的研究[12, 21], 而对于
中国猕猴MHC-DPB1 基因遗传多态性的研究迄今为
止尚未见报道。 

变性梯度凝胶电泳(Denaturing gradient gel elec- 
trophoresis, DGGE)是近几年来国内外应用比较广泛
的分子生物学技术之一。已有学者将其应用于一些

灵长类的MHC多态性研究中, 并证明这是一种研究
群体遗传学快速而准确的方法[22, 23]。本研究首次采

用DGGE和克隆测序技术 , 对我国猕猴资源富集地
四川地区的 5 个野生猕猴地理种群共 106 个个体的
MHC-DPB1 基因外显子 2 进行了检测, 并以该等位
基因为分子标记对这些猕猴的遗传多样性进行了评

估, 将为推动该地区猕猴遗传资源的保护与开发利
用提供一定的科学依据。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

本实验中所有猕猴样品均采自国家实验猕猴种

源基地(四川农业大学), 分 5 个地理群体即四川小
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金、黑水、巴中、汉源和九龙, 共 106个成年个体。
其中小金 20 只、黑水 20 只、巴中 15 只、汉源 25
只、九龙 26只。所有个体均采用一次性注射器通过
后肢静脉采血获得。每个个体采集 1~1.5 mL 血液, 
迅速加入等体积的抗凝剂 EDTA(0.5 mol/L)保存液, 
轻轻震荡后放入冰盒, 带回实验室−20℃保存。由于
这些猕猴均为四川省内近年来新建的猕猴养殖基地

从野外首次捕获的基础群体, 来源地清楚, 因而这
些样品实际上完全来自野生猕猴。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 提取与一次 PCR 扩增 

本实验样本采用常规酚 -氯仿抽提法及全血
DNA小量抽提试剂盒从血液中提取DNA。以猕猴全
血基因组DNA为模板, 参照Doxiadis等[10]设计的GC
夹板引物 (正向引物 5′富含约 30 个GC), 扩增
Mamu-DPB1基因exon 2长约 330 bp片段。引物序列
为 : M5′DPB1: 5′-CCCGCCGCGCCCCGCGCCC 
GGCCCGCCGCCTGAGAGTGGCGCCTCCGCTCAT- 
3′(正向), M3′DPB1: 5′-AGCCCGGCCCAAAGCCT 
CACTC-3′(反向), 由上海生工生物工程技术服务有
限公司合成。PCR 扩增体系为: 2×Taq Plus MasterMix 
(天根生化科技有限公司) 25 μL, 正反向引物各 2 μL 
(10 μmol/L), 模板 60~120 ng, 补水至总体积为
50 μL。PCR扩增条件: 96℃预变性 5 min; 96℃变性
30 s, 61℃复性 20 s, 72℃延伸 30 s, 32个循环; 最后
再 72℃延伸 20 min, 4℃保存。PCR 扩增产物用 1%
琼脂糖凝胶Goldenview染色电泳后在紫外线照射下
拍照, 得到预期片段长度的样品暂定为阳性。 

1.2.2  垂直 DGGE  

取 20 μL第一次 PCR扩增产物, 加等体积的 2× 
loading Buffer混合均匀后, 加到 12%的梯度变性聚
丙烯酰胺凝胶加样孔中, 变性梯度为 0∼80%(100%
的变性 =7 M 尿素 +40%的去离子甲酰胺 ), 在
D-CODE (BioRad)系统中, 60℃、200 V电泳 4 h。用
1%的硝酸银溶液进行染色, NaOH 显色液显色, 直
到出现清晰条带为止 ,  并确定最佳变性梯度范围
为 40%∼75%。 

1.2.3  水平 DGGE  

取 20 μL 第一次 PCR 扩增产物与等体积的 2× 

loading Buffer混合均匀后, 加入到 12%的梯度变性
聚丙烯酰胺凝胶中, 根据垂直 DGGE 确定的最佳变
性梯度范围 , 将水平 DGGE 变性梯度范围设为
40%∼75%, 置 D-CODE(BioRad)系统中, 于 60℃、
200 V电泳 4 h。用 1%的硝酸银溶液进行染色, NaOH
显色液显色, 直到出现清晰条带为止。然后用手术
刀片将不同泳道有差异的条带切下, 浸泡于 50 μL 
TE中, 4℃过夜。 

1.2.4  Mamu-DPB1 等位基因的二次 PCR 扩增及克

隆测序 

采用 1.2.1中一次 PCR扩增的体系和反应条件, 
使用非 GC 夹板引物 M5′DPB1: 5′-TGAGAGTGG 
CGCCTCCGCTCAT-3′(正向)和 M3′DPB1: 5′-AGC 
CCGGCCCAAAGCCTCACTC-3′(反向)(由上海生工
生物工程技术服务有限公司合成), 对切胶洗脱的各
Mamu-DPB1等位基因进行二次 PCR扩增, 并用 DNA
柱式胶回收试剂盒(上海生工生物工程技术服务有
限公司)进行回收纯化。 

将纯化后的二次 PCR产物与 pBluescript Ⅱ载体
(宝生物工程(大连)有限公司)连接, 而后转化到高效
感受态DH5α细胞(宝生物工程(大连)有限公司)), 通
过氨苄抗性筛选和菌落 PCR 鉴定阳性克隆, 由上海
生工生物工程技术服务有限公司测序。 

研究过程中为确保序列的可靠性, 从 DGGE 胶
上切取条带时, 只选择清晰的条带(放弃明显很弱的
带)用于随后的二次 PCR 扩增和克隆测序; 测序时
每条带随机挑取 3~5 个克隆, 选取测序结果中至少
出现两次以上的序列确定为等位基因; 对于仅出现
在某一个体中的等位基因, 该样品将被重复实验 1
次, 能重复出现的方能视为有效等位基因。 

1.2.5 数据分析 

序列用 Chromosoma 1.62、DNAStar 软件包中
SeqMan、EditSeq、Megalign 软件 (DNASTARInc, 
1996)和 CLUSTAL X 进行人工校对、编辑和比对, 
确保序列无误。序列确定后, 采用 MEGA4.1计算平
均非同义替换速率(Average rates of nonsynonymous 
substitutions, dN)和平均同义替换速率(Average rates 
of synonymous substitutions, dS)以及等位基因间的
核苷酸和氨基酸序列差异。并基于 Kimura 双参数
(Kimura 2-parameter, K2P), 使用邻接法 (Neighbor 
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joining, NJ), 构建Mamu-DPB1基因 exon 2的核苷酸
序列系统发生树。系统发生树中, 分支处的置信值
使用 Bootstrap法进行检验, 重复次数为 1 000次。 

2  结果与分析 

2.1  Mamu-DPB1等位基因及其序列特征 

采用 DGGE 和克隆测序技术, 对来自四川地区
的 5个野生猕猴群体共 106个个体的 MHC-DPB1基
因 exon 2进行检测分析, 共获得 21个 Mamu-DPB1
等位基因, 其中仅有 6 个等位基因(Mamu-DPB1*04、
-DPB1*06、 -DPB1*07、 -DPB1*10、 -DPB1*12、
-DPB1*13)在先前的研究中有所报道 , 其余 15 个
Mamu-DPB1 等位基因均为本研究中首次检测到的
新等位基因。以 GenBank 中已报道的 18 个 Mamu- 
DPB1 等位基因(Mamu-DPB1*1~18)为基础, 结合相
关的命名规则将这 15 个新等位基因依次命名为
Mamu-DPB1*19~33, 对应的 NCBI 基因登录号为 : 
GQ354419~GQ354433。 

在核苷酸水平上, 5 个猕猴群体中共发现的 21
个 Mamu-DPB1等位基因 exon 2序列共有 63个变异
位点, 各群体所含 DPB1 基因 exon 2 的变异位点数
在 55~62 之间(表 1),  其中变异位点数最高的为小
金群体 (62 个), 最低的为黑水群体(55 个)。在猕猴
DPB1基因 exon 2的碱基组成中, T、C、A、G碱基
的平均含量分别为 14.8%、23.7%、24.9%和 36.6%, 
GC含量(60.3%)明显高于 AT含量(39.7%)。4种碱基
在密码子的分布存在差异, 第 3 密码子中 G 的比例
最高, 为 49.8%; 第 2 密码子中 A 的比例最高, 为
43.6%。DPB1等位基因 exon 2中共发生碱基转换 10
次, 碱基颠换 11次, 转换(si)与颠换(sv)之比约 1:1, 说
明猕猴 DPB1基因序列变异中不存在转换偏倚现象。 

在氨基酸水平上, 猕猴 21条 exon 2氨基酸序列 

中共有 33 个氨基酸位点发生变异, 占位点总数的
38.8%。20 种氨基酸在小金、黑水、巴中、汉源和
九龙这 5 个群体中均有分布。谷氨酸(Glu)在所有等
位基因中的含量最高, 平均为 14.0%; 其次为Arg和
Tyr, 分别为 11.4%和 8.6%, 而脯氨酸(Pro)和甲硫氨
酸(Met)的含量较低, 平均含量为 1.17%。在 DPB1
基因 exon 2中密码子的使用非常不均匀, 其中 GAG
的使用频率最高, 平均为 9.9%, 其次为GAC ( 7.1%)
和 CUG (5.5%); 同义密码子的使用也表现出强烈的
偏爱性, 如编码亮氨酸(Leu)的 6 种密码子中, CUG
的平均使用频率最高, 为 5.5%; 其次为 UUG (0.7%) 
和 CUC(0.1%) , UUA、CUU和 CUA没有使用。 

2.2  Mamu-DPB1 等位基因在四川猕猴群体中的频
率分布 

通过 DGGE筛选可以将两条仅有 1个碱基突变
的序列分开, 因此可将处于同一水平线上的条带判
定为同一等位基因。经过 DGGE 和银染后, 对相应
条带进行回收和克隆测序, 再结合胶图比较, 得到
不同等位基因的分布情况(图 1)。根据结果计算出 5
个群体 Mamu-DPB1 等位基因的频率(表 2)。将 106
个个体作为一个大群体来看, 等位基因频率处于前
3 位的分别是 Mamu-DPB1*30(0.1120)、-DPB1*04 
(0.0965)和-DPB1*26(0.0772), 等位基因频率超过 10%
的基因只有 Mamu-DPB1*30(0.1120)。分别从各小群体
来看, 在小金、黑水、巴中、汉源和九龙这 5 个群体
中, 等位基因的频率最高的分别是 Mamu-DPB1*30 
(0.1120)、-DPB1*04(0.1702)、-DPB1*32(0.1613)、
-DPB1*30(0.1120)和-DPB1*04(0.1139), 其次分别为
Mamu-DPB1*13(0.1111)、-DPB1*26(0.1489)、-DPB1*32 
(0.1613)、-DPB1*28/29(0.0893)和-DPB1*30(0.1013); 
处于第三位的分别是 Mamu-DPB1*10 (0.0889)、 

 

表 1  四川 5 个猕猴群体的 DPB1 等位基因数及其核苷酸和氨基酸变异位点数 

种群名称 样本数目 等位基因数目 核苷酸变异位点数(变异率, %) 氨基酸变异位点数(变异率, %) 

小金 20 18 62(24.0) 33(38.8) 

黑水 20 14 55(21.3) 29(34.1) 

巴中 15 16 57(22.1) 32(37.6) 

汉源 25 18 61(23.6) 33(38.8) 

九龙 26 19 61(23.6) 33(38.8) 

合计 106 21 63(24.4) 33(38.8) 
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图 1  部分猕猴个体 DPB1 等位基因 exon 2 的 PCR 扩增产物的 DGGE 分离结果   
泳道最上方的黑色数字为猕猴样品库中的个体编号, 泳道中条带上的白色数字为相应的等位基因编号, 如 04则表示Mamu-DPB1*04等位基因, 
同一水平线上的条带判定为同一个等位基因。 

 
表 2  5个猕猴群体 Mamu-DPB1等位基因的基因频率 

个体总数 
(n=106) 

小金 
(n=20) 

黑水 
(n=20) 

巴中 
(n=15) 

汉源 
(n=25) 

九龙 
(n=26)  

Na A.F Na A.F Na A.F Na A.F Na A.F Na A.F 

Mamu-DPB1*04 25 0.0965 2 0.0444 8 0.1702 3 0.0968 3 0.0536 9 0.1139

Mamu-DPB1*06 5 0.0193 1 0.0222 0 − 0 − 2 0.0357 2 0.0253

Mamu-DPB1*07 2 0.0077 0 − 0 − 0 − 2 0.0357 0 − 

Mamu-DPB1*10 18 0.0695 4 0.0889 0 − 4 0.1290 4 0.0714 6 0.0759

Mamu-DPB1*12 1 0.0039 1 0.0222 0 − 0 − 0 − 0 − 

Mamu-DPB1*13 14 0.0541 5 0.1111 1 0.0213 2 0.0645 3 0.0536 3 0.0380

Mamu-DPB1*19 3 0.0116 1 0.0222 0 − 0 − 0 − 2 0.0253

Mamu-DPB1*20 11 0.0425 0 − 4 0.0851 1 0.0323 2 0.0357 4 0.0506

Mamu-DPB1*21 15 0.0579 3 0.0667 2 0.0426 2 0.0645 2 0.0357 6 0.0759

Mamu-DPB1*22 8 0.0309 2 0.0444 1 0.0213 1 0.0323 3 0.0536 1 0.0127

Mamu-DPB1*23 7 0.0270 1 0.0222 0 − 1 0.0323 4 0.0714 1 0.0127

Mamu-DPB1*24 10 0.0386 2 0.0444 3 0.0638 1 0.0323 3 0.0536 1 0.0127

Mamu-DPB1*25 3 0.0116 0 − 0 − 0 − 2 0.0357 1 0.0127

Mamu-DPB1*26 20 0.0772 3 0.0667 7 0.1489 2 0.0645 1 0.0179 7 0.0886

Mamu-DPB1*27 6 0.0232 2 0.0444 2 0.0426 0 0.0000 0 − 2 0.0253

Mamu-DPB1*28 19 0.0734 2 0.0444 4 0.0851 2 0.0645 5 0.0893 6 0.0759

Mamu-DPB1*29 18 0.0695 3 0.0667 3 0.0638 2 0.0645 5 0.0893 5 0.0633

Mamu-DPB1*30 29 0.1120 7 0.1556 6 0.1277 2 0.0645 6 0.1071 8 0.1013

Mamu-DPB1*31 15 0.0579 3 0.0667 2 0.0426 1 0.0323 3 0.0536 6 0.0759

Mamu-DPB1*32 15 0.0579 2 0.0444 1 0.0213 5 0.1613 3 0.0536 4 0.0506

Mamu-DPB1*33 15 0.0579 1 0.0222 3 0.0638 2 0.0645 3 0.0536 5 0.0633

注: Na表示等位基因数目; A.F表示等位基因频率; n表示个体数目; A.F为 0则用“-”表示。群体最高等位基因频率用灰色突出显示。 

 
-DPB1*30(0.1277)、-DPB1*04(0.0968)、-DPB1*10/23 
(0.0714)和-DPB1*26(0.0886)。从群体间来看, Mamu- 
DPB1*07 等位基因只出现在汉源群体中, 而 Mamu- 

DPB1*12等位基因只在小金群体中被检测到。另外, 
Mamu-DPB1*04、-DPB1*13、-DPB1*21、-DPB1*22、
-DPB1*24、-DPB1*26、-DPB1*28~33 这 12 个等位
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基因为 5个群体的共有等位基因(表 2)。 

2.3  猕猴 DPB1等位基因 exon 2的自然选择性检验 

采用 Mega4.1 软件, 基于 Kuma 方法模型对这
21 个从四川猕猴群体中获得的 DPB1等位基因看成
一个整体, 按 exon 2全部位点、抗原结合位点(Antigen 
binding sites, ABS)和非抗原结合位点(Non-antigen 
binding sites, Non-ABS)区域分别计算平均非同义替
速率(dN)和平均同义替代率(dS ), 并进行 Z-test选择
性检验(表 3)。其结果显示 dN 均小于 dS, 但并不显
著(P>0.05), 表明这些等位基基总体上存在着纯净
化选择(Purifying selection)作用。当对这 21个 DPB1
等位基因进行两两成对性选择性检验时, 发现其中
有 1对基因(Mamu-DPB1*12、Mamu-DPB1*23)间的
dN(0.106±0.028)显著大于 dS(0.035±0.022), dN/dS值
为 3.03 (P<0.05), 说明这两个等位基因间存在着强
烈的正向选择(Positive selection)作用。 

2.4  猕猴和食蟹猴 DPB1 等位基因的氨基酸序列 
比对 

DPB1基因 exon 2编码的氨基酸序列为MHC-DP
抗原的 β1区域。将 15个新发现的Mamu-DPB1等位基
因与GenBank中获得的 18个Mamu-DPB1 (Z3240202∼ 
Z3240210、AF024563∼AF024565、EF544137、NM_ 
001134293)和 43 个食蟹猴(Macaca fascicularis Raf-
fles)Mafa-DPB1(AB235856∼AB235896、AM086064∼ 
AM086065、AM943634)等位基因的氨基酸序列进行
比对(图 2)。在所编码的 85 个氨基酸残基中(Mamu- 
DPB1*26~28 为 87 个), 共检测到 52 个氨基酸突变
位点, 其中有 5个(第 6、10、60、82和 83位点)为新
的突变位点; 在新发现的 15个Mamu-DPB1等位基因
中, 有 3 个等位基因(Mamu-DPB1*26~28)的氨基酸
序列中检测到 2氨基酸的插入, 分别位于第 43和 44
位点, 均为缬氨酸。另外, 通过这两种猴子的种间氨
基酸序列比较, 还发现有 45个氨基酸残基显示出物

种特异性, 其中Mamu-DPB1特有的为 12个, 且有 9
个位于新发现的 15个 Mamu-DPB1等位基因编码的
氨基酸序列中。 

2.5  DPB1等位基因的系统发生分析 

基于 33个猕猴 Mamu-DPB1、43个食蟹猴 Mafa- 
DPB1、4 个人 HLA-DPB1(FM211032∼FM211034、
AM158320)和 1个绢毛猴 Saoe-DPB1*0101(AF027966)
的 exon 2 核苷酸序列, 采用 NJ 法构建系统发生树
(图 3)。从图 3 可以看出, 来自人的 4 个 HLA-DPB1
等位基因相互聚在一起 , 单独聚为一个小的分支 ; 
来自猕猴的 33个 DPB1等位基因则分散在食蟹猴的
35 个 DPB1 等位基因(Mafa-DPB1*1~32、44、45、
49)中, 它们共同聚为一个大的分支, 显示出明显的
跨物种多态现象(Trans-species polymorphism); 而来
自食蟹猴的另 8个 DPB1等位基因(Mafa-DPB1*34~ 
41)则单独聚为另一支, 离外群 Saoe-DPB1*0101 最
近, 可能为较原始的等位基因。 

3  讨 论 

MHC基因的多态性水平被普遍认为是种群抗病
能力和生存力的重要指标。猕猴的MHC基因在漫长
的进化过程中, 由于分化时间的差异和生存压力的
不同, 地理隔绝甚至养殖场封闭养殖都会造成MHC
基因不同的存在状态, 使得不同个体的恒河猴MHC
基因在数量和功能上有所差异[25]。先前的研究表明, 
人类有着高度多态性的MHC-DPB1 位点, 其多态性在
猕猴中却不高[26, 27]。Doxiadis等[11]对 161 个猕猴个体
的Mamu-DPB1 基因进行分析发现, 大部分DPB1 等位
基因在不同起源的猕猴中共有, 表明猕猴DPB1 位点
具有较低的多态性和一定的进化稳定性。但Sano等
[28]对 217个食蟹猴个体MHC-DPB1等位基因exon 2
进行研究, 发现了 41 个Mafa-DPB1 等位基因, 表明
食 蟹 猴 M H C - D P B 1 位 点 具 有 较 高 的 

 

表 3  四川猕猴群体中 21 个 DPB1 等位基因 exon 2 平均非同义替代换速率(dN)与平均同义替换速率(dS) 

位点 dN±SE dS±SE dN/dS P值 

所有位点 0.072±0.015 0.112±0.031 0.643 0.095 
抗原结合位点(ABS) 0.068±0.028 0.110±0.107 0.618 0.323 
非抗原结合位点(Non-ABS) 0.074±0.018 0.116±0.033 0.638 0.104 

注: 猕猴DPB1 基因编码肽β-链的抗原结合位点(ABS)数为 16 个, 即第 5、7、9、24、26、33、34、53、57、63、66、67、70、74、78 和 82
位点氨基酸残基[24]。SE为 1 000次自举检验后标准误差值。 
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图 2  33 个 Mamu-DPB1 等位基因和 42 个 Mafa-DPB1 等位基因推导性氨基酸序列比对  
“.”表示与第一行的氨基酸残基相同, “−”表示缺失的氨基酸; 下划线表示在本研究中和先前的报道中共有的等位基因, 矩形方框内为本研究中
新检测到的 15个 Mamu-DPB1等位基因, 灰色突出显示为新的变异位点。 
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图 3  MHC-DPB1 等位基因的系统进化树  
●标注的为本研究中新发现的 Mamu-DPB1等位基因, ▲为 GenBank中已公布的 Mamu-DPB1等位基因, ◆为人 DPB1等位基因, ■为外群。 
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多态性。本研究通过DGGE和克隆测序技术从来自
四川地区的 106 个野生猕猴个体中获得了 21 个
DBP1等位基因, 其中有 6个与先前报道的主要来自
印度猕猴的 18 个DPB1 等位基因中的Mamu- 
DPB1*04、-DPB1*06∼07、-DPB1*10、-DPB1*12∼13
完全相同, 说明这此些等位基因可能是在所有猕猴
中普遍存在的, 处于不同环境中的猕猴面临相同的
传染性病原体和寄生虫发挥着同样的免疫抵抗反

应。另外 15 个(71%)为本研究中新检测到的DPB1
等位基因, 这很可能是中国猕猴特有的DPB1 等位
基因, 反映了中国猕猴DPB1 基因较丰富的多态性
以及与印度猕猴的差异性, 这与在其它类型MHC基
因上的研究结果[12]相一致。另外, 本研究还发现大
多数同一个体中可检测到 3 个以上的等位基因, 如
编号为 509的个体可检测到 8个等位基因(图 1), 暗
示Mamu-DPB1 基因在同一条染色体上可能存在着
多个基因座。 

在先前发现的 18 个Mamu-DPB1 等位基因中, 
大部分MHC-DPB1 等位基因在不同地区的猕猴中都
可以发现, 但有一些等位基因存在地区特异性。例
如Doxiadis等 [10]在比较印度、缅甸和中国猕猴的

MHC-DPB1基因时, 发现一些特定的等位基因只在某
一来源的猕猴中出现。如Mamu-DPB1*01 和DPB1*02
只在印度猕猴中出现 , -DPB1*05、 -DBP1*09 和
-DPB1*14 仅出现于缅甸猕猴中, 而-DPB1*15 则仅
出现于中国猕猴中。从四川省内不同地域的 5 个猕
猴群体等位基频率分布来看, 本研究中检测到的 21
个Mamu-DPB1等位基因大多数在 5个群体中都能检
测到, 但在各群体中的出现频率有所不同。如在小
金、黑水、巴中、汉源和九龙这 5 个群体中, 等位
基因频率最高的分别是Mamu-DPB1*30(0.1120)、
-DPB1*04(0.1702)、 -DPB1*32(0.1613)、 -DPB1*30 
(0.1120)和-DPB1*04(0.1139)(表 2)。Mamu-DPB1*07
等位基因仅出现于汉源群体中 , 而Mamu-DPB1*12
等位基因仅在小金群体中被检测到。表明这些猕猴

在不同地域不同生境中可能面临着不同的病原微生

物组成, 这可能与四川省复杂的地理情况有一定的
关系。四川省位于长江上游, 地跨青藏高原、横断
山脉、云贵高原、秦巴山地、四川盆地几大地貌单

元 , 地势西高东低 , 由西北向东南倾斜 , 地形复杂
多样, 这 5 个猕猴群体在地理上相距都在几百公里

以上, 面临的病原微生物环境完全有可能存在着差
异性。 

当进行氨基酸序列比较(图 2)时, 与先前报道的
印度猕猴中 18个等位基因相比, 15个新检测到的等
位基因中发现有 9 个新的突变位点; 与同属的另一
物种食蟹猴的DPB1 氨基酸序列相比, 发现有 45 个
物种特异性氨基酸残基, 其中有 12 个位于Mamu- 
DPB1 位点。这些结果均从另一侧面说明了Mamu- 
DBP1基因的多样性和特异性。自然选择在基因层次
上的效应可以理解为对突变的非随机淘汰与保存。

当对 21 个从四川猕猴群体中获得的DPB1 等位基因
看成一个整体, 按exon 2全部位点、抗原结合位点和
非抗原结合位点区域分别计算平均非同义替速率

(dN)和平均同义替代率(dS ), 并进行z-test选择性检
验(表 3) 。其结果显示不同区域的dN均小于dS, 表
明这些等位基的不同功能区域均存在着一定程度的

纯净化选择(Purifying selection) 作用。Qiu等[12]对于

中国猕猴MHC-DQB1 基因的研究结果表明 , 猕猴
DQB1 基因的ABS位点存在着正向选择作用, 而本
研究中DPB1 基因ABS位点并没有显示出正向选择
作用。然而, 当对这 21个DPB1等位基因进行两两
成对性选择性检验时, 发现其中有 1 对基因(Mamu- 
DPB1*12、Mamu- DPB1*23)间的dN(0.106±0.028)
显著大于dS(0.035±0.022), dN/dS值为 3.03 (P<0.05), 
说明这两个等位基因间存在着强烈的正向选择作用。 

Sano等[28]通过系统进化树分析, 将他们发现的
41个Mafa-DPB1基因分为两部分, 即由G1引物扩增
得 到 的 33 个 Mafa-DPB1 基 因 归 为 G1 谱 系

(Mafa-DPB1*1~32、44、45、49), 由G2引物扩增得到
的 8 个Mafa-DPB1 基因归为G2 谱系(Mafa-DPB1*34~ 
41), 并认为G2 谱系基因可能是一个和Mamu-DPB2
和 HLA-DPB2位点相关的不同基因座位。在我们的
研究中, 基于DPB1基因exon 2序列构建的系统发生
树中(图 3), 新检测到的 15个Mamu-DPB1基因和G1
谱系的 33 个Mafa-DPB1 基因分散的聚在一起, 与
Sano等得到的结果一致。因此可以推断 , 15 个新
Mamu-DPB1 基因的出现可能是相同或近似自然选
择压力下趋同进化( Convergent evolution) 的结果。
值得注意的是, 系统树还显示, 本研究中获得的 21
个Mamu-DPB1等位基因(来自中国)相对紧靠在一起
聚为一个亚支, 与先前报道的Mamu-DPB1等位基因
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(主要来自印度)明显分开成不同的支系, 这表明中
国猕猴和印度猕猴这两个地理种群在DPB1 等位基
因上已表现出明显的遗传差异 ,这从核基因水平上
支持了Smith和McDonough[29]通过线粒体DNA标记
研究的结果。另外, 33 个Mafa-DPB1 等位基因分散
在Mamu-DPB1 等位基因的各支系中, 也表明DPB1
等位基因在这两个物种间存在着跨种多态

(Trans-species polymorphism)现象 , 这与Klein[30]提

出的MHC多态现象的跨种假设相吻合。而且, 有 7
个Mafa-DPB1等位基因(Mafa-DPB1*24、-DPB1*02、
-DPB1*20、 -DPB1*16、 -DPB1*44、 -DPB1*21、
-DPB1*01)分别与另 7 个Mamu-DPB1 等位基因
(Mamu-DPB1*01、-DPB1*04、-DPB1*06、-DPB1*08、
-DPB1*10、-DPB1*12、-DPB1*21)成对出现于树中, 
事实上核苷酸序列比对结果显示这 7对Mafa- Mamu
等位基因的核苷酸序列是完全相同的, 说明这些等
位基因很有可能在这两个物种分歧之前就已存在于

它们的共同祖先中。 

四川地区的猕猴是个相对独立的地理种群, 资
源丰富, 由于其受特殊的地理环境影响在MHC基因
进化上表现出一定的丰富性和地域特异性。然而 , 
猕猴在中国广泛分布于 19个省区, 且各地理分布群
之间的遗传多样性差异较大[31]。因此, 在未来的研
究中广泛收集全国各地理分布群的猕猴样品, 深入
分析各地理分布群之间的DPB、DQB、DRB等MHC
基因的遗传差异, 全面揭示中国猕猴MHC基因的遗
传背景, 对于整个中国遗传猕猴资源的保护与开发
利用都具有重要的意义。 
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