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摘要：为研究我国巴马小型猪 ’()*!分子特征，设计引物克隆了 ’()*!类分子 !"#*" 基因（ !"#*"!+,），并通过分

子生物学软件分析其分子特征。经克隆及序列测定分析，!"#*"!+, 为 !!!%+-，其中 . / !$%0 为 123 区，共编码 .#&
个氨基酸，分别在第 !"4、!55、""0 和 "5. 位置出现半胱氨酸残基，含有两对链内二硫键。氨基酸同源性分析显示

!"#*"!+, 与 其 它 !"#* "、!"#* . 和 !"#*! 序 列 的 同 源 率 分 别 为 556&7 / %#6&7、556.7 / %$647 和 50607 /
%"607。系统进化树显示 !"#*"!+, 与其它 !"#*" 等位基因在遗传关系上相对独立，进化程度较低；各功能区分

析，!"#*"!+, 与人 $"#*#" 和小鼠 $* "% 分子结构相似，且保留了人 $"#*#" 基因的部分功能位点。结果表明，

!"#*"!+, 属于一个新的等位基因，巴马小型猪是保留原始基因特征的品种。
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主要组织相容性复合体（,>]HI =CLKHOH,->KC+CNCKM
OH,-N:X，Z^G）是脊椎动物体内重要的免疫应答基

因，同时也是遗传进化的标志。哺乳动物中，Z^G
分为!、"和#三部分，其中!类基因区在进化过

程中变异最大，"和#类区相对保守［!］。迄今为

止，人、鼠及许多脊椎动物 Z^G 的基因结构、分子

特征及功能已经清楚。

猪的 Z^G 又称猪白细胞抗原（LSC;: N:FYHOMK:

>;KC<:;，’()）由 _>C,>; 等在 !%0$ 年发现［"］。’()
分为 . 个 主 要 的 连 锁 基 因 群，分 别 称 为 ’()*!，

’()*"和 ’()*#。猪 ’()*!有 . 个功能基因座，分

别称为 !"#* !（>:!），!"#* "（>:!&）和 !"#* .（>:0），

也分别称为 !"#*=、!"#*- 和 !"#*#。其中，!"#* " 在

信号肽的起始部位比 !"#* ! 和 !"#* . 多 . 个氨基酸

残基［.，&］。

巴马小型猪是我国培育的特有优质品种，因采
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用近交繁育，致使遗传基因稳定，加之体形小，是进

行科学研究十分理想的动物模型。然而，目前国内

外还未报道其 !"#$!类分子特征，也不清楚其遗传

背景。为了阐明我国巴马小型猪 !"#$!类分子主

要等位基因的分子特征，本研究采用 %&$’(% 方法

克隆了巴马小型猪 !"#$) 基因，并分析了其在整个

脊椎动物谱系中的系统进化树，解析了其分子特

征，为进一步研究其遗传特征提供依据。

! 材料与方法

!"! 猪品种、载体及菌株

巴马小型猪自交九代取自某小型猪养殖示范

场。

*+,-$& ,./0 123456，$ 7 %&’( 8-9:; 菌株，购自

’65<2=. 公 司。 总 %># 提 取 试 剂 盒 &%?@5A
（ ?B1C465=2B ）。 反 转 录 试 剂 盒 #-D %2126/2
&6.B/36C*4./2、?’&+ 和 E$=.A、&F G># 连接酶及$%&%!
限制性内切酶 均 购 自 &.H.%. 公 司。+,>,(",#>
试剂盒（I?J9:9 公司）。其它试剂均为国产分析纯。

!"# 引物设计

扩增 猪 !"#$) 所 用 引 物：参 照 GGI8K,-I"K
+2BI.BL基因库中猪 !"#$) 基因序列（#MFNF:F;），

采 用 JAC=5NO: 软 件 设 计 引 物。 引 物 !9：PQ$
#+#&+(+++&(#++++(((&(##+$RQ， !)： PQ$
(#+&((((#(##++(#+(&+&(&($RQ。
!"$ %&’()% 扩增猪 !"#’# 基因

称取约 9::<= 猪脾脏组织，剪碎放入 9OP<" 的

,**2BS56T 管中，加入 R::"" 的 &%?@5A，用研棒研磨直

至形成匀浆，再补加 &%?@5A U::""。然后按照试剂盒

说明进行总 <%># 的提取。最后分离的沉淀加入

):"" :O9V G,’( 水 溶 解，在 N:W 下 孵 育 P<CB，

X Y:W保存。

取 )"" 猪脾脏总 <%>#，分别加入 )"" 的 JAC=5
（S&）（9P&）（9::<5AK"）、)"" #-D Z[TT26、F"" S>&’
（)OP<5AK"）、9"" #-D（9:\），最后用 :O9V G,’( 水

补充至 ):""，F)W作用 9] 进行反转录。

反转 录 后，取 反 转 录 第 一 链 3G># )""（约

:OP"=），加入 P:"" ’(% 体系中，’(% 扩增条件为：

;FW P<CB 预变性，然后 ;FW 9<CB ，NPW FP/，U)W
9<CB，R: 个循环，最后 U)W延伸 9:<CB。

!"* 基因克隆

’(% 产物经 9V琼脂糖凝胶电泳，用 G># 回收

试剂盒将扩增片段纯化后连接到 *+,-$& ,./0 载

体，FW 过 夜，然 后 转 化 到 感 受 态 细 胞 $ 7 %&’(
8-9:;，涂布于含有 #<*、?’&+、E$=.A 的 "I 平板上，

RUW培养过夜，蓝白斑筛选及酶切鉴定阳性克隆。

!"+ 基因序列测定与分析

将鉴定的阳性克隆送上海生工（公司）测序，序

列通过 !#H\%# 系统登录入 GGI8K+2BI.BL。核苷

酸及氨基酸的序列比对采用 ("\!&#"^ 法外加手

动调整；氨基酸序列的推导、比对采 用 +,>,&_E
126/C5B ;O:（!5T4‘.62 G212A5*<2B4 (57，"4S，&5L05，
8.*.B）及 G>#-#> D26/C5BPO)O)（"0BB5B IC5!5T4 (57，
"4S），分 子 进 化 树 采 用 G>#-#> 和 -2=.) 软 件

（-2=. /5T4‘.62 (57，"4S）的 B2C=]Z56$a5CBCB= 法绘制。

# 结果

#"! !"#’# 基因的克隆

经过 %&$’(% 扩增和琼脂糖凝胶电泳检测，在

紫外凝胶成像仪下显示约 99::Z* 的条带，产物命名

为 !"#$)!Z<。 !"#$ )!Z< 的序列经克隆、鉴定后

测序，序列通过 +,>,&_E ;O: 分析，长度为 999;Z*，

R b 9:;U 为 J%M 区，共编码 RNF 个氨基酸，分别在第

9)P、9YY、))U 和 )YR 位置出现半胱氨酸残基，整个序

列中 未 发 现 糖 基 化 位 点。序 列 录 入 GGI8K,-I"K
+2BI.BL（#I)R9;:U）。

#"# !"#’#!,- 与 ./0’!类分子序列比较

将 !"#$)! Z< 的 序 列 与 GGI8K,-I"K+2BI.BL
上所有 !"#$ )（ !"#$)）的序列进行比较，发现 !"#$)

!Z< 有特征性的氨基酸变异有 R 处，分别在 );:
（"K’）、);F（"K%）和 R:P（DK?）位。 !"#$)!Z< 的序列

与 GGI8K,-I"K+2BI.BL 上 !"#$ R（ !"#$#）和 !"#$ 9
（!"#$(）基 因 序 列 进 行 比 较，发 现 !"#$)! Z< 比

!"#$ R 和 !"#$9 等位基因群在起始密码子处多 R 个

氨基酸。同源性关系分析揭示，!"#$)!Z< 与其它

!"#$ )、!"#$ R 及 !"#$9 等位基因群的氨基酸同源率

分别为 YYOFV b ;NOFV、YYORV b ;:OPV和 YUOUV
b ;)OUV。

#"$ !"#’# 等位基因系统进化树

根据猪 !"#$ ) 各等位基因、部分 !"#$ R 和 !"#$9
的代表性等位基因，以及代表主要脊椎动物分类的

动物全长 -c(!类分子氨基酸序列（鹅 -c( ! 为
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含完整成熟肽的部分序列），用 !"#$#" 和 $%&’(
软件绘制 !"#)(!*+ 的分子进化树（图 ,）。结果显

示，!"#)(!*+（#-(.,/01）位于整个系统进化树的

最远端，与其它 !"#)( 具有相对较远的遗传距离和

亲缘关系，属于 !"#)( 等位基因的一个远系成员。

与其它动物 $23!类基因相比，!"#)(!*+ 在系统

进化关系上与牛最接近，其次为兔、马、猴、黑猩猩、

人、鼠、禽类（鸡、鹅）、两栖类（蛙）、鱼类（斑马鱼、虹

鳟鱼）。

图 , !"#)(!*+ 系统进化树

注：猪 !"#) (，!"#) ,，!"#). 各等位基因的命名为基因名称加“)”族

系4)单倍型“)”基因登录号表示；其它动物的命名用动物的名称加

“)”加基因登录号表示

!"# !"#$!!%& 各功能区主要功能位点推测分析

!"#)(! *+ 与 !!-546$-748%9-’9: 上 有 代 表

性的鼠、人相应 $23 !类等位基因进行比较，分析

各功能区的主要氨基酸的变化，见图 (。在信号肽

区，!"#)(!*+ 基因编码氨基酸与 $) (%,、$"#)-,;
及 $"#)#( 的氨基酸差异很大，其差异氨基酸分别

达到了 ,,、1、/。", 和"( 区是抗原多肽结合的主要

区域，比较发现，!"#)(!*+ 保留了人 $"#)#( 与抗

原多肽结合的所有 < 个关键性氨基酸，即 =1、=;/、

=<>、?,>.、@,>A、B,>1、=,;/、=,1,［;］。在", 和"(
区 $"#)# 与!(& 结合的 ,/ 个氨基酸中，!"#)(!
*+ 保留了其中的 ,A 个；在 . 个关系到 $"#)#( 与

3!< 分子结合的关键性氨基酸，即 8C9,,;（D）、#EF,((

（!）和 8CG,(<（6）［A］，!"#)(!*+ 在相应位置保持了

一致。". 区，,// H ((. 位氨基酸为 $"#)#( 与 3!<
分子结合的主要区域，该区域的 (; 个氨基酸中，

!"#)(!*+ 保留了其中的 ,/ 个氨基酸，有 A 个氨基

酸发 生 了 变 异，分 别 在 ,//（I4#）、(01（84J）、(,,
（@4#）、(,>（J4?）、((0（64!）和 ((.（D46），与 $) (%,

及 $"#) -,; 相比，这一区域分别有 1 个和 ; 个氨基

酸发 生 了 变 异，其 中，,// H (0;、(,, 和 ((, 位 是

$23 !类分子与 3!< 分子结合的必需氨基酸［1，<］，

!"#)(!*+ 发生了两个必需氨基酸的变异，在 ,//
（I4#）和 (,,（@4#）；相对于 $) (%,，!"#)(!*+ 的

变异位点为 (,,（@4#）；相对于 $"#)-,;，变异位点

为 ,//（I4#）和 (,,（@4#）。在". 区 $"#)#( 与#(+
结合的氨基酸中，!"#)(!*+ 几乎保留了其中所有

的氨基酸残基。在细胞质区和穿膜区，!"#)(!*+
与 $"#)#(、$) (%, 和 $"#)-,; 的氨基酸变异程度

要大于其它区域。

’ 讨论

!"#)( 为猪 J7#)!的一个基因座，它与 !"#) .
和 !"#), 共同构成 J7#)!类分子的 . 个功能基因

座，其中，!"#)( 在基因特征上与 !"#) . 和 !"#), 相

比有明显的特征，即在信号肽起始密码子处比后两

者多 . 个氨基酸［>］，目前国内对猪 !"#)( 等位基因

分子结构特征方面的研究报道并不多。本研究以

我国特色品种巴马小型猪自交 / 代为研究对象，从

脾脏克隆了其 !"#)( 等位基因，即 !"#)(!*+。作

者前文曾报道过用 !"#)(!*+ 构建猪 J7#)!类复

合体及多肽结合性研究，但未详细阐明其分子特

征［/］。序列测定证实，该克隆基因全长为 ,,,/*F，

其中 . H ,0/1 为编码区，编码 .A> 个氨基酸；!"#)(

!*+ 推导的氨基酸序列在 ,(;、,<<、((1 和 (<. 处有

> 个半胱氨酸残基，推测其含有 ( 对链内二硫键。

经氨基酸序列比较，!"#)(!*+ 与 !"#) (、!"#) . 和

!"#), 等位基因群的氨基酸同源率分别为 <<K>L H
/AK>L、<<K.L H /0K;L和 <1K1L H /(K1L，而且该

基因在信号肽起始密码子处比 !"#) . 和 !"#), 多 .
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图 ! 猪 !"#"!!#$（%&!’()*+）等位基因各功能区与鼠 $" !% 及人 $"#"%!、$"#"&(, 的比较

注：左侧为 - 个比较的氨基酸序列：!"#"!!#$（%&!’()*+）、$" !%(（.*-!!’）、$"#"&(,（/%/’’*01）、$"#"%!（2*!00’），序列上面和下

面数字分别显示 !"#"!!#$ 及其他各序列氨基酸从!( 区开始计算，序列右边的数字表示各序列从信号肽开始计算，! 缺失，"相

同的氨基酸，"与抗原多肽结合的 0 个关键性氨基酸残基，3 人（$"#"%!）与抗原多肽结合的相关氨基酸残基，# $"#"%! 与!!$ 结

合的氨基酸残基，4 "片层，5 !螺旋，$"#"%! 下面的数字 (，!，’，0 表示人 $"#"%! 的链间结构（( 与!( 接触，! 与!! 接触，’ 与!’

接触，0 与 /60 接触）

个氨基酸，因此 !"#"!! #$ 属于典型的 !"#"! 基

因。根据 !"#"!!#$ 在所有 !"#"! 等位基因中的

同源率 007-8 9 )17-8，及其分子进化树关系，参照

:;< 等［(*］划分新等位基因的标准，!"#"!!#$ 属于

一新的 !"#"! 等位基因。

经过与 (0 类 !"#"! 等位基因、! 类有代表性的

!"#"’、! 类有代表性的 !"#"( 及其它脊椎动物包括

哺乳动物（牛、兔、马等）、灵长类动物（猴、黑猩猩）、

人、两栖动物（蛙）及鱼类 &$’ #等位基因氨基酸

比较，绘制系统进化树，发现 !"#"!!#$ 在遗传关

系上与其它 !"#"! 等位基因相距较远，属于 !"#"!
基因家族的一个远系成员。与其它动物 &$’#基
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因相比，!"#!"!#$ 在分子遗传上与牛最接近，其次

为兔、马、猴、黑猩猩、人、鼠、禽类（鸡、鹅）、两栖类

（蛙）、鱼类（斑马鱼、虹鳟鱼）。从系统进化树看出，

!"#!"!#$ 相对于其它 !"#!" 进化程度最低，最古

老。该结果也符合巴马小型猪长期自交繁育，从而

保持其 !"# 基因稳定的特点。%&’ 分子是脊椎动

物进化的标志性基因［((］，!"#!"!#$ 相对于其它

!"#!" 等位基因的这种稳定、低等进化的特点，揭示

巴马小型猪是一种保持比较原始基因特征的品种。

目前，关于猪的 )*+!!类分子的晶体结构还未

报道，其详细的蛋白分子二级结构及三级结构（,-）

数据缺乏。本实验参照人的 $"#!+" 分子解析的晶

体结构数据，将 !"#!"! #$ 基因与人的 $"#!#"、

$"#!.(/ 和小鼠 $! "%( 进行比较（图 "），推测其可

能的功能位点。比较发现，在"( 和"" 区，!"#!"!
#$ 保留了 $"#!#" 与抗原多肽结合的所有 0 个保守

氨基酸残基；在 $"#!#" 与!"& 结合的 (1 个氨基酸

中，!"#!"!#$ 保留了其中的 (2 个；在与 $"#!+" 相

应的"螺旋区，推测的"螺旋含有 3" 个氨基酸残

基，!"#!"!#$ 保留了其中大约 /4 个氨基酸；"( 和

"" 结构域#折叠区，!"#!"!#$ 也保留了 2" 个推测

的氨基酸其中的约 /4 个残基。根据分子结构比较

分析，!"#!"!#$ 基因保留有人 $"#!#" 分子的部分

功能。这方面，’56789: 已证实人的 ’-0; 细胞可以

直接识别猪的 )*+!!类分子［<］。 !"#!"!#$ 基因

还具有 $"#!+" 识别 ’-0 分子的关键位点，并且和

鼠的相应位点高度同源，推测猪和人及鼠的 =’> 可

以进行交叉识别［2］。
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