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摘要：【目的】为探讨五指山小型猪（WZSP）近交系群体中 SLAⅠ3 (SLA-3) 位点等位基因分布结构及其特性。

【方法】利用 4 对引物，采用 RT-PCR 扩增了 32 头 WZSP SLA-3 基因部分外显子 1、外显子 2 和大部分外显子 3 序

列。根据家系和扩增结果，选择 8头个体的 PCR 产物克隆测序。【结果】获得 9个不同的核苷酸序列。与 GenBank

中所用 SLA-3 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列进行比较分析，确定这 9 个序列均为 SLA-3 位点上的新等

位基因，但这些等位基因间核苷酸变异很少；氨基酸序列比较发现猪和人之间有很高的保守性。同时，构建了 23

个 SLA-3 的等位基因和 1个 HLA-A 等位基因核苷酸序列的系统树。【结论】WZSP 在 SLA-3 位点和其它猪品种有明显

的差异，拥有其独特的遗传资源。从分子水平为 WZSP SLA-3 基因的分子分型及特异单倍体猪的培育和异种器官移

植实验用动物的研究提供理论依据。 
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Abstract: 【Objective】The purpose of this study is to elucidate the structure of SLA-3 alleles in inbred line of Wuzhishan pig 
(WZSP) population. 【 Method 】 The partial exon1, completed exon2 and partial exon3 of SLA-3 loci using reverse 
transcription-polymerase chain reaction and sequencing-based method in 32 WZSPs were examined. According to the pedigree and 
amplification results, PCR products of 8 WZSPs were selected for cloning and sequencing. 【Result】Nine different nucleotide 
sequences were obtained. After comparing DNA and protein sequences of the WZSPs SLA-3 alleles with published GenBank SLA 
sequences, these SLA-3 alleles found in WZSPs were all novel, but there were very few variation among them. Comparisions of 
SLA-3 and HLA-A protein sequences indicated that there was more sequence homology. Meanwhile, construction of a phylogenetic 
tree using the nucleotide sequences of 23 SLA-3 alleles and 1 HLA-A allele represented that WZSPs population owns its unique 
genetics resource. 【Conclusion】The alleles of SLA-3 in WZSPs group were successfully detected and analysed, which provided a 
firm basis on the genotype of SLA-3 and breeding specific haplotypes WZSPs. 
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0  引言 

【研究意义】以猪作为供体进行猪-人异种器官移

植，是解决临床移植中器官短缺最有希望的途径之

一[1,2]。SLAⅠ类分子是引起急性细胞性排斥反应的核

心因素和器官移植配型的主要位点[3]。【前人研究进

展】猪的主要组织相容性复合体（major histocompatibility 
complex，MHC），又称作猪白细胞抗原（swine leukocte 
antigen，SLA），它编码移植抗原，控制移植排斥反

应，参与免疫应答调控和免疫识别及抗原递呈，一直

以来都是家畜免疫遗传学和抗病育种研究领域中的一

个热点[4]。SLA 位于猪的第 7 号染色体着丝粒两边，
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由 SLAⅠ、SLAⅡ、SLAⅢ 3 个基因区域组成[5]。SLA
Ⅰ位于染色体的短臂，目前已定位了 12 个 SLAⅠ基

因座，即 SLA-1，-2，-3，-4，-5，-6，-7，-8，-9，-11，
及 MIC-1，MIC-2，大致可分为以下 4 类：Ⅰ类 a 基

因（SLA-1，-2，-3）、Ⅰ类 b 基因（SLA-6，-7，-8）、

Ⅰ类相关基因（MIC-1，MIC-2）、Ⅰ类假基因（SLA-4，
-5，-9，-11）[6]。他们在染色体上的排列顺序：从靠

近着丝粒端的 SLA-6 开始，依次为 SLA-7，-8，MIC-1，
MIC-2，SLA-11，-4，-2，-3，-9，-5，-1。其中，SLA-1，
-2，-3 是功能基因，分别对应 SLA-C，-B，-A 血清

型[7,8]。在 NIH 小型猪中，分离到 7 个Ⅰ类基因：PD1，
PD4，PD7，PD14，PD15，PD8 和 PD6。其中 PD1，
PD7，PD14 是功能基因，分别对应 SLA-1，-3，-2 功

能基因[9~11]。【本研究的切入点】为确证中国异种器

官移植猪品种[12]－五指山小型猪（WZSP）近交系 SLA
Ⅰ类分子等位基因分布及其特征，以及与人的核苷酸

和氨基酸的变异点。【拟解决的关键问题】本试验采

用 4 对特异引物对 SLA-3 位点的等位基因在WZSP近

交系群体中的分布作检测，为开展 WZSP 近交系 SLA
Ⅰ基因分型，确定其单倍型及特异单倍型猪的培育

等研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和实验动物 
IRIzolR Reagent：Invitrogen 公司；TaKaRa RNA 

PCR Kit（AMV）Ver.3.0：宝生物工程（大连）有限

公司；质粒小量快速回收试剂盒：北京道普生物技术

开发中心；DEPC、Amp、异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）、

X-gal：Sigma 公司；Triptona、Yeast Extract：OXOID
公司；EcoRⅠ核酸内切酶：北京赛百盛基因技术有限

公司；pGEM-T Easy Vector SystemⅠ：Promega 公司；

引物由上海博亚生物技术有限公司合成。 

根据 WZSP 近交系群体的系谱，每个家系选择 8
头猪，4 个家系，共有 32 头样品进行 PCR 检测。由

中国农业科学院畜牧研究所试验猪场提供。采集耳组

织样，液氮保存。 
1.2  方法 
1.2.1  PCR引物的设计与合成  利用4对特异引物[3]

可扩增 GenBank 中所有 SLA-3 的等位基因。扩增产物

包括部分外显子 1、外显子 2、大部分外显子 3。引物

序列如表 1。 
1.2.2  RT-PCR 扩增 SLA-3 基因  按 TRIzol 试剂盒

 
表 1  SLA-3 基因的引物 

Table 1  Primer pairs used for amplification of the SLA-3 genes 

引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequences 片段大小 Size(bp) 退火温度 Annealing temperature(℃) 序列号 Accession No.

SLA-3-L1/R1 5′-CCCGAGCCCTCTTCTTGCT-3′ 
5′-TTTCTGGAGCCACACCACA-3′ 

566 65 H01:AJ131112

SLA-3-L2/R2 5′-GACCCTGGCCCTGACTGGT-3′ 
5′-GGAGCCACTCCACACACGC-3′ 

533 68 PC1:AF014003

SLA-3-L3/R3 5′-CCGAGCCCTCTTCCTGCTG-3′ 
5′-TTTCTGGAGCCACTCCACA-3′ 

565 66 PD7:M59750 

SLA-3-L4/R4 5′-GACCCTGGCCCTGACTGGT-3′ 
5′-GGAGCCACACCACACACGC-3′ 

533 68 H01:AJ131112

 

和反转录试剂盒推荐的方法分别进行总 RNA 提取和

cDNA 第一链的合成。PCR 扩增采用 20 μl 体系，各

组分别为：10×buffer（含 Mg2+）：2 μl；10 nm 4 dNTP 
Mixture：0.3 μl；10 pm 引物 L，R 各 0.4 μl；TaqE：
0.6U；cDNA：1.2 μl； 补水至 20 μl，PCR 反应条件：

94℃ 5 min； 94℃ 40 s，退火（如表 1）40 s，72℃ 40 s，
33 个循环；72℃ 10 min。每个个体都需用这 4 对引

物分别进行扩增，1.5%琼脂糖凝胶检测 PCR 扩增结

果，做好记录，为下步克隆测序做准备。 
1.2.3  PCR 产物的克隆和序列测定  PCR 产物经琼

脂糖凝胶回收，连接至 pGEM-T Easy Vector，转化 

DH5α感受态。抽提质粒，经 EcoRⅠ核酸内切酶酶切

鉴定重组质。序列测序过程由上海博亚生物技术有限

公司完成。 
1.2.4  序列拼接和分析  利用 DNAStar 软件对所测

序列进行拼接比对；MEGA3 软件对所测序列和 NCBI
上其它相应序列进行核苷酸聚类及推导编码的蛋白质

序列分析。 

2  结果与分析 

2.1  RT-PCR 扩增产物结果和重组质粒鉴定 
4 对引物中，仅有 SLA-3-L1/R1 和 SLA-3-L3/R3 
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可分别在 WZSP cDNA 中扩增出一条长度为 566 bp
和 565 bp 的条带，1.5%琼脂糖电泳检测。结果见图 1。 
 

 
 
M. 100bp 分子量 marker； 3，8. 没有条带； 1，2，4～7. SLA-3-L1/R1
引物扩增产物  
M. 100bp molecular marker; 3, 8. No result; 1, 2, 4-7. Amplification result 
by SLA-3-L1/R1 
 
图 1  WZSP 近交系 SLA-3-L1/R1 扩增结果 
Fig. 1  The PCR result of SLA-3-L1/R1  
 

2.2  PCR 测序结果 

根据 WZSP 近交系系谱和扩增结果，从 32 头

WZSP 中选择 8 头测序，因只有两对引物能够扩增出

目的片段，共测 16 个样品。 
2.3  WZSP SLA-3 位点的等位基因核苷酸序列分析 

将所测序列和GenBank上的等位基因序列进行比 

 
 
M. 100bp 分子量 marker；1～4. 酶切鉴定；泳道 1′～4′. 质粒 DNA  
M. 100bp molecular marker; 1-4. Enzymolysis identification by EcoRⅠ; 1′- 
4′. Recombinated plasmids DNA 

 

图 2  质粒提取及 EcoRⅠ酶切鉴定电泳图 
Fig. 2  Results of SLA-3 PCR production cloned and 

enzymolysis identification of recombinated plasmids 
DNA by EcoRⅠ 

 

较分析，发现其中有 9 个序列为 SLA-3 位点的新等位

基因，但这些等位基因间核苷酸变异很少，有的序列

间仅有 1～3 个核苷酸差异，最多的也仅有 47 个核苷

酸变异。其中，L3R3-384 和 L1R1-347 仅有一个碱基

突变，且为无义突变，归为同一等位基因。而与

GenBank 上其它相应的等位基因间则有很大的核苷酸

变异。其核苷酸序列比对见图 3。 
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图 3  SLA-3 核苷酸序列比对 

Fig. 3  Alignment of nucleotide sequences for SLA-3 gene 
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2.4  SLA-3位点等位基因编码的氨基酸序列比对分析 
图 4 展现的氨基酸比对结果，发现位于猪 101 和 

164 位点处的两个半胱氨酸残基和 86～88 位点处的

NQS 与人之间有高度保守性。SLA-3 α1 功能区氨基
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“.”代表与 L3R3-384 氨基酸序列一致的位点；“-”代表数据缺失；“*”代表 ARS 氨基酸残基；带方块 NQS 和 C 分别代表 N 端连接的糖原和两
个半胱氨酸残基；α1 和α2 代表区域的边界 
A dot indicates an identical amino acid with that of the L3R3-384 sequence. An dash corresponds to the absence of data. An asterisk above the sequence of each 
domain indicates an ARS codon. Boxed NQS and C show N-linked glycosylation consensus sequences and cysteine residue，respectively. A line indicates a 
domain boundary 

 

图 4  SLA-3 重链α1和α2功能区氨基酸序列比对 
Fig. 4  Alignment of deduced amino acid sequences coding for the signal peptide, and α2 domains of the SLAⅠheavy-chain 

proteins. The amino acid sequences are aligned with the L3R3-384 sequence  
 

酸变异主要集中在 50～85 之间，与 Parham 等[13]证实

的 HLAⅠ类抗原分子结合槽的 α螺旋部分一致。而氨

基酸的另一高变区，即 α2功能区的 β-折叠和 α-螺旋，

则分别集中在氨基酸序列的 98～119 和 146～172 区

域。与 HLAⅠ类分子 α2功能区 CD8 分子识别结合序

列比较，发现猪该基因编码的氨基酸序列在 105～118
之间的 105、112 和 118 等[14]3 个关键氨基酸残基与人 

的完全相同，具有很好的保守性。 
2.5  SLAⅠ类分子与 HLAⅠ类分子中自然杀伤细胞

（NK 细胞）受体的配体序列比较 
发现 SLAⅠ类分子中缺乏与 NK 细胞受体结合的

关键氨基酸残基序列[15]（表 4，下划线为结合所必需

的氨基酸残基）。 
2.6  SLA-3 位点等位基因核苷酸序列系统树的构建

 
表 2  SLAⅠ类分子与 HLAⅠ类分子中 NK 细胞受体的配体序列比较 

Table 2  Sequence comparison on matcher of nature kill cell receptor between SLA and HLAⅠmoleculer 

  67 68 69 70    

NK clone 1 HLA-Cw3 N L R K    

NK clone 2 HLA-Cw4 S L R N    

NK clone 3 HLA-Cw0604 N L R I A L G 

 WZSP-PD7 E Q/K E/A G Q E Y 
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为了研究WZSP 近交系群体中这 9 个新 SLA-3 等

位基因与其它猪品种和人相应等位基因间的遗传关

系，利用邻接法构建其核苷酸系统树，（图 5，人的

等位基因作为外群）。 
 

 
 

带方块的为 WZSP 近交系群体的等位基因 
A box indicates a novel allele from WZSP population 

 

图 5  SLAⅠ3 位点等位基因系统树 

Fig. 5  Phylogenetic tree of alleles from SLAⅠ3 locus 

 

WZSP 近交系群体的等位基因除 L1R1-384 外，可

以很容易和 PD7genomic clone 聚合在一个很小的基因

簇内，且 bootstrap 值在 60%以上，而 L1R1-384 既不

和 WZSP 近交系其它等位基因聚合，也不聚合在

GenBank 上其它的等位基因簇内，则单独分出一支。

通过 MP 构建系统树，除表现以上情况外，还可得出

L1R1-384 与人的相应基因有更近进化关系，但其

bootstrap 值仅为 21，不能有力地证实其准确性。根据

核苷酸系统树和 2004 年 7 月确定的 SLAⅠ类基因系

统的命名法[16]，可将 WZSP 目前已经测序的 SLA-3
所有的等位基因分为两个等位基因组，其中 L1R1-384
为一个等位基因组（还有待进一步的扩充），其它的

为另外一个等位基因组。 

3  讨论 

3.1  WZSP 近交系 SLA-3 位点的等位基因分析 
相对于人的 HLAⅠ类等位基因数量，已经报道的 

SLAⅠ类等位基因数量非常有限[17,18]。获得更多的

SLAⅠ类位点新等位基因的核苷酸序列将有重要地意

义。本试验利用 4 对特异性引物序列，对 WZSP 近交

系群体中 SLA-3 等位基因的分布进行了检测。对其

RT-PCR 产物序列分析发现了 9 个新的 SLA-3 等位基

因，扩充了 SLA-3 基因遗传资源。在本试验中，有 4
头个体只能扩增出一条目的片段。根据 MHC 的共显

性特点，推测可能有两种情况，一是该个体为纯合子，

二是存在用所设计的特异性引物不能扩增出来的新等

位基因。但就所查资料来看，第二种可能性很小。目

前只需采集那 4 头组织样，扩增全长 cDNA 序列及克

隆测序证实这种可能性。由于时间的限制，未再做进

一步的研究。此外，图 5 SLAⅠ3 位点等位基因系统

树聚类分析来看，WZSP 近交系 L1R1-384 等位基因单

独分为一支，拥有其独特的等位基因组，证明 WZSP
是中国独特的一个遗传资源库。 
3.2  WZSP 近交系 SLA-3 基因编码的氨基酸序列分析 
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比较了 SLA-3 重链α1 和α2 功能区和人相应区

域氨基酸序列（图 4），发现有许多相同的氨基酸残

基，猪和人之间有很高的保守性。不同种属动物的

MHC 分子仅存在较小差异，可能提示猪-人异种移植

的排斥反应中，直接识别机制占有一定的地位。另一

方面，将其氨基酸序列与HLA-A氨基酸序列中与CD8
分子结合的部分进行比较，发现编码的氨基酸序列中

与参与结合所必需的关键氨基酸残基完全一致，这种

保守性有可能降低移植时的不相容性，即 SLAⅠ类分

子本身作为外来抗原不被人 T 细胞间接识别。这是否

证实猪是人类异种器官移植的理想来源，有待于对

SLA基因功能及与人的T细胞免疫位点的研究。同时，

有必要利用MEGA3和Adaptsite Package program两个

软件[19,20 ]，从自然选择角度分析猪和人在单一氨基酸

位点正向和负向选择之间的差异，还有待于以后的进

一步完善。 
3.3  与人 HLAⅠ类分子中 NK 细胞受体的配体序列比

较分析 
现在培育表达人类补体调节蛋白的转基因猪已告

成功，超急性排斥反应（hyperacute rejection，HAR）
理论上已被克服。因此，异种移植后的迟发性排斥发

应（delayed xeno-rejection，DXR）成为了人们研究的

重点。DXR 主要由移植后诱发的异种反应性抗体

（xenoreactive natural antibody，XNA）介导内皮细胞

活化和单核细胞介导 ADCC 效应所致，其效应机制除

种属特异性的自然杀伤细胞（NK 细胞）和/或单核细

胞介导 ADCC 效应外，CD4 和 CD8 T 细胞均可独立

介导异种移植排斥反应[21~23]。NK 细胞专一性识别那

些不表达 MHCⅠ类分子的靶细胞[24]。通过多种 NK
细胞表面受体（抑制性受体或活化性受体）识别自身

的 MHCⅠ类分子或 MHC-Ag 肽复合物，产生抑制性

或活化性信号，抑制或活化 NK 细胞[25]。本文将获得

WZSP 近交系 SLA-3 抗原分子的氨基酸序列和 HLA-
Ⅰ类分子中与 NK 细胞受体的配体序列进行比较，发

现 SLAⅠ类分子缺乏这些与 NK 细胞受体结合的关键

氨基酸残基，这一现象可能有两种截然相反的生物学

意义：由于 SLAⅠ类分子不能与抑制性受体结合，使

猪移植物细胞易遭到受者（人）NK 细胞的杀伤；也

可能由于 SLAⅠ类分子不能与活化性受体结合，使猪

移植物细胞可逃避某些 NK 细胞的杀伤。 

4  结论 

通过对 WZSP 近交系 SLA-3 基因的研究，发现 9 

个核苷酸序列变异很少的 SLA-3 位点的新等位基因，

但与GenBank上其它相应的等位基因间则有很大的核

苷酸变异。从整个 SLA-3 基因的核苷酸变异来看，

WZSP 近交系群体已经测序的 SLA-3 等位基因可分为

两个等位基因组，其中 L1R1-384 单独为一个等位基

因组，其它的可归为另外一个等位基因组。表明 WZSP
在 SLA-3 位点和其它猪品种有明显的差异，拥有其独

特的遗传资源。从分子水平为 WZSP SLA-3 基因的分

子分型及特异单倍体猪的培育和异种器官移植实验用

动物的研究提供理论依据。 
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