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　 　 【摘要】 　 目的　 明晰 α⁃１，３ 半乳糖基转移酶基因敲除（ＧＧＴＡ１ － ／ － ）的五指山小型猪 ＳＬＡ 经典 Ｉ 类基因分子
结构特征及其与人 ＨＬＡ的相似性，对研究异种器官移植细胞性排斥反应具有重要意义。 方法 　 采集 ６ 头祖代 ＧＧ⁃
ＴＡ１ － ／ －五指山小型猪耳组织，利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 对 ＳＬＡ Ｉ 类基因（ＳＬＡ⁃１、ＳＬＡ⁃３、ＳＬＡ⁃２）扩增、克隆及测序，对序列进行
ＢＬＡＳＴ分析，并采用生物信息学方法对 ＳＬＡ Ｉ类基因分子结构特征及其与人 ＨＬＡ的同源性进行分析。 结果　 测序
分析表明，共获得 ６ 条等位基因序列，其中 ４ 条为已公布的等位基因（ＳＬＡ⁃１∗０７０３、ＳＬＡ⁃２∗１１０２、ＳＬＡ⁃３∗０４０１、
ＳＬＡ⁃３∗０４０３），另 ２ 条为新等位基因（ ＳＬＡ⁃１∗０４０１ｗｚ０１、ＳＬＡ⁃２∗１１ｗｚ０１）。 五指山小型猪与人 ＨＬＡ 同源性为
７０ ５％ ～ ７２ １％ 。 ＳＬＡ⁃１∗０４０１ｗｚ０１、ＳＬＡ⁃１∗０７０３、ＳＬＡ⁃２∗１１ｗｚ０１、ＳＬＡ⁃２∗１１０２ 和 ＳＬＡ⁃３∗０４０１ 的 ＣＤ８ ＋分子识
别的关键结合域与人 ＨＬＡ氨基酸序列比对，均仅在位点 ２２５、２２８ 处发生了突变（Ｔ→Ｓ、Ｔ→Ｍ），其他位点高度保守。
ＳＬＡ⁃２∗１１ｗｚ０１ 和 ＳＬＡ⁃２∗１１０２ 与人 ＨＬＡ Ｉ类基因 ＮＫ细胞抑制性受体（ｋｉｌｌｅｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＫＩＲ）结合区氨基
酸同源性较高，在 ＮＫＴＡ⁃１ 亚型结合域内仅有 １ 个氨基酸差异，而在 ＮＫＴＡ⁃２ 和 ＮＫＴＡ⁃３ 亚型结合域内有 ２ 个氨基
酸差异。 结论　 从免疫细胞介导的异种排斥反应角度出发，ＧＧＴＡ１ － ／ － 五指山小型猪 ＳＬＡ Ｉ类基因氨基酸序列与人
ＨＬＡ高度相似，可作为未来猪⁃人异种器官移植的良好供体之一。
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　 　 α⁃１，３ 半乳糖基转移酶基因敲除（ＧＧＴＡ１ － ／ － ）
猪的诞生有效克服了异种移植时超急性排斥反应的

发生，随后细胞性排斥成为目前亟待解决的问
题［１ － ４］。 免疫细胞介导的异种排斥反应可分为适应
性细胞反应和固有细胞免疫反应。 其中适应性免疫
细胞主要指 Ｔ淋巴细胞，而固有免疫细胞包括自然
杀伤（ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ， ＮＫ）细胞、单核吞噬细胞、中性
粒细胞和树突状细胞（ＤＣ）等。 研究报道猪白细胞
抗原（ｓｗｉｎｅ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ，ＳＬＡ）是引起异种移植
细胞性免疫排斥的遗传因素之一 ［５ － ７］。 异种移植引
起的 ＣＤ８ ＋ Ｔ细胞免疫排斥反应的大小主要取决于
供体细胞表面 ＳＬＡⅠ类分子与被 ＣＤ８ ＋分子识别的

ＨＬＡ分子的同源性［８ － ９］。 人 ＮＫ细胞的活性受表面
抑制性受体的调控。 当抑制受体识别自身 ＭＨＣ Ｉ
分子后，对 ＮＫ 细胞毒作用产生抑制性信号，避免
ＮＫ细胞对自体细胞的攻击［１０］。 但异种移植时，人
ＮＫ细胞抑制性受体不能识别 ＳＬＡ Ｉ分子，因而不能
向 ＮＫ 细胞受体提供抑制性信号，从而产生抗猪的
ＮＫ 细胞毒作用［１１］。

五指山小型猪是目前我国异种器官移植研究常

用实验动物之一。 国内关于五指山小型猪 ＳＬＡ Ｉ 类
基因的研究大多集中在多态性较高的外显子或单个

基因的克隆分析［１２ － １４］，对 ＳＬＡ Ｉ 类基因全长 ｃＤＮＡ
序列结构特征分析及与人 ＨＬＡ 相似性报道较少。
利用体细胞核移植技术获得的 ＧＧＴＡ１ － ／ －五指山小

型猪已被多次应用于异种器官移植临床前研

究［１５ － １６］，鉴于此，本研究以 ＧＧＴＡ１ － ／ － 五指山小型

猪为研究对象，通过对其 ＳＬＡ 经典 Ｉ 类基因（ＳＬＡ⁃
１、ＳＬＡ⁃２、ＳＬＡ⁃３）分子结构特征研究及与人 ＨＬＡ 相
似性分析，为筛选更适合异种移植研究的 ＧＧ⁃
ＴＡ１ － ／ －五指山小型猪提供参考依据。

１　 材料与方法
１ １　 材料

采集 ６ 头祖代 ７ ～ ８ 月龄、体重在 １０ ～ ４０ ｋｇ 普
通级的 ＧＧＴＡ１ － ／ －五指山小型猪耳组织样本，液氮
中保存。

动物组织总 ＲＮＡ 提取试剂盒购自北京天根生
化科技有限公司；反转录试剂盒、ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ１ Ｓｉｍｐｌｅ
Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 购自北京全式金生物技术有限公司；
ＴａＫａＲａ ＬＡ Ｔａｑ 聚合酶、２ × ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ ＩＩ 购自宝生物
工程 （大连） 有限公司； ＤＮＡ 纯化回收试剂盒、
ＤＨ１０ｂ感受态细胞购自中美泰和生物技术（北京）
有限公司。
１ ２　 方法
１ ２ １　 ＲＮＡ的提取及反转录

提取样本的总 ＲＮＡ；用 １ ５％琼脂糖凝胶电泳
检测总 ＲＮＡ质量；采用反转录试剂盒将 ＲＮＡ 反转
录为 ｃＤＮＡ， －２０℃保存备用。
１ ２ ２　 ＳＬＡ⁃１、ＳＬＡ⁃３ 和 ＳＬＡ⁃２ 基因的扩增

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＳＬＡ Ｉ 类基因序列，用 Ｌａｓｅｒ⁃
ｇｅｎｅ ７ １ 软件包中的 ＰｒｉｍｅｒＳｅｌｅｃｔ 软件分别设计
ＳＬＡ⁃１ 和 ＳＬＡ⁃３ 扩增引物，ＳＬＡ⁃２ 扩增引物引用 Ｇａｏ
等［１９］的研究，引物由中美泰和生物技术（北京）有
限公司合成。 引物序列及退火温度见表 １。 ＰＣＲ 反
应体系：１０ ０ μＬ ２ × ＧＣ ｂｕｆｆｅｒ ＩＩ，上下游引物（１０
μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ ０ μＬ，０ ４ μＬ ｄＮＴＰｓ （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），
０ １ μＬ Ｌａ Ｔａｑ 酶， １ ０ μＬ ｃＤＮＡ 模板， ６ ５ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ，总反应体系为 ２０ μＬ。 ＰＣＲ扩增程序： ９５℃
预变性 ５ ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ ｓ，表 １ 中各退火温度
３０ ｓ，７２℃延伸 ８０ ｓ，３５ 个循环；７２℃延伸 １０ ｍｉｎ，
１６℃保存。
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表 １　 ＳＬＡⅠ类基因的扩增引物
Ｔａｂ． １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＬＡ ｃｌａｓｓ Ｉ ｇｅｎｅｓ

基因座
Ｇｅｎｅ ｌｏｃｉ

正 ／反向引物（５’ － ３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度 ／ ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

引用
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＳＬＡ⁃１ Ｆ：ＡＧＡＣＣＣＣＧＡＧＧＣＴＧＡＧＧＡＴＣＡＴ ６２ －
Ｒ：ＡＧＧＣＡＧＣＴＧＣＡＧＡＡＡＣＡＧＧＡＧＴＣＡ

ＳＬＡ⁃３ Ｆ：ＴＧＧＡＧＣＴＧＧＡＡＡＧＴＧＧＡＴＣＡＧ ６２ －
Ｒ：ＣＡＧＡＣＴＣＣＧＡＧＧＣＴＧＡＧＧＡＴＣ

ＳＬＡ⁃２ Ｆ：ＣＣＡＣＡＧＡＡＴＣＴＣＣＧＣＡＧＡＴＴＣＣ ５５ ［１９］
Ｒ：ＣＣＧＡＣＡＣＡＧＡＣＡＣＡＴＴＣＡＡＡＴＧＣＴ

１ ２ ３　 基因的克隆及序列分析
ＰＣＲ产物用纯化试剂盒切胶回收，克隆并经阳

性鉴定后送中美泰和生物技术（北京）有限公司进
行双向测序，每个基因座筛选至少 ８ 个以上阳性单
克隆菌液进行测序，利用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ ７ １ 软件包中的
ＳｅｑＭａｎ程序对获得的序列进行剪切拼接，拼接序列
通 过 ＢＬＡＳＴ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
ＢＬＡＳＴ ／ ）比对分析，新等位基因的序列提交至 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ并获取相应序列号。
１ ２ ４　 同源性分析

使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件在氨基酸水平上对五指山
小型猪与 ＮＩＨ小型猪、人和鼠 ＳＬＡ Ｉ 类等位基因同
源性分析，且与被 ＣＤ８ ＋分子识别的 ＨＬＡ 关键结合
域氨基酸相似性、与 ＨＬＡⅠ类基因 ＫＩＲ结合区氨基
酸相似性进行比较。

２　 结果与分析
２ １　 ＳＬＡⅠ类基因的扩增

ＧＧＴＡ１ － ／ －五指山小型猪耳组织总 ＲＮＡ 电泳结
果（图 １Ａ），显示：ＲＮＡ 质量较好；ＳＬＡ⁃１、ＳＬＡ⁃２ 和
ＳＬＡ⁃３ 均有特异性扩增条带，大小分别为 １２００ ｂｐ、
１２３１ ｂｐ和 １３００ ｂｐ，与预期扩增结果一致（图 １Ｂ）。

图 １　 总 ＲＮＡ（Ａ）及 ＳＬＡ⁃１（Ｂ． １）、ＳＬＡ⁃２（Ｂ． ２）、
ＳＬＡ⁃３（Ｂ． ３）基因

Ｆｉｇ． １　 Ａ： Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ；
Ｂ： Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ａｓｓａｙ ｏｆ ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ ＳＬＡ⁃１， ＳＬＡ⁃２ ａｎｄ ＳＬＡ⁃３ ｇｅｎｅｓ

２ ２　 ＳＬＡ Ｉ类基因序列分析
在 ＧＧＴＡ１ － ／ － 五指山小型猪 ＳＬＡ⁃１、 ＳＬＡ⁃２、

ＳＬＡ⁃３ 基因座上均获得 ２ 条序列，经 ＢＬＡＳＴ 分
析，ＳＬＡ⁃１ 基因中的 １ 条为新等位基因，将序列提
交于 ＧｅｎＢａｎｋ，获得其序列号：ＳＬＡ⁃１∗０４０１ｗｚ０１
（ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ： ＫＴ７１５５０１ ） ， 另 １ 条 ＳＬＡ⁃１ ∗
０７０３ 已报道；ＳＬＡ⁃３ 基因中 ２ 条等位基因序列均
已被报道，分别为 ＳＬＡ⁃３∗０４０１ （ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ：
ＡＦ４６４０１１ ） 、 ＳＬＡ⁃３ ∗ ０４０３ （ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ：
ＫＴ７１５５０２） ；ＳＬＡ⁃２ 基因中的 ＳＬＡ⁃２∗１１０２ （ Ａｃ⁃
ｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ： ＪＱ３６１６５４ ）为已发现的等位基因，另
外 １ 条为新的等位基因，将其提交于 ＧｅｎＢａｎｋ，获
得 序 列 号： ＳＬＡ⁃２ ∗ １１ｗｚ０１ （ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ：
ＫＴ１９４２１３） 。 将 ＳＬＡ⁃１ 和 ＳＬＡ⁃２ 基因座上的新
等位基因分别与 ＮＣＢＩ 中相应等位基因核苷酸比
对发现新等位基因的高变异位点主要集中在第

２、３ 外显子上，其他位点相对保守。
２ ３　 ＳＬＡⅠ类基因在个体中的分布

６ 头 ＧＧＴＡ１ － ／ －五指山小型猪个体中 ＳＬＡ 经典
Ⅰ类基因座上共获得 ６ 条等位基因序列，６ 个等位
基因在个体中的分布情况见表 ２。
２ ４　 ＳＬＡ Ｉ类等位基因的同源性分析

将本研究获得等位基因序列与美国 ＮＩＨ 小型
猪、人及鼠相应等位基因在氨基酸水平进行同源性
比较，发现五指山小型猪 ＳＬＡ Ｉ 类等位基因序列与
ＮＩＨ 小型猪在氨基酸水平上同源性在 ８３ ２％ ～
１００％之间，与人 ＨＬＡ 同源性为 ７０ ５％ ～ ７２ １％ 。
ＳＬＡ⁃１∗０４０１ｗｚ０１ 与 ＮＩＨ 猪 ＳＬＡ⁃１∗０４０１ 相比，核
苷酸序列仅在位点 ５６４ 处发生同义突变（Ｇ→Ｃ），与
人 ＨＬＡ同源性高达 ７０ ８％ ；ＳＬＡ⁃２ 基因座上等位基
因 ＳＬＡ⁃２∗１１ｗｚ０１、ＳＬＡ⁃２∗１１０２ 与 ＮＩＨ 小型猪相
应等位基因同源性高达 ９２ １％ ，与人 ＨＬＡ 同源性
高达 ７１ ３％ ，与鼠的同源性仅为 ６２ ２％ ；ＳＬＡ⁃３ 基
因座上等位基因 ＳＬＡ⁃３∗０４０１、ＳＬＡ⁃３∗０４０３ 与 ＮＩＨ
小型猪相应等位基因同源性高达 ９４ ５％ ，与人的同
源性高达 ７２ １％ 。 各等位基因的同源性比对情况
见表 ３。
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表 ２　 ＳＬＡ Ｉ类基因座上等位基因的分布
Ｔａｂ． ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＳＬＡ ｃｌａｓｓｉｃａｌ Ｉ ｇｅｎｅｓ ｌｏｃｉ

个体
Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

ＳＬＡⅠ类基因座
ＳＬＡ ｃｌａｓｓ Ｉ ｇｅｎｅｓ ｌｏｃｉ

ＳＬＡ⁃１ ＳＬＡ⁃３ ＳＬＡ⁃２
６０ ０４０１ｗｚ０１ ／ ０７０３ ０４０３ ／ ０４０１ １１ｗｚ０１
０１ ０４０１ｗｚ０１ ／ ０７０３ ０４０３ ／ ０４０１ １１ｗｚ０１ ／ １１０２

１２０３ ０４０１ｗｚ０１ ／ ０７０３ ０４０３ ／ ０４０１ １１ｗｚ０１ ／ １１０２
１２１２ ０７０３ ０４０１ １１ｗｚ０１ ／ １１０２
１３１６ ０７０３ ０４０１ １１ｗｚ０１ ／ １１０２
１２２０ ０４０１ｗｚ０１ ／ ０７０３ ０４０３ ／ ０４０１ １１ｗｚ０１ ／ １１０２

表 ３　 ＳＬＡ⁃１、ＳＬＡ⁃２、ＳＬＡ⁃３ 等位基因氨基酸同源性比较
Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＨＣ ｃｌａｓｓ Ｉ ａｌｌｅｌｅｓ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｍｏｎｇ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ，

ＮＩＨ ｍｉｎｉｐｉｇｓ， ｍｉｃｅ ａｎｄ ｈｕｍａｎｓ
等位基因 Ａｌｌｅｌｅｓ １∗０７０１ １∗０４０１ ２∗０４０１ ２∗０３０１ ３∗０３０１ ３∗０６０２ Ａ∗０２０１ Ｈ⁃２Ｄｂ

ＳＬＡ⁃１∗０４０１ｗｚ０１ ９３ ４ １００ ８８ ４ ９０ ３ ８７ ６ ８７ ３ ７１ ０ ６０ ５
ＳＬＡ⁃１∗０７０３ ９３ ４ ９１ ４ ８７ ３ ８９ ５ ８８ １ ８７ ３ ７０ ８ ６２ ０

ＳＬＡ⁃２∗１１ｗｚ０１ ８９ ８ ８８ ９ ９１ ４ ９２ １ ８７ ６ ８７ ０ ７１ ３ ６２ ６
ＳＬＡ⁃２∗１１０２ ９０ １ ９０ ３ ９１ ８ ９１ ０ ８９ ０ ８８ １ ７０ ５ ６２ ９
ＳＬＡ⁃３∗０４０１ ８９ ０ ８７ ０ ９１ ４ ８８ ７ ９３ ６ ８３ ２ ７２ １ ６３ ２
ＳＬＡ⁃３∗０４０３ ８８ １ ８６ ７ ９０ ０ ８８ ６ ９３ ４ ９３ ６ ７１ ０ ６２ ８

　 　 注：Ａ∗０２０１ 表示人群中出现频率较高的 ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１ 基因；斜体表示 ＮＩＨ小型猪 ＳＬＡ⁃１、ＳＬＡ⁃２、ＳＬＡ⁃３ 基因座上出现频率较高的等位基
因，依次为： ＳＬＡ⁃１ ∗０７０１ （ ＡＦ４６４０３６ ）、 ＳＬＡ⁃１ ∗０４０１ （ ＡＦ４６４００２ ）、 ＳＬＡ⁃２ ∗０４０１ （ ＡＦ０１４００６ ）、 ＳＬＡ⁃２ ∗０３０１ （ ＡＦ０１４００４ ）、 ＳＬＡ⁃３ ∗０３０１
（ＡＦ０１４００３）、ＳＬＡ⁃３∗０６０２（ＤＱ３０３２２７）。 Ｈ⁃２Ｄｂ表示鼠的相应等位基因。

Ｎｏｔｅ． Ａ∗０２０１ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１， ａ ｃｌａｓｓ Ｉ ａｌｌｅｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ． Ｉｔａｌｉｃ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ａｌｌｅｌｅｓ， ａ ｃｌａｓｓ Ｉ ａｌｌｅｌｅ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｎ ｔｈｅ ＮＩＨ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｍｉｎｉｐｉｇｓ， ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： ＳＬＡ⁃１∗０７０１ （ＡＦ４６４０３６）， ＳＬＡ⁃１∗０４０１ （ＡＦ４６４００２）， ＳＬＡ⁃２∗０４０１ （ＡＦ０１４００６），
ＳＬＡ⁃２∗０３０１ （ＡＦ０１４００４）， ＳＬＡ⁃３∗０３０１ （ＡＦ０１４００３）， ａｎｄ ＳＬＡ⁃３∗０６０２ （ＤＱ３０３２２７）． Ｈ⁃２Ｄｂ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ａｌｌｅｌｅｓ．

２ ５　 ＳＬＡ Ｉ类分子与被 ＣＤ８ ＋分子识别的ＨＬＡ分
子序列的同源性比较

将五指山小型猪 ＳＬＡ Ｉ 类 ＳＬＡ⁃１、ＳＬＡ⁃２、ＳＬＡ⁃３
座位上的等位基因推测得到氨基酸序列与被 ＣＤ８ ＋

分子识别结合的 ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１ 关键氨基酸序列区
域进行比对（表 ４）。 结果显示，ＳＬＡ⁃１∗０４０１ｗｚ０１、
ＳＬＡ⁃１∗０７０３、ＳＬＡ⁃３∗０４０１、ＳＬＡ⁃２∗１１０２ 和 ＳＬＡ⁃２
∗１１ｗｚ０１ 等位基因都仅在位点 ２２５ 和 ２２８ 处发生
突变，由苏氨酸（Ｔｈｒ）→丝氨酸（Ｓｅｒ）、苏氨酸（Ｔｈｒ）
→蛋氨酸（Ｍｅｔ），说明 ＳＬＡ⁃１∗０４０１ｗｚ０１、ＳＬＡ⁃１∗

０７０３、ＳＬＡ⁃３∗０４０１ ＳＬＡ⁃２∗１１０２ 和 ＳＬＡ⁃２∗１１ｗｚ０１
与人 ＣＤ８ ＋受体结合所必需的关键氨基酸残基高度

相似。 但 ＳＬＡ⁃３∗０４０３ 等位基因在位点 ２２５ 处由苏
氨酸（Ｔｈｒ）→甘氨酸（Ｇｌｙ），在位点 ２２８ 处由苏氨酸
（Ｔｈｒ）→蛋氨酸（Ｍｅｔ），并在位点 ２２７ ～ ２２８ 之间插
入 ４ 个氨基酸，依次为：谷氨酰胺 （ ＧＩｎ）、丝氨酸
（Ｓｅｒ）、谷氨酰胺（ＧＩｎ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）。 鼠的 Ｈ⁃２Ｄｂ

等位基因氨基酸序列分别与被 ＣＤ８ ＋分子识别并结

合的 ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１ 关键氨基酸序列区域比对发现，
Ｈ⁃２Ｄｂ有 ４ 个位点发生了突变。

表 ４　 五指山小型猪 ＳＬＡ Ｉ类分子与被 ＣＤ８ ＋分子识别的 ＨＬＡ氨基酸序列的同源性比较
Ｔａｂ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ＣＤ８ ＋ ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ

ＳＬＡ ｃｌａｓｓ Ｉ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｕｍａｎｓ ａｎｄ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ
等位基因 Ａｌｌｅｌｅｓ ２２３ ２２４ ２２５ ２２６ ２２７ ２２８

ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１ Ｄ Ｑ Ｔ Ｑ Ｄ － － － － Ｔ

ＳＬＡ⁃１∗０４０１ｗｚ０１ ＋ ＋ Ｓ ＋ ＋ － － － － Ｍ

ＳＬＡ⁃１∗０７０３ ＋ ＋ Ｓ ＋ － － － － Ｍ

ＳＬＡ⁃２∗１１ｗｚ０１ ＋ ＋ Ｓ ＋ ＋ － － － － Ｍ

ＳＬＡ⁃２∗１１０２ ＋ ＋ Ｓ ＋ ＋ － － － － Ｍ

ＳＬＡ⁃３∗０４０１ ＋ ＋ Ｓ ＋ ＋ － － － － Ｍ

ＳＬＡ⁃３∗０４０３ ＋ ＋ Ｇ ＋ ＋ Ｑ Ｓ Ｑ Ｙ Ｍ

Ｈ⁃２Ｄｂ Ｅ Ｌ Ｔ ＋ ＋ － － － － Ｍ
　 　 注：斜体字母表示插入的氨基酸；“ ＋ ”表示与人的 ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１ 氨基酸相同；“ － ”表示缺失的氨基酸；ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１ 人群中出现频率较
高的等位基因。

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｉｔａｌｉｃ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ． “ ＋ ” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｒｅ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｔｏ ｈｕｍａｎ ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１． “ － ” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｄｅｌｅｔｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ． Ａ∗０２０１ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１， ａ ｃｌａｓｓ Ｉ ａｌｌｅｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ．
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２ ６　 ＳＬＡ Ｉ类基因与 ＨＬＡ Ｉ类基因 ＫＩＲ结合区重
要氨基酸的比较分析

表 ５ 为 ＳＬＡ Ｉ类基因与 ＨＬＡ Ｉ类基因 ＫＩＲ结合
区关键氨基酸的比较分析。 从表中可以看出，ＳＬＡ⁃
２∗１１ｗｚ０１ 和 ＳＬＡ⁃２∗１１０２ 与人 ＨＬＡ Ｉ 类基因 ＫＩＲ
结合区氨基酸同源性较高，在 ＮＫＴＡ⁃１ 亚型结合域
内仅有 １ 个氨基酸差异，而在 ＮＫＴＡ⁃２ 和 ＮＫＴＡ⁃３

亚型结合域内存在 ２ 个氨基酸差异。 ＳＬＡ⁃１ ∗
０４０１ｗｚ０１ 基因与人 ＨＬＡ Ｉ类基因 ＫＩＲ 结合区氨基
酸差异较大，在 ３ 种亚型结合域内均只有一个氨
基酸相同。 ＳＬＡ⁃１∗０７０３、ＳＬＡ⁃３∗０４０１ 和 ＳＬＡ⁃３
∗０４０３ 基因与人 ＨＬＡ Ｉ类基因 ＫＩＲ结合区氨基酸
同源性介于 ＳＬＡ⁃２∗１１ｗｚ０１ 和 ＳＬＡ⁃１∗０４０１ｗｚ０１
之间。

表 ５　 ＳＬＡ Ｉ类分子与 ＨＬＡ Ｉ类分子中 ＫＩＲ的配体氨基酸序列比较
Ｔａｂ． ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｔｈａｔ ＮＫ ｃｅｌｌ ＫＩＲｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＨＬＡ ｃｌａｓｓ Ｉ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ＳＬＡ ｃｌａｓｓ Ｉ ｇｅｎｅｓ

等位基因 Ａｌｌｅｌｅｓ
ＮＫＴＡ⁃１ ＮＫＴＡ⁃２ ＮＫＴＡ⁃３

７７ ７８ ７９ ８０ ７７ ７８ ７９ ８０ ７７ ７８ ７９ ８０ ８１ ８２ ８３
ＨＬＡ Ｉ类分子 Ｎ Ｌ Ｒ Ｋ Ｓ Ｌ Ｒ Ｎ Ｎ Ｌ Ｒ Ｉ Ａ Ｌ Ｒ

ＳＬＡ⁃１∗０４０１ｗｚ０１ Ｇ － Ｎ Ｔ Ｇ － Ｎ Ｔ Ｇ － Ｎ Ｔ Ｌ Ｒ Ｇ
ＳＬＡ⁃１∗０７０３ － － Ｎ Ｎ Ｎ － Ｎ Ｎ － － Ｎ Ｎ Ｌ Ｒ Ｇ

ＳＬＡ⁃２∗１１ｗｚ０１ － － Ｔ Ｎ － － Ｔ － － － Ｔ － － Ｇ
ＳＬＡ⁃２∗１１０２ － － － Ｔ Ｎ － － Ｔ － － － Ｔ － － Ｇ
ＳＬＡ⁃３∗０４０１ － － Ｋ Ｎ Ｎ － Ｋ Ｎ － － Ｋ Ｎ Ｌ Ｒ Ｇ
ＳＬＡ⁃３∗０４０３ － － Ｋ － Ｎ － Ｋ Ｋ － － Ｋ Ｋ Ｌ Ｒ Ｇ

　 　 注：ＮＫＴＡ⁃１ ／ ２ ／ ３ 表示 ３ 种与 ＫＩＲ结合的 ＨＬＡ氨基酸残基序列；“ － ”表示与人的 ＨＬＡ氨基酸序列相同。
Ｎｏｔｅ． ＮＫＴＡ⁃１， ＮＫＴＡ⁃２ ａｎｄ ＮＫＴＡ⁃３ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＨＬＡ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｗｈｉｃｈ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ＫＩＲｓ． “ － ” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｔｏ ｔｈａｔ ｉｎ ｈｕｍａｎ ＨＬＡ ｃｌａｓｓ Ｉ．

３　 讨论
ＳＬＡ Ｉ类分子是引起细胞性排斥反应的核心因

素和器官移植配型的重要位点［１７］，因此，明确猪
ＳＬＡ基因分子结构特征及与 ＨＬＡ 同源性对异种器
官移植配型具有重要的意义。 ＳＬＡ基因已知的 ＮＩＨ
小型猪是目前国际异种器官移植研究常用的实验小

型猪模型，且已被多次应用于猪⁃人血管性器官移
植。 本研究以 ＮＩＨ小型猪 ＳＬＡ Ｉ类基因分子序列为
参考，比较 ＧＧＴＡ１ － ／ －五指山小型猪 ＳＬＡ Ｉ类基因与
人 ＨＬＡ同源性高低。 ＧＧＴＡ１ － ／ －五指山小型猪 ＳＬＡ⁃
１、ＳＬＡ⁃３、ＳＬＡ⁃２ 基因座上各等位基因与人 ＨＬＡ⁃Ａ∗
０２０１ 同源性在 ７０ ５％ ～７２ １％之间，与 ＮＩＨ小型猪
相似性为 ８３ ２％ ～ １００％ 。 五指山小型猪 ＳＬＡ Ｉ 类
分子与人 ＨＬＡ同源性范围和 Ｃｈｅｎ 等［１８］对巴马、云
南版纳猪和贵州香猪 ＳＬＡ⁃１、ＳＬＡ⁃２ 基因分子与人
ＨＬＡ同源性相近。 可见猪⁃人异种移植时，供受体之
间 ＳＬＡ编码的膜蛋白不可能完全相同，只能选择
ＳＬＡ同源性较高的供受体进行异种移植。

已有研究表明 ＨＬＡ 第 ２２３ ～ ２２８ 个氨基酸是与
ＣＤ８ ＋分子受体相互作用的关键结合域［１８］。 本研究
ＳＬＡ⁃１∗０４０１ｗｚ０１、ＳＬＡ⁃１∗０７０３、ＳＬＡ⁃２∗１１ｗｚ０１、
ＳＬＡ⁃２∗１１０２ 和 ＳＬＡ⁃３∗０４０１ 与人 ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１
氨基酸序列比较发现，由苏氨酸 （ Ｔｈｒ） →丝氨酸
（Ｓｅｒ）、苏氨酸（Ｔｈｒ）→蛋氨酸（Ｍｅｔ），其他位点高度

保守，这与 Ｇａｏ等［１９］在巴马猪上研究报道一致。 除
此之外 ＳＬＡ⁃３∗０４０３ 等位基因在位点 ２２５ 处由苏氨
酸（Ｔｈｒ）→甘氨酸（Ｇｌｙ），在位点 ２２８ 处由苏氨酸
（Ｔｈｒ）→蛋氨酸（Ｍｅｔ），并在位点 ２２７ ～ ２２８ 之间插
入 ４ 个氨基酸，这种多个氨基酸插入关键结合域有
可能引起强烈的免疫排斥反应，即 ＳＬＡ Ｉ 类分子本
身作为外来抗原被人 Ｔ 细胞间接识别，这有待于对
五指山猪 ＳＬＡ 经典 Ｉ 类基因功能及与人的 ＣＤ８ ＋ Ｔ
细胞免疫位点进一步研究。

为解决因猪血管内皮细胞表达的 ＳＬＡ Ｉ 类分子
与 ＨＬＡ Ｉ类分子中 ＫＩＲ的配体序列不匹配，而引起
的猪血管损伤问题，等 Ｓａｓａｋｉ［２０］将多态性较小且能
和 ３ 种人 ＫＩＲ相匹配的 ＨＬＡ⁃Ｇ 基因转入猪内皮细
胞，体外功能实验表明，人 ＮＫ 细胞对猪内皮细胞的
攻击明显减弱。 本研究中 ＳＬＡ⁃２∗１１ｗｚ０１ 和 ＳＬＡ⁃２
∗１１０２ 与人 ＨＬＡ Ｉ 类基因 ＫＩＲ 结合区仅有 １（ＮＫ⁃
ＴＡ⁃１）或 ２（ＮＫＴＡ⁃２、ＮＫＴＡ⁃３）个氨基酸差异，ＳＬＡ⁃２
∗１１ｗｚ０１ 和 ＳＬＡ⁃２∗１１０２ 这种高度的同源性是否
说明人 ＮＫ细胞能明显降低对 ＧＧＴＡ１ － ／ －五指山小

型猪血管内皮细胞的攻击，有待于进一步研究。
综上所述，从免疫细胞介导的异种排斥反应角

度出发，ＧＧＴＡ１ － ／ －五指山小型猪 ＳＬＡ Ｉ 类基因氨基
酸序列与人 ＨＬＡ高度相似，与人免疫细胞受体的配
体关键结合域相似性较高，可作为未来猪⁃人异种器
官移植的良好供体之一。
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