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摘  要: 主要组织相容性复合体(MHC)与动物机体对外源性抗原的免疫应答之间存在关联。从 GenBank/DDBJ/EMBL
基因库中读取鸡、其他鸟类、爬行类和哺乳类的 MHC ClassⅠ基因进行序列分析设计引物, 使用 LA-PCR 法从五龙

鹅的基因组中克隆了 MHC ClassⅠ基因序列(DNA 序列和 mRNA 序列 GenBank 登录号分别为: AM114925 和

AM114924), 并分析其基因组结构。运用生物信息学技术对测序结果进行分析显示: 基因组 DNA 由 8 个外显子和 7
个内含子组成, 与鸡基因序列同源率为 60.8%~64.1%, 与人的同源率为 42.9%。分子进化树进一步揭示了五龙鹅与

鸡、其他鸟类、爬行类、哺乳类以及人类的进化关系, 同源建模分析发现该基因由氨基末端结构域和羧基末端结构

域构成。 
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Abstract: Major histocompatibility complex (MHC) was correlated with immune response for extra-antigen. MHC sequences 
of chicken, other birds, crawl species and mammalian were derived from GenBank/DDBJ/EMBL and analyzed by alignment, 

and then primers were designed. By means of LA-PCR method, MHC ClassⅠgene was cloned from Wulong goose genomic 

DNA and total RNA, and the structure of MHC ClassⅠgenomic DNA was analyzed using bioinformation methods. The 

results showed that the genomic DNA, which consisted of 8 extrons and 7 introns, had 64.1% amino acids homologous to 
chicken and 42.9% amino acids to human. The molecular phylogenetic tree further revealed evolutionary relationship between 
Wulong goose and other animals such as chicken, other birds, crawl species, mammalian and human. The results of 

homologous modeling showed that Wulong Goose MHC ClassⅠgene was formed by amidocyanogen (N) terminal structure 

region and carboxyl (C) terminal structure region. 

Key words: MHC Class Ⅰ; Wulong goose; genome; molecular phylogenetic tree; amino acids homologous rate; ho-

mologous modeling 
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五龙鹅属中国白色鹅种的小型品种, 以繁殖性能

高而闻名, 主要分布于中国山东省胶东半岛, 经过

20 多年的品种资源调查、收集, 运用家系选育、闭

锁选育、BLUP育种技术及分子遗传标记等手段, 使
五龙鹅体型外貌、生产性能及均匀度整齐一致, 具有

明显的豁眼特征的白色小型品种, 其繁殖性能达到

国际领先水平 [1]。 
主要组织相容性复合体(major histocompatibility 

complex, MHC), 是由紧密连锁的高度多态的基因座

所组成的染色体上的一个遗传区域, 是一个与免疫

应答和抗病性密切相关的多基因家族。其编码产物

是免疫系统中极为复杂且具多态性的一类细胞表面

转膜蛋白, 称为 MHC 抗原, 该抗原主要分布在各种

细胞的表面。MHC 广泛存在于脊椎动物中, 决定着

动物的免疫排斥反应, 在机体免疫系统中发挥着非

常重要的抗原递呈作用, 同时也与动物的抗病性和

易感性密切相关; 目前已证实 MHC 与畜禽的多种疾

病之间存在着强相关, 因此, 近年来成为畜禽抗病

育种技术中的重要部分。 
MHC分子主要包括MHCⅠ和MHCⅡ两种抗原, 

在羊中还发现MHC Ⅲ类抗原 , 在鸡MHC中发现

Rfp-Y区域。MHCⅠ类抗原由两条多肽链组成: 重链

(α链)和轻链(β链), 它们以非共价键形式结合, 其中

重链由MHCⅠ类基因编码, 轻链由位于另一条染色

体上的MHCⅠ类基因编码。α 链在远胞膜区构成了 1
个抗原结合槽, 2 条β 螺旋组成槽的侧壁, 1 个β片层

构成底部。禽类MHC的研究主要集中在鸡上, 随着

生物技术的发展, 鸡的MHC B-F、B-L、B-G分别被

克隆, 其中的B-F、B-L部分被测序 [2~4]。关于MHC
与抗体之间的关系, Dunnington D A等 [5]证明MHC与
抗原的产生有关; Loudovaris T等 [6]和Yang N等 [7]报

道鸡对SRBC和沙门氏菌的抗体效价与鸡的MHC有

关; Pinard M H等 [8]报道抗体对于SRBC的长期应答

与鸡MHC等位基因的改变具有相关性。目前关于鹅

的MHC研究的报道较少, 本文用五龙鹅作为实验材

料研究其MHC的分子和基因组结构, 以便为更好地

探索鹅MHC与疾病和生产性能之间的关系提供理论

依据。 

1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

转化态受体菌株为 DH5α 由本实验室保存, 克

隆载体为 pMD-18T, 购自 TaKaRa 公司。 
1.1.2  实验动物 

10周龄五龙鹅 10只由莱阳农学院优质水禽研究

所育种基地提供。 
1.1.3  引物设计 

登录 GenBank/DDBJ/EMBL 数据库 , 根据登  
录的鸡(No. XM_424372), 鸭(No. AY294417), 鼠(No. 
AY064389), 斑马鱼(No. BC066745)的 MHC ClassⅠ
基因序列设计一对引物:  

P1: 5'-CCACTCCCTGCGCTATTT-3';  

P2: 5'-GAAGCAGAGCGGTTAGACACT-3'。 

以上引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。 
1.1.4  工具酶及试剂 

RNA 提取试剂盒、dNTP、LA-Taq 酶、AMV 反

转录酶、DNA Maker DL2000、质粒纯化试剂盒购自

TaKaRa 生物公司; 琼脂糖、RNasin、氨苄青霉素、

X-gal、IPTG 购自华美生物工程公司; T4 连接酶购自

TOYOBO 生物公司 ; 胰蛋白胨、酵母提取物均为

OXID 产品。 

1.2  五龙鹅 MHC ClassⅠ基因克隆与鉴定 
1.2.1  五龙鹅组织 DNA 的提取 

将五龙鹅经心脏采血处死无菌取脾脏, 利用酚

抽提法提取脾脏组织的 DNA。 
1.2.2  脾淋巴细胞的诱导培养及其总 RNA 的提取 

将 10 周龄的五龙鹅经心脏采血处死, 无菌取其

脾脏, 在冷 Hanks 液中剪碎, 尼龙网过滤, 用淋巴细

胞分离液分离细胞。洗涤后调整细胞终浓度为 8.0×
106 个 /m1/L, 置于含 10 μg/mL ConA 的无血清

RPMI1640 培养液, 在 40℃, 5% CO2 条件下孵育 16 h
后收集细胞用 Trizol 试剂盒提取细胞总 RNA。 
1.2.3  五龙鹅 MHC ClassⅠ基因 RT-PCR 的扩增 

将提取的总 RNA 置于 42℃水浴中反转录 1 h, 
合成 cDNA 第一链, 并以此为模板, 用 PCR 扩增此

片段, PCR 产物于 1%的琼脂糖凝胶电泳分析。 
1.2.4  重组质粒的构建转化及其鉴定 

将扩增的 PCR 产物回收, 与 pMD-18T 载体构建

重组质粒, 16℃连接 2 h, 转化利用 CaCl2 法制备的感

受态细胞大肠杆菌 DH5α, 在 Amp/X-gal/IPTG 选择

性 LB 固体培养基中筛选蓝白斑, 选取白斑在液体

LB 培养基中摇菌 12 h, 利用碱裂解法提取质粒, 并
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做 PCR 鉴定。 
1.2.5  测序 

将新鲜菌液送 TaKaRa 生物公司测序 , ABI 
PRISM BigDyeTM Terminator Cycle sequence Ready 
Reaction 试剂盒和 ABI PRISMTM 377XL 测序仪, 测
通全序列。 
1.2.6  测序结果分析 

序列的同源性分析采用动态规划的方法, 选用

Clustal W 软件分析, 序列的电荷分布, 疏水性, 重复

结构及周期性分析选用 SAPS(Statistical Analysis of 
Protein Sequences)统计分析软件, 局部序列的等电

点采用 ComputepI/MW 程序计算。 

1.3  三维结构分析及蛋白的同源建模 

搜索自瑞士生物信息研究所(Swiss Institute of 
Bioinformatics)提供的 swiss pro Modeling 建模服务

器, 通过所提交的序列信息在蛋白质结构库中搜寻

模板, 在 swiss-pdb viewer 中通过人工方法对局部结

构进行调整 , 采用蛋白质三维图像软件 Swiss-Pdb 
Viewer 根据距离平方和最小的叠合方法(Least squares 
superposition), 将蛋白质分子的结构进行叠合。 

2  结果与分析 
2.1  五龙鹅 RT-PCR 的 MHC ClassⅠ扩增 

根据鸡、鸭、鼠、斑马鱼等动物的 MHC ClassⅠ
设计的引物对五龙鹅脾脏组织中的DNA和脾淋巴细

胞总RNA进行RT-PCR反应, 扩增出分别为 2 500 bp
和 1 100 bp 的片段, 结果如图所示: 

2.2  五龙鹅 MHC ClassⅠ序列分析 

利用基于神经网络的 Grail Ⅱ程序对启动子、蛋

白质编码区和 poly(A)进行分析, 发现其基因组 DNA
由 8 个外显子和 7 个内含子组成, 其外显子数目与

鸡、猪的相同。其中外显子 1~8 分别为 60 bp, 264 bp,  

 
图 1  总 DNA 的 PCR 扩增 

1: DL 15000 marker; 2: 总 DNA 的 PCR 产物。 
Fig. 1  PCR amplification of total DNA 

1: DL 15000 marker; 2: PCR product of total DNA. 
 

 
图 2  RNA 的 RT-PCR 扩增 

1: DL 3000 marker; 2: RT-PCR 产物。 
Fig. 2  RT-PCR amplification of RNA 

1: DL 3000 marker; 2: RT-PCR product of RNA. 
 

276 bp, 273 bp, 102 bp, 33 bp, 33 bp 和 21 bp。内含子

1~7 分别为 121 bp, 672 bp, 94 bp, 84 bp, 144 bp, 166 
bp, 200 bp, 结构如图 3。  

2.3  同源性分析 

利用 CLASTALW 软件对测得的序列与人, 鸡,  
 

 
图 3  五龙鹅 MHC ClassⅠgene 外显子和内含子结构 

Fig. 3  Exon and intron organization of Wulong goose MHC ClassⅠgene 
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鼠 , 斑马鱼等动物的 MHC ClassⅠ基因进行比

较,Wulong goose MHCⅠ与人有 42.9%的同源性, 与
鸡有 64.1%, 与鼠 43.5%~44.4%的同源性, 结果如图

4 所示; 利用 PHYLIP 程序绘制的进化树如图 5 所示, 
进化树结果表明五龙鹅 MHCⅠ的进化关系与鸡最近, 
鱼类、两栖类与鸟类、哺乳动物进化形成两大群。 

2.4  五龙鹅 MHC ClassⅠ蛋白同源建模 

通过距离平方和最小的叠合方法进行预测, 得

到 Wulong goose MHCⅠ的空间结构, 发现分子结构

具有两个结构域: 氨基末端结构域和羧基末端结构

域。分子中心由两个长的亲水性α-螺旋构成。氨基

末端结构域由 3 个β-折叠构成, 羧基末端结构域由 3
个β-折叠和一个α-螺旋构成(图 6)。 

3  讨  论 
Miller M M等 [9]最先通过DNA杂交方法(RLFP)

报道了鸡具有 4 个ClassⅠ基因座位(B-FI~FIV), 其  
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17   
1  42.3 42.5 39.3 41.8 42.6 41.1 64.1 19.5 44.4 22.7 42.0 42.4 43.3 42.9 43.5 16.2 1 五龙鹅 Wulong goose 
2 100.0  91.6 37.9 40.6 42.6 35.0 40.6 14.7 36.3 14.7 37.0 39.4 39.2 36.4 37.3 11.8 2 非洲爪蛙 African clawed frog 
3 100.0 100.0  37.4 40.4 41.5 34.5 39.8 15.8 36.4 17.2 36.5 38.9 39.0 35.9 37.2 14.7 3 乌干达爪蛙 Uganda clawed frog
4 100.0 100.0 100.0  59.7 54.2 34.0 36.2 18.9 35.9 14.7 33.0 32.9 35.9 34.0 34.4 162. 4 斑马鱼 Zebrafish 
5 100.0 100.0 100.0 57.1  54.5 36.4 36.0 17.4 36.1 14.1 38.3 39.8 40.8 37.3 38.9 13.2 5 草鱼 Grass carp 
6 100.0 100.0 100.0 69.3 68.5  31.6 41.1 12.9 35.6 12.5 32.8 34.9 36.8 33.3 33.9 13.2 6 大西洋三文鱼 Atlantic salmon 
7 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0  39.2 19.1 77.9 14.9 62.9 67.6 64.3 61.8 65.8 16.4 7 中国苍鼠 Chinese hamster 
8 48.6 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0  17.5 40.4 14.8 35.5 37.7 37.0 38.7 39.0 13.2 8 鸡 Chicken 
9 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0  18.1 48.3 17.6 14.5 15.4 16.0 17.0 75.7 9 黑眉苇莺 Great reed warbler 

10 96.3 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 26.3 100.0 100.0  16.8 62.1 65.5 62.0 63.2 64.7 16.4 10 挪威鼠 Norway rat 
11 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 84.5 100.0  13.7 14.3 13.7 13.7 13.7 51.2 11 原鸡 Red jungle fowl 
12 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 50.8 100.0 100.0 52.4 100.0  72.5 70.9 85.5 86.3 16.4 12 猕猴 Rhesus monkey 
13 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 42.4 100.0 100.0 46.1 100.0 34.3  77.6 71.6 75.6 16.9 13 绵羊 Sheep  
14 99.9 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 48.1 100.0 100.0 52.5 100.0 36.8 26.2  72.3 74.0 19.4 14 猪 Pig 
15 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 53.0 100.0 100.0 50.2 100.0 16.1 35.6 34.6  93.2 17.6 15 人 Human 
16 99.2 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 45.5 100.0 100.0 47.6 100.0 15.1 29.5 32.0 7.2  19.4 16 黑猩猩 Chimpanzee 
17 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 29.4 100.0 76.8 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0  17 大山雀 Parus major 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17   

图 4  五龙鹅 MHC ClassⅠ与其他动物氨基酸同源性比较 
Fig. 4  Homologous comparison of amino acids sequences of Wulong goose and other species 

 

 
图 5  五龙鹅 MHC ClassⅠ氨基酸序列与其他物种进化树 

Fig. 5  Phylogenetic tree based on the amino acid sequences of Wulong goose and other species 
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图 6  五龙鹅 MHC ClassⅠ分子骨架结构 
A: 分子骨架二级结构; B: 主链从氨基末端到羧基末端的空间趋向。 

Fig. 6  Backbone structure of Wulong goose MHC ClassⅠ 
A: Secondary structure of backbone; B: Spicial tendency of the main chain form amino-terminal to carboxyl-terminal. 

 
中只有一个基因位座(B-FIV)表达。Kaufman J等 [10]

发现基因组中存在相应的酶切位点, 这 4 个基因位

座实际上是两个位座(后来命名为B-FI和B-FIV)。因

此看来, 传统的RFLP方法可以通过产生不同条带为

单倍型进行MHC分型, 但要获得准确的基因座数往

往需要基因组DNA的克隆为其提供理论依据。

Kaufman J等 [10]发现鸡的MHC ClassⅠDNA内含子 5
长度为 558 bp, 是其他内含子的 2~7 倍, 对于形成多

态区具有重要意义。在五龙鹅MHC ClassⅠ基因组

DNA中发现了一较大的内含子, 即内含子 2, 其长度

为 670 bp, 是其他几个ClassⅠ DNA内含子的 3~8 倍, 
这说明禽类的MHC在进化过程中对保留一较大内含

子呈正筛选。MHCⅠ分子进化树分析进一步揭示了

同类群在MHCⅠ进化中的关系。鸡与鹅同源关系比

其他脊椎动物的更近, 这说明它们与鸡的进化出现

了分化, 预示着鸡、鹅和其他脊椎动物之间的免疫系

统作用机理存在着差异 [11,12]。 
MHCⅠ类分子作为免疫递呈的重要分子, 主要

递呈外源性抗原, 它结合TAP加工过的抗原表达于

细胞表面, 被CD8+T细胞识别, 从而启动机体的免

疫反应 [13~15]。因此, MHCⅠ类分子/抗原肽/TCR 3 者

之间的关系在免疫反应中具有重要的意义。人的

HLA-A2 和HLA-AW68 分子的三维结构中与经典Ⅰ

类分子不同功能相关的结构和位点被定位 [16,17]。参

照这种模型我们将五龙鹅的推导氨基酸进行α-螺旋

和β-折叠分区, 及功能性位点进行比较。结果显示鹅

多态性位点主要分布于α-螺旋和β-折叠区, 在鹅不

同等位基因之间, 与抗原多肽结合的 37 个多态性位

点中, 有 20 个无变异, 呈单态性。由此推测可能与

鹅自身疾病少有关, 在较少的疾病选择压力下, 有
些位点的变异保持了沉默。 

4  小  结 
分析和测定了五龙鹅 MHCⅠ基因 , 并登录到

GenBank 中, MHC ClassⅠ的 DNA 序列和 mRNA   
序列登录号分别为: AM114925 和 AM114924。运   
用生物信息学技术对测序结果进行分析显示 : 基  
因组 DNA 由 8 个外显子和 7 个内含子组成, 与鸡  
基因序列同源率为 60.8%~64.1%, 与人的同源率为

42.9%。 
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