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Zoological Research 

用 PCR-SSP 方法检测中国恒河猴 Mamu-DRB*W101 和
Mamu-DRB*W201 基因 

邱趁丽，杨贵波* 
(中国疾病预防控制中心 性病艾滋病预防控制中心，传染病预防控制国家重点实验室 北京  100050) 

摘要：利用序列特异引物聚合酶链反应（polymerase chain reactionsequence-specific primers，PCR-SSP）方法

扩增中国恒河猴的主要组织相容性复合体 II 类基因 Mamu-DRB*W101、- DRB*W201，初步了解中国恒河猴中

Mamu-DRB*W101、- DRB*W201 基因的阳性率。采集中国恒河猴静脉血，用 DNA 提取试剂盒提取全血 DNA，分

别用 Mamu-DRB*W101、- DRB*W201 特异引物 PCR 扩增 Mamu-DRB*W101、- DRB*W201 基因的第二外显子区

域，并对扩增出的阳性条带进行测序，与已知序列对比验证序列是否正确。共检测了来自 136 只中国恒河猴的样

本，PCR 检测出 Mamu-DRB*W101 阳性个体 10 只，Mamu-DRB*W201 阳性个体也是 10 只，其阳性个体所占比率

均为 7.35%。测序结果表明，PCR 扩增产物的核苷酸序列与基因库中的序列完全一致。本研究表明中国恒河猴中

存在 Mamu-DRB*W101、- DRB*W201 基因阳性个体，为中国恒河猴在 AIDS 研究中的应用及进一步分析中国恒河

猴 MHC II 类基因提供了基础。 
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Detection of Mamu-DRB*W101 and Mamu-DRB*W201 in  
Chinese Rhesus Monkeys by PCR-SSP 

QIU Chen-li，YANG Gui-bo* 
(National Center for AIDS/STD Control and Prevention, State Key Laboratory for Infectious Disease  

Prevention and Control, China-CDC, Beijing  100050, China) 

Abstract: The aim of this study was to obtain preliminary data about the frequency of 2 MHC class II genes, 
Mamu-DRB*W101 and Mamu-DRB*W201 among Chinese rhesus macaques. Blood was obtained, and DNA was 
extracted using QIAamp DNA Blood Mini Kit according to the manufacturer’s instruction. PCR was performed using 
sequence specific primers to amplify the 2nd exon of Mamu-DRB*W101 and Mamu-DRB*W201. The nucleotide 
sequences of the amplicons were confirmed by sequencing. In the 136 samples tested in this study, 10 samples were 
found positive by PCR for Mamu-DRB*W101 and 10 samples positive for Mamu-DRB*W201. The frequency of positive 
individuals among the Chinese macaques tested was 7.35% for both Mamu-DRB*W101 and Mamu-DRB*W201. The 
nucleotide sequences of the amplicons were identical to the published sequences. This study demonstrated the existence 
of both Mamu-DRB*W101 and Mamu-DRB*W201 among Chinese rhesus macaques and provided the basis for large 
scale typing of these two alleles and studies using Chinese rhesus macaques in SAIDS. 
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由于与人类之间存在较近的亲缘关系，恒河猴

（Macaca mulatta）常常被作为生物学和医学研究

的对象，以帮助人类理解自己的行为、生理和病理

过程（Yang & Lackner, 2004; Yang et al, 2006）。在

艾滋病的研究中，SHIV、SIV感染恒河猴是首选的

动物模型，广泛用于艾滋病的致病机理、抗艾滋病

疫苗和药物的实验研究中（Johnson, 1996; Stott & 
Almond, 1995）。在此前的艾滋病猴体实验研究中，

大部分是来自印度的恒河猴，随着印度恒河猴资源

的缺乏和1978年以来印度对恒河猴出口的限制，源

自中国的恒河猴逐渐成为艾滋病研究者的主要实

验动物（Kyes et al, 2006）。虽然目前对印度恒河猴
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免疫学背景的研究相当丰富，但对中国恒河猴的了

解仍然相对缺乏（Yang et al, 2007）。印度恒河猴

与中国恒河猴之间不仅仅是简单的地理分布区的

不同，它们在形态、行为和生理特征上都有着许多

明显的区别（Golub et al, 2006; Cleveland et al，
2004）。因此研究中国恒河猴的免疫学背景对于更

好地利用中国恒河猴替代印度恒河猴，开展人类传

染病的研究是完全必要的。 

主要组织相容性复合体（MHC）与机体免疫功

能和机体对免疫相关疾病的抵抗能力密切相关

（ Quinnell et al, 2003; Gorodezky et al, 2004; 
Bontrop & Watkins, 2005; Benichou et al, 2007）。已

有比较研究表明中国恒河猴与印度恒河猴对相同

猴艾滋病病毒感染后的反应并不相同(Zhang et al, 
2002; Yant et al，2006 )。最近又在AIDS疫苗研究中

发现中国恒河猴与印度恒河猴对同一疫苗的免疫

应答也存在明显差异（Stahl-Hennig et al, 2007）。尽

管导致这种不同的原因可能是多方面的，但遗传背

景的差异可能是导致其对病毒反应不同的重要原

因，尤其是MHC的差异。虽然已有不少关于恒河猴

MHC的研究且相关研究正在不断地增加，但大多数

研究主要使用印度恒河猴，而目前对中国恒河猴

MHC基因的研究还很少，对其等位基因的多样性和

分布频率还不太清楚，因此给分析中国恒河猴MHC
与艾滋病疾病进展的关系带来了不利的影响。 

恒河猴MHC的检测方法有多种，如血清学方

法、一维等电聚焦（Bontrop et al，1996）、限制性

片段长度多态性分析（Slierendregt et al, 1994）、变

性梯度凝胶电泳(Otting, 2000)、克隆测序(Otting et 
al, 2007)等。但每种方法均有其局限性。血清学方

法不准确，同一血清型的动物测序会发现有多个序

列存在，变性梯度凝胶电泳的方法繁琐，克隆的方

法花费时间且费用高。自1992年首次用于检测人的

HLA-DR基因以来，PCR-SSP逐步扩大到多种基因

的 检 测 (Lobashevsky et al ， 1999) 。 由 于

Mamu-DRB*W201可能影响猴艾滋病的进展，而对

Mamu- DRB*W101的研究十分贫乏，因此本文采用

PCR-SSP方法对中国恒河猴中Mamu- DRB*W101和
Mamu-DRB*W201基因进行了检测，并对中国恒河

猴中Mamu-DRB*W101和Mamu-DRB*W201的基因

阳性率进行了初步的估计，旨在更好地利用中国恒

河猴开展相关的生物医学研究和引起研究者对系

统分析中国恒河猴MHC的兴趣。 

1  材料与方法 

1.1  样本处理 
来自不同个体的中国恒河猴外周血样本共 136

份，其中 94 份来自北京一个中国恒河猴养殖中心

（其恒河猴来自四川省），42 份来自云南，所有血

样均用 EDTA 抗凝。使用 QIAGEN 公司的全血

DNA 提取试剂盒（QIAamp DNA Blood Mini Kit，
QIAGEN，Germany）按照产品说明书上的操作步

骤提取全血DNA。提取的DNA浓度为 40～80 ng/µL, 
A260/A280 在 1.7～1.9 之间。另外对美国 Advanced 
BioScience Laboratories 实验室 Sharon Orndorff 教
授提供的 32 份 DNA 样品进行了分析。 
1.2  SSP-PCR 

使用Mamu-DRB*W101特异的引物（正向引物：

5′-AATGGGACGGAGCTGATGCTG-3′，反向引

物：5′-GAGGTCCTTCTGGCTGTTCCAGTT-3′）

扩增第二外显子的区域的 147 bp，Mamu-DRB*W201
特异的引物（正向引物：5′-CTGGGGCATGC TA- 
AGTCAGAGTGC-3′，反向引物：5′-CCGCTC- 
CAGGATGTCCTCCCGAG-3′）扩增第二外显子的

区域的 189 bp 的片段，用 Mamu-DRB 保守区域引物

（正向引物：5′-GCCTCGAGTGTCCCCCCAGC- 
ACGTTTC-3′，反向引物 5′-GCAAGCTT TCAC- 
CTCGCCGCTG-3′）扩增 DRB 区域 260  bp 的片

段作为内参（Lobashevsky et al, 1999）。引物由

Invitrogen 以 PAG 方式合成，溶解为 20 µmol/mL，
-20℃保存。使用 2×Taq Plus MasterMix（天根生化

科技有限公司，中国）进行 PCR 扩增。反应体系为

2×Taq Plus MasterMix 25 µL，正向引物 1 µL，反向

引物 1 µL，模板 100～200 ng，补水到总体积 50 µL。
使 用 GeneAmp PCR System 9700 （ Applied 
Biosystem，USA）进行扩增。循环条件为 94℃ 3 min
→10×(94℃ 30s，65℃ 30 s，72℃ 45 s)→25×(94℃ 
30 s，60℃ 30 s，72℃ 45 s) →72℃ 7 min。PCR 扩增

产物用 2%琼脂糖凝胶 EB 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阳性。 
1.3  测序和序列分析 

将阳性样品的条带切下，使用 Gel Extraction 
Kit（Qiagen, Germany）进行 DNA 片段的回收。纯

化的 DNA 使用 ABI3730 测序仪进行双向测序。测

序后使用 Vector NTI advance 9.0 和 BioEdit 进行序

列拼接和对比。 
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1.4  统计分析 

使用 SSP11.0 统计软件对数据进行分析，使用

χ2 检验比较等位基因阳性率，P 值小于 0.05 为差异

有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  Mamu-DRB*W101 和 Mamu-DRB*W201 的 

PCR 结果 
Mamu-DRB*W101和Mamu-DRB*W201的 PCR

扩增预期片段大小分别为147 和189 bp，同时扩增

260 bp的DRB片段作为内参，证明反应体系没有问

题 。 在 检 测 的 136 份 中 国 恒 河 猴 样 品 中 ，

Mamu-DRB*W101阳性样本出现了10份 ，阳性率为

7.35%，Mamu-DRB*W201阳性样本出现了10份，阳

性率也为7.35%，内参全部出现，DNA电泳图的部

分结果如图1所示。同时，作为对照检测的32份来

自美国的样品中Mamu-DRB*W101阳性样本4份，阳

性率12.5%；Mamu-DRB*W201阳性样本7份，阳性

率21.88%。检测样本情况如表1所示。 

2.2  Mamu-DRB*W101和Mamu-DRB*W201的序 

列分析结果 

将 PCR 扩增阳性的样品进行回收测序，序列分

析 结 果 显 示 阳 性 样 本 的 序 列 与 GenBank 
Mamu-DRB*W101（AJ601361）、Mamu-DRB*W 
20101（L27742）的序列完全一致。Mamu-DRB*W101
以 6058 为例，Mamu-DRB*W201 以 6003 为例，其

序列对比如图 2 所示。测序完全一致说明 PCR-SSP
的方法检测 Mamu-DRB*W101 和 Mamu-DRB*W 
20101 是可行的。 

2.3  不同地区间基因阳性率的比较 
本 文 将 来 自 不 同 地 区 的 恒 河 猴 的

Mamu-DRB*W101 和 Mamu-DRB*W201 基因的阳

性率进行了初步比较，发现不同地区之间等位基因

的阳性率存在差异。对 Mamu-DRB*W101 而言，中

国北京和云南两个地方样品的阳性率无统计学差

异，中国恒河猴和美国的恒河猴样品的阳性率也无

统计学差异（数据未显示）。对 Mamu-DRB*W201
而言，中国北京和云南两个地方样品的阳性率没有

统计学差异，而中国恒河猴和美国样品的阳性率存

在显著的统计学差异（χ2=4.516，P=0.034）。中国

恒河猴和来自美国样品的恒河猴 Mamu-DRB*W201  

表 1  中国恒河猴Mamu-DRB*W101和Mamu-DRB*W201的检测统计 

Tab. 1  The statistics of detected Mamu-DRB*W101 and Mamu-DRB*W201 

样品采集地 

Collection location 

Mamu-DRB*W101 Mamu-DRB*W201 

阴性 

Negative 
阳性 

Positive 
阳性率 

Positive rate (%)
阴性 

Negative 
阳性 

Positive
阳性率 

Positive rate (%) 

北京 Beijing 88 6 6.38 87 7 7.45 
云南 Yunnan 38 4 9.52 39 3 7.14 
合计 Total 126 10 7.35 126 10 7.35 

 
图 1  Mamu-DRB*W01 （左）与Mamu-DRB*W201（右）和DRB内参的电泳图谱 

Fig. 1  The agarose gel electrophoresis results of Mamu-DRB*W101, -DRB*W201 and DRB
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图 2  6058 与 Mamu-DRB*W101(A)及 6003 与 Mamu-DRB*W201(B)的对比结果 
Fig. 2  The fragment comparison of 6058 and Mamu-DRB*W101（A）the comparison of 6003  

and Mamu-DRB*W201 (B) 

“·”代表相同碱基，“–”代表缺失碱基。 
Dots indicate identity with the Mamu sequence. Lack of sequence information is indicated by dashes. 

的阳性率分别为 7.35%与 21.88%，来自美国的样品

的Mamu-DRB*W201的阳性率明显高于中国恒河猴

的阳性率。 

3  讨  论 

主要组织相容性复合体与机体免疫功能密切

相关。在抗原呈递过程中，MHC I类分子参与胞内

抗原向CD8+T细胞、MHC II 类分子参与胞外抗原

向CD4+T细胞的呈递。恒河猴MHCⅡ类Mamu-DRB
区域的基因有2～7个，已发现了5组人的DR单元型，

这些单元型中包含数目不等的功能相似的DRB等
位基因（DRB1、DRB3、DRB4、DRB5）和没有功

能的DRB等位基因（DRB2、DRB6、DRB7、DRB8、
DRB9），除了DRB2、DRB7、DRB8以外，其他相

当 于 人 的 DRB 基 因 在恒 河 猴 中都 已 经 发现

（Khazand et al，1999）。另外，已经报道了多个

命名以“W”的等位基因，这些基因在人体内没有找

到类似的基因。其命名依据工作站的序号，如

-DRB*W1 — DRB*W7, -DRB*W20, -DRB*W21, 
-DRB*W25—DRB*W28, 和-DRB*W31等。定义为Ｗ

的基因也表示我们还不知道这些基因的连接是否

代表不同的位点。 
大量研究表明许多疾病的进展过程与宿主的

MHC基因型密切相关。本文利用SSP-PCR对136只
中国恒河猴的外周血样品进行了检测，所有PCR阳
性的样品测序对比与目标序列完全一致，说明

PCR-SSP方法能够用于这2个基因的分析，为分析更

多的样品从而获得更准确阳性率数据提供了基础。

另外本次检测初步发现中国恒河猴中存在

Mamu-DRB*W101和Mamu-DRB*W201等位基因，其

阳性率均为7%左右，表明可以使用中国恒河猴进一

步比较研究这2个基因与艾滋病疾病进程的关系。 
人体对HIV感染的抵抗力和艾滋病疾病进程与

MHC的关系已有较多报道（Carrington & Bontrop, 
2002）。有关CD8+ CTL与HIV-1的肽和MHC I 类
分子的作用在多个研究中都有报道（Zhang et al, 
2002; Yant et al,2006）。MHC II类分子能够与病毒

的肽结合并把它们递呈给CD4+Ｔ细胞，事实上多

个有关MHC II类分子在HIV-1病毒感染中的作用的

报道说明MHC II类分子在控制病毒感染中具有重

要作用。目前，关于Mamu-DRB*W101的研究较少，

其在微生物感染免疫中的作用还未见报道，有待进

一步阐明。尽管Mamu-DRB*W201在HIV或SHIV感

染中的作用还未有定论，但在多项研究中都发现

Mamu-DRB*W201在HIV的抗原递呈过程中起作

用 。 如 研 究 表 明 ： Mamu-DRB*W201 能 够 与

HIV-1gp120的保守区C5区结合(Lekutis & Letvin，
1997），用MHC-抗原肽四聚体(Tetramer)流式细胞

术检测SHIV感染的恒河猴的CD4+T细胞 , 发现

Mamu-DRB*W201与 HIV-1 Env的肽（p46）结合可

以提呈给CD4+T细胞 (Kuroda et al，2000), HIV 

Env482是Mamu-DRB*W201限制性的(Dzuris et al, 

2001)。使用Mamu- DQB1* 0601、DRB1*0309-DRB* 
W201 6个纯合子动物和6个杂合的动物做实验，在
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SIV感染实验动物后，II类基因是纯合的动物中有5
个在感染后20周内死亡，而只有一个杂合子的动物

死于20周以内（Sauermann et al, 2000）。由此可见，

Mamu- DRB*W201基因很可能在SAIDS疾病进程中

发挥着重要的作用。由于中国恒河猴中存在

Mamu-DRB*W201，因此在艾滋病疫苗试验中分析

疫苗免疫对病毒感染的保护效果时应充分考虑这

一因素。 
近年来的一些研究探讨了印度恒河猴与中国

恒河猴之间的差异。线粒体DNA、微卫星DNA及

MHC分析均发现，来源于印度和中国的恒河猴之间

存在明显的差异（Ferguson et al，2007; Kanthaswamy 
& Smith, 2004; Kyes et al, 2006; Penedo et al, 2005）。
在SIV感染后印度恒河猴与中国恒河猴对病毒感染

的宿主反应和疾病进程都显著不同（Trichel et al，
2002；Ling et al，2002）；中国恒河猴对SIVmac239
感染的抵抗力比印度恒河猴更强，急性和慢性感染

期的病毒载量都更低。不仅如此，最近在疫苗免疫

原性研究中也发现印度恒河猴与中国恒河猴对相

同疫苗的细胞和体液免疫应答都存在明显的差异。

本文所研究的中国恒河猴中Mamu-DRB*W101和
Mamu-DRB*W201的分布频率都与印度恒河猴的明

显不同，进一步说明二者间存在较大的差异。这些

结果表明：一方面，恒河猴MHC与猴艾滋病疾病进

展快慢的关系尚需深入细致的探讨；另一方面，在

比较分析利用中国恒河猴和印度恒河猴开展的疫

苗和免疫学研究的结果时应当尽可能结合动物的

免疫遗传背景。 
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