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摘   要：【背景】主要组织相容性复合体(major histocompatibility complex，MHC)的多态性在很大程

度上会影响生物医学实验的结果，而且特定的 MHC-B 等位基因与多种疾病的发展进程密切相关。食

蟹猴(Macaca fascicularis，Mafa)是一种开展生物医学研究的重要实验动物，与人类相比，目前尚缺乏

对食蟹猴 Mafa-B 等位基因的综合表征。【目的】获得全面的食蟹猴 Mafa-B 等位基因信息，鉴定 Mafa-B

等位基因共表达与进化关系。【方法】基于三代测序获得的食蟹猴 MHC-B 基因组信息，设计特异性引

物扩增 33 只越南食蟹猴群体中的 Mafa-B 序列，并结合多种生物信息学方法进行分析。【结果】基于

92 个 Mafa-B 等位基因信息，鉴定了 65 个新的 Mafa-B 等位基因。其中，8 个 Mafa-B 等位基因与其他

地理来源的食蟹猴群体中已报道的序列相同，32 个 Mafa-B 等位基因与其他猕猴物种中已报道的序列

相同。此外，鉴定了 7 个高频 Mafa-B 谱系和 7 对共表达的 Mafa-B 等位基因，并检测到了一个潜在的

重组事件。进化分析表明不同地理来源的食蟹猴群体 Mafa-B 序列具有很高的相似性。【结论】越南食

蟹猴群体中共表达的 Mafa-B 等位基因经历了某些抗原的选择，不同地理来源的食蟹猴群体可能微调

其 Mafa-B 序列以适应病原体的选择压力，本文为食蟹猴 MHC 遗传背景研究奠定了基础。 
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Abstract: [Background] Major histocompatibility complex (MHC) is highly polymorphic, thus 

influencing the outcome of biomedical experiments. Particularly, specific MHC-B alleles are closely related 

to the development of various diseases. Macaca fascicularis (Mafa) is an important animal model for 

conducting biomedical research. Currently, Mafa-B alleles in Mafa have not been comprehensively 

characterized. [Objective] To explore the comprehensive information on Mafa-B alleles in Mafa and to 

identify co-expression and evolution of Mafa-B alleles. [Methods] Through third-generation sequencing, the 

genomic information of MHC-B of Mafa was obtained. Then, we designed specific primers to amplify 

Mafa-B alleles in a cohort of 33 Vietnamese Mafa individuals and characterized Mafa-B alleles with multiple 

bioinformatics methods. [Results] On the basis of information of 92 Mafa-B alleles, we identified 65 novel 

Mafa-B alleles. Among them, 8 alleles were identical to sequences previously reported in Mafa of other 

geographical origins and 32 were also found in macaque populations. In addition, we identified           

7 high-frequency Mafa-B lineages and 7 pairs of co-expressed Mafa-B alleles, and detected one potential 

recombination event. Evolutionary analysis revealed the high similarity of Mafa-B sequences in Mafa from 

different geographical origins. [Conclusion] These co-expressed Mafa-B alleles in Vietnamese populations 

have undergone selection pressure by certain antigens, and Mafa populations of different geographical 

origins may fine-tune the Mafa-B sequences in response to pathogens. This study lays a foundation for 

elucidating the genetic background of MHC in Mafa. 

Keywords: Macaca fascicularis; major histocompatibility complex; Mafa-B gene; co-expression; evolution 

食蟹猴是一种重要的非人灵长类实验动物，

可用于研究各种人类疾病，如结核病[1]、获得性

免 疫 缺 陷 综 合 征 (acquired immunodeficiency 

syndrome，AIDS)[2]、移植研究[3]和 COVID-19

疫苗开发等[4]。 

主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 (major 

histocompatibility complex，MHC)是一个复杂的

基因组区域，其编码的 MHC 分子在免疫防御中

扮演着重要的角色。MHC 分为 I 类、II 类和 III

类[5]，I 类和 II 类基因的多态性对疾病易感性有

显著影响[6-7]。而在 MHC I 类分子中，2 和 3 外

显子在整个 MHC I 类基因序列中呈现出最高的

多态性，其编码的抗原结合位点主要位于 α1 和

α2 结构域[8]。 

人类主要组织相容性复合体称为人类白细

胞抗原(human leukocyte antigen，HLA)，恒河猴

(Macaca mulatta ， Mamu) 和 食 蟹 猴 (Macaca 

fascicularis，Mafa)的主要组织相容性复合体分

别称为 Mamu 和 Mafa[9]。HLA-A、HLA-B 和

HLA-C 基因是单拷贝的，而 HLA-A 和 HLA-B 基因

的同源物在猕猴中是多拷贝的[10]。截至目前，在

猕猴中尚未发现 HLA-C 的同源物[11]。人类和猕猴

MHC 基因组的组织结构高度相似，但是由于多轮

复制，导致猕猴 MHC I 类 A 和 B 基因的数量高度
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可变；相较于 MHC-A 基因，MHC-B 基因具有更

复杂的基因数量和可变的转录水平，而且大多数

MHC-B 基因是不转录的[10]。在恒河猴中，一个

Mamu-B 单倍型包含 1−6 个主要转录的 Mamu-B

基因和 1−10 个次要转录的 Mamu-B 基因[12-13]，

一个单倍型上同时存在的 Mamu-B 基因可多达

19 个[14]。食蟹猴 Mafa-B 单倍型上的基因数量为

1−17 个[15-19]。一个 Mafa-B 单倍型可由 1−7 个主要

转录基因和 1−15 个次要转录基因组成[15-19]。猕猴

中 MHC-B 基因由于广泛的基因复制而变得复杂，

目前将不同的 MHC-B 等位基因分配到单倍型上

特定的 B 基因座尤为困难。 

人类 MHC 基因已被深入研究，8 849 个

HLA-B 等位基因(IPD-HLA Release 3.48.0)被报

道，而食蟹猴中仅有 1 090 个 Mafa-B 等位基因

(IPD-MHC Release 3.9.0.0)被报道。与人类相比，

Mafa-B 等位基因的全面信息仍然缺乏。据报道，

某些特定的 MHC-B 等位基因与多种疾病的进

展有关。例如，Mamu-B*001 阳性个体对胶原诱

导性关节炎(collagen-induced arthritis，CIA)具有

抗性[20]；HLA-B*35 和 HLA-B*58 与人类免疫缺

陷病毒(human immunodeficiency virus，HIV)的

易感性有关[21]；而携带 HLA-B*57 和 HLA-B*27

的个体在感染 HIV 后呈现出较低的病毒载量和

缓慢的疾病进展[22]。此外，在感染了猴免疫缺

陷病毒(simian immunodeficiency virus，SIV)的

恒河猴中，携带 Mamu-B*08 或 Mamu-B*017 的

个体病毒载量相对较低，疾病进展缓慢[23-24]。

一些 MHC-B 分子的肽结合基序在不同物种中

是相同的。例如，Mamu-B*039:01 和越南来源

的 Mafa-B*039:01 中都含有一个特定的肽结合

基序[25]；Mamu-B*03 和 Mamu-B*08 的肽结合基

序与 HLA-B*27 的肽结合基序非常相似[26-27]，它

们可能执行相同的功能。研究表明，MHC 分子

和 杀 伤 细 胞 免 疫 球 蛋 白 样 受 体 (killer cell 

immunoglobulin-like receptor，KIR)之间的相互

作用与 AIDS 进展有关。例如，KIR3DL05/ 

KIR3DS05/KIR3DL10 和 Mamu-B*012 基因组合

显示出高病毒载量，疾病进展迅速[28]。这表明，

准确有效地表征非人灵长类动物模型 MHC-B

基因的遗传进化特征可能对未来疫苗设计具有

重要意义。 

本研究基于三代测序获得的食蟹猴 MHC-B

基因组序列，利用基因特异性扩增技术，通过

对 Mafa-B 基因的 2 和 3 外显子进行测序，获得

了 33 只越南食蟹猴群体中的 Mafa-B 等位基因

序列。基于群体中的 Mafa-B 等位基因序列，进

一步对 Mafa-B 基因进行共表达和进化分析。本

研究提供了越南来源食蟹猴 Mafa-B 等位基因特

定组合和遗传进化的关键信息，以期为未来的

生物医学和进化研究提供重要参考，同时也为

其他重要免疫基因组的特征研究提供资源，比

如 KIR 基因组。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  实验动物 

研究使用的 33 只健康越南食蟹猴来自于

广东省生物资源应用研究所华南灵长类研究

开发中心。每只猴子取 3−5 mL 的外周血样本，

保存在经 EDTA 处理的真空管中。实验经广东

蓝岛生物技术有限公司实验动物管理与使用委

员会(Institutional Animal Care and Use Committee，

IACUC)审批通过(项目编号：IACUC-003)。 

1.1.2  主要试剂、仪器和培养基 
E.Z.N.A.TM Blood RNA Kit，Omega 公司；

PrimeScriptTM II 1st Strand cDNA Synthesis Kit、

DL2000 DNA Marker 和 pMDTM19-T 载体，
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TaKaRa 公司；Green Taq Mix，Vazyme 公司；

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，生工生物工程(上

海)股份有限公司；DNA 凝胶微量回收纯化试剂

盒，Magen 公司；胰蛋白胨、酵母提取物、NaCl

和琼脂粉，OXOID 公司；氨苄青霉素钠，阿拉

丁公司。DNA 测序仪，广州擎科公司；PCR 扩

增仪和电泳凝胶成像仪，Bio-Rad 公司。 

LB 液体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母

提取物 5.0，NaCl 10.0。LB 固体培养基(g/L)：

在 LB 液体培养基中加入 15.0 g/L 的琼脂粉。培

养基均于 1×105 Pa 灭菌 30 min。LB 氨苄抗性培

养基：添加初始浓度为 100 mg/mL 的氨苄青霉

素钠[29]。 

1.2  方法 
1.2.1  食蟹猴 MHC-B 基因区域的识别和注释 

首先，使用 BLAST(V2.2.26)将从免疫多态

性数据库(Immuno Polymorphism Database，IPD)

下载的 MHC-B 基因(食蟹猴和恒河猴)的编码

序列(coding sequence，CDS)，与本课题组三代

测序组装的食蟹猴基因组(GenBank 登录号为

PRJNA819149)进行比对，从原始比对结果中保

留最优比对结果，从而确定 MHC-B 基因区域的

位置。其次，将比对得到的食蟹猴 MHC 基因组

序列与 IPD 中公布的 MHC-B 等位基因序列进行

比对，精细注释出每个 MHC-B 基因的外显子和

内含子。最后，将注释得到的 MHC-B 基因序列

提交至 GenBank 获得序列号，并提交至国际非

人灵长类动物 MHC 命名委员会命名。 

1.2.2  RNA 提取、cDNA 克隆和测序 

使用 E.Z.N.A.TM Blood RNA Kit 从 33 只健

康的越南食蟹猴外周血白细胞中提取总 RNA，

接着使用 PrimeScriptTM II 1st Strand cDNA 

Synthesis Kit 合成 cDNA。我们根据 10 个 Mafa-B

基因的碱基序列差异性设计了 10 对特异性引物

(表 1)扩增 Mafa-B 基因的 2 和 3 外显子序列。

PCR 反应体系(50 μL)：Green Taq Mix 25 μL，

上、下游引物(10 µmol/L)各 2 μL，cDNA 模板

(100 ng/μL) 1 μL，ddH2O 20 μL。PCR 反应条件：

95 °C 5 min；95 °C 30 s，58−64 °C 30 s，72 °C 

25−50 s，34 个循环；72 °C 10 min；4 °C 保存。

由于 Taq DNA 聚合酶无 3′→5′核酸内切酶活性，

引物 3′端最后一个碱基与模板是否匹配决定着

能否扩增出目的产物，因此可以针对不同基因

中个别碱基差异而进行选择性的扩增[30]。PCR

产物用 DNA 凝胶微量回收试剂盒纯化后与

pMDTM19-T 载体连接，连接后的产物转化大肠

杆菌 DH5α 感受态细胞中，在氨苄抗性(终浓度

为 100 μg/mL)的 LB 固体培养基上 37 °C 培养

12−16 h 后，挑选单克隆至氨苄抗性(终浓度

100 μg/mL)的LB液体培养基中，30 °C、200 r/min

培养过夜。使用菌液 PCR 的方法挑选阳性克隆

子，菌液 PCR 的引物为通用引物 M13-F (5′-GTA 

AAACGACGGCCAGT-3′)和 M13-R (5′-CAGG 

AAACAGCTATGAC-3′)。每个转化平板中选择

10−50 个阳性克隆子送至广州擎科公司进行测

序。使用 SnapGene 4.1.9 和 MEGA 11 软件分析

和比对序列，当 1 个序列至少在 3 个独立克隆

中相同时可以被确定为 1 个等位基因序列。所

有等位基因序列提交到 GenBank 获取序列号，

并与 IPD 公开的等位基因进行 BLAST 比对确定

新等位基因，新等位基因提交至国际非人灵长

类动物 MHC 命名委员会命名。 

1.2.3  Mafa-B 等位基因进化分析和重组分析 

使用 MEGA 11 中的 Clustal W 程序比对序

列，采用邻接法和 p-distance 模型构建进化树，

bootstrap 参数设置为 1 000。使用重组检测程序

(recombination detection program version 4，

RDP4)进行重组分析，推断重组事件的最高可接

受 P 值设置为 0.000 005，窗口大小设置为 20 个

核苷酸，使用至少 4 种检测方法确定的重组事 
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表 1  特异性扩增 Mafa-B 基因的引物 
Table 1  Primers for specific amplification of Mafa-B genes 

基因 

Gene 
引物名称 

Primer name 

序列 

Sequence (5′→3′) 

退火温度 

Annealing  

temperature (°C) 

延伸时间 

Extension 

time (s) 

产物长度 

Product  

length (bp) 

B1 F1 ACGCAGTTTGTGCGGTTCGACAGCA 58 47 847 

R1 AGCTCTTCCTCCTCCACATCACAGCG 

B2 F2 ATGCGGGTTATGGCGCCCGGA 64 25 498 

R2 GTTCTGAGCCGCCTCACCCGCA 

B3 F3 TCGCACTCCATGAGGTATTTCAGCAA 62 50 850 

R3 CGATGGGGATGGTGGACTGGGT 

B4 F4 GCTCGCACTCCTTGAGGTATTTCT 58 34 616 

R4 GCACCTCAGGGTGGCCTCATGGTT 

B5 F5 CCGTGTCCCGGCCCGGCCGGC 60 35 663 

R5 CACAAGTTCGGTGTCCTGAGTTTGA 

B6 F6 CCCACTCCATGAGGTATTTCC 60 35 673 

R6 TGAGTTTGCTCCTCCCCATCT 

B7 F7 ATGATGCCCGGAACCGTCCT 60 40 665 

R7 CAGGGTGGCCTCATGGTCAGAT 

B8 F8 CCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGT 58 35 616 

R8 ATGGTCAGAGACGGGGTGGTGGGC 

B9 F9 GCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCA 62 30 592 

R9 CAGCGTCTCCTTCCCGTTCTCCAT 

B10 F10 GCACCTCAGTGTCCCGGCCT 58 27 508 

R10 TGCAGCGTCTCCTTCCTGTTCTCT 

 
件 被 认 为 是 有 效 的 ； 使 用 重 组 识 别 程 序

(recombination identification program，RIP)进行

重组事件的验证(http://www.hiv.lanl.gov/)，窗口

大小设置为 200，置信区间设置为 99.0%[25]。 

2  结果与分析 

2.1  基于三代测序的食蟹猴 MHC-B 基因

注释良好 
基于课题组三代测序组装得到的食蟹猴基

因组，contig utg000348l (总长度 8 094 345 bp)

上 4.9−5.4 Mb 范围与食蟹猴和恒河猴的 MHC-B 

等位基因的 CDS 序列共线性良好(图 1)，序列一

致性为 93.7%−100.0%。食蟹猴 MHC-B 基因区

域长度约为 500 kb，包含 10 个 B 基因(GenBank

登录号为 MZ254652−MZ254661)。按照在染色

体上的顺序将这 10 个 B 基因分别编号为

B1−B10，并提交至国际非人灵长类动物 MHC

命名委员会获得官方命名(表 2)。 

2.2  Mafa-B 等位基因的鉴定和频率 
在 33 只越南来源食蟹猴群体中进行了

Mafa-B 等位基因特异性扩增，结果发现，用

10 个 Mafa-B 基因特异性引物进行扩增后产物

大小与理论值符合，表明扩增成功(图 2)。由于

使用通用引物 M13-F/M13-R 进行了阳性克隆鉴 



 
胡清秀等: 基于三代测序的食蟹猴 Mafa-B 等位基因共表达与进化分析 5227 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 

图 1  Contig utg000348l 与食蟹猴和恒河猴 MHC-B 基因的 CDS 序列共线性   图的顶部为 contig 

utg000348l 的序列，用粉红色表示；刻度线上的数字代表 contig utg000348l 的序列长度；图的底部为

从 IPD 下载的食蟹猴和恒河猴已发表的 MHC-B 基因的 CDS 序列，用紫色表示 

Figure 1  Contig utg000348l showed good synteny with CDS sequences of MHC-B genes of Mafa and 
Mamu. The sequence of contig utg000348l is shown in pink at the top of the graph; The numbers on the scale 
represent the sequence length of contig utg000348l; The published CDS sequences of MHC-B genes of Mafa 
and Mamu downloaded from IPD are shown in purple at the bottom of the graph. 

 
表 2  10 个 Mafa-B 基因的官方命名 
Table 2  Official designations of 10 Mafa-B genes 

序列号 

Accession No. 

基因 

Gene 

官方命名 

Official designation 

MZ254661 Mafa-B1 Mafa-B*162:01:02:01 

MZ254660 Mafa-B2 Mafa-I*01:57:01:01 

MZ254659 Mafa-B3 Mafa-B*056:05:01:01 

MZ254658 Mafa-B4 Mafa-B*109:30:01:01 

MZ254657 Mafa-B5 Mafa-B*034:04:01:01 

MZ254656 Mafa-B6 Mafa-B11L*01:07:01:01 

MZ254655 Mafa-B7 Mafa-B16*01:03:02:01 

MZ254654 Mafa-B8 Mafa-B17*01:06:01:01 

MZ254653 Mafa-B9 Mafa-B*054:04:01:01 

MZ254652 Mafa-B10 Mafa-B19Ps*01:01:01:02 

 

定，阳性克隆产物长度要加上 pMDTM19-T 载体

上大约 111 bp 的长度，结果表明阳性克隆产物

大小与理论值符合(图 3)。 

研究共测序了 6 437 个阳性克隆子，经测序

后进行序列分析比对，获得了 5 351 条 cDNA 序

列。接着过滤掉少于 3 个阳性克隆中检测到的

相同序列，确定了 92 个 Mafa-B 等位基因序列

(GenBank 登录号 OK486180−OK486272)。其中，

65 个等位基因代表新的 Mafa-B 等位基因，其余

27 个等位基因在食蟹猴群体中已有报道。特异

性扩增结果表明，B2、B3、B5 和 B6 基因特异

性引物扩增出了代表性的 Mafa-B 谱系等位基因

(I*01、B*056、B*034、B11L)；B7 和 B9 基因特

异性引物只扩增出了少量等位基因 (B*079、

B*017、B*180、B*124 和 B*021) (表 3)；而用

B1、B4、B8 和 B10 基因特异性引物扩增后未鉴

定到等位基因(未鉴定到 3 个及 3 个以上相同的

阳性克隆序列，所以不能确定为等位基因)。研

究表明，B1、B4 和 B9 基因的转录水平很低[15-19]，

而 B7、B8 和 B10 基因被鉴定是假基因[10]。MHC

基因以共显性方式表达，杂合子个体在一个位

点可以扩增出 2 种 Mafa-B 等位基因。 

在分析的 33 只越南来源食蟹猴中，每个个

体表达 4−8 个 Mafa-B 基因。其中，15 个个体表

达了 4 个 Mafa-B 基因，13 个个体表达了 5 个

Mafa-B 基因，4 个个体表达了 6 个 Mafa-B 基因，

1 个个体表达了 8 个 Mafa-B 基因(表 3)。这些数

据表明，Mafa-B 基因在食蟹猴群体中是高度重

复的。经统计，分布频率大于 10%的 Mafa-B 等 
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图 2  10 个 Mafa-B 基因的 PCR 扩增结果   A−J：B1−B10；M：DL2000 DNA Marker；1−10：1−10

号食蟹猴个体的特异性扩增产物 

Figure 2  Results of PCR amplification of 10 Mafa-B genes. A−J: B1−B10; M: DL2000 DNA Marker; 1−10: 
Specific amplification products of Mafa No. 1−10. 
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图 3  阳性克隆鉴定   A−J：B1−B10；M：DL2000 DNA Marker；1−10：1−10 号菌的扩增产物 

Figure 3  Identification of positive clones. A−J: B1−B10; M: DL2000 DNA Marker; 1−10: Amplification 
products of bacteria No. 1−10. 
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位基因谱系有 I*01:43 (16/33，48.5%)、B*056:05 

(10/33 ， 30.3%) 、 B*007:09 (5/33 ， 15.2%) 、

B*034:04 (10/33， 30.3%)、B*007:01 (5/33，

15.2%)、B*001:01 (8/33， 24.2%)和 B11L*01 

(7/33，21.2%)。这一现象表明，这 7 个谱系的

等位基因可能以高频率分布在群体中。同时，

本研究鉴定到 3 个可能与疾病进展相关的同源

基 因 (Mafa-B*056:01 、 Mafa-B*017:02 和

Mafa-B*001)。Mamu-A1*001:01 是抗 SIV 感染

的保护性等位基因 [31]， Mamu-A1*001:01 和

Mamu-B*056:01 呈递多肽 Gag QI9，而且具有相

同的肽结合关键的 F 口袋残基 [32]，Mafa-B* 

056:01 与 Mamu B*056:01 在序列上高度相似。

Mamu-B*017:01 是抗 SIV 感染的保护性等位基

因[24]，而 Mafa-B*017:02 与 Mamu-B*017:01 的

序列高度相似。Mamu-B*001 被证明是胶原诱导

性关节炎的保护性等位基因[20]，Mafa-B*001 与

Mamu-B*001 是同源基因。因此，Mafa-B*056:01、

Mafa-B*017:02 和 Mafa-B*001 可能与它们的同

源基因具有类似的功能。 

2.3  共表达 Mafa-B 等位基因的鉴定 
共表达的 MHC-B 等位基因可能与疾病的

发生率密切相关。结果表明，等位基因组合

B*056:05:02nov2-B*034:04:01:01 (6 和 21 号个

体)、I*01:43:03:01-B*034:04:01:01 (6 和 7 号个

体)和 B*001:01:01:02-B*079:10:01:01N (9 和

11 号 个 体 ) 频 率 为 6.1% ； 等 位 基 因 组 合

B*056:05:01:01-B*034:04:01:01 (1、2 和 5 号个

体)和 I*01:43:03:01nov-B*056:05:02nov2 (21、

22 和 23 号个体)频率为 9.1%；等位基因组合

B*007:09-B*007:01:06:01nov (7、9、13 和 24 号

个体)和 I*01:43:03:01nov-B*034:04:01:01 (16、

17、18 和 21 号个体)频率为 12.1% (表 3)。这些

共表达的 Mafa-B 等位基因表明，越南食蟹猴群

体经历了某些抗原的选择。 

2.4  与其他地理来源食蟹猴群体或其他猕

猴物种序列相同的 Mafa-B 等位基因 
在 27 个已报道的等位基因中，2 个等位基因

(Mafa-B*145:01:01:01 和 Mafa-B*056:01:01:01)

的 2 和 3 外显子编码的氨基酸序列与毛里求斯食

蟹猴序列一致[33]。6 个等位基因(Mafa-B*079:08、

Mafa-B*079:09:01:01、Mafa-B*079:02:03:02、

Mafa-B*056:05:01:01、Mafa-B*041:02:01:03 和

Mafa-B*017:01)的 2 和 3 外显子编码的氨基酸序

列与菲律宾食蟹猴序列一致[34-35]。32 个 Mafa-B

等位基因的 2 和 3 外显子序列与其他猕猴物种

的序列相同。其中，28 个 Mafa-B 序列与恒河猴

序列一致性为 100% (表 4)。8、15 和 8 个 Mafa-B

序列分别与北方豚尾猴(Macaca leonine，Malo)、

南方豚尾猴(Macaca nemestrina，Mane)和熊猴

(Macaca assamensis，Maas)序列一致性为 100% 

(表 4)。17 个等位基因序列与≥3 个猕猴种群中

的序列相同。例如，5 个等位基因(Mafa-B*056: 

05:01:01、Mafa-B*056:05:02nov2、Mafa-I*01:43: 

03:01、Mafa-I*01:43:03:01nov 和 Mafa-I*01:14: 

08:02)与食蟹猴、恒河猴、南方豚尾猴和北方豚

尾猴群体中的序列相同(表 4)。大多数序列是越

南食蟹猴特有的。 

2.5  Mafa-B 等位基因进化分析 
基于序列的相似性，对本研究鉴定的 92 个

越南来源 Mafa-B 序列与印度尼西亚 [18]、菲律

宾 [34-35]和毛里求斯[33]来源的 61 个 Mafa-B 序列

之间的进化关系进行分析。一些不同地理来源

的 Mafa-B 序列处于同一个分支上(图 4)，表明

这些 Mafa-B 序列之间具有很高的相似性。同时，

我们鉴定了 12 组基因对，其中一个序列在越南

种群中发现，另外一个序列在越南以外的种群

发现(图 4 中粗体)。其中，7、3 和 2 组中的另

一个序列分别来自菲律宾、印度尼西亚和毛里

求斯。虽然大部分 Mafa-B 序列是特定地域所特 
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表 4  与其他猕猴物种相同的 Mafa-B 等位基因的总结 
Table 4  Summary of Mafa-B alleles identical to other macaque species 

序列号 

Accession No. 

等位基因 

Allele 

与其他猕猴物种相同的等位基因 

Alleles identical to other macaque species 

OK486184 Mafa-B*079:08 Mamu-B*079:01:01:01 (EF611165) 

Mane-B*079:01:01 (GQ153468) 

OK486185 Mafa-B*079:09:01:01 Mamu-B*079:01:02:02 (LR990716) 

Mane-B*079:01:07 (HQ110970) 

OK486187 Mafa-B*079:02:03:02 Mamu-B*079:01:02:02 (LR990716) 

Mane-B*079:01:07 (HQ110970) 

OK486188 Mafa-B*017:02:01:01 Mamu-B*017:02:02 (LR655877) 

Malo-B*017:01 (KT214461) 

OK486189 Mafa-B*044:01:01:03nov Mamu-B*44*08 (NHP06746) 

OK486196 Mafa-B*001:01:01:02 Mamu-B*001:01:01:02 (LR743803) 

OK486202 Mafa-B11L*01:01nov2 Mamu-B11L*01:05:01:01 (EU429632) 

OK486218 Mafa-B*007:10nov Mamu-B*007:04:02 (AB540183) 

Mane-B*007:02 (KF012964) 

OK486219 Mafa-B*004:04:01:01 Mamu-B*004:04:01:01 (NHP02221) 

OK486220 Mafa-B*007:01:06:01nov Mamu-B*007:02:02 (LM608024) 

Maas-B*007:01 (NHP05201) 

OK486221 Mafa-B*105:01:01:01nov1 Mamu-B*105:01 (AB540184) 

Mane-B*105:02 (GQ131759) 

OK486223 Mafa-B*066:01:01:01 Mamu-B*066:01:01:01 (EU682526) 

OK486226 Mafa-B*104:01:02:01nov Mane-B*104:02 (GQ131759) 

OK486228 Mafa-B*081:05:02:01nov Mamu-B*081:01:01:01 (EF611167) 

Mane-B*081:02 (LN899612) 

OK486230 Mafa-B*018:01:01:02nov Mamu-B*018:01 (AM902534) 

Malo-B*018:01 (KT214460) 

OK486232 Mafa-B*002:04:01:03nov1 Mamu-B*002:03 (LT546138) 

OK486233 Mafa-B*013:11:01:01 Malo-B*013:01 (KT214463) 

OK486234 Mafa-B*002:04:01:03nov2 Mamu-B*002:03 (LT546138) 

OK486237 Mafa-B*056:05:01:01 Mamu-B*056:02:01:04 (LR743859) 

Mane-B*056:01 (FJ875237) 

Malo-B*056:01 (KT214446) 

OK486240 Mafa-B*056:05:02nov2 Mamu-B*056:02:01:04 (LR743859) 

Malo-B*056:01 (KT214446) 

Mane-B*056:01 (FJ875237) 

OK486242 Mafa-B*056:01:01:01 Mamu-B*056:01:01:02 (LR743854) 

OK486243 Mafa-B*041:02:01:03 Mamu-B*041:01:01:02 (LR723148) 

OK486244 Mafa-B*056:06 Mamu-B*056:03:01:01 (AB540195) 

OK486252 Mafa-B*101:08:01:01 Mamu-B*101:06:01 (LR723080) 

OK486254 Mafa-I*01:14:05:02 Mamu-I*01:52:01:01 (LT908865) 

Mane-I*01:06:03 (LN875482) 

  (待续)
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  (续表 4)

OK486256 Mafa-I*01:31:01:01 Mane-I*01:13 (KF012987) 

OK486257 Mafa-I*01:43:03:01 Mamu-I*01:06:24:01 (LR990787) 

Mane-I*01:03 (KF012987) 

Malo-I*01:01 (KT214468) 

OK486260 Mafa-I*01:43:03:01nov Mamu-I*01:06:10 (AB541977) 

Mane-I*01:03 (KF012987) 

Malo-I*01:01 (KT214468) 

OK486264 Mafa-B*036:05 Mamu-B*036:05 (LT623001) 

OK486265 Mafa-I*01:70 Mane-I*01:13 (KF012987) 

OK486268 Mafa-I*01:35:03:01 Mamu-I*01:01:04 (EU429640) 

Maas-I*01:02 (KF012975) 

OK486269 Mafa-I*01:14:08:02 Mamu-I*01:06:05:02 (LR743948) 

Mane-I*01:11 (LR743948) 

Malo-I*01:01 (KT214468) 

注：括号内的序列号是 GenBank 登录号 

Note: The serial number in brackets is GenBank accession number. 

 
有的，这些地理来源不同但是序列相似性很高

的等位基因可能是通过微调其序列来适应病原

体的选择压力。 

进化树显示所有的 Mafa-B 等位基因分为六

大类 ( 图 4) 。其中橙色这一大类主要包括

Mafa-B11L 和 Mafa-B*001 谱系，与用 B6 基因

特异性引物扩增出来的等位基因结果相符；在

粉色这一大类中，Mafa-B*056 和 Mafa-I*01 谱

系被聚类在一起，但是两者又处于不同的分支

上说明 2 个谱系的序列相似性很高；在蓝色这

一大类中包括 Mafa-B*034 和 Mafa-B*007 谱系，

其与用 B5 基因特异性引物的扩增结果相符  

(表 3 和图 4)。在绿色、紫色和黄色这 3 个大类

中分别包含了很多谱系的等位基因，再次说明

了 MHC-B 等位基因的高度复杂性。因此，将不

同的 Mafa-B 等位基因分配到不同的 B 基因位点

非常具有挑战性。 

2.6  Mafa-B 等位基因重组分析 
为了鉴定越南食蟹猴群体中存在的重组事

件，对 92 条 Mafa-B 序列进行了分析。利用 RDP4

软件鉴定到了 2 种可能的重组事件(表 5)。利用

RIP 软件进一步验证，Mafa-B*105:01:01:01nov2

被鉴定为潜在的重组基因 (图 5)。 Mafa-B* 

105:01:01:01nov2和 Mafa-B*156:01:01:01nov的

外显子 2 序列非常相似，只有 1 个碱基差异；

但这两个等位基因的外显子 3 序列差别很大，

有 29 个碱基不匹配(图 6)。Mafa-B*105:01:01: 

01nov2 和 Mafa-B*056:01:01:01 的外显子 3 序

列有 7 个碱基的差异，序列高度相似(图 6)。

由于未获得等位基因的内含子序列，所以无法

确定准确的断点。此外，对食蟹猴和恒河猴

B*105、B*056 和 B*156 谱系所有的等位基因序

列进行系统发育分析。外显子 2 序列的系统发

育图显示，Mafa-B*156 与 Mafa-B*105 的聚类

比 Mafa-B*056 更接近(图 7A)。外显子 3 序列的

系统发育图显示，Mafa-B*056 与 Mafa-B*105

的聚类比 Mafa-B*156 更接近(图 7B)。分析表

明，B*156 和 B*105 谱系在进化树中不区分

物种，表明了这 2 个谱系在 2 个猕猴物种之

间的系统发育一致性。因此推测，Mafa-B*105

可能是由 Mafa-B*156 和 Mafa-B*056 重组产

生的。 
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图 4  不同地理来源食蟹猴种群 Mafa-B 等位基因之间的系统发育关系   VCM：越南食蟹猴；ICM：

印度尼西亚食蟹猴；PCM：菲律宾食蟹猴；MCM：毛里求斯食蟹猴；粗体标记的 12 对 Mafa-B 等位基

因表示其中一个序列在越南种群中发现，另外一个序列在越南以外的种群中发现 

Figure 4  Phylogenetic relationships between Mafa-B alleles in Mafa populations of different geographical 
origins. VCM: Vietnamese cynomolgus macaque; ICM: Indonesian cynomolgus macaque; PCM: Philippine 
cynomolgus macaque; MCM: Mauritian cynomolgus macaque; The 12 pairs of Mafa-B alleles marked in bold 
indicate that one sequence is found in the Vietnamese population and the other sequence is from a population 
outside Vietnam. 
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表 5  RDP4 重组分析 
Table 5  Recombination test using RDP4 

Recombination information Mafa-B*105:01:01:01nov2 Mafa-I*01:43:03:01nov 

Breakpoint begin positions 315 289 

Breakpoint end positions 518* 546* 

Major parent Mafa-B*056:01:01:01 Mafa-B*072:18nov 

Minor parent Mafa-B*156:01:01:01nov Mafa-B*034:04:01:01 

Methods G M S T R G M C S T 

注：*代表实际的断点位置是不确定的；R：RDP；G：GENECONV；M：MaxChi；C：Chimaera；S：SiScan；T：3Seq 

Note: * means the actual breakpoint position is undetermined. R: RDP; G: GENECONV; M: MaxChi; C: Chimaera; S: SiScan; T: 3Seq. 
 

 
 

图 5  RIP 重组分析   重组体：Mafa-B*105:01: 

01:01nov2；x 轴(k)表示查询序列在移动窗口中心

的位置；y 轴 s (k)表示序列窗口和每个背景序列

之间的相似性 

Figure 5  Recombination analysis using RIP. 
Recombinant: Mafa-B*105:01:01:01nov2; The 
x-axis (k) represents the query sequence position at 
the center of the moving window; The y-axis, s (k), 
shows the similarity between that window of 
sequence and each of the background sequences. 
 

3  讨论与结论 
由于猕猴 MHC I 类区域的收缩和扩展，

一个单倍型可能携带不同数量高度相关的 B

基因，导致很难将等位基因分配给一个特定的

B 基因或位点。因此，除了 MHC-I 和假基因

B11L、-B12、-B16 和-B17，MHC-B 基因至今未

引入基因座号。研究表明 B11L 是一个假基因[10]，

而在本研究中采用 Mafa-B6 (B11L)基因特异性

引物 PCR 扩增出了 B11L 基因的 2 和 3 外显子

序列(7/33，21.2%)。猕猴 B 基因可能在不同的

白细胞亚群中表现出不同的表达，这可能对猕猴

物种中的 MHC I 类限制性 T 细胞反应有影响[36]。

通过对 92 个 Mafa-B 序列进行分析，2 个等位基

因经鉴定可能是抗 SIV感染的保护性同源基因，

1 个等位基因经鉴定可能是 CIA 的保护性同源基

因，这些发现对于在 AIDS 和 CIA 医学研究中使

用携带这些保护性同源基因的食蟹猴具有重要意

义。Mafa-B*007:01 被报道在越南来源食蟹猴中是

高频等位基因[25]，在本研究中 Mafa-B*007:01 分

布频率较高(5/33，15.2%)，与之前报道一致。 

研究表明，大多数 MHC-B 等位基因是特定

地域的食蟹猴所特有的，MHC-B 等位基因在不

同种群中的分布频率也不同，但是在不同的食

蟹猴群体中却仍然观察到了较多的相同等位基 

因[18-19,25]，这表明不同地理来源的食蟹猴群体中

相同的等位基因可能行使重要的免疫功能以应

对环境病原体，而在不同的猕猴物种中相同的

等位基因可能在呈递抗原肽和淋巴细胞识别

特定病原体等方面发挥重要作用。遗传学研究

表明，由于食蟹猴在东南亚的地理分布与克拉

地峡以北的恒河猴重合导致发生了种间杂交，

一些重要疾病相关基因从恒河猴渗入到食蟹猴

中[37-39]。在本研究中，食蟹猴与恒河猴中相同 
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图 6  Mafa-B*105:01:01:01nov2、Mafa-B*156:01:01:01nov 和 Mafa-B*056:01:01:01 等位基因的 2 和  

3 外显子序列比对   相同的碱基用“•”表示 

Figure 6  The sequences alignment of exons 2 and 3 of Mafa-B*105:01:01:01nov2, 
Mafa-B*156:01:01:01nov and Mafa-B*056:01:01:01. Identical bases are denoted by “•”. 

 

的等位基因有 28 个，而且相同的等位基因数量

比其他猕猴物种多，说明食蟹猴是一种理想的

实验替代动物。相同的等位基因数量的增加可

能会大大减少研究非人灵长类动物的细胞免疫

反应所需的动物总数。 

共表达的 MHC I 类等位基因在食蟹猴群体

中很常见，作为疾病风险的标志物似乎比单个

等位基因更重要。例如，Mafa-B*430101-B* 

440101-B*460101 组合在 52%的毛里求斯食蟹

猴中被鉴定到[33]。Mafa-A*25-Mafa-A*29 组合在

88%的毛里求斯食蟹猴中存在，这些个体会出现

3 种 SIV 特异性 CD8+T 细胞反应[40]。Mafa-B* 

028-Mafa-B*021 组合在不同地域的食蟹猴及恒

河猴和豚尾猴中均存在 [12-13,17-18,41]。在本研究

中，Mafa-I*01-Mafa-B*034 组合出现在 6 个   

个体中，这个组合在柬埔寨食蟹猴中也存在[17]。

此外，Mafa-I*01-Mafa-B*056 组合在 9 个印度 

尼西亚食蟹猴的单倍型中被检测到[18]，本研究

在 3 个个体中鉴定到此组合。这些共表达的等

位基因可能在定向筛查或开发新疾病疗法的生

物标志物方面具有临床价值。 

重组是 MHC I 类等位基因多样化的重要原

因之一[19]。据报道，Mafa-B*099 是由 Mafa-B* 

054 和 Mafa-B*095 通过重组产生[42]。为了进一

步阐明 Mafa-B 等位基因的多样性，我们对重

组事件进行了分析。在本研究中，我们鉴定了  
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图 7  食蟹猴和恒河猴 B*105、B*056 和 B*156 等位基因系统发育分析   A：外显子 2；B：外显子 3。

分支处数值表示 bootstrap 值；0.01 和 0.02 代表序列偏差值 

Figure 7  Phylogenetic analysis of B*105, B*056 and B*156 alleles from Mafa and Mamu. A: Exon 2; B: 
Exon 3. The numbers at branch nodes present bootstrap values; 0.01 and 0.02 represent the sequence 
deviation. 

 

一个潜在的重组事件，Mafa-B*105 可能是由

Mafa-B*056 和 Mafa-B*156 通过重组产生的。这

些数据表明基因重组在猕猴 MHC I 类基因的多

样性中发挥重要作用。 

不同地域的食蟹猴被用于移植研究[43-44]。

研究者们利用印度尼西亚食蟹猴研究 T 细胞和

异体抗体的反应[45]。菲律宾食蟹猴被用于神经

细胞移植研究，当供体和受体的 MHC 基因型匹

配时，移植的结果会有很大改善；但是当供体

和受体的 MHC 基因型不匹配时会发生炎症反

应[46]。毛里求斯食蟹猴的 MHC 多样性是有限

的 [39]，而这种有限的遗传多样性在移植 [47]和

SIV 研究[48]中具有极大的价值。当食蟹猴被用

于医学实验时，需要慎重考虑不同地域的 MHC

基因多样性的信息及它们与各种疾病易感性的

关系[47]。越南食蟹猴的遗传背景是有限的，本

研究为越南来源食蟹猴有限的 MHC 免疫遗传

信息提供了重要补充，从而大大提高了该物种

作为生物医学研究动物的价值。 

本研究将在提供的越南来源食蟹猴 Mafa-B

等位基因的基础上，进一步通过对该物种中

Mafa-B 基因遗传进化和功能的研究，全面了解

其免疫功能的复杂性，阐明 MHC-B 基因转录水

平对疾病发展的潜在影响。 
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