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摘要：采用序列特异性引物+聚合酶链式反应（,-.+//,）分型方法对在华南灵长类动物研究中心繁殖的

!$# 只中国恒河猴（1+2+2+ 3),+44+）（其中 )" 只来源于广西、)$ 只来源于海南，%0) 只来源于川西、安徽等

内陆地区杂交群）的 1234+5!"%、5!"!、5!"0、6!"% 和 75# 等 ’ 个 18-+$型分子位点进行检测。结

果显示，5!"%、5!"! 发现于海南群和杂交群，阳性率均小于 090:；5!"0 发现于杂交群中，阳性率小于

)90:；6!"% 发现于广西群和杂交群，阳性率均大于 %#9$0:；75# 在 ) 个猴群中均有发现，阳性率均大

于 )!9$:。中国不同地域恒河猴群体携带的 ’ 个 18-+$型等位基因的频率存在明显差异，通过与印度

的恒河猴比较，中国恒河猴与印度恒河猴携带的 18-+$等位基因也存在显著的差异。
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恒河猴（1+2+2+ 3),+44+）是重要的非人灵

长类实验动物之一，在医药、生物制品、人类疾

病等方面的研究中被广泛应用，其中携带猴免

疫缺陷病毒（/C‘）的恒河猴是目前研究 8C‘
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染艾滋病（!"#$）的最理想的动物模型［%，&］。

! 李元 ’用 ()*+$$( 方法对中国恒河猴 ,-)+!分子分型

的初步研究 ’南开大学硕士论文，&../ ’

在 -"0+% 病毒感染过程中研究最多的就是

细胞毒性淋巴细胞（123434561 7 1899 92:;<41238=，
)7>），)7> 前体通过其表面受体识别并结合细

胞表面的 ,-)+!类分子呈递的病毒抗原肽后，

特异性激活或增殖成为效应 )7>=，然后释放细

胞浆颗粒或表达 ?@= 蛋白配体来杀伤靶细胞，

引发免疫反应，所以 ,-)+!类分子在 )7> 对

病毒的识别中起重要作用，进一步研究发现，个

体间 ,-)+!型的多态性对疾病进程有显著影

响。在动物实验中，对实验动物的 ,-)+!基因

没有清晰的了解，所得到的免疫学结果的意义

非常有限，此外，新型 )7> 检测技术 ,-)+!A肽
四聚体复合物（383B@:8B 14:;985）技术的应用也

要求恒河猴所携带的 ,-)+!类基因与复合物

中所包含的 ,-)+!型基因一致［/］。因此，充分

了解实验动物的 ,-) 基因型是十分必要的。

建立 !"#$ 模型的恒河猴，前期多来源于印

度，自 &. 世纪 C. 年代后，随着印度禁止出口恒

河猴及中国人工繁殖恒河猴规模的扩大，国际

上使用中国恒河猴进行 !"#$ 研究的比例日益

增加。然而有关中国恒河猴 ,-) 的基础研究

不多。&../ 年，李元对中国恒河猴与印度恒河

猴 ,-)+!型基因进行了分型比较!，但不同地

域来源尤其是从亚种水平分型分析中国恒河猴

,-)+!型基因的研究尚未见报道。本文以来

源清晰的广西群、海南群和川西、安徽等各内陆

地区杂交群的恒河猴为研究对象，通过序列特

异性引物+聚合酶链式反应（()*+$$(）分型技术

对这些恒河猴 ,-)+!型部分等位基因进行调

查，采用 D5189 和 $($$ 软件进行统计学分析，并

采用二项式分布检验法进行显著性分析。本文

中的 ,@:E+!!.%、,@:E+!!.&、,@:E+!!.F 和

,@:E+G!.%，均有对应的 ,-)+!A肽四聚体复

合物，筛选的动物有利于 ,-)+!A肽四聚体复

合物技术的应用。,@:E+H!C 由于在中国恒河

猴中携带率较高，也纳入本实验的研究对象之

中!。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 实验动物 恒河猴由华南灵长类动物

研究与开发中心提供，选取普通级健康恒河猴

&IC 只，其中 /. 只来自广西群，编号：% J /.；/I
只来自海南群，编号：/% J KI；%F/ 只来自杂交群

（亲本来自川西、安徽等各内陆地区），编号：KL
J &IC。分别采血 .ML :9，D#7! 抗凝。

!"!"# 主要仪器 !9;<@ 6:@N6O8 &&.. 凝胶图

像分析系统（!9;<@ "OO4381< 公司），G64*@P 电泳

槽，(B6:E= &L ,QR ()* 仪（德国 ,QR 公司）。

!"!"$ 试剂 ()* ,@=38B ,65 试剂盒和 Q6S@BP
R8O4:61 #H! (EB6T61@364O 试 剂 盒（ 均 购 自

(B4:8N@ 公司），#>&... ,@BU8B（购自宝生物公

司）等。

!"!"% 引物 参考已发表的印度恒河猴引物

资料，引物及引物序列见表 %，其中 #*G 为内参

位点［I］。

!"# 方法

!"#"! #H! 提取 按 Q6S@BP R8O4:61 #H!
(EB6T61@364O 试剂盒的方法，从恒河猴血样中提

取基因组 #H!。

!"#"# ()* 扩增 扩增体系为 &."9，其中模板

#H! /MK"9、引物 .ML"9，变性温度 VLW、各等位

基因的退火温度及反应循环次数见表 %［I］。

!"#"$ ()* 结果检测 扩增产物经 %X琼脂糖

凝胶电泳，DG 染色，根据图谱判断并记录实验

结果，阳性记录为“%”，非阳性记录为“.”。

!"$ 统 计 学 分 析 检 测 数 据 采 用 D5189 和

$($$ 软件进行统计学分析，并采用二项式分布

检验进行显著性分析。

# 结果和分析

#"! 电泳结果及阳性分析 对 ,@:E+!型分

子中的 ,@:E+!!.%、,@:E+!!.&、,@:E+!!
.F、,@:E+H!C 和 ,@:E+G!.% 等位基因进行扩

增，琼脂糖凝胶电泳检测，根据图谱判断结果，

本文仅以 ,@:E+G!.% 电泳图谱来说明，G!.%
产物大小为 L/. Y;，图中 VK、VC、%..、%.C、%.F 号

·&· 动物学杂志 !"#$%&% ’()*$+, (- .((,(/0 I& 卷



表 ! 引物序列及 "#$ 扩增产物名称［%］

&’()* ! "+,-*+ .*/0*12* ’13 1’-* 45 "#$ 6+43027.

扩增位点

!""#"#$
上游序列

%&’(#& )* +,
下游序列

%&’(#& )* -,

产物大小（./）

0’1# )*
/&)2345$

退火温度（6）

!77#8"’79
5#(/#&853&#

循环次数

:;4"#
73(.#&$

!!<= >!:!>:>!:>::>:>!>::!! >:?>:!>:>?:?::??:::: @A+ @@ -+

!!<B
?>?!!!!:>!:>>::!>?>?>>>?>C

>!>:!>>!>>>?::

:!>>!!!:!>:?!?>!:::!>:!::C

?:!>>>?>>::?:?
= -<< @@ -<

!!<A
?>?!!!!:>!:>>::!>?:???>!>C

>?!???:?!:!::>

:!>>!!!:!>:?!?>!::>:!>::!C

?>?::>:?>::
@== @D -+

E!<=
?>?!!!!:>!:>>::!>?!::>>>!C

>!:!:>>!!>>

:!>>!!!:!>:?!?>!::!>::!:?C

::!:>:!::>>
+-< @B -+

F!G
?>?!!!!:>!:>>::!>?!?>!>>?C

!???:?!:!::?::!

:!>>!!!:!>:?!?>!:::>::!:!C

?::>::>:>!!
@<@ @D -+

HIE >::?:>!>?>?::::::!>:!:>???: >::>:!>:???:!::?:>::>:?> B@<

图 ! 8’-09:!;! 的 "#$ 扩增结果

<,=> ! "#$ ’-6),5,2’7,41 45 8’-09:!;!
J= K ==B：杂交群；L：HMB<<<，从上至下分别为 B <<<、= <<<、G+<、+<<、B+<、=<< ./；:：阴性对照。

J= N ==B：08(/"#$ )* 4&)$$.&##2 9&)3/；L：HMB<<< (8&O#&，5P#$# Q#&# B <<<，= <<<，G+<，+<<，B+<，=<< ./；:：F#985’R# 4)75&)" S

判断为阳性，阴性对照用无离子水替代模板（图

=）。

?@? 8’-09!型等位基因在各研究群体中的

分布频率 表 B 数据表明 L8(3C!!<=、L8(3C
!!<B 和 L8(3C!!<A 位点在这 - 个群体中阳

性率极低，尤其是 L8(3C!!<=，BDG 只恒河猴

中仅发现 B 只携带该基因，在海南群和杂交群

中阳性率分别为 BTJDU和 <T+DU，L8(3C!!<B
在海南群和杂交群中的阳性率分别为 ATABU
和 <T+DU，L8(3C!!<A 仅出现于杂交群中，阳

性率为 -TAU；L8(3CE!<= 和 L8(3CF!G 在这 -
个群体中携带率较高，L8(3CE!<= 在广西群和

杂交 群 中 的 阳 性 率 分 别 为 B<U 和 =GTDAU，

L8(3CF!G 在广西群、海南群和杂交群的阳性

率依次为 D@T@GU、-BTDU和 D@U。已发表的印

度恒河猴猴群［D］以上各等位基因分布频率均大

于中国恒河猴各群（图 B）。

?@A 差异显著性分析 二项式分布检验进行

显著性分析，结果表明（表 B），L8(3C!!<= 和 !
!<B 的携带率在海南群与印度恒河猴之间差

异显著（! V <T<+），杂交群与印度恒河猴之间

差异非常显著（ ! V <T<=），其中，L8(3C!!<B
在海 南 与 杂 交 群 之 间 差 异 非 常 显 著（ ! V
<T<=），但 L8(3C!!<= 在海南群与杂交群之间

·-·B 期 万玉玲等：中国不同地域恒河猴 LW:C!型部分等位基因的调查



差异不显著；!"#$%&!’( 的携带率在杂交群与

印度 恒 河 猴 之 间 差 异 非 常 显 著（ ! ) ’*’+）；

!"#$%,&- 的携带率在海南群与印度群之间差

异显著（! ) ’*’.），杂交群与印度群之间差异

非常显著（! ) ’*’+），广西群与印度群之间差

异非常显著（! ) ’*’+）；!"#$%/!’+ 的携带率

在各群体中的差异均不显著。!"#$%&!’+、

!"#$%&!’0 和 !"#$%&!’( 在中国各群中的

出现频率都很低，!"#$%/!’+ 和 !"#$%,&- 在

中国各群中的携带率较高且分布较均匀。总的

来说，以上各位点在印度恒河猴猴群中出现的

频率均高于中国恒河猴猴群，差异也非常显著。

表 ! 在不同地域来源的中国恒河猴以及印度恒河猴中各等位基因出现的频率（"，"）

#$%&’ ! #(’ )*’+,’-./’0 1) 2$3,4! $&&’&’0 /- 5/))’*’-6 6’06’5 717,&$6/1-0 )*13 8(/-$ $-5 9-5/$

等位基因 &112123 &!’+ &!’0 &!’( /!’+ ,&-

广西群 4$"5678 69:$;（" < =’） ’（’*’） ’（’*’） ’（’*’） >（0’*’） +?（?>*-）

海南群 @"85"5 69:$;（" < =?） +（0*A） =（(*(） ’（’*’） ’（’*’） ++（=0*?）

杂交群 B9:33C92D 69:$;（" < +(=） +（’*.） +（’*.） -（=*(） =0（+-*.） (?（?>*’）

印度群 E5D8"5 69:$;（" < A+） +=（+?*=） +.（+>*’） -?（(+*=） 0’（00*’） ??（?(*?）

广西群%印度群 4$"5678 69:$;%E5D8"5 69:$; !!
海南群%杂交群 @"85"5 69:$;%B9:33C92D 69:$; !!
海南群%印度群 @"85"5 69:$;%E5D8"5 69:$; ! ! !
杂交群%印度群 B9:33C92D 69:$;%E5D8"5 69:$; !! !! !! !!

!! ) ’*’.，!!! ) ’*’+

图 ! 中国恒河猴各群以及印度恒河猴

2$3,4!型等位基因的频率

:/;< ! #(’ )*’+,’-.= 1) 2$3,4! $&&’&’0 /-
5/))’*’-6 6’06’5 717,&$6/1-0 )*13 8(/-$ $-5 9-5/$

> 讨 论

!@B 是迄今为止最为复杂的一个遗传多

态性系统。!@B 分型技术早年采用的是血清

学方法，然而，属于同一血清学特异性的抗原往

往可以由数个不同的等位基因所编码，只能进

行宽泛的检验。+AA0 年以来，FBG%HHF 技术已

成为 !@B 分型研究的常规手段，具有简洁、快

速、准确及重复性好等特点，普遍应用于人类

!@B 等位基因的高解析分型研究，但此方法应

用于中国恒河猴，特别是针对不同地域来源恒

河猴的 !"#$%!分型却鲜见报道。因此，本文

采用 FBG%HHF 技 术 对 各 地 域 的 中 国 恒 河 猴

!@B%!型部分等位基因进行了分型研究。由

于没有中国恒河猴 !@B 基因的资料［=］，本研究

所用引物参照印度恒河猴相关等位基因的引物

序列［?］。

结 果 表 明，不 同 地 域 来 源 的 群 体 之 间

!"#$%!型等位基因存在着显著差异，广西群

中 没 有 发 现 !"#$%&! ’+、!"#$%&! ’0 和

!"#$%&!’(，海南群中没有发现 !"#$%&!’(
和 !"#$%/!’+ 基因，本研究中的广西群和海

南群，在亚种分类上，分属于指名亚种（# I $ I
$%&’((’）和海南亚种（# I $ I )*+,-.’%/%0），因此

推测，基因分布的差异可能与种群来源有关，对

此还有待进一步研究证实。其次，杂交群携带

所有的被检测位点，说明建立杂交群有利于维

持和提高恒河猴种群的遗传多样性。

!"#$%&!’+ 是影响 HEJ 感染的恒河猴动

物模 型 疾 病 发 生 过 程 重 要 的 !"#$%!型 分

子［.］，J:621 等的研究认为中国恒河猴中不存在

·?· 动物学杂志 12-"+0+ 34%*"’& 45 644&478 ?0 卷



!"#$%&!’( 基因［)］，而李元检测的中国恒河猴

的 !"#$%&!’( 携带率高达 *+,-.!，本文在

*/- 只恒河猴中检测到 * 只恒河猴携带 !"#$%&
!’( 基因，再次证明中国恒河猴中确实携带有

!"#$%&!’(。以上恒河猴 !01 基因研究结果

的 差 异 可 能 与 样 品 来 源 的 不 同 有 关，

2"345"67"#8 通过对中国不同地区驯养猴群的

#49:& 的聚类分析表明，中国猴群各地区间的

遗传基础差距较大，各地区内部的猴群也呈现

遗传结构的多样性，并不简单的依从地区分类

的模型［-］，本文通过对中国恒河猴 !01%!型部

分基因的分型研究印证了上述观点，因此，在建

立猕猴繁殖群时，有必要考虑保持不同区域恒

河猴各自的遗传特性，为生物医学研究提供合

适的具有特定遗传背景的实验动物。

! 李元 ;用 <1=%>>< 方法对中国恒河猴 !01%!分子分型的初步研究 ;南开大学硕士论文，*’’?;

另一方面，中国恒河猴携带 !"#$%@!’(
和 !"#$%:&- 的比例相当高，这与李元!的分析

结果类似，!"#$%@!’( 和 !"#$%:&- 的进一步

研究对中国恒河猴的开发利用将具有重要意

义。

本文是为筛选符合 &A9> 研究需要的恒河

猴所做的基础研究，虽然研究涉及的等位基因

个数较少，也可以描述 !01%!类等位基因在中

国恒河猴中的分布；其次，等位基因的多态位点

在免疫过程中起决定作用，有必要从基因序列

的方面对中国恒河猴的 !"#$%!型等位基因进

行深入了解。最后，为了提高 <1=%>>< 分型的

准确性和完整性，应根据中国恒河猴自身的

!"#$ 基因序列来设计引物，这需要知道更多的

中国恒河猴 !"#$ 基因序列，值得深入研究。
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