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珠江口 3 种鲸豚的 MHC-I 基因多态性研究 
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摘要: 旨在了解珠江口栖息的中华白海豚(Sousa chinensis)、宽脊江豚(Neophocaena phocaenoides)和点

斑原海豚(Stenella attenuate)免疫相关基因 MHC-I(Major Histocompatibility Complex)的多态性及其表达

情况, 以期为这 3 种鲸豚的保育工作提供基础资料。通过克隆测序的方法, 首次证实 MHC-I 基因在这

3 种鲸豚体内表达。选择压力分析, 表明 MHC-I 基因在这 3 种鲸豚中均受到强烈的正选择作用, 提示

其具有重要的免疫功能。3 种鲸豚的 MHC-I 基因在系统发育树上相互混杂在一起, 表明 MHC-I 基因

存在跨物种多态性。结合选择压力分析和跨物种多态性, 发现 MHC-I 基因受到平衡选择作用。珠江口

3 种鲸豚 MHC-I 基因多态性可能由平衡选择维持。  
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主要组织相容性复合体(Major Histocompatibil-

ity Complex, MHC)是存在于大部分脊椎动物基因组

中与免疫功能密切相关的一个基因家族。MHC基因

通过编码不同的细胞表面受体 , 识别并结合抗原 , 

并将其递呈到效应细胞, 从而激发一系列的免疫应

答反应。根据其结构组成、组织表达类型及进化史

的差异, MHC基因家族又可分为Ⅰ类、Ⅱ类和Ⅲ类 3

个亚家族。其中, MHC-I类分子多表达在有核细胞表

面 , 在对细胞内病原体(主要是病毒)的免疫防御中

扮演着重要角色。MHC基因是脊椎动物中最具多态

性的功能基因, 其中病原体介导的平衡选择被认为

是维持 MHC 基因家族的等位基因多样性的主要原

因[1]。MHC 基因多样性水平的降低会削弱种群对突

发性传染性病原体的抵抗力和生存力[2]。因此, 对野

生动物尤其是保护物种的 MHC 基因多样性研究已

成为近年来的热点。 

目前, 国内有关脊椎动物 MHC基因的研究比较

多, 如应用在半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)的辅

助育种研究中[3]。哺乳动物 MHC基因的研究主要集

中在陆生动物, 如大熊猫(Ailuropoda melanoleuca)、

恒河猴(Macaca mulatta)等[4-5]。然而有关海洋哺乳动

物, 如鲸豚类 MHC基因的研究则较少。目前中国有

关中华白海豚(Sousa chinensis)、宽脊江豚(Neophocaena 

phocaenoides) 、 点 斑 原 海 豚 (Stenella attenuata) 

MHC-I、MHC-Ⅱ类基因的研究涉及多个水域[6-8]。张

西阳等 [9]对珠江口中华白海豚 MHC-Ⅱ基因的研究

发现其基因多样性较低, 推测原因可能是该种群历

史上经历了长期的瓶颈效应。但尚未发现有关珠江

口水域这 3种鲸豚 MHC-I基因研究的报道。 

近年来, 珠江口鲸豚感染病原体的情况时有报

道。香港的中华白海豚、宽脊江豚和宽吻海豚(Tursiops 

truncatus)中, 64 头鲸豚中有 29%的个体发现病原体

感染的情况[10]。另有研究发现 2 头中华白海豚受病

原体感染[11]。遗传多样性降低会造成中华白海豚对

环境的适应力下降[12], 可能导致其易感染病原体。病

原体具有引起动物大规模死亡的风险[13-14]。因此, 对

濒危物种的 MHC-I 基因多态性的研究, 对于探讨环

境中的病原体对该物种的威胁及该物种在抵抗疾病
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和适应环境变化等方面的能力具有重要意义。 

本研究通过对珠江口水域的中华白海豚、宽脊

江豚和点斑原海豚的 MHC-I 基因进行表达分析和克

隆测序, 以探究这 3种常见鲸豚的MHC-I基因是否表

达及基因多态性, 并通过选择压力分析和系统发育树

分析, 初步探讨形成这种基因多态性特征的机制。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

本研究选用搁浅死亡于珠江口的中华白海豚、

宽脊江豚、点斑原海豚新鲜肌肉样本。样本取得后

立即保存于 Trizol中及–80℃中。 

1.2  实验方法 

总 RNA的提取参照 RNAisoTMPlus(TaKaRa), 经

琼脂糖凝胶电泳和微量紫外分光光度计检测其完整

性和浓度, 用 PrimeScript RT-PCR Kit(TaKaRa)将提

取的 RNA 用 Oligo(dT)引物逆转录为互补链 DNA 

(Complementary DNA, cDNA)。采用经典酚-氯仿法

提取基因组 DNA(Genomic DNA, gDNA)。 

1.3  PCR 扩增、产物的纯化、克隆及测序 

使用 2对引物 DoLA-F/R和 I2F/R分别扩增 3种

鲸豚的 MHC-I 基因表达序列及其外显子 2 序列, 产

物经 1.2%的琼脂糖凝胶电泳检验目的片段。引物信

息见表 1。PCR反应体系包含 6.88 μL ddH2O, 2×GC 

buffer I 12.5 μL, dNTP(10 mmol/L)2 μL, BSA(200 m g/L) 
1.50 μL, 正、反引物(20 μmol/L)各 0.5 μL, LA Taq 

0.12 μL, 模板 DNA(约 100 mg/L) 1.00 μL。PCR反应

程序为: 95℃预变性 5 min; 95℃变性 1 min, 55/50℃

退火 1 min, 72℃延伸 4 min, 共 35个循环; 然后 72℃

延伸 10 min。PCR产物经 1.2%琼脂糖电泳检测后, 用

Agarose Gel DNA Purification Kit试剂盒(TaKaRa)纯

化回收。 

 
表 1  MHC-I 表达片段及外显子 2 片段的扩增所用引物 
Tab. 1  Primers for MHC-I genes and exon 2 

引物名称 序列(5′到 3′) 位点 产物长度 参考文献 

DoLA-F GCTCCCACTCCATGAGGTAT MHC-I 822 [15] 

DoLA-R CCCATCTCAGGGTGAGGGGC MHC-I 822 [15] 

I2F TACGTGGACGACACGCAGTTC MHC-I Exon 2 147 [16]* 

I2R CTYGCTCTGGTTGTAGTAGCS MHC-I Exon 2 147 [16]* 

*: 引文的引物为简并引物, 本研究根据表达序列对引物有所修改 

 
纯化后的 DNA 连接上 pMD-19 载体(TaKaRa), 

转化感受态大肠杆菌 DH5α 菌株。待平板上长出菌

落, 利用蓝白斑筛选的方法挑出至少 15 个白色阳性

菌落, 送至北京六合华大基因科技股份有限公司广

州测序部进行双向测序。 

1.4  数据分析 

采用 BioEdit软件[17]进行序列比对, 以确定变异

位点及等位基因。MHC-I 等位基因的命名参照家猫

的命名原则 : 一个新的等位基因的确定 , 需要在同

一个体的至少两个克隆中出现, 或者在不同个体中出

现[18]。为了分析物种间 MHC-I 基因的系统发育关系, 

使用 Modeltest 3.7 确定最合适的核酸替代模型[19]; 以

家牛(Bos taurus)作为外群, 使用 MrBayes3.2软件构

建系统发育树[20]。使用 MEGA6 计算平均核苷酸差

异。使用 DNAsp 软件和 MEGA 6 软件对 MHC-I 基

因外显子 2 及其肽结合区(Peptide Binding Region, 

PBR)进行选择压力分析[21-22]。 

2  结果与分析 

2.1  MHC-I 基因的表达和序列变异 

本研究从中华白海豚(1例)、宽脊江豚(2例)和点

斑原海豚(1例)肌肉组织中均成功提取高质量的 RNA

和 DNA。通过使用特异性引物 DoLA-F 和 DoLA-R对

cDNA进行扩增, 证实 MHC-I基因在 3种鲸豚肌肉组

织中的表达。中华白海豚、宽脊江豚和点斑原海豚

肌肉组织中分别检测到 5、4和 6条 cDNA序列(822 bp) 

(GenBank: KU757454-KU757468), 均包含完整的外显

子 2(1~271 bp)、外显子 3(272~546 bp)和外显子 4(547~ 

822 bp)。所有序列均未检测到插入、缺失和终止子, 

表明所有的序列都来源于基因组中的功能性分子。

使用 I2F和 I2R引物从相同个体基因组 DNA中扩增

MHC-I基因外显子 2序列。这些 cDNA序列与 gDNA

序列均完全配对。 

从中华白海豚、宽脊江豚和点斑原海豚基因组
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中分别扩增得到 6、5和 6个MHC-I等位基因(147 bp), 

变异位点数分别为 32(21.8%)、23(15.6%)和 28 个

(19.0%), 相应的氨基酸序列变异位点数为 18(36.7%)、

16(32.7%)和 17 个(34.7%), 大部分变异位点集中在

MHC-I基因的功能区, 如 PBR区(表 2)。珠江口中华

白海豚有 4个等位基因与其他水域中华白海豚一致[8] 

(GenBank: EF375575, EF375576, EF375579, EF375580)。

珠江口宽脊江豚中有 2 个等位基因与其他水域宽脊江

豚一致(GenBank: DQ843624, DQ843625)[7]。新发现的

MHC-I 基因命名如下: 中华白海豚为 Soch-I*08~09 

(GenBank: KU759499、 KU759500); 宽脊江豚为

Neph-I*35~37 (GenBank: KU759501- KU759503); 点

斑原海豚为 Stat-I*03~08 (GenBank: KU759504- 

KU759509)。 

2.2  MHC-I 系统发育 

对 MHC-I 基因核苷酸替代模型进行分析后, 采

用 AIC(Akaike Information Criterion)分析结果中的

TVM+I+G模型构建系统发育树。珠江口 3种鲸豚与

灰鲸(Eschrichtius robustus)、印度-太平洋瓶鼻海豚

(Tursiops aduncus) 、 条 纹 原 海 豚 (Stenella coe-

ruleoalba)、赫氏海豚(Cephalorhynchus hectori)等序

列相似度都在 90%以上。灰鲸作为须鲸, 其 MHC-I

基因单独聚为 1支(Mysticeti)(图 1)。其他齿鲸 MHC-I

基因主要聚为 5 支(Odontoceti ~Ⅰ Ⅰ), 但并没有明

显的种属聚类趋势, 不同物种的等位基因分散聚合, 

表现出明显的跨物种多态性。例如其中 1 支为宽脊

江豚(Ⅳ), 另外 4支中均有宽脊江豚MHC-I基因存在

(图 1)。分支Ⅰ中均发现中华白海豚、宽脊江豚、点

斑原海豚和赫氏海豚 MHC-I 基因相互交叉 (如

Soch-I*06、 Cehe-I*01 与 Stat-I*07、 Stat-I*08、

Neph-I*32分别聚合后形成 1支); 分支Ⅱ和Ⅴ中也与

此类似(图 1)。 

 

图 1  珠江口中华白海豚、宽脊江豚、点斑原海豚及其他物种 MHC-I基因系统发育树 

Fig. 1  Phylogenetic trees of Sousa chinensis, Neophocaena phocaenoides, and Stenella attenuata and other species in the Pearl 
River Estuary (PRE) 

BoLA-N*03501: DQ190936; Cehe-I*01~07: EU024810~EU024816; Esro 3.1.4: AF149216; Esro 3.5.2: AF149219; Esro 3.5.3: AF149220; 
Esro 4.2: AF188615; Neph-I*01: DG843624; Neph-I*02: DG843625; Neph-I*07: DQ843630; Neph-I*11: DQ843634; Neph-I*17: DQ843640; 
Neph-I*30: DQ843653; Neph-I*32: DQ843655; Neph-I*33: DQ843656; Soch-I*02~ Soch-I*07: EF375575 ~EF375580; Stat-I*01: EU698989; 
Stat-I*02: EU698990; Stco-I*02~ Stco-I*06: EU698992 ~EU698996 

 

2.3  选择作用 
使用 DNAsp软件对中华白海豚、宽脊江豚和点

斑原海豚的 MHC-I 基因外显子 2 分析 Tagima’D 值, 

发现中华白海豚(0.114 14, P>0.10)、宽脊江豚(0.376 64,  
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P>0.10)和点斑原海豚(1.06748, P>0.10)的 D 值均大

于 0(表 3), 但是统计学差异并不显著, 不能排除无

正选择作用存在的零假设。而使用 MEGA 6.0软件的

Z 检验对 3 种鲸豚的 MHC-I 外显子 2 及其肽结合区

(PBR)进行选择压力分析(表 4), 发现中华白海豚、宽

脊江豚和点斑原海豚 MHC-I基因外显子 2及其 PBR

区的非同义替代率(dN)显著高于同义替代率(dS), 均

达到显著水平(P<0.05)甚至极显著水平(P<0.01), 提

示正选择作用的存在[23]。而点斑原海豚 MHC-I基因

外显子 2 非 PBR 区也显示出较高的ω值(dN/dS), 且

达到极显著水平(P<0.01), 提示其整个外显子 2 区都

受到正选择作用。 

 
表 3  珠江口中华白海豚、宽脊江豚、点斑原海豚 MHC-I 基因的多态性和选择作用参数 
Tab. 3  Polymorphism and selection parameters of MHC-I genes for three cetaceans from the PRE waters 

物种 N AR S R1(%) SA R2(%) d(%) D 

S. chinenesis 1 6 32 21.8 18 36.7 10.5 0.11414 

N. phocaenoides 2 5 23 15.6 16 32.7 8.4 0.37664 

S. attenuata 1 6 28 19.0 17 34.7 10.5 1.06748 

N: 个体数量; AR: 等位基因丰度; S: 差异的碱基位点数; R1: S占总碱基数的比例; SA: 差异的氨基酸位点数; R2: SA占总氨基酸残基数的比

例; d: 平均核苷酸差异; D: Tajima检测统计值 

 
表 4  珠江口 3 种鲸豚 MHC-I 基因、PBR 区和非 PBR 区非同义替代与同义替代的估计值 
Tab. 4  The estimated rates of nonsynonymous (dN) and synonymous (dS) substitutions and their ratio for MHC-I genes, 

PBR, and non-PBR in the three cetaceans from the PRE waters 

物种 位点 密码子数 dN E1 dS E2 ω p 

S. chinenesis All 49 0.127 0.032 0.037 0.018 3.43 0.006** 

 PBR 14 0.370 0.097 0.114 0.079 3.25 0.021* 

 Non-PBR 35 0.046 0.016 0.027 0.020 1.70 0.240 

N. phocaenoides All 49 0.090 0.023 0.031 0.020 2.90 0.019* 

 PBR 14 0.261 0.072 0.036 0.040 7.25 0.000 9**

 Non-PBR 35 0.032 0.012 0.029 0.023 1.10 0.447 6 

S. attenuata All 49 0.123 0.029 0.016 0.010 7.69 0.000 1**

 PBR 14 0.331 0.088 0.072 0.066 4.60 0.000 5**

 Non-PBR 35 0.053 0.021 0.005 0.005 10.60 0.007** 

dN、dS均根据 Nei-Gojobori方法计算; dN: 非同义替代率的估计值; dS: 同义替代率的估计值; E1、E2: 1 000次重复计算 dN、dS的标准误差; 

ω为 dN/ dS; P为使用 Z检验时接受零假设的可能性; *: p<0.05, 显著水平; **: p<0.01, 极显著水平 
 

3  讨论 

3.1  基因表达 

本研究通过从新鲜样本肌肉中获取 cDNA 和

gDNA, 扩增测序后发现这些 cDNA 序列与对应的

gDNA 外显子序列完全匹配, 排除假基因的可能性, 

确认 MHC-I基因在珠江口 3种常见鲸豚体内表达。

一般来说, 脊椎动物均表达 MHC-I 基因。目前, 关

于鲸豚 MHC-I 基因表达的研究还比较少。例如赫氏

海豚[24], 在 2 个个体中仅发现 1 个共同的 MHC-I 基

因 cDNA。有趣的是多种海豚中仅发现 1~2 条

cDNA[15, 24], 而本研究中 3 种鲸豚均表达 4 条以上

MHC-I 基因 cDNA。这可能与珠江口生存的海豚接

触病原体机会较高有关[25]。 

3.2  基因位点数及基因变异 
本研究的中华白海豚、点斑原海豚每个个体含

有 6 个 MHC-I 等位基因, 估计中华白海豚、点斑原

海豚均至少有 3 个 MHC-I 基因座位。这与 Xu 等人

对中华白海豚 MHC-I 基因座位估计的数目一致[8]。

目前鲸豚中只有窄脊江豚(Neophocaena asiaeorien-

talis asiaeorientalis)MHC-I基因座位数被确定为 4个, 

然而各基因座位序列之间相似度较高[26]。 

将珠江口中华白海豚种群与厦门等水域种群相

比, 本研究发现有 2个独有的等位基因, 但未发现厦

门等水域共有的 1 个等位基因 Soch-I*01(GenBank: 

EF375574)[8]。Soch-I*01与其他等位基因差异较大。 

3.3  平衡选择 

平衡选择作用于珠江口 3种鲸豚 MHC-I基因主
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要有以下两方面的依据[27]。一方面是本研究的中华

白海豚、宽脊江豚和点斑原海豚的 MHC-I 基因外显

子 2和 PBR区均检测到正选择作用。另一方面是本

研究中的 3种鲸豚 MHC-I基因存在跨物种多态性。

一般来说平衡选择趋向于提高种群杂合度和在维持

MHC-I 基因较高多样性中扮演重要角色[28-29]。中华

白海豚、宽脊江豚和点斑原海豚均检测到多个

MHC-I 等位基因, 结果与之吻合。PBR 区具有重要

功能是其检测到强烈平衡选择作用的原因, 而处于

其毗连区的非 PBR 区的突变位点也可能更容易被保

留[30]。这可能是导致在点斑原海豚的 MHC-I基因的

非 PBR区也检测到选择作用的原因。 

3.4  跨物种多态性 

系统发育树显示中华白海豚、宽脊江豚和点斑

原海豚的 MHC-I基因外显子 2序列并不按照物种分

开 , 而是与其他的鲸豚混杂在一起 , 提示跨物种多

态性的存在。跨物种多态性是指一些相同的或相似

的等位基因在不同物种中同时存在。一般有 3 种可

能的机制来解释这个现象。第一种机制是亲缘关系

较近的物种具有相似的等位基因被认为是来自于共

同祖先, 这种跨物种等位基因在物种形成之前就存

在不同物种世系中[31]。本研究的 3 种鲸豚都隶属于

齿鲸亚目 , 它们亲缘关系较近 , 所以跨物种多态性

有可能是共同祖先造成。同样的机制也在其他鲸豚

中发现[7]。第二种机制是趋同进化, 生物在应对相同

的环境压力而产生相同的适应性变化[32]。尽管本研

究的中华白海豚、宽脊江豚、点斑原海豚均为近岸

型鲸豚 , 但它们生存环境的特性并不相同 , 因而面

临不同的病原体压力。然而赫氏海豚、条纹原海豚

为远洋性齿鲸, 其生存环境与近岸环境可能有较大

差别。因而趋同进化并不适用于解释其 MHC-I 基因

跨物种多态性。第三种机制是渗透杂交。海豚较其

他哺乳动物容易产生可育后代 [33], 例如宽吻海豚和

长吻真海豚(Delphinus capensis)[34]。但通过多年对珠

江口中华白海豚的监测, 我们并没有发现任何潜在

的杂交后代。 

综上所述, 珠江口水域的中华白海豚、宽脊江豚

和点斑原海豚均生活在具有较大的病原体压力的近

海环境中, MHC-I 基因的表达对于其抵抗病原体感

染具有重要作用。珠江口的中华白海豚、宽脊江豚和

点斑原海豚 MHC-I 基因受到病原体介导的平衡选择

作用, 对于维持基因多态性具有重要意义。3 种鲸豚

之间的 MHC-I 基因存在跨物种多态性, 可能来源于

它们的共同祖先。考虑到日益严峻的环境趋势[35-36], 

珠江口水域的中华白海豚、宽脊江豚和点斑原海豚

的保育工作仍然任重道远。 
 
致谢: 感谢香港海洋公园保育基金(OPCFHK)和广东珠江

口中华白海豚国家级自然保护区管理局的大力支持。 
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Abstract: To gain the basic knowledge about cetacean conservation, we assessed the polymorphism and expression 

of the immunologic gene MHC-I (Major Histocompatibility Complex class I) in three cetaceans (Sousa chinensis, 

Neophocaena phocaenoides, and Stenella attenuata) around the Pearl River Estuary. We first confirmed the expres-

sion of MHC-I genes in the three cetaceans by cloning and sequencing. After selection pressure analysis, we found 

that relatively strong positive selections have acted on MHC-I genes in these three cetaceans, suggesting their im-

portant immunologic function. Phylogenetic analysis showed that the MHC-I genes of the three cetaceans did not 

cluster to three branches according to species but were mixed up, which implies the existence of trans-species 

polymorphism (TSP). Together with the results of selection pressure analysis and TSP, we suggest that intense bal-

ancing selection has acted on MHC-I genes in these three cetaceans, which further maintained the polymorphism of 

MHC-I genes. 
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