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  摘 要:目的 分析广东汉族人群D18S51基因座等位基因的特殊分型现象。方法 采用Chelex-100法

提取DNA,采用Powerplex21体系对广东汉族9
 

419例研究对象进行PCR复合扩增,采用毛细管电泳分析

STR基因座的等位基因分型,采用IdentifilerTM 体系验证其特殊分型。结果 发现D18S51基因座存在三带型

等位基因和off-ladder(OL)等位基因2种特殊分型,基因型频率分别为0.010
 

6%和0.021
 

2%。OL等位基因

命名为28,由母亲遗传给孩子。不同检测体系证实了特殊分型发生的真实性。结论 对于STR基因座的特殊

分型,应采用不同试剂盒验证,正确命名OL等位基因及计算三带型等位基因的亲权指数。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

peculiar
 

typing
 

phenomenon
 

of
 

alleles
 

at
 

the
 

D18S51
 

locus
 

in
 

the
 

Han
 

population
 

in
 

Guangdong.Methods Chelex-100
 

method
 

was
 

used
 

to
 

extract
 

DNA,Powerplex21
 

system
 

was
 

used
 

to
 

perform
 

PCR
 

multiplex
 

amplification
 

on
 

9
 

419
 

subjects
 

of
 

Han
 

nationality
 

in
 

Guangdong,the
 

allele
 

typing
 

of
 

STR
 

locus
 

was
 

analyzed
 

by
 

capillary
 

electrophoresis,and
 

IdentifilerTM
 

system
 

was
 

used
 

to
 

verify
 

its
 

special
 

classification.Results It
 

was
 

found
 

that
 

there
 

were
 

two
 

special
 

types
 

of
 

three-band
 

alleles
 

and
 

off-lad-
der

 

(OL)
 

alleles
 

in
 

the
 

D18S51
 

locus.The
 

genotype
 

frequencies
 

were
 

0.010
 

6%
 

and
 

0.0212%,respectively.
The

 

OL
 

allele
 

was
 

named
 

28
 

and
 

was
 

passed
 

from
 

mother
 

to
 

child.Different
 

detection
 

systems
 

had
 

confirmed
 

the
 

authenticity
 

of
 

the
 

occurrence
 

of
 

special
 

typing.Conclusion For
 

the
 

special
 

typing
 

of
 

STR
 

loci,different
 

kits
 

should
 

be
 

used
 

to
 

verify,correctly
 

name
 

the
 

OL
 

alleles
 

and
 

calculate
 

the
 

parental
 

index
 

of
 

the
 

three-band
 

alleles.
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allele

  短串联重复序列(STR)是人类基因组DNA中遗

传学标记之一,在法医学研究中具有重要应用价值。
在鉴定中会遇到STR基因座的特殊分型现象,例如

三带型等位基因和off-ladder(OL)现象等。三带型等

位基因的发生机制较为复杂,发生率不高,有研究表

明中国人群中TPOX等基因座的检出率在0.01%~
0.09%[1],陈玲等[2]报道中国人群D18S51基因座检

出率为0.013
 

7%。而 OL现象较常见,有报道显示

不同STR基因座均会发生OL现象[3-4]。正确计算特

殊分型基因座的亲权指数(PI)及计算和(或)命名OL
等位基因,对亲权鉴定的结论和科学性均有不同程度

的影响。本文对发现的D18S51基因座特殊分型现象

进行了分析,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本中心日常受理检测的9
 

419
例研究对象,均在本中心进行三联体(母亲、孩子与被

检父亲)或二联体(孩子与被检父亲或母亲)亲子鉴

定,研究对象均为广东地区汉族人群。本研究经本中

心伦理委员会审核通过,所有研究对象均已知情同意

并签署知情同意书。
1.2 方法

1.2.1 DNA提取 全部血液标本采用Chelex-100
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法提取基因组DNA。血液轻轻混匀后,吸取2
 

μL全

血至1.5
 

mL的离心管中,加入1
 

mL灭菌纯净水,剧
烈震荡30

 

s,室温放置30
 

min;13
 

000
 

r/min离心

3
 

min,收集沉淀;在沉淀中加200
 

μL
 

5%的Chelex-
100悬液,用震荡仪剧烈震荡,震荡后瞬时离心,放入

恒温水浴箱中56
 

℃孵育30
 

min;100
 

℃煮沸8
 

min,
取出后剧烈震荡,13

 

000
 

r/min离心3
 

min,吸取上清

液保存于4
 

℃冰箱备用。

1.2.2 多重PCR扩增 取上清液1
 

μL,采用Pow-
erplex21扩增体系(购自美国Promega公司),按照

操作说明书进行20个常染色体和1个性染色体STR
基因座的多重PCR扩增。

1.2.3 STR基因座的等位基因分型 每个标本取

1
 

μL
 

PCR扩增产物、9
 

μL甲酰胺与0.5
 

μL的Pow-
erplex21体系内标充分混合均匀,用3500XL基因

分析仪(购自美国AB公司)进行毛细管电泳,标记每

个STR基因座的扩增片段大小。按照Powerplex

21体系操作说明,利用GeneMapper
 

ID-X软件(购
自美国AB公司)分析电泳后的数据,以Powerplex

21体系的每个STR基因座等位基因分型标准物作为

标准,获取被检测标本的STR基因座的等位基因

分型。

1.2.4 D18S51 基 因 座 特 殊 分 型 等 位 基 因 的 验

证 选取Powerplex21体系检测发现的三带型等位

基因及OL等位基因的家系标本,重新提取DNA,采
用IdentifilerTM 体系(购自美国AB公司)进行验证。

1.2.5 OL等位基因的分型计算 根据GeneMap-
per

 

ID-X软件中给出的 OL等位基因片段大小,结
合基因分型标准物中D18S51基因座等位基因的大

小,计算并减掉基因座的漂移率,计算 OL等位基因

的大小后进行等位基因分型的命名[3]。

1.3 统计学处理 使用GeneMapper
 

ID-X软件对

等位基因进行计算并命名,计数资料以例数和百分率

表示。

2 结  果

2.1 D18S51基因座三带型等位基因分型结果 利

用Powerplex21体系进行20个常染色体STR基因

座检测,在9
 

419例研究对象中发现1个家系的孩子

D18S51基 因 座 存 在 三 带 型 等 位 基 因 17,23,24
(Type1类型),峰高比例约为3∶2∶1,等位基因17
的峰面积约为等位基因23和24之和。该家系标本

重新提取DNA后经过IdentifilerTM 体系检测验证,
确定了该孩子在D18S51基因座发生三带型等位基因

现象。该三带型等位基因基因型频率为0.010
 

6%
(1/9

 

419)。见图1。

  注:A为父亲;B为孩子;C为母亲。

图1  不同检测体系的D18S51基因座三带型等位基因分型

2.2 D18S51基因座 OL等位基因分型结果 利用

Powerplex21体系在三联体亲子鉴定的家系中检测

到母亲和孩子存在 OL等位基因,采用IdentifilerTM

体系重复检测证实 OL等位基因的存在。父亲的等

位基因分型为17,19;孩子的等位基因分型为19,OL;
母亲的等位基因分型为16,OL。OL等位基因的基因

型频率为0.021
 

2%(2/9
 

419)。见图2。

  注:A为父亲;B为孩子;C为母亲。

图2  不同检测体系的D18S51基因座OL等位基因分型

2.3 OL 等位基因的分型计算 本研究中孩 子

D18S51基因座的 OL等位基因,减掉漂移率(0.04
 

bp),OL等位基因(214.79
 

bp)比Ladder中D18S51
基因座的等位基因27(210.66

 

bp)大4.09
 

bp,而
D18S51基因座为4个核苷酸的重复,即OL等位基因

比Ladder中D18S51基因座的等位基因27大约1个

重复序列(4.09/4=1.023),因此,孩子的OL等位基

因命名为28。母亲D18S51基因座的 OL等位基因,
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减掉漂移率(0.05
 

bp),OL等位基因(214.81
 

bp)比
Ladder中D18S51基因座的等位基因27(210.66

 

bp)
大4.1

 

bp,即OL等位基因比Ladder中D18S51基因

座的等 位 基 因 27 大 约 1 个 重 复 序 列 (4.1/4=
1.025),因此,母亲的 OL等位基因命名为28。见

图3。

  注:A为孩子;B为母亲。

图3  Ladder和D18S51基因座OL等位基因片段

3 讨  论

  三带型等位基因和OL等位基因是STR基因座

分型中的主要特殊分型
 [5-6],在应用STR基因座分型

技术进行的临床检测和分析(例如亲权鉴定或染色体

非整倍体快速诊断)中较为重要。在健康人群中,常
染色体的单个STR基因座进行PCR扩增后电泳得

到的基因分型是双等位基因或者单等位基因,图谱表

现为杂合子的2条带(2个基因峰),或者纯合子的1
条带(1个基因峰),并且基因分型一般在等位基因分

型标准物范围之内。特殊情况下,单个STR基因座

分型会出现3条带(3个基因峰),即STR基因座的三

带型等位基因。DNA复制过程中的碱基错配、滑动

或者核心重复序列的插入或缺失、体细胞突变等均可

导致三带型等位基因的出现[7]。在分析STR基因座

的等位基因分型时,采用各STR基因座的等位基因

与检测体系的等位基因分型标准物进行比较,再根据

Ladder的基因分型命名得到STR基因座等位基因的

分型,出现在Ladder之外的特殊分型即 OL等位基

因。由于STR基因座核心重复序列在不同种族、不
同地区人群和个体间有一定的差异性,实际检测中会

遇到OL等位基因。
本研究通过分析9

 

419例研究对象20个常染色体

STR基因座的等位基因分型,在D18S51基因座发现了

三带型等位基因分型17,23,24和 OL稀有等位基因

28,基因型频率分别为0.010
 

6%和0.021
 

2%。其中三

带型等位基因属于Type1类型,3个等位基因峰高度

不平衡,比例为3∶2∶1,且等位基因17的峰面积约

为等位基因23和24的面积之和。其中,等位基因23
和24只相差1个核心序列,可能因为该个体D18S51
基因座原来的杂合子其中的1个等位基因发生了滑

动错配或者体细胞突变,产生了2个等位基因[7-8]。
Type1类型三带型等位基因相对Type2类型较为多

见,Type2类型的三带型等位基因的3条带峰高度平

衡,有研究推测与杂合子基因座发生了染色体重新排

列有关[8]。OL等位基因根据其分布可以分为2种情

况:一是OL等位基因在该基因座的基因分型标准物

范围之内,位于2个等位基因之间;二是OL等位基因

超出该基因座的基因分型标准物范围[9]。本研究发

现的D18S51基因座OL等位基因28超出了Power-
plex21体系中该基因座Ladder的最大范围27,是
稀有等位基因,发生频率较低。因为与基因座的亲权

指数计算相关,OL等位基因的正确命名较为重要,过
滤漂移率之后,经过计算,孩子和母亲的 OL等位基

因命名为28,由母亲遗传给孩子。
许泽辉等[10]在中国人群中发现三联体亲子鉴定

的母亲发生了 D18S51基因座三带型等位基因17,
18,19,父亲和孩子分型正常。有研究发现母子单亲

鉴定中孩子在D18S51基因座检测出三带型等位基因

15,16,17,母亲分型正常[11]。唐剑等[12]发现D18S51
基因座存在的三带型等位基因14,16,18。除此之外,
D18S51基因座的 OL等位基因丢失及突变均有报

道[13-14]。在检测中遇到特殊分型现象,首先要用不同

检测试剂盒验证其发生的真实性,排除试验过程中标

本污染等因素。本研究应用Powerplex21体系和

IdentifilerTM 体系对发现的D18S51基因座三带型及

OL等位基因进行验证,2种检测试剂盒的分型结果

相同。另一个关键环节为基因座亲权指数的计算及

OL等位基因的命名,对于计算及命名的具体方法,目
前国内尚无国家标准及行业标准。本研究中孩子

D18S51基因座的等位基因23遗传自母亲,推测24可

能由等位基因23突变形成。亲权指数可参考应用以下

2种计算方式:(1)将等位基因24由23突变而来的因

素考虑在内,亲权指数=X/Y=μm/(2p23p24)
[1],μm

为母源性突变的平均突变率[15];(2)将等位基因23和

24看作一个整体,根据双等位基因的方法计算[16],亲
权指数=X/Y=1/(2p17)。OL等位基因根据基因分

型标准物的分型标准和漂移率命名。由于亲代和子

代中遗传的稀有等位基因发生频率很低,OL基因座

的亲权指数可考虑使用D18S51基因座的最小等位基

因频率计算。
本研究利用Powerplex21体系检测分析广东汉

族人群D18S51基因座的特殊分型现象,其中D18S51
基因座的三带型等位基因分型17,23,24在STRBase
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数 据 库 (http://www.cstl.nist.gov/biotech/str-
base/)中尚未见收录,是新发现的三带型等位基因。
在广东汉族人群中发现D18S51基因座的OL等位基

因28,数据库中暂无收录,可作为Powerplex21体

系Ladder等位基因的补充,可提高该检测体系的检

测效能,本研究探讨了亲权指数的计算及命名,在鉴

定实践中可作为参考。
综上所述,在鉴定中遇到D18S51等STR基因座

的特殊分型现象,可利用含有相同STR位点的不同

试剂盒验证基因座的分型是否正确,排除试验的非特

异性扩增或污染、内标及Ladder等毛细管电泳的因

素。本研究对OL等位基因进行了正确命名,计算了

发生三带型等位基因或OL基因座的亲权指数,丰富

了STRBase数据库中D18S51基因座的三带型等位

基因分型,补充了广东汉族人群D18S51基因座 OL
等位基因分型和频率数据库。
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