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摘要

随着法医学的发展和日常检案的复杂化，在亲权鉴定中遇到的某些特殊案

例，仅靠常染色体STR、Y-STR及线粒体DNA往往难以解决。x染色体属性

染色体，男性个体的x染色体短串联重复系列(X．ch∞m∞lml Short Tandem

Repeat，X-STR)呈单倍型形式存在，只能从其母亲中得到，且只能遗传给女儿，

故孙女X-STR基因座的1个等位基因与其祖母相同。由于其遗传的特性，

X．STR在某些亲权鉴定(如缺少双亲的姐妹认亲、同父异母的半姐妹认亲、隔

代认亲等)中潜在一些其他染色体无法比拟的优点。为了发掘更多X-STR基因

座以解决法医实践中的特殊检案，本研究建立了二色荧光5个X-STR基因座复

合扩增体系，调查中国汉族827个无关个体、252例多个孩子的家系，研究该

体系的多态性和突变、重组情况，为建立X．STR基因座群体遗传学资料和建立

X．STR数据库奠定基础。

1．荧光复合扩增体系的建立

根据扩增片段的大小，将DXS6803、DXS981和DXS6809 3个基因座用

FAM标记(蓝色)；DXS6789和DXS7132 2个基因座用HEX标记(绿色)建

立复合扩增体系。用ABI prism 3100遗传分析仪电泳和GeneMapper 3．1软件进

行结果分析。GcneScan-500 LIZ'ra内标分析片段大小，用K562、9948和9947A

标准DNA来校正等位基因梯阶(Ladder)。每个基因座随机抽取1～2个等位基

因测序进一步验证等位基因Ladder。用自制等位基因Ladder进行等位基因分型。
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本体系应用荧光复合扩增5个X．STR基因座，结果清晰，方法简单、快速，

灵敏度高、重现性好。在25IIl扩增体系中模板DNA最低检出限为0．25ng，当

模板量在10～20ng时，将得到最佳结果。

2．5个X-STR基因座的多态性

用本研究所建立的复合扩增体系调查827名中国汉族无关个体。5个X-STR

基因座均得到清晰结果。DXS6803基因座共检出13个等位基因，包括不完全

重复等位基因，片段大小97—128bp，其中频率最高为等位基因11．3。DXS981

有13个等位基因，包括不完全重复等位基因，片段大小为178,-,202bp，频率最

高的等位基因为14。DXS6809有12个等位基因，片段大小为239～279bp，等

位基因33频率最高。DXS6789有12个等位基因，片段大小为150--194bp，等

位基因16频率最高。DXS7132检出8个等位基因11～18，片段大小为276-,304bp，

等位基因14频率最高。DXS6803、DXS981、DXS6809、DXS6789和DXS7132

多态信息含量(PIC)分别为O．7163、0．8123、O．7992、0．7473、0．7004；男性个

体识别率(PDM)分别为0．7270、O．8405、0．8248、0．7901、0．7644：女性个体

识别率(PDr)分别为0．9125、0．9554、0．9460、0．9134、0．9009；三联体非父

排除率(PEr)分别为0．7153、O．8218、O．8018、O．7471、O．7210，二联体非父排

除率(PED)分别为0．5795、0．7125、0．6850、0．6167、0．5854。这5个基因座

具有高多态性和高个体识别率，其中DXS981基因座多态性最高。

DXS6803、DXS981、DXS6809、DXS6789和DXS7132 5个基因座等位

基因分布在男女间无明显差异。在中国汉族500例无关男性样本共观察到449

种单倍型，有411种单倍型是唯一的(占82．2％)，单倍型个体识别率为0．9994。

检测女性样本，5个基因座均符合Hardy-Weinberg平衡。采用本体系检测294

例三联体(父．母．女)和271例二联体(母．子)发现8例突变，其中DXS6803

2例，DXS6809 2例，DXS6789 1例，DXS7132 3例。检测252例多个孩子家

系，5个X-STR基因座共发现53例重组。
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3．法医学应用

从3个特殊案例的应用中进一步验证了这5个X-STR基因座的高多态性和

高个体识别率，以及X-STR基因座在特殊案例中的应用优势。

结论：本研究1)建立了1组二色荧光分析体系，同时检测DXS6803、

DXS981、DXS6809、DXS6789和DXS7132 5个X-STR基因座，为进一步建立

更多色荧光复合扩增奠定了基础。2)获得中国汉族人群5个X-STR基因座的

等位基因频率、单倍型频率、法医学应用参数及突变率。3)本体系有较高的应

用价值，能作为法医学亲权鉴定中某些特殊检案的必要补充。

关键词：X染色体短串联重复(X-STR)，荧光复合扩增，多态性
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ABSTRACT

Autosomal STR(AS STg)and Y-STR polymorphisms have been used for

evaluation in forensic medicine．They ale widely applied in stain analysis and

kinship determination．In forensic practice，X-chromosomal STR markers were used

limited．As the development offorensic and the complication ofeases，AS STR and

Y-STR were not enough for forensic use and kinship determination,espeeially in

complex cases of kinship test．However,Chr-X STRs ale very useful in deficiency

paternity eases,such as paternity determination of anegcd half-sisters VCI'SUS the

father in the absence of mother．Chr-X STR is believed to be a potentially

complementary maker to other genetic markers(AS—STR,Y-STR and皿DNA)．We

developed a convenient procedure to ampHfy a pentaplex systems with Chr-X STR

loci(DXS6803，DXS981，DXS6809，DXS6789，DXS7132)for forensic casework

and increased the pool ofrelevant data for allele distribution and frequency in Chr-X

STR．827 individuals(500 males and 327 females)，at；well as 252 families with

multiple children were tested in Chinese population．And that provided an

oppommity to create reference databases in the population．

1．Developmem of multiplex PCR system

The pliers of three x-STR loci(DXS6803，DXS981。and DXS6809)were

labeled with fluorochrome 6-FAM．DXS6789 and DXS7132 were labeled with HEX．

A fluorescent multiplex PCR for amplifying five X-STR loci in the same PCR

IV
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reaction was set up．PCR products were analyzed using capilhry electrophoresis and

ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer,with GeneMapper Analysis Soft'ware．The

K562，9947A and 9948(Promega,Madison,wD cell line DNA w{a'e typed for

calibrating allelie hdder．Some common alleles were also sequenced to help in allele

typing．Allele typing was based on in-house allelie ladder．

We described a convenient pmcedme for amplifying five X-linked STP．s

(DXS6803，DXS981，DXS6809，DXS6789 and DXS7132)in a single reaction with

satisfactory results．No gutter bands wore d撇ted．About 20 rig DNAwas routinely

used,although 0．25 ng DNAwas sufficient for allele typing．

2．Polymorphism of the five X-STR loci

Samples from 500 male and 327 female individuals ofHart population in China

Were tested，13，13，12，12 and 8 alleles were detected for DX$6803，DXS981，

DXS6809,DXS6789 and DXS7132 respectively．Thil-tCell alleles were identified at

lolcUS DXS6803．fi'om allele 7 to 14,including incomplete repeats．n砖most

conllnon alleles are 11．3．Dxs981 has thirteen alleles from allele ll to 17 and

including incomplete repeats．The most common alleles was 14．Twelve alleles,

ranging from 28 to 38，were found in Chinese population at locus DXS6809．

DXS6789 has also twelve alleles，from 13 to 24．Eight alleles weTe identified at

DXS7132 locus,ranging bom allele 11 to 18。Forensic efficiency statistical

parameters were calculated for each locus．Polymoiphism information content(PIQ

was 0．7163，0．8123，0．7992，O．7473 and 0．7004 for DXS6803，DXS98l，DXS6809，

DXS6789 and DXS7132．res；peetively．111e results show the pentaplex X·STR

system had high forensic efficie∞y Tbe DXS981 locus is highly polymorpk with

the highest power ofdiscrimination and probability ofpaternity exclusion among the

five loci studied．

No significant differences were observed between males and females at five

loci．Hardy-Weinberg equilibrium但、7l，E)was performed on female samples，and the

genotype distributions did not deviate from HWE砒the five loci．500 male samples
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were investigated by haplotype analysis and for linkage disequilibrium．449

haplotypes were found,and more than 82．2％of hapletypes wel"e unique．The

ha#otype diversity rea,'hed O．9994．In our study,linkage disequilibrium among loci

wasnot detected in all pair wise locus comparisons bY the exact test．

Investigation in 294 family trios in which the child Was female and 271 families

with mother and son,eight c黜ofmutations were found,2 at the DXS6803 lOCUS,2

a士DXS6809．1砒DXS6789 and 3 at DXS7132．Mutations were not found at the

DXS981．53 cases of recombination were found in 252 families with multipllc

children in which families with mutations were excluded．

3．Forensic applications

Three examples of the practical application in complex kinship testing show

that the five loci ofthe multiplex system provide high polymorphism information for

forensic identification and paternity testing,particularly for difficult paternity

de丘cient cases．

In Conclusion,the pentaplex ChrX-STR systems for simultaneous analysis of

loci(DXS6803，DXS981，DXS6809,DXS6789，and DXS7132)have been

developed and may be used to create database of population for forensic analysis．

This might provide an opportunity to develop muRiplex PCR by using more loci．We

reviewed the population genetic properties and forensic utility of the five X-STR．

ChrX genotyping can complement the analysis of AS—STR and Y-STR very

efficiently,especially in conrplex casa；ofkinship testing．

KeyWords：X—STP．,Fluorescent multiplex PCR,Polymorphism
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第1章引言

微卫星DNA发现于上世纪90年代初“l。重复单位2~7 bp，等位基因片段长

度多在400bp以下，所以又称短片段串联重复序列(ShortTandemRepeat．STR)。

其特征是等位基因靶片段短，PCR扩增检测灵敏度高，适用于陈旧、腐败、微

量材料的鉴定，分型能标准化，能复合扩增联合检测十几个以上的STR基因座，

因此，很快就被广泛应用于法医上。尽管单核苷酸多态性(SNP)检测的DNA片

段更短，但是其分型技术尚未得到标准化。因此，可以预测在很长的一段时期内

STR仍是法医学上使用的主要DNA遗传标记。

亲权鉴定是法医物证鉴定的主要任务之一。在实践工作中，大多数亲权鉴定

可以使用常染色体遗传标记解决。但是有一部分没有父母参与检验的缺失案，仅

用常染色体检测难以排除亲权关系。因此，近年来法医工作者越来越关注研究性

染色体和线粒体DNA(mtDNA)遗传标记，Y染色体STR和mtDNA已被用于排

除父系关系和母系关系的隔代亲权鉴定旺羽，而X=STR在法医学中应用较少。

1．1 X染色体的特性

x染色体是性染色体，正常的女性有一对X染色体，而男性只有一条x染

色体。女性的核型为46XX，男性的核型为46XY。因此，x染色体特异性的STR

在分型图谱上，男性只有一条带，而女性则可以有一或两条带。在遗传过程中，

母亲的x染色体既可以遗传给女儿也可以遗传给儿子，而父亲的X染色体只能

遗传给女儿。女性的二条x染色体是同源的，在减数分裂过程中与常染色体一

样可发生重组。

男性的X染色体以单倍型形式存在只能从其母亲中得到，且只能遗传给女

儿，因此同父所生的姐妹在x染色体STR基因座上有1个相同的等位基因，孙

女x染色体基因座有1个等位基因与其祖母相同。x染色体这种独特的遗传方

式，使得x染色体遗传标记在亲权鉴定中具有特殊的应用价值。在一些双亲缺

失的鉴定中，如姐妹鉴定、同父异母的半姐妹认亲、隔代认亲等，更有着常染色
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体遗传标记难以比拟的优点。

1．2 X染色体STR研究简史

X染色体遗传标记早已被应用于亲权鉴定中，如红细胞血型xg和红细胞酶型

G6PD。X染色体上也有不少VNTR(variable number oftandem repeat)基因座‘7。121，

但法医上采用的较少。常染色体STR被发现后不久，X染色体上也发现了sTR【b’

14]。HumARA和HPRTB(hypoxanthine phosphoribosyl transfcrase)是最早用于法医

学的x染色体特异性STR(X-chromosome specific STIL X-SIR)基因座“生191。1999

年Edelmann和Szibor口oJ报道DXS6807的多态性之后，对X-STR的研究日渐增多。

至今已有数十个可应用于法医学检案的X^STR基因座。在国内，自窦效传等报道

DXS6799、DXS6804、DXS7132和DXSl068旺11，吕德坚等‘笠1报道DXSl01的多态

性以后，对X-STR的研究也在不断增多。

1．3常用X-STR基因座

对X-STR的研究，近年来发展迅速。目前已报道了数十个x．STI灌因座的法

医学应用价值。常用的x．S嗽因座引物序列、扩增片段长度、群体的等位基因
数目和重复序列见表1．1和表1．2。其中，ARA是一个多态性很高的基因座，但

Szibor等认为ARA基因座和肌肉萎缩症、精子发生障碍和肿瘤等多种疾病有关，

基于伦理上考虑，防止人们对法医DNA检验的不信任，建议不要再作为法医遗

传标记使用∞1。

表1．1法医学上常用的X．STR基因座信息

Table 1-1 Information ofX-STR loci used in forensic practise

2
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DXS6807 GAGCAATGATCTCATI'TGCA 251-275 7 Germalls ‘20l

DXS9898

DXSl∞ll

DXSlOl

DXS7132

DX$9895

G^姒172D05

G小165812

GAE^3lE08

DXS8377

Dx$7130

ka4弧k雌讯讯缸}岛G}}}}}椒
OAGC枷^=IrrcAllTGC^T硎^C 258-286

GAC兀1．^1[℃^：¨悯T^^^C加略1．舡^G
cGAGCACAOCTACAAAAGCT 189-214

TCGATTAoGTI．c^GrK℃CA

GGAGTOAAll讯^^A^AA^^ 137．257

TGAAATC爿r(玎^_rI■-rTC兀1℃

^Cr(了A从TCAGTOC^^ATAT(了 179-233

^}∞c椒CcadGQc蛾K陬●矗
Gr咖TAIa广r从T^^^CCCr(m 154-198

AAG氏～弧KrnG蛾研oC'ml弧
^G00C尤几TrcAr^A瞄A^：ICC 272-304

A盯cAGr‘X了rr(?I℃T^C11^11bG

Gn瑚ACCn’GTG^：n．GTC玎 190—222

CtGGClG^c舳：n^3^豳AA．A
CAC^0GAGa兀1bACCrI讯 195—2ll

AAcTGAGAr(而TGOCACToAtrAGGCA^C姗GTcc llo-134

AC从G从CGAAACr00AACl_c
GGGA僦^盯rcAAG加'GA 16扣l跖

OCr‘×X玎℃AAGGAA兀-ACAA

T玎3GGTGGGGACACAG^G 139-161

oZr(}cKTCAAoG从TTACAA
GA(瓢CCm^CAOAAAACC丌Tn3GG 219五43

G殴^‘X?÷通^}强K3Q0吼G÷∞}矾k
TCAGAGGAA从GAAGT^GACAT^CT 178_202

’nCtClCc抽Cr呱c}岛a矾ck
TrcCCr(叮Cn：()C“册TCT 245．28l

缱纯I~c^QCckkkhCcAG}通
TAGl粥TGK啊旧T瑚ACAG 108—136

A附．^mAAAGCCcGG^：I’rC
m啪T^]rc觚A^TcAⅨ1A兀)cG 117．141

TDUUUⅡ℃^：n1TC^C“订UT触rGC

AGGGGAGA^GG(烈GA盯GA 22I_狮
CAGI邢ACAGAGCACAGAGA
CAC九℃^=r‘X；(TrAOCACAG 2lm猁
G舢)Cm∞kk轴谳婚13程
GTll-rCCr‘’1℃Ar(1DOCAAC 175—195

1AGCrn“X：GCCn3GCAC^触
G丸伽HⅪ椰ACAGG从 105-128

CAAAAAGQGK峨讯GCt～：rt
C飞GckN3’已cKmQG^文taA 168二如

Japenese
嘲

Germans‘，q

7 Korean
t2，】

7 Germans嘲

TC(1．AGGACr(粥G从AGGAC
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表1-2 X-STR基因座的重复序列结构

Table 1-2 Core sequence ofX-STR locus

ARA

HPRTB

DXs6807

DXS9898

DXSl∞Il

DXSl01

DX蹦琳
DXs7132

DXs68∞

DxS8378

DX$9895

DXS6810

DXS98l

⋯(GCl)”(Gc耽⋯

(AGAT)h

(GATA)1GTAATG^(GATA)2GAC(GATA)a

(TATC)2(ATC)(TATC)。

(TATC)2(ATC)(TATC)(ATC)(TATC)．

(GAAA)uGAAGGAAA(GGAA),(AGAA)i

“l】

l蝴

bq

l硼

嗍

GAAAGA(GAAA)t_‘3AGA(GAAA),．GAAGGAAA(GGAA)4(AGAA)3

(a∞“A．兀)．
[421

，7_髭男翻粥拓，，爿冗品唧
(TCTA)．

嘲

(TAGA)。CA(GATA)lGAT(GATA)yGG(TAGA)3TC(GATA)3
嘲

(CTAT)。‘竭

(AGAlM(AG帅。 嘲

(AGAT),：AT(AGAT),,,A(AGAT)3

(cTGql(CTAT)2(CTGTh(CTAT)eCAT(CTAT)l
叻

1TNll(TATC'k
嘲

越1哪Nsl(TATC),,(ATCXTATC)l

DXS6797(ATCT)mNl2s(ATCI'k
嘲

GATAl72D05(TAGA)u
13习

GATAl65812 ‘AGAT)B
唧
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1．4X染色体STR作图

对位于同一染色体上的遗传标记，必须考虑到它们之间的连锁和连锁不平

衡。遗传标记之间是否存在连锁，可以通过基因组作图(genome mapping)来了解。

基因组作图的方法有：

(1)遗传作图(Genetic mapping)，它采用杂交育种(cross-brooding)实验、分

析家族史[系谱(pedigree)]等，基于遗传连锁(genetic linkage)的遗传学技术，构建

能显示基因或序列特征在基因组上位置的图(map)。遗传作图能显示遗传标记之

间的遗传距离(genetic distance)，其单位为厘摩(centi-Morgan，cM)，表示两个遗

传标记之间在100次减数分裂中发生一次重组的距离。

(2)物理作鹰](Physical Mapping)，它应用杂交分析、PCR等分子生物学技术

直接分析DNA分子，对有显著特征的序列进行定位，构建能显示基因、序列特

征在基因组上位置的图。物理作图可显示两个遗传标记之间的物理距离(physical

distance)，其单位为bp(base pair)。

一般情况下，两个遗传标记之间小于25Mb时，1Mb物理距离相当于lcM遗传

距离，但是物理距离和遗传距离之间的相关性并不严格，遗传标记连锁与否不能

简单地按基因组作图来判定，需要通过其它方法，如家系分析、连锁平衡分析来

验证。

遗传作图和物理作图也包括了将遗传标记定位于染色体上，即染色体作图
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(chromosome mapping)，染色体作图是判断连锁的简便方法之一。

在染色体作图中，常以距染色体短臂末端的距离来定位遗传标记在染色体上

的位置b31。法医学上常用x染色体STR遗传标记的染色体定位可参考网站：

http：／／www．chrx-str．org／。

表卜3 X-STR的物理和遗传学定位

Table 1-3 Physical Localisation and Genetic Localisation ofthe X-STR loci

PhysicalLocalisation PhysicalLocalisation Genetic Chromosome

Locu$ [bps】(Celera) [bps](NcBD Localisation Location

start stop
start stop【cl哪

ARA 66549086 66549559 Xqll．2-q12

}球m 133340帅5 133，40567 xq26

嘣807 4603l 18 4 603 3“4．39 Xp22．32

DxS9898 87592564 87612756 xq21．31

DxSl∞ll 15∞5S594 150858986 Xq2$

DXSl01 I00298583 l∞2粥776 101219161 101219387 Xq22．1

DX$6789 92323嘶3 92323207 95255559 95255699 103．56 xq21．33

DXS7132 64428357 64448643 83．3 Xql2

DX靳800 78486555 78486748 93．17 xq21．1

DXS8378 lOl49453I 10149660 9179962 9180165 Xp22J3l珑．2
DX$9895 8208533 8208678 7236843 7 236 989 8．76 Xp22．M2．3
DxS6810 43879009 43879225 42674944 42675164 63．59 Xpll．3-11．4

DXS朔1 68302370 68302558 679803∞ 6798∞66 Xql3．I

DX靳797 104945941 l“946197 107287210 107287478 112．89 Xq22．3

GAl'A172D05 112970738 112990 856 ll矗17 Xq23

Gml65812 118547676 118547812 120603S03 120603631 133．2 xq25

G^脚lE08 138803502 13880374I 139959775 13996∞22 154．29 Xq27．1

DxS8377 147232725 147232985 149237039 149237284 Xq28

DxS7423 147375183 147375365 149237039 1492372抖 Xq28

DXS6803 87∞1142 87001258 86227315 86247427 94．26 Xq21．31

DxS7130 11594796l 115948136 117982050 117982225 Xq23-24

DXS6809 94744298 94744556 102．28 Xq21．33

DxS7133 106532604 106532717 108837688 108857808 Xq23

DXS7424 99497185 99497352 100424961 100425128 Xq22．1

DxS6801 89419024 89419153 92307317 92327445 99．73 Xq21．32

DX$6804 109598134 109598326 111918852 111919036 116．17 Xq23

DXS6854 1284l“33 128414541 Xq25

DXS6799 97185059 97185318 107．42 Xq21．33

DXS9902 16084327 16084494 15083273 150834“ 22．04 Xp22．2
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以网站Q堂P；丛竖盟￡h垡：逝堡出发基盈!i，参考http：／／www．ncbi．nlmmilLgov／mapview．、
缝卫；型幽鲤耋垫垒!：鲤臣H盟§砸型i鲤丛!毡啦 和

http：／／research．．marshfieldclinic．org／genetics／Map Markers／maps／IndexMapFrames．html 及文献

‘33】‘卅‘30整理所得。

但是，不同研究组、不同研究方法、不同网站或不同文献的数据分析所得连

锁关系并不完全一致。因此，x染色体遗传标记的染色体作图也可能并不一致D3】

阱l r26]。如DXS7130，Edelmann和Szibor 03懈其定位于短臂，而NCBI则定位

于长臂。

1．5 X-STR基因座的连锁与连锁不平衡

相距越远的遗传标记就越容易发生重组，相距越近的遗传标记连锁的机会就

越大，紧密连锁在一起的遗传标记簇，称为连锁群(1inkage group)。Szibor等Ⅲl

根据182个母亲一后代家庭的数据，以最大LOD值(maximum LOD score)的阈值

为2．O，将法医上常用的X．STR基因座分为4个连锁群。

第一连锁群的基因座：DXS6807、DXS9895、DXS7130、DXS8378、DXS9902、

DXS6795。

第二连锁群的基因座：DxS7132、ARA、DXS981、DXS6800、DXS6803、

DXS9898、DXS9905、DXS6801、DXS6809、DXS6789、I))(S7424、DXSl01、

DXS7133、GJ虹A1721305。

第三连锁群的基因座：HPRT单独成为一群，但它和GATAl72D05有连锁。

第四连锁群的基因座：DXS9908、DxS7433、DXS7423、DXS8377、DXSlooll。

在法医学应用中，常常还需要知道基因座之间的连锁不平衡状态。但是连锁

的基因座之间并不一定存在连锁不平衡(0inkage disequilibrium，LDE)，这在

x．STR中表现最为典型。Szibor等Ⅲ1通过分析多个家系结果表明，虽然X染色

体STR均位于同一染色体上，甚至在同一连锁群内，但大多数X．STR基因座之

间并没有连锁不平衡，只有少数基因座之间有明显的连锁不平衡。

本次研究的5个X-STR基因座均位于第二锁群内，见图1-I。

7
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图1．1法医上常用的X-STR基因座的位置(参照http：／／www．chrx-str．org／)

Fig l—l Localization ofX-$TR loci used in forensic practise

1．6 X书TR基因座复合扩增

STR基因座的分型主要采用扩增片段长度多态性分析(amplified fi'agmem

lengthen polymorphisra,Amp-FLP)技术，最初为单基因座扩增分析。因为STR

是一类重复序列，不同的等位基因表现为扩增片段长度的不同。因此，根据STR

基因座的扩增片段长度范围的差异，可以将几个STR基因座同时复合扩增，扩

增产物在同一泳道上电泳分析，提高STR分型效率。

STR的复合扩增产物可以采用银染显带方法检测。X-STR也可以用银染复合

扩增体系，如DXS7132-DXS6804复合扩增系统旧8I、DXS6799DXS6804巾XS6854

复合扩增系统‘401等。上世纪90年代，为了提高检测效率，同时检测更多的基因
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座，STR复合扩增逐渐采用荧光标记引物，DNA遗传分析仪电泳、自动化分型

的方法。对于X-STR，已有不少复合扩增体系，从二重至七重扩增都有。与一

些常染色体或Y染色体的复合扩增体系相比，虽然X-STR复合扩增的基因座数

目少一些，但是由于部分X-STR的多态性较高，其累积亲权排除率仍相当高。

国外大多数X-STR的复合扩增采用荧光标记引物的技术，但在国内报道甚

少。目前，所报道的荧光标记引物X．STR复合扩增体系大致有：

(1)三重复合扩增(triplex PCR)

DXS6800．DXSl01．DXS8377‘蛔

DXS6809．．DXS6789．．DXS6801 c471

DXS6803．DXS981．DXS6809【35】

(2)四重复合扩增(quadrllplex)

DXSl01．DXS8377．HPRTB．STRX-1啪】

DXS9898．DXS6809．DXSl001 1 c491

GATAl72D05．HPRTB．．DXS8377．．DXSl01嘲1

DXSl01．DXS8377．HPRTB．DXS981【42】

(3)五重复合扩增(pentaplox)

HPRTB．DXSl01-ARA-DXS7423．DXS8377¨ll

DXSl01．DXS8377-HPRTB．DXS981．DXS6789[421

DXS9898．DXS6807．HPRTB．DXSl01．ARA b1】

DXS7133．DXSIool 1．DXS7424-DXS8377．DXS8378【5l】

(4)七重复合扩增(heptaplex)

DXS6789．HUMARA-DXSIooI 1-DXS7423．HPRTB．DXS6807．DXSl01岱2l

9
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1．7研究X-STR的必要性

X．STR最大应用价值在于能解决一些特殊的双亲缺失的亲权鉴定案。对于

双亲缺失的亲权鉴定案来说，往往需要检测比三联体或二联体案件更多的遗传标

记才能达到认定水平。因此，不仅要发现更多新的X-STR基因座，而且要在以

下几个方面作深入研究：

(1)探讨不同群体遗传多态性。各基因座在不同的群体可能等位基因频率并不

相同，为了对X-STR的分型证据做出准确的评估，需要调查相应群体的多态性

情况。

(2)建立更多的复合扩增系统。X-STR复合扩增基因座的组合，除了考虑能否

成功建立复合扩增体系之外，还应考虑到连锁关系。在不同的案件中可能需要使

用不同的基因座，有时可能需要连锁的基因座，有时可能需要使用不连锁的基因

座。因此，建立不同的复合扩增体系，在检案实践中可以有针对性地对不同的案

件采用不同的检测方案。

(3)深入了解突变率。STR突变属于一种罕见现象，需要积累很多的实验资料，

才能取得一定的突变数据获得准确的突变率。目前，虽然已有一些资料反映

X-STR与常染色体STR的突变规律相同，但数据比较有限，需要作更多的调查。

(4)统计重组率。X-STR位于同一染色体上，有连锁遗传的倾向，也存在重组

的可能性。对于亲权鉴定来说，遗传中的重组对于判断亲权关系有很大的影响。

但目前的文献显示，不同资料分析各X-STR基因座之间的连锁紧密程度所得的

数据并不一致。调查各X-STR之间的重组率对于评估亲权关系极其重要。

以上所述表明，X-STR的应用在Et趋增加，但中国人群的群体资料尚少。

为了发掘更多稳定性好、多态性高的X-STR基因座，使之能在法医实践中发挥

更好的作用，本研究构建了5个X-STR基因座荧光复合扩增体系，调查了这些

基因座在中国人群中的群体遗传学数据；并通过家系分析研究其突变和重组。

10
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第2章5个X-STR基因座荧光复合扩增体系的建立

建立STR的复合扩增体系有利于提高检测效率。DXS6803、DXS981、

DXS6809、DXS6789和DXS7132 5个X-STR基因座位于x染色体第二个

连锁群Ⅲ】，它们呈连锁关系。这5个X-STR的单基因座扩增，或其中一个

STR基因座与其它基因座一起复合扩增的方案已有报道[33,34,38,471。但是未见

有这5个基因座复合扩增的报告。本章旨在建立这5个X．STR基因座的荧光

标记复合扩增体系。

2．1材料和方法

2．1．1 DNA样本

血痕或新鲜血样来自本教研室日常检案标本；三个阳性标准DNA：

9947A，9948来自Powerplex。16 Kit(Promega,Madison,USA)；K562自FFFL

kit(Promega,Madison,wr)

2．1．2主要仪器及试剂

高速台式离心机 5417e

PCR扩增仪Prinlu$96 Plus

ABI PRISM 3100遗传分析仪

超纯水机

Vortex-Genie 2型旋涡混合型

lOm，100ttl，1000pl微量加样器

电泳仪

Chelex-100

(Eppendorf)

(MWGAG，德国)

(ABI，美国)

(Milipore)

(EppendorD

(Bio．Rad，美国)

(Bio．Rad，美国))))))))Ⅱ)

器n

Q

o“6佰。嫡n

炼0

0

0

o

0

0

0试0
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(2)Tit's(Sigma，USA)

(3)BorisAcid(Sigma，USA)

(4)EDTA(Sigma，USA)

(5)Acrylamide(Protmga,USA)

(6)Bis-arcyl锄ide(Promega，USA)

(7)Aps(Sigma，USA)

(8)TEMED(Sigma，USA)

(9)乙醇(广州化学试剂厂)

(10)硝酸(广州化学试剂厂)

(11)AgN03(广州化学试剂厂)

(12)Na2C03(广州化学试剂厂)

(13)冰醋酸 (广州化学试剂厂)

(14)dNrP(Promega，美国)

(15)10XBuffer(ABI，美国)

(16)MgCl2(ABI，美国)

(17)Taq Plus DNA聚合酶 (鼎国科技有限公司，中国北京)

(18)HS--Taq DNA聚合酶 (科登生物有限公司，中国珠海)

(19)Taq Gold固DNA Polymerase(PE，USA)

(20)GS500∥(ABI，美国)
(21)去离子甲酰胺 (ABI，美国)

(22)HIDFragmentAnalysis36_POP4_l(ABI，美国)

(23)Buffs(10X)with EDTA(ABI，美国)

2．1．3 DNA提取

血痕和血液均用Chelex-100法提取DNA。

血痕DNA提取：

(1)取2mm×2mm血纱置于O．5 mlEp管中；

(2)加500J_tl灭菌超纯水浸泡10min，9000rpm离心6min，弃去上清；

(3)重复步骤(2)；
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(4)加入悬浮好的5％Chelex．100溶液200“1；

(5)560C孵化过夜：

(6)1000C 10min， 振荡5～10sec；

(7)12000rpm离心2min，上清液即为DNA提取液，40C保存，备用。

新鲜抗凝血DNA提取：

取20pl抗凝血置于O．5ml EP管中。其余步骤同血痕提取(2)～(7)。

2．1．4 DNA定量

DNA定量采用核酸蛋白分析仪：测定A260值和A2so值； 计算A260／A2so

值估计DNA纯度和计算出样品DNA浓度(gg／91)．

2．1．5引物

DXS6803、DXS981、DXS6809和DXS7132 4个基因座引物来自GDB

(htto：／／www．gdb．org)；DXS6789基因座引物参照Hering S报道b¨，均由

上海英俊生物工程有限公司合成，各基因座信息见表2．1和表2．2。

表2．1引物序列、荧光标记及染色体定位

T曲le 2-1 Sequence and lable ofprimer and chromosome 10calization
“

基因座染色体定位标记染料引物序列

Locus Localization Labk Primer sequence

DXS6803 Xq21 FAM F：5’．GAAATG TGC TIT GAC AGG AA．3’．3’

R：5’-CAAAAA GGG ACAl肖rGCTACT T．3’

DX$981 Xql3 FAM F：5’．TCA(认GGAAAAGAAGl：AGACATACT．3’

R：5’一TI℃1CTCCAC订TrCAGAGTCA．3’
DXS6809 Xq21．33 FAM F：5’一TGAACC T陀(XA 0CT CAG GA．3’

R：5’·1CTGGAGAATCCA^TTI-rGC一3’

DXs6789 Xq22．3 HEX F：5’—GTl℃'订AC耵AATAAACCCl℃1’rr-3’
Ri 5枷6^A6mrJ了Gd册nx刀XZ丁GFJ’

DXS7132 Xql2 HEX F：5’．AGCCCATrrl℃A1：^AT从艘C-3’
F：5’一AAr CAG TGC Trr CTG 1’AC TAT TGC一3’
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表2-2 5个X．STR基因座信息及细胞株DNA分型结果

Table 2-2 Information offive X-STR loci and results ofallele tying ofstandard cell line DNA

基因座 等位基因数 片段长度CoP) 等位基因范围MJ]t株DNA分型(TypmgofcellllneDNA)

Locus Allele number Size(bp) Allele rang K562 9947A 9948

DX86803 13 97'-,125 7L14 9 II．1l 12

DXS981 13 17弘202 11—17 13．3 13．3，14．3 14．3

DX86809 12 239,．,-279 28"-38 34 31，34 31

DXs67眇 12 150-．-194 13—24 2l 21，22 20

DXS7132 8 276--304 1I一18 13 12，12 13

2．1．6扩增体系及条件

总体积25ttl，内含10--20 ng模板DNA，2001．tmol／LdNTP，1．5mmoFL

MgCl2(ABI，US∞，1 XBuffer(ABI，USA)，1．5U Taq DNA聚合酶(①Gold

Taq DNA聚合酶；②Taq-plus DNA聚合酶；③HS-Taq DNA聚合酶)，

DxS6803、DXS981、DXS6809、DXS6789和DXS7132引物分别为

0．47pmol／L、0．40．_tmol／L、0．43 p．mol／L、0．49斗mol／L、0．54 pmol／L·

在Primus96plus PCR扩增仪上扩增，条件如下：

用Taq-plus DNA聚合酶或HS．Taq DNA聚合酶时：

940C 5min

940C 45sec 、

600C 45sec } 30个循环

I
720C 45sec 一

72 oc 5min

使用Gold Taq DNA聚合酶时：

950C

94℃

600C

720C

720C

囊)3椭环

14
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2．1．7 PCR产物检测与分型

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分型

(1) 配胶：6％q[s变性胶

300 Arc：Bis(29：1)8ml

5×TBE 8n11

TEMED 20m

10％APS 200ttl

DDH20 24 ml

(2) 灌胶

(3) 上样：取2vtl PCR产物与上样缓冲液混合后上样。

(4) 电泳：恒压450V，恒温20℃，电泳3h。

(5) 显色：lO％乙醇固定10min一蒸馏水洗1次一I％HN03浸泡1～

2min一蒸馏水洗1次一O．012mol／L AgN03染色15rnin一蒸馏水洗2次

30％Na2C03显色至出现DNA条带一10％冰醋酸停显一将凝胶转移

至白色滤纸上，放置56℃温箱烤干。

ABI PRISM 3100遗传分析仪分型

(1) 开机：：开启稳压电源一打开电脑(进入Win2000系统)一开启

3100主机电源(仪器进入自检状态)一启动3100 DATACollection数

据采集软件。

(2) 装置准备：定期清洗和安装(把注射器、毛细管、Buffer糟等拆下，

用纯水清洗，晾干，灌胶：注射器里注入相当体积的POP-4胶，排

出空气。Buffer糟里盛1×Buffer溶液。双击Run 3100 Data

CollcctionVersion2．0软件一点击菜单栏中的wizards一点击Fill

Capilhry wizards，对毛细管注胶一毛细管定位和样品编辑)。

(3) 样品准备：

GcneScan伽．500LIzTM size standard 0．3Itl一

去离子甲酰胺 9．7pl一卜“样品数
混匀后瞬时离心，每管加10．Om混合物，再加PCR产物1．Otd，瞬时离



第2章5个X-STR基因座荧光复合扩增体系的建立

心。950C变性4min，放置冰盒中冷却3 mill，取10．0ttl变性后的样品

转移至96孔样品板，装载入3100遗传分析仪进行电泳。

(4) 电泳条件：14．7kV，1309A，14．8mW。

(5) 结果分析：GeneMapperlDv3．1软件。

2．1．8等位基因梯阶(Ladder)的制备

将各个基因座不同等位基因用非荧光标记的引物扩增，并在6％非变性

聚丙烯酰胺凝胶上电泳，回收，分别置于200ttl EP管中，加100ttl消毒超纯

水浸泡过夜，取1．09l上清液作模板DNA，再次作单位点扩增，混合各等位

基因产物，即为各基因座的Ladder。(1)以各基因座Ladder为模板用单基

因座荧光引物扩增，混合扩增产物即为5个基因座复合扩增用的Ladder：(2)

根据各基因座Ladder在非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳条带的强弱，按比例将各

基因座Ladder混合，取2．0td作模板DNA按2．1．6条件扩增，产物即为5个

基因座的Ladder。．200C贮存备用。

2．1．9序列分析

由上海英俊生物技术有限公司测序。

2．2结果

2．2．1单基因座扩增

单基因座扩增用Taq．plus DNA聚合酶，PCR产物用银染法检测。5个

X-STR基因座均获得清晰的条带，在等位基因的扩增片段长度范围内没有非

特异性条带出现。单基因座不同等位基因及Ladder结果见图2-1、2·2、2-3、

2-4和2-5。
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图2_1．DXS6803基因座各等位基因及Ladder(L：Ladder)

ng 2-1．Figure ofallele and ladder at the locus DXS6803。(L：Ladder)

图2-2．DXS981基因座各等位基因及Ladder(L：Ladder)

Fi92-2．I龟IⅡ屯ofallele andladderforthelocusDXS981(L：LaddeO

图2-3．DXS6809基因座各等位基因及Ladder儿：Ladder)

H92-3．Figure ofallele and ladder for the locus DXS6809(L：Ladder)

图2-4．DXS6789基因座各等位基因及Ladder(L．Ladder)

n92-4．啦lI婵ofallele and ladder for the locus DXS6789(L：t．adder)

图2-6．DXS7132基因座各等位基因及Ladder fL．Ladder)

，毡2-5．Figure ofaⅡek and ladder ofthe locus DXS7132(L：Ladder)

17
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2．2．2荧光标记引物复合扩增

(1)荧光标记引物Ladder结果

各基因座Ladder用荧光复合扩增体系扩增，产物用ABI 3100遗传分析

仪电泳，结果见图2-6。

图2-6．5个X-STR基因座Ladder(ABl3100电泳)

№2-6．FigureofladderofthefiveX-STRlocioNABl3100

(2)不同Taq DNA聚合酶扩增比较

本实验试用了3种Taq DNA聚合酶(OOold Taq DNA聚合酶；②Taq-plus

DNA聚合酶；③HS-Taq DNA聚合酶)，均可以得清楚的图谱。见图2-7、图

2-8。由于Taq-plus DNA聚合酶价格便宜，灵敏度高，故被选为以下实验的聚

合酶。

(3)灵敏度检测

以K562为模板，结果能成功扩增的模板最低量为0．25ng，见图2-9。

(4)样品及阳性对照DNA结果

血痕样品或血液样品用本体系扩增结果清晰，见图2-10、图2-11；阳性

对照DNA K562、9947A、9948样品结果见图2一12，分型正确，说明本实验

中Ladder分型是准确的。

18
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2．2．3等位基因测序结果

在每个基因座中随机抽取若干个等位基因进行序列分析，测序图谱分别见图

2-13～图2．19。5个X．STR基因座的部分等位基因结构如下：

DXS6803 12．3结构为Pv20-NIg"[TCTA]n-[TCA]·【TCTA]-N's-PR22

DXS981 14结构为PF25一N4一TT—Nsl．[TATC]14-PR22

DXS981 14．3结构为PF25一N4一△TT—Nsl-[TATC]13一[ATC]一[TATC]一Pr02

DXS6809 32为PF20·N37．【c’I卸r【ATcll3—Nr【’I肖rc】3-[ATCT]s-NIo-[ATCT]12-N3rP脚

DXS6809 32．1为％口IN37．【cTA硼9_【AI℃T]3-Ng-[TATC]3一[ATCT]6-NIo-T一[ATCqII'N31-Pmo

DXS6789 20结构为PFU-TATC·[TATG]lo-[TATC]9-N49-Pms

DXS7132 15结构为PF22"N19·[TCTA]lsoNl67-P时

2．3讨论

2,3．1复合扩增基因座的选择

本研究在选择荧光复合扩增的基因座时，是基于以下几个方面考虑的：

(1)位于同一连锁群内：作为位于同一染色体的基因座，必须考虑到连锁遗传

的问题。各基因座如位于同一个连锁群之内，呈连锁遗传，便于以单倍型

观察多态性。根据Szibor等的作图，DxS6803、DxS981、DXS6809、

DXS7132和DXS6789均位于第二连锁群内，应呈连锁遗传。

(2)易于扩增：除这5个基因座外，实验初期我们还选择了另外一些位于x

染色体第二连锁群内的基因座，如ARA、DxS6800、DXS7424、DXSl01、

GATAl72D05等。但单基因座扩增结果发现，这些基因座的扩增存在着一

些问题，有的扩增的产物量少，显带过浅，甚至有时很难得到扩增产物，

如DXSl01；有的很容易出现非特异带(如影子带)，如DXS7424：有的

要使用较高的DNA模板量；有的对模板的纯度和完整性要求很高，

Chelex-100法提取的模板放置2--3天之后即难于扩增成功。而DXS6803、

Dxs981、DXS6809、DXS7132和DXS6789这5个基因座易于扩增、任

意选其中两个或三个基因座进行两重或三重复合扩增时，均易成功，稳定
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性好，结果清晰，非特异性带很少。故最后选择了这些易于扩增，分型较

好的基因座进行复合扩增。

(3)扩增产物片段长度不重叠：复合扩增各基因座片段大小的差距应大于30

bp，各基因座的等位基因之间才不会发生重叠，干扰分型。DXS6803基

因座扩增产物片段长度为97—125 bp，DXS981为178,--202bp，DXS6809

为239～279bp。DXS6803与DXS981相差53 bp，DXS981与DXS6809

相差37bp，故这3个基因座引物均用同一荧光素6-FAM标记。DXS6789

基因座扩增产物片段长度为150---194bp，DXS7132为276--304bp，两者相

差82 bp，这2个基因座引物用另一荧光素HEX标记。

(4)引物浓度易调配：增加基因座时，很难调整引物的浓度，各基因座之间的

扩增易出现不平衡现象。如增加GATAl72D05基因座时，DXS6803扩增

特异峰很低，而DXS6809发生优势扩增，难于平衡各引物的浓度。未加

GATAl72D05基因座时，各引物的浓度易于调整，大约均等浓度就能扩增

出理想的结果，故放弃G觚A172D05。

2．3．2复合扩增条件的选择

为了使扩增结果理想，本实验主要探索了以下几个与扩增有关的因素：

(I)引物的浓度和比例：实验发现引物的浓度与模板浓度有一定的关系，当模

板浓度较低时，引物浓度要高。当模板浓度适中(10～30ng)，各引物浓

度均等时，结果清晰；但当模板浓度很高时，DXS6803出现优势扩增。

故本实验选择25ttl体系，模板DNA为10～20 ng，按2．1．6条件扩增能得

到理想的结果。

(2)Taq DNA聚合酶：不同的Taq DNA聚合酶，其扩增效率和特异性是有差

异的。本研究试用过多种DNA聚合酶，包括Taq．plusDNA聚合酶、HS—Taq

DNA聚合酶和Gokl Taq DNA聚合酶。当DNA浓度达到10--30ng时，这

3种DNA聚合酶均可达到理想的结果。Taq．plus DNA聚合酶最低检出限

为0．25ng；HS．Tat]DNA聚合酶最低检出限为0．5ng。由于Gold Taq DNA

聚合酶的特异性高，当使用Gold Taq DNA聚合酶时，结果清晰，荧光染

料峰干扰较少。但是Gold Taq DNA聚合酶的扩增效率并不是最高，当用
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此酶扩增时，要加大模板量，否则等位基因的峰很低或不出现。本实验主

要采用Taq-plus DNA聚合酶，因此酶还具有纠正功能，且价格低廉。

(3)Buffer：比较多种PCR扩增Buffer，结果发现ABI公司10xBuffer缓冲液

与Mgcl2溶液进行复合扩增能得到最佳效果。M矿最佳浓度为1．5mn帕lFL。

(4)模板DNA：扩增成功的主要因素是模板DNA的浓度和纯度，根据本实验

的经验，l至5年的血痕样本用Chelex-100法提取DNA能得到清晰的结

果。大于5年的样本用酚氯仿法提取DNA结果较好，Chelex．100法得到

的结果有较多的杂带。新鲜抗凝血、羊水、肌肉和毛发用Chelex-100法

提取DNA，均能得到清晰的结果。说明本复合扩增体系能适用于常见检

材的检验。

2．3．3非特异峰分析

分型图中出现的非特异峰主要是荧光染料峰和双峰：

(1)荧光染料峰：标记在引物上的荧光染料在PCR的变性和退火过程中，染

料可能从引物上脱落下来；另外在标记引物过程中也可能有过剩的荧光染

料，这些荧光染料在毛细管电泳进样时被电离成为染料分子(charged dye

molecules)，可随PCR产物进入毛细管而出现荧光染料峰(dye blobs)喳31。

本研究荧光染料峰发生在蓝色的荧光染料中，出现在约iOObp左右的

DXS6803基因座范围内。此峰型矮而宽，容易辩认。当模板浓度低时，

可能会干扰其分型，从图2-9可看出随着模板浓度的增高多余引物的荧光

染料峰逐渐减弱，当模板浓度与引物浓度恰好匹配时，没有非特异峰出现。

(2)双峰：引物浓度过高或模板DNA浓度过低时，DXS7132易出现双峰(肩

峰)，此时应增加模板量，优化PCR循环条件，即可避免。

2．3．4等位基因的分型

本实验依据等位基因测序结果及标准DNA K562、9947A和9948为对照物

来命名等位基因Ladder，用GeneMapper软件分型等位基因。

(1)5个X—STR基因座重复序列的结构

DXS6803、DXS981、DXS6809、DXS6789和DXS7132均为四核苷酸重复
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序列。DXS6803和DXS981基因座存在碱基缺失，造成有不完全重复等位基因。

DXS6803是简单四核苷酸重复基因座，结构为PF20-N19-[TCTA]。．N8．PR22，不完全

重复等位基因结构为PF20-N19一[TCTA]n-[TCA]一[TCTA]一Ns·Paz2。DXS6809是复杂

四核苷酸重复基因座， 有 4个可变区， 结构为

PF20·N37-【cTAT]F【灯CT】3一Ng-[TATC]n-[ATCT]x-NIo-[ATCT]y-N31·PR20，它不仅有

长度多态性还存在序列多态性Ⅲ1。本研究发现DXS6809有1个稀有等位基因

32．1，测序结果显示在最后一个可变区[ATCT]ll前插入1个碱基T，结构为

PF20．N37．【C1：灯k【ATcT】3-N9-[TATC]3一[ATCT]6-NIo-T-[ATCT]n-N31-PR20 ·

DXS6789结构为PF24-TATC一[TATG]m-【TATC]。一N4柏R25，或啮-[TATG]Il广
【TATC]n．N49-PR25。DXS7132是简单四核苷酸重复基因座，核心序列为[TCTA]，

结构为PF22-N19-[TCTA]n-N167-PR24。

DXS981基因座不仅有长度多态性还存在碱基TT的插入或缺失多态性‘蚓，

在重复区上游的83印处有两个碱基TT缺失且同时在倒数第二个重复序列中有

一个碱基T缺失‘州，即其重复单位TATC常缺失碱基T变成ATC。重复单位不

完整的等位基因，结构为(TATck(ATC)一(TATC)l。有这种结构的等位基因，在

距离正向引物末端的第5~6位置有两个T缺失(ATT)的多态性，和

(TATC)B-(ATC)一(TATC)]呈紧密的连锁关系。故在其完全重复与不完全重复之间

仅差l bp，如14和14．3的序列分别为PF25一N4．11■N81一[TATC]14-PR22；

PF25-N4-ATT-Nsl．[TATC]13一[ARC]-[TATC]-PRz2，这与Tabbada等m1报道的一致(见

表2．3)。为弥补这一点Tabbada等ml重新设计了引物正链PF：5'-GTTTCCTCC

TGC刖蛆ATACAG C．3’，反链与原引物反链相同。新的引物PCR产物大小比

原引物小86 bp，且等位基因13．1即为原来的13．3m】，其他类推，多态性只限于

重复序列区长度的变化，不反映侧翼序列的缺失／插入多态性。
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表2-3 DXS981的等位基因和重复序列结构

Table 2-3 Allele and repeat sequence ofDXS981 locus

等位基因 重复序列 片段长度Size

Alkle Repeat Sequence (bD)

11 PF25·TCTC-TT—N8l-(TATC)tI—Pem 178

11．3 PF25一TCTC-A口D·Nsl·(TATC)Io-(ATC)-(TATC)I．Pen 179

12 P讫5-T(了C-Tr-N科一(TATC)12-Pem 182

12．3 PF25-TCTC-A fiT)一NsI-(TATC)11一(ATc)-(TATC)I．PR22 183

13 Pns—TCTC-TT-Nst-(TATC)13·PR22 186

13．3 Pm·TCrC-A fiT)一Nsl·(TATC、12-(ATe3-(TATCh—PR,U 187

14 PF25·TCTC-Tr-N射·(TATC)14-PR22 190

14．3 PF25-TCTC-A(TT)-Nsl一(TATC)13-(ATC)一(TATC)I．PPm 191

15 PF25·TCTC-TT-Nsl—nⅪCh5·Pm2 194

15．3 Pr25一TCTC-△(Tr)-Nsl-(TATCh,-(ATe)一(TATC)I-PR22 195

16 PFz5一TCTC-TT-Ngl一(TATC)16-PR22 198

16．3 PFZ5·TCTC-A 01D—Nm一(TATC)15-(ATC)一(TATC)I—PPm 199

17 PF25·TCTC-T1f-Nsl一(TATC)17-Pm2 202

A fiT)：在重复序列前面的核苷酸位置82—83处有二核苷酸‘TT’缺失．

(2)等位基因的命名

等位基因命名，由于正反链的定义不同，或者确定重复单位的方式不同，等

位基因命名在不同的报道中可能有一个重复单位的差异啪1。DXS981基因座，当

所用的引物扩增范围包含了重复区域侧翼序列的二核苷酸TT缺失时，重复单位

完整与相关的重复单位不完整的等位基因仅相差lbp，当引物扩增范围不包括侧

翼序列的缺失时，重复单位完整与相关的重复单位不完整的等位基因相差3bp，

容易引起误解“”。鉴于此原因，Szibor等㈣建议在分型中使用己知分型的标准

DNA作为参照，以校正LMder中等位基因的命名，才能使不同报导中的资料具

有可比性。本体系用标准DNA K562、9947A和9948校正等位基因Ladder，以保

证各群体资料比较的正确性。

以K562、9947A和9948细胞株DNA为对照物，KS62和9948分型结果与

Szibor报道嘲的一致。9947 A样本4个基因座分型与Szibor一致：DXS981

(13．3／14．3)、DXS6809(31／34)、DXS6789(21／22)、DXS7132(12／12)。但9947A

样品DXS6803分型与Szibor的分型不一致。本实验用三种酶(包括热起动的金牌

酶)扩增9947A样品DXS6803分型均为10．3／11，DXS6803单基因座扩增9947A

3l



第2章5个X-STR基因座荧光复合扩增体系的建立

分型结果仍为10．3／11，而Szibor报道的为11／11。9947A样品DXS6803分型与

Szibor的分型不一致原因尚未清楚，Szibor的回答是可能是他们结果的错误。由

于9947A样品DXS6803分型为10．3／11，无法通过聚丙烯酰胺凝胶电泳将两个

等位基因条带分离开来，因此，无法通过测序分析其序列结构。

2．4小结

(1)本研究所选择的5个X．STR基因座均位于x染色体第二连锁群内，易于

扩增、多态性好。

(2)本研究通过在引物浓度，缓冲液成分和PCR循环参数等方面进行优化后

所建立的方法灵敏度高、适用性广，可推广使用。

(3)本研究所建立的复合扩增体系仅用了2种荧光素，为建立更多基因座复合

扩增奠定了基础。



◇ 中山大学硕士学位论文：5个x—sTR基因座荧光复合扩增体系的建立及多寿性

图2—13 DXS6803基因座等位基因12．3序列图谱(A：正向序列；B：反向序列)

Fig 2-13 Sequences ofallele 12．3 at the locus DXS6803(A：forward，B：reverse)



第2章5个X-STR基因座荧光复合扩增体系的建立

图2-14，DXS981基因座等位基因14序列图谱(A：正向序列；B：反向序列)

Fig 2-14 Sequences ofallele 14 at DXS981(A：forward，B：revene)

图2—15 DXS981基因座等位基因14．3序列图谱(A：正向序列：B：反向序列)

Fig 2-15 Sequences ofallele 14．3 at DXS981(A：forward，B：reverse)



◇ 中山大学硕士学位论文：5个x．印1基因座荧光复合扩增体系的建立及多态性

图2-16 DXS6809基因座等位基因32序列图谱(A：正向序列；B：反向序列)

Fig 2-16 Sequences ofallele 32 at the locus DXS6809(A：forward，B：reverse)



第2章5个X-STR基因座荧光复合扩增体系的建立

图2-17．DXS6809基因座等位基因32．1序列图谱(A：正向序列；B：反向序列)

Fig 2-17 Sequences ofallele 32．1 at the locus DXS6809(A：forward，B：reverse)



◇ 中山大学硕士学位论文：5十x．sTR基因座荧光复合扩增体系的建立及多态性

图2-18．DXS6789基因座等位基因20序列图谱(A：正向序列：B：反向序列)

Fig 2-18 Sequences ofallele 20 at the locus DXS6789(A：forward。B：reverse)



第2章5个X-STR基因座荧光复合扩增体系的建立

图2—19．DXS7132基因座等位基因15序列图潜(A：正向序列：B：反向序列)

Fig 2-19 Sequences ofallele 15 at the locus DXS7132(A：forward，B：reverse)



9 中山大学硕士学位论文：s个x．sTR基因座荧光复合扩增体系的建立厦多态性

第3章5个X-STR基因座的多态性

近年来x染色体STR已得到法医工作者的青睐，似Y-STR和mtDNA一样

与常染色体STR联合应用于法医学实践b6】。X．STR与常染色体STR相比有其独

特的特征皓7】：在遗传过程中母亲的x染色体可以遗传给女儿和儿子，而父亲的

x染色体只能遗传给女儿；由于X．STR仅在女性个体中发生重组，故群体差异

和遗传漂移多见；一般X-STR的多态性较低，单个x．STR提供的信息有限。因

此寻找更多多态性高的X．STR基因座和建立群体遗传学资料就显得更为必要

雠删。本研究的目的是用荧光复合扩增方法检测DXS6803、DXS981、DXS6809、

DxS6789和DXS7132 5个X—STR基因座，建立中国汉族群体等位基因频率和单

倍型频率资料；比较其在不同人群中差异，通过家系样本分析突变率和重组；获

得中国汉族群体的遗传学数据。

3．1材料和方法

3．1．1样品来源及DNA提取

中国汉族无关个体827名(男性500名、女性327名)，多个孩子家系252

例(2个孩子207例；3个孩子35例；4个孩子6例；5个孩子3例；7个孩子l

例)，家系中的父母样本包括在无关个体中。以上样本均来自本实验室2001年至

2006年日常检案。用Chelex-100法提取DNA。

3．1．2 PCR扩增体系及条件

按2．1．6所述，但反应体系总体积为12．51ti，用Taq-plus DNA聚合酶。

3．1．3 PCR产物检测

PCR产物用ABI PIusM 3100遗传分析仪电泳及G如eM印p盯3．1软件进行



第3章5个X-STR基因座的多态性

分型。用GeneScan-500 LIZru内标校正片段大小，用自制等位基因Ladder进行

基因分型。

3．1．4统计学分析

用软件Arlequin 1．1(http：／／Igb．unige．ch／arlequin)分析等位基因频率、单倍型频

率、男性样本的连锁不平衡(1inkage disequilibrium，LDE)及用软件GDA

(http：／／lewis．eeb．uconmedu／lewishome／soflware．html)作正合检验(exact test)进行

女性样本的Hard卜wjinberg平衡分析。参照Desmarais等晒11报道：用公式(3．1)

计算男性个体识别率(Power ofDiscrimination in males，PDu)：公式(3．2)计

算女性个体识别率(PowerofDiscrimination iIl females，PD，)；公式(3-3)计算

男性单倍型多样性(Haplotype Diversity，肋)；公式(3-4)计算三联体(父-母
．女)非父排除率(PET)；计算二联体(父．女)非父排除率(PEp)用公式(3．5)

^ n--! ^

t61]；Picfl-yp，2一∑∑2pf2p』2计算多态信息含量(Polymorphism
i-1 i-I jfi+l

Information Content，PIC)。F／为共显性等位基因数，pf，历为等位基因频率。

PDu=1-∑A2 (3-1)

PDe=l-20-’p，2)2+∑∥ (3—2)

lid出刍一喜p，2露一J百

■ ^ ^

PE=1-∑n2+∑∥-(Zp,2)2
j-I 扣l 扣I

PE=l一2(∑P12)+∑p，3

3．2结果

40

(3—3)

(3—5)



◇ 中山大学硕士学位论文：5个x-STR基因座荧光复合扩增体系的建立及多态性

3．2．1 5个X-STR基因座的多态性

检测827例中国汉族无关个体(500例男性和327例女性1，DXS6803、

DXS981、DXS6809、DXS6789和DXS7132基因座分别检出13、13、12、12、

8个等位基因，等位基因及片段大小见表3．1。

表3．1 5个X-STR基因座等位基因及片段大小

Tablc 3．1 AlIcle and size ofthe five X．STR loci

DXS6803 DX$981 DX$6809 DX$6789 DⅫ7132
Allele Size(bp)Allele Si：ze(bp)Allele Stze(bp)Allele Size(bp)Allele Size(bp)

7 97 11 178 28 239 13 150 11 276

7．3 100 11．3 179 29 243 14 154 12 280

9 105 12 182 30 247 15 158 13 284

9．3 108 12．3 183 3l 251 16 162 14 288

10 109 13 186 32 255 17 166 15 292

10．3 112 13．3 187 32．1 256 18 170 16 296

11 113 14 190 33 259 19 174 17 300

11．3 116 14．3 191 34 263 20 178 18 304

12 117 15 194 35 267 21 182

12．3 120 15．3 195 36 271 22 186

13 121 16 198 37 275 23 190

13．3 124 16．3 199 38 279 24 194

14 125 17 202

对女性的基因分型数据用软件GDA(Lewis,E 0．，and Zaykin,D．2001．Genetic

Data Analysis：Computer program for the瓤alysis of allelic data．Version 1．0

(d16c)．塾避；丛盟i§：￡吐：丛QQ塾堕盟型虹i5№壁型煦盆塑8盟!缝堕国佳正金捡验，进行

Hardy-Weinberg平衡分析，结果见表3-2。

表3-2 5个X-STR基因座Hardy-Weinberg平衡检验结果

Table 3-2 Results ofp values for the Hardy-Weinberg equilibrium at the five X-STR loci

基因座 DXS6803 DXS981 DXS6809 DxS6789 DXS7132

2篁 Q：塑Q! Q：Q竺墅 竺：垒!墅 Q：!竺竺 鱼：!兰!

分别计算男、女个体5个X-STR基因座等位基因频率，用x2检验，在中国

4l



第3章5个X．STR基因座的多态性

汉族群体男性个体与女性个体中等位基因分布差异没有统计学意义(P值>o．05)，

可以合并男女的数据进行总群体等位基因频率的统计。5个X．STR基因座等位

基因频率及统计学参数见表3．3。

分别以男性和女性的数据，用软件GDA进行连锁平衡分析，结果见表3．4。

表3-4 连锁平衡分析P值

Table 3-4 Results ofp values for test oflinkage disequilibrium

由于5个STR基因座位于同一连锁群之内，在遗传过程中往往以连锁的方

式遗传。因此，有必要计算这5个X—STR基因座的单倍型频率。在500名男性

个体中共检出449种单倍型，有411种单倍型是唯一的(占82．2％)，出现最多的

单倍型为11．3／13／33／16／15，在500个个体中出现5次(占1％)，其次为

11．3／14／33／15／14和11．3／13．3／31116／15均出现4次(占O．8％)，有6种单倍型出现

3次，有29种单倍型出现2次。单倍型个体识别率为0．9994，单倍型频率见表

3．5。
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第3章5个X．STR基困座的多态性

表3．5 5个X-STR基因座(DXS6803／DXS981／DXS6809／DXS6789／DXS7132)

在中国男性个体中的单倍型频率(N=500)

Table3．5 Haplotype fiequencies of DX$6803。DXS981，DX$6809，DX$6789 and

DX$7132 in male ofHan Popuhtion in China fN=500)

编号单倍型 频 率编号单倍型 频 率编号单倍型 频 率

No．Haplotype Frequency No．Haplotype Frequency No．Haplotype Frequency

l 11．3，13／33／16／15 0．010 151 13．3／12．3／35／17／14 0．002 301 lo，13．3，37，20，14 O．002

2 11．3114／33／15／14 0．008 152 11／13．3／31／16／16 0．00口 302 11．3／15／36／16，13 0．00口

3 11．3／13．3／31／16／15 0．008 153 10，14．3，33／16／13 0．002 303 11，14／29／15／14 0．002

4 11．3／14／34／20／14 0．006 154 11／13．3，32，20／15 O．002 304 12．3，14／32／21／14 0．002

5 11．3／13／32／16，15 0．006 155 11．3九4，35／20，12 O．伽12 305 11．3，17／30／21／13 0．00|2

6 11．3，14，35／20，14 0．006 156 11．3／14／30／15／15 0．002 306 12．3／14／33／20／16 0．002

7 11．3／13，33／21／14 0．006 157 10．3，14，35／15／14 0．002 307 11．3，15，36／22，13 O．002

8 10／14／34，16，14 0．006 158 11．3／13．3／32／16，14 O．002 308 13／15／33／23／15 0．0(}2

9 11．3／12．3／34，16，14 0．006 159 11．3／16，34，21／13 0．002 309 11／12／32，20／12 O．00口

10 11．3／13．3，3l／21／14 0．004 160 11．3／14，33，17，13 O．002 310 11．3／12，32，20／12 0．002

ll 11．3，14，31／16／15 0．004 161 11．3／15，32116／15 0．002 31l 1州14，35／20，14 0．002

12 11．3，14拈4／16，15 0．004 162 9．3／15／32陀o，15 O．002 312 11／14／33／16／16 0．()02

13 11／13．3／32／17／15 0．004 163 ll，14／32，22，12 O．002 313 11．3／11／33／15／12 0．002

14 10／13．3，32／15／13 0．004 l“11．3／13，36／15，14 0．002 314 11．3／12．3，33，20／13 0．002

15 11．3／15／3l／20，15 0．004 165 10／13／33／19／15 0．002 315 l o．3，14，32，15／16 0．002

16 11．3／13．3，34／l6／16 0．004 166 11．3／12．3，36／16／13 O．002 316 11．3／15／32／21／15 0．002

17 11．3／13．3／31／17／13 0．004 167 10，14．3，30／16，14 O．002 317 11．3115／32／15／12 0．002

18 11．3／14／32，16，15 0．004 168 Io，15／31／16／14 0．002 318 11．3／14．3／31／15／15 0．002

19 lo，14．3，3l，21／15 0．004 169 12．3／14／34，16，13 O．002 319 11．3／16，3“15，15 0．(脱

20 11．3／13．3／34／16，12 0．004 170 11．3／12．3，34／22／12 0．002 320 11．3／13，31／16／14 0．002

21 11．3，14，33／21／15 0．004 171 12，14．3，33116／14 0．002 321 11．3／12，32，16，13 0．002

22 11．3／14／34／16，13 0．004 172 11．3／13／3I／16／15 0．002 322 11／15，31／16／14 0．002

23 11．3，14，35，16，14 0．004 173 9．3／16．3／32／22114 0．002 323 12．3／13．3／3l／21／16 0．002

24 11．3，13．3，33，20，14 0．004 174 11．3／13／33删15 0．002 324 11，14／35／16n3 0．002

25 11．3／13．3，34，16，15 0．004 175 11．3，14．3，34／16，15 0．002 325 10．3／15／33／16／15 0．(×)2

26 11．3／12．3／33／15／16 0．004 176 12．3／13，33／21／14 0．002 326 11．3／13／31／15／12 0．002

27 11．3／14／33／20／14 0．004 177 11．3／12．3，34佗3，13 O．002 327 10．3／13／33／20／13 0．002

28 1l，14／33／15／14 o．004 178 11．3114／29，16，12 0．002 328 13，14船5，20，14 O．002

29 11．3，14，33／21／14 0．004 179 11／15／31／21114 0．002 329 11．3，15，34，21，15 O．002

30 11．3，14／33／16，14 0．004 180 12．3／12．3，29，16，16 O．002 330 II．3111，34，15，14 O．002

31 11／13．3／3犹1／13 0．004 181 II．3，14／3枕1115 0．002 331 9／13．3／34／15／14 0．0()2

32 11．3／13．3／34／20／15 0．004 182 12．3／15。3／34／16，12 0．002 332 9／13．3／36／1 6，14 O．002

33 lo，13／33，22，14 0．004 183 12．3113／33／16，15 o．002 333 10．3／12．3／32／22／15 0．002

34 11．3／15／35／20／14 0．004 184 10，14，32，16／13 0．002 334 11．3／13／36／17，15 0．002
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11．3／14／34／16／17 0．004

11．3／13．3，33／20／13 0．004

11．3／14／34／15／15 0．004

11／14．3／32，2Q|15 0．004

11．3／15．3／36／20，15 0．00口

11．3／15／3l，22，13 O．002

12，13．3，32／21／15 0．002

11．3／13／32／15／13 0．00口

11／14，34，21／13 0．002

12．3／14／34／15／16 0．002

10．3／13．3／33／21／15 0．002

7．3／13／34／20，15 O．002

11／13／31／21／14 0．002

12，15，32，19，13 0．002

11．3／13．3／33／15／15 0．002

lo／14／29／22，17 0．002

12／14．3／33／17／13 0．002

lo，15，3他O／14 0．002

lo，13，32，15，13 O．002

11．3／14，32，22／13 O．002

11／12．3／33／20／15 0．002

10／14．3／31／21／13 0．002

7，16／34／20，12 0．002

II．3／15／33／15／14 0．002

13／14／33／22，13 0．002

11．3／14．3／34，21，17 0．002

11．3，14／38／15／14 0．002

11．3／15／34／15／15 0．002

11．3／12．3／35／20／14 0．002

10．3／13．3／3l／20，16 O．002

11．3／13，33／15／12 0．002

11．3／13／3们1／12 0．002

12／14．3，32陀o／14 O．002

11／14／35／20／14 0．002

10．3，13．3／33／16／14 0．002

11／13／34／16，12 O．002

11／14／31／16／14 0．002

11．3，13，38，20，14 O．002

10．3／14，3l／20／15 O．002

lo／12，35，22，13 O．002

10．3／12／33／15／14 0．002

10．3／14，3拢1／15 0．002

185 11／14／34／21／15 0．002

186 12．3，14／31／15／15 O．002

187 11．3／15／31／16／14 0．002

188 11．3114／36／17，15 O．002

189 12，14，33，16，16 O．002

190 11．3／13／35／16／12 0．002

191 12／14，32／21／13 0．002

192 12，14，35，20／13 O．002

193 11／14／34／16／13 O．002

194 12．3／15／34／1 6／1l O．002

195 13．3／14．3／31／17／16 0．002

196 11．3／14／3l，20／14 0．002

197 n．3／14／31／16／13 0．002

198 11／13／32／16／14 0．002

199 11／12／34／16／15 O．002

200 11．3／1l，34／16，13 O．002

201 12．3／14．3／35／16／12 0．002

202 lo，13．3／35115／12 0．002

203 10／14．3，30／20／14 0．002

204 9．3／12．3／34／20／14 0．002

205 11／12／36／16／14 0．002

206 11．3／12．3／35，22，13 O．002

207 10．3／15／31／16／13 0．002

208 11／13．3／35／17／15 0．002

209 10．3／12．3，33，20，15 O．00晓

210 10，14／3拢O／14 0．002

211 11．3／15．3，36，17，16 O．002

212 11／14／3拢1／15 0．002

213 11．3／13．3／32／21／14 0．002

214 10．3／12．3／34，15／13 0．002

215 9／15／34／16／14 0．002

216 11／15／33117／12 0．002

217 10，12／33／15／14 0．002

218 10／13，34，16／14 0．002

219 11／15，35／17／14 0．002

220 11．3／15／30／15／14 0．002

221 11．3／12．3，33，16，15 O．002

222 11／14／32／21／13 0．002

223 10／15，34，16／14 0．002

2“13／13．3／33／15／12 0．002

225 11．3／13．3／34／16／14 0．002

226 10．3／13．3／34／15／13 0．002

335 11．3114／34／15／12 0．002

336 14／14．3／34／16，14 O．002

337 11／14．3／35／16／14 0．002

338 14／14，32／16，14 O．002

339 12，13／33／19／16 0．002

340 12，13．3／32，16／13 O．002

341 10／14．3，34／16，16 0．002

342 12，12．3／33／16／14 0．00晓

343 12，15．3／35／21／15 0．002

344 13／14／32，16／15 O．002

345 lo，12．3，33／20／12 O．002

346 9／12．3／32／16／14 0．002

347 10．3／12／32／21／15 0．002

348 10．3114／36／23／15 0．002

349 11／13．3／34／16／13 O．002

350 11．3／13／34／l倒14 0．002

351 12．3／13，33／21／15 0．002

352 11．3／12／31／16／15 0．002

353 11．3，13／33／16／13 0．002

354 12．3／13／33／19／14 0．002

355 11．3／12．3／34／20，14 0．002

356 10．3／16／32，20，15 0．002

357 11．3／14／34，16／12 0．002

358 12．3／13．3，33116／16 0．002

359 12／16，32／21／16 0．002

360 11．3／13．3／3l／20，17 0．002

361 11．3／15．3／33／20／14 0．002

362 9．3／12．3／33／15／15 o-002

363 12．3，14／31／15，14 O．OD2

364 10．3，14，33／22，13 O．002

365 11．3／13．3／35／22／14 0．002

366 11／12．3／35／22／14 0．002

367 11．3／15．3／33／21／15 0．002

368 11．3／15．3，31／16／15 0．002

369 11n4凸5尼o／15 0．002

370 12．3，13，36／19／13 0．002

371 11．3／1制30，16／14 0．002

372 lo／14，33／20，15 OJD02

373 11．3，14，33，16，13 O．002

374 12．3，14／32／16／14 0．002

375 11．3／13，34，15，15 O．002

376 11．3／15．3／36／16，15 O．002巧拍"弘”柏仉铊们钳稻铂钉犍的靳n轮船舛鲐孙卯鼹鲫∞以配∞甜：8砸酊醯谚∞以记""乃％
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77 11／13．3／35／16／13 0．002 227 lo／13／34／15／14 0．002 377 11．3／12．3／31／2I／12 0．002

78 11／13／35／20／13 0．002 228 10．3／13／36／14，14 0．002 378 10．3／14／211／15／13 0．002

79 11／11／34／16／14 O．002 229 11．3／15／34，20，17 0．002 379 12．3／13／35／20／15 0．002

80 11／12／35／15／14 0．002 230 11．3／13，34／22，12 O．002 380 11．3／14／31／15／15 0．002

81 11／14／3l／21／14 0．002 231 11．3／14／34／17／12 O．002 381 11．3／14／31／17／15 0．002

82 10，14．3／33／15／14 0．002 232 11．3／15．3，3犹1／13 0．00口 382 12．3／14乃4／20／12 O．002

83 11／14．3／35／20／15 0．002 233 12．3／13，弘／20／15 O．002 383 9／14／32，20，14 O．002

84 11．3／13．3／33／17／14 0．002 234 11．3／14／32，21／12 0．002 384 12．3／14／34／16，16 O．002

85 11／13．3／32／16，12 0．∞2 235 12，12．3，34，17／15 0．002 385 10，13，34，16，15 O．伽12

86 11．3／13．3／36／22／14 O肿2 236 11．3／15／34／16，16 0．002 386 11／14．3／33／16／15 0．002

87 11．3／13／32／l酣16 O．002 237 11／13／34／15／15 0．002 387 11．3／12．3／33／17／15 0．(×)2

88 11．3／12．3／33／16／14 0．002 238 11／15／32／20，14 0．002 388 11．3／13／33，20／14 0．002

89 11．3／13／33／16／16 0．002 239 12，16，36，16，15 O．002 389 12．3／14乃3，20／14 O．002

90 11．3／13．3／33／22113 0．002 240 lo／13／32／17／14 0．002 390 7，13．3／34／16，13 O．002

9l 11．3／14，33／22，16 O．002 24l 10／1们4／22／15 0．002 391 12．3／13．3／31／22／14 0．002

92 11．3／13／35／19／13 0．002 242 113，14，32，21／15 0．002 392 7／12．3／31／15／14 0．002

93 10．3／13／34，20，13 0．002 243 11．3／13／35／15／15 0．002 393 11．3／15，35陀o，13 0．002

94 10．3／14．3／35／20／15 0．002 244 11．3，13．3／30，16，12 0．002 394 10，13／31／16／13 0．伽12

95 11．3／13／33陀o，12 0．002 245 10，16／33／15／13 0．002 395 10／13．3，35，20，14 0．002

96 11．3，13．3／34佗0／12 O．002 246 10，13．3，29，16，15 O．002 396 13．3／14．3／35／16／13 0．002

97 11／14／33／22，15 O．002 247 13，15／30／17／14 O．002 397 11．3／13．3／31／21／16 0．002

98 11．3／13／31／15／14 0．002 248 11．3／14．3／35／20／13 0．002 398 12，12．3，31／21／15 0．002

99 lo／14／32／23／13 0．002 249 lo，13．3，35，l“13 0．002 399 11．3，13，31／16／13 0．002

100 11．3／13／35／16／13 0．002 250 12，14．3，34，16，17 0．002 400 11．3／12／34／16，14 O．002

101 lo／1粥2，16／14 O．002 251 11．3／15／31，20，14 O．002 40l 11／12／30／16，12 O．002

102 Io／14．3／35／20／14 0．002 252 11．3／14，34／22，12 0．002 402 11／12／31／16／14 0．002

103 11．3／13／31／21／1l 0．002 253 11．3／13．3／34／21／15 0．002 加3 11．3，14．3／32／15／12 0JD02

104 11．3／12／3加0，16 0．002 254 10．3／14，35／20，15 O．002 404 10／15．3，32，16／14 0．002

105 12，15／35／15／16 0．002 255 11／14．3／32，20／14 O．002 405 11．3／13．3／33，22，15 0．002

106 10／13／33／16／12 0．002 256 10．3／14／35，20，12 0．002柏6 11．3／14．3／34／20，15 O．002

107 11．3／14，3眈1／16 0．002 257 12．3／15．3，33／16／12 0．002 407 11．3／14／37，16，13 O．002

108 11．3／13／33／22／14 0．002 258 11．3／15／32／21／16 0．002 408 12．3／13／32／21／14 0．002

109 11．3，15．3，34／16，16 0．002 259 11．3／14，35／21／15 0．002 409 9．3／15／33／15／17 0．002

llO 11／15／34／21／13 0．002 260 11．3／15／34／l“15 O．002 410 9．3／13，32，20，16 0．002

111 11．3／16／31／15／12 0．002 261 11．3／14．3／33／22／13 0．OD2 4¨12．3／15／35／16／16 0．002

112 11．3／15／33／17／15 0．002 262 11．3，14／32，22，14 0．002 412 11．3／15／34／22／14 0．002

113 12．3／14．3，31／16／14 0．002 263 12．3／16，3眈o／13 O．002 413 12．3／13／34／22，15 0．002

114 11．3／14，34／16，14 0．002 264 11．3，14．3／35／15／15 0．002 414 9．3／12／34／15／14 0．002

115 12．3／16／31／16／13 0．002 265 11．3，14．3，34／15／13 0．002 415 11．3／15／34／15／13 0．002

116 11／13／32／17，14 O．002 266 12，14／3l／20／12 O．002 416 lo，13／33／17／15 0．002

117 11．3114．3／33／16／16 0．002 267 11．3／13．3／35／16／14 0．002 417 10，13，3耽2，14 O．002

118 10／1 6，34，20，14 O．002 268 10／13．3／35／15／13 0．002 418 11．3／16，35／21／15 0．002
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3．2．2 5个基因座多态性在不同人群中的比较

(1)广东汉族与广西汉族人群的比较

DXS6803、DXS981、DXS6809、DXS6789和DXS7132 5个基因座在363

名广东汉族无关个体(181名男性、182名女性)中分别发现13、13、12、9、7



第3章5个X-STR基园座的多瘩性

个等位基因，在122名广西汉族无关个体(46名男性、76名女性)中分别发现

ll、ll、9、8、8个等位基因。等位基因频率及其法医学应用参数见表3-6。根

据x2检验，在广东广西人群中本体系的5个X．STR基因座的等位基因分布差异

没有统计学意义(P>O．05)。

表3-6广东广西汉族人群5个X-STR基因座等位基因频率及法医学应用参数

Table 3-6 Allele frequencies and forensic etticieney statistics ofthe five X-STR loci

in the GuangDong and GuangXi Hart population

7 0．00180．0049 ll 0．00920．0099 28 0．啷70．0000 13 0．00180．0000 ll o．007400099

7．3 0．ool80．0000 II．3 0．00370．0000 29 000920．0146 14 0．00000．0000 12 0．10110．0832

9 0．01100．0198

Orol290舯Sl

orl415 o．1522

O，06250．0639

0．14340．1673

0．4485 0．4157

0．06070．0342

12 005510．0346

123 0．07170．0787

13 o▲1673o．1178

13，3 0．17280 2538

14 O．27570 2256

14．3 0．07900，1028

15 0．10480．1I s1

0．08460．1123 15．3 0．02940．0293

30 0．02940．0247 15 n1360n1908

3l

32

32．I

33

34

3S

36

O．147l 0．1615

o．183Snl714

0．0018 o．0000

O．23900．2445

0．21870．1869

n10850．1228

16

l?

18

19

20

O．3∞SO．3s73

O，0533n0692

0．O∞00．O∞0

13 0．17460．2013

14 O．35660．3439

15 o．猕50．2铷

16 0．08640．0783

0．01470．0196 17 0．01840．0245

n1粥50．1862 18 0．00000．0049

2I o．1526o．1028

13 0．0抛0．0099 16 0．02570．0196 37 o．0110n0049 23 0．00920．0000

13，3 o．0073 o．0148 16，3 0．0018o_0000 38 o．0055 or0000

14 0．00370．0000 17 0．00370．0097

PDM；男性个体识别率；PDF：女性个体识别率；PET：三联体(父．母．女)非父

排除率；PEp=二联体(父．女)非父排除率；Nr,=363(181男性、182女性)；N

r-,=122(46男性、76女性)

(2)中国汉族人群与德国人和韩国人群的比较

DXS6803、DXS6809、DXS981基因座的等位基因频率分布在中国汉族人群
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与德国人和韩国人群的比较见表3．7，这3个基因座等位基因分布在中国汉族人

群与德国人和韩国人群中的分布差异均有统计学意义僻O．05)。

表3．7 DXS6803、DXS981和DXS6809的等位基因在中国汉族与德国人和韩国人

分布的比较

Table 3-7 Allele f}equenci嚣ofthe three X·STR loci(DXS6803，DXS6809，DXS981)

in Ch／nese Hart,German and Korean population

Dxs6釉3 频率DXS6809 频率DXS981 频率

等位基因中国汉族德国人岫韩国人‘剜等位基因中国汉族德国人‘蚓韩国人‘明等位基因中国汉族德国人‘4习韩国人‘韧

Allele ChineseHanGerman Korean AIlele Ch／mmItanGerman Korean Allele a妇弗I／aaGerrron Korean

(3)DXS6789基因座在中国汉族人群与其他7个群体的比较

DXS6789等位基因频率分布在中国汉族人群与其他7个群体的比较见表

3．8，经x2检验中国汉族人群DXS6789等位基因分布与宁夏回族、西藏藏族、
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韩国人、德国人、西班牙人、葡萄牙人和日本人等7个群体的分布差异均有统计

学意义(p<o．05)。

表3-8 DXS6789基因座在中国汉族人群与其他7个群体的比较

Table 3-8 Allele frequencies in Chinese compare with that in other population at DXS6789

等位基因中国汉族宁夏回族‘“1西藏藏族嘲韩国人‘21德国人‘蜘西班牙人‘叫葡萄牙人‘671日本人”l

Allele ch／nese HanChinese Hui CllneseTibetanKorean German Spanish Portugal Japanese

(4)DXS7132基因座在中国汉族人群与其他8个群体的比较

DXS7132等位基因分布在中国汉族人群与其他8个群体的比较见表3-9，经

x2检验在中国汉族人群与西藏藏族和韩国人群DXS7132等位基因分布差异没有

统计学意义(辟，o．05)；DXS7132在中国汉族人群与中国回族、西班牙人、葡萄牙

人、匈牙利人、日本人和美国人等6个群体等位基因分布差异均有统计学意义

(P(o．05)。
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表3-9 DXS7132基因座在中国汉族人群与其他8个群体的比较

Table 3-9 Allele fi'equencies in Chinese compare with that in other population at DXS7132 locus

等位基因中国汉族中国回族。叫西藏藏族‘明韩国人西班牙人‘蜘葡萄牙人‘州匈牙利人‘明日本人‘卅美国人‘卅

Allele ChineseH柏Chmf!teH面Tibetan Korean Spanish Portugal Hungarian Japanese Amc—can

3．2．3 5个X-STR基因座突变和重组情况

调查294个三联体(父．母．女)家系和271例二联体(母．子)家系，共发现8

例突变，其中DXS6803、DXS6809各2例，DXS6789 l例，DXS7132 3例。多数

突变来自父亲的等位基因，均为增加或减少1个重复单位的单步突变，各基因座

分型及突交情况见表3．10。252例多个孩子的家系中发现53例重组，分型结果见

表3．1l。
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注：黑体表示突变等位基因；565个家系(294例父-母-女；271例母-子)

表3．1l 53例重组的分型结果

Table3—1 1 Typing results ofrecombined loci for the fiity-three families

编号家系号

No． Family

鳌固堕!垫!竺!
DXs6803 DXS98l DXS6809 DXS6789 DXs7132

l F2 F 1l-3 15 3l 22 13

M 11．3—11．3 13．14 34．35 1每21 14-15

Cl(0 11．3一lI．3 14-15 31．34 16．22 13．15

C2(0 11．3—11．3 盟一15 31-34 16-22 13—15

2 F4 F 11．3 13 32 15 13

M 11．3—11．3 12．3．14 35．36 16-20 13—14

CK0 11．3·11．3 12．3-13 32—36 15．20 13．13

c2@ 11．3·11．3 13型 32·36 15·20 13—丛

3 F6 F lO 12 33 15 14

M 12．12 15．16 34-36 17．20 12．14

C1(0 10．12 12．15 33．34 15．20 14．14

C2(0 10-12 12-16 33-34 15—17 12—14

C3(m) 12 15 36 17 14

4 FIl F 7．3 13 34 20 15

M lO·I o．3 13．15 34-35 20．21 14-14

Cl(m)tO．3 15 34 20 14
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C2(0 10-12．3 13—13．3 31-35 16-20 13—15

34 F186 F 13．3 12．3 35 17 14

M 11．3．12．3 12．3．13．3 30-34 16-20 15-15

Cl(m) 11．3 13．3 30 20 15

C2(0 11．3．13．3 12．3．12．3 34．35 16．17 14一15

35 F190 F 11．3 14 35 20 14

M 11．3．11．3 13．14．3 32．34 15-16 12·15

C1(0 11．3．11．3 14．1413 34-35 16．20 14-15

C2(0 11．3·11．3卫·14 34·35 16-20丝·14
36 F191 F 10 14．3 33 16 13

M lO．3．11．3 13．13．3 3l-33 15．21 14-16

C1(0 lo．11．3 13．14．3 33．33 15—16 13一14

C2(r曲 11．3 13．3 31 2l 16

37 F193 F 11．3 14 35 20 12

M 11．3．12．3 13．13 3l一33 16—16 13-14

Cl(m) 11．3 13 31 16 13

C2(0 11．3-12．3 13-14 磐34’ 16-20 12-13

38 F194 F 11．3 14 33 2l 15

M 11．3．11．3 12—14 33—34 15-16 14-15

CKm) 11．3 12 34 16 14

C2∞ 11．3一11．3 12—14 33j坠!}2l l乒15

39 F196 F 11．3 14 30 15 15

M 11．n 12．14 3l-32 16-20 14．15

C1(0 11．11．3 12—14 30—32 15—20 15一15

C2(m) ll 丝 3l 16 14

40 F200 F 11．3 14 33 15 14

M 10．10 13．15．3 32-32 16-21 14．14

Cl(m) 10 15．3 32 16 14

C2(m) lO 13 32 16 14

4l F206 F 10 14 34 16 14

M 10．11．3 13．15 32．36 16．16 14-15

C1(0 10．10 14．15 34-36 16-16 14．15

C2(m) 11．3 13 32 16 坚

42 F209 F 9．3 15 32 20 15

M 9．3．10．3 13．15 32．33 15-20 16-17

Cl(m) 9．3 15 33 15 17

C2(m) 9．3 13 32 20 16

43 F211 F lO．3 15 35 2l 13

M 11．3．12．3 13．15 34-34 15—22 14-15

Ct(m) 11．3 15 34 22 14

C2(In) 12．3 13 34 22 15

“ F212 F 11．3 13 36 15 14
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注：下划线的等位基因为重组基因：·；为突变等位基因

3．3讨论

3．3．1 5个X-STR基因座的多态性分析

本实验共检测827例无关个体(男500例、女327例)，5个基因座(Dxs6803、

DXS981、DXS6809、DXS6789和DXS7132)多态性息含量(PIC)为0．7004～

O．8123，男性个体识别率(PDM)为O．7270～0．8405，女性个体识别率(PDF)为

0．9009～0．9554，三联体非父排除率(PET)为0．7153～0．8218，二联体非父排除

率(PEp)为0．5795～0．7125。

DXS6803基因座检出13个等位基因(7-14)，包括不完全重复等位基因，

等位基因11．3频率最高为0．4558。等位基因片段大小为97～125 bp，其PIC、

PDU、PDF、PET和PED分别为0．7163、0．7270、0．9125、0．7153、O．5795，是个

多态性较高的基因座。

DXS981基因座检出13个等位基因(11～17)，包括不完全重复等位基因，

等位基因14频率最高为0．2721。等位基因片段大小为178～202bp。在中国汉族

人群中PIC、PDM、PDF、PET和PED分别为0．8123、0．8405、0．9554、0．8218和

0．7125。是一个高个体识别率和高非父排除率的基因座，在本体系中DXS981基

因座多态性最好。

DXS6809检出12个等位基因(28--38)，等位基因33频率最高为0．2426。片

段大小为239～279bp。其多态性仅次于DXS981，PIC、PDu、PDF、PEr和PEa

分别为0．7992、0．8249、0．9460、0．8018和0．6850。

DXs6789检出12个等位基因，分别为13～24，频率分布为0．00094)．3648，

等位基因16频率最高为O．3648。等位基因片段大小为150～194bp，PIC、PDM、

PDF、PET和PED分别为0．7473、O．7901、0．9134、O．7471、0．6167。是个多态性

较高的基因座。

DXS7132发现8个等位基因(1l～18)，频率分布为O．0009-43．3492。等位基
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因片段大小为27∞304bp。虽是本体系中多态性最低的基因座。但其PIC仍大于

O．7000，仍是个多态性较高的基因座。其PDM、PDF、PET和PED分别为O．7644、

0．9009、0．7210、0．5854。

女性样本，DXS6803和DXS981两个基因座的llardy-Weinberg平衡检验P

值均小于O．05。出现这种情况，可能是由于高频等位基因主要出现在少数等位基

因，罕见等位基因较多的缘故。

遗传的连锁平衡，既受连锁遗传的影响，也受群体数据的影响。在连锁平衡

分析中，5个X．STR连锁平衡分析的P值，虽然男性和女性有所差异，但基本

上符合染色体的作图位置。在两两配对中，虽然有的基因座之间的P值大于O．05

的显著性水平，但随着组合的基因座数量增加，其P值在逐渐减小，反映出连锁

遗传对连锁不平衡影响较大，与5个X．STR位于同一连锁群之内连锁遗传有密

切的关系。

Hardy-Weinberg平衡检验和连锁平衡检验表明，在实际案件中，以单倍型数

据来计算x-STR分型的法医学效率评价参数，才是比较合适的。

3．3．2 5个X-STR基因座等位基因频率分布在不同人群中的差异

本研究发现该5个X．S1R基因座(DXS6803、DXS981、DXS6809、DXS6789、

DxS7132)在中国广东、广西人群中等位基因分布没有差异，但与其他群体等位

基因分布大都有差异。这可能是广东、广西为毗邻地带，有共同的群落分布。其

它学者的研究也表明不同人群之间有的基因座的等位基因频率存在差异‘42】。这

与常染色体遗标记相似，不同基因座的等位基因频率，在不同的人群之间差异并

不相同，这可提示群落的分布可以从遗传标记中反映出来b6】。

3．3．3突变和重组分析

本研究调查294个三联体家系和271例二联体家系，共发现8例突变，突变率

在0．0012~o．0036之间，与Szibor阱51和Shin等唧报道的资料基本相似，比常染色

体STR的平均突变率稍高t451，但远低于Son等[63l的报道。

在252例多个孩子的家系中有53例发生重组，DXS6803、DXS981、

DXS6809、DXS6789和DXS7132基因座重组率分别为0．043、0．091、0．063、



第3章5个X．STR基因座的多态性

0．048和O．040。说明这些基因座是连锁遗传的。

3．4小结

本体系的5个X-STR基因座(DxS6803、DXS981、DXS6809、DXS6789、

DXS7132)等位基因较多，具有高信息量及低突变率，单倍型具有很高的多态性，

单倍型个体识别率达到O．9994。5个X．STR基因座等位基因分布在不同人群中

不同，表明这些基因座存在群体差异，因此建立当地人群资料为法医学应用提供

基础资料显得更为重要。
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第4章X染色体STR在法医学中的应用

常染色体STR和Y-STR已广泛应用于法医学和群体遗传研究[2,5,71,72]。由于

X．STR的遗传特性，X．STR能作为常染色体STR和Y-STR的有效补充，特别是

在孩子为女性时弭51。在双亲缺失案例如姐妹认亲、同父异母的半姐妹认亲、隔

代认亲等特殊检案；争议父有血缘关系的亲权鉴定(如2个争议父是父子关系)，

检测X-STR的意义更为显著。本章的目的是探讨X．STR在特殊检案中的应用。

4．1案例介绍

4．1．1案例1(姐妹认亲案)

姐妹俩人(陈一和陈二)想找回失散多年的姐姐，于是经过多方努力打昕到

1位跟当年失散时情况相似的人(陈三)。为了验证陈三是否是姐妹俩的亲姐姐，

要求作亲权鉴定。

4．1．2案例2(姐姐认弟尸案)

07年3月在某市发生一起交通事故。死者为一男子。有一女子自称是死者

的姐姐来认尸，但姓氏与死者不相同，又没有其他亲属证明，于是交警提取死者

血纱1份，可疑姐姐血液1份，要求鉴定是否有同胞关系。

4．1．3案例3(申请办理收养手续)

l对夫妇带着1个男孩，要求证实小孩不是他们的亲生儿子，申请办理收养

手续。

4．2检测遗传标记

3个案例均用PowerplexTM 16 system(Promaga，USA)和本研究5个X-STR

基因座复合扩增体系检测；此外案例2还加测了FFFLKit(Pronmga，USA)，

61
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以及STRType．10试剂盒(科登，中国)和线粒体HVI区测序；案例3加测了

FFFL Kit(Promaga，USA)。

4．3结果与讨论

4．3．1案例1

常染色体STR分型结果见表4．1，X-STR分型结果见表4．2，分型图见图4．1。

从表4-2可知姐妹俩(陈一与陈二)DxS6803、DxS98l、DxS6809、DXS6789

和DXS7132 5个基因座中每个基因座至少有1个相同等位基因。可疑姐姐(陈

三)与陈一之间5个基因座中没有1个基因座有相同等位基因，与陈二之间有3

个基因座无相同等位基因，以此否定陈三与陈一和陈二存在姐妹关系。

PowerplexTM 16 system检测结果也证实了这一结论。

表年1 案例1常染色体STR分型结果

T曲k 4-1 Result ofthe case 1 at the flitcenAS．STRs

表4-2 案例l 5个x-STR基因座分型结果

吼lble 4．2 Result ofthe case 1 at the five)0STR loci

该案例，检测X．STR的目的是作为姐妹(陈一和陈--)是否是同胞的辅助



◇ 中山大学硕士学位论文：5个x-sTR基因座荧光复合扩增体系的建立及多态性

工具，因为姐妹2人自称是同父同母所生，确定了这点检测常染色体STR才可

以提供排除同胞的信息。但如果不能确定姐妹2人是否同胞时，或与单个人的姐

妹认亲时，常染色体STR就难以解决，此时X-STR将发挥其独特的优势。由于

x染色体独特的遗传方式：男性的x染色体只能从其母亲中得到，以单倍型形

式存在，只能遗传给女儿，因此同父所生的姐妹在X-STR基因座上有一个相同

的等位基因。

图4—1案例l 5个×-STR荧光复合扩增图

Fig．4-1 The electrophoretogram ofpentaplexChrX-STR system case 1
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4．3．2案例2

案例2常染色体STR分型结果见表4-3，X-STR分型结果见表414，分

型图见图4-2。线粒体HV I区测序结果如下：

死者：16223T，16235G，16269G，16271C

姐姐：16223T，16235G，16269(3，16271C

表4-3案例2常染色体STR基因座分型结果

Table 4-3 Result ofthe case 2 at AS-STR 10ci

D2S1772 D1IS2368 D22七ATAl98805 D8Stl32 D7S3048

表4．4 案例2 5个X-STR基因座分型结果

Table 4-4 Result ofthe case 2 at the five X-STR 10ci

本例28个常染色体STR的分型结果和mtDNA测序结果均支持死者和有争议

的姐姐符合全同胞关系。用Familias软件(http：／／www．nr．no／fan'filias)，计算28个常染

色体STR的似然比(Lil【elihood ratio，LR)值达2．4416x 1019。

从表4_4可知男死者的5个X-STR基因座单倍型是11．3／13／31／16／15，能从
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姐姐的分型结果中找到，提示了他们的母亲具有此单倍型。由于在本实验检测的

500个无关个体中尚未发现单倍型11．3／13／31／16／15，因此其频率<0．002。因

LR=0．5If(f为单倍型频率)，故其LR>250，进一步支持了常染色体STR和呲DNA

分型的结论。可见这5个X--STR在父母缺失的亲权鉴定中应用价值较大。当然，

由于姐弟之间只有一半的机会出现相同的单倍型，当姐弟之间没有相同的单倍型

时，也不能排除姐弟关系。

图4-2案例2 5个X-STR荧光复合扩增图

Fig．4-2 The electrophoretogram ofpentaplex ChrX-STR system ofcase 2

4．3．3案例3

案例3常染色体STR分型结果见表4-5，X-STR分型结果见表4-6，分型图

见图4．3。从表4-5可知经PowerplexTM 16 system和FFFL两种试剂盒检测结果

父亲与小孩之间有6个基因座遗反孟德尔遗传规律，而母亲与小孩之间在19个

常染色体STR基因座中仅有1个基因座(PentaD)遗反孟德尔遗传规律。但从
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表4_6可发现本研究体系中母亲与小孩有DXS6803、DXS6809、DXS6789和

DXS7132 4个X-STR基因座违反孟德尔遗传规律。由此也进一步证实了本体

系的5个基因座具有高多态性和高排除率。

表4-5 PowerplexTM 16 system和FFFL体系分型结果

Table 4-5 Results ofthe case 1 by using PowerplexTM 16 system and同7FL system

CsFlPo Penta D vWA D8S1179仰OX FGA F13Aol F13B FES／FPS UL

父亲 ll，12 10，15 16，17 11，14 8,9 23，24 3．2，6 9 12 12

母亲 8，12 8，14 17，18 1l，14 ll 22，25 4,5 10 10,12 10,12

小孩 lo，12 lo，11 14，17 1l，13 8，11 22，23 4,8 10 10 10

表4-6 案例3 X-STR基因座分型结果

Table 4-6 Result ofthe case 3 at the X-STR 10ci

DX$6803 DX$981 DXS6809 DXS6789 DX$7132

母亲 10．3，12 13．3，14．3 33，34 15，16 14

1：堕 !!：兰 !!：! 箜 垫 !曼
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图4_3案例3 5个X-STR荧光复合扩增图

Fig．4-3 The electrophoretogram ofpentaplex ChrX--STR system in case 3

除了以上案例之外，用本体系检测200例PowerplexTM 16 system认定有亲生

关系的姐妹血样，每1例5个X．sTR(DXS6803、DXS981、Dx$6809、DXS6789

和DXS7132)基因座中的每个基因座在姐妹间至少有1个相同等位基因。检测

20例PowerplexTM 16 system否定父亲的三联体(父_母—女)，每例均有2个以上基

因座违反孟德尔遗传规律。

以上案例充分显示了X-STR在法医学中的应用价值。由于x-sTR的遗传特

性，在解决某些特殊检案时将发挥其独特的优势。
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本文研究获得以下结论：

结语

1．首次建立DXS6803．Dxs98l-Dxs6809．DXS6789．DXS7132 5个X-STR

基因座复合扩增体系，结果清晰，灵敏度高、重现性好。

2．该体系中各基因座均具有高多态性、高个体识别率和高非父排除率。

3．获得中国汉族人群DXS6803、DXS981、DXS6809、DXS6789和DXS7132

基因座的等位基因频率及单倍型频率，为进一步群体遗传学研究及法医

学应用研究提供基础资料。

4．首次获得中国汉族人群5个X-STR基因座的突变率，利用多个孩子的

二代家系分析各基因座的重组情况。

5．X染色体STR在某些特殊检案中有比常染色体更高的应用价值。

存在问题和展望

1．由于DXS6803基因座片段小，电泳时有多余的荧光染料，当模板DNA

浓度低时可能会干扰其分型。

2．体系中基因座较少，希望建立更多X．STR基因座的复合扩增体系。

3．研究多代家系，进一步探讨连锁和重组规律。

4．调查更多群体获取X-STR基因座数据库。
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附录l：缩略词表

附录

英文缩写 英文全称 中文全称

STR Short tandem repeat 短串联重复

DP Powerofdiscrimination 个体识别率

PDF Powerofdiscrimination in females 女性个体识别率
PDM Powerofdiscrimination in males 男性个体识别率

GD Gene Diversity 基因多样性

HD Haplotype diversity 单倍型多样性

PE Power ofpaterrfity exclusion 非父排除率

PET Power of paternity exclusion for X-STR in---联体非父排除率
trios involving daughters

PED Power of paternity exclusion for X．STR in二联体非父排除率
duos cases(father／daughter)

PIC Polymorphism information contents 多态性息含量

HWE Hardy-Weinberg equilibrium Hardy-Weinberg平衡

LDE Linkage disequilibrium 连锁不平衡



附录

附录2： 5个x—STR基因座部分等位基因全序列

DXS6803(12．3) 120bp PF20·N19-(TI：”I：A)1l·(TCA)一(TCTA)1-N8一PR笠
1 iaaatgtict ttgaeaggaa aaacaatata eacagaatgt ctatctatct atctatctat ctatctatct

71 atctatctat ctatcatcta tcgagataaa gtagcatatg tccctttttg

DXS981(14) 190bp PF25-TCTC-TT-NsI"(TATC)14一Prm

I !￡§gaggi!塑ag丝g!agi堕a￡i!‘錾ctct tgtttcctcc tgeaaa tae agctaaaaae ttggaatgat

71 ataeatetat atetgtatag agaactatct atttatcttt tatatctatc tatctatcta tetatctatc

141 tatctatcta tctatctatc tatctatctg actctgaaaa醴ggagagaa

DXS981(14．3)191bp PF25一TCTC-Ns,-(TATC013-(ATe)-(TATCh-PP．2Z
1 tcagagzaaa agaagtagae atacttetcg tttectcctg caaaataeag ctaaaaaett ggaatgatat

71 acatctatat ctgtatagag aactatctat ttatctttta tatctatcta tctatctatc tatctatcta

141 tctatctatc tatctatcta tcatctatct gaetetgaaa a墼ggagaga a

DX$6809(32)255bp

PR20-N37·-(CTAT)9--(ATCT)3-N9·-(TATC)3-(ATCT)5-NIo-(ATCT)12-N31-PR20
1 tzaaccnce擞atactgaggg catgactaga ttatgtagga atttgggcta tctatetatc

71 tatctatcta tctatctatc tatatctatc tatctatcat etattatcta tctatcatct atctatctat

141 ctatctatta tctatcata atctatctat ctatctatct atctatctat ctatctatct ataatcctc

211 tatetettee tcaeatcagc ctaaa￡caaa煎鳇酗避丛塑g垦

DX$6809(32．1) 25669

PR20"N37一(crAr)9-(ATC'r)3一Ng-(TAT03一(灯∞“山o．T一(ATCT)II-N3t-PR20
1 tgaaecttcc tagcteagga ataetgaggg catgaetaga ttatgtagga atttgggeta tctatctate

71 tatctatcta tctatctatc tatatctatc tatctatcat etattatcta tctatcatct aWtataat

141 ctatctatct atcatctatc tatctatcta tctatctatc tatctatcta tctatctate tatctatcct

211 ctatctcttc ctcacateag cctaaa cg塑_垫丛gg煎垃丝盟鼹

DXS6789(20)178bp Pv24-TATC(TATC)10'(TATC)9"N49-PP．J5
I g蜮actt．a．．．a．．．．t．．．a．．．a．．．．a．．．．c．．．c．．—e—t．e．．．t—t—ttatcta tgtatgtatg tatgtatgta tgtatgtatg tatgtatgta

71 tctatctatc tatctatcta tctatctatc tatetaeeat ctateteeta ttggttctgt eeetetaggg

141 ateeetgaet柏t型鎏越gacatcaaat—aaet—tctt

DXS7132(15)292bp PF22一N19-(TCTA)15-N167一Pv．u
1 a_gcccatttt—cataa—taaat—c—ccctctcat etatetgaet gtctatctat ctatctatct atctatctat

71 ctatctatct atctatctat ctatctatct ateetattgg ttctgata ctggagaacg ttgaetaata

141 gtttggca eeaggagtgg ttetatag矩ataaaattR aagaatgagt tttgtaaatt ggttttggaa

211 tttttaga actggetctc taatgtcare acacttaaaa atgctaagga ctetattt—ee aata燃
281鲳姐丛g§鲢

注：下划线为引物序列；斜体为核心序列
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附录3硕士期间以第一作者发表的论文

1．7个Y-STR基因座单倍型及其法医学应用．法医学杂志，2003，19(4)：

196～198

2。5个Y-STR基因座复合扩增及其单倍型冲国法医学杂志，2003，18(4)：

225-227

3．台湾汉族群体15个STR基因座的遗传多态性．法律与医学杂志，2003，

10(4)：245～247

4．4个Y_STR基因座银染复合扩增．遗传，2003，25(3)：279～282

5．3个X染色体短串联重复的复合扩增及其多态性．中华医学遗传学杂志

2004，21(3)：233—235

6．12个Y-STR基因座单倍型及其应用．中国法医学杂志，2004，19(S)：

28～29

7．湖南汉族人群15个STR基因座的遗传多态性．中国法医学杂志，2004，

19(2)：98～99

8．广东汉族人群D8S384、D18S535、D21S1411基因座的多态性．中国医学

月刊，2∞4，3(2)：103,--105

9．广东汉族群体15个STR基因座的遗传多态性．中国医学月刊，2004，3

(7)：630～632

lO．用二组复合扩增检测8个Y-STR基因座单倍型．法医学科研与临案，李

冠宏主编，2004，70～76

11．用复合扩增方法检测4个Y-STR基因座单倍型．法医学杂志．2005，21

(1)：9～lO

12．3个x-STR基因座复合扩增．法医学杂志．2006，22(6)：431~434

13．Fluorescent Multiplex Amplification of Three X-STR LocL Acta Genetic

Sinica．2006，33(12)：1053～1059
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