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【摘要】　目的　应用１３、１８、２１号染色体上１８个 ＳＴＲ 新位点（Ｄ２１Ｓ１１Ｌ、Ｄ２１Ｓ１４０９、Ｄ２１Ｓ１８０９、

Ｄ２１Ｓ２０５２、Ｄ２１Ｓ１９９４、Ｄ２１Ｓ１４４６、Ｄ２１Ｓ１４３５、Ｄ２１Ｓ１１ Ｄ２１Ｓ１４４２、Ｄ２１Ｓ１８０９、Ｄ２１Ｓ１４３２、Ｄ１３Ｓ８００、

Ｄ１３Ｓ８８６、Ｄ１３Ｓ７９６、Ｄ１８Ｓ８７７、Ｄ１８Ｓ８５１、Ｄ１８Ｓ８４７、Ｄ１８Ｓ８４７），了解新位点在诊断染色体数目中的应用价

值。方法　在５０例正常人血清标本和５例２１三体综合征患者血清标本中，通过ＰＣＲ扩增基因测序的

方法，用ＳＰＳＳ１２．０软件直接计算新位点杂合度（Ｈ）和多肽信息含量（ＰＩＣ），并对１３、１８、２１染色体数目

进行诊断。结果　１３号染色体中ＳＴＲ位点 Ｈ０．６０．７４，ＰＩＣ０．６５０．７。１８号染色体中ＳＴＲ位点

Ｈ０．６９０．８１，ＰＩＣ０．６８０．８。２１号染色体中ＳＴＲ位点Ｈ０．７０．８７，ＰＩＣ０．６３０．８４。２１、１３、１８染色体，二

倍体检出率为１００％。在５例２１三体阳性标本中，三倍体检出率为１００％。结论　ＳＴＲ新位点杂合度

和信息含量高，可在诊断２１、１３、１８染色体数目中被应用。

【关键词】　荧光定量酶联聚合反应；短串联重复序列；快速产前诊断法
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　　人类的遗传图谱绘制需要应用多态性标志。首

先出现的多态性标志是２０世纪８０年代中期最早应

用的限制性酶切片段长度多态性（ＲＦＬＰ）。此类标

记数量较少，多态性信息含量也较低。８０年代后发

展了 短 串 联 重 复 序 列 （ＳｈｏｒｔＴａｎｄｅｍ Ｒｅｐｅａｔ，

ＳＴＲ），又称微卫星（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ，ＭＳ），其染色体

分布和信息含量明显优于ＲＦＬＰ。近年又有第三代

多态性标志ＳＮＰ被大量发现，成为研究基因组多样

７

C J P
 D



·论著· 《中国产前诊断杂志（电子版）》　２０１１年第３卷第２期

性和识别、定义疾病相关基因的一种手段。

ＳＴＲ具有高度多态性、杂合度和多态信息量，

主要源于核心序列重复次数个体间的差异，这种差

异在基因传递过程中一般遵循孟德尔共显性遗传规

律，均匀地分布于人类基因组。本研究在５０例无关

个体中检测１３、１８、２１号三条染色体上１８个ｓｔｒ位

点的多态性和杂合度，并在５例２１三体综合征患者

的外周血中进行检测，用以了解是否可在染色体数

目异常的检测中被使用。

１　材料和方法

１．１　对象来源　从２００８～２００９年在本院就诊的患

者，抽取５０例正常人抗凝全血样本和５例２１三体

综合征患者的外周血抗凝全血标本。

１．２　试剂和设备

１．２．１　试剂　ＱＩＡａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ购自

瑞士Ｑｉａｇｅｎ公司；荧光素（ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＴＡＭＲＡ）

和金牌Ｔａｑ酶购自美国ＡＢＩ公司；引物合成与荧光

素标记由上海生工生物技术有限公司完成；ＰＣＲ反

应缓冲液、ｄＮＴＰ、Ｍｇ
２＋购自瑞士Ｑｉａｇｅｎ公司。

１．２．２　设备　美国ＡＢＩ公司２７００型扩增仪、３１３０

型遗传分析，德国ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ公司的微量移液

器、高速离心机、ＥＬＧＡ公司纯水仪、德国 Ｈｅｒａｅｕｓ

ＢｉｏｆｕｇｅＰｉｃｏ离心机。

１．２．３　引物设计和合成　在ＳＴＲ基因座的选择

上，选择基因座首先符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，多

态信息含量大于０．５，杂合度在０．６以上的基因

座［１］。串联重复单位为四或五核苷酸，确定的基因

座见下表１。ＵＣＳＣ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／）上

搜基因原序列。在引物设计过程中主要考虑以下影

响因素：①引物长度在１９～２８ｂｐ之间；②各基因引

物 Ｔｍ 值尽量一致；③ＰＣＲ 产 物 片 段 长 度 在

４００次／分以内。使用 ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０ 设计

ＰＣＲ引物。

表１　各ＳＴＲ位点及其引物信息

ＳＴＲ位点 ＰＣＲ产物长度 荧光标记 正向引物 反向引物

Ｄ１３Ｓ８００ ２９５３１９ ｂｌｕｅ ＡＧＧＧＡＴＣＴＴＣＡＧＡＧＡＡＡＣＡＧＧ ＴＧＡＣＡＣＴＡＴＣＡＧＣＴＣＴＣＴＧＧＣ

Ｄ１３Ｓ８８６ ３００３１５ ｂｌａｃｋ ＣＣＣＡＡＡＣＣＴＧＴＴＴＡＴＧＴＣＣＡ ＣＣＴＣＣＡＣＴＧＴＡＡＧＴＣＴＣＣＣＡ

Ｄ１３Ｓ７９６ １５２１６８ ｇｒｅｅｎ ＣＡＴＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＴＴＣＡＣＡＧ ＴＣＡＴＣＴＣＣＣＴＧＴＴＴＧＧＴＡＧＣ

Ｄ１８Ｓ８７７ １１７１３７ ｂｌｕｅ ＧＡＴＧＡＴＡＧＡＧＡＴＧＧＣＡＣＡＴＧＡ ＴＣＴＴＣＡＴＡＣＡＴＧＣＴＴＴＡＴＣＡＴＧＣ

Ｄ１８Ｓ８５１ ２５３２５４ ｇｒｅｅｎ ＣＴＧＴＣＣＴＣＴＡＧＧＣＴＣＡＴＴＴＡＧＣ ＴＴＡＴＧＡＡＧＣＡＧＴＧＡＴＧＣＣＡＡ

Ｄ１８Ｓ８４７ ２１２２３２ ｇｒｅｅｎ ＴＴＡＡＡＴＴＴＧＡＣＴＣＴＧＡＧＡＧＴＴＣＴＣＣ ＣＡＧＡＴＧＧＣＣＴＧＴＡＧＴＧＧＡＡＣ

Ｄ１８Ｓ８１９ ２５３ ｂｌａｃｋ ＡＣＣＡＣＡＧＴＴＡＣＴＡＡＧＡＴＧＴＡＡ ＧＣＣＴＣＣＡＧＡＡＡＡＡＡＴＴＴＣＣＡ

Ｄ２１Ｓ１１Ｌ ２０２２６０ ｂｌｕｅ ＡＴＡＴＧＴＧＡＧＴＣＡＡＴＴＣＣＣＣＡＡＧ ＴＧＴＡＴＴＡＧＴＣＡＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＧ

Ｄ２１Ｓ１４０９ １７３ ｂｌｕｅ ＧＧＡＧＧＧＧＡＡＴＡＣＡＴＴＴＧＴＧ ＴＴＧＣＣＴＣＴＧＡＡＴＡＴＣＣＣＴＡＴ

Ｄ２１Ｓ１８０９ ２０７２０８ ｂｌａｃｋ ＴＡＣＣＣＡＡＧＧＴＧＡＣＡＧＡＣＡＣＣ ＧＡＧＣＡＧＧＴＴＧＴＣＣＴＡＣＣＴＣＡ

Ｄ２１Ｓ２０５２ １２０ ｂｌａｃｋ ＧＣＡＣＣＣＴＴＴＡＴＡＣＴＴＧＧＧＴＧ ＴＡＧＴＡＣＴＣＴＡＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＡＴＣＣＣ

Ｄ２１Ｓ１９９４ ２３６２６４ ｂｌｕｅ ＴＴＴＡＡＡＴＣＡＣＡＧＡＡＧＧＴＧＴＡＧＧＣ ＣＡＣＣＴＴＴＧＴＴＧＣＣＡＡＧＡＧＴＣ

Ｄ２１Ｓ１４４６ ２０９２２３ ｂｌｕｅ ＡＴＧＴＡＣＧＡＴＡＣＧＴＡＡＴＡＣＴＴＧＡＣＡＡ ＧＴＣＣＣＡＡＡＧＧＡＣＣＴＧＣＴＣ

Ｄ２１Ｓ１４３５ １８１２０５ ｇｒｅｅｎ ＣＣＣＴＣＴＣＡＡＴＴＧＴＴＴＧＴＣＴＡＣＣ ＧＣＡＡＧＡＧＡＴＴＴＣＡＧＴＧＣＣＡＴ

Ｄ２１Ｓ１１ ２０２２６０ ｇｒｅｅｎ ＡＴＡＴＧＴＧＡＧＴＣＡＡＴＴＣＣＣＣＡＡＧ ＴＧＴＡＴＴＡＧＴＣＡＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＧ

Ｄ２１Ｓ１４４２ ２３７２６９ ｂｌａｃｋ ＣＴＣＣＴＣＣＣＣＡＣＴＧＣＡＧＡＣ ＴＣＴＣＣＡＧＡＡＴＣＡＣＡＴＧＡＧＣＣ

Ｄ２１Ｓ１８０９ ２０７２０８ ｂｌａｃｋ ＴＡＣＣＣＡＡＧＧＴＧＡＣＡＧＡＣＡＣＣ ＧＡＧＣＡＧＧＴＴＧＴＣＣＴＡＣＣＴＣＡ

Ｄ２１Ｓ１４３２ １２７１５５ ｂｌａｃｋ ＣＴＴＡＧＡＧＧＧＡＣＡＧＡＡＣＴＡＡＴＡＧＧＣ ＡＧＣＣＴＡＴＴＧＴＧＧＧＴＴＴＧＴＧＡ

　　注：引物交由公司合成，经ＰＡＧＥ纯化（ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

１．３　试验方法

１．３．１　ＰＣＲ反应体系　反应体系为５μＬ：早先加

入板中的１０ｎｇＤＮＡ 模板（即２．５μＬ 模板），

０．２５μＭ引物（正反引物各０．０５μＬ），２５ｕｎｉｔｓＤＮＡ

聚合酶 （０．０５μＬ），２ｍＭＭｇＣｌ２（０．３μＬ）及２００μＭ

ｄＮＴＰ（０．３μＬ）。热循环条件选用退火温度逐渐降

低的程序（ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ），如图１：

①９４℃ 变性５分钟；

②９４℃ 变性３０秒；

③６４℃ 退火３０秒；

④７２℃ 延伸６０秒；

⑤ 返回②４４个循环，退火温度依次下降０．５℃
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图１　热循环条件选用退火温度逐渐降低的程序（ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ）

　　注：ＰＣＲ进行过程中为减少反应体系的蒸发，反应前预设热盖过程，顶盖温度设为１０１℃。

至５７℃后维持；

⑥７２℃ 延伸１０分钟。

１．３．２　荧光素的选择　由于不同的荧光素在光谱

上存在一定的干扰，荧光素的激发波长越接近，干扰

会越强烈，不同的荧光素标记方式会产生不同的分

子构象，从而影响分子的电泳迁移率和激光对荧光

素的激发［２］。同时参考 ＭｉｃｅｌＢ等的文献报道，选

择ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＴＡＭＲＡ进行试验。

１．３．３　毛细管电泳和测序　使用ＡＢＩ３１３０基因测

序仪，使用３１３０数据收集软件的样品列表，对样本

设置不同名字和编码，确定内标，按颜色信息和解释

将数据纳入表格中，建立荧光标记，用３６ｃｍ毛细管

运行模式处理样本，关键参数是聚合物和毛细管列

阵的设置。经ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒＩＤ３．２软件分析处理。

其具体步骤为：

① 加入６．８５μＬＧＳ５００ＬＩＺ内标，与２５０μＬＨｉＤｉ

甲酰胺混匀后，并取出１５μＬ加入相应的９６孔板中；

② 加入３μＬ待测ＰＣＲ产物，混匀，密封９６孔板；

③ 将９６孔板置于ＰＣＲ仪上９４℃保持３分

钟，降温到４℃保持３０秒；

④１０００转离心１０秒后放入测序仪中。

１．４　统计学分析　用ＳＰＳＳ１２．０软件使用直接计

算法，计算每个等位基因出现的频数与频率以及每

个微卫星位点各杂合子峰面积比值的平均值和其标

准差。

峰面积的计算公式根据色谱峰面积 Ａ的测量

方法：

峰面积Ａ＝１．０６５ｈ×ｗ１／２（ｈ为荧光峰的高

度，ｗ为峰宽）

杂合度的计算公式［３］：

Ｈ ＝Ｎ［１－∑ｐｉ
２］／（Ｎ－１）（ｐｉ为第ｉ个等位基

因的频率，Ｎ为样本数）

ＰＩＣ
［４］的计算公式：

ＰＩＣ＝１－∑Ｐｉ
２－∑∑２Ｐｉ

２Ｐｊ
２

　　　ｉ＝１　　　ｉ＝１ｊ＝ｉ＋１

Ｐｉ、Ｐｊ分别为第ｉ、ｊ个等位基因的频率。

２　结果

２．１　５０例正常无关二倍体中，根据染色体的不同，

ＳＴＲ位点的杂合度和多态信息含量（见表２）。２１

号 染 色 体 选 取 １１ 个 ＳＴＲ 位 点 （Ｄ２１Ｓ１１Ｌ、

Ｄ２１Ｓ１４０９、 Ｄ２１Ｓ１８０９、 Ｄ２１Ｓ２０５２、 Ｄ２１Ｓ１９９４、

Ｄ２１Ｓ１４４６、 Ｄ２１Ｓ１４３５、 Ｄ２１Ｓ１１ Ｄ２１Ｓ１４４２、

Ｄ２１Ｓ１８０９、Ｄ２１Ｓ１４３２），其中Ｄ２１Ｓ１１的杂合度和多

态信息含量最高，遗传多态性较佳。Ｄ２１Ｓ１８０９遗传

多态性较差。１３号染色体选取３个 ＳＴＲ 位点

（Ｄ１３Ｓ８００、Ｄ１３Ｓ８８６、Ｄ１３Ｓ７９６），其中Ｄ１３Ｓ８８６遗传

多态性较好、Ｄ１３Ｓ８００遗传多态性较差。１８号染色

体 选 取 ４ 个 ＳＴＲ 位 点 （Ｄ１８Ｓ８７７、Ｄ１８Ｓ８５１、

Ｄ１８Ｓ８４７、Ｄ１８Ｓ８４７），其中Ｄ１８Ｓ８１９遗传多态性较

好、Ｄ１８Ｓ８５１遗传多态性较差。

２．２　５０例无关人群的外周血经过染色体核型分析

证实为正常二倍体，通过对１３、１８、２１染色体ＳＴＲ

位点的检测，二倍体检出率为１００％。

２．３　５例２１三体综合征患者的外周血抗凝血标

本，检出率为１００％。５例样本都呈现双峰面积比例

１：２或２：１或１：１：１。图２为１例２１三体综合征患

者的ＳＴＲ位点扩增产物图：

３　讨论

基因组扫描是目前定位疾病基因最常用的方

法，在进行基因组扫描时，由于所选择的多态位点间

距较大，为获得足够信息采用多态信息量高，分型容

易的多态位点是连锁分析成功的关键，而ＳＴＲ的高

度多态性和高频性的特点，使ＳＴＲ成为目前应用最

９
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表２　ＳＴＲ位点的杂合度和多态信息含量

ｓｔｒ位点 染色体位置 杂合度 多态信息含量 杂合子等位基因峰面积比值（均数）

Ｄ１３Ｓ８００ １３ｑ２２．１ ０．６２ ０．６５ １．０８２±０．０１８

Ｄ１３Ｓ８８６ １３ｑ２２ ０．７４ ０．７ １．１５６±０．１０６

Ｄ１３Ｓ７９６ １３ｑ３３．３ ０．６６ ０．６７ １．２８５±０．１６５

Ｄ１８Ｓ８７７ １８ｑ１２．１ ０．７８ ０．７７ １．２６４±０．２１６

Ｄ１８Ｓ８５１ １８ｑ１２．３３ ０．６９ ０．６８ １．０９７±０．１６３

Ｄ１８Ｓ８４７ １８ｑ１２．１ ０．７８ ０．７６ １．０５９±０．１４５

Ｄ１８Ｓ８１９ １８ｑ１１．１ ０．８１ ０．８ １．２０４±０．１２９

Ｄ２１Ｓ１１Ｌ ２１ｑ１２ ０．７ ０．７１ ０．９６５±０．０８８

Ｄ２１Ｓ１４０９ ２１ｑ１１．２ ０．７２ ０．６８ １．１５８±０．１０７

Ｄ２１Ｓ１８０９ ２１ｑ２２．２ ０．６９ ０．６７ １．７８２±０．１６３

Ｄ２１Ｓ２０５２ ２１ｑ２１．３ ０．７６ ０．７９ １．３００±０．１２６

Ｄ２１Ｓ１９９４ ２１ｑ２１．１ ０．８５ ０．８３ １．１４９±０．１１２

Ｄ２１Ｓ１４４６ ２１ｑ２２．３ ０．７９ ０．７７ １．１１０±０．２１１

Ｄ２１Ｓ１４３５ ２１ｑ２１．３ ０．７５ ０．７１ １．１８３±０．１２６

Ｄ２１Ｓ１１ ２１ｑ１２ ０．８７ ０．８４ １．２８１±０．２０７

Ｄ２１Ｓ１４４２ ２１ｑ２１．３ ０．７９ ０．７７ １．１８９±０．２８５

Ｄ２１Ｓ１８０９ ２１ｑ２２．２ ０．６７ ０．６２ １．１０９±０．１７６

Ｄ２１Ｓ１４３２ ２１ｑ２１．１ ０．７７ ０．６５ １．１８４±０．２０５

图２　１例２１三体综合征患者的ＳＴＲ位点扩增产物图

广的人类遗传标志。ＳＴＲ绝大多数位于非编码区，

不转录、不编码蛋白质和ＲＮＡ ，不受选择压力的影

响，其２条带的扩增产量相等，不存在优先扩增和漏

带现象。杂合度（ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ）是指随机选择的

某个个体在某一标记位点上同时具有２个不同的等

位基因的可能性。ＰＩＣ（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｃｏｎｔｅｎｔ）是多态信息含量，是衡量ＤＮＡ位点信息度

（即利用该位点去对兴趣基因或者另一位点进行连

锁分析时可以获得的信息量，从而判断该位点与其

他基因或位点之间的连锁关系）的一个参数。ＰＩＣ

０１
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主要源于核心序列重复次数个体间的差异，这种差

异在基因传递过程中一般遵循孟德尔共显性遗传规

律，均匀地分布于人类基因组［５］。

ＳＴＲ遗传多态性可用杂合度和多态信息量等

指标来衡量，多态信息量大于０．５，表明遗传标记可

提供高度的遗传信息［６］。多态位点的基因频率、杂

合度、多态信息含量等参数因样本来源、群体不同而

有差异，本研究分析的１８个位点均选自在白种人群

中多态性较好的多态位点［７］。通过对５０例正常无

关亚洲人群外周血来检测ＳＴＲ的实际杂合度、多态

信息量的检测，新位点的多态遗传信息含量为

０．６２～０．８７，均＞０．５，表明本实验所选取的微卫星

标记基本上可提供高度的遗传信息。结果显示实际

的杂合度与文献和基因库中所记载的杂合度相似，

但实际检测值较低可能与样本量较小有关。另外我

们的预计值多来自西方文献报道，可能与我们汉族

人群特别是上海地区人群存在一定差异。

在实际操作中会出现同一座位的等位基因会由

于优先扩增而导致等位基因脱失（ＡＤＯ），即在ＰＣＲ

反应起始时，一个正常的二倍体细胞的２个等位基

因中的一个会被优先扩增，并随着反应地进行被优

先扩增的产物也被用作模板过渡表达［８］，所以在结

果中显示的等位基因的峰面积比值并不是完全的

１：１，比值范围在０．９～１．２８之间，与文献报道
［９］的

正常杂合二倍体每一检测位点双峰面积比值一般在

０．８到１．４的范围内相符合。

高雅等曾以中国３０个不同民族的９个常染色

体ＳＴＲ基因座的群体遗传研究数据资料为对象，

发现在一定范围之内，样本量的大小与所观测到的

不同基因座等位基因检出数量之间存在正相关关

系。当超过一定范围时，样本量的继续增加不再明

显影响等位基因的检出数量。多态性低的基因座需

要的样本量较小，５０个样本量即可以检测出常见等

位基因。

在使用单管多重ＱＦＰＣＲ体系中，我们使用新

位点对５例２１三体综合征患者外周血进行检测，没

用假阳性和假阴性，通过１１个位点的结合检测，检

出率高达１００％。杜鹃
［１０］等曾采用５个位点检测

２１三体，证实使用４个以上位点结合检出２１三体

才可达１００％。因此，上述新位点可被用于２１三体

的诊断。
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