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摘 要
: 【目的」为建立一种简便

、

实用的 DYF 155 S I 位点多态性分析技术提供依据
。

I方法 ] 采用扩增片段长

度多态性 (
J

{、 m卜 F L P )方法
,

调查中国汉族人群 155 个无关男性个体 l〕、下 155 51 位点长度的变异情况
。

PCR 扩增产

物用非变性聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

银染显示条带
。

用循环测序法对该位点的 10 个等位基因进行正向和反向序列

分析
。

[结果」以基因组 D N A 为模板
,

用一对引物可同时扩增出 D Y F 155 SI 和 D Y F 155 里 2 个位点的等位基 因
。

D 、下巧 5 51 位点表现出有长度多态性
,

这些等位基因约 1 500 一 2 500 bp
。

DYF 155 里 位点表现出有或缺失的二态

现象
,

缺失率约为 7
.

1%
。

发现有 4 种变异的核心序列
,

其中 3 种与文献报道一致
,

被命名为 1 型
、

3 型和 4 型
,

另一

种为新发现的变异核心序列
,

暂命名为 7 型
。

10 个等位基因具有相同的模块结构
,

在 5
’

端表现为 3 型
一

1 型
一

3 型排

列
,

在 3
`

端则表现为 4 型
一

3 型排列
。

[结论】中国汉族人群 1〕、 下 155 51 位点 5
’

端序列较 3
’

端的多态性高
。
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小卫星 D N A ( m i n i s a t e l l it e )是人类 D N A 多态

性遗传标记中变异度很高的序列
。

这类多态性 已

被广泛应用于各种遗传分析及法医学领域
。

目前

常染色体小卫星位点研究较多
,

如 M邵 2 (D l邓 )川
、
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M s 3 I A (田咒 1 )和 M望 0 5 (D 1 6 s 3o g )等 [ 2
,

3 ]
。

Y 染

色体 上 已 报 道 了 2 个 小 卫 星 位 点 即 M S Y I

( D Y F z 5 5 s l ) [
4 ]和 M s Y Z [ 5 ]

。

其中 D邪 r 5 5 s l 位点

以其高度多态性
、

呈父系单倍型遗传等特点而成为

突变研究及追溯人类父系发展 的一个很好的遗传

标 记 6[]
。

DYF
1 55 sl 位 点 高 度 的 多 态 性 可 由

M 、 rR
一

p CR (m sn ss a t e ll it e va r ia n t r e p e a t
一

P以 )川方法

揭示
。

我 们 采用 A l l l p
一

F L p (
a m p l if i e d f r笔m e n t

le ng ht po ly mo rP hi s m )及序列分析方法对中国汉族

人群 D 、下 1 55 51 位点等位基因结构进行了研究
,

为

下一步寻找此类序列多态性分析的简便
、

实用技术

提供依据
。

增
,

在男性个体可扩增出大
、

小 2 个 D N A 片段
,

而

女性个体无任何扩增产物
。

其中大片段在男性群

体中表现出有长度多态性
。

小 片段则表现为有或

缺失的二态现象 (图 1 )
。

共调查了中国汉族 1 55

个男性无关个体
,

扩增的大片段大小约为 1 500 一

2 5 0 0 b p (图 2 )
。

15 5 个男性 中有 1 1个个体表现小

片段缺失
。
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1 材料与方法
徽

那授

1
.

1 样品来源

巧5 份男性无关个体血样品取 自做亲子鉴定

家系父亲 的血样
,

由中山大学法 医物证教研室提

供
。

1
.

2 模板 D N A 的抽提

采用碱性裂解法抽提血样品基因组 D N A
。

1
.

3 DYF 1 5 5 SI 位点等位基因扩增

1
.

3
.

1 P C R 扩增 Y I A 十 和 Y I B 十 引物序列参见

文献川
,

由上海 生工合成
。

P c R 反应体系为 20

拜L
,

含有人类基 因组 D N A 5 0 一 1 00 n g
,

10 X L A

pCR B u f fe : 11 2 拼I
一 ,

T a K aR
a L A aT 、 酶 l u ,

0
.

2 5

~
1几 dN T P 、

及引物各 1 拌m ol 几
。

样品混合后

置 p C R 仪 ( p
r im u s 9 6 p l u s ,

M W G A G )热循环
: 9 5 ℃

1 m i n
,

6 6 ℃ 3
.

5 m i n
,

循环 3 0 次
,

7 2 ℃ 延伸 1 0

m in
,

扩增产物于 4 ℃保存
。

1
.

3
.

2 P C R 产物检测 采用 60 9几 非变性聚丙

烯酞胺凝胶垂直电泳分离 P C R 产物
,

银染显色
。

1
.

4 等位基因序列分析

1
.

4
.

1 模板 D N A 准备 从低熔点琼脂糖凝胶中

回收等位基因 D N A 片段
。

1
.

4
.

2 序列分析 采用荧光标记 dd N T P S
的循环

测序法 ( iB g D y 。 试剂盒
,

P E ) 〔
7〕

,

电泳
、

荧光信号收

集及结果分析在 377 D N A 测序仪 ( PE 公司 )上进行
。

20 0 、 娜叱翻绷 翎 琳翻翻赵州 `醉 翩 翻

图 1 D Y正, 15 551 位点等位基因的扩增片段
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F ig
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2 结 果

2
.

1 D Y F 15 5 S I 位点等位基因扩增

以基因组 D N A 为模板
,

用 D Y 1F 55 SI 位点两

翼保守区一对引物 ( Y I A + 和 Y I B 十 )进行 PCR 扩

2
.

2 等位基因序列分析

选择 10 个等位基因的大片段及 1个小片段 的

扩增产物进行正向和反 向序列分析
,

与 eG
n e B an k

中 D、 下1 5 5 5 1 和 D 、下 155 52 位点的序列进行 比较
。

大片段序列除在 389 nt 有 9 个等位基因为 T 碱

基
,

1个等位基 因为 A 碱基 (与 eG en ban k 序列 一
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致 )
,

其余碱基序列一致
。

小片段在 4 18 nt 为 G 碱

基
,

其余碱基序列与 价
n eb an k D 、下 1 55 52 位点序

列一致
,

大小为 2 3 0 bp
。

对这 r o 个 D Y F 15 5 S I 位

点等位基因序列分析
,

得到从 5
’

端及 3
’

端开始约

2 0 个核心序列 的序列 (图 3 )
。

发现有 4 种变异的

核心序列 (图 4)
,

其中 3 种与文献阁报道一致
,

被

命名为 1 型 ( t y p e 一)
、

3 型 ( t y p
e 3 )和 4 型 ( t y p

e 4 )
,

另 1 种为新发现的变异核心序列
,

为 1 个等位基因

5
’

端的第 1个核心序列
,

暂命名为 7 型 ( t yP
e 7 )

。

l ~
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. . . . . . . . .

~
花

习 日日. . 日口. 日 . 日. .
画

汇立二L

口口二〔 〔 〔工上〔 口立 J I工工工 U旅

工止J 工工 工亡口习 J工笼口获王工笠」〔

~
. . 臼日 . 目. . 口. . 日曰 口

~
口 工范口二炭口 二口二口 J 艺二〔f r 〔 口江笼口 I叉 F

沮
困. 日日日. 目圈. .曰 ] I T气工工 r 下r下 汇二门 厂了了 口汀训 1了下丁丁下汀 1了不工 n 工丁」工 J 〔

口 曰 . . . . . . . 帅. 甲曰 . 甲
脚

, , , T哪丫丁 又, 气勺丁丫玉卫斗

直班了 I 士J

丁工万二

l 工立只了

芭丁工工了丁丁泣日 丁工里王1工二口江2 1工工毛; 〕 3淡仁

仁厂工」几 f 口二口乞阮厂工二 rJ J 工二己 1兀工工工士必 二

曰
一

甘丁二丫1丁 1万仁 t l l 工了工 11 工工工丁) 仁

J』二三己工二以 J工 U 三J茶王通江三仍当或 }

.
: T y p e l

,

口 : T y p e 3
,

三万二 卜U了工艾I J 于J汪二工【工文工万汀二汇1妞工卫

口 : T y p e 4
,

一一一一一一一一一
2346857910

二二 ;
,
: P r i m e r s e q u e n e e ,

一
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图 3 D 、 J 1 55SI 位点等位基因结构
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图 4 4 种变异的核心序列

F ig 4 oF ur var
i an t re pe ats

3 讨 论

3
.

1 】) Y l
,

1 5 5 5 1 位点等位基因扩增

小卫星 M S Y I ( D 、下1 5 55 1 )是由大小为 2 5 b p
,

重复次数为 4 8 一 1 14 的核心序列串联排列构成
,

与

其他小卫星 D N A 不同
,

其富含 A T 川
。

本文用重

复序列两翼保守区的一对引物从男性个体基因组

D N A 中成功扩增出 D Y F 155 SI 和 D Y F巧552 2 个

位点的等位基因
,

并经序列分析得到证实
。

而以女

性个 体 的 D N A 为模 板 则无 扩 增 产物
,

表 明

D Y F巧5 51 位点为 Y 染色体特异
,

为男性所特有
。

D Y F 15 5 SI 位点在男性个体间存在长度多态性
。

根据报道的核心序列大小及重复次数
,

可推算出其

等位基因大小在 1 4 05 一 3 055 b p 之间
。

我们共调

查了中国汉族 155 个男性无关个体
,

发现其等位基

因大小在 1 5 0 0 一 2 5 0 0 b p 之间
。

表明中国汉族人

群 D Y F巧 5 51 位点等位基因大小分布相对集中
。

D Y F巧 552 则 表 现 为 有 或 缺 失 的 二 态 现 象
。

J ob l in g 等 ( 1 9 9 8 年 )报道用 SOfZ ( D Y S 7 ) 探针检出

5 个 Y 特异的 石花刀 R 工 D N A 片段
,

其中位于 Y 染

色体长臂 ( Y q )的第三大 D N A 片段 ( 50 f2 C/ )在男

性个体表现出有或缺失二态现象
。

世界范 围群体

调查其缺失率约为 6 %
,

表现 50 f2 C/ 缺失的主要在

亚洲
、

澳大利亚和东
、

西欧群体
,

其中芬兰人缺失率

最高
,

为 55 % 阁
。

在 5 0f 2 c/ 缺 失 的 男 性 个体

D Y F巧552 位点等位基因也表现缺失
,

Job li n g M A

认为 D 、下 155 52 位点与 50 f2 C/ 位点邻近
,

可通过

检测 D 、下 155 52 位点 的缺 失 来 推 测 50 伦 C/ 缺

失川
。

我们共调查 了中国汉族 1 55 个男性无关个

体
,

缺失率约为 7
.

1 %
。

3
.

2 等位基因序列分析

我们对 D 、下 1 55 51 位点 10 个等位基因从 5
’

端

及 3
’

端进行了序列分析
。

在 D Y F巧5 51 位点 5
’

端

保守区 3 8 9 nt 发现一个多态性位点
,

该位点碱基为

A 或 T
。

在常染色体的小卫星位点有类似发现
,

如

M s3 2( 1D 留产 3
,

等位基因特异的 M V I刁
一

P c R 方法

的设计即以此为基础
。

发现有 4 种变异的核心序

列
,

表现在第 3 nt
、

第 13 nt 碱基不同 (图 4 )
,

新发现

的变异核 心序列在第 21 nt 由 T 一 A
。

从序列上

看
,

这 4 种变异核心序列均以 3 型为基础
,

其他 3

种与其相比只有 1个碱基的差异
,

这是否预示着新

的核心序列是从 3 型核心序列变异而来
,

有待进一

步证实
。

从图 3 可见
,

这 4 种变异核心序列并不是

随机散在分布
,

而是一定数量相同的核心序列串联

排列
,

并有一定的分布规律
,

在 5
’

端表现为 3 型
一

1

型
一

3 型排列
,

这种排列被冠 以一个名称模块结构

( m
o d u la r s t r u e t u r e

) 〔
`o 〕

。

3
’

端与 5
’

端不同
,

表现为 4

型
一

3 型排列
。

可见 5
`

端表现出更高的变异
。

其它

小卫星位点如 D 16 s3 09 也有类似报道〔2」。

目前为

止
,

大多数研究的小卫星位点的突变表现为极性
,

即在小卫星重复结构的一端发生突变的几率高14〕
。

D Y F巧 551 位点 5
`

端较 3
`

端高的变异可能预示着

5
`

端具有较高的突变几率
。

Job h gn M A 等报道

D Y F巧 552 位点含有 1 个 4 型核心序列
,

本实验

D 、 F 15 552 位点等位基因序列分析表明含有 1 个

新型核心序列
,

与 4 型核心序列相差 1 个碱基 (第

2 0 n t A一G )
。

我们首次采用 九 n p
一

F L P 及序列分析方法对中

国汉族人群 D 、下 1 55 51 位点等位基因结构进行了

研究
,

为建立简便
、

实用 的分析该位点多态性 的技

术奠定了基础
。
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