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摘　要　应用聚合酶链反应 ( PCR)、聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染色技术 ,检测了人类血管性假血友病因子

( vW F)基因内含子 40中的 vW A位点等位基因及其无亲缘关系的随机个体频率。 调查了 106例中国人无关个

体 ,发现该位点有 8个等位基因 ,其大小为 138-166 bp, 18种基因型 ,符合 Hardy-Weinberg平衡定律。 10个 2代

家系和 1个 4代家系调查结果表明 vW A位点的遗传符合孟德尔定律。此位点的杂合度为 0. 787,多态信息含量

( PIC)为 0. 772,具有高度遗传多态性。 实验结果表明 ,该位点能较好地解决法医学上因生物检材量少和 DN A

降解等难以进行鉴定的疑难问题 ,在法医学应用上具有重要价值。
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　　短串联重复序列 ( S TR)是由 2～ 5个碱基对作

为核心单位 ,串联重复形成的一类 DN A序列 ,由于

核心重复单位数目的变化构成了 ST R位点的遗传

多态性。 其片段长度小 ,在人体内分布广泛而均匀 ,

有利于 PC R扩增 ,与 Amp FLP比较 , STR的敏感性

要高出 10倍 [1] ,其对降解检材 DN A的扩增成功率

也明显升高 [1] ,是法医学个人识别的研究方向。 STR

遗传标记也可作为人类学研究、分析基因从一个群

体向另一个群体流动新手段。

vW F基因位于 12p12-12pter。存在于 vWF基因

内的第 1640-1794个核苷酸区的 vW A,主要由 TC-

TA重复多次构成 [2 ]。在不同个体中 , vWA重复的次

数不同构成其多态性。本文调查了 vW A位点在 106

例中国人群无关个体 (下称无关个体 )中的分布情

况 ,并讨论了其在法医学上的作用和意义。

1　材料和方法

1. 1　 DNA标本的采集

取无关个体血液 10例 ,毛发 (含毛囊 ) 30例 ,血

纱布 46例 , 10个 2代家系 30人新鲜血液和 1个 4

代家系 12人血纱布。 DN A的抽提采用酚 /氯仿或

Chelex-100法。

1. 2　引物的合成

根据 Dav id J[4]等人报道的基因序列 ,选取目标扩增

片段两侧的核苷酸序列 ,在 PE公司合成。 序列如下:

5’ -CCCT AGT GGAT GATAAGAAT AATCAGT ATG-3’

5’ -GGACAGATGAT AAAT ACATAGGATGGATGG-3’

1. 3　 DN A体外扩增反应

50 ul反应体系中 ,各种试剂的终浓度为: 模板

基因组 DN A 20 ng , T ris-HCl ( p H9. 0) 10 mmo l / L,

KCl 50 mmo l / L, T ritonX100 0. 1% , MgCl2

1. 7 mmol /L, dN TP 80 ummo l /L ,引物 20 pmmol /

L , Taq DN A聚合酶 1 U。 反应条件: 95℃ , 5 min;

94℃ , 30 s, 62℃ 30 s, 72℃ , 45 s, 30个循环 ; 72℃ ,

7 min; 4℃终止反应。

1. 4　制备 vW A特异性等位基因 Ladder和基因分

型

制备 8% ( 19∶ 1)聚丙烯酰胺凝胶板 ( 21 cm×

40 cm× 0. 04 cm) ,室温 2 h , 200V ,预电泳 20 min

后 ,加入适量上述扩增产物 ,用 100 bp DNA Ladder

( Gibcobr )和 Pix 174 DNA Marker作参照物 ,电泳 ,

200V , 22 h。 凝胶用银染色法染色 ,然后于凝胶干燥

器中干燥 ,室温保存。

染色后分别测量出凝胶上参照物各条带的迁移距

离 ,根据公式 Y= 10A+ BX (其中 Y为 DNA的分子量 , X

为条带的迁移距离 ) ,可以计算同一凝胶上其它 PC R

扩增产物的分子量。 选取扩增长度不一的 PCR产物 ,

以适当的比例混匀 ,用作样本 PC R扩增产物检测时的

参照物 ,即 vW A特异性等位基因 Ladder。用此 Ladder

对各样本的等位基因进行基因分型。
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1. 5　等位基因数据的统计学处理

根据 106个无关个体中所得出的各种等位基因

的观察值 ,按 Fisher公式 [3]计算其理论值和 χ2值 ,

检测其是否符合 Hardy-Weinberg定律。 杂合率 ( h)

和多态信息含量 ( P IC)按下列公式进行计算:

h= 1- (∑
n

n= 1
Pi2 )　 PIC= 1- (∑ Pi2 ) -∑

n- 1

i= 1
　∑

n

j= i+ 1
2Pi2 Pj2

Pi和 Pj代表群体中第 i和第 j个等位基因的频率。

2　结　果

作者研究了 106例无关个体的 vWA位点 ,发现

了 8个等位基因 (图 1)。 理论上 8个等位基因有 36

种基因型 ,作者已发现其中 18种。8个等位基因大小

及频率见表 1,其重复次数参照 Dro zd[5]标准及以上

两种 DN A Marker ,应为 14～ 21次 ,各种基因型及其

相关数据见表 2。

图 1　 vW A位点等位基因图

A: 6个 vW A等位基因 Ladder, 162、 158、 154、 150、

142和 138 bp; B: 150、 146 bp; C: 154、 150 bp; D: 162、

150 bp; E: 158、 138 bp; F: 158、 142 bp; G: 166、 142 bp;

H: Phix174 DN A Marker, 118、 194 bp。 以上各区按从上

到下顺序排列

表 1　 106例中国人 vWA基因频率分布

等位基因 观察值 (例 ) 频　率

14 1 0. 0047

15 40 0. 1887

16 3 0. 0142

17 46 0. 2170

18 67 0. 3160

19 35 0. 1651

20 19 0. 0896

21 1 0. 0047

表 2　 106例中国人群 vW A基因型

基因型 观察值 预期值 X2

21　 15 　　　 1 　　 0. 19 3. 4532

20　 20 1 0. 85 0. 0265

20　 19 5 3. 14 1. 1018

20　 18 4 6. 00 0. 6667

20　 17 6 4. 12 0. 8579

20　 16 1 0. 27 1. 9737

20　 15 1 3. 85 1. 8593

19　 19 2 2. 89 0. 2741

19　 18 12 11. 06 0. 0799

19　 17 10 7. 60 0. 7579

19　 15 4 6. 60 1. 0242

18　 18 10 10. 58 0. 0318

18　 17 16 14. 54 0. 1466

18　 15 14 12. 64 0. 1463

18　 14 1 0. 31 1. 5358

17　 16 2 0. 65 2. 8033

17　 15 12 8. 68 1. 2699

15　 15 4 3. 77 0. 0140

　　X2= 18. 0234　　 d. f= 10　　 0. 05 < P < 0. 1

由于 P> 0. 05,该基因型频率分布符合 Hardy-

Weinberg ( HW E)定律。

该位点的杂合度为 0. 787, PIC为 0. 772。

对 vWA位点进行了 10个 2代家系 30人和 1

个 4代家系 12人相关个体的基因分型分析 ,孩子的

谱带都分别来自父母 ,完全符合孟德尔定律。

用 Chelex100处理的检材可以得到良好的扩增

效果 ,并且比酚 /氯仿法更为简便 ,快捷 , 1 d时间可

完成整个实验过程。 0. 2 uL血液 , 1 /20根毛囊便可

进行该位点分型。有些凶杀案现场的检材 ,经 DNA

抽提 ,用 VN TR位点扩增不成功 ,用此位点扩增可

以得出良好的结果。

3　讨　论

vWA是 DNA多态性系统中的一种 ,其基因频

率分布符合 HWE遗传平衡定律。 但在不同的人种

间 , vW A基因频率的构成不同。在 11种等位基因 [6]

中 , 11次核心重复单位基因只在意大利人发现 , 12

次核心重复单位基因只在非洲 -加勒比人中发现 ,

且频率小于 0. 01,属稀有基因。 我国人群基因多在

13～ 21次之间重复 , 13、 14和 21次重复的基因频率

较少。这些可能是由于人种差异所致。这些频率较少

的基因可能助于人类种属的研究。
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作者对 10个二代家系和 1个四代家系的 vW A

位点研究 ,未发现遗传突变 (缺失和插入 )现象 ,这与

报道一致 ,表明 vW A的遗传符合孟德尔遗传定律。

vW A位点与其它 ST R位点相似 ,容易扩增 ,实

验中 ,作者用经串联重复序列 ( VN TR)不能有效扩

增的血痕检材 ,用 vWA位点扩增 ,得出清晰可辨的

结果 ,解决了限制性片段长度多态性 ( RFLP)和 V N-

TR不能解决的个体识别问题。 因其杂合度高 , PIC

大 ,等位基因数较多 ,故比单个血型系统有更高的识

别率。作者用 1 ul血液制成血纱布和 1根毛发 (含毛

囊 ) ,用 Ch elex 100法抽提 DN A, 1 ul血液能进行 5

次 , 1根毛发能进行 20次 PCR扩增 ,表明该位点具

有较高的灵敏度。 vWA的扩增不受其它种属 DN A

的影响 ,具有种属特异性。 因此 ,其有重要的法医学

应用价值。

由于单个遗传标记难以解决法医学个体识别的

问题 ,多个遗传标记联合使用 ,要有各标记的频率资

料 ,求得总概率才能进行。 vW A是一个新发现的有

遗传多态性的位点 ,本文建立的中国人群频率资料 ,

增加了法医学个人识别的遗传标记。

目前 ,商品性 DNA Marker和 Ladder都不能作

为理想的 vWA等位基因分型参照物。 vW A位点相

邻等位基因之间相差仅 4 bp,须要有较好的参照物

才能行基因分型。本文制备 vW A特异性 DN A Lad-

de r能较好地对 vW A基因进行分型。其作为一标准 ,

可以使不同条件下的电泳结果进行比较 ,并记录下

来 ,增加了其实用性。

总之 , vWA位点因其扩增片短 ,重复单位小 ,易

于扩增 ,杂合度高 , PIC大 ,有较高的分辨率 ,在法医

学上有较大的应用前景。
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RESEARCH OF THE vWA LOCUS IN 106 CHINESES

Wu Xiang lin1　 Guo Jingyuan1　 Liang Shangyou2　Wang Suibao2　 Liu Chao2

( 1　 Depar tment of Fo rensic Serology, Sun Yat-sen Universi ty of MedicalSciences, Guang zhou, 510089;

2　 The Ins ti tute of Guang zhou Criminal Science and Technolog y; Guangzhou, 510030)

The alleles and its fr equencies o f vW A locus w hich is in intron 40 o f human von W illebrand Facto r

( vWF) gene we re r eseached w ith po lymerase chain rea tion( PC R) , polyacr ylamide gels and silv er staining , 106

unrelated Chinese , 10 o f two-gene ration and 1 of four-gener ation families we re examined. Eigh t alleles w ere

observ ed with frequencies in the r ange 0. 0047～ 0. 316, 18 in 36 genotypes. The geno types distribution meets

Hardy-Weinbe rg equilibrium. The polymo rphism is high in w hich the h etero zygo sity is 0. 787, the polymo rphic

info rma tion content ( P IC) is 0. 772. The results show that the DN A typing about minimal DNA and deg raded
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samples can be so lutioned w ith vWA locus which is useful in fo rensic medicine.

Subject headings　　 allels; polym erase chain reaction; po lymorphism ( genetics)

(上接第 43页 )

STUDY OF THE CEA-cDNA RECOMBINANT VACCINIA

VIRUS TO VACCINE ANIMALS

Yang Jie1　 Lai Huangw en2　 Luo Chaoquan1　 Yang Taichang2　 Xu Guoheng1　Wang Xiaohuai2

( 1　 Depar tment of Biochemist ry, Sun Yat-sen Univ ersi ty of M edical Sciences, Guang zhou, 510089;

2　 Department of M edical Ex periment , General Army Hospi tal , Guangzh ou, 510060)

CE A cDNA-recom binant vaccinia vir us, which had been constr ucted befo re, we re used to v accine r abbits.

In serum sam ples, high lev el o f CEA and high titer of anti-CEA antibody w ere detected. Immunohisto chemica l

method show ed that intestine, liv er , kidney and muscle could not expr ess CEA. The vaccined r abbits did no t

show tox ic reactions. The r esults show ed that it is safety to use vaccinia vir us as a vector in v iv o.

Subject headings　　 vaccinia v irus; car cinoembryonic antig en /therapeutic use; antibody fo rma tion /im-

muno lo gy; v accina tion
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