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摘　　要

D17S30是位于人类染色体 17p13. 3、以 70bp 为重复单位的、具有高度多态性的 VNTR 位

点。本文采用作者报道的微量快速 Amp-FLP 分型技术, 对100 名哈尔滨市北方汉族人和 110 名

江浙沪南方汉族人作了 D17S 30 位点分型, 发现在北方汉族与江浙沪南方汉族之间等位基因频

率分布并无显著差异, 但可见 A1 和 A7 基因频率北高南低, A4 基因频率则为南高北低, 提示

存在南北汉族之间的分化。D17S30 位点南北方汉族观察杂合性均为 0. 88, 个体鉴别力均为

0. 97, 多态性信息含量均为 0. 86。本文结果提示, 采用微量快速 Amp-FLP 分型技术分析

D17S30位点多态性, 具有较高的灵敏度与准确性, 可在我国作为一种高效的遗传标记应用于民

族演变、法医学个体指认与亲子鉴定、遗传病基因连锁分析等研究领域。

关键词　　D17S30位点, 微量快速 Amp- FLP, VNT R

遗传学研究发现人类基因组 DNA 的某些部位含有重复数目可变的非编码核心单元,

称为可变数串联重复序列 ( variable number of tandem repeats, VNT R)。VNT R的高度多

态性可为人类基因组DNA 的识别提供重要的标记, 适用于民族演变、法医学个体指认与亲

子鉴定以及遗传病基因连锁分析等研究领域。D17S30是一个位于人类染色体 17p13. 3、以

70bp 为核心单元的 VNT R位点 ( Batanian et al . , 1990)。1989年, Horn等率先用采用扩

增片段长度多态性 ( amplif ied f ragment leng th po lymo rphism , Amp- FLP) 技术证实

D17S30位点的多态性 ( Horn et al . , 1989)。此后, Batanian等、陈林等和欧炯文等分别在

美国白人、成都汉族人和云南汉族人中对D17S30 位点进行了研究 ( Batanian et al. , 1990;

陈林等, 1995; 欧炯文等, 1997)。本文采用作者报道的微量快速 Amp-FLP 分型技术, 分析



了 100例哈尔滨市随机北方汉族人和 110例江浙沪随机南方汉族人 D17S30位点的遗传多

态性。现将结果报道如下。

1　材料与方法

样本　采集 100例哈尔滨市随机北方汉族人 (祖籍为东北地区) 和 110例上海市随机

南方汉族人 (祖籍为江浙沪地区) 外周静脉血每例 1m l, EDTA 抗凝。

试剂　D17S30位点 PCR扩增特异性引物

1: 20bp 5′-GGAAGAGT GAAGT GCACAGG-3′

2: 21bp 5′-CACAGTCT TT ATT CTT CAGCG-3′,

由上海植物生理研究所合成 (陈林等, 1995)。Taq DNA 聚合酶等试剂及PCR Marker 均购

自华美公司, 123bp M ar ker 购自 Gibco BRL 公司, 螯合树脂 ( chelat ing resin) Chelex
○R
100

购自Sigma 公司 ( Chelex 是 Bio-Rad实验室注册商标)。

方法　微量快速 Amp-FLP 分型技术

1. 1　Chelex
○R
100树脂抽提 DNA

1) 2ul血样溶于 1000ul ddH2O, 混匀后静置 15分钟。

2) 15 000转/分离心 2分钟, 弃上清液后加入 100ul混匀的 20%的 Chelex
○R
100混合

液, 混匀后静置 2分钟

3) 100℃水浴 8分钟

4) 激烈振荡后 15 000转/分, 离心 1分钟

1. 2　热启动 PCR扩增

1) 吸取Chelex
○R
100上清液 1 - 5ul ,加入 ddH2O 至 15ul, 混匀后加入 2滴石蜡油

2) 95℃ 10分钟

3) 93℃下快速加入引物、dNT P、T aq酶、10×Buffer 和 MgCl2的混合物 10ul。反应总

体积为 25ul, 终浓度为每种引物 1uM、dNTP 200uM、Mg
2+

1. 0mM , T aq酶 0. 06 U / ul。

4) 立即进行 PCR扩增。PCR程序: 94℃1分钟; 55℃1分钟; 70℃6分钟, 30次循环

后 72℃延伸 10分钟。

1. 3　电泳

使用 2% 琼脂糖凝胶以 PCR M arker 和 123bp ladder M ar ker 作指示判型。

统计分析　基因频率按基因计数法测定。用
2
检验比较观察值和期望值以验证样本是

否符合 Hardy-Weinber g 平衡法则。用个体鉴别力 ( pow er of discrimination, DP) ( F isher ,

1951)。

DP = 1 -

n

i= 1

P i
2　 ( P i为基因型频率)

无偏倚估计期望杂合性 h ( Nei 等, 1974)

h = n × 1 - ∑
n

i= 1

Pi
2 / ( n - 1)　 ( Pi 为等位基因频率)

及多态性信息含量 ( polymorphism informat ion content , PIC 值) ( Nei et al . , 1974)
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PIC = 1 -

n

i= 1

Pi
2 -

n- 1

i= 1

n

j= i+ 1

2P i
2P j

2

　　评估样本多态性程度。人群之间的差异用 2×c表作
2检验。

2　结果与分析

采用微量快速 Amp-FLP 分型技术, 在 100例哈尔滨市随机北方汉族样本和 110 例江

浙沪随机南方汉族样本中共发现 16种等位基因和55种基因型 (表 1- 3) , 片段大小在 168

- 1358bp 之间 (图 1)。在哈尔滨市北方汉族中最常见的等位基因是 A1和A4。在江浙沪汉

族中最常见的等位基因是 A 4和 A5, 并首次发现重复单元为 15和 18的大片段等位基因

(图 2)。在理论上, 对于D17S30位点, 16种等位基因应构成 136种基因型, 本文仅发现其

中 55种, 可见基因型分布并不均一。为检验样本的随机性, 本文将基因型观察数小于3的

样本进行了合并, 基因型观察数符合 Hardy-Weinberg 平衡法则 (哈尔滨地区北方汉族群体

　　图 1　D17S30位点微量快速 Amp-FLP

技术分析结果

T yping r esults o f D17S30 lo cus by r apid and

　　miniature Amp-FLP technique

1: 5- 5; 2: 1- 5; 3: 4- 5; 4: 1- 4; 5: 1- 4;

6: 5- 6; 7: 4- 5; 8: 6- 7; 9: 5- 6; 10: 1- 4;

11: 1- 12; 12: 4- 8; 13: 3- 5; 14: 1- 15; 15:

4- 8; 16: 3- 4; 17: 2- 3; 18: 3- 13; 19: 5- 10;

20: 4- 6

M : PCR Marker ( bp: 237, 377, 515, 695, 994,

1543)

图 2　D17S 30 位点新的等位基因 A15 和 A18

New alleles of D17S30 locus, A15 and A18

箭头 1: A15 ( 1148bp) 箭头 2: A18 ( 1358bp)

Ar row 1: A15 ( 1148bp)

Ar row 2: A18 ( 1358bp)

M : 123bp Marker ( bp: 123, 246, 369, ⋯⋯123

×n)
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2= 5. 68, df= 7, P> 0. 05; 江浙沪地区汉族群体 2= 4. 00, df= 4, P> 0. 05)。D17S30

位点杂合性、多态性信息含量和个体鉴别力两地区均十分接近, 见表 4。

表 1　我国哈尔滨地区北方汉族和江浙沪地区南方汉族 D17S30 位点等位基因频率

The allele f requency of D17S30 locus in Harbin northern and Jiangsu-

Zhejiang-Shanghai southern Hans

D17S30

等位基因

D17S30 allele

哈尔滨地区北方汉族

Harbin north ern Hans

( n= 100)

江浙沪地区南方汉族

J iang su-Zhej iang -Shanghai

s ou th ern Hans ( n= 110)

A1 0. 1950 0. 1091

A2 0. 0550 0. 0591

A3 0. 0600 0. 0818

A4 0. 1900 0. 2454

A5 0. 1500 0. 1409

A6 0. 0700 0. 1273

A7 0. 1250 0. 0818

A8 0. 0500 0. 0227

A9 0. 0200 0. 0136

A10 0. 0300 0. 0500

A11 0. 0300 0. 0318

A12 0. 0200 0. 0227

A13 0. 0000 0. 0046

A15 0. 0000 0. 0046

A16 0. 0050 0. 0000

A18 0. 0000 0. 0046
合计T otal 1. 0000 1. 0000

表 2　哈尔滨地区北方汉族 D17S30 位点基因型分布 ( n= 100)

The genotype distribution of D17S30 locus in Harbin northern Hans ( n= 100)

基因型 gen otype 频率 f requ ency 基因型 gen otype 频率 f requency

1- 1 0. 040 4- 5 0. 060

1- 2 0. 030 4- 6 0. 040
1- 3 0. 030 4- 7 0. 040

1- 4 0. 070 4- 8 0. 020
1- 5 0. 060 4- 9 0. 010

1- 6 0. 030 4- 10 0. 010
1- 7 0. 030 4- 11 0. 010

1- 8 0. 020 4- 12 0. 010

1- 9 0. 010 4- 16 0. 010
1- 10 0. 010 5- 5 0. 030

1- 11 0. 010 5- 7 0. 040
1- 12 0. 010 5- 8 0. 020

1- 15 0. 010 5- 10 0. 010
2- 4 0. 020 5- 11 0. 010

2- 5 0. 020 6- 6 0. 010
2- 7 0. 020 6- 7 0. 020

2- 10 0. 010 6- 9 0. 010
2- 11 0. 010 6- 10 0. 010

3- 4 0. 020 7- 7 0. 010
3- 5 0. 020 7- 8 0. 020

3- 6 0. 010 7- 9 0. 010
3- 7 0. 020 7- 10 0. 010

3- 8 0. 010 7- 12 0. 010
3- 12 0. 010 8- 11 0. 010

4- 4 0. 030
合计 Total 1. 000
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表 3　江浙沪地区南方汉族人 D17S30 基因型分布 ( n= 110)

The genotype distribution of D17S30 locus in Jiangsu-Zhej iang-Shanghai southern Hans ( n= 110)

基因型

genotyp e

频率

f requency

基因型

genotype

频率

frequen cy

基因型

genotype

频率

f requ ency

1- 1 0. 009 3- 3 0. 009 5- 6 0. 036

1- 2 0. 009 3- 4 0. 036 5- 7 0. 018

1- 3 0. 018 3- 5 0. 018 5- 8 0. 009

1- 4 0. 055 3- 6 0. 018 5- 9 0. 009

1- 5 0. 036 3- 7 0. 009 5- 10 0. 018

1- 6 0. 027 3- 10 0. 009 5- 11 0. 009

1- 7 0. 018 3- 11 0. 009 5- 18 0. 009

1- 8 0. 009 3- 12 0. 009 6- 6 0. 018

1- 10 0. 009 3- 13 0. 009 6- 7 0. 018

1- 12 0. 009 4- 4 0. 064 6- 10 0. 018

1- 15 0. 009 4- 5 0. 064 6- 11 0. 009

2- 3 0. 009 4- 6 0. 064 6- 12 0. 009

2- 4 0. 027 4- 7 0. 036 7- 7 0. 009

2- 5 0. 018 4- 8 0. 009 7- 8 0. 009

2- 6 0. 018 4- 9 0. 009 7- 10 0. 009

2- 7 0. 009 4- 10 0. 027 7- 11 0. 009

2- 8 0. 009 4- 11 0. 027 7- 12 0. 009

2- 9 0. 009 4- 12 0. 009

2- 10 0. 009 5- 5 0. 018

合计 Total 1. 000

表 4　哈尔滨地区北方汉族和江浙沪地区南方汉族的 D17S30位点

杂合性、多态性信息含量和个体鉴别力值

Heterozygosity, polymorphism information content, power of discrimination between

Harbin northern and Jiangsu-Zhej iang-Shanghai southern Hans

期望杂合性

expected

heterozygosity

观察杂合性

observed

h eter oz ygosity

多态性信息含量

polymorphism

in format ion content

个体鉴别力

pow er of

di scrim inat ion

哈尔滨地区北方汉族

northern H ans ( n = 100)
0. 9437 0. 88 0. 86 0. 97

江浙沪地区南方汉族

Jiangsu-Zhejiang-Sh angh ai

southern Hans ( n = 110)

0. 9322 0. 88 0. 86 0. 97

　　哈尔滨地区北方汉族与江浙沪南方汉族相比, D17S30基因频率总体分布无显著差异

( 2= 20. 05, df= 15, P> 0. 05) , 与云南汉族相比有显著差异 ( 2= 24. 27, df= 13, P<

0. 05)。江浙沪南方汉族与云南汉族相比无显著差异 (
2
= 23. 46 , df= 15, P> 0. 05)。哈
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尔滨市北方汉族和江浙沪南方汉族与美国白人 ( Batanian et al . , 1990) 相比都有显著性差

异 ( P< 0. 05)。

3　讨　论

VNT R分型一般采用经典的酚- 氯仿法抽提 DNA, PCR 扩增及电泳染色 3个步骤, 分

析扩增片段长度多态性, 即Amp-FLP 技术。研究发现( Deka et al . , 1992; 孙光云等, 1994;

陈林等, 1995) , 由小片段等位基因和较大片段等位基因构成的 VNT R杂合子个体在用常

规的 Amp-FLP 技术分型时会出现小片段比大片段扩增效率高, 片段长度差异越大, 扩增

效率差异越显著, 甚至会出现大片段等位基因漏检的情况。调整 PCR条件不能改善这个缺

陷。使用聚丙烯酰胺电泳和银染检测技术能降低大片段等位基因的漏检率。Deka 用 South-

er n 杂交的方法检测出常规的 Amp-FLP 漏检的 D17S30 位点含 24或 25个重复单元的大

片段等位基因 ( Deka et al . , 1992)。但这些技术操作复杂, 实验时间长, 不能满足常规分

析所需简便、快速、准确的要求, 本文采用作者的微量快速 Amp-FLP 分型技术以检测

D17S30位点多态性, 大小片段等位基因扩增效率几无差异。在 100例北方汉族人和 110例

江浙沪南方汉族人中发现了2个新的等位基因 A15和 A18, 北方汉族和江浙沪南方汉族人

群样本观察杂合性均为 0. 88。结果提示, 本文采用的这种微量快速的Amp-FLP 技术可作

为 D17S30乃至其他 VNT R位点的一种常规分型技术而加以推广。

北方汉族与云南汉族相比, D17S30基因频率总体分布有显著差异, 但江浙沪汉族与北

方汉族及云南汉族相比, D17S30基因频率总体分布并无显著差异, 这可能是由于江浙沪汉

族处于中华民族南北两大群体交界线——北纬 30°线周围 (陈仁彪等, 1993) , 人群组成较

为混杂, 比云南汉族更接近北方汉族的缘故。A1和 A7的基因频率呈北高南低分布, A4基

因频率则呈南高北低分布, 提示南北汉族之间有分化。

本文研究结果再次证实: 在不同地区、不同种族人群中, D17S30位点大多以等位基因

A1或 A4的频率为最高, 小片段等位基因 ( < 700bp) 频率比大片段等位基因频率为高, 这

些共有的高频率等位基因很可能是人类进化过程中较为古老的基因 ( Deka et al. , 1992) .

综上所述, 采用微量、快速 Amp-FLP 技术分析 D17S30位点多态性, 具有较高灵敏度,

完全可以推广应用于人类学民族演变、法医学亲子鉴定和个体识别、遗传病基因连锁分析

等研究领域。
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FROM JIANGSU-ZHEJIANG-SHANGHAI AND HARBIN
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Chen Renbiao
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Abstract

D17S30 is a highly po lymorphic variable number of tandem repeats ( VNTR) locus

w ith repeat unit being a segment of 70bp, w hich is located on human chromosome

17p13. 3. U sing a miniatur e and rapid amplif ied fragment leng th polymorphism ( Amp-

FLP) technique reported by this paper's authors, w e typed the D17S30 loci in 100 north-

er n Chinese Hans fr om Harbin and 110 southern Chinese Hans f rom Jiangsu-Zhejiang-

Shanghai areas, and discovered that there is no significant difference of D17S30 allele f re-

quencies betw een northern and southern Hans w ith A1 and A7 having fr equencies higher in

northerners and low er in southerners, and with A4 vice versa suggest ing dif ferentiat ion

betw een northern and southern Chinese Hans. The observed heterozygosity, pow er of dis-

crim inat ion and polymorphism informat ion content of the D17S30 locus are 0. 88, 0. 97 and

0. 86 respect ively for both nor thern and southern Hans. The resul ts obstained indicate that

analy sis o f D17S30 locus po lymo rphism w ith the miniature and rapid Amp- FLP technique

has higher sensit ivity and accuracy and can be used as an ef ficient genet ic markers in the

studies of ethnic evo lut ion, indiv idual recognit ion and pater nity test in fo rensic diagno sis,

and linkage analy sis of g enet ic disease genes.

Key words　 D17S30 locus, Miniature and rapid Amp-FLP, VNT R
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