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D18S51及其侧翼区 3个 SNP组成的 SNP-STR在亲子鉴

定中的应用

高泾尚 1袁叶 懿 2袁侯一平 2
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都 610041冤

摘 要院 目的 将一个单倍型区块内的遗传标记单核苷酸多态性渊SNP冤和短串联重复序列渊STR冤组成 SNP-

STR单倍型袁调查其在成都汉族人群中的分布袁并探讨其在特殊亲子鉴定案例中的应用价值遥 方法 选取

DNA联合索引系统渊combined DNA index system袁CODIS冤中突变率较高的基因座 D18S51袁与其侧翼区的

3个 SNP位点渊rs8089331尧rs8094489尧rs7236090冤组成 SNP-STR袁通过巢式等位基因特异性 PCR的方法获

得 SNP-STR单倍型袁调查该单倍型在 75名成都汉族人群中的分布袁并应用于两例 D18S51基因座不符合

遗传规律的二联体亲子鉴定案件遥 结果 成功建立 SNP-STR分型方法袁在成都汉族人群中共发现 43种单

倍型袁多态性为 0.948 6袁并成功解决了两例二联体亲子鉴定案件遥 结论 SNP-STR具有良好的多态性袁有

望应用于特殊的亲缘关系鉴定遥
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Abstract院 Objective To develop a SNP-STR haplotype by consisting of the SNP and STR genetic

markers, both of which locate in a haplotype block. To investigate its distribution in Han population

from Chengdu, and explore its application in some special cases of paternity testing. Methods D18S51,

one of the high mutation rate STR markers in combined DNA index system 渊CODIS冤, and three SNP

loci rs8089331, rs8094489 and rs7236090 in its flanking region, were chosen to establish SNP-STR. Its

haplotype was obtained by nested allele-specific polymerase chain reaction, and the relevant distribution

of 75 unrelated individuals were investigated in Han population from Chengdu. The SNP-STR haplotype

was tentatively applied in duo paternity testing cases with D18S51 incompatibility. Results The SNP-STR

typing method was established and a total of 43 haplotypes were obtained successfully in Han popula-

tion from Chengdu. Its polymorphism was 0.948 6, and duo paternity testing cases were resolved by this

method. Conclusion SNP-STR shows high diversity and can be applied in the identifications of some

special paternity testing cases.
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短 串 联 重 复 序 列 渊STR冤 多 态 信 息 含 量 高 袁 分 型 快

速 袁 是 目 前 法 庭 科 学 领 域 应 用 最 广 泛 的 一 类 遗 传 标

记 [1]遥 STR 良 好 的 多 态 性 源 于 其 在 减 数 分 裂 过 程 中 较

高 的 突 变 率 渊1伊10-3冤[2]袁 也 正 因 如 此 袁 日 常 检 案 中 STR

突 变 的 现 象 并 不 罕 见 遥 当 被 检 父 和 孩 子 有 1~2 个 STR

基 因 座 不 符 合 孟 德 尔 遗 传 规 律 时 袁 通 常 会 考 虑 突 变 袁

并 通 过 增 加 检 测 其 他 高 度 多 态 性 且 遗 传 稳 定 的 STR

基 因 座 袁 使 累 积 父 权 指 数 渊combined paternity index袁

CPI冤 达 到 认 定 亲 权 关 系 的 标 准 [3]遥 但 是 袁若 被 检 父 与 可

能 的 生 父 存 在 特 殊 的 血 缘 关 系 渊 如 父 子 关 系 尧 叔 侄 关
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正向引物 引物序列 [Mg2+]/渊mmol/L冤 扩增条件 产物大小/kb

rs8089331C F院5忆-CAGTACATGGGATGGTCTAGTAC-3忆 1.375 95益 30s袁64.8益 30s袁72益
4min 30s袁32个循环

5.4

rs8089331G F院5忆-CAGTACATGGGATGGTCTAGTAG -3忆 1.375 95益 30s袁62益 30s袁72益
4min 30s袁32个循环

5.4

rs8094489A F院5忆-TTGTTCCCCAGCACCAATAA-3忆 1.625 95益 30s袁63益 30s袁72益
4min 15s袁33个循环

4.6

rs8094489G F院5忆-TTGTTCCCCAGCACCAACAG-3忆 1.625 95益 30s袁66益 30s袁72益
4min 15s袁32个循环

4.6

rs7236090T F院5忆-CAACTAATTTATATCATTTAGGGTGAGAT-3忆 1.625 95益 30s袁60益 30s袁72益
1min 40s袁32个循环

2.0

rs7236090C F院5忆-CAACTAATTTATATCATTTAGGGTGAAAC-3忆 1.625 95益 30s袁60益 30s袁72益
1min 40s袁32个循环

2.0

注院粗体表示人为错配的碱基

系 尧 同 胞 兄 弟 关 系 等 冤袁 他 们 之 间 可 能 仅 有 个 别 STR

基 因 座 无 相 同 的 等 位 基 因 [4]袁这 种 情 形 下 袁被 检 父 和 孩

子 之 间 存 在 仅 有 1~2 个 STR 基 因 座 不 符 合 遗 传 规 律

的 可 能 袁 在 没 有 检 测 其 他 可 疑 亲 属 的 情 况 下 袁 得 出 认

定 的 结 论 袁 会 有 误 判 的 风 险 [5]遥 如 果 只 能 提 供 被 检 父 的

样 品 袁 则 需 要 增 加 检 测 多 态 性 更 好 而 且 稳 定 的 遗 传 标

记 袁 才 能 有 效 地 排 除 近 亲 属 遥

在 选 择 多 态 性 好 且 稳 定 的 遗 传 标 记 方 面 袁 不 少 学

者 将 处 于 一 个 单 倍 型 区 块 的 遗 传 标 记 STR尧 单 核 苷

酸 多 态 性 渊SNP冤尧 插 入 /缺 失 渊insertion/deletion袁InDel冤

组 合 成 新 的 遗 传 标 记 袁 例 如 SNP-SNP[6]尧SNP-STR[7]

和 Multi-InDel[8] 等 单 倍 型 袁 均 显 示 比 单 个 遗 传 标 记 有

更 好 的 多 态 性 遥 同 时 袁SNP尧InDel 突 变 率 低 渊 为 10-9~

10-8冤[9]袁更 为 稳 定 遥 本 研 究 拟 选 取 DNA 联 合 索 引 系 统

渊combined DNA index system袁CODIS冤 中 突 变 率 较

高 的 基 因 座 D18S51[10]袁 与 其 侧 翼 区 的 3 个 SNP 位 点

咱rs8089331渊C/G冤尧rs8094489渊A/G冤尧rs7236090渊T/C冤暂袁

组 成 SNP-STR 单 倍 型 袁 调 查 其 在 成 都 汉 族 人 群 的 分

布 情 况 袁 并 应 用 于 二 联 体 亲 子 鉴 定 案 件 遥

1 材 料 与 方 法

1.1 实验对象

选 取 成 都 地 区 75 名 无 亲 缘 关 系 的 汉 族 个 体 袁 在

签 署 知 情 同 意 书 后 袁抽 取 肘 静 脉 血 2mL 留 检 遥

1.2 DNA提取

采 用 盐 析 法 [11]提 取 核 基 因 组 DNA遥

1.3 STR分型

D18S51 基 因 座 引 物 信 息 来 自 STRBase 数 据 库 袁

反 应 体 系 和 反 应 条 件 参 照 文 献 [12]袁 在 9700 型 PCR

仪 渊 美 国 AB 公 司 冤 上 进 行 扩 增 袁PCR 产 物 进 行 6% 聚

丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 及 银 染 袁 以 实 验 室 自 制 的 等 位 基 因

分 型 标 准 物 进 行 分 型 遥

1.4 SNP的筛选和分型

在 美 国 国 立 生 物 技 术 信 息 中 心 渊National Center

for Biotechnology Information袁NCBI冤 数 据 库 查 看 基

因 座 D18S51 侧 翼 序 列 信 息 袁 选 取 侧 翼 区 最 小 等 位

基 因 频 率 >0.1 的 SNP 位 点 遥 选 择 的 3 个 SNP 位 点

渊rs8089331尧rs8094489 和 rs7236090冤 与 D18S51 的 相

对 位 置 如 图 1 所 示 遥

5400 bp

4 600 bp

2 000 bp

D18S51rs7236090rs8094489rs8089331

图 1 D18S51及其侧翼区 3个 SNP的相对位置

通 过 等 位 基 因 特 异 性 聚 合 酶 链 反 应 渊allele specific

polymerase chain reaction袁ASPCR冤 方 法 [13] 获 得 SNP

分 型 遥 根 据 NCBI 数 据 库 获 取 的 SNP 位 点 序 列 信 息 袁

使 用 Oligo 6 软 件 设 计 引 物 袁 在 正 向 引 物 3忆 端 引 入 错

配 碱 基 袁 通 用 反 向 引 物 为 5忆-ATTCTACCAGCAACAA

CACAAATAAAC-3忆袁 扩 增 采 用 LATaq誖 DNA 聚 合 酶

渊 日 本 TaKaRa 公 司 冤袁 正 向 引 物 序 列 尧 具 体 反 应 体 系

及 扩 增 条 件 如 表 1渊 扩 增 条 件 均 为 预 变 性 95益 4min

和 最 后 延 伸 72 益 10 min袁 表 中 略 冤遥 PCR 产 物 进 行

1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 袁 在 紫 外 线 灯 下 观 察 荧 光 带 袁 通 过

条 带 的 有 无 进 行 分 型 遥 为 防 止 非 特 异 性 扩 增 导 致 的 分

型 错 误 袁 每 个 样 品 同 时 通 过 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性

渊restriction fragment length polymorphism袁RFLP冤 技

术 验 证 分 型 结 果 遥

表 1 ASPCR正向引物序列尧反应体系尧扩增条件及产物大小
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1.5 SNP-STR单倍型分型

参 照 本 课 题 组 报 道 的 巢 式 PCR 技 术 [7]院 在 ASPCR

扩 增 后 袁 选 取 距 STR 最 远 的 SNP 杂 合 子 的 PCR 产 物

渊 如 rs8089331 为 纯 合 子 袁 选 择 rs8094489 杂 合 子 曰 如

rs8089331 和 rs8094489 为 纯 合 子 袁 选 择 rs7236090 杂

合 子 冤袁 稀 释 107 倍 作 为 扩 增 模 板 袁 重 复 1.4 节 获 得 单

链 的 SNP 单 倍 型 袁 重 复 1.3 节 的 步 骤 获 得 单 链 的 STR

分 型 袁拼 接 后 即 可 获 得 SNP-STR 单 倍 型 遥

如 果 3 个 SNP 均 为 纯 合 子 袁 则 直 接 获 得 单 倍 型 遥

1.6 单倍型统计

采 用 直 接 计 数 法 计 算 单 倍 型 的 个 数 袁 根 据 NEI[14]

的 公 式 计 算 单 倍 型 多 样 性 遥

1.7 案例应用

案 例 1院 当 事 人 怀 疑 孩 子 为 妻 子 与 自 己 父 亲 所

生 袁 故 委 托 鉴 定 自 己 是 否 为 孩 子 的 生 物 学 父 亲 袁 采 用

AmpF詛STR誖 IdentifilerTM 试 剂 盒 渊 美 国 AB 公 司 冤 复 合

扩 增 后 发 现 FGA尧D18S51 两 个 基 因 座 不 符 合 遗 传 规

律 袁 其 中 被 检 父 基 因 型 为 FGA 渊22袁24冤尧D18S51渊16袁

16冤袁 孩 子 为 FGA渊23袁26冤尧D18S51渊13袁17冤遥

案 例 2院二 联 体 亲 子 鉴 定 案 例 袁 采 用 AmpF詛STR誖

IdentifilerTM 试 剂 盒 复 合 扩 增 后 发 现 D18S51 基 因 座 不

符 合 遗 传 规 律 袁 被 检 父 基 因 型 为 D18S51渊12袁20冤袁 孩

子 为 D18S51渊14袁18冤袁 加 做 STRtyper-10G 试 剂 盒 渊 珠

海 科 登 生 物 技 术 有 限 公 司 冤及 本 实 验 室 自 制 的 miniY-

STR 试 剂 盒 [15]进 行 验 证 遥

两 个 案 例 均 通 过 本 文 描 述 的 方 法 获 得 SNP-STR

单 倍 型 袁 如 果 孩 子 可 以 从 被 检 父 处 获 得 SNP 单 倍 型 袁

两 步 突 变 PI 值 [16]的 计 算 公 式 为 院

PI= 滋STR

40PSNP-STR

袁 渊1冤

公 式 中 STR 位 点 的 平 均 突 变 率 渊滋冤 参 照 LI 等 [10]

的 报 道 袁D18S51 位 点 的 滋 值 为 0.002 5遥

2 结 果

通 过 本 研 究 建 立 的 方 法 袁 成 功 获 得 75 名 个 体 的

150 个 SNP-STR 单 倍 型 遥 仅 检 测 3 个 SNP 时 袁单 倍 型

只 有 7 种 袁 当 引 入 STR 组 成 SNP-STR 后 袁 单 倍 型 增

加 到 43 种 遥75 名 个 体 的 单 倍 型 个 数 分 布 情 况 见 表 2袁

单 倍 型 多 样 性 为 0.948 6遥

案 例 1 中 袁 被 检 父 SNP-STR 单 倍 型 为 CAC-16尧

CAC-16袁 孩 子 为 GGC-13尧GAT-17袁 被 检 父 和 孩 子 无

相 同 的 SNP 单 倍 型 和 STR 分 型 袁 两 个 SNP 和 两 个

STR同 时 发 生 突 变 的 概 率 极 低 袁排 除 亲 权 关 系 遥

案 例 2 中 袁 被 检 父 SNP-STR 单 倍 型 为 CAC-12尧

CAT-20袁 孩 子 为 CAT-14尧CAT-18袁 被 检 父 和 孩 子 有

一 个 相 同 的 SNP 单 倍 型 CAT遥 引 入 SNP-STR 后 袁PI

值 为 0.001 339 286遥 联 合 AmpF詛STR誖 IdentifilerTM 和

STRtyper-10G 两 个 试 剂 盒 共 24 个 STR 基 因 座 检 测

结 果 袁CPI 为 1 685 160.35袁 检 测 系 统 的 二 联 体 非 父 排

除 率 大 于 0.999 999[17]袁 且 6 个 Y-STR 基 因 座 分 型 结

果 均 符 合 父 系 遗 传 规 律 袁 支 持 父 权 关 系 的 存 在 遥

3 讨 论

STR 基 因 座 袁特 别 是 CODIS 的 13 个 STR 基 因 座 袁

包 含 在 很 多 商 品 化 试 剂 盒 中 袁已 做 了 大 量 的 群 体 多 态

性 调 查 袁 建 立 了 相 关 的 数 据 库 袁 为 个 体 识 别 和 亲 子 鉴

定 提 供 了 数 据 基 础 遥 在 现 有 的 STR 数 据 基 础 上 袁引 入

SNP 单 倍 型 野 尾 巴 冶袁 组 成 SNP-STR袁 可 以 提 高 遗 传 标

记 的 信 息 量 遥 但 应 注 意 选 择 的 SNP 应 和 STR 在 同 一 个

单 倍 型 区 块 袁 不 能 横 跨 突 变 热 点 遥 单 倍 型 一 般 通 过 系

谱 推 断 尧 统 计 学 计 算 或 者 实 验 法 获 得 袁 对 于 单 个 个 体

的 单 倍 型 袁 只 能 通 过 实 验 法 [18]遥 本 研 究 是 通 过 ASPCR

方 法 获 取 单 拷 贝 片 段 袁再 对 单 拷 贝 片 段 的 遗 传 标 记 进

行 分 型 袁最 后 将 分 型 结 果 顺 序 排 列 组 成 单 倍 型 遥 但 是 袁

ASPCR 方 法 会 出 现 假 阳 性 的 结 果 袁可 以 通 过 升 高 退 火

温 度 尧 降 低 Mg2+浓 度 尧 减 少 循 环 次 数 等 方 法 提 高 PCR

反 应 的 特 异 性 遥 同 时 袁 本 研 究 还 通 过 RFLP 方 法 来 确

保 SNP 分 型 的 正 确 性 遥 但 是 袁 整 个 方 法 过 于 繁 琐 袁 且

本 次 研 究 样 品 量 偏 少 袁在 下 一 步 的 研 究 中 会 增 加 样 本

表 2 D18S51基因座与其侧翼区的 3个 SNP组成的 SNP-STR单倍型个数统计

CAT 1 9 22 10 6 4 7 3 2 1 4 69

CAC 1 4 7 14 12 2 1 41

GAC 1 1 1 1 1 3 2 1 1 1 13

GAT 2 3 1 1 1 8

GGC 1 2 3 1 7

CGC 1 5 1 7

CGT 1 3 1 5

合计 1 2 4 23 34 29 23 8 12 4 3 2 4 1 150

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
SNP单倍型

D18S51分型
合计
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量 遥 随 着 三 代 测 序 平 台 的 出 现 袁 例 如 单 分 子 荧 光 或 纳

米 孔 [19]袁 可 以 简 化 获 得 常 染 色 体 单 倍 型 的 过 程 袁 在 未

来 可 能 成 为 高 通 量 且 能 得 到 较 长 单 倍 型 片 段 的 主 流

方 法 遥

在 成 都 汉 族 人 群 中 袁CAT尧CAC 是 两 种 主 要 的 SNP

单 倍 型 袁 在 150 个 单 倍 型 中 占 了 73.3%遥 对 于 不 同 的

D18S51 等 位 基 因 袁 其 尾 随 的 SNP 单 倍 型 分 布 也 各 不

一 样 院 等 位 基 因 为 13尧14 时 袁CAT 占 多 数 曰 等 位 基 因 为

15尧16 时 袁CAC 占 多 数 遥

单 倍 型 区 块 中 SNP 个 数 越 多 袁 单 倍 型 种 类 越 多 袁

CSF1PO 侧 翼 区 的 5 个 SNP 共 发 现 了 26 种 单 倍 型 [7]遥

由 于 SNP 突 变 率 极 低 袁 多 个 SNP 同 时 突 变 的 情 况 接

近 于 零 遥 因 此 袁 案 例 1 中 孩 子 的 SNP 单 倍 型 无 法 从 被

检 父 处 找 到 来 源 袁 可 以 排 除 被 检 父 为 其 生 物 学 父 亲 的

可 能 遥 如 果 能 找 到 SNP 单 倍 型 来 源 袁 可 以 直 接 观 察 孩

子 的 STR 突 变 来 自 父 亲 的 哪 一 条 染 色 体 遥 案 件 2 中

被 检 父 和 孩 子 有 一 个 相 同 的 SNP 单 倍 型 CAT袁 所 以

孩 子 D18S51 等 位 基 因 18 是 由 被 检 父 的 等 位 基 因 20

滑 脱 了 2 个 核 心 序 列 后 产 生 遥 将 SNP-STR 引 入 PI 的

计 算 袁 简 化 了 公 式 袁 同 时 降 低 了 误 判 的 可 能 性 袁 较 STR

可 能 会 有 更 高 的 PI 值 袁 使 CPI 达 到 认 定 亲 权 关 系 的

标 准 [7]遥

相 对 于 STR袁SNP-STR 能 以 较 少 的 数 量 达 到 STR

同 样 的 效 能 袁而 且 可 以 在 复 杂 亲 缘 关 系 鉴 定 中 发 挥 重

要 的 作 用 袁应 引 起 法 医 学 者 的 重 视 遥
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