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短串联重复序列(short tandem repeats，STR)是由

2~6 个碱基组成为核心单位重复串联的一类 DNA
序列，核心重复单位数目的变化构成了其遗传多态
性[1]。在人类基因组中，平均每 15~20 kp 就有 1 个

STR 基因座，这不仅为人类提供了丰富的遗传标志
来源，更有益于个体识别[2-3]。STR 现已广泛应用于群
体遗传学、遗传病诊断和法医学鉴定等[4]。

Thyrodi peroxidase(TPOX)基因座发现于人类甲
状腺过氧化物酶基因的第 10 个内含子，位于人类 2
号染色体短臂近末端 (2p23-2pter)，其序列图的位
置(Sequence Map Position)为 1 483 854~1 484 085 bp
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) [5]。它是以 4 个 核苷酸

AATG 为重复单位串联重复形成的微卫星序列，R.
Anker[6]于 1992 年首次报道了其遗传多态性。目前，
在 13 个 Combined DNA Index System(CODIS)核心基
因座中已经超过 50 种不同的三带型，大多见于

TPOX 和 FGA[7]。笔者在检测 STR 基因座时发现TPOX
基因座出现三带型，并对其进行了初步分析。

1 材料与方法

1.1 样本 血样采自于违法人员 DNA 数据库个体。
1.2 DNA 制备 采用 Chelex-100 快速提取法制备
基因组 DNA。

1.3 PCR 扩增 根据文献[8]自行设计 TPOX 大片
段克隆引物，序列如下：上游引物 5’-CCCAGCACA－
CACCTTGCCTC-3’，下游引物 5’-GAGCACTCTCGT
GTTTGCGTC-3’。PCR 扩增体系：ddH2O 9.9 μL，2.5×
Reaction Mixture 10 μL，模板 DNA 4.0 μL，引物混合

物(20 μmol)0.6 μL，热启动 Taq 酶(5 U/μL)0.5 μL，扩
增循环参数：95 ℃预变性 11 min；94 ℃变性 45 s，
58 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 1 min，共 30 个循环；最后

60 ℃延伸 60 min，4 ℃保存。
1.4 聚丙烯酰胺凝胶电泳 采用胶浓度 6%，交联
度 5%的非变性聚丙烯酰胺凝胶(200 mm×200 mm×
0.5 mm)垂直板电泳。将 5 μL 扩增产物与双倍体积

样品缓冲液混匀上样，预电泳 20 min，电压 300 V，
电泳 1.5~2 h。电泳后银染显色。
1.5 目的基因克隆 根据 Bio-Basic pUCm-T Vec－
tor 操作手册，将 PCR 扩增产物与 pMD18-T simple
vector 连接后转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，涂布

LB 平板培养基(含氨苄青霉素、IPTG、X-Gal)，37 ℃
培养 14～16 h，筛选白色阳性克隆菌落进行 PCR 验
证(AGCU 17+1 STR 荧光检测试剂盒)，扩增体系：

ddH2O 9.9 μL，2.5×Reaction Mixture 10 μL， 模 板

DNA 4.0 μL，引物混合物 (20 μmol)0.6 μL，热启动

Taq 酶(5 U/μL)0.5 μL。扩增循环参数：95 ℃预变性
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11 min；94℃变性 45 s，60℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，
共 30 个循环；最后 60 ℃延伸 60 min，4 ℃保存。
1.6 毛细管电泳检测及测序 取 1 μL 扩增产物加
入适量甲酰胺，95 ℃变性 3 min，经 ABI 3130 基因
分析仪电泳。将含有目的等位基因的克隆样品送至
上海生工生物技术公司进行测序。

2 结 果

在用 AGCU 17+1 STR 荧光检测试剂盒进行

STR 分型时，发现 2 例样本中 TPOX 基因座出现三
带型：样本 1 的 3 个等位基因为 8、11、12，样本 2 为

8、9、11，两者 3 个峰的峰高、峰面积、信号强度基本

相同(图 1~2)。重复提取样本 DNA，采用不同的试剂

盒 (AmpFISTR IdentifilerTM 和 PowerPlex R 16) 进 行

PCR 扩增、毛细管电泳检测结果一致。此结果排除
了由实验室的污染或电泳时泳道渗漏造成的假象
的可能，也说明该结果不是 PCR 扩增引起的非特异
产物。

为究其原因，另外我们对样本 1、2 的基因座分
别进行了大片段克隆，获得各等位基因克隆后进行
测序(图 3~4)。得出样本 1、2 的 TPOX 基因座的 3 个
等位基因在荧光检测引物区内，除重复次数不同外
其它序列完全相同。说明都是真正存在的 TPOX 等

位基因。

3 讨 论

近年，STR 作为重要的遗传标志已在基因定位、
法医鉴定、遗传育种等领域得到广泛应用。正常人群
中 90%以上个体在单个 STR 基因座的 PCR 扩增时，

表现为 2 条带或 2 个峰(杂合子)，且它们的荧光强度
比相同(1∶1)，少部分正常人为纯合子，表现为 1 条带

或 1 个峰[9]。1999 年，C.A.Crouse 等[10]首次发现 18 例

TPOX 基因座及 1 例 CSF1PO 基因座出现三带型等

位基因的个体，其信号强度、峰高和峰面积接近。
R.J.Rubocki 等[11]检测的 1 个个体 9 个基因座中有 4
个基因座(vWA、FGA、TH01、D5S818)都表现为三带
型等位基因，且有 2 条荧光强度很高的“主带”和 1
条荧光强度较低的“次带”。后得知该个体有 1 个双

胞胎兄弟，推测可能在子宫内胚胎间发生血液交换

导致三带型等位基因的出现。2009 年，李坤明[12]检出

D3S1358 基因座存在三条带并对其进行了分析。目

前在 STR 数据库中(http://www.cstl.nist.-gov/biotech/
strbase)共收录了 198 例 21 个 STR 基因座的三带型

等位基因资料(包括 CODIS 系统的 13 个常染色体

STR、Penta D、Penta E、D2S1338、D19S433、FES/FPS、
D10S1248、D12S391 和 DYS456)[13]。在已有报道[5]中

TPOX 基因座出现三带型的概率是最高的，中国汉

族人群 TPOX 位点出现 3 等位基因的频率约为万分

图 1 样本 1 AGCU 17+1 分型结果

图 2 样本 2 AGCU 17+1 分型结果

注：方框，荧光检测引物结合区；加粗字体，核心重复区。
图 3 样本 1 TPOX 核心重复序列比对结果
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之一。
目前三带型等位基因产生的确切机制尚不十分

明确，我们推测，这种现象的产生原因可能有以下几

个方面：一是同源染色体在减数分裂时不等价交换

所致；本案例即是某一 2 号染色体上出现 2 个

TPOX 基因座的“嵌合”而导致个体的 3 个序列同时

存在；二是在受精卵发育阶段，染色体不分离产生不

同基因型细胞组成的嵌合体；三是异基因骨髓或造

血干细胞移植后形成的嵌合体，形成三或四带等位

基因[11，14]。综上所述，导致 STR 基因座出现三带型等

位基因的原因繁多。
在基因分型时，三带型等位基因现象时有存在，

应当引起重视。首先应重复实验排除模板、试剂等污

染问题，然后采用其他扩增体系进一步验证。若 1 个

基因座上仍能检出三条带，应对该基因座进行克隆

测序，以保证鉴定结论的可靠性。对于三带型等位基

因的处理，应视情况而定，大体分为：(1)在 DNA 数据

库建设时，应根据建库要求对三带型基因座进行酌

情处理，或删除或保留，建议在内部文档进行存储，

以备后续研究；(2)在刑事案件分析时，由于样品均取
自于现场，往往可根据三带型的特殊性进行嫌疑人

的侦查摸排，为侦破案件提供有价值的线索，故应对
其进行保留。
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注：方框，荧光检测引物结合区；加粗字体，核心重复区。
图 4 样本 2 TPOX 核心重复序列比对结果
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