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微卫星复杂结构对分型的影响：以熊 UamD116 和 UamB1 为例 *
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摘要 目的：微卫星是基因组上的短串联重复序列，具有高度多态性，表现为核心序列中重复单位的重复次数的变化，这种变化造

成不同等位基因核心序列的长度不同。因此，其基因型主要依靠 PCR 扩增片段长度来判定。在各类研究中，人们更倾向于使用 4
碱基重复的微卫星以减少 2 碱基微卫星的 stutter 等问题的影响。但是 4 碱基微卫星核心序列结构复杂时，就会对分型的正确性

产生影响，从而影响到下游分析的正确性。在很多野生动物的研究中，这一问题常常被忽略。本文以亚洲黑熊（Ursus thibetanus）的

2 个四碱基微卫星位点 UamD116 和 UamB1 为例，揭示内部结构对分型的影响。方法：我们选用 96 份亚洲黑熊样品（包括血液、
肌肉组织和毛发等样品）进行微卫星分型研究，通过荧光标记的 PCR 扩增和毛细管电泳分型，比较了基于扩增片段长度的分型和

基于序列核心结构的分型效果的差异。结果：UamD116 核心序列结构除了含有多种不同的重复单位外，还在重复单位之间有碱

基插入，出现单碱基 T、二碱基 TC 和三碱基 AAG 插入；并在一类等位基因下游侧翼序列有 1 个 GA 缺失。基于序列结构的分型

中可以将不同的等位基因分开，而在基于片段长度的分型中，容易将不同的等位基因合并为 1 个等位基因。在位点 UamB1 共发

现两种类型的等位基因，在一类等位基因中出现一个 3bp 的插入，使等位基因之间的差异不再是 4bp，而是 1bp。在仅依据片段长

度分型时，相差 1bp 的等位基因被认定为 1 个。此外，还有不同等位基因核心序列不同，但是二者长度完全一致。依据片段长度分

型共发现 8 个等位基因，而经过序列分型确定的等位基因数为 12 个，相应地基因频率及其他遗传学参数都发生相应的改变。结

论：对于核心序列结构复杂的微卫星必须通过等位基因测序来矫正片段长度分型的结果，才能得到可靠的群体遗传学结论。
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ABSTRACT Objective: Microsatellite refers to a kind of polymorphic DNA fragments on the genome which contains variable
number of tandem repeats of a short specific sequence of nucleotides (motif). The polymorphism of micorsatellite is reflected by variation
of repeating number of motifs resulting in variation of fragment length among alleles. Therefore, routine genotyping approach is based on
the fragment length of amplified alleles using polymerase chain reaction (PCR) method. Tetra-nucleotide microsatellites are preferable th-
an di-nucleotide ones because of the influence of stutters on genotyping of the later. However, tetra-nucleotide microsatellites often conta-
in complex motif structure potentially impacting genotyping and such problem is usually ignored in studies. To address the impacts of co-
mplex allele structure on the genotyping, we genotyped two tetra-nucleotide loci of the Asiatic black bear (Ursus thibetanus), UamD116
and UamB1, using fragment length based approach and sequence based approach, and compared the results. Methods：A total of 96 sam-
ples including muscle, blood and hair were used in the experiments. PCR using fluorescently labeled upper primers were performed for
each sample. PCR products were isolated using capillary electrophoresis on an automated DNA sequencer. Results: UamD116 contained
multiple types of motifs, and mono-, di- tri-nucloetide insertions between motifs. Meanwhile, a 1-bp deletion occurred in the downstream
flanking region of some alleles. Fragment length based genotyping was not able to discriminate the differences and sorted different alleles
with similar length as a single one. UamB1 contained 2 types of alleles, one type contained a 3-bp insertion resulting in the shifts of size
difference between the two types of alleles from 4 bp to 1 bp. In addition, alleles with different motifs had similar size. Fragment length
based genotyping identified 8 alleles, while sequence based approach identified 12 ones. Conclusion: For complex tetra-nucleotide micr-
osatellites, structural analysis of alleles by sequencing is necessary for correcting errors occurring in fragment based genotyping so as to
access population genetic features accurately.
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前言

微卫星又称为短串联重复序列 (Short tandem repeats；
STR)，是指以 1~10 个核苷酸(多数为 2~4 个)为基本单位串联

组成的多次重复 DNA 序列。微卫星位点具有数量多、在基因组

内分布均匀、多态性信息丰富等特点[1]，兼备扩增片段短、扩增

效率高、灵敏度高、检测方法简单、容易实现自动化标准化等优点[2]。
因此，微卫星作为优良的遗传标记在群体遗传学、法医科学、遗
传作图等研究领域得到广泛应用。

在利用微卫星标记进行群体遗传学研究过程中，分型是关

键的技术环节，分型的准确性直接影响到数据的真实性以及后

续分析结果。传统的微卫星分型采用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

技术，即在含有高浓度变性剂（如尿素等）聚丙烯酰胺凝胶上，

使微卫星的扩增产物在单链状态下电泳，凝胶经过银染法显

色，利用凝胶成像系统和分析软件获得微卫星位点等位基因片

段大小，然后根据片段大小来划分不同的等位基因[3]。近年来出

现的荧光标记电泳技术提高了电泳的精确度，减少了片段长度

测量的系统误差。具体策略是扩增时，一条引物用荧光分子标

记，使扩增产物上带有特定颜色的荧光标记。片段分离采用液

态变性聚丙烯酰胺毛细管电泳技术，片段大小的测量通过已知

大小的内标和 PCR 产物在同一根毛细管中进行电泳来实现，

大大提高了测量精度，而且实现了自动分型[4-6]。
无论是哪一种策略，影响微卫星扩增片段长度测量的因素

对正确分型都会产生影响。为了减少分型的错误，人们在研究

中倾向于使用重复单位为 3bp 或 4bp 的微卫星，因为不同的等

位基因之间有至少 3bp 或 4bp 的差异。但是，当微卫星内部结

构非常复杂时，等位基因之间的差异性就会减小，甚至在等位

基因之间发生混淆。微卫星所定义的等位基因是指重复单位次

数发生变化而产生的片段长度的差异[7]。这样，如果在重复单位

内部或之间出现碱基插入或缺失时，新形成的突变序列也被认

定为等位基因，并采用特别的命名规则[8-12]。
在群体遗传学研究中，由于对等位基因结构的分析十分繁

琐，绝大多数报道中均不分析等位基因的序列结构，分型依据

仅仅是片段长度[13-16]。这种方法带来两种风险：第一，当电泳条

件不够严格时，DNA 分子在凝胶或液体胶中泳动时是存在一

定构象的，不同的构象引起分子体积的变化，从而造成同样碱

基数但碱基组成不同的 DNA 片段测定的长度不同[17]；第二，如

果微卫星在重复单位之间、之内以及重复区以外出现多个不同

的插入或缺失，最终可能导致长度相同或相近扩增片段含有不

同的等位基因[18,19]，最终形成错误分型。这两种风险在估计微卫

星多态性或分析种群的遗传多样性时，都会造成等位基因数量

的错误判定，进而影响基因频率的统计，尤其是在法医学应用

中会使同一性认定、亲子鉴定中出现严重错误。
我们在研究熊类微卫星结构时发现，有些位点的核心序列

非常复杂，不仅含有点突变，而且还在在重复单位之间、之内以

及重复区以外出现多个不同的插入或缺失。在缺少序列结构信

息的条件下，仅根据片段长度的分型存在很大的误差。本文报

道这些误差产生的根源，以便在微卫星研究中提示注意。

1 材料与方法

1.1 微卫星位点的 PCR 扩增

本实验选用亚洲黑熊（Ursus thibetanus）肌肉组织、毛发和

血液样品共计 96 份，从已公开发表的文献中[12]，选用 UamD116
和 UamB1 两个微卫星位点，用 PCR 的方法进行扩增和分型。
两个位点的引物序列如表 1。上游引物的 5' 端都加上了一段

M13 序列(5'-GGAAACAGCTATGACCAT-3')，另用 FAM 标记

单独的 M13 接头：FAM-5'-GGAAACAGCTATGACCAT-3'。引

物和标记的 M13 接头均在上海英俊生物技术有限公司合成。
PCR 反应时，M13 荧光接头和上游引物 M13 序列的互补链结

合，而使扩增产物加上荧光标记。PCR 反应体系为 10μL，含有

1×PCR buffer、2.5 mMol/LMgCl2、4 种dNTP(Toyobo Co. LTD, 日

本) 各 0.2mMol/L、上下游引物各 0.2 μMol/L、FAM-M13 序列

0.1 μMol/L、0.25 U Ex TaqTM DNA 聚合酶、基因组 DNA 模板

约 10 ng。反应条件为：95℃ /5 min；(94℃/30 s; 57℃/60 s; 72℃
/30 s)×10；(94℃/30 s; 55℃/60 s; 72℃/30 s)×22；72℃ / 10 min。

表 1 微卫星位点引物序列及荧光标记

Table 1 Primer sequences and florescent labeling for two microsatellite of Asiatic black bear

荧光标记 - 位点

Locus and Dye labeling
引物序列 (5'-3')

Primer sequences

FAM-UamD116 F: GGAAACAGCTATGACCATTGCTCACTCTCCTTCCACT

R: ACCTCTCACCCTGTTTGTG

FAM-UamB1 F: GGAAACAGCTATGACCATGGCACCAATGTTACTTTCCTAC

R: GTGGGTGGAGAGAAGTTTAGAA

1.2 微卫星位点的毛细管电泳

取 2 μL PCR 产物，与 10 μL Hi-Di 甲酰胺 （ABI 公司，美

国）、0.1 μL GeneScan-500 [ROX] 内标（ABI 公司，美国）混合。
98℃变性 5min，冰上迅速冷却后上样于 ABI 3730xl 遗传自动

分析仪（ABI 公司，美国），电泳采用 POP-7TM 胶（ABI 公司，美

国），14 KV 下电泳 45min。电泳结果用 GeneMapperTM 软件

（ABI 公司，美国）读取并人工校对。
1.3 等位基因分型

毛细管电泳获得微卫星等位基因片段长度的观测值，首先

根据微卫星片段的长度变化进行等位基因分型。文献报道中指

出 UamD116 和 UamB1 都是四碱基重复的微卫星位点[8]，而微

卫星等位基因间的差异来自于重复单元重复数的不同，因此这

两个位点不同等位基因间理论上都应该相差 4bp 的整数倍。分

型时以 4bp 的整数倍为参考，分型得到的等位基因按片段长度

从小到大的顺序，分别用字母 A、B、C、D 表示。
1.4 等位基因测序和等位基因标准分型
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为了进一步了解微卫星位点核心序列结构及等位基因的

实际大小，位点 UamD116 筛选 3 个纯合子等位基因直接进行

测序；位点 UamB1 全部等位基因都进行克隆测序。直接测序过

程中，将纯合子个体 50 μL体系重扩增。扩增体系除未加 M13
荧光接头外，其它试剂和 10 μL 体系相同。扩增产物经 1.5%的

琼脂糖凝胶电泳后，每个等位基因片段采用 AxyPrepTM 纯化

回收试剂盒（爱思进，杭州）纯化、回收目的片段。回收产物用

pMDTM18-T Vector 试剂盒(TaKaRa，大连)连接到 T 载体。然

后将 T 载体转化到感受态细胞 JM109（天根生化科技有限公

司，北京）中，平板 LB 培养基中进行培养。最后每个等位基因

筛选 8 个阳性克隆，利用引物 M13+ 进行单向测序。3 个以上

克隆完全一致的序列被认为是该等位基因的真实序列。
用软件 DNAStar 进行分析和比对，确定等位基因的序列

结构和真实片段长度，然后再根据等位基因真实长度及其所对

应的观测长度，对每个个体进行重新分型，并按照国际法医遗

传学会（ISFG）对人类微卫星系统的命名标准[10-12]，对分型得到

的等位基因进行命名。

2 结果

本研究对位点 UamD116 的 3 个纯合子等位基因进行直接

测序；对 UamB1 的全部等位基因都进行了克隆测序，得出每个

等位基因的核心序列结构和实际序列长度。部分等位基因测序

结果见表 2。从 3 个等位基因的序列可知，UamD116 核心序列

结构相当复杂，除了含有多个重复单位外，还在重复单位之间

有碱基插入，并在侧翼序列出现碱基缺失的情况。例如，等位基

因 16.2 重复序列间出现单碱基 T、二碱基 TC 和三碱基 AAG
插入；等位基因 18.2 和 19 在重复单位间只出现单碱基 T 和三

碱基 AAG 的插入，而二碱基 TC 的插入没有出现，说明与 16.2
属于不同类型的等位基因。但是它们与 16.2 相差 4bp 的倍数，

在分型中会被混淆为同一类型。从表 2 的序列可以看出，18.2
和 19 具有完全相同的核心序列，应属于同一个等位基因，但

是，18.2 下游侧翼序列有 1 个 GA 缺失，导致其长度比 19 短

2bp。在依靠片段大小分型时，就将其划分为两个等位基因，并

与 16.2 混为同一类。

表 2 亚洲黑熊微卫星位点 UamD116 和 UamB1 部分等位基因的测序结果

Table 2 Structure and character of alleles on locus UamD116 and UamB1 of the Asiatic Black bear

位点

Locus
等位基因

Alleles
实际值(bp)

Actual size (bp)
观测值(bp)

Observed size (bp)
微卫星核心序列结构

Motif structure

UamD116 16.2 245 246.80 (GCTC)2(TATC)9TC(TTTC)AAG(ATTT)T(ATTT)2

UamD116 18.2 a 253 254.87
(GCTC)3(TATC)3(TGTC)(TATC)4(TCTA)(TCTC)

(TTTC)AAG(ATTT)T(ATTT)3

UamD116 19 255 256.93
(GCTC)3(TATC)3(TGTC)(TATC)4(TCTA)(TCTC)

(TTTC)AAG(ATTT)T(ATTT)3

UamB1 18 264 265.14 (ATCT)12(ATCC)3(ATAA)(TTTC)2

UamB1 18* 264 264.68 (ATCT)11(ATCC)4(ATCA)(TTTC)2

UamB1 20 272 272.47 (ATCT)12(ATCC)5(ATAA)(TTTC)2

UamB1 18.3 267 267.10 (ATCT)3ACT(ATCC)12(ATAA)(TTTC)2

注：a 下游侧翼序列有一个两碱基 GA 的缺失。
Note: a A GA deletion occurred in the downstream flanking region.

在 UamB1 共发现两种类型的等位基因，表 2 中代表性的

列出了每类等位基因的测序结果。UamB1 核心序列的基本结

构是 (ATCT)m (ATCC)n (ATAA)(TTTC)2，含两个可变重复

ATCT、ATCC 和一段共有序列(ATAA)(TTTC)2。比较该位点 4
个已测序等位基因，共有序列(ATAA)在等位基因 18* 突变为

(ATCA)，出现一个 A→C 的点突变；而等位基因 18.3 在两个可

变重复 ATCT 和 ATCC 之间出现一个 ACT 的插入。这个 3bp
的插入使等位基因之间的差异不再是 4bp，而使得等位基因

15.3 和 16 之间、16.3 和 17 之间、17.3 和 18 之间、18.3 和 19 之

间仅差 1bp。而在仅依据片段长度分型时，上述各组的 2 个等

位基因被认定为 1 个。此外，等位基因 18 含 12 个(ATCT)重复

和 3 个(ATCC)重复；而等位基因 18* 含 11 个(ATCT)重复和 4
个(ATCC)重复。虽然二者的核心序列不同，但是扩增片段长度

是完全相同的。
这种情况从在表 3 可以清楚地显示出来。测序前 UamB1

分型共确定 8 个等位基因。其中，等位基因 G、H 和 A 为群体中

的稀有等位基因，频率分别为 0.52%、1.04%和 1.56%；等位基因

D 为群体中的优势等位基因，频率为 48.96%。等位基因测序后

重新分型，该位点共确定 12 个等位基因，增加了 4 个。其中，等

位基因 16 和 21 在群体中的频率为 0.52%，等位基因 22 和 15
的频率分别为 1.04%和 1.56%，这 4 个等位基因均为群体中的

稀有等位基因；等位基因 17.3 为群体中的优势等位基因，频率

为 42.71%。

3 讨论

微卫星核心序列的结构有的非常简单，但有的却十分复

杂。微卫星的分型依据扩增片段长度，其核心意义是片段长度

忠实地反映重复单位的重复次数。但是，当核心序列因积累点

突变、插入和缺失而变得复杂化后，单纯的长度就不能忠实地

反映重复单位的重复次数，反而会掩盖一些信息。位点 UamB1
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测序前等位基因

(n=8)

Alleles before

sequencing (n=8)

等位基因观测长度 (bp)

Mean±SD

Observed size of alleles

(bp)

Mean±SD

测序前等位基因数

Alleles number before

sequencing

测序后等位基因

(n=12)

Alleles (n=12)

等位基因实际长度(bp)

Mean±SD

Actual size of alleles (bp)

Mean±SD

测序前等位基因数

Alleles number after

sequencing

A

B

C

D

E

F

G

H

--

--

--

--

Total

表 3 微卫星位点 UamB1 测序前后等位基因分型结果

Table 3 Genotyping result of locus UamB1 before and after sequence verification

就出现了这种情况，等位基因 18 含 12 个(ATCT)重复和 3 个

(ATCC) 重复；而等位基因 18* 含 11 个 (ATCT) 重复和 4 个

(ATCC)重复，但二者的长度完全一致，在基于片段长度的分型

中就会被合并成 1 个等位基因。
另一种情况是，在核心序列出现插入或缺失，同时侧翼序

列出现相同长度的缺失或插入，结果造成两类核心序列不同的

等位基因在片段长度上可能完全一致，位点 UamD116 提供了

一个例子：等位基因 16.2 和等位基因 18.2 实际上是两类不同

类型的等位基因，核心序列结构上有很大的差异，但两类等位

基因在序列长度上刚好相差 4bp 的整数倍，仅从长度上来看就

会将其混淆起来。此外，18.2 和 19 具有相同的核心序列，属于

一个等位基因，但是 18.2 的侧翼序列出现 2bp 的缺失，依靠片

段长度分型就将同一个等位基因分为两个。因而单纯依靠片段

长度来分型就会严重影响种群参数的估计。
重复单位插入、缺失和突变等遗传学事件在基于片段长度

的分型中是无法有效显示的，这种风险直接影响群体分析结论

的真实性。我们发现在以往的文献中，使用上述两个位点进行

种群分析时均没有对等位基因进行结构分析[13-16]，因而无论对

所研究的种群得出什么结论都将是不准确的，甚至可能是错误

的。因此，我们强烈建议在应用微卫星进行群体研究时，必须对

等位基因进行测序和结构分析，然后再根据序列和片段长度进

行分型，或者通过构建等位基因梯（allelic ladder）作为分型的客

观标准[20]。
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