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前言

如何使用本指南

本指南的目的 本 Applied Biosystems AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒用
户指南提供与 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒有关的
Applied Biosystems 的仪器、化学试剂和软件信息。

单抽章节 本指南的编写使用户可以将第 2、3 和 4 章单抽出来使用，这些
单抽章节有自己的标题页和背页，标注着章节号和标题。

文字体例 本指南采用以下体例：

• 粗体文字表示用户操作动作。例如：

键入 0，然后对剩下的每个字段按一下 Enter 键。

• 斜体 文字表示新的或重要的内容，也用于强调。例如：

在开始分析之前，请始终准备好新的荧光色相。

• 右向箭头符号 ( ) 用于分开您从下拉菜单或快捷菜单中依
次选择的多个命令。例如：

依次选择 File（文件）  Open（打开）  Spot Set
（点设置）。

右击样本行，然后选择 View Filter（查看滤波器）  
View All Runs（查看所有运行）。

用户警示文字 在 Applied Biosystems 用户文档中，有两种用户警示文字。每种
警示文字表示需遵守要求或采取行动的特定级别，如下所述：

注意：－ 提供相关的或帮助性信息，但这些信息对产品的使用
并不是必不可少的。

切记！ － 提供正确操作仪器、精确使用化学试剂盒或安全使用
某化学品所必须遵守的信息。
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用户警示文字示例如下：

注意：控制台也具有 Calibrate （校准）功能。

切记！ 要验证您的客户机与数据库之间的连接，您需要一个有
效用户 ID 和密码。

安全性

安全警示文字 用户文档中 Applied Biosystems 包括四种安全警示文字，显示
在提醒您需要注意相关危险的位置。每种警示文字 － 切记、
注意、警告、危险－ 表示需遵守要求或采取行动的特定级别，
如下所述：

定义

切记！ － 表示正确操作仪器、精确使用化学试剂盒或安全使用
某化学品所必需的信息。

 － 表示潜在的危险情况如果不加以避免则可能导致
轻微或中度伤害。它也用于警示不安全的操作行为。

 － 表示存在潜在的危险情况，如果不加以避免，则
可能导致死亡或严重伤害。

－ 表示存在紧迫的危险情况，如果不加以避免，
则可能导致死亡或严重伤害。此信号词只仅限用于极端危险
的情况。

化学品危险警告 － 化学品危险。用于 Applied Biosystems 仪器和实
验方案使用的某些化学品具有潜在危险性，可造成受伤、生
病或死亡。
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化学品安全指南 欲最大限度地降低化学品的危险性您需要

• 在贮存、拿放或使用任何化学品或危险材料之前阅读并理
解由化学品制造商提供的 Material Safety Data Sheets 
(MSDS)化学品安全信息表。（请参阅第 vii 页 “关于化学品
安全信息表 （MSDS） ”。）

• 尽量减少与化学品的接触。在拿放化学品时，应佩戴适当
的人身防护品 （例如，安全防护眼镜、手套或防护服）。
欲了解额外的安全指南，请参阅化学品安全信息表
（MSDS）。

• 尽量减少化学品的吸入。切勿敞放化学品容器。只能在通
风良好的环境中使用化学品 （例如，通风橱）。欲了解额
外的安全指南，请参阅化学品安全信息表 （MSDS）。

• 定期检查化学品有无泄漏或溅溢。如果发现化学品泄漏或
溅溢，请按照制造商在化学品安全信息表 （MSDS）中建
议的清洁方法进行清洁。

• 遵守所有当地、省 / 州或国家有关化学品贮存、拿放和处
理的法律及规章要求。

关于化学品安全
信息表

（MSDS）

化学品制造商在向新客户运送具有危险性的化学品时，都会向
客户提供当前最新的化学品安全信息表（MSDS）。当 MSDS 
被更新后，制造商也会在第一次向客户发货时提供危险化学品
的 MSDS。MSDS 提供有关化学品贮存、拿放、运输和处理所
必需的安全信息。

每当您收到危险化学品包装内提供的新 MSDS 时，请一定以此 
MSDS 替换您文件档案中的相应 MSDS。

获取 MSDS
（材料安全数据表）

您可每天 24 小时免费索取由 Applied Biosystems 提供的任何化
学品的 MSDS。要获取 MSDS：

1. 登陆 www.appliedbiosystems.com 网站，点击 Support（支
持），然后点击 MSDS Search（MSDS 搜索）。

2. 在 Keyword Search（关键词搜索）字段中输入化学品名称、
产品名称、MSDS 部件号或所需 MSDS 上所列的其它相关
信息，然后点击 Search（搜索）。

3. 找到您所需的 MSDS 后，点击链接或用鼠标右键点击 MSDS
标题，然后选择以下任何一项：

• Open （打开）－ 查看 MSDS
• Print Target （打印目标）－ 打印 MSDS



viii

前言

AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒用户指南

• Save Target As （目标另存为）－ 下载 PDF 格式的 MSDS

注意：欲获得不是由 Applied Biosystems 销售的化学品的 MSDS，
请与相关的化学品制造商联系。

化学品废料危险 危险废料。在拿放及处理废料时，请参阅化学品安
全信息表 (MSDS) 及当地有关规章。

化学品废料危险。由 Applied Biosystems 仪器产生的
废料具有潜在的危险性，并可能导致受伤、生病或死亡。

化学品存放危险。切勿使用玻璃容器收集或贮存废
料，以防玻璃破裂或破碎。试剂和废料瓶可能会破碎和泄漏。
每只废料瓶都应安全地放置在低密度聚乙烯安全容器内，并封
紧封盖；而且手柄应锁定在直立位置上。在拿放试剂和废料瓶
时，应佩戴适当的保护性眼镜、防护服和手套。
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化学品废料
安全指南

欲最大限度地降低化学品废料的危险性您需要

• 在您贮存、拿放或处理化学品废料之前请阅读并理解由化
学品制造商在废料容器中提供的化学品安全信息表 MSDS。

• 提供存放废料的主容器和辅助容器。（主容器用于贮存直
接产生的废料。辅助容器用于贮存从主容器中溅溢或泄漏
的废料。两个容器都必须与废料材料相兼容，而且必须符
合国家、省 / 州及当地有关废料贮存的规章要求。）

• 尽量减少与化学品的接触。在拿放化学品时，应佩戴适当的
人身防护品（例如，安全防护眼镜、手套或防护服）。欲了
解额外的安全指南，请参阅化学品安全信息表 （MSDS）。

• 尽量减少化学品的吸入。切勿敞放化学品容器。只能在通
风良好的环境中使用化学品 （例如，通风橱）。欲了解额
外的安全指南，请参阅化学品安全信息表 （MSDS）。

• 在通风橱中拿放化学品废料。

• 将废料容器倒空后，使用附带的封盖将容器密封好。

• 应按照良好的实验室操作规范和当地、省 / 州或国家环保
和健康法规要求处理废料托盘和废料瓶中的废料。

处理废料 如果在操作仪器时产生了具有潜在危险性的废料，则您必须：

• 用所在实验室中使用的特定应用程序、试剂和底物，确定
废料的性质 （必要时进行分析）。

• 确保实验室中所有工作人员的健康和安全。

• 确保按照当地、省 / 州和 / 或国家的有关法规贮存、转移、
运输和处理仪器废料。

切记！ 放射性或生物危险性材料可能需要采取特别的方法拿放，
而且可能有处理限制。
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生物危险品安全 生物危险。诸如人和其它动物的组织、体液、传染
原和血液等生物标本均具有传播传染疾病的潜在危险性。应遵
守当地、省 / 州和 / 或国家的所有适用法规。穿戴适当的防护设
备，具体包括但不限于： 保护眼镜、面罩、衣服 / 实验室防护
服和手套。所有操作必须在设施装配完备的场所内，在使用适
当的人身防护品（如物理防护设备）的情况下进行。在使用具
有潜在传染性的物质之前，必须按照适用法规和公司 / 机构的
要求培训操作人员。认真阅读并遵守下列适用指南和 / 或规章
的要求：

• U.S. Department of Health and Human Services （美国卫生与
人类服务部）指南登载于 Biosafety in Microbiological and 
Biomedical Laboratories （微生物和生物医学实验室生物安
全规章）（存档编号 017-040-00547-4 ；网址 
bmbl.od.nih.gov）。

• Occupational Safety and Health Standards, Bloodborne 
Pathogens （职业安全和健康标准，血源性病原体）
（29 CFR § 1910.1030，网址 www.access.gpo.gov/ 
nara/cfr/waisidx_01/29cfr1910a_01.html）。

• 所在公司 / 机构有关使用 / 拿放具有潜在传染性物质的生物
安全计划方案。

有关生物危险指南的额外信息见：

www.cdc.gov

http://bmbl.od.nih.gov
http://www.access.gpo.gov/nara/cfr/waisidx_01/29cfr1910a_01.html
http://www.access.gpo.gov/nara/cfr/waisidx_01/29cfr1910a_01.html
http://www.cdc.gov
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如何获取更多信息

相关文件 欲获得任何以下文件请登陆 www.appliedbiosystems.com 然后
点击链接 Support （支持） Products & Services Literature
（产品及服务文献）。

注意：有关其它文件请参阅第 xii 页 “ 如何获取支持 ”。

文件  文件编号

Applied Biosystems 3130/3100xl 基因分析仪数据采集软件 3.0 版用户通报 4363787

Applied Biosystems 3130/3100xl 基因分析仪使用入门指南 4352715

Applied Biosystems 3130/3100xl 基因分析仪保养、故障排除和参考指南 4352716

Applied Biosystems 3130/3100xl 基因分析仪快捷参考卡 4362825

Applied Biosystems 3130/3100xl 基因分析仪 AB 导航软件管理员指南 4359472

ABI PRISM® 3100/3100-Avant 数据采集软件 2.0 版用户指南 4347102

ABI PRISM® 3100/3100-Avant 基因分析仪数据采集软件 2.0 版用户通报 4350218

ABI PRISM® 3100 基因分析仪用户手册数据采集软件 1.1 版 4315834

ABI PRISM® 3100-Avant 基因分析仪用户指南数据采集软件 1.0 版 4333549

ABI PRISM® 3100/3100-Avant 基因分析仪处理 AmpFlSTR® PCR 扩增试剂盒 PCR 产物方案
用户通报

4332345

ABI PRISM® 310 基因分析仪用户指南 (Windows NT) 4317588

GeneMapper® ID 软件  3.2 版安装操作程序和新功能 ® 用户通报 4352543

GeneMapper® ID 软件 3.1 和 3.2 版人类个体鉴定分析教程 4335523

GeneMapper® ID 软件 3.1 版人类个体鉴定分析用户指南 4338775

Quantifiler® 试剂盒 Quantifiler® 人类 DNA 定量试剂盒及 Quantifiler® Y 男性 DNA 定量试剂
盒用户手册

4344790

GeneMapper® ID 软件 3.2.1 版补丁用户通报 4382255

AmpFlSTR® Identifiler® PCR 扩增试剂盒用户手册 4323291

http://www.appliedbiosystems.com
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将您的意见发送
给我们

Applied Biosystems 欢迎提出您的宝贵意见和建议，以便我们能
不断提高用户文件质量。您可用电子邮件将意见或建议发送至：

techpubs@appliedbiosystems.com

切记！ 上述电子邮件地址仅限用于提交与文件有关的意见和建
议。要订购文件、下载 PDF 文件或寻求技术帮助，请登陆网站
www.appliedbiosystems.com ，然后点击 Support （支持）链接。
（参阅下文 “ 如何获取支持 ”。）

如何获取支持

有关所有地区产品服务和技术支持的最新信息，请登陆网站
www.appliedbiosystems.com，然后点击 Support（支持）链接。

在 Support（支持）页面上，您可以：

• 获得全球各地的电话和传真号码 Applied Biosystems 以便联
络技术支持和销售部门。

• 搜索常见问题与解答 (FAQ)
• 直接向技术支持部门提问

• 订购 Applied Biosystems 用户文件、 MSDS、分析证书及其
它相关文件

• 下载 PDF 文件

• 获取客户培训信息

• 下载软件更新和补丁程序
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离心管， 50-mL Falcon 主要实验室供应商

微离心管开盖器，可高压灭菌 主要实验室供应商

去离子水， PCR 级 主要实验室供应商

Tris-HCL， pH 8.0 主要实验室供应商

0.5-M EDTA 主要实验室供应商

震荡器 主要实验室供应商

‡ 欲了解并非由 Applied Biosystems 经销的化学品的化学品安全数据信息表 （MSDS），请与化学品制造
商联系。在使用任何化学品之前，请参阅由设备制造商提供的化学品安全数据信息表 （MSDS），并遵
守所有相关注意事项。

表 1-3 用户提供的材料‡ ( 续 ) 

物品 来源
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产品概述

目的 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒 （Sinofiler 试剂盒）是
一种短串联重复（STR）多重分析，它在单个 PCR 反应中扩增 
15 个常染色体 STR 位点 （D8S1179、 D21S11、 D7S820、
CSF1PO、 D3S1358、 D5S818、 D13S317、 D16S539、
D2S1338、 D19S433、 vWA、 D12S391、 D18S51、 D6S1043、
FGA）和性别标记位点 Amelogenin。

产品描述 Sinofiler 试剂盒含有扩增人类基因组 DNA 所必需的所有试剂。

按设计，这些试剂适用于以下 Applied Biosystems 仪器：

• Applied Biosystems 3130/3130xl 基因分析仪

• ABI PRISM® 3100/3100-Avant 基因分析仪

• ABI PRISM® 310 基因分析仪

• GeneAmp®  PCR  系统 9600

• 96 孔银座 GeneAmp®  PCR 系统 9700

• 镀金银座 GeneAmp® PCR 系统 9700

关于引物 AmpFlSTR® Sinofiler™ 试剂盒使用的引物序列与以前的
AmpFlSTR® 试剂盒基本相同，不同点是 D6S1043 和 
D12S391。适用于位点 D8S1179、vWA 和 D16S539 的兼并引物
被加到 AmpFlSTR® Sinofiler™ 引物组中，以便应对引物结合点
的突变。加入兼并引物后，可以对含有突变的等位基因样本实
施扩增，而 AmpFlSTR Sinofiler PCR 扩增试剂盒的总体性能并
无改变。

非核苷酸链接用于以下位点的引物合成 CSF1PO、 D5S818、
D13S317、 D16S539、 D2S1338、 D12S391、 D18S51、
Amelogenin 和 D6S1043。对于这些引物来说，寡核苷酸合成过
程中，非核苷酸链接被置于引物和荧光标记之间（Butler 2005，
Grossman et al.， 1994，和 Baron et al.， 1996）。非核苷酸链接
可增加位点间的距离 , 以确保等位基因的定位可以再现。通过
将五种荧光标记系统与非核苷酸链接结合使用，可以在自动 
DNA 片段分析过程中同时扩增和有效地将 15 个 STR 位点与 
Amelogenin 分离。
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用试剂盒扩增的
位点

表 1-1 显示的是扩增的位点、它们的染色体位置和相应的荧光
标记物。 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照被用于
对分析的样本实施基因分型。等位基因分型标准参照中的等位
基因和对照 DNA  9947A 的基因型也列于表中。

表 1-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒位点和等位基因

位点名称 染色体位置
Sinofiler 等位基因分型标准参照

中含有的等位基因
荧光标记

对照 DNA 
9947A

D8S1179 8 8, 9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 
17, 18, 19

6-FAM™ 13

D21S11 21q11.2-q21 24, 24.2, 25, 26, 27, 28, 28.2, 29, 
29.2, 30, 30.2, 31, 31.2, 32, 
32.2, 33, 33.2, 34, 34.2, 35, 
35.2, 36, 37, 38

30

D7S820 7q11.21-22 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 10, 11

CSF1PO 5q33.3-34 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 10, 12

D3S1358 3p 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 VIC® 14, 15

D5S818 5q21-31 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 11

D13S317 13q22-31 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 11

D16S539 16q24-qter 5, 8, 9, 10, 11, 12,13, 14, 15 11, 12

D2S1338 2q35-37.1 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 
24, 25, 26, 27, 28

19, 23

D19S433 19q12-13.1 9, 10, 11, 12, 12.2, 13, 13.2, 14, 
14.2, 15, 15.2, 16, 16.2, 17, 17.2

NED™ 14, 15

vWA 12p12-pter 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 
20, 21, 22, 23, 24

17, 18

D12S391 12p13.2 14, 15, 16, 17, 18, 19, 19.3, 20, 
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27

18, 20

D18S51 18q21.3 7, 9, 10, 10.2, 11, 12, 13, 13.2, 
14, 14.2, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27

15, 19
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Amelogenin X： p22.1-22.3

Y： p11.2

X, Y PET® X

D6S1043 6q16.1 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 
18, 19, 20, 21, 21.3, 22, 23, 24, 
25

12, 18

FGA 4q28 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 
26, 26.2, 27, 28, 29, 30, 30.2, 
31.2, 32.2, 33.2, 42.2, 43.2, 
44.2, 45.2, 46.2, 47.2, 48.2, 
50.2, 51.2

23, 24

表 1-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒位点和等位基因 ( 续 )

位点名称 染色体位置
Sinofiler 等位基因分型标准参照

中含有的等位基因
荧光标记

对照 DNA 
9947A
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等位基因分型标准
参照

图 1-1 显示的是 AmpFlSTR® Sinofiler™ 试剂盒等位基因分型标
准参照。请参阅第 3-2 页 “等位基因分型标准参照的要求” ，
了解确保基因分型准确的信息。

图 1-1 GeneMapper® ID 软件AmpFlSTR® Sinofiler™等位基因分型
标准参照图
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流程图概述
提取和定量 DNA

PCR 扩增 DNA
AmpFlSTR®

Sinofiler™ PCR
扩增试剂盒

GeneAmp® PCR 系统

9600 PCR 扩增仪
GeneAmp® PCR 系统

9700 PCR 扩增仪

实施电泳

ABI PRISM®

310 基因分析仪
基因分析仪

Applied Biosystems

基因分析仪

Quantifiler™ 人类 DNA 定量试剂盒

分析数据

GeneMapper® ID 软件

3100/3100-Avant
ABI PRISM®

3130/3130xl
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仪器和软件概述

本章节内容提供电泳特定仪器所需的 AmpFlSTR® Sinofiler™ 
PCR 扩增试剂盒数据采集和分析软件的信息。

数据采集和
分析软件

数据采集软件向仪器上运行的固件下达指令，并实时显示仪器
状态和原始数据。随着仪器以其检测系统测量样本荧光，数据
采集软件收集和储存数据。数据采集软件将每个样本的信息储
存为一个样本文件 （.fsa），后者可用分析软件予以分析。

仪器和软件
的兼容性

=

关于多组分分析 使用 Applied Biosystems 荧光多颜色标记技术，可以分析多个位
点，其中包括那些等位基因片段大小范围相互重叠的位点。可
以用不同颜色的荧光标记标定位点特异性引物，从而区分相互
重叠位点上的等位基因。

多组分分析是一个将五种不同颜色的荧光标记分离成清晰光谱
成分的过程。用于标定 AmpFlSTR Sinofiler PCR 扩增试剂盒的
四种荧光标记是 6-FAM™、 VIC®、 NED™ 和 PET® 荧光标记。
第五种荧光标记是 LIZ®，用于标定 GeneScan™ 500 LIZ® 片段
标准。

仪器 操作系统 数据采集软件 分析软件

3130/3130xl‡

‡ Applied Biosystems 可以采用这些配置实施 Sinofiler 试剂盒验证研究。

Windows XP 3.0 GeneMapper® ID 
3.2.1 及以后版本

3100/3100-
Avant

Windows NT® 1.1 (3100)

1.0 (3100-Avant

GeneMapper ID 
3.2.1 及以后版本

Windows 2000 2.0 GeneMapper ID 
3.2.1 及以后版本

310 Windows XP  3.1 GeneMapper ID 
3.2.1 及以后版本

Windows NT 和 
Windows 2000 

3.0 GeneMapper ID 
3.2.1 及以后版本
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多组分分析
工作原理

每种荧光标记会以不同波长发射出最强荧光。在 Applied 
Biosystems 和 ABI PRISM® 仪器上采集数据时，衍射光栅根据荧
光信号波长将其分离，并按一个预定间隔模式投射到一个电荷
耦合器件 (CCD) 上。 6-FAM 荧光标记发射的波长最短，被显示
为蓝色，接下来是 VIC 荧光标记 （绿色）、 NED 荧光标记
（黄色）、 PET 荧光标记 （红色）和 LIZ 荧光标记 （橙色）。

尽管每种荧光标记以不同波长发射最强荧光，各种荧光标记之
间在发射光谱上仍有重叠（图 1-2）。多组分分析的目标是校正
色谱重叠部分。

图 1-2 用于 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒的五种荧光标
记的发射光谱
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材料和设备

试剂盒内容物 AmpFlSTR® Sinofiler™ 试剂盒含有的以下试剂和许可，足以实
施 200 次 25-μL 扩增。

试剂盒的存放和
稳定性

下列表格罗列了试剂盒组分的存放温度。

连接在引物上的荧光标记是光敏材料。不使用时，要避免光照
AmpFlSTR® Sinofiler™ 引物组。扩增的 DNA、 AmpFlSTR® 
Sinofiler™ 等位基因分型标准参照和 GeneScan™ 500 LIZ® 片段标
准也应该避免光照。 

组分 描述 容积

AmpFlSTR® PCR 
反应混合物

两管含有 MgCl2、三磷酸脱氧核苷
酸 ,  血清白蛋白和 0.05% 叠氮钠的
缓冲液。

1.1 mL/管

AmpFlSTR® 

Sinofiler™ 引物组
两管荧光标记引物和未标记引物。 0.55 mL/管

AmpFlSTR® 对照 
DNA 9947A

一管的 0.10 ng/μL 人类女性细胞系 
DNA 于 0.05% 叠氮钠和缓冲液内
（参阅第 1-3 页和 1-10了解特性） 

0.3 mL

AmpFlSTR® 

Sinofiler™ 等位基
因分型标准参照

一管的 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位
基因分型标准参照，内含扩增的等位
基因。见表 1-1 在第 1-3 页和 1-10，
了解等位基因分型标准参照内含有的
等位基因清单。

50 μL

AmpliTaq Gold® 
DNA 多聚酶

两管酶，酶的活性为 5 U/μL 50 μL/管

组分 存放温度

AmpFlSTR® PCR 反应混合物 收到时存放在 –20 ° C，初次
使用后保存在 2 到 8 ° CAmpFlSTR® 对照 DNA 9947A

AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型
标准参照

AmpliTaq Gold DNA 多聚酶 –15 到 –25 ° C

AmpFlSTR® Sinofiler™ 引物组
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样本标准 对于 Sinofiler 试剂盒 PCR 扩增、PCR 产物大小测定和基因分型
所需要的标准试剂是 :

• 对照 DNA 9947A －一个用于评价以 AmpFlSTR Sinofiler
等位基因分型标准参照实施扩增和 STR 基因分型效率的阳
性对照物。

• GeneScan™ 500 LIZ® 片段标准 － 用于获得片段大小结果。
它含有 16 单链片段：35、50、75、100、139、150、160、
200、 250、 300、 340、 350、 400、 450、 490 和 500 核苷
酸。此标准片段已被用做内标标准片段，在 AmpFlSTR 
Sinofiler PCR 产物上产生精确的片段大小结果。 GeneScan 
500 LIZ 标准片段 （PN 4322682）单独订购。

• AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照 － 由
Applied Biosystems 研制，用于准确鉴定以 Sinofiler 试剂盒
扩增的等位基因。 AmpFlSTR Sinofiler 等位基因分型标准
参照内含 15 个常染色体位点上的常见等位基因。参阅
第 1-3 页 “用试剂盒扩增的位点”，了解 Sinofiler 试剂盒
包含的所有等位基因。

未包括在内的
设备和材料

表 1-2 和 1-3 罗列了必需 和另选的未包括在 Sinofiler 试剂盒内
的设备和材料。除非另有说明，其中的许多物品都可以从主要
实验室用品供应商处 （MLS）购买。

表 1-2 设备

设备 来源

Applied Biosystems 3130/3100xl 基因分析仪 联系所在地的
Applied Biosystems
销售代表ABI PRISM® 3100/3100-Avant 基因分析仪

ABI PRISM® 310 基因分析仪

GeneAmp®  PCR 系统 9700，带 96 孔银座  N8050001

GeneAmp®  PCR 系统 9700，带镀金银座  4314878

96 孔样本银座  N8050251

镀金 96 孔样本银座 4314443

台式离心机，带 96 孔反应板适配器（另选） 主要实验室供应商 
(MLS)
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表 1-3 用户提供的材料‡  

物品 来源

AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒 4382306

3130/3100xl 分析仪材料

96 孔反应板橡胶垫 4315933

液槽橡胶垫 4315932

3130xl/3100 基因分析仪毛细管， 36-cm 4315931

3130/3100-Avant 基因分析仪毛细管， 36-cm 4333464

POP-4™ 胶，用于 3130/3130xl 基因分析仪 4352755

3100/3100-Avant 基因分析仪扩增反应板试剂盒， 96 孔 4316471

GeneScan™ 500 LIZ® 片段标准 4322682

电泳缓冲液， 10✕ 402824

DS-33 荧光色相标准试剂盒（G5 荧光标记组） 4345833

MicroAmp™ 光学 96 孔反应板 N8010560

Hi-Di™ 甲酰胺 4311320

欲了解用于 3130/3130xl 仪器的完整部件和附件清单，请参阅 Applied Biosystems 3130/3130xl 基因分
析仪保养、故障排除和参考指南 - 附录 A （PN 4352716)。
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3100/3100-Avant 基因分析仪

96 孔反应板橡胶垫 4315933

液槽橡胶垫 4315932

3130xl/3100 基因分析仪毛细管， 36-cm 4315931

3130/3100-Avant 基因分析仪毛细管， 36-cm 4333464

POP-4™ 胶，用于 3100/3100-Avant 基因分析仪 4316355

3100/3100-Avant 基因分析仪扩增反应板试剂盒， 96 孔 4316471

GeneScan™ 500 LIZ® 片段标准 4322682

电泳缓冲液， 10✕ 402824

DS-33 荧光色相标准试剂盒（G5 荧光标记组） 4345833

MicroAmp™ 光学 96 孔反应板 N8010560

250-μL 玻璃注射器 （毛细管填胶注射器） 4304470

5.0-mL 玻璃注射器 （储存胶注射器） 628-3731

欲了解用于 3100/3100-Avant 仪器的完整部件和附件清单，请参阅 ABI PRISM® 3100 基因分析仪和
3100-Avant 基因分析仪用户参考指南 - 附录 B （PN 4335393)。

310 分析仪材料 

310 基因分析仪毛细管， 47-cm 402839

0.5-mL 样本托盘 5572

96 孔托盘适配器 （用于 9700 PCR 仪托盘） 4305051

GeneScan™ 500 LIZ® 片段标准 4322682

电泳缓冲液， 10✕ 402824

基因分析仪橡胶垫固定夹，用于 96 管样本托盘 402866

基因分析样本管（0.5-mL） 401957

表 1-3 用户提供的材料‡ ( 续 ) 

物品 来源



材料和设备

AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒用户指南 1-13

用于 0.5-mL 样本管的橡胶垫 401956

DS-33 荧光色相标准组 [6FAM™、VIC®、NED™、PET® 和 LIZ® 荧光标记 ] 用于
ABI PRISM® 310/377 系统

4318159

MicroAmp™ 8 管反应条， 0.2-mL N8010580

MicroAmp™ 96 孔底座 （用于放 0.2-mL 反应管） N8010531

MicroAmp™ 96 孔全板盖 N8010550

MicroAmp™ 96 孔托盘 / 固定装置 403081

POP-4™ 胶，用于 310 基因分析仪 402838

欲了解用于 310 仪器的完整部件和附件清单，请参阅 ABI PRISM® 310 基因分析仪用户指南 - 附录 B
（PN 4317588）。

PCR 扩增

MicroAmp™ 96 孔托盘 N8010541

MicroAmp® 带盖反应管， 0.2-mL N8010540

MicroAmp™ 8 管反应条， 0.2-mL N8010580

MicroAmp™ 8 盖条 N8010535

MicroAmp™ 96 孔托盘 / 固定装置 403081

MicroAmp™ 96 孔底座 N8010531

MicroAmp™ 光学 96 孔反应板 N8010560

用户提供的其它材料

Hi-Di™ 甲酰胺， 25-mL 4311320

防气雾移液器吸头 主要实验室供应商

微量离心管 主要实验室供应商

移液枪 主要实验室供应商

胶带，标签 主要实验室供应商

表 1-3 用户提供的材料‡ ( 续 ) 

物品 来源
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PCR 工作区

PCR 设置
工作区

切记！ 以下物品一定不得离开 PCR 设置工作区。

• 计算器

• 手套，一次性的

• 记号笔，永久性

• 微型离心机

• 微型离心管， 1.5-mL 或 2.0-mL 或其它适当的干净试管
（用于配制反应母液）

• 微型离心管架

• 移液器吸头，无菌，一次性带疏水性滤塞

• 移液器

• 微离心管开盖器，可高压灭菌

• 震荡器

扩增的 DNA
工作区

切记！ 以下 GeneAmp®  PCR 系统一定不得离开扩增的 DNA 工作区内。

• 银制 96 孔 GeneAmp® PCR 系统 9700

• 镀金银座 GeneAmp® PCR 系统 9700

• GeneAmp® PCR 系统 9600
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必需的用户提供材料和试剂

试剂盒内容物
和存放

每个 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒含有足够实施 200 
次反应的材料，反应体积为 25-μL。参阅第 1-9 页“试剂盒内容
物” ，了解 Sinofiler 试剂盒详细内容。

切记！ 连接在引物上的荧光标记物是光敏材料。不使用时，要
避免光照引物。扩增的 DNA、 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因
分型标准参照和 GeneScan™ 500 LIZ® 片段标准也应该避免光
照。尽可能减少冷冻－融化次数。

用户提供的试剂 除 Sinofiler 试剂盒试剂外，还建议使用低 TE 缓冲液（10 mM 
Tris，0.1 mM EDTA，pH 8.0）。可以按下表中的说明配制缓冲
液或向 Teknova （目录编号 T0223）订购。

欲配制低 TE 缓冲液

1. 将以下试剂混合：

• 10 mL 1 M Tris-HCl， pH 8.0

• 0.2 mL 0.5 M EDTA， pH 8.0

• 990 mL 玻璃蒸馏或去离子水

化学品危险。 EDTA。 暴露接触会刺激眼睛。 请认
真阅读 MSDS 并遵照拿放指导。 佩戴合适的保护眼镜、防护服和
手套。

注意：根据具体需要调整容积。

2. 分装和高压灭菌处理溶液。

3. 室温下存放。
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定量 DNA

定量的重要性 通过定量某样本中的 DNA 可以确定是否有足够的 DNA 实施适
当扩增。可以确定获得 0.50 至 1.25 ng DNA 所需的最小容积。
但是 DNA 最大允许添加量为 10 μL。

如果在 PCR 反应中加入过多 DNA，增加的 PCR 产物量会导致：

• 超过以仪器检测所需线性动态范围的荧光强度 （“超高”
数据）。

超高数据可造成如下问题：

– 超高峰的定量 （峰高和面积）不准确。例如，超高的等
位基因峰可造成相应的滑移峰相对强度增高，使计算的
滑移峰百分比增加。

– 超高数据的多组分分析也会不准确，可造成光谱分离不
佳 （“色谱交叉杂峰”）。

• +A 腺苷酸添加不完整

当添加到 PCR 的等位基因拷贝总数特别低时，会遗漏等位基
因，只能获得部分图谱。

DNA 定量方法 Applied Biosystems 提供数种试剂盒，以便准确定量样本中的 
DNA。参阅第 2-5 页表 2-1 中的参考资料，以便详细了解这些
试剂盒。
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表 2-1 DNA 定量方法

产品 描述 参考资料

Quantifiler® Y 人类男
性 DNA 定量试剂盒
（PN 4343906）

属性：

• 两种 Quantifiler® 试剂盒均有较高的人类 DNA 特异
性。 Quantifiler® Y 试剂盒对人类男性 DNA 具有较高
的特异性。

• 试剂盒检测单链和降解的 DNA。

工作原理：

DNA 定量分析结合了两种 5′ 端核酸外切酶反应：

• 靶点特异性（人类 DNA 或人类男性 DNA）分析，由
用于扩增人类或人类男性 DNA 的两种引物和一种以 
FAM™荧光标记物标记用来检测扩增序列的 TaqMan® 
MGB 探针组成。

• 内部 PCR 对照（IPC）分析，由一个 IPC 模板 DNA 
（一个自然界里没有的合成序列）、两个用于扩增 
IPC  模板 DNA 的引物和一个以 VIC® 荧光标记物标
记用于检测扩增的 IPC 模板 DNA 的 TaqMan MGB 
探针组成。

Quantifiler® 人类 
DNA 定量试剂盒
用户手册 
（PN 4344790)

Quantifiler® 人类 
DNA 定量试剂盒
（PN 4343895）
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准备反应

反应母液 将 AmpFlSTR® PCR 反应混合物、AmpliTaq Gold® DNA 多聚
酶和 AmpFlSTR® Sinofiler™ 引物组试剂混合在一起配制反应
母液。

切记！ 连接在引物上的荧光标记是光敏材料。不使用时，要避
免光照 AmpFlSTR® Sinofiler 引物组。还要避免 AmpFlSTR® 
Sinofiler 等位基因分型标准参照、 GeneScan™ 500 LIZ® 片段标
准和扩增的经荧光标记的 PCR 产物遭受光照。

欲配制反应母液

1. 确定包括对照在内的样本总数。

2. 切记！ 震荡以下试剂 5 秒钟

• AmpFlSTR®PCR 反应混合物

• AmpliTaq Gold DNA 多聚酶

• AmpFlSTR® Sinofiler 引物组

化学品危险。 AmpliTaq Gold® DNA 聚合酶可导致眼
睛和皮肤刺激症状。 如果吞咽或吸入后会导致不适。 请认真阅读
MSDS 并遵照拿放指导。 佩戴合适的保护眼镜、防护服和手套。

3. 用微型离心机短暂离心以便去除盖上的液体。

4. 选择一个干净未用过的微离心管装反应母液。

5. 按如下所示计算所需要的组分量

注意： 根据以下公式得出的容积会稍微高一些以弥补转移中丢失的
容积。

样本数 ✕ 10.5 μL  AmpFlSTR® PCR 反应混合物

样本数 ✕ 0.5 μL AmpliTaq Gold DNA 多聚酶

样本数 ✕ 5.5 μL  AmpFlSTR® Sinofiler 引物组

如果你正在准备 ... 请用一个 ...

≤84 个样本和对照 1.5-mL 微型离心管

85–110 个样本和对照 2.0-mL 微型离心管

>110 个样本和对照 适宜试管
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准备 Sinofiler
试剂盒反应

6. 取适量在步骤 5 以得的各种组分加入微量离心管中。

7. 以中等速度震荡反应母液 3 秒钟然后短暂离心试管或反应板后打开
离心管。

8. 取 15 μL 反应母液加入各反应管或反应板孔内。

欲配制反应母液 ( 续 )

1. 准备 DNA 样本

注意： 最终反应体积应为 25 μL。

2. 在带有反应板架的台式离心机上以 3000 rpm 速度离心反应板大约 
20 秒钟，以便去除气泡。

3. 在 GeneAmp® PCR 系统 9600 或银制 96 孔 GeneAmp® PCR 系统 
9700 或镀金银座 GeneAmp® PCR 系统 9700 上扩增 DNA。

DNA 样本 欲准备 ...

阴性对照 加 10 μL 低 TE 缓冲液于反应管或反应板
孔内。

待测样本 以低 TE 缓冲液稀释待测 DNA 样本，使
10 μL 最终容积中的 DNA 总含量为
0.50–1.25 ng。将待测样本加到反应管或
反应板孔内。

阳性对照 加 10 μL 对照 DNA 9947A （0.1 ng/μL） 
于反应管或反应板孔内。
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实施 PCR
欲运行 PCR

1. 设计热循环条件。

切记！ 如果使用镀金银座或银制 96 孔 GeneAmp PCR 系统 9700
选择 9600 模拟模式。

2. 将反应板加载到 PCR 仪上关闭热护盖。

人身伤害危险。在仪器运行过程中，热护盖的温度可
高达 108 °C，样本加热块的温度可高达 100 °C。不得用手触摸热护
盖和样本加热块。

3. 启动反应。

4. 存放扩增的 DNA。

切记！ 防止光照扩增产物。

最初保温
步骤

循环 28 个循环 最终延伸 最终温
度保持

变性 退火 延伸

保持 循环 保持 保持

95 °C
11 分钟

94 °C
1 分钟

59 °C
1 分钟

72 °C
1 分钟

60 °C
60 分钟

4 °C
∞

如果你存放 DNA 的时间是 ... 存放在 ...

<2 个星期 2 至 8 °C

>2 个星期 –15 至 –25 °C
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用血斑 FTA 卡扩增

FTA™ 处理过的 DNA 采集卡对于生物样本的采集、存放和处理
十分有用。血斑卡上的小圆片可以直接放入扩增管内提纯并扩
增而无需转移证据。Applied Biosystems 研究证实，1.2-mm 血斑
圆片含的 DNA 大约为 5-20 ng。相应地，对如此之高的 DNA 数
量，其适当循环数为 25 个，建议每个实验室根据各自的验证研
究确定循环数。

从图 2-1 中的例子可以看出，一个 1.2-mm 的血斑 FTA 圆片被
用 FTA 提纯试剂提纯三次，再以 1✕ TE 缓冲液清洗两次。在室
温下隔夜干燥后，圆片被直接放入 MicroAmp® 管中扩增 25 个
循环。

图 2-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR  扩增试剂盒结果，来自 1.2-
mm FTA 血斑圆片 （25- 循环扩增），以 ABI PRISM® 3130xl 基因分
析仪分析。
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3实施电泳 3

本章包括

等位基因分型标准参照的要求  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .3-2
为实施电泳而设置 3100/3100-Avant 或 3130/3130xl 仪器  . . . .3-3
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等位基因分型标准参照的要求

欲准确地对样本进行基因分型必须在检测未知样本时还要一个
等位基因分型标准参照样本。对于在以下仪器上检测的样本：

• ABI PRISM® 310 基因分析仪 － 每进样十次至少要电泳一次
等位基因分型标准参照。

• ABI PRISM® 3100 或 Applied Biosystems 3130 系列仪器 －
每组 16 个样本至少要电泳一次等位基因分型标准参照。

– Applied Biosystems 3130xl 或 ABI PRISM® 3100 －
每进样一次，电泳一次等位基因分型标准参照，每次进
样含有 16 个样本。
(15 个样本 + 1 个等位基因分型标准参照 )

– Applied Biosystems 3130 或 ABI PRISM® Avant －
每进样四次，电泳一次等位基因分型标准参照，每次进
样含有 4 个样本

切记！ 实验室内温度的差异可导致片段移动速度的改变从而导
致片段大小不一。 Applied Biosystems 建议以上等位基因分型标
准参照进样频率，此频率可消除移动速度的正常差异。然而，
在内部验证研究中，需验证所需要的等位基因分型标准参照进
样频率，以保证能在贵实验室环境下准确地对所有样本进行基
因分型。

要在与样本相同的条件下电泳等位基因分型标准参照，这一点
对基因分型很重要因为

• 由于胶质和电泳条件的不同，同一样本在不同的仪器上可
能会获得不同的片段大小数值。

• 单一和多个毛细管之间的轻微操作和试剂差异会导致片段
大小出现较大差异差异会大于在同一次电泳中进样到同一
毛细管的样本间差异。
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为实施电泳而设置 3100/3100-Avant 或 3130/3130xl 
仪器

试剂和部件 第 1-11 页表 1-3 罗列了所需要但未随 AmpFlSTR® Sinofiler™ 
PCR 扩增试剂盒一起供应的材料。

切记！  连接在引物上的荧光标记是光敏材料。不使用时要避免
光照引物组。扩增的 DNA、 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分
型标准参照和 GeneScan™ 500 LIZ® 片段标准也应该避免光照。
尽量减少冷冻 - 融化过程。

电泳设置软件和
参考文献

此表罗列了用于分析 Sinofiler 试剂盒产品的数据采集软件和电
泳模式。欲了解操作程序的详细内容请参阅表中罗列的文件。

操作系统 数据采集软件 电泳模式 参考文献

Windows 
XP 

3.0 (3130/3130xl 
分析仪‡ )

• HIDFragmentAnalysis36_POP4_1

• 荧光标记组 G5

Applied Biosystems 
3130/3130xl 基因分析仪使用数
据采集软件 3.0 版处理方案
AmpFlSTR® PCR 扩增试剂盒 
PCR 产物用户通报 
(PN 4363787)

Windows 
2000

2.0 • HIDFragmentAnalysis36_POP4_1

• 荧光标记组 G5

ABI PRISM® 3100/3100-Avant 基
因分析仪使用数据采集软件 2.0 
版处理方案 AmpFlSTR® PCR 扩
增试剂盒 PCR 产物用户通报 
(PN 4350218)

Windows 
NT®

1.1 (3100 分析仪 ) 电泳模式
GeneScan36vb_DyeSetG5Module

分析模式
GS500Analysis.gsp

ABI PRISM® 3100/3100-Avant 基
因分析仪处理方案 AmpFlSTR® 
PCR 扩增试剂盒 PCR 产物用户
通报 (PN 4332345)

1.0 (3100-Avant 分
析仪 )

电泳模式
GeneScan36Avb_DyeSetG5Module

分析模式
GS500Analysis.gsp

‡ Applied Biosystems 用此配置为 Sinofiler 试剂盒实施了验证研究。
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准备 3100/3100-Avant 或 3130/3130xl 仪器电泳样本

准备样本 在加样前即刻准备 3100/3100-Avant 或 3130/3130xl 电泳样本。

欲为电泳准备样本

1. 根据下表计算准备样本所需要的 Hi-Di™ 甲酰胺和 
GeneScan™ 500 LIZ® 容积。

注意：在您的计算中包括一些额外样本以便为试剂转移
期间发生的损失提供多余容积。

切记！ 表格中的片段标准容积是推荐量。请根据您的结
果 / 实验确定适宜的片段标准容积。

化学品危险。Hi-Di 甲酰胺。暴露接触会刺
激眼睛、皮肤和呼吸道。它可能影响胎儿发育造成先天
性缺陷。 请认真阅读化学品安全信息表并遵照拿放指
导。佩戴合适的保护眼镜、防护服和手套。

2. 吸取所需要容积的成份加入尺寸适宜的聚丙烯管中。

3. 振荡离心管然后短暂离心。

4. 在 MicroAmp™ 光学 96- 孔反应板的每个孔加

• 9 μL 甲酰胺片段标准混合物

• 1 μL PCR 产物或等位基因分型标准参照

注意：在空白孔内加 10 μL Hi-Di™ 甲酰胺。

5. 用适宜的橡胶垫密封好反应板然后将反应板短暂离心确
保每个反应孔内的内容物混合均匀并集中在底部。

试剂 每次反应的容积 (μL)

GeneScan™ 500 LIZ® 片段标准 0.3

Hi-Di™ 甲酰胺 8.7
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6. 在 PCR 仪中加热反应板 3 分钟 95 °C。

人身伤害危险。在仪器运行过程中热护盖
的温度可高达 108 °C，样本加热块的温度可高达 
100 °C。不得用手触摸热护盖和样本加热块。

7. 立即将反应板放在冰上 3 分钟。

8. 在自动进样器上准备反应板。

9. 开始电泳分析。

欲为电泳准备样本 ( 续 )
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为实施电泳而设置 310 仪器

试剂和部件 第 1-11 页表 1-3 罗列了所需要但未随 AmpFlSTR® Sinofiler™ 
PCR 扩增试剂盒一起供应的材料。

切记！ 连接在引物上的荧光标记是光敏材料。不使用时要避免
光照引物组。扩增的 DNA、 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分
型标准参照和 GeneScan™ 500 LIZ® 片段标准也应该避免光照。
尽可能减少冷冻 - 融化过程。

电泳设置软件和
参考文献

以下表格罗列了用于分析 Sinofiler 试剂盒产品的数据采集软件
和电泳模式。欲了解分析程序的详细内容，请参阅表中罗列的
文件。

操作系统 数据采集软件 电泳模式 参考文献

Windows XP 3.1‡ GS STR POP4 (1 mL) G5 v2.md5 ABI PRISM® 310 基因分析仪用户
手册 Windows (PN 4317588)

ABI PRISM® 310 处理方案 
AmpFlSTR® PCR 扩增试剂盒产品
Microsoft Windows NT 操作系统  
用户通报 (PN 4341742)

Windows NT® 
和 Windows 
2000

3.0 GS STR POP4 (1 mL) G5 v2.md5 ABI PRISM® 310 基因分析仪用户
手册 Windows (PN 4317588)

ABI PRISM® 310 处理方案 
AmpFlSTR® PCR 扩增试剂盒产品
Microsoft Windows NT 操作系统  
用户通报 (PN 4341742)

‡ Applied Biosystems 用此配置为 Sinofiler 试剂盒实施了验证研究。
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准备 310 仪器的电泳样本

准备样本 加载前即刻准备 310 仪器的电泳样本。

欲为电泳准备样本

1. 根据下表计算准备样本所需要的 Hi-Di™ 甲酰胺和 
GeneScan™ 500 LIZ® 容积。

注意：在您的计算中包括一些额外样本以便为试剂转移
期间发生的损失提供多余容积。

切记！ 表格中的片段标准容积是推荐量。请根据您的结
果 / 实验确定适宜的片段标准容积。

化学品危险。 Hi-Di 甲酰胺。暴露接触会刺
激眼睛、皮肤和呼吸道。它可能影响胎儿发育造成先天
性缺陷。请认真阅读化学品安全信息表并遵照拿放指
导。佩戴合适的保护眼镜、防护服和手套。

2. 吸取所需要容积的成份加入尺寸适宜的聚丙烯管中。

3. 振荡离心管然后短暂离心。

4. 在每个 0.2-mL 或 0.5-mL 样本管内加

• 25 μL 甲酰胺片段标准混合物

• 1.5 μL PCR 产物或等位基因分型标准参照

5. 用适宜的橡胶垫密封好样本管，然后短暂离心，确保每
个样本管内的内容物混合均匀并集中在底部

试剂 每次反应的容积 (μL)

GeneScan™ 500 LIZ® 片段标准 0.5

Hi-Di™ 甲酰胺 24.5
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6. 在 PCR 中加热样本管 3  分钟 95 °C。

人身伤害危险。在仪器运行过程中受热护盖
的温度可高达 108 °C 样本加热块的温度可高达 100 °C。
不得用手触摸热护盖和样本加热块。

7. 立即将样本管放在冰上 3 分钟。

8. 将样本盘放在自动进样器上。

9. 开始电泳。

欲为电泳准备样本 ( 续 )
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GeneMapper® ID 软件概述

GeneMapper® ID 软件是一种自动基因分型软件，用于法医、亲
子鉴定和数据库分析以及其它基因分型用途。

电泳后，数据采集软件将每个样本的信息储存为一个 fsa 文件。
使用 GeneMapper ID 3.2.1 和 3.3 版软件，你可以分析和解读 fsa 
文件中的数据。

仪器 参阅第 1-7 页 “仪器和软件概述”，查看兼容仪器的清单。

使用之前 用试剂盒以 GeneMapper ID 软件 3.2.1 和 3.3 版实施个体识别
（HID）分析时， AmpFlSTR® 请注意以下情况：

• HID 分析需要每个电泳文件夹内至少有一个等位基因分型
标准参照样本。你的实验室可在一个分析中使用多个标准
参照样本，但前提是该实验室实施适当的验证。

使用多个标准参照样本时， GeneMapper ID 软件以同一电
泳文件夹内使用相同标准片段组的所有标准参照之平均数
值计算等位基因 bin 偏移范围。

• 每个电泳文件夹内的等位基因分型标准参照样本被认为是
来自同一次电泳。

当软件将多个电泳文件夹导入到一个项目时，只有在其各
自电泳文件夹内的标准参照才能被用于计算等位基因 bin 
偏移范围和随后的基因分型。

• 在一个项目的样本类型栏中，必须将等位基因分型标准参
照样本标注为 “等位基因分型标准参照”。不这样设置标
准参照样本会导致分析失败。

• 等位基因 bin 定义保存在 AmpFlSTR_Sinofiler Panel 
Manager （标准片段组管理器）的标准片段组内。

• 必须采用用于样本的相同分析方法和参数数值分析含有等
位基因分型标准参照的泳道或进样，以保证能够正确识别
等位基因。 
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• 不在 AmpFlSTR® 等位基因分型标准参照中的等位基因确
实存在。非标准等位基因可能含有全部和 / 或部分重复单
位。非标准等位基因是出现在任何已知等位基因分型标准
参照或虚拟 bin ±0.5-nt bin 范围以外的等位基因。

注意： 如果某样本的等位基因峰被称为非标准等位基因，则需
要根据实验室方案对样本的结果实施验证。

设置 GeneMapper® ID 软件分析 AmpFlSTR® 
Sinofiler™ 试剂盒数据

工作流程 在第一次用 GeneMapper ID 软件 3.2.1 或 3.3 版分析样本之前，
你需要：

• 按第 4-4 页 “导入标准片段组和 Bin （只限 3.2.1  版）”中
的说明将标准片段组和 bin 导入 Panel Manager （标准片段
组管理器）。（此部分内容不适用 GeneMapper ID 软件 3.3 
版，后者在安装过程中自动安装标准片段组和 bin 组）。

• 按第 4-9 页 “导入一个 HID 分析方法 3.2.1 和 3.3 版”导入
分析方法。

• 按第 4-16 页 “导入一个 HID 片段标准 3.2.1 和 3.3 版”导
入片段。

• 定义分析表格的自定义视图 （3.2.1 和 3.3 版）。

参阅 GeneMapper® ID 软件 3.1 和 3.2 版个体识别分析教程
的第 1 章 (PN 4335523)，了解详细内容。

• 定义图谱的自定义视图 （3.2.1 和 3.3 版）

参阅 GeneMapper® ID 软件 3.1 和 3.2 版个体识别分析教程
的第 1 章 (PN 4335523)，了解详细内容。

• 如果需要，用随 GeneMapper ID 软件附带的 Mac-to-Win 
AppleScript® 软件将在 Macintosh® 平台上生成的 GeneScan 
软件样本文件转换为 fsa 格式。具体转换过程见 
GeneMapper®  ID 软件 3.1 版个体识别分析用户指南
(PN 4338775)。
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有关详情 快速设置说明，参阅 GeneMapper® ID 软件 3.3 版使用入门指南 
(PN 4385329)。

欲详细了解 GeneMapper ID 功能，参阅 GeneMapper® ID 软件 
3.1 版个体识别分析用户指南  (PN 4338775) 和 GeneMapper® 软
件 3.1 和 3.2 版个体识别分析教程 (PN 4335523)。也请参阅  
GeneMapper 安装操作程序和新功能 ® ID 软件 3.2 版用户通报  
(PN 4352543)。

导入标准片段组
和 Bin （只限

3.2.1  版）

欲从 Applied Biosystems 网站上将 Sinofiler 试剂盒标准片段组和 
Bin 组导入 GeneMapper ID 软件 3.2.1 版数据库： 

欲导入标准片段组和 Bin 组

1. 下载并打开含有标准片段组和 Bin 组的文件：

a. 打开一个因特网浏览器，然后从 
www.appliedbiosystems.com/support/download/Gene
Mapper/GMID_Sinofiler_files.zip 下载
GMID_Sinofiler_files.zip 文件。

b. 解压文件。

2. 启动 GeneMapper ID 软件，然后以正确的用户名和密码
登录。

切记！ 如果需要了解登录说明，请参阅 GeneMapper® 
ID 软件 3.1 版个体识别分析用户指南的第 2-7 页  
（PN 4338775)。

3. 选择 Tools（工具） Panel Manager（标准片段组管
理器）。
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4. 找到并打开含有标准片段组和 Bin 的文件夹

a. 选择浏览窗口中的 Panel Manager （标准片段组管
理器）。

b. 选择 File（文件） Import Panels（导入标准片段
组）以便打开 Import Panels（导入标准片段组）对
话框。

c. 找到并打开在第一步解压的 GMID_Sinofiler_files 
文件夹。

5. 选择 AmpFLSTR_Sinofiler_Panels_v1 然后点击 Import
（导入）。

注意： 导入文件会在 Panel Manager （标准片段组管理
器）的浏览窗口内创建一个新文件夹 - 
AmpFLSTR_Sinofiler_Panels_v1。此文件夹内含有各种
标准片段组及相关位点。

欲导入标准片段组和 Bin 组 ( 续 )

予以突出显示。
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6. 导入 AmpFLSTR_Sinofiler_Bins_v1:

a. 在浏览窗口内选择 
AmpFLSTR_Sinofiler_Panels_v1 。

b. 选择 File（文件） Import Bin Set（导入 Bin 组） 
以便打开 Import Bin Set（导入 Bin 组）对话框。

c. 找到并打开解压的 GMID_Sinofiler_files 文件夹。

d. 选择 AmpFLSTR_Sinofiler_Bins_v1，然后点击 
Import （导入）。

注意： 导入此文件会将 Bin 组与
AmpFLSTR_Sinofiler_Panels_v1 文件夹中的标准片
段组相关联。

欲导入标准片段组和 Bin 组 ( 续 )
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7. 在浏览窗口内查看导入的标准片段组 :

a. 双击 AmpFLSTR_Sinofiler_Panels_v1 文件夹以便
查看 Sinofiler_v1 文件夹。

b. 双击 Sinofiler_v1 文件夹，以便在右侧窗口显示标
准片段组信息及其下的位点。

欲导入标准片段组和 Bin 组 ( 续 )
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8. 在浏览窗口内查看位点并显示 Bin 视图：

a. 选择 Sinofiler_v1 文件夹，以便在右侧窗口内显示
其位点清单。

b. 双击 Sinofiler_v1 文件夹，以便显示其下的位点
清单。

c. 选择 D12S391 ，以便在右侧窗口内显示位点的 Bin 
视图。

9. 点击 Apply （应用）然后 OK 以便将 Sinofiler 标准片段
组和 Bin 组添加到 GeneMapper ID 数据库中。

切记！ 如果你未点击 OK 就关闭了 Panel Manager （标
准片段组管理器），则标准片段组和 Bin 无法导入到 
GeneMapper ID 数据库中。

欲导入标准片段组和 Bin 组 ( 续 )

a, b

c
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导入一个 HID
分析方法

3.2.1 和 3.3 版

用于 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒的分析方法采用 
HID Advanced Mode Peak Detection Algorithm （HID 高级模式峰
值检测算法）。通过这种分析方法，用户可以将 GeneScan® 软
件 3.7 版中相同的分析分析参数用于 Windows 操作系统。

注意： 以下 HID 高级模式分析方法使用 
AmpFLSTR_Sinofiler_Bins_v1 文件，见第 4-11 页表 4-1。

采用以下操作程序，从 Applied Biosystem 网站下载的文件夹中
将用于 Sinofiler 试剂盒的分析方法导入到 GeneMapper ID 软件
数据库中。参阅第 4-4 页步骤 1 ，了解下载说明。

注意：  在 GMID ID 软件 3.3 版中，Sinofiler_HID_v1_33 分析方
法是默认的分析方法。遵循以上操作程序，可以手工方式导入 
GeneMapper ID 软件 3.3 版随附方法以外的其他分析方法。

欲向 GeneMapper ID 软件导入 HID 高级模式分析方法

1. 选择 Tools（工具） GeneMapper Manager（管理
器），以便打开 GeneMapper Manager（管理器）。

2. 为 HID_Advanced 导入分析方法

a. 选择 Analysis Methods（分析方法）标签然后点击 
Import（导入）。

b. 找到并打开 GMID_Sinofiler_files 文件夹。
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3. 选择 Sinofiler_HID_v1 然后点击 Import （导入）以便
将 Sinofiler_HID_v1 分析方法导入到 GeneMapper ID 数
据库中。

4. 欲查看 Sinofiler_HID_v1 分析方法的设置

a. 选择 Analysis Methods （分析方法）标签。

b. 在 Name （名称）栏中选择 Sinofiler_HID_v1 然后
点击 Open （打开）。

第 4-11 页表 4-1 显示 Analysis Method Editor - HID
（分析方法编辑器 - HID）每个标签的各种设置。

欲向 GeneMapper ID 软件导入 HID 高级模式分析方法 ( 续 )
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表 4-1 Sinofiler_HID_v1 高级模式分析方法设置

标签 设置

一般 名称 Sinofiler_HID_v1
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等位基因

• 通过 GeneMapper® ID 软件 3.2.1 和 3.3 版你可以规定
四类位点反复基序 tri（三）、tetra（四）、penta
（五）和 hexa（六）。你可以在适当的栏中为每类重
复输入参数数值。

• 按默认设置， "Use marker-specific stutter ratio if 
available" （如果可用，请使用与位点有关的滑移峰比
值）复选框已被选择。因此， 软件会使用随 
AmpFLSTR_Sinofiler_Panels_v1 文件附带的滑移峰带
比值滤过器。

注意： 欲了解等位基因滤过器的详细信息，请参阅 
GeneMapper® ID 软件 3.1 版个体识别分析用户指南 第 3 
章 (PN 4338775) 和 GeneMapper® ID 软件 3.2 版用户通
报安装操作程序和新功能 (PN 4352543)。

表 4-1 Sinofiler_HID_v1 高级模式分析方法设置 ( 续 )

标签 设置
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峰检测器 切记！ 实验室需要实施适当的内部验证研究，以便确定
峰高阈值 （以下以红色突出显示 ），以便更好地解释 
Sinofiler 数据。

软件使用峰检测参数来规定最低峰高，以限制检测到的
峰数目。尽管 GeneMapper ID 软件显示电泳图中那些低
于规定高度的峰，但软件并不标记或确定这些峰的基因
类型。

注意： 分析范围由用户根据引物峰和片段标准峰的位置
设置。

注意： 欲了解峰检测算法，请参阅 GeneMapper ID 软件 
3.1 版个体识别分析用户指南 (PN 4338775) 附录 A 和  
GeneMapper ID 软件 3.2 版本用户通报 安装操作程序和
新功能 (PN 4352543)。

表 4-1 Sinofiler_HID_v1 高级模式分析方法设置 ( 续 )

标签 设置
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峰质

表 4-1 Sinofiler_HID_v1 高级模式分析方法设置 ( 续 )

标签 设置
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质量旗标和 
PQV 阈值

表 4-1 Sinofiler_HID_v1 高级模式分析方法设置 ( 续 )

标签 设置
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导入一个 HID
片段标准

3.2.1 和 3.3 版

用于 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒的片段标准在其片
段大小算法中使用下列 GS500 峰。75、100、139、150、160、
200、 300、 350、 400 和 450。

采用以下操作程序，从 Applied Biosystem 网站上下载的文件夹
中将用于 Sinofiler 试剂盒的片段标准导入到 GeneMapper ID 软
件数据库中。参阅第 4-4 页步骤 1，了解下载说明。

注意：  在 GMID ID 3.3 版软件中， CE_G5_Sinofiler_GS500 片
段标准是默认片段标准。

导入一个 HID 片段标准

1. 选择 Tools （工具） GeneMapper Manager （管理
器） ，以便打开 GeneMapper Manager （管理器）。

2. 导入一个片段标准

a. 选择 Size Standards （片段标准）标签然后点击 
Import （导入）。

b. 找到并打开 GMID_Sinofiler_files  文件夹。

3. 选择 CE_G5_Sinofiler_GS500 然后点击 Import（导入）
以便将 Sinofiler_HID_v1 分析方法导入到 GeneMapper ID 
数据库中。
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用 GeneMapper® ID 软件分析和编辑样本文件

分析一个项目
（3.2.1 和 3.3 版）

欲分析一个项目

1. 在项目窗口内，选择 File （文件） Add Samples
（添加样本） 到 Project （项目），然后找到含有样本
文件的磁盘或目录。

2. 将分析设置应用到项目中的样本上。

参数 高级分析方法

样本类型 选择样本类型

分析方法 （3.2.1 版） Sinofiler_HID_v1

分析方法 （3.3 版） Sinofiler_HID_v1_33

标准片段组 （3.2.1 版） AmpFLSTR_Sinofiler_Panels_v1

标准片段组 （3.3 版） AmpFLSTR_Sinofiler_Panels_v1

片段标准‡

‡ 欲了解有关判定器的工作原理请参阅 ABI PRISM® GeneScan® 分析
软件 Windows NT® 操作系统概述分析参数和判定器用户通报 
(PN 4335617)。

CE_G5_Sinofiler_GS500§,#

§ 以下片段为 CE_G5_Sinofiler_GS500 片段标准而定义随 
AmpFlSTR® 试剂盒附带。 75、 100、 139、 150、 160、 200、
300、 350、 400 和 450。有关片段标准的详细内容，请参阅 
GeneMapper® ID 软件 3.1 版个体识别分析用户指南 (PN 4338775) 
附录 D。

# 250-nt 和 340-nt 峰均不包括在片段标准定义之中。这些峰可用做
某次检测中的精确性指标。

荧光色相 选择一个荧光色相，只限用于 310 
仪器。
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欲了解这些任务的详细内容请参阅 GeneMapper® ID 软件 3.1 版
个体分析用户指南 (PN 4338775)。

检查和编辑项目
（3.2.1 和 3.3 版）

你可以从项目窗口上的样本和基因类型标签显示电泳图谱，以
便检查数据。这些操作可始于项目窗口的样本标签 （假设分析
已完成）。

有关这些任务的详细内容，请参阅：

• GeneMapper® ID 软件 3.3 版使用入门指南 (PN 4385329)。

• GeneMapper® ID 软件 3.2 版用户通报安装操作程序和新功
能 (PN 4352543)

• GeneMapper® ID 软件 3.1 版个体识别分析用户指南 
(PN 4338775)

• GeneMapper® ID 软件 3.1 和 3.2 版个体识别教程 
(PN 4335523)

3. 点击  Analyze （分析）然后为项目命名。在保存项目
对话框内然后点击 OK 开始分析。

• 状态条显示分析进程：

– 随着分析的不断完成，状态条以百分比形式向右
侧延伸

– 文字消息显示在左侧

• 表格以绿色显示目前正在分析的样本行 （如果该样
本分析失败则以红色显示）。

• 分析完成后基因类型标签便可使用。

图 4-1 分析前的项目窗口

欲分析一个项目 ( 续 )
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概述

 实验使用
AmpFlSTR®

Sinofiler™ PCR
扩增试剂盒

本章提供 Applied Biosystems 用 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩
增试剂盒 (Sinofiler 试剂盒 ) 进行的产品开发验证实验结果。

验证的重要性 为个体识别目的而验证 DNA 分型程序是评价分型程序的效率、
可靠性和性能特点。验证过程是以法医和亲子鉴定实验室内常
用的样本检查分型程序，以便发现那些在案例鉴定中对于正确
解释数据至关重要的属性和局限性 （Sparkes， Kimpton，
Watson et al.， 1996 ； Sparkes， Kimpton， Gilbard et al.，
1996 ； Wallin et al.， 1998）。

实验条件 评价 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒性能的实验是在 
Applied Biosystems 实施的。实验是根据 1998 年 10 月 1 日生效
的 DNA 顾问委员会 （DAB）质保标准 （DNA Advisory Board, 
1998）实施的。 DAB 标准规定了实验室应该遵循的一些质保要
求，以保证实验室数据的质量和完整性，并确保实验室的资格
能力。

根据 DNA 分析方法科学工作小组修订后的指南（SWGDAM，
2003 年 7 月 10 日）实施了额外验证。根据这些指南，Applied 
Biosystems 进行了符合指南 1.0 和 2.0 及相关内容的实验。这种 
DNA 方法并不是新方法。(Moretti et al.， 2001；Frank et al.， 
2001；Wallin et al.， 2002 和 Holt et al.， 2000)。

本章将讨论 Applied Biosystems 所实施的许多实验，并提供获得
的结果范例。 Applied Biosystems 精心选择条件，这些条件具有
最高的 PCR 产物产率，并满足可重现性能标准的要求。这些实
验为高品质试剂盒生厂提供了足够的依据，但仍建议每个使用
AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒的实验室应该实施内部
验证研究。
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准确度、精确度和可重现性

SWGDAM
指南 1.2.1

“产品开发验证是证实由制造商、技术性组织、学术机构、政
府实验室或第三方制订的程序的准确度、精确度和可重现性”。
（SWGDAM， 2003 年 7 月）

SWGDAM
指南 2.9

“应该确定同一样本的指定测量值组与其平均值的符合程度，
以及这些测量值与测量的实际数值的匹配程度”。
（SWGDAM， 2003 年 7 月）

准确度 以激光诱导的荧光检测短串联重复序列基因位点的长度多态性
并不是一种新方法 （Holt et al.， 2000 和 Wallin et al.， 2002）。
AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒的准确度和可重现性特
点已用各种样本类型予以测定。图 5-1 显示的是样本等位基因
和分型标准参照等位基因在 Applied Biosystems 3130xl 基因分析
仪上使用 POP-4™ 胶所观察到的典型的片段大小差异。第 5-4 页
图 5-1 中的 X 轴代表 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准
参照的标称核苷酸片段大小。与 X 轴平行的虚线表示 ±0.25-nt 
窗口。 Y 轴代表每个样本等位基因与相应的分型标准参照等位
基因之间的的片段大小差异。所有样本等位基因与等位基因分
型标准参照中的相应等位基因之间相差不超过 ±0.5 nt。
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图 5-1 以 Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪分析的 54 个样本
的片段大小偏差

精确度和片段

大小窗口

依靠片段大小测量精确度可以准确和可靠地确定基因型。以 
Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪测量了片段大小精确
度。推荐的基因分型方法是，在 AmpFlSTR® Sinofiler™ 中等
位基因分型标准参照中每个等位基因获得的片段大小附近使
用一个 ±0.5-nt “窗口”。通过这个 ±0.5-nt 窗口，可以检测和
纠正等位基因的定位。任何大小超出指定窗口的样本等位基
因可能会是：

• 一个 “非标准”等位基因，即片段大小不在 AmpFlSTR® 
Sinofiler™ 等位基因分型标准参照内的等位基因。

或

• 一个符合分型标准参照等位基因的等位基因，但由于测量
误差其大小刚好超出窗口。

大
小
差
异

nt

等位基因片段大小 (nt)
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任何片段大小测量方法固有的测量误差，可以通过多次测量等
位基因片段大小获得的精确度予以确定。等位基因在毛细管仪
器上经多次进样分析或在一块琼胶的多泳道中电泳，可以通过
计算从某等位基因获得的片段大小数值标准差测量精确度。

第 5-6 页表 5-1 显示的是五次电泳（每次使用 16 毛细管）获得
的典型的精确度结果。分析以 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因
分型标准参照在 Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪上
（36-cm 毛细管和 POP-4™ 胶）实施。使用的内标标准片段是 
GeneScan™ 500 LIZ® 片段标准。这些结果是在同一毛细管束上
在一组进样中获得的。

由于测量误差，样本等位基因的片段大小可能会偶尔超出各自
的分型标准参照等位基因的 ±0.5-nt 窗口。这种情况最少见于那
些片段大小测量标准差最小的检测系统。第 5-4 页图 5-1 显示的
是在 Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪上获得的等位基因片
段大小的紧密分簇。这种情况下片段大小测量标准差通常小于 
0.15 nt。当片段大小测量标准差大约为 0.15 nt 或以下时，样本
等位基因片段大小由于测量误差而超出 ±0.5-nt 窗口的情况相对
比较罕见 （Smith, 1995）。

对于片段大小不在 ±0.5-nt 窗口之内的样本等位基因，必须重新
电泳 PCR 产物，以便区分是真正的非标准等位基因，还是分型
标准参照等位基因相对的样本等位基因出现了测量误差。必要
时重复分析可以为最终等位基因分配增加可信度。

GeneMapper® ID 软件 3.2.1 和以后版本能够自动标记那些片段
大小不在分型标准参照等位基因规定窗口内的样本等位基因。

尽管琼胶或一组毛细管进样中的精确度非常好，不同平台上测
得的等位基因片段大小仍会有所不同。造成不同平台出现片段
大小差异的因素有很多，其中包括琼胶混合物的类型和浓度、
电泳温度和电泳条件。由于这些因素，使用同一仪器做的电泳
之间和使用不同仪器做的电泳之间都会出现片段大小差异。

Applied Biosystems 强烈建议，要将获得的等位基因片段大小与
在同一分析中获得的 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准
参照中的已知等位基因片段大小相比较，然后再转换成基因型
（见第 4-2 页 “使用之前”中的描述）。参阅表 5-1，了解
AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳结果。
欲了解精确度和基因分型的详细内容，请参阅 Lazaruk et al.，
1998 和 Mansfield et al.， 1998 的文献。
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在表 5-1 中，计算了每次电泳 （16 个毛细管）中所有等位基因
的平均片段大小。在表格中显示的平均范围是五次电泳的最低
和最高平均片段大小数值。同样，也计算了每次电泳中的所有
等位基因的等位基因片段大小测量标准差。表 5-1 显示的标准
差范围是五次电泳的最低和最高标准差数值。

表 5-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳
（每次电泳 16 个毛细管）的精确度结果

Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪

等位基因 平均 标准差

Amelogenin

X 108.2–108.38 0.056–0.076

Y 114.33–114.52 0.047–0.073

CSF1PO

6 304.11–304.52 0.054–0.083

7 308.15–308.56 0.057–0.084

8 312.21–312.6 0.042–0.075

9 316.26–316.64 0.041–0.073

10 320.3–320.66 0.055–0.0768

11 324.34–324.69 0.051–0.077

12 328.37–328.71 0.035–0.078

13 332.42–332.72 0.045–0.072

14 336.45–336.74 0.04–0.073

15 340.47–340.74 0.037–0.081

D12S391

8 215.54–215.79 0.05–0.066

9 219.5–219.77 0.054–0.071
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10 223.5–223.79 0.047–0.067

11 227.42–227.71 0.045–0.062

12 231.38–231.68 0.046–0.066

13 235.33–235.63 0.042–0.067

14 238.35–238.67 0.053–0.075

15 239.3–239.63 0.054–0.07

D13S317

8 216.67–217.02 0.06–0.07

9 220.64–221.01 0.07–0.087

10 224.64–225.01 0.07–0.095

11 228.63–229.01 0.058–0.087

12 232.7–233.11 0.05–0.08

13 236.6–237 0.074–0.087

14 240.54–240.95 0.067–0.088

15 244.53–244.97 0.063–0.093

D16S539

5 252.29–252.66 0.068–0.085

8 264.25–264.65 0.065–0.093

9 268.24–268.66 0.065–0.093

10 272.23–272.65 0.068–0.082

11 276.24–276.65 0.064–0.085

表 5-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳
（每次电泳 16 个毛细管）的精确度结果 ( 续 )

Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪

等位基因 平均 标准差
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12 280.25–280.67 0.063–0.103

13 284.26–284.68 0.062–0.093

14 288.28–288.7 0.063–0.089

15 292.29–292.72 0.058–0.095

D18S51

7 280.24–280.62 0.066–0.092

9 288.35–288.77 0.061–0.087

10 292.41–292.83 0.066–0.101

10.2 294.41–294.83 0.055–0.099

11 296.49–296.91 0.064–0.099

12 300.56–301 0.053–0.101

13 304.68–305.1 0.056–0.105

13.2 306.7–307.12 0.046–0.112

14 308.79–309.19 0.064–0.101

14.2 310.82–311.23 0.062–0.106

15 312.89–313.31 0.071–0.104

16 317–317.41 0.068–0.105

17 321.11–321.49 0.063–0.111

18 325.2–325.58 0.066–0.104

19 329.29–329.66 0.062–0.11

20 333.4–333.74 0.059–0.11

21 337.49–337.81 0.067–0.107

表 5-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳
（每次电泳 16 个毛细管）的精确度结果 ( 续 )

Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪

等位基因 平均 标准差
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22 341.65–341.96 0.05–0.09

23 345.63–345.92 0.059–0.091

24 349.7–349.98 0.054–0.086

25 353.65–353.9 0.063–0.086

26 357.6–357.82 0.048–0.082

27 361.54–361.76 0.042–0.073

D19S433

15 101.68–101.76 0.042–0.055

16 105.56–105.64 0.039–0.054

17 109.48–109.54 0.039–0.05

18 113.4–113.47 0.034–0.052

19 115.39–115.44 0.043–0.051

20 117.35–117.4 0.037–0.044

21 119.35–119.41 0.031–0.047

22 121.32–121.36 0.035–0.048

23 123.32–123.37 0.035–0.051

24 125.3–125.35 0.027–0.048

25 127.33–127.38 0.031–0.044

26  129.33–129.36 0.035–0.042

27 131.36–131.39 0.033–0.044

28 133.36–133.41 0.04–0.055

表 5-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳
（每次电泳 16 个毛细管）的精确度结果 ( 续 )

Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪

等位基因 平均 标准差
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D21S11

24 184.54–184.72 0.049–0.069

24.2 186.53–186.71 0.039–0.061

25 188.49–188.67 0.039–0.067

26 192.42–192.59 0.041–0.066

27 196.38–196.54 0.036–0.047

28 200.23–200.39 0.042–0.051

28.2 202.21–202.38 0.036–0.049

29 204.2–204.36 0.042–0.046

29.2 206.24–206.42 0.041–0.049

30 208.21–208.38 0.034–0.053

30.2 210.18–210.37 0.028–0.049

31 212.22–212.38 0.036–0.052

31.2 214.18–214.37 0.042–0.061

32 216.19–216.38 0.037–0.052

32.2 218.17–218.38 0.035–0.055

33 220.18–220.4 0.04–0.057

33.2 222.12–222.34 0.038–0.048

34 224.25–224.47 0.048–0.058

34.2 226.16–226.39 0.042–0.056

35 228.24–228.47 0.046–0.053

35.2 230.15–230.39 0.04–0.064

表 5-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳
（每次电泳 16 个毛细管）的精确度结果 ( 续 )

Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪

等位基因 平均 标准差
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36 232.14–232.39 0.044–0.053

37 236.21–236.46 0.043–0.054

38 240.15–240.38 0.049–0.059

D2S1338

15 306.48–306.82 0.042–0.082

16 310.54–310.89 0.05–0.093

17 314.61–314.95 0.049–0.087

18 318.67–318.99 0.052–0.082

19 322.73–323.02 0.049–0.081

20 326.76–327.07 0.047–0.07

21 330.83–331.11 0.038–0.083

22 334.87–335.15 0.05–0.078

23 338.93–339.17 0.051–0.082

24 342.97–343.19 0.049–0.08

25 346.99–347.2 0.047–0.088

26 351–351.19 0.044–0.069

27 354.92–355.08 0.044–0.065

28 359.12–359.29 0.052–0.068

D3S1358

12 111.45–111.62 0.047–0.071

13 115.54–115.73 0.051–0.072

14 119.53–119.7 0.044–0.08

表 5-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳
（每次电泳 16 个毛细管）的精确度结果 ( 续 )

Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪

等位基因 平均 标准差
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15 123.44–123.6 0.056–0.076

16 127.63–127.8 0.047–0.078

17 131.83–132.01 0.042–0.076

18 135.93–136.11 0.047–0.068

19 140.03–140.22 0.045–0.067

D5S818

7 160.14–160.51 0.062–0.097

8 164.11–164.46 0.066–0.123

9 168.05–168.42 0.064–0.111

10 172.01–172.36 0.065–0.113

11 175.91–176.28 0.055–0.111

12 179.81–180.17 0.072–0.11

13 183.68–184.04 0.064–0.103

14 187.55–187.89 0.067–0.108

15 191.39–191.73 0.065–0.08

16 195.23–195.55 0.071–0.084

D6S1043

9 126.37–126.61 0.069–0.096

10 130.22–130.47 0.064–0.091

11 134.13–134.38 0.071–0.084

12 138.08–138.33 0.065–0.088

13 142.26–142.55 0.058–0.087

表 5-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳
（每次电泳 16 个毛细管）的精确度结果 ( 续 )

Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪

等位基因 平均 标准差
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14 146.48–146.79 0.062–0.098

15 150.8–151.12 0.068–0.101

16 154.98–155.34 0.064–0.102

17 159.04–159.44 0.074–0.117

18 163.01–163.42 0.061–0.134

19 166.96–167.36 0.066–0.132

20 170.87–171.28 0.081–0.143

21 174.78–175.19 0.075–0.121

21.3 177.66–178.07 0.073–0.12

22 178.67–179.09 0.078–0.121

23 182.61–183.03 0.082–0.116

24 186.48–186.9 0.074–0.125

25 190.42–190.83 0.077–0.105

D7S820

6 255.26–255.68 0.053–0.082

7 259.27–259.71 0.066–0.084

8 263.32–263.74 0.058–0.089

9 267.34–267.79 0.055–0.085

10 271.36–271.82 0.06–0.101

11 275.4–275.86 0.066–0.098

12 279.43–279.9 0.063–0.09

13 283.48–283.95 0.063–0.092

表 5-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳
（每次电泳 16 个毛细管）的精确度结果 ( 续 )

Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪

等位基因 平均 标准差
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14 287.52–288 0.065–0.098

15 291.57–292.06 0.068–0.106

D8S1179

8 122.88–123.03 0.051–0.065

9 126.94–127.1 0.047–0.06

10 131.05–131.2 0.053–0.071

11 135.17–135.32 0.046–0.072

12 139.37–139.53 0.049–0.071

13 143.95–144.16 0.049–0.067

14 148.43–148.66 0.044–0.067

15 152.8–153.04 0.053–0.07

16 157.05–157.34 0.058–0.086

17 161.23–161.53 0.058–0.112

18 165.33–165.64 0.059–0.098

19 169.38–169.71 0.054–0.112

FGA

17 214.44–214.82 0.068–0.094

18 218.47–218.87 0.076–0.101

19 222.5–222.92 0.067–0.099

20 226.53–226.95 0.069–0.102

21 230.57–231 0.084–0.094

22 234.61–235.07 0.067–0.103

表 5-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳
（每次电泳 16 个毛细管）的精确度结果 ( 续 )

Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪

等位基因 平均 标准差
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23 238.65–239.11 0.074–0.102

24 242.69–243.16 0.073–0.114

25 246.74–247.23 0.078–0.119

26 250.79–251.29 0.079–0.109

26.2 252.8–253.32 0.07–0.121

27 254.8–255.32 0.072–0.114

28 258.85–259.38 0.075–0.118

29 262.92–263.46 0.081–0.117

30 267.01–267.56 0.081–0.119

30.2 268.84–269.39 0.08–0.13

31.2 272.91–273.48 0.081–0.13

32.2 276.99–277.56 0.09–0.14

33.2 281.06–281.64 0.079–0.134

42.2 318.17–318.74 0.089–0.141

43.2 322.29–322.85 0.091–0.145

44.2 326.41–326.95 0.083–0.148

45.2 330.53–331.07 0.089–0.136

46.2 334.53–335.06 0.078–0.13

47.2 338.62–339.12 0.084–0.144

48.2 342.77–343.24 0.083–0.147

50.2 350.88–351.3 0.07–0.121

51.2 354.83–355.24 0.074–0.125

表 5-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳
（每次电泳 16 个毛细管）的精确度结果 ( 续 )

Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪

等位基因 平均 标准差
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vWA

11 154.27–154.51 0.059–0.07

12 158.44–158.7 0.052–0.087

13 162.57–162.84 0.047–0.1

14 166.8–167.09 0.057–0.099

15 170.72–171.01 0.053-0.101

16 174.75–175.04 0.059–0.098

17 178.73–179.02 0.05–0.098

18 182.68–182.96 0.057–0.094

19 186.64–186.9 0.039–0.081

20 190.56–190.84 0.064–0.075

21 194.46–194.71 0.053–0.085

22 198.35–198.59 0.053–0.068

23 202.2–202.45 0.055–0.076

24 206.51–206.79 0.052–0.069

表 5-1 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准参照的五次电泳
（每次电泳 16 个毛细管）的精确度结果 ( 续 )

Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪

等位基因 平均 标准差
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电泳图上的额外峰

额外峰的原因 在电泳图上可能会检测到靶点等位基因以外的峰。出现额外峰
的原因包括滑移产物、不完整的 3´ A 核苷酸添加 （在 n-1 位）
置、荧光标记杂峰和混合的 DNA 样本（见 DAB 标准 8.1.2.2）。

滑移产物

滑移是一个特征完整的 PCR 杂峰，是指与主要 STR 产物相比小
一个重复单位的小峰 （或较少见的多一个重复单的较大峰）
（Butler， 2005 ； Mulero et al.， 2006）。对四核苷酸 STR 基因
位点上滑移产物的序列分析表明，相对于主要等位基因，滑移
产物遗失了一个四核苷酸核心重复单位（Walsh et al.， 1996）。

可以通过用滑移峰高除以主要等位基因峰高来测量滑移产物与
主要等位基因的相对比例 （滑移峰百分比）。在用于
AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒的位点上测量了扩增样
本 （n = 840）的峰高。所有数据产生于 Applied Biosystems 
3130xl 基因分析仪。

来自于这些测量和观察的部分结论是：

• 对于每个 Sinofiler 试剂盒位点，滑移峰百分比通常随等位基
因的长度而增加，见图 5-2 至图 5-5（第 5-18 页至 5-21）。

• 在每个位点内，相对于较长等位基因而言，较小的等位基
因显示的滑移水平较低。

• 位点内的每个等位基因显示的滑移峰百分比是一致的。

• 每个位点观察到的最高滑移峰百分比包括在 GeneMapper® 
ID 软件 3.2.1 和以后版本的过滤步骤内。这些数据见于
第 5-22 页表 5-2。如果滑移位置中的峰值高于观察到的滑
移峰百分比，则不会被过滤。滑移位置中未被过滤并保留
标签的峰将会被进一步评估。欲了解混合样本的评估，请
参见第 5-35 页 “混合物研究”。

• 测量那些超高峰的滑移峰百分比，结果可能异乎寻常地高。



第 5 章 实验和结果

5-18 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒用户指南

图 5-2 D8S1179、D21S11、D7S820 和 CSF1PO 位点的滑移峰
比值

滑
移
峰
百
分
比
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图 5-3 D3S1358、D5S818、D13S317、D16S539 和 D2S1338 位
点的滑移峰比值
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图 5-4 D19S433、 vWA、 D12S391 和 D18S51 位点的滑移峰比值
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图 5-5 D6S1043 和 FGA 位点的滑移峰比值

滑
移
峰
百
分
比



第 5 章 实验和结果

5-22 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒用户指南

表 5-2 Sinofiler 试剂盒位点特异性滑移峰比值 GeneMapper ID 
AmpFLSTR_Sinofiler_panels_v1 使用的比率 ) 

位点 滑移 % 

CSF1PO 8.5

D12S391 14.5

D13S317 8

D16S539 10

D18S51 16

D19S433 13.5

D21S11 10

D2S1338 13

D3S1358 11

D5S818 7.5

D6S1043 11

D7S820 10

D8S1179 9.5

FGA 13

vWA 13.5
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添加 3´ A 腺苷酸

同其它许多 DNA 聚合酶一样 AmpliTaq Gold® 酶具有催化作用，
可以将单一核苷酸（主要是腺苷酸）添加到双链 PCR 产物的 3´ 
端 （Clark, 1988; Magnuson et al.， 1996）。这种无模板添加是 
PCR 产物较实际靶点序列长出一个核苷酸。多带一个腺苷酸的 
PCR 产物被称之为 "+A" 形式。

+A 添加的效率与 PCR 产物 3´ 端处 DNA 的特定序列有关。
Sinofiler 试剂盒包括两种主要设计特征，可以最大程度地促进 
+A 添加：

•  引物序列已被优化，以便于 +A 添加。

• 最终延伸步骤是 60 °C， 60 分钟。

最终延伸步骤可以给 AmpliTaq Gold® DNA 聚合酶以额外的时间
来完成添加  +A 到所有双链 PCR 产物上。尚未为 +A 添加而优
化的 STR 系统 （在此系统上每个等位基因有两个峰，两峰之间
有一个腺苷酸相隔） 可能会有 “分裂峰”。
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图 5-6 省略最终延伸步骤会因为 A （腺苷酸）添加不完全而造成分
裂峰。数据来自 ABI PRISM® 310 基因分析仪，使用的是另外一个
AmpFlSTR® 试剂盒。

当加入的 DNA 量大于方案推荐的量，在 Sinofiler 试剂盒结果中
可能会观察不到完整的 +A （腺苷酸）添加，这是因为随着产
生更多的 PCR 产物， AmpliTaq Gold DNA 聚合酶需要更多的时
间才能将 +A （腺苷酸）添加到所有分子上。扩增加入太多的 
DNA 还可能会造成数据超出标准。

无延伸

最终延伸
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杂峰 所有的分子生物学系统都可发生假阳性和反常情况。可造成假
阳性的杂峰通常是可以重复的，但反常情况是不可以重复、间
断性发生的，不会持续在一个系统上观察到。如钉子峰和基线
噪音。当使用 Sinofiler 试剂盒时，可以在基因分析仪产生的数
据中见到杂峰。在扩增的样本中，非检测区内的杂峰可能出现
在蓝色（95–100 nt）荧光标记中。检测区内的低水平杂峰可能
出现在蓝色（118 nt）、绿色（97、120 和 189 nt）和黑色
（95–100、164 nt）荧光标记中，取决于仪器的灵敏度。

第 5-25 页图 5-7 显示的是一些使用 Sinofiler 试剂盒时在电泳图
上出现的基线噪音和杂峰。基因分型时可能会将这些杂峰作为
非标准等位基因检测，或 “OL 等位基因”。解释数据时，你应
该考虑到可能的噪音和杂峰。

图 5-7 Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪产生的数据中的基线
噪音和可重现性杂峰范例

注意，使用了高度放大倍数 （Y- 轴），以便显示这些杂峰。
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位点特征描述

SWGDAM 指南
2.1

“一个遗传标记的基本特征必须被确定和记录”。（SWGDAM，
2003 年 7 月）

本章节描述 15 位点和性别决定位点 Amelogenin 的基本特征，
这些位点以 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒予以扩增。
这些位点的特征早已被其它实验室广泛描述。

多态性特性 从 X 染色体上扩增的产物包含一个 6- 核苷酸缺失。扩增会分别
在 X 和 Y 染色体上产生 107-nt 和 113-nt 产物。（根据序列分析
结果，片段大小是实际核苷酸的片段大小，其中包括 3´ A 核苷
酸添加）  其余的 Sinofiler 试剂盒位点都是四核苷酸短串联重复
（STR）位点。特定位点等位基因的长度差异源自 4-nt 重复单
位数量的差异。

以 Sinofiler 试剂盒扩增的位点 D6S1043 和 D12S391 是复合 STR 
位点。 D6S1043 等位基因内含重复单位序列 （ATCT）和
（ATGT），两者在数量和重复区内的相对位置可略有不同。最
常见的重复基序 （ATCT）被称之为核心重复序列。 D12S391 
位点由 (AGAT)x(AGAC)y(AGAT)z 的重复性基本结构组成。在这
两个位点上，重复区和等位基因分布内的序列变异已被广泛报道
（Chen et al.， 1999 ； Chen et al.， 2004 ； Glock et al.， 1997 ；
Hu et al.， 2004 ； Junge 和 Madea， 1998 ； Klintschar et al.，
1998 ； Li et al.， 2004 ； Liu et al.， 2005 ； Lu et al.， 2003 ；
Shin et al.，2004 ； Su et al.，2004 ； Waiyawuth et al.，1998 ；
Wu et al.， 2004 ； Yu et al.， 2003）。

Applied Biosystems 对 AmpFlSTR® Sinofiler™ 等位基因分型标准
参照中的所有等位基因实施序列分析。另外，其它科研团体已
对这些位点中的某些位点上的等位基因实施了序列分析。在
Sinofiler 试剂盒位点的各种序列数据中，对于 STR 的重复模式
和结构的结论是一致的。

遗传  欧洲人类多态性研究中心 （CEPH）已收集了犹他摩门人、法
属委内瑞拉人和阿米什人后代家族的 DNA。 这些 DNA 组已在
世界范围内被广泛研究，被常规性地用于描述各种 DNA 位点的
遗传模式特征。每个家族的 DNA 组含有三代人的 DNA，通常
是四位祖父母、两位父母和数位子女。因此， CEPH 家族 DNA 
组对于研究遗传模式十分理想 （Begovich et al.， 1992）。
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三个 CEPH 家族 DNA 组已被研究。来自每个样本的 1 ng DNA 
以 AmpFlSTR® Sinofiler™ 试剂盒扩增，然后用 Applied 
Biosystems 3130xl 基因分析仪予以分析。被研究的家族包括 
1333 号（9 位子女）、 1340 号（7 位子女）和 1345 号（7 位子
女），代表着 23 次减数分裂。

在 1340 号家族中，我们在两对父母 / 后代的 D8S1179 位点上观
察到突变。在 1333 号家族中，在 D12S391 位点上观察到一种
突变。两代之间的基因型只有一个重复单位不同。这些样本被
以 AmpFlSTR® Sinofiler™ 和 AmpFlSTR® Identifiler® 试剂盒再次
扩增，以便确认等位基因识别。由于样本过少，基于这些数据
计算的突变率是不准确的。不出所料，其它父母－子女等位基
因转移符合孟德尔规则。

定位 Sinofiler 试剂盒所行包含位点都已被定位，在染色体上的位子
已被报道。（Nakahori et al.，1991 ； Edwards et al.，1992 ；
Kimpton et al.，1992 ； Kong et al.，2004 ； Lareu et al.，1996 ；
Mills et al.，1992 ； Sharma 和 Litt, 1992 ； Li et al.，1993 ；
Straub et al.，1993 ； Barber 和 Parkin，1996）。
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物种特异性

SWGDAM 指南
2.2

“应该评价用人类 DNA 分型方法从与法医学相关的非人类物种
材料中检测 DNA 的可能性”。（SWGDAM， 2003 年 7 月）

AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒具有检测灵长类等位基
因所需要的特异性。对于其它物种，要检测的位点不能扩增。

非人类研究

法医案例样本中可能会存在非人类 DNA。用 Sinofiler 试剂盒检
测非人类 DNA 的实验数据见图 5-8。

图 5-8 物种特异性研究的代表性电泳图包括阳性和非模板对照 NTC

对照 DNA
9947A

黑猩猩

猪

猫

菌群

NTC
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第 5-28 页图 5-8 显示以下扩增 对照 DNA 9947A（1 ng 第 1 组）、
黑猩猩 （1 ng 第 2 组）、猪 （10 ng 第 3 组）、猫 （10 ng 第 4 
组）、菌群 DNA （相当如 105 拷贝白色念珠菌、淋病奈瑟菌、
大肠杆菌 0157:H7、枯草杆菌和鼠李糖乳杆菌第 5 组）和阴性
对照第 6 组。以 Sinofiler 试剂盒扩增提取的 DNA 样本，然后用 
Applied Biosystems 3130xl 基因分析仪分析。

• 灵长类： 大猩猩、黑猩猩、猩猩和猕猴 （每种 1 ng）

• 非灵长类： 大鼠、狗、猪、猫、马、仓鼠、大鼠、鸡和牛
（每种 10 ng）

• 微生物： 白色念珠菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、淋病
奈瑟菌、枯草杆菌和鼠李糖乳杆菌 （相当如 105 拷贝）

所有灵长类 DNA 样本均被扩增，在 100 至 400 碱基对区域产生
片段 （Lazaruk， et al.， 2001 ； Wallin， et al.， 1998）。

微生物、鸡、猫、仓鼠、大鼠和小鼠未产生可检测出的产物。
马、牛、狗和猪在 PET® 荧光标记中的 Amelogenin 位点附近产
生了一个 104-bp 片段。
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灵敏度

SWGDAM 指南
2.3

“如果适合，应该确定可以产生可靠基因分型结果的 DNA 数量
范围”。（SWGDAM， 2003 年 7 月）

定量的重要性 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒的最佳 DNA 加入量应
该在 0.50 和 1.25 ng 之间。在扩增之前，应使用 Quantifiler® 人
类 DNA 定量试剂盒 （PN 4343895）对 DNA 样本进行定量。
最终 DNA 浓度应该在 0.05 至 0.125 ng/μL 之间，以保证有 0.50
至 1.25 ng 的 DNA 以 10 μL 的容积被加到 PCR 反应中。如果
样本含有降解的 DNA，加入额外的 DNA 实施扩增可能会有所
帮助。在第 5-31 页图 5-9 中，对照 DNA 9947A 由 1 ng 被系列
稀释至 0.062 ng。在 0.125 ng 持续获得了 （27 个 PCR 产物）
全部位点图谱，但在 0.062 ng 只能偶尔获得部分图谱（遗失 1 
至 3 个等位基因）。

DNA 数量对结果

的影响

如果在 PCR 反应中加入过多 DNA 增加的 PCR 产物量会导致

• 超过以仪器检测所需线性动态范围的荧光强度超高数据。

超高数据可造成如下问题：

– 超高峰的定量 （峰高和面积）不准确。例如，超高的等
位基因峰可造成相应的滑移峰相对强度增高，使计算的
滑移峰百分比增加。

– 超高数据的多组分分析不准确。这种不准确可造成光谱
分离不佳 （“色谱交叉杂峰”）。

• 不完整的 +A （腺苷酸）添加

可以用较少的 DNA 重新扩增样本。

当添加到 PCR 的等位基因拷贝总数特别低时，会由于随机浮动
而发生等位基因的不平衡扩增。

某些实验室可能会发现，根据他们自己的结果和仪器，使用较
低的 DNA 加入量确定适宜的最低峰高阈值非常有用。
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图 5-9 扩增不同数量对照 DNA 9947A 的影响和阴性对照

注意，已为较低的 DNA 数量而放大 Y 轴的尺度，是以 Applied 
Biosystems 3130xl 基因分析仪分析的

1 ng

0.50 ng

0.25 ng

0.125 ng

0.062 ng

阴性对照
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稳定性

SWGDAM 指南
2.4

“从经历了各种环境和化学侵蚀的各种生物学样本中获取 DNA 
检查结果的能力已有广泛记录。 在多数情况下，不需要评定这
些因素对新法医 DNA 程序的影响。然而，如果底物和 / 或环境
/ 和 / 或化学侵蚀可能会影响分析过程，则应该用已知样本评定
分析过程，以便确定这些因素的影响。” （SWGDAM， 2003 
年 7 月）

降解的 DNA

由于降解的 DNA 的平均片段大小与靶点序列的片段大小相近，
使扩增所需的片段大小范围内的完整模板数量下降，这样产生
的 PCR 产物量会有所降低。

制备了降解的 DNA 以用来检测潜在的被优先扩增的位点。高分
子量 Raji DNA 经过超声波处理后，用增量的 DNase I (0 至 6 单
位 ) 保温 20  分钟（Bender 等人， 2004)。用毛细管电泳分析方
法检查 DNA，以确定各时间点上的 DNA 片段平均片段大小。

一纳克降解的 DNA 被用来做 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增
试剂盒扩增。随着 DNA 被不断降解，较大的位点将无法检测到 
（第 5-33 页图 5-10）。
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图 5-10 扩增先以超声波处理再以 0、 2、 3、 4、 5 和 6 单位 DNA 
酶 I. 处理的 1-ng Raji DNA 样本 

抑制剂血红素

的影响

血红素类化合物已被确定为从血斑中提取的 DNA 样本的 PCR 
抑制剂（DeFranchis et al.， 1988 ； Akane et al.， 1994）。据报
道，该抑制剂是与 DNA 一起被提取和净化的，随后会通过抑制
聚合酶活性而干扰 PCR。

欲检查血红素对以 Sinofiler 试剂盒获得的扩增结果的影响，用
浓度逐渐增高的血红素对男性 DNA 007 （加入 1 ng) 予以扩
增： 0 μM、 40 μM、 50 μM、 60 μM 和 70 μM （第 5-34 页图 
5-11)。在有浓度逐渐增高的血红素时，未观察到希望的扩增。

2 单位
DNA 酶 I

3 单位
DNA 酶 I

4 单位
DNA 酶 I

5 单位
DNA 酶 I

6 单位
DNA 酶 I

0 单位
DNA 酶 I

1 ng DNA
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图 5-11 在血红素浓度变化的情况下以 AmpFlSTR® Sinofiler™ 试剂
盒扩增，再以 Applied Biosytstems 3130xl 基因分析仪分析。

0-μM
血红素

40-μM
血红素

50-μM
血红素

60-μM
血红素

70-μM
血红素
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混合物研究

SWGDAM 指南
2.8

“应该确定从混合样本中获得可靠结果的能力”。（SWGDAM，
2003 年 7 月）

作为证据的样本中可能含有来自一人以上的 DNA。解释结果
时，应该考虑到有多个 DNA 来源的可能性。Applied Biosystems 
建议，各实验室应根据本实验室内实施的验证实验规定一个最
低峰高阈值。这样可以在随机效应可能会干扰准确解释混合物
结果时，避免分型错误。

混合物研究 作为证据的样本含有来自一个以上个体的体液和 / 或组织，这
在法医案例中十分常见。因此，确保 DNA 分型系统必须能够检
测 DNA 混合物至关重要。可以通过多种方法将混合样本与单一
样本区分开。

• 在一个位点上有两个以上等位基因

• 在滑移位置上出现峰，其明显高于一般在单一样本上观察
到的百分比

• 对于一个异源基因型来说明显不平衡的等位基因
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峰高比是以较低峰高 （以 RFU 为单位）除以较高峰高 （以 
RFU 为单位）所获得的百分比。观察到的非混合群体数据库样
本 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒位点上等位基因的平
均、中间、最低和最高峰高比见 表 5-3：

表 5-3 加入 1 ng DNA 的峰高比

等位基因
观察数量
（n） 平均 中间 最低 最高

CSF1PO 581 88.8 90.4 55.8 99.9

D12S391 688 87.9 89.2 57.4 100

D13S317 590 88.4 89.3 59.5 99.9

D16S539 621 88.6 89.8 52.4 100

D18S51 703 87.6 88.3 57.5 100

D19S433 637 89.8 90.6 62.6 100

D21S11 689 89.4 90.8 62.3 100

D2S1338 702 87.2 88.8 45.1 99.9

D3S1358 584 90.5 92.0 57.5 99.9

D5S818 575 89.9 91.3 62.0 100

D6S1043 674 90.0 91.5 61.9 100

D7S820 646 88.6 89.9 50.6 100

D8S1179 643 89.8 91.0 58.9 100

FGA 683 88.4 89.7 54.2 100

vWA 664 89.5 91.0 63.9 100
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如果在某位点观察到异常低的峰高比但没有其它指标说明样本
是混合物，可以重新扩增并重新分析样本以确定是否可以重现
这一不平衡现象。某位点出现不平衡现象的可能原因有：

• 降解的 DNA

• 有抑制剂

• DNA 加入量极低

• 其中一个引物结合点上有 SNP

• 某个等位基因含有罕见的序列，该序列无法象其它序列一
样被扩增。

混合样本基因分型确定方法

如果样本含有来自两个来源的 DNA，会影响 （在一个位点上）
下列七种基因型组合的任何一种 （如下所示）。

• 杂合子 + 杂合子，无重叠的等位基因 （四个峰）

• 杂合子 + 杂合子，一个重叠的等位基因 （三个峰）

• 杂合子 + 杂合子，两个重叠的等位基因 （两个峰）

• 杂合子 + 纯合子，无重叠的等位基因 （三个峰）

• 杂合子 + 纯合子，有重叠的等位基因 （两个峰）

• 纯合子 + 纯合子，无重叠的等位基因 （两个峰）

• 纯合子 + 纯合子，无重叠的等位基因 （一个峰）

某混合物内含样本的特定基因型组合和加入 DNA 比率决定了是
否可以确定某单个位点上主要和次要成分的基因型。

能够在 Applied Biosystems 的仪器上获得和比较不同等位基因峰
高的定量数值，这为确定混合基因型提供了另外一种方法。与
在染色琼胶上比较条带相对强度相比，定量数值是一种相对比
较客观的方法。

归根到底，必须由分析人员根据具体案例情况判断样本在多大
程度上是一种混合物，其中包括通过已知参考样本获得的信息。
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图 5-12 各种比率下 DNA 混合物的扩增

次要成分检测的局限性

两种 DNA 样本的混合物在各种比率 (0:1、 1:1、 3:1、 7:1、
15:1、 1:0) 下予以检测。以每种比率混合的基因组 DNA 加入总
量为 1 ng。将样本在 GeneAmp® PCR 系统 9700 上予以扩增，然
后电泳，再用 Biosystems 3130xl 基因分析仪检测。

混合 DNA 样本的检测结果见图 5-12，其中样本 A 和 B 根据指
定的比率予以混合。无重叠位点处的次要成分等位基因识别被
突出显示。次要成分按 3:1 和 7:1 （0.875:0.125 ng）混合比率扩
增已可以分析其基因型。比率 15:1 通常会导致只获得次要成分
的部分图谱。

1:0

15:1

7:1

3:1

1:1

0:1
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表 5-4 显示第 5-38 页图 5-12 中样本的图谱。

 Sinofiler 试剂盒已经过优化，可以可靠地扩增和分析大约 0.50 
至 1.25 ng 的单源 DNA 基因型。

表 5-4 混合 DNA 样本的基因型

等位基因 样本 A 图谱 （对照 
DNA 007） 样本 B 图谱

D8S1179 12, 13 14, 15

D21S11 28, 31 28, 30

D7S820 7, 12 8, 9

CSF1PO 11, 12 10

D3S1358 15, 16 15, 18

D5S818 11 8, 11

D13S317 11 12, 14

D16S539 9, 10 12, 13

D2S1338 20, 23 20, 21

D19S433 14, 15 12.2, 14.2

vWA 14, 16 14

D12S391 18, 19 18, 24

D18S51 12, 15 17, 19

Amelogenin X, Y XY

D6S1043 12, 14 11, 12

FGA 24, 26 21, 22
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群体数据

SWGDAM 指南
2.7

“应该在相关人群组中确定群体的基因位点分布”。
（SWGDAM， 2003 年 7 月）

概述 欲解释已判定基因型的样本之间匹配的意义，必须了解欲调查
位点上的等位基因在群体中的分布情况。如果作为相关证据样
本的基因型与疑犯参考样本的基因型不同，那么就可以排除所
测试的生物学证据来自疑犯。这种排除与两种基因型在群体中
出现的频率无关。

如果疑犯和证据样本有相同基因型，那么疑犯就可以被列为证
据样本的可能来源。可以通过此基因型在相关人群中出现频率
来估计另外一位无血缘关系的个体也与证据样本相匹配的机率。

这些研究中使用的群体样本

用 AmpFlSTR Sinofiler PCR 扩增试剂盒来产生本章节使用的群
体数据。样本采集来自整个美国的个体，而没有地区偏好。

按位点分析了三个数据库中共 2034 条染色体，结果发现以下不
同等位基因的数目：  8 个 CSF1PO 等位基因、14 个 D2S1338 等
位基因、12 个 D3S1358 等位基因、9 个 D5S818 等位基因、25 
个 D6S1043 等位基因、12 个 D7S820 等位基因、11 个 D8S1179 
等位基因、21 个 D12S391 等位基因、10 个 D13S317 等位基因、
8 个 D16S539 等位基因、 23 个 D18S51 等位基因、 19 个 
D19S433 等位基因、24 个 D21S11 等位基因、28 个 FGA 等位基
因和 12 个 vWA 等位基因。

使用 HW-QuickCheck 软件通过精确测试检查了每个样本人群中
观察到的基因频率与 Hardy-Weinberg 期望值（HWE）的符合程
度（Bonferroni, 1936 ； Guo 和 Thompson，1992，Kalinowski，
2006）。除非洲裔美国人中的 D6S1043、亚洲裔美国人中的 
D3S1358、高加索裔中的 D19S433 和西班牙裔中的 D12S391 
外，所有 STR 的 p 值均 >0.05。考虑到 Bonferroni 操作程序和
在同一人群样本中同时做 15 个 HWE 测试这一事实，差异性阈
值被从 0.05 调整到 0.05/15 = 0.0033，此数值明显低于在这些位
点上观察到的 p 值。因此，与 HWE 之间的差异并不显著。
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除观察到和在 Applied Biosystems 数据库中记录的等位基因外，
其它已知基因已有报道或由其它实验室报告到 Applied 
Biosystems （见 STRBase 
http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase）。

AmpFlSTR®

Sinofiler™ 试剂盒

等位基因频率

表 5-5 显示 AmpFlSTR® Sinofiler™ 试剂盒等位基因在四种人群
中的频率，按百分比计算。

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)

CSF1PO

6 x‡x x‡ ‡ ‡

7 5.56 0.68‡ ‡ 0.95‡

8 6.98 0.45‡ 0.37‡ 0.71‡

9 4.44 4.32 2.21 2.37

10 24.44 22.95 29.04 23.70

11 23.65 25.91 29.60 30.81

12 27.30 37.73 29.96 36.97

13 6.83 6.82 7.90 3.55

14 0.79 0.68‡ 0.92 0.95‡

15 ‡ ‡ ‡ ‡

p 值 0.07 0.19 0.35 0.18

D12S391

13 ‡ ‡ ‡ 0.24‡

14 ‡ ‡ ‡ ‡

15 6.03 0.68‡ 4.60 4.74

16 6.51 0.45‡ 2.39 5.92
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17 15.87 5.91 10.11 5.92

17.1 0.32‡ ‡ ‡ ‡

17.3 0.48‡ ‡ 2.21 1.42

18 25.71 24.55 15.62 17.54

18.3 0.95 0.45‡ 2.02 1.90

19 16.98 18.18 10.66 18.25

19.1 0.63‡ ‡ ‡ ‡

19.3 0.16‡ ‡ 0.55‡ 2.84

20 10.95 17.5 12.32 13.51

20.3 ‡ 0.23‡ 0.37‡ 0.24‡

21 6.83 10.68 13.05 10.66

22 3.33 9.32 13.42 9.24

23 2.06 5.91 8.46 3.55

24 1.90 3.18 2.76 1.18

25 1.11 1.59 0.92 1.90

26 0.16‡ 0.23‡ 0.55‡ 0.71‡

27 ‡ 0.45‡ ‡ 0.24‡

28 ‡ 0.23‡ ‡ ‡

p 值 0.45 0.20 0.37 0.0287#

D13S317

6 ‡ 0.23‡ ‡ ‡

7 ‡ 0.23‡ ‡ ‡

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)
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8 3.81 29.32 9.74 8.77

9 1.59 11.82 5.70 14.93

10 3.02 15.91 7.35 9.24

11 30.48 22.73 29.78 24.17

12 44.92 14.55 30.70 27.49

13 11.90 4.09 11.76 10.43

14 3.97 0.45‡ 4.96 4.98

15 0.32‡ 0.23‡ ‡ ‡

p 值 0.38 0.20 0.23 0.19

D16S539

5 ‡ ‡ ‡ ‡

8 3.65 0.45‡ 1.10 2.37

9 20.48 27.27 12.32 11.37

10 10.79 17.27 4.96 14.22

11 30.79 24.77 32.35 30.09

12 17.14 19.77 28.49 26.54

13 15.56 9.32 19.12 14.45

14 1.59 0.68‡ 1.47 0.95‡

15 ‡ ‡ 0.18‡ ‡

p 值 0.06 0.45 0.13 0.40

D18S51

7 ‡ ‡ ‡ ‡

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)



第 5 章 实验和结果

5-44 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒用户指南

9 ‡ ‡ ‡ 0.24‡

10 0.16‡ ‡ 1.10 0.24‡

10.2 0.16‡ ‡ ‡ ‡

11 0.48‡ 1.14 0.74‡ 0.71‡

12 5.40 5.91 14.52 9.00

12.2 ‡ ‡ 0.18‡ ‡

13 4.60 15 13.05 15.17

13.2 0.79 ‡ ‡ ‡

14 6.67 18.18 16.36 13.03

14.2 0.32‡ ‡ ‡ ‡

15 18.73 22.95 11.40 10.90

15.2 ‡ ‡ ‡ 0.24‡

16 16.83 14.55 14.15 15.40

17 15.71 7.27 12.13 15.40

18 11.43 4.09 9.01 8.77

19 9.52 2.73 4.41 3.79

20 5.24 2.05 1.47 2.13

21 3.02 2.73 0.55‡ 2.61

22 0.79 1.82 0.18‡ 0.95‡

23 0.16‡ 0.68‡ 0.55‡ 0.95‡

24 ‡ 0.45‡ ‡ 0.24‡

25 ‡ ‡ 0.18‡ ‡

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)
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26 ‡ ‡ ‡ ‡

27 ‡ ‡ ‡ 0.24‡

p 值 0.37 0.55 0.39 0.41

D19S433

9 ‡ 0.23‡ ‡ ‡

10 0.95 ‡ ‡ 0.24‡

11 8.57 ‡ 0.18‡ 1.18

11.2 0.16‡ ‡ ‡ 0.24‡

12 11.43 3.86 8.64 7.11

12.1 ‡ ‡ 0.18‡ ‡

12.2 4.60 0.91‡ ‡ 1.18

13 26.67 32.05 26.10 23.22

13.2 4.92 3.64 1.10 5.69

14 20.79 21.14 33.64 25.83

14.2 4.92 12.05 2.76 5.69

15 6.51 5.45 16.91 14.45

15.2 4.76 16.14 2.21 9.24

16 1.75 1.36 6.62 3.08

16.2 3.33 2.73 1.10 2.13

17 ‡ ‡ 0.18‡ 0.24‡

17.2 0.63‡ ‡ ‡ 0.47‡

18 ‡ ‡ 0.18‡ ‡

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)
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18.2 ‡ ‡ 0.18‡ ‡

p 值 0.32 0.09 0.0091# 0.37

D21S11

24 ‡ ‡ ‡ ‡

24.2 ‡ ‡ ‡ 0.24‡

25 ‡ ‡ ‡ ‡

26 0.32‡ ‡ 0.55‡ 0.47‡

27 3.81 0.45‡ 2.94 2.61

28 24.29 4.55 15.81 11.14

28.2 ‡ 0.68‡ ‡ 0.24‡

29 16.19 26.59 24.26 17.77

29.2 ‡ 0.23‡ ‡ 0.24‡

29.3 0.16‡ ‡ 0.18‡ ‡

30 19.37 29.32 23.53 30.33

30.2 2.06 1.14 3.68 1.42

30.3 ‡ 0.68‡ ‡ ‡

31 9.84 9.77 5.51 5.92

31.2 6.19 7.73 9.19 10.43

32 2.06 3.41 1.65 0.71‡

32.2 6.98 9.77 9.56 13.51

33 0.79 1.36 0.18‡ 0.24‡

33.1 0.16‡ ‡ ‡ ‡

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)
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33.2 3.81 2.73 2.39 3.55

34 0.32‡ ‡ ‡ ‡

34.1 ‡ 0.23‡ ‡ ‡

34.2 0.16‡ 0.91‡ 0.37‡ 0.71‡

35 2.54 ‡ ‡ 0.47‡

35.2 ‡ ‡ ‡ ‡

36 0.79 ‡ 0.18‡ ‡

37 ‡ ‡ ‡ ‡

38 0.16‡ ‡ ‡ ‡

p 值 0.20 0.16 0.13 0.41

D2S1338

<14 0.16‡ ‡ 0.18‡ ‡

15 0.63‡ ‡ 0.18‡ ‡

16 4.6 1.82 4.60 3.08

17 10.16 8.86 18.75 19.43

18 4.76 10.68 8.27 6.87

19 16.98 19.09 13.97 16.35

20 11.9 12.05 15.26 13.74

21 14.29 3.18 2.39 1.90

22 11.75 5.68 2.76 6.64

23 7.46 16.14 9.01 14.93

24 8.1 15.23 12.13 8.53

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)
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25 6.19 5.91 10.66 6.64

26 2.54 0.91‡ 1.65 1.66

27 0.48‡ ‡ 0.37‡ 0.24‡

28 ‡ ‡ ‡ ‡

p 值 0.37 0.33 0.37 0.42

D3S1358

9 0.48‡ ‡ ‡ 0.24‡

11 0.16‡ ‡ 0.18‡ ‡

12 0.16‡ 0.23‡ ‡ 0.24‡

13 0.95 ‡ ‡ 0.47‡

14 9.05 4.32 15.99 10.43

15 31.43 34.77 25.37 35.78

15.2 0.16‡ ‡ ‡ ‡

16 27.62 31.82 25.92 26.07

17 22.54 20.91 17.46 16.35

18 6.98 7.05 13.42 9.95

19 0.48‡ 0.23‡ 1.47 0.47‡

20 ‡ 0.23‡ 0.18‡ ‡

p 值 0.08 0.0064# 0.27 0.42

D5S818

7 0.32‡ 3.41 0.18‡ 4.98

8 4.92 ‡ 0.74‡ 0.47‡

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)
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9 1.27 7.05 4.78 3.08

10 7.46 20.23 4.96 4.27

11 25.08 30.91 36.40 38.15

12 34.76 22.95 33.82 31.75

13 23.97 14.09 17.83 16.35

14 1.43 0.68‡ 0.92 0.71‡

15 0.79 0.23‡ 0.37‡ 0.24‡

16 ‡ ‡ ‡ ‡

p 值 0.16 0.39 0.37 0.15

D6S1043

<8 ‡ ‡ 0.18‡ ‡

9 0.16‡ ‡ ‡ ‡

10 1.59 2.73 1.65 1.90

11 10.48 11.36 26.47 16.35

12 22.54 13.86 27.94 20.38

13 9.68 11.14 6.80 12.32

14 5.71 16.36 4.96 12.56

15 5.56 1.82 1.10 2.61

16 3.65 0.23‡ 0.92 0.24‡

17 7.62 2.27 6.43 6.40

18 11.75 19.55 7.90 9.00

18.2 ‡ 0.23‡ ‡ ‡

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)
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19 13.65 13.18 9.74 7.58

19.3 0.16‡ ‡ ‡ ‡

20 5.71 5.45 5.15 2.37

20.3 ‡ ‡ ‡ 1.42

21 0.32‡ 1.36 0.55‡ 0.47‡

21.3 0.32‡ ‡ 0.18‡ 4.74

22 ‡ ‡ ‡ ‡

22.3 0.16‡ ‡ ‡ 0.71‡

23 0.48‡ ‡ ‡ 0.24‡

23.3 ‡ ‡ ‡ 0.47‡

24 0.16‡ ‡ ‡ ‡

24.3 ‡ ‡ ‡ 0.24‡

25 0.32‡ ‡ ‡ ‡

p 值 0.0416# 0.22 0.33 0.06

D7S820

6 0.16‡ ‡ ‡ ‡

7 0.79 0.23‡ 1.29 1.42

8 19.05 13.64 18.01 13.27

9 10.63 5.45 14.34 8.77

10 32.38 18.41 28.12 27.96

10.2 ‡ 0.23‡ ‡ ‡

11 21.90 36.14 21.51 23.46

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)
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11.3 ‡ ‡ ‡ 0.24‡

12 12.70 22.73 13.24 19.19

13 2.06 1.82 2.76 4.74

14 0.32‡ 0.68‡ 0.55‡ 0.95‡

15 ‡ 0.23‡ 0.18‡ ‡

p 值 0.53 0.23 0.18 0.37

D8S1179

8 0.16‡ ‡ 1.65 0.95‡

9 0.48‡ 0.23‡ 1.65 0.47‡

10 1.90 11.82 8.09 8.06

11 3.81 11.14 7.72 6.64

12 11.27 12.5 15.62 7.82

13 19.52 20.68 31.99 29.62

14 34.13 17.73 19.30 28.67

15 20.79 14.55 10.66 13.74

16 6.98 8.86 3.12 3.55

17 0.95 1.82 0.18‡ 0.47‡

18 ‡ 0.23‡ ‡ ‡

19 ‡ ‡ ‡ ‡

p 值 0.41 0.27 0.35 0.11

FGA

17 0.32‡ 0.45‡ ‡ ‡

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)



第 5 章 实验和结果

5-52 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒用户指南

17.2 0.16‡ ‡ ‡ ‡

18 0.79 2.27 1.47 0.24‡

18.2 1.59 ‡ ‡ ‡

19 6.67 6.36 5.88 6.64

19.2 0.79 ‡ ‡ ‡

20 6.03 7.27 14.71 9.95

20.2 0.63‡ ‡ 0.37‡ 0.24‡

21 10.63 11.82 19.85 15.17

21.2 ‡ 0.68‡ 0.18‡ ‡

22 19.52 17.05 17.83 12.09

22.2 0.16‡ 1.14 0.55‡ 0.47‡

23 17.30 23.41 15.07 14.22

23.2 ‡ 0.91‡ 0.18‡ ‡

24 16.98 17.05 15.26 17.06

24.2 ‡ 0.68‡ ‡ ‡

25 9.05 7.05 6.80 14.45

25.2 ‡ 0.23‡ ‡ ‡

26 4.29 1.82 1.10 5.69

26.2 ‡ 0.45‡ ‡ ‡

27 2.86 0.68‡ 0.55‡ 2.84

28 0.95 0.23‡ 0.18‡ 0.71‡

29 0.32‡ ‡ ‡ 0.24‡

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)
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30 0.16‡ ‡ ‡ ‡

30.2 0.16‡ ‡ ‡ ‡

31.2 0.32‡ ‡ ‡ ‡

32.2 ‡ ‡ ‡ ‡

33.2 ‡ ‡ ‡ ‡

34.2 0.16‡ ‡ ‡ ‡

42.2 ‡ ‡ ‡ ‡

43.2 ‡ ‡ ‡ ‡

44.2 ‡ ‡ ‡ ‡

45.2 ‡ ‡ ‡ ‡

46.2 0.16‡ ‡ ‡ ‡

47.2 ‡ ‡ ‡ ‡

48.2 ‡ ‡ ‡ ‡

50.2 ‡ ‡ ‡ ‡

51.2 ‡ ‡ ‡ ‡

p 值 0.26 0.38 0.31 0.24

vWA

11 0.48‡ ‡ ‡ 0.24‡

12 0.32 ‡ ‡ 0.24‡

13 1.27 ‡ 0.37‡ ‡

14 7.14 24.09 8.27 6.87

15 20.48 2.73 12.87 13.74

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)
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低频率等位基因

Sinofiler 试剂盒位点的某些等位基因频率较低。对于这些等位
基因来说最低频率（五被 2n 相除，其中的 n 等于数据库中的人
数）被用于 Sinofiler 试剂盒非洲裔美国人、亚洲裔美国人、美
国高加索人和西班牙裔数据库，正如 DNA 法医科学委员会在 
1996 年报告国家研究委员会 1996 中建议的一样。这些数据库
的总结见第 5-56 页表 5-6。每个位点的最低可报告基因型频率
为： 非洲裔美国人数据库为 1.42✕ 10-4 ；亚洲裔美国人数据库
为 2.43 ✕ 10-4 ；美国高加索人数据库为 1.76 ✕ 10-4 ；西班牙裔
美国人数据库为 2.57✕ 10-4 [p2 + p(1-p) θ，其中 θ = 0.01]。因
此，在 15 个位点的最低联合多位点基因型频率为： 非洲裔美国
人数据库为 1.87 ✕ 10-58 ；亚洲裔美国人数据库为 6.15 ✕10-55 ；
美国高加索人数据库为 4.63 ✕10-57 ；西班牙裔美国人数据库为 
1.45 ✕ 10-54。

16 23.97 17.27 20.04 27.73

17 20.32 23.64 25.92 27.73

18 15.87 19.77 20.04 16.11

19 6.83 10.68 10.11 6.16

20 2.70 1.36 2.39 1.18

21 0.48‡ ‡ ‡ ‡

22 ‡ ‡ ‡ ‡

23 0.16‡ ‡ ‡ ‡

24 ‡ ‡ ‡ ‡

p 值 0.16# 0.44 0.54 0.11

‡ 国家研究委员会推荐一个在法医计算中使用的最低等位基因频率 （非洲裔
美国人数据库为 0.79%、亚洲裔美国人数据库为 1.14%、美国高加索人数
据库为 0.92%、西班牙裔美国人数据库为 1.18%）。

# HWE 精确测试的 p 值 <0.05 

表 5-5 AmpFlSTR Sinofiler 试剂盒等位基因频率 ( 续 )

等位基因
非洲裔美国人

(n = 315)
亚洲裔 

(n = 219)
高加索裔
(n = 272)

西班牙裔
(n = 211)
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一致性研究 Applied Biosystems 通过比较 AmpFlSTR® Sinofiler™ 和
AmpFlSTR® Identifiler® 试剂盒之间的等位基因识别，分析了 
300 个样本。用 Identifiler 和 Sinofiler 试剂盒分析这些样本获得
的基因型数据表明，两者结果相一致。

突变率

可以通过比较子女与其父母之间的基因型估计基因位点上自发
或诱发型性细胞突变。通过这种比较，可以直接计算观察到突
变数量。

在既往的研究中，英格兰伯明翰的法医科学中心在总共 146 次
父母子女等位基因传递 （减数分裂）中，确定了十个用 
AmpFlSTR® SGM Plus® PCR 扩增试剂盒扩增的 STR 位点基因
型。在 D18S11 位点观察到一个长度性 STR 突变，在其它九个 
STR 位点上未见到突变。D18S11 突变的表现是增加一个 4-nt 重
复单位，等位基因 17 被作为等位基因 18 遗传 （单步突变）。
无法区分这一突变是来自母系还是父系。

额外突变研究

有关直接突变率计数的额外研究 （Edwards et al.， 1991 ；
Edwards et al.，1992 ； Weber 和 Wong 1993 ； Hammond et al.，
1994 ； Brinkmann et al.， 1995 ； Chakraborty et al.， 1996 ； 
Chakraborty et al.， 1997 ； Brinkmann et al.， 1998 ； 
Momhinweg et al.， 1998 ； Szibor et al.， 1998）

• 某些 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒位点的较大
样本

• 修订这些突变率的方法为那些因突变率不够高而无法直接
测量的位点间接地推算突变和 / 或解释那些作为孟德尔误
差的无法检测出的事件。
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一致性概率

表 5-6 显示的是 AmpFlSTR® Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒位点独
立和联合一致性概率概率 （PI）数值。

PI 值是指随机选择的两个人有相同的 Sinofiler 试剂盒基因型的概
率（Sensabaugh, 1982）。本章内描述的 PI 值大约为 1/8.93 ✕ 1018 
（非洲裔美国人）、 1/1.19 ✕ 1018 （亚洲裔）、 1/1.59 ✕ 1018 

（美国高加索人）和 1/4.33 ✕ 1018 （西班牙裔美国人）。

表 5-6 AmpFlSTR® Sinofiler™ 试剂盒 STR 位点独立和联合相同
机率数值

位点 非洲裔美国人 亚洲裔 高加索人 西班牙裔

CSF1PO 0.074 0.119 0.127 0.142

D12S391 0.041 0.046 0.025 0.026

D13S317 0.145 0.069 0.077 0.059

D16S539 0.070 0.082 0.101 0.084

D18S51 0.030 0.039 0.031 0.029

D19S433 0.037 0.067 0.081 0.049

D21S11 0.040 0.07 0.052 0.049

D2S1338 0.024 0.034 0.030 0.038

D3S1358 0.099 0.145 0.073 0.093

D5S818 0.101 0.083 0.140 0.122

D6S1043 0.028 0.034 0.057 0.029

D7S820 0.084 0.092 0.071 0.075

D8S1179 0.081 0.043 0.063 0.071

FGA 0.031 0.038 0.042 0.033

vWA 0.057 0.071 0.059 0.081

联合的 1.12 × 10-19 8.37 × 10-19 6.28 × 10-19 2.31 × 10-19
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亲子排除概率

表 5-7 显示的是亲子排除概率 PE 数值，这是 AmpFlSTR® 
Sinofiler™ PCR 扩增试剂盒 STR 位点独立和联合数值。

表 5-7 AmpFlSTR® Sinofiler™ 试剂盒的亲子排除概率数值

PE 值是指所有母子对的平均概率，即通过 Sinofiler 试剂盒 
STR 位点 DNA 分析排除某位随机指认男士是父亲的可能性 

（Chakraborty et al.， 1996）。

位点 非洲裔美国人 亚洲裔美国人 高加索人 西班牙裔

CSF1PO 0.530 0.433 0.461 0.402

D12S391 0.696 0.649 0.767 0.682

D13S317 0.397 0.556 0.535 0.583

D16S539 0.530 0.564 0.581 0.558

D18S51 0.766 0.712 0.737 0.748

D19S433 0.678 0.676 0.461 0.655

D21S11 0.741 0.676 0.723 0.673

D2S1338 0.766 0.767 0.737 0.758

D3S1358 0.471 0.597 0.561 0.381

D5S818 0.471 0.589 0.473 0.416

D6S1043 0.690 0.694 0.665 0.682

D7S820 0.570 0.492 0.650 0.627

D8S1179 0.581 0.739 0.602 0.655

FGA 0.715 0.694 0.679 0.710

vWA 0.672 0.597 0.636 0.655

联合的 0.99999973 0.999999774 0.99999968 0.99999964
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A故障排除 A

在此附录中 请按照此附录中推荐的方法排除分析过程出现的各种问题。

故障排除  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A-2
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故障排除

表 A-1 故障排除

观察到的问题 可能原因 推荐的排除方法

AmpFlSTR® 对照 
DNA 9947A 和 DNA 检
测样本所有基因位点的
信号模糊或无信号

体积不准或没加 AmpFlSTR® PCR 
反应预混液，AmpFlSTR® Sinofiler™ 

引物组或 AmpliTaq Gold® DNA 聚
合酶。

重新扩增。

AmpliTaq Gold DNA 聚合酶未激活 重新扩增确保最初反应保持在 95°C
达 11 分钟。

等分前未彻底振荡反应母液 彻底振荡反应母液。

AmpFlSTR® Sinofiler™ 引物组过度
曝光

避光存放引物组。

GeneAmp® PCR 系统功能故障 参阅 PCR 仪用户手册检查仪器校准
状况。

PCR 仪参数有误 查看方案中的正确 PCR 仪参数。

扩增过程中离心管未能在 PCR 仪内
安放牢固 

在第一次循环后用力推反应管使之与
加热块紧密接触。重新检测。

GeneAmp PCR 系统 9600 热护盖
未对准 

对准 GeneAmp 9600 热护盖顺时针
旋转后使白色条纹相互对齐。

错误的 PCR 反应管 GeneAmp 9600 和 9700 需使用带盖
的 Applied Biosystems MicroAmp 反
应管。

将 MicroAmp™ 基座与 GeneAmp® 
9600 和 9700 的托盘 / 容器组套和离
心管一起使用。

将 MicroAmp 基座从托盘 / 容器组套
上取下重新检测。
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AmpFlSTR® 对照 
DNA 9947A 和 DNA 
检测样本所有基因位
点的信号模糊或无信
号 ( 续 )

PCR 产物进样不足 对于 ABI PRISM® 3100/3100-Avant  
或 3130/3130xl 仪器运行

PCR 产物 1.0 μL 和 9 μL  Hi-Di™ 
甲酰胺 /GeneScan™ 500 LIZ® 溶液
混合。

化学品危险。 甲酰胺
会刺激眼睛、皮肤和呼吸道。 它可能
影响生殖系统并会诱发先天性缺陷。 
请认真阅读化学品安全信息表并遵照
拿放指导。 佩戴合适的保护眼镜、防
护服和手套。

甲酰胺降解 检查甲酰胺的存放情况切勿多次融化
和重新冷冻。试用 Hi-Di™ 甲酰胺。

化学品危险。 甲酰胺
会刺激眼睛、皮肤和呼吸道。 它可能
影响生殖系统并会诱发先天性缺陷。 
请认真阅读化学品安全信息表并遵照
拿放指导。 佩戴合适的保护眼镜、防
护服和手套。

AmpFlSTR®对照 DNA 
9947A 有阳性信号但 
DNA 检测样本只有部
分信号或没有信号。

所检测 DNA 样本量低于检测敏感度 定量 DNA，添加 0.5 至 1.25 ng  
DNA。重新检测。

检测样本内含 PCR 抑制剂 , 例如血
红素类复合物和某些染料

定量 DNA，添加所需最低容量。重
新检测

在 Centricon®-100 中冲洗样本重新
检测。

检测样本 DNA 被严重降解。 如果可能，在琼胶上运行以评价 
DNA 样本的质量。如果 DNA 已被降
解，增加 DNA 量后重新扩增。

在水中或缓冲剂 （浓度不对的
EDTA）中稀释 DNA。

用 TE 缓冲剂含 0.1 mM EDTA 重新稀
释 DNA。

表 A-1 故障排除 ( 续 )

观察到的问题 可能原因 推荐的排除方法
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在一个位点上出现一个
以上的等位基因。

外源性 DNA 污染 采用适宜的方法以避免在实验室操作
中混入外来 DNA。

反应中 DNA 过多 使用推荐的模板 DNA 量 0.5 至
1.25 ng。

混合的样本 请参阅第 5-17 页“滑移产物” 

扩增滑移产品 （n-4 nt 位置）

不完整的 3´ A 碱基加入 n-1 nt 
位置

请参阅第 5-23 页“添加 3´ A 腺苷
酸”。确保 PCR 中包括 60 °C， 
60 分钟的最终延伸步骤。

信号超过仪器的动态范围超高数据 定量 DNA 重新扩增样本添加 0.5 至 
1.25 ng DNA。

荧光色相分离不佳 遵循创建文件的具体步骤。

确保已安装了滤镜组 G5 模块并用于
分析过程。

电泳图谱上可见部分但
不是全部基因位点。

检测样本 DNA 被严重降解。 如果可能，在琼胶上电泳以评价 
DNA 样本的质量。如果 DNA 已被降
解增加 DNA 数量后重新扩增。

检测样本内含高浓度 PCR 抑制剂例
如血红素类复合物和某些荧光标记。

定量 DNA 然后添加所需要的最低容
积。重新检测。

在 Centricon-100 中冲洗样本。

表 A-1 故障排除 ( 续 )

观察到的问题 可能原因 推荐的排除方法
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索引

符号

+A 腺苷酸添加
缺乏，原因 5-24
效率 5-23
已定义的 5-23

数字

3100 和 3130 系列等位基因分型标准参照
要求 3-2

310 等位基因分型标准参照要求 3-2

字母

AmpFlSTR_Panels_v3 4-6
Applied Biosystems

技术支持 xii
Applied Biosystems

联络 xii

Applied Biosystems （美国应用生物系统
公司）

信息开发部 xii
Bin 视图，显示一个位点 4-8
Bin 组

查看 4-8
导入 4-6

CEPH 5-26
DNA

定量，重要性 5-30
定量方法 2-4
混合物研究 5-35
混合物研究图 5-37
降解的 5-32
灵敏度 5-30
数量的影响，图 5-31
数量对结果的影响 5-30
稳定性 5-32

准备待测样本 2-7
准备阳性对照样本 2-7
准备阴性对照样本 2-7

DNA 定量，方法 2-4
DNA 混合物

检测的局限性 5-38
扩增图 5-38

FTA 卡
DNA 扩增 2-9
图显示结果 2-9

GeneMapper ID 软件
查看导入的标准片段组 4-7
等位基因标签 4-12
分析和编辑样本文件 4-17
分析设置 4-17
峰检测器标签 4-13
峰质标签 4-14
考虑因素 4-2
片段标准 4-17
一般标签 4-11
质量旗标标签 4-15

GeneMapper Manager （管理器） 4-9, 4-16
GeneScan 标准片段

关于 1-10
GeneScan 片段标准

每次反应的容积 3-4, 3-7
片段大小 4-17
荧光标记标签 1-7

HID 分析方法导入 4-9
Hi-Di 甲酰胺每次反应的容积 3-4, 3-7
Import Panels （导入标准片段组）对

话框。 4-5
LIZ 标准片段

关于 1-10
LIZ 片段标准

每次反应的容积 3-4, 3-7
MSDS

描述 vii
索取 vii
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