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PowerPlex® Y 系统 
原英文技术手册号码：TMD018 

本说明书用于产品DC6760 和DC6761。 

（注意：本中文操作手册仅供实验参考，在实际使用中请详细对照原英文技术手册TMD018。） 

所有技术文件均可从公司网站www.promega.com得到。请访问公司网站以确定您所使用的

技术手册是最新版本。 
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I. 介绍 

STR (Short Tandem Repeat) 基因座由长度为3-7 个碱基对的短串联重复序列组成 

(1-4)。这些广泛分布于人类基因组中的重复序列是高度多态性标记的丰富来源，这些基因座

可用聚合酶链式反应来检测 (5-8)。扩增区域重复序列重复次数的差异导致STR 基因座的等

位基因分型的不同，在电泳分离后，用放射性同位素，银染或荧光检测可区别不同的基因型。

Y 染色体上的STR 标记具有与常染色体上的STR 标记不同的特点，对于人类的身份鉴定非

常有用(9-15)。Y-STR 标记位于Y 染色体的非重组区（NYR），当使用男性DNA 扩增时，

产生单倍体峰图。由于女性DNA 得不到扩增，使得男/女性混合物的结果易于解释（16,17）。

这些标记遵循严格的父性遗传方式，因此也适用于父权及家族研究。PowerPlex® Y 系统可以

进行12 个基因座的同时扩增并用三色荧光进行检测。本系统包含的基因座有DYS19, 

DYS385a/b, DYS389I/II, DYS390, DYS391, DYS392,DYS393, DYS437, DYS438 及

DYS439(18)。其中，DYS389I/II, DYS391 及DYS439的特异引物中的一条引物用荧光素标记

(FL)，DYS385a/b, DYS390 及DYS393 的特异引物中的一条引物用羧基-四甲基罗丹明标记

(TMR)；DYS19, DYS392, DYS437 及DYS438 的特异引物中的一条引物用6-羧基-4’，5’-二

氯-荧光素(JOE)标记。在单管中对所有12 个基因座同时扩增后，通过单一进样或单个胶道进

行电泳分析。PowerPlex® Y系统与ABI PRISM® 310遗传分析仪， ABI PRISM® 3100遗传
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分析仪及ABI PRISM® 377 DNA测序仪相兼容。 

PowerPlex® Y系统提供除AmpliTaq Gold® DNA Polymerase外的所有扩增纯化的基因

组DNA STR区域所需的试剂。 

本操作手册分别介绍了采用Perkin-Elmer 480,GeneAmp® PCR系统9600，9700和2400

热循环仪扩增PowerPlex®Y系统的操作程序以及扩增产物分离、检测的操作流程。荧光检测

仪器的操作说明可从仪器制造商处获取。 

获取进一步的Promega 公司荧光STR 系统的信息及银染法检测STR 扩增片段的方法，

请登陆网站：www.Promega.com 或与Promega 公司联系。 

 

注意：Promega公司己对本手册中的操作进行试验。由于扩增及检测仪器的差异，循环数及

进样时间( 或上样体积)等需针对各个实验室的仪器进行调整优化。此外还需进行实验室有效

性验证。 

 

II. STR 分型 

 

A. STR 分型的优势 

与AMP-FLP (19) 和VNTR (20) 等分型方法相比，STR 基因分型方法所扩增的产物长度

小得多(小于500bp)，因此更适于降解的DNA 模板分析。此外，STR分型适用于多种DNA 纯

化方法所纯化的DNA，而这些纯化方法所获得的DNA 量往往不够作Southern 印迹分析。 

Promega 的STR 产物具有不连续的可分离的长度，可以用每个基因座的几个或所有等

位基因的相同长度的片段构建成等位基因阶梯(Allelic Ladder)，肉眼观察或利用分析软件比对

同一基因座的等位基因阶梯和扩增样品，可以快速和准确地确定等位基因座。用PowerPlex® 

Y 系统获得的结果可以数据格式保存并与数据库做直接比对。人口分析不需要使用随机确认

的人口数据固定库(21)。 

 

B. PowerPlex® Y 系统所采用的基因座优势 

PowerPlex®Y 系统所采用的基因座(表1 和表2)，已被法医学应用所广泛接受。这一组合

包括全部“欧洲微小单倍体”（European minimal haplotype）的基因座（DYS19, DYS385a/b, 

DYS389I/II, DYS390, DYS391, DYS392 及DYS393）及科学工作组-DNA 分析方法

（SWGDAM）所推荐的Y-STR 基因座（欧洲微小单倍体加上DYS438 及DYS439）再加上

DYS437。有关欧洲微小单倍体的更详细信息可在以下网址找到：www.ystr.org (12). 

PowerPlex® Y 系统包含有每一基因座最常见的大范围的等位基因阶梯。表2列出了这些

等位基因的等位基因阶梯及9948 标准DNA 模板的单倍体。仔细选择的STR 基因座和引物可
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以避免或减少伪带的产生，包括与Taq DNA聚合酶相关的重复滑移带及末端核苷酸添加。重

复滑移带 (22,23)，有时称作“重复滑移带”，或“影子带”，是由于DNA 扩增中丢失了一次重复，

或样品中DNA 本身的改变，或两种情况均有。观察到的伪带的出现主要取决于基因座本身和

重复的DNA序列。 

末端核苷酸添加 (24,25) 是由于Taq DNA 聚合酶以不依赖于模板的方式在扩增的DNA 

片段的3’末端加核苷酸，一般是腺苷酸，发生这一现象的频率取决于不同的引物序列。因此有

时能观察到比预计少一个碱基的伪带(无末端核苷酸添加)。我们将引物序列作了修饰，并在扩

增流程的最后一步，加入60oC 延伸30 分钟的步骤 (26)，以确保在使用推荐量模板的情况下，

PCR 产物末端核苷酸的添加完全。微变化等位基因座(等位基因座相差的长度不是重复次数所

致)使等位基因的解释和确认变得复杂。这和高度多态性，趋向微变化以及突变率的增加相关 

(27,28)。 

 

表1．PowerPlex® Y 系统基因座特异性的信息 

 

 
1ISFH（the International Society For Forensic Haemogenetics ） DNA委员会1997 年8 月的报告(22,23) 中

指出：1）对于编码基因中的STR 基因座，使用编码链，并用重复框中的第一个可能的5’核苷酸来命名该重

复序列框；2）对于与编码基因无关的STR 基因座，采用最先进入数据库的或最早发表的文章的命名方法。 

TMR=carboxy-tetramethylrhodamine 

FL=fluorecein 
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JOE=6-carboxy-4’,5’-dichloro-2’,7’-dimethoxyfluorescein 

 

表2．PowerPlex® Y 系统等位基因阶梯。 

 

 

1 当使用内标时，例如内标600，计算出的等位基因阶梯组分的大小会与表中所列有所差异。这是因为等位基

因阶梯和内标组分的序列差别会导致条带迁移的差异，标记物也影响等位基因座的迁移。 

2 按照Ayub, et al.所描述的命名方法(29)。 

 

C. 内标600 

内标(ILS)包含22 个DNA 片段，长度分别为60、80、100、120、140、160、180、200、

225、250、275、300、325、350、375、400、425、450、475、500、550 及600 碱基（图

1）。这些片段用CXR 标记，可以在ABI PRISM® 310 遗传分析仪、ABI PRISM® 3100 遗

传分析仪及ABI PRISM® 377 测序仪上同PowerPlex® Y的扩增产物一起检测。 ILS 600 用

在每一个样本中以提高应用PowerPlex® Y 系统分析的精确度。ILS 600 的配制及使用方法参

见VI.C，VII.E 及VIII.B。 
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图1．内标600。显示内标600 片段的电泳图谱。 

 

D. 警示及预防 

法庭及父权鉴定案件中以PCR为基础的基因分型的应用需要有效性的研究及质量控制措

施，此手册未包含（32，33）。纯化DNA 样品的质量、缓冲液的微小变动、离子强度、引物

浓度，热循环仪的选择及热循环条件都可影响PCR 反应成功与否，所以我们建议用户严格遵

照手册推荐的扩增、变性胶电泳及荧光检测实验程序。小量的非人类DNA 模板会对以PCR 为

基础的STR 分析产生污染。当准备样品DNA、处理引物对、进行扩增及分析扩增产物时，要

竭力避免交叉污染。扩增前使用的试剂(Gold ST*R 10X Buffer, PowerPlex® Y 10X Primer 

Pair Mix, 9948 MaleDNA 和9947A DNA )和扩增后使用的试剂(PowerPlex® Y Allelic Ladder 

Mix，ILS600 及 Blue Dextran Loading Solution)要分开保存。一定要设立没有模板DNA 的

阴性对照反应来确保试剂的纯度。我们强烈推荐使用手套及防回吸加样头(如ART®tip，见章

节Ⅻ．B)。 

一些用于STR 产物分析的试剂有潜在的毒害作用，应按要求操作。表3 列出了相关试剂

的潜在毒性。 

 

注意：PowerPlex® Y系统需要检测及确定ILS 600中375 碱基峰以确定可观察到的最大等位

基因的大小。 

注意：Promega公司提供用于PowerPlex® Y系统的PowerTyperTMMacro（DG3470）和

MatrixFL-JOE-TMRCXR（DG2860）或PowerPlex®MatrixStandards,3100（DG3380）。 

 

表3. 毒性试剂 
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III. 产品组成 

产品                      包装               目录号 

PowerPlex® Y 系统        50 次反应          DC6761 

非医学检测使用。 

 

目录号DC6761 提供足够以25ul 反应体系进行50 次反应所需的试剂，包括： 

扩增前试剂盒组成(蓝标记) 

1x300µl Gold ST★R 10 x Buffer 

1x125µl PowerPlex® Y 10 x Primer Pair Mix 

25µl 9948 Male DNA(10ng/µl) 阳性对照 

25µl 9947A DNA(10ng/µl) 女性阴性对照 

扩增后试剂盒组成(棕标记) 

1x 12.5µl PowerPlex® Y Allelic Ladder Mix 

1x 150µl Internal Lane Standard (ILS) 600 

lml Blue Dextran Loading Solution 

1 技术手册 

 

产品                        包装              目录号 

PowerPlex® Y 系统          200 次反应        DC6760 

非医学检测使用。 

 

目录号DC6761 提供足够以25ul 反应体系进行200 次反应所需的试剂，包括： 

扩增前试剂盒组成(蓝标记) 

2x300µl Gold ST★R 10 x Buffer 

4x125µl PowerPlex® Y 10 x Primer Pair Mix 
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25µl 9948 Male DNA(10ng/µl) 阳性对照 

25µl 9947A DNA(10ng/µl) 女性阴性对照 

扩增后试剂盒组成(棕标记) 

4x 12.5µl PowerPlex® Y Allelic Ladder Mix 

2x 150µl Internal Lane Standard (ILS) 600 

lml Blue Dextran Loading Solution 

1 技术手册 

 

储存条件：所有组分须-20oC 保存。PowerPlex® Y 10 x Primer Pair Mix、PowerPlex®Y Allelic 

Ladder Mix 及Internal Lane Standard (ILS) 600 对光敏感，须避光保存。我们强烈推荐扩增

前试剂与扩增后试剂要分开保存并使用不同的吸头，试管架等。 

 

IV．DNA 提取及定量方法 

DNA IQTM系统(Cat# DC6700)是专门为法医及父权鉴定中DNA 样本分离及定量而设计

的（34）。这项新技术使用磁性颗粒简便有效地制备来源于斑迹、血液、溶液等用于STR 分

析的样本。 用DNA IQTM 系统提取DNA 可消除案件样本中经常遇到的PCR 抑制物及污染

物。当样品中DNA 含量较高时，DNA IQTM 系统恒定量分离样品中的DNA，此系统可用于

从常规样本，如口腔拭子、血液、FTA® 纸上的斑迹中定量分离DNA。此外，还可从组织、

性犯罪案件检材及其它载体的斑迹中提取DNA。DNA IQTM 系统的提取效果已用PowerPlex®

系统检验得到了证实。定货资料请参见XII.B。 

DNA IQTM 系统及AluQuantTM 人 DNA 定量系统已在Beckman Biomek® 2000实验室

自动化工作平台（36）得到应用。有关实验过程自动化的信息可咨询Promega的当地分公司

( 联系信息可从www.promega.com 网站获得) 或e-mail ：techserv@promega.com 

 

V. 用PowerPlex® Y 系统进行DNA扩增的步骤 

 

用户准备的材料 

热循环仪Thermal Cycler Model 480 或GeneAmp® System 9600, 9700 或2400(PE 公司) 

微量离心机 

0.5ml 或0.2ml (薄壁) 微量离心管 (PE 公司) 

1.5ml 琥珀色微量离心管 (Fisher Cat# 05-402-26) 

防回吸吸头(参见章节XII．B) 

AmpliTaq Gold® DNA 聚合酶(PE 公司) 
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无核酸酶的水(Cat# P1193) 

石蜡油(Cat.# DYll51，用于Thermal Cycler Model 480) 

 

在25 微升反应体系中通常加入0.5-1.0ng 模板DNA。模板量过多会使小片段基因座相对

峰高，大片段基因座相对峰低。GeneAmp® System 9600 用于PowerPlex® Y 系统扩增的方

法经过了优化。此外，本技术手册还提供了用ThermalCycler Model 480，GeneAmp® System 

9700 及2400 进行PCR 扩增的方法。如果使用男性与女性DNA 的混合物为模板则需要多于

1 ng 的DNA（男性与女性DNA 混合在一起）。即使存在女性DNA，本系统也能够扩增出男

性单倍体。加入的总DNA 量及男性与女性DNA 的比例应进行实验室验证，以得到可接受的

结果。在组合分析之前，扩增并分析性别基因座可以得到男性与女性DNA比例的一些信息。

Promega 公司提供用FL (Cat.# DC5171)或TMR(Cat. #DC6171)标记的单一性别位点扩增系

统及相应的的等位基因阶梯。 

 

注意：使用DNAIQTM 系统的标准方法得到的DNA 量大约为100ng。如果样品中主要含有女

性DNA 及少量的男性DNA，我们建议修改操作方法以得到更多的总DNA。如需帮助， 请与

Promega 公司的技术支持联系。 

注意：扩增时需要特别小心。在X.A．章节列出了扩增中常见问题。注意：如果使用

GeneAmp®9600,9700 或2400 热循环仪，使用0.2ml 薄壁的MicroAmp®有错反应管，对于

Perkin Elmer480 型热循环仪， 推荐使用0.5mlGeneAmp® 反应管。注意：每次使用前用旋

涡震荡器将试剂充分混匀5-10 秒钟。不要离心10x引物对混合物，这样会使引物沉淀在管底。 

 

A. 扩增体系的建立 

注意：为防止交叉污染，我们强烈建议在实验过程中使用手套和防污染加样头。所有扩增前

试剂和扩增后试剂须分别放于不同的实验室。在专门的实验室配制扩增反应液。 

 

1. 融化Gold ST*R 10x Buffer 及PowerPlex® Y 10x Primer Pair Mix。 

 

注意： 

1． 使用前用旋涡震荡器将以上试剂充分混匀5-10 秒钟。不要离心10x 引物对混合物，这样

会使引物沉淀在管底。 

2． 如果在Gold ST★R 10xBuffer 中有沉淀产生，可在37oC 温热使之融化并混匀。 

3． 确定扩增样品的数目，其中包含阴性及阳性对照，另外再增加1-2 个反应数以抵消取样

误差。这也许会浪费少量试剂，但可以确保所有的样品均有足够的PCR 反应液。 
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4． 将0.5 或0.2ml 微量离心管置于架上并正确标记。 

5． 表4 列出DNA 模板量为2.5µl 时25µl 反应体系的组成。模板量加大时应调整水量。 

 

表4. PowerPlex® Y 系统扩增体系 

 
1
假定AmpliTaq Gold® DNA 聚合酶浓度为5 u/µl。若酶的浓度发生变化，所用的酶体积必须做相应的调整。 

 

2. 根据确定的扩增数目计算出PCR 反应所需各组分的总含量。 

 

表5. PowerPlex® Y 系统扩增混合液 

 
1 
假定AmpliTaq Gold® DNA聚合酶浓度为5 u/µl。若酶的浓度发生变化，所用的酶体积必须做相应的调整。 

2 
反应混合液体积加上模板DNA 体积应等于25µl。 

 

3. 按表解列的顺序，将PCR 各反应组分的终体积加至1.5ml 无菌琥珀色小管中充分混合。 

4. 将PCR 反应混合物分装至PCR 扩增管。 

5. 将0.5-1.0ng 模板DNA 加至相应的含有PCR 反应混合物的PCR 扩增管中。 
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6. 将9948 男性DNA 稀释至0.5ng／µl，加0.5ng 稀释的DNA 至含有PCR 反应混合物的

PCR 扩增管中。 

7. 作为阴性对照，用无菌水代替DNA 加至含有PCR 反应混合物的PCR扩增管中。 

8. 可选做：9947A （女性）DNA 可以作为次级阴性对照以验证男性特异性。在含有扩增反

应混合物的PCR 扩增管中加入适量DNA（需要稀释）。 

9. 如果使用GeneAmp® System 9600，9700 或2400 热循环仪及MrcioAmp®反应管，无需

在反应管中加入石蜡油。如果使用Model 480 热循环仪及GeneAmp® 反应管，则需向反应管

中加1 滴石蜡油。 

 

注意：让石蜡油沿着管闭流下形成覆盖层以减少样本的缺失及交叉污染。 

注意：扩增时模板量超过2ng会导致各基因座间峰高不平衡。小片段扩增产量大于大片段。减

少扩增程序中2-4 个循环数( 10/20或10/18) 可改善基因座间的平衡性。 

注意：将DNA储存于水或TE-4(10mMTris [PH 8.0],0.1mMEDTA)。如果将DNA 储存于TE 缓

冲液中，而TE 缓冲液的PH 不是8.0 或含有较高浓度的EDTA或其它PCR 抑制剂，则加入的

DNA 的体积不应超过反应终体积的20%。注意：如将扩增后的样品存放于4 oC 或以上，将

导致样品降解。 

注意：由于扩增及检测仪器的差异，循环数及进样时间(上样体积)等需针对各个实验室的仪器

进行调整优化。 

 

B. 扩增热循环 

1. 将PCR 扩增管置于热循环仪上。 

2. 选择下面推荐的各型号扩增仪的相应程序进行扩增热循环。 

3. 扩增后的样品避光保存在-20oC。 
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VI. 用ABI PRISM® 310遗传分析仪检测扩增片段 

 

由用户准备的材料(溶液组分列于章节XII.A．) 

加热块，水浴箱或热循环仪 

310毛细管，47cmx50µm (PE Biosystems) 

Performance Optimized Polymer4 (POP-4；PE Biosystems) 

玻璃注射器(1ml) 

含EDTA的10x基因分析缓冲液(PE Biosystems) 

样品管及胶盖(PE Biosystems) 

防回吸加样头(章节Ⅻ.B．) 

电导率小于100µS／cm 的去离子甲酰胺(Amresco 超纯级，Cat.#0606) 

Matrix FL-JOE-TMR-CXR(Cat.#DG2860) 

碎冰 

 

注意：甲酰胺的质量非常重要，用电导率<100µS／cm 的去离子甲酰胺。可以将甲酰胺分装

并-20C 冻存。多次冻融或在4oC 长期保存会使甲酰胺降解。电导率>100µS／cm 的甲酰胺

含有离子，在进样时和DNA 竞争。这会导致低的峰值，降低灵敏度。延长进样时间不能提高

信号强度。 

 

A. Matrix 标准化 

在Matrix 标准化时需要使用Promega 公司的PowerPlex® Matrix Standards, 

310(Cat.#DG4640)。PowerPlex® Matrix Standards, 3100(Cat.#DG4650)不能用于ABI 

PRISM® 310 遗传分析仪的Matrix 标准化。进一步的Matrix 标准化的信息可以查阅Promega 

的PowerPlex® Matrix Standards, 310 Technical Bulletin(TBD021)或登录Promega 公司网站

www.promega.com 。 

在310 分析仪上产生正确的Matrix 文件非常关键并且每一台 ABI PRISM®310 遗传分

析仪要有自己的Matrix。 

 

A. 仪器准备 

1. 参照ABI PRISM® 310 遗传分析仪的用户手册来清洗泵块，安装毛细管，校正自动进样器，

并向Syringe 中添加Polymer。 

2. 打开ABI PRISM® 310 遗传分析仪收集软件。 

3. 参照ABI PRISM® 310 遗传分析仪用户手册，准备GeneScan®样品表，在“Sample lnfo”
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栏中输入正确的样品信息。 

4. 创建新的GeneScan®进样表。在下拉菜单中选择合适的样品表。 

5. 在下拉菜单中选择“GS STR POP4 (1 ml) A”模式，选择合适的进样时间（参考页边注意事

项）。电泳时间24 分钟，其余参数的设置如下： 

Inj．Secs： 2-5 

Inj．kV： 15.0 

Run kV： 15.0 

Run oC： 60 

Run time： 24 

 

6．选择合适的Matrix 文件 (参见VI.A)。 

7．若要对收集的数据进行自动分析，选择自动分析框，合适的分析参数及大小标准对数据自

动分析，可以参照ABI PRISM® 310 遗传分析仪用户手册以获得进一步信息。 

 

注意：Promega公司试验证明模板量为0.5-1ng 纯DNA时10/20 或10/22 循环可得到满意扩

增效果。模板量加大时可减少扩增循环数， 例如10/18。此外还需进行实验室有效性验证。

注意：PowerPlex® Y系统需要检测及确定ILS 600中375 碱基峰以确定可观察到的最大等位

基因的大小。 

注意：由于毛细管温度或其他方面的变化，电泳时片段的迁移会产生微小的变化。在分析多

样本时，在电泳的不同时间加入等位基因阶梯有助于提高基因分型的准确性。 

 

C．样品的准备 

PowerPlex® Y 系统已含有作为内标的ILS 600。在进行四色荧光检测及分析扩增产物时，

每分析96 个样品，只需同时电泳3-4 次PowerPlex® Y Allelic Ladder Mix。 

1． 按下面方法准备由内标600（ILS 600）及去离子甲酰胺组成的上样混合物： 

[(1.0µl ILS 600)X(进样数)]+[(24.0µl 去离子甲酰胺)X(进样数)] 

2． 旋涡震荡10-15 秒。 

3． 将上述25.0µl 上样混合物和1.0µl 的扩增产物混合，用加样器混匀。 

4． 将25.0µl 上样混合物和1.0µl PowerPlex® Y Allelic Ladder 混合。 

5． 将样本及PowerPlex® Y Allelic Ladder 在95℃变性3 分钟，立即放在冰上冷却3分钟。

样品变性之后尽快电泳。 

6． 将小管置于合适的自动进样托盘上(48 或96 管) 

7． 将自动进样托盘置于仪器内，关上仪器门。 
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注意：由于仪器检测灵敏度的差异，故进样时间或样本进样量可加以调整，如果峰高超过

2000rfu，可将样本在混合前用Gold ST★R 1x 缓冲液稀释，否则会使各基因座等位基因峰高

不均衡。为了得到更好的结果，在扩增反应时减少模板DNA 的量或将热循环程序的循环数减

少2-4 个循环(如使用10／18 或10／20 个循环)。ILS 600 的用量也可以调整。 

 

D. 毛细管电泳及检测 

1. 将进样托盘置于仪器内，关上仪器门后选择“Run”开始毛细管电泳。 

2. 通过观察状态窗及原始数据来监测电泳状况。 

3. 每个样本从进样到电泳完成需大约35 分钟。 

4. 用GeneScan® 分析软件分析数据，打开GeneScan®文件。 

5. 浏览1 个或多个样本电泳的原始数据。点亮样本文件名，在“sample”菜单下选择“raw data”。

移动追踪线，使光标停在引物峰右侧(第一个红的内标峰之前)，以此时窗口左下角显示的数值

作为分析参数中的起始点。 

6. 分析参数见下表： 

 
*平滑度选择由各实验室自行决定。 

**峰域值即软件可识别的最小峰高值，由各实验室自行决定，一般为50-200RFU。 

7. 分析参数保存在Genescan® analysis folder 的Analysis Parameters 文件夹中。 

8. 将所保存的分析参数文件提供给样本。 
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9. 指定新的内标。选择样本文件，点亮"Size Standard"旁边的箭头，选择"DefineNew”。依据

图1 所示标记各内标峰。将新定义的内标标准保存在Genescan® analysis folder 中的“Size 

Standard”文件夹中。 

注意：如果在CXR(红色)信号中出现由于TMR(黄色)信号而带起的峰，可提高分析参数中CXR 

的信号识别域值(例如100-200 RFU)。因为CXR 信号应该高于300 RFU，所以不会影响数据

分析。 

10. 将内标标准文件提供给样本，然后分析样本文件。 

 

注意：1. 扩增样本的理想峰高应小于2000 RFU。当峰高大于2000 RFU 时，可能会由于仪器

饱和度的限制而产生杂峰（如进样量过大）。如果样品的峰高不在仪器的线性检测范围内，

杂峰与实际等位基因峰高的比率会升高，给基因分型带来困难，各个峰高的均衡性也会降低。 

2. 同一个样本在不同仪器上所测定的相关荧光单位可能不同。另外，不同的仪器对不同颜色

荧光的测量效率也会有差异，从而影响各峰值的平衡。 

 

11. 参见章节IX 进行进一步的数据分析。 

 

VII. 用ABI PRISM® 377 DNA 测序仪检测扩增片段 

 

用户准备的材料(溶液组分列于章节Ⅻ.A.) 

加热块、水浴箱、热循环仪 

碎冰 

Long Ranger®凝胶液(BioWhittaker Molecular Applications CAT. #50611) 或 Long Ranger 

Singel® pack for ABI sequencers 377-36cm (BioWhittaker Molecular Applications Cat. 

#50691) 

10％过硫酸铵(Cat. #V3131) 

TEMED (Cat. #V3161) 

尿素(Cat. #V3171) 

TBE 10xbuffer 

Nalgene® tissue culture filter (0.2微米) 

防回吸加样头（XII. B） 

凝胶上样头 

36cm 前后玻璃板 

36cm 凝胶垫片(0.2mm 厚) 
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36-孔鲨鱼齿梳或34-孔方齿梳(0.2mm 厚) 

夹子(大的办公室夹子) 

Liqui-Nox® 或其它去污剂 

Matrix FL-JOE-TMR-CXR(Cat.#DG2860) 

 

A. 制备聚丙烯酰胺凝胶 

以下介绍在ABI PRISM® 377 DNA 测序仪上进行36cm 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳的准备工

作。我们推荐使用低荧光的玻璃板，其可从仪器供应商处获得。 

1. 用热水和1％ Liqui-Nox® 溶液清洗玻璃板。然后用去离子水彻底清洗，让玻璃板在无尘埃

环境中空气干燥。 

2. 将0.2mm 厚的凝胶垫片放在前后玻璃板中间。用夹子(每边4 个)将前后玻璃板固定在一

起。将安装好的玻璃板平放在托架或相似的支撑物上。 

3. 将表10 所列的组分混合(总共50ml)，制备5％ Long Ranger®聚丙烯酰胺凝胶。不断搅动

溶液直到尿素完全溶解。 

 

表6．制备5％ Long Ranger® 聚丙烯酰胺凝胶组分 5%凝胶 终浓度 

 
注意：可使用Long Ranger Singel® Packs 。 

 

4. 将丙烯酰胺溶液用0.2 微米滤器(如Nalgene® tissue culture filter)过滤，并去气泡5 分钟。 

5. 向50ml 丙烯酰胺溶液中加入35µl TEMED和250µl 新配制的10％过硫酸铵，温和混匀。 

6. 用一次性30cc 针筒将胶液从玻板底部注入水平的玻板中，为保持胶液持续流动，可轻轻拍

打玻板帮助胶液运动避免产生气泡。 

7. 在玻璃板间插入36-孔鲨鱼齿梳或34-孔方齿梳。也可使用64 孔或96 孔的鲨鱼齿梳。 

8. 用3 个均匀分布的夹子固定梳子。 

9. 剩余的丙烯酰胺溶液作为聚合反应的对照物。 

10. 聚合反应延续2 小时以上，检查聚合反应对照物以确保聚合反应完全。 
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B. Matrix 标准化 

在Matrix 标准化时需要Matrix FL-JOE-TMR-CXR 试剂盒（Cat#.DG2860）。PowerPlex® 

Matrix Standards, 3100(Cat.#DG3380)不能用于ABI PRISM® 377DNA 测序仪的Matrix 标

准化。有关Matrix 标准化的操作步骤及进一步的Matrix标准化资料可以查阅Promega 的

Matrix FL-JOE-TMR-CXR 技术手册TBD015(与目录号Cat.#DG2860 的试剂盒一起提供)或

登陆Promega 公司的网页www.promega.com 查询。 

在377 DNA 测序仪上产生正确的Matrix 文件非常关键，并且每一台377 DNA测序仪要有

各自的Matrix。 

 

C. 仪器准备 

 

1. 打开ABI PRISM® 377 DNA 测序仪收集软件 

2. 按照GeneScan® 分析软件用户手册，准备样品表。在“sample info”栏输入适当的样品信

息。在含有PowerPlex® Y 等位基因阶梯的道的信息栏中，在兰色、黄色、绿色的“Sample info” 

栏，标记为“ladder”。 

3. 使用以下的设置建立新的GeneScan® 电泳模式： 

Plate Check Module (平板检测模式)      Plate CheckA 

Prerun Module (预电泳模式)             PR GS 36A-2400 

Run Module： (电泳模式)               GS 36A-2400 

Collect Time ：(收集时间)               2.5 小时 

Well-to-Read distance: (可读距离)        36cm 

5. 用下拉菜单选择合适的样品表和梳子。 

6. 选择合适的胶Matrix 文件(章节VII.B)。 

 

注意：使用去离子水浸湿的纸巾和塑料包裹凝胶以防止水分蒸发，凝胶可以放置过夜（尿素

结晶会破坏凝胶）。 

 

D. 凝胶预电泳 

1. 从聚合的丙烯酰胺凝胶上取下夹子。如果需要，用沾有去离子水的纸巾擦净玻板上溢出的

丙烯酰胺。 

2. 除去梳子上多余的聚丙烯酰胺并移去梳子。若用鲨鱼齿梳，小心地将梳齿插入胶中约1-2 毫

米。 

3. 将胶／玻板装入377 卡槽并固定。 
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4. 依据ABI PRISM® 377 DNA 测序仪用户手册推荐的方法拧牢仪器的卡槽并检查玻板，如果

基线不水平，须将玻板从卡槽中取出并重新擦拭玻板表面，重新检查玻板。 

5. 将TBE 1x 缓冲液加入到仪器的上下缓冲液槽中。 

6. 用充满缓冲液的30cc 注射器吹去梳齿内的气泡及未凝固的丙烯酰胺，盖好上缓冲液槽的盖

子，用弯头注射器移去胶底部的气泡。 

7. 装上加热板，接好水管，连接所有电极，关上仪器门，点击“PreRun"键开始预电泳15-20 分

钟或预电泳至胶的温度达到40oC。打开状态窗口以检测凝胶温度。 

8. 预电泳期间准备样品和等位基因阶梯。 

 

E. 准备样品及上样 

PowerPlex® Y 系统已含有作为内标的ILS 600。在进行四色荧光检测和分析扩增产物时，

每次凝胶电泳，只需加2-3 道PowerPlex® Y Allelic Ladder Mix 进行电泳。 

1. 混合ILS 600 及Blue Dextran Loading Solution 配制上样混合物。 

[(0.5µl ILS 600) x (道数)]+[(1.5µl Blue Dextran Loading Solution) x (道数)] 

2. 旋涡震荡10-15 秒。 

3. 将1.0µl 扩增产物加入到2.0µl 上述混合物中。 

 

注意：由于仪器检测极限不同，故进样时间或样本进样量可加以调整，如果峰高超过2000RFU，

可将样本在混合前用Gold ST★R 1x 缓冲液稀释，否则可能会使各基因座等位基因峰高不均

衡。为了得到更好的结果，在扩增反应时使用少量的模板DNA 或将热循环程序的循环数减少

2-4 个循环。 ILS 600 的用量可以调整。 

 

4. 将1.0µl PowerPlex® Y 等位基因阶梯加入到2.0µl 步骤1 配制的上样混合物中。在上样前

旋涡震荡混匀。 

5. 离心使管中的全部成分聚集于管的底部。 

6. 将样本及等位基因阶梯95 oc 变性2 分钟，立即放在碎冰上冷却，变性后尽快上样。 

7. 预电泳15-20 分钟后，按“pause”键暂停仪器，这时水会继续循环保持上样过程中凝胶的温

度。 

8. 用充满缓冲液的30cc 注射器吹去齿梳内尿素。 

9. 将1.5µl 变性样本上样。 

10. 给上缓冲液槽加盖并关上仪器门。 

 

F． 凝胶电泳及检测 
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1. 上样结束后，按"Cancel"键停止预电泳。确证电泳时间设置为2.5 小时后，按“Run”键开始

电泳。 

2. 通过观察胶图及状态窗控制电泳。 

3. 电泳2.5 小时。 

4. 追踪及提取胶道。 

5. 浏览胶图。将指针放在胶图的去除引物区的位置。使用window 顶端显示的值作为分析参

数中的“Start”值。 

6. 打开GeneScan®文件夹。 

7. 推荐的分析参数为： 

 
* 平滑度选择由各实验室自行决定。 

** 峰域值即软件可识别的最小峰高值，由各实验室自行决定，一般为50-200RFU。 

 

8. 分析参数保存在" GeneScan® Analysis Folder”的“Analysis Parameters”文件夹中。 

9. 将保存的分析参数文件提供给样本。 

10. 指定新的内标。选择样本文件，点亮“Size Standard”旁边的箭头，选择“Define New”。依

据图1 所示标记各内标峰。将新定义的内标标准保存在GeneScan® analysis folder 中的“Size 

Standard”文件夹中。 

11. 将保存的分子量标准提供给样品文件，然后分析样品文件。 

12. 参见章节IX 进行数据分析。 
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注意：第9 步可根据仪器的不同进行优化。推荐使用1-2µl的上样体积。 

注意：PowerPlex®Y系统需要检测并定义ILS 600中375 碱基峰，以准确判断可观察到的最大

的等位基因。 

注意：甲酰胺为刺激性的致畸胎剂，避免吸入及接触。操作时需仔细阅读注意事项并佩戴防

护眼镜和手套。 

注意：1． 样本峰高理想值为小于2000 RFU，当峰高大于2000 RFU 时，可能会由于仪器饱

和度的限制而产生杂峰（如样品过载）。如果样品的峰高不在仪器的线性检测范围内，杂峰

与实际等位基因峰高的比率会升高，给基因分型带来困难，各个峰高的均衡性也会降低。同

一个样本在不同仪器上所测定的相对荧光单位可能不同。 

2． 不同的仪器对不同颜色的荧光测量效率也会有差异，从而影响各颜色峰值的平衡。 

 

G. 玻璃板的重复使用 

分开玻板，弃去胶。用热水及1％ Liqui-Nox®溶液彻底清洁玻璃板。用去离子水 

清洗玻璃板，将其在无尘环境中阴干。在此过程中不要划伤玻板。 

 

VIII. 用ABI PRISM® 3100 遗传分析仪检测扩增片段 

 

用户准备的材料(溶液组分列于章节Ⅻ.A.) 

加热块，水浴箱或热循环仪 

碎冰 

防回吸加样头 

3100 毛细管阵列，36cm 

3100 专用Performance Optimized Polymer 4 (POP-4) 

含EDTA 的10xGenetic Analyzer Buffer 

3100 专用样品管及盖 

电导率小于100µS／cm的去离子甲酰胺(Amresco 超纯级，目录号0606) 

PowerPlex® Matrix Standards，3100(Cat.#DG3380) 

 

注意：甲酰胺的质量非常重要，用电导率<100µS／cm 的去离子甲酰胺。可以将甲酰胺分装

并-20oC 冻存。多次冻融或在4oC 长期保存会使甲酰胺降解。电导率>100µS／cm 的甲酰胺

含有离子，在进样时和DNA 竞争。这会导致低的峰值，降低灵敏度。延长进样时间不能提高

信号强度。 
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A. 光谱校准 

需要用PowerPlex® Matrix Standards，3100(Cat．#DG3380) 对ABI PRISM 3100遗传

分析仪进行光谱校正。Matrix FL-JOE-TMR-CXR(Cat.#DG2860)不能用于ABIPRISM® 3100 

遗传分析仪的Matrix 标准化。具体校正的方法请参阅PowerPlex® MatrixStandards，3100 技

术指导手册#TBD016 可从Promega 公司或Promega 公司网站www.promega.com. 获得。 

正确的光谱校正对使用ABI PRISM® 3100 遗传分析仪进行多色荧光系统分析至关重要。

每台ABI PRISM® 3100 遗传分析仪都要进行光谱校正。 

 

B. 样品准备 

PowerPlex® Y 系统已包含有内标ILS 600(Cat.#DG2611)，在进行四色荧光检测和分析

扩增产物时作为内参照标准。 

1. 按下面方法准备由内标600 (ILS 600)及去离子甲酰胺组成的上样混合物： 

[(1.0µl ILS 600)X(进样数)]+[(9.0µl 去离子甲酰胺)X(进样数)] 

2. 旋涡震荡10-15 秒。 

3. 将10.0µl 上述混合物加至加样板每孔。 

4. 加1.0µl 扩增产物(或1.0µl 等位基因梯度混合物)，盖好盖。 

注意：由于仪器检测灵敏度的差异，故进样时间或样本进样量可加以调整，如果峰高超过

2000RFU，可将样本在混合前用Gold ST★R 1X 缓冲液稀释，否则会使各基因座等位基因峰

高不平衡。为了得到更好的结果，可在扩增反应时减少模板DNA 的量或将热循环程序的循环

数减少2-4 个循环。 

5. 将样本95oC变性3 分钟，立即放在冰上冷却3 分钟。之后尽快在ABI PRISM®3100 遗传

分析仪上电泳。 

 

C. 仪器准备 

1. 参照ABI PRISM® 3100 遗传分析仪的用户手册来清洗泵块，安装毛细管阵列，校正自动

进样器，向注射器中添加胶。 

2. 打开ABI PRISM® 3100 “Data Collection”软件。 

3. 打开”New Plate Record”，命名样品板并选择“GeneScan”。选择样品板大小(96 孔或384 

孔)。点击“Finish”。 

4. 完成进样表。在“Sample Name”及“Color infor”栏中输入正确的信息。对等位基因梯度样品

在兰色、黄色、绿色的“Color info”栏中标记上“ladder”。一定要输入这些信息，以确保用

PowerTyperTM Y Macro 成功地分析数据。 

5. 在“BioLIMS Project”栏的下拉菜单中选择“3100_ Project1”。 
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6. 在“Dye Set”栏中选择“Z”。 

7. 在“Run Module 1”栏， 从下拉菜单中选择“GeneScan36POP4Default Module”。 

8. 如果收集数据时不进行自动分析，则在“Analysis Module 1”栏中选择“No Selection”。数据

收集完毕后用GeneScan®分析软件进行数据分析时，再提供分析参数。 

如果在收集数据同时进行分析，则在“Analysis Module 1”栏中选择适当的分析方式。详细指导

参见ABI PRISM® 3100 遗传分析仪用户手册。 

 

注意：根据内标峰值可适当调整内标的进样量。 

注意：将准备好的样本离心可消除会影响电泳分析的气泡。 

注意：若希望减少信号强度可在运行模式下减少进样时间。在“Tools”下通过“moduleEditor”

来改变电泳状态。同样，运行时间也可减少。 

GeneScan®样品板记录结果应如下所示： 

 
 

9. 点击“OK”。此新建样品板记录将出现在收集软件的样品板开始页的样品板记录表中。 

10. 将样品盘放入仪器，关上仪器门。 

11. 在样品板记录表中，单击刚刚建立的样品板记录名称。 

12. 一旦样品板记录被选中，点击与样品板中所加样本相对应的样品板图表。 

13. 当样品板记录与样品板连接后，样品板图表将从黄色变成绿色，样品板记录从样品板记录

列表转变成连接的样品板记录列表，并且“Run Instrument”按钮变成可点击状态。 

14. 在工具栏中点击“Run Instrument”按钮，样本开始电泳。 

15. 通过观察运行状态，阵列以及收集软件中的毛细管视窗来控制电泳。每次电泳时间约45 

分钟。 

 

D. 样本的检测 

1. 用GeneScan®分析软件分析数据。 

2. 浏览样本电泳的原始数据。点亮样本文件名，在“sample”菜单下选择“raw data”。移动追踪

线，使光标停在引物峰右侧(第一个红色的内标峰之前)，以此时窗口左下角X 轴上显示的数值
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作为分析参数中的起始点。 

3. 分析参数见下表： 

 
*平滑度选择由各实验室自行决定。 

**峰域值即软件可识别的最小峰高值，由各实验室自行决定，一般为50-200RFU。 

 

4. 分析参数保存在“Params"文件夹中。 

5. 将所保存的分析参数文件提供给样本。 

6. 指定新的内标。选择样本文件，点亮“Size Standard”旁边的箭头，选择“Define New”。依

据图1 所示标记各内标峰。将新定义的内标标准保存在“Size Standards”文件夹中。 

注意：如果在CXR(红色)信号中出现由于TMR(黄色)信号而带起的峰，可提高分析参数中CXR 

的信号识别域值(例如100-200RFU)。因为CXR 信号应该高于300RFU，所以不会影响数据分

析。 

7. 将内标标准文件提供给样本，之后分析样本文件。 

8. 参见章节 Ⅸ 进行数据分析。 

 

注意：1. 扩增样本的理想峰高应小于2000 RFU。 

2. 当峰高大于2000 RFU 时，可能会由于仪器饱和度的限制而产生杂峰(例如进样量过大)。

有时会观察到在某一颜色中出现由另一颜色的信号而带起或减低的峰。饱和信号也可能会以2 

个小峰的形式出现。 
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3. 如果样品的峰高不在仪器的线性检测范围内，杂峰与实际等位基因峰高的比率会升高，给

基因分型带来困难，各个峰高的平衡性也会降低。 

4. 同一个样本在不同仪器上所测定的相对荧光单位可能不同。另外，不同的仪器对不同颜色

荧光的测量效率也会有差异，从而影响各颜色峰值的平衡。 

 

IX. 数据分析 

A. PowerTyperTM Y Macro 

为了便于对由PowerPlex® Y 系统产生的数据进行分析，我们创建了可以用ABI 

Genotyper® 软件进行自动基因分型的文件。样本用PowerPlex® Y 系统扩增之后，用ABI 

PRISM® 310、3100 或377 DNA 遗传分析仪进行检测，并由GeneScan®分析软件分析，将

样本文件导入Genotyper® 程序，并由PowerTyperTM Y Macro 分析。 

PowerTyperTM Y Macro 须与Macintosh® Genotyper® 2.5 版本或WindowsNT® 

Genotyper® 3.6 或更高版本配套使用，在使用PowerTyperTM Y Macro 之前需要在计算机中

安装Genotyper® 软件。 

 

注意：1. 要确定在“Sample lnfo”（Macintosh）或“Color lnfo”(Windows) 栏的每一个等位基

因阶梯行含有“ladder"单词。Macro 通过识别“Ladder”来确认含有等位基因阶梯的样本文件。

“Sample lnfo"可在导入PowerTyperTM Macro之后添加或优化。点亮样品，然后在“view” 下

拉菜单中选择“show dye／lanes window”。 

注意：如果需要了解更多GeneScan®分析软件的信息，请参考GeneScan®分析软件的用户手

册。 

注意： 可以向Promega 公司索取索取PowerTyperTMY Macro。 

重要：如果未使用“save as”，传输的文件会被覆盖。锁定文件以避免这一情况的发生。 

 

2. 由ABI PRISM® 3100 遗传分析仪产生的数据用GeneScan® 分析软件的Windows NT®版

本分析。数据直接导入Genotyper® Windows NT® 版。在数据导入Genotyper® Macintosh®

版前，必须运行转换程序(由ABI 获得)，此转换程序可使由Windows NT® 产生的数据可被

Macintosh® 软件识别。 

 

B. 分析 

1. 在计算机硬盘上安装PowerTyperTM Y Macro。 

2. 打开Genotyper® 软件及owerTyperTM Y Macro，有关Genotyper® 软件的问题可参看

Genotyper® 用户手册。 
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3. 在文件栏中选择“Import”，导入GeneScan® Project 或待分析的样本文件。分别输入蓝、

黄、绿、红色。在“Edit” 下拉菜单中的“Preferences”栏中选择“Import”输入红色道的数据。 

4. 双击“Check ILS”，将会有窗口展示红色的内标情况。要保证内标片段大小标记正确，否则

需用GeneScan® 分析软件重新分析样本，重新标记内标片段。 

 

注意：在ABI PRISM® 310 或3100 分析仪上，若黄色峰高（TMR 标记的基因座 

DYS393,DYS390 及DYS385）超过1000 RFU，则通常会观察到小于150 RFU 的红色杂峰，

这并不影响蓝、黄、绿色等位基因的分析。可以在分析参数中升高红色荧光的识别域值(例如: 

150-200 RFU)来消除杂峰。 

 

5. 用于案件样本：双击“POWER”，便开始标识等位基因阶梯样本中各基因座的等位基因，此

过程需几分钟，结束时等位基因阶梯的窗口会打开（例如：DYS391,DYS389I, DYS439 及

DYS389II 等）。 

用于数据库或父权鉴定：双击“POWER 20％Filter"，与标准的“POWER”相可滤过小峰，省去

人工编辑过程。但当样本量较少或存在混合物时不宜使用“POWER 20％Filter"。一般而言，

等位基因阶梯包含了与多个或全部已知基因座长度相同的片段。等位基因阶梯的大小及重复

次数见表2。GeneScan® 及Genotype® 分析 软件将扩增样本片段与等位基因阶梯和内标进

行比较，从而达到分型的目的。当用ILS 计算等位基因阶梯长度时，长度值可能与表2 中所

列有区别，这是由于等位基因与ILS 序列不同导致了电泳差异所致。该现象不影响分析结果。 

6. 双击“Allelic Ladder"，窗口中显示蓝色荧光标记（荧光素）的等位基因阶梯(例如：DYS391, 

DYS389I, DYS439 及DYS389II),绿色荧光标记（JOE）的等位基因阶梯(例如：DYS438, 

DYS437, DYS19 及DYS392)，黄色荧光标记(TMR)的等位基因阶梯（例如：DYS393, DYS390,

及DYS385）。确认等位基因阶梯已被正确标识（图3）。 

 

注意：PowerTyperTM Y Macro软件分析使用第一个导入的等位基因阶梯样品进行。如果在等

位基因阶梯样本中出现多个“off-ladder allele” 标识则须清除该系统等位基因阶梯样本。 

 

7. 双击“Display Fluorescein Data”展示所有样本的蓝色荧光标记峰，可根据需要进行编辑。 

8. 双击“Display TMR Data”展示所有样本的黄色荧光标记峰，可根据需要进行编辑。 

9. 双击“Display JOE Data”展示所有样本的绿色荧光标记峰，可根据需要进行编辑。 

10. 通过选择“PowerTable”，“Make Allele Table”，或“MakeVertical Table”来创建合适的表格，

三种表格显示如下，其中“PowerTable”选项可以允许有4 个等位基因，还包括低峰信号和高

峰信号。“Make Allele Table”及“MakeVerticalTable”选项每个基因座只包含2 个等位基因，如
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果多于2 个则会包含最小的。Allele Table 表以列的形式来展示各个基因座而Vertical Table 

表则以行的形式来展示。 

 
注意： 这些表格可以根据需要选择。若要将数据保存在表格中，可在“Table”下拉菜单中点亮“ Export to File….”

并选择文件名及文件夹保存文件。保存的文件可用Microsoft® Excel 浏览和分析。 

 

11. 用“File” 下拉菜单中的“Save as”保存分析数据。 

 

C. 对照 

1. 观察阴性对照结果，阴性对照中不应有扩增产物。 

2. 观察9948 男性 DNA 阳性对照结果，峰高的理想值为小于2000RFU，将其 

与等位基因阶梯对照。预期的9948 男性 DNA 基因分型结果见表2(章节II. B)。 

重要：如果未使用“save as”，传输的文件会被覆盖。锁定文件以避免这一情况的发生。 

 

D. 结果 

影子带（Stutter 带） 

影子带是STR 分析中经常出现的扩增假像。对于相同的基因座，它的图形及强度会因为

使用不同的引物而不同，这是反应及扩增条件的差异引起的。对于高信号/模板比值的样品，

影子带产物经常出现在正确等位基因峰以下1 个偶尔是2 个重复单位处表1。除了影子带峰以

外，有些 PowerPlex®Y 基因座处也可观察到一些类似于影子带的峰。 对于高信号/模板比值

的DYS392 基因座及偶尔可见的其它基因座可出现大于正常等位基因1 个重复的峰。DYS19 

及DYS389II 会在 n-2 和 n +2 的位置（低于或高于正常等位基因2 个碱基）出现低水平产
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物，对于 DYS19, n-2 产物最为常见。 DYS437及DYS385 也可以在 n-5 位置出现低水平

峰，DYS385 出现 n -9 产物。影子带及影子带类似峰的强度与信号强度直接相关，当信号强

度<2000 RFU 时，就可以得出高质量数据。结果可以根据实验室的情况进行优化。应该进行

实验室内部的确认实验。如果需要可以在PowerTyperTM Y Macro 上加入附加的影子带滤片。

有关信息请与技术支持联系。 

 

假峰 

在 TMR 标记的峰DYS393 及DYS390 之间无等位基因出现的区域会出现低水平假峰，

位置大约在150-165 处。这些假像不是因为模板而引起的，而且在阴性对照及低产量产物分

析中也会出现。在扩增样品中，在兰色（<70bp），绿色 (<83bp)及黄色 (<80bp)均可观察到

低于等位基因应答峰的杂峰出现。在等位基因阶梯中，也可观察到低水平假峰；最显著的是

出现在DYS393 和DYS389II 之间的一系列峰。PowerTyperTM Y Macro 不考虑这些假峰，

因为这些假峰的强度及位置与等位基因阶梯峰存在差异。一般而言，这些假像并不影响对结

果的解释。另外，通过减少进样时间或上样体积可以降低它们的强度，或者在GeneScan®软

件中将域值提高到超出可见杂峰的水平。 

 

DYS385a/b 协同 

有关DYS385a/b 基因座的非协同性证明在先前已有所阐述。在 Kayser 最初发表的引物

序列中，在引物结合位点但在重复区以外引入了一个单碱基缺失（11,13,37）。另外一套引物

序列由Schneider 发表，得到的扩增产物要小得多并包含突变区。利用Kayser 引物扩增

DYS385a/b 非编码区，比用Schneider 引物得到的扩增产物少一个碱基。现在普遍使用的是 

Schneider 引物。PowerPlex® Y 系统使用Schneider 引物结合位点以得到更高的男性特异

性，产生的扩增产物与Kayser 位点相比要小得多。协同/有效性验证由U.S. National Institute 

of Standards and Technology (NIST)Standard Reference Material (SRM) 2395 Human 

Y-Chromosome DNA ProfilingStandard (Gaithersburg, MD) 完成。 
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图2. PowerPlex® Y 系统。用PowerPlex® Y 系统中 10X 引物对混合物对1ng的单一模板DNA 进行扩增。

扩增产物用ABI PRISM® 310 遗传分析仪检测，进样时间为2 秒。结果用GeneScan® 分析软件进行分析。

图A：荧光素标记的DYS391,DYS389I, DYS439 及DYS389II 基因座的电泳峰图。图B：JOE 标记的

DYS438,DYS437, DYS19 及DYS392 基因座的电泳峰图。图C：TMR 标记的DYS393,DYS390 及DYS385 

基因座的电泳峰图。 
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图3. PowerPlex® Y Allelic Ladder Mix。PowerPlex® Y Allelic Ladder Mix 在ABIPRISM® 310 遗传分析仪中

的电泳图，进样时间为3 秒钟。利用Genotyper® 软件及PowerTyperTM Y Macro 对GeneScan® 样品文件

进行分析。图A：荧光素标记的等位基因阶梯的组成及命名。图B：JOE 标记的等位基因阶梯的组成及命名。

图C：TMR标记的等位基因阶梯的组成及命名。 

 

X. 问题及解决方法 

A. 扩增及片段检测 
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B. PowerTyperTM Y Macro 
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XII. 附录 

A. 缓冲液和溶液的组成 

 

 

B. 相关产品 

Flurescent STR Systems 
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非医学诊断使用。 

 

Accessory Components 

 
*仅限实验室使用。 

**非医学诊断使用。 

 

Sample Preparation Systems 

 
*仅限实验室使用。 

**非医学诊断使用。 
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Polyacrylamide Gel Electrophoresis Reagents 

 
 

ART® Aerosol-Resistant Tips 

 


