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摘要: 为建立线粒体 DNA 编码区 SNP 快速分型方法, 在线粒体 DNA 编码区选取 16 个 SNP 位点(5178A、

10398A、14979C、 8020A、 13104G、11959G、10400T、14178C、3970T、5417A、11969A、12811C、10873T、

4580A、7028C、12612G), 采用多重扩增产物片段长度多态性分析方法, 对湖南地区汉族、苗族和土家族各 100

人进行了 mtDNA 编码区多态性分析。结果显示 SNP 3970T 在汉族和土家族人群中的分布频率(均为 17%)与苗

族相比(8%)存在明显差异(P＜0.01), SNP 8020A 在汉族人群中的分布频率(6%)与苗族和土家族人群( 分别为 2%

和 0%)相比存在差异( P＜0.05)。在所分析的 300 名个体中, 共检测到 45 种单倍型, 3 个民族共有的单倍型 12

种, 两个民族共有的有 10 种, 有 23 种单倍型仅在 1 个民族中出现, 其中汉族特异性的单倍型有 8 种, 苗族特异

性的有 6 种, 土家族特异性的单倍型有 9 种。mAPLP 是通过设计两条不同的正向或反向引物(使 PCR 扩增片段

长度不同)和 1 条共用的反向或正向引物, 使两个等位特异扩增片段大小不同, 从而达到 SNP 分型。 
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Abstract: To find a rapid single nucleotide polymorphism (SNP) loci typing method in the mitochondrial DNA (mtDNA) 
coding regions, we genotyped 16 SNP loci in the mitochondrial DNA coding region in Han, Miao and Tujia populations by 
the multiplex-amplified product-length polymorphism (mAPLP) technique. This method generates allele-specific fragments 
that are different in length through PCR amplification using allele-specific forward (or reverse) primers different in size and 
a common reverse (or forward) primer. Results showed that both of the allelic frequency of 3970T in Han and Tujia popula-
tions were 17%, which were significantly different from that of in the Miao population (P＜0.01). The allelic frequency of 
8020A in Han population was 6% , which was different from that of in the Miao and Tujia populations (P＜0.05) . In all of 
300 samples, a total of 45 different haplotypes were identified, 12 of which were found in all the three populations, 10 were 
shared by two populations and 23 haplotypes existed only in one of the populations. Among these 23 haplotypes, 8, 6 and 
12 haplotypes were exclusively observed in the Han, Miao and Tujia populations, respectively. 



 
第 6期 周海燕等: 应用 mAPLP方法分析湖南汉族、苗族和土家族 mtDNA编码区多态性 717 

 

Keywords: mitochondrial DNA; single nucleotide polymorphism; haplotype 

线粒体是人类细胞核外含有遗传物质的细胞

器。具有多拷贝、母系遗传、突变率高、重组率低

等分子遗传学特性[1]。由于mtDNA存在于细胞质的
线粒体中, 平均每个细胞中含有数百至数千个拷贝,
且呈环状结构,不易降解, 此外, 对于毛干、指甲等
无细胞核的检材只能提取mtDNA。基于上述特点 , 
mtDNA在法医学个体识别方面具有重要的应用价
值。目前对mtDNA多态性的研究主要集中在非编码
区中由 610 个碱基组成的两个高突变区, 但由于这
两个区域不能够提供足够的多态信息量, 识别能力
有限, 因此, 对mtDNA 编码区进行SNP研究, 能够
提高mtDNA的个体识别能力[2,3]。 

本文利用多重扩增产物片段长度多态性分析方

法(multiplex-amplified product-length polymorphism, 
mAPLP)对湖南汉族、苗族和土家族各 100 例个体 
mtDNA 编码区 16 个多态位点进行了初步研究, 为
进一步建立少数民族 mtDNA 编码区 SNP 数据库以
及开展法医鉴定和个体识别奠定基础。 

1  材料和方法  

1.1  材料 

按照知情同意的原则, 抽取湖南汉族、苗族和
土家族群体中各 100 名无亲缘关系个体外周血 , 
EDTA抗凝, 4℃保存。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计 
根据 revised Cambridge Reference Sequence 

(rCRS)序列设计引物, 由上海生工生物工程技术服
务有限公司合成。 
1.2.2  模板 DNA 制备 

采用经典酚/氯仿方法提取 DNA。  
1.2.3  PCR 扩增 

PCR扩增体系：总体积 20 μL, 模板 DNA约 60 
ng, 2 mmol/L dNTP 1.2 μL, 1×PCR 反应缓冲液, 1 
U Taq DNA 聚合酶。各种引物浓度及多重 PCR分
组见表 1。 

1.2.4  电泳分析 
扩增产物经 8% 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳, 

电压 360 V, 电泳时间 2 h, 硝酸银染色后观察。 

2  结 果 

2.1  mAPLP方法对单个 SNP等位基因的检测 

用我们设计的 16 套引物均能准确地对各 SNP
基因座的 2 个等位基因进行明确分型, 其中两条单
一条带相差 4～7 bp。 

2.2  mAPLP检测 

16个 SNP基因座, 共发现 45种单倍型, 各种基
因型的分布频率及 45种单倍型频率见表 2和表 3。 

3  讨 论 

编码区信息对 mtDNA 数据的系统分析是必不
可少的。仅通过 mtDNA 高变区对人群进行系统的
世系发育分析 ,  这样做的信息量不足以构建一棵
mtDNA的真实系统树, 得出的结果一般不能完全反
映真实的系统关系。利用 mtDNA 对人群进行系统
分析时, 应对编码区的数据进行分析, 这样可能更
加准确、有效地界定群体的 mtDNA 世系发育关 
系[4~8]。因此, 本研究选择了 16 个位于mtDNA编码
区的多态位点进行研究。 

3.1  湖南汉族、苗族和土家族人群 mtDNA 编码区
SNP分布特点 

我们选择了 16 个位于 mtDNA 编码区的多态

位点对湖南地区汉族、苗族和土家族群体进行了

初步研究, 这在国内尚属首例。我们所检测的湖

南地区汉族和土家族人群位点 3970T 多态性频率

均为 17%, 与苗族人群相比(8%)存在显著的差异

(P<0.01) ; 位点 8020A 在汉族人群中多态性频率

为 6%, 与苗族人群(2%)和土家族人群(0%)相比

均存在统计学上的差异(P<0.05)。这些结果提示在
湖南省的土家族、苗族中可能存在与汉族群体不

同的 mtDNA 编码区突变热点, 这值得扩大样本
量进一步深入研究。 
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表 1  16个多态位点及各引物浓度 
Table 1  Names, sequences and concentrations of primers using in genotyping the 16 SNP loci 

分组 
Set 

引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence ( 5′→3′) 

浓度 
Concentration 
(pmol/20 mL) 

产物大小 
Product size(bp) 

10398A atcactCTACAAAgAGGATTAGACTGAA 4.3 151 
10398G CTACAAgAAGGATTAGACTGrG 4.3 145 
10398R CTAGAAGTGAGATGGTAAATGC tgat 4.3  
5178A caaCGCACCTGAAACAAGA 2.8 107 
5178C gTCGCACCTGAAgCAAGC 2.0 102 
5178R CCCATTTGaGCAAAAAGCC tataAGACG 2.0  
14979T TAAATTAaGGCTGAAT AGACGTAAAT 3.1 86 
14979C TATGGCaGAAC 2.4 82 
14979R GATGTGTAGGAAGAGGCAGA taa 2.4  
8020A GACAATCGAGTAGTtCTCCCA 3.3 78 
8020G ACAATCGAGTAGTACaCCCG 6.6 74 
8020R TCATGAGTGCAAGACGTCT 3.3  

A 

13104A attAGCACTATAGTTGTtGCAGGA AG 2.2 70 
     

13104G CACTATAGTTGTAGCtGGG 2.2 67 
13104R aTGGGCTATTTTCTGCTAGG aaaTCC 2.2  
11959A TACTTACAGGACTCtACATA 2.0 58 
11959G TCCTACTTACAGGACTCAtCATG 2.0 55 
11959R AATATGTAGAGGGAGTATAGGG 2.0  
11969A ttaaatAATATGTAGAGGGAGTAaAGGGT 1.4 127 
11969G AATATGTAGAGGGAGTATtGGGC 1.1 121 
11969F CCACTATTAACCTACTGGGAG ag 1.4  
12811T gaTCTTGCTCATCAGTTGtTGAT 1.6 79 
12811C TCTTGCTCATCAGTaGATGAC  3.2 75 

B 

12811R atCGGTTGTATAGGATTGCTTG 1.6  
     

10400T taattaTACAAAAAGGATTAGACTGtgCT 2.4 149 
10400C TACAAAAAGGATTAGACaGAACC 3.0 142 
10400R GAAGTGAGATGGTAAATGCTAG 3.0  
14178T atttCCGAGCAATCTCAATaACAAT CCGAG 2.9 79 
14178C CAATCTCAATTtCAAC 2.9 75 
14178R aATGGGCGTTGATTAGTAG 2.9  
3970T taaaaTGTATTCGGCTATGAAGAtTAA 3.1 70 
3970C GTGTATTCGGCTATGAAGtATAG 1.6 66 
3970F AGTCTCAGGCTTCAACATCG 2.1  
5417A aattGTGGGTTTTGTATGTaCAAAT 3.8 62 
5417 G GTGGGTTTTGTATGTTCtAAC 1.2 58 

C 

5417F TACTCCCCATATCTAACAACG 3.1  
     

10873T aatataCCTAATTATTAGCATCAaCCCT 3.3 136 
10873C CCTAATTATTAGCATCATtCCC tGGTAt 4.1 130 
10873R GAGTCAGGTAGTTAG 4.1  
4580A aaaGGTTAGAACTGGAATAAAAGCaAGT 2.0 106 
4580G TTAGAACTGGAATAAAtGCTAGC 2.0 101 
4580F TACCATCTTTGCAGGCAC ttCGACACG 2.0  
7028T TACTACGTaGTAGCT ACACGTAC 1.5 59 
7028C TACGaTGTAGCCG  1.3 56 
7028R AATACAGCTCCTATTGATAGGAC 1.5  
12612A taaCTCCATAATATTCAaCCCTGTA 2.5 53 
12612G CTCCATAATATTCATtCCTGTG 2.0 50 

D 

12612R CTATGATGGACCATGTAACG 2.5  

注：表中所列引物中不能互补的核苷酸用小写字母标示。 

Note: The non-complementary nucleotides in the primers are written in small letters. 
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表 2 湖南汉族、苗族、土家族群体 16 个 mtDNA SNP 基因座的等位基因频率 
Table 2  Allele frequencies of 16 mtDNA SNP loci in Hunan Han, Miao and Tujia populations 

例数 (等位基因频率) 
n  ( Frequency) 

                                                                                                                                       SNP基因座 
SNP locus 

基因型 
Genotype 汉族 

Han 
苗族 
Miao 

土家族 
Tujia 

3970* T 17 (17%) 8 (8%) 17 (17%) 

 C 83 (83%) 92 (92%) 83 (83%) 

10398 A 35 (35%) 29 (29%) 32 (32%) 

 G 65 (65%) 71 (71%) 68 (68%) 

10400 C 41 (41%) 33 (33%) 39 (39%) 

 T 59 (59%) 67 (67%) 61 (61%) 

5178 A 17 (17%) 12 (12%) 17 (17%) 

 C 83 (83%) 88 (88%) 83 (83%) 

10873 T 20 (20%) 22 (22%) 29 (29%) 

 C 80 (80%) 78 (78%) 72 (71%) 

12612 A 0 0 0 

 G 100 (100%) 100 (100%) 100 (100%) 

11969 A 0 5 (5%) 4 (4%) 

 G 100 (100%) 95 (95%) 96 (96%) 

12811 C 7 (7%) 12 (12%) 5 (5%) 

 T 93 (93%) 88 (88%) 95 (95%) 

14178 T 0 1 (1%) 1 (1%) 

 C 100 (100%) 99 (99%) 99 (99%) 

5417 A 4 (4%) 0 1 (1%) 

 G 96 (96%) 100 (100%) 99 (99%) 

4580 A 0 0 0 

 G 100 (100%) 100 (100%) 100 (100%) 

11959 A 0 0 0 

 G 100 (100%) 100 (100%) 100 (100%) 

13104 G 1 (1%) 1 (1%) 1 (1%) 

 A 99 (99%) 99 (99%) 99 (99%) 

8020* A 6 (6%) 2 (2%) 0 

 G 94 (94%) 98 (98%) 100 (100%) 

7028 T 0 1 (1%) 0 

 C 100 (100%) 99 (99%) 100 (100%) 

14979 C 2 (2%)   0 0 

 T 98 (98%) 100 (100%) 100 (100%) 

*: 表示存在统计学上的差异。 

*: Represents statistically significant difference between two ethnic groups. 
 
3.2  群体数据分析 

在湖南地区汉族、苗族和土家族 3 个民族 300
名个体中检测到 45 种单倍型, 3 个民族共有的单倍
型 12 种, 两个民族共有的有 10 种, 有 23 种单倍型
仅在一个民族中出现, 其中, 汉族特异性的单倍型

有 8种, 苗族特异性的有 6种, 土家族特异性的单倍
型有 9种。表明不同民族在单倍型频率上存在差异。 

3.3  mAPLP 技术在 mtDNA多态性分析中的优势 

mtDNA测序是检测mtDNA 序列多态性的最常
用方法之一, 该方法具有准确度与灵敏度高、结果 



表 3  16 个 mtDNA SNP 基因座在湖南汉族、苗族和土家族群体的单倍型分布 

Table 3  Haplotypes of 16 mtDNA SNP loci in Han, Miao and Tujia populations from Hunan 

频率 
Frequency 

                                                                                                                                                                                                                                              

单倍型 
Haplotype 

                                                编号 
Number 

3970 10398 10400 5178 10873 12612 11969 12811 14178 5417 4580 11959 13104 8020 7028 14979 汉族
Han 

苗族
Miao

土家族
Tujia 

H1 C G T C C G G T C G G G A G C T 0.27 0.36 0.33 
H2 C G T A C G G T C G G G A G C T 0.09 0.04 0.08 
H3 C A C C C G G T C G G G A G C T 0.09 0.10 0.04 
H4 C A C C T G G T C G G G A G C T 0.07 0.07 0.02 
H5 C G C C C G G T C G G G A G C T 0.06 0.02 0.07 
H6 C G T C C G G C C G G G A G C T 0.05 0.10 0.02 
H7 C A T C C G G T C G G G A G C T 0.03 0.01 0.05 
H8 C G C C T G G T C G G G A G C T 0.02 0.04 0.03 
H9 C G T C T G G T C G G G A G C T 0.02 0.04 0.06 

H10 T G T C C G G T C G G G A G C T 0.02 0.01 0.01 
H11 T A C C C G G T C G G G A G C T 0.07 0.04 0.03 
H12 C G T A T G G T C G G G A G C T 0.01 0.01 0.01 
H13 T A C C T G G T C G G G A G C T 0.03 0.02 0.00 
H14 C G T A C G G T C G G G A A C T 0.03 0.01 0.00 
H15 C G T C C G G T C G G G A A C T 0.02 0.01 0.00 
H16 C G T C T G G T C G G G A G C T 0.01 0.01 0.00 
H17 C A C A C G G T C G G G A G C T 0.01 0.01 0.00 

H18 C A T A C G G T C G G G A G C T 0.00 0.01 0.01 

H19 C A C A T G G T C G G G A G C T 0.00 0.01 0.04 
H20 C G T C C G A T C G G G A G C T 0.00 0.02 0.03 
H21 C A T A C G G T C G G G A G C T 0.02 0.00 0.01 
H22 T G C C T G G T C G G G A G C T 0.01 0.00 0.01 

 



续表 

频率 
Frequency 

                                                                                                                                                                                                                                               

单倍型 
Haplotype 

                                            编号 
Number 

3970 10398 10400 5178 10873 12612 11969 12811 14178 5417 4580 11959 13104 8020 7028 14979 汉族
Han

苗族
Miao

土家族
Tujia 

H23 C G C C T G G T C A G G A G C T 0.02 0.00 0.00 
H24 T A C C T G G T C A G G A G C T 0.01 0.00 0.00 
H25 C A C C C G G T C G G G A A C T 0.01 0.00 0.00 
H26 C G T C C G G T C G G G A G C C 0.01 0.00 0.00 
H27 C G T C C G G T C G G G G G C T 0.01 0.00 0.00 
H28 T G T A C G G T C G G G A G C T 0.01 0.00 0.00 
H29 C G C A C G G T C G G G A G C C 0.01 0.00 0.00 
H30 T A C C C G G C C G G G A G C T 0.01 0.00 0.00 
H31 C G T C C G A T C G G G A G T T 0.00 0.01 0.00 
H32 C G T C C G G T T A G G A G C T 0.00 0.01 0.00 
H33 C G T A C G G T C G G G G G C T 0.00 0.01 0.00 
H34 C G C C C G A T C G G G A G C T 0.00 0.01 0.00 
H35 T G T C C G A T C G G G A G C T 0.00 0.01 0.00 
H36 C A C C T G G C C G G G A G C T 0.00 0.01 0.00 
H37 T A C A T G G T C G G G A G C T 0.00 0.00 0.07 
H38 T G C C C G G T C G G G A G C T 0.00 0.00 0.02 
H39 C G C A C G G T C G G G A G C T 0.00 0.00 0.02 
H40 C A C A T G G T T G G G A G C T 0.00 0.00 0.01 
H41 C A C A T G G T C A G G A G C T 0.00 0.00 0.01 
H42 C G C A T G G T C G G G A G C T 0.00 0.00 0.01 
H43 T A T C C G G T C G G G A G C T 0.00 0.00 0.01 
H44 T A C A C G G T C G G G A G C T 0.00 0.00 0.01 
H45 C G T C T G G C C G G G G G C T 0.00 0.00 0.01 
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稳定等特点, 但此技术费用昂贵。微测序与DNA芯
片技术进行SNP检测虽然有特异性好、能实现自动
化、高通量分析等优点, 但这两种方法也同样存在
技术条件要求高, 成本高等缺点, 在普通实验室难
以得到应用[9,10]。mAPLP可在同一管中同时检测多
个野生型和突变型等位基因。其原理是: 正向引物
(或反向引物)为针对SNP碱基设计的两条等位基因
特异性引物,两条引物相差 5～9 个碱基, 反向引物
(或正向引物)为公共引物。这样, 野生型和突变型的
基因型为一条长度不同的单一条带。本研究结果证

明此方法是一种经济、快速、准确、有效的SNP分
型方法。它在法医学实践及多种母源性疾病的关联

性研究中均具有广阔应用前景。 
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