
书书书

第二军医大学学报　２００８年６月第２９卷第６期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｕｎ．２００８，Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．６

·６２１　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００８．００６２１ ·论　著·

肾细胞癌中染色体３ｐ、９ｐ、１４ｑ微卫星不稳定及杂合性缺失分析

陈海棠１△，余永伟２△，侯建国３，常文军１，余宏宇４，赵晋丰１，曹广文１

１．第二军医大学卫生勤务学系流行病学教研室，上海２００４３３

２．第二军医大学长海医院病理科，上海２００４３３

３．第二军医大学长海医院泌尿外科，上海２００４３３

４．第二军医大学长征医院病理科，上海２００００３

［摘要］　目的：探讨肾细胞癌患者的微卫星不稳定（ＭＳＩ）和杂合性缺失（ＬＯＨ）的发生频率，并同时研究染色体微卫星变异与

肾细胞癌临床病理特征之间的关系。方法：选取位于染色体３ｐ、９ｐ、１４ｑ上的共计１２个微卫星多态性标记，采用ＰＣＲ中性聚

丙烯酰胺凝胶电泳ＥＢ染色和测序的方法对３１例肾细胞癌患者的原发病灶和配对的转移病灶进行 ＭＳＩ和ＬＯＨ分析。结

果：ＭＳＩ发生频率可达６１．３％，ＬＯＨ频率可达５４．８％，其中以Ｄ９Ｓ１６８的 ＭＳＩ发生率最高为３２．３％，ＬＯＨ发生率最高的为

Ｄ３Ｓ１２８９，达２１．４％。经统计学检验结果显示，ＭＳＩ的发生频率与肾细胞癌的ＴＮＭ 分期具有相关性（Ｐ＜０．０５），但 ＭＳＩ和

ＬＯＨ与肾细胞癌患者的性别、年龄和病理类型以及转移均无关（Ｐ＞０．０５）。结论：除Ｄ３Ｓ１５６６外的１１个微卫星标记的 ＭＳＩ
和ＬＯＨ可能是一个增加肾癌易感性的危险因素，Ｄ９Ｓ１６８、Ｄ３Ｓ１２８９是肾细胞癌中敏感的检测位点，在Ｄ９Ｓ１６８和Ｄ３Ｓ１２８９附

近可能存在与肾细胞癌有关的癌基因／抑癌基因，从而影响肾癌的发生和发展。
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　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）是泌尿系
统最常见的恶性肿瘤之一，约占人类所有恶性肿瘤
的３％。在泌尿系统肿瘤中，肾细胞癌的预后最
差［１］。研究［２６］表明肾细胞癌的发生发展与某些癌

基因激活及抑癌基因失活有关。许多抑癌基因失活
的典型改变是等位基因中一条缺失即杂合性缺失

（ｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，ＬＯＨ），通过分析微卫星多
态标记ＬＯＨ有助于发现可能存在的抑癌基因。微
卫星不稳定（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ）又称复
制错误，首先在遗传性非息肉性结直肠癌中被发
现［７］，随后在前列腺癌［８］、肝癌［９］、食管癌［１０］等肿瘤

中得以证实。本研究选取染色体３ｐ、９ｐ、１４ｑ上的

１２个微卫星位点对３１例肾细胞癌患者的 ＭＳＩ和

ＬＯＨ进行检测，同时探讨 ＭＳＩ及ＬＯＨ与肾细胞癌
的临床病理参数之间的关系。

１　材料和方法

１．１　研究对象　收集第二军医大学长海医院病理
科２０００年１１月至２００６年８月间经病理诊断证实
的３１例肾细胞癌患者的原发性及配对的转移性标
本４１例（３１例为原发性，１０例为转移）。男性２０
例，女性１１例，年龄２１～７２岁（中位年龄５８岁）。
根据 ＷＨＯ标准进行ＴＮＭ分期，Ⅰ期１０例，Ⅱ期６
例，Ⅲ期４例，Ⅳ期１１例。

１．２　实验材料　新鲜标本取自根治性肾细胞癌手
术标本术后３０ｍｉｎ内，分离肿瘤与周围正常组织后
立即放入液氮速冻，－８０℃冰箱保存备用。石蜡包

埋组织来自长海医院病理科存档标本。

１．３　基因组ＤＮＡ抽提　新鲜冰冻组织采用传统
的酚抽提的方法抽提。石蜡包埋组织切片厚度为８

μｍ，每个标本切３～４块，光镜下微切割分离肿瘤与
周围正常组织。石蜡切片经脱蜡后使用北京天根生
化科技有限公司组织基因组ＤＮＡ提取试剂盒抽提
基因组ＤＮＡ。

１．４　ＰＣＲ扩增　根据文献［１１１４］选取染色体上１２
个微卫星位点，从ＵｎｉＳＴＳ中查得１２个微卫星位点
的引物序列（表１），由上海英骏生物技术有限公司
合成。ＰＣＲ反应体系：新鲜标本取２００ｎｇＤＮＡ为
模板（石腊切片标本取５μｌＤＮＡ溶液为模板），２００

μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ（Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ 等比例），１μｍｏｌ／Ｌ引
物，５μｌ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，２．５ＵＴａｑ酶，补充ｄｄＨ２Ｏ 至
总体积为５０μｌ。ＰＣＲ反应参数：１０５℃热盖，９５℃预
变性４ｍｉｎ，９４℃１ｍｉｎ，５５～６２℃退火新鲜标本３０
ｓ（石蜡标本１ｍｉｎ），７２℃延伸新鲜标本３０ｓ（石蜡标
本１ｍｉｎ），新鲜标本３０个循环（石蜡标本３５个循
环），最后一轮扩增延伸新鲜标本５ｍｉｎ（石蜡标本

１０ｍｉｎ），４℃保存。对于石蜡切片标本第１次扩增
不理想的采用二次ＰＣＲ方法，二次ＰＣＲ反应体系：

１μｌ第一次ＰＣＲ产物为模板，２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
（Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ等比例），０．５μｍｏｌ／Ｌ引物，５μｌ１０×
Ｂｕｆｆｅｒ，１．２５ＵＴａｑ酶，补充ｄｄＨ２Ｏ至总体积为５０

μｌ，二次ＰＣＲ反应参数与第一次ＰＣＲ相同。扩增
产物经２％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察扩增条
带的纯度并估计浓度。

表１　１２个微卫星位点的引物序列

Ｔａｂ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ１２ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓ

Ｌｏｃｕｓ Ｒｅｇｉｏｎ
Ｐｒｉｍｅｒ

ＳｅｎｓｅＰｒｉｍｅｒ ＡｎｔｉｓｅｎｓｅＰｒｉｍｅｒ

Ｄ１４Ｓ６１７ １４ｑ３１ ５′ＴＴＴＴＡＧＧＴＧＧＣＣＡＣＣＡＴＣＴＡ３′ ５′ＣＣＡＧＴＴＴＡＧＧＣＡＡＣＡＧＡＡＣＡ３′

Ｄ１４Ｓ２６０ １４ｑ３２ ５′ＴＴＴＧＡＡＡＡＴＧＴＡＡＡＡＧＴＧＴＴＡＴＴＣＣ３′ ５′ＧＡＴＴＴＴＧＴＴＴＡＴＧＴＧＧＧＴＴＡＴＧＴＣ３′

Ｄ１４Ｓ１４２６ １４ｑ３２ ５′ＣＣＴＧＧＧＣＧＡＣＡＧＴＡＡＴＧＧ３′ ５′ＧＧＧＡＧＡＧＧＣＣＣＴＧＴＡＴＴＡＧＴ３′

Ｄ３Ｓ１５６０ ３ｐ２６ ５′ＣＣＣＣＧＴＴＴＴＴＴＴＡＣＴＧＡＴＣＴ３′ ５′ＣＣＴＧＡＴＡＡＴＧＧＡＡＣＴＧＴＧＡＣＡ３′

Ｄ３Ｓ１２８９ ３ｐ２１．１ ５′ＡＧＣＡＡＣＴＴＧＴＡＡＧＡＧＡＧＣＡＴＴＣ３′ ５′ＡＡＴＧＣＴＣＣＡＴＴＴＴＣＴＣＣＴＴＣ３′

Ｄ３Ｓ１３００ ３ｐ１４．２ ５′ＡＧＣＴＣＡＣＡＴＴＣＴＡＧＴＣＡＧＣＣＴ３′ ５′ＧＣＣＡＡＴＴＣＣＣＣＡＧＡＴＧ３′

Ｄ３Ｓ１５６６ ３ｐ１３ ５′ＧＣＴＧＣＴＧＡＡＧＣＡＣＣＡＡＡＴＣ３′ ５′ＣＴＣＧＴＴＧＧＡＡＡＴＣＡＴＴＣＴＧＡＧＧ３′

Ｄ３Ｓ１６６３ ３ｐ１１ ５′ＣＧＧＣＡＡＣＡＧＡＣＡＧＡＣＴＧＴＡ３′ ５′ＧＣＡＧＴＧＣＣＡＧＴＡＡＡＧＡＧＴＧ３′

Ｄ９Ｓ１７１ ９ｐ２１ ５′ＡＡＧＴＧＡＡＣＣＴＣＡＴＣＴＣＴＧＴＣＴＧ３′ ５′ＣＡＡＣＣＣＴＡＧＣＡＣＴＧＡＴＧＧＴＡ３′

Ｄ９Ｓ１５７ ９ｐ２２ ５′ＣＡＴＴＴＣＡＴＣＴＧＧＴＡＧＡＣＣＣＡ３′ ５′ＴＴＴＧＡＴＴＧＧＣＴＧＧＡＡＧＴＡＧＡ３′

Ｄ９Ｓ１７４９ ９ｐ２１ ５′ＡＧＧＡＧＡＧＧＧＴＡＣＧＣＴＴＧＣＡＡ３′ ５′ＴＡＣＡＧＧＧＴＧＣＧＧＧＴＧＣＡＧＡＴＡＡ３′

Ｄ９Ｓ１６８ ９ｐ２３ ５′ＴＧＧＴＣＴＴＴＧＴＡＡＧＧＴＡＧＴＧＣＡ３′ ５′ＣＣＣＡＣＡＴＴＧＡＣＴＧＴＴＴＧＡＡＴ３′

１．５　ＰＣＲ中性聚丙烯酰胺凝胶电泳ＥＢ染色检测

ＭＳＩ及ＬＯＨ　取上述ＰＣＲ产物５μｌ，加入适量上
样缓冲液，上样于６％非变性聚丙烯酰胺凝胶（丙烯
酰胺甲叉双丙烯酰胺为１９１）上，１６０Ｖ电压下
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至二甲苯腈距凝胶底部０．５ｃｍ，停止电泳，将凝胶
放入ＥＢ浓度为０．５μｇ／ｍｌ的１×ＴＢＥ液中浸泡３０
ｍｉｎ后，取出凝胶放入紫外摄像仪中观察结果并拍
照，记录结果。ＭＳＩ及ＬＯＨ判断标准：将肿瘤样本
与自身正常组织比较，若肿瘤组织出现等位带的移
位或带的强度增加或获得额外的带型即判断为

ＭＳＩ。若肿瘤组织较正常对照组织出现某一基因条
带消失或 密 度 减 少 ５０％ 以 上，判 断 为 杂 合 性
缺失。　　　　　
１．６　测序检测 ＭＳＩ及ＬＯＨ　抽取部分ＰＣＲ扩增
产物经北京天根生化科技有限公司测序检测 ＭＳＩ及

ＬＯＨ。测序结果的 ＭＳＩ及ＬＯＨ判断标准：将肿瘤组
织与自身正常组织对照，按照重复片段的数目变化可
以分为扩增（数目增加）、丢失（数目减少）、缺失（完
全丢失）及置换（被其他ＤＮＡ取代），将杂合子重复
片段的丢失与缺失判断为ＬＯＨ，而杂合子重复片段
的扩增与置换判断为 ＭＳＩ。

１．７　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ１２．０软件，采用

Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法对结果进行分析，双侧检验，检验
水准为０．０５。

２　结　果

２．１　微卫星不稳定性分析　除了其中２个样品测
序失败无法比较结果外，其余测序样品两种方法检
测结果一致，详见图１。３１例中１个位点以上（包含

１个位点）发生 ＭＳＩ的病例至少为１９例，可达

６１．３％（１９／３１），出现频率最高的位点是Ｄ９Ｓ１６８，达

３２．３％（１０／３１，图２Ａ），其次为Ｄ３Ｓ１５６０，发生率为

１０．７％（３／２８），Ｄ１４Ｓ６１７为９．７％（３／３１），Ｄ３Ｓ１３００
为８．７％（２／２３），Ｄ９Ｓ１７１为６．９％（２／２９），Ｄ１４Ｓ２６０
为 ４．３％ （１／２３），Ｄ３Ｓ１６３３ 为 ３．７％ （１／２７），

Ｄ９Ｓ１７４９为３．７％（１／２７），Ｄ１４Ｓ１４２６为３．３％（１／

３０）。Ｄ３Ｓ１２８９（０／２８）、Ｄ９Ｓ１５７（０／２３）、Ｄ３Ｓ１５６６（０／

２６）位点没有发现 ＭＳＩ。

２．２　杂合性缺失的分析　３１例中１个位点以上
（包含１个位点）发生ＬＯＨ的病例至少为１７例，可
达５４．８％（１７／３１），其中Ｄ３Ｓ１２８９的ＬＯＨ发生频率
最高为 ２１．４％ （６／２８，图 ２Ｂ），其次 Ｄ９Ｓ１５７ 为

１３．０％（３／２３），Ｄ３Ｓ１３００为１３．０％（３／２３），Ｄ１４Ｓ６１７
为１２．９％（４／３１），紧接着分别为：Ｄ９Ｓ１６８为９．７％
（３／３１），Ｄ１４Ｓ２６０ 为 ８．７％ （２／２３），Ｄ３Ｓ１５６０ 为

７．１％（２／２８），Ｄ１４Ｓ１４２６为６．７％（２／３０），Ｄ９Ｓ１７１
为３．４％（１／２９）。Ｄ３Ｓ１５６６（０／２６）、Ｄ３Ｓ１６３３（０／２７）、

Ｄ９Ｓ１７４９（０／２７）未发现杂合性缺失。

２．３　肾细胞癌的 ＭＳＩ及ＬＯＨ与其临床病理学特
征的相关性分析　经Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法双侧检验
得肾细胞癌的 ＭＳＩ及ＬＯＨ发生率与患者的性别、
年龄、病理类型及有无转移之间无统计学关联（Ｐ＞
０．０５），但ＭＳＩ的发生频率与肾细胞癌的ＴＮＭ分期
具有相关性（Ｐ＜０．０５，表２）。

图１　Ｄ３Ｓ１５６０位点与Ｄ１４Ｓ６１７位点

同一样品ＰＣＲ中性聚丙烯酰胺凝胶电泳ＥＢ染色（Ａ、Ｂ）

与测序（ＣＦ）检测结果比较

Ｆｉｇ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＰＣＲＰＡＧＥＥＢｓｔａｉｎｉｎｇ
ｒｅｓｕｌｔｓ（Ａ，Ｂ）ａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ（ＣＦ）ｉｎｔｈｅｓａｍｅ

ｓａｍｐｌｅｓａｔｌｏｃｉｏｆＤ３Ｓ１５６０ａｎｄＤ１４Ｓ６１７
Ａ：ＭＳＩａｔｌｏｃｕｓｏｆＤ３Ｓ１５６０；Ｂ：ＮｅｇａｔｉｖｅａｔｌｏｃｕｓｏｆＤ１４Ｓ６１７；Ｃ，Ｄ：

ＭＳＩａｔｌｏｃｕｓｏｆＤ３Ｓ１５６０（Ｃ：Ｔｕｍｏｒ；Ｄ：Ｎｏｒｍａｌ）；Ｅ，Ｆ：Ｎｅｇａｔｉｖｅａｔ

ｌｏｃｕｓｏｆＤ１４Ｓ６１７（Ｅ：Ｔｕｍｏｒ；Ｆ：Ｎｏｒｍａｌ）
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图２　Ｄ９Ｓ１６８位点微卫星不稳定（Ａ）和Ｄ３Ｓ１２８９位点杂合性缺失（Ｂ）

Ｆｉｇ２　ＭＳＩａｔｌｏｃｕｓＤ９Ｓ１６８（Ａ）ａｎｄＬＯＨａｔｌｏｃｕｓＤ３Ｓ１２８９（Ｂ）

表２　肾细胞癌的 ＭＳＩ及ＬＯＨ与其临床病理特征的关系

Ｔａｂ２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆＭＳＩａｎｄＬＯＨｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＲＣＣ

Ｉｎｄｅｘ ＭＳＩ Ｐ ＬＯＨ Ｐ ＭＳＩａｎｄＬＯＨ
ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｌｙ Ｐ

Ｓｅｘ

　　Ｍａｌｅ ６５．０％（１３／２０） ０．７０５ ５０．０％（１０／２０） ０．７０７ ２５．０％（５／２０） ０．４２３

　　Ｆｅｍａｌｅ ５４．５％（６／１１） ６３．６％（７／１１） ４５．５％（５／１１）

Ａｇｅ

　　≤４０ｙｅａｒｓ ７５．０％（３／４） １．０００ ７５．０％（３／４） ０．６０７ ５０．０％（２／４） ０．５７７

　　＞４０ｙｅａｒｓ ５９．３％（１６／２７） ５１．９％（１４／２７） ２９．６％（８／２７）

Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　ＣｌｅａｒｃｅｌｌＲＣＣ ５８．６％（１７／２９） １．０００ ５５．２％（１６／２９） ０．７１０ ３１．０％（９／２９） ０．５４９

　　ＰａｐｉｌｌａｒｙＲＣＣ １００％（１／１） １００％（１／１） １００％（１／１）

　　ＭｕｌｔｉｌｏｃｕｌａｒＲＣＣ １００％（１／１） ０％（０／１） ０％（０／１）

ＴＮＭｓｔａｇｅｇｒｏｕｐｉｎｇ
　　ＳｔａｇｅⅠ ６０．０％（６／１０） ０．０４３ ６０．０％（６／１０） ０．６１７ ３０．０％（３／１０） ０．１３４

　　ＳｔａｇｅⅡ １６．７％（１／６） ５０．０％（３／６） ０％（０／６）

　　ＳｔａｇｅⅢ １００％（４／４） ２５．０％（１／４） ２５．０％（１／４）

　　ＳｔａｇｅⅣ ７２．７％（８／１１） ６３．６％（７／１１） ５４．５％（６／１１）

Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　　Ｎｏ ５５．６％（１０／１８） ０．４８４ ５５．６％（１０／１８） １．０００ ２２．２％（４／１８） ０．２４７

　　Ｙｅｓ ６９．２％（９／１３） ５３．８％（７／１３） ４６．２（６／１３）

３　讨　论

　　现有的研究［１５２０］发现ＲＣＣ在多条染色体上出
现变异，本次研究选取了位于３个不同染色体片段
上的微卫星位点，相比较以往只选取单一染色体片
段上微卫星位点的研究更具有代表性，一个位点以
上发生 ＭＳＩ和 ＬＯＨ 的频率分别可高达６１．３％、

５４．８％。１２个微卫星位点 ＭＳＩ、ＬＯＨ 发生率以及
其与临床指标之间的关系与以往文献报道［１１１４］的结

果相差比较大，可能是因为选取的人群、检测的方
法、样本含量等因素的不同导致，但微卫星位点

ＭＳＩ、ＬＯＨ 的发生与性别、年龄无关与上述文献一
致。本次研究发现除了 Ｄ３Ｓ１５６６位点没有发现

ＭＳＩ、ＬＯＨ 外，其余位点都有不同频率的 ＭＳＩ或

ＬＯＨ，说明微卫星多态性与肾癌的发生有一定关
系，可能增加肾癌的易感性。其中Ｄ９Ｓ１６８ＭＳＩ发
生率高达３２．３％，推测Ｄ９Ｓ１６８可能与某些ＤＮＡ错

配修复基因有密切关系，从而影响肾癌的发生发展。
目前已发现人类６个错配修复基因，ｈＭＳＨ２、ｈＭ
ＳＨ６（ＧＴＢＰ）、ｈＭＬＳ３、ｈＭＬＨ１、ｈＰＭＳ１和ｈＰＭＳ２，
具体和哪些错配基因有关系，还需进一步研究，也可
能与某个未知的错配基因有关。Ｄ３Ｓ１２８９的ＬＯＨ
发生频率最高为２１．４％（６／２８），提示此处可能与某
个抑癌基因有密切关联。已有的队列研究发现多个
微卫星位点微卫星多态性与肾细胞癌［２１］、结肠直肠
癌［２２］、子宫内膜癌［２３］、头颈部癌［２４］等多种肿瘤转

移、低生存率有关，而本次病例对照研究结果显示微
卫星位点的多态性与肾癌转移无关，笔者认为可能
是因为对于肾癌而言转移是必然的，而本次选取的
微卫星位点的多态性可能只是影响转移的进程，具
体情况还需要扩大样本进行队列研究证实。此外本
次研究中发现有一定数量的病例同时出现 ＭＳＩ和

ＬＯＨ，提示ＲＣＣ的发生和发展是多因素作用的结
果。
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　　常用检测 ＭＳＩ和ＬＯＨ 的方法有ＰＣＲＳＳＣＰ、

ＰＣＲ变性聚丙烯酰胺凝胶电泳、测序、基因组扫描
等，染色方法有放射自显影技术、银染色和微卫星荧
光ＤＮＡ技术，本次研究采用ＰＣＲ中性聚丙烯酰胺
凝胶电泳ＥＢ染色的方法，实验过程较以往简单，成
本也比较低廉，分辨率高，检测结果可靠，而测序虽
然结果更为直观，对于某些碱基的突变类型的信息
更丰富更准确，但是因为微卫星位点片段一般＜２００
ｂｐ，且存在重复序列，容易测序失败，或者误差太大，
对结果无法判断。

　　本次实验过程中石蜡切片标本部分ＰＣＲ扩增
失败，其原因可能是石蜡标本在脱蜡过程中造成基
因组ＤＮＡ断裂，或者用于脱蜡的试剂没有清洗干
净，影响了后续基因组提取的纯度和浓度，从而阻碍
了某些位点的ＰＣＲ扩增；也有可能是该样本在某些
位点出现等位基因双双缺失；还有可能就是由于个
体差异，该样品在某些位点有复杂的结构，不容易

ＰＣＲ成功。此外人类基因组中的微卫星位点有数
万个，此次研究选取的位点只是其中的一小部分，因
而还需要更进一步的研究。
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