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摘要：针对 cyt b基因和 ND6基因序列，设计两对引物，以 14种常见动物(包括人)生物性检材 

为对象进行 PCR扩增，产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)、硝酸银染色进行分析。结果证明， 

两条电泳条带者为人样本，分别是 cyt b基因片段(358 bp)和 ND6基因片段 (181 bp)；一条电 

泳条带者为动物来源，是358 bp cyt b基因片段。在 37．5 L PCR反应体系中最小检出模板量 

为0．25 Pg基因组 DNA。检材在 4℃、室温和37℃温度下，经过 4个月后均可获得正确的种属 

区分。高度潮湿环境中放置50 d的检材、形成于水泥地面、墙面、泥土等基质上的血痕，本方法 

可得到正确区分。由此建立的种属鉴定的线粒体基因复合扩增体系，其检测片段短、灵敏度高、 

操作简易，适合法医学上微量、降解、陈旧检材的种属判定。 
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种属鉴定在法医学上有非常重要的意义，其 

任务主要是鉴定生物性检材的种属来源，明确检 

材是来自人类还是动物⋯。这是一切法医物证 

学实验室的常规工作。种属鉴定有多种方法，包 

括形态学方法、血清学方法、细胞学方法、分子生 

物学方法及生物化学方法 J。 

目前种属鉴定的研究重点主要集中在线粒体 

脱氧核糖核酸(简称 mtDNA)，因细胞内线粒体拷 

贝数远高于核内DNA，在核 DNA已经降解的样 

品中仍有较大可能提取到 mtDNA。而法医学实 

践中经常遇到腐败、陈旧以及微量的检材，正好借 

助 mtDNA的这一优点。但 目前种属鉴定方法尚 

存在不足，如现有的复合扩增反应体系有潜在的 

不稳定性、某些缺乏必需的内对照和一些检测体 

系费用昂贵。本研究拟针对目前种属鉴定中存在 

的这些不足，选择 mtDNA编码基因为目标片段， 

优化复合扩增体系，建立稳定可靠的线粒体基因 

复合扩增技术方案，以期为法医学种属鉴定提供 

更为实用的技术方法。 

1 材料和方法 

1．1 样本 

1．1．1 人类样本来自四川成都地区汉族群体，随 

机抽取 13名男性、l3名女性共 26名无血缘关系 

个体的静脉血 1 mL，EDTA抗凝，一2O℃保存。 

本实验共取了l3种常见动物，每种各2个个体的 

样本。这 l3种动物分别为恒河猴、家猪、牛、羊、 

狗、兔、豚鼠、鸡、鸭、鲢鱼、鳝鱼、大鼠、牛蛙。前 7 

种动物取血液约2 mL，EDTA抗凝，一2O℃保存； 

其余取肌肉或肝脏组织约 20 g，直接 一20℃冷冻 

保存。 

1．1．2 灵敏度检测所需样本取 自本校法医病理 

学 3具送检解剖样本，每例各取肌肉组织 20 g左 

右，直接 一20℃冷冻保存。 

1．1．3 陈旧样本取自本实验室历年检案检材，包 

括室温条件下放置9年的人类血痕样本和约1O 

年的人类骨骼样本。 
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1．2 试剂与仪器 

引物 (Invitrogen公 司 )、Taq酶、dNTP和 

Marker I(天为时代，国产)。PE9600扩增仪(PE 

公司，美 国)、可调移液器 (Eppendoff公司，德 

国)、多功能电泳仪(Pharmacia公司，瑞典)、uV 
一 260紫外分光光度计(岛津公司，日本)、纯水体 

系(Millipore公司，法国)等。 

1．3 基因组 DNA提取 

Chelex一100法提取全血、肝脏组织、肌肉组织 

样本和陈旧血痕的DNA。经典酚一氯仿法提取灵 

敏度检测肌肉样本的DNA。CTAB(十六烷基三甲 

基溴化胺)法提取陈旧骨骼样本的mtDNA。 

1．4 PCR扩增 

PCR扩增总体积为37．5 L。普通PCR扩增 

体系中，加入一对引物，其用量为50 M，0．3 ， 

Taq酶用量为 1．5 U。复合扩增体系中，加入 2对 

引物，其用量分别是cyt b引物为50 M，0．25 ， 

ND6引物为 50 ixM，0．3 tzL，Taq酶用量为 1．75 

u。在 PCR扩增时设立阴性对照和阳性对照。阴 

性对照所用模板为纯水。阳性对照为 PCR体系 

中加人等体积的已知人的 DNA样本。将上述反 

应体系在 PE9600热循环仪上进行扩增，先进行 

)O 

300 

94℃预变性 3 min；然后运行 30次 PCR循环，退 

火温度定为 52 qC；最后 72 cI=延伸 7 min。PCR 

扩增产物4 qC保存。 

1．5 PAGE一银染显色 

将PCR产物用6％非变性聚丙烯酰胺凝胶 

连续缓冲系统进行垂直电泳，2 IxL上样。电泳条 

件为恒压 600 V电泳 60 rain，硝酸银染技术进行 

显色。 

2 结果 

2．1 cyt b引物和ND6引物复合扩增体系的建立 

PCR扩增体系中将 cyt b和 ND6两对引物进 

行复合扩增，在37．5 L复合扩增反应体系中，若 

cyt b和 ND6两对引物以相同浓度50 txM，0．3 IxL 

参与反应，经电泳银染显色，eyt b基因片段的条 

带明显浓于ND6基因。因此根据两者条带在动物 

与人类样本中的浓淡，相应调整反应体系中 eyt b 

引物至50 M，0．25 IxL，而 ND6引物用量不变， 

使两者PCR产物相当。 

本系统检测结果为动物样本检出一条带；人 

的样本检出两条带，这表明本研究建立的复合扩 

增体系能成功区分人和动物的种属(图 1)。 

图 1 cyt b引物和 ND6引物扩增人和动物样本的电泳图 

Fig．1 Coamplification of eyt b and ND6 for various animals and human DNA samples 

图左侧数字为分子量Marker的大小，图上方 

为不同样本。M：MarkerI(100—6OO bp)。图上方 

为阴极，下方为阳极。该图表明 cyt b／ND6复合 

扩增体系能区别人和动物。PAGE一银染显示 2 

条带为人的样本，显示 l条带的为动物样本。 

2．2 系统灵敏度检测 

经典酚一氯仿法提取的人类 DNA样本用紫 

外分光光度计测量 260 nm、280 nm和 330 nm处 

的OD值，三管 DNA平均后分别为：0．415、0．269 

和0．029。依据公式计算 DNA浓度(Ixg／mL)= 

(0D260—0D330)×500 lxg／mL×稀释倍数 

(100)，所得结果 为 579 p~g／mL；DNA纯度 = 

(0D260—0D330)／(0D280—0D330)，所得结果 

为 1．61。纯度比值在 1．6—1．8范围内说明所得 
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DNA纯度较高。将该 DNA溶液稀释后进行检 

测，最终反应体系中加入 DNA模板量分别为：2 

Pg、1 Pg、0．5 Pg、0．25 Pg和 0．2 Pg，PCR产物经 

400 bp 

300bp 

200 bp 

PAGE一银染显色后，实验结果表明在本实验条件 

下，37．5 L体系中0．25 Pg以上均可得出正确的 

分析结果(见图2)。 

human samples 

2pg 1 Pg 0
．
5p 0．25Pg 0

．2pg 

图2 灵敏度检测电泳图 

Fig．2 Detective limit of sensitivity 

2．3 环境对检材的影响 

人血痕样本在4℃、室温和 37℃环境条件 

下 ，放置0 d、7 d、15 d、30 d、50 d、90 d、120 d后 ， 

Chelex一100法提取 DNA，然后扩增进行检测，结 

果显示 120 d后所有检测均可经本法得以正确区 

分(见图3)。该结果表明，本研究所建立的复合 

扩增体系可以对保留在4～37 cI=范围内、时间在 

300 bp 

200 bp 

120 d之内甚至更长时间的检材作出正确的种属 

鉴定； 且条带颜色深浅无明显可见的变化，体现 

了该方法的稳定性。根据本实验室建立的潮湿模 

型，将人血痕样本分别置于不同湿度环境中，结果 

发现在高度潮湿环境中经过 50 d，本方法可正确 

区分人和动物样本(见图4)。 

human samples UIIder 37 de~ee 

0d 7 d l5 d 30 d 50 d _90d l20d 

图3 检材在 37℃放置不同时间后进行种属鉴定的电泳图 

Fig．3 PAGE gel reslllt of species identification for samples under 37℃ for different time 

2．4 基质对结果的影响 

人血液在餐巾纸、棉签、塑料薄膜、塑料泡沫、 

水泥地面、白墙面、泥土、窗帘布等基质上制成血 

痕，用 Chelex一100法提取 DNA，然后进行复合扩 

增检测。所有检材均获得了正确的检测结果。提 

示上述的血痕基质对本方法没有显著影响(电泳 

结果未提供)。 

2．5 陈旧样本检测 

Chelex一100法提取陈旧样本 DNA，用该方 

法进行检测，均能得出正确的结果(图5)，表明可 

以用于陈旧血痕样本和骨骼样本的种属鉴定。 

图左侧数字为分子量Marker的大小，图上方 

为样本。M：MarkerI(100～600 bp)。图上方为阴 

极，下方为阳极。该图表明血痕样本和骨骼样本 

在室温下存放较长时间，运用本方法可获得正确 

的种属鉴定。 
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量、腐败降解检材，无需昂贵的基因测序就可以满 

足大部分法医学应用的要求。 

mtDNA的所有 37个基因中，将人类和动物 

基因进行序列比对发现 16S rRNA、12S rRNA和 

ND6等基因符合上述原则。这些基因序列中均 

有一段 80 bp左右长的片段，其序列在人与动物 

中几乎没有同源性。但是 16S rRNA和 12S rRNA 

的这段区域 AT含量高，回文序列多，同时还有多 

个碱基容易与其他碱基错配，因而难以设计出令 

人满意的引物。DN6基因的288—375 bp区域的 

序列在人和动物中相差也非常大，但是不存在上 

述影响引物设计的不足。本课题设计的后引物即 

位于该区域，前引物在这个区域的下游，可特异扩 

增出人 mtDNA ND6基因的一个长度为 181 bp的 

片段(图6)。 

图6a为人与猴子 ND6基因序列比对图，中 

间空缺部分代表两者序列不同区域；图6b显示 

ND6基因位于线粒体 L14438与 L14525之间。图 

6c为7种动物的ND6基因序列比对图，“ ”代 

表不同碱基。 

因法医物证检材具有易变性、变质、降解、腐 

败及微量的特点，它们所受环境因素影响千差万 

别，所以对本系统进行 了灵敏度测定。在 37．5 

L体系中，模板 DNA稀释到 0．25 Pg以上均可 

得出正确分析结果。该体系可以对 4～37℃范围 

内、时间在 120 d之内甚至更长时间的检材作出 

正确的种属鉴定；未观察到各种血痕基质对该系 

统有抑制作用。也能对四川成都室内环境中存放 

1O年的骨骼样本和血痕样本作出正确鉴定，表明 

了系统对陈旧样本的检测能力。因此从灵敏度、 

环境因素、血痕形成基质和陈旧样本等4方面对 

本方法进行可行性检测，均获得了满意的结果，可 

基本确认该方案在法医学实际检案中的可行性和 

实用性。 

本研究建立的线粒体基因复合扩增技术具有 
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图 6 ND6基因位于线粒体 L14438与 L14525之间 

Fig．6 The NI)6 positions of L14150 and L14674 

Oil mitochondrial DNA．Numbering is according to 

the human mtDNA sequence 

方法稳定、灵敏度高、费用低廉和操作简便等优 

点，能满足法医学上常规的种属鉴定。但是该技 

术能否真正运用于法医学的实践中，还需要作进 
一 步的检测。比如增加检测的动物和人类的样本 

数，以明确其扩增结果的一致性。 
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Duplex Amplification of M itochondrial DNA for Species Identification 
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Abstra~：Two paim of pfimem for the cyt b gene and ND6 gene sequences were designed and biological sample of 14 species of 

animals(including humans)PeR were amplified，and the products were analyzed by poly—aerylamide gel electrophoresis 

(PAGE)and stained with silver nitrate．The results demonstrate that the two eleetrophoretic bands of the cyt b gene fragment 

(358 bp)and ND6 gene fragment(181 bp)al'e human samples；and the one eleetrophoresis strip of 358 bp Cytb gene fragments 

is animal sources．In 37．5 PeR reaction system，the minimum  detectable template concentration is 0．25 Pg genomic DNA． 

Sam ples can be distinguished correctly at 4。C。room tempe rature and 37 。C，after four months later．Samples placed in a high 

humidity environment for 50 days and bloodstains formed in the concrete floor or on the walls，and soil matrix，call be distin- 

gnished corrcetly by the methods．The species identification method of the mitochondrial genome multiplex PeR system with short 

detected fragments are high sensitivity and easy to ope rate and suitable to determine the trace or degradation or obsolete sam ples 

offorensic． 

Keywords：species identification；Mitochondrial DNA；cyt b gene；ND6 gene；Forensic science 
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