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摘 要: 采用快速 PCR扩增, 探索其法医学应用价值. 将 AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试剂盒分别与 4种不同的
快速 PCR检测试剂联合构建快速 PCR体系, 以 9947A为模板, 采用各自优化的循环参数进行扩增, 并将各分
型结果与常规方法进行比较, 结果表明: 联合构建的 4种快速 PCR体系均可获得与常规方法一致的 DNA分型
结果, 扩增用时最短可减少至 22 min. 可见应用快速 PCR方法进行扩增, 可获得与常规方法一致的 STR分型,
并且显著缩短扩增时间, 提高 DNA分型速率.
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Abstract：Rapid PCR amplification was performed to investigate the value of forensic science application.
The AmpFLSTR誖 Identifiler誖 kit together with four rapid PCR reagent were used to establish rapid PCR
system, respectively. With 9974A as a template, we used optimized cycle parameter for each kit to amplify
the gene, and compared each DNA typing result with the conventional methods. The results showed that the
amplification systems combined by the four rapid PCR reagent and the AmpFLSTR誖 Identifiler誖 kit could
all get the DNA typing results consistent with the conventional methods. The shortest amplification time was
22 min. It was clear that rapid PCR amplification could get the STR typing result consistent with the con鄄
ventional method, significantly shortened the time of amplification and improved the DNA typing rate.
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随着各国证据意识与法制意识的不断增强,
法医 DNA分析技术在现代法庭科学中的重要性日
益凸显,是各类案件、重特大事故及自然灾害等重
大事件中最有效的个体识别工具[1]. 其中最常用的
PCR鄄STR复合扩增技术,其本质是运用聚合酶链式
反应(polymerase chain reaction, PCR)技术扩增人类
基因组 DNA中高度多态性位点, 再通过片段长度
多态性对扩增产物进行分析,进而研究不同个体间
DNA分子水平上的差异及其遗传规律[2]. PCR扩增
是获得准确 STR分型的关键步骤之一, 常规扩增
过程一般耗时 3 h左右,难以满足某些紧急案件快
速获得 DNA分型结果的需求,于是该领域的一些
研究者开始致力于快速 PCR在法医学上的应用.

快速 PCR (rapid PCR 或 fast PCR)是指在保
证 PCR扩增反应结果准确性的前提下, 尽量缩短
PCR反应时间, 实现快速扩增. 目前主要在临床
快速诊断[3]、病原体快速检测[4, 5]、药物快速鉴别[6]、
动植物 DNA快速检测 [7]等方面有较广泛的实际
应用. 但同时我们可以看到, 快速 PCR正逐渐成
为法庭科学界的研究热点之一, 例如, Laurin等[8]

在 2012年尝试运用 TaKaRa快速 PCR检测试剂
对 AmpFLSTR誖 Profiler Plus誖 试剂盒的引物进
行快速 PCR 扩增 , 成功将扩增时间缩短至 26
min; 同年, 王鸿迪等 [9]应用 QIAGEN Fast Cycling
PCR 试剂盒在 60 min 内完成了对 AmpFISTR
Sinofile 试剂盒引物的扩增 ; 2013 年 , Lounsbury
等 [10]将 Thermo 快速 PCR检测试剂与 TaKaRa 快
速 PCR检测试剂组合, 与 GenePrint誖 Amelogenin
试剂盒联合构建快速 PCR 扩增体系, 整个 PCR
扩增用时不足 45 min.

AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试剂盒为包含 16
个基因座的荧光标记 STR复合扩增试剂盒, 是美
国 Applied Biosystems誖 公司较早推出的高识别
力 STR试剂盒, 目前在国内的案件鉴定与 DNA
数据库建设中应用广泛 . 为了缩短 PCR 扩增时
间, 提高 STR分型速率, 更好的应用于法医实践,
现本文将几种常用的快速 PCR 检测试剂与
AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试剂盒联合构建快速
PCR体系, 并使用快速 PCR仪进行扩增, 探索其
法医学应用价值.
1 材料与方法

1.1 样本

9947A DNA标准品(1 ng/滋L) (由公安部物证

鉴定中心提供)(注: 该 DNA标准品来源于 9947A
同源细胞系 , 通常用作 PCR 反应的阳性对照模
板, 确保所得 STR图谱的正确性).
1.2 主要仪器及试剂

Analytik Jena SpeedCycler誖 热循环仪(Jena公
司, 德国), GeneAmp誖 PCR System 9700型热循环
仪(Applied Biosystems公司, 美国), ABI 3130xl遗
传分析仪 (Applied Biosystems 公司 , 美国 ),
AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试剂盒 (Applied Biosys鄄
tems 公司 , 美国 ), SpeedSTARTM HS DNA Poly鄄
merase (TaKaRa BIO INC. 公司, 日本), PyroStartTM

Fast PCR Master Mix (2X) (Fermentas 公司 , 加拿
大), Platinum誖 Taq DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen 公司, 美国), Phusion Flash High鄄Fidelity
PCR Master Mix (Thermo Scientific公司, 美国).
1.3 PCR 扩增方法

AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试剂盒与 4种快速
PCR检测试剂分别组合, 构建快速 PCR体系, 采
用各自优化后的循环参数 , 在 Analytik Jena
SpeedCycler2 快速 PCR 仪进行扩增 . 同时按照
AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试剂盒说明书推荐的标
准程序, 在 9700型普通 PCR仪上进行扩增. 上述
实验重复 3次, 最后比较扩增时间, 分型结果一
致性、峰高平衡性、等位基因缺失情况等 (快速
PCR循环参数的优化, 是在各检测试剂推荐程序
的基础上进行相应调整, 优化过程略).
1.3.1 快速 PCR扩增
1.3.1.1 TaKaRa快速 PCR检测试剂

反应体系 10 滋L, 包含 AmpFLSTR誖 Identi鄄
filer誖 试剂盒的 Primer Set 2 滋L, TaKaRa 快速
PCR 检测试剂的 Fast Buffer 玉 (10X) 1 滋L,
SpeedSTARTM HS DNA Polymerase (5 U/滋L) 0.3 滋L,
dNTP Mixture (2.5 mmol/L each dNTP) 1 滋L, 去离
子水 5 滋L, 9947A (1 ng/滋L) 0.5 滋L. 优化后 PCR
扩增程序: 95 益 1 min; 95 益 2 s、59 益 10 s、72 益
10 s, 28个循环; 72 益 1 min; 25 益保存. 扩增用
时 22 min.
1.3.1.2 Fermentas快速 PCR检测试剂

反应体系 10 滋L, 包含 AmpFLSTR誖 Identi鄄
filer誖 试剂盒的 Primer Set 2 滋L, Fermentas 快速
PCR 检测试剂的 PyroStartTMFast PCR Master Mix
(2X) 5 滋L,去离子水 2.5 滋L, 9947A (1 ng/滋L) 0.5 滋L.
优化后 PCR 扩增程序: 95 益 4 min; 95 益 20 s、
59 益 20 s、72 益 20 s, 28个循环; 72 益 3 min; 25 益
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保存. 扩增用时 60 min.
1.3.1.3 Invitrogen快速 PCR检测试剂

反应体系 10 滋L, 包含 AmpFLSTR誖 Identifil鄄
er誖 试剂盒的 Primer Set 2 滋L, Invitrogen快速 PCR
检测试剂的 High Fidelity PCR Buffer (10X) 1 滋L,
dNTP Mix (10 mmol/L each dNTP) 0.2 滋L, MgSO4
(50 mmol/L) 0.6 滋L, Platinum誖 Taq DNA Polymerase
High Fidelity (5 U/滋L) 0.2 滋L, 去离子水 5.5 滋L,
9947A (1 ng/滋L) 0.5 滋L.优化后 PCR扩增程序: 95 益
2 min; 95 益 15 s、59 益 20 s、72 益 15 s, 28 个循
环; 72 益 3 min; 25 益保存. 扩增用时 38 min.
1.3.1.4 Thermo快速 PCR检测试剂

反应体系 10 滋L, 包含 AmpFLSTR誖 Identifil鄄
er誖 试剂盒的 Primer Set 2 滋L, Thermo 快速 PCR
检测试剂的 Phusion Flash PCR Master Mix (2X) 5 滋L,
Phusion High鄄Fidelity DNA Polymerase (2 U/滋L)
0.5 滋L, 去离子水 2 滋L, 9947A (1 ng/滋L) 0.5 滋L.
优化后 PCR扩增程序: 95 益 2 min; 95 益 5 s、59 益
20 s、72 益 20 s, 28个循环; 72 益 3 min; 25 益保
存. 扩增用时 36 min.
1.3.2 常规 PCR扩增

10 滋L反应体系: AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试
剂盒的 AmpFLSTR PCR Reaction Mix 4 滋L, Am鄄
pliTaq Gold DNA Polymerase (5 U/滋L) 0.2 滋L,
AmpFLSTR Identifiler Primer Set 2 滋L, 9947A
(1 ng/滋L) 0.5 滋L, 去离子水 3.3 滋L. 标准 PCR扩
增程序: 95 益 11 min; 94 益 1 min、59 益 1 min、
72 益 1 min, 28个循环; 60 益 60 min; 25 益保存.
扩增用时 190 min.
1.4 电泳及 STR分型数据分析

将 1 滋L上述各 PCR 扩增产物分别与 10 滋L
上样混合物(20 滋L GeneScan LIZ500内标+1 000 滋L
去离子甲酰胺) 混合, 用 ABI 3130xl遗传分析仪,
按照操作手册进行电泳分离检测 , 电泳结果用
GeneMapper IDv 3.2分析软件进行分析(注: Thermo
快速 PCR检测试剂的扩增产物采用修改过的等
位基因分型标准物(ladder)进行电泳检测).
2 结果与讨论

本文将 AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试剂盒分别
与 TaKaRa、Fermentas、Invitrogen、Thermo 4 种快
速 PCR 检测试剂联合 , 采用各自优化后的快速
PCR扩增体系和热循环参数进行扩增, 获得的分
型结果见图 1耀4, 并与常规 PCR扩增所得 STR分

型结果(图 5)对比显示: TaKaRa快速 PCR检测试
剂与 AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试剂盒联合扩增,
获得的 STR分型与常规 PCR 扩增结果一致, 图
谱清晰、准确, 未出现等位基因缺失、非特异性扩
增和非模板添加不完全所致的双峰现象, 扩增用
时最短 , 仅 22 min, 仅个别位点 RFU 值 (relative
fluorescence units,相对荧光单位) 相对较低 (图 1);
Fermentas快速 PCR检测试剂与 AmpFLSTR誖 Id鄄
entifiler誖 试剂盒联合扩增, 所获 STR分型亦与常
规 PCR扩增结果一致, 未见双肩峰、等位基因缺
失、非特异性扩增等现象, 但位点间的峰高不平
衡性较明显 (图 2); Invitrogen快速 PCR检测试剂
与 AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试剂盒联合扩增, 同
样可得到样本的准确 STR分型, 亦未见非特异性
扩增、等位基因缺失等现象, 但个别位点存在双
肩峰现象, 基因座间的峰高平衡性也有待优化(图
3); Thermo快速 PCR检测试剂与 AmpFLSTR誖 I鄄
dentifiler誖 试剂盒联合扩增, 由于该酶无法进行
腺苷酸添加, 故需使用修改后的匹配 ladder辅助
电泳检测(常见的 TaqDNA聚合酶在复制过程中,
一般会在 PCR扩增产物的 3忆末端添加一个额外
的腺苷酸, 这种非模板添加称为腺苷酸添加, 而
Thermo快速 PCR检测试剂所使用的快速酶不具
有此功能, 因此其扩增产物与普通的 ladder不匹
配), 这为该检测试剂今后在法医实践中的应用带
来一定的不便, 但更换 ladder后同样可获得样本
的可靠分型, 且基因座间的峰高平衡性较好, 具
有一定的实际应用价值 . 同时 , 以基因座
D2S1338为例, 4种快速 PCR检测试剂的扩增效
率比较结果见图 6, 从多次扩增结果的峰高平均
值和标准差综合判断, TaKaRa 快速 PCR检测试
剂的扩增效率较高.

上述各快速 PCR分型结果存在一定的问题,
推测其原因可能是所采用的扩增体系或循环参数

未达到相应快速酶的最适宜扩增条件, 有待后续
通过调整 Mg2+浓度或延长退火与终延伸时间等实
现进一步优化.
3 结 论

综上所述, 由 TaKaRa、Fermentas、Invitrogen、
Thermo 4 种 快 速 PCR 检 测 试 剂 分 别 与
AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试剂盒联合构建快速
PCR扩增体系, 所得 DNA分型结果均与常规方
法一致, 尤其是 TaKaRa快速 PCR检测试剂所得
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图 1 TaKaRa快速 PCR检测试剂扩增结果
纵坐标表示峰高的 RFU值; 横坐标表示 DNA片段的大小; 4种颜色代表荧光染料颜色标记的扩增产物(图 2耀5同).
Fig.1 The amplification result of TaKaRa rapid PCR detection reagent
The Y鄄axis represents RFU of peak height; the X鄄axis represents size of DNA fragments; 4 kinds of color represent the amplifi鄄
cation products tagged by fluorescent dye (Same with Fig.2耀5).

图 2 Fermentas快速 PCR检测试剂扩增结果
Fig.2 The amplification result of Fermentas rapid PCR detection reagent

图 3 Invitrogen快速 PCR检测试剂扩增结果
Fig.3 The amplification result of Invitrogen rapid PCR detection reagent
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的分型图谱清晰准确, 且扩增用时仅需 22 min,
较常规方法所需的 190 min缩短了约 88%,大幅度
缩短了扩增时间,提高了 DNA分型速率,在今后的
法医实践中有很大的应用价值. 但如上所述, 仍需

通过后续研究实现 PCR扩增体系与循环参数的进
一步优化,从而解决各种方法现存的问题,提高各
快速 PCR检测试剂与 AmpFLSTR誖 Identifiler誖 试
剂盒的匹配程度, 更好地为法庭科学实践服务.
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