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血浆游离 DNA的 STR分型检测研究
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［摘要］目的 探讨利用血浆中游离 DNA进行短串联重复序列（short tandem repeat，STR）分型检测，解决

法医学个体识别和亲权鉴定问题的可行性．方法 采集 36例无关健康个体 EDTA-Na2抗凝血样，分离血浆，采

用经典酚 -氯仿法分别处理血浆和血细胞，对提取的 DNA进行 15个 STR基因座常规 PCR扩增和荧光标记复合

扩增，采用聚丙烯酰胺凝胶电泳和毛细管电泳检测 2种 STR分型方法进行检测．结果 常规 PCR扩增银染检测

和荧光标记复合扩增毛细管电泳检测两种 STR分型方法的结果表明，同一个体的血浆游离 DNA 和血细胞 DNA

STR分型一致，且分型效果接近．结论 血浆游离 DNA可作为一种有效的生物学样本进行 STR分型检测，应用

于法医个体识别和亲权鉴定.
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Study on STR Genotyping of Cell Free DNA in Plasma
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［Abstract］ Objective The purpose of this study was to investigate the feasibility of short tandem repeat（STR）

genotyping of cell free DNA in plasma for individual identification and paternity testing. Methods EDTA-Na2 DNA

anti-coagulant blood samples were collected from 36 unrelated healthy volunteers，and both DNA in leukocytes and

cell free DNA in plasma were extracted respectively using phenol-chloroform method. Target DNA in blood cells and

plasma were amplified using regular STR typing and fluorescent multiplex STR assay separately，accordingly，the

PCR products were analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis and capillary electrophoresis. Results Using

either normal PCR-STR or fluorescent multiplex STR assay，the consistent STR genotyping results were detected with

similar efficiency for cell DNA and plasma DNA samples from the same individual. Conclusion Cell free DNA in

plasma samples can be used as useful biological samples for STR genotyping，which can be applied to individual
identification and paternity testing in forensic practice.
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口腔拭子、血痕、精斑和腐败组织等微量或高

度降解的检材已广泛利用短串联重复序列（short

tandem repeat，STR）分析技术实现法医物证中常

见案例的个人识别和亲权鉴定．但在强奸致孕案、

医疗纠纷和器官移植等特殊案例中，常规检材受

到取材条件、样本保存等诸多限制，以致急需一

种可以满足此类案件的特殊检材.而细胞游离 DNA

（cell-free DNA， cfDNA） 的发现 [1，2]、来源特征分

析[3-5]及血浆中肿瘤标记物和胎儿游离 DNA等的临

床研究[6-10]，使血浆样本成为候选检材．因此，本

研究主要通过血浆游离 DNA的 STR分型检测以探

讨血浆样本进行个人识别和亲权鉴定的可行性.
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 仪器 低温高速离心机 （德国 Sigma 公

司）， Master PCR扩增仪 （美国 Bio-Rad公司），

DYY-8B 电泳仪 （中国北京市六一仪器厂），

ABI3130自动遗传分析仪 （ABI， USA）.

1.1.2 试剂 D8S1179、D21S11、D7S820、CSF1PO、

D3S1358、D5S818、D13S317、D16S539、D2S1338、

D19S433、VWA、D12S391、D18S51、D6S1043、FGA

（参照 NCBI 设计，上海申博化工合成），

AmpFlSTR R SinofilerTM 试剂盒 （ABI，USA，包

括上述 15 个 STR 基因座以及 Amelogenin），10

mg/mL 蛋白酶 K，Taq DNA 聚合酶 （5 U/滋L），
Gold Taq DNA聚合酶 （5 U/滋L）， GeneScan LIZ内

标，甲酰胺.

1.2 方法

1.2.1 DNA提取 取 2 mL EDTA-Na2抗凝血样置

于高速离心机中， 750 r/min离心 1 min， 将上层

血浆转移到另一支 2 mL灭菌 EP管中.为了减小从

血浆和血细胞中提取的 DNA浓度及纯度的差异，

根据其蛋白质和 DNA含量，各取 400 滋L采用经

典酚 -氯仿法分别提取血浆和血细胞 DNA:破红细

胞→消化（血浆样本中分 4次加入 20 滋L蛋白酶

K，血细胞样本中加入 5 滋L蛋白酶 K）→抽提→

沉淀→干燥→溶解（血浆 cfDNA中加入 20 滋L TE

缓冲液， 血细胞 DNA 中加入 50 滋L TE 缓冲液）

→-20℃保存备用.

1.2.2 常规PCR扩增银染检测 引物设计与合成:

参照NCBI上查询到的15个STR基因座（D8S1179，

D21S11 ，D7S820 ，CSF1PO ，D3S1358 ，D5S818 ，
D13S317，D16S539，D2S1338，D19S433，VWA，D12S391，

D18S51，D6S1043，FGA）的引物序列，并由上海申

博化工合成.

PCR 反应体系 （20 滋L） : 10×Buffer 2 滋L，

血细胞模板 DNA 1 .0 滋L或血浆模板 DNA1.5 滋L，

dNTP 2 滋L，引物 1.0 滋L， 5 U/滋L Taq DNA聚合酶

0.2 滋L，补充 PH8.2灭菌 DDW至 20 滋L.

PCR反应条件: 95℃ 10 min→10个 PCR循环:

94℃ 1 min， 60 ℃ 1 min， 70℃ 1 min30s→20 个

PCR 循 环 : 90℃ 1 min， 60 ℃ 1 min， 72℃

1min30s→72℃ 7 min→4℃保存.

按照以上 PCR反应体系和反应条件进行常规

PCR-STR扩增反应及聚丙烯酰胺凝胶电泳银染检

测，最后记录结果并拍照.

1.2.3 荧光标记复合扩增毛细管电泳检测 PCR

反应体系 （10 滋L）：Reaction Mix 4.0 滋L，血细胞

模板 DNA 1.0 滋L或血浆模板 DNA1.5 滋L，引物 set

2.0 滋L， 5 U/ 滋L Gold Taq DNA聚合酶 0.2 滋L，补

充 PH8.2灭菌 DDW至 10 滋L.
PCR 反应条件：95 ℃ 10 min→28 个 PCR 循

环: 95℃ 1 min，59℃ 1 min，72℃ 1 min→ 60℃ 60

min→4℃保存.

随机选取 5份血浆 cfDNA和血细胞 DNA按照

AmpFlSTR SinofilerTM试剂盒说明书进行荧光标记

复合扩增反应及毛细管电泳检测，经 Data

Collection V3.0和 Gene Mapper ID V3.2分析电泳检

测结果，并保存分型图谱.

2 结果

2.1 血浆 cfDNA 和血细胞 DNA 常规 PCR-STR

分型结果比对

血浆 cfDNA（P1～P36）和血细胞 DNA（C1～

C36） PCR-STR 扩增后的产物聚丙烯酰胺凝胶电

泳比对分析以 1～6号 DNA经 D21S11引物扩增后

的结果为例，见图 1.

图 1表明：血浆 cfDNA 和血细胞 DNA 经 15

个 STR基因座引物扩增后均获得清晰高效高特异

性的 DNA 谱带．且同一个体中， 无论是基因分

型、等位基因片段大小还是基因座信号强度均显示

血浆和血细胞样本的 STR分型结果基本一致，表

明血浆 cfDNA分型准确.

2.2 血浆 cfDNA和血细胞 DNA荧光标记复合扩

增结果比对

血浆 cfDNA和血细胞 DNA荧光标记复合扩增

产物的 STR分型以 7号为例分析，结果比对见图
2、图 3.

图 2、图 3表明：血浆 cfDNA 和血细胞 DNA

均获得较好的 STR图谱，不存在差异扩增或优势

扩增，具体表现为：没有出现基因座缺失或等位

基因丢失的情况，杂合子等位基因峰高和面积对

称，各基因座之间的峰高较均衡.与法医物证常规

检材的血细胞 DNA一样，血浆 cfDNA也能获得稳

定特异的 STR图谱．说明必要情况下，血浆样本

可以作为法医物证鉴定的补充检材.

3 讨论

本研究揭示，作为法医学上以前不常见的重要

生物检材之一的血浆将应用于法医学实践．血浆
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图1 血浆cfDNA(P1-P6)和血细胞DNA（C1-C6）D21S11 PCR-STR扩增产物聚丙烯酰胺凝胶电泳

Fig. 1 Polyacrylamide gel electrophoresis for D21S11 PCR-STR products of cfDNA in plasma (P1-P6) and DNA

in blood cell (C1-C6)

图2 7号血细胞DNA荧光标记复合扩增产物的STR分型图谱

Fig. 2 STR profiles of products of DNA in blood cells with fluorescent multiplex STR assay

图3 7号血浆cfDNA荧光标记复合扩增产物的STR分型图谱

Fig. 3 STR profiles of products of cfDNA in plasma with fluorescent multiplex STR assay
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cfDNA是一种无细胞状态的胞外 DNA，主要是由

细胞在信号诱发下程序性死亡过程中释放在细胞
外凋亡小体形式的小片段 DNA[11]. 器官移植患者、

肿瘤患者和孕妇等血浆 cfDNA出现的早期性及浓

度高于健康个体的特性[12-15]为特殊案例的 STR分型

检测提供了可行性依据.而本实验通过对健康个体
的血浆 cfDNA进行两种 STR分型研究，成功扩增

出与对照样本的血细胞相同的特异性条带，且效



143第 1期 陈 阳，等．血浆游离 DNA的 STR分型检测研究

果接近，也证明了血浆 cfDNA应用于个体识别和

亲权鉴定的可行性，因此血清样本也应该作为法

医生物检材之一应用于法医学实践，为解决民事

和刑事案件提供客观依据．

在今后的研究中，基于血浆样本易采集且无

创，但 cfDNA含量少、片段小、极易降解及受血

液凝集和白细胞裂解、DNA 酶等生物特点的影

响[26-18]，使样本处理、DNA 提取和检测方法有待

进一步改善.而作为一种由单核苷酸之间的差异引

起的遗传多态性 DNA片段而形成的新一代遗传标

记系统且逐渐被应用于法医学领域的单核苷酸多

态性 （single nucleotidepolymorphism，SNP）[19]将应

用于此类生物检材的研究之中，因为其 PCR产物

长度可小于 100 bp，且较 STR更更适用于微量降
解的血浆样本的法医 DNA分析和复合扩增系统的

建立.所以，为了更有效的解决法医学领域的个人

识别和亲权鉴定，血浆 cfDNA的 SNP分型检测值

得下一步的深入研究.
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