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摘要 目的　通过全基因组测序 （whole genome sequencing，WGS） 获得高密度单核苷酸多态性 （single nucleotide 

polymorphism，SNP）分型数据，评估分型准确性，研究建立WGS数据用于法医SNP系谱推断的方法。方法　通过华大

MGISEQ-200RS测序平台对样本进行深度为30×的WGS，从测序数据中提取Wegene GSA芯片中的645 199个常染色体SNP

位点，质控过滤后运用 IBS/IBD算法计算预测亲缘关系，并对样本的族群来源进行分析。结果　从测序数据中提取的SNP

分型与Wegene GSA芯片分型的一致率大于99.62%。测序获得的SNP数据使用 IBS算法可预测1~4级亲缘关系，4级亲缘预

测置信区间准确性达100%，使用 IBD算法可预测1~7级亲缘关系，7级亲缘预测为有亲缘关系的准确性达100%，通过高深

度 WGS 数据获取的 SNP 系谱推断能力与芯片预测结果无显著差异。同时，WGS 数据用于族群推断与调查结果一致。        

结论　WGS技术可应用于法医SNP系谱推断，为案件侦破提供线索。
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单 核 苷 酸 多 态 性 （single nucleotide 

polymorphism，SNP）在人基因组中分布广泛，突

变率低，遗传稳定性高，是法医遗传领域的第三代

遗传标记，常用于族群地域推断、体貌表型预测、

亲缘关系分析等［1］。其中，SNP在亲缘分析尤其是

远距离亲缘分析方面具有独特的优势。第二代遗传

标记短串联重复序列（short tandem repeat，STR）

标记通常用于亲子鉴定、全同胞鉴定，但是对二级

以上亲缘关系难以准确鉴定［2］。2018 年，美国

“金州杀手案”的破获就是通过高密度SNP预测出

嫌疑人的7级远亲关系，进而找到嫌疑人，该技术

被称为法医 SNP 系谱推断技术，并被 《科学》

（Science）杂志评为年度全球十大科学突破之一［3］。

法医 SNP 系谱推断技术迅速成为近年来法医

领域的研究热点，并为数百起冷案积案的侦破提供

了关键线索［4］。本项目组也建立了相关技术并在

命案积案侦破中发挥作用［5］。法医 SNP 系谱推断

技术是基于高密度 SNP 数据，通过个体间的共祖

片段（identity by descent，IBD）长度算法、状态

一致性（identity by state，IBS）共享统计量等算法

预测个体间的亲缘关系等级［6］。获得高密度 SNP

分型数据的方式主要为全基因组 SNP 芯片技术和

全基因组测序 （whole genome sequencing，WGS）

技术。其中，由于全基因组SNP芯片的价格优势，

成为目前法医 SNP 系谱推断最常用的数据获取方

式［7］。SNP芯片是在一块基片表面固定序列已知的

靶核苷酸的探针，用于特定 SNP 位点组合的检测

分型。国内外常用芯片包括 GSA 芯片 （65 万

SNP）、CytoSNP芯片（85万 SNP）、Affymetrix 定

制芯片 （20 万~260 万 SNP） 等，均为 Illumina、

Affymetrix 等国外产品。而且，SNP 芯片技术对

DNA 质量的要求较高，一般需 200 ng 以上，      

250 pg时7级亲缘预测准确性由99.9%降至62.6%，

对血样、精斑、唾液等样本检测效果好，但是微量

降解等现场常见生物检材的检测能力差，模拟降解
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检材平均DNA片段大小为 150 bp时，其准确率降

至0［7］。WGS技术又称为大规模并行测序，区别于

传统的Sanger（双脱氧法）测序，能够一次并行对

大量核酸分子进行序列测定的技术。WGS检测方

案的一个优势在于，DNA片段化处理是文库构建

的第一步，增加了从降解的法医样本中获得 SNP

分型结果的可能性［8］。近期有研究发现，WGS技

术在微量降解等法医现场检材的检测能力优于全基

因组SNP芯片技术［9］。

本项目组前期已构建起基于全基因组 SNP 芯

片技术的法医SNP系谱推断技［5-6］，为建立国产平

台检测能力，并进一步提升法医现场检材检测能

力，本文使用华大 MGISEQ-200RS 测序平台进行

高深度的WGS，旨在探索从高深度WGS数据中获

得准确的 SNP 分型，并进行法医 SNP 系谱推断的

可行性和准确性研究。

1　材料与方法

1.1　样本来源及DNA提取

采集本实验室来自不同家系的静脉血样本A、

B、C，标准品使用NA12878 （具有北欧和西欧血

统的犹他州女性）。所有样本在采集前均签署知情

同意书，本研究通过了公安部物证鉴定中心伦理委

员会审查 （编号： 2021-006）。静脉血均使用

QIAamp Blood Midi Kit试剂盒（QIAGEN公司，德

国）提取 DNA，使用 QubitTM dsDNA HS Assay Kit

试剂盒在 Invitrogen Qubit 4 （Thermo Fisher 公司，

美国） 上进行 DNA 定量，使用 JY-SPDT 电泳仪

（君意东方公司，中国）判断DNA完整度。

1.2　文库制备和测序

质检合格的DNA，使用MGIEasy酶切DNA文

库制备试剂套装 （华大智造公司，中国），对    

200 ng 起 始 样 本 进 行 酶 切 文 库 构 建 。 利 用

MGISEQ-200RS高通量测序试剂盒将单链环状文库

制备成 DNA 纳米球 （DNA nano ball，DNB），采

用 PE150读长测序策略，进行平均深度 30×WGS。

所有样本均使用MGISEQ-200RS测序仪进行测序。

1.3　测序数据处理

利用FastQC软件对测序仪下机数据的 fastq文

件进行质检，使用Fastp软件去除低质量片段和接

头序列，生成 Clean Fastq 文件。使用 BWA 工具，

将Clean Fastq数据比对到人类参考基因组（hg19）

上生成bam文件。用Sort工具，将bam文件按照染

色体组型进行排序，生成 sort. bam 文件。使用

GATK软件Markduplicate工具标记重复的读段，选

取唯一对比读段进行后续分析。通过GATK软件中

BQSR工具用于矫正测序碱基的真实质量值，设置

参考 SNP 数据集作为真实变异集，这些数据集之

外的位点，若测序数据与参考基因组存在差异，则

认为是错误，以此来判定并矫正测序碱基的质量

值。使用GATK的HaplotypeCaller工具，进行二倍

体基因组的变异检测，识别出潜在变异区域。

使用 Bcftools 软件从全基因组 vcf 文件中提取

感兴趣的位点，利用Python 3脚本过滤低质量位点

进行质控，并删除 Indel。使用 Plink 软件将 vcf 文

件转换为二进制格式，与参考样本合并进行法医

SNP系谱推断。

1.4　家系参考样本

家系参考样本来自项目组志愿者共计 3 个家

系，亲缘关系对应等级数量分布如表 1，包含 1~8

级亲缘，234 份样本［6］，使用 Wegene GSA 芯片

（安澜智能公司，中国）获得 645 199 个常染色体

SNP位点分型，参考刘京等［10］法医系谱亲缘关系

等级进行划分。族群推断参考样本来自公开的千人

基因组数据库。

1.5　系谱推断

通过本项目组开发的亲缘关系预测系统，分别

使用 IBS和 IBD算法对样本进行亲缘关系预测［5-6］。

IBS算法通过计算亲缘关系系数∅和零 IBD共

享统计量π0推断两个体间亲缘关系等级。零 IBD共

享统计量 π0代表两个体在一个 SNP 位点上共享同

一祖先零个等位基因的概率，亲缘关系系数∅表示

从两个体中随机抽取的两个等位基因来源于同一祖

Table 1　The quantity distribution of each kinship degree among samples

Pedigree

A

B

C

Total

1st

4

2

3

9

2nd

5

6

3

14

3rd

0

3

4

7

4th

0

2

17

19

5th

0

1

21

22

6th

0

1

29

30

7th

0

0

11

11

8th

0

0

15

15

UN

11

4

92

107

Total

20

19

195

234
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先的概率。根据系统预测的所有个体间∅和π0与推

断等级标准范围对比，可进行个体间亲缘关系等级

推断［6］。

IBD是指由于在遗传过程中，染色体会发生重

组，两个有亲缘关系个体的基因组中有一段DNA

来源于同一个祖先，通常用重组频率的测量单位厘

摩 （centimorgan，cM） 衡量，IBD 片段越长，说

明亲缘关系越近［11］。预测系统基于背景人群参考

数据进行同源染色体分离，计算两两个体之间共祖

片段 IBD的 cM总长度，进而推断个体间亲缘关系

等级［12］。

法 医 系 谱 推 断 效 能 通 过 绝 对 准 确 率

（accuracy，AC）、置信区间准确率 （confidence 

interval accuracy， CIA）、 假 阴 性 率 （false 

negative，FN） 和假阳性率 （false positive，FP）

等指标评估。绝对准确率为预测亲缘等级与调查等

级一致的关系对数占关系对数的比重，置信区间准

确率为预测等级在调查等级的上下一级浮动的关系

对数占等级数的比重，假阴性率为调查有亲缘关系

被预测为无关的对数占亲缘对数的比重，假阳性率

为调查无关被预测为有关的对数占亲缘对数的比

重。绝对准确率和置信区间准确率越高，假阴性率

和假阳性率越低，系谱推断体系越准确。

1.6　族群分析

以千人基因组数据库［13］样本为参考数据集，

利用全基因组SNP分型，使用Plink v1.9软件进行

PCA 分析，R 软件绘制 PCA 图。提取实验室前期

研究的 27AISNP体系位点，使用DAA软件进行欧

洲、非洲、东亚三大人群祖先来源推断［14］。

2　结 果

2.1　测序质量评估

从 3 份中国北方人群的静脉血和标准品

NA12878中获得的4份DNA，分为4次样本制备和

测序，其中静脉血样本用于亲缘关系推断，标准品

用于测序准确性评估。

测序芯片FCL PE150属于单线型泳道，满载输

出约150 G fastq测序数据。表2中列出了芯片泳道

的测序指标，其中每条泳道平均产生 （642.65±

25.63） 百万次读数，平均芯片利用率为 73.69%，

平均 Q30 比率为 90.50%，过滤后有效点占比 ESR

的均值为 73.69%。MGISEQ-200RS 平台与已发表

的 BGISEQ-500RS 平台［15］ 和 MGISEQ-2000RS 平

台［16］测序质量对比，平台获得相似的Q30值。测

序平均 Q30 为 90.50%，能够进行准确的基因组测

序，是后续一致性和推断准确性分析的数据基础。

4份测序样本总计获得 2 612 M reads，比对到

参考基因组 hg19 的 reads 为 2 608 M，比对率为

99.8%。平均比对质量为54.18，去除重复序列后样

本深度在 30× 以上，基因组 1× 平均覆盖率为

91.60%。GC含量均在40%左右，与人类的基因组

GC含量一致，说明测序过程碱基的偏好性低，且

读段覆盖更均匀［17］。所有样本的详细测序和SNP

覆盖指标见表3。

Table 2　Run metrics for 4 runs in MGISEQ-200RS sequencing platform

Parameters

Chip productivity1)/%

Total reads/M

Q302)/%

Split rate3)/%

Lag14)/%

Lag2/%

Runon1/%

Runon2/%

ESR5)/%

RUN1

73.88

644.41

89.72

99.04

0.08

0.10

0.07

0.06

73.88

RUN2

71.31

621.15

90.28

98.90

0.08

0.09

0.07

0.07

71.31

RUN3

73.02

636.75

90.77

99.02

0.08

0.10

0.07

0.07

73.02

RUN4

76.53

668.28

91.24

99.15

0.08

0.09

0.07

0.07

76.53

Average value

73.69±2.84

642.65±25.63

90.50±0.78

99.03±0.13

0.08

0.095±0.005

0.07

0.068±0.008

73.69±2.84

1)Chip productivity:the ratio of the number of fields of view (FOVs) that can normally output data to the total number of lane FOVs, multiplied by 

the ratio of effective reads;2)Q30/%: basecall results with a base error rate of less than 0.001 (accuracy higher than 99.9%);3)Split rate/%: total reads 

split into the correct probability of the corresponding barcode; 4)Lag/Runon: similar to phasing/prephasing in Illumina sequencing; 5)ESR/% : 

effective spot rate, proportion of effective spots after filtering.
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全基因组覆盖率随深度阈值的变化如图 1 所

示，在 1×至 5×深度区间，随着深度阈值的提升覆

盖率降低缓慢，但在大于 5×区域下降快速。覆盖

率随深度增加的变化趋势在平均深度处达到最大。

以平均深度为阈值，各样本覆盖率接近50%，说明

各位点的测序深度集中在平均测序深度附近，但不

可避免存在一部分位点深度较低及未检测到的情

况。不同深度与覆盖率的关系反应了建库片段回收

的随机性与高通量测序的随机性。随着平均测序深

度的增加，数据量越大，冗余越多，随机性会相应

的降低。因此，平均深度30×的WGS，可获得大量

的系谱推断SNP位点。

从 4份测序数据中提取Wegene GSA常染色体

645 199个SNP位点，获得1×及以上深度认为该位

点被成功提取。NA12878、A、B、C 样本成功提

取的 SNP 位点数目分别为：644 897、645 029、

644 882、645 014个。对SNP位点进行测序深度统

计 （图 2），平均测序深度处 SNP 位点数量达到

峰值。

Fig. 2　Quantity distribution of SNP at different depths

Table 3　Statistical table of bamQC parameters

Parameters

Number of reads/M

Mapping rate/%

Median insert size

Mean mapping quality

Coverage rate/%

GC percentage/%

Duplication rate/%

Depth (×)

A

634

99.91

296

54.49

91.56

40.30

17.84

30.4

B

642

99.91

294

54.56

92.22

39.59

19.25

30.7

C

634

99.90

295

54.52

92.26

40.18

16.78

30.3

NA12878

702

99.65

265

53.14

90.34

39.51

31.25

33.6

Fig. 1　Coverage rate of various samples in different depths
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2.2　SNP位点分型一致性评估

从千人基因组数据库 NA12878 的 SNP 位点分

型文件提取Wegene GSA常染色体645 199个位点，

共获得 621 128 个 SNP 位点。从 33.6×NA12878 标

准品测序数据中提取该621 128个SNP位点，用于

SNP分型准确性评估，成功提取出 621 127个SNP

位点。

33.6×未质控标准品 SNP 位点与 1000G 数据

库［13］中NA12878的SNP位点进行一致性对比，一

致率达99.62%，分型不一致位点2 365个。未质控

标准品分型为杂合子而千人数据分型为纯合子的

SNP 位点表现出位点分型的假阳性，假阳性位点

589个。未质控标准品测序分型为纯合子而千人数

据分型为杂合子的位点表现为杂合性丢失，为假阴

性位点，共 1 348个。425个 SNP位点表现为都为

纯合位点且不一致，3个SNP位点表现为杂合不一

致。分别统计假阳性、假阴性、纯合不一致和杂合

不一致位点测序深度（depth，DP）及测序质量值

（genotype quality，GQ）（图3）。

不一致位点中，假阴性与纯合不一致位点主要

集中于测序质量值GQ较低的区域，为确保在较高

检出率的前提下获得高一致率，以DP大于等于4，

GQ大于等于10为阈值，对测序样本进行质控。质

控样本的假阴性与纯合不一致位点数减少明显，假

阳性位点数量却没有得到明显改善（图 4）。假阳

性位点存在的问题主要原因分为3点：a.文库构建

过程中 PCR 扩增错误；b. 测序仪对位点荧光信号

的错误判读；c.千人基因组数据该位点测序深度较

低导致的 SNP 位点杂合性丢失。因此，提高质控

标准难以解决假阳性问题，并且可能造成大量分型

正确位点的丢失。质控后的杂合不一致位点并没有

被 过 滤 掉 ， 33.6×NA12878 的 rs6686181、

rs72781591、 rs9270230 分型为 AT、GT、CT，位

点测序深度分别为11×、26×和53×，1000G数据中

rs6686181、rs72781591、rs9270230分型AG、AG、

CA。rs72781591 位点的 26×测序中 18 次检测到碱

基 G， 2 次检测到碱基 A， 6 次检测到碱基 T，

rs9270230 位点出现了与 rs72781591 一样的情况，

23 次检测到碱基 C，10 次检测到碱基 A，20 次检

测到碱基T。MGISEQ-200RS平台采用红绿双色荧

光激发系统，碱基A能被红绿双色荧光激发，碱基

T仅被绿光激发，碱基C仅被红光激发，碱基G不

能被激发，可能为 MGISEQ-200RS 的双色荧光激

发系统在判读该位点时绿光信号偏强，从而导致碱

基A、G被错误认为碱基T。

质控过滤后，纯合不一致和假阴性位点明显减

少，不一致位点减少超过 50%，一致率得到提升，

但同时导致检出率的降低（表 4）。提取率为深度

大于等于1×的SNP位点个数在Wegene GSA芯片常

染色 SNP 位点集合的比重，检出率指通过深度大

于等于 4×、QG 值大于等于 10 指控条件的 SNP 位

点个数在Wegene GSA芯片常染色SNP位点集合的

比重。

Fig. 3　Na12878 and 1000G inconsistent SNP mass distribution
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从测序样本中提取 Wegene GSA 常染色体位

点，各样本进行GQ为10的质控过滤，质控后检出

率和一致率如表 5。由于 A、B 样本仅有 Wegene 

CGA 芯片分型数据做为对比。A、B 检出率为

99.34% 和 99.28%，提取 Wegene GSA 和 Wegene 

CGA 芯片交集位点 500 753 个，一致率分别为

99.84% 和 99.90%。 C 检 出 率 为 99.36%， 与 其

Wegene GSA芯片分型进行对比，C共有一致位点

636 587个，一致率为99.62%。

2.3　SNP位点在染色体上分布情况

质控后，样本A、B、C高深度测序数据均获

得 64万以上的位点分型数据，位点在染色体上的

分布如图5，结果显示各样本与GSA芯片位点分布

完全一致，较为均匀的分布于 22 对常染色体上，

局部区域特征上端粒区域 SNP 分布略高于染色体

中部区域，其中所有样本6号染色体28Mb HLA区

域 SNP 分布密集。位点在染色体上分布情况，说

明WGS不会导致染色体上某区域特异性检测问题，

并且满足高密度 SNP 系谱推断技术位点在人类基

因组中均匀分布的要求。

2.4　亲缘关系预测

A、B、C均为平均深度30×测序数据，与家系

参考样本Wegene GSA芯片数据合并，进行亲缘关

系计算，将所有个体间预测的亲缘关系等级与实际

调查的亲缘关系进行比较，评估亲缘关系预测准

确性。

Table 4　Consistency comparison parameter statistics

Sample

NA12878 (unquality control)

NA12878 (quality control)

Call 

rate/%

99.85

99.21

Overlap 

SNP

621 127

617 245

Consistent 

SNP

618 762

616 249

Consistent 

rate/%

99.62

99.84

Inconsistent 

SNP

2 365

996

False 

negative

1 348

399

False 

positive

589

557

Inconsistent

(homozygote)

425

37

Inconsistent

(heterozygote)

3

3

Table 5　Samples call rate after quality control

Sample

Call SNP

Overlap SNP

Consistent SNP

Call rate/%

Consistent rate/%

A

640 970

497 030

496 254

99.34

99.84

B

640 577

496 407

495 917

99.28

99.90

C

641 039

639 059

636 587

99.36

99.62

Fig. 4　Comparison of inconsistent loci in NA12878 after quality control
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表6中展示了合并后数据进行 IBS亲缘关系预

测的准确性，本文把 8 级及 8 级以上亲缘定义为

8th。从表中可以看出，1~4 级亲缘关系的 CIA 为

100%。由于 IBS 算法的局限性，随着亲缘关系等

Fig. 5　Distribution density of SNP in sequenced samples on autosomes

Table 6　The evaluation of the accuracy of genetic relationship prediction by IBS

Real kinship

PO/FS

2nd

3rd

4th

5th

6th

7th

8th

UN

IBS Predict kinship

PO/FS

9

2nd

14

1

3rd

6

1

4th

14

5th

4

15

3

6th

3

6

7th

2

4

8th

1

4

1

3

UN

1

13

10

15

104

AC/%1）

100

100

85.7

73.7

68.2

20

0

CIA/%2）

100

100

100

100

81.8

43.3

0

FN/%3）

0

0

0

0

4.5

43.3

90.9

100

FP/%4）

2.8

1)Accuracy (AC): the probability of correctly predicting two related individuals as the degree of their real kinship; 2)confidence interval accuracy

(CIA): the probability that two related individuals is predicted to be within the range of 1st of their real kinship, and above 8th degree or unknown 

relationship is not taken into consideration; 3)false negative (FN): the probability of predicting two related individuals as unrelated; 4)false positive 

(FP): the probability of predicting two unrelated individuals as within 7th degree.
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级的增加，预测准确率也随之降低，5级置信区间

准确率降为 81.8%。5级开始出现假阴性（FN），5

级之后的亲缘关系绝对准确率（AC）明显下降。

假阳性率（FP）为 2.8%，将无关亲缘预测为 8 级

亲缘。30×测序数据使用 IBS算法能够预测四级及

以内的亲缘关系。

表7中展示了合并后的数据进行 IBD亲缘关系

预测的准确性。表中显示，IBD算法预测1~5级亲

缘关系的置信区间准确率为 100%，仅在预测 8级

及以上关系对时出现假阴性，4级以上绝对准确率

开始下降。假阳性率为2.8%，将无关亲缘预测为8

级亲缘。因此，30×测序数据使用 IBD算法能够用

于 7级及以内亲缘关系预测，将 7级及以下亲缘预

测为有关系亲缘的准确率为100%。图6显示，30×

测序数据使用 IBD算法获得亲缘关系对的共享 IBD

长度与芯片数据基本一致。

经 t 检验，30×测序数据获得的 IBD 片段长度

与芯片数据对比，P值为 0.93，远大于 0.05，无显

著差异。WGS数据可用于亲缘关系预测（图7）。

2.5　族群推断

图8显示千人数据库5大人群共2 504个个体与

4个质控测序样本合并数据的主成分分析结果，左

下 为 欧 洲 人 群 ， 左 上 为 东 亚 人 群 ， 标 准 品

NA12878 在参考数据中欧洲人群处聚集，趋于左

下方。中国北方样本 A、B、C 与东亚人群聚集，

都趋向于左上方。主成分分析结果与调查结果一

致，在全基因组层面能够区分出样本的族群来源。

从WGS数据中提取4份样本的27AISNP分型，

Table 7　The evaluation of the accuracy of genetic relationship prediction by IBD

Real kinship

PO/FS

2nd

3rd

4th

5th

6th

7th

8th

UN

IBD predict kinship

PO/FS

9

2nd

14

3rd

7

1

4th

14

2

5th

4

18

3

6th

2

19

7th

6

2

8th

2

9

6

3

UN

9

104

AC/%

100

100

100

73.7

81.8

63.3

18.2

CIA/%

100

100

100

100

100

93.3

18.2

FN/%

0

0

0

0

0

0

0

60

FP/%

2.8

Fig. 6　Share IBD length distribution in kinship pairs
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4个样本的 27SNP位点与一代测序分型完全一致，

准确率为 100%。用该位点组合进行的族群推断结

果如图 9，主成分 1和主成分 2共解释了总方差的

62.27%，与全基因组主成分分析结果一致。表明

能够通过从WGS数据中提取特定位点集合的分型，

准确预测出族群来源。

3　讨 论

亲缘个体之间拥有相同的且来自共同祖先的基

因片段称为 IBD，随着减数分裂次数增加，非同源

染色体重组次数增加，所以亲缘关系越远，IBD越

短。法医 SNP 系谱推断就是基于此原理进行亲缘

关系的分析［9］。高密度 SNP 数据是进行系谱推断

的基础。在项目组前期研究中发现，针对微量降解

检材，SNP芯片的检出率较低［10］。而WGS对法医

中常见的微量降解检材具有优势，能获得较多的位

点分型。国外有研究利用ThruPLEX®试剂盒针对仅

50 pg 片段化 DNA 构建文库，进而 WGS 获得 SNP

进行系谱推断并破获案件［18］。针对高度降解的毛

干等检材，WGS也能检测出大量SNP分型数据用

于法医SNP系谱推断［19］。目前，国内尚无WGS技

术用于法医系谱案件的研究报道。因此，本研究在

国产MGISEQ-200RS平台上构建WGS法医SNP系

谱推断体系，并对其位点分型准确性和预测准确性

进行探讨。

本研究通过标准品的测序数据与千人基因组数

据对比，A、B、C与芯片数据对比，探讨了高深

度WGS的一致性。以深度为 4质量值为 10质控过

Fig. 8　Results of whole genome principal component 
analysis

Fig. 7　t Test results

Fig. 9　27AISNP inference ancestry results
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滤，在保证检出率的条件下明显降低假阴性和纯合

不一致位点数量，标准品质控后检出率为99.21%，

一致率达99.84%，不一致率低于Tillmar等［18］预测

的 30× 深度不一致率 0.8%。提取率高于 Bode 

Technologies 研 讨 会 “Forensic Genealogy：

Unlocking the Science of Genealogy”所研究的，血

液WGS起始量 250~50 ng提取率在 97%~87%之间

的范围，较 GSA 芯片的检出率 100%~95% 低，但

对极低起始量（1~0.25 ng）样本，WGS提取率的

稳定性远高于 GSA 芯片［9］。对来自 3 个不同家系

的3份样本进行平均深度30×的WGS，与芯片分型

数据对比，SNP分型一致性达 99.62%以上。有研

究表明，高深度WGS数据中假阴性位点集中在低

深度位点部分，且低频突变（0.5%<MAF<5%）和

罕见突变 （MAF<0.5%） 的一致性率较 MAF>5%

的位点低［20］，解释了在设置质控标准后假阴性位

点减少的现象。值得注意的是，质控标准过高可能

导致一致性并没有显著提升，反而检出率过低影响

后续分析，因此需要依据数据的应用方向进行评

估。质控过滤后的 SNP 位点与芯片的 SNP 位点分

布一致，WGS不存在位点分型的特异性问题，在

全基因组均匀分布适用于法医高密度 SNP 系谱

推断。

目前，已有针对全基因组 SNP 芯片数据预测

亲缘关系准确性的系统研究。起始量 200 ng 的

Illumina GSA芯片分型数据 IBD算法预测7级亲缘，

准确性为 74.6%［7］。Wgene GSA芯片分型数据 IBS

算法预测 4级亲缘，绝对准确性为 68.0%，置信区

间准确率为 98.1%［6］。在 2020 年，国外开始出现

WGS获取积案中骨骼SNP数据用于系谱推断的报

道，获得平均深度32.3×共1 035 274个SNP，在第

三方数据库中得到 IBD 大于 10 cM 的 36 个潜在亲

缘，但未能调查证实潜在亲缘的真实性［18］；WGS

检测陈旧血迹获得 60×数据共 1 861 000 SNP分型，

在第三方数据库检索到共享 IBD为 347 cM的潜在

亲缘，通过侦查锁定嫌疑人，利用 STR 图谱认定

为作案人［21］。但除了上述WGS系谱推断的个案报

道，国内外尚无在真实家系中研究不同等级亲缘推

断准确性的系统研究。由于系谱推断的结果将成为

指导侦查方向的重要依据，为避免造成方向错误和

浪费警力，非常有必要针对该技术进行系统研究，

评估预测结果准确性。通过本研究发现，使用 IBS

算法，可用于 1~4级亲缘关系的预测，4级置信区

间准确率达 100%。4 级亲缘推断准确性较已有研

究［6］稍高且无假阴性，可能是由于 4 级关系对数

量较少，预测不准确的小概率事件并没有发生。使

用 IBD算法，能够对 1~7级亲缘进行预测，7级及

以内亲缘预测为有亲缘的准确率达 100%，假阴性

为 0%。IBD 算法对预测 8 级亲缘也具有一定的价

值，即使在 IBD片段长度不能达到预测分级的标准

时，也可作为案件侦查的一个排查方向。经 t检验，

30×测序结果与芯片预测结果无显著差异，可用于

法医系谱推断。

本研究还探究了使用WGS用于族群地域推断

的可行性，全基因组 SNP 位点和提取 AISNP 体系

位点推断结果均与调查结果一致，即 WGS 法医

SNP 系谱推断体系可用于 DNA 供者的族群来源

推断。

4　结 论

基于国产测序平台的WGS获取的SNP位点组

合与全基因组 SNP 芯片的分型一致率高，可与全

基因组 SNP 芯片数据合并分析，进行准确的系谱

推断。此外，本研究使用的测序仪器、耗材和试剂

均为国产，数据安全性高，易于在法医实验室普

及。下一步将继续优化体系性能，探索并建立不同

测序深度的测序技术对微量降解检材的检测能力，

以及不同等级亲缘关系的预测性能。
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Abstract　Objective  The high density SNP genotype data were obtained by whole genome sequencing (WGS), 

the accuracy of genotype was evaluated, and this study is intended to establish the method of using whole genome 

sequencing data for SNP kinship relationship prediction. Methods  The samples were sequenced at a depth of 

30× through the MGISEQ-200RS sequencing platform, and 645 199 autosomal SNP in the Wegene GSA DNA 
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microarray were extracted from the sequencing data. After quality control and filtering, the prediction relationship 

was calculated and predicted by IBS/IBD algorithm, and the ancestry of the samples was analyzed. Results  The 

coincidence rate between SNP genotype extracted from sequencing data and Wegene GSA genotype is more than 

99.62%. The SNP genotype obtained by sequencing can predict kinship from level 1 to level 4 by using IBS 

algorithm, and confidence interval accuracy of level 4 kinship prediction is 100%. Using IBD algorithm, the 

confidence interval accuracy of level 1 to 7 kinship prediction is 100%. The pedigree inference ability of SNP 

obtained from high-depth whole genome sequence data is not significantly different from that of DNA microarray 

prediction.At the same time, the use of whole genome sequencing data for ancestry inference is consistent with 

the survey results. Conclusion  The whole genome resequencing technique can be applied to SNP genealogy 

inference to provide clues for case detection.

Key words　 single nucleotide polymorphism, whole genome sequencing, investigative genetic genealogy, 

kinship
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