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摘要 目的 QuickTargSeq全集成法医DNA现场快速检测系统是国内首台自主研制的现场快检仪，可应用于 InDel族群推

断检测，2 h左右完成“样本进-结果出”的快速自动化 InDel分型。本文对 InDel族群推断微流控芯片检测体系的性能进行

评估，以期为实践应用提供参考。方法 使用 InDel族群推断微流控芯片检测体系，对体系的灵敏度、干扰物耐受性、成功

率、分型准确率、精确性、准确性、峰平衡性及检材适应性进行验证评估，同时对测试样本的族群来源进行推断。

结果 138份样本的全集成检测成功率为95.65%，分型准确率为98.85%；DNA模板量≥5 ng时，可获得完整 InDel分型，口

腔拭子样本最佳采集次数为口腔内壁左右两侧各刮擦8次，血卡样本最佳检测方式为6片（Φ=2 mm）；所有基因座的平均杂

合子峰高比值为0.86；10次运行的等位基因分型标准物（allelic ladder）片段大小标准差均在0.3 bp以内，测试样本等位基

因和相应的等位基因分型标准物之间的片段准确性均在0.5 bp以内。结论 该体系可实现对口腔拭子、血卡、唾液卡及烟

蒂样本的准确分型，能够准确推断样本的族群来源。
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法医 DNA 检验中常用的短串联重复序列

（short tandem repeat，STR）遗传标记可实现精准

个体识别，但对于 STR 分型入库无比中，无目标

嫌疑人，也没有其他线索的某些案件，STR分型无

法发挥作用。祖先信息标记（ancestry informative

markers，AIMs）是指在不同族群间具有等位基因

频率分布差异的标记位点［1］。插入/缺失多态性

（insertion/deletion polymorphism，InDel）作为一种

常见的祖先信息标记，能对现场生物物证的族群、

地域来源等特征进行预测，在个体识别无法发挥作

用时，获取更多有关种族、地域信息，进一步缩小

侦查范围［2］。传统DNA检验技术包括DNA提取、

DNA定量、PCR扩增、毛细管电泳检测，整个过

程耗时费力，且对人员技能和设备要求较高。基于

微流控芯片技术的法医DNA现场快速检验系统将

上述步骤集成于一体，可实现“样本进-结果出”，

能够满足公安实战对DNA现场化和快速化检验的

迫 切 需 求 。 近 年 来 ， 已 有 RapidHIT®200、

RapidHIT®ID、ANDETM6C 3款仪器相继推向市场，

国内外学者针对这 3 款仪器开展了大量验证

研究［3-5］。

QuickTargSeq 全集成法医 DNA 现场快速检测

系统是国内首台自主研发的DNA快速检验仪，2 h

可完成法医DNA检验全部流程，可用于STR个体

识别，并且首次实现了 InDel族群推断。本研究基

于前期建立的 InDel 族群推断微流控芯片检测体
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系，根据SWGDAM指南［6］对建立的 InDel族群推

断微流控芯片检测体系进行验证评估，以期为实践

应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验样本

本研究的检测样本包括口腔拭子、血卡、唾液

卡及烟蒂样本。其中口腔拭子样本来源于实验室人

员，共107份；血卡样本来源于国家科技资源共享

服务平台计划项目（YCZYPT［2017］01-3），共 31

份，已通过公安部物证鉴定中心伦理委员会的伦理

审查（编号：2017-001）；唾液卡样本取实验室人

员，共 5 份；烟蒂样本取自实验室人员，共 1 份；

人类基因组DNA标准品 9947A购自苏州新海生物

科技股份有限公司。另有 36份口腔拭子样本为实

验室人员饮食后采集，用于干扰物耐受性研究。

1.2 样本采集

107份口腔拭子样本采集时，实验室人员漱口

后使用取样拭子在口腔内壁左右两侧刮擦，阴干备

用；5份唾液卡样本取实验室人员左右两颊黏膜擦

拭物，转移至唾液卡上，阴干备用。36份用于干

扰物耐受性研究的口腔拭子，实验室人员在饮食后

使用取样拭子在口腔内壁左右两侧刮擦，阴凉处晾

干备用。

1.3 DNA提取与定量

采 用 QIAamp® DNA Mini M48 试 剂 盒

（QIAGEN 公司，德国） 提取烟蒂检材 DNA，用

NanoDrop 2000C分光光度计（Thermo Scientific公

司，美国）进行DNA定量。将人类基因组DNA标

准品 9947A （初始浓度 10 mg/L） 进行梯度稀释，

使 用 QuantifilerTM 人 类 DAN 定 量 试 剂 盒 （Life

Technologies公司，美国）进行定量，用于灵敏度

验证。

1.4 全集成检测

取全集成芯片卡盒备用，卡盒中已预先存储冻

干扩增试剂、电泳试剂及缓冲液 （图 1a）。在

1.5 ml离心管中加入 200 µl直扩处理液Ⅰ和Ⅱ混合液

（含80 µl处理液Ⅰ和120 µl处理液Ⅱ，苏州新海生物

科技股份有限公司），放入1根口腔拭子，或血卡/

唾液卡 6 片 （Φ=2 mm），震荡 5~10 次，然后取

60 µl上述混合液加样至扩增芯片样本处理池复溶

扩增冻干试剂。提取的烟蒂DNA样本（初始浓度

为 10 mg/L）直接吸取 2 µl与去离子无菌水混合至

60 µl，加样至扩增芯片样本处理池复溶扩增冻干

试剂。

将全集成芯片卡盒插入Quick TargSeq DNA现

场快速检验仪 （图 1b） 进样仓，输入样本信息，

选择预先设定的程序，点击运行键后，仪器自动完

成样本裂解、PCR扩增、电泳分离全部流程。收集

数据，使用配套软件BioStrGenotyping v2.0对结果

进行分析。

1.5 灵敏度研究

采用人类基因组 DNA 标准品 9947A、口腔拭

子、血卡 3种样本进行灵敏度测试。将DNA标准

品 9947A梯度稀释：50、25、15、10、5、2.5 ng；

采集3名实验室人员口腔拭子，每名测试人员使用

取样拭子在口腔内壁左右两侧各刮擦1、2、3、4、

5、6、7、8、9、10 次；取 3 份血卡，使用直径

2 mm 打孔器在待测血卡上取样 2、3、4、5、6、

7、8片；使用全集成芯片卡盒检测，以上每种浓

度或取样方式平行重复检测3次。

1.6 干扰物耐受性研究

针对口腔拭子样本种可能存在干扰 PCR 扩增

的物质，如附着在口腔内壁的食物残渣、饮料、烟

草，采集 3名实验室人员在饮食、饮咖啡、饮茶、

Fig. 1 The fully automated and integrated chip cartridge (a) and the Quick TargSeq Rapid DNA Integrated System (b)
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吸烟后的口腔拭子作为检测样本，每种取样方式各

采集 3份（n=36），同时采集漱口后的口腔拭子作

为阳性对照。所有样本使用全集成芯片卡盒检测。

1.7 成功率和分型准确率研究

对 107 份口腔拭子和 31 份血卡进行全集成检

测，统计成功率和分型准确率。成功率是指等位基

因检出率≥80%的样本占全部测试样本的比率；分

型准确率是指分型成功的结果，软件准确分型的等

位基因占全部等位基因的比率［7-9］。

同时以常规PCR-CE平台的检测结果作为参考

样本分型，扩增体系、热循环参数、电泳参数、数

据分析方法均参考文献设置［10］。

1.8 精确性和准确性研究

将 38-plex InDels 复合扩增体系的等位基因分

型标准物（allelic ladder）在微流控芯片检测平台

重复电泳检测 10次，计算等位基因分型标准物中

各等位基因片段大小的平均值和标准差，验证该体

系的精确度。随机选取1.7中20份分型成功的全集

成检测结果，计算等位基因片段大小与相应的等位

基因标准物的差异，验证该体系的准确性。

1.9 峰平衡性研究

选取 1.7中分型成功的全集成检测结果，统计

每个基因座的等位基因峰高值，计算每个基因座的

杂合子峰高比值（peak height ratio，PHR），计算

方法参照文献［4］；评估不同荧光通道之间平衡

性，评估方法参照文献［11］。

1.10 检材适应性研究

对4类不同检材进行全集成检测，包括口腔拭

子、血卡、唾液卡、烟蒂（其中口腔拭子、血卡和

唾液卡采取直扩方式，烟蒂采取先提取DNA后检

测的方式），以测试该体系的检材适应性。

1.11 测试样本族群推断分析

选取 1.7中 40份分型成功的全集成检测结果，

经BioStrGenotyping v2.0软件导出分型数据，使用

族群推断软件DAA v1.0软件计算样本的人群匹配

概率（assignment match probability，AMP）和似然

比 （likelihood ratio，LR），运行参数为 K=3，n=

15。自动获得待测样本的人群匹配概率、似然比、

祖先成分，结合祖先成分比例，当 LR＞100 时，

AMP值排序第一位的族群为测试个体的来源族群，

当 LR≤100 时 ， AMP 排 序 前 两 位 的 族 群 均 不

排除［12］。

2 结 果

2.1 灵敏度

分别使用 50、25、15、10、5、2.5 ng DNA标

准品 9947A 作为模板进行全集成检测，统计不同

DNA模板量检测结果的等位基因峰高（相对荧光

强度，RFU）和等位基因检出率（图 2）。其中峰

高值随着DNA模板量的增加而依次增加，DNA模

板量为5~50 ng均可获得完整分型，当DNA模板量

低于2.5 ng出现等位基因丢失。因此，该体系的最

低DNA检测限为5 ng。

在口腔内壁左右两侧各刮擦 1、2、3、4、5、

6、7、8、9、10 次，使用全集成芯片卡盒检测。

统计不同刮擦次数口腔拭子检测结果的等位基因峰

高和等位基因检出率（图3）。当刮擦次数为1~4次

时，峰高值较低，等位基因检出率从 78.33%增加

到 92.06%；随着刮擦次数的增加，峰高值和等位

基因检出率均依次增加，刮擦次数为8次时，等位

Fig. 3 Sensitivity study for different wipes of buccal swabs

Fig. 2 Sensitivity study for different input DNA template
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基因检出率达到 100%，即所有样本均能获得完整

分型；刮取次数增加至9次、10次时，等位基因检

出率分别为 97.50%、 96.67%，各有 1 份样本在

rs16416位点荧光信号过强，产生渗透现象，造成

相邻通道其他位点等位基因错判，影响分型结果。

综上，口腔拭子最佳刮擦次数为8次。

取Φ=2 mm血卡 2、3、4、5、6、7、8片进行

全集成检测，统计不同血卡片数检测结果的等位基

因峰高值和等位基因检出率（图4）。血卡片数从2

片增加到6片，等位基因峰高值依次增加，等位基

因检出率从 94.15%增加至 100%，6片时所有样本

均得到完整分型，7片和 8片时，出现了不同程度

的等位基因丢失现象。因此，本体系对血卡的最佳

检测方式为6片（Φ=2 mm）。

2.2 干扰物耐受性

36 份不同取样方式口腔拭子均可获得有效分

型，其中 9份饮食后和 9份饮咖啡后样本的分型准

确率为 100%；9 份饮茶后的样本中，有 1 份样本

rs2308067 位点分型错误，分型准确率为 95.83%；

9份吸烟后的样本中，有1份样本 rs5789229位点分

型错误，分型准确率为95.65%。

应用配对 t检验检测含有干扰物和不含干扰物

的口腔拭子样本分型准确率之间是否存在差异性。

结果显示，二者之间没有呈现出显著性差异（P>

0.05）（表1）。

2.3 成功率和分型准确率

由于部分全集成芯片卡盒出现断胶现象，6份

样本未获得成功分型，132份样本（102份口腔拭

子和 30份血卡）分型成功。本体系的全集成检测

成功率和分型成功率统计结果如表2所示。

2.4 精确性和准确性

使用等位基因分型标准物在微流控芯片检测平

台重复电泳检测10次，计算 allelic ladder中各等位

基因片段大小的平均值和标准差，统计结果（图

5）显示，10次电泳检测所得各等位基因片段大小

标准差均在 0.3 bp以内。随机选取 2.3中 20份样本

的全集成检测结果，所有等位基因与位基因分型标

准物中相对应的等位基因片段差异均不超过0.5 bp

（图6）。以上结果说明，该微流控芯片检测体系具

有较高得精确性和准确性，分型时未出现等位基因

偏差。

2.5 峰平衡性

选取2.3中分型成功的132份全集成检测结果，

统计每个基因座的杂合子峰高比值，计算平均值和

标准差，其中 rs1160852、rs35633537 两位点在所

检样本中未出现杂合子分型，故只统计37个位点。

由图7可知，最大PHR值为rs3054057位点（0.965 2±

0.013 6），最小PHR值为rs145415095位点（0.742 4±

0.185 1），所有基因座的平均杂合子峰高比值

为0.86。

Fig. 4 Sensitivity study for different pieces of dried blood
spot samples

Table 1 The effect of inhibitors on concordance rate

Item

Inhibitor/Non-inhibitor

Concordance rate (Mean ± SD)

Inhibitor

99.29±1.66

Non-inhibitor

100.00±0.00

t

-1.48

P

0.17

Table 2 The result of success rate and concordance rate

Sample type

Buccal swab

Dried blood spot

Total

n

107

31

138

Success rate

95.33% (102/107)

96.77% (30/31)

95.65% (132/138)

Concordance rate

98.85% (5 415/5 478)

98.84% (1 539/1 557)

98.85% (6 954/7 035)
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Fig. 6 Size differences betweenallele and corresponding allele in allelic ladder for 20 testing samples onQuickTargSeq systems

Fig. 5 Standarddeviation of sizingprecision for each locus in the allelic ladder calculated for 10 runs onQuickTargSeq systems

Fig. 7 Heterozygote peak height ratios (PHR) calculated from 132 testing samples in the concordance study
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同时对该132份全集成检测结果的不同荧光通

道之间平衡性进行比较 （表 3）。蓝色荧光通道

（FAM 标记） 平衡性最好，峰高比值均值达

89.65%， 其 余 三 色 荧 光 通 道 分 别 为 75.73%、

72.98%和 77.58%，不同荧光通道之间的峰高比值

为 61.96%。上述结果说明该微流控芯片检测体系

具有良好的峰高平衡性。

2.6 检材适应性

对口腔拭子、血卡、唾液卡、烟蒂等4类不同

模拟检材进行全集成检测，所有样本均成功获得分

型，并与常规PCR-CE平台检测结果一致，整个检

测时间为2 h，部分样本的检测结果如图8所示。

2.7 测试样本族群推断分析

使用 25个参考族群，对 40份测试样本结果进

行个体族群来源推断，计算得到样本的AMP及LR

值，AMP排序第一位均为东亚人群，与AMP排序

第二位的人群相比 LR 值远大于 100，群体水平的

祖先成分中的东亚成分为 96.98%。主成分分析如

图 9所示，其中PC1与PC2分别表示主成分 1与主

成分2，二者共解释了总方差的37.34%。所有样本

与东亚人群聚为一类，与已知样本来源信息一致。

Table 3 Balance within one dye and among different dyes for 132 testing samples

Intra-color (FAM)

Intra-color (HEX)

Intra-color (TAMRA)

Intra-color (ROX)

Inter-color

Mean/%

89.65

75.73

72.98

77.58

61.96

Median/%

94.25

79.60

76.05

80.25

65.30

SD/%

10.59

13.98

14.83

11.52

14.07

MIN/%

63.20

44.90

34.30

45.80

34.30

MAX/%

98.50

95.80

89.50

92.00

79.80

Fig. 8 The InDel profiles of mock case samples
(a) Buccal swab; (b) dried blood spot; (c) dried saliva spot; (d) cigarette butt.
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3 讨 论

基于微流控芯片技术的法医DNA现场快速检

验系统提升了法医DNA检验现场化和快速化的能

力，满足了公安实战的迫切需求。目前，国外推出

的 RapidHIT®200、RapidHIT®ID、ANDETM6C 3 款

商业化DNA快速检验仪，均是配套使用STR试剂

盒进行个体识别［3-5］，尚未见将快检系统应用于族

群推断领域。Quick TargSeq全集成法医DNA现场

快速检测系统，作为中国国内首台自主研发的

DNA快速检验仪，可配套使用 38-plex InDels复合

扩增体系，首次实现了DNA快速检验仪器在族群

推断领域的应用。本研究使用 InDel族群推断微流

控芯片检测体系，参考SWGDAM指南，对该体系

进行了系统研究。

灵敏度研究结果显示该芯片检测体系在DNA

模板量≥5 ng时，可获得完整 InDel分型，可以满足

大多数犯罪现场生物物证检材的最低检测限［4］。

对于口腔拭子样本，刮擦次数较少时由于DNA模

板量不足会出现等位基因缺失，当刮擦次数较多时

也出现等位基因缺失，原因可能是刮擦次数较多时

口腔中黏蛋白或蛋白酶也会相应增多，而这些物质

可能会抑制PCR扩增［13］，并且刮擦次数较多时出

现渗透峰而影响分型，因此最佳采集次数为口腔内

壁左右各刮擦 8 次。对于血卡样本 （Φ=2 mm 血

片），使用片数较少时同样会由于DNA模板量不足

会出现等位基因丢失，而使用片数较多时 （7~8

片）也会出现等位基因丢失，其原因可能是随着血

卡用量的增多，样本所含血红素也随之增多，而血

红素是潜在的PCR扩增抑制剂［14］。口腔内壁附着

的食物残渣、饮料、烟草等物质可能成为 PCR扩

增的潜在干扰物，干扰物耐受性研究结果显示，含

有干扰物和不含干扰物的口腔拭子样本分型准确率

之间并未呈现出显著性差异，这说明食物、咖啡、

茶叶、烟草在检测过程中的干扰效应并不明显。

InDel 族群推断微流控芯片检测体系对 138 份

样本的全集成检测成功率为95.65%（132/138），分

型 准 确 率 为 98.85% （6 954/7 035） ， 与

RapidHIT® 200、 RapidHIT®ID 和 ANDETM6C 检 测

STR的成功率（分别为 85.45%、84.5%和 99.98%）

相当，而分型准确率与 RapidHIT®200 （100%）和

ANDETM6C （99.98%）相当［7-9］，可以实现对口腔

拭子和血卡的准确有效分型。该体系的精确度和准

确度较高，分型时不会出现等位基因偏差。对于分

Fig. 9 The principal component analysis of 40 testing samples
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型成功的全集成检测结果，所有基因座的平均

PHR值为0.86，高于配套使用FlexPlexTM 27试剂盒

的ANDETM6C快检仪的PHR值（0.81）［15］。

4 结 论

与常规PCR-CE平台相比，微流控芯片检测体

系具有集成、快速、操作简便等优点，集成化一体

检测实现了“样本进-结果出”，降低常规方法由于

需要多种仪器且步骤繁琐导致的样本污染等风险。

本研究将 InDel族群推断体系与中国国内首台自主

研发的DNA快速检验仪结合，2 h左右即获得样本

的准确分型，能够准确推断样本族群来源，能满足

现场检测的要求，可供实际办案选用。但也存在检

测通量较低、目前只能对口腔拭子、血卡等常规样

本检验等不足，未来研发人员需对系统进行优化升

级，提高样本检测通量，同时优化提取模块以适应

更多样本类型的检测。
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Abstract Objective Quick TarSeq integrated system developed by our groups for on-field fast analysis is a

fully automated and integrated system, which can be applied to the InDel ancestry inference, and complete the

“sample-in result-out” rapid automatic InDel typing in about 2 h. In this paper, the performance of the InDel

ancestry inference microfluidic chip amplification system was studied, hoping to provide a reference for practical

application. Methods The system was validated by sensitivity, inhibitor tests, success rate, concordance tests,

sizing precision and accuracy, peak height balance, case sample tests, and the accuracy of infering ancestral

origins. Results The microfluidic chip amplification system was concordant with traditional methods, with

95.65% success rates and 98.85% concordance rates for 138 testing samples. The complete InDel profiles can be

obtained from more than 5 ng of template DNA input. The best collection of buccal swab was the donor who

performed 8 swipes inside of cheek. The best collection of dried blood spot samples was 6 pieces (Φ=2 mm). The

average heterozygous peak height ratio across all locus was 0.86. The standard deviation of allelic ladder for 10

runs was within 0.3 bp. The size differences between allele and corresponding allele in allelic ladder was within

0.5 bp.Conclusion Microfluidic chip amplification system enable providing reliable InDel profiles from buccal

swabs, dried blood spot, dried saliva spot samples and cigarette butt with accurately ancestral inference. It is

possible to yield “sample-in result-out” results of InDel typing in 2 h. This system can meet the requirements of

on-site testing and can be used for forensic casework.
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