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摘要 DNA遗传标记在法医学领域的个体识别、亲缘关系鉴定、始祖推断和表型特征刻画等方面具有重要作用。DNA甲基

化分子标记在法医学领域的生物学年龄推断、组织体液鉴定和表型预测等方面具有独特优势。目前的研究多是在不同的检

验流程中对DNA甲基化分子标记和DNA遗传标记独立地进行检验，通过不同的分析流程分别解读这两种标记所蕴含的生

物信息。用一份生物检材通过一次检测同时得到DNA遗传信息和表观遗传信息的集成检验方法，能够在获得丰富遗传数据

的基础上有效关联这两种标记的生物学信息，节省检验时间，降低检验成本和简化实验流程。本文分别介绍了基于毛细管

电泳平台、焦磷酸测序平台和二代测序平台进行DNA遗传标记和DNA甲基化分子标记集成检验的多种方案，分析了各方

案在不同平台的技术特点，归纳了各方案的集成化程度和实际应用能力，重点分析了在其他领域中基于二代测序技术进行

集成检验的技术路线，以期挖掘其在法医学生物检材中的应用潜力，探讨了位点间相互作用和甲基化预处理方法对DNA遗

传标记和DNA甲基化分子标记集成检验的影响，提出了在法医学生物检材中应用集成检验技术所面临的挑战，期望为法医

学研究实践提供参考。
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法庭科学领域常用的DNA遗传标记包括短串

联重复序列（short tandem repeat，STR）、单核苷

酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）、

插 入/缺 失 多 态 性 （insertion or deletion 

polymorphism，InDel）、微单倍型等［1］，在个体识

别、亲缘关系分析、始祖推断、表型特征刻画等方

面发挥重要的作用［2-4］。

DNA甲基化是一种表观调控机制，其发挥功

能不依赖于 DNA 的一级结构。在人类基因组中，

绝大多数DNA甲基化修饰发生在胞嘧啶-鸟嘌呤二

核苷酸 （CpG） 中胞嘧啶的 5 号碳原子上，形成   

5-甲基胞嘧啶（5-methylcytosine，5mC）［5］。人类

基因组的甲基化水平是一个动态的过程，生命的不

同时期及所处不同的环境都有着不同的DNA甲基

化模式，这使其在解决法庭科学领域中生物学年龄

推断［6-8］、生物组织属性推断［9-11］和同卵双生子鉴

别［12-14］等问题方面具有独特优势。有研究表明，

DNA甲基化还可用于推断环境影响的表型特征和

生活习惯［15-16］。

现有的研究中DNA甲基化分子标记和DNA遗

传标记的检验多是在不同的实验流程中单独进行。

法医DNA检验技术主要对DNA中特定区域的长度

多态性和序列多态性进行检验。目前国内外均已建

立了较为系统和成熟的检测体系［17-18］，研制了适

用于多种检测平台的商品化DNA检验试剂盒［19-20］。

DNA甲基化在法医学领域可作为经典DNA遗传标

记的有效补充。DNA甲基化的检验不同于DNA遗

传标记的检验，对基因组DNA的直接扩增会抹去

碱基的甲基化修饰。因此，在DNA甲基化的检验

中常需要通过不同的预处理方式将甲基化修饰转换
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为可检测的核酸形式，再通过DNA检验的方法对

DNA甲基化状态进行测定［21］。目前基于不同检测

平台也已经建立了一系列甲基化检测方法。当需要

联合使用一份样本中的遗传信息和DNA甲基化信

息时，通常需要对有限的样本进行至少一次DNA

检验和一次DNA甲基化检验，存在操作费时费力、

样本消耗较大、实验成本较高等问题［22-23］。集成检

验技术通过对一份检材进行一次检验可以实现多种

生物标记信息的同时获取，能有效简化实验步骤，

降低实验成本和样本消耗，在生物医学相关研究和

实践中具有良好的应用前景［24］

碱基的甲基化修饰不会影响DNA遗传标记信

息的获取，这是DNA甲基化分子标记和DNA遗传

标记集成检验的基础。目前，基于毛细管电泳

（capillary electrophoresis，CE）平台的多种检验方

案已经可以实现部分DNA甲基化分子标记和DNA

遗传标记的集成检验。基于焦磷酸测序平台对SNP

和甲基化标记检验的兼容，也可以实现这两种标记

的集成检验。近年来，随着二代测序 （next-

generation sequencing，NGS）技术的不断发展，其

高通量、集成化的技术特点也为甲基化分子标记和

DNA遗传标记的集成检验提供了新思路［25］。本文

将梳理基于不同平台的DNA遗传标记和DNA甲基

化分子标记的集成检验方法，着重分析各集成检验

方法的技术特点，以探索更适用于法医学领域的

DNA 甲基化分子标记和 DNA 遗传标记集成检验

方法。

1　法医DNA遗传标记的检验技术

基于CE的DNA片段长度分析技术是当今法医

DNA检验的主流技术，主要用于检测STR的长度

多态性。与荧光标记复合扩增技术配合，CE技术

可以实现高效、快速和灵敏的法医学 DNA 分析。

但由于其荧光数量有限，仅能获得少量遗传标记信

息且无法获得 STR 的序列信息。除 CE 技术之外，

还有基于测序技术、杂交技术、质谱技术和 PCR

技术的多种DNA检验方法［26-29］。在法医学实践中，

常需要检验几十甚至上百个DNA遗传标记以进行

个体识别和亲缘关系鉴定。因此，能够进行多位点

复合分型的技术显然更适合于法医学应用。新一代

测序技术凭借高通量、高速度和低成本的优势，可

以同时测序多个样本中的大量遗传标记，从而在一

次检验中充分获取样本的生物信息，在法医学样本

尤其是降解样本的检验中具有显著优势［28］。近几

年，单分子测序技术逐渐兴起，其技术特点是测序

读长更长，无需在模板制备环节进行 PCR 扩增，

有效避免了 PCR 扩增过程中对错配碱基的引入，

但目前该技术存在测序错误率偏高等问题［30-32］。

2　DNA甲基化标记的检验技术

DNA甲基化的检验需要对基因组DNA中碱基

的甲基化修饰进行预处理。目前基于甲基化敏感的

限 制 性 内 切 酶 （methylation-sensitive restriction 

endonuclease，MSRE）酶切［33］、亲和富集［34］、重

亚硫酸盐转化［35］三大类预处理方法已经建立了多

种DNA甲基化检测方法，以满足不同的应用需求。

近年来，随着对DNA甲基化的深入研究，基于酶

促转化［36］和三代测序的检测方法［37-38］也被提出。

MSRE法利用MSRE识别和切割非甲基化胞嘧

啶位点，通过 PCR、电泳、DNA杂交和测序等技

术对酶切产物的片段大小进行分析获取甲基化水

平［39-41］。该处理方法条件温和，操作简单且特异性

强，但由于 DNA 消化不完全而可能出现假阳性，

且甲基化敏感的内切酶种类较少，只能识别有限的

甲基化位点，使得该方法的应用受到一定局限。

亲和富集法利用能够特异识别甲基化修饰的物

质，从样本中分离和富集甲基化DNA。依据结合

物质的不同，可分为两种：一种是甲基化DNA免

疫沉淀［34］，另一种是甲基化CpG结合蛋白亲和纯

化法［42］。亲和富集法处理后通过甲基化芯片杂交

和测序技术可以在全基因组范围内对甲基化位点进

行检测。但由于该方法对DNA序列的富集效率受

CpG 位点密度影响，主要富集 CpG 位点密度较高

的区域，存在对CpG位点密度较低区域的富集能

力较弱的问题［43］。

重亚硫酸盐转化的基本原理是将DNA序列中

碱基甲基化修饰的差异转换成序列水平的差异。该

方法利用重亚硫酸盐处理DNA，以诱导未甲基化

的胞嘧啶脱氨基形成尿嘧啶，同时保持甲基化胞嘧

啶的完整，然后在 PCR过程中将尿嘧啶扩增为胸

腺嘧啶，最后得到未甲基化胞嘧啶至胸腺嘧啶的转

变［44］。DNA 经重亚硫酸盐处理后，可通过电泳、

PCR、杂交、测序和质谱检测等多种技术对 DNA

甲基化进行定性或定量分析［45-48］。基于重亚硫酸盐

处理的甲基化检验方法被广泛应用于各个领域［49］。

但该方法存在两个主要的缺点，首先，重亚硫酸盐

处理条件苛刻，会导致DNA双链分离和断裂，使

大部分DNA降解［50］，严重限制了重亚硫酸盐处理
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方法在DNA量较低的样本中的效用。其次，未经

修饰的胞嘧啶约占人类基因组总胞嘧啶的95%［36］，

将所有这些位置转化为胸腺嘧啶会严重降低DNA

序列的复杂性，不仅增加靶向扩增引物设计难度，

限制在同一体系对多个标记进行复合扩增的能力，

而且在结合测序的甲基化分析方法中还会导致测序

质量差、定位率低、基因组覆盖率不均匀和测序成

本增加［36］。

近年研究发现，另一类基于酶促反应的转化方

法同样可以将碱基的甲基化修饰水平的差异转化为

DNA 序列的差异。2019 年 Liu 等［36］基于 10-11 转

位酶对甲基化胞嘧啶的氧化作用开发了10-11转位

酶辅助的吡啶硼烷测序方法。这种基于酶-化学的

转化方法可以直接对 5mC 和 5-羟甲基胞嘧啶     

（5-hydroxymethylcytosine，5hmC） 进行转化和检

测。2021年，New England Biolabs（NEB）公司开

发了一种完全基于酶促反应进行转化的酶学甲基化

测序方法［51］。该方法通过 3种酶对DNA样本进行

处理，最后的转化结果与重亚硫酸盐转化类似，都

是使未经甲基化修饰的胞嘧啶转化为尿嘧啶。此外，

还有耦合载脂蛋白B mRNA编辑酶的表观遗传测序

法［52］和直接甲基化测序法［53］，这两种方法可以分

别特异性地检测5hmC和5mC，实现对单种甲基化

修饰信息的获取。这类基于酶促反应的转化方法相

较于重亚硫酸盐转化的反应条件更温和，能保留更

完整的 DNA，在 DNA 量较低和 DNA 受损样本的

检验中更具优势［36］。部分方法中对甲基化修饰位

点的直接转化和检测，很大程度保留了序列的复杂

性［36，53］。值得注意的是，该类方法中酶的转化能

力是检测结果准确的关键，在检测时应注意设置对

照，避免特异位点的不完全转化和非特异位点的部

分转化。

采用三代测序技术检验DNA甲基化分子标记

不需要对DNA进行预处理［37，54］。根据测序原理的

差异，主要分为Oxford Nanopore Technologies的纳

米孔测序技术和 Pacific Biosciences 公司的单分子

实时测序技术。纳米孔测序技术通过修饰碱基和未

修饰碱基在通过纳米孔时产生的电流强度差异实现

对DNA甲基化的检验［37］。在单分子实时测序技术

中，DNA聚合酶在遇到被修饰的核苷酸停顿的时

间较普通核苷酸停顿的时间长，通过聚合酶动力学

的改变可以实现对甲基化修饰位点的直接检测［38］。

但这两种技术对甲基化修饰的检测都依赖于较复杂

的生物信息学分析流程，且都存在原始错误率较高

的问题，有待通过对检测平台的升级和分析流程的

优化进一步规避可能的错误［55-56］。

3　DNA遗传标记和DNA甲基化分子标记的

集成检验

不同领域的研究中，在同一平台上对同一份检

材的DNA信息和DNA甲基化信息分别进行检测，

说明了对两类标记进行共同分析的可行性和适用

性［57］。基于不同检测平台已经可以实现DNA甲基

化分子标记和不同类型 DNA 遗传标记的集成检

验（表1）。

Table 1　Comparison of integrated detection methods for DNA genetic markers and epigenetic molecular markers
表1　DNA遗传标记和DNA甲基化分子标记集成检验方法的比较

标记类型及数量

3个CpG+1个SNP

6个CpG+6个SNP

12个CpG+16个SNP

20个CpG+22个InDel/STR

2个CpG+23个Y-STR

+1个Y染色体标记

5个CpG+3个SNP

7个CpG+6个SNP

10个甲基化基因+79个突变位点

全基因组

全基因组

全基因组

位点分布

CpG-SNP1）

CpG-SNP1）

CpG-SNP1）

CpG-InDel/STR1）

CpG、STR2）

CpG-SNP1）

CpG-SNP1）

CpG、SNV、InDel2）

基因组

基因组

基因组

DNA投入量

10 ng

0.5~5 ng3）

10~40 ng

50~200 ng

0.1~1 ng

20 ng

3~100 ng

5~100 ng

1 μg

4 μg

2~80 ng

甲基化预处理方式

重亚硫酸盐转化

重亚硫酸盐转化

MSRE

重亚硫酸盐转化

MSRE

重亚硫酸盐转化

重亚硫酸盐转化

MSRE

重亚硫酸盐转化

重亚硫酸盐转化

酶转化

检测技术

CE

SNaPshot

SNaPshot

CE

CE

焦磷酸测序

NGS

NGS

NGS

NGS

NGS

参考文献

［58］

［59］

［48］

［60］

［61］

［62］

［63］

［41］

［64］

［65］

［66］

1）DNA遗传标记位于DNA甲基化标记上下游，经扩增后，相邻的两种标记位于同一扩增子。2）DNA甲基化标记和DNA遗传标记经扩增后

分别位于不同的扩增子。3）甲基化预处理后的DNA。
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3.1　基于CE平台的集成检验

基于CE技术在法医学遗传实验室的广泛应用，

探索基于CE平台的多遗传标记集成检验方法对法

医学研究实践具有重要意义。2016 年，Watanabe

等［58］采用重亚硫酸盐处理后PCR联合克隆测序的

方法，对基因组DNA进行重亚硫酸盐处理将未甲

基化的胞嘧啶转化为尿嘧啶，再通过靶向扩增一个

同时包含 3 个 CpG 位点和 1 个 SNP 位点的目标区

域，将两种位点的信息整合到了同一扩增子上，最

后对 PCR扩增产物进行克隆并在CE平台上测序，

初步实现了甲基化标记与DNA遗传标记的共检测

（图1a）。

2020年四川大学的Xie等［59］通过重亚硫酸盐

处理后 PCR联合 SNaPshot的方法，在重亚硫酸盐

转化后，以同时包括CpG位点及其附近 SNP位点

的序列为目的片段设计引物，通过甲基化特异性

PCR对特定CpG位点的甲基化状态进行定性检测，

随后对明确甲基化的 PCR产物通过 SNaPshot进行

SNP分型检测，先后完成了6个CpG位点及其附近

的6个SNP位点的检测。根据灵敏性实验，该方法

可以用于低至0.5 ng重亚硫酸盐转化DNA的检测。

SNaPshot 方法可以进行 DNA 甲基化的定量分析，

该方法完成了 SNP和CpG位点的共扩增，但未能

实现在检测步骤的集成（图1b中①），集成检验的

实现流程有待进一步优化。2021年，Li等［48］采用

SNaPshot 联合 MSRE 进行检验。在酶切消化后，

同样先通过对同时包含CpG位点和 SNP位点区域

的靶向扩增进行组织特异性甲基化位点的验证，随

后设计两种标记的单碱基延伸引物通过 SNaPshot

方法对扩增产物上的两种位点同时进行了检测，最

后得到了 12个CpG及其上下游 400 bp范围内共 16

个SNP的位点信息（图1b中②）。利用该方法成功

通过对混合斑迹的一次检验，同时实现了生物组织

属性推断和个体识别，验证得到联合标记中的 16

个 SNP 位点在中国南方汉族人群中的累计个体识

别能力达到了0.999 8。

由于 SNP 位点的多态性较低，少量 SNP 位点

不能满足个体识别的需求。为此，有研究者考虑将

多态性更高的 STR 纳入集成检验体系研究。2022

年，Li 等［60］ 建立了一个包含 17 个精液特异性

CpG-InDel/STR 复合标记（包括 17 个 CpG 和 21 个

InDel/STR）、3个体液阳性对照CpG位点和 1个性

别识别位点的精液特异性分型系统（图 1b中③）。

该方法基于扩增阻滞突变系统-聚合酶链反应通过

精液特异性CpG-InDel/STR复合标记实现对混合物

中精液成分的特异性扩增，对扩增产物在CE平台

上进行分型。通过最后的电泳图谱可同时得到CpG

位点的甲基化状态和 InDel/STR的分型结果，实现

对体液组织类型进行鉴别的同时对样本供体的

InDel/STR 进行分型。验证得到联合标记中 21 个

InDel/STR标记在山西人群中的累计个体识别能力

达到了 0.999 999 85。但该方法的灵敏性验证结果

显示，当DNA投入量为25 ng时，大于320 bp的复

合标记在电泳图中的峰高低于分析阈值。分析是重

亚硫酸盐处理造成DNA降解以及PCR扩增偏好性

影响，使得CpG-InDel/STR复合标记中较长的片段

扩增失败。同年，Lin等［61］建立了一个包含 23个

Y-STR基因座和他们之前研究［67］的3个序列（1个

含HhaI酶切位点且为精液特异性甲基化位点的序

列“SP”、1个含HhaI酶切位点的未甲基化消化对

照序列“DC”和 1 个识别 Y 染色体的特异性序列

“SPY”）的共扩增体系用于Y-STR和DNA甲基化

的同时检验。该方法在PowerPlex®Y23试剂盒的基

础上向扩增体系中加入 HhaI 酶和另外 3 个位点的

引物，在扩增初始增加 37℃孵育 30 min 的步骤，

用于HhaI酶对特定甲基化位点的酶切，随后在CE

平台上对扩增产物进行检测。最后，研究者成功在

低至 0.1 ng 的精液 DNA 样本中同时得到 23 个       

Y-STR 基因座的分型和图谱上对应位置的 SP 及

SPY检测信号，实现了Y-STR和甲基化标记的共检

测，能够在识别精液成分的同时，对男性成分的

Y-STR进行分型。

利用CE平台进行集成检验的方案在原始检测

方法的基础上增加了对基因组DNA进行甲基化预

处理的步骤，将甲基化转化为可检测的形式，再通

过引物设计将甲基化分子标记和DNA遗传标记整

合到同一体系进行扩增，实现两种标记的集成（图

1b）。但有限的荧光数量和扩增子长度局限了同一

体系中可集成的标记种类和数量，限制了CE平台

的集成检验能力。

3.2　基于焦磷酸测序平台的集成检验

焦磷酸测序技术可以实现对DNA序列和甲基

化水平的测定，在甲基化分析和DNA序列分析中

被广泛应用。在重亚硫酸盐转化联合焦磷酸测序的

方法中，除了在甲基化分析模式下直接对甲基化状

态进行检测和定量分析外，由于重亚硫酸盐处理后

未甲基化位点C到T的转化，也可以在等位基因定

量分析模式下利用C和T的百分比得到CpG位点的
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甲基化水平。2018 年，Watanabe等［62］利用该原理

在重亚硫酸盐转化后通过对同时包含CpG位点和

SNP位点区域的靶向扩增和焦磷酸测序同时得到了

供体的 5个精液特异性甲基化位点信息和 3个SNP

位点的分型信息（图 1b中④）。基于该分析模式，

焦磷酸测序图谱同时包括DNA遗传标记和DNA甲

基化分子标记的定量分析结果，无需额外的分析流

程即可得到相应位点的甲基化水平和 SNP 分型，

实现了更高程度的集成。但由于重亚硫酸盐处理造

成的DNA降解及法医学检材的特殊性，该方法对

CpG-STR复合标记的检测存在一定的局限性。

3.3　基于NGS平台的集成检验

NGS 技术可以对样本中的多种标记进行集成

检验［25］。2022 年，Watanabe 等［63］在靶向重亚硫

酸盐测序的基础上采用与之前研究［58，62］同样的靶

向扩增方法将CpG位点和 SNP位点整合到同一扩

增体系的同一扩增子上，随后对扩增产物再进行一

步 PCR反应以添加测序接头形成测序文库，最后

在MiSeq FGx上实现了对混合样本中6个SNP位点

和7个甲基化位点的靶向高分辨率检测，可以用于

法医学实践中个体特异性的唾液识别和唾液特异性

的 SNP 分型。该方法操作简便，只需设计一组引

物和一次建库即可实现较高程度的集成检验（图

1b 中⑤）。但在法医学领域，基于 NGS 平台对

DNA甲基化分子标记和DNA遗传标记的集成检验

研究仍然较少，可以通过对其他领域研究的分析为

法医学研究实践提供一定参考。

2022年，中国医学科学院国家肿瘤中心Wang

等［41］使用 MSRE 对细胞游离 DNA 进行酶切处理

后，将甲基化修饰转化成高通量测序可检测到的形

式。然后对其进行末端修复和接头连接，通过扩增

形成了一个包含全基因组信息的文库，再以该文库

的DNA为模板在同一体系中通过多重基因特异性

引物对不同目的区域的79个突变位点和10个甲基

化基因进行扩增并构建测序文库，在 NovaSeq 

6000上对肿瘤游离DNA的突变情况和甲基化状态

进行了共检测。证明了利用NGS平台检测多种变

异的能力，同时保证了在DNA投入量低至 5 ng的

情况下仍能得到较高的检测灵敏度。该方法得到的

测序数据同时包括遗传和表观遗传信息，通过不同

的生物信息分析流程可以分别得到突变情况和甲基

化状态。

在DNA和DNA甲基化的全基因组检验中引入

发夹接头的方法，可以用于遗传和表观遗传基因组

的同时检验［68］。2021年，中国科学院北京生命科

学研究所的 Liang 等［64］开发了双链重亚硫酸盐测

序方法，用于在一次检验流程中同时对单核苷酸拷

贝数变异和DNA甲基化进行准确地全基因组单碱

基分辨率识别。该方法通过发夹接头将Waston链

和Crick链锁定在一起，然后进行重亚硫酸盐处理

和大规模平行测序。最后，使用研究者开发的生物

信息分析流程能够在输出文件中同时得到单核苷酸

拷贝数变异的基因组位置和DNA甲基化水平（图

1b 中⑥）。与之类似还有 2022 年 NEB 公司的 Yan

等［65］开发的一种甲基化-SNP测序方法，该方法的

检验步骤包括基因组DNA片段化、发卡结构的连

接、完全甲基化修饰的拷贝链合成、测序接头连

接、重亚硫酸盐转化、上机测序。最后得到的测序

结果只包括四种碱基（A、T、C、G），利用研究

者设计的解析规则对测序数据进行处理后分析可以

分别得到甲基化水平和单核苷酸拷贝数变异的信息

（图1b中⑦）。但上述两个方案中初始DNA投入量

均为微克级，考虑是甲基化预处理方法为重亚硫酸

盐转化所致。2023 年，英国 Cambridge Epigenetix

公司Füllgrabe等［66］开发了一种能够在单一工作流

程中提供准确的 6 种碱基 （A、T、C、G、5mC，

5hmC） 读出的全基因组测序方法 （图 1b 中⑧）。

研究者在全基因组酶学甲基化测序的接头连接步骤

前先对片段化的基因组DNA进行了发夹结构的连

接、双链的分离和不含甲基化修饰拷贝链的合成步

骤，在接头连接后的 3 种酶处理步骤前增加了

5hmC糖基化和拷贝链甲基化的过程，随后再对得

到的双链DNA进行酶学转化并建库测序。该方法

采用酶促转化的方法进行甲基化预处理，可以在低

至 2 ng的基因组DNA中得到准确的基因组测序数

据。该类方法使用发夹结构将Waston链和Crick链

连接在一起，在后续可能造成DNA变性的步骤中

维持互补链的连接［68］。分析时基于DNA分子双链

之间碱基的互补关系和甲基化的对称关系对 read1

和 read2对应的碱基进行解码，可以识别PCR和测

序过程中的错误，提升集成检验的准确性［64-66］。

第三代测序技术直接读取表观遗传修饰要求较高的

DNA投入量，而该方法可与PCR结合，从低输入

量DNA获得深度测序数据，但复杂的实验流程和

生物信息分析流程可能会限制该方法的实际应用。

基于 NGS 平台的 DNA 和 DNA 甲基化的集成

检验既可以通过靶向测序完成，也可以通过基因组

测序完成（图1b）。基于靶向测序的集成检验需要
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在甲基化预处理后通过共扩增将DNA遗传标记和

DNA甲基化分子标记整合到同一体系，随后对这

两种标记进行共建库和共检测，实现这两种标记的

集成检验。上述研究中对近百个突变和甲基化位点

的集成检验，仍然可以得到准确的检测结果［41］，

揭示了NGS平台对大量标记的集成能力以及准确

检测投入量较低的DNA的潜力。本文阐述的 3种

基于全基因组测序的集成检验方法同样包括甲基化

预处理和建库步骤，通过测序和专门的解析规则可

以实现在基因组水平上对遗传和表观遗传信息的同

时获取。

4　展望及挑战

集成检验DNA甲基化和DNA标记能够从微量

的、不可重现的案发现场生物检材中获取更多生物

信息，增强DNA与DNA甲基化证据间的关联性，

简化法医生物物证检验流程，并降低检验成本。但

要实现高准确性和高集成化的共检测，除了需要解

决前文提到的联合标记的扩增片段较长、检测平台

通量有限等问题外，仍有一些难点需要突破。

目前对DNA遗传标记和DNA甲基化分子标记

Fig. 1　Integrated detection flow of DNA and DNA methylation markers
图1　DNA遗传标记和DNA甲基化分子标记的集成检验技术流程

（a）DNA遗传标记和DNA甲基化分子标记在甲基化处理后靶向扩增中的不同组合方式。绿色方格表示STR、SNP、插入缺失、微单倍型等

常见的DNA遗传标记，白色圆形表示基因组DNA中的CpG位点，灰色圆形表示经过甲基化预处理及扩增后位于扩增子上的CpG位点（根据

实际甲基化状态该位点可能存在碱基的改变）。CpG1和DNA遗传标记1以及CpG2和DNA遗传标记2的物理距离很近，CpG1和DNA遗传标记

2的物理距离较远。扩增方式1表示物理距离很近的DNA遗传标记和DNA甲基化标记在同一个体系中被扩增到同一扩增子，扩增方式2表示

不同的DNA遗传标记和DNA甲基化分子标记在同一个体系中被扩增到不同的扩增子。（b）不同平台上的集成检验技术流程。蓝色表示实现

了DNA遗传标记和DNA甲基化分子标记集成化的步骤。
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进行共同检验的研究多是在 PCR过程将两种标记

的位点整合到同一体系中进行检测。在不同的集成

检验方案中，两种标记在扩增后可以位于不同或相

同的扩增子上，其中同时分析同一分子上两种标记

的方法对于法医学实践中混合样本的个体特异性体

液识别和体液特异性DNA遗传标记分型有独特优

势［63］。但这种方案中DNA遗传标记位点通常位于

CpG 位点附近，不可避免地会对两种位点的选择

有所限制，导致对DNA遗传信息和表观遗传信息

的获取受限［60］。

DNA甲基化检测结果不同于经典DNA遗传标

记的“检出”或“未检出”，目前对DNA甲基化水

平只能进行概率性的推断。研究表明，基于不同平

台和不同方法检测得到的DNA甲基化水平往往存

在较显著的差异［69-70］，导致对不同研究中同一

CpG 位点的甲基化水平进行比较时，很难评估是

技术差异还是样本间真正的差异导致了甲基化检测

结果的不同［71］。因此，DNA 甲基化标记和 DNA

遗传标记集成检验标准化实验流程的构建，对保证

检测结果的准确性和可靠性有重要作用。

DNA甲基化分子标记和DNA遗传标记的集成

检验需要尤其关注这两类标记位点间的关系。研究

表明，有 42种单碱基替换的情况可能导致CpG位

点的获得或丢失［72］，其中C>T的SNP在 dbSNP数

据库中占所有 SNP 的 65%，且通常发生在 CpG 背

景下，影响 CpG 位点的存在［73-75］。除了序列变化

外，DNA甲基化修饰过程还可能因为关键调控基

序的顺势效应，被基因组邻近区域内的其他序列影

响［76-78］。因此，充分理解其他基因组现象与DNA

甲基化的关系，如 SNP 和 DNA 甲基化之间的关

系，对于优化位点的选择、理解异常值的发生有重

要意义［79］。

在基于重亚硫酸盐处理及类似的转化方法中，

C>T 的 SNP 可能无法与未甲基化的胞嘧啶到胸腺

嘧啶的转换区分开，导致被误认为是未甲基化的胞

嘧啶，影响对甲基化水平的准确定量［73，80］。同时，

由于未经甲基化修饰的胞嘧啶在人类基因组总胞嘧

啶中的高占比［36］，这种转化会导致基因组DNA序

列的改变，影响集成检验中DNA遗传标记的准确

分型。此外，转化后的DNA序列复杂性严重降低，

增加了靶向扩增引物设计难度，限制了集成检验位

点的选择。基于酶学的方法可以仅转化基因组

DNA中被甲基化修饰的胞嘧啶［36，53］。这种转化方

法对基因组序列影响较小，不会导致大量DNA遗

传标记序列的改变，在更温和的转化条件下保证了

序列的完整性和复杂性。因此，在DNA甲基化标

记和DNA遗传标记的集成检验中，选择合适的甲

基化预处理方式对降低实验复杂性，提升结果准确

性具有重要意义。

三代测序技术能够同时检测DNA序列和甲基

化修饰［81］。基于长读长和无需PCR的特点，利用

该技术进行DNA遗传标记和DNA甲基化分子标记

的集成检验可能不需要考虑检测平台通量和扩增片

段长度的限制，能够在一次检验中获得更全面的遗

传和表观遗传信息，相较于其他检测平台有着明显

的优势。由于法医学存在微量和降解检材，如何在

长读长的基础上兼容对短DNA片段的检测，如何

无需PCR过程从低DNA投入量的检验中获得足够

的测序深度和检测准确性是三代测序在法医学应用

中必须要解决的问题［82］。
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Graphical abstract

Abstract　 DNA genetic markers have always played important roles in individual identification, kinship 

analysis, ancestry inference and phenotype characterization in the field of forensic medicine. DNA methylation 

has unique advantages in biological age inference, body fluid identification and prediction of phenotypes. The 

majority of current studies independently examine DNA and DNA methylation markers using various workflows, 

and they use various analytical procedures to interpret the biological information these two markers present. 

Integrated methods detect DNA and DNA methylation markers simultaneously through a single experimental 

workflow using the same preparation of sample. Therefore, they can effectively reduce consumption of time and 

cost, streamline experimental procedures, and preserve valuable DNA samples taken from crime scenes. In this 

paper, the integrated detection approaches of DNA and DNA methylation markers on different detection platforms 

were reviewed. In order to convert methylation modifications to detectable forms, several options were available 

for pretreatment of genomic DNA, including digestion with methylation-sensitive restriction enzyme, affinity 

enrichment of methylated fragments, conversion of methylated or unmethylated cytosine. Multiplexed primers 
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can be designed for DNA markers and converted DNA methylation markers for co-amplification. The schemes of 

using capillary electrophoresis platform for integrated detection add the pretreatment of genomic DNA on the 

basis of detecting DNA genetic markers. DNA and DNA methylation markers are then integrated by co-

amplification. But the limited number of fluorescent options available and the length of amplicons restrict the type 

and quantity of markers that can be integrated into a panel. Pyrophosphate sequencing also supports integrated 

detection of DNA and DNA methylation markers. On this platform, due to the conversion of unmethylated 

cytosine to thymine after treatment with bisulfite, the methylation level of CpG site can be directly calculated 

using the peak height ratio of cytosine bases and thymine bases. Therefore, the methylation levels and SNP typing 

can be simultaneously obtained. However, due to the limited read length of sequencing, the detection of markers 

with longer amplicons is restricted. It is not conducive to fully interpret the complete information of the target 

sequence. Next-generation sequencing also supports integrated detection of DNA and DNA methylation markers. 

A preliminary experimental process including DNA extraction, pretreatment of genomic DNA, co-preparation of 

DNA and DNA methylation library and co-sequencing, has been formed based on the next-generation sequencing 

platform. It confirmed the feasibility of next-generation sequencing technology for integrated detection of DNA 

and DNA methylation markers. In field of biomedicine, various integrated detection schemes and corresponding 

data analysis approaches of DNA and DNA genetic markers developed based on the above detection process.    

Co-analysis can simultaneously obtain the genomic genetic and epigenetic information through a single analytic 

process. These schemes suggest that next-generation sequencing may be an effective method for achieving more 

accurate and highly integrated detection, helping to explore the potential for application in forensic biological 

samples. We finally explore the impact of interactions between sites and different pretreatment methods on the 

integrated detection of DNA and DNA methylation markers, and also propose the challenge of applying third-

generation sequencing for integrated detection in forensic samples.

Key words　forensic genetics, DNA, methylation, integrated detection method, next-generation sequencing
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