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摘要 目的 优化和建立一套快速聚合酶链式反应（PCR）扩增体系和程序，缩短扩增时间，提高短串联重复序列分型的速率和

办案效率。方法 运用AmpFLSTR® Identifiler® Plus试剂盒和7种快速扩增酶进行筛选和优化，最后对筛选出的酶优化其扩增

体系和扩增程序，并对几种常规检材中提取的DNA进行扩增和检测，然后对其分型结果进行验证和讨论。结果 最终优化的

扩增程序由常规的3 h左右缩短至24 min，DNA检验结果与常规方法一致。结论 应用优化后的快速PCR扩增体系可以成功

准确扩增DNA样本，显著提高DNA分型速率。
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Abstract Objective To establish a rapid polymerase chain reaction（PCR）cycling protocol，so as to help shorten amplification time and improve
generating short tandem repeats profiles and working efficiency. Methods DNA extracted from the common samples were amplified with the opti⁃
mized PCR method and cycling protocol using AmpFLSTR® Identifiler® Plus PCR Amplification Kits and the fast PCR enzyme filtrated from seven
fast PCR enzyme. The genotyping results were then validated and discussed. Results The developed PCR method，using filtrated fast PCR enzyme，
shortened the time from 3 h of standard procedure to 24 min，and the genotyping results were in accord with the results generated by standard proce⁃
dure. Conclusion We successfully amplified the STR loci of several routine forensic specimens using the established rapid cycling protocol. Rapid
thermal cycling conditions can significantly improve the rate of DNA profiling. Moreover，unbalanced amplification of the loci，which may occur using
commercial kits as single primer concentration cannot be adjusted，now can be overcame with the established system.
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生物物证的DNA检验在公安办案实践中发挥

着举足轻重的作用，案（事）件尤其是一些大要案往

往要求在极短时间甚至在现场就提供检验结果，为

案（事）件的快速处置、侦查诉讼等提供及时的线索

和证据。目前，生物物证常规检测步骤包括DNA提

取、定量、复合短串联重复序列（short tandem repeat，
STR）扩增、电泳检测等，最终获得常染色体或Y染

色体STR分型，整个过程大致需要10~12 h。而聚合

酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）一般需

要 3 h 左右，是生物物证检验的一个重要限速过

程［1］。如果能将此过程进一步缩短，将会显著提升

物证检验的速度，提高法医检验的效率，满足案件

侦查和诉讼对于时效性的要求，提升生物物证的证

据价值和证明力，为公安机关进行PCR扩增提供便

利。

快速PCR 就是基于普通PCR 的工作原理，在保

证 PCR反应特异性、灵敏度和保真度的前提下，在

更短时间内完成对核酸分子的扩增［2］。近年来，快

速PCR主要从 3个方面分别进行了研发：聚合酶的

改进、添加剂的研发以及热循环仪的革新创造［3］。
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快速扩增DNA聚合酶以及快速升/降温速率的PCR
扩增仪［4］的出现，使快速PCR技术在法医学中大规

模应用成为可能。快速 PCR技术在核基因组DNA
和线粒体 DNA 的相关研究［5］中均占据重要位置。

本文以当前法医DNA实验室常用的 STR复合扩增

试剂［6］和快速扩增酶为主要研究对象，建立了一套

快速扩增体系和程序，整个扩增程序只需24 min即

可完成，显著缩短了物证检验时间，为公安机关及

科研院所进行PCR扩增和检验提供了便利。

1 材料与方法

1.1 样本

50份无关个体静脉血由中山大学第一附属医

院提供，84份案例检材（血布片10份、血棉签10份、

唾液布片 10份、唾液棉签 10份、接触类检材 10份、

骨头7份、牙齿7份、精斑5份、口腔拭子10份、头发

毛囊5份）由公安部物证鉴定中心提供。

1.2 主要试剂和仪器

SpeedSTAR® HS DNA 酶（日本 TaKaRa 公司），

KAPA2GTM快速PCR试剂盒（美国Kapa Biosystems公
司），QIAGEN 快速 PCR 试剂盒和 M48 QIAGEN®试

剂盒（美国QIAGEN公司），PyroStartTM Fast PCR Mas⁃
ter Mix（2×）（加拿大 Fermentas 公司），FastStart Taq
DNA 酶，dNTPack（德国 Roche Applied Science 公

司），PfuUltra Ⅱ Fusion HS DNA 酶（美国 Agilent 公
司），Fast HiFidelity PCR 试剂盒（TIANGEN 公司），

AmpFLSTR® Identifiler® Plus 试剂盒和 ABI 3130XL
遗传分析仪（美国Applied Biosystems公司），蛋白酶

K（德国 Merck 公司），Mastercycler pro Eppendorf®热
循环仪（德国Eppendorf公司），SpeedCycler2热循环

仪（德国 Analytik Jena 公司），NANODROP 2000C 分

光光度计（美国Thermo Scientific公司）。

1.3 方法

1.3.1 模板DNA的提取：采用磁珠法［7］提取全部的

实验样本，具体操作参照M48 QIAGEN®试剂盒使用

说明。

1.3.2 对模板DNA的定量：使用NANODROP 2000C
分光光度计进行DNA定量，操作参照仪器试剂使用

说明。

1.4 快速扩增酶的筛选和优化

1.4.1 扩增时间为 1 h 左右的快速酶的筛选和优

化：对以上7种酶和1种常规扩增试剂盒进行扩增，

扩增时间在 1 h左右，扩增体系为每种酶的标准扩

增体系。最终筛选出TaKaRa、Roche、Fermentas这3

家公司的3种酶，位点扩出较多，可以进一步优化和

筛选［8，9］。7种酶的推荐扩增体系如下：（1）TaKaRa
10 μL PCR 扩增体系：Fast Buffer Ⅰ（10×，含有 30
mmol/L MgCl2）1 μ L，Identifiler primer mix 2 μ L，
SpeedSTAR® HS DNA酶（5 U/μL）0.1 μL，dNTP Mix⁃
ture（2.5 mmol/L each）0.8 μL，灭菌水 5.1 μL，模板

DNA 1 μL。（2）QIAGEN 10 μL PCR 扩增体系：QIA⁃
GEN Fast Cycling PCR Master Mix 5 μL，Identifiler
primer mix 2 μL，灭菌水 2 μL，模板 DNA 1 μL。（3）
Roche 10 μ L PCR 扩增体系：PCR reaction buffer
（10×，含有 20 mmol/L MgCl2）1 μL，Identifiler primer
mix 2 μL，FastStart Taq DNA 酶（5 U/μL）0.2 μL，
MgCl2（25 mmol/L）0.4 μL，PCR Grade Nucleotide Mix
0.2 μL，灭菌水5.2 μL，模板DNA 1 μL。（4）KAPA 10
μL PCR 扩增体系：5 × KAPA2G Buffer A（含有 20
mmol/L MgCl2）2 μL，dNTP Mix（10 mmol/L each）0.2
μL，Identifiler primer mix 2 μL，KAPA2G Fast DNA酶

（5 U/μL）0.2 μL，灭菌水 4.6 μL，模板 DNA 1 μL。
（5）Aglient 10 μL PCR扩增体系：10×PfuUltra Ⅱ re⁃
action buffer 1 μL，dNTP mix（25 mmol/L each）0.2 μ
L，Identifiler primer mix 2 μL，PfuUltra Ⅱ fusion HS
DNA酶 0.2 μL，灭菌水 5.6 μL，模板DNA 1 μL。（6）
TIANGEN 10 μL PCR 扩增体系：5×Fast HiFidelity
PCR Buffer 2 μ L，Identifiler primer mix 2 μ L，Fast
HiFidelity酶 0.4 μL，灭菌水 4.6 μL，模板DNA 1 μL。
（7）Fermentas 10 μL PCR 扩增体系：PyroStartTM Fast
PCR Master Mix（2×）5 μL，Identifiler primer mix 2 μL，
灭菌水2 μL，模板DNA 1 μL。

2组筛选扩增程序（此程序是综合扩增程序时

间在 1 h左右以及根据每种酶推荐程序推导得出）

如下：扩增分别在 Mastercycler pro Eppendorf®热循

环仪（扩增仪的升降温速率分别为6 ℃/s和4.5 ℃/s）
和 SpeedCycler2 热循环仪（扩增仪的升降温速率分

别为 12 ℃/s 和 8 ℃/s）上进行，热循环参数 1 为：

95 ℃ 2 min，95 ℃ 20 s，59 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，30个

循环；72 ℃延伸3 min；25 ℃保存［10］。扩增时间分别

为 63 min和 43 min。热循环参数 2为：95 ℃ 4 min，
95 ℃ 30 s，59 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，30个循环；72 ℃延

伸 7 min；25 ℃保存。扩增时间分别为 78 min和 58
min。
1.4.2 扩增时间为 30 min 左右的快速酶的筛选和

优化：用 Roche、TaKaRa、Fermentas 3 种酶分别扩增

AmpFlSTR® Identifiler® Plus Primer Mix。在 Master⁃
cycler pro Eppendorf®热循环仪和 SpeedCycler2 热循
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环仪上进行优化和调整。从以下 10个方面对热循

环程序进行优化调整：（1）酶的用量：0.05、0.10、
0.20、0.40 μL；（2）引物的用量：2、3、4 μL；（3）镁离子

终浓度调整：2、3、4、5 mmol/L；（4）预变性时间调整：

1、2、3、4 min；（5）变性时间调整：5、10、15、20、30 s；
（6）退火时间调整：5、10、15、20、30 s；（7）延伸时间

调整：5、10、15、20、30 s；（8）终延伸时间调整：1、3、
5、7、10、20 min；（9）退火温度调整：56、57、58、59、
60、61、62 ℃；（10）循环数调整：25、28、30、33、35个循

环［11，12］。

最终优化出扩增时间最短、扩增效力最好的Ta⁃
KaRa公司的SpeedSTAR酶的10 μL PCR扩增体系：

Fast Buffer Ⅰ（10 ×，含有 30 mmol/L MgCl2）1 μL，
Identifiler primer mix 2 μL，SpeedSTAR® HS DNA 酶

（5 U/μL）0.05 μL，dNTP Mixture（2.5 mmol/L each）
0.8 μL，灭菌水 5.15 μL，模板 DNA 1 μL。扩增在

SpeedCycler2 热循环仪上进行，热循环参数为：

95 ℃ 1 min，95 ℃ 10 s，59 ℃ 10 s，72 ℃ 10 s，30个

循环；72 ℃延伸 1 min；25 ℃保存。扩增时间为 24
min。
1.4.3 对优化的扩增体系和扩增程序进行一致性

和样品适应性验证：应用优化的热循环条件对收集

的 134份样本进行复合扩增，将 1 μL扩增产物和 9
μ L 甲酰胺内标混合物混合变性后，应用 ABI
3130XL 型遗传分析仪进行电泳检测，用 GeneMap⁃
per ID V3.3软件自动分析数据。每组均设置阳性对

照和空白试剂阴性对照。甲酰胺内标混合物配比

参照AmpFLSTR® Identifiler® Plus试剂盒使用说明。

1.4.4 对优化的扩增体系和扩增程序进行灵敏度

测试：将 9947A（阳性标准品）和样本 1、2、3、4、5五

份 DNA 分别稀释为 1、0.750、0.500、0.250、0.125、
0.063、0.032 ng/μL［13］，用优化的热循环条件进行扩

增，产物用 ABI 3130XL 型遗传分析仪进行电泳检

测。每组均设置空白试剂阴性对照。

1.4.5 对优化的扩增体系和扩增程序进行稳定性

检测：运用优化后的快速PCR扩增程序和扩增体系

对同一份样品在同一批次进行 5次重复实验［14］，扩

增后用ABI 3130XL型分析仪进行电泳检测。每组

均设置阳性对照和空白试剂阴性对照。

1.5 统计学分析

所得DNA检测图谱均与已知分型结果比对，以

各等位基因峰高大于50相对荧光单位（relative fluo⁃
rescence unit，RFU）者为有效分型结果［15，16］。检出率

（%）=检测到的样本数/总样本数。

2 结果

2.1 快速扩增酶的筛选和优化结果

2.1.1 扩增时间为 1 h左右的快速酶的筛选和优化

结果：图 1为 7种酶的商品化试剂盒推荐扩增体系

和 Identifiler plus 引物在同一扩增程序 1 下，在 Ep⁃
pendorf热循环仪上进行扩增，然后进行3130电泳检

测的分型图，通过综合分析 DNA 分型图谱的准确

性、均衡性等初次筛选出3个公司的3种酶：Roche、
TaKaRa、Fermentas。

图1 7种快速酶的初次筛选电泳分型图

Fig.1 Classification of the seven fast PCR enzyme for the initial selection

2.1.2 扩增时间为 30 min 左右的快速酶的筛选和

优化结果：通过系统研究和优化，以时间最短和扩

增效力最好为优化选择条件，最终从 Fermentas、

Roche和TaKaRa 3个公司的3种酶中筛选出TaKaRa
公司的酶，扩增程序在 SpeedCycler2 热循环仪上进

行，扩增时间仅为24 min，见图2。

Fermentas
KAPA
Roche

Aglient
QIAGEN
TaKaRa

TIANGEN
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2.2 一致性与样品适应性验证实验结果

应用优化的热循环条件对 50份静脉血DNA和

84份案件检材DNA进行扩增和电泳，在扩增不同类

型的检材时均获得完整分型结果，且所得分型结果

均与常规扩增方法分型结果一致，见表1和图3。
2.3 灵敏度测试

图2 3种快速酶的最终优化筛选电泳分型图

Fig.2 Classification of the three fast PCR enzyme for the final selection

表1 快速PCR分型与常规分型一致性的实验结果

Tab.1 Classification results of the fast PCR and the standard procedure

实验结果显示当样品 DNA 浓度达到或超过

0.25 ng/μL 可以获得完整基因座分型，且无非特异

扩增现象，每个浓度 6份样品平均的峰高即RFU值

以散点图的形式呈现。见表2和图4。
2.4 体系稳定性

运用快速PCR程序和体系用AmpFLSTR® Iden⁃
tifiler® Plus试剂盒引物对同一份样品在同一批次进

行5次重复实验，PCR分型结果一致，峰面积无较大

差异。见图5和图6。
3 讨论

本文从缩短 PCR 扩增的时间和快速热循环仪

参数的优化出发，针对AmpFLSTR® Identifiler® Plus
试剂盒引物和 7种快速PCR扩增酶，进行快速酶的

筛选以及扩增体系和扩增程序的建立和优化，构建

适合法医学检验的快速扩增体系和程序。本研究

对快速扩增酶的筛选、快速PCR扩增体系的构建和

优化进行了较完整和系统的实验研究和汇报，为快

速 PCR实验提供了可供参考的实验条件和理论依

据。对快速PCR的实验条件进行优化后，扩增时间

明显缩短，平均耗时仅为 24 min，比标准的耗时 3 h
左右的热循环程序明显缩短，与 Tsukada［13］和

Wang［2］的文献报道的2 h左右的快速扩增时间相比

也明显缩短。在实验初筛中，Fermentas和Roche的
快速酶在扩增时间为1 h左右时，扩增效力较好，明

显优于TaKaRa公司的快速酶，但在扩增时间缩短至

30 min内时，Fermentas和Roche的快速酶出现丢点

现象，峰高均衡性较差，而TaKaRa公司的快速酶在

Fermentas

Roche

TaKaRa

Type of sample Sample size Detection rate Number of samples
（%） of the same profiling

Blood sample of volunteer 50 100 50
Blood on cloth in case 10 100 10
Blood on swab in case 10 100 10
Mouth⁃swab in case 10 100 10
Saliva on cloth in case 10 100 10
Saliva on swab in case 10 100 10
Bones in case 7 100 7
Tooth in case 7 100 7
Hair in case 5 100 5
Semen in case 5 100 5
Touch DNA samples in case 10 100 10
Total 134 100 134
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Amplification of time：24 min.
图3 不同类型的检材用最终优化的TaKaRa酶的快速扩增体系扩增所得的电泳分型结果

Fig.3 Classification results of the final fast PCR with DNA extracted from different types of samples using AmpFLSTR Identifiler plus

PCR amplification kits and the fast PCR enzyme of TaKaRa

表2 灵敏度测试的实验结果

Tab.2 Experimental results of sensitivity tests

扩增时间分别为 1 h 与 30 min 内时相对保持稳定，

未出现丢点现象，峰高相对均衡。因此实验最终针

对TaKaRa公司的快速酶进行了深度优化，最终获得

了扩增效力较好、扩增时间仅为24 min的扩增体系

和程序。

实验通过 134份包含不同种类的检材，进行一

致性和样品适应性验证，均获得良好分型图谱，从

图 3可以得出，此扩增体系和扩增程序能够广泛适

用于各种法医常规检材。对随机一份样品同一条

件下重复实验5次，PCR分型结果一致稳定，峰高和

DNA concentration Numbers of Numbers of The loss rate of Nonspecific
（ng/μL） alleles expected alleles in reality alleles（%） amplification（%）

0.032 169 88 47.9 3.1
0.063 169 115 31.9 3.1
0.125 169 151 10.6 1
0.250 169 169 0 0
0.500 169 169 0 0
0.750 169 169 0 0
1 169 169 0 0

The nonspecific amplification（%）：sixteen loci multiplied by six DNA samples was divided by the number of loci with non⁃
specific amplification. The loss rate of alleles（%）：the numbers of alleles expected was divided by the numbers of alleles in
reality［17］.

Bones

Cloth of blood

Swab of blood

Swab of saliva

Semen

Trace/Touch DNA

Teeth

Hair

Mouth⁃swab

Cloth of saliva
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峰面积无较大差异，从图5和图6可以看出，峰高分

布集中，5次重复实验无较大差异。表明此扩增体

系和扩增程序不是随机性，而是具有良好的稳定性

且具有峰高均衡性。Vallone等［6］的一些实验研究中

出现大量非特异扩增现象和双尖情况，而使用本研

究建立的快速扩增体系和扩增程序进行扩增时则

无此现象，体现了此快速扩增体系和扩增程序的优

势。

针对随机 5份样品和 9947A进行灵敏度验证，

结果显示只要模板DNA浓度达到或超过0.250 ng/μL
就能保证等位基因不丢失，表明此扩增体系和程序

对样品量要求较低。从图 4可以得出，样本在不同

图4 不同浓度时9947A的各基因座的平均峰高散点图

Fig.4 The scatter diagram of the average peak height of different concentration in all loci of 9947A

图5 样品5次重复的电泳分型图

Fig.5 Classification results of the sample for five repeat

图6 样品5次重复的各基因座的平均峰高散点图

Fig.6 The scatter diagram of the average peak height of different concentration in all loci of the sample for five repeat
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浓度扩增时峰高较均衡集中，体现了此扩增体系和

扩增程序的均衡性较好，也从侧面反映了此体系和

程序的稳定性。常规扩增时 AmpFLSTR® Identifil⁃
er® Plus 试剂盒的灵敏度为 0.125 ng/μL，在 Vallone
等［6］的一些实验研究中，其快速检测体系和程序的

灵敏度也均在0.125 ng/μL左右。与常规扩增相比，

本研究建立的快速扩增体系和扩增程序显著提升

了检测速率，但在一定程度上降低了检测的灵敏

度，其灵敏度为 0.250 ng/μL，但是仍能满足各种常

见法医检材检验的需求，且与目前国际上关于快速

PCR检测的各项研究中的灵敏度相一致。

在Vallone［6］和Laurin［3］的研究中，其用酶量均消

耗较大，本文建立的扩增体系和扩增程序显著提高

了扩增效率，10 μL扩增体系中酶的用量仅为0.25 U
且适用于各种常规检材，这为公安机关以及科研院

所进行 PCR扩增提供了便利。随着新的快速酶的

不断产生、热循环仪的不断优化，PCR扩增时间和扩

增效力将有望进行进一步缩短和提高。

综上所述，本研究建立的快速PCR扩增体系和

扩增程序，扩增时间仅为 24 min，比标准的耗时 3 h
左右的热循环程序明显缩短，为公安机构和科研院

所进行快速PCR反应提供了便捷方法。
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