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基于高通量测序技术的法医 DNA
分析方法研究

●徐梦莹

　　

[摘要]高通量测序技术,以其多位点并行检测、高灵敏度和深度解析能力,为法医 DNA分析带来了革新性的

解决方案.它有效突破了传统短串联重复序列分型方法在混合样本解析、微量与降解 DNA 检测,以及遗传

标记分析中的局限性.高通量测序技术在传统短串联重复序列精细化分型、单核苷酸多态性标记扩展及痕

迹来源推断等方面展现出明显优势.高通量测序技术通过优化目标区域捕获、文库制备和生物信息学分析

流程,明显提升了个体识别的准确性和效率.本文综述了高通量测序技术在法医领域的应用原理、关键技术

及特殊需求,并分析了其在复杂案件中的实际效能和未来发展趋势,旨在推动该技术在司法鉴定领域的全面

应用.

[关键词]高通量测序技术;法医 DNA分析;STR分型;SNP标记

法
医DNA分析是司法鉴定的重要技术手段，其广泛

应用于个体识别、亲缘关系鉴定和复杂案件侦破

中。 传统短串联重复序列(STR)分型方法虽然成熟可靠，

但在处理混合样本、微量及降解 DNA检材，以及复杂遗传

标记分析方面存在一 定 的 局 限 性。 近 年 来，高 通 量 测

序(HTS)技术的迅速发展为法医 DNA分析提供了突破性解

决方案。 HTS凭借强大的多位点并行检测能力、高分辨率

特性以及深度解析优势，有效突破了传统技术的局限性。

同时，HTS技术凭借海量数据的生成能力和高灵敏度检测

技术，在解析复杂样本、提升检出率以及丰富遗传数据库方

面展现出明显优势。 HTS的多种应用潜力，包括STR精细

化分型、单核苷酸多态性(SNP)标记扩展、混合样本解析及

痕迹来源推断，为法医DNA分析提供了更精准和高效的技

术支持。

高通量测序技术在法医 DNA分析中的应用原理与

需求

　　(一)高通量测序的基本原理

高通量测序技术是相对传统Sanger测序而言的第二代

或第三代测序技术。 高通量测序技术核心特征在于其能够

同时对数量庞大的DNA分子进行并行测序，实现对海量数

据的快速读取。 以第二代测序平台(如Illumina平台)为

例，待测 DNA 先经过适当的打断处理，然后进行文库制

备。 接着，利用接头(Adapter)将其固定于测序芯片或微珠

表面，通 过 边 合 成 边 测 序 技 术 (SequencingＧbyＧSynthesis,

SBS)等先进的化学手段，确保在每轮碱基延伸过程中都能

精准地采集到相应的荧光信号，从而准确记录碱基序列信

息。 相比于传统的毛细管电泳单次输出几百条碱基序列，

高通量测序技术，如Illumina和IonTorrent平台，能够在短

时间内对多个样本进行深度检测，一次实验可读取数百万条

序列，读取长度从２５bp到４５０bp不等，数据产出量可达数

十 G到数十Tb。

(二)法医DNA分析的特殊需求

法医 DNA分析与医学或基础科研的基因组研究相比，

具有明显的特殊性和应用导向，主要体现在以下方面。

(１)混合样本的分离与识别：在犯罪现场或司法鉴定

中，常见到多人混合DNA样本，传统STR方法在混合比例

较高时面临解析困难。 高通量测序通过深度测序和多位点

检测，能够更好地区分不同个体的等位基因。

(２)微量与降解样本的检测：法医样本往往含量比较

低，且常受到环境、时间和外力等多重因素的破坏。 高通

量测序利用其高灵敏度和高覆盖度，可在相对较低起始模板

量下实现稳定的扩增与测序，有助于提高对微量或降解样本

的检出率。

(３)法医数据库与突变率考量：法医应用对于 STR 或

SNP数据库的精确构建与比对至关重要。 高通量测序带来
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的多样性数据可丰富法医数据库，增强个体识别与亲缘鉴定

的准确度。 同时，通过深度测序可实时监测DNA区域的突

变率，为法医遗传研究提供更多信息。

(４)操作简化与结果可解释性：法医鉴定需要相对较短

的检测周期及较为稳健的自动化流程。 随着高通量测序平

台的持续更新迭代和生物信息分析软件的日益完善，法医应

用中的自动化与流程简化逐渐成为现实。 然而，这对仪器

精度、试剂质量以及信息分析的专业能力提出了更为严格的

要求。

(三)引入高通量测序技术的意义

将高通量测序技术引入法医 DNA分析，不仅是对既有

鉴定手段的补充，更是对法医基因分型体系的全面升级。

高通量测序能够在一次实验中完成多个基因组的并行检测，

大幅提高检测效率。 高通量测序的高分辨率特性可捕捉到

传统方法难以检测到的小结构变异或罕见突变，增强案件侦

查的确定性。 对于低质量、降解严重的样本，高通量测序

也具备一定的适应能力，降低因 DNA量或完整性不足而造

成检验失败的风险。 这些优势为侦查破案、排除嫌疑以及

精准的亲子鉴定提供了更加可靠的技术支撑。

高通量测序在法医DNA分析中应用的关键技术

(一)目标区域捕获与文库制备

在法医 DNA 分析中，最常见的目标区域包括 STR 位

点、SNP位点、多态性InDel和微单倍型(Microhaplotype,

MH)等。 对于不同的目标区域，往往需要在测序前进行针

对性的文库制备与富集。

(１)多重PCR扩增：针对若干STR或SNP位点设计多

重引物，通过一次或少数几次 PCR扩增对多个目标序列进

行富集。 该方法简单快速，适用于常规 STR 基因组的

检测。

(２)捕获探针杂交：对基因组中的目标区域(如特定SNP
或罕见位点)设计寡核苷酸探针，富集到目标序列后再进行

测序。 该方法灵活度较 高，可 根 据 案 件 需 求 定 制 探 针

方案。

(３)文库制备流程：在完成PCR扩增或探针捕获后，还

需进行加接头、加索引(Index)、纯化等一系列步骤，以便将

富集后的目标片段转化为可在测序平台上进行测序的文库。

文库制备的质量直接影响后续测序结果的准确性与一致性，

是法医应用中的关键环节。

(二)测序平台的选择与性能比较

高通量测序平台包括Illumina、IonTorrent、PacBio和

OxfordNanopore等。

(１)Illumina平 台：如 Miseq 和 NovaSeq６０００，采 用

SBS(边合成边测序)技术，提供高准确度和大数据量，读长

一般在７５～３００bp范围内，但通过特定型号如 Miseq，读长

可达到２×３００bp。 这些平台成本相对可控，适合法医研究

中常见的STR/SNP分型。

(２)IonTorrent平台：测序原理基于半导体芯片检测氢

离子的释放，读长与准确率与Illumina平台相近，但对 GC
含量极端不均匀区域可能存在偏好性。

(３)第三代测序平台：如PacBio与OxfordNanopore，读

长可达到数千至数万碱基，可更完整地检测大片段STR或

结构变异。 然而，其单次读长准确度与成本尚有待进一步

优化，尚未大规模应用于常规法医检测领域。

在法医应用中，应根据目标检测位点的长度、需要的深

度覆盖以及经费预算选择合适的平台；对于微量、降解或高

重复序列区域的检测，往往还需使用多种平台互补或采用不

同测序策略以保证结果准确度。

(三)生物信息学分析流程

高通量测序在法医领域的应用离不开可靠的生物信息学

分析，典型流程如下。

(１)数据预处理：去除测序文库中的接头序列与低质量

碱基，对测序读长进行过滤、质控与聚类，以确保后续比对

的准确性。

(２)比对与变异检测：将质控后的 Reads比对到参考基

因组或参考序列上，利用专门的算法识别STR基因组的重

复数目变动或SNP等位基因分型信息。 同时，对可能存在

的插入/缺失变异进行统计和判定。

(３)混合样本解析：对多个人源DNA混合的样本，通过

等位基因峰值深度、不同比例分型以及统计学方法区分不同

个体的基因型。 随着建模与机器学习技术的发展，高维度

测序数据可支持更加精准的混合比例估计与个体分离。

(４)结果可视化与数据库比对：通过高通量测序技术，

最终生成的分型信息可以进行可视化展示，并与法医数据

库(如CODIS数据库)或本地数据库中的已知基因型进行比

对，以确定个体身份或亲缘关系。 例如，高通量测序技术

能够一次检测STR、SNP、mtDNA 等多种位点，获得更多

的个体识别信息，给侦查人员提供更多有效线索，助力案件

的及时侦破。

(５)质量控制与法庭科学证明：在实际司法应用中，生

物信息学分析须遵循严格的标准操作流程(SOP)，并提供详

细的质量控制报告与法庭科学说明，以保证测序结果在法律

层面的有效性和可采信性。

高通量测序技术在法医DNA分析中的应用与发展趋势

(一)在法医STR分型与SNP标记中的应用

(１)STR分型的新方案：高通量测序为STR分型引入了

序列信息层面的精细辨别，不仅能准确识别STR的重复次
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数，还能深入揭示STR重复单元内部的碱基变异情况，进

而明显提升个体识别的准确性；对于混合度较高的样本，深

度测序可明显增加对稀有等位基因的检出能力，减少漏检。

(２)SNP标记在法医中的优势：与STR相比，SNP标记

展现出突变率低、分型流程简便以及结果高度可重复性的优

势，而且在降解严重的DNA样本中，SNP标记的短片段检

测尤为有效。 高通量测序技术具备在一次实验中同时分析

数百乃至上千个SNP位点的能力，为复杂案件的个体识别

与族群溯源提供了前所未有的精确度。

(３)微单倍型：是一类由紧密连锁的 SNP组成的短片

段，可同时具有高多态性与短序列长度的优势，适合低质量

DNA检测和混合样本分型。 高通量测序提供了对微单倍型

的高分辨率检测，为法医应用提供了新工具。

(二)在混合样本解析与痕迹鉴定中的应用

(１)混合比例与数量估算：传统法医分析方法在面对两

人或多人高度混合时常难以给出明确的分型判断。 高通量

测序可借助深度分型方法，通过分析每个位点的测序深度与

等位基因比例，较准确地评估混合比例，进而辅助筛查可能

的嫌疑人数量。

(２)同卵多胎个体区分：传统STR方法在区分同卵双胞

胎时面临较大挑战，而高通量测序技术则通过检测超高分辨

率或低频突变，有望捕捉到罕见的体细胞突变或表观遗传差

异，进而在一定程度上实现对同卵多胎个体的有效区分。

虽然这一技术当前尚处于探索阶段，但为疑难案件鉴定提供

了新的方向。

(３)痕迹来源鉴定：随着法医技术的发展，案件中常会

遇到对具体生物学来源(如血液、唾液、皮肤组织等)进行识

别的需求。 借助RNA测序、甲基化测序等前沿技术，科学

家能够推断出DNA的来源组织类型及个体差异，为法医鉴

定中检材来源的判定提供更加丰富的参考依据。

(三)高通量测序技术在法医 DNA分析中的未来发展趋

势及其面临的挑战

(１)多平台整合与测序深度优化：为更精准地完成复杂

样本分析，需要在不同测序平台之间进行策略整合，如利用

短读长平台(Illumina)进行高精度分型，再辅助以长读长平

台(PacBio或 Nanopore)解析大型插入/缺失或复杂结构变

异。 此外，还需进一步探索在有限预算下如何平衡测序深

度、目标区域选择与检出限需求。

(２)自动化与标准化：法医鉴定具有高时效与可重复性

的要求。 高通量测序流程中涉及PCR富集、文库制备及生

物信息分析多个关键环节，需不断完善自动化设备以及标准

操作流程，降低操作人员水平差异对结果的影响，并在法庭

科学层面建立行业认可的标准化规范。

(３)新兴技术与多组学融合：除了对基因组DNA本身进

行测序分析，表观基因组学、转录组学和单细胞测序等新技

术也可能在法医检验中发挥补充作用。 例如，通过检测

DNA甲基化，可以推断DNA来源组织类型以及个体的生理

状态，如年龄推断、死亡时间鉴定、组织来源鉴定及个体识

别等，为法医分析提供更为全面的信息支持。

(４)法律与伦理问题：随着高通量测序技术在法医领域

的深入应用，确保数据隐私保护和伦理合规变得尤为重要。

法医样本数据涉及个人敏感信息，必须严格遵守《世界医学

协会赫尔辛基宣言》《涉及人的健康相关研究国际伦理指

南》及《中华人民共和国生物安全法》等法律法规，以防范

对个体基因信息的不当滥用。 同时，跨地区或跨国的 DNA
数据库共享也需要法律和伦理层面的审慎考量。

结束语

综上所述，高通量测序技术在法医 DNA分析中展现出

多位点并行检测、高灵敏度和深度解析的独特优势，有效解

决了传统方法在混合样本解析、微量与降解 DNA检材处理

以及遗传标记分析中的一些问题。 借助目标区域捕获技术

和平台优化手段，并融合高效的生物信息学分析流程，可以

明显增强个体识别的准确性及对复杂案件解析的效率。 在

法医实际应用中，随着技术自动化与流程标准化的推进，以

及法律与伦理框架的完善，有助于提升高通量测序技术在法

医DNA分析中的可操作性与社会接受度。 未来，随着多组

学技术的融合与新型测序平台的应用，法医 DNA分析有望

实现更精准的信息解读，从而为司法领域的技术革新注入持

续动力。
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