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0 引言
线粒体 DNA主要指在真核细胞胞质的细胞器结构呈双链闭

合环状，一共有 16569 个核苷酸，线粒体 DNA最大的特点就是
变异率高，所以能够在法医遗传学中发挥巨大的作用。通过实际

应用能够了解到线粒体 DNA分型工作在进行的过程中主要以
一代测序为主进行检测，在测序的过程中能够直接把嫌疑人分

型和现场存在的物证进行对比。

1 线粒体 DNA
1.1 线粒体 DNA的基本特征
在细胞质中主要的双层模性细胞器就是线粒体，线粒体的主

要功能就是负责为细胞提供需要的能量，线粒体中的 DNA不需
要任何染色体的帮助就可以独立进行复制和转录，在 1981年的
时候研究工作者在研究的过程中首次对线粒体的全部序列进行

了检测，然后在 1999年的时候对该序列进行了修正，此后一直
沿用至今。

线粒体 DNA根据功能能够分为编码区和控制区两个区域，
其中控制区的突变率要高于编码区。因为线粒体 DNA的排列结
构比较紧凑，所以相邻的基因会出现相互重叠的情况发生，如果

在这个时候线粒体序列发生了变异，就会引发相关病变发生。

和常规染色体 DNA比较之后发现线粒体 DNA主要有以下
几大特点：首先能够根据需氧量的不同拷贝出上万个不同的数

量；其次因为线粒体 DNA的遗传方法为母系遗传，所以不能进
行遗传重组；最后线粒体 DNA的突变率比较高，所以纠错能力
比较弱。

1.2 线粒体 DNA的单倍群
单倍群主要指一群高度相似并且具有共同祖先的单倍型集

合，又被叫作诊断位点。单倍型在使用的过程中能够推算出人群

的迁徙历史和分布情况，在法医学应用的过程中单倍群能够评估

出无关相同单倍型出现的概率，最终完成整个测序工作。

在对 DNA进行单倍群划分工作的时候可以划分为以下两个
类型：①诊断位点；②独特变异位点。在使用的过程中能够通过
判断位点变异的情况来分析问题，最终达到质量控制的目的。

1.3 线粒体异质性
异质性主要指同一来源的线粒体中同一核酸位置出现的分

子类型，因为 DNA在细胞内的拷贝数存在不同情况发生，所以即
使是在同一细胞内也有可能出现不同的碱基。异质性主要由长

度异质和点异质两种类型组成，当异质性存在于比较高的氧化

环境中的时候就容易发生基因变异情况。

有的异质性位点有一定的遗传性，所以在分裂卵细胞的过程

中有时会因为年龄的变化而发生一定的改变。虽然有人在研究

的过程中认为异质性位点可能和遗传重组有关，但是该理论并

没有相关的证据作为支持。

因为不同的检测方法异质性的灵敏度不同，所以在进行自动

测序工作的过程中观察到的发生率会有一定偏差，导致异质性

的调查会受到一定的限制。

在实际应用的过程中如果参与对比的样本中出现了相同的

异质位点说明样本中的测序内容完全相同，这种认证提高了一

致性认定的准确率。

1.4 常染色体共同扩散
核线粒体 DNA主要指在线粒体 DNA中因为某段序列和常

染色体序列高度相同引起的高度同源，最终在 DNA扩增的过程
中出现的同源常染色体共同扩增。对于法医学应用来说因为线

粒体自身存在的特点，所以可以直接忽略掉常染色体对共同扩增

分型结果的影响。

摘 要：线粒体 DNA分型技术现在法医鉴定学中的地位非常重要，在降解检材检验、母系亲缘关系鉴定等法医学工
作上能够起到补充作用，但是通过实践发现线粒体 DNA的识别力比较低，要想充分发挥出线粒体 DNA的作用就必须要
做好评估建设线粒体全基因组测序的工作. 本文通过分析线粒体 DNA的相关内容深入了解建立法医线粒体全长测序在
二代测序平台中的情况，希望能够给以后的工作者提供一些参考.
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2 线粒体 DNA的法医学应用
2.1 线粒体 DNA的法医学概述
线粒体 DNA的分型主要有以下两个优势：首先是线粒体的

高拷贝数；其次是线粒体 DNA遵循的母系遗传。在实际应用的
过程中线粒体 DNA主要应用于：①缺乏传统参考样本的大型灾
难事故现场；②用于母系亲缘关系鉴定；③适用于无法通过 STR
遗传标记识别的检材（毛干）与高度讲解的检材（骨骼、牙齿等）。

常染色标记物扩增失败的骨骼或者是毛发。为了更好地提高线

粒体的识别能力，相关的法医遗传学家也做出了一系列的努力，

但是因为受到测序方法的限制导致无法提高线粒体全基因组测

序的分辨率。

2.2 线粒体相关的法医内容
根据国际法医学 DNA委员会提出的文件内容能够发现在对

比现场和嫌疑人线粒体 DNA的时候会出现以下三种情况，分别
是：排除、无法确定、无法排除。如果出现无法排除的情况就需要

对相关证据进行进一步的评估，总而言之在进行线粒体对比的

过程中需要注意首先不能进行个人识别，其次在应用的过程中

不能通过单个核苷酸的动态性位点来得出单倍型的概率。

3 新一代测序技术
3.1 新一代测序技术的相关介绍
新一代测序技术就是以 DNA合成为基础对 DNA序列进行

高通量测序的一种方法，和传统的测序方法相比二代测序方法

能够缩短检测的时间，并且降低单个检测样本的成本。现在市场

上更新的二代测序品牌主要以 Illumina公司为主生产的新一代
测序平台，这种测序平台在使用的过程中能够测量未知基因组

的内容。因为该平台应用的测序原理主要以不同剪辑荧光发射

光谱来进行研究，所以整个过程的错误率会比较低。

3.2 数据处理
在测序的过程中常用的名词包括以下内容：①文库。文库主

要指把测序的片段制备成符合测序实验的片段为平行测序工作

做好相应的准备；②接头。接头主要指用来连接目标序列的一种
连接酶，以此来提高测序工作的准确性；③序列。二代测序的结
果和序列有着密不可分的关系，在测序工作进行的过程中测序

平台不同会直接影响到整个序列的长度；④测序深度。测序深度
主要指平均测序深度就是测序总的碱基数除以样本长度的结

果，测序深度能够充分反映出测序的质量；⑤覆盖率。覆盖率主
要指已经测序的片段占据总基因组的百分比；⑥质量分数。质量
分数主要指评价碱基测序质量的指标，如果整个实验步骤都能

按照正确的程序进行，碱基测序的准确率能够达到 99%以上；
⑦条码标记。条码标记是一段固定的短序列，能够直接连接所有
的目标片段。

3.3 数据的分类
①SAM文件。SAM文件主要用来储存核算数据，属于二代平

台通用文件。在使用的过程中能够对比前后的序列内容；②BAM
文件。BAM文件的目录文件是 BAI，能够对相关软件进行可视
化；③FASTq文件。FASTq文件和 FASTA文件有很多相似的地
方，都是能够通过文件了解到每个碱基的质量分数；④VCF文

件。VCF文件是一种通用的文件格式，主要负责概括该变异在参
考基因组的位置。

4 实验方法
4.1 实验的流程
实验在进行的时候主要包括以下内容：提取 DNA、扩增长片

段、扩增子片段化、加接头、建立文库、PGM测序、验证结果和分
析结果。

4.2 器材与试剂
4.2.1 DNA处理部分
主要包括的试剂与设备内容有：琼脂糖、EB染色试剂盒、离

心机、恒温水浴锅。

4.2.2 测序部分
主要包括的试剂与设备内容有：NAOH溶液、1.5mL LoBIND-

tubes等。
4.2.3 使用软件及在线工具
使用软件及在线工具的内容包括：IGV、DNAsp等。

4.3 实验过程
4.3.1 实验样本的采集
首先经过知情人同意的情况下采集某地区 47名汉族个体母

系 3代的静脉血，然后放在-20℃的环境中进行保存。
4.3.2 测序策略
为了提高整个测序的质量在进行的过程中严格按照实验室

的操作流程进行实验：

（1）提取 DNA。在提取 DNA的过程中具体步骤如下：首先在
样本中加入适量的乙醇、蛋白酶然后加入静脉抗凝血进行均匀

震荡然后在加入 BufferAL溶液然后再次进行震荡，震荡之后放
入水浴箱中 10min之后等待细胞彻底裂解，然后取出离心管中
的溶液再次加入乙醇后进行震荡，震荡之后把液体均匀的涂在

离心柱中，离心 1min之后在放入到收集管中，然后进行 3 次离
心操作。操作完成之后回收 DNA，最后把回收的样本放在零上四
摄氏度环境中进行保存。在实验进行的过程中 PCR扩增体系情
况如表 1所示。

震荡完成之后进行离心去泡处理，离心去泡处理之后长序列

会逐渐扩增，扩增结束之后在加入适当的琼脂糖凝胶电泳，然后

进行观察，最终得到需要的样本[1]。
（2）验证方法：①不同参考的序列对比。因为在计算的过程中

使用的算法不同最终出现的结果也会不同，所以在计算的过程

中可以通过对比两种参考序列来提高验证结果的准确性；②系

试剂 体积（滋L） 终浓度

10X反应缓冲液 2 1
DMSO 0.4

10X增强剂 B 1 0.5
长聚合酶 0.36 1.8U
水 14.24

引物 1或引物 2 1 500nM
DNA 1 10ng

表 1 PCR扩增体系情况
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统发生学验证。在记载相关线粒体 DNA文献中能够发现系统发
生学的验证对整个实验来说都非常的重要，所以不能进行忽视。

系统发生学验证的过程中不仅能够了解单碱基可能出现的错

误，还能检验出样本是否发生混合。

一代测序为了提高对比数据的准确性可以对相同的样本进

行不同方法的检测，最常用的方法就是一代测序方法。

5 实验的结果
通过实验能够发现所有样本的平均序列长度都在 177.9说

明酶切的时间正好合适，从分析测量质量数据还能够发现所有

的样本数据都比较的准确。

在对比之后发现因为每个位点都能提取出一个频率比较高

的碱基，所以在实验的过程中会筛除掉一些可能出现错误的碱

基然后对共有的序列进行评价和分析，在分析的过程中可以通

过假阴性位点检查来筛选出变异的位点，最终得出的结果就是

需要的数据结果，这个数据结果的准确性非常高。

6 结束语
综上所述能够发现在二次测序平台中建立法医线粒体全长

测序能够提高整个测序的结果，并且在对比的过程中也能得出

人们需要的相关信息，为法医学工作者的工作带来了非常大的

帮助，也能让案件快速水落石出。
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序号 元素名称 元素符号 检出限 定量限

1 钙 Ca 5 20
2 铁 Fe 1 3
3 锌 Zn 0.2 0.5
4 镁 Mg 5 20
5 硒 Se 0.001 0.002

表 9 各元素检出定限及定量限 单位：mg/kg

源”，钙元素在人体的免疫系统、神经传递、内分泌调节及骨骼健

康中等起着非常重要的作用。通过对 36个红糖结果分析，红糖
的钙含量的数值处于 300~2500mg/kg之间，在植物食品中还是比
较高的。

（2）铁作为人体必需的矿物质及微量元素，具有强烈刺激机
体造血的功能，同时也具有提高人体免疫力，增强人身体素质的

作用。红糖具有“东方巧克力”之称，就是因为其中含有大量的铁

元素及其他元素，而且红糖中的铁元素是天然存在的，更容易被

人体给吸收。通过对 36个红糖结果分析，红糖的铁含量的数值
处于 3.0~25mg/kg之间，有一定的补铁造血功能。
（3）锌是人体必需的微量元素之一，在人体的生长发育、生殖

遗传、免疫等重要的生理过程中起着极其重要的作用，被人们称

为“生命之花”。锌可以促进人体的生长发育，维持人体正常的食

欲，同时可以增强人体的免疫力，可以促进伤口和创伤的愈合，

也能影响维生素 A的代谢和正常的视觉，对眼睛的恢复有一定
的作用，能促进维生素 A的吸收作用。通过对 36个红糖结果分
析，红糖的锌含量的数值处于 0.5~4.5mg/kg之间，对人体的正常
生长发育起促进作用。

（4）镁是人身体内 300多种酶的重要组成部分，镁帮助维持
神经和肌肉活动，是人体骨骼的另一组成成份，镁参与身体所需

能量的活动，防止钙沉淀在组织和血管壁。另外，镁还具有降血

压、降低胆固醇、降血糖等功效。通过对 36个红糖结果分析，红
糖的镁含量的数值处于 50~1000mg/kg之间，这个含量在植物食
品中还是比较高的。

（5）硒是人体中必不可少的微量元素之一，它对人体健康的
作用是广泛的，有多种免疫与生物学功能。硒是多种酶的活动中

心，在生命活动中起到抵御疾病，防止衰老，增强免疫功能的作

用。通过对 36个红糖结果分析，红糖的硒含量的数值处于 0.01~
0.16mg/kg之间，可以作为人体补硒的理想食品。
4 结论
采用电感耦合等离子体发射光谱法首次测定红糖中的五种

人体必需的营养元素，从得出的数据可以看出红糖产品保留了

甘蔗中大部分的营养成分，这一点是食糖同类产品中无法比拟

的，这将为进一步探究红糖中的营养价值起先驱作用，并引导消

费者选择营养价值较高的红糖产品。
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