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摘要：　目的　为了克服传统ＰＣＲ热循环仪体积大，运行电压高，耗时长，只能在实验室中应用的缺点，研究了

一种微腔型ＰＣＲ芯片，以期实现现场对ＳＴＲ片段的复合扩增。方法　采用在ＰＣＲ反应缓冲液中加入不同浓

度的ＢＳＡ溶液对芯片进行表面优化处理的方法及不同酶量优化实现对ＳＴＲ片段的有效扩增。结果　使用浓

度为０．５ｍｇ／ｍＬ的ＢＳＡ可得到清晰完整的ＳＴＲ分型结果；加大酶量有益于扩增效率的提高。结论　该种微

腔型ＰＣＲ芯片经初步优化后可有效地对ＳＴＲ片段进行复合扩增，经进一步优化可真正实现法医ＤＮＡ分析的

更加微量化和快速化。
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聚合酶链 反 应（ＰＣＲ）是 一 种 选 择 性 体 外 扩 增

ＤＮＡ片段的方法，广泛应用于分 子 生 物 学 的 各 个 领

域。利用微加工技术制备的微型ＰＣＲ芯片以其体积

小，升降温速度快和消耗试剂少等优势已成为当前研

究的热 点［１］。本 研 究 用 一 种 基 于 ＮＯＡ８１光 胶 的 微

腔型ＰＣＲ芯片初步实现了ＳＴＲ片段的复合扩增，报

道如下。

１　材料与方法

１．１　材　料

ＡｍｐＦｌＳＴＲ ○ＲＩｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ　ＰＣＲ 扩 增 试 剂 盒（美 国

ＡＢ公司）、９７００型热循环仪（美国ＡＢ公司）、３１３０ＸＬ
型遗传 分 析 仪（美 国 ＡＢ公 司）、牛 血 清 蛋 白（ＢＳＡ）
（北京拜尔迪生物技术公司）、基于ＮＯＡ８１光胶的微

腔型ＰＣＲ芯片及 加 热 温 控 装 置（北 京 理 工 大 学 生 命

学院），见图１。

１．２　方　法

用ＡｍｐＦｌＳＴＲ ○ＲＩｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ　ＰＣＲ 扩 增 试 剂 盒 进

行ＤＮＡ扩增，对 照 试 验 用９７００型 热 循 环 仪 进 行 扩

增，其余各组在０．２ｍＬ　ＰＣＲ管内配制反应混合液后

取５μＬ加 入 芯 片 反 应 腔 内，配 比 如 表１所 示。ＰＣＲ
芯片用 紫 外 光 胶 封 口 后 连 接 控 制 装 置，加 热 电 压

６．９ｖ，温感器电压４．９ｖ。扩增程序均为：９５℃１１ｍｉｎ；

９４℃１ｍｉｎ，５９℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，２９个循环；６０℃延

伸６０ｍｉｎ。所有产物均在３１３０ＸＬ型遗传分析仪上按

照标准操作规则进行检测，用ＧｅｎＭａｐｐｅｒ　ＩＤｖ３．２软

件进行数据分析。每组试验重复５次。

·２２·
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表１　实验分组及反应液配比

分组 缓冲液（μＬ） 引物（μＬ） ９９４７Ａ（ｎｇ） Ｔａｑ酶（Ｕ） ＢＳＡ（μＬ） 去离子水（μＬ）

９７００对照扩增 ４．０　 ２．０　 １．０　 １ — ２．８
芯片常规扩增 ２．２　 １．２　 ０．５　 ０．５ — 补水至５．５

芯片ＢＳＡ优化 ２．２　 １．２　 ０．５　 ０．５
１（０．２５、０．５、１．０、
１．５ｍｇ／ｍｌ）

补水至５．５

芯片酶量优化 ２．２　 １．２　 ０．５　 ０．５、１、１．５、２　 １（０．５ｍｇ／ｍｌ） 补水至５．５

　　

２　结果与讨论

芯片常规组反应混合液中未加任何表面改性剂，
相当于把传统的ＰＣＲ体系缩小移植到芯片上，结果

仅有个别位点 得 到 有 效 扩 增，且 峰 值 很 低（见 图２）；

１０μＬ体系的常规对照结果正常（见图３）。制作芯片

反应腔的材料是ＮＯＡ８１紫外固化型光胶，目前未见

其对ＰＣＲ影响的相关报道。从这组的结果可以看出其

固化后的表面化学性质对ＰＣＲ反应会产生抑制作用。

图２　芯片常规扩增检测结果

２．１　表面处理对扩增的影响

芯片上 的ＰＣＲ扩 增 与 传 统 的ＰＣＲ扩 增 不 同。
由于体积的缩小，芯片 的 比 表 面 积 变 大，表 面 作 用 更

为明显，表面修饰处理显得更为重要［３］。ＢＳＡ是常用

来进行芯 片 通 道 表 面 的 动 态 改 性 试 剂，一 定 浓 度 的

ＢＳＡ可以与Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶等形成竞争性吸附，而

且能够被优先吸附到微通道的表面上，从而减少其对

Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶的吸附，同时也避免了ＰＣＲ混合液

中其它组分在微 通 道 表 面 的 非 特 异 性 吸 附［２］。本 研

究采 用 在ＰＣＲ反 应 混 合 液 中 添 加 与 ＤＮＡ 等 比 的

ＢＳＡ溶液的方法进行芯片反应腔内表面的动态改性。
实验发现，当ＢＳＡ溶液浓度小于０．２５ｍｇ／ｍＬ时，达

不到对通道 内 表 面 处 理 的 效 果；大 于１．５ｍｇ／ｍＬ时

效果也不好，原 因 可 能 是 过 高 的 蛋 白 浓 度 会 对ＰＣＲ
反应 有 抑 制 作 用，故 选 用 浓 度 为０．２５、０．５、１．０、

图３　常规对照扩增检测结果

１．５ｍｇ／ｍＬ的ＢＳＡ进 行 优 化 处 理。结 果 表 明：加 入

ＢＳＡ溶度为０．５ｍｇ／ｍＬ时得到完整的ＳＴＲ分型（见

图４），其余 三 个 浓 度 在Ｄ７Ｓ８２０、Ｄ２Ｓ１３３８、Ｄ１９Ｓ４３３、

Ｄ１８Ｓ５１和ＦＧＡ这５个位点均有 不 同 程 度 的 缺 失 或

（和）峰值过低。用浓度０．５ｍｇ／ｍＬ的ＢＳＡ优化处理

得到的完整ＳＴＲ分 型，但 与 常 规 对 照 相 比 仍 有 峰 值

较低、位点平衡 度 不 高 及 非 模 板 加 Ａ不 完 全 等 方 面

的问题。

图４　芯 片 ＰＣＲ 反 应 液 中 加 入 浓 度０．５ｍｇ／ｍＬ的

ＢＳＡ进行表面优化处理，扩增后检测结果
·３２·



刑事技术２０１３年第５期

２．２　不同酶量对扩增的影响

经过ＢＳＡ对反 应 腔 内 壁 封 闭 处 理 后，在 一 定 程

度上大大减少了内壁对Ｔａｑ聚合酶的吸附，同时也起

到稳定Ｔａｑ聚合酶的目的。在采用 浓 度０．５ｍｇ／ｍＬ
的ＢＳＡ优化的同时加大反应液中的酶量对扩增效率

仍有一定影响。在同一芯片的不同通道的ＰＣＲ反应

液中分别加入０．５、１、１．５、２Ｕ的Ｔａｑ聚合酶，扩增后

电泳检测结果 对 比 发 现，加 大 酶 量 所 得ＳＴＲ图 的 位

点峰值均有不同程度的提高，扩增效率得到提高。加

入１．５和２Ｕ的酶效果相近（见图５）。这是因为，虽

然内壁经过了一定的表面修饰处理，但内壁对酶或者

图５　芯片ＰＣＲ反 应 液 中 加 入 浓 度０．５ｍｇ／ｍＬ的ＢＳＡ
进行表面优化处理，同时增加聚合酶 量 至１．５Ｕ扩 增 后

检测结果

其他成分仍有一定的吸附或者抑制其活性。因此，在

吸附饱和前，适当加大酶量，可以增加酶的活性，但当

达到饱和吸附后，增加酶量对提高扩增效率已没有显

著效果［３］。
本研究采用一种新型的ＮＯＡ８１光胶ＰＣＲ芯片

对ＳＴＲ片段进行复合扩增，获得的ＳＴＲ分型结果清

晰、完整。通过优化对比扩增发现：一定浓度的ＢＳＡ
表面处理剂与适当增 加 酶 量 可 提 高 扩 增 效 率。虽 然

与常规９７００型热循环仪的扩增效果相比，ＰＣＲ芯片

在扩增效率、平衡性及 稳 定 性 等 方 面 与 还 略 有 不 足，
但９７００体积大，耗 时 长（完 成 扩 增 需 近３ｈ），而 该 套

芯片装置体积小，运行所需电压小（仅６．９ｖ），可利用

车载电源在现场进行分析以便实现现场便携化，且消

耗试剂少、耗 时 较 短（完 成 扩 增 花 费２．５ｈ）。后 续 的

研究会对芯片及配套检测试剂进行优化，进一步降低

扩增体系和缩短扩增时间，并对现场各类型样本进行

有效性、稳定性和灵敏 性 的 验 证 研 究，以 期 实 现 真 正

的现场便携化和快速化。
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位于尸体背侧及四肢坐位姿势低下未受 压 部 位，压 之 褪

色。颜面瘀血，口唇指端发绀，双 侧 角 膜 透 明，瞳 孔 等 大

等圆，直径５ｍｍ，双眼 睑 结 膜 见 少 量 针 尖 样 出 血 点。颈

部可见多 道 宽２ｃｍ～３ｃｍ 带 状 缢 沟，缢 沟 生 活 反 应 明

显，于双侧枕部向上提空。余尸表未 见 明 显 暴 力 打 击 损

伤。解剖见：心、肺浆膜下有瘀 点 性 出 血，余 未 发 现 明 显

异常。提取胃壁组织及胃内容检验，未 检 出 常 见 镇 静 安

眠药物、常见农药、毒鼠强和乙醇等成份。

２　讨　论

本案由于原始现场已破坏，根据 现 场 残 留 物 品 及 尸

体检验分析，可以重建死者以胶带纸缠绕 颈 部 通 过 后 座

安全带缢挂于右后座扶手上呈坐位的状 态，与 死 者 家 属

描述原始状态 一 致。根 据 尸 体 检 验 所 见 颈 部 见 带 状 缢

沟，缢 沟 生 活 反 应 明 显，死 者 颜 面 瘀 血，口 唇 指 端 发 绀，
双眼睑结膜见 少 量 针 尖 样 出 血 点，呈 典 型 窒 息 症 状，余

体表未见明显暴力损伤及异常，分析死者 系 胶 带 纸 缢 颈

致机械性窒息 死 亡。死 者 颈 部 胶 带 呈 多 圈 缠 绕 颈 部 形

成闭锁环，车后 座 安 全 带 自 身 为 一 封 闭 环，两 者 链 接 呈

环环相扣，形 成 方 式 只 能 是 将 安 全 带 环 穿 过 扶 手 下 拉

后，胶带纸穿过安全带环一圈一圈缠绕颈 部 而 形 成 该 闭

锁环。车内后排空间狭小，这 一 方 式 复 杂，他 人 形 成 难。
安全带具有在没有牵拉力的状态时会自 动 回 缩，当 突 然

受较大力时会自动锁紧的特点。经 仔 细 分 析、在 有 人 员

保护的情况下 模 拟 重 建，取 用 另 一 同 品 牌 车 辆，类 似 胶

带纸及剪刀。用 钥 匙 开 车 门，从 内 锁 闭 车 门 后，坐 于 右

后座，将右后座 安 全 带 环 穿 过 右 后 门 上 方 扶 手，将 安 全

带下拉至适当位 置 用 脚 或 其 他 物 品（金 属 外 网 软 管）固

定牵拉后，双手 配 合 用 胶 带 纸 穿 过 安 全 带 环，再 依 次 缠

绕颈部数圈后，用 剪 刀 将 剩 余 胶 带 卷 置 于 后 座，松 开 安

全带，安 全 带 自 动 回 缩，人 稍 站 起，安 全 带 自 动 回 缩，然

后突然坐下，胶 带 环 牵 拉 安 全 带 环 突 然 受 力，安 全 带 锁

闭，当事人颈 部 受 力，以 坐 位 姿 势 形 成 机 械 性 窒 息。结

合痕迹检验发现 胶 带 纸 尾 部 断 端 与 胶 带 卷 起 点 断 端 呈

整体分离改变，且残余胶带卷上熏 显 出 死 者 指 纹。分 析

本例性质为自杀。 收稿日期：２０１３－０１－０４
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