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二联体亲子鉴定罕见案例分析及应对策略
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【摘 要】目的 对亲子鉴定中二联体罕见案例进行分析并给出应对策略。 方法 对罕见案例样本进行DNA提取，使用AGCU EX-22试

剂盒进行二联体和三联体检测；使用阅微基因36A试剂盒进行二联体检测。通过遗传测序仪进行电泳分析，GeneMapper ID-X软件进行数据

分析得到短串联重复序列（short tandem repeats，STR）图谱和相应的基因座数据，并计算其累积亲权指数。 结果 采用AGCU EX-22试剂盒进

行被检父和孩子二联体鉴定，获得累积亲权指数为 7.0516 × 102，这个值既大于 0.0001 又小于 10 000。根据《亲权鉴定技术规范》（GB/T

37223-2018），其结果是既不支持、又不能排除被检父为孩子的生物学父亲，不能出具明确的鉴定意见；增加孩子母亲样本，改为三联体鉴定后，

使用相同的试剂盒进行鉴定，获得的累积亲权指数为2.6327 × 108，大于10 000，支持被检父为孩子的生物学父亲。与此同时，增加STR基因

座位点，使用阅微基因36A试剂盒进行被检父和孩子的二联体鉴定，获得累积亲权指数为1.0378 × 109，同样大于10 000，亦能出具明确的鉴定

意见。 结论 在二联体亲子鉴定中，通过增加孩子生母做三联体亲子鉴定或者是增加STR位点进行检测，都能提高累积亲权指数，帮助罕见疑

难亲子鉴定案例出具明确的鉴定意见。
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Analysis and solution of a rare case of parentage testing of duos
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【Abstract】Objective This study aimed to explore an efficient method in a rare case of parentage testing of duos. Method DNA
extraction was performed on rare case samples，and parentage testing of duos and trios was performed using AGCU EX-22 Kit，and par⁃
entage testing of duos was also performed using Microreader 36A Kit. The electrophoretic analysis was conducted in the genetic ana⁃
lyzer. Then the data were analyzed with GeneMapper ID-X to get STR profiling and corresponding locus data，and the combined parent⁃
age index（CPI）was calculated. Results Father-child parentage testing of duos was conducted using AGCU EX-22 Kit. The CPI result
was 7.0516 × 102，greater than 0.0001 yet less than 10 000. According to the "Specification of Parentage Testing"（GB/T 37223-2018），
the CPI result neither supported the conclusion that the tested father was the biological father of the tested child，nor did it eliminate this
possibility. Therefore，it was not possible to express a clear opinion on this parentage testing of duos. In this case，the DNA sample of the
tested child′s mother was added in the parentage testing of duos which was changed into a parentage testing of trios using the same test⁃
ing kits. The CPI of the revised test was 2.6327 × 108，greater than 10 000. This result was positive that the tested father was the biologi⁃
cal father of the tested child and a definite opinion of parentage testing could be issued. At the same time，the number of STR loci was
increased and the father-child parentage testing of duos was conducted using the Microreader 36A Test Kit. The CPI value was 1.0378
× 109，greater than 10 000. Thus，a definite parentage opinion could be issued. Conclusion In parentage testing of duos，either by add⁃
ing the child′s biological mother for aparentage testing of trios or by adding the STR loci for testing，could improve the CPI and help to
produce a definitive identification opinion in rare and difficult parentage testing.
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短串联重复序列（short tandem repeats，STR）是一

类广泛存在于人类基因组中的DNA多态性基因座，又

被称为微卫星DNA[1]。STR一般是由2 ~ 6个碱基对构

成的核心序列，呈串联重复排列，基因座位点长度一般

在100 ~ 300 bp之间[2]。因个体间DNA片段长度、重复

序列变异或DNA序列差异，STR呈高度的多态性[3]，并
在基因传递过程中遵循孟德尔共显性方式遗传给下一

代[4]。因其基因片段短、扩增效率高、判型准确等，STR
已被广泛应用于DNA法医物证的亲子鉴定和犯罪案

件的实践中[5-7]。

论 著
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父亲提供生父基因成为孩子生父的可能性和随机

男人提供生父基因成为孩子生父的可能性的比值称为

亲权指数（parentage index，PI）。在所检测的各位点之

间没有遗传连锁关系的条件下，多个位点的累积 PI值
即为累积亲权指数（combined parentage index，CPI），等

于各个位点 PI值的乘积[8]。我国《亲权鉴定技术规范》

（GB/T 37223-2018）规定，累积亲权指数大于10 000则
可肯定亲子关系，小于0.0001则可排除亲子关系；而大

于 0.0001又小于 10 000，则既不能肯定又不能排除亲

子关系[9]。
近年来，随着我国亲子鉴定的案件数量日趋增多，

也遇到了多种多样的疑难[10]或罕见问题[11]。例如，父

女或父子在进行二联体亲权鉴定时，虽然被检父在每

一个基因座上都能传递给孩子必须的等位基因，符合

孟德尔遗传定律，但是又计算出其累积亲权指数既大

于 0.0001又小于 10 000，根据《亲权鉴定技术规范》

（GB/T 37223-2018）既不能排除被检父为孩子的生物

学父亲，又不能支持被检父为孩子的生物学父亲，导致

无法出具明确的鉴定意见书。针对这一类情况，我们

需要选择合适的判断标准和应对策略[12-13]。本文对一

例典型的二联体亲子鉴定的罕见案例进行了深入的分

析并提出应对策略。

1 材料与方法

1.1 材料、设备和试剂盒

FTA血卡（成武荣华生物科技有限公司，山东），一

次性末梢采血器（施莱医疗器械有限公司，苏州），che⁃
lex-100（伯乐公司，美国），HIDITMFormamide（ABI赛默

飞世尔科技公司，美国），台式离心机（Thermo Scien⁃
tific，美国），法医用直径1 mm打孔器（浩源科技有限公

司，广州），Veriti®热循环仪PCR仪器（ABI赛默飞世尔

科技公司，美国），3500 DX基因分析仪（ABI赛默飞世

尔科技公司，美国）[14]。
AGCU Expressmarker 22 试剂盒（AGCU EX-22）

（中德美联生物有限技术公司，无锡），该试剂盒包含21
个常染色体 STR和 1个性染色体 STR基因座；Micro⁃
readerTM 36A Direct ID System试剂盒（阅微基因 36 A）
（阅微基因技术股份有限公司，北京），该试剂盒包含36
个常染色体 STR和 3个性染色体 STR基因座。上述 2
个试剂盒均包含 13个 CODIS（Combined DNA Index
System）核心STR基因座。

本研究获得西南医科大学伦理委员会审核批准

（批号：KY2021237），所有研究对象签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 血液采取 酒精棉球对被鉴定人的指尖常规消

毒处理后，用FTA血卡采集 2 ~ 4滴黄豆大小的血迹，

自然阴凉干燥，室温运输和保存，或者直接用于下一步

的实验。

1.2.2 DNA提取 用打孔器对FTA血卡上的血斑打下

两个纸片到EP管中后，加入400 μL的灭菌水，静置15
min。然后用离心机12 000 rpm高速离心1 min，去掉上

清液，保留纸片。再加入35 μL 5% chelex-100，56 ℃水

浴30 min，100 ℃沸水中煮沸8 min后，用漩涡振荡器剧

烈震荡一下，再离心后转移至新的EP管中，用于下一

步实验[15]。
1.2.3 PCR扩增 使用AGCU EX-22试剂盒根据本实

验室和试剂公司介绍的方法进行PCR扩增[15-16]。使用

阅微基因 36 A试剂盒进行 PCR扩增的反应体系为 10
μL，其中Microreader TM2.5 × Master Mix Ⅲ 4 μL，Mi⁃
croreaderTM36AD 5 × Primer Mix 2 μL，ddH2O 0.6 μL，
DNA模板 3 μL。PCR程序：95℃预变性 5 min；94℃变

性20 s，59 ℃退火90 s，共28个循环；60 ℃终延伸60 s；
4 ℃维持保温。

1.2.4 电泳测序及 STR分型分析 取扩增产物与电泳

液混合、变性、冰浴后再至常温，使用ABI 3500 DX基因

分析仪行电泳分析，使用GeneMapper ID-X软件行STR
分析[17]。最后参照《亲权鉴定技术规范》（GB/T 37223-
2018）进行结果判定。

2 结果

2.1 二联体AGCU EX-22检测结果

被检父和孩子使用AGCU EX-22进行二联体亲子

鉴定，获得STR分型（图1A、1B）和STR基因座数据（表

1）。从图 1A、1B和表 1中可以看出来，被检父在 21个
基因座位点上都能提供给孩子必须的等位基因，符合

孟德尔遗传定律。根据《亲权鉴定技术规范》（GB/T
37223-2018）中二联体亲权鉴定公式，计算出累积亲权

指数为7.0516 × 102，大于0.0001但又小于10 000，既不

能支持被检父为孩子的生物学父亲，也不能排除被检

父为孩子的生物学父亲。

2.2 三联体AGCU EX-22检测结果

根据二联体亲子鉴定结果，增加孩子母亲样本，使

用AGCU EX-22进行三联体亲子鉴定。PCR扩增、电

泳测序后进行结果分析，得到孩子母亲 STR分型（图

1C）和STR基因座数据（表1）。根据表1可计算出三联

体累积亲权指数为2.6327 × 108，大于10 000。根据《亲

权鉴定技术规范》（GB/T 37223-2018）规定，所得结果

除了支持孩子母亲为孩子的生物学母亲外，也支持被

检父为孩子的生物学父亲。

2.3 二联体阅微基因36A检测结果

为了进一步验证被检父和孩子之间的关系，我们

还使用阅微基因 36A试剂盒进行检测，其包含 33个常

染色体STR和3个性染色体STR，可增加STR基因座位

点信息[18]。阅微基因 36A拥有 AGCU EX-22所有的
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STR基因座，同时增加了15个常染色体STR基因座，故

还可对 AGCU EX-22取得的结果进行验证。结果显

示，两种试剂盒相同基因座中的等位基因结果一致。

被检父和孩子使用阅微基因 36A进行二联体鉴定，分

析后获得 STR分型图 2（图 2A、2B）和 STR基因座数据

（见表2），计算得出累积亲权指数为1.0378 × 109，大于

10 000。根据上述技术规范，支持被检父为孩子的生

物学父亲。

表1 AGCU EX-22 STR基因座数据

Table 1 AGCU EX-22 STR data
STR基因座

Amel

D3S1358

D13S317

D7S820

D16S539

Penta E

D2S441

TPOX

TH01

D2S1338

CSF1PO

Penta D

D10S1248

D19S433

vWA

D21S11

D18S51

D6S1043

D8S1179

D5S818

D12S391

FGA

281F

X/Y

15/16

9/11

8/10

9/12

13/15

10/12

8/11

6/9

23/24

12/16

9

15/16

14

14/16

31/31.2

13/18

12/14

12/13

11/12

19/23

19/26

281C

X

15/17

11/12

10/11

9/10

14/15

10/11

8/9

9/10

24/25

12/13

8/9

14/16

12/14

14/17

30/31

15/18

13/14

13/14

11/13

19/20

19/24

281M

X

16/17

11/12

9/11

10

14/18

11/11.3

8/9

9/10

24/25

10/13

8/11

13/14

12/14.2

17/19

29/30

13/15

13/17

13/14

9/13

20/21

21/24

表2 阅微基因36A STR基因座数据

Table 2 MicroreaderTM 36A STR data
STR基因座

Amel

TH01

D5S818

D21S11

D18S51

D6S1043

D15S659

D6S477

Rs2032678

D3S1358

D13S317

D7S820

D16S539

CSF1PO

PentaD

D8S1132

D7S3048

D2S441

vWA

D8S1179

281F

X/Y

9/10

11/13

30/31

15/18

13/14

12/16

15/16

1

15/17

11/12

10/11

9/10

12/13

8/9

18/22

23/24

10/11

14/17

13/14

281C

X

6/9

11/12

31/31.2

13/18

12/14

12/16

15/16

0

15/16

9/11

8/10

9/12

12/16

9/9

18/20

23/24

10/12

14/16

12/13

STR基因座

TPOX

PentaE

D14S608

D4S2366

D3S3045

D19S433

D22S1045

D2S1338

FGA

D5S2500

D10S1435

D18S535

DYS391

D1S1656

D12S391

D10S1248

SE33

D19S253

D11S2368

281F

8/9

14/15

6/9

10/12

9/13

12/14

15/16

24/25

19/24

11/16

10/13

14/15

10

11/15

19/20

14/16

18/29.2

12/12

21/22

281C

8/11

13/15

9/9

11/12

9/13

14/14

11/16

23/24

19/26

12/16

13/13

13/14

0

11/16

19/23

15/16

18/29.2

10/12

18/22

图1 AGCU EX-22 STR分型结果

Figure 1 AGCU EX-22 STR typing result
注：A. 被检父的STR分型图谱；B.孩子的STR分型图谱；C.孩子母亲的STR分型图谱。

A B C
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3 讨论

为了快速完成检测，得到准确且可靠的 STR图谱

和数据结果，本研究使用Chelex-100法提取DNA进行

PCR扩增[19]。当前亲子鉴定广泛使用STR基因座进行

判断，对于这些案例一般只要认真计算好累积亲权指

数就能确认是否有血缘关系，但有时候会有突变的

STR 基 因 座 出 现[20]，如 D12S391、SE33、D2S1338、
D21S11、vWA、D3S1358、D8S1179、D2S441和D1S1656。
上述9个基因座的突变在当前文献报道中最常见[21]，此
外其它基因座如D5S818、D7S820和D13S317也可发生

显著变异[22]。以往二联体亲子鉴定疑难案中[23]，有的

因一到两个基因座突变导致累积亲权指数既大于

0.0001又小于 10 000，不能出具明确的鉴定意见，然后

通过增加STR基因座检测的方法来增加累积亲权指数

并验证第一个试剂盒的结果，最后都能得出明确的鉴

定意见[24-25]。
本文介绍的是更为罕见的案例，被检父在每个基

因座上都能提供给孩子必须的等位基因，符合孟德尔

遗传定律，但其累积亲权指数计算的结果却是既大于

0.0001又小于 10 000。这种情况的出现是由于该试剂

盒里面 STR基因座的大部分等位基因恰好都是高频

率，导致不能得出明确鉴定的结果。根据《亲权鉴定技

术规范》（GB/T 37223-2018）规定，结果既不能支持，也

不能排除被检父为孩子的生物学父亲。无法出具明确

的鉴定意见。这对被鉴定人来说是很难接受的[26]。

本文针对此类罕见案例提出了相应的解决策略，

即增加孩子母亲作为被鉴定人进行三联体亲权鉴定。

从我们的结果可以看出，三联体亲权鉴定的累积亲权

指数都大于10 000，能出具明确的鉴定意见书，但会增

加检测费用，成本较高；而单独增加 STR位点后，所得

的累积亲权指数也大于 10 000，也能出具明确的鉴定

意见书，成本较低，同时也能解决孩子母亲因为某些原

因和理由无法到达鉴定中心来采集样本的困境[27]。此

外，阅微基因 36 A拥有AGCU EX-22所有的 STR基因

座，能对AGCU EX-22所取得的结果进行验证。上述

结果显示，两种试剂盒相同基因座中的等位基因结果

一致，证明了AGCU EX-22结果的准确性。因此，从这

一例罕见二联体疑难案来说，增加被鉴定人做三联体

亲权鉴定或者是增加 STR基因座位点检测，都能提高

累积亲权指数，达到鉴定需求，出具明确的意见书，满

足委托人的需要。事实上，《亲权鉴定技术规范》（GB/
T 37223-2018）也给出了应增加遗传标记的建议。此

外，如果出现突变的STR位点，可以采取不同部位的检

材以排除嵌合体的情况。

4 结论

针对亲子鉴定中的罕见案例，通过增加孩子母亲

为被鉴定人，使用AGCU EX-22试剂盒进行三联体鉴

定，能出具明确的鉴定意见；或者是使用阅微基因36A
试剂盒来增加检测的 STR基因座位点，亦能对被检父

和孩子二联体鉴定出具明确的鉴定意见。该研究可为

图2 阅微基因36A STR分型结果

Figure 2 MicroreaderTM 36A STR typing results
注：A. 被检父的STR分型图谱；B.孩子的STR分型图谱。

A B
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今后的亲子鉴定提供典型案例参考。
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