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前  言 
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引  言 

本技术规范运用法医物证学、遗传学和统计学等学科的理论和技术，结合法医物证鉴定的实践经验

而制订，为法医学线粒体DNA检验提供科学依据和统一标准。 
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法医物证鉴定线粒体 DNA 检验规范      

1 范围 

本技术规范规定了法医学DNA实验室进行人类线粒体DNA检验的基本要求、检验程序、结果比对

与解释、鉴定意见和鉴定文书。 

本技术规范适用于法医学DNA实验室采用线粒体DNA遗传标记对母系亲缘关系如母子（女）、隔

代外祖母/外孙（女）、舅甥关系、姨甥关系、同母的全同胞或半同胞进行亲缘关系鉴定。 

本技术规范适用于法医学DNA实验室对降解严重的毛干、骨、牙等生物检材，在无法获取核基因

组DNA或核基因组DNA量不足而无法完成检测时进行线粒体DNA检测，帮助个体身份信息的确认。 

2 规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。

凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。 

GA/T 383-2014 法庭科学DNA实验室检验规范 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1  

 线粒体 DNA mitochondrial DNA, mtDNA  

人类唯一的细胞核外DNA，呈闭环双链结构，约16.5 Kb；不遵循孟德尔遗传定律，表现为母系遗

传，通过卵细胞将其中的遗传信息传递给后代；无有丝分裂和减数分裂的周期变化；遗传物质位于细胞

器内，不受核移植的影响；单个细胞中mtDNA拷贝数多；存在异质性现象。 

3.2  

 异质性 heteroplasmy  

当两种或两种以上的mtDNA序列存在于同一个细胞、组织或个体时称为异质性，可分为长度异质

性和点异质性，常见于以下两种情况：（1）个体在同一组织检出不同的mtDNA序列；（2）个体在不

同的组织检出不同的mtDNA序列。  

3.3  

 高变区 hypervariable region, HVR 

 位于 mtDNA 非编码区的 DNA 区域，突变率可达到单拷贝核基因组的 6-17 倍，且无修复系统、不

受选择压力的影响，积累了较多的变异，多态性好。 

注：也称为控制区（control region），或者D-环区（D-loop region），可分为高变区I（HVR-I）、高变区II（HVR-II）

和高变区III（HVR-III）。 
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3.4  

 安德森参考序列 Anderson reference sequence, ARS   

 安德森于 1981 年在英国剑桥 Sanger 实验室首次完成测定的人类线粒体 DNA 序列，GenBank 登录

号：M63933。 

注1：也被称为剑桥参考序列（cambridge reference sequence，CRS）。 

注2：1999 年，安德鲁斯等人对剑桥参考序列所用的样本进行了重新测序，修正了最初公布序列中的 11 个碱基序列。

修订的剑桥参考序列（revised cambridge reference sequence，rCRS）是目前法庭科学公认的标准参考序列

（GenBank 登录号：NC_012920.1）。 

4 基本要求 

4.1 鉴定机构应具有从事法医物证的执业范围，且应满足如下要求： 

a) 定期参加能力验证相关计划并考核合格； 

b) 对所有影响鉴定结果的人员岗位规定相应的能力要求，包括教育、资质、培训、专业知识、技

能等，并保留相关记录；制定适宜的培训计划并组织实施； 

c) 依据鉴定方法和要求对鉴定人以及参与鉴定工作的人员进行监督，以评价其鉴定工作的符合性

和满意程度；监督的结果应作为培训需求评价的依据之一； 

d) 具有能识别样本的标识系统，并确保样本在鉴定过程期间能得到持续的识别； 

e) 建立样本的运输、接收、处置、保护、存储、保留和/或清理的规定，应对接收、内部传递、

处置、保留、返还和清理等过程进行记录，确保记录的完整性和可追溯性。 

4.2 鉴定人应具有法医物证鉴定执业资格，熟悉并掌握线粒体 DNA 检验的方法和原理，并能正确评

价结果。 

4.3 鉴定活动应包括检验（采样、DNA 提取和纯化、DNA 定量分析、mtDNA 测序）、结果比对与解

释、鉴定意见判断、鉴定文书撰写等环节。鉴定活动完毕后，应将各个环节的记录进行归档。 

5 检验程序 

5.1 采样要求 

5.1.1 毛根、毛干、指甲、陈旧骨骼、牙、核 DNA 检测失败的血痕、组织等生物检材均可考虑检测

mtDNA。进行同一母系关系比对时，尽量采集同一种类型的生物检材。 

5.1.2 样本应分别包装，注明被鉴定人姓名、编号、采样日期等。 

5.1.3 样本采集后应冷藏或冷冻保存。 

5.1.4 采样单须在案件鉴定完毕后同其他原始技术记录一并存入档案。 

5.2 DNA 提取和纯化 

按照GA/T 383-2014中附录A的方法执行。 

5.3 DNA 定量分析 

按照GA/T 383-2014中6.1~6.3的方法执行。 
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5.4 mtDNA 测序 

5.4.1 mtDNA高变区测序 

可选择商品化mtDNA测序试剂盒（或自行针对HVR区域设计的体系）进行PCR扩增和测序。 

本规范提供了一个自行针对HVR区域设计的体系示例，操作如下： 

a) PCR 扩增 

 PCR 扩增体系：包含 5 μL 10× PCR Buffer、5 μL 25 mmol/L MgCl2、2 μL 10 mmol/L dNTP、10 μL 

2.5 μmol/L 引物对、0.4 μL Golden Taq 酶及 1-5 ng DNA，去离子水补足至 50 μL。 

 HVR-I 引物对： 

L16047： 5’-CAT GGG GAA GCA GAT TTG-3’ 

H16464： 5’-TTA GCT ACC CCC AAG TGT-3’  

HVR-II 引物对： 

L29： 5’-GGT CTA TCA CCC TAT TAA CCA C-3’ 

H408：5’-CTG TTA AAA CTG CAT ACC GCC A-3’  

 PCR 扩增条件：94℃，11 min；94℃ 30 s，55℃ 60 s，72℃ 90 s，35 个循环；72℃，7 min。

 注:本示例中 HVR-I 区域与 HVR-II 区域采用相同的 PCR 扩增体系及扩增条件。 

b) 测序 

 宜采用商品化纯化试剂盒（或其他方法）对 PCR 扩增产物进行纯化；宜采用商品化测序试剂盒进

行测序 PCR 反应及毛细管测序电泳；用测序软件对收集的电泳数据进行结果分析。 

5.4.2 mtDNA全基因组测序 

宜选择商品化mtDNA全基因组测序试剂盒（或自行针对mtDNA全基因组设计的体系）进行文库构

建、定量、模板制备及测序。操作要求参考相关试剂盒说明书。 

5.4.3 质量控制 

从事mtDNA测序的实验室至少应该包括以下质量控制措施： 

5.4.3.1 对照设置 

为保证mtDNA测序结果的准确性，要求每次实验过程中均设置阳性对照和阴性对照。阴性对照包

括：（1）提取试剂的空白对照，用于监控从提取到分析环节是否存在污染；（2）PCR试剂的空白对照，

用于监控从扩增到分析环节是否存在外源DNA污染。 

5.4.3.2 双向测序 

为避免潜在的异质性影响和保证结果的可靠性，宜进行正、反链双向测序，并至少重复一次。 

5.4.3.3 污染防控 

mtDNA测序最关键的环节是防止污染。具体防污染措施如下： 

a) 实验人员着防护服（如穿一次性实验服），勤换手套、帽子等； 

b) 实验工作台在使用前及使用后须彻底清洁，如用漂白剂进行清洁、用紫外线照射实验工作台表

面等；有条件的情况下，最好使用超净台进行实验； 

c) 实验用移液器、枪头、试剂管等在使用前应进行紫外线消毒； 

d) 扩增前和扩增后区域应物理隔离； 
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e) 每次仅处理单个案子的单个样本，证据样本的检测和扩增应优先对照样本进行处理，或在其它

单独隔离的实验室进行处理； 

f) 应建立实验室相关人员 mtDNA遗传信息的排查数据库。 

5.4.3.4 双人操作 

序列比对须由两名鉴定人员采用专业比对软件独立完成。 

5.4.3.5 线粒体参考人群数据库 

    实验室宜建立mtDNA参考人群数据库，有助于对数据进行质量控制和解释新出现的单倍型序列数

据。在尚未建立mtDNA数据库前，可参考国际法医遗传学会推荐的线粒体DNA数据库EMPOP

（www.empop.org）。 

6 结果比对与解释 

6.1 检测样本与参照样本的测序比对 

样本mtDNA序列应与修订的剑桥参考序列rCRS进行比对，结果的表述中需要指明差异位置及比对

范围。 

原则上，对照样本序列数据用K标示（Known的第一个英文字母），证据样本序列数据用Q标示

（Question的第一个英文字母），借助比对软件与rCRS进行序列比对。序列比对模式及报告形式见图1。 

  

图1 线粒体序列比对模式及报告形式（A）样本 Q 和样本 K 的 mtDNA 序列与 rCRS 的比对；（B）简

化为仅报告与 rCRS 存在差异的报告形式 

 序列比对的基本原则如下： 

a) 运用与参考序列最少数目的差异进行特征分型； 

b) 如果不同分析方法比对的结果不一致，应按以下顺序优先考虑差异方式：插入/缺失，转换，

颠换； 

c) 插入和缺失应放在 3'末端（即长度多态性的最末端）。 

 根据样本和 rCRS 比对进行分型命名，命名基本原则如下： 
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a) 与 rCRS 序列相比，存在单个碱基的差异：如在 HVR-II 的第 73 位，rCRS 序列为碱基 A，检

测样本为碱基 G，该位点应记录为 73G； 

b) 与 rCRS 序列相比，存在碱基插入：先确定插入位置，再记录插入碱基个数及插入碱基。如在

第 315 位和第 316 位之间存在 1 个碱基 C 的插入，应记录为 315.1C； 

c) 与 rCRS 序列相比，存在碱基缺失：先确定缺失的位置，再记录缺失碱基信息。如在第 523 位

存在 1 个碱基 A 缺失，应记录为 523 A-del、523del、523DEL 或 523-，不能表述为 523D 或 523d； 

d) 异质性位点的命名：应按照国际联盟理论与应用化学代码（IUPAC）进行命名，参见附录 A。

IUPAC 命名均采用大写字母，其中，N 仅代表在该位置检见 A、G、C、T 四种碱基或未检见

任何碱基信息。 

6.2 异质性的确认 

点异质性的确认要求 mtDNA 测序质量合格，且正反向测序均检测到单个碱基位置上出现了两个碱

基。 

对于HVR-I和HVR-II多聚C区域出现的长度异质性，可以采取2个独立反应对相同单链测序2次，或

者采用不同的引物扩增双链，以保证数据质量。其中，在HVR-I区域多聚C常位于16184 nt-16193 nt；在

HVR-II区域多聚C常位于303 nt-315 nt。 

7 鉴定意见 

7.1 根据 mtDNA 检验结果进行鉴定意见判断，一般分为三类：排除、不排除或不确定。 

7.2 鉴定意见判断可参考以下原则： 

a) 证据样本与对照样本的 mtDNA 序列相比对，存在两个或两个以上碱基差异（不包括长度异质

性），可以排除两样本来自同一个体或同一母系； 

b) 证据样本与对照样本的 mtDNA 序列相同，不排除两样本来自同一个体或同一母系；  

c) 证据样本与对照样本的 mtDNA 存在不同异质性位点信息，不排除两样本来自同一个体或具有

母系亲缘关系的两个体；  

d) 证据样本与对照样本的 mtDNA 序列存在一个核苷酸差异，且均未检测到异质性，不确定两样

本是否来自同一个体或同一母系。 

8 鉴定文书 

8.1 鉴定人根据检验结果、比对结果和鉴定意见撰写鉴定文书。 

8.2 鉴定文书的格式要求宜按照主管部门或司法鉴定标准化委员会颁布的相关规范执行。 

9 特别说明 

9.1 建议采取全基因组测序方式建立 mtDNA 参考人群数据库。 

9.2 mtDNA 呈单倍型遗传，人类线粒体 DNA 单倍型类群（human mitochondrial DNA haplogroup）是

遗传学上依据 mtDNA 差异定义出来的单倍群，可用于追溯母系遗传的人类起源。同时，通过单倍群信

息分析 mtDNA 数据，有助于对群体样本数据进行质量控制。可参考单倍群网站如 www.phylotree.org。 

http://www.phylotree.org/
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9.3 在法医学实践中，应充分认识到 mtDNA 能够提供的信息量有限，如果两份检材的 mtDNA 经过比

对序列一致，只能说明不排除二者来自同一个体或同一母系。 

9.4 在法医学实践中，应充分认识到 mtDNA 的异质性。异质性违背了同一个体 mtDNA 序列必然一致

的前提条件，给个体识别增加了变数，在作出排除同一性意见时应十分谨慎。在实际鉴定中，如果遇到

1 个或 2 个碱基差异，需要考虑异质性存在，条件允许时应提取更多类型的检材进行复查，如果多份检

材的异质性出现在同一位置，可增加同一个体认定的可能性。如果在多个位置出现序列的差异，要考虑

混合样本或样本污染。 

9.5 基于 mtDNA 存在潜在的突变，对相隔多代的个体进行母系亲缘关系分析时，应谨慎作出判断意

见。 
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A  A  

附 录 A 

（资料性附录） 

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) 

表A.1给出了国际联盟理论与应用化学代码（IUPAC）。 

表A.1 IUPAC 中代码的英文及中文含义 

代码 英文含义 中文含义 

G  Guanine 鸟嘌呤 

A  Adenine 腺嘌呤 

T U Thymine (Uracil) 胸腺嘧啶（尿嘧啶） 

C  Cytosine 胞嘧啶 

R A/G Purine 嘌呤 

Y C/T/U Pyrimidine 嘧啶 

M A/C Amino 腺嘌呤或胞嘧啶（氨基） 

K G/T Ketone 鸟嘌呤或胸腺嘧啶（酮基） 

S C/G Strong interaction 强相互作用碱基 

W A/T Weak interaction 弱相互作用碱基 

H A/C/T Not G (H after G) 非鸟嘌呤 

B C/G/T Not A (B after A) 非腺嘌呤 

V A/C/G Not T/U (V after U) 非胸腺嘧啶 

D A/G/T Not C (D after C) 非胞嘧啶 
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