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　　［摘要］　目的　通过激光捕获显微切割技术捕获石蜡切片中胚胎绒毛细胞，进行低体积扩增，实现胚胎个体分型，证
实亲子关系。方法 　 通过激光捕获显微技术捕获石蜡切片上胚胎绒毛细胞，设置２０、３０、４０个细胞数目组，分别捕获不
同数目绒毛细胞，利用低体积扩增仪进行１．５μｌ体系ＰＣＲ扩增，采用３１３０遗传分析仪得出胚胎个体分型图谱，并比较各
细胞数目组胚胎个体识别的检出率、等位基因丢失率和非特异性扩增情况。最后进行实际案例应用。结果　 捕获２０个
胚胎绒毛细胞即可获得胚胎个体分型，４０个细胞数目组的胚胎分型检出率最高，等位基因丢失率和非特异性扩增率最低。
２０个细胞数目反之。结论 　激光捕获显微切割技术结合低体积扩增技术可应用于石蜡切片，实现胚胎与母体成分的精
确分离并确证亲权关系。
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　　混合生物检材是犯罪现场经常遇到的检材，也是
法医检案的难题之一。近年来，激光捕获显微切割技

术（ｌａｓｅｒｃａｐｔｕｒｅｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ，ＬＣＭ）研究为混合样
本分离检验提供了全新解决方案［１］。在法庭科学实

验室解决性侵犯案件和亲子鉴定案件中，经常会遇到

强奸案的混合物证和怀孕３个月内早期胚胎流产的情
况，母体成分与胚胎成分难以有效分离，大量母体成分

会导致混合ＤＮＡ分型或分型失败，而混合 ＤＮＡ分型
不能作为直接认定的证据，这样就不能充分发挥生物

检材的法医证据价值。本研究的重点是早期胚胎的分

离锁定，具体方法是利用福尔马林固定、石蜡包埋的切

片，应用ＬＣＭ进行胚胎绒毛细胞捕获，进行低体积扩
增，捕获石蜡切片中２０个绒毛细胞即可获得胚胎分
型，通过低体积扩增灵敏性与ＬＣＭ技术的特异性捕获
相结合，建立一种早期流产组织中胚胎与母体混合成

分ＤＮＡ分离检验的方法，实现微量混合生物样本的精
确分离检验。

１　资料与方法

１．１　实验样本
　　早期流产组织５例，样本均来自匿名捐赠者捐赠；实际案
例检材由本实验室提供。

１．２　主要试剂和仪器
　　ＬｅｉｃａＲｍ２２３５切片机；ＬｅｉｃａＨＩ１２１０振片机；ＬｅｉｃａＨＩ１２２０
烤片机；ＬｅｉｃａａｕｔｏｓｔａｉｎｅｒＸＬ染色机；ＬｅｉｃａＥＧ１１４０Ｈ包埋机；
ＬｅｉｃａＡＳＰ２００ｓ全自动脱水机；ＤＨＧ９０２３Ａ型电热恒温鼓风干燥
箱；ＰＡＬＭ激光显微切割系统 （ＺＥＩＳＳＧｅｒｍａｎｙ）；覆膜玻片
（ＺＥＩＳＳＧｅｒｍａｎｙ）；ＡＧ４８０ＦＡｍｐｌｉＧｒｉｄ微量反应玻片（Ａｄｖａｌｙｔｉｘ
Ｇｅｒｍａｎｙ）；ＡＳＣ２００ＤＡｍｐｌｉＳｐｅｅｄ热循环仪（ＡｄｖａｌｙｔｉｘＧｅｒｍａ
ｎｙ）；Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ试剂盒包括 １０×Ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）、ＴａｇＧｏｌｄ
ＤＮＡ聚合酶、ＰｒｉｍｅｒＳｅｔ引物 ；蛋白酶Ｋ；矿物油；ＡＢＩ３１３０遗传
分析仪；涡漩振荡器；Ｂｉｏｆｕｇｅ台式离心机。

１．３　方法
１．３．１　样本的处理
１．３．１．１　石蜡切片制备　　石蜡切片制备按照常规石蜡切片
制作方法进行固定、脱水、包埋，包埋好的石蜡块即可进行切

片；切片的厚度为５μｍ，切片后在ＬＣＭ带覆膜的专用切片上铺
片，铺片后按常规 ＨＥ染色步骤进行染色，染色后由于后续进
行激光捕获显微切割可不封片。

１．３．１．２　案例检材样本的处理　　新鲜组织参照常规石蜡切
片步骤制作切片，已做成石蜡切片的用二甲苯浸泡后，去除盖

玻片后直接用于细胞捕获。

１．３．２　激光显微切割　　①将带有薄膜的石蜡切片放置在载
物台上，用１０×１０倍目镜观察细胞形态和染色情况，找到细胞
密集，形态较好，染色满意区域，在１０×４０倍目镜下调节粗细
螺旋，使切片处在一个合适的观察视野。②在电脑屏幕上实时
观察石蜡切片绒毛细胞，使用绘图工具，通过软件选定需要分

离的细胞，然后依次在软件控制下对带细胞的膜进行切割，完

成细胞分离过程。③放置安利快得反应玻片于石蜡切片的上
端，调节好它们的对应关系，在软件控制下，依次对带细胞的薄

膜进行弹射，从而完成了对胚胎绒毛细胞的收集。④通过软件
调节视野到安利快得反应玻片上，确认收集到所需的绒毛细

胞，即完成了显微分离的操作。重复上述步骤，捕获石蜡切片

绒毛细胞约２０、３０、４０个细胞数目组，不同细胞数目组均重复８
次，收集到ＡＧ４８０ＦＡｍｐｌｉＧｒｉｄ微量反应玻片的反应位点。
１．３．３　细胞裂解与 ＤＮＡ的扩增检测　　反应位点上加入
０７５μｌ蛋白酶Ｋ（０．４ｍｇ／ｍｌ）裂解细胞释放ＤＮＡ，用５μｌ封闭
液密封，放置到低体积扩增热循环仪上，５６℃３ｈ、９９℃ １０ｍｉｎ。
低体积ＰＣＲ扩增：用加样枪尖穿过封闭液加入０．７５μｌ的Ｉｄｅｎ
ｔｉｆｉｅｒＰＣＲ反应ＭＩＸ，将微量反应玻片放在低体积扩增热循环仪
上。循环参数为：９５℃ １１ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５９℃ １ｍｉｎ１５ｓ，
７２℃ １ｍｉｎ１５ｓ，３０个循环；６０℃延伸６０ｍｉｎ；４℃保存，每组
均设置阴性对照，阴性对照在ＡＧ４８０ＦＡｍｐｌｉＧｒｉｄ微量反应玻片
的反应位点上加０．７５μｌ裂解液后直接用５μｌ封闭液密封，余
步骤同前。扩增结束后将１．５μｌ扩增产物及５μｌ封闭液全部
吸走，通过３１３０ＸＬ型遗传分析仪检测，获得胚胎、母体 ＳＴＲ
ＤＮＡ分型图谱，检测操作按照试剂和仪器说明书进行。
１．３．４　数据分析　　所得 ＳＴＲＤＮＡ分型检测图谱均与已知
分型结果比对，获得１３个基因座（除 Ａｍｅｌｏｇｅｎｉｎ）以上正确分
型且各等位基因峰高高于５０ＲＦＵｓ为有效分型结果。各组的实
验结果按照同一基因座出现该峰３次以上的统计原则进行结
果叠加，综合结果与已知分型比对。检出率 ＝有效分型次数／
重复次数；非特异扩增率 ＝出现非特异性扩增的位点／１６个位
点×重复次数×１００％；等位基因丢失率＝等位基因丢失总数／
预计等位基因总数。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，对不同细胞数目捕获组之间的
检出率、等位基因丢失率、非特异扩增率进行χ２检验。

２　结果

２．１　不同细胞数目石蜡切片ＤＮＡ检测结果
　　激光捕获显微切割胚胎绒毛细胞不同细胞数目检出率、等
位基因丢失率、非特异性扩增不同，４０个细胞数目组的胚胎分
型检出率最高，等位基因丢失率和非特异性扩增率最低。２０个
细胞数目胚胎分型检出率最低，等位基因丢失率和非特异性扩

增率最高。ＳＴＲＤＮＡ分型图谱获得１３个基因座（除 Ａｍｅｌｏｇｅ
ｎｉｎ）以上正确分型且各等位基因峰高高于５０ＲＦＵｓ为有效分型
结果，统计的次数为有效分型次数，统计出现非特异扩增的位

点数目，不同细胞数实验组检出率差别有统计学意义（χ２＝
８６５２，Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　石蜡切片样本的ＤＮＡ检测结果

细胞数 检出率（％）
等位基因

　丢失率（％）

非特异性扩增

（位点数，％）
重复次数

２０ ７０．００ １２．８６ ５．３１ ４０
３０ ８２．５０ ９．９６ ４．２２ ４０
４０ ９５．００ ４．８９ ３．１３ ４０
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２．２　显微镜下观察到胚胎与母体细胞情况
　　胚胎与母体混合组织制成石蜡切片后在１０×１０倍显微镜
下观察到的胚胎绒毛细胞和母体蜕膜组织（图１）。在１０×４０
倍显微镜下观察到激光捕获显微切割的绒毛细胞已被弹射（图

２）。显微镜下观察捕获到的细胞已收集到 ＡＧ４８０ＦＡｍｐｌｉＧｒｉｄ
微量反应玻片的反应位点（图３）。

!

"

↑：胚胎绒毛细胞；：母体蜕膜组织
图１　胚胎、母体成分病理学观察　（ＨＥ×１００）

图２　激光捕获显微切割技术选定绒毛细胞并被弹射后
病理学观察　（ＨＥ×４００）

图３　显微镜下观察目的细胞被切割后弹射到收集玻片上　（×１００）

２．３　典型案例分析
　　２００９年，某女被强奸致孕，在医院接受了人工流产手术。
为了查清案情并取证，承办警方送检了被害人血样、被害人流

产组织，要求进行亲子鉴定。经常规 ＤＮＡ提取扩增方法检测
得到的是母体胚胎混合基因型，多个基因座出现３个等位基
因。参照上述方法的步骤，捕获４０个绒毛细胞重复８次进行
实验得到胚胎的ＳＴＲ分型图谱，每个基因座均只有２个以下等
位基因，并且与母体分型匹配。具体胚胎ＳＴＲＤＮＡ分型、母亲
血样分型、混合分型结果见表２。

３　讨论

　　早期流产的胚胎处于主要器官的分化发育期，此
期胚胎体长仅为２～３ｃｍ，在实行人流术时常遭到破
坏，肉眼观察与母体蜕膜组织不易区分，在检验中常难

以取材，利用磁珠、Ｃｈｅｌｅｘ常规方法提取流产组织
ＤＮＡ后进行扩增、检测，经常得出母体、胚胎混合分
型，不能成为直接认定的证据。ＬＣＭ技术为该问题提
供了有效解决途径，它可以在直视下从流产的绒毛膜

组织、母体血液、母体蜕膜等混合组织中获得胚胎的单

一细胞成分，从而得到胚胎 ＤＮＡ的 ＳＴＲ分型。ＬＣＭ
技术在法医ＤＮＡ检测平台中的实际应用，国内仅限于
混合斑中精子细胞分离以及口腔细胞的分离［１］，在性

侵犯案件中，国外利用该技术进行精子细胞的分离，获

得１０个、数十个精子细胞即可成功进行分型［２－５］，从

而锁定嫌疑人。但是利用该技术进行胚胎个体分型需

要的细胞数相对还是较多，从数十到数百不等［６－１１］，

Ｂａｕｅｒ等［８］捕获２００个绒毛细胞获得胚胎成分的 ＤＮＡ
分型进而准确认定生物学父亲。Ｒｏｂｉｎｏ等［９］利用

ＬＣＭ技术捕获胚胎绒毛细胞，１０μｌ体系ＰＣＲ扩增至
少通过捕获５０个绒毛细胞获得胚胎分型图谱。本研
究通过ＬＣＭ技术分别捕获石蜡切片上约２０、３０、４０个
胚胎绒毛细胞，利用低体积扩增仪进行 １．５μｌ体系
ＰＣＲ扩增，捕获石蜡切片中２０个绒毛细胞即可获得胚
胎分型。充分利用低体积扩增的灵敏性与 ＬＣＭ技术
的特异性捕获相结合［１２］，成功进行了胚胎成分 ＤＮＡ
的基因分型，而常规 ＰＣＲ扩增体系为２５μｌ或１０μｌ，
由于其所需要的细胞数多，无法彻底解决混合微量样

品检验的问题。低体积扩增系统，使ＰＣＲ反应体积缩
小到１μｌ，使ＤＮＡ模板、反应混合物（ｍａｓｔｅｒｍｉｘ）锚定
在玻片表面构建４８个１μｌ亲水性基因座上，提供了微

表２　典型案例ＤＮＡ检测结果叠加

检材 Ｄ８Ｓ１１７９ Ｄ２１Ｓ１１ Ｄ７Ｓ８２０ ＣＳＦ１ＰＯ Ｄ３Ｓ１３５８ ＴＨ０１ Ｄ１３Ｓ３１７ Ｄ１６Ｓ５３９ Ｄ２Ｓ１３３８ Ｄ１９Ｓ４３３ ｖＷＡ ＴＰＯＸ Ｄ１８Ｓ５１ Ａｍｅｌ Ｄ５Ｓ８１８ ＦＧＡ

混合分型 １０，１３，１４ ３１ １０，１１，１２１０，１１，１２ １７ ６，９ １０，１１ ９，１１ ２１，２３，２４ １２，１４ １６，１７ ８ １４ Ｘ １２，１３ ２３，２４，２５

胚胎组织 １０，１４ ３０，３１ １０，１１ １０，１１ １７ ６，９ １０，１１ ９，１１ ２１，２３ １２，１４ １６，１７ ８ １４ Ｘ １２，１３ ２４，２５

母亲血样 １０，１３ ３０ １０，１２ １０，１２ １５，１７ ６，９ １０，１２ ９，１３ ２１，２４ １４ １６，１７ ８ １４ Ｘ １１，１３ ２３，２４
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量反应最佳的环境，使灵敏度大大提高，解决了混合检

材精准分离和微量检出的技术难题。

　　福尔马林固定石蜡包埋组织（ｆｏｒｍａｌｉｎｆｉｘｅｄａｎｄ
ｐａｒａｆｆｉｎｅｍｂｅｄｄｅｄｔｉｓｓｕｅｓ，ＦＦＰＥＴ）是一些刑事案件和
医疗纠纷的重要物证，在实际检案中由于案情的需要，

常需对ＦＦＰＥＴ进行个体识别。但这是长期以来一直
是困扰法医物证检验的技术难题，因为在制作过程中

需要经过福尔马林固定、浸蜡与石蜡包埋等多个步骤，

ＤＮＡ在此期间因接触多种化学试剂和经历温度的变
化而难免发生降解，不易从中获得大片段 ＤＮＡ，致扩
增成功率减小。有研究表明单细胞悬液经３０ｍｉｎ福
尔马林固定后，ＤＮＡ产量减少到３０％，随着固定时间
的延长，可螺旋化的高分子量 ＤＮＡ明显减少［１５］。本

研究用１０％中性福尔马林溶液固定流产组织约１２ｈ，
实验结果证明大片段等位基因丢失较少，固定时间延

长后大片段等位基因丢失增多激光捕获获得的目的细

胞最好弹射在安利快得反应玻片４８孔板上，捕获成功
率高于捕获管的捕获帽子上，因为帽子捕获面积大，适

于捕获目标较多，捕获量相对较大的组织。由于石蜡

切片后期要进行激光捕获，所以石蜡切片最好不要封

片，但不封片会造成组织收缩、变黑，显微镜下难以区

分目的细胞。本研究通过在 ＬＣＭ捕获细胞之前加少
量水于玻片上，选定胚胎绒毛细胞，待水干之后再切割

弹射，从而避免了以上问题，提高了捕获的准确性及捕

获效率。如有案件检材制成的石蜡切片已封片可用二

甲苯浸泡切片，待盖玻片去除后再用于 ＬＣＭ捕获细
胞。由于病理切片中细胞距离较近，每次切割时可能

切割多个细胞，本研究证明对实验结果无任何影响。

　　综上所述，ＬＣＭ技术结合低体积扩增技术可应用
于福尔马林固定、石蜡包埋组织切片，实现胚胎与母体

成分ＤＮＡ的精确分离和亲权关系的确证，同时本研究
亦为法医物证检验解决已被福尔马林固定的组织切片

中低拷贝ＤＮＡ检出找到了一个可靠的新方法。
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