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RAD-seq技术在植物物证个体认定中的应用①
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摘要:在犯罪案件现场发现与嫌疑人(或受害人)相关联的植物物证,鉴定它们来源和进行个体识别,可为案件的

调查取证提供有价值的证据或线索.该研究采用一种RAD-seq技术对18个桂花样品(15个已知样本、3个盲测样

本)进行DNA建库和高通量测序,序列多态性分析,评估其遗传多样性,并用基于SNP和基于k-mer频谱的2种

比较分析方法探讨了RAD-seq数据用于个体识别的科学性和对植物物证进行同一性认定的可行性.结果表明,2种

方法都能成功识别3个盲测样本.相比较而言,基于k-mer频谱的方法在稳定性和自动化程度上要优于基于SNP

亲缘关系树的分析方法,更易推广到公安物证鉴别应用中.RAD-seq技术结合该文的分析方法能够识别出未知植物

物证样品A,B和C分别对应于植物物证桂花1,4和11,实现了对案件中关联植物物证进行精确检验鉴定的方法和

一个小型鉴定实例,但其识别能力有待扩展到更大样本集和更多物种中.
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随着科技的进步,一些犯罪案件的科技含量也在提高,手段也在不断多样化,并且常规物证被有意识

地销毁,往往给侦破工作带来难度,因此微量物证尤其是生物检材越来越引起物证工作者的重视.2011年

公安部关于《公安机关侦办命案工作规范》中要求,外围现场和关联现场要受到重视,尽可能多地发现并提

取有用价值的物证,尤其是微量物证和生物检材.植物是犯罪现场中一种重要的环境和过程证据,而且很

多案件中常常出现植物类物证,这些植物类物证大多都无法用形态学检验方法来鉴别,需要借助植物DNA
技术手段对植物物证的来源和种类进行鉴定.这对于查找破案线索、划定侦查范围和方向提供了有价值的

证据,也为法庭诉讼产生重要的指导和支撑作用[1-2].近年来,CBOL(生物条形码协会)植物工程组对约

550个物种进行通用引物筛选,试图用一个或组合的DNA条形码来鉴别植物物种,这些研究成果已在鉴别

违禁植物、毒品、出入境物种资源等方面得到应用[3].植物物证个体识别方面的研究报道不多,虽然也有用

传统DNA分子标记技术进行DNA多态性比对分析,进行同一认定的成功案列,但该方法难以实现自动

化,检测方法相对缓慢而且费力.目前,利用RAD-seq技术来进行植物物证的个体识别还未见报道.
简化基因组测序是在第二代测序技术基础上发展起来的,是利用酶切技术、序列捕获芯片技术或其他
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实验手段降低物种基因组复杂程度,针对基因组特定区域进行测序,进而反映部分基因组序列结构信息的

综合实验技术[4],目前运用较广泛的方法是限制性酶切相关位点的DNA测序(RestrictionAssociationsite

DNAsequencing,RAD-seq)[5].RAD-seq所得的全基因组范围特异酶切位点附近的小片段DNA标签,能

较好地代表整个基因组的序列特征,从而能够在大多数生物中获得成千上万的单核苷酸多态性(SingleNu-

cleotidePolymorphism,SNP)标记.RAD-seq技术操作简单,不受参考基因组限制,并可简化复杂基因组,

目前已广泛应用于分子育种、系统进化、种质资源等领域[6-8],但在植物物证个体识别方面,RAD-seq应

用于法庭科学中具体的实验实施和分析方法还需要摸索细化.
桂花Osmanthussp.在重庆地区分布很广,在公园、路边、居民区随处可见,桂花可以年年开花结果,

且花期较长,与我们的日常生活紧密联系,如果涉案出现的可能性较大.本文的研究对象选择没有可参考

基因组的桂花作为植物物证个体识别的样本,利用简化基因组测序技术来降低基因组测序和分析的复杂

度,进而构建植物物证桂花样品的个体识别数据库,试图找到能识别植物物证样品桂花同一个体的方法,

为后续利用RAD-seq技术进行植物类物证的个体鉴别提供可靠的方法和支持.

1 植物材料

植物物证桂花样品全部于2015年10月采自西南大学校园内,共随机采集15棵桂花树上的叶片,每个

样品随机采集2~4片叶片,分别装入自封袋中,按1~15顺序号标注,置于4℃冰箱备用.,

2 DNA提取及分析

提取叶片样品基因组总DNA进行分析.把随机采集的15棵桂花树叶片,按序号随机从中取叶片0.5

克,在CTAB(HexadecyltrimethyAmmoniumBromide)法[9]的基础上略做改进以提取植物总DNA.采用

NanoDroP2000测定A260/A280比值评价其DNA浓度及纯度.

3 RAD-seq检测

选择EcoR1六碱基限制性内切酶对基因组DNA样品进行酶切,保证产生的RAD标记能够在基因组

上均有分布,同时获得的RAD标记数量能够达到实验所需的饱和度.将PCR后产物进行DNA片段回收,

并对最终构建完成的文库进行检测.测序仪器为IlluminaHiseq4000.对所测得的原始数据进行过滤,过滤

标准为:所有SNP位点总深度须大于等于4,如果SNP为杂合型则次好碱基深度须大于等于2.过滤后的

序列根据index序列划分到具体个体,便于后续分析.

4 结果与分析

4.1 测序基本信息分析

二代高通量测序获得15个已知桂花样本及3个未知植物物证样品桂花的原始DNA序列,本文依据如

下标准对原始数据进行过滤:① 仅使用含有 HindIII酶切识别位点Read1序列;② 利用Q30标准对序列

质量进行评估;③ 所得的序列的前50bp不存在不确定碱基;④ 整条序列中不确定碱基不多于3个,过滤

后reads数目比例如图1所示.从数据量的整体上看,数据有效率高达97.28%,经过滤后共获得6,638bp,

587,602bp的Cleandata,数据量统计如表1所示.

4.2 SNP的查找检测和建库

利用RAD技术对过滤后的数据进行聚类和SNP查找,并对15个样品通过聚类获得的初始SNP进行

初步过滤,得到SNP数量为1197085个(表2).
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表1 过滤数据量统计表

样本 过滤后的reads数 过滤后的碱基数 样本 过滤后的reads数 过滤后的碱基数

Osmanthussp.1 1,930,652 362,962,576 Osmanthussp.11 2,013,516 374,513,976

Osmanthussp.2 1,644,692 312,491,480 Osmanthussp.12 1,265,587 232,868,008

Osmanthussp.3 1,656,527 308,114,022 Osmanthussp.13 2,002,268 376,426,384

Osmanthussp.4 1,606,295 295,558,280 Osmanthussp.14 1,960,908 372,572,520

Osmanthussp.5 2,758,437 518,586,156 Osmanthussp.15 2,260,074 418,308,332

Osmanthussp.6 2,791,362 530,358,780 Osmanthussp.A 1,895,016 356,263,008

Osmanthussp.7 3,662,058 681,142,788 Osmanthussp.B 1,960,789 372,549,910

Osmanthussp.8 353,502 65,044,368 Osmanthussp.C 2,354,668 436,015,002

Osmanthussp.9 1,748,449 328,708,412 总 计 35,423,240 6,638,587,602

Osmanthussp.10 1,558,440 296,103,600

表2 经过滤所得的SNP信息

样本 总SNP 纯合的SNP 纯合率/% 杂合SNP 杂合率/%

Osmanthussp.1 93,463 75,897 81.21 17,566 18.79

Osmanthussp.2 77,768 61,304 78.83 16,464 21.17

Osmanthussp.3 80,994 62,544 77.22 18,450 22.78

Osmanthussp.4 39,629 6,529 16.48 33,100 83.52

Osmanthussp.5 83,420 66,103 79.24 17,317 20.76

Osmanthussp.6 63,774 52,570 82.43 11,204 17.57

Osmanthussp.7 68,167 55,654 81.64 12,513 18.36

Osmanthussp.8 3,373 2,835 84.05 538 15.95

Osmanthussp.9 158,467 129,413 81.67 29,054 18.33

Osmanthussp.10 127,311 101,440 79.68 25,871 20.32

Osmanthussp.11 125,369 102,350 81.64 23,019 18.36

Osmanthussp.12 61,719 50,821 82.34 10,898 17.66

Osmanthussp.13 69,229 56,272 81.28 12,957 18.72

Osmanthussp.14 65,116 53,650 82.39 11,466 17.61

Osmanthussp.15 79,286 64,002 80.72 15,284 19.28

  McCarroll等[10]认为群体遗传上的差异主要是通过对其群体上SNP位点信息的分析,来进行群体间

遗传多样性的分析.植物物证桂花样品SNP数量从3373到158467不等,样品平均SNP数量为79805个.

SNP数量最多的是植物物证桂花样品9,最少的是植物物证桂花样品8.每个个体的SNP差异性都反映了

个体的多态性.杂合度最高个体是植物物证桂花样品4,高达83.52%.

4.3 系统进化树分析

通过RAD技术获得18个(15个植物物证已知样品和3个未知植物物证样品)桂花SNP数据,然后对

SNP进行筛选(筛选原则:纯合SNP深度至少为4,杂合SNP次好深度至少为2),最后依据至少在18个

植物物证样品都存在的SNP位点(118)和至少在17个植物物证桂花样品都存在的SNP位点(797)总信息,

计算样品的遗传距离,利用 MEGA6构建系统发育树(图1).
从图1中可以得出,未知的A植物物证样品与桂花1样品最为接近,未知的B植物物证样品与桂花4
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图1 18个桂花物证样品的系统发育树

样品最为接近,未知的C植物物证样品与桂花11样品最为

接近,从而可初步估计A,B,C3个植物物证样品分别对应

桂花1、桂花4和桂花11这3个样品.而样品12和样品15
在很接近的同一分支上,笔者推测:① 它们存在很近的亲

缘关系;② 所在分支取样稀疏、从而相对位置接近.

4.4 建库比对分析法

为进一步解析并验证系统发育树分析结果,本文进一

步通过建立SNP数据库和未知植物物证样品的SNP位点

比较来找出具有区分效力的SNP子集.通过RAD技术获得

15个桂花样品的SNP数据集,并对此数据集进行筛选,获

得1182个SNP位点,然后用这些数据集建库(筛选原则:

纯合SNP深度至少为4,杂合SNP次好深度至少为2),将

至少在14个植物物证样本都存在的SNP位点挑选出来建

立植物物证桂花样品的SNP数据库.

通过RAD技术分别获得3个未知样品的SNP数据集,和以上原则一样进行筛选,然后将得到的SNP
位点信息与SNP库做比对,最终得出统计结果(表3).

表3 未知植物物证样品A,B,C的SNP位点信息与桂花数据库比对的结果

样本
A

符合数 符合度

B
符合数 符合度

C
符合数 符合度

Osmanthussp.1 148 12.52% 86 7.28% 25 2.12%

Osmanthussp.2 116 9.81% 94 7.95% 37 3.13%

Osmanthussp.3 120 10.15% 87 7.36% 39 3.30%

Osmanthussp.4 107 9.05% 116 9.81% 41 3.47%

Osmanthussp.5 116 9.81% 86 7.28% 41 3.47%

Osmanthussp.6 121 10.24% 98 8.29% 34 2.88%

Osmanthussp.7 118 9.98% 96 8.12% 33 2.79%

Osmanthussp.8 12 1.02% 7 0.59% 6 0.51%

Osmanthussp.9 118 9.98% 85 7.19% 38 3.21%

Osmanthussp.10 123 10.41% 90 7.61% 34 2.88%

Osmanthussp.11 34 2.88% 38 3.21% 112 9.48%

Osmanthussp.12 89 7.53% 64 5.41% 62 5.25%

Osmanthussp.13 87 7.36% 76 6.43% 62 5.25%

Osmanthussp.14 79 6.68% 68 5.75% 66 5.58%

Osmanthussp.15 88 7.45% 66 5.58% 63 5.33%

  从表3中可以看出,未知植物物证样品A的SNP位点信息与桂花数据库比对后,桂花1与未知植物

物证样品A的比对符合度最高,有148个位点符合,符合率达到12.52%;未知植物物证样品B的SNP位

点信息与桂花数据库比对后,桂花4与未知植物物证样品B的比对符合度最高,有116个位点符合,符合

率达到9.81%;未知植物物证样品C的SNP位点信息与桂花数据库比对后,桂花11与未知植物物证样品

C的比对符合度最高,有112个位点符合,符合率达到9.48%.从而推测出A,B,C这3个未知样品分别是

桂花1、桂花4、桂花11,与实际情况吻合.
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4.5 用jellyfish计算法绘制聚类图分析

RAD-seq测序的片段是有RAD酶切后的产物,过滤后的cleandata两端含有相同的酶切位点.先切除

reads两端的酶切序列(reads1切除5bp,reads2切除15bp),从而避免酶切序列造成kmer偏好性.然后以

9bp(kmer)为滑动窗口,用jellyfish计算所有readskmer出现的频数[11],考虑到样品测序量的不同,将频

数转化成频率.根据所得的频率表用欧式距离公式计算样品间的差异度.距离越大,表示2个样品的遗传相

似度越远.最后利用差异度矩阵通过离差平方和的方式将样品聚类,2个物种的差异度越小,在聚类图中的

位置越近.欧式距离算法特性是高频kmer在计算样品差异度中起主导作用,但是某些序列的特性(如po-

loA)和PCR扩增过程等因素会造成某些kmer的频数急剧增大,干扰物种鉴别结果.因此,在计算差异度

之前,我们过滤掉高频kmer(大于0.005%).
从图2中可以看出,盲测的3个样品都能很好地和对照组聚类.A样品与样本桂花1聚类后距离最近,

B样品与样本桂花4聚类后距离最近,C样品与样本桂花11聚类后距离最近.而且3组盲测样品聚类的顺

序都先于其他样品,说明3组样品的遗传距离是最近的,聚类结果能很好地和实验设计吻合.

图2 18个桂花植物物证样品kmer频数聚类图

5 结果与讨论

本文建库提取的植物桂花总DNA选取的材料是新鲜叶片,是一种理想状态,虽然本文首次尝试利用

RAD-seq技术来识别植物物证桂花个体,并通过3种分析方法都可以成功识别未知的植物物证桂花个体,

鉴定结论成立,存在同一性联系,但是在实际案件中植物材料不是干枯残缺就是量小且已破碎、腐败,肉

眼只能鉴别是否植物检材的粗浅辨识,因此微量残败植物物证DNA提取方法的成熟建立也是满足下游实

验的重要工作.本文作者也对植物基因组DNA提取方法进行了比较,发现改良的CTAB法比一般的植物

DNA提取试剂盒获得总DNA的产量多,且纯度高,但是此方法操作步骤复杂,耗时长.在今后的工作中,

要针对不同植物物证样本的状态和部位来建立合适的提取方法,满足实战需要.
二代测序技术在法庭科学领域中应用发展比较滞后,尚处于刚刚起步阶段[12-13].本文从3种分析方法

都得到了相同的结果,即未知植物桂花样品A,B,C对应库中个体桂花1,4,11.在建库比对分析法的严格
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与宽松2种条件下,聚类图分析法显示3个植物未知样品都与桂花8的匹配度最低.这说明虽然分析方法

的角度不同,但是数据内在的关联性被很好地反映了出来,进一步说明了数据分析的可靠性.相比较而言,

基于k-mer频谱的方法采用了jellyfish软件、欧式距离等数学手段对数据进行处理和计算,减少了数据分

析的误差,更易于推广到公安植物物证鉴别应用中.
从分析流程来看,还不能对个体鉴定是否存在阈值和是否有物种特异性做出评判.比如在建库比对分

析中,未知植物样品A与桂花1有148条SNP位点信息相吻合,符合度达到了12.5%,这12.5%的吻合

度是否可以对未知样品A与桂花1的同一认定做出定性的判断,在今后不同物种个体识别的研究中,是否

可以找到一个最低阉值来做定性判断标准,基于k-mer频谱的方法给出了通过聚类距离远近来进行同一认

定,但这个距离近到多少才认为是同一个个体也没有明确指出.这些都有待于下一步的研究,这项技术要

被普及应用到法庭科学,还需要国际学者的广泛参与,建立公开明了的工作原理,优化完善技术流程,保

证数据风险可控及价格稳定等,才可能被法庭和立法机构接受.

6 结 论

RAD-seq技术结合该文的分析方法能够识别出未知植物物证样品 A,B和C分别对应于桂花1,4和

11,实现对案件中关联植物物证进行精确检验鉴定的方法和一个小型鉴定实例,但其识别能力有待扩展到

更大样本集和更多物种中.
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Abstract:Plantevidencerelatedtothesuspect/victimfoundatthecrimescenecanprovidevaluableevidenceor

cluesforinvestigationandevidencecollectionofthecase.Inastudyreportedinthispaper,anRAD-seq(re-

striction-siteassociatedDNAsequencing)techniquewasusedtobuildadatabaseandmakehigh-throughput

sequencingfor18samplesofOsmanthus(15knownsamplesand3blindsamples),analyzetheirsequence

polymorphismandevaluatetheirgeneticdiversity.Twokindsofcomparativeanalysismethod,onebasedon

SNP(singlenucleotidepolymorphism)andtheotheronk-merspectrum,wereemployedtodiscussthescien-

tificnatureofRAD-seqdataforindividualidentificationandthefeasibilityofidentityidentificationofplantma-

terialevidence.Theresultsshowedthatbothmethodscouldsuccessfullyidentifythethreeblindsamples.

Comparatively,thek-merspectrum-basedmethodwassuperiortotheanalysismethodbasedontheSNPge-

neticrelationshiptreeinstabilityandautomationdegree.Itwaseasiertoapplytothepublicsecuritymaterial

evidenceofidentification.Inconclusion,theRAD-seqtechnologyusedincombinationwiththeanalysismethod

successfullyidentifiedthethreeunknownplantmaterialevidencesamplesA,BandC,andtheycorresponded

tothesweetscentedosmanthus1,4and11,respectively.Ithasprovidedamethodforaccurateexamination

andidentificationofrelatedplantmaterialevidenceinacaseandasmallidentificationexample,butitsability

ofidentificationistobeextendedtoalargersetofsamplesandmoreplantspecies.

Keywords:plantevidence;RAD-seq;SNP;individualidentification;Osmanthussp.
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