
48 ПРОФЕССИОНАЛЬНЫЕ ОБЗОРЫ

ЖУРНАЛ СУДЕБНАЯ МЕДИЦИНА НАУКА |  ПРАКТИКА |  ОБРАЗОВАНИЕ 
www.cУДЕБНАЯ-МЕДИЦИНА.Рф • ТоМ 3 №1, МАРТ 2017 

©
 А

.С
. Б

ав
ы

ки
н

ТИПИРОВАНИЕ ТКАНЕЙ МЕТОДАМИ ПЦР 
И КАПИЛЛЯРНОГО ЭЛЕКТРОФОРЕЗА: 
РЕАЛЬНОСТЬ, ВОПРОСЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ

А.С. Бавыкин
ООО «Ниармедик плюс», Москва

Аннотация: Целью текущего обзора является раскрытие новых перспектив для РНК- и ДНК-анализа в ру-
тинной практике судебной биологии. В обзоре рассмотрены современные тканевые маркеры, основанные на 
матричных РНК (мРНК), методы их тестирования и подходы для совмещения РНК-анализа со стандартными 
протоколами исследования судебного материала. 
Исходя из практического опыта зарубежных исследователей, новые маркеры вполне совместимы с класси-
ческими протоколами, включая использование методов ПЦР и капиллярного электрофореза, и могут быть 
применены после постановки иммунологических тестов, что усиливает чувствительность и не требует прин-
ципиального отказа от их использования. 
На сегодняшний день сформированы относительно готовые мультиплексные тканевые наборы, подготовлен-
ные для коммерческих реализаций в скором будущем. Популяционное генетическое разнообразие в экспрес-
сии генов определяет возможность разработки отечественных панелей мРНК-маркеров на базе существующих 
зарубежных панелей.
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TISSUE TYPING BY MEANS OF PCR AND CAPILLARY 
ELECTROPHORESIS: NEW ASPECTS, REALITY AND ISSUES
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Abstract: «When the DNA is not enough» – an issue that becoming popular among forensic biologists [1]. The reasons 
for that are methods of tissue typing, that have limited accuracy and gradually becoming obsolete. 
The purpose of this review is to discuss the integration of new mRNA markers to the routine genetic forensic 
practice. The review discusses possibilities of utilizing the developed mRNA biomarkers for tissue typing as well 
as the approaches of combining gene expression analyses with standard sample workflow in forensic and criminal 
laboratories.  
Based on data obtained by the foreign researches, new mRNA markers are quite compatible with classical protocols, 
including PCR and capillary electrophoresis, increase the specificity of immunological methods and do not require 
rejection of their use. In the near future we can expect commercially developed tissue specific and multiplex assays at 
markets abroad.  
Although population diversity of genetic expression does not allow to create a universal multiplex panel, nevertheless 
the existing tissue mRNA panel can be enriched by the national features.
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◊ ВВЕДЕНИЕ
Судебные эксперты все чаще сталкиваются с проблема-

ми недостаточности генетического анализа для покрытия 
всех нужд биологической экспертизы [1]. Поводом для 
дискуссий являются методы тканевой диагностики, ко-
торые обладают ограниченной точностью и постепенно 
устаревают.

Существующие в арсенале отечественных судебных 
биологов методы типирования тканей основаны на 
иммунологических и биохимических маркерах. Новые 
диагностические методы должны обладать сопоставимым 
удобством с уже имеющимися и не оказывать дополни-
тельной нагрузки на эксперта.

Анализ степени выраженности (экспрессии) генов 
позволяет не только усиливать чувствительность за 
счет многократной амплификации целевой мишени, но 
и может быть интегрирован в процесс классического 
генетического анализа биообразцов. В 2012 г. междуна-
родное сообщество судебных генетиков инициировало 
проект «EUROFORGEN-NoE», целью которого является 
поиск новых мРНК-маркеров, подлежащих адаптации 
к судебной практике. В текущем обзоре обобщены 
основные результаты, полученные зарубежными лабо-

раториями – участниками этого проекта. РНК-анализ 
открывает новую эпоху в биологическом картировании 
биообразца и новые возможности для судебных биоло-
гов, нуждающихся в современном инструментарии по 
проведению углубленного анализа судебного материала.

◊ 1. БАЗОВЫЕ МЕТОДЫ: ОГРАНИЧЕНИЯ 
И ВОЗМОЖНОСТИ ОБНОВЛЕНИЯ
Многие судебные лаборатории располагают иммуно-

логическими и биохимическими методами, предназначен-
ными для оценки состава биообразцов, таких как слюна, 
венозная кровь, менструальная кровь, семенная жидкость, 
вагинальная секреция и кожа. Тем не менее каждый из 
них обладает рядом определенных ограничений.

1.1. Определение слюны
Распространенными способами выявления следов 

слюны являются иммуноферментные методы (например, 
коммерческий, Phadebas®) или с использованием иммуно-
сорбции (например, SERATEC® Amylase Test), нацеленные 
на детекцию альфа-амилазы. Однако стоит учитывать, что 
амилазы могут присутствовать и в секретах различных 
органов и тканей, включая мочеполовую систему, кровь, 
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поджелудочную железу и др., поэтому иммунологический 
метод больше полезен для первичных исследований не-
сложных и несмешанных образцов.

1.2. Определение венозной и менструальной крови
Из наиболее известных методов для определения 

основного маркера крови, гемоглобина, можно отметить 
«HemDirect» (SERATEC), который является достаточно 
чувствительным (от 40 нг/мл). Ограничение метода 
состоит в том, что им сложно дифференцировать веноз-
ную кровь от менструальной, равно как и определять 
тканеспецифичность, поскольку гемоглобин может 
выявляться и в других биологических жидкостях, таких 
как моча, слюна и вагинальный секрет. Кроме того, отме-
чена кросс-реактивность этого теста с кровью приматов 
и некоторых грызунов [2].

1.3. Определение семенной жидкости
Иммунологические методы для тестирования следов 

спермы определяют антиген PSA, который хоть и счи-
тается весьма специфичным гендерным признаком, но 
тем не менее не лишённым ограничений. Например, 
получены данные [3] о том, что не менее 80 % женщин 
с раком молочной железы могут давать положительную 
реакцию с данным антигеном. Это при том, что средняя 
частота встречаемости онкологических пациентов в Рос-
сии составляет 26,8 случаев на 100 000 населения [4], из 
которых на долю женщин приходится ~ 75 %, что грозит 
значительным риском ошибок определения пола в тех 
образцах, где невозможно определить ДНК-профиль. 
Кроме того, PSA присутствует в разных тканях и может 
встречаться, например, в крови мужчин, перенесших 
вазэктомию [5], а также в моче [6].

◊ ПРЕИМУЩЕСТВА И ОСОБЕННОСТИ 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ РНК МАРКЕРОВ
Возможно ли обновление настоящих биологических 

методик? Известно, что любая смена методов порождает 
массу трудностей, прежде всего в интерпретации значи-
мости нового маркера. Уникальность мРНК-маркеров 
состоит в том, что уровень их экспрессии можно привязать 
к «своему» белку, который прежде являлся объектом для 
иммунологической диагностики.

Матричные РНК отвечают за синтез своего белка или 
белкового семейства с общим первичным транскрип-
том. Главное удобство их использования заключается 
в высокой концентрации РНК в клетке в расчете на 
молекулу целевого белка. В среднем на одну молекулу 
белка может приходиться 100–1000-кратное количе-
ство мРНК [7]. Следовательно, при удачном подборе 
кандидатных мРНК прогнозируемая чувствительность 
метода усиливается.

Вторым важным преимуществом в мРНК-диагности-
ке является методика тестирования, которая основана 
на ПЦР, что многократно усиливает специфичность 
выявления нужного маркера и практически полностью 
минимизирует кросс-реактивность.

Третьим неоспоримым преимуществом является 
масштабность – возможность одновременного анализа 
нескольких РНК-маркеров (набора) в одной реакции. Для 
некоторых научных приложений существуют и белковые 
диагностические панели, однако при массовом решении 
задач судебной практики они, очевидно, уступят в себе-
стоимости и необходимости использования дорогого 
оборудования.

Новая тенденция, на которую стоит обратить вни-
мание, заключается в постепенной адаптации методов 
экстракции и анализа РНК-маркеров с базовой про-

цедурой пробоподготовки образцов, характерной для 
ДНК-типирования [3].

◊ 2. МЕТОДЫ МРНК-АНАЛИЗА АДАПТИРОВАННЫЕ 
ДЛЯ СУДЕБНОЙ ГЕНЕТИКИ
Классическим методом анализа мРНК является реак-

ция обратной транскрипции (для синтеза ДНК-матри-
цы) и ПЦР в реальном времени. Этот метод позволяет 
оценить степень выраженности генов, и большинство 
мРНК-мишеней были подобраны именно таким обра-
зом. Первоначально группы судебных мРНК-маркёров 
анализировали по этому протоколу в виде небольших 
мультиплексов для каждого типа ткани. В дальнейшем, 
исходя из соображений упрощения в будущем работы 
экспертов и сокращения расходов на новое оборудование, 
стала намечаться тенденция по пути совмещения методов 
ДНК- и РНК-анализа. На рисунке 1 изображен основной 
принцип интеграции РНК-анализа в схему генетического 
исследования судебных образцов.

Отличительной чертой совмещённого протокола 
является визуализация продуктов экспрессии генов не 
на приборах для ПЦР – РВ, а методом капиллярного 
электрофореза. Этот подход даёт возможность эксперту 
не только оценить уникальный спектр выраженности 
генов для каждого типа ткани, но и уровень экспрессии 
отдельного маркера. Более того, добавляются новые воз-
можности для ДНК- и РНК-анализа смешанных образцов 
путем использования единой классической программы 
типа «GeneMapper».

Адаптированный для судебной практики РНК-анализ 
состоит из этапов выделения РНК, освобождении от ДНК 
(по выбору), обратной транскрипции, ПЦР и капиллярного 
электрофореза.

Каждый из этапов обладает важными характери-
стиками, которые помогают наиболее полно оценивать 
экспертный образец.

2.1. Выделение нуклеиновых кислот
На текущий момент методика адаптации анализа РНК 

для задач судебной экспертизы находится на этапе станов-
ления и поэтому рассматривается несколько вариантов, 
каждый из которых можно приспособить для конечного 
протокола. На этапе выделения нуклеиновых кислот (НК), 
на рисунке 1, перечислены три варианта (а, б, в).

Вариант «а» предусматривает выделение НК разными 
наборами. Естественно, что для каждого типа НК – это 
лучше, поскольку есть возможность соблюсти все условия 
обогащения конечной фракции экстракта (например, за 
счет pH отмывочных буферов) по ДНК или РНК. Однако 
это разделение может стать дополнительным пунктом 
увеличения расхода средств и времени на анализ. Ис-
ходя из этих соображений, был предложен вариант «б», 
который предусматривает анализ РНК, которая всё-таки 
присутствует в растворе ДНК при использовании класси-
ческих судебных наборов для выделения ДНК [8]. Вопрос 
качества и достаточности этой РНК для последующих 
анализов пока остается спорным. С одной стороны, это 
удобно и выгодно, но, с другой стороны, было показано, 
что использование магнитных сорбентов негативно влияет 
на выход и качество РНК [9]. Таким образом, в настоя-
щее время методом выбора для совместного ДНК/РНК 
выделения чаще является колоночная технология [8].

2.1.1. РНК/ДНК чувствительность (для разных тканей)
Результаты испытания мультиплексных мРНК-па-

нелей показали, что эффективность выявления ДНК- 
и РНК-маркеров в разных тканях может существенно 
отличаться и зависит от индивидуальных особенностей 
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личности. Например, в отношении такого популярного 
типа тканей, как кожа, РНК-анализ может оказываться 
в пять раз более чувствительным [10].

В целом, как следует из разных публикаций по ра-
боте с серийными разведениями, мультиплексный ПЦР 
на основе мРНК обладает высокой чувствительностью 
и может улавливать до 5–8 пг РНК, что соответствует 
количеству РНК в одной клетке [11, 12].

2.1.2. Выделение из старого и деградированного 
материала

Несмотря на распространенное мнение относитель-
но нестабильности РНК, многочисленные испытания 
показали возможность выделения и получения полного 
РНК- профиля из деградированного и старого материала, 
включая сухие пятна крови, тампоны и даже парафиновые 
блоки. Так, в недавних исследованиях был получен удо-
влетворительный РНК-профиль из сухих старых пятен 
крови и тампонов со сроком хранения более десяти лет 
[13, 14]. Другой группе авторов удавалось амплифици-
ровать РНК-маркеры из материала, который в течении 
17 месяцев хранился в условиях наличия естественных 
гуминовых ингибиторов [15]. Эти и другие подобные данные 
свидетельствуют в пользу возможности использования 
комбинированных РНК–ДНК-анализов для работы не 
только со сложными и старыми образцами, но и мате-
риалом, отобранным после наступления смерти [16, 17].

2.1.3. Малые объёмы материала
Совместимость РНК и ДНК методов особенно остро 

проявляется при работе с малым количеством материала, 
что характерно для судебных эпизодов. И в этом отношении 
интересны работы, в которых тканеспецифичные мРНК-
маркеры были успешно выделены и проанализированы 
из таких микроскопических по объёму образцов, как 
0,001 мкл крови, 0,05 мкл слюны и 0,01 мкл семенной жид-
кости [18]. При таких объёмах в материале могут нередко 
отсутствовать клетки, что чревато неполным ДНК-про-
филем, и возможна компенсация за счет мРНК-маркеров.

2.2. Освобождение от ДНК
Метод используется для избавления от ДНК, ко-

торая может быть матрицей для посадки праймеров, 
используемых для обратной транскрипции, что может 
ослаблять чувствительность метода. В этом случае ко-
нечную аликвоту с НК делят пополам: одну используют 
для ДНК-анализа, а во второй проводят ингибирование 
ДНК с использованием фермента ДНКазы.

2.3. Обратная транскрипция
Обратная транскрипция (ОТ) ставит перед собой 

задачу получения кодирующей ДНК (кДНК), которая 
будет служить матрицей для последующего ПЦР-анализа.

Праймеры в ОТ необходимы для синтеза кодирующей 
цепи, и вопрос о выборе их типов до сих пор остается 
дискуссионным. Существует по крайней мере три клас-
сических варианта синтеза кДНК: (а) с использованием 
т.н. «рендом» праймеров, представляющих собой смесь 
комбинированного состава олигонуклеотидов длиной от 
6 до 15 нуклеотидов (по выбору заказчика). Этот метод 
позволяет синтезировать кДНК размером от 20 до 500 
нуклеотидов на любой РНК-матрице и может быть удобен 
для деградированного материала, а также параллельного 
получения кДНК-матрицы для работы с микроРНК; (б) 
олиго dT15 (олигонуклеотид из 12–15 «Т»-нуклеотидов), 
начинающих синтез кДНК с полиаденилированного 
«хвоста» матричных РНК. По сравнению с (а) этот метод 
позволяет производить синтез только с мРНК, а не со всех 

подряд типов РНК, которые присутствуют в экстракте; (в) 
использование специфических праймеров – иногда полезно 
для работы с целевыми мишенями, но не всегда удобно, 
если РНК мало. По сравнению с (а) и (б) данный метод 
не столь удобен, однако не так давно его модификация 
получила продолжение в только что опубликованной ра-
боте [19], где авторы предложили использовать праймеры 
для консервативных участков мРНК, которые наиболее 
стабильны в условиях деградации.

2.4. Полимеразная цепная реакция
Среди пионерских работ по совмещению РНК – ДНК 

протоколов стоит отметить научный проект из новозе-
ландского Института экологических наук и исследований 
(ESR) от J.D. Waele [9], в котором были обобщены воз-
можности взаимного дополнения классических методов 
типирования тканей (иммунологических и биохимических) 
и молекулярно-биологических (РНК и ДНК анализа).

В результате этой работы было сделано, по крайней 
мере, два важных вывода, касающихся ПЦР. Во-первых, 
была расширена ранее существовавшая панель для 
ПЦР «CellTyper» (разработанная в ESR), которая была 
доукомплектована новыми к тому времени маркёрами 
[20–22], что позволило в едином мультиплексном режиме 
анализировать сразу все пять основных типов тканей (ве-
нозную кровь, слюну, вагинальный секрет, менструальную 
кровь, сперму и семенную жидкость). Ранее существовав-
шие мультиплексные панели на основе ПЦР – РВ хоть 
и позволяли достаточно точно типировать отдельные 
ткани, однако в таком виде были плохо приспособлены 
для использования в рутинной судебной практике [23]. 
Во-вторых, амплификация была возможна после про-
ведения стандартных биологических тестов Combur® 
и Phadebas®, что существенно расширяет возможности 
биологической экспертизы.

В последующие годы за счет открытия и внедре-
ния новых маркеров появились новые версии панели 
«CellTyper», равно как и её аналоги [11], и настоящая, 
третья версия (CellTyper – v.3) включает в себя 19 
мРНК-маркеров (см. табл. 1) и выполняется в режиме 
мультиплексного ПЦР с последующим анализом с ис-
пользованием капиллярного электрофореза и программы 
GeneMapper ID – X [24].

2.4.1. Чувствительность и концентрация
Расчет количества вносимой кДНК в реакцию 

обычно соотносят с концентрацией геномной ДНК, 
полученной при совместном выделении. Считается, 
что для ОТ и последующей амплификации достаточ-
но внести объём экстракта, который соответствует 
рассчитанной геномной ДНК в количестве 200 пг (для 
образцов крови) и 4 нг (для образцов слюны, семенной 
жидкости, вагинальной слизистой и менструального 
секрета) [8]. Объём полученного образца кДНК, необ-
ходимый для последующей ПЦР в реальном времени, 
рассчитывают индивидуально для каждой лаборатории. 
Обычно стараются подобрать такие условия, при кото-
рых минимальный пик на последующем капиллярном 
электрофорезе был не менее 150 RFU, а максимальный 
– не более 8000 RFU [24].

2.4.2. Специфичность
Сам по себе ПЦР является достаточно специфичным 

методом, за счет комплиментарности праймеров. Однако 
на уровне кДНК имеется возможность увеличивать спе-
цифичность метода путём расположения праймеров на 
участках последовательности кДНК, соответствующим 
разным экзонам мРНК.
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2.5. Капиллярный электрофорез
Благодаря адаптации способа визуальной оценки 

мультиплексного ПЦР для РНК-маркеров, появилась 
возможность использовать капиллярный электрофорез 
в качестве очень удобного инструмента для комплексного 
анализа образца, где оценку результатов реакции можно 
выполнять на том же оборудовании с программным 
обеспечением, что и ДНК-анализ. В настоящее время для 
электрофореза продуктов амплификации используется 
полимер POP-7 (или POP-4 – по выбору исполнителей) 
[24]. Требования к качеству пиков на электрофореграм-
ме намного проще, чем для STR-профиля. Пики могут 
быть разной высоты, вследствие непостоянства уровня 
экспрессии. По этой же причине рекомендуется для 
каждого образца ставить не менее трёх воспроизведений 
на этапе постановки ПЦР. Специальных требований для 
базовой линии не существует, хотя условия ПЦР стараются 
подгонять таким образом, чтобы высота минимального 
сигнала была не ниже 150RFU, хотя некоторые опуска-
ют и до 50RFU [25]. Затруднения в точности установки 
базовой линии, в частности, обусловлены некоторой 
лабильностью экспрессии генов «домашнего хозяйства» 
(ГДХ), амплификация которых служит своеобразным 
внутренним контролем [26]. Было показано, что компо-
зиция их экспрессии зависит от типа тканей, поэтому 
в разных модификациях панели «CellTyper» и аналогов 
может присутствовать разный состав в виде двух–трёх 
типов ГДХ, которые специфично проявляются в том или 
ином типе тканей [8, 23].

На рисунке 2 показан пример электрофореграммы 
РНК-профиля. На нём можно отслеживать, как уровень 
экспрессии (по степени интенсивности RFU-сигнала), 
так и наличие самих маркеров. Так, некоторые маркёры, 
например, KRT4 могут присутствовать в разных тканях, 
но характерно отличаться по степени выраженности.

2.5.1. Пример анализа смешанных образцов
Комбинированное ДНК- и РНК профилирование 

открывает новые возможности для полноценного ана-
лиза образца. Например, из смешанного профиля ДНК 
можно вычленить индивидуальные генотипы, но нередко 
необходимо подтверждение клеточного соответствия. 
В некоторых случаях, например, при типировании 
отпечатков, метод построения РНК-профиля может 
оказываться чувствительнее ДНК-типирования [10, 
25]. Соответственно оба метода анализа будут взаимно 
дополнять друг друга. Комбинирование также может ока-
заться полезным, когда процесс касается дискриминации 
представителей одного пола для исключения наличия 
клеток противоположного пола.

На рисунке 3 показан пример РНК-ДНК-анализа 
смеси слюны и крови от двух доноров. В постановочном 
эксперименте образцы были смешаны в разных пропор-
циях, и выделение НК выполнялось одним набором. 
В результате РНК-профиль показывает, что в смеси нахо-
дятся два разных образца, а по ДНК-профилю видно, что 
в смеси присутствуют два разных человека, гомозиготных 
по локусу D2S441.

2.6. Методы отбора кандидатных РНК-маркеров
Правильный исходный выбор кандидатной мРНК 

позволяет в разы сократить время литературного по-
иска и методической селекции нужной молекулы среди 
гигантского разнообразия экспрессионных маркеров. 
Одним из подходов является использование баз данных 
(БД), которые предоставляют статистически обработан-
ную информацию скрининговых анализов (например, 
с помощью микрочипов) и литературное подтверждение 

с ссылками на публикации, эксперименты и описание 
самих генов в известных интернет-ресурсах (например, 
GenBank, Ensemble и др.).

С точки зрения судебных приложений, наиболее 
удобными являются две базы данных: «BioGPS» и «Human 
Protein Atlas», которые обладают наиболее широкими 
возможностями по взаимосвязи экспрессии маркеров 
и тканей. «BioGPS» (http://www.biogps.gnf.org) – это проект 
Института геномики компании «Новартис» (Genomics 
Institute of the Novartis Research Foundation). С помощью 
BioGPS можно посмотреть сравнительную экспрессию 
генов в кратных соотношениях в 84 различных тканях 
(см. рис. 4).

Другим удобным открытым интернет-ресурсом явля-
ется проект Королевского технологического института 
Швеции (Royal Institute of Technology), который называется 
«Human Protein Atlas› (http://www.proteinatlas.org). Эта БД 
позволяет анализировать выбранный маркер по 44 типам 
нормальных тканей и 46 клеточным линиям. С помощью 
Human Protein Atlas, в разделе «Тканевой атлас», можно не 
только посмотреть сравнительную экспрессию маркёра 
на уровне РНК и белка в тканях (рис. 5А), но и непосред-
ственно видеть его внутриклеточную локализацию на 
фотографиях с хорошим разрешением (рис. 5Б), а также 
получать информацию о способах покраски, методе, типе 
антитела и его производителе (рис. 5В).

◊ 3. ПАНЕЛИ МРНК-МАРКЕРОВ

3.1. EUROFORGEN-инициатива.
С учетом формирования вышеизложенных тенден-

ций по комбинированию ДНК–РНК-методов в 2012 г. 
на основе Виртуального центра судебно-генетических 
исследований стартовал международный проект (http://
www.euroforgen.eu/the-project/wp03-exemplar-research-
projects) EUROFORGEN-NoE сроком на пять лет. В проекте 
участвуют более двух десятков лабораторий из разных 
стран, в задачи которых, наряду со сравнительными ис-
пытаниями мультиплексных панелей, входит изыскание 
новых маркеров и условий адаптации их для судебных 
молекулярно-генетических анализов.

3.2. Состав мРНК-панелей
В настоящее время для задач судебной биологии сфор-

мированы группы мРНК-маркеров, по крайней мере, для 
6–7 основных типов тканей. Конечно же, нижеприведенное 
описание экспрессионных маркеров не является полным, 
поскольку эти списки постоянно обновляются за счет 
новых данных из международных геномных проектов.

3.2.1. Кровь
На основе последних сведений в эту группу для 

выявления крови входит, по меньшей мере, два десятка 
генов-кандидатов, однако наиболее подходящими счи-
таются маркёры HBB, ALAS2, CD93 и AMICA1 [8]. Гемо-
глобин, бета-версии локуса (HBB) «пришел» из белковой 
диагностики. Три остальных маркера обладают прямой 
ассоциацией с компонентами и форменными элементами 
крови: CD93 и AMICA1. CD 93 принадлежит к XIV группе 
лектинов C-типа, белков трансмембранной локализации, 
которые отвечают за межклеточную адгезию и иммунный 
ответ. Сравнительный анализ экспрессии данного гена 
(база данных BioGPS) свидетельствует о его подавляю-
щей активности в клетках моноцитарного и миелоид-
ного ряда, а также зародышевых тканей, делая данный 
маркер удобным для идентификации следов цельной 
крови взрослых людей. В свою очередь AMICA1 также 
является маркером адгезии, выраженность которого 
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исключительно проявляется в клетках цельной крови. 
Этот маркер неплохо работает в режиме моноплекса, 
однако в мультиплексных испытаниях его экспрессия 
оказалась неудовлетворительной [24], поэтому для этой 
задачи вместо него используют более универсальный 
эритроцитарный маркер ALAS2.

3.2.2. Менструальный секрет/менструальная кровь
Иммунологические методы позволяют определить 

наличие крови, однако весьма затруднительно диффе-
ренцировать тем же способом менструальную кровь от 
венозной. Менструальный секрет представлен, по край-
ней мере, тремя типами клеток, включая цельную кровь 
(до 50 %), клетками эндометрия и вагинального эпителия 
[8], что на белковом уровне создавало бы серьёзные по-
мехи для дифференциальной диагностики в судебных 
эпизодах. Однако на уровне мРНК картинка профиль-
ной экспрессии выглядит иначе – в сторону смещения 
мажорных маркеров, характерных для менструального 
секрета и следовых признаков мРНК-маркеров цельной 
крови. Это связано с тем, что в нестандартных биохими-
ческих условиях (pH среды и бактериальные ферменты) 
мРНК-маркеры цельной крови практически полностью 
деградируют вместе с клетками крови.

Основные маркеры менструального секрета иденти-
фицированы в виде группы мРНК генов метоллопротеаз 
(MMP) типов 8, 11 и 12. Выраженность того или иного 
типа варьирует в разных исследовательских группах [27, 
28], однако в иных биожидкостях, кроме менструальной 
крови, эти маркёры не обнаружены. Возможно, это свя-
зано с тем, что экспрессия металлопротеиназ характерна 
для клеток вагинального эпителия, которые в отличие от 
клеток цельной крови в условиях менструального секрета 
находятся в своей естественной среде. Кроме металло-
протеиназ потенциальными маркерами являются еще 5 
генов, включая CK19 [29], PR, LEFTY2, MSX1 и SFRP4 [18].

3.2.3. Кожа
Самым распространенным методом в судебной 

экспертизе является дактилоскопическое исследование 
отпечатков пальцев, в котором кроме анализа следовых 
количеств ДНК используются методы иммуноцитологии 
и микроскопии. Вследствие этого, клеточная диагностика 
на основе РНК-анализа может оказаться весьма актуаль-
ной для более полного понимания клеточного состава 
в образце, не говоря уже о смешанных следах [8].

Молекулярная организация клеток эпителия кожи, 
вагинального эпителия и, например, клеток, выстилаю-
щих ротовую полость, очень схожа, что длительное время 
было причиной существования довольно длинного пе-
речня кандидатных генов кожи на роль потенциальных 
маркеров. Тем не менее сравнительные анализы [8, 12, 30] 
в рамках генной селекции для судебных задач позволили 
отобрать, по крайней мере, четыре наиболее удачных мар-
кера, которые тесно функционально привязаны к данной 
ткани. Эти гены LOR, LCE1C, CDSN и KRT9 участвуют 
в процессах дифференцировки эпителия и ороговения 
кожного покрова [30]. Продукт транскрипта гена LOR 
экспрессируется в гранулярной зоне кожного эпителия 
и является основным компонентом, который формирует 
апикальную часть кератиноцитов, что является уникаль-
ной функциональной характеристикой кожи. Схожими 
функциями обладает продукт экспрессии гена LCE1C 
(поздний белок C1 ороговения), который участвует в обмене 
кальция и выполняет защитные функции, в частности, 
при ультрафиолетовом облучении. Корнеодесмоин (ко-
дируемый геном CDSN), локализован в корнеодесмосомах 
ороговевающего и плоского эпителия волос и участвует 

в процессах его созревания [31, 32]. В отношении KRT9 
установлено, что он принимает участие в организации 
кератиновых филаментов и специфично экспрессируется 
в подошвенном и ладонном эпителии [33, 34].

В целом стоит учесть, что белковые компоненты 
ороговевающей оболочки функционируют во многих 
типах эпителия, включая слизистые ротовой полости 
и влагалища. С учетом этой особенности кожные маркеры 
пока еще находятся в состоянии валидации и коррек-
ции. Так, путём сравнительного анализа [24], который 
был опубликован в рамках международного проекта 
EUROFORGEN-NoE (European Forensic Genetics Network 
of Excellence – сеть судебно-генетических исследований 
в Европе), было показано, что экспрессия гена LCE1C более 
уникальна для образцов кожи, по сравнению с маркёром 
LOR, который ранее, в 2012 году, был включён в единую 
мультиплексную панель «CellTyper».

К другим возможным кандидатам относятся такие 
маркеры как LCE1D, LCE2D, CCL27, IL1F7, CST6, DSC1 
и KRT10 [12, 35].

3.2.4. Слюна и слизистая носа
Образцы слюны преимущественно содержат компо-

ненты слизистого эпителия, выстилающего язык и полость 
носоглотки. Для слюны были описаны специфические 
маркеры: статхерин и гистатин-3, активность которых 
непосредственно связана с функциями ротового эпи-
телия и клеток, выстилающих протоки слюнных желёз. 
Первый (STATH) регулирует обмен кальция в слюне 
[36], в то время, как HTN3 обладает антибактериальным 
действием в ротовой полости [37]. Профиль экспрессии 
слюны может также содержать и кератиновые маркеры, 
такие как KRT4 и KRT13, которые характерны для других 
типов тканей, включая вагинальный эпителий и кожу. Тем 
не менее общая комбинация вышеописанных маркеров 
будет давать профиль, специфичный только для образцов 
слюны. Маркер BPIFA1 обладает специфичной экспрессией 
в отношении назофарингального эпителия. Ген BPIFA1 
кодирует белок, который обладает антимикробными 
свойствами в отношении Грамотрицательных бактерий 
и отвечает за развитие иммунного ответа в верхних 
дыхательных путях [35]. Его повышенная экспрессия 
ассоциирована с развитием назофарингиальной карци-
номы [38]. К возможным дополнительным кандидатам 
относится ген SPRR1A, отвечающий за созревание эпи-
дермиса, а также такие маркёры как PRB4, SPRR3, KRT4, 
KRT6A, KRT13, MUC7 [39–42].

3.2.5. Вагинальный эпителий
Дифференциальная диагностика слизистой влагалища 

современными иммунологическими методами необычайно 
затруднена, поскольку, с одной стороны, на её поверхности 
могут находиться клетки крови, с другой стороны, марке-
ры вагинального эпителия перекрываются с маркерами 
эпителия слизистой других органов. Из общего списка 
судебных мРНК-маркеров профиль вагинального эпите-
лия может содержать CD93 (кровь), LOR, CDSN (кожа), 
металлопротеиназы (менструальный секрет), KRT4 (общий 
маркер для слизистых). В то же время для вагинального 
эпителия сформирована комбинация маркеров MYOZ1, 
MUC4 и CYP2B7P1, преимущественная экспрессия которых 
не характерна для других типов тканей [24] и наилучшим 
образом работает в мультиплексном ПЦР.

Характерной дополнительной чертой РНК-диагностики 
вагинального эпителия является включение в линейку его 
маркеров мРНК бактериальных генов. Эти 16S-rRNA гены 
экспрессируются в лактобактериях (Lactobacillus crispatus, 
Lactobacillus gasseri, Lacto-bacillus jensenii и Lactobacillus 
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iners), которые являются специфической микрофлорой 
для вагинальной полости [40].

3.2.6. Семенная жидкость
Для дифференциальной диагностики семенной жид-

кости подобраны мРНК гены PRM1 и SEMG1. Ген PRM1 
кодирует белок, который участвует в организации гисто-
новых белков в сперматозоидах [43]. Поскольку данный 
процесс характерен для зрелых и полноценных клеток, то 
данный маркер может дополнительно дифференцировать 
фертильных мужчин. Ген SEMG1 экспрессируется клетка-
ми и кодирует сменгоилин, который является мажорным 
белковым компонентом семенной жидкости. Показано, 
что комбинация данных маркеров может идентифи-
цировать вазоэктомированных мужчин [30]. Из числа 
дополнительных маркеров известны мРНК гены: MSP, 
SEMG2, KLK3, PRM2, TGM4 [8, 22, 40, 42].

3.3. Недостатки мРНК-маркеров

3.3.1. Нестабильность
По сравнению с двуцепочечными молекулами ДНК, 

одноцепочечная матричная РНК гораздо менее стабильна. 
При разрушении клеток и тканей, молекулы мРНК под 
воздействием клеточных нуклеаз деградируют в первую 
очередь. Известно, что при работе с РНК важно соблю-
дать температурный режим не только для хранения, но 
и при методических манипуляциях, в частности, путём 
использования низкотемпературных центрифуг на этапах 
выделения. Соответственно, тканевая идентификация 
образцов с использованием мРНК-панелей преимуще-
ственно выполняется на свежем материале, который после 
забора должен быть сразу же помещён либо в жидкий азот, 
либо в холодильник на –70° C. При этом стоит отметить, 
что размер молекул имеет значение, поэтому в случаях 
частично деградированного материала микроРНК ока-
зываются более стабильными и удобными маркерами.

3.3.2. Отсутствие жёстких критериев
По сравнению с генетической идентификацией 

личности при помощи STR-маркеров, показывающих 
специфичность до четвертого знака после запятой, столь 
строгих критериев в отношении типирования тканей 
с использованием РНК-маркеров, очевидно, не добиться. 
Однако это проблема уже не методическая, а связанная 
с молекулярной природой тела человека, при которой 
клетки разных тканей обладают одинаковым набором 
исходно закодированных признаков. К тому же, в судебной 
практике приходится иметь дело именно с такими тканя-
ми, клетки которых выполняют функционально схожие 
роли, например, эпителий слизистых. В этом отношении 
ситуация дифференциального типирования тканей очень 
напоминает проблемы, стоящие перед определением 
фенотипических признаков в судебной генетике с исполь-
зованием одиночных полиморфизмов. В данном случае 
диагностика оказывается тем специфичнее, чем больше 
многообразие этих генетических маркеров, связанных 
с определенным признаком. С точки зрения многообра-
зия, мРНК существенно будут уступать полиморфизмам, 
если только не попытаться их объединить в единую 
диагностическую панель, например, с использованием 
полногеномного секвенирования [44].

3.3.3. Нестабильность экспрессии
Экспрессия генов сильно зависит от внешних, внекле-

точных факторов, включая влияние гормонов [45] или 
медикаментозную терапию [46]. Типичным примером 
могут служить маркеры менструальной крови, металопро-

теиназы, которые в минорных количествах могут также 
регистрироваться в профиле вагинального эпителия. При 
выпадении других маркеров, это может вызвать трудно-
сти в дифференциальной диагностике. Тем не менее на 
фоне гормонального цикла всё становится на свои места: 
экспрессия металлопротеиназ возрастает и дополняется 
типичными маркерами крови для менструальной секре-
ции: HBD1 и CD93, что не характерно для вагинальной 
слизистой. Кроме того, некоторые металлопротеазы 
являются известными маркерами онкозаболеваний [47] 
и аномально выявляются в крови пациентов, что су-
щественно может повлиять на интерпретацию данных. 
С другой стороны, этот, казалось бы, недостаток можно 
обратить в преимущество, путем использования для 
сужения границ поиска личности.

◊ 4. ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ПАНЕЛИ И ВОПРОСЫ 
КОММЕРЦИАЛИЗАЦИИ
Благодаря разветвленным испытаниям, в последнее 

десятилетие сформировано основное «ядро» из двух–
трёх десятков мРНК-маркёров, которые в ближайшем 
будущем уже могут быть использованы в качестве новых 
диагностических панелей, таких как «CellTyper». И хотя 
ещё не создано готовых коммерческих наборов, некоторые 
зарубежные организации, такие как Институт судебной 
медицины в Нидерландах (NFI), уже несколько лет поль-
зуются РНК-маркёрами в своей рутинной практике [24].

На текущий период пока еще остаётся ряд проблем, 
которые ограничивают коммерциализацию панелей. 
К ним, прежде всего, относится генетическая дивергенция 
[48]. Она связана с популяционно зависимой экспрессией 
генов, что потребует некоторых модификаций базовых 
панелей за счет национальных признаков [49]. С другой 
стороны, это открывает возможность отечественным 
исследователям разрабатывать собственные панели 
и наборы. Примером такой изменчивости может слу-
жить разновидность панели «CellTyper» для азиатской 
популяции – «XCYR1» [11].

К другим ограничителям можно отнести вопросы 
выбора референсных генов для точной селекции и ва-
лидации признаков, экспрессия которых, несмотря на их 
стабильность, в разных тканях и условиях их хранения 
всё-таки отличается [22].

Предваряя выход на рынок отдельных наборов на 
основе только РНК, вполне логично ожидать на более 
раннем этапе включения новых маркеров в поисковые 
STR и фенотипические SNP-панели для полногеномного 
секвенирования, которое всё активней входит в практику 
судебных биологов. Анализ транскриптома может выпол-
няться на том же оборудовании и с использованием тех же 
реагентов для подготовки библиотек, которые в настоящее 
время выпускаются такими компаниями, как Illumina 
и ThermoFisher. Примером подобного подхода может 
служить работа исследователей из Нидерландов [44], ко-
торые объединили РНК-анализ и STR/SNP-типирование 
на оборудовании Ion Torrent PGM и AmpliSeq™-панели. 
Они продемонстрировали возможность совмещения 9 
наиболее известных STR- локусов и 12 мРНК-маркеров 
в единой панели, и результаты типирования донорских 
тканей этим методом оказались на 100 % конкордантны 
с классическим определением STR-локусов коммерческим 
набором.

◊ ВЫВОДЫ
Станет ли когда-нибудь РНК-анализ очередным 

молекулярно-биологическим методом в судебной меди-
цине? Подобные вопросы всё чаще и чаще в последнее 
время появляются в мировой научной литературе [1, 50]. 



54 ПРОФЕССИОНАЛЬНЫЕ ОБЗОРЫ

ЖУРНАЛ СУДЕБНАЯ МЕДИЦИНА НАУКА |  ПРАКТИКА |  ОБРАЗОВАНИЕ 
www.cУДЕБНАЯ-МЕДИЦИНА.Рф • ТоМ 3 №1, МАРТ 2017 

Рис. 1. РНК/ДНК-анализ в стандартной схеме рабочего процесса генетического исследования судебного образца; а) выде-
ление нуклеиновых кислот отдельно набором для выделения ДНК и отдельно набором для выделения РНК; б) выделение 
ДНК и РНК одним набором; в) выделение ДНК и РНК набором для дифференциального разделения эпителия и спермато-
цитов с использованием набора Differex (Promega). Напротив ДНК: ПЦР-РВ-полимеразная цепная реакция в реальном 
времени, выполняется на приборе Applied Biosystems (ABI) 7500 Real-Time PCR System; ПЦР-мультиплекс: выполняется 
с использованием STR наборов (производитель по выбору, например, Quantifiler, ABI) на приборе для ПЦР – 9700 или 
Verity (ABI); Напротив РНК: ТТ – твердотельный термостат (0–100 °C). Ингибирование ДНК на ТТ с использованием 
ДНК-азы I при температуре +37 °C, ОТ – обратная транскрипция в ТТ, при температуре +37–50 °C; капиллярный элек-
трофорез выполняется в режиме фрагментного анализа на генетическом анализаторе ABI любого типа «GeneMapper» 
или аналог – программа для анализа результатов фрагментного анализа

Рис. 2. Пример РНК-профиля для разных типов несмешанных 
образцов. РНК-профиль построен на основе амплификации 6 
типов образцов тканей (сверху вниз: кровь, слюна, семенная 
жидкость, кожа, менструальная жидкость, вагинальная 
слизистая) с использованием одной из модификаций 19-ти 
плексной панели «CellTyper». Внутренними контролями 
служат гены 18S-rRNA и GAPDH. Сглаженные зеленые 
пики вне бинов и обозначенные звёздочкой являются про-
дуктами переамплификации. Отрицательный контроль 
(Blank) – это продукт ОТ – ПЦР без РНК. Рисунок взят из 
публикации Lindenbergh A. и др., 2012 [9]

Рис. 3. Комбинированный профиль смешанного образца 
«кровь – слюна». А – ДНК профиль, Б – РНК профиль. Красны-
ми большими звездочками обозначены пики, указывающие 
на тканевое соответствие. Сглаженные зеленые пики, 
обозначенные внизу маленькими звездочками – результат 
переамплификации. Внутренним контролем (control) служит 
экспрессия гена домашнего хозяйства 18S-rRNA. Рисунок 
взят из публикации Hartaveld J. и др., 2013 [26]
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Рис. 5. Пример анализа маркера менструального секрета MMP7 с помощью БД «Human Protein Atlas». А. Сравнительная 
экспрессия MMP7 в различных тканях на уровне мРНК и белка. Уровень экспрессии мРНК представлен в относительных 
единицах FKPM (fragments per kilobase of exon per million fragments mapped - число прочитанных фрагментов экзона на 
миллион картированных фрагментов) на основе данных RNA-seq. Б. Показана локализация MMP7 в клетках клеточной 
линии А549; флуоресцентная зеленая краска (точки) показывает положение белка. В – указан производитель кроличьих 
антител (компания «Sigma-Aldrich») для иммуногистохимического окрашивания белка

Рис. 4. Пример анализа маркера венозной крови ALAS2 с помощью БД «BioGPS». Показана сравнительная экспрессия 
гена ALAS2 в различных нормальных тканях. Видно, что маркёр обладает избирательной экспрессией в следующих 
тканях: костный мозг, фетальные ткани печени и лёгких (не экспрессируются у взрослых), эритроидной популяции 
клеток: CD71 (максимальная экспрессия, зелёная полоска) и клетках эндотелия сосудов: CD105. На рисунке показан 
выбранный увеличенный диапазон (малый контур справа внизу) экспрессии гена; при этом медиана фоновой эскпрес-
сии гена в остальных тканях составляет «х3,9» что на несколько порядков отличается от специфической экспрессии 
маркёра в популяциях клеток, характерных для венозной крови



56 ПРОФЕССИОНАЛЬНЫЕ ОБЗОРЫ

ЖУРНАЛ СУДЕБНАЯ МЕДИЦИНА НАУКА |  ПРАКТИКА |  ОБРАЗОВАНИЕ 
www.cУДЕБНАЯ-МЕДИЦИНА.Рф • ТоМ 3 №1, МАРТ 2017 

Современная биология переживает необычайно бурный 
рост за счёт развития программ исследования генома 
и коммерческих технологий, сопутствующих этим про-
цессам. По стечению обстоятельств, судебная медицина 
и генетика остаются самыми консервативными областя-
ми биомедицины, куда современные веяния и новинки 
просачиваются не только с большой осторожностью, но 
и, как следствие, с большим опозданием. Тем не менее 
буквально на глазах в компетенцию судебной генетики 
стали входить новые течения из области фенотипирования 
на основе полногеномного секвенирования.

Эти же течения ведут за собой всевозможные полезные 
приложения на уровне транскриптомного и экзомного 
анализа, которые вполне могут быть совмещены с гене-
тической идентификацией личности [44]. Кроме того, 
себестоимость производства наборов для мультиплексного 
ПЦР с целью РНК-анализа сопоставима с аналогичными 
ПЦР-наборами для типирования ДНК с помощью STR-
локусов. Соответственно для компании – производителя 
вывод подобного набора на рынок равносилен рядовому 
обновлению своей продуктовой линейки, без необходи-
мости изобретать новую технологию производства.

С учетом возможности совмещения процессов про-
боподготовки для ДНК и РНК-анализа, типирование 
тканей удобно адаптировать для современных комбини-
рованных тестов, которые уже предложены в последние 
годы. Примером подобных комбинаций могут служить 
прототипы наборов компании Promega (США) «PowerSeq™ 
Auto/Mito/Y» и другие, которые позволяют получать 
одновременно аутосомный и митохондриальный про-
фили. Похожие совмещения могут быть реализованы 

и в отношении экспрессионных маркеров, как с учетом 
полногеномных технологий, так и базовых методов ДНК-
анализа с использованием капиллярного электрофореза.
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Таблица 1 
Дизайн 19-ти плексной ПЦР-панели «CellTyper» – версии 3

Ткань мРНК – маркёр Размер Флуорохром

Кровь, венозная
ALAS2 103 FAM
CD93 151 NED
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Слюна HTN3 134 VIC
Слюна/слизистая носа STATH1 93 FAM
Слизистая носа BPIFA1 131 PET

Семенная жидкость
PSA 64 PET
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Сперматозоиды PRM1 91 NED

Вагинальная слизистая
CYP2B7P1 146 VIC

MUC4 141 FAM
MYOZ1 88 VIC

Менструальная кровь
MMP7 127 VIC

MMP10 107 VIC
MMP11 76 NED

Кожа
CDSN 71 VIC
LCE1C 99 NED

Гены домашнего хозяйства
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18S-rRNA 110 PET

В столбце «Флуорохром» указаны краски, с целью анализа на генетическом анализаторе. Продукты ПЦР амплифицируются в диапазоне 60–150 
пар оснований разного размера, что делает их анализ удобным в режиме фрагментного анализа в четырехцветном диапазоне. Таблица составлена 
на основе данных, опубликованных в работе van den Berge M и др., 2016 [25].
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