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应用不同DNA提取试剂盒对溺死硅藻检验后续分析的影响
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【摘 要】目的：研究不同DNA提取试剂盒对水中溺死尸体器官组织中硅藻的分子生物学检测后续分析的影响。方法：本研究

选取经案件侦查、病理学检验，并在电子显微镜下进行硅藻形态学检验确认为溺水死亡的组织及水样，本研究选择了 4种不同

原理的DNA提取试剂盒，从该死者的肺、肝、脾、肾组织及水样中提取DNA。首先，本研究测量了 4 种试剂盒提取产品的核酸

含量和测定 260 nm和 280 nm下吸光度（absorbance，A）值，以评估DNA提取的质量；其次，使用真核 18S rDNA V4区域通用引

物对提取的产物进行高通量测序，以比较不同DNA提取试剂盒提取的硅藻种类和数量；第三，应用硅藻特异性引物对不同的

目的基因进行聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）扩增，以显示不同试剂盒提取不同来源DNA的效果。结果：水

样和组织的硅藻形态学检验共鉴定出 19属硅藻。4种DNA提取试剂盒的提取产物A260 nm/A280 nm均低于 1.8，PowerSoil试剂盒的

相对DNA含量高于其他试剂盒，最低的是BioTeKe试剂盒。高通量测序显示共有 49种硅藻，不同试剂盒提取的硅藻DNA的质

量和数量不同，不同试剂盒获得的硅藻物种丰富度和优势种群也不同，在 4种试剂盒中，PowerSoil试剂盒在水样中提取的硅藻

最多，TIANGEN试剂盒从水样中提取的硅藻种类最多，有38种。电泳结果表明，不同试剂盒对提取产物的扩增效果不同，同一

试剂盒对不同的样本和不同的目标基因也有不同的扩增效果。结论：不同原理的试剂盒对后续硅藻分子学水平分析也存在不

同效果，在法医学实践中应根据后续分析需求选择最适合的DNA提取试剂盒。
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Influence of different DNA extraction kits on subsequent diatom analysis 
in forensic cases of drowning
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【Abstract】Objective：To investigate the influence of different DNA extraction kits on the subsequent molecular biological analysis of 
diatom from the organs and tissues of drowned corpses. Methods：This study was conducted using the tissue and water samples con⁃
firmed as drowning deaths through case investigation，pathological examination，and morphological examination of diatom under an 
electron microscope，and four DNA extraction kits with different principles were used to extract DNA from the lung，liver，spleen，and 
kidney tissues of the deceased and from the water samples from drowning location. Firstly，the products extracted by the four kits were 
measured in terms of nucleic acid content and A260nm/A280nm value to evaluate the quality of DNA extraction； secondly，eukaryotic 18S 

rDNA V4 universal primers were used to perform high-throughput 
sequencing of the extracted products，and the results were used to 
compare the species and numbers of diatoms extracted by different 
DNA extraction kits； thirdly，PCR amplification was performed for 
different objective genes using diatom-specific primers to show the 
effect of DNA from different sources extracted by different kits. 
Results：A total of 19 genera of diatoms were identified based on the 
morphological analysis of water and tissue samples. The OD260/
OD280 value was lower than 1.8 for the products extracted by all 
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four DNA kits； the PowerSoil kit showed a higher relative content of DNA than the other kits，while BioTeKe kit showed the lowest rela⁃
tive content of DNA. A total of 49 diatom species were obtained by high-throughput sequencing，and there were differences in the quality 
and quantity of diatom DNA extracted by different kits and the abundance and dominant species of diatom obtained by different kits. 
Among the four kits，PowerSoil kit obtained the highest relative abundance of diatom species in water samples，and TIANGEN kit 
obtained 38 species of diatom from water samples，which was significantly higher than the number of species obtained by the other kits. 
The results of electrophoresis showed that different kits had different amplification effects on the extracted products，and the same kit 
also had different amplification effects on different samples and different objective genes. Conclusion：The kits with different prin⁃
ciples of DNA extraction have different effects on subsequent molecular biological analysis of diatom，and in forensic practice，the most 
suitable DNA extraction kit should be selected according to the needs of subsequent analysis.
【Key words】DNA extraction；drowning；diatom；high-throughput sequencing

硅藻检验已被广泛用于鉴别水中尸体是否因

溺水死亡[1-2]。硅藻检验方法主要分 2 种，即形态学

方法和分子生物学方法，形态学检查虽直观，但其

结果可能受到生物发育阶段和遗传变异的影响，且

硅藻种类极多，专业分类生物学家稀缺，进一步限

制了形态学方法的应用[3]。而硅藻分子生物学检测

方法无需硝酸消化，省时环保，分类也不依赖于形

态特征，因此，硅藻分子生物学检测具有较高的灵

敏度、特异性和检出率。近年来，高通量测序的快

速发展更使硅藻研究中的检测、分类及后续分析变

得更加容易[4]。但在硅藻分子检测中，成功提取硅

藻DNA是所有分析的基础。然而，由于硅藻的特殊

结构——细胞被含有二氧化硅的细胞壁覆盖，致使

硅藻的硅质硬壳不能被普通的 DNA 提取试剂盒破

坏，在没有物理撞击的情况下较难破坏细胞壁，因

此，从硅藻中提取 DNA 相对困难[5]。同时，硅藻

DNA提取会受到人体组织的干扰，这使得水中尸体

硅藻DNA提取比其他样本更困难[1]。在目前的法医

实践中，市场上没有用于硅藻DNA提取的专用试剂

盒，根据已发表的文献，多选用土壤 DNA 提取试剂

盒提取硅藻 DNA，土壤 DNA 提取试剂盒已成为相

关法医学研究中硅藻DNA检测的标准技术方案[6-9]，

而一些实验使用了植物或血液DNA提取试剂盒[10]。

那么，不同的DNA提取试剂盒会影响分子生物学后

续研究并导致结果差异吗？

本研究通过现场调查和法医尸检确定其溺死

于河中，选取不同器官组织，同时收集了溺死处水

样。本研究使用扫描电镜来确定组织和水样中是

否有硅藻，再次验证死者因溺水死亡，并应用形态

学方法确定样品中的硅藻种类。本研究选择了 4种

常用于硅藻分子检测但基于不同技术原理的 DNA

提取试剂盒，包括 1种土壤DNA提取试剂盒、2种植

物 DNA 提取试剂盒和一种血液 DNA 提取试剂盒，

应用玻璃珠-涡旋振荡法来提高DNA提取试剂盒的

效率[11]，同时避免因物理击打效果不足导致提取结

果的差异。为了评估 4 种不同原理的 DNA 试剂盒

获得的提取物是否会影响后续的分子实验，首先，

通过分别测量 DNA 浓度和 DNA 纯度评价不同试

剂盒的 DNA 提取效率：测定 4 种试剂盒提取产物

的总 DNA 浓度，测定 260 nm 和 280 nm 下吸光度

（absorbance，A）值（A260 nm/A280 nm）以获得提取 DNA 的

纯度。其次，通过高通量测序获得不同试剂盒提取

的硅藻物种丰富度。第三，通过PCR扩增硅藻特异

性产物，以阐明不同试剂盒提取硅藻核 DNA、线粒

体DNA和叶绿体DNA的效率和产量。以上结果可

以为溺水案件中的硅藻分子检验提供一些参考。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　样品　选取溺死者的组织及溺水现场采集的水样。

在尸检过程中，仔细收集肺、肝、肾和脾等组织材料，严格避

免污染。

1.1.2　仪器和试剂　MIX-30S迷你混合仪（杭州米欧仪器有

限公司）、SCILOGEX D3024离心机（美国 SCILOGEX 有限公

司）、Qubit4.0 荧光定量仪（赛默飞世尔科学有限公司），

Heme 9600基因扩增仪（珠海黑马医学仪器有限公司），BG-
subMIDI电泳仪（北京百晶生物技术有限公司），Tanon 3500R
凝胶成像仪（上海天能科技有限公司），VEGA3扫描电子显

微镜（捷克 TESCAN 有限公司）。引物由北京中美泰和生物

科技有限公司合成。

德国 QIAGEN 的 DNeasy®Power Soil®PRO 试剂盒（以下

简称“Power Soil 试剂盒”）；北京天根生化科技有限公司

TIANGEN DNAsecure Plant 新型植物基因组 DNA 提取试剂
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盒（以下简称“TIANGEN 试剂盒”）；成都福际生物技术有限

公司的 FOREGENEⓇ Plant DNA Isolation 试剂盒（以下简称

“FOREGENE 试剂盒”）；北京百泰克生物技术有限公司的

BioTeKeⓇ全血基因组 DNA 提取试剂盒（以下简称“BioTeKe
试剂盒”）。

1.2　扫描电镜法的硅藻形态学检测

按照中华人民共和国公共安全行业标准《GA/T1662-
2019法庭科学硅藻检验技术规范 微波消解-真空抽滤-显微

镜法》进行硅藻形态学检验。将每个器官的 10 g 人体组织

（肝、肺、肾和脾）切成薄片及 10 mL水样，微波消解后抽滤烘

干、喷金镀膜，采用VEGA3扫描电子显微镜对水中硅藻进行

定性定量分析，参照硅藻分类相关专业书籍对采集水样中的

硅藻种属进行鉴定识别。

1.3　高通量测序法的硅藻分子生物学检测

1.3.1　硅藻 DNA 的提取　样品制备：取肺、肝、肾、脾组织

0.5 g，充分剪碎。将 10 mL水样以 13 400 g直接离心 5 min，
弃去上清液，留置底部液体 200 μL。随后在全部水样及组

织样品中分别加入 0.35 g 2种尺寸的玻璃珠——大玻璃珠的

直径为 1.5~2.0 mm，小玻璃珠为 0.4~0.6 mm，并以最大速度

进行涡旋振荡 4 min。4 种试剂盒提取 DNA 的原理和步骤

（图1）。

DNA 提取：严格按照 4 种 DNA 提取试剂盒提供的操作

说明书[12-15]，分别对水样及组织进行DNA提取。每种试剂盒

分别对水、肺、肝、肾、脾5个样本的DNA进行提取。应用酶标

仪测定A260 nm/A280 nm值和核酸浓度，比较DNA纯度。用Qubit 
Assay Protocol 确定 DNA 的总浓度，计算 DNA 在总核酸中所

占的比例[c（DNA）/c（核酸）]。
1.3.2　高通量测序　应用 4种不同的 DNA提取试剂盒提取

DNA后，将提取产物进行 PCR扩增，选取 18S rDNA V4区域

引物扩增提取物，加入Phusion High-Fidelity PCR Master Mix
和引物进行扩增；每一种扩增产物用Gene Tool Analysis Soft⁃
ware上进行浓度对比，按等质量原则计算所需体积后将扩增

产物混匀；用 E. Z. N. A® Gel Extraction Kit 凝胶回收试剂盒

回收 PCR 混合产物；依据 NEB Next® Ultra ™ DNA Library 
Prep Kit for Illumina®标准流程构建文库。在 TAG 序列用于

样品鉴别后，合格的文库使用 Illumina Hiseq2500 高通量测

序平台进行测序。测序得到的原始数据，截去 Barcode和引

物序列后使用 FLASH 软件对样本的 reads 进行拼接，得到

RAW Tags，使用 fastp 软件进行质控，得到高质量的 Clean 
Tags。最后使用 Usearch 软件将 Clean Tags 与数据库进行比

对以检测嵌合体并进行去除，从而得到最终的Effective Tags
即有效数据。对以上得到的 Effective Tags，使用 QIIME2 软

件中的DADA2模块进行降噪，并过滤掉丰度<5的序列[16]，从

而 获 得 最 终 的 特 征 序 列（Amplicon Sequence Variants，

图 1　4 种试剂盒提取 DNA 的原理和步骤
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ASVs）。采用 QIIME2 的 classify-sklearn 算法对每个 ASV 使

用预先训练好的 Naive Bayes 分类器进行物种注释[17-18]。结

合不同试剂盒提取的不同样品，得出硅藻种类的相对丰度和

硅藻数量。

1.3.3　扩增不同来源的硅藻DNA　考虑到样品中硅藻DNA
含量较少，因此使用 PCR 对硅藻 DNA 进行扩增。应用

BLAST 对引物的硅藻特异性进行检验，同时排除该引物扩

增人类基因组的可能。选择能特异性扩增不同来源的硅藻

DNA 引 物 ：核 DNA 引 物 D512/D978，线 粒 体 DNA 引 物

DiamF3/KFdtmR，叶绿体 DNA 引物 UPA159-R/UPA159-F。
对 4个试剂盒的 20个提取物进行 PCR 扩增，以确定 DNA 提

取产物中是否含有硅藻DNA。具体引物信息如表1所示。

选择了可以特异性扩增不同来源硅藻 DNA 的引物，核

DNA 引 物 D512 和 D978，线 粒 体 DNA 引 物 DiamF3 和

KFdtmR，叶绿体 DNA 引物 UPA159-R 和 UPA159-F。引物

的详细信息，见表1。
PCR 反应总体积为 25 μL。包括：模板 DNA 2 μL，正向

和反向引物（10 μmol/L）各 0.5 μL，ddH2O 17.75 μL，10×buf⁃
fer 2.5 μL，dNTP 0.5 μL，Taq酶 1.25 μL。所有引物扩增条件

如下。

D512/D978扩增条件：94 ℃ 10 min；94 ℃ 45 s，50 ℃ 45 s，
72 ℃ 60 s，40个循环；72 ℃ 10 min。

UPA159F/R扩增条件：94 ℃ 10 min；94 ℃ 40 s，51 ℃ 30 s，
72 ℃ 40 s，35个循环；72 ℃ 10 min。

DiamF3/KEdtmR扩增条件：94 ℃ 4 min；94 ℃ 30 s，45 ℃ 
60 s，70 ℃ 60 s，35个循环；72 ℃ 7 min。

所有样品的 PCR 扩增产物通过 2% 琼脂糖凝胶进行电

泳，电泳后 Goldview 显色，在 Tanon 3500R 凝胶成像仪下进

行观察和分析。

2　结 果

2.1　水体及器官中硅藻的电镜观察结果

电镜下观察共 5 个样品，1 个水样和 4 个不同器官组织

样品中均含有硅藻，共有 19种硅藻，其中，水样中可见 17种

硅藻，肺中可见 17种硅藻，在其他组织中仅能观察到少数几

种，且硅藻含量低。脾脏中的 8 种硅藻在所有样品中均存

在。肺中硅藻的含量远高于其他组织，10 g肺组织样本中有

770 168个硅藻。5个样品中硅藻的详细种类和数量见表 2。
图2为不同样品中部分硅藻的电镜照片。

2.2　各试剂盒提取的DNA总浓度和质量

肝组织核酸含量在各试剂盒所提取产物中均表现为最

高；水样中 DNA 的总浓度低于组织。PowerSoil 试剂盒和

BioTeKe试剂盒提取的水样DNA浓度低于检测线（0.5 ng/mL），
无法检测出浓度值；在所有样品中，BioTeKe 试剂盒提取的

DNA 浓度低于其他试剂盒；所有样品的 A260 nm/A280 nm数据均

低于 1.8，其中 PowerSoil试剂盒提取的水样 A260 nm/A280 nm数值

最高为 1.698，FOREGENE 试剂盒提取的肾脏数值最低为

0.595。因此本研究计算 DNA 在总核酸中的比例[c（DNA）/c
（核酸）]，PowerSoil 试剂盒的相对 DNA 含量高于其他试剂

盒，BioTeKe试剂盒最低。所有数据如表3所示。

2.3　各试剂盒提取的硅藻物种的相对丰度

根据高通量测序结果分析，对比数据库中的已知序列，

4 个试剂盒提取的硅藻 DNA 来自 3 纲 4 目 6 科 33 属 49 种。

其中，Power Soil 试剂盒可以从水样中的 30种硅藻中提取出

6 170个硅藻DNA的ASV，相对丰度最高，其中 2 239个硅藻

为弧眼藻属。TIANGEN 试剂盒可提取水样中最多 38 种硅

藻DNA。BioTeKe试剂盒可从肾脏样本中的 7种硅藻中提取

表 1　引物详细信息

引物

D512

D978

DiamF3

KEdtmR

UPA159-F

UPA159-R

序列（5'->3'）
ATTCCAGCTCCAATAGCG
GACTACGATGGTATCTAATC
CCAACCAYAAAGATATWGGWAC
AAACTTCWGGRTGACCAAAAA
CAGTGAGATACCCTTGTAATGTT
TCTAGATACGATTTCTAACCGATAAGA

目的基因

18s rDNA

COI-5P

UPA

扩增长度（bp）
390～410

665

159

Tm（℃）

50

45

51
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表 2　电镜观察硅藻结果

样品

水

肺

肝

脾

肾

硅藻种类

菱形藻、卵形藻、桥弯藻、曲壳藻、小环藻、圆筛藻、针杆藻、舟形藻、双眉藻、双壁藻、布纹藻、盘杆藻、

奇异硅杆藻、双菱藻、鱼鳞藻、直链藻、角毛藻

菱形藻、卵形藻、桥弯藻、曲壳藻、小环藻、圆筛藻、针杆藻、舟形藻、双眉藻、双壁藻、布纹藻、盘杆藻、

奇异硅杆藻、双菱藻、鱼鳞藻、辐杆藻、骨条藻

菱形藻、卵形藻、桥弯藻、曲壳藻、小环藻、圆筛藻、针杆藻、舟形藻、双眉藻、双壁藻

菱形藻、卵形藻、桥弯藻、曲壳藻、小环藻、圆筛藻、针杆藻、舟形藻、直链藻

菱形藻、卵形藻、桥弯藻、曲壳藻、小环藻、圆筛藻、针杆藻、舟形藻、双眉藻、直链藻

硅藻物种数

17

17

10
8
9

硅藻含量

65 309/10 mL

770 168/10 g

312/10 g
312/10 g
175/10 g
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出 3 019个硅藻 DNA的 ASVs，其中骨条藻属的硅藻有 2 830
个。BioTeKe提取的肝、肺、脾样本中弧眼藻属分别为 1 561
个、1 209 个和 571 个，硅藻的物种丰富度排名第 3 至第 5。
4种DNA试剂盒所提取的硅藻种类最多的是弧眼藻属，其他

含量较高的硅藻有骨条藻、直链藻、舟形藻。弧眼藻也是肺

和肝中最多的物种（表 4）。图 3 所示，按照 4 个试剂盒所提

取的不同样本的硅藻总数排列，同时显示优势种硅藻的数

量及不同试剂盒提取的硅藻物种数。

2.4　不同试剂盒应用不同区域引物扩增及电泳结果

用引物 D512/D978 扩增硅藻 18S rDNA 时，在所有样品

中，4 种试剂盒提取的扩增产物均出现条带，条带长度在

250~400 bp。Power Soil 试剂盒，所提取的肾脏中硅藻 DNA 
的扩增产物电泳条带比其他条带更暗（图 4A）。BioTeKe 试

剂盒提取物的整体电泳条带均有显示但较暗（图 4B）。

图 2　不同样品中部分硅藻的电镜照片

表 3　不同试剂盒提取的 DNA 浓度和 DNA 纯度

样品

水

肺

肝

脾

肾

试剂盒

Power Soil
BioTeKe
TIANGEN
FOREGENE
Power Soil
BioTeKe
TIANGEN
FOREGENE
Power Soil
BioTeKe
TIANGEN
FOREGENE
Power Soil
BioTeKe
TIANGEN
FOREGENE
Power Soil
BioTeKe
TIANGEN
FOREGENE

核酸含量（ng/mL）
4 672

497
8 549
3 181
3 916
8 434

18 072
2 410
8 954

12 877
23 239

114 286
1 918

11 001
19 580

2 321
1807

18 976
10 442

8 133

DNA含量（ng/mL）
a
a

125
123

2 501
98

1 930
237

4 316
83

690
1 268
201
113

1116
31

287
30

636
38.5

c（DNA）/c（核酸）

a
a

1.462%
3.867%

63.866%
1.162%

10.680%
9.834%

48.202%
0.645%
2.969%
1.109%

10.480%
1.027%
5.700%
1.336%

15.883%
0.158%
6.091%
0.473%

A260 nm/A280 nm
1.189
1.273
1.244
1.238
1.698
1.218
1.120
1.449
1.431
0.772
1.229
1.076
1.540
1.195
1.090
1.392
1.171
0.738
1.003
0.595

注：aa..DNA 浓度低于检测线（0.5 ng/mL）
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FORGENE 试剂盒提取的水样中硅藻 DNA 的电泳条带明显

亮于其他组织的条带（图 4C）。TIANGEN 剂盒提取的肝和

肾组织中硅藻DNA扩增条带稍暗（图4D）。

使用引物DiamF3/KEdtmR扩增线粒体COI-5P区域的硅

藻 DNA 时，所有电泳条带均可见，条带长度在 500~750 bp。
但所有组织的扩增产物电泳条带均比水样亮，BioTeKe提取

的水样中硅藻DNA的电泳条带最暗（图5）。

使用引物 UPA159F/UPA159R 扩增叶绿体 UPA 区域的

表 4　4 种试剂盒的物种丰富度

样品

水

肺

肝

脾

肾

试剂盒

Power Soil
TIANGEN
FOREGENE
BioTeKe
BioTeKe
Power Soil
TIANGEN
FOREGENE
BioTeKe
Power Soil
TIANGEN
FOREGENE
BioTeKe
FOREGENE
Power Soil
TIANGEN
BioTeKe
Power Soil
FOREGENE
TIANGEN

硅藻数量

6 170
5 716
1 364

691
1 449
1 197

442
21

1 809
699
225
164
661
510
379

59
3 091

379
106

49

物种数

30
38
15
16
23
19
16
  5
20
17
11
19
15
15
10
10
  7
26
12
  6

最多物种

Arcocellulus
Melosira
Navicula

Arcocellulus
Arcocellulus
Arcocellulus
Arcocellulus
Arcocellulus
Arcocellulus
Arcocellulus
Arcocellulus
Arcocellulus
Arcocellulus
Arcocellulus
Arcocellulus

Navicula
Skeletonema
Arcocellulus

Cyclotella
Arcocellulus

最多物种数量

2 239
2 025

674
336

1 209
1 011

236
10

1 561
525
162

26
571
397
221

15
2 830

208
16
20

图 3　不同试剂盒从不同样品中提取的硅藻种类的相对丰度从少到多
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硅藻DNA时，只有水样的扩增产物电泳条带可见，且正确的

长度位于 100~200 bp。BioTeKe 试剂盒提取的水样中硅藻

DNA条带暗于其他条带。UPA159F/UPA159R扩增产物电泳

条带均比其他目的基因引物扩增的条带暗（图6）。

       注：①水样；②肺组织；③肝组织；④脾组织；⑤肾组织

图 4　不同试剂盒提取的硅藻 DNA 应用引物 D512/D978 进行 PCR 扩增的电泳图

                               注：①水样；②肺组织；③肝组织；④脾组织；⑤肾组织

图 5　不同试剂盒提取的硅藻 DNA 应用引物 DiamF3/KEdtmR 进行 PCR 扩增的电泳图
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3　讨 论

在硅藻检验中，分子生物学方法的优势不言而

喻，安全、环保、快速、准确，且结果更客观。在本研

究中，高通量测序法在物种鉴定的精确度上明显优

于扫描电镜法，扫描电镜法仅在属水平上进行分

类，检测出 19属硅藻，且每属硅藻的数量是通过公

式换算进行的估算；通过高通量测序则检验出 33属

49 种的硅藻，远多于扫描电镜的结果，每一种硅藻

的数量是根据测序的DNA数量进行计数。

扫描电镜法在水样中检测到 17种硅藻，在肺组

织中检测到 2种未发现的硅藻，这可能是因为水中

这两种硅藻的含量较低，伴随肺的硅藻富集作用而

在肺中被发现；同时，电子显微镜的视野范围非常

有限，一些硅藻可能在肉眼观察中无法被准确发

现[22]，同时，形态学检验依赖于硅藻外壳的完整性，

这也可能是电子显微镜结果低于高通量测序结果

的原因。但分析高通量测序的结果中，水样中硅藻

的数量及物种均高于其他组织，且水样中的硅藻物

种均涵盖各组织中的硅藻物种。

然而，高通量测序的结果对数据库有很强的依

赖性。目前，高通量测序技术用于法医硅藻检验和

分类的参考数据库并不完整，数据库中硅藻物种的

全面覆盖尚未实现。藻类的分类也存在一些错误，

这可能会导致不正确的分类结果[23]。虽然扫描电镜

的检测结果具有很高的可靠性，但检测时间较长、

样本需求量大，检测灵敏度低于高通量测序，同时，

扫描电镜法要求硅藻外壳完整，微波消解法可能一

定程度上会破坏硅藻的外壳，这也可能是电子显微

镜结果低于高通量测序结果的原因[24]。然而，它们

都不能进行完全准确的定量分析。电子显微镜的

含量可以通过随机选择视野来计算，而高通量测序

仍旧依赖于对全部的硅藻DNA进行提取，但可以保

证提取比例的一致性[25]。这需要科学技术的不断发

展来解决更精确的定量问题[26]。
在硅藻相关领域的研究中，研究主要针对水样

和底栖硅藻样品的检测展开，因此硅藻DNA提取的

主要方法是使用为植物或土壤样品开发的商业化

试剂盒。在法医学中涉及溺水的硅藻检测中，不仅

需要检测水样和肺组织，还需要从肝、脾、肾等组织

中提取硅藻 DNA。然而，到目前为止，还没有对不

同原理试剂盒从法医溺水样本中提取硅藻 DNA 的

效果进行比较研究。

本研究选择了 4 种具有不同原理的 DNA 提取

试剂盒，在 4 种试剂盒中，Power Soil 试剂盒使用物

理击打和化学裂解法提取 DNA；BioTeKe 试剂盒使

用蛋白酶K消化蛋白质；FOREGENE试剂盒使用专

                              注：①水样；②肺组织；③肝组织；④脾组织；⑤肾组织

图 6　不同试剂盒提取的硅藻 DNA 应用引物 UPA159F/UPA159R 进行 PCR 扩增的电泳图
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利蛋白酶消化；TIANGEN 剂盒 DNA 提取采用非蛋

白酶法提取植物DNA，以上试剂盒部分专利试剂保

密，更为详细的原理本研究也无法得知。由于硅藻

的硅质外壳，通过物理击打破坏硅藻细胞壁更有利

于 DNA 释放，也为排除因 PowerSoil 试剂盒由于物

理击打效果较好的可能，在之前的研究中，本研究

应用玻璃珠-涡旋振荡法对不同试剂盒进行改良，

提取硅藻 DNA 均取得了良好的效果[11]。应用改良

法后，本研究一方面需研究不同组织中是否因硅藻

浓度不同而影响分子检验效果，另一方面不同原理

DNA 提取试剂盒是否影响后续硅藻分子学分析仍

需进行比较研究。另外，市面上有多种DNA提取试

剂盒，本实验的 4个试剂盒并不能代表所有试剂盒，

但选取了基于 4种不同裂解原理的试剂盒作为实验

对象。

根据A260 nm/A280 nm值可以判断DNA纯度，但本实

验中所有的结果均低于 1.8，可能因为所提取的样

品中含有蛋白质、酚类等物质。核酸含量和DNA浓

度也不代表硅藻的数量，核酸含量包括 DNA 和

RNA，DNA浓度包括所有生物的DNA，但DNA在总

核酸中的比例能表明不同DNA试剂盒纯化DNA的

效能，至少展示了去除 RNA的能力。此外，DNA浓

度也不会完全影响扩增效果，理论上PCR仅需一个

基因组即可完成扩增[27]。因此本研究能确认的是所

有试剂盒提取的 DNA 都与 RNA、蛋白质或其他物

质混合，而许多研究表明手提法结合试剂盒法可以

提高DNA纯度。

通过高通量测序计算提取硅藻的相对丰度，可

发现 4 种试剂盒从水样中提取硅藻的相对丰度通

常高于组织，肺组织中硅藻的相对丰度也远高于其

他组织，主要原因是硅藻在水体中和肺中种类较

多。一方面因为溺水时，溺水者在溺水过程中的剧

烈呼吸使水由呼吸作用直接进入肺部；另一方面，

硅藻通过血液循环进入其他器官，有些硅藻的直径

比血管大，造成硅藻在肺内富集，数量及种类均较

高[28]。但本研究也无法将水样和组织样本进行比

较，因为它们检测的单位量不同。通过血液DNA提

取试剂盒从组织中提取硅藻物种的相对丰度高于

其他试剂盒。这种现象的可能原因还是BioTeKe试
剂盒基于蛋白酶K具有很强的消化组织的能力[29]。

扩增产物电泳结果也反映了硅藻的物种丰富

度，但不能在提取物中直接表示硅藻 DNA 含量，其

中一个原因是PCR的优势扩增，不同的硅藻对不同

的引物可能有不同的扩增效果[30]。目前尚不能解决

混合物的DNA定量问题。在此研究中，本研究选择

了细胞核、线粒体和叶绿体不同区域的引物，它们

在扩增结果上展示了较大的差距。（1）使用相同

DNA提取试剂盒时，细胞核和线粒体引物在所有样

本中均有扩增条带，但叶绿体引物仅扩增出水样中

硅藻 DNA，一个原因是叶绿体 DNA 总量少于细胞

核和线粒体DNA总量；另一个原因可能是没有立即

发现尸体，即硅藻已经进入组织一段时间，因此叶

绿体（包括叶绿体 DNA）在没有光线的情况下会发

生降解，且DNA提取时间更晚于尸体发现时间。因

此，在应用叶绿体的引物对硅藻 DNA 进行扩增时，

必须考虑叶绿体降解的因素，较晚发现的尸体最好

选择细胞核线粒体引物进行PCR扩增，不应选用叶

绿体DNA的引物。通过玻璃珠-涡旋振荡法改进的

所有 4 种试剂盒提取产物可用于 PCR 扩增。（2）在

不同的试剂盒中，BioTeKe提取产物中，水样的硅藻

DNA扩增产物电泳条带亮度略低于其他试剂盒，但

是组织中硅藻 DNA 扩增产物的电泳条带亮度差距

不大，这一结果与高通量测序的结果是一致的。在

高通量测序的分析结果中，具有不同原理的不同试

剂盒可能对特定硅藻具有更好的提取效果。例如，

一些硅藻的细胞壁上有孔，而另一些则没有，这导

致蛋白酶 K 不能进入所有硅藻壳进行消化裂解[24]。
PowerSoil 试剂盒在每个样本中提取最多的硅藻均

是 Arcocellus，这可能因为河流中 Arcocellulus 的含

量最初比其他硅藻多，而一些硅藻的直径小于血管

直径，这些硅藻更容易进入器官并在器官中富集。

本研究只选择了 1个案例来研究从不同试剂盒

中提取硅藻DNA的差异，因其目的不是研究溺死样

本间的差异性，而是研究不同DNA提取试剂盒对法

医学硅藻 DNA 提取的影响，并且通过 DNA 提取的

基本原理可以合理化差异，保证了结果的一致性和

可比较性，虽这种差异是否普遍仍具有一定风险，

特别是物种丰度低的硅藻，提取时也可能未被抓

取，导致结果的区别，但这种风险的影响较小，对优

势物种的影响不大；另外，对于不同水域发生的溺

死，即硅藻群落结构发生变化，特别是对基于蛋白

酶K消化的DNA提取试剂盒影响也许会较大，是否

具有相同的结果也是下一步继续研究的内容。因

此，在后续研究中需增加溺死模型及样本量进行多

次重复实验。

综上所述，应根据后续分析的需求，合理选用

不同原理的 DNA 提取试剂盒对硅藻样本进行分子
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生物学检验，也期待硅藻专用DNA提取试剂盒的研

发，以方便法医实践中的应用。
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