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摘　 要　 目的　 分析 16S
 

rRNA
 

V3 区引物、V4 区引物和
 

V3-V4 区引物检测溺死组织中气单胞菌的差异。
方法 采用 PCR-扩增子测序方法,评估 3 种 16S

 

rRNA 引物在 5 例溺死者的 11 个脏器中检测细菌 DNA 的能力,
特别是气单胞菌 DNA 的检测效果。 结果 相比于其他 2 个引物,V3 引物在检测细菌分类操作单元(Operational

 

Taxonomic
 

Unit,OTU)方面更具优势,检测到的细菌 OTU 数量更多。 测序结果分析表明,V3 引物能够检测更丰

富的细菌门(Phylum)和科(Family),以及更多的气单胞菌。 结论 16S
 

rRNA
 

V3 引物在检测溺死脏器中的气单

胞菌可能更具优势,对溺死诊断具有潜在应用价值。
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Abstract:Objective To
 

analyze
 

the
 

performance
 

of
 

16S
 

rRNA
 

V3-region
 

primers,V4-region
 

primers
 

and
 

V3-V4-
region

 

primers
 

in
 

detecting
 

Aeromonas
 

in
 

drowned
 

tissues. Methods The
 

performance
 

of
 

three
 

16S
 

rRNA
 

primers
 

was
 

evaluated
 

using
 

PCR-amplifier
 

sequencing
 

to
 

detect
 

microorganisms,including
 

Aeromonas,in
 

the
 

DNA
 

of
 

11
 

organs
 

from
 

five
 

drowned
 

individuals. Results Compared
 

with
 

the
 

other
 

two
 

primers,
 

the
 

V3
 

primer
 

detected
 

more
 

bacterial
 

classifi-
cation

 

Operational
 

Taxonomic
 

Unit
 

(OTU). Sequencing
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

V3
 

primer
 

detected
 

a
 

greater
 

diversity
 

of
 

bacterial
 

phyla
 

and
 

families,as
 

well
 

as
 

most
 

Aeromonas. Conclusion The
 

V3
 

16S
 

rRNA
 

primers
 

may
 

be
 

more
 

effective
 

for
 

detecting
 

Aeromonas
 

in
 

drowned
 

organs,thus
 

has
 

potential
 

application
 

value
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

drowning.
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　 　 溺水死亡是全球非自然死亡的常见原因之一。
据世界卫生组织统计,每年约有 23. 5 万人死于溺

水,是全球非自然死亡的第五大原因。 硅藻检验是

溺死诊断的有效指标之一[1] 。 然而,该方法也存
在一些缺陷[2] ,如在非溺死者的肾、肝等器官中也
可能检测到少量硅藻,从而出现假阳性结果[3-4] 。
此外,硅藻识别需要鉴定人员具备一定的经验积

累。 因此,溺死鉴定需要其他更灵敏更方便的方

法,作为硅藻检验的补充。
测序技术的发展使得分析整个微生物群落成

为可能,并极大促进了法医微生物学的发展。 16S
 

rRNA 存在多个高变区域可用于微生物组学( V1-
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V9),在溺死研究中多以检测 V3 - V4 区域为主。
尽管已有众多研究揭示了基于 16S

 

rRNA 的微生

物组学在溺死中的作用,但关于不同 16S
 

rRNA 高

变区域在溺死诊断中的差异性研究仍相对较少。
本项目深入研究了不同 16S

 

rRNA 引物对溺死诊

断的表现(以检出气单胞菌数量为标准),旨在筛

选出最适合的引物。 本研究不仅有助于提高溺死

诊断的准确性和效率,减少误诊和漏诊,还为法医

微生物学的发展提供了新的思路和方法,有力地推

动微生物组学在法医学领域的应用研究。

1　 材料和方法

1. 1　 简要案情

本项目共收集 5 例经硅藻检验诊断为溺死的

案例,均为济宁医学院司法鉴定中心日常受理案

件。 本研究经济宁医学院伦理委员会审核同意

(JNMC-YX-224-074)且均与家属签订知情同意书。
5 例案件共有 11 个样本,均为山东省境内夏季淡

水溺死的样本。
1. 2　 DNA 提取

在尸检过程中,切取约 1g 组织,放入 1. 5mL
离心管中,加入 3 颗 2mm 钢珠,利用高通量组织破

碎仪(宁波新芝公司) 将组织破碎。 随后,使用

Qiagen
 

DNeasy
 

PowerSoil
 

Pro
 

Kit 提取 DNA,步骤按

照试剂盒说明书进行。
1. 3　 16S

 

rRNA 扩增、测序及比对

共使用 3 对引物对 16S
 

rRNA 进行 PCR 扩增。
其序列及扩增区域见表 1。 所有扩增,产物质控,
二代测序及比对由上海生工生物工程有限公司完

成。 本项目主要以细菌分类操作单元( Operational
 

Taxonomic
 

Unit,OTU)比较各引物的表现。 OTU 是

指在微生物群落分析中,基于序列相似将微生物划

分为不同的操作分类单元,通常用于评估微生物群

落的多样性和组成。

表 1　 16S
 

rRNA 引物及扩增区域

上游引物 下游引物

V3 区 341F:CCTACGGGAGGCAGCAG 534R:ATTACCGCGGCTGCTGG
V4 区 515F:GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 805R:GACTACHVGGGTATCTAATCC
V3-V4 区 341F:CCTACGGGAGGCAGCAG 805R:GACTACHVGGGTATCTAATCC

2　 结果

2. 1　 不同引物检测到细菌 OTU 数量

在大多数样本中,V4 引物检测到的细菌 OTU

数量最少,且在 3 个样本中(3-肝,3-肾,5-肾),未
能扩增出产物。 在 1-肺、1-肾、2-肺等 8 个样本中,
V3 引物检测到的细菌 OTU 数量高于 V3-V4 引物

(表 2)。 但在另外 3 个样本中(3-肝,3-肾,5-肾)V3
引物的检测效果不如 V3-V4 引物(表 2)。

表 2　 不同引物测序细菌 OTU 数量比较

样本 V3 引物 V4 引物 V3-V4 引物

1-肺 198457 99576 107892
1-肾 151832 81637 140646
2-肺 165576 127992 108753
2-肾 147273 55351 50912
3-肺 158624 56077 57649
3-肝 40064 - 46080
3-肾 57141 - 92922
4-肺 162964 141043 119412
4-肾 128493 54561 119325
5-肺 134663 66579 113783
5-肾 4591 - 7769

注:-代表样本 PCR 未扩增出产物,未进行测序。

2. 2　 不同引物检测到的细菌类群

整体上各引物检测到的细菌在门( Phylum)水

平上具有一致性:厚壁菌门占比最多,其次为变形

菌门,再次为梭杆菌门和拟杆菌门。 V3 引物和

V3-V4 引物检测到的细菌组成相似。 V3 引物检测

到了脱硫菌门和蓝藻门的微生物,而其他两个引物

未检测到(图 1)。
在科 ( Family) 的水平上, 梭状芽孢杆菌科

(Clostridiaceae)在各组中均排名第一。 肠杆菌科

(Enterobacteriaceae)在 V3 和 V3-V4 引物组中均排

名第二。 此外,链球菌科( Streptococcaceae),消化

球菌 科 ( Pepfosirepfococcaceae ), Wohlfahrtilmona-
daceae,乳杆菌科(Lactobaciaceae),莫根氏科(Mor-
ganelaceae)等排名靠前。 但在各组中的排名位置

存在差异(图 2)。
2. 3　 不同引物检测到的气单胞菌 OTU 数量

气单胞菌是水中常见微生物,多个研究强调了

气单胞菌在淡水溺死诊断中的重要价值[5] 。 V3 引

物在每一个样本中都检测到了比其他引物更多的

气单胞菌 OTU,如在样本 1-肾中,V3 引物检测到

343 个气单胞菌 OTU,远高于 V4 引物的 40 和 V3-
V4 引物的 50。 并且在 2-肺、2-肾样本中,V4 引物

和 V3-V4 引物没有检测到气单胞菌 OTU。 这些数

据均表明 V3 引物在检测气单胞菌中的优势。 见

表 3。
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图 1　 引物 V3(A),V4(B),V3-V4(C)检测到的细菌在门(Phylum)水平上的组成

图 2　 引物 V3(A),V4(B),V3-V4(C)检测到的细菌在科(Family)水平上的组成

表 3　 不同引物检测到气单胞菌的 OTU 数量

样本 V3 引物 V4 引物 V3-V4 引物

1-肺 493 47 11
1-肾 343 40 50
2-肺 125 0 0
2-肾 296 0 0
3-肺 2549 602 307
3-肝 63 - 34
3-肾 192 - 0
4-肺 15357 15873 9159
4-肾 331 9 17
5-肺 12205 4890 6955
5-肾 23 - 2

注:-代表样本 PCR 未扩增出产物,未进行测序。

3　 讨论

溺死在大体病理学缺乏特征性体征,诊断困

难,尤其在尸体已处于分解状态或死后抛尸入水

时[6] 。 硅藻检验是现行诊断溺死的重要标准[1] ,
但存在局限性,如假阳性[7] 、硅藻含量低的水体检

测困难,且所用试剂可能对环境和健康造成危害。

因此,溺死鉴定需要更灵敏、方便、健康的方法,作
为硅藻检验的补充。

测序技术推动了法医微生物学的发展。 Wang
等[8] 利用二代测序分析溺死或死后入水大鼠 3d
的不同部位(包括皮肤、肺、肾、心血)的微生物的

16S
 

rRNA 的 V3-V4 区域,可区分溺死或死后入水

大鼠样本。 他们还利用 16S
 

rRNA 的 V3-V4 区域,
利用生物信息学分析了溺死和死后入水小鼠不同

时间肠道、肝、脑微生物组学的变化,发现肠道及浸

泡 7d 后的肝脏和肾脏微生物组不能区分溺死和死

后入水,但是随机森林法分析所得的回归模型能够

预测小鼠淹没在水中的时间,提示了 3 个部位的微

生物种群随死亡时间的有规律的变化。
此外,Uchiyama 等[9]利用 Taqman

 

PCR 方法检

测 8 种水生细菌来鉴定溺死并区分淡水溺死和海

水溺死。 其中包括淡水中的气单胞菌和海水中的

弧菌和光杆菌。 一个研究团队[10-12]利用 PCR-毛细

管电泳或 Real
 

time
 

PCR 方法构建了复合扩增体系

检测水中细菌和硅藻诊断溺死,并与经典的硅藻检
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测方法(微波消解-真空抽滤-自动扫描电镜法)比

较,发现虽然新方法诊断溺死准确度比硅藻检测方

法略低,但可排除非溺死案例并为溺死诊断提供额

外证据。 气单胞菌被认为是比较有前景的淡水溺

死微生物指标[5] 。
本项目研究了微生物组学最常用的 3 个引物

即 V3 引物,V4 引物和 V3-V4 引物联合扩增子测

序在检测溺死脏器气单胞菌中的能力。 结果显示,
V3 引物检测能力较好,在门和科水平上,检测到更

多种类的细菌。 这可能与 V3 引物的扩增效率或

扩增偏向性有关。 微生物组学 16S
 

rRNA 引物设

计的目的并不是为了检测某一种细菌,而是为了检

测更多种类的细菌, 因此这些引物均针对 16S
 

rRNA 的保守序列。 本研究所用的 PCR-扩增子测

序的方法,对 PCR 扩增产物进行测序和比对,无疑

大大提高了准确性。
本研究利用 3 个不同的 16S

 

rRNA 引物检测了

溺死组织,获得了其微生物组学数据。 但如何利用

这些数据来诊断溺死同样缺乏标准。 本项研究是

从微生物组学数据中抽取出来气单胞菌的数据进

行溺死诊断的研究。 分析数据, 可见气单胞菌

OTU 在不同样本中差别较大。 因此一个关键的问

题是,当 OTU 超过多少时可认为是溺死的证据?
这是需要进一步回答的问题。 利用微生物组学诊

断溺死的另一个策略是利用生物信息学分析整个

微生物组学,从而区分溺死和非溺死。 但这个方法

也同样处于研究阶段。
综上,我们通过比较常用的微生物组学 16S

 

rRNA 引物在溺死案例中的表现,发现 V3 引物能

检测到更多的气单胞菌,是进行溺死诊断的良好候

选检测方法,显示了一定的应用前景。
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