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摘要 目的　灰尘作为法庭科学极具特色和应用价值的物证，其中包含丰富的环境DNA信息，逐渐成为领域内的前沿研究

热点。然而，作为办案应用中的关键基础环节，从法庭科学领域实际应用出发的物体表面灰尘的采集及DNA提取研究，仍

亟待开展。方法　使用Copan Liquid Amies Elution Swab拭子擦拭物体表面采集灰尘，将采集样品管内拭子头、沉淀、上清

液分别提取DNA，评估DNA含量从而选定应处理和裂解的样品管内成分。按照5种不同采样面积（25~400 cm2）采集灰尘

样本并检测DNA浓度，确定合适的采样面积。比较3种商业化DNA提取试剂盒对灰尘样本的提取效果，并检测评估提取的

灰尘DNA片段大小以及是否含人源DNA，同时通过16S rDNA扩增子测序分析物体表面灰尘DNA中的细菌信息，从而建立

灰尘DNA提取产物的质量控制方法。针对DNA提取中的细胞裂解关键步骤，比较评估在不同的细胞裂解方式以及震荡裂

解次数下提取DNA的量，从而建立适合灰尘DNA提取的细胞裂解方法。结果　灰尘采样管内沉淀与拭子头为DNA的主要

来源部位，后续提取时均应纳入处理。灰尘的采样面积与灰尘DNA浓度呈正相关，且灰尘采样面积宜大于5×5 cm2。使用

DNeasy PowerSoil Pro试剂盒可以获得较高的DNA产量，同时3种DNA提取试剂盒提取的DNA片段大小无显著差异，从上

述灰尘样本提取的DNA中未检出人源DNA，而物体表面灰尘DNA中含有细菌DNA，并且不同采样点之间的微生物物种组

成存在差异。此外，使用生物样品均质器进行研磨裂解 4 min （2 min×2次）时，得到的灰尘DNA浓度最高。结论　灰尘

DNA的提取与采样面积、提取试剂盒、裂解方式均有关，建立完整且适合的灰尘DNA提取方案至关重要。这不仅为研究挖

掘灰尘中的环境DNA数据打下基础，还为环境样本的实际办案应用提供了方法参考。
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灰尘在环境中普遍存在，在案发现场可持续附

着在衣物、鞋子、橡胶等物体上，为案件侦破提供

重要的线索和证据［1］。灰尘含有矿物质、纤维等

成分，也常混有各类细菌、真菌、病毒等微生物，

以及植物花粉、昆虫卵和排泄物、人体皮屑等复杂

生物成分。这些环境中的DNA，能为案件提供痕

迹线索之外的环境生物线索［2-4］，或将案发现场、

嫌疑人和受害人、案发过程等联系起来，助力案件

侦破。已有研究表明，灰尘DNA在环境监测［5-7］、

疾病诊断［8-9］、案件调查［10-11］、耐药性研究［12］等

方面均具有重要的应用价值。环境微生物学研究表

明，泥土、空气、灰尘、水体等环境中分布着大量

微生物且其分布呈现多样性，在不同地区、甚至同

一地区不同地点的环境微生物种类和构成均不相

同，随着环境的变化各类生物会快速地适应和进

化，形成生物地理学动态改变［13-15］。MetaSUB

（The Metagenomics and Metadesign of the Subways 

and Urban Biomes） 国际联盟［12］利用世界各地公

共交通系统和医院中采集的灰尘样本测序数据，创

建地理空间的宏基因组图和法医遗传图谱。WLOH
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（Wild Life of Our Homes）项目［16］研究了室内不同

位置的灰尘中细菌群落多样性，并发现其细菌群落

之间存在显著差异。Grantham等［17］从美国大陆各

地采集室外灰尘样本，其真菌类群可用于识别灰尘

的来源，从而推断样本地理位置，误差中位数为

230 km。Chase 等［18］对不同办公室内灰尘测序数

据预测样本来源城市准确率达 85%。已有研究表

明，环境灰尘的DNA信息有望准确推断地理空间

来源，这为法庭科学领域应用打开全新的视角。

灰尘样本因其数量和质量的限制，其中的微生

物等生物组分的含量可能极低。Afshinnekoo等［19］

通过大约929 cm2的擦拭面积提取灰尘DNA，获得

DNA产量中位数仅为 188 ng，DNA洗脱体积溶剂

为 8 µl。在实际应用中，案发现场的擦拭面积受

限，若应用当前热门的微生物群落研究技术如宏基

因组测序，文库制备所需DNA量较高，商业化试

剂盒一般推荐100 ng以上，往往在微量灰尘样本测

序中存在挑战。

采样和DNA提取是获得高质量DNA样品的关

键，直接影响后续检测和分析的质量。Sinha等［20］

用 23个粪便样本评估扩增子测序过程中不同阶段

（DNA提取、样本保存、测序和数据分析）对结果

的影响，认为各实验阶段（样本提取、建库、数据

分析）对最终结果皆有一定影响，其中DNA提取

影响最大。有研究表明，不同的DNA提取方法对

真核浮游生物的α多样性无显著影响，但是对浮游

细菌的 α 多样性有显著影响［21］。针对不同的环境

样本（如土壤、水、粪便、植物等），一般采用相

对应的DNA提取商品化试剂盒效果最佳，然而针

对灰尘样本的研究较少，目前国际上并没有统一的

专用的灰尘DNA提取方法。Sui等［22］研究了宏基

因组测序中 4种DNA提取方法对人类和环境微生

物群落和功能影响的比较，结果表明，没有任何一

种提取方法在所有样品类型中DNA产量处于最高，

样本类型是 DNA 产量的重要影响因子。Amin

等［23］通过5种DNA提取方法对捕获的空气中灰尘

DNA 的提取效率进行了比较，DNeasy PowerSoil 

Pro 试剂盒的DNA提取率最高，为灰尘DNA的提

取试剂盒选择提供了参考。

在法庭科学领域，案发现场遗留物证多见微

量、降解或环境胁迫等复杂情况［24］，难以像其他

应用领域可获得和使用标准化、高质量样本。在实

际应用中，针对灰尘样本的发现、提取、检验等实

验方法，很可能无法直接采用其他领域研究建立的

高质量样本的实验方法，针对灰尘这种法庭科学极

具特色的物证，适合法庭科学应用的灰尘DNA检

测方法仍待建立和优化。因此，本文研究建立物体

表面灰尘的采集及DNA提取全流程方法，助力环

境DNA高通量测序研究，进而为环境DNA数据准

确推断地域来源打下基础，为物证溯源等刑侦实战

难题提供新型技术支撑。

1　材料与方法

1.1　灰尘采集

1.1.1　采样地点及采集方法

在实验室周边（北京市昌平区）同一小区内，

从室外环境中常见的物体表面采集灰尘样本，并确

保采样表面具有足够的面积（图S1、表S1）。同时

采集7处不同位置的室外灰尘样本，采样的物体表

面材质分别为木材、合金、瓷砖和塑料，采样日天

气为晴天。使用拭子 Copan Liquid Amies Elution 

Swab （ESwab，Copan Diagnostics 公司，意大利）

擦拭采集灰尘样本，擦拭时间为 1 min。采样时，

将拭子在保存液中浸泡润湿约 2 s，从选取采样点

的一侧往另一侧滚动擦拭粘取灰尘。擦拭完毕后将

拭子头放入样本管内，在折断处折断拭子，去除拭

子尾部，将拭子密封保存并编号记录。环境阴性对

照的采集方法和灰尘样本采集基本一致，但不进行

擦拭，手握拭子一头静置于采样点的空气中，放置

1 min。使用足量干冰运输灰尘样本，置于-80℃冰

箱保存。

1.1.2　样本均一化处理

灰尘DNA提取方法优化研究时，为避免采样

差异干扰不同处理条件的结果，进行均一化处理制

备出平行重复样本。在每个采样点按 10×10 cm2采

样面积采集 25份灰尘样本。首先将一个采样点内

平行采集的25份灰尘样本随机平分为5组，用无菌

剪剪下同组灰尘样本的所有拭子头并转移采样管内

保存液至新的 5 ml 离心管中。然后将所有离心管

在 生 物 样 本 均 质 器 Bead Ruptor 12 （OMNI 

International公司，美国）震荡7~8 s后全部转移至

同一个 100 ml 烧杯中，在搅拌状态下将拭子头和

保存液均分为 25份平行重复样本，即得到均一化

的灰尘样本。

1.2　灰尘DNA提取和测序

本研究使用了3种不同的试剂盒对灰尘样本进

行DNA提取。分别是DNeasy PowerSoil Pro试剂盒

（QIAGEN 公司，德国）、TIANamp Soil DNA 试剂
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盒 （ 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司 ， 中 国 ）、

ZymoBIOMICS 96 MagBead DNA 试剂盒 （ZYMO 

RESEARCH公司，美国），并按照各试剂盒说明书

操作。本研究还采用了两种不同的仪器进行细胞震

荡 裂 解 ， 比 较 了 涡 旋 震 荡 仪 Vortex-Genie2

（Scientific Industries 公司，美国） 以最大速度   

（3 200 r/min）震荡 15 min和生物样本均质器Bead 

Ruptor 12 （震荡强度：S=6 m/s）以不同的震荡时

间对 DNA 提取的影响。灰尘 DNA 提取使用

ZymoBIOMICS® Microbial Community Standard

（ZYMO RESEARCH公司，美国）作为阳性对照，

以检测DNA提取方法的偏差，最终洗脱体积均为

50 μl。用 Qubit® dsDNA HS Assay 试剂盒（Thermo 

Fisher 公司，美国）在 Qubit® 3.0 Fluorometer 定量

仪器（Thermo Fisher公司，美国）上进行DNA浓

度测定。使用 2100生物分析仪（Agilent公司，美

国 ） 对 DNA 片 段 大 小 进 行 检 测 ， 使 用

GlobalFilerTM PCR Amplification 试 剂 盒 （Thermo 

Fisher 公 司 ， 美 国） 在 3500XL 基 因 分 析 仪

（Applied Biosystems 公司，美国） 上检测人源

DNA。

使用针对细菌 16S rDNA V4 区域的通用引物

515F （5'-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3'） 和

806R （5'-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3'） 进行

扩增，使用MiSeq® Reagent Kit V3试剂盒在MiSeq

（Illumina公司，美国）仪器上进行 16S rDNA扩增

子测序。

1.3　生物信息分析

测序完成后，获得原始下机数据。使用 fastp

软 件 去 除 测 序 质 量 低 于 Q20 的 碱 基 ， 通 过

USEARCH［25-26］微生物组生物信息学平台进行分

析：将所有样本序列合并至同一文件，去除重复序

列；经unoise3算法进行降噪、聚类；使用DP Gold

数据库去除嵌合体；使用 rdp_16s数据库对得到的

ASV序列进行物种注释，最终得到属水平的注释

结果。

1.4　统计学分析

采用配对秩和检验 （Wilcoxon 配对法） 进行

统计学分析，P<0.05具有统计学意义。

2　结 果

2.1　拭子头、沉淀、上清液中DNA含量评估

保存灰尘的样品管内含有拭子头和液体部分，

液体部分经过离心可获得沉淀和上清液 （图 1）。

为确定拭子头、沉淀、上清液等各部分的DNA含

量，采用DNeasy PowerSoil Pro试剂盒分别提取各

部分的DNA。结果表明，从沉淀中提取到的DNA

浓度最高，均高于从拭子头提取的DNA浓度，但

从上清液中提取未定量出DNA浓度值（表1）。基

于上述研究，实验对DNA提取回收率进行了优化：

在超净实验台用无菌剪刀将每个样本的拭子头剪

下，随即放入试剂盒提供的 PowerBead Pro Tubes

中；将样品管内其他部分一起转移到无菌1.5 ml离

心管中，15 000g离心1 min，丢弃上层清液，将下

层灰尘沉淀与试剂CD1溶液（试剂盒内组分）混

匀和拭子头一起全部转移至 PowerBead Pro Tubes

中，进行后续DNA提取。

2.2　灰尘采样面积研究

为探讨采集不同面积获得灰尘样本的DNA含

量，从 7处不同位置采样，每处位置均设置 5 cm×

5 cm、5 cm×10 cm、10 cm×10 cm、10 cm×20 cm、

20 cm×20 cm的面积梯度，DNA提取浓度结果如图

2所示。研究发现，即使采样面积相同，不同位置

采集的灰尘所提取的 DNA 的浓度可能差异较大。

Supernatant

Sediment

Swab

Sample tube

Fig. 1　Schematic diagram of each component of the 
sample tube

Table 1　DNA concentration of dust in different 
components of the sample tube

Sample 

number

1

2

3

4

5

6

7

ρ(swab)/

(μg·L-1)

1.65

1.83

0.216

0.56

1.73

8.66

3.50

ρ(sediment)/

(μg·L-1)

8.92

8.30

1.04

1.08

6.20

17.40

5.68

ρ(supernatant)/

(μg·L-1)

-
-
-
-
-
-
-

“-”  denotes the absence of any observed DNA concentration.
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当采样面积为5×5 cm2时，各采样点的灰尘DNA浓

度较低。灰尘样本提取的DNA浓度随着采样面积

的增大会逐渐增加。后续研究采用的采样面积均为

10 cm×10 cm。

2.3　三种DNA提取试剂盒效果比较

为探索灰尘样本最适合的 DNA 提取试剂盒，

针对7处位置采集的灰尘平行重复样本，分别采用

了 3种DNA提取试剂盒进行DNA提取。在相同洗

脱溶解体积下，各试剂盒提取的 DNA 浓度如图 3

所示。其中 DNeasy PowerSoil Pro 试剂盒提取 7 处

灰尘样本得到 DNA 浓度为 (17.60±11.74) µg/L、

TIANamp Soil DNA 试剂盒提取 7 处灰尘样本得到

DNA 浓度为 (3.12±2.55) µg/L、ZymoBIOMICS 96 

MagBead DNA试剂盒提取 7处灰尘样本得到DNA

浓度为 (1.43±1.59) µg/L。所有灰尘样本中采用

DNeasy PowerSoil Pro Kit 试剂盒提取的 DNA 浓度

明显高于其他两种试剂盒。

采用 2100 生物分析仪检测灰尘样本提取的

DNA片段大小（图4）：使用DNeasy PowerSoil Pro

试剂盒提取的采样点 4的DNA片段主峰均分布在

900~1 300 bp左右。此外，3种DNA提取试剂盒提

取的DNA片段大小均无显著差异。为监测灰尘样

本提取得到的 DNA 是否有人源 DNA，在 3500XL

遗传分析仪上进行检测（图 5）：在 24个人类常染

色体STR基因座中没有检出基因分型，结果表明，

采用上述灰尘样本提取的 DNA 中未检出人源

DNA。将提取的灰尘DNA样本在MiSeq测序仪上

进行 16S rDNA 扩增子测序分析，通过 USEARCH

软件在微生物属水平进行物种注释（图 6），结果

表明，物体表面灰尘DNA中含有细菌DNA，且不

同采样点之间的微生物物种组成存在差异。

:DNeasy Power Soil Pro Kit
:TIANamp Soil DNA Kit
:ZymoBIOMICS 96 MagBead DNA Kit
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Fig. 4　Fragment size analysis of DNA extracted from dust samples
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2.4　细胞裂解方式优化

考虑到灰尘中生物成分的复杂性，进一步研究

了提高震荡裂解细胞的强度是否能够增加DNA的

提取量。引入了生物样品均质器对灰尘样本进行细

胞裂解，通过DNeasy PowerSoil Pro试剂盒说明书

推荐的裂解方法（即涡旋震荡仪震荡 15 min）对

比，比较不同裂解方式对 DNA 提取结果的影响。

采用生物样品均质器对样本进行细胞裂解，分别设

置 0.5、1、2、4、8、16 min 6 个不同裂解时间进

行灰尘样本细胞裂解，震荡时间超过4 min时，按

连续震荡4 min即停顿降温后再继续震荡。结果显

示，使用涡旋震荡仪裂解细胞时，7 处灰尘样本
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Fig. 5　Human autosomal STR genotyping of DNA extracted from dust samples ( Sample 1) detected by capillary 
electrophoresis
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DNA浓度为 (11.48±8.88) µg/L；使用生物样品均质

器以不同时间进行细胞裂解得到 7 处灰尘样本的

DNA 浓 度 分 别 为 (8.91±7.10) µg/L （0.5 min）、

(15.36±13.21) µg/L （1 min）、 (19.01±16.15) µg/L

（2 min）、 (21.70±18.37) µg/L （4 min）、 (19.17±

14.61) µg/L （8 min）、(12.18±9.30) µg/L （16 min），

灰尘DNA浓度随着时间的增加而增加，达到峰值

后逐渐降低，当震荡时间大于1 min时，灰尘DNA

浓度均高于使用涡旋震荡仪进行细胞裂解所得到的

浓度（图 7）。比较两种不同方法裂解细胞获得的

灰尘DNA浓度差异，不同采样点的灰尘DNA浓度

不服从正态分布，适用非参数配对秩和检验，本数

据集采用此方法进行统计分析。结果显示，涡旋震

荡仪裂解组与生物样品均质器裂解组在 0.5、2、4

和8 min的震荡时间下，DNA浓度有显著差异（P=

0.018、P=0.028、P=0.018、P=0.018）。使用生物样

品均质器的优化裂解方法，显著提高了灰尘DNA

的提取效果，其中震荡时间为 4 min 时 DNA 浓度

最高。

研究发现，采用生物样品均质器进行细胞裂解

时，样本在震荡裂解过程中温度会逐渐升高，为探

索长时间高强度裂解对DNA提取效果的影响，实

验在确保灰尘样本总震荡均质时间为4 min的条件

下，设置不同震荡次数分别进行灰尘 DNA 提取。

实验使用 DNeasy PowerSoil Pro 试剂盒进行灰尘

DNA提取，震荡循环方案分别设置为 15 s×16次、

30 s×8次、60 s×4次、120 s×2次、240 s×1次五组，

每次震荡后将样本放置在冰上降温 1~2 min。实验

结果显示，使用生物样品均质器连续震荡 240 s×1

次时灰尘 DNA 浓度为(16.48±15.84) µg/L；其他循

环方案时灰尘DNA浓度分别为：(16.76±12.12) µg/L

（15 s×16 次）、 (18.48±13.48) µg/L （30 s×8 次）、

(18.97±14.59) µg/L（60 s×4次）、(22.17±17.56) µg/L

（120 s×2次）。震荡次数设置为120 s×2次时，灰尘

DNA浓度最高，且与60 s×4次和15 s×16次两组实

验组具有显著差异，P 值均为 0.043，其他实验组

间无显著差异（图 8）。优化后的DNA提取方法对

应 7 处位置采集的灰尘 DNA 浓度平均增加了

91%。

3　讨 论

灰尘颗粒微小、富含丰富微生物种类、广泛存

在于周围环境，特定地点的灰尘微生物信息可以用

于建立个人或物品与特定位置之间的联系。Lax

等［27］发现，一个人鞋底的微生物特征取决于其走

过的地面，因此可以根据鞋底与某一地点的微生物

群落的匹配程度来判断此人是否去过该地。在公安

实战中，灰尘物证在无名尸来源推断、物证溯源

（如走私、运毒等缴获物品）、入室盗窃线索排查、

高坠案件的现场重建等疑难案件中具有重要应用潜

力。然而，针对不同环境的灰尘样本，灰尘的采集

和DNA提取方法，特别是高质量DNA的提取方面

尚待研究。本研究通过样品管内拭子头、沉淀、上

清液中DNA含量评估、采样面积研究、不同DNA

试剂盒比对和细胞裂解方式对灰尘DNA的采集与
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提取方法进行了优化，并据此建立了完整的灰尘

DNA提取方案。

在法医学研究中灰尘采集使用最多的是擦拭

法，即直接采用拭子在灰尘表面进行擦拭。

MetaSUB 国际联盟［12］ 采用 Copan Liquid Amies 

Elution Swab和 Isohelix Buccal Mini Swab直接在灰

尘表面进行擦拭； WLOH 项目［16］ 采用 BBLTM 

CultureSwabsTM擦拭收集来自全球家庭的灰尘样本。

灰尘DNA的提取效果与样本的采集和处理方法密

切相关，研究中采用拭子头和采样管内沉淀合在一

起进行DNA提取，以增加灰尘样本的起始量来增

加DNA浓度。同时本文探索了不同采样面积下灰

尘DNA提取浓度差异，结果表明：随着采样面积

的增加，灰尘样本的DNA浓度均逐渐增加，采样

面积与灰尘DNA浓度呈正相关。但采样点 1的灰

尘DNA浓度在 20×20 cm2时相较 10×20 cm2略有降

低，这可能是随机采样时采样点微生物群落位置分

布差异造成［28］。部分采样点在所有采样面积下灰

尘DNA浓度均较低，由此可见灰尘DNA的浓度不

仅与采样面积有关与采样点也有密切联系。

通常情况下，环境样本的DNA浓度和物种丰

度均与环境基质、目标物种和季节等因素有很大的

关系，同时也与DNA提取方法有关［29-30］。目前广

泛使用的DNA提取方法主要有两大类，分别为硅

膜法［12］和磁珠法［31］，本文选择了不同提取方法的

DNA 提取试剂盒并对其 DNA 提取效率进行了对

比，其中硅膜法有 DNeasy PowerSoil Pro 试剂盒、

TIANamp Soil DNA 试 剂 盒 ， 磁 珠 法 有

ZymoBIOMICS 96 MagBead DNA 试剂盒。实验结

果如图 2 所示，实验采用 DNeasy PowerSoil Pro 试

剂盒的灰尘DNA浓度最高。另一方面，细胞裂解

方式是环境DNA提取中最重要的一部分，细胞裂

解情况会直接影响DNA提取效率［32］，因此实验引

入专用于破碎细胞的生物样品均质器［33］，并与试

剂盒推荐细胞裂解方法进行了对比。生物样品均质

器连续震荡 2 min 后，样本温度平均升至 37℃，   

4 min后平均升至68℃。为避免研磨管形变和DNA

降解，连续震荡时间不宜超过 4 min。结果显示，

使用生物样品均质器进行细胞震荡裂解，震荡时间

为 4 min （震荡裂解 2 次，2 min/次） 时，灰尘

DNA的提取浓度最高。按照优化后的灰尘样本采

集和DNA提取方法，在10×10 cm2的采样面积条件

下， 7 处采样地点的灰尘 DNA 浓度平均值为

(22.17±17.56) µg/L，体系溶剂为 50 µl，能够满足

宏基因组测序所需要求［34］。目前，已有许多文献

报道了使用DNeasy PowerSoil Pro试剂盒进行环境

DNA 提取的研究［35］。采用 DNeasy PowerSoil Pro

试剂盒推荐的提取方法，灰尘DNA浓度为 (11.48±

8.88) µg/L，优化后平均DNA浓度增长了91%，灰

尘 DNA 提取效果具有显著提升。在现有研究中，

MetaSUB 团队［12］采集了 4 728 个环境灰尘样本进

行鸟枪法全基因组测序，但未公布可供参考的灰尘

DNA浓度数据，无法评估其灰尘DNA提取效率。

Hewitt等［36］针对不同城市办公室中常见物体表面

的灰尘进行细菌DNA定量，54个样本浓度均仅为

4~10 µg/L。Yooseph 等［4］采集了室内外空气灰尘

样本，尽管取样了大量空气（0.9×106~10.8×106 L），

但每个样本的DNA产量仍不到15 ng。在科研或其

他领域中，通过增加高质量样本的采样量一般可解

决灰尘DNA提取产量和质量低的难题，但法庭科

学的实际应用往往面临难以从案件现场获得足够量

的高质量样本，这直接阻碍了本领域灰尘中环境

DNA信息的检测、挖掘和应用。因此，本文对物

体表面灰尘的采集和DNA提取全流程进行了优化，

但本研究所用试剂盒有限，仅探索了 3种DNA提

取试剂盒的提取效果对比，且实验样本均为室外灰

尘样本，室内灰尘的样本采集方法尚待研究，后续

可以考虑在室内灰尘的采集和DNA提取等方面继

续优化，对本方法进一步的进行验证。

4　结 论

综上所述，本文研究了物体表面灰尘采集及

DNA提取方法优化，实验结果表明：灰尘样本的

采样面积与灰尘DNA浓度呈正相关，且灰尘采样

面积宜大于5×5 cm2；使用DNeasy PowerSoil Pro试

剂盒进行灰尘DNA提取，用生物样品均质器进行

细胞裂解，裂解时合并处理拭子头和沉淀，震荡裂

解2次，2 min/次，总时间4 min，该方案下从灰尘

中提取DNA浓度最高。本研究建立的优化方法可

提高灰尘样本提取的DNA量，为利用灰尘样本挖

掘环境中各类生物的组成和多样性信息建立良好前

提，为疑难复杂案件应用提供方法参考。

附件  见本文网络版（http://www.pibb.ac.cn, http://

www.cnki.net ）：

PIBB_20230430_Figure_S1.pdf

PIBB_20230430_Table_S1.pdf
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Abstract　Objective  Dust has steadily emerged as a frontier research in the field of forensic science because it 

is a material evidence with significant features and application potential that carries rich environmental DNA 

information. However, as a crucial foundational step in forensic applications, the collection and DNA extraction 

research of dust on object surfaces from the perspective of practical applications in forensic science are still in 

urgent need of development. Methods  Dust was collected from object surfaces using a Copan Liquid Amies 

Elution Swab. DNA was extracted separately from the swab head, sediment, and supernatant within the sample 
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collection tube to evaluate DNA content, thereby determining which components within the tube should be 

processed and lysed. Dust samples were collected according to five different sampling areas (25-400 cm²) and the 

DNA concentration was measured to determine the optimal sampling area. The extraction efficiency of three 

commercial DNA extraction kits for dust samples was compared. The size of the DNA fragments extracted from 

the dust was analyzed, as well as the presence of human DNA. Additionally, 16S rDNA amplicon sequencing was 

used to analyze the bacterial information in dust DNA from object surfaces. This process aimed to establish a 

quality control method for dust DNA extraction. Regarding the critical step of cell lysis in DNA extraction, the 

quantity of DNA extracted was compared and evaluated under different cell lysis methods and varying vortexing 

times. This was done to establish an appropriate cell lysis method for dust DNA extraction. Results  The 

sediment and swab head in the dust sampling tube are the primary sources of DNA, and both should be included 

in subsequent extraction processes. The sampling area of dust is positively correlated with dust DNA 

concentration, and it is recommended that the sampling area be larger than 5×5 cm². Using the DNeasy PowerSoil 

Pro kit can yield a higher amount of DNA. Additionally, there were no significant differences in the sizes of DNA 

fragments extracted by the three different DNA extraction kits. No human DNA was detected in the DNA 

extracted from the dust samples, while bacterial DNA was present in the dust from object surfaces. Furthermore, 

there were differences in microbial species composition between different sampling points. Additionally, using a 

biological sample homogenizer to grind and lyse for 4 min (2 min× 2 times) resulted in the highest concentration 

of dust DNA. Conclusion  The extraction of dust DNA is influenced by the sampling area, extraction kits, and 

lysis methods. It is crucial to establish a comprehensive and suitable dust DNA extraction scheme. This not only 

lays the foundation for researching and extracting environmental DNA data from dust, but also provides a 

methodological reference for forensic case work involving environmental samples.

Key words　dust DNA, dust collection, DNA extraction, microbiome
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