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尿液检材的 DNA提取及法医学检验
余姣龙
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摘要：DNA 检测通常依赖于血液、唾液或组织样本等，用于亲子鉴定、疾病诊断以及法医学个体识别等领域。然

而，近年来，尿液作为一种非侵入性样本，逐渐受到研究者的关注。尿液不仅能够反映机体的代谢状态，还包含

少量细胞成分，可用于 DNA 提取与分析。尽管尿液中的 DNA 含量较低，且 STR 分型检出率不如血液或精斑样本，

但其在法医学中的应用潜力不可忽视，尤其是在运动员兴奋剂检测、毒品代谢物分析以及某些疾病的早期诊断中

具有重要意义。本文系统总结了尿液 DNA 的提取方法、检验技术及其在法医学中的应用，同时探讨了尿液与尿斑

DNA 分型的差异及其影响因素。
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1 尿液检测的意义与应用

尿液是人体泌尿系统排泄的代谢产物，主要由水、

无机盐、尿素、尿酸以及少量细胞成分组成。由于其取

样简便、无创且成本低廉，尿液检测在临床医学和法医

学中具有广泛的应用价值。

1.1 临床医学中的应用

在临床医学中，尿液检测常用于疾病诊断和健康监

测
[1]
。通过分析尿液的物理性质（如透明度、颜色）和

化学性质（如酸碱度、蛋白质含量），可以初步判断肾

脏功能、泌尿系统疾病以及代谢异常。例如，尿液中白

细胞和红细胞的增多可能提示尿路感染或肾炎，而尿糖

和尿酮体的检测则有助于糖尿病的诊断。

此外，近年来尿液 DNA 检测在肿瘤早期诊断中的应

用逐渐受到关注。例如，膀胱癌患者的尿液中可能含有

脱落的肿瘤细胞，通过提取和分析这些细胞的 DNA，可

以实现无创诊断和病情监测
[2]
。

1.2 法医学中的应用

在法医学领域，尿液样本主要用于个体识别和毒品

检测。例如，在运动员兴奋剂检测中，可疑尿样的 DNA

分型可以确认样本来源，避免样本混淆或篡改。此外，

尿液中的毒品及其代谢物检测也是法医毒理学的重要

内容。

然而，与血液、精斑等样本相比，尿液 DNA 的 STR

分型检出率较低，这主要与尿液中的 DNA 含量少、降解

程度高以及杂质干扰等因素有关。因此，如何高效提取

尿液DNA 并提高分型成功率，成为法医学研究的重要课

题。

2 尿液中 DNA的提取方法

尿液中的 DNA 主要来源于脱落的泌尿道上皮细胞、

白细胞以及其他细胞成分。由于尿液中的 DNA 含量较低

且易降解，提取方法的选择对后续检测结果至关重要。

目前，常用的尿液 DNA 提取方法包括 Chelex 法、有机

试剂法、无机盐法以及商品化试剂盒法。

2.1 Chelex 法提取

Chelex 法是一种基于 Chelex-100 树脂的 DNA 提取

方法，其原理是利用树脂的螯合作用吸附金属离子，同

时释放 DNA。该方法将 50-300μL4%Chelex 溶液和 2-6

μL20mg/mL 蛋白酶 K 溶液加入适量经预处理后的尿液

或尿斑洗脱液中，混匀后56℃消化 2h以上，然后煮沸

8min以上，离心取上清液进行 PCR 扩增。该法操作简单、

快速，且无需使用有毒有机溶剂，因此在法医学中广泛

应用。

然而，单纯使用 Chelex 法提取尿液 DNA 时，往往

存在DNA 浓度低、杂质残留多的问题，这可能影响后续

PCR 扩增的效率
[3]
。为提高提取效果，研究者通常会对

尿液样本进行预处理，如超滤离心或浓缩纯化。例如，

有研究报道，采用Microcon-100柱对 Chelex法提取的

尿液DNA 进行纯化，可显著提高 STR 分型的成功率。

2.2 有机试剂法提取
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有机试剂法是一种传统的 DNA 提取方法，其原理是

利用苯酚、氯仿等有机溶剂使蛋白质变性，从而分离D

NA。该方法在预处理后的尿液或尿斑洗脱液中加入 1/1

0 体积的10%SDS 和 1/20 体积的20mg/ml 的蛋白酶K，

使终浓度分别为1%和100μg/ml，置于55℃消化3～4h。

消化完全后，用等体积的酚、酚/氯仿、氯仿各抽提 DN

A 一次。上清液中加入 1/10 体积的 3mol/L 醋酸钠和 2

倍体积冰冷（-20℃保存）无水乙醇，混匀，10000rpm

离心 10min，弃上清，用 70％冷乙醇洗 DNA 沉淀，反

复三次。除去液体，室温晾干（或真空抽干），加适量

的 TE 液溶解 DNA，溶解后的 DNA 进行 PCR 扩增。该方

法提取的 DNA 纯度较高，且适用于多种生物样本。有研

究报道，有机试剂法可以从 10ml 尿液中可提取 1.5-15

μg DNA，但小体积样本（如 0.1ml）的 DNA 浓度往往低

于检测限。此外，有机试剂法的操作步骤复杂、耗时长，

且存在有机溶剂污染的风险
[4]
。

2.3 无机盐法提取

无机盐法是一种基于高盐溶液沉淀蛋白质的DNA提

取方法
[5]
，其优点在于避免了有机溶剂的使用，降低了

环境污染和健康风险。该方法将预处理后的尿液或尿斑

洗脱液中加人 SDS 和蛋白酶 K后，在 56℃ 消化 2h，然

后用饱和氯化钠沉淀蛋白质，并经离心除去，上清液直

接用无水乙醇沉淀 DNA，沉淀的 DNA用 TE 溶解后可以进

行 PCR 扩增。该方法适用于冷冻保存的尿液样本。

然而，无机盐法提取的DNA中可能残留高浓度盐类，

这些盐类可能抑制后续 PCR 反应。此外，无机盐法的操

作步骤较为繁琐，且提取效率受样本保存条件的影响较

大。

2.4 商品化试剂盒提取

近年来，随着分子生物学技术的发展，多种商品化

DNA 提取试剂盒被开发并应用于尿液样本。这些试剂盒

通常基于硅胶膜或磁珠法，全程按照试剂盒说明书进行

操作，具有操作简便、提取效率高以及 DNA 纯度好的优

点。

例如，DNA IQTM SYSTEM 是一种基于磁珠法的 DNA

提取试剂盒，可高效捕获尿液中的微量 DNA。此外，结

合激光显微捕获技术（LCM），可以从尿液细胞中提取

高质量DNA，用于 STR 分型检测。研究表明，新鲜尿液

样本的 STR 分型成功率较高，但随着样本保存时间的延

长，分型成功率逐渐下降。

3 尿液与尿斑的 DNA分型

在法医学实践中，尿液样本通常以液态或干燥的尿

斑形式保存。液态尿液样本可直接用于 DNA 提取，而尿

斑则需要通过特定方法处理
[6]
。

3.1 液态尿液样本的 DNA分型

液态尿液样本的 DNA 提取相对简单，主要采用 Che

lex-100法或商品化 DNA 提取试剂盒。Chelex-100法通

过螯合二价阳离子，抑制 DNA 酶的活性，同时使蛋白质

变性，从而实现 DNA 的快速提取。研究表明，0.5ml 尿

液样本即可获得理想的 STR 分型结果，其完整 STR 图谱

的检出率可达 85%以上。增加样本量至 1-2ml 可提高基

因座检出率，但过大的样本量（>5ml）可能导致杂质增

多，特别是尿酸盐和蛋白质的干扰，反而降低 DNA 提取

效率。因此，建议将样本量控制在 0.5-2ml 范围内，并

在提取前进行离心处理以去除沉淀物。

3.2 尿斑样本的 DNA分型

尿斑是将液态尿液滴在纱布、滤纸等载体上，经自

然晾干或 37℃恒温干燥后形成的干燥样本。尿斑的 DNA

提取过程较为复杂，通常需要将载体剪碎至 1mm×1mm

大小，并用0.9%生理盐水在4℃条件下浸泡12-24小时，

以充分洗脱细胞成分。然而，由于载体面积较大且细胞

分布不均匀，细胞洗脱不完全可能导致DNA 分型失败。

研究表明，尿斑的 STR 分型成功率（约 60-70%）显著低

于液态尿液样本，这主要与DNA降解和抑制剂残留有关。

为提高尿斑 DNA 的提取效率，建议从以下几个方面

进行优化：首先，选择具有高吸附性和低抑制性的载体

材料，如多层纱布或专用滤纸；其次，优化洗脱条件，

建议将洗脱时间延长至 24 小时，并在洗脱过程中辅以

温和振荡；最后，在 DNA 提取前增加纯化步骤，如使用

硅胶柱纯化法去除抑制剂。此外，研究表明，采用微型

磁珠法提取尿斑 DNA 可显著提高STR 分型成功率，该方

法对微量 DNA 具有较高的捕获效率，且能有效去除尿斑

中的抑制物质。

通过上述优化措施，尿斑样本的 STR 分型成功率可

提升至 75-85%，为法医学实践提供了更可靠的技术支持。

然而，在实际应用中仍需注意样本的保存条件，建议将

尿斑样本置于干燥、避光的环境中，温度控制在 4-25℃

范围内，以最大限度保持DNA 的完整性。
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4 影响尿液 DNA分型的因素

尿液 DNA 的 STR 分型成功率受多种因素影响，包括

样本保存条件、提取方法以及检测技术等。

4.1 样本保存条件

尿液样本的生物稳定性较差，在室温（20-25℃）

下 DNA 降解速率较快，这主要与尿液中的核酸酶活性以

及微生物繁殖有关。研究表明，4℃保存的尿液样本在 1

0 天内 STR 分型成功率可维持在 90%以上，而室温保存

的样本在 7天后分型成功率下降至 60-70%
[7]
。对于需要

长期保存的样本，建议采用-20℃或-80℃冷冻保存，并

添加等体积的 DNA 稳定剂（如 RNAlater）。值得注意的

是，反复冻融会显著影响 DNA 完整性，因此建议将样本

分装保存，每个冻存管体积以 1-2ml为宜。

4.2 提取方法的选择

不同的DNA提取方法对分型结果有显著影响。例如，

Chelex法操作简便但 DNA纯度较低，而有机试剂法提取

的 DNA 纯度较高但操作复杂。在实际应用中，应根据样

本特点和研究目的选择合适的提取方法。

4.3 尿液预处理

尿液预处理是提高 DNA 提取效率的关键步骤。研究

表明，在尿液采集后立即加入40mM EDTA（终浓度）可

有效螯合二价金属离子，抑制 DNA 酶活性。此外，添加

尿蛋白酶抑制剂（如 1mM PMSF）可防止蛋白质降解产生

的抑制物干扰。值得注意的是，离心处理会导致上皮细

胞破裂，使 DNA 释放至上清液中难以回收
[8]
，因此确需

离心操作，建议采用低速长时离心或直接过滤法（0.45

μm 滤膜）进行细胞收集。对于微量样本，可采用纯化

柱浓缩法，将 5-10ml 尿液浓缩至 0.5-1ml，可显著提高

DNA 得率。

4.4 性别

显微镜下可见男性新鲜尿液尿沉渣中脱落细胞数

量明显少于女性，推测主要是由两者生理结构差异导致。

因此，按常规方法，女性尿液比男性尿液提取后较易获

得 STR 分型
[9]
。为提高男性尿液 DNA 的提取效率，建议

适当增加样本量（2-5ml）并延长蛋白酶 K消化时间（至

4-6 小时）。

4.5 检测技术的优化

随着分子生物学技术的发展，新一代测序技术（NG

S）和微滴式数字PCR（ddPCR）等新技术逐渐应用于尿

液 DNA 检测。这些技术具有高灵敏度、高通量以及低背

景噪音的优点，可显著提高尿液DNA 的检测效率。

5 结论

尿液作为一种非侵入性样本，在法医学和临床医学

中具有重要的应用价值。尽管尿液 DNA 的 STR 分型检出

率较低，但通过优化提取方法和检测技术，可以显著提

高分型成功率。未来，随着分子生物学技术的不断发展，

尿液DNA 检测将在疾病诊断、个体识别以及法医学鉴定

中发挥更大的作用。
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