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摘  要：死亡时间的推断一直是法医学鉴定中的重要内容之一。近年来，随着高通量测序技术的

不断成熟、生物信息学和机器学习方法的迅猛发展，基于尸体微生物群落结构的变化研究为推断

死亡时间提供了一种新的可能性。微生物群落随腐败时间推进的演替规律可以用于死亡时间的推

断。本文从尸体腐败现象的本质入手，总结了利用尸体微生物推断死亡时间研究的技术方法和实

际应用，并对尚存在的问题和应用前景进行了展望。 
关键词：死亡时间；尸体微生物群落；群落结构；特征菌群  
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Abstract: Postmortem interval (PMI) estimation is one of the important contents in forensic 
identification. In recent years, with the development of high-throughput sequencing, 
bioinformatics, and machine learning, the changes of microbial community structure provide a 
new possibility for PMI estimation. The evolution pattern of the microbial community in the 
process of decomposition can be used to predict PMI. From the nature of cadaver 
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decomposition, we summarize the examination methods and applications of cadaver microbial 
changes, and discuss the problems and prospects of using the microbial community changes to 
predict PMI. 
Keywords: postmortem interval; cadaver microbial community; microbial community structure; 
characteristic taxa 

死亡时间在法医学上是指机体死后经历的

时间(time since death, TSD)，也称死后间隔时间

(postmortem interval, PMI)，即检验尸体时距死亡

发生时的时间间隔[1]。死亡时间的推断是法医学

鉴定中需要解决的重要问题之一，尤其是在命案

的调查中，因为死亡时间往往与案件发生时间关

系密切，准确推断死亡时间在法医学和刑事案件

的侦查中具有重要意义。目前法医学实践中主要

依靠尸体现象如尸僵、尸斑和尸冷等推断死亡时

间[2]，可以将新鲜尸体的死亡时间推断精确到小

时以内[3]。然而，随着腐败的进行，尸体的外在

形象越来越难以辨认，可供推断死亡时间的特征

逐渐变得不明显，导致推断死亡时间的准确性下

降。针对这一问题，有法医学者提出了许多其他

推断医学死亡时间的方法，例如利用生物化学方

法[4-5]、利用核酸物质的降解规律[6]及法医昆虫学

的方法[7-9]等，利用 CiteSpace 将 1993 年至今国内

外对死亡时间研究的文献的关键词进行分析，研

究频率最高的关键词分别如表 1 和表 2 所示。然而

这些方法受到环境和各种物理化学因素的影响，因

此亟需一种受外界影响较小、能够反映尸体变化内

在规律的方法来准确推断死亡时间。 
 
表 1  前 10 位基于 CNKI 数据库统计的 1993 年至今推断死亡时间领域频率最高关键词 
Table 1  Top 10 keywords with the highest frequency in the field of PMI prediction from CNKI database since 1993 
序号 
Order 

频次 
Frequency 

首次出现的年份 
Year of the first occurrence 

关键词 
Keyword 

1 389 1993 死亡时间 
Postmortem interval 

2 49 1994 法医学 
Forensic science 

3 35 2002 大鼠 
Rat 

4 20 2004 玻璃体液 
Vitreous humor 

5 15 2000 尸体 
Corpse 

6 14 1995 图像分析 
Image analysis 

7 12 1994 尸体腐败 
Putrefaction 

8 11 2000 丝光绿蝇 
Lucilia sericata 

9 10 2002 大头金蝇 
Chrysomyia megacephala 

10 9 2001 尸体现象 
Postmortem phenomena 
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表 2  前 10 位基于 WOS 数据库统计的 1993 年至今推断死亡时间领域频率最高关键词 
Table 2  Top 10 keywords with the highest frequency in the field of PMI prediction from WOS database since 1993 
序号 
Order 

频次 
Frequency 

首次出现的年份 
Year of the first occurrence 

关键词 
Keyword 

1 354 1993 死亡时间 Postmortem interval  
2 186 1997 法医昆虫学 Forensic Entomology  
3 152 1994 时间 Time  
4 107 1994 死亡 Death  
5 90 1993 法庭科学 Forensic science  
6 79 2007 温度 Temperature  
7 74 2008 分解 Decomposition  
8 56 2000 丽蝇科 Calliphoridae  
9 53 1994 苍蝇 Fly  
10 50 2000 双翅目 Diptera  

 

 
 
 

近年来，随着高通量测序(high throughout 
sequencing, HTS)技术的出现，微生物检验技术

和方法不断发展，越来越多的学者将目光转移到

腐败现象的本质——微生物的活动上。人体中的

大量微生物参与许多正常生命活动的进行，而当

机体死亡后，人体内部微生物与外界微生物共同

作用使尸体的腐败得以进行，微生物的活动是导

致尸体发生一系列变化的内因。已经证明在腐败

过程中微生物的相互作用以及微生物与环境的

作用随时间变化具有潜在规律性[10]，因此使得

利用微生物的数量和群落结构变化作为推断死

亡时间的“生物时钟”成为一种新的可能。本文就

微生物在死亡时间推断方面的技术方法和应用

潜力进行综述，并对目前存在的问题和研究趋势

进行展望。 

1  尸体微生物概述 
微生物是自然界中一类体型微小但数量众

多的生物，其与人类的生命活动息息相关，人体

内的微生物群与宿主有共进化、共发育、共代谢

和互调控的关系[11]。微生物在人体黏膜器官存在

数量最多，如口腔和肠道等，成人肠道中的微生

物可达 1012−1014 个[12]，其数量超过了人体细胞

的总数，有人认为可以将正常微生物群看作与呼

吸系统、循环系统等类似的另一个特殊的人体系

统[13]，在机体死亡后，血液循环和呼吸作用停

止，肠道中的厌氧微生物开始大量繁殖，微生物

活动产生的气体使尸体腹部膨胀，昆虫繁殖和尸

体内气压的变化使尸体表面皮肤破裂，尸体内部

的微生物与空气接触，因此尸体微生物的群落演

替总是从厌氧菌到需氧菌变化[14]。同时在分解

的过程中，外界微生物通过人体自然腔道及伤口

等部位侵入人体后与内源微生物相互作用。有人

认为尸体上细菌演替的过程实质就是正常菌群

与腐败菌群的相互作用的过程[15]。 

1.1  尸体内生微生物组 
尸体内生微生物组(thanatomicrobiome)是指

在死亡事件发生前就在人体内部器官定殖生存

的微生物[10]。正常情况下，人体的某些特定部

位存在一定数量的微生物，如胃肠道、皮肤、口

腔和女性阴道等，而一些重要内脏器官被认为是

无菌的[10]。另外，在一项对菌血症的研究中发现

血液中存在着大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和肺炎

克雷伯菌等细菌菌种，尤其是在生前有感染病史
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的病例中[16]。这些现象揭示了人体内并非是无

菌的环境。此外，Zhou 等[15]研究发现内脏中的

细菌与分解过程相关，这说明生前存在的细菌菌

种很可能成为死后细菌群落演替的最初参与者，

一直参与并作用于尸体的腐败过程。 

1.2  尸体外部微生物组 
尸体外部微生物(epinecrotic microbiome)是

指在浅表上皮组织、口腔黏膜和消化道远端开

口以及皮肤表面与腐败过程相关的微生物种

类 [17]。人体皮肤上定殖的微生物群落具有宿主

特异性、部位特异性和时间稳定性[18]，有证据

表明可以将其作为个体识别的依据之一[19]。与

人体内部的微生物群落相比，外部微生物组在腐

败过程中与外界环境直接接触，受到环境中生物

因素或非生物因素的影响，包括土壤、空气、水

体以及昆虫、食腐性的动物和其他共生微生物

等。一些研究针对口腔内部[20]与皮肤表面[21]的

微生物群落进行了一段时间内的采集，发现了群

落整体多样性的变化趋势和一些特定菌种如厚

壁菌门和变形菌门等随死亡时间延长的变化规

律，证明随着死亡时间的增加，尸体外部的微生

物群落也在发生着群落的演替，可以用于推测死

亡时间。 

2  尸体微生物样本的采集 
人们对微生物的认识一定程度上取决于研

究手段，微生物研究的困难之处在于微生物群落

微小、复杂、稠密、不均的特征[22]。过去鉴定

微生物群落的方法主要依赖培养法，然而近 99%
的微生物不可在实验室条件下进行培养[23]，使

得培养法的应用受到限制。近年来发展了利用高

通量测序技术对微生物整体群落进行分析的方

法，为了满足高通量测序研究的需要，必须对微

生物群落样本进行有效的采集。有研究表明，尸

体上的微生物群落定殖部位与健康人体内微生

物群落有相似之处[24]，可以采用与人体样本采

集类似的方法进行尸体微生物样本的收集。针对

尸体微生物的收集方法，Pechal 等[25]曾在前人研

究的基础上，总结了尸体微生物群落分析的标准

化流程。采集的过程中要注意保持全程无菌操

作，避免环境中和采集者的微生物群落对样品造

成污染。 

2.1  采集部位 
身体的不同部位是人体微生物群落结构差

异的首要影响因素[26]，在尸体微生物研究中不

同采样部位对于采集的微生物群落结构组成至

关重要。Hyde 等[24]研究表明，人体粪便中微生

物的种类最为丰富，口腔内微生物种类较少，总

体上微生物丰富度呈现从上胃肠道(口腔、胃、

小肠)到下胃肠道(结肠、直肠、粪便)逐渐增加的

趋势；Metcalf 等[27]在一项对小鼠尸体微生物变

化的研究中同时对三个尸体外部部位和一处侵

入性部位(腹腔)进行采样，结果表明皮肤和土壤

比腹腔能提供更准确的 PMI 信息；Belk 等[28]在

对不同类型的样本进行预测 PMI 的研究中得出

墓穴土和皮肤样本的预测数据最准确，是一种可

行的法医学工具的结论；Guo 等[29]的研究验证了

墓穴土、腹腔和皮肤表面的微生物群可以估计

PMI。因此多数研究选择皮肤表面、腹腔和墓穴

土进行微生物组学的研究。 
2.2  采集方法 

目前的研究中常见的方法有棉签擦拭法和

刮擦法等，其中棉签擦拭法能够提供更高的微生

物多样性。对于体表样品的采集，多数情况下可

以使用无菌棉签在尸体皮肤表面或其他部位进

行擦拭(一般 30 s 或 1 min)即可采集到尸体微生

物群落，一般一个部位采集 2−3 次以供重复试

验[30]。为了保证不被采样过程影响，一般不对

同一个区域进行采样，即棉签擦拭过的部位不再 
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进行重复采样，以保障采样过程的标准化和采样

流程的可重复性。对于腹腔样本，Metcalf 等[27]

针对腹腔是否能够容纳液体提出了两种采样方

案，当腹腔完整的情况下，使用 0.5 mL 的无菌

注射器从腹腔冲洗和提取微生物；当不能容纳

液体时从腹腔制作切口并用无菌拭子对腹腔内

部进行采样。对于体外样本的收集，主要涉及

墓穴土的采样，通常采用无菌土壤取样器、无

菌药匙或其他无菌器具。采集到的微生物样本

最好在 2 h 内进行后续处理，当现场情况不满

足后续处理的条件时，可以在低温条件下保存

两周，因为相较于环境因素和分子技术误差来

说，短期内存储条件不会显著影响微生物群落

的结构[31]。常见微生物样本的采集方法如图 1
所示。 

3  高通量测序技术在尸体微生

物群落研究中的应用 
高通量测序技术(high-throughput sequencing, 

HTS) 又 称 下 一 代 测 序 技 术 (next generation 
sequencing, NGS)，或大规模平行测序(massively 
parallel sequencing, MPS)，是一种能够同时对大

量核酸分子进行测序的技术。利用高通量技术对

微生物群落的测序可以分为扩增子测序和宏基

因组测序。 
扩增子测序是指直接扩增微生物基因序列

的某些特定区域，如细菌和古菌的 16S rRNA 基

因、真菌的 18S rRNA 基因和 ITS 序列片段，在

微生物领域应用较多的是 16S rRNA 基因序列。

16S rRNA 基因是编码原核生物核糖体小亚基的 

 

 
 

图 1  常见尸体微生物群落分析流程 
Figure 1  Common cadaver microbial community analysis procedures. 
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基因，存在于细菌和古生菌中，包括 9 个高变区

(V1−V9)和 10 个保守区，目前常用 V3、V4 区

域进行微生物群落的研究，其中 V4 高变区在门

的分类水平上最能准确描述死亡微生物发生的

变化[32]；但单独应用 16S rRNA 基因序列并不能

得到解释力最高的效果，结合 16S rRNA 基因

和 18S rRNA 基因数据集才能够得到最佳 PMI
估计 [27]；元基因组全基因测序 (metagenomic 
whole genome sequencing, mWGS)是以全部细

菌、真菌和古菌基因组的遗传物质为研究对象，

相较于扩增子测序，宏基因组测序能够将测序深

度扩展到种水平，并且能够实现功能注释，突破

了扩增子测序对群落功能研究的限制，能够从功

能基因的角度描绘微生物群落的全貌。此外，

MWGS 还能准确跟踪微生物群落菌株水平的传

播与进化，对菌株的追踪可以用来寻找接触的潜

在证据[15]。微生物高通量测序的一般流程如图 1
所示。然而，宏基因组测序成本较高，因此一般

的研究步骤是先进行大量样本的扩增子测序，再

选择目标样本进行宏基因组测序。 

4  尸体微生物群落的死后变化

规律 
4.1  尸体分解过程中微生物群落整体结构

变化趋势 
正常人体内生存着大量的微生物，它们稳定

参与并调节着人体的正常生命活动，尤其肠道中

的微生物对人体健康有着重要影响，一旦这些微

环境遭到破坏，甚至可能导致疾病的发生[33]。

当死亡事件发生后，由于失去免疫屏障的保护，

肠道尤其是回盲部微生物开始加剧繁殖，这也是

尸体的腐败总是自下腹部开始的原因。而死亡后

埋葬尸体的行为，则会导致尸体与土壤环境之间

发生物质与能量的交换，在尸体膨胀破裂之后，

大量碳源和氮源流入土壤中，形成尸体分解岛

(cadaver decomposition island, CDI)[34]，随着腐败 
过程的进行，尸体微生物与环境微生物会逐渐趋

于同质化[35]，尤其是在腐败晚期，这为利用土

壤微生物的变化来推断 PMI 提供了新的思路。

Olakanye 等[36]将家猪尸体和草料两种不同的碳

源埋入砂质黏壤土中，监测关键环境因子和土壤

微生物 16S rRNA 基因和 18S rRNA 基因的多样

性变化，发现不同处理的土壤不仅 pH 变化显著

(P<0.05)，而且微生物的丰富度和均匀度均有差

异，显示尸体分解岛的引入可能影响土壤中的生

物化学结构；Thomas 等[37]检测了埋入尸体和未

埋入尸体两种不同处理后的土壤群落结构的变

化，在历经 420 d 的埋葬后，土壤微生物与尸体

微生物形成了互惠或中性的相互作用，并逐渐恢

复到未埋葬前的状态。由此可见，在尸体腐败的

过程中尸体与环境土壤存在相互作用，因此有大

量研究不仅研究了尸体微生物本身的变化，还将

研究对象扩展到了埋葬尸体的土壤中的微生物

群落变化上。 

Finley 等[38]在一项对陆地生境尸体不同腐

败阶段微生物群落的研究中，将 18 具尸体分为

地表组和埋葬组，结果显示两个实验分组的微生

物群落发生了不同的变化，其中地表组微生物群

落在分解过程中类群丰富度、多样性和均匀度呈

现下降趋势，而埋葬组则呈现出类群丰富度增

加、多样性保持不变和均匀度降低的趋势；Li
等[39]通过观察大鼠死后 30 d 内肠道微生物结构

和多样性的变化，发现细菌群落多样性和丰富度

在死后 1−5 d 和 10−25 d 下降，在 5−10 d 内上升，

而考虑整个分解过程，细菌群落的多样性、丰富

度和均匀度均呈现下降趋势；Pechal 等[25]研究了

尸体死亡后 0、1、3 和 5 d 的口腔和体表微生物

变化，发现在门和科的分类水平上，微生物物种
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的丰富度均随时间呈负相关变化；Procopio 等[40]

对猪尸体在埋葬条件下的土壤微生物群落结构

进行了观察，得出了与其他研究类似的结论，即

微生物多样性随 PMI 的延长而逐渐降低。 
尸体分解岛的引入使一些寡养性微生物的

生命活动受到抑制，而一些富养性微生物大量繁

殖，通过对微生物种群丰度随时间的变化可以推

测尸体分解处于死亡后的何种阶段，有研究表明

甚至可以通过寡养性微生物和富养性微生物的

丰度相对变化鉴定墓穴土壤，来推断样品是否来

源于可疑的秘密墓穴[27]。由此可见，死后微生

物群落的整体结构变化可以提供许多关于死亡

本身及案事件的相关信息。 

4.2  尸体分解过程中的特征菌群的变化 
人体微生物群受到个体生活环境、饮食以及

抗生素使用的影响，可能呈现出不同的变化[41]，

但是在较高分类水平上，人体各部位存在着优势

菌群并在一定条件下保持稳定，例如人体肠道内

的菌群占主导地位的是放线菌门、厚壁菌门、拟

杆菌门和变形菌门；而人体皮肤表面厚壁菌门和

放线菌的丰度更高[42]。在机体死亡后，这些优

势菌群就成为尸体上的首批繁殖者[15]，并在后

续的分解过程中持续发挥作用。 

Cobaugh等[43]在对 4具人类尸体腐败分解过

程中肠道和土壤微生物的变化进行了记录，在死

亡后 7−12 d，变形杆菌的数量占据主导，占比

由 15%上升至 26.1%，而在死亡后的 10−23 d，
厚壁菌门成为主要的微生物门类，占比上升至

50.9%；Hyde 等[24]在对 2 具人类尸体的膨胀初

期和膨胀晚期分别进行了采样，综合两具尸体的

数据，在门水平上厚壁菌门占比最多，其次是变

形菌门，但是由于采样次数较少，无法准确描述

微生物群落随时间的结构变化；Pechal 等[25]对  
3 头公猪腐败过程中体表和口腔采样，在门的分

类水平上，优势菌群为变形杆菌(70.4%±1.6%)和
厚壁菌门(20.1%±6.6%)，在科的水平上优势菌群

为莫拉氏菌科(51.3%±23.2%)，此外还得出了门

水平的分类在辨别死亡天数方面分辨率最高的

结论；Li 等[39]观察了大鼠死后 30 d 的肠道微生

物结构和多样性变化，在大鼠死后 5−10 d 变形

杆菌为优势菌种，而在 10 d 后厚壁菌门成为了

优势菌种，在分解过程中变形杆菌和厚壁菌门呈

现趋势相反的变化；He 等[44]利用高通量测序技

术评估了淡水中老鼠尸体的分解过程微生物群

落的组成和演替情况，比较发现小鼠皮肤、岩石

和水体微生物群落均有变化，在科水平上同时检

测梭状芽孢菌科和丛枝菌科有助于死后沉没时

间(postmortem submersion interval, PMSI)的估

计；Pittner 等[45]分析了 2 具尸体 32 个样本在 15 周

内的微生物群落变化，认为在门水平的分类上变

形杆菌和厚壁菌门占据主导；Liu 等[46]利用机器

学习算法研究微生物群落在死亡后的变化，认为

微生物群落在死亡时间点和晚期腐败阶段表现

出明显差异，其中粪肠球菌、厌氧杆菌和卢氏乳

杆菌是预测 PMI 的模型中最具信息量的菌种。

基于此前各项研究的结论总结关于死后尸体微

生物群落的变化情况如表 3 所示。 
尸体腐败过程中的特征菌群不仅受到个体

生前饮食生活习惯的影响，而且与死后所处的环

境也息息相关，外界微生物与尸体微生物共同主

导了尸体腐败分解的过程[17]，菌群受到温度、

湿度和昆虫等因素的影响在各项研究中并未表

现出一致的规律，而是随着不同环境条件的影响

而改变，例如酸性细菌在某些研究中会呈现截然

相反的变化，推测其原因可能是不同环境的 pH
变化引起。但综合各项研究，厚壁菌门和变形杆

菌在腐败分解前期和后期的丰度变化使其可能

具有作为特征菌群的潜力。 
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表 3  尸体微生物群落变化研究及主要结论 
Table 3  Study on changes of cadaver microbial community and main conclusions 
作者 
Author 

分类水平 
Classification level 

主要结论 
Main conclusions 

Hyde 
et al[24] 

Phylum 厚壁菌门占主导地位，其次是变形菌门 
Firmicutes are in the domination position, followed by Proteobacteria 

Pechal 
et al[25] 

Phylum and family 菌群丰富度随时间变化呈现负相关；门水平上变形菌门和厚壁菌门占主导，科水平上莫

拉氏菌科占主导 
Richness was negatively correlated with time; Firmicutes and Proteobacteria are the main 
phyla under phylum level and Moraxellaceae under family level  

Finley 
et al[38] 

Phylum 地表组丰富度、多样性、均匀度均呈现下降趋势；埋葬组丰富度升高，多样性不变，均

匀度下降；变形杆菌、放线菌和酸杆菌是主要的门 
The richness, diversity and evenness of surface groups decreased while in the burial group 
the richness increased, the diversity remained unchanged, and the evenness decreased; 
Proteobacteria, Actinobacteria and Acidobacteria are the main phyla 

Li et al[39] Phylum 菌群多样性、丰富度和均匀度均呈现下降趋势；5−10 d 内变形菌门占主导，10 d 后厚壁

菌门主导 
The diversity, richness and evenness decreased; Proteobacteria is the main phylum within 
5−10 d and Firmicutes after 10 d 

Procopio 
et al[40] 

Phylum 多样性随 PMI 延长而降低；变形菌门、厚壁菌门和拟杆菌门增加，酸杆菌减少 
The diversity decreased as the PMI prolonged; Proteobacteria, Firmicutes and Bacteroidetes 
increased and Acidobacteria decreased  

Cobaugh 
et al[43] 

Phylum 总细菌丰度无变化；7−12 d 内变形菌门和厚壁菌门主导，10−23 d 内厚壁菌门主导 
No change in total abundance; Proteobacteria and Firmicutes are the main phyla within  
7−12 d and Firmicutes within 10−23 d 

He et al[44] Family 岩石和皮肤样品呈下降趋势，水体样品保持稳定；梭状芽孢菌科、丛枝菌科真菌有助于

估计 PMI 
Rock and skin samples showed a downward trend, while water samples remained stable; 
Clostridiaceae and Arbuscular fungi can help predicting PMI 

Pittner 
et al[45] 

Phylum 厚壁菌门和变形菌门主导 
Proteobacteria and Firmicutes are the main phyla 

Liu et al[46] Phylum  厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门和放线菌门在门水平上在所有 PMI 组中占优势 
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, and Actinobacteria are the main phyla in all PMI 
groups 

 

5  总结与展望 
对尸体微生物的研究受到人类微生物组

(Human Microbiome Project, HMP)[47]的启发，借

鉴了 HMP 研究的方法，对机体死亡、免疫屏障

消失后的人体微生物进行了进一步研究，并探究

了其与环境变量之间的关系，旨在建立起一种基

于微生物群落结构变化规律的死亡时间推断方

法，以科学的手段对命案现场尸体死亡时间进行 

合理推断。在这一领域已有的研究已经初步描绘 

出微生物应用于死亡时间推断的广阔前景。目前

国内有学者综述了肠道菌群和内脏菌群在死亡时

间推断中的应用进展，认为有必要建立一套检验

流程的标准，以方便研究结果之间的横向对比[48]；

还有研究者从技术方法、研究应用和影响因素三

个角度总结了微生物群落演替在 PMI 推断中的国

内外研究情况，认为需要探讨各影响因素影响下

的微生物群落变化规律[49]；此外，也有研究者
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从不同生境中的尸体微生物研究入手，认为需要

探究不同环境条件下对尸体微生物群落的变化

模型的影响，以及探究动物实验的模型如何适用

于人体检材等[50]。综上所述，尸体的分解过程

是一种多因素影响下的动态连续过程，环境因

素、实验材料和技术方法的选择都会影响研究结

果，导致死亡时间推断的模型不够准确。因此在

今后的研究中应考虑不同的影响因素来设计实

验，尽量使用死亡情况更加相似的人类尸体，同

时适当增加采样时间点，更系统全面地探究尸体

分解过程中的微生物群落结构改变以及关键环

境因子的影响，最终总结归纳一套标准化的微生

物采样和检验分析流程应用于法医学实践中。 
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