
Hans Journal of Biomedicine 生物医学, 2026, 16(3), 499-507 
Published Online May 2026 in Hans. https://www.hanspub.org/journal/hjbm 
https://doi.org/10.12677/hjbm.2026.163052  

文章引用: 朱晨露, 穆恺, 杨雪莹, 张瑾, 王金玲, 孙鹏, 王瑞俭. 荧光定量 PCR 技术在血液斑迹离体时间推断中的应

用[J]. 生物医学, 2026, 16(3): 499-507. DOI: 10.12677/hjbm.2026.163052 

 
 

荧光定量PCR技术在血液斑迹离体时间推断中

的应用 
朱晨露1，穆  恺1，杨雪莹2，张  瑾2，王金玲1,3，孙  鹏1，王瑞俭1,3* 
1北华大学林学院，吉林 吉林 
2公安部鉴定中心，北京 
3吉林省林业生物技术工程研究中心，吉林 吉林 
 
收稿日期：2026年3月23日；录用日期：2026年5月18日；发布日期：2026年5月29日 

 
 

 
摘  要 

血液斑迹遗留时间(TSD)推断是法医物证检验中的关键问题，对案件发生时间的确定和犯罪现场重建具

有重要意义。随着分子生物学技术的快速发展，基于荧光定量PCR (qPCR)技术的RNA降解分析方法已成

为血液斑迹TSD推断的重要研究方向。本文系统综述了荧光定量PCR技术在血液斑迹遗留时间推断中的

研究进展，包括技术原理、RNA生物标志物筛选、环境影响因素、数学模型构建及未来发展方向，以期

为法医实践提供参考。 
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Abstract 
Estimation of Time Since Deposition (TSD) of blood stain is a key problem in forensic certification 
testing. It is important for establishing the time of the case and reconstructing the crime scene. With 
the rapid development of molecular biology technology, the RNA degradation analysis method 
based on Quantitative Real-time PCR (qPCR) technology has become an important research direc-
tion for the TSD inference of blood stains. This paper provides a systematic review of the research 
progress of qPCR technology in the inference of blood stains, including the technical principle, the 
screening of the RNA biomarkers, the influence of environmental factors, the mathematical model 
construction and the future development direction, in order to provide a reference for forensic 
practice. 
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1. 引言 

在刑事侦查和司法鉴定实践中，准确推断犯罪现场生物斑迹的遗留时间对于确定案发时间、缩小侦

查范围、验证嫌疑人供述具有关键作用。血液斑迹作为犯罪现场最常见的体液斑迹，其形成时间的推断

一直是法医学研究的难点和热点[1]。 
传统血液斑迹时间推断方法主要依赖于肉眼观察血液斑迹颜色变化、形态特征及理化检验，但这些

方法受主观因素影响大、准确性低、时间窗口短，难以满足实际办案需求。随着分子生物学技术的快速

发展，基于核酸降解规律的遗留时间(Time Since Deposition, TSD)相关技术在司法实践中的犯罪时间确定、

伤害顺序判断、调查范围界定、案件性质分析、不在场证据核实等方面具有重要的应用价值[2]。实时荧

光定量 PCR (Real-time Quantitative PCR, qPCR)技术因其高灵敏度、高特异性、可定量等优势，在血液斑

迹 TSD 推断领域展现出广阔的应用前景[3] [4]。 

2. 基于 RNA 降解的血液斑迹 TSD 推断研究 

血液离体后，由于自身稳定性差及 RNase 的作用及环境因素的影响，RNA 会发生渐进性降解[5]。不

同类型的 RNA 分子具有不同的稳定性和降解速率，这种降解规律与时间存在一定的相关性，这是 TSD
推断的基本原理[6]。早期研究的 RNA 分子主要包括信使 RNA (mRNA)、转运 RNA (tRNA)、核糖体 RNA 
(rRNA)。其中，mRNA 半衰期较短且易受 RNase 攻击，其降解速度较快，可用于短时间内 TSD 推断。

tRNA 虽然分子较小，但具有独特的高级结构与修饰模式，对热及 RNase 的稳定性相对较高[7]，可作为

中长时程 TSD 推断的潜在标志物。rRNA 含量丰富且结构相对稳定，常被用作内参指标来校正 RNA 提

取效率的差异，但在体外样本中也会呈现降解现象，因此也可用于长时程 TSD 推断的标记分子，如 18S 
rRNA、5S rRNA 等[8]-[10]。随着对非编码 RNA (ncRNA, noncoding RNA)研究的深入，一些功能性 RNA
逐渐进入人们视野，如 miRNA (MicroRNA)、snRNA (small nuclear RNA)、scRNA (small cytoplasmic RNA)、
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反义 RNA (siRNA, antisense RNA)、长链非编码 RNA (lncRNA)和 PIWI 相互作用 RNA (piRNA)等。某些

非编码 RNA 因其独特的分子稳定性及对环境变化的响应规律，正成为极具应用前景的 TSD 推断生物标

志物[2] [11]。现有研究显示，微小 RNA (miRNA)、环状 RNA (circRNA)最具应用潜力。miRNA 可能与

蛋白质结合或被包裹在细胞外囊泡中而表现出良好的稳定性[2]，如 miR-122、miR-133a、miR-206、miR16-
5p、miR451a 等[12] [13]。而 circRNA 的环状结构使得它们比线性 RNA 更稳定，如 circ0000095、
hsa_circ_0001445 等[13] [14]。另外，某些 lncRNA (如 MALAT1、NEAT1)的延迟降解特性也表现出一定

的应用潜力[15]。 

3. qPCR 技术在 RNA 分析中的优势 

法医学事件现场中的血迹检材可能通过擦拭、滴落、喷溅等方式形成，具有微量、降解、混合或污

染的特点。因此，对其中 RNA 的检测技术有着高灵敏度、高特异性的基本要求。荧光定量 PCR 技术于

1996 年由美国 Applied Biosystems 公司首次推出，是在 PCR 反应体系中加入荧光染料或荧光探针，利用

荧光信号积累实时监测整个 PCR 进程，通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法。其核心原理是在

PCR 扩增的指数期，模板的 Ct 值(Cycle threshold)与起始模板拷贝数存在线性关系，据此实现精确定量

[3]。与常规 PCR 相比，qPCR 技术具有特异性更强、灵敏度高、定量准确、适于自动化操作等优点，特

别适用于法医检材中微量、降解核酸样本的检测分析[16]。 

4. qPCR 技术在血液斑迹 TSD 推断中面临的挑战 

荧光定量 PCR 技术(qPCR)作为法医学中检测和量化特定核酸序列的金标准技术，具有高灵敏度、高

特异性及适合建立标准操作流程等特点，在血液斑迹等生物斑迹 TSD 推断研究中得到广泛应用[12]-[14] 
[16]-[20]。然而，qPCR 在应用于血液斑迹 TSD 推断时仍面临一系列严峻且复杂的挑战，这些挑战主要源

于血液斑迹样本特性、当前技术局限性以及环境变量的干扰等。表 1 统计了荧光定量 PCR 技术在血液斑

迹时间推断(TSD)中的部分典型研究成果。这些研究多在实验室或受控条件下开展，尽管部分 RNA 标记

分子与离体时间存在较强相关性，但该技术仍需建立稳定可靠的技术体系，才能获得广泛认可并应用于

法医实践。 
 

Table 1. Literature statistics of quantitative PCR analysis of changes in RNA marker molecules in blood stains with in vitro time 
表 1. 采用定量 PCR 技术分析血液斑迹中 RNA 标记分子随离体时间变化规律的文献统计 

检测方法 RNA 分子 内参基因 时间范围 模型建立方法 模型准确性 参考文献 

荧光定量 PCR hsa_circ_0001445 
(circRNA) U6 1~120 d 皮尔逊相关性 r = 0.810 [32] 

荧光定量 PCR hsa_circ_0000095 
(circRNA) U6 1~120 d 皮尔逊相关性 r = 0.646 [32] 

荧光定量 PCR ALAS2 U6 1~120 d 皮尔逊相关性 r = 0.79 [32] 

荧光定量 PCR HBB U6 1~120 d 皮尔逊相关性 r = 0.77 [32] 

荧光定量 PCR ALAS 2 (5'/3') Ct 比值 2 d~310 d 线性回归模型 R2 = 0.03 [4] 

荧光定量 PCR B2M (5'/3') Ct 比值 2 d~310 d 线性回归模型 R2 = 0.34 [4] 

荧光定量 PCR LGALS2 (5'/3') Ct 比值 2 d~310 d 线性回归模型 R2 = 0.2 [4] 

荧光定量 PCR S100A12 (5'/3') Ct 比值 2 d~310 d 线性回归模型 R2 = 0.43 [4] 

荧光定量 PCR CLC (5'/3') Ct 比值 2 d~310 d 线性回归模型 R2 = 0.84 [4] 

荧光定量 PCR β-actin  
(1782 bp 片段) 

β-actin  
(51 bp 片段) 0~30 d 二次多项式非线性

模型 R2 = 0.8653 [27] 
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续表 

荧光定量 PCR β-actin  
(998 bp 片段) 

β-actin  
(51 bp 片段) 0~60 d 二次多项式非线性

模型 R2 = 0.9151 [27] 

荧光定量 PCR β-actin  
(578 bp 片段) 

β-actin  
(51 bp 片段) 0~180 d 二次多项式非线性

模型 R2 = 0.9585 [27] 

荧光定量 PCR 18S rRNA/β-actin 
mRNA Ct 比值 8~15 d 线性回归模型 R2 = 0.9875 [28] 

荧光定量 PCR ALAS2 let-7g-5p 0~180 d 多元线性回归模型 R2 = 0.612 [20] 

荧光定量 PCR B2M let-7g-5p 0~180 d 多元线性回归模型 R2 = 0.951 [20] 

荧光定量 PCR HBA let-7g-5p 0~180 d 多元线性回归模型 R2 = 0.861 [20] 

荧光定量 PCR HBB let-7g-5p 0~180 d 多元线性回归模型 R2 = 0.881 [20] 

荧光定量 PCR GAPDH let-7g-5p 0~180 d 多元线性回归模型 R2 = 0.967 [20] 

荧光定量 PCR SNORD24 let-7g-5p 0~180 d 多元线性回归模型 R2 = 0.946 [20] 

荧光定量 PCR SNORD38B let-7g-5p 0~180 d 多元线性回归模型 R2 = 0.932 [20] 

荧光定量 PCR 18S rRNA let-7g-5p 0~180 d 多元线性回归模型 R2 = 0.954 [20] 

荧光定量 PCR miR-16-5p — 1~180 d 线性拟合 R2 = 0.646 (25˚C) [33] 

荧光定量 PCR miR-451a — 1~180 d 线性拟合 R2 = 0.654 (25˚C) [33] 

荧光定量 PCR U6 — 1~180 d 线性拟合 R2 = 0.801 (25˚C) [33] 

半(荧光)定量 PCR β-actin (5'/3') Ct 比值 0~5 y 皮尔逊相关分析 r = 0.852 [34] 

半(荧光)定量 PCR Cyclophilin (5'/3') Ct 比值 0~5 y 皮尔逊相关系数 r = 0.923 [34] 

荧光定量 PCR HBA — 0~30 d — 降解率 97.3% (RT) [17] 

荧光定量 PCR ALAS2 — 0~30 d — 降解率 98.8% 
(自然条件) [17] 

4.1. 样本特性 

RNA 是基因转录的产物，不同个体的性别、年龄、生理阶段、病理因素、情绪、饮食习惯等都可能

对 RNA 种类和数量产生明显影响[21]-[23]。另外，RNA 分子的不稳定性对其保存、运输等条件要求较为

苛刻。一般情况下，可以选择将样本用液氮速冻并短期保存，长期保存建议置于−80℃冰箱，运输则选用

干冰条件。当然也可以选择一些具有 RNA 保护作用的试剂，如 RNA Later 等，实现在更高温度条件下的

保存与运输。即便有合适的贮存条件，由于 RNA 分子的不稳定性，也建议尽可能在短时间内进行后续的

实验工作，比如提取 RNA 并尽快实施逆转录反应。 

4.2. 当前 qPCR 技术的局限性 

血液斑迹作为一种典型的体外生物检材，具有微量、陈旧、易污染等特性，对其检测技术提出了极

高的要求，理论上 qPCR 技术能满足这类检材的基本要求，但当前其技术上还存在很多难以克服的障碍。 
(1) RNA 提取技术 
对于微量血液斑迹样本，特别是干燥的血液斑迹，大多数 RNA 提取试剂效果不良，需要使用对血液

斑迹渗透、溶解能力更强，且对微量 RNA 具有富集作用的提取试剂。开发高效溶解血液斑迹、对 RNA
安全的表面活性剂，结合微量吸附柱或磁珠的 RNA 富集技术，可能是一个较为理想的方法。另外，如果

分析的对象是小 RNA，还需要使用专门对微量样本优化的 microRNA 提取试剂盒。 
(2) RNA 模板的均一化技术 
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一个长期困扰 RNA 定量的问题是如何保证所有样本具有相同的起始模板量(RNA 浓度)。使用尽量

一致的样本量并进行标准化操作，可以在很大程度上降低模板量引起的定量误差，但对于血液斑迹类样

本的定量显然更加困难。这就对另一个策略提出了更多挑战，即内参基因。理想的内参是不随时间及环

境变化而发生降解或转化的 RNA 分子。当前 TSD 推断模型的构建通常是基于两个(组)降解速率有明显

差异基因的 Ct 比值或差值，其中一些较为稳定的基因被用于此类研究，如 U6 snRNA、18S rRNA、5S 
rRNA、RNU6b 等[13] [24]。然而，迄今为止，在血液斑迹 TSD 研究中尚未找到理想的内参基因(RNA)。 

(3) 目标 RNA 的检测特异性 
qPCR 技术检测的特异性与设计的扩增引物序列密切相关。比如，对于人源基因来说，其引物可以在

数据库(如 NCBI)中进行特异性验证。需要注意的是，在 qPCR 技术中使用 TaqMan 探针法的特异性优于

SYBR 荧光染料法，而后者则具有明显的经济性和便捷性。另外，RNA 模板中是否有 DNA 残留也是影

响其特异性的因素之一，解决的办法是在 RNA 提取过程中或逆转录之前用 DNase I 降解 DNA，或者设

计跨长外显子的引物。需要注意的是，独立的 DNA 降解过程将导致 RNA 部分降解，使用 DNA 降解–

逆转录一体化(All in One)的逆转录试剂可有效降低这一影响[25]。 
(4) 技术标准化问题 
在采用 qPCR 技术进行血液斑迹 TSD 推断时，由于各研究之间在样本采集与存储、实验试剂与设备、

选择的技术方法、实验操作标准和数据分析等方面可能存在差异，不同研究之间的结果难以直接比较或

进行整合分析，极大限制了该技术在 TSD 推断领域的研究与应用。 

4.3. 环境变量对 RNA 及 TSD 推断的影响 

① 温度是影响血液斑迹 RNA 降解速率的最重要环境因素之一。研究表明，高温环境可加速 RNA 降

解，低温环境则延缓降解过程[13]。 
② 湿度通过促进水解酶的活性和微生物的生长来间接加速 RNA 降解。水分子是 RNA 自然降解及

RNase 催化降解的必要条件[26]。潮湿条件有利于环境中微生物的繁殖，其分泌的 RNase 间接促进了 RNA
的降解。 

③ 紫外线(UV)辐射可以直接打断 RNA 链，造成单链或双链断裂，并引起碱基修饰(如形成嘧啶二聚

体)，从而破坏 RNA 的完整性。有研究显示，某些 miRNA 对紫外线有较好的稳定性，显示这类 RNA 在

室外暴露环境中的应用潜力[13] [26]。 
④ 其他因素，如环境的酸碱性、血液斑迹所附着基质的材质、季节变化等。值得注意的是，自然条

件下的环境因素并非孤立作用，常存在交互效应，如温度–湿度–光照的协同作用等。 

4.4. 数据处理与模型构建方法对 TSD 推断的影响 

TSD 推断最常用的数据统计方法是线性回归分析，通常是采用目标基因与内参基因 Ct 值的差值

(ΔCt)或比值与时间建立线性分析模型[4] [13] [27] [28]，或者使用多个 RNA 标记分子共同建立多元线性

回归方程[20]。随着人工智能技术的发展，基于机器学习的深度数据模型在 TSD 推断中的应用逐渐兴起，

并显示出良好的 TSD 预测能力。如使用 glmnet R 软件包的弹性网络(EN)模型建立 TsD 预测的机器学习

模型[4]，基于机器学习的 KNN 回归模型[29]、随机森林预测模型[30]等。然而，深度学习模型，虽然可

能具有较高的预测精度，但其内部运作机制不透明，难以提供清晰的因果解释[31]。 

5. 未来发展趋势 

基于 qPCR 技术的 TSD 推断方法虽然有了明显进展，但其可靠性及公共认可度仍有待提高，距离成

https://doi.org/10.12677/hjbm.2026.163052


朱晨露 等 
 

 

DOI: 10.12677/hjbm.2026.163052 504 生物医学 
 

为法庭证据还有很长的路要走，未来需要更多的研究乃至实践案例应用来证明其科学性与可靠性。 
(1) 开发新的 RNA 标记分子 
已研究可能应用于 TSD 分析的 RNA 标记分子多集中于 mRNA、rRNA、部分小 RNA 等。而 RNA 分

子的多样性与复杂性可能远超我们的想象。因此，从庞大、纷杂的转录产物中，筛选和验证更稳定、更

具时间特异性的新型 RNA 标志物，仍然是未来的重点工作。另外，一个难以跨越的障碍是，目前尚没有

找到一个稳定的、可用于TSD推断的合适内参基因，这使得对血液斑迹转录组的深入研究显得尤为迫切。

对于内参基因的选择，可以从文献资料或转录组数据中发掘随时间变化稳定的基因，利用 GeNorm、

NormFinder 内参基因筛选软件筛选出合适的内参基因或内参基因组合。 
(2) 建立标准化的分析体系 
通过建立标准化的样本采集、保存、检测和数据分析流程，可以有效提高研究结果的可重复性及数

据间的可交流性，同时也为未来的实践应用提供保障。另外，开发适用于微量血液斑迹样本 RNA 提取及

逆转录试剂，开发专门用于 microRNA、circRNA 分析的产品与技术，甚至适用于各类 RNA 分析的通用

技术，也是血液斑迹 TSD 研究及建立标准化体系亟待解决的问题。 
通过构建严格规范化的样本采集、保存、检测及数据分析全流程体系，能够显著提升研究成果的可

重复性，并增强不同来源数据之间的可比性与可交流性，从而为后续的学术探讨与实践转化奠定基础。

此外，针对微量血液斑迹样本，研发高效、稳定的 RNA 提取与逆转录专用试剂，以及开发专门适用于

microRNA、circRNA 等特定类型 RNA 分析的高灵敏度产品与配套技术，甚至探索适用于全部 RNA 的通

用性分析平台，也是当前血液斑迹 TSD 推断领域所面临的关键技术挑战。 
(3) 引入个体及环境因素 
在 TSD 的研究中，系统性地引入种族、性别、区域、饮食及生活习惯等多样化的样本个体差异变量，

同时充分考虑温度、湿度、酸碱度、附着物等关键环境影响因素。通过构建一个全面覆盖不同人群特征

和不同环境条件的多样本、多维度数据库，深入分析与总结 RNA 标记分子与环境因子之间相互作用的时

序动态特征及其演变规律。在此基础上，在预测模型中引入基于这些规律提炼出的相应校正参数与调整

系数，从而显著提升在复杂个体背景和多样环境条件下 TSD 预测结果的稳定性与可靠性。 
(4) 多标记、多技术整合分析 
在 TSD 研究中，不同的标记分子及分析方法各有特点。将不同的标记分子进行多标记的联合分析，

可以相互补充、交叉验证，从而提升 TSD 推断的准确性和稳定性。例如将 microRNA、circRNA、mRNA、

rRNA、tRNA 等多种 RNA 分子标记，或蛋白质、代谢物等其他类型的生物标记物进行多标记联合分析，

从多个维度捕获血液斑迹随时间变化的复杂信息。同时，整合不同分析技术(如 qPCR、多组学联合、光

谱技术、质谱分析等)的优势，对多标记物进行系统分析，再运用多元统计分析、机器学习等方法构建融

合多源数据的预测模型，以实现对 TSD 精确、可靠的推断。 
(5) 从实验室走向法庭的科学与法律标准 
基于 qPCR 的血液斑迹 TSD 推断技术应用于法庭，必须首先通过严格的科学验证。qPCR 技术与推

断模型的验证是确保推断结果可靠性的基础，可以从提高检测结果的精密度、准确度及灵敏度入手，确

保微量血迹样本中 RNA 定量检测结果的稳定性与可靠性。在血迹 TSD 推断技术中，由于个体差异的存

在、初始样本量或 RNA 总量难以均一化处理等因素，模型的预测结果可能存在较高的错误率。对此，可

通过优化技术体系、增加验证样本数量，并采用训练/测试分割、交叉验证等方法，对推断模型的错误率

进行系统评估与针对性优化。另外，盲测是验证方法可靠性的重要手段，通过在未知样本信息的情况下

进行检测，避免主观因素对结果的影响。可以采用单盲测试(检测者未知样本信息)或双盲测试(检测者和

样本提供者均未知样本信息)等方式进一步验证方法的可靠性。同时，还可考虑对不同课题组的数据开展
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对比分析，探究实验条件与结果的差异，解析方法的系统误差，从而持续推动检测方法的标准化与规范

化进程。 
除了科学验证外，基于 qPCR 的 TSD 推断技术还需满足法律认可标准，才能作为证据在法庭上使用。

这项技术涉及专业的分子生物学原理与复杂的数学统计模型，如何在法庭上解释这些模型的结果，是该

技术在法医领域应用中的重要挑战。因此，需将复杂的统计模型简化为通俗易懂的语言，通过图表、图

像等方式直观展示数据分布、模型拟合情况等；必要时，可邀请具备专业知识的专家证人对统计模型结

果进行解释说明，以提升证据的可信度。 

6. 结论 

荧光定量 PCR 技术在血液斑迹离体遗留时间推断领域取得了显著进展。从早期的单一 mRNA 标志

物检测，发展到如今的多类型 RNA (mRNA, circRNA, miRNA)联合分析，从简单的回归模型到复杂的机

器学习算法，qPCR 技术在 TSD 方向的研究正朝着更精准、更可靠、更实用的方向发展。然而，该技术

在实际应用中仍面临个体差异、环境复杂性、标准化不足等挑战。未来需要通过多种标记分子及环境因

子整合、多组学联合、人工智能算法引入、大样本数据库建立等措施，进一步提高 TSD 推断的准确性和

可靠性，推动该技术在法医实践中的广泛应用，为刑事侦查和司法鉴定提供更有力的科学支持。 
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