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摘要 目的　基于规律成簇的间隔短回文重复（CRISPR） /CRISPR关联蛋白质系统（Cas）技术建立检测血液特异性血红

蛋白α（HBA）mRNA的方法，以准确、快速地鉴定血液样本。方法　本研究通过设计和筛选血液特异性HBA mRNA上的

CRISPR RNA（crRNA）短片段，基于CRISPR/Cas技术原理建立了SHERLOCK-HBA检测方法，对5种体液（包括外周血、

月经血、唾液、阴道分泌液、精液）共79份样本进行检测以评价所建方法鉴别血液的能力，并通过种属特异性实验、灵敏

度实验、模拟混合斑检测、模拟降解样本检测、实际案件样本检测等进一步验证实验体系的法医学应用能力。结果　该方

法检测人源血液的相对荧光单位（RFU）值显著高于非血液（P<0.000 1）以及非人源血液样本（P<0.000 1），对血液RNA

的检出灵敏度可达1×10-3 ng，且可成功检测出混合斑迹以及陈旧降解斑迹中的微量血液成分。结论　本研究成功建立了一

种基于CRISPR/Cas技术的SHERLOCK-HBA检测体系，能准确、灵敏地鉴定血液，操作简单、快速，为快速识别血液类样

本提供了新的思路和参考。
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体液鉴定是指能够准确鉴定遗留在犯罪现场的

体液类斑迹（如血斑、精斑、唾液斑等）的类型或

来源，该技术在以审判为中心的司法体制改革背景

下愈发重要，可为案件重建和审判提供重要的价

值。传统的体液鉴定方法包括免疫法、光谱法、显

微镜镜检法等，但这些方法已逐渐无法满足实际办

案和法庭审判的需求。目前，针对DNA鉴定的短

串联重复序列（short tandem repeat，STR）分型检

测技术日益完善，使得常见的生物检材如唾液、血

液和精液等可以成功判定其个体来源。然而，

DNA在不同组织中具有同一性的特点，因此常规

STR分析并不能对同一个体不同组织分泌的体液斑

迹进行区分。随着分子生物学的发展，基于RNA

或 DNA 甲基化等分子标记的鉴定方法逐渐形成，

其中mRNA 因其良好的组织特异性成为法医学领

域进行体液鉴定研究的主要分子标记之一［1-5］。血

红蛋白α（hemoglobin alpha，HBA）是表达血红蛋

白A的α亚基基因，具有显著的血液特异性，是血

液鉴定的重要标记分子［6-11］。

目前，法医学上对 mRNA 的检测主要通过反

转 录 PCR （reverse transcription PCR， RT-PCR）

后，使用毛细管电泳 （capillary electrophoresis，

CE）分析仪进行。然而，这种方法对仪器依赖性

强，难以满足现场快速检测的实际需求。近年来，

以规律成簇的间隔短回文重复（clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats， CRISPR） /

CRISPR 关 联 蛋 白 质 系 统 （CRISPR-associated 

proteins system，Cas）为代表的基因编辑技术带来
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了生物技术革命性进步。基于CRISPR的核酸检测

技术因其快速、准确、灵敏、经济等特点，正在引

发分子诊断领域的革新，并已被成功应用于传染

病、遗传病、肿瘤基因突变诊断，以及食品安全等

领域，是理想的下一代核酸即时检测（POCT）技

术［12-13］。2017 年张峰团队基于 CRISPR/Cas13a 系

统 开 发 出 名 为 SHERLOCK （Specific High 

Sensitivity Enzymatic Reporter UnLOCKing）的检测

工具，可快速检测样品中 amol浓度的靶标物，证

明了 CRISPR 具有强大地检测 RNA 的能力［14-15］。

本文旨在基于 CRISPR/Cas 原理建立血液特异性

mRNA-HBA快速检测方法，并验证其在人类血液

鉴定中的应用能力，为法医现场快速体液鉴定奠定

技术基础。

1　材料与方法

1.1　样本收集与制备

遵照知情者同意原则，采集外周血、唾液、精

液、月经血和阴道分泌物样本。样本采集已通过公

安部鉴定中心科研伦理委员会审查 （批件号：

2023-002）。采集方法为：外周血通过肘静脉穿刺

抽取；精液通过无菌塑料杯收集；唾液使用 5 ml

离心管收集自然流出的口腔液体；月经血通过卫生

棉采集，放置于室温阴干；阴道分泌物是通过医用

无菌棉签在月经周期的第8天至第28天的阴道内擦

拭取得，放置于室温阴干。血卡样本的制备方法为

取 200 μl 血 液 滴 在 FTA （flinders technology 

associates）滤膜上，放置于室温阴干。

1.2　重组酶聚合酶等温扩增引物和CRISPR RNA
的设计及筛选

根据 NCBI （https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/）公

布的 HBA 代表性 mRNA 序列，在 ensembl 数据库

（https://asia.ensembl.org/index.html）中查找HBA的

所有转录本，选取转录本上不存在单核苷酸多态性

（single nucleotide polymorphism，SNP） 或者存在

SNP但最小等位基因频率（minor allele frequency，

MAF）小于 0.05 的共同片段，以此作为目标序列

进 行 重 组 酶 聚 合 酶 等 温 扩 增 （recombinase 

polymerase amplification， RPA） 引 物 和 CRISPR 

RNA（crRNA）设计。

使用 CRISPR-RT 网站进行 crRNA 序列预测并

通过BLAST分析确保特异性，在 crRNA识别靶标

序列的上下游进行 RPA 引物设计，引物均骑跨外

显子以避免基因组上的非特异性扩增。HBA 基因

上共挑选并合成 2条 crRNA，经RPA及Cas蛋白激

活实验验证后，最终确定的引物与 crRNA 序列信

息如表1所示，均由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成。

1.3　RNA的提取和定量

本研究选用商品试剂盒miRNeasy mini kit （德

国QIAGEN公司），按照试剂盒操作说明提取体液

样本 RNA。使用 QubitTM 4.0 荧光定量仪 （美国

Life Invitrogen公司）和QubitTM RNA HS Assay试剂

盒（美国Life Invitrogen公司）对提取的样本RNA

进行定量。

1.4　引物特异性和crRNA效率验证

对筛选出的引物参考RNA恒温快速扩增试剂

盒（基础型） -Ⅱ（广州艾迪基因科技有限责任公

司）说明书进行 RPA 反应。50 μl 反应体系包括：

29.4 μl A buffer，2.5 μl B buffer （包含反转录酶），

干粉管（包含重组酶、单链DNA结合蛋白和DNA

聚合酶），正、反向引物各1 μl（浓度为10 μmol/L），

1 ng 总 RNA，剩余由无核酸酶的水补齐。反应条

件为：42℃、30 min，在DF-101S集热式恒温加热

磁力搅拌仪（邦西仪器科技有限公司，上海）上进

行。对RPA产物使用3%琼脂糖凝胶电泳进行检测

以验证引物特异性。

使用验证好的引物进行 RPA 反应，对 RPA 产

物按照 LwaCas13a Raction 说明书（广州艾迪基因

科技有限责任公司）进行Cas蛋白反应。Cas蛋白

反应总体系 20 μl：1 μl RT-RPA 反应产物，0.2 μl 

LwaCas13a Nuclease （5 μmol/L），4 μl LwaCas13a 

Raction buffer（5×），0.2 μl T7 Transcription Enzyme 

Mix （1 000 U/50 μl）， 0.24 μl RNase Inhibitor     

Table 1　Primer sequence and crRNA sequence of HBA gene

Primer name

HBA-F

HBA-crRNA

HBA-R

Sequence (5'-3')

taatacgactcactatagggTGGTGCGGAGGCCCTGGAGAGGATG

gauuuagacuaccccaaaaacgaaggggacuaaaacUAGGUCUUGGUGGUGGGGAAGGACAGGA

TCGGCCACCTTCTTGCCGTGGCCCT

Lower case section is T7 in primer sequence. In crRNA sequence, lower case is the guide region , and the underlined part is the space sequence.
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（2 000 U/40 μl），2 μl NTP （25 nmol/L），2.5 μl 

crRNA （100 nmol/L）， 0.2 μl ssRNA Reporter   

（20 μmol/L），9.66 μl 无核酸酶水。反应条件为：

37℃、40 min，在 QuantstudioTM7 Flex System 上进

行检测，荧光检测 1 次/min。通过相对荧光单位

（relative fluorescence units，RFU） 值验证 crRNA

的效率。两部分实验均设置阴性对照（用无核酸酶

水代替模板）。

1.5　SHERLOCK-HBA的建立和优化

SHERLOCK 反 应 体 系 由 RPA 和 CRISPR/

Cas13a 两部分组成，主要从 RPA 实验阶段的反应

时间（5、10、15、20、25、30 min）和引物浓度

（2.5、5、10、20 μmol/L）、CRISPR/Cas13a实验阶

段的 RPA 产物用量（1、2.5、5 μl）和 Cas 蛋白用

量（0.2、0.5、1 μl）、Cas蛋白反应时间（20、25、

30、35、40 min）等方面进行优化。

1.6　检测方法的验证

1.6.1　体液特异性试验

使用建立的检测体系对 5 种体液共 79 份样本

（51份外周血、7份月经血、7份唾液、7份阴道分

泌液、7 份精液）提取 RNA 并进行检测。对 RFU

值（检测荧光－背景荧光）进行 t检验以验证本检

测体系体液特异性。

1.6.2　种属试验

其他物种血液样本 （鸡、鸭、牛、马、驴、

羊、猪、兔均购自于农贸市场）共8个，用棉签蘸

取晾干后提取RNA进行检测。

1.6.3　灵敏度试验

取 3份外周血RNA从 1 mg/L开始 10倍梯度稀

释，共设置5个梯度，稀释后取1 µl进行提取和检

测 ， 样 本 浓 度 分 别 为 1、 0.1、 0.01、 0.001、   

0.000 1 mg/L。然后用各取 1 μl稀释RNA作为模板

进行检测以评估SHERLOCK体系的灵敏度并与CE

法、金标抗人血红蛋白检测试纸条（FOB）法相对

比，同时以无核酸酶水为阴性对照。

1.7　实际应用能力验证

1.7.1　模拟混合斑样本的制备和检测

取 3份外周血样本分别与 3份精液、唾液、阴

道分泌液样本进行 1∶10、1∶50、1∶100混合斑

的制作，制作方法如下：取 200 µl 精液滴于棉签

上，待完全吸收后，分别将 20、4、2 µl血液滴于

其上进行混合；取200 µl唾液滴于棉签上，待完全

吸收后，分别将 20、4、2 µl血液滴于其上进行混

合；剪取 1 份采集了阴道分泌液的棉签，分别取

20、4、2 µl血液滴于其上与之混合，以上样本均

室温晾干后进行检测。

1.7.2　模拟陈旧降解样本的制备和检测

模拟降解样本包括 3份时间梯度样本及 3份经

紫外照射的样本。时间梯度样本制备方法为：取

50 µl 外周血滴于棉签上并晾干，室温放置 1 天、   

1个月、6个月、1年、2年、3年后进行检测；紫

外照射样本制备方法为：取 50 µl外周血滴于棉签

上并晾干，放置于紫外灯下照射 0、4、8、16、  

32 h后进行检测。

1.7.3　案件样本检测

收集日常办案中的体液类检材样本共 11 份

（包括 1份血卡、1份血迹擦拭物、3份烟头、1份

带血阴道口拭子、1份阴道拭子，2份刀刃上血迹，

1份阴茎擦拭物、1份受害者内裤），刀刃上血迹用

棉棒擦拭后提取检测，其他案件样本均剪取部分进

行提取和检测。

2　结 果

2.1　SHERLOCK-HBA实验体系的建立及优化

使用筛选的引物进行 RPA 反应，反应产物的

琼脂糖凝胶电泳结果如图 1a所示，扩增片段大小

与目标产物大小一致。经1.5所述反应条件的优化

后，最终将 RPA 反应时间设置为 10 min，RPA 引

物浓度设置为10 μmol/L，Cas蛋白反应时间设置为

20 min，分别对 3 份外周血及阴性对照进行检测，

结果显示，外周血样本RFU值最高接近3×106，而

与之相比，阴性对照的RFU值处于非常低的范围

区间，与检测样本形成明显对比（图1b）。

2.2　检测方法的验证

2.2.1　体液特异性试验

使用建立的方法检测5种体液共79份样本，经

t 检验，血液类样本（包括外周血和月经血样本）

的 RFU 值 （2 186 660±516 711） 与 阴 性 对 照    

（15 198±18 248） 的差异具有统计学意义 （P<

0.000 1），血液类样本 （包括外周血和月经血样

本）的RFU值（2 186 660±516 711）与非血液类样

本的 RFU 值（8 124±4 851）的差异具有统计学意

义 （P<0.000 1）， 而 非 血 液 类 样 本 的 RFU 值      

（8 124±4 851）与阴性对照（15 198±18 248）的差

异不具有统计学意义（P>0.05）（图2）。上述实验

结果表明，SHERLOCK-HBA检测体系能够将血液

与非血液类其他样本进行有效区分。
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2.2.2　种属特异性试验

本研究进行了常见动物血液样本的制备和检

测，收集鸡、鸭、牛、马、驴、羊、猪、兔血液样

本共8个，使用本体系进行检测，结果显示，人类

血液样本的RFU值（2 050 932±35 403）与阴性对

照 （4 835±6 745） 的差异具有统计学意义 （P<

0.000 1），而人类血液样本的 RFU 值（2 050 932±

35 403） 与动物血液样本的 RFU 值 （1 478±824）

的差异具有统计学意义（P<0.000 1），动物血液样

本的 RFU 值 （1 478±824） 与阴性对照 （4 835±

6745）的差异不具有统计学意义（P>0.05），证明

本检测体系具有较好的人血特异性（图3）。

2.2.3　灵敏度试验

本研究对 3 份外周血样本进行了样本量从 1~

0.000 1 ng RNA的梯度稀释检测同时并与FOB试纸

条 （根据 RNA 浓度换算出未提取样本的体积）、

CE法进行对比，使用本方法当样本量低至0.001 ng

时，所有样本都可被检出。t 检验分析结果显示：

在样本量为0.001 ng时，本检测体系检测到的RFU

值（298 364±110 606）与阴性对照（4 059±3 122）

的差异有统计学意义（P=0.003 0），而当样本量降

至 0.000 1 ng时，RFU值（18 220±12 685）与阴性
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对照 （4 059±3 122） 的差异无统计学意义 （P>

0.05），可见本反应体系对血液样本RNA的检出下

限 0.001 ng （图 4a）；而金标抗人血红蛋白检测试

纸条 FOB 则在 0.001 ng 时开始出现阴性（图 4b）；

CE法（仅展示 3个梯度的结果，总体峰高呈随浓

度降低而降低的趋势）在0.000 1 ng时，HBA位点

的 RFU 值可以检出但峰值较低 （RFU<500）（图

4c）。对比结果说明，SHERLOCK-HBA 检测体系

的灵敏度高于FOB试纸条，与CE法近似，具有良

好的灵敏度。

2.3　实际应用能力验证

2.3.1　模拟混合斑样本试验

本研究对外周血与精液、唾液、阴道分泌液按

1∶10、1∶50、1∶100混合而成的斑迹进行检测，

检测结果进行 t检验，发现所有混合样本的RFU值

与阴性对照的差异有统计学意义（P<0.05），且可

看到随着混合比例中血液成分的降低，RFU 值从

（1 159 912±219 696） 到 （576 746±262 847） 呈现

明显的逐渐下降趋势（图5）。

2.3.2　模拟降解样本试验

本研究分别进行了紫外灯照射样本、时间梯度

样本的制备和检测，每个条件各使用3份来自不同

个体的外周血样本。随紫外照射时间的延长，检测

样本中的荧光强度也逐渐降低，在 32 h 时的 RFU

值 （250 230±100 966） 与 阴 性 对 照 （negtive 

control，NTC）（-1 431±8 034）的差异具有统计学

意义（P<0.05）（图6a）；随着放置时间的延长，检

测样本的荧光强度逐渐下降，但在放置3年的血卡

样本中检测到的RFU值（34 012± 9 643）与阴性对

照（4 449±9 142）的差异依然具有统计学意义（P

<0.05）（图6b）。

2.3.3　案件样本试验

本研究进行了案件样本检测，收集案件样本共

11份（包括1份血卡、1份血迹擦拭物、3份烟头、

1份带血阴道口拭子、1份阴道拭子，2份刀刃上血

迹，1份阴茎擦拭物、1份受害者内裤），使用本体

系进行检测，结果如图 7所示，带有血迹样本（1

份血卡、1份血迹擦拭物、2份刀刃上血迹、1份带

血阴道口拭子）的RFU值（151 250±70 897）与阴

性对照 （3 367±3 498） 的差异具有统计学意义  

（P<0.05），而无血迹案件样本（3 份烟头、1 份阴

道拭子、1 份阴茎擦拭物、1 份受害者内裤） 的

RFU值（5 137±9 197）与阴性对照（3 367±3 498）

的差异不具有统计学意义（P>0.05），本次检测结

果与CE法结果（图S1）一致，证明本检测体系具

有较好的案件应用价值。
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3　讨 论

近年来，随着司法体制改革的深入推进，法庭

对证据的要求越来越高，犯罪现场体液斑来源鉴定

的重要性也日益增加，法医学工作者希望对犯罪现

场的体液斑痕能够及时做出检测，因此建立简便、

快速的体液斑来源检测方法具有重要意义［16］。

CRISPR/Cas 系统是目前发现存在于大多数细

菌与所有古菌中的一种免疫系统，研究发现，

CRISPR/Cas系统具有能够识别特定核苷酸序列的

能力并具有附属核酸切割活性，可以与许多不同的

信号读出方法相结合以进行核酸检测［17-18］。2016

年6月，布罗德研究所张峰团队首次描述了一种靶

向 RNA 的 CRISPR 相关酶 Cas13a，能够经编程后

切割细菌细胞中的特定 RNA 序列。不同于靶向

DNA的CRISPR相关酶（如Cas9和Cpf1），Cas13a

能够在切割它的靶RNA之后保持活性，并表现出

不加区别的切割活性，而且能够在一种被称作“附

带切割（collateral cleavage）”的过程当中继续切

割其他的非靶RNA，在RNA检测技术中显示出广

泛的潜在应用［19-23］。2017年，张峰团队将CRISPR/

Cas 应用于生物传感并开发出 SHERLOCK 检测平

台，将靶核酸通过 RPA，并引入 T7 启动子序列，

通过 T7 聚合酶转录成单链 RNA （single-stranded 

RNA， ssRNA），扩增的 ssRNA 与 Cas13a-crRNA

结合，激活Cas13a核酸酶活性，切割 ssRNA荧光

探针释放荧光信号，可将原始目标序列的浓度放大

至10 000倍，且整个过程在37℃条件下的1~3 h内

实现了amol浓度的RNA分子检测［14-15］。

利用 mRNA 分析技术鉴定生物检材中各种体

液斑迹的组织属性来源是近年来法医物证学的一个

重要进展，法医使用的 mRNA 检测技术主要包括

实时荧光定量PCR、PCR结合CE检测或二代测序

（next-generation sequencing，NGS）等，但这些技

术方法依赖专业的仪器设备，对技术人员的专业水

平要求较高，检测时间也相对较长，仅限于实验室

检测，很难应用于现场快检［24-26］。本研究鉴于

CRISPR/Cas13a 检测 RNA 的强大能力，尝试基于

SHERLOCK技术建立了快速检测血液特异性表达

HBA的方法，可检测低至0.001 ng总RNA的样本，

达到与CE法近似的灵敏度，高于传统的FOB试纸
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Fig. 7　Detection results of casework samples
(a) Comparison of RFU values between casework samples (n=11; a blood card, a cotton swabs with blood, three cigarette butts, a vaginal introitus 

swab with blood, a vaginal swab, two knife bloodstains, a penile swab and an underpant); (b) comparison of RFU values between blood samples (n=

5, a blood card, a cotton swabs with blood, two knife bloodstains and a vaginal introitus swab with blood ) and non-blood samples (n=6, three 

cigarette butts, a vaginal swab, a penile swab and an underpant).
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条法。为进一步明确该鉴别方法在实际法医案件中

的应用价值，本研究从陈旧样本、紫外照射的模拟

样本、混合样本以及实际办案过程中收集到的真实

案例样本的多方面进行了验证评估，均得到了理想

的检测结果。其中在放置了3年的样本，以及紫外

照射32 h的样本中均可以获得阳性结果，这可能是

因为检测的目标片段更短，因此与常用 CE 方法

比，更适用于降解检材［27］。SHERLOCK技术方法

全部检测过程仅需一台提供RPA实验温度的水浴

锅以及一台用于荧光信号收集的 PCR仪（可替换

为酶标仪等具有荧光检测功能的设备），无需毛细

管分析仪等大型专业设备，操作更为简单，在检测

时间上更短（仅需 30 min），节省了实验时间，非

常适合法医现场快检的应用要求。

考虑到HBA由 α1和 α2两种珠蛋白基因组成，

并在人类基因组中有4个拷贝（两种珠蛋白基因各

有2个拷贝）［28］，在前期试验设计时，针对α1和α2

在编码区的共同序列设计了可以同时扩增α1和α2

的引物，因此该体系可以应对缺失型α地贫4种类

型中的 3 种（α1 地贫、α2 地贫、中间型 α地贫），

可以应对非缺失型 α 地贫 3 种类型中的 2 种

（αConstantSpring（αcs）、αQuongSze）。

实际上，在使用RT-PCR结合毛细管电泳分析

仪进行体液方法鉴定时，对于未知样本的判别并非

仅靠一种mRNA 的表达与否进行判断，而是结合

管家基因以及其他特异性基因的表达情况进行综合

判断［27］，而目前本方法仅检测 HBA 的表达情况，

因此在法医实践中如何正确使用检测结果将需要更

多的研究数据进行支撑，同时仍需进一步研究月经

血、唾液、精液、阴道分泌液等其他常见体液类型

样本的方法适用性，并探索优化荧光信号收集与检

测方法，以进一步契合法医现场快速检测的需求。

4　结 论

本检测方法的建立首次将CRISPR/Cas技术原

理引入法医体液鉴定领域，是分子生物学前沿技术

应用于法医检测的又一成功尝试。该方法在方法特

异性、灵敏度、混合斑迹中微量血液的检出、陈旧

降解类样本中血液的检出以及实际案件样本的应用

上均体现了较高的适用性。SHERLOCK-HBA检测

体系操作更为简单、快速，且降低了对 PCR 仪、

毛细管分析仪等大型设备的需求，为快速识别血液

类样本提供了新的思路和方法，在法医实际案件中

具有很好的应用前景。

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

//www.cnki.net）：

PIBB_20230494_Figure_S1.pdf
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Abstract　Objective  Rapid and accurate identification of body fluid traces at crime scenes is crucial for case 

investigation. Leveraging the speed and sensitivity of nucleic acid detection technology based on SHERLOCK, 

our research focuses on developing a peripheral blood SHERLOCK-HBA detection system to detect mRNA in 

forensic practice. Methods  Short crRNA fragments targeting the blood-specific mRNA gene HBA were 

designed and screened, alongside RPA primers. Optimal RPA primers were selected based on specificity and 

amplification efficiency, leading to the establishment of the RPA system. The most efficient crRNA was chosen 

based on relative fluorescence units (RFU) generated by the Cas protein reaction, and the Cas protein reaction 

system was constructed to establish the SHERLOCK-HBA detection method. The RPA and Cas protein reaction 
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systems in the SHERLOCK detection system were then individually optimized. A total of 79 samples of five body 

fluids were tested to evaluate the method’s ability to identify blood, with further verification through species-

specific tests, sensitivity tests, mixed spots detection, aged samples, UV-irradiated samples, and actual casework 

samples. Results  The SHERLOCK reaction system for the peripheral blood-specific marker HBA was 

successfully established and optimized, enabling detection within 30 min. The method demonstrated a detection 

limit of 0.001 ng total RNA, better than FOB strip method and comparable to RT-PCR capillary electrophoresis. 

The system could detect target body fluids in mixed samples and identify blood in samples stored at room 

temperature for three years and exposed to UV radiation for 32 h. Detection of 11 casework samples showed 

performance comparable to RT-PCR capillary electrophoresis. Conclusion  This study presents a CRISPR/Cas-

based SHERLOCK-HBA detection system capable of accurately, sensitively, and rapidly identifying blood 

samples. Introducing CRISPR/Cas technology to forensic body fluid identification represents a significant 

advancement in applying cutting-edge molecular biology techniques to forensic science.The method’s simplicity, 

shorter detection time, and independence from specialized equipment make it promising for rapid blood sample 

identification in forensic cases.
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