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摘要 目的　为了提高微量样本中miRNA的检测通量和检测效率，本文建立了一种能够同时准确定量两种miRNA的双重

实时荧光定量PCR（real time fluorogenic quantitative PCR）检测体系，并通过实际样本检测验证其应用于体液鉴别的效果。 

方法　设计适用于miRNA双重检验的相关引物及探针并优化实验体系组分，建立基于TaqMan技术的miRNA双重实时荧光

定量PCR检测体系并验证其特异性、灵敏度和可重复性；使用此检测体系对58份不同体液样本中的miR-451a与miR-21-5p

进行检测，并借助miR-451a与miR-21-5p的比值鉴定法评估该体系的体液鉴别能力；使用该检测体系样本数据确定的最佳

截断值对模拟案件样本进行鉴别。结果　优化的检测体系能够实现对血液与非血液、月经血与外周血的100%区分，同时可

以实现对模拟案件样本的准确鉴别。结论　该双重实时荧光定量PCR检测体系将时间和材料成本均缩短至原来的一半，为

后续建立更多重的实时荧光定量PCR检测体系并应用于体液鉴别打下了基础。
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MicroRNA （miRNA） 是一类内源性非编码

RNA，具有高度稳定性及组织特异性等优点［1］。

自2009年Hanson及其团队首次揭示了miRNA应用

于法医体液鉴别的潜力以来，越来越多的体液特异

性miRNA被筛选和验证［2-5］。体液鉴别是法医学中

的一个重要课题，它可以为犯罪现场重建、嫌疑人

排除、受害者辨认等提供重要的线索和证据。目前

法医学借助特异性miRNA对未知样本进行体液鉴

别主要依靠的是实时荧光定量 PCR （red time 

fluorogenic quantitative PCR）检测技术。该方法可

以高效灵敏地定量检测低丰度表达的miRNA分子，

也被称为法医学定量检测miRNA的金标准［6-7］。但

目前使用该技术的相关研究大多采用单独逆转单重

扩增的检测方式，当实验中需要对多个miRNA标

记进行同时检测时，就不可避免地需要进行多个单

重检测反应［8-11］。同时犯罪现场中提取到的检材往

往是微量的，此时往往需要对其等分或者进行稀

释，而这两种策略都是以降低灵敏度为代价。此

外，并行多个单重分析会成倍地增加工作量、各项

成本以及错误风险，不利于将相应的研究成果真正

意义的应用到法医实践中。基于以上原因，建立起

miRNA多重实时荧光定量PCR检测体系可以使其

在兼顾准确的同时更高效地对miRNA进行检测。

血液（血痕）是犯罪现场中最为常见的检材，

在一些性侵案中确定血痕是暴力损伤性出血还是女

性正常的生理性出血造成的对于确定案件性质以及

犯罪现场重建都有着十分重要的意义［12］。本实验

室前期基于miR-451a/miR-21-5p的表达量关系鉴别

月 经 血 （menstrual blood， MB） 与 外 周 血

（peripheral blood，PB）的方法以及单重实时荧光

定量 PCR 检测技术，成功实现了对 PB 和 MB 的

100% 鉴别［10-11］，但该检测方法需要分别对两种

miRNA进行定量检测。本文在此基础上，进一步

建立了可同时定量miR-451a和miR-21-5p的双重检

测体系，并对其鉴别能力和实际应用能力进行了验
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证。结果表明，该检测体系具有良好的特异性、重

复性和准确度，同样可以100%区分PB和MB，同

时还大大节省了实验时间和样本消耗，为建立更多

重miRNA的实时荧光定量PCR检测体系提供了思

路和参考。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　样本采集

依据知情同意原则，本实验共采集国内北方地

区 25~35 岁志愿者样本 64 份，其中 PB 样本和 MB

样本各 23 份，唾液 （saliva，SA） 样本、精液

（semen， SE） 样 本 和 阴 道 分 泌 物 （vaginal 

secretion，VA）样本各6份。58份用作构建鉴别方

法，剩余6份（3PB，3MB）被制作成模拟案件样

本验证58份样本数据所得到的鉴别方法的准确性。

样本采集已通过公安部物证鉴定中心伦理委员会审

查批准。样本的采集均符合研究要求和操作规范，

制备处理后置于-80℃冰箱中备用［11］。

1.1.2　制备标准品及引物探针

从 miRBase 数据库中查询并下载 miR-451a 与

miR-21-5p的序列信息，结合引物探针设计原则和

miRNA 的自身特殊属性［13-17］，使用在线软件

OligoAnalyzer™ Tool和软件Primer Express 3.0自行

设计适用于双重检测的茎环逆转录引物、实时荧光

定量PCR引物（通用正向引物、特异性反向引物）

以及 TaqMan-MGB 探针（表 1）。以上材料委托生

工生物工程 （上海） 股份有限公司合成。miR-

451a、 miR-21-5p、 miR-891a-5p、 miR-144-5p、

miR-203a-3p和miR-320a-3p标准品由本实验室前期

委托宝日医生物技术（北京）有限公司合成并于

-80℃冰箱中储存［18-19］。

1.2　方法

1.2.1　RNA提取与定量

选用 miRNeasy mini 试剂盒 （Qiagen，德国）

提 取 样 本 的 总 RNA［20］， 震 荡 离 心 后 通 过

NanoDrop 2000c 分光光度计 （Thermo Fisher，美

国）测定其浓度并通过纯度（A260/A280）判断提取

的RNA质量。

1.2.2　逆转录

选 用 TaqMan ™ MicroRNA 逆 转 录 试 剂 盒

（Thermo Fisher，美国）进行复合逆转录实验合成

cDNA。15 µl 反应体系包括：10×逆转录缓冲液  

1.5 µl、MultiscribeTM逆转录酶 （50 U/µl） 1.00 µl、

RNase 抑 制 剂 （20 U/µl） 0.19 µl、 dNTP mix    

（100 mmol/L） 0.15 µl、miR-451a-RT 与 miR-21-5p-

RT（1 µmol/L）各0.75 µl、无核酸酶水5.66 µl、样

本 5 µl （总RNA含量为 10 ng）。程序运行条件为：

16℃、30 min，42℃、30 min，85℃、5 min。运行

完成后置于 4℃保存。将样本替换为无核酸酶水，

设置无模板阴性对照（no template control，NTC）。

1.2.3　双重qPCR反应体系的建立和优化

对miR-451a和miR-21-5p的混合标准品（各含

5 ng） 进行逆转录实验，接着使用 QuantStudioTM      

7 Flex Real-Time PCR 仪运行该实时荧光定量 PCR

反应，反应体系包括：TaqManTM Universal Master 

Mix II （no UNG） 5 µl、miR-451a 正反向引物各

0.4 µl （终浓度均为 400 nmol/L）、miR-21-5p 正反

向引物各 0.4 µl （终浓度均为 400 nmol/L）、miR-

451a-P 与 miR-21-5p-P 各 0.3 µl （终 浓 度 均 为      

Table 1　Sequences of miR-451a and miR-21-5p themselves and their primers/probes

miRNA

has-miR-451a

has-miR-21-5p

Information type

RNA sequence

Reverse transcription primer (miR-451a-RT)

Forward primer (F)

Reverse primer (miR-451a-R)

Fluorescent probe (miR-451a-P)

RNA sequence

Reverse transcription primer (miR-21-5p-RT)

Forward primer (F)

Reverse primer (miR-21-5p-R)

Fluorescent probe (miR-21-5p-P)

Sequences

AAACCGUUACCAUUACUGAGUU

GTCGTATCCAGAGACTTAGGACCGA

CCGTGTCTCTGGATACGACAACTCAG

AGACTTAGGACCGACCGTG

ACCTCCGAAACCGTTACCAT

6-FAM-TGGATACGACAACTCAGT-MGB

UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA

GTCGTATCCAGAGACTTAGGACCGA

CCGTGTCTCTGGATACGACTCAACAT

AGACTTAGGACCGACCGTG

TCCGCCGTAGCTTATCAGACT

VIC-GATACGACTCAACATC-MGB
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300 nmol/L）、 cDNA 模板 0.67 µl、无核酸酶水  

2.13 µl。 扩 增 反 应 程 序 为 ： 50℃ 2min， 95℃       

10 min；95℃ 15 s，57℃ 1 min，72℃ 30 s，循环

40次。

在保证以上双重实时荧光定量 PCR 反应体系

中其他条件不变的情况下重点优化引物终浓度

（100、200、300、400、500 nmol/L） 和探针终浓

度（100、200、300、400 nmol/L），并设置阴性对

照组（将 cDNA替换为NTC组产物）。以上所有检

测均重复3次，尽可能减少操作误差。

1.2.4　构建标准曲线

使用miR-451a和miR-21-5p的混合标准品（各

含 5 ng）先进行 8个梯度的 5倍连续稀释，再继续

后续的双重实时荧光定量 PCR扩增实验，最终根

据中间 6个梯度的实验数据制作miRNA定量循环

（quantification cycle，Cq）均值和起始拷贝数对数

值（lg（copies/μl））间的标准曲线（所有梯度均重

复 3次实验），其中各梯度下标准品起始拷贝数根

据公式Copies/μl=NA×C/MW计算得到。NA是阿伏伽

德罗常数，计算时取6.02×10²³；C为标准品稀释后

的浓度（g/µl）；MW为分子质量（g/mol）。

1.2.5　验证扩增效率

对逆转录产物使用无核酸酶水进行连续5倍梯

度稀释进行后续双重扩增实验并制作qPCR扩增效

率曲线（所有梯度均重复 3次实验），并根据公式 

E= （101/k-1） ×100%计算各自的扩增效率。E代表

效率（efficiency），k是斜率。

1.2.6　特异性分析

分别以miR-891a-5p、miR-144-5p、miR-203a-3p、

miR-320a-3p 标 记 的 标 准 品 作 为 反 应 模 板 ，      

miR-451a和miR-21-5p标准品作为阳性对照，无核

酸酶水作为阴性对照进行双重实时荧光定量 PCR

检测，检验其特异性。

1.2.7　重复性分析

选取用于建立标准曲线的6个梯度浓度混合标

准品为阳性模板，以无核酸酶水为阴性对照模板，

进行同一批次和不同批次的双重实时荧光定量

PCR扩增（均重复 3次实验），计算批内和批间变

异系数。

1.2.8　样本数据处理

对40份血液样本和18份非血液样本进行miR-

451a和miR-21-5p的双重实时荧光定量 PCR检测，

实验数据通过QuantStudio Real-Time PCR系统配套

软件收集。使用非参数检验（Mann-Whitney U 检

验）进行外周血与月经血、血与非血的差异性的分

析，P<0.05 说明两者差异具有统计学意义。同时

通 过 受 试 者 工 作 特 征 （receiver operating 

characteristic， ROC） 曲线的曲线下面积 （area 

under the receiver operating characteristic curve，

AUC）评估该检测体系的体液鉴别能力以及确定

最佳截断值。

1.2.9　灵敏度检测

取 15 份样本 （PB、MB、SA、SE、VA 各 3

份），对其从 10 ng 开始进行 10 倍梯度稀释 （10、

1、0.1、0.01、0.001 ng）来进行后续灵敏度检测。

目的是确定在 miR-451a/miR-21-5p 拷贝数之比

（451/21Ratio） 结果符合判别标准的前提下双重

qPCR检测体系在每种体液中的检测极限。

1.2.10　准确性验证

随机选择 20 份血样（PB 和 MB 各 10 份），分

别使用单重和双重检测体系进行 miR-451a 和   

miR-21-5p的检测，并对451/21Ratio进行比较。

1.2.11　模拟案件样本检测

为进一步验证双重实时荧光定量 PCR 检测体

系的实际应用能力，分别制备PB与MB模拟案件

样本各3份（吸取50 μl PB制成血卡，剪取2 cm2的

带血卫生棉），并将其放置在室外自然条件下 1、

4、8 d 后提取 RNA，然后按照优化好的双重体系

进行检测。

2　结 果

2.1　双重qPCR反应体系优化

通过对双重实时荧光定量 PCR 反应体系中的

引物探针浓度的重点优化，最终确定了适用于检测

miR-451a和miR-21-5p的双重实时荧光定量PCR反

应体系（表2）。

Table 2　 Components of duplex real time fluorogenic 
quantitative PCR assay system

System component

TaqManTM Universal Master Mix II (no UNG)

F (10 μmol/L)

miR-451a-R (10 μmol/L)

miR-21-5p-R (10 μmol/L)

miR-451a-P (10 μmol/L)

miR-21-5p -P (10 μmol/L)

cDNA template

Nuclease-free water

Volume/μl

5.00

0.60

0.30

0.30

0.20

0.20

0.67

2.73
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扩增反应程序为：50℃ 2 min，95℃ 10 min；

40次热循环（95℃ 15 s，57℃ 1 min，72℃ 30 s）。

同时，在该反应条件下阴性对照组没有出现扩增

曲线。

2.2　建立标准曲线

miR-451a与miR-21-5p的标准曲线计算公式分

别为 y=-4.869x+63.73 和 y=-4.719x+61.14，R2 均超

过0.99（图1a，b）。两条标准曲线均具有良好且较

大的线性动态范围。

2.3　验证扩增效率

对稀释好的标准品产物进行优化好的双重

qPCR 反应并制作 miR-451a 与 miR-21-5p 的扩增效

率曲线 （图 2a，b）。两曲线的扩增效率分别为

71.77%和74.81%，且R2均达到了0.998。

2.4　特异性分析

使用优化好的双重实时荧光定量 PCR 检测体

系 对 miR-451a、 miR-21-5p、 miR-891a-5p、 miR-

144-5p、miR-203a-3p、miR-320a-3p 标记的标准品

进行特异性检测，结果显示只有miR-451a和miR-

21-5p两标记出现扩增曲线，其余标记和阴性对照

没有出现扩增，说明该双重检测体系具有良好的特

异性（图3）。

2.5　重复性验证

使用已经优化的双重实时荧光定量 PCR 方法

对选取的各浓度梯度混合标准品进行批内和批间重

复实验。结果显示两组实验变异系数均在 8％以

下，说明实验结果可重复性高［21-22］，所建立的双重

实 时 荧 光 定 量 PCR 方 法 具 有 良 好 的 重 复

性（表3）。

2.6　样本鉴别能力分析

将451/21 Ratio定义为成miR-451a和miR-21-5p

的拷贝数之比，其中miR-451a和miR-21-5p的含量

可分别通过其标准曲线得到［10］，451/21 Ratio计算

公式如下所示：

451/21 Ratio = miR-451a Copies
miR-21-5p Copies = 1063.73 - (miR-451a Cq Mean)

4.869

1061.14 - (miR-21-5p Cq Mean)
4.719

Fig. 1　Standard curve of duplex real time fluorogenic quantitative PCR assay
(a) miR-451a; (b) miR-21-5p.

Fig. 2　Amplification efficiency diagram of duplex real time fluorogenic quantitative PCR assay
(a) miR-451a; (b) miR-21-5p.
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对提取的58份样本进行miR-451a与miR-21-5p  

的双重扩增并对得到的数据进行比值计算以评估其

应用效果。其中40份血液样本与18份非血液样本

的 451/21 Ratio比较结果显示血液样本的比值显著

大于非血液样本，且两者具有显著性差异 （P<

0.000 1）（图 4a）。20份月经血样本与 20份外周血

样本的 451/21 Ratio比较结果显示外周血样本比值

整体大于月经血样本的比值，两者同样具有显著性

差异（P<0.000 1）（图4b）。

对实验数据进行ROC分析，血与非血、月经

血与外周血的 ROC 曲线的 AUC 均为 1。这表明基

于miRNA双重实时荧光定量PCR检测体系得到的

数据在采用该鉴别方法后对血与非血、月经血与外

周血同样有 100%的鉴别效果（图 5a，b）。同时，

血与非血、月经血与外周血的最佳截断值分别为

2.989和 16.240，即该双重实时荧光定量PCR检测

体系的体液判别标准如下所示：当0<451/21 Ratio<

2.989时，判别为非血液样本，2.989<451/21 Ratio<

16.24 时，判别为月经血，当 16.24<451/21 Ratio

时，判别为外周血。

Fig. 3　Specificity test results of duplex real time fluorogenic quantitative PCR assay
1: miR-21-5p; 2: miR-451a; 3-6: miR-891a-5p, miR-144-5p, miR-203a-3p, miR-320a-3p; 7: nuclease-free water.

Table 3　Repeatability test results

miRNA

miR-451a

miR-21-5p

Dilution multiple

25

125

625

3 125

15 625

78 125

25

125

625

3 125

15 625

78 125

Intra-batch variability

Mean

12.26

16.33

18.46

22.64

26.31

29.15

11.19

15.13

17.3

21.3

24.94

27.87

SD

0.04

0.07

0.07

0.06

0.07

0.07

0.08

0.03

0.03

0.02

0.04

0.05

CV/%

0.30

0.43

0.37

0.28

0.27

0.23

0.68

0.17

0.15

0.08

0.16

0.18

Inter-batch variability

Mean

12.19

15.54

19.4

24.14

28.66

32.2

11.3

14.55

18.27

22.71

27.07

30.59

SD

0.20

0.73

0.68

1.71

1.75

2.52

0.09

0.61

0.69

1.5

1.51

2.19

CV/%

1.61

4.69

3.49

7.10

6.12

7.82

0.84

4.17

3.78

6.59

5.58

7.16
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2.7　灵敏度检测

由于该实验为同时检测两个标记，所以检材不

仅需要满足该样本类型下灵敏度偏低的单个标记所

需的总RNA用量，同时451/21 Ratio结果还需要符

合该双重实时荧光定量 PCR检测体系的判别标准

（表 4），即外周血和月经血至少需要 0.1 ng 总

RNA，唾液、精液和阴道分泌液至少需要 1 ng 总

RNA。

2.8　准确性验证

对经过双重和单重检测的 20 个血液样本的

451/21 Ratio结果进行配对 t检验，两组数据差异无

统计学意义（P>0.05）（表 5），说明该双重实时荧

光定量 PCR检测体系所得结果与单重检测的结果

准确性一致。

2.9　模拟案件样本检测

对模拟放置在室外自然条件下 1、4、8 d的血

液样本进行双重实时荧光定量 PCR 检测（表 6）。

结果显示3个时间梯度下的模拟样本均能够根据该

体系的判别标准进行体液的准确判别，表明该双重

检测体系具有应用于法医实践的潜力。

Table 4　 The sensitivity of miR-451a， miR-21-5p and 
451/21 Ratio in 5 body fluid

Sample type

PB

MB

SA

SE

VA

Minimum amount of sample/ng

miR-451a

0.01

0.01

1

1

1

miR-21-5p

0.01

0.01

1

0.1

1

451/21 Ratio

0.1

0.1

1

1

1

Fig. 5　ROC analysis results
(a) Blood and non-blood samples; (b) peripheral blood and menstrual blood samples.

Fig. 4　Sample detection results
(a) Blood and non-blood samples; (b) peripheral blood and menstrual blood samples. ****P<0.000 1.
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3　讨 论

近年来伴随分子生物学的快速发展，实时荧光

定量 PCR已经逐渐成为核酸定量检测中至关重要

的技术。传统意义上的多重实时荧光定量 PCR技

术是在同一反应体系内使用多组特异性引物和探

针，并利用多荧光通道的实时荧光定量 PCR仪同

时检测两个或两个以上分子标记。多重实时荧光定

量PCR技术的出现和应用显著的降低了实验成本，

并大大提高检测效率。相较于单重实时荧光定量

PCR扩增，多重实时荧光定量 PCR技术面临的最

大挑战是避免多组引物之间形成二聚体或探针错

配，从而导致非特异性扩增、扩增效率降低、检测

灵敏度和特异性下降。为解决此问题，一方面需优

化各引物序列以减少二聚体的形成，另一方面需优

化反应体系中各组分的用量及反应条件，以尽可能

提高扩增效率并保持一致性。

尽管在长链RNA或DNA分子上多重实时荧光

定量 PCR 技术已经有了较多应用［23-25］，但是目前

国内外有关miRNA的多重实时荧光定量PCR检测

方法却较为稀少［26］。犯罪现场所遗留的体液斑迹

往往是微量的，借助实时荧光定量 PCR技术进行

体液鉴别往往需要对检材中多个特异性miRNA标

记以及内参基因进行检测分析。多重实时荧光定量

PCR 技术能够有效解决传统单重实时荧光定量

PCR同时定量多种miRNA时检材不足和消耗成倍

试剂的问题，实现等量检材和试剂对多个标记进行

检测，在法医学方向的应用前景十分广阔。本实验

室前期利用 SYBR Green 染料法和单重 TaqMan 探

针法开创性的建立了一种基于两种miRNAs表达量

比值的月经血与外周血鉴别方法［10-11］。为进一步

探索miRNA多重实时荧光定量PCR扩增的适用性

以及优化该实验方法，本文在之前的基础上建立了

一种miRNA双重实时荧光定量PCR检测体系。本

研究首先根据miR-451a和miR-21-5p的序列特点及

相关设计原则自主设计了更适合于双重实时荧光定

量 PCR的引物以及探针。随后重点对引物和探针

浓度进行了优化，优化首先要保证阴性对照无扩

增，同时在该条件下荧光曲线拥有良好的扩增效果

以及较低的Cq值。在出现荧光强度和Cq值接近的

条件时，优先考虑低浓度条件，这样一方面是节省

耗材，一方面也能将双重扩增中引物探针间可能存

在的竞争抑制和相互干扰降到最低。优化完成的双

重检测体系具有较强的特异性和可重复性，检测得

到的样本数据与单重检测体系之间没有显著性差

异。从鉴别能力来看，该双重检测体系依旧能够实

现对血液与非血液、月经血与外周血样本的 100%

正确区分，且双重检测体系用于区分外周血与月经

血的最佳截断值16.24与单重检测体系的16.57基本

一致［11］，同时其灵敏度相较于前期的单重体系也

提高了一倍［10］。除此之外，本文还模拟了在室外

自然条件下不同放置时间的血液检材，结果显示

18个样本均能够精确鉴别，进一步验证了该检测

体系的鉴别能力和应用潜力。

4　结 论

本文成功建立了 miRNA 双重实时荧光定量

PCR 检测体系。使用该体系对样本进行检测时，

Table 5　451/21 Ratio detection results in different systems

Sample type

PB

MB

Single detection

25.64

25.66

23.21

27.77

23.88

22.74

24.97

21.34

23.29

22.79

11.79

7.32

5.12

8.21

2.4

6.25

3.36

3.45

5.07

9.42

Duplex detection

26.78

26.36

22.99

26.07

22.76

23.28

24.84

21.59

23.43

21.71

7.58

8.15

6.56

8.25

3.47

8.87

4.26

4.33

5.68

10.64

Table 6　451/21 Ratio detection results of simulated sam⁃
ples under different placement times

Sample type

PB

MB

Placement time

1 d

29.37

26.91

26.36

4.41

11.99

8.05

4 d

28.45

28.29

27.93

4.53

9.12

10.40

8 d

25.33

27.36

24.04

3.31

13.96

11.63
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相同样本所需的实验时间以及实验耗材缩减至原来

的一半，这使得样本的检测既快速又节省，实现了

实验效率与经济性的双重提升，为法医体液鉴别提

供了一种更高效、可靠的工具，也为后续建立更多

重的qPCR检测体系并应用于法医体液分析打下了

基础。
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Graphical abstract

Abstract　 Objective  Body fluid stains left at crime scenes are frequently trace amounts, while the 

identification of body fluids through real time fluorogenic quantitative technique often necessitates the repeated 

detection within the limited sample, as multiple miRNA markers are the basis for the identification. Based on the 
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goal of both the throughput and efficiency improvement of miRNA analysis in trace samples, a duplex real time 

fluorogenic quantitative PCR assay system was designed to accurately quantify two miRNAs simultaneously, and 

the system should be further verified by actual sample for the body fluid identification. Methods  The duplex 

real time fluorogenic quantitative PCR system of miR-451a to miR-21-5p was established with specially designed 

primers and probes, and the concentrations of the primers and probes were both optimized. The specificity, 

sensitivity and reproducibility of the system were validated, while its capability for body fluid identification was 

assessed using the miR-451a to miR-21-5p ratio. Results  The optimized assay system exhibited excellent 

specificity and repeatability, with coefficients of variation consistently below 8% for both intra- and inter-batch 

variability. The amplification efficiency of miR-451a and miR-21-5p reached 71.77% and 74.81%, respectively, 

with high and relatively consistent results. By utilizing this duplex real time fluorogenic quantitative PCR assay 

system, a total of 58 body fluid samples were analyzed, exhibiting a discrimination rate of 100% between blood 

and non-blood samples, as well as between peripheral blood and menstrual blood samples. Moreover, the results, 

obtained from single real time fluorogenic quantitative PCR assay system and duplex real time fluorogenic 

quantitative PCR assay system, showed no statistically significant difference with randomly selected blood 

samples (n=20). Compared to previous single real time fluorogenic quantitative PCR assay system, the sensitivity 

of duplex real time fluorogenic quantitative PCR assay system exhibited remarkable improvement. A minimum 

input of only 0.1 ng total RNA was sufficient for accurate detection of peripheral blood and menstrual blood 

samples, while saliva, semen, and vaginal secretion required only 1 ng total RNA for precise identification 

purposes. Additionally, the duplex real time fluorogenic quantitative PCR assay system successfully differentiated 

between different types of body fluids in simulated samples under natural outdoor conditions. Conclusion  The 

duplex real time fluorogenic quantitative PCR assay system effectively reduced both the time and material costs 

by half compared to the single system, especially suitable for the examination of body fluid stains left at crime 

scenes, solving the contradiction between the trace amount and the multiple sample volumes demand of repeated 

real time fluorogenic quantitative PCR. The duplex real time fluorogenic quantitative PCR assay successfully 

distinguished blood and other body fluid, as well as peripheral blood and menstrual blood samples, which 

maintains an equivalent capability for body fluid identification with half sample, time and reagent consumption. 

This system provides an efficient tool for identifying suspicious body fluids, as well as a foundation for more 

multiplexed real time fluorogenic quantitative PCR assay system research.

Key words　 forensic genetics, body fluid identification, duplex real time fluorogenic quantitative PCR, 

microRNA
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