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法医学损伤时间推断技术研究进展
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【摘 要】损伤时间推断是法医实践工作的重要任务之一，其在确定暴力实施时间、判断损伤形成顺序、划分责任主体、分析案

件性质等方面具有重要作用，但传统的方法受限于外界环境影响，难以精确推断损伤时间，因此损伤时间推断仍是法医学研究

的热点和难点。近年来，法医科学研究者从组织形态学、非编码RNA、蛋白质、生物活性因子、代谢产物以及影像学和光谱学

等方面对活体软组织的损伤时间推断进行了大量研究与探索。本文总结了这些方面的近期研究成果，对其在法医实践中的应

用前景进行探讨，并从多组学联合分析的角度，就如何实现损伤时间的精准推断进行了展望。
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Research advances in wound age estimation techniques for 
forensic examination
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【Abstract】Wound age estimation is an important task in the practice of forensic medicine and plays an important role in determining 
the time of violence，judging the order of injury formation，dividing the subjects of responsibility，and analyzing the nature of the case； 
however，it is difficult to achieve accurate wound age estimation using the traditional method，and therefore，wound age estimation 
remains a hotspot and a difficulty in forensic medicine. In recent years， forensic scientists have conducted a large number of studies 
and explorations on wound age estimation of living soft tissue from the aspects of histomorphology，non-coding RNA，proteins，bioactive 
factors，metabolites，imaging，and spectroscopy. This article summarizes the recent research findings of these aspects，discusses their 
application prospects in forensic investigations，and looks forward to the future of accurate wound age estimation from the perspective of 
multi-omics analysis.
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损伤时间推断（wound age estimation）一直是法医学实践

中的重点和难点内容，损伤时间的推断在法医学日常工作中

应用甚广。准确推断损伤时间对划定侦察范围、确定犯罪嫌

疑人有着非常重要的意义，因此损伤时间的准确推断是法医

命案现场中首要解决的任务之一。由于机体受外界环境影

响因素较大，为准确推断损伤时间带来一定的困难。因此寻

找新的灵敏性高、特异性强、稳定性好的检测指标是当前损

伤时间推断急需解决的问题之一。本文就近年来关于法医

学损伤时间推断技术的研究成果总结如下。

1　基于组织形态学进行损伤时间推断

组织形态学分析技术具有直观性、客观性以及良好的定

位定性能力[1]，是目前应用最广泛的损伤时间推断技术之

一。机体损伤修复是一个持续的炎性组织愈合过程[2]，组织

形态学分析技术通过观察不同时间段中表现出的特征性细

胞反应，以此进行损伤时间的推断。

组织形态学一般通过大体表征以及病理变化进行探索

研究。上世纪末，Langlois NEI[3]对挫伤时间推断的方法进行

了回顾总结，包括视觉观察法、比色法、分光光度法和组织病

理学等，但视觉观察法会受到人主观性眼生理的限制，且结

果不具备唯一性，实践价值有限；比色法、分光光度法可以提
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供部分客观的依据，但无法避免复杂变量因素对颜色变化的

影响；相比之下，组织病理学能提供较多客观且有效的信息，

是近年来利用组织形态学进行损伤时间推断的研究重点。

传统组织学染色技术（苏木精-伊红和普鲁士蓝染色）

主要通过观察中性粒细胞，淋巴细胞以及单核细胞所占总细

胞的比率来显示损伤 6 h后的细胞反应，中性粒细胞和巨噬

细胞比率分别大于 75%、50%时，分别提示损伤时间为 12 h、
1 d[4-5]。Liu QQ等[6]发现在 2～6 h内损伤骨骼肌创面中性粒

细胞迁移距离呈逐渐增加的趋势，这与炎症反应的进程一

致。传统染色技术可直接观测炎症细胞的浸润情况，但大多

情况下其仅能呈现 6 h后的阳性表现且结果精确性较低，仅

能起到辅助作用。免疫组织化学（immunohistochemistry，
IHC）和免疫荧光（immunofluorescence，IF）染色可观察到早

期细胞反应并明确单个细胞的活化阶段，其染色系统可研究

多种类型细胞及多重标记物的时程性变化。李炳譞等[7]应
用 IF 标记星形胶质细胞，观测到星形胶质细胞内胶质纤维

酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP）呈动态表达，

树突数目、长度、复杂程度等指标呈时间相关性变化，说明星

形胶质细胞是推断脑挫伤时间的潜在指标。Riezzo I等[8]联
合分析了 80 例钝性外伤致脾破裂案例，应用 IHC 标记周围

组织纤维蛋白原、CD61 及 CD68，观测其在损伤后的 1 个月

内的表达变化，基于此将损伤时间划分为 4个时间阶段（1~
3 d、4~10 d、11~16 d、17~30 d）进行判定。此外，杜秋香等[9]

应用HE和免疫荧光多重染色方法观察了挫伤骨骼肌M1及

M2型巨噬细胞数量和比值的变化，发现其比值可作为损伤

时段推测的依据。染色标志物的不断增加，丰富了病理推断

依据，对相应损伤时间段的描述愈加精准与全面，其推测结

果亦更加可靠。

组织病理学染色技术还有针对特定组织的特殊染色，如

外伤性脾破裂，应用 Mallory 染色技术，发现其染色较 HE 染

色可更清晰地观察到紫色条索状纤维素样物（新鲜出血区）

与蓝染胶原纤维（陈旧出血区）[10]。随着科技的发展，全自动

染色机以及病理组织切片识别量化技术也逐渐应用于法医

实践，这将大大提高染色和识别效率。虽然组织形态学的时

间推断指标不断被发现，但目前尚未形成准确可靠的推断方

案，所以在该方面深入研究的同时，仍需开发其他损伤时间

推断技术。

2　基于蛋白质及生物活性因子进行损伤时间推断

蛋白质作为转录、翻译、修饰后的终产物，可直接调控损

伤发生的生理病理进程，其结果可直观的反应生理生化阶

段，为损伤时间推断提供分析靶点。Wang LL等[11]定量检测

了小鼠皮肤切创处的炎性细胞浸润、肌成纤维细胞转化以及

系列细胞因子变化情况，中性粒细胞在12 h达到高峰后逐渐

下降，巨噬细胞在 3 d迅速上升并于 5 d达到高峰，纤维细胞

向肌成纤维细胞转化在 10 d时转化率最高。单核细胞趋化

蛋白-1 和巨噬细胞趋化因子-12 于 12 h~5 d 逐渐增高，

IL-1β，TNF-α 和 pro-col Ⅲα1 增加到 7 d，IL-6 和 VEGF-A
于 12 h~1 d 迅速增加并于 3 d~5 d 达到高峰，Pro-colIα2 从

7 d增加到 21 d。IL-1b、IL-6和 TNF-α是促炎细胞因子，单

核细胞趋化蛋白-1 是巨噬细胞的强效趋化因子，巨噬细胞

趋化因子-12 是淋巴细胞和纤维细胞的强趋化因子等。由

此可见在损伤与修复进程的发展过程中生物活性因子具有

重要的调控作用。Tian Z 等[12]通过建立大鼠骨骼肌损伤模

型，发现与肌卫星细胞相关的多种生物标志物呈现时间依赖

性表达模式，Pax7、MyoD、肌生成素和 IGF-1 在愈合过程中

表达上调，与组织形态学结果相对应。此外，炎症反应以及

氧化应激会引起相关酶类活性改变。Li K等[13]研究表明乳酸

脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）和碱性磷酸酶（alkaline 
phosphatase，ALP）的表达量在骨骼肌损伤后 12 h 迅速增加

到峰值，于5 d后逐渐恢复至正常水平。

蛋白组学通过高分辨质谱以及生物信息的分析，对特定

组织进行差异蛋白检测，深化了蛋白质研究策略。Zhang P
等[14]使用 iTRAQ 耦合 LC-MS/MS 进行定量蛋白质组学分析

以筛选大鼠弥漫性轴突损伤生物标志物，发现 Rock-2随着

损伤时间表达量逐渐增加，而 Snap-25 的表达量则逐渐降

低。王皓晨[15]在利用蛋白组学筛选脑外伤过后潜在生物标

志物时，发现了 PSMC4、Hexokinase-1、AP2M1、bcl-2、cas⁃
pase-3、β-catenin呈现时序性变化。近年来，液相色谱串联

质谱技术（LC-MS）的发展使得蛋白质组样品的分离、鉴定和

定量效率得到极大提升[16]。利用高通量、大队列蛋白质组学

分析[17]，筛选出损伤组织时序性表达蛋白质，为损伤时间推

断标志物的发现提供了新的选择。

Western blot和 ELISA以及组学技术可用来检测各种蛋

白质表达水平的变化，包括细胞因子、修复蛋白以及酶类等。

蛋白质的表达变化要晚于 RNA 的表达变化，即在早期损伤

时间推断中优势较小，但蛋白组学的研究可以提供蛋白质层

面上的信息和功能，可使其与其他鉴定方法互为补充和相互

验证。

3　基于代谢产物进行损伤时间推断

机体损伤之后，其微环境产生波动，转录水平及蛋白水

平发生变化，扰动机体代谢发生紊乱，导致代谢产物变化。

代谢组学可以对存在特定细胞、组织和生物体内的所有代

谢物进行全面的定量和定性分析[18]，其主要研究分子量小于

1 000的内源性小分子化合物。

田甜等[19]研究皮肤切创时间与血清标志代谢物的关系

时，采用正交偏最小二乘-判别分析（orthogonal partial least 
square-discriminantanalysis，OPLS-DA）模式得到 21 种代谢

标志物的时间预测模型，具有较高的准确率。曹洁[20]通过多

元统计分析从损伤骨骼肌中筛选出 43种与损伤时间高度相

关的差异代谢物，应用两层人工神经网络模型将时间点细分

为 4 h、8 h、12 h、16~20 h、24~32 h、36~40 h 和 44~48 h，模型

准确率达到 92.6%。Du T 等[21]进行了液相色谱-质谱（LC-
MS）分析数据，确定了大鼠股骨肌肉在死亡后 168 h内 10个

时间段的代谢特征，揭示至少 59种代谢物的代谢变化与死

亡后的时间密切相关。安国帅[22]探索机器学习算法与代谢

组学相结合来推断损伤时间，以 43和 28种代谢物数据为特

征，分别建立数据分析模型，将损伤时间推断的时间窗缩短

至 4 h。吕柳[23]利用超高效液相色谱-高分辨质谱联用技术，
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分析了颅脑损伤大鼠的代谢图谱，筛选并鉴定出 43个差异

代谢物，为损伤时间推断提供了新的技术和思路。

代谢组学的检测成本较低且灵敏度高[24]，可以一次性检

测到大量代谢物水平的微量变化，代谢物的相加和交互效应

使得数据结构复杂，对于统计分析有更高的要求，目前代谢

图谱结合人工神经网络技术、机器学习算法[25]、多元统计分

析算法成为趋势。样本量不足和过度的信息量会降低标志

物筛选的准确性，建立规范、标准的代谢物数据库以及采用

先进的算法体系挖掘有效的生物信息，构建稳健的数学模型

成为一种有效的解决途径。

4　基于非编码 RNA 进行损伤时间推断

非编码 RNA（non-coding RNA，ncRNA）包括结构性

ncRNA和调控性 ncRNA，在免疫应答，基因表达，蛋白修饰，

氧化应激以及炎症修复等过程中存在广泛参与、调控作

用[26]。损伤时间推断主要应用调控性 ncRNA，包括 lncRNA、

miRNA、piRNA、circRNA 等，部分调控性 ncRNA 在应对损伤

刺激时呈现时序性的变化[27]。基于此，在损伤时间推断领

域，非编码RNA的潜在作用不可忽视。

应用 ncRNA推断损伤时间的研究主要集中在皮肤，脑，

骨骼肌等组织[28]。实时荧光定量 PCR（quantitative real-time 
PCR，RT-qPCR）可以通过检测荧光信号的变化实时监测

PCR 过程，其具有操作简单且适合大样本研究的优点。

Chang L等[29]研究表明miR-126在皮肤切创愈合过程中具有

重要作用，通过 RT-qPCR 观察到其表达量在 1～7 d持续增

加，损伤7 d时其表达量可增加至正常皮肤4倍。Etich J等[30]

应用RT-qPCR和生物信息学分析工具探寻用于量化皮肤伤

口愈合过程中 mRNA 和 miRNA 表达的参考基因时发现

miR-204 在 5~10 d 表达量降低，miR-205 在 1~5 d 表达量降

低，而 miR-31 表达量在 5 d 后明显增加。这些应用 RT-
qPCR对损伤时间的研究多是从候选分子中筛选出具有时间

相关性的潜在标志物[31-33]，未来需进一步构建时间推断模

型，标记物的筛选方法是推断结果准度与精度上升的关键

步骤。

微阵列基于杂交技术可实现对 ncRNA 的高通量检测，

在短时间内即可获得转录组水平的表达情况。Li P 等[34]应
用miRNA微阵列芯片技术检测了皮肤损伤后产生的瘢痕组

织，筛选出18个差异表达的miRNA，其中miR-149-5p、miR-
203a、miR-222-3p、miR-122-5p 的含量随时间呈显著降低

的趋势。此外，Sun T等[35]应用该技术观察外伤性脑损伤后

大鼠海马 miRNA表达的变化，在第 1天、3天、5天筛选出 17
种均具有显著变化的miRNA。Wang T等[36]应用微阵列分析

了切创皮肤愈合过程7 d内的miRNA表达谱，筛选出54种显

著变化的 miRNA，并验证了 miR-21 的表达量在伤后 1 d、
3 d、7 d持续上调，呈现时间相关性。微阵列以及 RNA测序

是检测基因组表达丰度的有力手段，可以为损伤时间研究提

供大量的潜在靶点。

目前，损伤时间推断研究多采用 ncRNA 微阵列或二代

测序技术筛选出各损伤时段差异表达的 ncRNA 候选标志

物，随后通过RT-qPCR技术靶向验证。但 ncRNA表达量可

因年龄、性别、器官、环境差异而出现不一致结果[37-38]，由此

可见为提高损伤时间推断准确性，需要进一步应用多种技术

筛选出更多高且稳定表达的相关性分子标志物，此外

ncRNA 具有高灵敏性以及高反应性的优点，但其也受代谢

进程过快的限制，探索较为稳定的反应标志物并与 ncRNA
联合推断成为趋势。

5　应用影像学、质谱成像及光谱技术进行损伤时

间推断

应用 X 线、计算机断层扫描（computed tomography，CT）
及磁共振成像（magnetic resonance imaging，MRI）等影像学技

术具有直观、无创的优点，在法医临床实践中广泛应用。其

推断损伤时间的研究大多集中于骨折形成时间，主要包括肋

骨，四肢长骨以及椎骨等[39]。而应用于软组织损伤时间的探

索较少。MRI 通过射频脉冲信号激发，通过计算机形成图

像，无辐射且分辨率较高，适用于神经、肌肉、脑等软组织成

像。Neumayer B 等[40]将静脉血注入大腿皮下组织形成血肿

模型MRI技术进行检测分析，其模型提供的查找表，可为法

医实践提供 0～366 h的分析依据。此外，邓建强等[41]应用核

磁共振（nuclear magnetic resonance，NMR）检测方法，结果表

明挫伤组、切创组的 1H-NMR 图谱在损伤后 4 h 和 8 h 分别

检测到 NMR波峰，波峰的高度和总面积都与正常组有显著

差异，该研究本质上是应用 NMR检测组织代谢产物且无需

破坏检材，可为代谢产物推断提供新视角。

基质辅助激光解吸/电离-飞行时间质谱（matrix-assisted 
laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry，
MALDI-TOF）成像技术根据飞行时间与离子的质荷比相关

原理，可获得生物组织中多肽和蛋白的表达谱。刘宁国和陈

忆九[42]针对该技术在筛选损伤标志物的应用价值上进行了

探讨，其团队提出该技术在研究损伤前后差异蛋白质组方面

具有高通量、高灵敏度和高精度等属性优势。此外，基于

MALDI-TOF 构成的生物质谱的组织成像技术（m ALDI-
imaging mass spectrometry，MALDI-IMS）可直接扫描生物样

品，同时分析生物组织切片中所有的组分（包括代谢物多肽

和蛋白质），在对组织连续切片分析后，不仅可以得到组分的

二维分布图像，也可以获得大分子物质的空间分布以及相对

丰度等信息[43]。王丽丽等[44]利用该技术筛选出了肿瘤坏死

组织中的 6 277Da蛋白，其可作为结肠癌组织坏死过程中的

生物标志物。

傅里叶变换红外（fourier transform infrared reflection，
FTIR）光谱技术通过检测物质基团化学键振动信息，能够准

确客观地反映生物组织中物质的结构与分布。董超秀等[45]

利用FTIR显微光谱技术结合化学计量学方法对挫伤骨骼肌

光谱差异性与损伤时间的关联进行了研究，结果显示支持向

量机构建的判别模型进行 4~24 h 和 28~48 h 二分类准确率

达83.3%。

目前的质谱成像以及光谱技术具有高效，便捷以及高通

量等优势，为获取受损组织的多元生物学信息提供了技术支

持，在损伤分子标志物的筛选以及鉴别方面具有独特优势。
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6　总结与展望

近年来，利用多种平台和技术采集大规模，高通量的生

物学信息，挖掘具有时间相关性的生物标志物，取得了良好

的进展，但目前的研究仍然存在一些难点：①致伤方式的复

杂性。目前致伤模型的建立多采用挫伤、切创、挤压伤等单

一损伤方式，构建的推断体系无法适应复杂多样的损伤状

况。②影响因素的多样性。由于体内外各种因素的影响，如

个体差异、环境差异以及医疗行为等，都会导致时间推断区

间出现偏差[46]。③检测方法、技术及平台缺乏标准统一。同

一样本使用不同的检测技术、方法筛选出的标志物具有差异

性，不同检测平台的数据库也往往具有较大差异。④缺乏人

体样本数据。由于难以获取大量人体损伤后的动态检测数

据，推断体系多由动物模型构建，缺乏人体样本的验证。

目前，利用组学技术进行时间推断的研究尚处于探索阶

段，尽管有学者尝试建立单一领域多标记物的时间推断体

系，但准确度和精确度有待提高。组学技术在损伤时间推断

领域已展现了重要潜力，尝试建立多指标体系的综合评价方

法，即通过构建外部表征—组织形态学—转录组学—蛋白组

学—代谢组学综合评价证据链，高通量的数据信息结合机器

学习/人工智能算法，构建稳定的多元数学模型，有望使损伤

时间推断趋于精确化。值得注意的是这一方法的实现，不仅

需要标准统一的检测方法以及组学数据库，而且需要更加专

业的数据分析能力，此外对于平台设备仪器也具有较高的要

求。因此，找到精准推断损伤时间的方法并在法医实践中得

到广泛应用，还有较长的探索之路。
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