


中文摘骤
本文针对当前法医昆虫学中尸食性蝇类的幼期不易鉴别，以及可用于死后间隔时间推断的日

癸嚣标较兔缺乏之褒状；魏尸食注撬类翅鬻秘类熬分子整鞭与其生长笈鸯过程中蛋叠褒、糖类韶

脂娄强及赃藏匿自等生化特征的变化进_=f亍=了系统测定，进雨分析这些变化舰律用于蝇粪甜龄推断

的可行性，获得下列结果：

l。技州蛾毽常觅尸囊性蜷爽熬序列努凝

通过DNA静痔剜测定，霹杭弼照蕊常见静六辩尸爱牲撬粪～一臣尾§可囊蝇Aldrichina

grahami(Aldrich)、大头盎蝇Chrysomya megacephala(Fabricius)、照光绿蝇Lucitia sericata

(Meigen)、栋恳剐糜蝇Boettehereiscaperegrina(Robineau*Desvoidy)、腮颁理麻蝇Parasamophaga

o'assipalpis(Macqu￡rO、蠢蠛Muscadomestica Lhqnaeus遴{i劈子鉴定，在六夸葬裘阉戒功翡扩增

到了natDNACOIl基因的部分序列。DNA测序结果表明不同种类间的净剁差异达到10％，而同

一种类不同个体之间几乎没有差异，差异在l％以下。 。

薹双自溅黢魄泳嚣谨焉予常霓尸食经蝇类裙孵妨蛊斡鉴剿

霰囱奄泳分析菝术已程生物科学各领域禳广泛应掰，鬣自质纽律图的意义已经目盏攫观。通

过对四种常见尸食性蝇类大头金蝇Chrysomya megacephala(Fabricius)、棕尾别麻蝇Boettcherisca

peregrina(RoNneau—Desvoidy)、肥须亚惑蠛Parasarcophaga crossipatpis fMacquart)itl匿尾§可蕊蝇

Aldrichinagrahami≤Al酬。妨钢瓣秘虫蛋妻l灏龌囊彝凝胶怒溶署瑶晷象分辨，笈蕊蔷器娄鞫敞囱窀豫

图谱差异盥藩，并对相应的锊电点和相对分子量值进行聚激和判别分析、结果表明建立合适的尸

食性蝇类初孵幼虫的取向电泳图谱有利予鉴别形态学极甥混淆的昆虫种类。 ，

3。巨鼋弼掰蠛离襄蘑皱盎骚灌内骞辏鳇rat DNA蔻瓣

瞳猪的mt DNA作为耗标，在幼虫伴I匈成功的扩增到了肠道内容物酌DNA，经痔列比较与

食源完全～皴。研究结果袭明，Cyt b基因不仅能在嗦囊中检测到也能从整个虫体中糙测到，且

蘸翥鲶PCR产物}E螽者的PCR产臻更骥曼。随羞巨尾阿黼蝇赫虫渣诧时阍熬延长猪eyt b墓西可

捡瓣蜀翁獠攀琏之下簿。瓷这里可霜馥避的Lagistic麴线方程表示重嚣瓣丽蝇幼虫消化食物豹时

间与能检测到的概率关系模拟为：y=exp(肿b+x)／(1+exp(a+b*x))。(y表示可检测到的概攀，x表示

消化的时间，a、b硒个常数)，共绘出了不阕温度下的蠖拟方程。

4。尸食装建类妨鬟蛋鑫震、囊类、蕤含虽帮蒋重夔豪青交织妁对鞫耨蔹

24。C下网种不同蝇娄幼虫体重随着发肖都在3日龄达到最大体重，之而随着目龄增加而逐渐

降低。蝇粪幼虫的体重变化可以用改进的Logistie曲线拟台其和日龄的荧系。不同种类蝇类体重

在蛹蘩呈不鞠显赣下箨趋势，萁与墨龄鲢荚系霹鞋线性美臻羧台；

24。C一}=_翻种不同蝇癸幼虫蛋白质蕊着靛育都在3舀龄衙变化不明显。蝇类幼虫的蛩内质含量

变化可以用改进的Logistic曲线拟合其和曰龄的关系。不同种类蝇类蛋白质含量在蛹期也里逐渐

下降趋势，箕与基龄的关象可戳线性关系撼套。

24"C下不露撬粪萄虫憨耩睫着菱育在4珏蓊岳交纯蒂鹱曼。疆类幼虫鞠基耱含量燮{乞可班赠



改进的Logistic曲线拟合其和日龄的关系。不同种类蝇类总糖含量在蛹期也呈逐渐下降趋势。其

与日龄的关系可以线性关系拟合。

24"C下不同蝇类幼虫海藻糖随着发育呈现不同的变化趋势，达到最大值的日龄不尽相同。幼

虫的海藻糖含量变化可以用改进的Logistic曲线拟合其和日龄的关系。不同种类蝇类海藻糖含量

在蛹期也呈逐渐下降趋势，其与日龄的关系可以线性关系拟合。

24。C下不同蝇类幼虫脂类含量随着发育在4日龄左右到达最大值。蝇类幼虫的脂类含量变化

可以用改进的Logistic曲线拟合其和日龄的关系。不同种类蝇类脂类含量在蛹期也呈逐渐下降趋

势，其与日龄的关系可以线性关系拟台。

5．温度对尸食性蝇类幼期可溶性蛋白、脂类和可溶性总糖以及体重变化的影响

各温度下，幼虫体重在幼虫期初期随着日龄增加而显著增加，到达幼虫体重的最大值后，在

此后各日龄中体重稍下降。但幼虫体重达到最大值的时间随着温度的降低而延长。用改进的

Logistic曲线对不同种类不同温度下的体重与日龄关系进行拟合。体重在蛹初期显著下降，此后

各目龄中体重稍下降，置蛹期末期下降加快。可用线性方程对不同种类不同温度下的体重与日龄

关系进行拟台。

各温度下，幼虫蛋白质含量在幼虫期初期随着日龄增加而显著增加，到达幼虫蛋白质含量的

最大值后，在此后各日龄中蛋白质含量稍下降。但幼虫蛋白质含量达到最大值的时间随着温度的

降低而延长。用改进的Logistic曲线对不同种类不同温度下的蛋自质含量与日龄关系进行拟合。

各温度下，蛋白质含量在蛹期缓慢下降，可用线性方程对不同种类不同温度下的蛋白质含量与日

龄关系进行拟合。

各温度下，幼虫总糖含量在幼虫期初期随着日龄增加而显著增加，到达幼虫总糖含量的最大

值后，在此后各日龄中总糖含量稍下降。另外，随着温度的升高，总糖含量的最大值也增加，而

且幼虫总糖含量达到最大值的时间随着温度的升高而缩短。用改进的Logistic曲线对不同种类不

同温度下的总糖含量与日龄关系进行拟合。各温度下，总糖含量在蛹初期显著下降，此后各日龄

中总糖含量稍下降，到蛹期末期下降加快。用线性方程对不同种类不同温度下的总糖含量与日龄

关系进行拟合。

各温度下，幼虫腊类含量在幼虫期初期随着日龄增加而显著增加，到达幼虫脂类含量的最大

值后，在此后各日龄中脂类含量稍下降。但幼虫脂类含量达到最大值的时间随着温度的降低而延

长。用改进的Logistic曲线对不同种类不同温度下的脂类含量与日龄关系进行拟合。各温度下，

脂类含量在蛹初期显著下降，此后各日龄中腊类含量稍下降，置蛹期末期下降加快。用线性方程

对不同种类不同温度下的脂类含量与日龄关系进行拟合。

6．尸食性蝇类幼虫血淋巴可溶性蛋白组成的时间特征

应用SDS．聚丙烯酰胺凝胶电泳，分析了24*(2下肥须亚麻蝇与丝光丽蝇幼虫和蛹期血淋巴可

溶性蛋白组成的时间动态。结果表明：血淋巴中出现了多条清晰可见的蛋白带，其中在三龄幼虫

不同日龄中，a、c、A、F和P带的含量差异较为显著，在各日龄蛹中，a、c、A、F和G带的含



曩奏～定差异。这些蛋白繁在幼虫或者螨期备目龄间含量的差势具有应用于翻龄接断的价值。

7，￡＆须致麻蝇幼虫贮藏蛋融的鳃化和多巍隆抗体制备

盘淋巴经50-66％(NH4)2S04提纯，缀疏水层攒后，后又经p-100凝胶层橱对样品进行分子黛

分级分离，最后经朗离子交换屡析得到纯的贮藏蛋白。已纯化蛋白为抗原，制各了贮藏蛋囱的多

克隆抗体，并纯化了抗血清。

8。ELISA检测两种麻蝇体内贮藏蛋白含量及濑度的变化影响

ELISA检测表明，各温度下，幼虫贮藏蛋白在幼虫期初期随着臼龄增加而显善增加，到达

幼虫最大值届，在此后各日龄中贮藏蛋自含量稍下降。但幼虫贮藏蛋白达到最大值的时间随着温

度的降低而延长。可用改进的Logistic曲线对不同种类不同温度下的贮藏蛋自含量与日龄关系谶

行拟合。

各温度下，幼虫贮藏蛋白含量在蛹初期稍上升至蛹期最大筑，但温度越1氐所需时间越跃。此

后备日龄中贮藏蛋白含量稍下降，至蛹期末期下降加快。可用线性方程对不同种类不同温度下的

贮藏蛋白含量与日龄关系进行拟合。

自然温度下饲养的肥须亚麻蝇幼虫和蛹的贮藏蛋臼古巍检测后，发现幼虫期比蛹期更适台用

来推断曰龄。

9．结论

就法医昆虫学而言，由于其是--fq交叉学科，在相当程度上依赖于技术的进步。仅目前而

言，笔者认为，现有的形态学指标和生化指标(包括本文的指标)如何进行综合运用满足现实的

需求是当前最重要的。其他更糟确的方法有待于其他新技术的成熟，如生物芯片对于昆虫鉴别，

蛋白质苗片对于日龄推断的应用。

关键词：肥须距麻蝇，棕尾别麻蝇，丝光绿蝇，巨尾阿黼蝇，大头金蝇，家蝇，法医昆虫学，

分子检测，mt DNA，COIl，双向电泳，酱白质组学，种类鉴定，嚎囊，贮藏蛋白，蛋白质纯化，

抗体，ELISA，温度，蛋白质，糖类，海藻糖，腊类



瓤罨

法医学(forensicmedicine)是应用医学，生物学及其他自然科学的理论与技术，研究并解

决法律实践中有关医学问题躲--I'q科学。对于广大法医举研究者来说，与番秭嚣4事犯罪作斗

争最壹疆熬手段跫为蠹{|攀案俘酶篌疆提供西靠静鼗索帮诞据。

在刑事侦查过程中，张亡时间或死尉间隔时间(Postmortem interval，PMI)的推测是法

医学尸体检褒中首先要孵决的阎题。准确的时闻推断对赡定案发时间、溺曜案件性质、皱小

疾查范强，以及蔽摇作案射淹认定或攘豫赚袈对象等至荚重要。

然耐，死亡时间的推断一直以来都魁法医学研究中的一个重要难题，迄今没有精确的方

法。在逮常条髂下，应瘸传统的法医学方法；对于死詹耀隔时淹丈予3 d舱案例，要掺颤萁

死亡对掏，往往只能靠法溪互{辛者戆经骏作文煎熬链诗。

20多年来，法医昆虫举因其在死亡时间推断等方谢杰出、独到的作用得到了迅速发展，

著渐趋成熟(胡萃，20001 Byrd霹Castner，2001)。萁孛，尸食性昆虫(首先是蝇类)的生

长茇育撬槔，困霹灞予法菇实践中最鬻冤静中短弼死簌润酾对滴熬推辑，得到了较多研究，

但迄今仍有不少问题尚待解决。

尸食性蝇类应鼹予≯￡嚣间隔时阐搂黢躲研究，主要避袄靛于量虫不阉品龄戆对瓣特征性

指稼。毽蕊由于尸食注蠛豢幼虫往往影拳托较相戳两它们生麓学特筏女g露较大不同，特剩是

生长发育逡率差异甚犬(Cans&Haskell，1990)。故在刑簿调查中，利用熙虫的生K=发甜洙推

断廷岳强鞲薛闯(PMI)滟第一要点是勃辩酌正确鉴定。因鲢，一静麓溪快速麓鉴定方法是

极为必要的。在已有旃究袭明，DNA序捌分祈和蛋自璇缀学困萁鼓术瀚常规纯，游程法医

昆虫学中褥剐应用。

应掰礁蛊静生长发寄予推赣琵亡闽臻瓣耀黠就必磷考虑至4蟋蛭食姆来源兹薅藿(WelIs,

2001；事觊，2003；Camposso et矗，2005)，因此食源的鉴定将是今舞甜究的一个新醐方向。

日龄推断，已有的日龄推断方法均媳基于幼虫或蛹期形态的变化甜热立的，而尸食性蝇

粪离食麓束龄幼虫帮晕鲻蕊蛹发膏黠淹长，形态变纯不明显，缺乏有效懿鑫龄措轹

(Greenberg，1991；王淡蜂，1999；嘏攀，2000)。器肖研究如对表皮碳氢化合物、藤酸等

的研究结果表明，生物化举特征在尸食性蝇类幼虫和螨的日龄推断中，鼎有较大的应用潜力，

毽是一嚣个攒拣容晏产生较大误差，嚣忿更多其备醛瀚特袄毪斡生纯攒禄需要寻我。

有罄予此，本文利用DNA序列分析方法和蛋自爱蠲学技术，建立了鉴另O常见常见尸食



性蝇类的快速方法；根据蝇蛆体内食物的DNA序列测定，明确了食物在巨尾阿丽蝇幼虫体

内可检测到的时间；通过测定蛋白质含量、糖类含量和脂类含量，探明其在常见尸食性蝇类

幼期曰龄推断中的应用价值，并明确温度因子对这些生化指标的影响；对两种蝇类幼期血淋

巴可溶性蛋白组成的时间特征进行了研究，纯化了肥须亚麻蝇血淋巴贮藏蛋白并制各其抗体

用于ELISA检测，探明其在常见尸食性蝇类幼期日龄推断中的应用价值，并明确温度因子
●

对这些生化指标的影响等等，以充分发挥尸食性蝇类在死后间隔时间推断中的作用。



第一部分文献综述



第一章法医融虫学研究进展

法医昆虫学是应用昆虫学及其他自然科学的理论与技术，研究并解珧司法时间中有关照

虫学问题的-f-j辩学(Keh，1985；Ca髓s&Goff,1992；胡摹，2000)。它主要利用鞋虫学知识对

暴力犯罪、意扑死亡等作出科学的分析翔断，为额察尸体的阮亡时闻、筏亡地点、死亡廉灏

及其他事实提供真相。

法医昆虫学黔历史，爱晕应追溯到寒代的《洗冤集录》中的“镰刀啦鼹集蝇”断案盼记

载(胡萃，2000；Benecke，2001)。而近现代法医昆虫学研究刘始于19蠢纪磊半时的欧渊，穗

时Megnin(1894)指出了尸体瞄败阶段与融虫区系演替对应的关系，并可用于推断死亡时

闻，这静思想方法羹定了玟代法医昆虫学的蒸础并一直沿羽歪今。运茸年来，无论是法隧鼹

虫学的基础理论卉勺研究如尸食性蝇类的分类学、生物学、生态学研究，述娥法医昆虫的应弼

研究如法医现场的取样策略、死亡时间推断方法等方面均取得了很大的进展。尤其是近二十

年米，法医蹙虫学墨趋成熟，秘究人员遍及螽大测，分子椽记、计算撬及徽麓分析等新技术

被广泛采用，不少专著摺继出版(如Smith，1986；Carts和Haskell，1990；溺肇，2000；Byrd和

casnneL 2000)，并在法医实践中的应用实际案例日趋增多(Greenberg，1985；Ooffetal．1987；

1992；Hobischak，t997；Introna，1998；Benecke，1998)。

1尸食性照虫种类鉴定

种类鉴定鼹法医昆虫学桷基础，在对死亡时间做精确估计之前，必须对尸体上昆虫进行

正确鉴定。目前，Byrd＆Castner(2000)、胡苯(2000)均综述了具法医学意义的昆虫。在

法医跫虫孛瑷蝇类最为掌凳，截至蘑蔫，犬帮分毙较重要的塞缝程瑟蝇裁蛊及老熬筑蛊的形

态学已得到系统全面的研究。Smith(1986)提供了死亡现场可能遇到的尸食性昆虫的描述成检

索表。

枣予≯￡亡瑷场较常冕黪、疑链超死亡瓣澜拯薮传碍戆麓器虫幼鬻，趣翔、幼虫、螭等虫

态，而这些虫惑的形态学鉴定又颇为困难，因此近几年试图以新技术鉴定鼹虫种类的研究旗

多。

1．1蓉镜技术在法医琵虫攀中豹应嗣

咀扫描电镜主的电镜技术在尸食性昆虫幼捌形态识别、种类鉴定方磷已有～定的应川，

《



并主要用于蝇类幼期的撩别，详细情况见褒l。

袭i法墨学意义静蝇娄劫期趣微继镌礤究

作者年份 报道种类及虫态

Oreenberg&Szyska(1984)

赵斌和张文忠(1 984)

景涛(1985)

舔文惑举}薛瑞德(1986)

Kang(1988)

Liu＆Greenberg(1989、

Greenberg＆Singh(i995)

马玉辇(1996)

于江蝗等(1999)

Wells等(1999)

铜绿蝇Phaeniciacuprina等】5种丽蜗卵、幼虫及蛹

1 3种蝇蛹

反吐露燧Cdliphora vomitaria等7垂孛瓣蝇科幼虫l、2龄

稼尾剐寐蝇Boettcheriscaperegrina等2静寐蝇1、2羚

丝光绿蝇Lucilia sericata等二种蝇

酪蝇等16种蝇的卵、幼虫及蛹

11种蝇的卵

丝光翁}撼Lucitia seHcala譬5穆蝇{釜3游

丝光绿蝇Lucitia sericata等4种蝇卵

Protophormia lerraenovae等8种蝇的3龄

研究飘示，超微结构盼鉴定可受数方面的原因影响：种晦及种群内的形态变异；闭属内

不丽稃的福骰往；不同筑释闯相似'莲(Greenberg&Singh，1够5)。

扫描电镜均可用于尸禽性昆虫表面趣微结构的观察，但由于都须缀过烦琐的预处理过

程，费时、费力，并且只娆鼹察到蝎部的放大结构，从薅在键大程度上；t4静JT其在法陵昆虫

鉴定中躺推广。上世纪新发展超米的环境扫描电镜(environmental scanning electron

microscope)TiJ以实现新鲜昆虫形态的快述观察与鉴别。今后可能在这方面的研究会加强，应

心其观察重要尸食性魁虫的形态特征(m}恭锓等，200t)。

1．2DNA鉴定

随着分子分析技术的发展，现在一系列围绕着尸食性昆虫幼虫的鉴定方法研究正在开展

在法蓬辘虫学中应髑蕊DNA努辑技术主要有疆割瞧片段长痉多态‘I生(restrietion fragment

length polymorphism，RFLP)，DNA随机扩增多态性(randomly amplified pohnorphic DNA．

RAPD)_羊It DNA序列分析等。 ，

Sperling爹(1994)剥璃RFLP法捷澍了三蒋窜觅的丽蝇辩琵虫：茯蝇Phomfia regina

(Meigen)、丝光绿蝇Lueilia sericata(Meigen)十和亮绿蝇Lucifia illustt。is(Meigen)，测定了

mtDNA上2．3kb跃的DNA序列，并从4神限制性内切酶中找到了一种酶Hinfl可以将它们

区分开米，Wells等(1999)拘酶切强谱渣晰缝显示了五个供试种，邵壹绿蝇Lueitiaampullacea

Villeneuve、叉叶绿蝇Lucilia caesar Linnaeus，亮绿蝇Lucilia illuslris(Meigen)、丝光绿蝇

Lucilia sericata(Meigen)及红头丽蝇CaHiphora vicina Robineau-Desvoidy盼差异。

Benecke认为，虽然RAPD对实验条件的变化高篷敏感，但维持禁些苛刻∞条髂，如标

准化和精确的步骤能显著改善这一方法，使RAPD分型结果的变化最小化，其结果可以精

‘



确的再现。如他在一个案例中于尸体底下发现了蝇蛹，而尸体上则有蝇蛆。由于要根据蝇的

发育进度来推断死亡时间，为了明确种类，Benecke用RAPD技术同时分析了尸体底下的蛹

和尸体上的幼虫，证实两者不是同一种类，这就为随后的死亡时间推断奠定了基础。Beneck

在实践中将已知种与未知种同时进行分析剥比的方法可以消除它的重复性差的问题

(Benecke，1999)。
●

DNA序列分析是通过商接比较不同种类的同源性核酸的核苷酸排列顺序，构建发育树，

并推断它们的系统演化关系。此方法是目前分析进化及系统发育研究最有效、最可靠的方法，

在法医昆虫的鉴定中也是最可信的。目前研究的比较多的是mtDNA和28s rDNA。其中CO

I(细胞色素氧化酶辅酶I)和COII(细胞色素氧化酶辅酶II)包含了大量的信息，可以

把丽蝇鉴定到种的水平。如Wallman和Dolmellan(2001)研究了来自南澳大利噩的下列种的

mtDNA序列：Calliphora albifrontal西(Malloch)．Calliphora augur(Fabricius)．Calliphora dubia

(Macquar【)，Calliphora hillihilli(Patton)，Calliphora maritime(Norris)，Calliphora stygia

(Fabrieius)，红头丽蝇Calliphora vicing Robineau—Desvoidy,Ch07somya rufifacies(Macquart)．

Chrysomya va却es(Macquart)。他们测定了所有种类的线粒体COlI基因的部分序列午|I

Calliphora albifrontalis，C augur，C dubia，C stygia，中的CO I序列，并分别根据CO I和CO

I+COII序列用最火似然法(Maximum likelihood)构建了系统发育树。而Vincent等(20001

则对来自欧洲的六个种(见表1)的COl进行了测序，序列分析表明能够区分这些种。Wells

等(200 J)对丽蝇科的mtDNA进行了测序和系统发育分析，发现CO r+COⅡ序列在尸食

性丽蝇的种内差异小于I％、种间差异大于3％。这一观察是十分必要的，这样我们才能确

信在尸食性蝇类种内序列差异和种间序列差异卣分比范围没有重叠，并由此根据CO I+CO

II序列差异判断两个个体是否同种。

此外，对于科、目等高级阶元的系统发育研究中，通常用进化较慢的rDNA片段。stevens

等(2001)的研究表明rDNA的序列测定能在鉴定法医昆虫种类方面发挥作用，他们先溯定了

28S rDNA(28S核糖体RNA基因)中共2 2kb眭的序列，然后分不同的序列区域进行系统

发育分析，结果表明在较短的序列高变区可以区分绝大部分种类，而对整个序列区域的分析

则可以识别所有的种类。今后，DNA序列测定方面应进一步寻找适当进化速率的DNA基

因或片段，作为鉴定相关种类的标记。

目前，研究最深入的地理种群是夏威夷的丽蝇。wells等(2002)对夏威夷特有的丽蝇

科Dyscritomyia属进行了分子系统学分析。而Stevens等(2002)则通过分析28S rRNA与

mt DNA序列，得出了夏威夷Lucilia绿蝇属的进化关系。
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1．3昆虫表皮碳氢化合物

昆虫表皮碳氢化台物的组成具有一定的物种特异性和地理种群特异性，在昆虫分类中得

到了越来越多的应用。研究表明部分昆虫类群，其近缘种在不少情况下很难根据形态学方法

鉴别，而根据表皮碳氢化合物可以解决这一矛盾。Byrne等(1995)对伏蝇Phormia regina

的三个地理种群的成虫表皮碳氢化合物分析表明，可以对其按产地和性别区分。Browndeng

(1998)等研究发现，蛆症金蝇Chrysomya bezziana不仅可以对种群进行地理区域分组，还

可根据表皮碳氢化合物岁发育阶段的变化推断未知日龄。

2死亡时间推断

2．1昆虫区系演替和死亡时间推断的关系

昆虫种类繁多，对环境条4'1二的适应各异，昆虫等节肢动物在一定环境中的尸体上的出现

呈现一定的演替，这种演替可以用来推断，E亡间隔时间。

自Megnin(1 894)在其研究人尸腐烂阶段雨1与之相对应协肢动物种类后的近一白多年来，

在这方面的研究甚多，涉及了包括人尸之内的诸多种类的动物尸体，其中对暴露尸体(Megnin

1894；Reed，1958；Payne，1965；Bornemissza，1957；Rodriguez et a1．，1983；Anderson etal．，1996；

马玉堕等，1997；2000)、埋葬尸体(Megnin，1894；Payne et al，1968；Vanlaerhoven＆

Anderson．1996；1999)、火烧尸体(Avila＆Goff,1998；Introna el al，1998)、水淹尸体(Payne et

a1．，1972；Haskell el a1．，1989；Vance，et a1．，1995；)上的昆虫区系演替规律作了详细的研究，

对悬挂尸体(Goff＆Lord，1 994)、包裹尸体(Goff,l 992；Bourel el al,1 995)也有报道。此外季节、

光照与遮荫、城市或郊区、房屋内外，、场所封闭与否等各种环境冈素都影响着尸体腐败和

昆虫区系演替规律。其中尤以季节的影响最大(Goddard＆Lago，1985；Introna el al，1991：

Nuorteva，1959；MacGregdr,1999a；1999b；Dillon＆Anderson，1995；1996；Anderson＆Peck，

1985；Centeno el al，2002)。Campobasso等(2001)对尸体腐败与蝇类滋生的影响因素进行了

评述。昆虫区系演替作为一种经典的推断方法，需要搜集大量的资料，满足不通环境条件下

都能找到与实验条件相类似的处境，从而进行最正确的判断。

尸体腐败与昆虫区系演替规律的是法医昆虫学中最基础的研究，在实际应用中需要考虑

的问题很多，因此这方面研究方能长盛不衰。其中不同季：宵对蝇类出没的影响较火，成为近

JL年研究昆虫区系演替的热点，如Marchenko(200I)、Centeno等(2002)、Carvalho＆
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Linhare(20011。法医：[作中的Fl多案例也裘明．昆虫消长的擎节性能为侦祭提供有力的帮

韵，螽著基麴涝鼙疆案臀(抽涮，2000)就是弼簸。

2．2昆虫发商与毵亡时闽稚鞭

躲了瑟擞貔隧豢演警娥箨井，测臻瑟虫的靛鬻臻律遴抒琵亡时翊整鞭搬是法噬毙虫掌麴

经癸方法之一。

迄今为止，许多常见的尸食性蝇类生物学特性已经进行了研究，主要龟括濑度对发育的

影螭戡及荬德具辩溯跨，匹蠖歉生理生睨麓繇，这些接檬瓣戏为熬盎警龄终诗静嫠毯数援。

草潮麓{l嚣=究主要着重予孬耍变囊溢1：尸爱缝蜷粪鼹茇寒历糍，有孵燕避蜇建搂。上濑琵

80年代末，人们注意到变滞与憾渝的差辩，技现变温与恒温的平均值相同时，变漏下发育

镬(Greenberg,1991)，经开戆镤拯糍澡疆究尸食镁缝娄黎生受笈鬻f{嫩r。naetaL，1989；Byrd＆

Butler,1996，1997，1998)。毒部分学莒逶关注了孰女《龌低瀑镶存到送至畿盔学家鉴定逮羧{l雩

闻，蝇类发育的变化，它们的站果表明随着低温t4度)保存时间的延长，蒸发肖明显迟缓，

跌蕊l}彭璃了辘鸯秘龄弱臻诗(Gaud彰"et菇，200i；Myskowiak＆Doums，2002)。基盎是变瀑

动镶，稳藏，筱舔鸯皴蓑瀑煮蹲霹戳准确稳{轰计凝盘魏发蠹除段，毽跫在察发尸体上，霹麓

无法测到精确的尸体表面及内部的温度，而只能根据气湍来代替实际温皮，因谳这方面的：C

捧濡要要藏鳎致。

除青敲鞭瀑法煲}|撵繇舞，帮分学者舔疆究了褥袭耱蒋长在不避添凄下魏变纯’|{蓉撬

(Nishida。1986；Greenberg，1991；马玉堡，1996，2001；Byrd＆Bulter,1997；1998；王江峰等．

t999)聂穗斑探奉在军弱镙存液孛黯体妖葚l||爱抟辫翡(Tantawi，1993；骂玉墼)。尸食赣蟋娄

的体重在不辩灞淡一F麓变诧趋势也进行了一定静溉察(Williams，1984；Nishida。1986；Wells

&Lanotto，1995)。遨些结粜表明在确定蝇蛆种娄的前提下，能够对其发奋日龄作出较准确的

馈诗。在法缀实醛瘟矧孛，褴据尸食经蠛类麴俸彀靼体耋采糖凝眈起其德筠生壤生纯袋形态

掩梅两言委蕊寨嗣，莲蓬蠛裘在诧蛹蓊，兰羚螽鹚有一个体陡瓣短锌重躐小的时翡，霜运一

阶段的应用研能嚣要结台其他的生理生化措栎米进行。

陵了髂长鞠镕整这嚣个毙较羹蒌蕊秘豁标嵩，逛辩尸禽淫蠛类秘麓黎l疫虫穗静一些踺翔

特经性形悫冬生理撵标遘铂：了研究。翔Greenberg(1991)焱王霓俊髓蝇整嚷囊的蜜毒艺可捂幂璐

虫日龄，弗找出了可表征蛹发育时间的11个特征。国内马玉麓等(2001)N蹦邂射屯镜技术

磷窕了薹鬻麓磊媳酶蛊表旋凡l 4艨冀瑟数爱与鞠瓣靛关系。三|三辽峰(1999，2001)壤撵秘蛊

每螨的形态变化特短划分了露龄。这些。：t{毒，鸯实际]二体麓开袋奠定了一定的萋础。



2．3新的用于死亡时间间隔的指示物种的寻找

因为首先出现在尸体上豹是丽蝇，迄今推断PMI的注意力主要鬃中在这一粪土。然而，

还有相当多在法医方耐很大研究潜力的尸食性昆虫种类，没有引起八们的关注。举例米说，

对。】=f后辎剿高度腐败瓣尸体上的甲虫娄戏酪蝇类，还没有充分研究过其用处。另外，寄生在

尸食性融虫上的昆虫几乎设有被考虑过。它们不同于真正的寄生物，最终会杀死宿主，叫作

拟寄生物。宿主的卵，幼虫或蛹常常会被拟寄生物一麒翅日的小蜂总科和姐蜂总利～寄生。

其中嚣撼蟋戆毅毒生物黪别透台于髂计PMI：它们誊常在寝主化蛹蜃不久，戴紧竣卷入经了。

根据它们及其宿主构发育生物学的知识，PMI可由二翥生K发育的时涮相加可得。笫一个时

期是稽主从卵到被寄生为Il，第二个时期是拟寄生物从卵发育到成虫。第一次提出PMI可

根据稼簿生物藕蝇蛹鬃垒，j、蜂Nasonia vitripennis(黢翅嚣：金小蜂辩)瘩挺繇。当所香秘始的疑

食者(如宿主新陆原伏蝇Protophormia terraenovae)离开尸体后，它的蛹仍然可在尸体上收

集§lJ(Amendt，2000)。

3法联昆虫毒理学

法医昆虫毒理学作为法医昆虫学的～个新分支正目益受到法隧照虫学家重视(Introna。

2001)。它主要剥硝蕊代徽量分析技术撬溯与尸{奉有关的昆虫枣|精。死亡现场往往豫菠，尸

体常白骨化或高度腐败，已经取不到可检测的组织或翔织液，此时昆虫是进行毒理学分析的

可靠的样黼。法医昆虫毒理学除了能梭测由药物引起的死冈，还对药物(如吗啡)作熠F利

酒罄虫生长发育规律采推断死后闻隔时间提供帮劲(Goff等，1994a)。随着，囡汝髓睽jj{|毒

品而导致死亡的案例越来越多，昆虫在毒理检测方面的诸多优点使人们对利用这一方法的兴

趣也目菇增加。

此外，鞘翅强昆虫有对也可以佟为毒物研究的对象，在含毒尸体上敬食的黢翅飘幼虫取

食时毒物随之累积刮蛆虫体内，而重金属萃ll其他生物难降解的毒物可阱随食物链逐级生物富

集，莫梭测靛可能性在墩食蝗虫昀捕食憷甲虫中进存了探讨。

3．1药物(毒物)检测

在夏威夷瓦胡岛发现一男性腐败尸体，其身旁有马拉松的农药瓶。Gunatilake等(1989)

遂过气相篷谱法裣裁，在_尸体主蜀葶孛蛆虫大头金撼Chrysomya megacepha(Fabricius)4Nt

cm”∽"炉rufffacies(Macquart){本lkJ测得马拉松的存在，，从而证明死者确因有机磷农药中毒
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死亡。在一越怀疑服用安眠妫自杀的案件中，Beyer等(1980)通过气棚色潜法和薄层甑谱

法势振剐开始彝蜃化尸体上剿螺旋蝇Cochliomyiamacellaria(Fabricius)体内毒糖，检测到举

巴比妥(Phenbarbital)的存在，证明死者慈服髑过量安氓筠自杀，而此时尸体上已没有可供

毒理学检测的组织或组织液。

Kintz等(1990a)双一死亡时间途67夭的尸体体内分别采集了疆汁、心脏、脬脏、肪、

脾脏、肾脏及蝇类幼虫进行液楣色谱分析，结果几乎在所有材料主都检测到苯二氯粪(曼睦

烷Triazolam、去甲羟基安定Oxazepan)、巴比妥类(苯巴比妥Phenbarbital)、磷酸三环己酯抗

静部药(Alimemazine、羟甲焱霉素Clomipramine)，再一次证实了稚剧昆虫遴行尸体内毒物蕊

况分析的可能性。在另外一篇文章(Kinlz，1990b)中，检测了高度腐败尸体的脑部、锁骨

和Piophila casei(Linnaeus)虫体的澳毗二氮电(Bromazepam)和甲氧异丁嗪(Levomepr6mazine)

含量，并试裂在蛆虫体蠹秘裁浓度与尸体维缓内药裁浓度之闵建立起握应的关餮。

Wohlenberg等(1992)通道GC—MS在一邑基本白骨化的尸体上的蝇蛆年¨残余肌肉、骸嚣、

皮肤和头发中发现了那替林(Nortriptyline)。相似的，Goff替(1993)梭测了在注射了不同

荆量药翔弱兔子上滋生鳇蠛媛，也测到了隧沫替蘸(Amitriptyline)及其{弋谢戆臻营拣。Miller

等(1994)从一木乃伊化的尸体(已死两年)七的蝇娄(谖蝇利)的蛹壳及甲虫(皮蠹科)

的蜕中检测到阿米替林及击甲替林，并且结果显示蛹壳中的药物浓度比甲虫蜕中的高，遮是

囚秀蚤蝇喜欢彀食尸露浆赣鳃缓，那里麴蕊秘滚凄裹，聪擎虫剿喜食千蠼蛇度袋。Sadler芬

(1997a)检测了阿米替林在C vicilJa休内的累积和消除。食源中分别含相当于人类闱于治

疗(100 ng／g)、中毒(300 ng／g)、致命(500 ng／g)、10倍致命的药量。他们发现在高宙量

药凌上生长懿蟋蜒俸囊懿夔镌浓度存在较大鹩生甥差异，这些差异蠢睬慧在剩簇蝇蜒蠹蕊穆

浓度反推食物源中药物的浓度是不可靠的。幼虫体内的药物浓度难以推测j荟因为药物有对不

Ll一种或种妁物的浓度亦常常不同。他们述发现药物浓度的检测和幼虫袭皮的沾染物有一定

关系。

吸毒死亡的法医学鉴定正日益受到人们的重视。Nolte锋(1992)从一具死亡达5个月、

已基本自青’化的尸体上丽蝇幼虫中提取出可卡因及其代谢物苯甲酰爱康宁Benzoylecgonine

(可专鞫不稳定易簿簿或饕瓣作蠲势簿)，季鲑阖对经蠲了GC秘GC。MS羧术，舞象表骧翦喾

在检测肌肉样品时由于组织腐败产物的干扰而无法定量，但止如Kintz等(1990c)指出在

类似案例中，蝇蛆由于没有腐败物的干扰而更适宜作为检测样品。Introna等(1990)以40

具歹￡亡蒙秘艺瓤为鸦片(噶曝)中毒静尸体及10其孥霉秘致死秘尸体戆瓣莲为羽秘镄游红

头丽蝇，发现毒物含量在尸体及蛆虫体内宵蒜近似线性|；|寸芙系，结果表嘣利用昆虫不仅可以
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进行毒物类型的判别，也可以进行剂量的测定。在以兔子为蝇蛆滋生对象时，Goff等(1989，

1991)研究了兔子上注射各种剂量的可卡因和海洛因时，也得出了类似的结论。这一结论后

来还被Kintz(1994)研究一具腐败尸体上的丽蝇幼虫时确认。

虽然有上述研究表明蝇蛆体内和人体内的药物浓度存在显著相关性，但是在其他的研究

中并没无法验证，往往只能得出幼虫体内药物浓度远低于人体内药物浓度的结论。如Hedouin

等(1 999a)发现在预先中毒的兔子组织内的药物浓度是在其上滋生的蝇蛆体内药物浓度30

倍到100倍不等。Bourel等(200lc)研究了含吗啡底物上饲养的两种鞘翅目昆虫：Dermestes

frischi(Dermestidae)和Thanatiphilus sinualus(Silphidae)。在D frischi幼虫和蛹中的药物浓度

雨I尸体组织的药物浓度存在相关性。而F sinuatus则只有2龄和3龄的幼虫和组织内药物能

建立相关性。Hedotdn等(1999a)研究了在含不同浓度吗啡的兔子的蝇蛆，试图在组织和

幼虫中曲物浓度之间建立相关性。兔子体内的吗n非含量分别为12．5、25 0、50 0 mg／h(毫克

／每小时，耳动脉灌注3小时)。另一只作为对照。检测结果表明，在12 5 mg／h的兔子上饲

养的蝇蛹中测不到吗啡的存在。此外组织中吗啡的浓度是在幼虫中的30到100倍，并只能

在3龄幼虫和组织内浓度间建立相关性。低龄幼虫及蛹,fl嵯R织间的药物浓度没有相关性。

Hedouin等(1999b)建立了吗啡在实验动物兔子血液中的动力学模犁。他们的结果表明吗

啡在动物模型中的分布是二室模型(two compartment model，义称延滞分布平衡模型)，他

们随后的实验都是在此基础上进行的，将吗啡从耳动脉以2 mg／kg／h的速度灌注3小时。他

们得出不同器官中的浓度不一致，但不同个体的相同器官中的浓度一致。Hedouin等(2001)

研究了新陆原伏蝇和红头丽蝇。他们也发现幼虫体内的药物浓度显著低于组织内浓度，从3

龄幼虫不取食起到蛹期其体内浓度有一个下降的过程，并建立了3龄幼虫体内药物浓度和组

织内浓度的相关性。

在死亡现场高度腐败尸体上最容易找到的是空的蛹壳，当尸体上取食的蝇类羽化飞走

后，留下蛹壳，他们最持久，可存留几十年甚至数个世纪，毒物已经在死者头发的蛋白质基

质中被检测到，因此他们也极可能在蛹壳的蛋白质基质中存在。Introna‘1996)利用空蛹壳

进行了毒物学分析的实验，空蛹壳来源于含20种不同吗啡浓度的动物肝脏饲养所得的红头

丽蝇。结果表明在所有材料上都可探测到吗啡的存在，吗啡浓度最高的组织(10mg／1009)

的分析效果最好。此研究使得在法医案件中把空的蛹壳作为毒物学分析标本成为可能。

Bourel等(200lb)利用放射免疫测定法研究了昆虫残骸中吗啡的测定。首先酶解丽蝇蛹壳

和干燥成虫以及Dermestidae蛹的表皮提取吗啡(在二硫苏糖醇中用链霉蛋白酶消化2小时)，

测试进行放射免疫法测定可能的干扰。然后在丝光绿蝇Lucilia sericata的蛹壳和干燥成虫中
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进行上述测定。丝光绿蝇襁j含有各种吗啡浓度的鲜肉中饲养。结果袭明肉中的浓度从

100～1000mg／kg时，在上蘑饲嚣的虫的表皮中可以测到吗啭躲存在。在8疑因海港囡过饿死

舶受害者静媵胍饲养的蝇舶测定孛验证了土述结果。由于尸禽性昆虫黥蛹巍存在翁时间可蜕

很长，因此在现场没有其他台适的材利时可以作为毒理学分析的材料。Bourel等(2001a)

还利用免疫维熬化学技术礤究了吗啡在反眭繇蝇Catliphoravomitoria幼虫髂内的代理}。幼虫

饲以切碎并遥有吗啡的牛肉，通过avidin-biotin．peroxidase—complex方法梭潮。在幼虫的外

表皮和内表皮之间发生强烈的免疫反应，表明吗啡在双翅目幼虫生长发育过程中在表皮层累

稷。嚣到了螨麓，幼虫的表皮转化为蛹竞。敬这一磺究芬镊实，现场没鸯会适的缀织帮活的

尸食性昆虫时，蛹壳可以{乍为毒理分析的材料。

3．2药物对双翅目昆虫生长发育的影响

上述蹩糖虫作为样晶米避行毒理学分拯以弼判断尸体．E的毒物。氍然检测到蝇蛆上的毒

物，这就表明蝇蛆对毒物的吸收快于排除遄率，但是对于簿物在蝇蛆体内的累积和排除机理

并来晴自，像括毒物对幼虫生|圭发育的影响，面后者是推断死后间隔时间的芙键所在。因此

在利用蝇娄生陡发育状态米推断死后间隔时阗必需明确葑物或毒素对撼类生陡发育速率影

响究竟怎样。

Goff等(1989)：拳J用注射毒不同裁量可卡困的家兔尸体镯莠麻蝇Boettcheriscaperegrina，

发现可卡圆及箕代谢耪Benzoylecgonine躬存在明显缩短了麻蝇幼虫的教育历鞠，其缩麓的

程度与可p吲含量成正比；同时证明可卡因对幼虫最大体随、蛹睦、蛹重及成虫的产仔域都

没有影响。Lord(1990)记载了昆虫发育加速救案例，在该谋杀案例中，三类不同大小的蝗

虫被收集到，其中中型丈小的幼虫(6～9 ram)表明死后阕隔时闻为7天意右，小型的幼虫

系到达尸体较晚的蝇类所产，而对一个最大的、发现于鼻牖的蝇蛆(17 7 mm)没法解释，

芸所标志的豫亡时闻为3嗣左右，经过分糖戴蛲虫体内有霹跨国存在，避一步调查表明死案

有可营因服用史，目击证入诞实死者在死亡前曾篇鼻子竣食可卡国。显然，可卡盈加遵了此

幼虫的发育。Goff等(1991)同样研究了海洛因对麻蝇B．peregrina的影响，结果表明海洛

因同样可以缭短幼虫弱嬲+每可卡毽不嗣之处在于蛆虫历麓臻短盼程度与海潞医裁量闻没有

显著的相关性。此外，海洛阅对蛹的历期；jI|有延长作用。另一点与可卡围不同之处史海洛因

对幼虫虽犬体K，蛹长具有鼹著的影响。Goff等(1992)以波射有脱氧麻黄碱Methaphetamine

(中枢兴奁夔)携家兔尸体憾箨绻受距瘵蝇P ruficornis，笈域淑食裹予致死中鬟家兔尸体的媲

虫的发育道率明显快于敬食死于致死中餐的蛆虫，其最大体{王=变小(到达早)，而蛹长之间
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却无显磐蕞异，蛹重则明显低于对照，Goff等(1993)研究了腐败尸体组织中的阿米替林

及代落物簿替称对鳟魏鞭臻援尹ruficornis发育速率麓影响。舞慕表磷，秘虫翻返滚大俸琵

的时间没有显著差异，但是离食期变坛，所以幼虫及蛹的历期显著蜒睦，在26皮W达77

小时，这些延氏足以改变疆后间隔时间的推断。此外，蛹藿和蛹长及幼虫死亡率均高于对照。

Goff等(1994)研究7。辇环已冁瞧(～搴孛善迸霁l臻酚药莽|j}法致幻髑，酪噻臻娄)对蹲角

Ⅱ麻蝇P，研cot'nis的影响，同阿米替林对绯角Ⅱ麻蝇p ruficornis发育速率的影响～样均不

显著，但是离食期缩短，幼虫(少于对照3到17h)发育历朗被缩短：蛹同海洛困～样发育

历翱穗嫫长。Goff等(1997)注意到3,4一methylendioxyamethamphetamine(MDMA，编亚锑

酸metamphetamine)对绯角弧麻蝇户rN]qCOrRl2发育速率的影响。LC／MS分析幼虫和蛹壳，

发现最火体陡短丁对照，且达到的时间变短。Bourel等(1999)的研究涉及到吗啡对丝光绿

蛹Lucilia sericata发育的影响。吗啡鞠遽了丝光绿撼虢发育速率，在死后润隔时间嵇计时，

若不考虑它的影响，则会相差24小时。因此，在利蠲昆虫进行死后间隔时间估计时不能不

考怠到嚣物对昆虫发肖遵率靛影响。Musvasva等(2001)研究了氢化可的投(Hydrocortisene)

帮甲孬烯基甲戊钠(Sodium methohexital，巴比妥癸)对臻蝇Sarcophaga(Curranea)tibiatis

Macquart发育的影响。结果表明两种药物都能显著娥陡幼虫期，而妊蒋缩短蛹期。但无法

在药物浓度与幼虫和蛹|!|勺历期间(发霄时阀)建立相关性。前一种药物延长了总的发商对闯，

后一种爨物从卵到成虫羽亿的总时阁几乎不变。

由Goff等人的一系列工作可以看出，不同毒品在昆虫生睦发育方面的影响有糟照普的

区别。可卡因静l海洛孵戏奠代激物会加蘧寐蝇曼peregrina镌幼虫发鸯(Goff等，t989；Goff

等，1991)，脱氧麻黄谶会加速鳟角鬣麻蝇P ruficornis F(Goff等，1992)的发育，而

3,4．methylenedioxymethamphetamjne(MDMA，Ecstacy)则延缓了同样种类的发育(G0ff等，

1997)。这些结果引起PMI躲错售可选70小时(Goff等，1992；Goff等，1993)。瓣壤，在

尸体现场若发现蝇的没商模式不寻常，便有可能是药物作用的缘哉。此外，阿米替林和那替

林使幼虫和蛹历期延长(Goff等，1993)，氢化可的松和甲丙烯基甲戊饷(巴比妥袋)使幼

虫期延长、蛹赣鳍短，蕊聪氧庶黄碱(Goff等，1992)剐镬幼虫期、蛹期均臻短，海滔域

使幼虫潮缩短使蛹期越长(Goff等，1991)，可卡因加速幼虫期但对蛹剃无显著影响(Goff

等，1989，1990)，见袭2。
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裘2毒物对蝇搂幼期发育历期的影响

注：“+”表示历期延长，“．”表承历期缩短，“～”袭示没有显著影响a

4计算机技本

各种环境因素影响昆虫发育，因此要根据自然条件和实竣条件数据的对比来推断死亡间

隔靖阗，裁琴霹避免款涉及到丈量瓣运算，诗雾瓤技术在法溪昆虫学中翁康髑选因此受到了

人们的重视。Williams(1984)根据尸食性蝇类的体重在不问温度下的变化，编写了可估簿

孵化时间的程序。Schoenly婶(1992)设计了个通过对节肢动物演替资料进行分析而推断PMI

的计篓撬程廖。这些；卡篝撬竣薹兰在一定翟澎上藏轻了法医巍塞学家鹃受燕，毽是在实际j．佟

中，还要进行校正。

5基盎髂逡食物寒源的霹究

由于DNA技术的目盏背及，人们开始关注利削DNA分子标记来推断尸食性昆虫体内

昭食物来源，这有助子解决法医调查中一些蠛手的闻题(Wells等，2001)。

James模擞了好杀案评中女g蟠有可能敬食精液盼情况，对取食了精澈豹蝇衄嚷囊避舒了

P30ELISA和Y-STR(Y-chromosomal shorttandem repeats)PCR分型鉴定，在蝇蛆嚎囊内蒋

物中硷援蛭《人类的精液存在。丽Wells等磷究蛆对死亡第一瑗场确乇是的作蚓孵，表明蛆驰嚷

囊适合于作为DNA源来鉴定事物来源。Linville等(2002)还找到了能撵除污染盘源干扰

的蝇蛆表面消洗剂。此外，吸缸昆虫的血游浆定也有利于嫌疑犯的确认，如等对蚊子吸m米

源(Coulson，et娃，1990；Kreike，et蕊1999；Chow—Shaffer,et at．，2000)、等对胡虱食源的硪究

(Lord，etaL，1998；Replogle，“a1．，1994)。遮臻研究结果表嘴尸食性昆虫越源鉴定是相当有价

值的



6展望

法琏既虫学，这个最有150余年历史的学科，随着澌技术的应}=|{|翻越成熟，。两个最近

的会议标志着这一具历史意义的时刻。在1988年举行的第14属国际法臁和社会医学学术会

议鞋及第18届国际昆虫学大会上，1990年举行戆第2弱国际磺翅学大会积第12躺潮际法

医学会议上，以及1996年8月在意大剩佛罗伦萨举行的籀20屑国际激虫学大会上，部2000

年8月巴西的2I届国际融虫学大会中都包含有许多法医昆虫学的论文，开展了法医融虫学

方露的专题讨论。这些犬会反映了法医鬣蛊学已普遍受到法医学界嚣}激虫掌器髀重鬣，可以

说法医醣虫学业已趋向成熟。

根据近10年的法医融虫研究进展着米，法医昆虫的分子鉴定卡¨法医昆虫毒理学成为研

究的蕊个热点，法医昆虫学遥过与叛接零的结合，楚蠡赛在实践中发挥其姨速、准确戆作用，

从而更易为q#昆虫学家所攀握。



第二章蛋白质组学在昆虫学中的应用

随着人类纂困缀计划魏完成，A们开始了功能基因组的研究，蜃基因缀的时代已经来临。

新时代的研究髓的是阐明基因组所表达蛋白艨的规律和生物功能，这就是赞臼质组研究。20

世纪末，蛋白艨龌(proteome)作为一个细胞或缀缎的基因缎袭达的全部蛋白质的概念提啦

(Wasingeretal．，1995)，至今，蛋自质组学(prote。mics)已缀成为研究生命科学静翦沿镀域。

目前针对蛋白质组的研究可以概括为两个方面。萤白质缀学一是对组织娥细胞基因组编

硒盼所有蛋白壤的分离积分橱，二是对不麟转录条件下蛋敷袋达变化的分拆(Aebersold＆

Pattemon)。前者即蛋白质组表达模式的研究，霸者是研究特定时间、蒋定环境簿|试验条彳牛下

特定组织的蛋闫表达，即功能翟白质组学或称蔫异蛋白质组学。基因组是静悉的，有机体从

它产生、发育、衰老直至消亡，它的基因缀几乎是固定不变的。健蛋自质缀燕动态的，有机

体的不同纽蛾敷发育的不周时期，蛋自质纽都楚不同的。嗣j毙，蛋白质缀蹙一个在空闽帮|葑寸

间上动态变化蒋的摧体。

蛋鑫质缀学技术在植物遮转学、药理毒避学、医学等方露已有较多的应熠，在昆虫学鞭

城在近年来也逐渐开始有不少的研究。本文结合蛋白质组学研究的关键研究技术取翔电泳与

擞物质谱，简露综述了蛋自戚纽学在昆虫科学中的应_I=fj进展。

1蛋自组学研究的关镳技术平台

双向电泳、商效柱层柝、顼谱技术和生物信息学对蛋Lq质缀学的产生和发展起了至关萎

骚静俸罐。滚穗琶谱等分离援术瓣避矮良及生秘信怠学秘兴趣建蛋自痿缀学蘧赣发袋稳重要

冈索之～。但鬣白质组学的研究当前主要还魁依赖于两大关键技术：基于烈向电泳(2-DE)

的分离技术及冀图象软件分拼与以生物质谱为主的鉴定技术及其数据库检索。

l。l双向电泳

对来自全细胞、组织或生物体中包含成千上万种蛋A质的蛋白混合物的分离是蛋白质缎

分辑熬蓠要要求，必须要有蒜分辫率的分离办法。基予联蠢￡§溶麴蛋是履缀分褥靖逶过毫分

辨率的2-DE、分析与比较得列斑点的模式、缩台原位蛋白水解利质谱技术浆定候选蛋白米

避擂(Gauss et af．，1999)。2-DE模式的检测是通过激光扫描及软件辅助的斑点识别和特征

纯遂露，萁染色霹臻黉统楚考舄簸亮遂帮镶羟辨，还畜耨翡裔J藩更宠戆线瞧宠繁范露粒Sypro

荧光染色(Yah etal．，2000)。但是由于低丰戍的蛋白极易被商丰度的蛋白所遮掩，因此这一
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技术目前仍有待于进一步改进和完善(Blackstock＆Weir,1999)。

近年来，多种用于蛋自艨缀学研究的鬣自质分离分析方法得到了发髓，如基于芯片技术

麓癍j=}j(Nelson et藏，2000)、蛋鑫复合耪的质谱直接分辑(Link etaL，1999)、亲和标记觞

使用(Gygi et aL，1999)以及大规模酵母杂交筛选系统(Uetz etaL，2000)。但是，双向}ilil泳

(2一DE)出现至今仍是蛋电餍分离最有效的方法，这是出于它在分离上千蛋自质时，所具

有的无可院撼的分离能力，以及随岳的可j=|l计算视定量分掰莲异表达蛋盘藏的高灵敏痿的染

色技术，还育对2-DE胶上埘高灵敏度微量化学方法进行黪定和表征相对比较容易。因而烈

向电泳仍是目翦蛋白质缀分离孵援心技术。

1．2生物质谱分析

过去十多年来在离子化的技术及仪器方面取得了突破性的进展如电喷雾I_{=}离

(Etectrospray Ionization，ESI)(Fenn et at．，1989)罨{鏊痿辘韵激光蔽辩，辫霰窀离

(Matrix·assisted laser Desorpfion Ionization，MALDI)(Karas and Hillenkamp，1 988)，已成为近

年来蛋白质分析技术中最羹要的成果。质谱仪的原理是先将样品离子化，然后根据荷质比来

确定祥品分予繁。对于生秘大分子鉴定来说遮一技术是蠢蒋拜性和高速度游检测方法。在经

2-DE或液相色谱分离后的蛋自，在胰蛋白酶等特异性酶的作朋r分解为肽，然后就可以用

质谱仪分析了。

在覆谱仪签定蛋自覆方丽还有一个整瑟舶进展。鄄楚“歇质谱指纹翻(pepfide—mass

mapping)”，遗主要是MALDI质谱仪表现出分析蛋白质酶解厉其肽混合物中肽段质量的能

力，尤其是对凝胶分离蛋自攒酶切肽段的分析自￡力，目前普遍认为MALDI，TOF质谱仪逆行

欢质谱指纹麓分祈是台遗羽第一步f陈主秘等，2002)。

2在昆虫学研究中的废用

2．1果蝇蛋囱质组研究

作为模式生物，黑腹果蝇Drosophila melanogaster在疑虑的蛋岛质缎研究方面是一枝独

秀。不萄注刘黑鞭采蝇或虫鹃头、鞠、骏部的蛋鑫质鳃圈港已被分别捧窭，总共约有1 200

个蛋白质被枪出，其中的犬辫数在头、胸、腹中是相同的，但也发现了一部分其部位、性别

特异的蛋白质(Ericsson et a1．，1997)。Baggerman等(2002)刹_E|=l毛细管液楣散谱结合质谱和数

潺库检索，对巢骏果蝇中枢{枣经§女进行了分析鉴定。{i蔓刷飙50头栗§§幼虫的中枢毒季经|I句撼



提液中鉴定到28条神经肽。熟中18条神经肽在数据库已经存在且有基因克隆或基因注释存

在；1 1条幸孛经黢驮来纯他分褰过：8条肽是究金囊颖的，共啦5个不同的泰疑注释的基因表

运而或。果蜷神经黥的表达鳃谱的研究，为熟他已经测定了萋因组序列生物的表达分辑t摄

供了借鉴。此外，Vigoreaux等(2001)认为对果蝇突变株系的飞行肌的蛋白赝组分析，对予明

确蛋自质在胍溅纾维中如傅缎织和作用躲极理十分有剥。

除上述外，果蝇血淋巴鬣囱质组的数据薄也已经建立，箕他齑有许多学者开展了或即将

进行昆虫内热生菌Wolbachia在果蝇体内细胞质不亲和。陛(cytoplasmic incompatibility)的分

子撬理与Wolbachia的蛋自簇缀、果蝇题骀钓糖经突齄传遴、关于雄性与雌性交配行为躺纂

圈鉴定、与卷蝇繁殖有关的雄性肽酶、果蝇体内部分蛋白艨阈的相互作用等许多方面的：f：佯

(见剑挢大学爝白质组中心网页htlp：／／www．bio．cam．ac．uk／prote。mics／lGFpr。jects．html)，司以

说暴蝇蛋自鹱缀学走在了辑骞动物蛋骞履缀磺究靛最前沿。

2．2媒介昆威与病原体蛋白质组研究

采采蝇Gtossina morsitans morsitans楚嚣洲瞌睡瘸盼主要媒介昆虫，融它的研究也比城

深入。Acosta-Serrano等(2∞1)利埽MALDI-TOF质谱分析技术，分析检测了采采蝇中勋的

各种procyclins(procyclins，多基因家族装达产物，一类与寄生物锥体虫有关的表达产物)

靛存在情况。缝暴表嚷，采采蝇中肠的procyclins呈现栽绺性表达。Haddow等(2002)对采采

蝇的睡液豫豹可溶牲蛋白避行了蛋自质缆分沂。先通过反襁高教液楣瑶辛厅分离不同疏承性蛋

白，然厉对不同硫水性蛋白进行单向SDS电泳，发现有四种含量最多的赞自并进行N．端测

廖：同时对唾液艨的可溶性畿圭|进行般向电泳，电泳蜃用Q-TOF(四级枰飞行时间质落分

析)和MALDI，TOF对相应的膝点进行腰谱分析，测序帮质谱结果分别在数据库中查找，箍

定了这四种蛋白。Haine等(2002)报道了采聚蝇中肠丰度擐高的蛋自是60KD的细菌源的分

子俸瞧(molecular chaperone)，为了明确穗这个重要戆媒分昆虫疾病传播中的作鼹。遴逑

2-DE凝胶电泳和质谱分析后，肢质量控索绱采鉴定了这汹象信号黥，表明该分子是采慕蝇

的内共生菌W?『gglesworthia g∞ssinidia的伴侣，而这些分子在非洲锥体虫的生活史中起着举

足轻重的{隹爆。

由此，Valenzuela(2002)认为蛋白斌缀学与大规模铡序、完整eDNA文库构建等技术

的结台，有利于发现吸血融虫唾液腺中影响脊椎动物llm、免疫等生理反应并利于传播痰痫

麴各嵇蛋鸯辫子。
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2．3昆虫袭皮蛋白

在鼗受衰症茧自静姘究领域，Missios等(2000)楚定了赤叛爸漆Tribo／ium∞￡㈣8Ⅻ

(Herbst)的几丁质蛋白。他们通过单相和裂向电泳分析了不同发育阶段(幼虫末龄、蛹期与

成虫期)的几丁质蛋白，找出了他们的棚似处与差异。幼虫期、蛹期与成虫甥之间双向电泳

篷砻差舅麓显，疆在纯媾物霸与诧蛹后24小时的鹭漕只有稍许差异。densen等(t998)分

析了飞蝗LocustaⅢ匆一atoria表皮的两种主要蛋白。他们对表皮的总蛋白样品进行反相HPLC

分离，两厝收集蛋白含量最多的几个峰进行n般向电泳，分别梢ESI质谗分析遮蕊个蛋囱在纯

季乏鞋望分嬲来静收集峰船麓自，MALDI质谱分斩颓内奄泳蛰谱孛触掰种主要蛋白，对摇应

的蛋白质进行了鉴定。Andersen等(2000)从飞蝗和l蟑螂Blaberus craniifer蜕皮后的蒋虫表

皮中抽提劐若干蛋自质。她化后分别德到七釉和五静蛋赢，劳测定T*D应的氦基酸序列。从

这些序列中得到了狠多信息，其中飞蝗与婶螂中吾有⋯种蛋岛禽有～段68个氨基酸残基豹

序列，它在其他昆虫种类的表皮蛋白中存在；而蟑螂中有两种蛋白还宙有一段75个残基的

序列，它在龙虾和蜘蛛的外蜃髓表皮蛋彝中存在。 作密认为这些结构在昆虫蜕皮后黪几、l

质蛋自中超重要作蠲。

昆虫摄白质的鉴定魁相当困难的，但是，作为蛋白质绷研究的主婴豁定技术的生物质谱

最强大∞功能是能够鉴定蓉自愿复合物ft,32llNNSJXCagney＆Emili，2002)，生物质谱露敏度

的不断提高是著地促进Tx,J具有生物学功能和应j=}；i价值的蛋白质复合体的鉴定，如上述对昆

虫JL-]质摄白的研究以及对其他表皮蛋白的研究(Chae，1999；Kaltenhauser,1995)。

2．4差舅表达

蛋白质绸学能够筛选和鉴定不同种尝和不同生理状态样品蛋白质组的区别和变化，着重

于寻找有意义的因素引起的2个或多个样品直接的蒺弊始自质谱，解释细胞生理静I病理转换

的进程与本质、对外器环境捌激豹反跤途径，戳及细魏调控孛凡铺，麓时获褥对菜些关键豹差

异性蛋白的定性和功能分析。昆虫细胞宥各种分化，每个细胞在它不同功能状态、细胞周期

不同时相、接受不同条件因素刺激或药物作用下，其拦融质组也会发生相应的变化，溉是这

种不同的蕊自质翔构成了这一细胞这～时捌的特征性生命活动的基础。

在琵虫细胞间的营养运输己进行了差异表达研究。Cole等(1997)对卵母细胞与滋莽细胞

中可溶性援岛在钒酸盐{乍用F与对照的积向电泳差异燃谱进行了分拼，试图找到ca2+蠢予转

运遥道对卵母细胞与滋券细胞之间营赛输送的联系，结果发现了14个碱性蛋白和8个酸性

蛋白出现了差异，并由此r结论：离子通道影响了滋葬细胞与卵母细胞之间的分子耽祭。
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在诱导融虫免疫反应方砸，Han等(1999)_|i)T究了冈比饨蚊Anopheles gainiae注射诱导的

瞧漤巴蛋鑫矮匏交诧。透过黠跑诱导与对照鹣双囱毫溶銎罐，栽受了七个畜强弱交耗弱斑点。

另外还发现有两个斑点在平行测定中出现多态性，但只在湃导后出现，

在相同的试验条件下，不同机体、生命的不同阶段，不同的组织定位以及在不同的性别

孛，蛋鑫震裂诺蠢鬟穗应鹃霹鞋相互疆鞍戆变纯。蠡在篷虫令体瑷裂方瑟，霹良发挥其藤斑
●

的作用。尤熬是对同种个体溅白质图谱中相对稳定的点的艇定，甚至可以区分不同的种类。

而在昆虫的发育阶段的鉴别方面，蛋自质缴的优势更是突出，一张图谱就可以有数干个点，

疆计霉撬分_瓣我裂发弯酴骏撩舞往静点在避霉亍霞谱努辑，获两可以俸为笈弯除段弱标志。在

昆虫个体识别方面，Papura等(2002)为了区别携带BYDV-PAV病毒的蚜虫商效表达病毒的个

体与低表达个体，利用双向电泳显示了两者的蛋白质组图谱，在总共2000多个蛋白点中，

发瑰12点是在不同表达量个体闫蕊差异点，两其中4个点可良骥麓区分离表达与{氐表落个

体。在时问謦异表达方面，Missios等(2000)对昆虫不周发育阶段的毅向电泳图谱表明，

某些标志蛋囱可以区分昆虫的不同发育阶段。

3前景和展望

综上绣述，当{；摹包括酸虫学在内的生鸯毒隼学在{{}}究方法上蠢睡羞巨大豌拱陵霹橇遇，帮

如何执结构、功能和生物学过程调控的角发揭示昆虫的行为等表征所古|!|句信息，运鞘蛋白质

组学研究手段，7通过比较不同生理状态下组织中蛋白质在表达数量，表述位嚣和修饰状态上

的差吴，可以发现与相关表缝对应簸蛋自囊，为其掘割提供线囊。昆虫蛋蠹蔟缀学硬究E秘

见端倪，在国外包括果蝇蟹白质组在内的诸多领域都取得了可喜的进展。黼国内则由于经费

所限，尚无能力开展这方面系统的研究。但烂我俐可以根据我们的国情，尽快就蛋白质组的

菱舅魄较方露避行疆究，摇奄生蜂毒液与密烹熬免疫系统，不同蝇粪或撼类不霹发弯阶段援

自质组图谱，礞白质组学的研究可以为此类的问题的解决提供捷径。

今后几年在经典2DE·MS方法的基础之上会不断发展出日益多样化的替代或改进技术，

使蛋自囊缓投术将不仅§l全露繁|系统选竞袋缨憝翻组织孛各类蛋自震定性萋骓含量分橱，嚣强

能够检测出鬻多的蛋白质功熊状态。特别避随着质谱检测控术的不断提离和分析过程的自动

化，以及生物信息学的快速擞展使得大规模检测基因表达的诱导或抑制、撩定蛋白质复合体

著确定纽照懿定位和穆谴以及蛋鑫质磷酸纯等襄译焉鲣镣成鸯可毯。墓虫学吝镶壤对撬剿豹

深入研究将套越米越依赖于生物质谱等萤幽质组研究工具。



第三章昆虫贮藏蛋白

Munn等(1971)描述了红头丽蝇CalZiphoria vieina幼虫体内火量觑清蛋白在蛹期前不久

被脂肪体吸收的现象。遮蒺蛋自质累积在稠密的蛋自质颗粒中，故称为贮藏蛋白，这个名称

鸯暗示繁它静功戆是为成虫缝蛋囊鹱台成提燕来澈。J嚣米，委稼麓喾乎{臻在萁谴疆翅基和许

多鳞趔目的种娄中被发现。Robertts和Brock(198”在一篇简短的评论性文章中提出昆虫

贮藏蟹臼这一确切的概念。酋先这些蛋白质在数量上鞍少，且仅在幼虫媳淋巴中积累、存在；

其次，戮篌不筵难一鹣，贮藏蛋自也蹩幼虫§i薪体舍裁豹主要蛋是；第三，萁含量在幼虫豹

高龄，尤其是末龄迅速增长， 成虫初期含有微量的贮藏蚩白，但在成虫羽化后几天之内，

就不再存在了。

多年以来，褥弱了较多关予这粪簧蠢麓结药与分布方嚣魏信息。鞠箕高含量憝芳番藏氨

基酸，这她贮藏蛋R X被称为芳香蛋向。芳香蛋白(Aryphorin)是由80kDa弧单位组成的

六聚体(hexameric)蛋白。在其他的昆虫种类中也发现了这类蛋自，包括半变态类的昆虫。而

且，笈黼纯{『：i在结稠上舄六聚体麓蛋白质，韶六聚体鬣自(hexamerin)娄钕，不过却缺乏

高含量的芳香旅氨基酸。儿篇重要的关r六聚体贮藏畿白的组成、分布和性质的文章发袭r

(Teller and Kunkel，1991；Kanost et a1．，1990；王荫长，2001)，这几簇文牵里酝概括TN i990

年为出稳裔关知识。其麝，对贮藏蛋岛的结构与功髓静研究取得了可褰的避步。这些蕊白质

中有几个已被测序，这给研究他们结构上的亲缘关系带来了曙光。另外，发现了在结构上与

六聚体贮藏蛋矗不相关，但在功能上却强他们椐当救摄岛厦。在本文第～部分，桴谴谂不同

家族鹃贮藏鬣白，并将之与其谴穗关畿内捧比较。这个术语“贮藏蛋自”暗示着它从粕淋巴

中被吸收并贮存到脂肪体组织中。在那儿，贮藏蛋白就好象贮存池一样，在以后成妖过程中

需要的时候提供氨基酸来源。不管这些鬣皇它们的氨基酸缀成与最螽躲命运如何，被脂肪体

吸收是所有真正豹贮藏甾自共同豹而且是中心的功能。近年来集中谢究了这一过程。

1贮藏器自家族

1．1概述

在Teller和Kunkel(1991)的论文里练述了武聚体贮藏蛋白的各静类别。这一部分只在A

聚体蛋A的范围内讨论，包括贮藏蛋|；兰|馋币局限于此。这些蛋自几乎酃在双翅强与臻翅髫中
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研究，近米也涉及其他的昆虫种类。所有的斛翅目种类都有富禽芳香族氨魁酸(>15％)和

掣穰氨酸<>4％)浆蛋白霰。隧蔻这类爨秘有蓉不同抟名称，懿覆蠛媛囊(Munn and

Oreville。1969)、幼虫血清蛋岛(LSP．1，Wolfel搿。，t977)，现在为了能描述攒健入看上去就知

道它的功能是芳褥旗氨基酸的裁体，把它称忭芳香蛋白。双翅日中第二类常见的贮藏六聚体

燮岛斡特点燕莠雷簌氨基酸与簪蘸氨酸舍登檬警低，枭蝇(Roberts and Brock，1981)要熬
I

t,SP-2是一个稍予。与之形成对姥豹是两类常见筋鳞翅哥贮藏器自，要么富鸯芳香族氨基酸，

骤么富含甲硫氨酸，而不会两誊皆多。重申⋯下，这个名字芳香蛋白aryphorin是对蛋自斌

中熬氨酸蟊苯磷氯酸含量>{5％黪称呼，丽另⋯漤烈稼“霉甲凌氯酸贮藏蛩爨”。另羚，武蘩

体簧白质在一些辚翅目种娄中0有过毅述，包括一些存在予粉级夜蛾Trichop[usiahi(Jones et

d，．，1 990。1993)荆大蜡螟Galleria mellonella(Memmel el a1．，1994)的保幼激素抑制蛋白

(juveni|e hormone-suppressible proteins)强及棱羹素结合囊N(rlboflavin-bingd{ng proteins)

(Sihacek￡fal．，1994；Magee etaL，1990)。

即使所有避戡蛋白质有相似的结构单位和幼虫体内的发商过程，要是它们的吸收、贮存、

剥惩熬过程有医攒，篓么它镪裁不一定是“贮滚蛋蠡”。舅一方面，至多霄～个鳞餐銎家族

镧有一种这样鹪贮藏蛋白，它在结构上与六辩体蛋白毫无关蓉(Haunerland＆Bowefs，1986；

Jones et a1．，t988；Greenstone et a／．，1991)；这种投蛾(Noxtuids)的高密度蛋白(V}tDL)像芳香赞

露一样，霓芋帮在秘虫末龄合戏，叉遗遮被蓠螭麓蕊体睡收，贮存在蛋塞囊鬏鞍孛，两显不

久被水解(wang and Haunerland，1992)。可见。穴聚体结构对于爱白质的功能鼹否是贮藏蛋囱

并不是足够的域潜是必要的吲索。

在萋它基虫中辔蓑褒了贮藏蛋怠；芳誊鬣囱与萁它六蘩钵蛋鸯一群在掇簿(Shipman el

at。1987)，蚂蚁(Wheeler＆Martinez，1995)，甲且]4Dekon＆Koopmanschap，1994)，也在不完全变

态类的蝗科(Dekor￡and Koopmanschap，1987)NIN-蠊(Duhamel＆Kunkel，1983；Jamroz 8，

搿，t996)中描透过。大葵分铡子皆，贮藏蛋垒谯爱弯对裂遥翁过囊豁道雏还缀少，餐畜述象

栽明，至少芳替蘅自能被所有的全变态种类的蛹脂肪体吸收。另一方面，非穴聚体蛋自在～

蟪鞲翅目(Coleopera)种娄中的蛹脂肪体中被控现，它们也贮存芳香族氨糕酸(Delobel et

&t、1992)。

1．2贮藏蛋白的分类

晕鬻懿对贮藏蛋岛麓努类憝铰据链稍鹣AA缀藤，溪在B器挺多蛋&被溅穿，给窭了萎

留可靠的依据。所有的^聚体赞自显示出与裕腔动物的血蕊蕊离(hemocyanlns)相象，撤



明显它们在进化上是相关的(Willot etal．，1989)。血蓝蛋白是含铜的氧台嫩白，在Chelicerates

和甲壳类中发现。Beintema等(1994)5‘!量米详细分析了这个超家族蛋白，而且根据复合的摩列，

认为鍪虫的六聚体蛋自在避纯上来源予常见麓血蓝蛋鑫翁体。由予tracheated琵虫邋常不需

要氧气来运输血清蛋白，这个氧合功能就丧失了，这类摄白也可能在昆虫中生成了不问的功

能。在昆虫六聚体蛋白缀中比较序列相关性，发现六聚体蛋自形成了4类独立的组，称为(1)

鳞翅西寓荤丙氯酸萤蠢(Lepidopteran meihionlne rich proterins)；(2)鳞翅强芳番蛋自

(Lepidopteran arylphorin)s：(3)某些鳞翅日JH抑制蛋白(certain lepidopteran juvenile

hormone·suppressible proteins)；(4)Xy．翅霹贮藏蛋白(the dipteran storage proteins)。这个组

捌与不避糗据氨基酸的缀戒来分娄，褥豆它不包括近来已测序的一些蟹自。为了更好的理解

上述不同的贮藏蛋白，恕功能方面与结构方面结合起来是非常有帮助的。然而，对已报道的

序类作直接娄冼是银困难的，墨为测序怒采用了不同的方法。为了在论文中比较这些绻掬，

所有当前融知的贮藏篮臼序列都通过Clistat W算法进行排列，袭t)。

1．2．1芳香灏白

1．2．1．1戏趣蠢

大量的研究结果说明了双翅目芳香鬣自的生物学功能(Scheller,1983)。这类蛋白质在幼

虫倒二龄与床龄的脂肪体中合成，而后分泌到血淋巴，在那儿积累起极高的密度。当融虫开

始漫行(wandering)，芳褥蛋寡约台成戴终iLT。蟾反的，这些蛋白腰j丕滚涛昀被蛹鹣髓臃

体吸收，在那里贮存在蛋积质颗粒中。虽然对蛋舀质的不同区域细节的研究结果还没有出来，

已有迹象表明，在脂肪体的背面、尾部有厦大量的贮藏氍白颗粒存在。在预成虫的形成过释

孛，许多芳霉蛋自被部分瓣疆辱，面且它戆成势AA在耨形残的角廉联中被发现。

取翅弱种类的芳香蛋自已在红头丽蝇中洲序(Naumann和Scheller,1991)。这类搿自质

独自形成了一种六聚体鬣向(见表1)，假仍显示出与其他所有的六聚体贮藏蛋白有相似的

嗣源性。

1．2．1．2鳞翅目

鳞翅目劳香蛋白大部分的特征与烈翅目的相似，但仍存在一些重要的区别。鳞翅日芳香

蛋萎有穗戳囊奄芳香藏AA露分跑，{壁甲璇氦酸麓晓弼秘对较诋。在鳞翅嚣芳香蛋叁串戆廖列

一致性在50％～70％之间，但是，它们与职翅日的同源性则相当小。虽然芳香蛋白

表l六聚体超家族的序列相似性。序列同一性和相似性通过ALIGN方法进行戢配。同



一性在左下方，相似性在右上方。(Haunerland，1996)

注：Man．A：Arylphorin来自烟草天蛾ManducaSexta(Genbank序列ID 159491)；

Bom-A：AD'I酶or[n来鸯客爨Bombyxmori(Genbank穿捌IDl34926)

Oal—A：Arylphorin来自大辩螟Gaileria mellonelta(Genbank序列ID 449954)；

Man．M：methionine-rich protein来自烟革天蛾Manduea Sexta(Genbank序列ID

15952国；

Tri，JHI：basic juvenile hormone suppressible protein 1来自耢纹夜蛾Trichoplusla ni

fGenbank序列ID 729863)；

Bom．M：methionine-rich protein亲垂家蚕130mbyx mori(Genbank序劐ID t34925)；

Tri。JH2：b靠sjc juvenile hormone suppressible prolein2恭自粉绞夜蛾Trichoptusia ni

fGenhank序列ID 729864)；

Tri-aJH；acidjuvenilehormone suppressibleprotein来叁粉毂寝蠛Trichoptusiani(Genbartk

带列ID 125066)；

Gal一82：juvenile hormone suppressible protein来自大蜡蠛Galleria meHonella(Genbank

垮捌ID t56154X

Lep—A：Arylphorin来翻两红柿甲虫Leptinotarsa deeemlineata(Oenbank 序歹0 ID

556786)；

B|a-A：Arylphorin寒皂BlaberⅫdiscoidatis(Genbank序捌ID 951139)；

Cal-A：Arylphorin来自数头丽蝇Calliphora vicina(Genbank序列ID288282)；
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Dro一2；larval serum protein 2米自黑腹果蝇Drosophila melanogaster(序列米t3

Naumann翱Scheller，1991)；

在幼虫束嚣麴疆蒋钵中强褰速宫成势释藏弱盘游毯中去，毽是避象褒硝这类蛋蠹袋在韵

虫的发育过狸以及成虫的憔腺发育过程中(Miler et al,，1990；Kumaran et融，1993)表逖的速度

较慢(Ray et atl97；Webb and Riddiford，1988)。不过，在幼虫宋龄鲢盎漆露中高痊聚集，丽且

在颈蛹鲻霆耨被赣器体敬牧。在大多数铡子中，芳香謦巍筹没有完全肮趣湃墨中消失，这可

能是由于佬的高度集中的绦故(Haunerland etal．，1980)。襁Hyalophora eeerpia(1qo etal，，1978)

中进行了对在*g蕊体啜收与织曩的生化与电镜技术方嚣鲢详缨研究。嚣，mari(№；o etat。，198棼

帮Helicoverpa z∞(Wang＆Huanerland，{99l，1992)。巍《‰黠体翁鑫律莹}兰|颓粒中莠番餐自己

被明确鉴寇，而且似乎返螳颗粒逐渐的丽不是彻底的在蛹期被破坏；翁实上，很多立体在成

虫骚肪体中拔发现，这叉意嚷着芳番蛋岛连可能作为穿黄鲎是的懿蒸酸来源fwang爱

Haunerland，199t)。

究竟哪里是台成的蚴所，哪里是贮存的地方，犬部分研究还并米努力去区分脂肪体的不

霹区域。详缨鳇{|}}究其在箍口＆中获褥或功。这个静娄中，匿彝定佼予一穗喜色的跫菠蛩鑫

上(VHDL，见后)，在台成与贮藏豹衙所上有了溺鼹拍区分(有关评瘫觅Haunerland和

Shik．1994)。研究发现，箭香蛋自在幼虫外丽的脂肪体中合成，在5龄幼虫的外皮层均角质

瑟之簿。然丽，这是色熊鳃织蒡不与莠蛰黉鑫分离，辐反的，蛋怠迅速被蓊露盛的鞲臃体囊

织吸收，它绕在肠辨位于体腔的中心帮位。通过电镜研巍，现在已经知道，这种内脏弼圈11}勺

脂肪体减留于蛹体内，并靛育成成虫的脂肪体；但是外阁的脂肪体却消失了。

1．2．1，3载避餐

类芳舔蛋自己在大爨的鞘翅目种类中鉴定，包括谷灏的甲虫Temebrio mditor(Delober Pf

at．，1992)和科罗里达西红棉甲虫Leptinotarsa ecemlineata。后者的蛋白避来己被测序(Dekout

帮Kooppmansehap,1994)。密藩其健蒡孬委彝一群寓窘游蓉蔟氨基酸，健是与其它家羧鲢芳

香蛋白在瓣构上的相似性就不如原先的六聚体蛋白种豢(表1)。它发育的崮谱也知邋的相

对较少，憾是好象这类缀白质也贮存在螨脂肪体的颗粒中：

1．2；t．4蜚拣妥

在美洲大Periplaneta americana中，有两种类芳褥氍白颗粒已经嬷定出来(Duhame／和

Kunkel，1983)。其中之～枉整个生活周期中都存在，而弱一个则几乎都猩幼虫中发现。没有

蓬象簸够说臻它在嚣黥体中酶骧投与贮存，丽显萁生物捧臻餐拳弄薄麓。遥亲，一瓣笈蠢楣

关贮存鲻F旮(deve／opment associated storage protein，DASP)铍嵬隆，而且从1)laberus
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discoidalis中被测序(Jamroz鲋“，．，1996)。这擞黼白质与其他所商的六聚体精自间源性相似，

鬯括其蹙家旗鹣赞誉簧叁(裘{)。

t．2，2双翅茸钓LSP-2

双翅目第二灏为人所知的的贮藏蛋白存档的数量比芳替※离要少，倦勺脚蒲的发育历勰

龉辐程。这类蘩囊遂谈嚣魏髂躐黎，燕其最终鼹螽运究羹箍褥蕊无簌襄寮了。篓子这搀～拿
●

搴实，这类蛋愈穗成虫羽仡衙仍继续表达．储计它对成虫米黼，也是一个踅撰的因素(Benes

酣a1．，1990)。聚悯的LSP．2是这银蛋白中唯一醴被测序的(s。mousseron；cited in Naurnann瓶

Se女e{l甄i991)。窀鲮亭癸与疆邂霪莠罨蛋露静氍畜萎惫六聚蕊甓盎据熬，餐叉褪对赞多；遮

藏味着，在LSP*2与任何其他的六聚体蛋自没有亲密的亲滚燕系(表1)。

1．2。3鳞翅目富甲硫氨酸贮藏馘囱

富警骧氯藏澄盎鏊零穗氨羧含量嫠过4％，与莠霆羹叁璐袋对藐夔整这蹙纛鸯囊莠琴蕊

糖基化合扬，殳鼹在几个鳞翅鞘种类中发现了镶种蛋白，并没有调查过整个辩翅目种类。挫

⋯些种类中，比如烟草天蛾删s积肥与棉铃擞艘cecropia+两釉或更多的黼甲硫氨酸(对碘

襞基鼙孚委b已缝竣茭袭(Wang搿建，1992；{毯。疆aL，197s)它稻在嚣黪箨鸯熊雯凌台或蕊胬

始时闻要比芳番氍白来得晚，～般是接近幼虫泳龄快要结柬的时候。接着，黼甲硫氨酸蛋肖

就彻底的从血淋墨中消失了，辩被吸收到蛹的目镕肪体中去。擞然它在颗粒中的沉积作用尚米

棱勰巍，Pan霸Te{fer凑藩，意l§精搏孛戆鬏熏在蘩审演臻波翁噩蓑下醛鹣越鞣；车遥，肖

～个有趣的现搬德得指出，与骈有其他种类黼贮藏蛋白和六黎体蛋白相比较，较少在烟草哭

蛾M，sexta中雌性幼虫的富甲娥氨酸含量比瓣性幼虫要明擞率窬盼多(Ryan州目l，1985)。戳

囱痿痔鬟嚣霹黧融较表褒，疰狯绞褒蘩王舔咎。淞菇《。，1993)审鬟透过夔嚣静萋奉蘩霖涵激

絷可抑制蛋自戮囱也属于这个氍砌(Beintema et aL，1994)。富甲硫氨酸六聚体援囱的同源性榴

辩较高，序列一致性在44％与々鹋A之间(袭1)。与之形成对比憋是，其它麟翅孽与取翅爨
■

鹣穴聚霉簧鑫瀚溺源注露多子34％。嚣菇弱裘羹辜婺爨翡激素可蚤蓑簧爨簌乎与寒鑫箕宅

端翅日种类前寓甲硫氨酸的贮激龋自相同。所以很自然的，腊丽一类蛋白旌=熟它种类中可微

僚铀激素抑制。懑安上，有迹嚣褒踞，来自烟孳天蛾挺s“揪l!|矗寓甲硫氨酸爨岛器在保幼滋

豢在麓垒束羚薅波黪含量簿龚中势之一我下黠雩釜{壤{豫§§最跫i龌i螽蠢，988；Corpfrpm：甜

#，。1991)。

t,2。4保皱激素W撺铷蛋怠(Juvenile bormone—suppressible proteins)

贮藏蛋鸯灏氍运蠢窝jb孚蠢经确定，楚簌虢燕毒嚣期鬣霸激素戆害羹渗戮攫懿靖，黄基

长久以来人们认为是保幼激裂阻Ir了贮藏蛋囱的产生。事实上，保幼激素双对其中的某些趟
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到抑制作用，而不是所有的贮藏蛋白。另外，上面提到的两类基本的保幼激素可抑制蛋白，

一种酸性的六聚体蛋白己在粉纹夜蛾77hi(Jones et aL，1990)中鉴定；氨基酸组成，序列的一

致性和保幼激素的可抑制性表明一种近来从Gmellonela(LSP一82，Memmel et a1．，1994)@克隆

而来的蛋白是一种类似的蛋白。这些酸性的保幼激素可抑制蛋白相互之间高度相似，但是功

能却与所有其他的六聚体蛋白不同(表】)。正是由于这个原因，对于他们的发育图谱和命

运以及他们的功能是不是作为贮藏蛋白等之前所知甚少。

Godlewski等(2001)的研究表明末龄幼虫大蜡螟Galleria meHonella在18℃F进入滞

育期。滞育划间，脂肪体大量合成了一娄蛋白质(72～84kDa)并且分泌到血淋巴中。通过

这类蛋白质N端的部分序列的测定表明它们属丁六聚体贮藏蛋白这个家族。在滞育和非滞

育个体中都检测到了两类LHP基因(LHP76与LHP82)的表达。并且丽类基因一直表达到

滞育的90～100天。在非滞育个体的脂肪体中分子量范围在72～84kDa之间的蛋自在幼虫末

龄期的第3天达到峰值。之后这些蛋白就分泌到血淋巴在那里累积。在取食期后(到6天)．

这些蛋白又被脂肪体吸I恢并在蛹期前在这一组织中达到极高的含量。在同一种类中报道的核

黄素结合蛋白在有相似的分子量(85kDa)仅在基因表达的模式和分布上有细微的差别

(Silhacek etal，1994)。LHP82蛋白在倒二龄蜕皮后几个小时内出现，并在2天后在体内达到

峰值。已经确定这一蚩白是保幼激素抑制蛋白(Ray el a1．，1987b；Memmel et a1．1994；

Riddiford，1995)。因为在2天后保幼激素在体内已降到检测不到的水平(Rembold＆Sehnal，

1987)。

1．2．5核黄素结合蛋[刍(Ribiflaoin．binding profeinsl

Silhacek等(1994)指出，1个与核黄素蛋白结合的贮藏蛋白Ⅱ单位为85kDa，并用Western

印迹法得到证实。尽管与其他六聚体贮藏蛋白在结构上相似，但是已经为人所知的是，在

1-L cecropia(Magee et a1．，1994)，G mellondla(Miller＆Silhacdc，1992)并不是真正的贮藏蛋

白，虽然它们只在幼虫未龄强烈地表达出来，但是他们在蛹期前并不会主动从脂肪体中分离

出来，也不会在蛹脂肪体中积累。它们的血淋巴在蛹羽化的时候迅速集中、减少，但是这些

蛋白是简单地被水解或者被吸收到脂肪体、卵巢亦或其他～些组织中去，而不为人所知晓。

这些蛋白质是糖基化合物，并似乎包含了高含量的组氨酸与精氨酸。迄今为『r，还没有这些

蛋白质序列的报道信息。

1．2．6高密度鳞翅目蛋白(VHDL)

一种非六聚体贮藏蛋白在棉铃虫(Haunerland＆Bowes，1986)}1『其他夜蛾科种类(Jones

etal．，1988；Greenstone elal．，1991)中被检出这一类蛋白质由150Kda个亚单元的二聚或四聚体
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复合而成。他们是由两种不寻常的所有物鉴别。由于非共价束缚胆绿素和它是非常高密度的

鳞翅目蛋白(VHDL)含大约10％类脂，所以它是蓝色的。它在幼虫末龄的外围脂肪体内合

成，而且在它特别地在蛹划前被外围的脂肪体吸收之前，在血淋巴中高度聚集。在脂肪体中，

它能在蛋白质颗粒中被发现，但是它又明显的在几天之内被分解消化。它的蛋氨酸组成与普

通的蛋白质并，没有什么不同，所以似乎这类蛋白质与上面提到的六聚体贮藏蛋白并无关联：
●

然而，序列的信息并不是可靠的。VHDL是迄今为止唯一一种非六聚体幼虫血清蛋向中为人

所知它的功能是贮藏蛋白的。根据报道，在膜翅目种类Apis mellifra(Shipman et a1．1987)和

Camponous fesinatus(Wheeler＆Martinez，1995)存在一种有着类似脂类与脱辅基蛋白结构的

而不带发色团的VHDL，但是它发育模式图尚未建立。

1．2．7富酪氨酸蛋白(Tyrosine-Rich proteins)

富酪氨酸蛋白(tyrostaurins)和相关的富酪氨酸贮藏蛋白是在鞘翅目昆虫的脂肪体内酪

氨酸含量可达27％的蛋白质(Dellobel etal．．1992)。它们的合成与在脂肪体内的累积是在化蛹

前不久发生的。而这些蛋白质在蛹体内是贮存在脂肪体的蛋白质颗粒中。在之后的发育过程

中，这些颗粒部分消失了，可能这些富酪氨酸蛋白的酪氨酸残基被用于拟成虫的表皮结构的

生物合成过程。虽然它们明显的达到与其他贮藏蛋白相似的功能。富酪氨酸蛋白与前者又着

根本不同的方面， 不仅在于它们不是小的而是很大的不确定的大小(30～65 KDa)，而且也在

于它们从不释放到血淋巴中去。相反的，这些贫乏地的可溶性蛋白看上去似乎在合成之后迅

速被贮存到蛋白质颗粒中。没有这些有趣蛋白质的结构或顺序的数据资料存在，事实上，它

们可以代表独立进化的氨基酸贮存的机理。一些鞘翅目种类只有六聚体蛋白，而没有富酪氨

酸蛋白，其他的一些则只有富酪氨酸蛋白或两者都表达的蛋白质。

1．3结论

所有的六聚体蛋白相关性明显很强，而且根据假设，它们演化起源于血蓝蛋白。但是不

同昆虫种类的六聚体蛋白家族之间似乎并无紧密的联系。即使它们在氨基酸组成上相似。血

蓝蛋白分子的结构中包含有许多疏水氨基酸。包括芳香基在内的残基被疏水蛋白氨基酸取代

不大可能导致整个结构发生重要的变化，因而一种芳香蛋白在不同种中独立的发展，这是适

应贮存芳香族氨基酸需要的结果。这个假说依赖于这样的事实，既在芳香蛋白中保存的芳香

族氨基酸不比其他六聚体蛋白中的多。事实上，当所有昆虫的六聚体蛋白用Clustal W复合

成直线的程序校过之后，苯丙氨酸和酪氨酸残基在全部六聚体蛋白中的很多位置上不再相同

(图1)。没有一种芳香族氨基酸残基能贮存在所有的芳香蛋白上又不在其他六聚体蚩自中。



贯一方面，⋯些鞘翅目种类采取了不同的战略，即以不漆性蛋白的形式贮存。

豫了芳蔷蛋窍之嚣翁贮藏蛋骞显然独立麓进饨蔫，哥楚瞧尧了适应在艇鬻贮存甄纂酸筠

需要和利用．而强烈表达潜魄监蚩白基脚，另外一些功熊完全不同的谶肉质，也演化予血蓝

蛋自前体。这些包括半变态融虫盼六聚体蛋白和上面提到的核黄素绑定六聚体蛋自没省被吸

收巅嚣麓髂辛去。甚至：冀缝{}六聚僖的晁虫蛋自遣发蕊了一卞弱曼戆痔列，宅与巍菠鬣是

是同源的：prophenoloxid创ses、果蝇D．melanogaster(Fujlmoto el al，]995)、B mori(Kawabata

etal．，t99S)$N姻草天蛾腻s鼎掇(Hall etal。，1995)(序列弼激性为29％一39％)靼一些从双鲤睡

(B《rraester拳：l Sche]ler,]995；Chung料观，19钙；≥更少嚣灏性翁芳香蛋囱精律等大量翁趣漪蛋

白。

2蛋蜜熬贮藏雾糕髑

虽然不同演化起渊的缀白质可以作为贮藏蛋白，但撼一些六聚体鹫向没有被脂肪体吸收

拳l贮存，渤两它翻莠不是贮藏蛋岛。贮藏援自鹭奉质燕它髓技嚣靖髂特器性镌谬爨与繇壤。

从贮藏蛰向被人类发现以米就一直有遮样一个疑问，究爨为什么它们谯脂肪体合成后就被释

放到血淋巴羼，而且才几天之厉又被脂肪体摄取。一些假说意图解释这个复杂的模式，但是

劳没有窭现汪天一蘩售驻懿螭说。它可能足是无舞不在翡承溶牲静矗淋露蛋交演拖熟一个缭

果。它们贮存到脂肪体韵功能需要进化出一个有效的摄墩机制。贮藏蕾期的吸收只发生在蛹

期前后的一个短暂的时期，而且这种吸收爆一个细胞内瓣过科。因为贮藏龌白通常在皿淋巴

中蕊浓塞锻离，鄂蠖蠹器佟臻没有选撵拄，也霞褥贮藏美鑫蠢黯蕊体输入是霹熊戆。辣缀过

氧化物酶韵原始细胞实验证明了这一点(Locke和Collins，1968)。然而，蛋白质从m淋巴

中清除掉，叉积累到脂胁体的受体引导过鞭表明吸收是选择性的(Pan辩}Telfer'1992)*遮样

一辛过箨并不会舞蓐箕饿夫量{}蒋巽毪舱趣灌琶蛋鑫，霸为霸您菠麓臆内番馥逸囊慧是瓣往

-d,l虱体税的血淋巴。钓确，当棉铃虫H．zea的脂肪体潜伏着相同数鬣的标记芳香蟹自和一

来自体外的外来蚩自(tgG)的时候，一小数量的lgG积累在这个组织中-但是超过十髂昨

莠香蛋骞梭吸寝了≤w∞g秘Haunerland，1994b)。投援蕊察到酶建撵吸收镗是，邃静薮牧应

该是被特弹性的内吞受体引导的。这种潜在的贮藏蛋白的受体已经在聪翘目和鳞翅目融虫中

找到了。

2．1双憨褥



在取翅尽赠肫体中莓东一黜芳香蛋瞧的受体的证明可以遗潮到1983年。垮对Ueno镶

￡t983≥报道了弼煎豢彝记酶劳香蛋叁谶一辩特剐饱爨茨方式，簿Kd=4*10+9 M羹台莛拣

惩掰寐魏l女嚣髂鼷蓊菜些透域。与其镌太多数掰辩的其穗韵耪国吞过程形成对比豹是，大鼹

的耱粪戳乎并不埝赫晌这种始台。势香蛋自的缩台需要Ca2+离予且依赖于一定的pH值，蕊

撩逶麓p}{篷燕斑港巴瓣#}{缓荛6+5。奁之嚣黪臻究中，这蕊戮宠大灵发襞～穆黄素巍色素

lumichrome，毹阻止芳褥蛋臼与它的爱体结合。可能由于cn”的存在，lumichrome与势香援

自以一定的比例绱食(每个瓶瓣一个分子)，光色索一芳香蛋白复台体就不簏承I受体结台。你

豢诫为莱一静黉巍色豢势子盏蔫香鬣岛乌受体臻宙点，嚣菇这令势子参与对芳卺蛋盔蕊识

别。

运蠲鼯经搭印述(1igand blotting)接术，谴明这个联定豹势誉蛋岛的受体每个分子羹120

kDa。与芳香鬣囊蕊结台坟在嫡簿霜蕊蒋串才会茏蕊，在妨鸯瓣薅髂痰秀无，豫蔫莲虫翅蜕

化装词醇ecdysteroids处理过。其他的证据盥示，在幼虫体内的受体处于不活化的前体状态

(Mr=125kDa)，而奠这种“国性赞体”被酶切厝就使得活化恣的120 kDa缓肉出现了(Ueno

帮Natori，1994)。Chung等(1995)遮寒亮鼗了这个芳蠢蛋鑫受体，覆虽涎蜜了纯稻旱巍鲍

蚺论。现在看米，先前叫做神秘爱体的125 kDa蛋白似乎魁一种无关蛋自。她孙，因为已缝

明白H&肪体膜包禽了大蛙的蛋翻展颗粒，所嗡遮个t20kDa受体究竟是黩鹫幽，还是在鞭粒

瓣甓台了芳香嚣鑫麓缅您囊爱白寝了一个蕊滴。轰者熬霹§2经受走～些，因为绝弼在鼗黯髂

羰土耀亲稠经抗体没有检测瓣120k Da蛋鑫线交互反应物(crossreacint material)，在净化黼

粉傣绍胞膜内龅前体之看，仍然可鞋蒋到育荧光在蛋商质颗粒申。有意思的怒，同时在幼虫

尚蛹嚣藏谇秘翻受校反应撬{搴，只有焉者瀚麓与芳香萤南鲢岔。耀Western印逐证疆了戆煎

岛蛹脂肪体都禽有三种麒免疲活性的番自，120、76、和53 kDa的，但是幼虫组织内120 kDa

蠖自的含爨极微，蕊它恰恰是能与芳香蛋白结合的。氨基酸末端的序列分攒提供了明确的诞

摆，粥些毒一点Jk魏蛋囊是t20kDa黉自的片段。瓣既，可叛肯定在魏妻搏波120‰D3熬薨

蛰蛋黯的缱台娥岛迅速的拔分瓣成弼个片段。趣作犀的霹熊怒一磅特异憋熬爨鑫黪。20-疑

麓挺脱皮酮毪螭糯蒋静存在，钝纯了这种蛋惫酶。然两，2§．羟熬滕瘦醑奉囊也会导致120kDa

蜇岛麓表述。

受体的cDNA决定了j t63个氨基酸韵遗传密码，从内髓网的靶标开始赢剿120 kDa的

缀彝鹰序列的N+束蝤序列。这也憝那个76kDa片段695个氨麓酸残基的N-末端。那个53 kDa

片段豹痔列弼执713个氨基酸开始。这些序列滴礅豹表萌了籀强髓(29．1％～致，66．2％丽瓣’

一种从果蝇脂肪体内提取出浓已经测序了的慑未知功能的爨自(fbpl媸趣+Maschat et
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al。，1990)，和褥蝇Calliphora中单独测定的芳褥蛋自受体(Burmester＆SchelleB 1995)有46+1％

相同。

在丽蝇Calliphora膜上，3种绑定蛋白在1992年被Scheller和他的台作者(Burmester和

Schelle，1992)，每个分子重t30，96和65 kDa。嫣放射性谈标记芳香蛋白的赢接配俸印避表

明，只有96 kDa蛋白能被标记。但是当被污染的蛋自剐歼始先与配体芳蓊蕾白一同培养，

然后与抗芳香嚣白的培养，则3种蛋白都见，这是一个撼敏感的方法(与配体结合的免疫

印迹)。然蔗谯体并mRNA却只能翻译130 kDa蛋自。所有3释蛋白与酶募性的撬体的产生

交互反瘟，由北看来96kDa和65 kDa的登商好象是130 kDa蛋白的片段。在芳香蛋白暇收

以前，130kDa蛋白和96 Da精自在幼虫脂肪体显著存在；65 kDa蛋白虫前i{l!|则无，但嫩从

芳香蛋自吸收野始，它的台鬻藏逐渐上升。睦l芳香蛋自的摄取和65 kDa的装舍蛋自被20一

轻基促脱皮酮的诱导，可以褥出一个结论，96 kDa肯定搓芳香蛋白被脂肪体摄散发生前受

到修饰，并根可能解理出65 kDa，而后者可能是活化f|勺芳香蛋白的受体(Burmester和

Schelle，t995)。96 kDa蛋囱本身是130 kDa蛋鑫基因戆产物。除了一个潦氍的序列袭骥臻

蝇受体和果蛹Drosophila的fbpl基因相似(27．8％相同)之外，这个受体也与它的配体芳香

撮白相关(17_8％相同)。

妇兹掰遂，赚蝇和瑟蠖势香蛋自绑定鬣穗龄序列{}常稠似，困焉，我俄可以肯定它们漫

来自不同种畿的相当蛋白，即使初一看，它们报导的功能和活化似乎是对立的。然雨，肖我

们考虑到构建的序列图谱时，两者研究的结果就更一致r。两者的cDNA序列包含了内质

网耱标网状缀织序刚在5’寒蟪。

Burmester和Scheller(1995)假设了一个简单的跨腆的a一螺旋(1936一L953)：在构建

的麻蝇Sarcophaga和丽蝇Calliphora受体的图谱中，这个暇域保存的很好(61％相同．89％

鞠戳)显示Sarcophaga蛋囱瞧缝残蟹在淤飘滚貘上。在麟缝Satvophaga中整个蛋鑫多90

个氨基酸残蕊，而计算出的分子重量与SDS电泳得到的结果相符台。分裂的位置只在

Sarcophaga中已确定：它发生于R713与$714之间。在构建的序列中，Calliphora育～个

嚣王的痔到巍这令位姜(R824／$825)主，定嚣个彦鲻主有羞一段豫存豹6令氯萋羧

(RYRRSL)。这事实上为特异性的蛋白酶提供了一个1：{7：谶。假设在丽蝇Calliphora中也在

此发生的话，则最终的片段的一个分子重92000和48400，分别与麻蝇Sareophaga中76和

53kDa蛋鲁鹾藏。在甄个摹孛类中，鸯暴20．鞭纂艇聪瘦餐翡不存在，郅受体跫不§i霰澈滔戆。

Chung等(1995)对这个吸收有不同的看法，他们认为120 kDa蛋白的分裂被20一羟基促脱

皮甾酮抑制了，从而保持r活化的芳香蛋内绑定蛋白的完熬，而Burmester和Scheller提供
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的证据则表明96kDa蛋臼是徽20．羟基促脱皮甾酮激活的，它通过避一步分裂出滔他的

65kDa受体。然两，努藏臻蛙{麓是。羲定豹踌壤螺旋定袋予，j、片段(840"-859或937～953)

中，而一旦在两个种类中分裂发生在同一位霹上，该位鬣对于96kDa赞闩成它的65kDa片

段鲍功能是币一样的，而且，小片段保存的陡大片段的更多(表2)。因为在两个亲缘荚器

紧密麓关熬寝翅盈嚣粪孛，会又不弱调节糖翡瓣嚣源茧巍藩采是不可靛驹。这酉麓耍在秘者

的研究中采用了不同的实验方法来对这个矛盾的结果负贽。当确信的证据被这些和其他作者

找出来畦，装骧20一羟基促脱皮甾酮能调节双翅g芳香謦鑫的吸收，蔼它究竟是掘何完成的

仍未秀藉楚，芳香釜岛绑定鬣囱是否是连瓣瓣懿痰吞受镄=上竞隆也不鞠。r a这些重要静翊题

无疑是将来工作的重点。

2．2鳞翅蓬

到今天为止，贮藏蛋白受体只在一种鳞翅目种类中被研究t即棉馋虫，Helicoverpa目口。

(．Wart2和l[aurterland，t993；1994a)。在这个种中(见上文)观察到受体的性质和定位与其

俸海嚣娄不同鹣§l蕊蒋商真撬联系。摹麓瓣谚究表鹱，舞蔷蘩螽彝j#六黎俸贮藏蛋岛VHDL

只有蛹期脂肪体内积累而不在幼期脂肪体中积累。这显示出这个特异性的摄取只在前～绷织

中发生(Haunertand甜at．．1990)。为了搞硝楚作为这些贮溅强岛受体的维台性质，VHDL襁

蒡蚕茧鑫蔽搽记窝与鬻踌傅缨髓一莛蝰赛。秘豢垂蛊隧与滕骑蒋缨燕穗互佟建中窭磊姆舅渡

和饱和度，两者结合量相似，VHDL是7．8'10”8，而芳香蛋臼是9．2+10—8(Wang＆Haunerland

[993：19948)。丽牛血清蛋幽不与膜作慝。也不影响VHDL娥芳香蛋白与胺舱结合量。雀麒

与标记豹芳霉爱鑫臻葬嚣专，若存在过量瓣菲标记芳香蛋鸯，掭记纯台秘与袋结合釜藏毙较少。

同样。用VHDL也减少标记的VHDL前结合，它也使得来标记得芳香蛋白结台量减少，可

以想象这是受体瞧和鲍结槊。说赡单个受体调节鼯辩结构樽贮藏蛋自得摄取。2种蛋白结合

麓}}主为6+5"-'7．5，至少需蚕4 mM翁钙离乎，这与纂蝇辩瓣蔡翻熬穰鹱秘，哭受不象殴篷露

的贮藏蛋白那样结合的牢例。

表2贮藏擞囱受体片段比较—————————————_—m——，—————————HMw——————————————————————————————一——————————‘。—一一鏖婕《＆≈警秘器pg嘴gi嘲 丽蝇≤C搿孥知≈V缸跚雄

己掇遵 诗髯掰得 邑报道 诗算掰褥 麻蝇口莉嚼

坌王垦堂． 坌至鲎她2 熊重量些! 坌至垦!堕 塑旦壁!塾2
120 000 132 346 130 000 148 255 ’46

76000 81 964 96 000 99 986 40

53 000 50400 来溺48 443 55丽丽丽忑丽赢丽丽而丽丽“而鬲丽丽而丽甄甬汤褫两
酸序列进行计算(Haunerland，1996)a
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Toyoshi等(1998)通过多克隆抗体的免疫扩散明确了3种贮激凝自(SL一1，SL。2 and

SL．3。70．80kDa亚单位的六聚体)鞠蕊孝申艟绿素结台受|墨|(biliverdin—binding protein)(BP-A

and BP。B，165kDa A自--．聚体)在海灰翘夜蛾Spodoptera Btura幼虫斓与蛹期其血淋巴和脂肪

体内的浓度。sL．I and SL，2(富甲硫氨酸)首先在l天的六龄(末龄)幼虫的血淋巴中出现，

在后嚣熬敬食糍含量显蓑鲢增趣，两在离食墼曩(gut purge)焉其全部被l§齄俸吸收。SL-3(芳

香蛋自)则在从蜕皮到束龄的都被测劐，在整个末龄的取食期含量一搿上升，在其他的贮藏

蛋白被脂肪体吸收后数小时内部分被脂肪体吸收。BP—A与sL．3的模式几近一样：BPnB则

在敬食麓遥潺增趣焉在躐皮时_F降，至铡二二龄其体内的含量达到峰毽，餐之后其含羹～F降妁

相当多，在末龄幼虫时维持在较低的水平。部分BP—A和几乎全部BP-B在SL一1 and SL一2

被脂肪体吸收之的8 h届，重新被脂肪体吸收。这一事实意味着胆绿豢结合蛋白作为氨基酸

贮藏蛋白的功姥缝采也糖承了一个不嗣裁这些蛋自镀瓣黯{奉啜嫒戆撬剿。

Diana等(2000)对桨蛾Plutella xylostella幼虫厢期至4天成虫的贮藏蛋白瑚Western

杂交印迹嫩行了量化。贮藏蛋白的峰慎出现在蛹期早期，雌虫是雄虫的两倍。对成虫而言，

在蛹裳拷缕一F隆露在羽纯霖一天内只翻痰迹。对鹾虫露富，贮藏蛋爨戆食量下努童裂稠纯，

然后在蜕壳后的4小时内迅速的上升到原来0嗥值的2／3。这一羽化后(post-eelosion)的增加，

意味着雌成虫合成六聚体米重吸收氨基酸。之后，随着卵黄蛋白的台成和产卵，贮藏骚自的

承乎下降。藏这一点焉骞，在残虫鞠嚷牧氯藿酸台或贮藏蛋白对昆虫溃臻蘑言有萋f’泛的意

义。

2．3结论

Burmester等(1999)的研究表明六聚体蛋白通过细胞膜的运输被受蜕皮激素调节的特异

性的受体引导。先合成爱体的蛋白质前体，然后被激活。这一受体蛋白质与其六聚体餐白配

{搴裹发稳荚。毽翻对六聚体蛋自拳瞑受体瓣AA序列避行了联配，比较结果显示六聚俸蛋岛

和其受髂从同一血蓝蛋向前体演化而来，关于这一点Burmester(2004)对所有节肢动物的血

蓝蛋白及其进化做了总缩。

综台良上看法，昆变贮存蛋骞摄数鞫剥矮模式已翘露避霞，毽萁悫在缝激蕊琥象逐存在

很多问题，有待于进一步研究和揭示。



3作为时间特征性生化指标的可行性

如前掰逡，贮藏蛋自静禽量变化在螭豢幼期是极为基藉的，尤其在三淤幼虫蹩如戴。以

红头丽蝇为例，到停止取食时其贮藏蛋白古摄可占血淋巴总可溶性蛋自的的50％以上，化

蛹期有所下降。另外对惜古比天蚕蛾、家蚕彝l大芭蕉弄蝶的研究结果中，燃盎淋巴中蛋国质

含量下降燕，g％舫体内蛋岛禽量上升等等。所有这些现象都表明，贮藏鬣岛含量在特定融虫

体内随着发脊呈现规律性的变化，因此如能把这一规律性变化转换成和日龄的关系，必将为

法医昆虫学带来可舞l于舀龄接断的耨指标。



第二部分试验研究



第一章杭州地区常见尸食性蛹类的分子憋别

在法溪溺囊中尸食幢媳粪霸虫常常畿被招来接辑琵亡间隔对淘。箕串蔸戮磊缝科昆塞照

常见。但是幽于尸食性蝇撩幼虫往往形态比较相似而它们生物学特性则宵较大不同，特别是

生受发育速率差异甚大(Ca蛙s＆ttaskel!，1990)。故在烈事溺查孛，裂遥醚虫蛉生长发窝来推

断死后闻黼时澜(Post-Morten IntervalPMI)靛第一要点漫物种鹣正确装定。丽蝇的藏患褫

然是可以通过形态来鉴定种熊，但其幼期颇难辨别，尤其是当现场只有蛹壳或低龄幼虫时，

鉴定劐弹据避露难；它稍键往需要谪莽至威史才靛骰_霹靠懿鉴定，这群。势必延迟了酸寨速

度。与此嗣时，在饲养遗税中，幼虫一旦串缝死亡就有可髓造成无法鉴定的后果。总之，实

际的工作迫切耍求在死亡现场采集昆虫之后，能够作出既快速又可靠的擞定。因此，～套简

暴露靠鹣针澎这些秸娄魏DNA鉴定方法的建立是霉嚣必要赫(By堪＆Castner,2000；麓鏊，

2000；Greenberg&Kunich．2002)。

目前在圈外，一系列圈绕着尸食性融煦幼虫的DNA鉴定方法研究正在开展。北袭

(Sperling etaL，1994；Stevens el照，200t；Wel|seta／．，200D、囊藏夷(s齄wns etaL，2002)、澳

大利弧(Wallman el aI．，200i；Harvey el a1．，2003)；fN欧洲(Benecke，1999；Matgon,et a／．，1999；

Vincent el a1．，2000)等地区均进行了这方黼的探索。作者开展本文的|f}野=究填补了国内乃霉弧

淄在这方瑟躲空鑫。之蓠韵砑究结果表甥，绫麓俸DNA在鉴定蝇类嚣物释方瑟舂慧劐的佟

胡。因此，本文通过测定缁胞色素氧化酶滁基II(COil){j勺序列来探索杭卅l地区常见尸禽性

蝇类的DNA憋定方法。

l接料与方法

1．1供试盥源

6静尹食瞧涟娄，卺攒瘩媾器(Sarcophagidae)2辩：鼹簇蔓黪蟋I’arasarcffphaga

crassipalpi#fMacquart)、檫尾别麻蝇Boettehereisca pere974胁口(RobineaumDesvoidy)；丽蝇科

(Calliphoddae)3种：隧尾阿丽蝇Aldrichina grahami(Aldrich)、火头金蝇Chcvsomya

megacephala(Fabrkius)、丝光爨疆Lucitiaserica￡a(Meigea)：蝇聪{Ⅺ％c{如e)l饕：家蝇您∽。

DomesticaLinnaeus以采自杭州的幼虫建立种群。取刚羽化厢的成虫遣．70 4C冰箱保存祷俐。

l。2DNA撼提

总DNA的抽提程摇Sperling等<1994)豹方法耥律暾进，具体步骤如下：
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将虫体从”70℃冰箱取出，置1．5 ml离心管中加液氮迅遮磨成粉末； 加入800”I抽提缓冲

渡(10m醚TrispH 8照10mM EDTA，0．{％SDS)悬浮豁幕；蕊入适繁臻自酶K(10099)，37

℃温浴卜3小时：加入1／10体积5 M NaCI混匀．50009离心数秒；上消液加入等体积酚：

氯仿：异戊醇(25：24：1)抽提至两相界谳无白色沉淀；取上层水相加入1／io体,R3 M NaAc(pH

5．2)，2倍侮积靛无隶乙薅，20℃臻耀藏溪半，j、时；取缸磊高速离心10分镑。沉淀遣70％2。

醇洗涤：干燥后，加入50ul ddH20溶解DNA。

1．3扩穗及测序

序列区域选定为线粒体DNA的COIl的部分序列。所使用的引物为

C2“J_3138(5’-AGAGCCTCTCCTTTAATAGAACA一3、

TK-N*3775(5’·GAGACCATTACTTGCTTTCAGTCATCT-3’)。

PCR反应体系为50 gl：104buffer 5 gl，25 mmol／LMgCl2 4 rtl，2．5 mmol／L dNTPs 4 u1，60

,umol／L～对引物各1肚0．5 ltil Taq酶，模扳DNA]pl，加入ddH20至50“l。反应在Thernl。

Hybaid鎏PCR仪上进行。

PCR反应条件为：95 4C 3rain．45。C，1 rain，72Z?1．5rain；94'12 11nin，45=0 1 min．72℃

1 5rain，35个循环；72"C蜒伸5min。

PCR产麴窀濠硷溺纛，跑低溶点璩￡＆耱迄法，耩嚣条蕊甥下落瓣DNA回羧疆鍪§化。

用上述引物在MegaBACE 1000 DNA分析系统上直接测序。

1．4序捌分辑

多序列对比程序使阍CLUSTALXl 81来寻找种内平¨种间核苷酸麓异。本文中所用的序

列比对参数为：gap open penalty 10，gap extension penalty 0．05(多序列比对)。

萎l Clusml x建立NJ撼，缭果在NJplotwin95事争遂示。最大麓终法(maximum parslmony

ana】ysjs)来计算进化枝的鬣信值。共进行1000次自举梭验(bootstrap)。

2结果

2．1序剿数据

目的片段的DNA序列数据见图I．t。

剥蠲Megalign鞍擎|=，怼痔翻差茹吾劳&嚣|穰基替手℃谤况遘嚣了绫毒卡，绪暴觉表1．I。

从袭1．1中可以看出不同的种类间序列差异达到10％左右，其中巨尾阿丽蝇与丝光绿蝇
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的差异仅为8．3％，而它们与火头金蝇的羞髀为10％左右，丽两种麻蝇之间的序列差异也在

10％，磊不舜戮之闻的种类麓勇赠大于10％。

表1．1．穴静尸食性蠛炎COIl基因片段序列'I芋列阍澈性(上三凭)与麓异性(下三角)

Tablel．1 Percent identity(upper triangle)and divergence(10wer triangle)for six species of

carrion-breeding flies mtDNA COIl segment sequences

l 2 3 4 5 6

j 83．2 88，9 82．5 89．0 83，0

2 14．5 83，4 77．5 83．1 85．】

3 10．4 14．0 82．9 90．0 84 7

4 15．4 194 l 5．2 80。5 79．7

5 9．8 {3。6 8。3 17，0 83．5

6 14．3 10．0 12．6 16．6 12 8

注：1大头金蝇；2棕尾别麻蝇；3巨尾阿耐蝇；4家蝇；5丝光绿蝇；6肥颁亚麻蝇。

j芋到测定的区域为638 bp。每个样箍帮进行了正商与蔽囊测序。将测痔掰褥序列提交至

GenBank进彳亍Blast检索，绺聚表明与其他蝇类的对应片段有很高的同源性，丝光绿蝇与家

蝇蛇序列与墨知序列相似性糍度高达99％。其他四种新序列登录于GenBank(accession

number：AY350795一AY350798)。不扁静粪的痔多=|j篦较表鞠，种闽豹序翻蒺器范围献8,3剿

19．4％(见表1．1)。序列相麓鼹少的两个种类是巨尾阿丽蝇与丝光绿蝇(8．3％)，他们之间

的差异性与裁人对COtl祁COl+COIl的研究结果相符合。另外不同序列之间的差异有缺失，

这与前天在跣较麻蝇与丽蠛时苗经褥至日过9 bp鲍缺失藕符台。

另外，还对巨尾阿丽蝇的幼虫也进行了DNA扩增和测序，结果表明其与成虫完全～致。

2。2系统发鸯

系统发育分析是基于亦测定的序列探求不同种类问的相互关系。根据总长约640bp的

COIl序列，煳NJ法构建分子系统发育树(圈l，2)。序列的转换和颠换蛾予相同的权羹，

bootstrap(1000)验证结象表明分支麓最高耱最低置信袭为995与602。

分子发育树的结果表明棕尾剐麻蝇与肥须皿麻蝇归为一类，节点值为981。而三种丽蝇

科的静类则归嵌一起，而家蝇与它们之间的距离较远。

3讨论

3．1物种鉴怒

本文的嚣冢仅麓一对；|耨邵可在鬃有麴试验样品中扩滏到西的片段，潮群的劈粱在对澳
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大利弧尸食性蝇类的研究中也得到过(Wallman etal，，2001)。所以这一引物及其2_I'Nf『勺序列

在秘嵇整定方瑟翔有较大的漤力。寡撬靼缝光绿缝灵霰邋避与GenBank中鳇痔列避行}￡较

就可以得到物种的鉴别，因藏序列的差异几乎可以完全归闳丁个体间的麓异。之前的研究通

常以COl序划为多，而通过本章的研究综合前人的研究结果(Wallman elal．，2001；Vincent．8t

aL，2000)，可班舞稳COl佟为全臻蘸貔生物签定DNA§8标靛俸麓，COIl整目祥女≥够徽副，

只是目前在应用上稍显不照。

种类鉴定是法医昆虫学的基础，在对死亡时间做精确估计之前，必须对尸体上昆虫进行

正确鉴定。率文建立麓DNA痔捌分辑方法简便可靠，怒法医学疲罐中一穆值得撵，。游方法。

在杭州地区，供试六个种类遐尸体上常见的蝇类，实践中常常让刑侦人员困惑的是幼虫的鉴

别，现在有了该方法，COIl就能轻易的扩增出来，考虑的法医实验室的条件，完全能够做

弼这一点。当然这羹还有一个褥题，藏楚我{fj溺亭麓静鬃不够全面，～量在实践中遇到没有

测序过的种类就会出现问题，所以将米的：l作就是扩大测序的种类。

3。2遗理张瑟阗兹差异搽讨

近年来，尸食性蝇类幼废的分子鉴定的热点趋于研究地理种群间的麓异。这里我们也对

这一问题进行了初步探讨。通过比较我们测定的家蝇与丝光绿蝇序列以及GenBank中相麻

秘类黪痔凋，发瑰丝光绿筑只发生了一个戮墓替换。

因此，我们可以初步确信在不同地区之间同一种类的COII序列相当稳定。因而在实践

中，有时并不需要对每一个地区盼尸食性融虫种类都进行捌I序分析，而摄榴据数据库中殴有

的序列辘墨可确定。逶遭遮一方式，可醴节约大量静资金。
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巨尾阿丽蝇

丝光绿蝇

大头金蝇

拣尾捌瘫燧

髓颁亚麻蝇

家蝇

巨尾瞬丽蜷

照竞绿缝

大又金蝇

棕尾别麻蝇

肥须亚麻蝇

家蝇

巨尾阿丽蝇

丝光绿蝇

火头金蝇

栋尾别麻蝇

糙矮亚瘫蜓

家蝇

巨尾阿耐蜷

丝光绿蝇

火头金撬

棕尾猁瘫避

肥频亚麻蝇

家蝇

基蓬簿翁蜷

丝光绿蝇

火头余蝇

棕尾别麻蝇

肥须蛭麻蝇

家蝇

巨尾阿丽蝇

丝光绿蝇

丈头会蝇

拣尾裂瘘蜓

月苎须亚麻蝇

家蝇

巨尾阿蕊螭

丝竞绿缝

丈头金蝇

AATGAAG^GTTT^TACT⋯一AGAAATTCATTTAATAA从TAA-一TTTACTGGGATTCTTT
—ATGAAGAATTTATATTATT AGAAATTCAcTTAATAA^GT从一TTTACTGGAATl’CT丌

AATGAAGAGTTtA姒订ATT—AGAAATTCAC丌GA下AAAGTAA—TTTACTGGAATAcTTT

．醯％鱼熊矗G{'{矗强疆矗{羊一AGAA雒氍船了T舔强A矗G强A一，}踅e霆3GAAl羊0TTT

是A％AAGAGTTTATATTATTTAG_^A斛TCAT秆G斛A^AA强AGfTTAcAGGA矗彳T四T下

AATGAAAAAATTATAAA-TTATTAAT亿^TTTAATAAAATAA—GTTATAGGAA竹CTTT
}$}}{$ }$女女 { $}$$％$十${}}}{{}{ }十 {}$}$十$女

cAATGACAAT％G豫TAAAACTATGAT孙一SC强∞CAAATT代TG舡CAT％TccA}AA

￡矗船张￡鲢T聪G芎躲AAAACT艇G雕鞑-GC{cC矗C矗A鱼羊TW，G矗&C矗彳}G霹CG彳艇

CAATTAeAAT粥GTAtAAAACTATGAf孙一GeTccACAAATTWTG艋eATTGTCCATAA

CAATTACAATTGGTATAAAAcTGTGATTAAGcTCCACAA^TTTCTGAACATTGTCCATAA

CAATTACAATTGGTATAAATcTATGGTTA—GCTCCAcAAA"TCTGAACATTGTccGTAA

CAATTACAATAGGTATAAAActATGGTTA—GCTCCAcAAAmCTGAACATTGACCATAA
$}${${$$$$${$$$$$$$$$$#$$女$$$$}$}}$$$$$$％$}％}{$$$女$

AATAAACc螨GTCGGTTAATTAAGAAGTTTG订TGGTTTAATcGAccAGGAGTTcCATET

AATAAACCTGGcCGGTTAATTAA从从TTTGTTTGATTTAGTcG^Cc^GGAGTTCcATCT

AATAAACCAGGTCGATTAATTAAGAAATT^GTTTGATTTAATCGTCCTGGTGnCCATCT

AAT从^CCTGGTCGATTAATTAGGAA^TTAGTT徭ATTTAGTCGTCcAGGAGTTCCATCA

AATAAGCC％甜eGAT罩AAT强AGAA^{lAG疆鹳矗T豫A孵eG耗cAGGAG玎ccG狂T

AGTAGTCCTGTTCGGTTAAI"7AAAAAAT4FAGTCTG解TTAGTCGGCCAGGTGTTCTATCA
{{{ {{$ $十$}{}$％} {{m十${}}{}}{${{${${{}$ {$

ACCTTTACTcCTAGAGCTGG从TAGTTCAAGAATGAATTAcGTCTGCAGCTGTTACT从A

ACCTTTAeTCCtAGTGC他GGATAGT他^A6A^TGAATTACA代AGCGGCAGTTACTAAA

ACCTTAACTC．C强魅G0豫GAATAGTTCATG．艇TGAA了T矗cGTCAGCTGCTG弭A￡强躲

^ccTTT舟c亿CTA艇GCGGGAAe下G彳％A^GAATG越TTAcA％AGcGGcTG下TAC下^GA

ACCTTTACTCCTAGTGCAGGAACTGTTCAAGAGTGAATTACATCTGCAGCTGTAACTAAA

ACTrTCACTCCT^AGGCAGGAATAG丁TCATGAATGAATTACG’rcGGCTGCTCTCACTA从
{}{}{}}}{{$ {}{{$$$$女${}}{}}{{}{$％}${{ {$$$十{

船KGAATTTGTG艇丁TTA彳王繇手&触袅￡彳A—CTCGGI可A羁A矗cA嚣张矗T矗矗GcGAAA

ATTCG舢忆TTGAGAATTTATTGGTAAAACTA—CTCGATTATCTACATCTAATAAACGAAA

ATTCGAATTTGTGAATTTATTGGTAATACTA CTCGATTATcAAcGTCTAGTAGACGGAA

A1、TCGAATTT6G6AATTTATTGGTAGTACTATCTCGATTGTcTAC^TCAAGTAATCGGAA

ATTCGAATTTGAGAATTTATTGGTAGTACTA—CTCGATTA代A冉cATCTAATAA]CGAAA

ATACGA盯}亿张AATTTATTGGTA螨A{强一CTC∞盯A亿^Ac矗TCTAGCA矗TCGAAA
{${{}${$$ {}$#$}$$$}$$ $$$${$}${$}$}{{$ {${女{

ACTATC^ATTGATAATTCATTAGTAGGAATTATATATGAATCAAATTCAATGTTTTTAAA

GCTATCAATTGAl、AATTCGTTAGTAGGA^TTATA下ATGAATCAAATTCA^TATTTGCA从

GCTATCAATTGAYAGTTCGTTAGTAGGAATTATG’FATGAATC从ATTCAATATTAGCA般

砭瑗rCAACAG料AG玎懿盯豫TAGGAAH瓣Al孵G矗G}CA触疆eAATAKAllAA矗
了e下矗TC髓A{奄A丁触T疆ATT魑TGGGGATTATGTAAGAATCAAAW℃AAT&TTAGTA斛

ACTATCAATGG^TAATTCATTAGAGGGG^TTATGTATGAATCAAATTcAATATTTTTGAA

${}}十{ }}{十}$$$} {}$十$$$}}{}}}m}$$十$$}}} $$

GTCTGAATATTCATAACTTCAGTATCATTGATGTCCAATTGC脬，搿AAG掰4TAGAAGG

^彳∽A般A下氍矗TAACTTCAATATCA羊TGA嚣ACc焘ATTC；eC霄TAAAGTAATTGAAGG
ATCTGAATATTCATAACTTCAATATCATTGATGTC、￡AATAGCCTTTAAAGTAATTGAAGG



棕尾别麻蝇

肥须面麻蝇

家蝇

巨尾阿丽蝇

丝光绿蝇

大头盘蝇

棕尾别雕蜷

l坠箍亚臻撼

家蝇

巨尾阿ii|i蝇

丝光绿蜷

天盏金蠛

棕尾剐拣蝇

肥须豫席蝇

家蝇

酉逗掰瓣鹅

丝光绿蝇

大头金蝌

棕尾别麻蝇

肥须娅脯蝇

塞蝇

巨尾阿硎蝇

丝光绿蜮

大头会燧

拣尾￡§瓣淡

艇预豫麻蝇

家蝇

GTCTGAATATTCATAACTTCAGTATCATTGATGACCAATAGTTTTTAAAGTGATAGAAGG

GTCTGAATATTCATAAcTTCAAT^下CATTGATGACCAATAGTCTTTAATGTAATTGAAGG

ATCTGAATATTCATAACTTCAATATCAT他ATGTCCAATAGCHTTAATGTAATTGAAGC

$$$$$$$$$$$％$$$$$$$$$$$女$}{}$$$$$$$$$ $$$$$$$$$$$$$

TTCATTA^TTTCATcTAGTAAATATA^AAGTcGMGAGAAGGAAATGCAATAAATAATAA

TTCATTAATTTCATCAAGTAAATATAAAAGTCGAAGAG^AGGGAAAGCAATAAATAATAA

TTCA]1、GATTTCATCTAATAAGTATA^AAGTCGTAAAGAAGGAAAAGCAAT^从T^ATAA

TTCATTAATT亿GTCAAGTAAG下ATAAAAGA∞AAGAGAAGGGAAAGCAATAAAlAAAAG

TTC鳃羊盎A”豫ATC张ATAA^戳鞑AGA融cGA聪鞑鹪GGGAATGCAATAAATAATAA

TTcATTAA丌TcGTCTAATAA酣ATAAAAGGCGTAGAGAAGGAAAAGCAATAAATAATAA
}{{}{$$}}十}{{{{{$}m}$$$}{{{ ${}}}{{{{{{${}{}}$

AATAATTGcAGGTAAAA订GTTCAGAT—AATTTCAA3’AGTTTGTCCGTGTAATAAATATC

AA张^下粥CAGG强AAATTGTtcAAAT—AATTTCAM、AGTT乍GTCCGTGTAATAAA融K

A越幢A{TS蕊雒TAGA解丁G}{C触艋_AA下TTCA矗羊盎。}糯{eeGTGAAG{立躲彳A{e
A盯AATTGCTGGCAAAATAG研CAGAT—A^曰TCAATAGT订GTccATGTAAAAGGTA下c

AATAATTGCTGGCAGAATAGTTCAGATGAATTTCAATAGTTTGTCCATGT从AAGATATC

AATAAl‘TGCTGGAAGAATTGTTCAAAT—AATTTCAATGGTTTGTCCATGAAGT、AAATAAC

{}}{}}％十${${{}}}}{4$}}}{$}}{}${$$}$}{$}}{女 $ {$$

GATTTACA瓢1TTATTAAAAA射觚TAT矗A盎程丁于A矗ATATCC髓e丁AGAA彳AGTAA一霹

GATTTAcATATTTGTTAAAAA甜AATATAAACATTAAGTATCCTACAAGTACAGTAA—TT

GATTTAcGTACTTATT从AAAATAAcATAAATAlTA^^TAACCTACTAGAAcAGTAA一订

GATTq ACATATTTGTTAAATAATAATATAACTATTAAATⅣACCGACTAAAACTGTAA-TT

GATTTACATATTTGTTAAATAATAGTA砒ATTATTAAATAAcC张CTAAAACAG¨A—TT

GATTTACA强口强T髓AAAAA强A稻l豫盎融玎蚣^彳AW￡TAe强AAA}熊鞑AATT

{{}{{$$％${{$$$$$$$$$ { $$${$十 $}{{$ $ $$${${

ATTACTAA^ATTAAAAGTGCGTGGT—CATGAAAAAAGACTAAT

ATTACTAAAATl、AAAAG GCGTGATTcATGGAAAAAGATTAT—

ATT聪TAA触T下AAAAGTG∞他G}一ccT∞AACAAGATTAAT

越't连c墨A矗盎瓣TAATAAAG强％A{一eA}G矗矗A氍AAG射}矗矗l

ATTAc丁黼躲TTAATAAAG下ATGAT吒ATGAAAAfiAA斛TAT—

ATAATTAAAATTAAAAGTCTATGAT—CATGAAAGAAAM’TAAT

{{{$$$$％{}}{} } $$${{{{{{}$$十

匿1．1六季孛尸食性蝇类COll片段序列出对

Fig{．1，A|igment ofsix species ofcarrion-breeding flies mtDNA COII segment sequences
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图1．2六种尸食性蝇类基于COIl序列的NJ树。

Fig 1。2 The nelghbor-joining@j)tree based on the C：OIIsequence data ofsix species of

42

carrion·breeding flies



第二章双向凝胶电泳图谱用于常见尸食性蝇类初孵幼虫的鉴别

法医融虫学是研究并解决司法时间中有关昆虫学问题的一门科学。它主要利用尸体上昆

虫的演替麓撵与建类麓生＆发育为谈察摄撰尸锋豹毵亡时酒等事实真相。琵虫静娄静捩速鍪

定是利崩尸食性昆虫进行法医学案件分析关键的第一步(胡萃，2000)。用传统的形态学方

法鉴定尸体上及其附近发现的蝇类幼虫常较困难。其原瓣之一是昆虫种类繁多，仅有少数专

家能霹冀熟悉的稀或霾瓣静娄迸季亍鉴定；蒙因之二蹩部分蝇龚静闻形豢差舅徽，j、，宽蕊是劫

圳时极难浆别。然而，尸食性蝇类是死亡调奄中最常见的昆虫证据，风自1985年以来生物

检材的分子分拆技术己成为法医调查中个体鉴定的强有力：[具，在法医匿虫学领域，探索以

棱酸分辑为基础、遗速可靠缝鉴定各个发育酚段尸食瞧琵虫种类魏方法磊成为近年采研究豹

热点之一(Byrd and Castner,2001)。

近年来鬻自质组学在医学为主的生命科学领域应蝌较多，在昆虫学方面电已逐渐开始有

不步的磷究。先后翻予黼虫盘淋巴(Farkas et at．，{999)、g行勰(Vigoreaux，2001)、中枢棒经

(Baggerman et al，2002)、体避表皮(Andersen，2000；Missios et a1．，2000)L烈及媒介昆虫唾液腺

与病原体(Haddow et a1．，2002；Valenzuela，2002)的蛋白膝缎分丰斤，显示了良好魄前景。在蛋

白质缀学中作为分离蛋幽的核心技术，载两凝胶电泳以其极高的分辨率在法医琵虫学方西理

应能发挥冀强大的分析辨别能力，如雀融虫个体识别方面，Papura等(2002)利用双向凝胶电

泳区分了携带瘸毒的蚜虫熬不同表达个体。我们以尸体上常魁的4种尸食性蝇娄(马五麓簿，

2000)栩掰幼虫为研究对象，观察它们在救向凝胶电泳翻谱上的明显著异，并通过逐步判别

分析鉴别了这4种蝇类幼虫。

l材糕与方法

1．1供试嫩源和取样方法

大头众蝇Chrysomya megacephala(Fabricius)、裱逵剐酶蝇Boettcherisca peregrina

(Robineau—Desvoidy)、肥须甄麻蝇Parasarcophaga CFasMp却西(Macqua哟和巨滗阿丽蝇

Aldrichinagrahami(Aldr{ch)以采自杭州市的幼虫建立种群。于成虫产卵盛期以新鲜猪肝供其

产舞，敬2 h蠹辑产卵接入24。C培养簇中暴酱瓶蠹，以赣鳟瘦猪岗镪棼。培莠箱湿度为24

℃，光照时间12h。幼虫进入离食期后将其与饲料分开，加入干燥锯末供其化蛹。成虫羽化

后置养虫撒j内饲以自糖与消水。
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取出所接卵块后，放人24”C培养箱，缚小时观察一次，待其孵化。孵化后，取50头初

孵幼虫，用蒸馏承清洗数次舞，滤纸轻轻啜去囊体袁蕊农分，称其重，置1．5 mL鲍Eppendorf

离心管中予一70℃保存备用

1，2试剂

二硫苏糖簿、尿素、SDS、苗氮酸、豫黼糖?甘油、浚酚蓝、两烯酝黢、甲叉双蔼烯醌

胺、Tris、低熔点琼脂糖、碘代乙酰胺、CHAPS、过硫酸铵、TEMED、Bio·qcte和IPG千

跤条(pH 4～7)均为Bio-Rad公司产品，其余试剂为国产分辑筑，所有溶液均露Mitli—Q隶

蓓己裁。

1．3蛋白质提取方法

簸窭一70。C冻存徉晶，麴入10倍诲积(w／v)裂解渡(8 moliL露素、4％CHAPS、弼

mmol／L DTT、40 mmol／L Trls-base利0．2％Biolytes，pH 4—7)后，在冰浴中匀浆：匀浆液

转移至离心管中，加A 20}Ig／mLDNasel和5 rtg／mLRNaseA，4"C冰水浴15rain，4℃12 000

xg嘉心30rain，敬土港滚，绢Bradford(1976)方法检测蔗南覆含量，T-70℃保存备_籍j。

1．4双向凝胶电泳

攫据Bio。Rad说凌书进行，其中第l惫簿宅聚焦电鹾为4 000 V。聚焦20 000 V*h，聚

焦完毕后，进行2次平衡，将平衡过的胶祭谶行第2向SDS．PAGE，凝胶浓度为10％，电泳

后，进行银染(Schevchenko et al，1996)；每种类样品重复3次。

l。5蛋自袋潮谱扫描与分析

银染后，电泳图谱在GS*800(Bio-Rad)光密度扫描仪上扫描，根据PDQuest软件对双

商凝跤电溶觜谱中黪点进行了图象分辑<电籀蛋叁点的检测、量讫、莺暴捆除窝点妁医醚)。

尔后对蛋白点谶行自动检测搿的编辑。蛋囱点匹配前先从中选取一块凝胶图象(PDQuest

软件分析时以栋尾别麻蝇的敞向凝胶电泳幽为母版胶(master gel))作为参考胶，并建立一然

点作为握目的旺嚣点，然蓐缓握敦{牛耋动嚣怒其瞧蛋鸯点。是终，擐握}}l 4川IPG黢象黪

线性关系确定每个点的等电点，并依据已知分子量标记计算各点的相对分子量。

1．6物种鉴别模型的建立方法

将各点依据一定韵等电点值与相对分子曩划分到一定的区域范嗣之肉，其中等屯点德



范围分为4～4．2，4．2～4．6，4．6-5 0，5．0～5．4，5．4～5．8，5．8～6．2，6．2～6．6，6．6川．0，分子量范嘲则各

分为30～40，40--50，50～60，60～70，70--,80，80,,-90，90～t00 kDa。这毒莩，泡溶强谗熬数攒点可势

为56个区域，依照等电点与分子量均从H,N火的顺序依次记为x1⋯xrl⋯x56。聚类分析时

以各个区域内点的数目作为自变量，聚激的方法为最：i艟邻近法。判别分析则依次取该区域内

鼠枣弱大鹃10个数据，车是10个翻戳滚区域簿下陵逑赛毽{}是，越出i0令列舍赛分子量

的数据，每个数据由二位数据(分子最，等电点)组成，计算时取两者的平方和的群术平方

根为13变鬣的值。利用SPSSll。0软件进行分析，分别把所有的变量憾都进入方程和逐步判

潮分享厅，建立穗应酌撵鞭搂鼙。

2结果

2．1双翔凝胶电泳图谱

4种尸食性蝇类初孵幼虫的蛋白质飙指纹图谱见圆2．1。从图中可见，物种之间的双向

凝黢电溶嚣诿蓑异藏大，箕中殴怒额豫斌缝与其蘧供试摹孛粪攘蓑最大。

按1。5节方法计算出米的等电点与相对分子量值鼹示见目2,2。4种尸食性蝇类的黼白点

的分布相似。但大头金蝇除了前面的几个区域外，几乎在所有的区域都是数量最多，陌棕尾

爨癣媾号巨怒嚣嚣螓蕊分毒翻显示密了鞠溺靛趋势，瓣簇甄藤蝇在各个嚣壤量瓣数鼙鬻曩较

少。

2。2判别分析

2．2．1所销区域作为自变鬣：应用Fisher判别法，对鬣囱点的组成按蝇种类作判别分析，把

所有的区域都作为自变凝，得到3个来标准化判别函数，判别函数1与判别函数2在二维空

闻上裁努奄觅圈2．3，务拿静娄豹分毒区域没有重叠，鼗较好的区分彼此。峦嗣上述髑捌醢

数对4种尸食性蝇娄进行交互验证表明，55％的种类能被准确鉴别。

2．2．2运步判别：应用Fisher判别法，对蛋白点的组成拔蝇种类作逐步判别分析，判别分析

共罨到3令寒穰准他的避簸，f检验表明，翔剐函数{鞠刿戮喹鼗2均有摄显著趋缓诗学意义

伊<o．01)。在判别分析过程中共提取出14个特征变量(特征区域)。这14个特征区域分别为

x11，x13，x14，x17，x24，x30，x31，x39，x42，x45，x46，x50，x52，x56。

蓦耱蠛类餐辫馥虫蘩岛缀覆在列嗣滋数i帮判澍爨鼗22缍空竭上熬分毒觅藿2，4。鼓筵

可知，逡4个种类相应的分布区域没有黧整，能精确地加以区分。可见，应用逐步判别函数



对4种尸食性蝇类初孵幼呶积向凝胶电泳幽谱特征进行判别分析，能精确鉴别出4种蝇娄初孵

皱虫。

3讨论

双自凝胶宅濠镌栗表锈：孚牙黢之翘器盘点咒乎没有蓑异，双蠢凝羧电溶近蔑年发蕊逐
●

速，尤其避商品化固相胶祭的广泛使用后，各种电泳条件在优化’睛况下珂达到非常高的分辨

率，也可获得好的重复性。率研究共进行了3次重复，根据取向凝胶电泳软件PDQuest分

摄蘩鬃寒藿，差舅掇其徽夸，效文孛来{譬绞诗分辑。

根据母版胶得到的蛋自质组图谱匹配结果，可知4个种类间的蛋白质组差异显著，彼此

之间根据软件匹配的成功率很低。这与基因组不同，蛋白联组具有很高的组织细胞的特辨性，

两貔季孛涸鹣袋羟囊缀雯楚予篾万鬟，焉歪燕这些差凳使我粕戆够在双龟凝菝电濠戳^}舌癸翻它

们。从双向擞胶电泳重复性方面考虑，篷尾阿丽蝇与棕尾别麻蝇是同时避行的电泳这也保证

了其有相对较多的点能够贼配成功，但是箍异点数量远高于匹配点使得艇别电泳图谱十分容

易。事实验笈臻的霹疆纯薅{撵凄等宅蒙焦逛滚按零，它黪可重复洼捷褥不蘑实验室戆菇暴

能进行比较，这也正是本研究制作初孵幼虫蛋白质绢图谱的初衷。

根据判别分析的结果可知，逐步判别分析比～般判别分析更有利予区分不同的种类(酗

2．3、蓉2蠢)。逐步骜澍分褥在许算过程申瓣弃了吝茹溅淆鉴翻的垂盘煮莲域，荠给窭了穗

应的可吼谶行判别的判别国数，而判别函数的各个自变量则是戳向凝胶电泳图谱中能够隧分

彼此种类的爝自点的区域。我们在判剐分析中使用的变量为双向凝胶电泳图谱上的各个睡蛾

静点葙对予零点静距离，遮方嚣可隧充分考恣嚣等毫赢与辐对分子鲎，瓣对氇gl考虑到空闻

的分布，因为正是二维空间的差异使得我们能够区分这些种类的蛋白质组差异，从而辨别其

种类。

鑫1994年亲墓予DNA接术兹分子箍定方法层鎏不穷，RAPD、RFLP与DNA廖弼溺

定等方法相继在法医昆虫学中应用(Sperling，1994；Beneck，1999；Malgom and Coquoz。

1999)，其中mtDNA相关片段的序列分析因其可靠稳定的特点得到了广泛的关注和研究。

毽是，魏褥飘港瀚靛生秘DNA中撬选适合所有法医髭蠡藏仅逶合尸食链蝇类鉴定秘类豹片

段仍是一个难题(李凯等，2003)。相比之下，蛋白质组研究则能够对基阑组表达的所有溉自

质进行分离分析，在相同的生理条件下不间种类的蛋白质缀差异可阱有效的通过双向凝胶电

诛鹜谱避括区分。弼对，骥谱援术联接了舔自质疆学耨葵国缀学，在蹬谱上郅些榴同稳援岛

点又可以在职向凝胶电泳的基础上进行质谱鉴定，给出共同的保守基因。这些保守的基因又



同时为DNA序列分析提供靶标位点。因此，无论是从蛋白质绷图谱的差异比较分析米鉴别

静娄，还是为DNA痔弼萤瑷爨{抟嚣的片段来嚣，蛋是磊缀学在法医琵虫学孛熊徐蓬是重大

的。

综上所述，通过蛋白质组图谱比较找出差界明显的若干蛋白点分布区域，即能利用这些

繇卷蛋蠢点区域为形态上穗曩冀麓娓类幼虫的鎏别提鬟帮韵。溺时，隧若凄谱技术的普逮瘴趱，

还可为其特定的DNA靶标位点的寻找与确定提供帮助。

图2．1 4种尸食性蝇类初孵幼虫蛋白质组双向电泳图谱

A：肥须亚麻蝇：B：巨尾阿丽蝇：c：=：：k头众蝇；D：棕尾别麻蝇

Fig 2。1 Two-dimensional gel electrophoresis fingering map for four species of

carrion—breeding flies neonate larvae

A：Parasarcophaga cr㈣ipdp／s；B：Atdrichina grahami；

C：Chrysomya megacephala；D：Boettcheriscaperegrina
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圉2．2 4种尸食性蝇娄初孵幼虫蛋白质组双向电泳点的分布比较

A：￡l须!；【l_拣蠛；B：巨尾翳褥蝇；c：大头垒蝇：D：椽髭列黪蝇

Fig 2．2 Comparison ofspots distribution oftwo—dimensional gel electrophoresis fingering

map for folit species ofcarrion-breeding flies neonate larvae

A：Parasarcophaga CraSS加alpis；B：Aldrichina grahami；

C：Chtysomya megacephala；D：Boettcheriscape”grina
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。重心Center ofgravity

+艇矮甄撩撬P crass粕tis
△丝光绿蝇￡．sericata

O家蝇M domestica

口棕尾别麻蝇B peregrina

图2．3四种蝇娄初孵幼虫错白特征在判别函数1和判别国数2二维空间上的分布

(所有变量均进入自变量)

Fig 2．3 Early larvae protein spots&four species offlies distributing in planar space

(All the variable as independent variable)
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图2．4 4种蝇娄初孵幼虫蛋白特征在判别函数1和判别函数2二维空间上的分布(褥步判别)

Fig 2．4 Protein spots ofneonMe larvae oflbur carrion-breeding fly species distributed in planar space
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第三章臣尾阿丽蝇离食期幼虫肠道内容物的DNA检测

在世界范蛋斑，琵虫{睾为绳亡对闯推断的闲子鹿稻舀盏j～泛。但是在实繇案倒中，我们

有时会遇到这样的案例，收集蝇蛆时它们散落于尸体的附近。闽为蝇蛆常常也能在尸体附近

的蕻纯食甥中聚繁滋生(Wells et al。，2001)。所以在应用昆虫粒生长发育予撼断死亡间隔拜重

阅时就必须考虑捌蝇蛆食物来源龅捋题(WelIs,2001；李觊，2003：CampossoetaL，2005)。

而姐在法医调查中已经证明了蛆虫嗉囊内容物DNA检测的作用(Wells，2001)。到目前为止，

人们已经能从蝇娄幼虫体内检测到人类肌斑《Wells甜aL，2001；Liniville gf d#．，2004：Zehner

et a1．，2004；DiZinno et at．，2002)种精液的DNA，以及从蚊子或明甄血餐(blood meal)中检测到

m液的DNA(Replogle el a1．，1994；Lord el耐．，1998；Mumcuoglu et a1．，2004)。所有这些研究

袭明鉴爨食物来源对予法医学调套是有意义的。

当对究竟人爨的D干《A在离汗食物的昆虫体内经过多少对闯被消化至无法检测，I；t前还

没有翔实的报道。肖我们检测不别昆虫体内人娄的DNA时，那么是否就可以F结论该虫没

有在虢场尸体上驭食程?答案避器定鲢，因为经过较长时闻嬲滔仡后可能才释致检测不到

DNA。因此。必须知道昆虫肠道内能够维持DNA豹时间长短。率文主要就这个问题展开研

究。

壤巍动秘线黢体DNA(mt DNA)在个髂、静群簿}静类及分癸方瑟趣着重要传爝。近年来，

猪的线粒体基圈组全序列已经测出，其中mtDNA细胞色素b(cyt b)常常被用于种群的识别

(Jiang et a，200t)。另外，考虑到猪是法医昆虫学基础研究方词的最常用模式动物，所以本

文特选择猹cyt b传为餐秘检测鹣债号。

1材料与方法

1．1昆虫的饲养

巨尾阿丽蝇Aldrichina grahami(A1drich)幼虫自野外诱巢获得，建立实验黛种群。成虫

饲养见第一章。

特或虫产弱嚣，敬200粒费至莱酱簸并鸯疆入50 g囊鲜猿内片，然后鼗入溪漂壤蓁蘑。

待菇孵化后，初孵幼虫转移至过爆的猪肉果酱瓶内。根据先前的结果，每天加入果酱瓶的猪

肉为每头幼虫0．5 g让它们充分发育。实验分别在5个温度(16、20、24、28和30。C)下进

行。
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1．2取样和解剖

在之前的研究中，曾经测定过50％幼虫到达最大体长的时间，达到最大提倡后之后幼

虫就停Ir取食进入离食期(王江峰等，2002)。因此，在本文中，当达到这一时间后，就将

幼虫与食物分离，每隔6小时从中取出10头幼虫直到48 h后。蝇蛆在0 9％NaCI中清洗数

次t并在含DNA酶的溶液中清洗表面(Linville＆Wells，．2002)，蒸馏水冲刷后用吸水纸干

燥。

解剖时，幼虫置于冰玲的100 mM Tris．c1(pH 7．0)中，切去第九腹节，然后沿虫体顶端

剪开表皮并保持嗉囊完整。嗉囊取出』亓置离心管中，其余组织弃去。离心管置一70℃冰箱保

存备用。

1．3DNA提取

单个嗉囊用通用DNA试剂盒(Classic Genomic DNA Isolation Kit。．上海生物技术有限公

司)抽提总DNAt最后溶于30Ⅲ无菌水中。同时分别提取成虫和刚进入离食期的整个幼虫

的DNA作为对照。

1．4 PCR扩增与测序

PCR扩增用引物采州猪cyt b基因特异性引物：

H0616⋯5’一7肖rTCCTGCAGA—ACCGG』AT一3’

H1106⋯5’一AGGTTGTTTTCGATGAT(}CTAG一3’

扩增片段的大小为491 bp。PCR反应体系为20¨l，其中含DNA 6 ng，其余试剂采用

Ready-to-Use PCR试剂盒(BBI)。PCR反应条件如F：

94"C 3 min，55。C 45 s，72。C 45 s，扩增35个循环：72。C则0 5 min。PCR反应结束后，

取PCR产物lO gl，1％的琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察结果并拍照。

PCR产物纯化和f测序见第一章相关部分。

1．5数据分析

我们用改进的logistic模裂模拟了食物检测概率随时间变化的情况，采用bootstrap估计

标准误和R2值用于比较模型的效果。统计软件采用SPSS 13 0，作图采用Origin 7．0。

2结果



2．1猪cytb基阁和组织确定

在瘟爰琵鸯学证据辩雷竞褥确定蝇类翁蛊与尸蒋褥关系，以免簇壹方淘您褒蹙误，辫

3．1清楚地表明邋过蛆虫总DNA的cyt b基因检测，能够确认熟食源(猪)。

豳3 1表蟠露的DNA也能从解截的嗦囊申清晰的检测到。当时DNA仅仅能从喂食了

猪寝豹邃虫藩疼梭溺委，瑟程食了麦麸麴蝮盎侮两剿裣嚣不到攘应赫器翡冀段+扩增臻豹片

纯化后经测序尉，与GenBank上相应的序列避行了比对，序列相似性达到97％。Cyt b基

因不佼能在嚷囊中检测到也能从越个虫体中梭测烈(隧3．2)。眷然匿3．2也表辨，藏者盼PCR

产物扰螽者戆PCR产物更寝煮。鬣霓，在下蕾静试验孛我翻慕舞l壤囊痒为我{fl研究翁对鬟。

2．2离食期借PCR检测概举随时间的变化

霪线娃霹蜩髓线裹饕?蹙嚣露邃强嚣蠛黏虫涟纯对惩嚣避长cyt b蔫强可捻测瑙戆穰率

随之F降(图3．3)。在这里改进的logistic曲线方程为：y=exp(a+b+x)们+exp(a+b十x))。。

圈3．3表明，几乎所有的榉晶在幼虫进入逝食期12 h内都能榆测到。而且薹E恒澡下，葵

最长霹趁穗嚣对闻藏匿鹱32 4C静24 h蟾蕊戮{6℃鹁42 h(霓黧3．4)。

3讨论

昆虫学{垂摄不设可鞋鬟米推断死亡闯隧}}寸淹，本文戆结巢淡嘲还可鞋爨采鉴定撬蝗髂愈

稚脊稚动秘。Campobsso等(2005)亦认为蛾虫体内静DNA检测是适合端予检测箕食耪采

源的。序列测定的结果也显示了嗦囊或者蛆虫的PCR扩增与宿主DNA的PCR扩增结果魁

～致戆，Wells嚣(2001)翦痔剁瓣定毽与人粪DNA穗关靶瓣序摧裙簿。然磷醺3．2戆结果

却省褥我们，在黢测蛆虫体肉豁宿主DNA时，应对其组躐避行辩割以富鬃秘标DNA，这

样就能够获得受精确的结果。当然在刑事侦查中，如法医缺乏解剖昆虫的经验时，亦可采用

整个虫薅作为DNA寒深对宿主进行鉴定。

最近国外的研究结果认为，宿主mtDNA谯3龄正在取食瀚靛幼虫蔓容爨获得，而早期

的幼虫和离食艄的扩增则比较艘。在我们的实骏中，所有的试虫都是处于三龄，其中的0 h

试虫甄《尉娃子离食朔靛逢缘，这彀与蓠A的臻暴裰喹台；毽是在镳髓熬疆窥丈帮竭袋子霹缝

虫最后一餐的撩定分析，而对蝇爽幼虫进入离食期后究竟过多久不能被裣测刘却缺乏系统的

{f}1=究，知道最近才得到若干数捌井不十分充分的证据。所以我们对可检测时间的确认对于宿

主DNA酶篓定撼供了更鸯有力躲萋稿。

另辨，昆虫黼遵韵宿主DNA枪测在国外己缀在多个种类中开展，如蝇粪(Wells等，2001)、



甲虫(DiZinno等，2002)：fglNNG(Mumcuoglu等，2003)。但是袍们鹣毛拜究偏重予不嗣虫子

之间的比较，几乎没有考虑环境因子对可梭测时闻的影响。蹦3．4清楚的表明，隧潜濒艘的

暑葛，弼箍溅鞋李精瓣麓之下黪。羹爨夫可捻溅嚣蠲警28℃孵签予最低鳆t愆薹乏，在安鼯藏

箱中避庶落考虑l§温度对可稔灞时闻镌嚣蝻e

总筒言之，指明了宿主DNA在黝道内随时蛹变化及嚣蹙温度彩响携明确，为法睡融虫

学懿磷究了一个灏魏方离。

翻3．1基撼艇藤蝇葶}l猪静Wt b麓搿扩蜷

Fig 3 j Cyt b gene exa棘ion from A．grahami arrd乒g，

0鞴es妣撂：marker《1)；fly[aPca crop withou{pork feeding 0)；pig muscle(∞

圈32嚷囊鞠熬个鲢垒律肉cytb纂嚣靛被涮磁较

Fig 3．2 cytb gene exaaion from the crops and maggots·t,anes we恺：pig

琳uscle as control(1)；crop(2)；whole fly larva(3)
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图3．3 DNA可检测概率随时间变化的曲线模拟幽．

西舞方鬃躲形式为y=exp(a+b4x竣l+exp(a+b+x))。参数携髂诗根据100次bootstrap鸯举骏证。

Fig 3，3 Fitted relationship between deteetability ofthe DNA and time after feeding under different

temperatures．Regression equations for detection ofhosts DNA was

y=exp(a+b+x)／(1+exp(a+b+x))．Parameter estimate was based on 100 bootstrap iterations．
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第四章四种尸食性蝇类幼期蛋白质、脂类、糖含量和体重随发

育变化盼时闰特{蒌

尸食性蝇炭发育生物学在死后间隔时间推断中有着重要地彼，在死后闻隔时间犬于3d

对茏其瑟(Catts＆Haske|l，1990)。譬葑在绺辑撬娄麓麓爨龄方蟊有一些形态学据标，毽戆

这些形态学指标变化不明显且仅能被少数专家所掌握。因此一种简便的可为广大法医工作者

恢速掌握应用的方法，有待于开发。从检验学的角度，生物体内生化成分的变化可以为我们

稽示蕖些表瓣无法显示的王薏象。琵虫在发育过程中，其体内务耪组分魏禽鼙建会不舔发生变

化。其中一些宵规律变化的物质可虬用来进行年龄分级。

昆虫年龄分级的方法主熨是基于动物本身在生长发育过程中有规律发生的3类变化：第

一，由于生长发育及各静活动掰{|起豹瓿体外部表蕊形态酌变化，如体长、体重麓增长，瀣

皮生眭层的积累等；第二，机体内各种组成成分含量的变化，如表皮碳氢化台物组成的变化、

蠛类成虫头壳中蝶啶含量的积累等；第三，鏊予机体组织内部各种理化性腰的变化。本文圭

要对第2娄将缎即机体内备辩缀戎或分翅蛋国旗、糖类、l镕爨含量鞠体燕朐变纯在推断尸禽

性蝇类幼期日龄中的应用进行初步的研究。

l材料与方法

1．1供试虫源与取样方法

棕尾别璐撬、艇颁噩隳蝇、丝竞绿蝇、厩愿阿藤蠼以装蠡棱州市黔幼虫建立释群。予成

虫产卵盛翔强新鲜猪翳供其产卵，敬2h幽掰产卵接入培养藕中果酱瓶内，以新鲜瘦猪肉饲

莽。培养箱温度为24。C，光照时间】2 h。幼虫进入离食期厉将其与饲料分开，加入干燥锯

衷供其化蛹。成虫羽化厩置莽虫笼晦饲以自糖与渍水。幼虫～艘于产卵爱1～2 d开始取榉，

此后每隔24 h取样一次，直至化蛹。蝇娄的舀豁从产卵始计。样品采集焉，用蒸馏永清洗

数次，滤纸吸干，置一709C冰箱保存备用。

l。2撵螽耀撬滚铤冬

每日龄虫锌取lo头，称蕊后分别在液氮中充分研磨后加入500 pl PBS(pH 7．4)溶液，

12，000 rpm离心10 rain，取上滴即为粗提渡。

l-3蛋白质含量的测定
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取粗提液，根据Bradford法(1976)测定蛋白质含量，标准曲线用0．5 mg／ml牛血清溅自

制作。

1．4可溶瞧总糖的测定

取粗提液，加入1／4体积的50％磺基水杨酸溶液，t2，000 rpm离心lO min，取上消即

为糖提取液。

总糖的定根据硫酸蒽酮法(冯慧，1989)，糖提取液50 gl加入蒸馏水补足到400 uI，

加入2 ml 0 2％蒽酮硫酸试剂混合均匀，沸水浴10 rain，测620 rim处OD值，以葡萄糖为标

准滚滚。

1．54海藻糖的测定

海藻糖的溅定基本荣耀慧醺踵色法(毽慧，1989)，耱撬取滚鸯羹0．5 ml懿0。15 N巯疆，

沸水浴10 min，冷却，再DtlA 0．5 ml 30％KOH，沸水浴10 rain．冷却，用水补足到2 ml，

加入4 ml趟酮试剂(冰浴)；沸水浴10 rain，冷却，测OD620值并根据海藻糖标准曲线计

葬海藻綮禽麓。

1．5脂类含艇的测定

每目龄杰务敬10关，弥重后分别抽入200 pl PBS，嬲入7509l氯傍，带醛(V／V l：2>，尉
●

烈振荡1分神，加入250ul氯仿振荡1分钟，加入2509l水振荡1分钟，离心5000转5分

钟，弃上相，取出F相液为脂类提取液备拌J。

取样蒜§镕提鼗渡25 ul，蒸馏永补足至100 ul，热入500 ul氯蕊，混匀蹇滠静lE 10分锋，

3hA 0．5 ml浓H-,_S04，沸水浴10 rain，取出冷却至室温，加入1 ml芳革醛溶液(13 mM芳

草醛溶于14 M磷酸中)，照色30 rain，测OD547，并以2．5 mg／ml胆同醇做标准曲线

(Nakamatsu&Tanaka，2003)。每处理重复6敬，戳疆圈黪佟标准夔线。

1．6数据分析

数据刹煳SPSS 13 0统计较件进行统诗分辑，{乍圈袋划Origin 7．0。

2结果

2．1体重与网龄的关系

244C下秘种尸食性蝇娄幼虫和蛹体重隧嚣龄变诧趋势如图4．1所示。从图中可觅，不同
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蝇类幼虫体重均随着发育都至3日龄达到最大体重，之后随着日龄增大而逐渐降低。蝇类幼

虫的体重变化呈S型，可以用改进的Logistic曲线拟合体重和日龄的关系，贮检验表明，各

曲线拟台方程是显著适合的。

不同种类蝇类体重在蛹期也呈逐渐下降趋势，但体重减少的趋势不明显，其与日龄的关

系可以线性关系拟合，F检验表明，与日龄呈极显著相关(P<0 01)。

2．2蛋白质含量与日龄的关系

24"C下四种尸食性蝇娄幼虫和蛹蛋白质随日龄变化趋势如图4．2所示。从图中可见，不

同蝇类幼虫蛋白质随着发育都在3日龄后变化不明显。蝇娄幼虫的蛋白质含量变化呈S型，

可以用改进的Logistic曲线拟合蛋白质和日龄的关系，z2检验表明，各曲线拟合方程是显著

适合的。 ．

不同种类蝇娄蛋白质含量在蛹期也呈逐渐下降趋势，其与日龄的关系可以线性关系拟

合，F检验表明，与日龄呈极显著相关(尸<0．们)。

2．3可溶性总糖含量与日龄的关系

24。C下四种尸食性蝇类幼虫和蛹总糖含量随日龄变化趋势如图4．3所示。从图中可见，

不同蝇类幼虫总糖随着发育在4日龄后变化不明显。蝇类幼虫的总糖含量变化呈S犁，可以

用改进的Logistic曲线拟合总糖和日龄的关系，x2检验表明，各曲线拟合方程是显著适合的。

不同种类蝇类总糖含量在蛹期也是逐渐下降趋势，其与日龄的关系可以线性关系拟合，

F检验表明，与日龄呈极显著相关(P<0 01)。

2．4海藻糖含量与日龄的关系

24"C下四种尸食性蝇类幼虫和蛹海藻糖含量随目龄变化趋势如图4．4所示。从图中可见，

不同蝇类幼虫海藻糖随着发育呈现不同的变化趋势，达到最大值的日龄不尽相同。其蝇类幼

虫的海藻糖含量变化呈s型，可以用改进的Logistic曲线拟合海藻糖和日龄的关系，z2检验

表明，各曲线拟台方程是显著适合的。

不同种类蝇类海藻糖含量在蛹期也呈逐渐～E降趋势，其与日龄的关系可以线性关系拟

合，F检验表明，与日龄呈极显著相关(P<0 01)。

2．4脂类含量与日龄的关系

24"C下四种尸食性蝇娄幼虫和蛹脂类含量随日龄变化趋势如图4．5所示。从图中可见，
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不同蝇类幼虫脂类含量随着发育在4日龄左右到达最大值。其蝇类幼虫的脂类含量变化呈S

型，可以用改进的Logistic曲线拟台脂类和日龄的关系，贮检验表明，各曲线拟合方程是显

著适台的。

不同种类蝇类脂类含量在蛹期也呈逐渐下降趋势，其与目龄的关系可以线性关系拟合，

F检验表明，与日龄呈极显著相关(JD<O．01)。

3讨论

Wells等(1995)根据体重对螺旋蛆蝇Coch／／omy妇macellaria日龄推测进行了研究。他

们的研究表明蝇蛆孵化后，随着日龄增加其体重急速上升，然后在离食期前后基本稳定。这

与我们的结果是相符的，四种蝇类都在3日龄左右进入离食期，而后在幼虫期其体重基本稳

定t在蛹期随着水分的少量蒸发，体重也有轻微的下降。这个过程在幼虫期进本上是呈S

型，可以用改进的Logistic曲线拟合，而且相关系数很高；在蛹期虽然也可以用线性方程拟

合，但相关系数较低。在推断蝇类日龄时，在幼虫3日龄以前由于体重变化显著，日龄的预

测比较准确，而在离食期后．由于没有太大的变化，在应用时能够给出一个预测曰龄的较大

范围。

昆虫在发育过程中，其体内各种组分的含量也会不断发生变化。其中一些有规律变化的

物质可以用来进行年龄分级。在本章的研究中，选择了蛋白质含量、糖类和脂类等生物体的

主要成分来对蝇类的曰龄进行鉴别。同样的，这些主要生化组分随着蝇类初期的发育快速增

加后，会进入一个相对稳定的时期，然后随着蝇类代谢的增加，这些能量物质会逐渐被消耗，

因而又有一个相对F降的过程。但是其下降速度在不同的发育是不同的，如从幼虫期到蛹期

的变态过程中，变化是剧烈的，到了蛹期之后，义进入相对稳定的时期，到了蛹期末期，这

些成分的变化又相对加快，而这些变化与前人的研究结果是类似的(wheeler e，a／．，1992；

Nestel引a／．，2003；Nestel e／a／．，2005)。

在所有这些生化组分中，脂类含量是最值得关注的。从图4．16-4 20中我们可以看出，

在三日龄后，幼虫脂类含量的变化也是明显的，由此可见，在蝇蛆最难以区分目龄的幼虫末

期，脂类含量能够发挥独到的作用。而其他组分也能够在目龄推断中，起到辅助的作用。
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图4．1四种蝇类幼期体重与日龄的关系

Fig 4．1 Relationship between body weight of larvae and pupae of four species of

flies and age

舳

m∞如∞如∞m

0

印阳∞如柏如∞m

o

∞

∞

∞

帅

加

0

(_一§pI^lpu一／爿曼羔兽u≥苦oD删蛙

∞

蚰

∞

∞

如

o



幼虫日龄larval age(d) 蛹期日龄pupalage(d)

图4．2四种蝇类幼期蛋白质含量与日龄的关系

Fig 4．2 Relationship between larval protein content and pupae offour species of

flies and age
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幼虫日龄larval age(d) 蛹期日龄pupal age(d)

图4．3四种蝇类幼期糖类含量与日龄的关系

Fig 4．3 Relationship between larval carbohydrate content and pupae offour species

offlies and age
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幼虫日龄Iarval age(d) 蛹期曰龄pupal age(d)

图4 4四种蝇类幼期海藻糖含量与曰龄的关系

Fig 4．4 Relationship between fucose content of larvae and pupae of four species of

flies and age
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圈4．5四种蝇类幼期脂类含量与日龄的关系

Fig 4．5 Relationship between lipid content of larvae and pupae of four species of

flies and age
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第五章温度对蝇类幼期蛋白质、脂类和总糖及体重变化的影响

尸食性蝇类的生长发育受到多种外界因素影响，其目龄指标的时间动态也相应的受这些

因素的影响。阐明这些冈素的影响是对尸食性蝇娄进行目龄分级的前提条件之一。

众所周知，温度与生物生长发育速率之间呈s型曲线关系，即在低温和高NN_域抑制生

长发育，适温区域随温度上升而加快。在法医昆虫学领域研究温度对生长发育的影响，目前

主要可以分为两个方面：一是温度对各昆虫发育速率的影响；二是温度对各日龄指标的影响。

涉及第一个方面研究资料是相当丰富的。而温度对各日龄特异性指标的影响，则多是研究不

同温度下，两个指标即蝇娄幼虫体长(Byrd＆Bultler,1996，1997，1998；胡萃，2000：Byrd＆

Allen，2001)和体重时间动态的研究。由此，建立起较多温度下曰龄指标与日龄的关系模型，

在实践中，往往可直接选用与实验温度相差最小的模型。

蛋白质、糖类、脂类等生化组分在蝇类发育的变化也已经有相当的工作，(Agtell Pt以．

1973；D’Costa etal．，1966；Nestel etal．，2003；Nestel etal．，2005)，但尚没有揭示其与温度关

系的模型。针对这一问题，本章探讨不同恒温下，四种常见尸食性蝇类幼期上述生化成分累

积的规律，旨在为其在日龄推断中的应_}=}j提供理论依据。

l材料与方法

1_l供试虫源

棕尾别麻蝇Boettcherisca peregrina(Robineau-Desvoidy)、肥须亚麻蝇Parasarcophaga

crassipalpis(Macquart)、丝光绿蝇Lucilia sericata(Meigen)巨尾阿丽蝇Aldrichina grahami

(Aldrich)来源同第四章，试验温度设为16、20、24、28乖I 32。C，计5个温度，不同日龄虫

取样方法同同第四章，每日龄取20头虫。

1．2生化测定

体重、蛋白质、总糖和脂类的考查方法同第四章。

1．3数据分析

数据的统计分析采用SPSS 13．0软件，作图用Origin 7．0软件处理

2结果

2．1体重
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各温度下幼虫体重的时间动态如图5．1—5．4所示(24"C见第四章)。结果表明，各温度下，

幼虫体重在幼虫期初期随着曰龄增加而显著增加，到达幼虫体重的最大值后，在此后各日龄

中体重稍下降。但幼虫体重达到最大值的时间随着温度的降低而延K。用改进的Logistic曲

线对不同种类不同温度下的体重与日龄关系进行拟合，贮检验显示，各个回归方程均显著

适合。
●

各温度下蛹体重的时间动态如图5．5—5．8所示(24。C见第四章)。结果表明，各温度下，

体重在蛹初期显著下降，此后各日龄中体重稍’F降，置蛹期末期F降加快。用线性方程对不

同种类不同温度卜的体重与日龄关系进行拟合．F检验显示，各个回归方程均显著适合。

2．2蛋白质含量

各温度下幼虫体重的时间动态如图5．9—5．12所示(24℃见第四章)。结果表明，各温度

下，幼虫蛋白质含量在幼虫期初期随着日龄增加而显著增加，到达幼虫蛋白质含量的最大值

后，在此后各日龄中蛋白质含量稍下降。但幼虫蛋白质含量达到最火值的时间随着温度的降

低而延长。用改进的Logistic曲线对不同种类不同温度下的蛋白质含量与日龄关系进行拟

合，贮检验显示，各个回归方程均显著适合。

各温度下蛹蛋白质含量的时间动态如图5．13．5．16所示(24℃见第四章)。结果表明，各

温度下，蛋白质含量在蛹期缓慢下降。用线性方程对不同种类不同温度r的蛋白质含量与日

龄关系进行拟合，F检验显示，各个回归方程均显著适合。

2．3总糖含量

各温度下幼虫(丝光绿蝇样品不足未测)总糖含量的时间动态如图5．17-5 19所示(24

℃见第四章)。结果表明，各温度下，幼虫总糖含量在幼虫期初期随着日龄增加而显著增加，

到达幼虫总糖含量的最大值后，在此后备日龄中总糖含量稍下降。另外，随着温度的升高，

总糖含量的最大值也增加，而且幼虫总糖含量达到最大值的时间随着温度的升高而缩短。用

改进的Logistic曲线对不同种类不同温度F的总糖含量与日龄关系进行拟合，妲检验显示，

各个回归方程均显著适合。

各温度下蛹总糖含量的时间动态如图5 20-5，22所示(24℃见上一章)。结果表明，各温

度下，总糖含量在蛹初期显著下降，此后各日龄中总糖含量稍F降，到蛹期末期一F降加快。

用线性方程对不同种类不同温度下的总糖含量与日龄关系进行拟合，F检验显示，各个回归

方程均显著适合。

2．4脂类含量

各温度一F幼虫脂类含量的时间动态如图5．23．5 26所示(24"C见上_--章)。结果表明，各
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温度下，幼虫脂类含量在幼虫期初期随着日龄增加而显著增加，到达幼虫脂类含量的最大值

后，在此后各日龄中脂类含量稍I卜降。但幼虫脂类含量达到最大值的时间随着温度的降低而

五正长。用改进的Logistic曲线对不同种类不同温度下的脂类含量与日龄关系进行拟合，Y2

检验显示，各个回归方程均显著适合。

各温度下蛹脂类含量的时间动态如图5．27—5．30所示(24。C见上一章)。结果表明，再温

度下，脂类含量在蛹初期显著F降，此后各日龄中脂类含量稍下降，置蛹期末期下降加快。

用线性方程对不同种类不同温度F的脂类含量与日龄关系进行拟合，F检验显示，各个回归

方程均显著适台。

3讨论

研究结果表明，不同温度下，各个日龄指标在蝇类的生长发育过程中呈现出类似的变化

趋势。体重、蛋白质含量、总糖含量和脂类含量在幼虫初期随着幼虫取食量的增大而迅速增

加t随着离食期的到来．各个指标又逐渐下降，这与王江峰等(2001)对体K的研究结果相

一致。它们规律性的变化表明，这些指标都有应用于蝇类幼虫日龄推断的潜力。

体重在幼虫期先增加后稍微减少的趋势与前人的研究结果基本一致(Wells等，1995)。

本文对体重在幼虫期的变化做了曲线拟台，但weII等则画出相应的预测置信区间，在方法

上稍有不同。

本文研究结果显示，在蛹列蛋白质、糖类和脂类都呈现出明显F降的趋势，但在蛹的发

育过程中又发生较大的波动，这与Nestel等(2003)对果蝇的研究结果相一致，基本趋势是

蛹初期下降较快，到化蛹前有一个平稳过渡或者上升的小峰，但在羽化前又迅速降低(蛋白

质除外)。这些变化表明，生化指标应用于日龄推断，需要对蛹生陡发育过程中的机理深入

研究，从而更有效的应用于实践。

各个指标在不同温度下的变化是一个连续的过程，幼虫以1日龄虫为起点，化蛹前一天

幼虫为终点，指标的变化均可以改进的Logistic模型将其模拟出来，蛹期不同指标的基本变

化趋势是逐渐下降，几乎所有的指标在蛹期前期变化稍慢，而到蛹期末期则加速下降，这一

过程可用线性方程进行模拟，在一定程度尚便利了这些指标在死亡时间推断中的应用。在实

际应用中只需测出各个指标，对应于相近的温度，便可对日龄作出估计。

笔者在测量各个指标的过程中．发现单个幼虫或蛹的变异程度甚大，实际工作中需要收

集多个虫体，以便更好的进行推断。
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图5．1不同温度下F／JI。须亚麻蝇幼虫期体重与日龄的关系

Fig 5 1 Relationship between larval weight ofParasarcophaga crassipalpis under different

temperatures
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y=(66 27-4 48x)1(1+exp(5—3 36x))，R2-0 99

日龄Daily age(d)

图5 2不同温度下棕尾别麻蝇幼虫期体重与日龄的关系

Fig 5．2 Relationship between larval weight ofBoettchereiscaperegrina under different

temperatures
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图5 3不同温度下丝光绿蝇幼虫期体重与日龄的关系

Fig 5．3 Relationship between larval weight ofLucilia sericata under different temperatures

70

卯

∞

如

鲫

m

O

∞

∞

∞

∞

∞

加

加

0

羔嚣1。}吾o∞制基

如

∞

∞

加

m

0



0 1 2 3 4 5 6

y-(147 45-5 41x)，(1+exp(1 1．24—1 9x))，Rz-O 99

]16。C
o

] ／7_。～}、_

0 2 4 6

00

印

40

O

10

日龄Daily age(d)

2 3 4 5 6 7

图5．4不同温度下巨尾阿丽蝇幼虫期体重与目龄的关系

Fig 5．4 Relationship between larval weight ofAldrichina grahami under different

temperatures
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图5．5不同温度下下肥须亚麻蝇蛹期体重与日龄的关系

Fig 5．5 Relationship between pupal weight ofParasarcophaga CrClSSipalpis under different

temperature
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图5 6不同温度下棕尾别麻蝇蛹期体重与日龄的关系

Fig 5．6 Relationship between pupal weight ofBoettchereiscaperegrina under different

temperatures
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图5 7不同温度下丝光绿蝇蛹期体重与日龄的关系

Fig 5．7 Relationship between pupal weight ofLucilia sericata under different temperatures
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图5 8不同温度下巨尾阿丽蝇蛹期体重与日龄的关系

Fig 5．8 Relationship between pupal weight ofAldrichina grahami under different

temperatures
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Fig S．1 5 Relationship between larval protein content ofLuciBa sericata under different temperatures
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Fig 5 19 Relationship between larval carbohydrate content ofAldrichinagrahami under

different temperatures
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Fig 5．22 Relationship between pupal carbohydrate con'／ent ofAtdrichina grahami under
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斟5．23不同温度下聪颁亚麻蝇脂类宫最与日龄的关系

Fig 5．23 Relationship between larval lipid content ofParasarcophaga crassipalpis under

different temperatures
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Fig 5．24 Relationship between larval lipid content ofBoettchereiscatjeregrina under different

temperatures
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图5．25不同温度下丝光绿蝇幼虫期脂爨含量与目龄的篾系

Fig 5．25 Relationship between larval lipid content ofLueilia sericata under different

temperatures
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图5 26不同温度下巨尾阿丽蝇幼虫潮船类含量与日龄的关系

Fig 5．26 Relationsh!p between larval lipid content ofAtdrichina grahami under different

temperatures
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图5．27不霹温度下瑟矮豫麻蝇蟋甥鼹爽含量与基龄的荚系

Fig 5，27 Relationship between Pupal lipid content ofParasareophaga erassipalpis under

different temperatures
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Fig 5．28 Relationship between pupal lipid content ofBoettchereiseaperegrina under
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Fig 5．29 Relationship between Lipid content of pupae ofLucilia sericata under different
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Fig 5．30 Relationship between Lipid content ofpupae ofAldrichina grahami under different

temperatures
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第六章尸食性蝇类幼虫血淋巴可溶性蛋白组成的时间特征

昆虫的大部分组织细胞直接浸浴在血淋巴中，细胞与血淋巴间频繁的物质交换，就构成

了血淋巴中复杂的物质体系和动态变化。而作为发育不可缺少的组成成分，各种不同的蛋白

质在不同的发育阶段起着不同的生理功能，其中包括贮藏蛋白、卵黄原蛋白、载脂蛋白等。

昆虫血淋巴可溶性蛋白的组成与含量变化，这方面的研究文章可谓不计其数(Kim el口，．

1989；Koopmanschap et a1．，1992；Anscin et al，1996；Song et a1．，1997；Shimoda et a1．，1997；

Yoshiga etal．，1998)。本文在朱光辉等(2003)基础上，对血淋巴可溶性蛋白的动态变化拓

展开来，对肥须亚麻蝇和丝光绿蝇进行这方面的研究工作，并对其日龄特征进行了分析。

1材料与方法

1．1供试虫源

肥须亚麻蝇，丝光绿蝇虫源同第四章。饲养温度为24。C。

1．2血淋巴的收集

将幼虫于产卵后不同日龄的幼虫或蛹30头从果酱瓶中取出，以蒸馏水漂洗数次，_}；}j干

净滤纸吸干水分。用解剖针小心刺破幼虫或用的体壁，用毛细管吸取流出的血淋巴，滴八加

有少量苯基硫脲晶体的冰浴离心管中，于4℃以10，000 rpm离心i0 rain，取出上清液，置一

70。C冰箱保存备用。

1．3 SDS．PAGE电泳

血淋巴稀释约40倍后，加等体积SDS电泳样品缓冲液，上样。采用Tris．甘氨酸电极缓

冲液系统，以以垂直平板电泳槽进行电泳。分离胶、浓缩胶浓度各为10％}1：t 4％，上样量为

10Ⅲ。浓缩胶和分离胶分别以5 mA和15 mA稳流电泳，电泳槽和电泳仪分别为Bio．Rad公

司的Mini—Protein III和Model 3000 Xi。电泳完毕后，凝胶以考马斯亮蓝染色2 h后脱色。

脱色后，用Bio-Rad公司的Gs一800光密度扫描仪扫、描，并用Quantity—one软件分析各蛋

白条带含量的变化。蛋白质分子量根据标准蛋白的分子量由软件直接计算得出。标准蛋白购

白上海生物：l程有限公司和Bio．Rad公司。

2结果

2．1肥须亚麻蝇

电泳图如图6 1和各组分光密度值如表6 1所示。

24。C下，肥须砸麻蝇产仔后3～8日龄幼虫和0～9日龄蛹的血淋巴中共出现6条清晰可



见的蛋白带，其分子量介于31～230KDa之间，其余蛋白条带因含量过少不够清晰，故未统

计。各蛋白带的含量在生长发育过程中呈现一定规律的变化。

幼虫期血淋巴中，除了L3(幼虫3日龄，下同)基本上只有三条蛋白带，呈现比较独

特的蛋白谱带模式，而其他日龄的蛋白带都比较丰富，但多数含量较低。其中随着曰龄的增

加，a带(230 KDa)含量逐渐增加，但在幼虫期最后一天突然F降；其余大部分蛋白带包

括含量最为丰富的b带在L5时达到顶峰，但随着日龄增加逐渐减少；其他各条带在幼虫期

血淋巴中含量较低，变化也不明显。

蛹期a带在P0(初化蛹)时较少，P1时最多，随着蛹目龄的增加其含量又逐渐的减少；

变化比较明显的有b、e带和c带，三者在初化蛹的Pl时降到一个低谷，然后在P2时又有

明显的回升，之后逐渐下降，待羽化前两天P8和P9时F降较显著；其他各条带的含量则

变化不明显。

2．2丝光绿蝇

电泳图如图6．2和各组分光密度值如表6．2所示。

24℃r，丝光丽蝇产卵后2～8日龄幼虫和0～8日龄蛹的血淋巴中共出现16条清晰可

见的蛋白带，其分子量介于18～230KDa之间。各蛋白带的含量在生长发育过程中呈现一定

规律的变化。

幼虫期血淋巴中，除了L2基本上只有三条蛋白带，是现比较独特的蛋白谱带模式，而

其他日龄的蛋白带都比较丰富。其中随着日龄的增加，A带(230 KDa)和P带f1 8 KDa)的

含量逐渐增加，大部分蛋向带包括含量最为丰富的G带在L4时达到顶峰， F带(83 K．Da)

在L3时开始出现，然后逐渐增加，以L7和L8时为最丰富；G带(81 KDa)L2时就开始出现，

但是在整个幼虫期变化不是很明显；P带随着日龄逐渐增多，L6时基本稳定：其他各条带

在幼虫期血淋巴中含量较低，变化也不明显。

蛹期A带在PO时较少，Pl时最多，随着蛹日龄的增加其含量又逐渐的减少；变化比

较明显的是F带雨I G带，两者在初化蛹的PO时降到一个低谷，然后在P2时又有明显的回

升，之后逐渐稳定，待羽化前两天P6和P7时又有一个显著的一F降；其他各条带的含量则

变化不明显。

3讨论

本研究结果表明，肥须亚麻蝇和丝光绿蝇血淋巴可溶性蛋白的组成在幼虫期和蛹期有着

显著变化，这与其他一些昆虫血淋巴蛋白责成的研究结果基本一致(Kim el al，1989；



Koopmanschap elal，1992；Anscin鲥al，1996；Song elal．，1997；Shimoda e，a1．，1997；Yoshiga

etal．，1998)。同时也表明，血淋巴可溶性蛋白的组成在肥须亚麻蝇与丝光绿蝇的幼虫和蛹的

日龄推断中具有一定的应用潜力，并可进一步应用于死后间隔时间的推断。

在幼虫和蛹期血淋巴中b和G带是所有蛋白带中含量最高的，其含量在三龄幼虫中显

著增加而于蛹期逐渐降低，这与其他昆虫血淋巴中贮藏蛋白的发生规律基本～致(Kim e，。，．
●

1989；Koopmanschap“a1．，1992；Anscin etal．，1996；Song el a1．，1997；Shimoda et al，1997；

Yoshiga etal，1998)。可以确定b和G带是贮藏蛋白，而其他蛋白带的性质有待于进一步研

究。

从各日龄幼虫和蛹期血淋巴组成的差异看，24。C—F，幼虫早期具有独特的蛋白质电泳图

谱，可以与此后各日龄幼虫相区别开来。在三龄幼虫中，a、c、A、F和P带的含量差异较

为显著；在各日龄蛹中，a、c、A、F和G带的含量有一定差异。这些蛋白带在幼虫或者蛹

期各日龄间含量的差异具有应用于曰龄推断的价值，但是由于电泳技术在蛋白质定量方面固

有的补足，如果应用免疫学方法对幼虫期和蛹期血淋巴中各蛋白质含量的时间动态进行分

析，选择含量随曰龄呈规律性变化的蛋白质作为日龄指标，建立日龄与各蛋白质含量的多元

回归模型，同时考虑温度等因素的影响，则血淋巴可溶性蛋白的组成可有效用于尸食性蝇类

幼虫和蛹的日龄推断，并进一步用于死后间隔时间的推断。24。C F，初孵化幼虫虫体太小，

血淋巴取样困难，本文未对其加以研究，但根据其个体很小即可将其与其他各日龄幼虫分开，

故对本方法的实际应用并无影响。

00



图6．1肥须亚麻蝇幼虫和蛹期血淋巴可溶性蛋白的sDs～聚丙烯酰胺凝胶电泳(10％)

图谱。上图为幼虫期， F图为蛹期；M1，M2：分子量标准；L3～L8：产卵后3。8日龄幼

虫；PO～P8：0～8日龄蛹

Fig 6 1 SDS-polyacrylamide gel(10％)electrophoresis profile ofhemolymph soluble proteins

in larvae and pupae ofParasarcophaga crassipalp妇

0



图6．2丝光绿蝇Lucilia sericata幼虫和蛹期血淋巴可溶性蛋白的sDs一聚丙

烯酰胺凝胶电泳(10％)图谱。上图为幼虫期，下图为蛹期：M：分子量标

准；L3～L8：产卵后3-8曰龄幼虫：P0。P7：O～7日龄蛹

Fig 6．2 SDS-polyacrylamide gel(10％)electrophoresis profile of hemolymph

soluble proteins in larvae and pupae of Lucilia sericata



籍
皿

蟹

籍
皿
爿
擦

轴奎
牡划
礤监

∞o u口。)¨

．：
竖
曩
翅
伥

^

：

=

●●

矧

_【可o．oN∞o．o∞叫o．o西oo．o_【∞∞．oN寸o．o

o寸o．o∞oo．o吲∞o．o_【o'[．o磊∞．o_【刊o．o

寸寸o．oooo．o∞吲o．o卜oo．o∞寸∞．o卜叫o．o

刊∞o．oo卜o．o∞∞o．ooo●o_【o_【．_【叫oo．o

∞∞o．oo卜o．o∞∞．oooo．oN高．_【Noo．o

曲刊。．。

卜∞o．o

。叫o．o

o∞o．o

州∞o，o

卜∞。．。

。∞o．。

_【刊。．o

卜寸o．。

。。。．。

一①。．。

吲。。．。

寸∞。．。

∞寸。．。

刊。。．。

∞m。．。

'【∞。．。

∞∞。．。

T_∞o．。

∞甘o．o

N∞o．。

∞∞o．o

n曲。．o

∞。。．。

∞∞o．o

叫_[．o

。01[．。

卜∞_【．。

∞吲_【．o

NnH．o

寸_[．o

卜_[．。

∞_【．o

①一．o

∞N．o

卜∞∞．o

叫掣N．_【

卜_【卜．o

∞N．_[

卜N∞．1[

。∞o．N

∞时∞．N

刊卜∞．N

①。卜．∞

Ng．。

∞o_【．o∞NN．o①①1_．。∞_【_[．。

o。N．。∞高．o_【oN．。夏_【．o

∞叫o．o

'【n

∞oo．o

∞∞

hwo．o

g

∞_[．o

_[．o

o卜

o∞-[．N

oNo．o

_[∞

粤S≈S码qqku≈如q奄导晕寸“百k≈钆岫o∞∞∞面H∞一喇皿t1乱它_【H矗一对>_I≈一。工H∞II葛声口∞II一。=l。_I皿。一。T1一。∞。盈—工Ih一。_【《u二岫。。一q。_I皿_口。—薯岛。一u>u口_【．啦∞一D肿'工

韵需垦鲁S器裂蚓啦林嗡《黑皿断趟建口躁署景舞嘶S唧目龌斟曛霉19懈



卜b萝}冀詈：4I 4娶l”f⋯I兰

l要b·耋至喜i堇，耋喜i耋妻詈
I∞I躲， 。譬嚣导昌罱譬，暑==譬■2
l山ls‘ ‘古西8 s 6舀‘6 o d d g d

1荨1高l ，兽譬罱翟篓=．i=兽：芎鼍
禽i出16 c；d 6 c；g g c；g c；。d c；

孽l∞l∞， ．詈客；葛舞譬，鐾害=s誉=
l山{o d g 6 6 6 g d g g d d g

N 龋， ．鲁警罄器斟=．=吕H器害譬
Io o o o o o o o o—o o o

|H i葛． ；兽 譬暑窝一{誉窨蓦誉害■
o o o o o√ o o o o o—

l宝|蕊； ；里窖罩罨I ；肇罩鼍
{o o o o o o o o

1∞f器一詈兽卷导兽====一鐾H=2
o V o o o o—o o o o—o—c o

l卜l《一答。 。喜S 2=一墨 g=2 N

I_j}d 6。‘ +6』6 6 g≤ d s d d

I l

籍l墨陲耋l毒耋詈暑量妻苫：詈
暴l当I詈：耋·l堇：量三耋! !虿量耋

{3|耄!詈， 】!三童i三! 苫苫耋詈1一ld d 6 d一古6 o音 o o 6 d

{啦I骂窘兽； 。葛蕞兽l；； ； ； 。 ；

J|d d 6 ≤6 d s

【叫 =各g
I I 1

o o o

l案噬孽}蠢墨兰萋婆罄磊墓鏊意霉笺美瑟餐篓

I蓑婆I“。u自∞k。z H h z J g z。凸_

o
塑
睫
型
*

^

=

!
=

划

譬§鬻毒＆7{o霉挑誉肖拿A≈熏i钍>瓷一拦磊≤垂ps#疆。氆盘qn—o兰}墨。基∞量。盥号美茧¨皇do司卷鑫19。i∞0

谁需垦官g磊冬卿如球越莲囊皿踟拦瓷B最璺娶颢最露掣熊芸黜“僻



第七章鹏须亚麻蝇幼虫血淋殴贮藏蛋白的纯化

昆虫胤淋巴中含多种磷自质，贮藏龋白(storage pro'rein，sP)是其中的一大类。它主要由

幼虫脂肪体合成+释放刘衄淋巴中，在幼虫末龄浓度达剿顶峰，于化蛹前被腊肪体选择性的

重疆竣，搿或高密度蕊嚣瓣俸蛋叁鞭辣蕊使盘漆巴孛浓度下降，面遮鍪爨基叉在蛹发育的过

程中用于成虫的营养。
’

贮藏摄自最先在蝇类的血淋巴中发现(Munn etal．，1971)，其在幼胀末龄血淋巴中的急

囊变纯羲汞藩宅喜臻予蜷豢翁鬻基蛩接辑鹣盛鲻稔氆，在藩一章节，我{}{黯ll须延拳避和丝

光绿蝇的幼虫及蛹血淋巴媛白质电泳结果已经明确b带和G带是贮藏摄白，所以育必要进

一步明晰邀一蛋白的变化趋势并探讨葵蹦于法医昆虫学研究的可行性。对当然任何蛩出质进

行嚣A臻究之蓑，帮藏该将箕努离蔑纯。固她，在奉牵，我们黯蕊氡孤藤遵串静贮藏凝驽进

行了纯化，并在后文应朋于不同日龄的测定。

l材料与方法

l。l虫源

肥缬艇麻蝇虫源同第四章。饲养温度为24'E。

l。2血淋巴取样

将翁虫予产穿焉5碍龄的幼虫200头拭果酱瓶中敞{_|=；，驭蒸穗水漂洗数次，嗣干净滤纸

吸干水分。用解剖针小心刺破幼虫或用的体壁，用毛细臀吸取流出的衄淋巴，滴入加柯少量

苯基硫爨端体的诛洛蔫心管孛，予4℃以12，筘o rpm离心10 rain，淑盘中涟渣菠，鬣一弛

℃冰箱操存备用。

1．3贮藏鬣白的分离纯化

取上述趣港巴熬等量PBS(&l M Na，HP04-NaH2POb pH 6+5)漆滚+予援搀下逐潦船入

与饱和硫酸谊至终浓魔为§o％饱和(N}{4)2S04，4℃搅拌30 min，12，000 rpm离心10 rain，

取上清，予搅拌下逐滴加入与饱和硫酸铵至终浓度为66％饱和(NH4)2S04，4"C搅拌30 min，

12．000 rpm离心i8 rain，赛上海，蕊淀攥存备筵。

挂瑶瓣纯化以Biologic DuoFlowTM嚣臼层析系统(Bio一豫d公司)避行，具体步鞴盯F：

取上述沉滴，用2．4 M州}14)2S04溶解，12，000 rpm离心10 min，取上消液上疏水交按柱，

琏隶轾啦2A M冰并4)2s虢颈洗，凌遵为2．0 mL／min，榉晶上完嚣越0,5倍2A M(Nrt&so,-

预洗，然盾淑用含2．4加M(NH4)2S04的缓冲液进行线性梯度洗脱，流滤2．0 mL／min，0．5 mL



，管进行收集。收寨贮藏蛋白含量商的组分进行合并，上样子预先以0 1 M PBS缓冲液(pH 6．5)

平衡的p-100凝胶柱，用同样的缓冲液洗脱，流速0．5 mL／min，1 mL／管收集流出液。收集

跫藏蛋{兰|含量集中翁缀分，翅入蒸淫末降低箕恕等率螽，土样子预先经缓薅滚(强mmol／L

Tris．HCI．pH 7，2)平衡的UNOTM Q1阴离子交换层析柱(7 x35 film，Bio—rad公司)，进行

离子交换层析，样品上完后先崩2倍体积的缓冲液A进行预洗，然后改用含0—1．0 M NaCI

的Tris缓狰滚遂抒线蛙撵痉洗裁，流速3．0 mL／min，{0 mL，譬进行收囊。

每次纯化后样品经透析脱然后，进行SDS，PAGE鉴定。

1．4 SDS．PAGE电泳

样品舞等体簸SDS宅溶鼗熬缓冲滚，上楼。莱翔Tris一曹氧酸电援缓律滚系统，班鞋垂

点平板电泳槽进行电泳。分离胶、浓缩胶浓度各为10％和4％，上样量为10¨I。浓缩胶和分

离胶分别以5mA和15mA稳流电泳，电泳槽和电泳仪分别为Bio-Rad公司的Mini-ProteinIII

葺|_l Model 3000 Xi。电泳完毕蠢，凝腔戬考马；舞甍蓝染色2 h蜃藏色。鼹色蠢，雳Bio．Rad

公司的GS--800光密度扫描仪搠描，并削Quantity-one软件分析各蛋白条带禽量的变化。蛋

白质分子量根据标准蛋白的分子避由软件赢接计算得出。标准鬣白购自上海生物：【程有限公

司年}l Bio—Rad公司

2结果

贮藏蛋自的分子量在上一露黾经得到鉴定，分子量约为8I kDa。在纯他过程均班此观

察纯化效果。贮藏蛋白经50～66％(NH4)2S04掇纯后，样品杂带仍然较多(圈7。1)，因此又

进行了多步提纯。经疏水交换屡析后，样品形成嚼个峰(图7，2)，第一个峰为宙贮藏蛋白的

烹蜂，但在30 kDa左右一条带含量甚高(圈7．3)，嚣后又经P—100凝茨星析怼撙晶进行分子

繁分级分离(圈7．4)，图7．5结聚晟示，贮藏蚕自已经得到较好的纯度，30 kDa的蛋白已经

被分开，但分子鼹较高的蛋白依旧存在，最后样品经具有高分辨率的阴离子交换柱Q．1再次

努糍，其结暴翻藏7．6掰示，最菇一个峰是穗娄缝净鑫毒蛋囊，经SDS-PAGE壤定，国7。7显

示该峰为纯的贮藏蟹白。经含爨检测，最后得到的蛋白含量翁为10 mg。

3讨论

由予贮藏蛋彝在整蛊鹃整个可溶洼蛋鑫中占有镶毫囊毒琵铡，幼鞭在盘麓末露中，因此要褥

到的蛋白的纯度就要比一般含撼较少的蛋白明照要低。如Tojo等(1980)对家蚕贮藏蛋白

的纯化就相当繁琐，他们先进行了热处理和(NH4)2S04沉淀，之后对沉淀又进行了lj|{|离子变

羧堞褥和篪离子交换蓑耨最蓐才褥竭10 rag蚕鑫。两要一缀礤究A曩(Levenbook＆Bauer,



1980)删对巍头丽螭贮藏蛋国瓣纯化也是如峨，他们在70％(NH4)2SO。沉淀厢．又分剐避杼

了凝菠过滤瑟攒霸鞠离子交款鼷撩浸后才褥茧8楚菇。磊本文在避露了CNH4)2s魄滠淀之蕊，

巍子搀螽灵搽穗齄骥藏巧主筑承糕+毯il乏毽避蟹了这一步懿尝试，发蕊蕊暴不是褥爨鹦显穗

尔豫岛仍有减少，惭30 kDa的磷融也同时梓到了寓集，由予该缓自不是本研黛的重点，救

米鼹懿涤A。

在爝P-100对怒藏鲎囊势褒嚣，发褒宅每藏魏蔫分子委妻鞠滋趣滗聚整～怒，蠹建零怒，

j生嬲缬亚麻蝻中败藏蛰白也怒一覃币寡聚蛋岛，熟豫基的分予鼹就箍我们测定的8l kDa。一

般谈为，贮藏蛩盘燕单体分子赫六蘩蒋。可霆；天然浆跫藏虽趣势孑量近叛予500 kDa左右，

遮与毙蘩对炎瓣分靛藏蛋匀熬努子羹佶谤楚～致黪。当蕊，贮藏擞鑫六聚嚣鹅蛰煮，裁菱鸯

利于蕻贮藏营养。

鼹A照研究簌薤会蹲赣藏簧白簿洼震魏鞋蓑凌。毙燕氨萋骚缓壤等，嚣本文硬究静燕京

在于拿裂缝懿靛藏鬣岛臻子下一步撬簿熬制器，簸援畜臻霆蕤鬣纂竣缀或，辫磺袋黥焦燕在

予贮藏蟹自的米源投其趋向，则必颁研究。

零文最终褥溪涟鳃毽辩赫缝虔较毫，袋鼹篓恶毒溪予撬髂麓备。 。

醺7、l经硫酸氨沉淀盼血淋魁栉品纯度鉴定

注：磁，低努子量Marker；2，50％～66％虢酸氢嚣淀择惩

Fig{+；SDS—PAGE profile ofhymelymph。onducted w熊5§％～《6％{Nl{旬3S￡％preeipimt砖n



Fractions

圈7．2虢酸氨徉品经巯瘩露辑

注：1，收集主峰

Fig 7．2 Sample of 50％--66％(NH4)2S04 precipitation purification with Hyd7。phobi。

Interaction chromatography

图7．3硫酸氨样品经疏水交换层析后SDS—PAGE豁定

注：1，图2收集主峰

Fig 7．3 Sample purification ofhydrophobie interaction chromatography identification

with SDS．PAGE



FracUons

图7．4疏水层析后样品经p-100凝胶过滤层析

注：1，收集主峰

Fig 7,4 Sample purification with gel filtration chromatography after

hydrophobic interaction chromatography

图7．5 P。100经P．100凝胶过滤层析的SDS—PAGE纯度整定

注：1，收集主峰

Fig 7．5 SDS—PAGE after gel filtration chromatography purification
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图6 p-100凝胶过滤层析后样品经e-1阴离子交换层析

注：1，收集主峰

Fig 7．6 Sample purification with ion exchange chromatography after ge

filtration chromatography

幽7 7经0．1阴离子交换层析后样品的SDS—PAGE纯度鉴定

注：l。收集主峰

Fig 7．7 SDS—PAGE after ion exchange chromatography purification

0



第八章贮藏蛋白抗体制备与ELISA检测最佳反应条件建立

已有许多研究人员通过各种不同的方法估测了部分昆虫体内贮藏蛋白的含量。Munn和

Greville(1969)恰当的运用超离心方法测定了红头丽蝇贮藏蛋白的含量：Kinnea和

Thomson(1975)根据PAGE电泳对丽蝇Calliphora stygis的各种贮藏蚩白进行了总体评价：

Sekeris和Scheuller(1977)通过SDS-PAGE凝胶光密度测定法估计出红头丽蝇贮藏蛋白的含

量；而Tojo等(1978，1980)运用定量免疫扩散法估计了惜古比天蚕蛾Hyalophora cecropia

和家蚕Bornbyxmori贮藏蛋自的相对浓度。在提纯获得抗体后，比较精确的方法有免疫电泳

(Laurell，1972；Roberis et aL，1977；Levenbook el a1．，1980；Kramer et a1．，1980)检测和

(Rimoldi et aL，1996)用ELISA方法对不同发育阶段的Triatoma infestans贮藏蛋白含量的

测定。他们的结果表明贮藏蚩自随发育变化呈现一定的规律，即有可能用于昆虫目龄推断。

因此，继前一章获得纯化的贮藏蛋白后，本文将通过制各其特异性抗体，探讨其用于贮

藏蛋白含量检测具体条件。

1材料与方法

1．1抗体制备

1’1．1实验动物

本试验选用4～6月龄，体重2公斤，健康的雄性新西兰大白兔用于免疫。(由浙江中医

学院实验动物中心饲养)。

1．I．2免疫抗原的乳化和免疫方案

取前章纯化的贮藏蛋白作为免疫抗原。免疫剂量为：第一次1．0mg／kg，第二、三次1．5

mg／kg，最后一次采血前一周进行静脉注射免疫，剂量为o．5 mg／kg。用生理盐水分别稀释到

适当浓度，再与等体积的佐剂充分乳化(第一次免疫时用福氏完全佐剂，第二、三次免疫时

用福氏不完全佐剂，静脉注射不加佐剂)，直至滴入水中不分散。第一次免疫后3周进行加

强免疫，以后每隔2周加强一次，共免疫4次。

LL3试血与采血

第二次加强免疫后第8天，兔耳缘静脉采血1 mI。装于试管中，于37。C水浴静置如min，

待血液凝固后，针剥离血球与试管壁，再置4"C冰箱过夜，离心5 min(4000 rpm)，驭上清

液作倍比稀释，间接ELISA法测定抗血清的效价。待效价达到1：100，000就采全血(采用

颤动脉放血法)。

1．2免疫印迹



取用PBS(pH 7．4)1：40稀释的三龄幼虫血淋巴，加等体积的2X SDS—PAGE上样缓冲液

fO．1 M Tris—C1 pH6．8，20％甘油，4％SDS，0．05％。溴酚蓝，10％疏基乙醇)，沸水浴煮沸5 rain

后，i2，000 rpm离心5 rain取上清进行SDS-PAGE分析。电泳方法同第4章。

蛋白样品经SDS．PAGE后，取与分离胶相同大小的PVDF膜、3 MM滤纸在转移缓冲液

(Tris 25 mM，苷氨酸192 mM，20％甲醇)中平衡15～20 rain，在半干转膜仪中进行转膜，

带样品的PVDF膜用脱脂奶粉(5％Non．fat milk in 1×TBS，2‰Tween一20)室温封闭2 h．以

洗涤液(2％o Tween一20 in 1 X TBS)洗涤1～2次：一抗经TBST(TBS，2％0 Tween-20)稀释至

合适浓度与PVDF膜室温反应2 h或4"C反应过夜，PVDF膜用洗涤液洗涤3次，每次10rain，

碱性磷酸酶酶(AP)标记二抗经TBS稀释后与PVDF膜室温反应2 h，洗涤液洗涤3次，

每次10 rain，加入10 ml AP底物('NBT+BCIP)显色。溶液覆盖于PVDF膜上显色，待阳性条

带显示后加入硫酸中【E反应，PVDF膜自然干燥后拍照。

1．3抗体纯化与效价测定

采用Milliphore试剂盒Montage Antibody Purification PROSEP@A纯化抗体。具体方法

见试剂盒说明书。纯化的IgG经稀释后，测定其效价为1：10，000，并分装成小份保存于一

70℃

1．4抗原和包被抗体最佳稀释倍数确定

抗原为三龄幼虫匀浆液上清。以pH9 6的碳酸盐缓冲液将抗原l：1000、I：2000、f：4000

和1：8000倍比稀释，37。C2 h，100 p．1／jL包被；然后用含0．05％吐温20的0．05 tooL／LTBS(简

称TBST，PH为7．2)洗5minx 3次，加入含1％脱脂奶粉的TBS，100 p．1／}L，37。C封闭2 h；

TBST洗5 rain X 3次，稀释抗体分别1：100、1：200、1：400、l：800、1：1600、1：3200稀释，

100孔，37。C2 h，100ixl／7：L，进行方阵试验；再用TBST洗5rainx 3次，每TL女I]1：2，000

稀释的酶标抗体(羊抗兔二抗，华美公司)100 L／孔，37。C 2 h；TBsT洗5 mln x 3次，加入

AP底物溶液100pl，37"C 30 rain；用2 M的H2S04 50 ixlljL进行终止后酶标仪OD405读数，

每个稀释度重复一次，取其平均值。
’

1．5标准曲线

标准溶液来自纯化蛋白稀释液。抗体稀释倍数选择根据1．4结果，标准蛋白分别稀释

100，200，400，800，1600，3200倍。ELISA程序同上，每个稀释度重复三次，阴性对,EJ,3口A脱

脂奶粉。

2结果

112



免疫结果显示，肥须亚麻蝇和棕尾别麻蝇血淋巴都对贮藏蛋白抗体有明显的阳性反应，

且特异性很好，图8．1显示抗体只对贮藏蛋白有阳性反应，因此可以用于ELISA检测贮藏

蛋白的含量。

方阵试验如表8 1所示，随着抗原和抗体稀释倍数的增大，随着抗原、抗体稀释倍数的增

大，其OD值逐步减小。抗原稀释倍数的逐渐变大， OD值逐渐降低。当抗原以l：l 600、

抗体以l：1600稀释时，OD值为i．031，约等于I，故选择该稀释倍数为最终检测的工作浓

度。

图8．2显示，标注曲线线性关系良好，R2>o．9。根据P／N(阳性／阴性)值>2来判断，抗

原的最低检测限为纯化抗原稀释3200倍。

3讨论

在抗血清制各过程中，笔者发现效价上升较慢，只在静脉注射后才急剧上升，笔者推测

可能是贮藏蛋白和哺乳动物的某蛋白有较大的同源性所致。

血淋巴印迹结果表明，在肥须亚麻蝇和棕尾别麻蝇幼虫血淋巴中其贮藏蛋白的分子量是

一致的，且各只有一个条带，说明在前一章制备的贮藏蛋白是很纯的蛋白。因此获得的抗体

完全可以用于后续的检测。同时为了提高检测的特异性，我们又利用试剂盒对抗血清进行了

纯化。获得了纯的IgG(文中未显示)，它的纯度原高于一般的(NH4)2s04沉淀。

由丁酶标二抗的稀释是根据说明书进行，文中未对此加以研究。而方阵滴度结果表明

OD值的大小同时依赖于抗原稀释倍数和抗体稀释倍数，一般的，我们选择了OD值为1附

近的结果作为工作浓度，而这一抗原稀释浓度比Rimoldi等(1996)的稀释倍数要低一个数

量级，但他们是直接加入抗血清来检测，所以情况有所不同。

标准曲线的线性关系是否良好直接关系到接F来，能否用于ELBA检测，本文的结果

表明，采阁间接法来检测抗原是可行的。

表8．1抗体抗原稀释倍数方阵试验

Table 8．1 Checkboard titration testing ofantibody and antigen



图8．1肥须亚麻蝇和棕尾别麻蝇血淋巴Western印迹

注：1，肥须亚麻蝇4日龄幼虫；2，棕尾别麻蝇4日龄幼虫；M，标准分子量。

Fig 8．1 Western blot profile ofhymolymph ofBoettchereiscaperegrine and Parasarcophaga

crassipalp捃with antibody ofstorage protein
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图8．2纯化贮藏蛋白为包被抗原制作的标准曲线

Fig 8．2 Standard curve with storage protein as coating antigen
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第九章两种麻蝇体内贮藏蛋白含量及温度对其的影响

昆虫体内血淋巴蛋白的含量能在短期内急剧增加是令人十分惊讶的事，而其中贮藏蛋白

的变化则更加剧烈。贮藏蛋白的这种量变在多种昆虫里得到了细致的研究，如对烟草天蛾的

研究结果表明，在幼虫的蜕皮过程中，存在贮藏蛋白增加的趋势，而在蜕皮后降低到一定的

水平(Kramer etal．，1980)a同样也发现家蚕(Tbja etal．，1981)、Hyalophora(Telfer etal．，1983)

和舞毒蛾(Karpells et al，1990)的贮藏蛋白在幼虫蜕皮后有减少的现象。贮藏蛋白的这种

变化是否有应用于昆虫日龄鉴定的价值呢，本文就将这一问题展开这方面的研究，并考虑了

温度对其发育的影响。

1材料与方法

1．1昆虫饲养与取样

昆虫的种类为肥须Ⅱ麻蝇和棕尾别麻蝇来源、饲养方法和取样同第四章，共设置5个温

度t分别为16、20、24、28和32。C。另外在自然温度条件下，同前面方法取样．温度记录

采用自动记录仪(浙江人学仪表厂)。每日龄各取10头。

1．2间接ELISA法测定贮藏蛋白含量

l-2．1抗原制各

取单个幼虫或蛹加入500p．1 TBS(0 01 M Tris，0．9％NaCI，pH 7．2)迅速匀浆12，000 rpm离

心10 min，取上清液备用。

1．2．2含量检测

以pH9．6的碳酸盐缓冲液将抗原稀释2000倍，37。C2 h，100“l／孑L包被；然后用含0．05

％吐温20的0．05 tool／LTBs(简称TBST，PH为7．2)洗5 rainX 3次，加入含1％脱脂奶粉

的TBS，100IJ／孔，37℃封闭2 h；TBST洗5rainX 3次，稀释抗体2000倍，37。C2 h，100

pl／孔，雨用TBST洗5minX 3次，每孔加1：2，000稀释的酶标抗体(羊抗兔二抗，AP标记，

上海华美公司)100 L／孔，37。C 2 h：TBST洗5 rain X 3次，加入AP底物溶液100山，37

℃30 rain；用2 M的H2S04 50#l／_于k进行终I}后，酶标仪OD405读数。每头虫子重复测3次。

每日龄重复6次。

标准曲线制作同前一章，为了减少加样上的误差，每块酶标板均制作标准曲线。

1．3数据分析



数据的统计分析采用SPSS 13．0软件，作图用Origin 7．0软件处理。

2缝栗

2．1不同温度下两种麻蝇幼虫期和蛹期贮藏蛋白和日龄的关系

各溱痉’F幼基靛簸蛋骞含量静对麓动态如图9．{耪9,2辑示。缝暴表明，蚕瀑褒’F，霸

虫贮藏蛋白在幼虫期初期随着日龄增加而显著增加，到达幼虫最大值后，在此届备日龄中贮

藏蛋白含量稍下降。但幼虫贮藏蛋白达到最大值的时间随着试验瓣度的降低而延长。用改进

鑫冬Logistic趋线对不蘑耪娄不同澡瘦下翡贮藏虽爨雷量与基龄关系进行攘台，绉羧验显示，

各个刚归方程均显著适合。

各温度|F蛹贮藏蛋白含量的时间动态如图9．3和9．4所示。结果表明，各温度下，幼虫

贮藏缮鑫含量在蛹镪荛莓稿主嚣至疑期最大莛，毽滠袭越羝嚣嚣辩润楚长。魏磊务麓龄孛贮藏

蛋自含量稍F降，鬣蛹期末期t'-降加快。用改进的Logistic曲线对不同种类不劂温度下的贮

藏蛋自禽量与日龄关系进行拟台，档捡验显示，各个回归方程均显著适合。

2，2爨然温度下耱须亚麻蝇露龄静推断

日龄的推断首先耍把各日龄煦的贮藏蛋白含鬣测出，然后根据其平均发育温度，参照与

婪蕊透豹洹混下熬投台方程，鸯巍对应豹器龄蝗。推测豹结果觅表9．1，结果裘碉，对于幼

虫同龄的推测是较为准确的，除5日龄虫体内的贮藏蛋白含量与既介于2日龄与3目龄之间，

叉符台5日龄外，麓他日龄均能准准确推测，谡麓不超过0．5 d；对于蛹曰龄，由于蛹期贮

藏蛩留燮往甭是缀大，墨又有一个土舞豹过程，强鼗经莰按嚣爨=藏茧塞含量米掺测，誊零会

有两个数值，但至少其中一个是准确的。

3讨论

靛藏蛋鸯麓含蓬在昆虫俸内占列摄大艴托铡，|三I红头嚣媾为{§](Levenbook＆Baueg

1980)，到3龄时可占到血淋巴总可溶性蛋白的50％以上，化蛹期有所F降，稳定在高峰时

的7s％左右。在黑黢果蝇Dm5印^如melanogas缸r(Roberis etal．，1977)和红头丽蝇(Levenbook

＆Baueg 1980)中，其幼虫贮藏蛋鑫勰滴痊在停业致食对达到最蒜，两到了弱讫时，剐弱显

下降，这与我们测到的结果是相符合。

研究结果表明，不同温度下，贮藏蛋自含量在蝇类的生毙发育过程中呈现处嶷议的变化

越势。贮藏蛋彝在妨虫裙期隧蓠幼虫鼗食量酶增大箍述速增翅，随着离食期静到来，各个指

6



标又逐渐F降t这与王江峰等(2001)对体长=的研究结果相一致。其规律性的变化表明，贮

藏蛋白含量的ELISA检测有应用于蝇类幼虫日龄推断的潜力。

我们只是建立了不同恒温下贮藏蛋白含量与日龄的模拟方程，对于实际应用最好是可以

能建立和温度的三者关系的方程，但从本文来看，凼难甚大。不过这并不妨碍我们对于日龄

的推测，在法医昆虫学实际应用中，通常根据发育平均温度并参j{{{与之最近的恒温拟台方程，

由此可近似的推断出虫子的日龄。从本文的结果来看，这一方法是相当可靠的。

根据笔者的经验看来，仅用多抗采用ELlSA方法来检测贮藏蛋白含量其规律性，还是

相当明显的。但是从法医实践来讲，一个贮藏蛋白的单抗对于制备检测贮藏蛋自含量的试剂

盒是必不可少的。

表9 1自然温度下肥须亚麻蝇的目龄推测
Table 9 1 Age estimating of Parasarcophaga crassipalpis reared under naturul tempera“f“m

日龄 贮藏筹晏含量 平均发育温度 日龄推测值
LU2，

411

607

408

896

976

563

287

494

027

25．6

25．5

25 7

26 O

26．3

26 5

26 7

27 0

27．2

3．Ol

3．5

4．4／2．1

0．43

2．01

．16／2．64

．15／2．69

．11／3．41

．06／4．32

注：Ln为幼虫产下后第n目龄，Pn为蛹期化蛹后第n日龄，如PO为初化蛹。
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第十章总讨论

以备种大型精搿仪器及其相关碰用技术为基础的现代分析测试技术，是融合参学科、多

技术的一系孤覆重簧匏实验手段，磬正逐囊影或为一门蕤兴抟边缘学褥。它准确、捷蘧、鸯

动化，优点多而明撼，应用非常广涎。随着生物技术的迅速发展，包括DNA高邋萱测序，

蛋自斌缌学等在内的分子检测技术先后建立、发展。目前，无论是现代分析测试技术，抑或

分予梭溅接末，都露巷：法篷鏊塞学中实落应鬃。键霸鹰把氇誉j蘩合戏一兮整体袋囊一套怒范

仍然任重而道远。下文就笔者博士论文阶段所做的正作作一个总结，主要就法医融虫学中的

两太闯题展开讨论，盼能给后来者以船发。

i穗类戆鎏烈

1．1DNA分析技术

程囊矮琵虫避褥笼辱惩隔时间潍翔甑串，其中藩要静难题麓遮娄等量蛊幼鬻戆静类鉴

定。它们往往需嚣饲莽至成虫才能怍可靠的鉴定，这样，势必她娥了若干天，以至若干周。

与此间时，饲养还肖搬败，即幼虫鳟中透死亡的问题，挪有可能遮成无法鉴定的厉聚。总之，

实鞣王俸孛遣锈要求在犯罪魂强暴褥照蛊之瑟，髓够立露露出翳姨速叉可靠韵鉴定。

MtDNA序列测定目前已是法瞰昆虫学中研究艇定昆虫种类的主要方法，关于这～方法

的文献已在文献综述中详细阐述。这一方法豹优点麓法医工作人鼎无需专业的鼹虫学知识，

哭蘩熬备法医DNA鉴定实验室静条释鼯可开震。臻蘩实验室爨搭瓣廖条辞，一般一天之蠹

就就可以鉴定昆虫的种类，当然前提条件是该虫的DNA序列已疑存放到GenBank中。这就

引如了～个阔题，潦鹾是虫学家们必颁把所有可能经尸体上出觋的昆虫都进行DNA测痔。

这一互《乍跫必须静电燕浸陡耱，就我髓静工俸丽嵩，鹭裁霞裁拣州避区尸俸土最常趱璃蕊尸

食性蝇类进行了测胖，对实际工作而言，可能是避远不够的。

DNA测穿的男终～个翔题是地攥嵇群豹差别，蝴Wells等(2002)对夏威突特有的丽

蝇科D>,scritomyia懑避行静凳子系绞掌分薪窝S钯vens等(2002)鲻遴过分褥28S rRNA与

mtDNA序列，得出的夏威夷Lucilia绿蝇属的进化关系。这～：[作就需要研究人髓在本地区

采熊足够据代表控撵撼，进行重复测撵。同样，作港在蓥一章中也对这一问题避行了探讨，

发璐桡势}地区瓣丝党绿缝静DNA秘{鲎界土萁谴她嚣静DNA蔫髯缀参，基静片段戆接萤酸

序列麓异只有一个。可见在法医融煦DNA鉴定中地理种群的菇别是相当微小的，大量的工

捧瘦繁孛子建立季孛超燕羽靛数据黠。



其他DNA技术如RAPD，因为其方法的不稳定性造成不同实验黧结果的难以重复性，

导致其无法形成一个标磁，一垦在实践中应爆该法，工作A员将难戳找到耀应约参照耱罔采

比较而无法鉴定。因此，笔者认为DNA序列测定整舀前唯一具备现实可行性的DNA分析

方法。其他更有效的方浊，有待于基因芯片等新技术的成熟和应用。

DNA分辑技术在法医昆圭学研究中鲍另一个热点领域是对蠛媳或其缝食鹾了人类

DNA的融融肠道内容物{!|勺检测，该方法已经能够对离开食物2．天以幽蝇蛆的食物来源准确

的鉴定出来，而本文则着重于温度对其梭测概率的影响，将给实际应用带来极大的方便。

l。2蛋鑫爨缝技术

自1994年澳大利亚学者Williams和Wilkins首先提出与基因组相对应的“蛋白质组”

概念，并开始从整体蛋融赝水平研究生念现象以来，袋囊囊组研究在灏际上述展十分避速，

不论是基碲理论，还是技术方法，都在不新的进步幕|完蔷。许多中缨胞的蛋白质组数攒库已

经建立，众多的生物制药公司在巨大的商业利益的诱惑下纷纷加入蛰囱质组研究。目前我国

的蛋白质缎研究计划也殴经成立，大鬟的滚金和设备投入其中，可请柬势滏汹。

从我#搪≈研究结蒙采番，不同种类湖的蛋白质组圈谱的差异是相当箍著的。这一点是明

显的，单就不同个体间就有相当的蛋白质组变化，更何况是种间。但魁，在鉴定幼虫方面有

一个问题靛是，如何保证样品制冬过程中艟缝净。所以取食的逮虫整无法捧为鉴刹熬群鑫，

冈此，笔者选择了初孵幼斑作为研究的对象。但是由于财力的隈制，本研究并末对萤囱质点

进行质谱躲定分析。在财力允许的情况”F，如能对其中的蛋白点进行测序，将得到许多有用

躲信息，龙羹楚可以作为DNA测序的糍攮。

蛋白艨组研究的另～个方向是可以用于比较不同发商时间组织的蝥自组成。作者在这方

面进行了坡多的尝试，遗憾的是，蝇类幼虫的贮藏蛋白禽量太高，如提高样品浓度则贮藏蛋

叁掩盖了葵{瞧低浓度}|毫黉藏，纛显圭予冀赢浓瘦，导致聚焦缝果缓差，圈落难强分辑。在这

一方面，作者认为一个可以解决的方法怒先除去血淋巴中的贮藏蛋白，笔者尝试的具体做法

是利用免疫沉淀技术。但是，这样的过程容易丢失很多目标蛋白，而且由于贮藏蛋自含蹙很

毫，誊燕免疫l嚣淀接术不足鞋承握其运一蜜{王，最蜃缮列豹龟澈嚣谱t囊蹙鼹兹垂撩嚣戆。象

血液蛋白质组研究中样晶制备中一样，宵一种可以直接离心去除自蛋翻的方法的话，或许是

可行的。

2通类幼麓基龄推断

在曰龄推断方面，前人尝试了形态学、体重、体长、尿酸、喋啶、嵌皮碳氢化台物蒋方
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法来推断蝇类的目龄，奈何这些指标都是连续变化的过程，而且在蝇类幼期的发宵过程中常

有起伏，因此，就单一指标而言都不是完美的。因此，笔者在研究过程中尝试了建立多个指

掭戆嫒羧方程，以攥法医实践孛，练合鉴定。

鬣白质、糖类和脂类在生命活动中是起着及其麓要的作用，它们在发育过穰中的动态变

化南接反映了昆虫发商进程。本文的结果表明这些成分的变化在蝇豢幼期的发育过程中呈现

一定静瓶律，这释藏终在菜穆疆震上帮形态学沟变化是穗关豹。鞠含量骤爵对，往缝瑟重基虫

取食鬣最大的时期，这一过程中间，其体重也发生遮剧烈的变化，而当这一过程截至时，昆

虫往往停止取食，导致其体重显著下降，生化成分也相应的下降。幼虫的这一过程往往可以

稿後落的Logistic魏线避行掇舍，援金方程帮可薅予实蹉中。A喾】霹懿先溅出窘餐，然嚣投

据含撵反过来推测圈龄。

丽研究昆虫m淋巴可溶性鬣自组成的文章可谓不计其数(Kim et al，，1989；

Koopmanschap 8f a1．，1992；Anscin el a1．，1996；Song el al。，1997；Shimoda#f aL，1997；

Yoshiga etaL，1998)，这些研究可以作为借鉴。因此我们也开展了这方面的工作，结果表明

肥颁玎E麻蝇和丝光绿蝇血淋巴可溶性蛋白的组成在幼虫期和蛹期肖若显著变化，有鹰用于法

医蜜践麓潜力。毽是其镩到应爱予，对于一个米知蠢羚匏虫子，往往无疑毙较，强为我奶在

比较v嗷淋巴可溶性灏白组成的时候鼹计算胶内的相对含量，没育给出一个绝对德，因此，笔

者想到如能对一种的～两弛蛋白制成抗体来检测，则显然能够解决这一问题。

在辑究驻须耍寐蠖电渌图谱瀚辩候结合蘸火瓣研究，我翻淡瑗其中静贮藏甏鑫含量摄

高，纯化相对容易，因此把它作为抗原来制备抗体。对于含量高的蛋白，纯化过程中不容易

丢失，但获得高纯发蛋白则往往不舄。在我么的研究中，尝试了多种方法，最后得到了约

10rag蚤自，并割蠢Y『多克隆撬体。当然妇能嗣蠢鼙克隆抗髂的话，后续静硷溅终莱会更佳。

利用ELISA方法的研究结果表明，不同源度’F，贮藏蛋白含量在蝇类的生长发育过程

中星现处类似的变化趋势。贮藏蛩国在幼虫初期髓着幼虫取食量的增大而迅速增加，随着离

食粥的到来，菩个播标又逐濠下酶，这与王汪峰筹(2001)对体长的研究结莱相一致。健《l

规律性的变化表明，贮藏蛋白古凝的ELISA检测有应用于蝇类幼虫曰龄推断的价值。而我

们澍自然温度下生氏舱肥须亚觚蝇的贮藏蛋白禽凝捡测后，反搬其丑龄时发现，在幼虫日龄

酌嚣剜对福当有效，尤其是在幼虫3龄时，可敬说楚一卞相当方馁的解决之道。

当然，一般而富生化检测的方法，其结果变辨度稍大，而我们在检测ELISA过程中发

现，箕变异度远小予其弛生化成分的测定。因此，如能褥到单克隆抗体制成试剡盒，该方法

将如虎添鬓，必S％在捌事偾套中笈撑其独到瀚俸掰。
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3结语

就法医昆虫学而言，由于其是一门交叉学科，在相当程度上依赖于技术的进步。就目前

而言，笔者认为，现有的形态学指标和生化指标(包括本文的指标)已经能够满足现实的需

求。其他更精确的方法有待于其他新技术的成熟，如生物芯片对于昆虫鉴别，蛋白质芯片对

于日龄推断的应用。 ．

●

2002年5月在法国Rosny Sous Bois举行第一次欧洲法医昆虫学研讨会时创建了欧洲法

医昆虫协会(EuropeanAssociationforForensicEntomology,EAFE)，第一年度北美法医昆虫

学大会(NorthAmerican Forensic Entomology Conference，NAFEC)(朱家颖等，2005)T 2003年

8月7-9日在内华达州拉斯维加斯顺利举行。他们不约而同的提到了法医昆虫学的教育推广

及职业培训日益的重要性。或许法医实践的规范化和推广已经是当前国内最为重要的工作。



Abstract

This dissertation is to build a molecular method to identify flies species of forensic

importance and a quick way to determine flies age using biochemical character of necrophagous

flies The results were shown as follows

1．common species identification by a DNA-based approach

Identifying a12 insect specimen is an important first step in a forensic-entomological analysis．

However,diagnostic morphological criteria are lacking fur many species particularly in their

immature stage．We demonstrate a method fur using mitochondrial COIl gene sequences analysis

to identify six common specimens of the flies likely to be collected from a human corpse in

Hangzhou，China，based on two year surveys ofthe seasonal occurrence ofcarrion-breeding flies

The sequences of Lucilia sericata form the Genbank were used in comparing with different

geographical populations This technique also provides clear results when applied to the

jdentiflcation ofthe Iarvae．

2．Identification early larvae of common carrion—breeding flies by two—dimensional gel

eleetrophoresis finger map

With the application of2-DE technology in biology science，the importance ofconstructing a

proteome map is to be considered．Four protein map of early larvae of common carrion-breeding

flies were obtained using 2-DE in the range of pH 4-7 After silver stained detection of sots，we

find that there are marked difference among these maps．1soelectric points and molecular wei。g}1t

analysis indicated that 2DE map be benificial to identiflcantion early larvae of common

carrion-breeding flies which are confused in morphology

3．Detection of food source by PCR analysis of the gut contents of Aldrichina grahami

(Aldrich)(Diptera：Calliphoridae)During Post-feeding Period．

Maggot last meal may be useful in identifying host species．The DNA profile of host species

was detectable in the“last meal”．In this paper,mitochondrial DNA analysis of gut contents to

dentify the host of Aldriehina grahami(AIdrich)(Diptera：Calliphoridae)feeding on during

post-feeding period． A modified logistic equations was fitted as the form

y=exp(a+b+x)／(1+exp(a+b+x))to estimate the probability of detectable under five constant



temperatures(16，20，24，28 and 32 9C)．Our results shows that detected time raged from a

maximum of 24 h at 32。|C t。42 h at 16"C and a minimum of 12h at 324C to 30h at】6"C．

Furthermore，the food detectable time was also calculated to give the maximal time after larva

hatching from egg．These results indicate that，in criminal cases where the maggots away from the

corpse，“last meal”should not be overlooked as potentially critical evidence。

●

4．Biochemical character of four species of necrophagous flies during the development of

larvae and pupae．

Under 24℃。the four species of flies arrived their maximum body weight for about 3 days

after hatched from eggs，after that，the body weight decreased as Daily age increased．．A

modified logistic equations was fitted as the form：y=exp(a+b8x)／(1+exp(c+d*x)、to estimate the

relationship between the body weight and larval age．The weight of flies pupa decreased not

obviously,and the linear equations were fitted the relationship between the body weight and the

pupa age-

Under 24*(2，the four species of flies arrived their maximum protein content for about 3 days

after hatched from eggs，after that，they changed slightly and the protein content decreased as

Daily age increased．A modified logistic equations was fitted as the form：

y=exp(a+b+x残I+exp(c+d8x))to estimate the relationship between the protein content and larval

age The protein content of flies pupa decreased not obviously,and the linear equations were fitted

the relationship between the protein content and the pupa age．

Under 249C，thefour species offliesmTivedtheirmaximum carbohydraie contentfor about4

days after hatched from eggs and after thai they changed slightly．A modified logistic equations

was fitted as the form：尸exp(a+b+x)／(1+exp(c+d+x))to estimate the relationship between the

carbohydrate content and larval age．The carbohydrate content of flies pupa decreased gradually,

and the linear equations were fitted the relationship between the carbohydrate content and the

pupa age·

Under 24"C，the four species of flies arrived their maximum fucose content on different days

after hatched from eggs，then the fucose content decreased as Daily age increased．A modified

logistic equations was fitted as the form：y=exp(a+b+x)／(1+exp(c+d*x))to estimate the

reladonship between the fucose content and larval age．The fucose content offlies pupa decreased
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gradually,and the linear equations were fitted the relationship between the fucose content and the

pupa age·

Under 24'12，the four species of flies arrived their maximum lipid content for about 4 days

after hatched from eggs．A modified logistic equations was fitted as the form：

y=exp(a+b+x)／(1+exp(c+d+x))to estimate the relationship between the lipid content and larval age．

The lipid content of flies pupa decreased gradually,and the linear equations were fitted the

relationship between the lipid content and the pupa age．

5。Effect oftemperatares on the biochemical character

Under five constant temperatures，larval body weight increased with increasing age，While

they arrived at their maximum body weight，it was decrease slightly．But the time protracted as

decreasing temperatures．A modified logistic equation was妾#礁as the form：

y=exp(a+b+x)／(1+exp(c+d4x))to estimate the relationship between the body weight and larval age

under five constant temperatures．The body weight decreased obviously during the early pupae

period，after that they decreased slightly during the pupae development stage except for the quick

decrease in the end of the pupae stage．The linear equations were fitted the relationship between

the body weight and the pupa age．

Under five constant temperatures，larval protein content increased with increasing age，While

they arrived at their maximum value，it wss decrease slightly．But the time protracted as

decreasing temperatures．A modified logistic equation was fitted as the form：

y=exp(a+b+x)J(t+exp(c+d8x))to estimate the relationship between the protein contentand larval

age under five constant temperatures．The protein content decreased slightly during the whole

pupae stage．The linear equations were fitted the relationship between the protein content and the

pupa age，

Under five constant temperatures，larval carboh)‘drate content increased with increasing age．

While they arrived at their maximum value，it was decrease slightly．Though the maximum values

increased with fire increasing temperatures，the time protracted as decreasing temperatures．A

modified logistic equation was fitted as the form：y=exp(a+b+x)／(1+exp(c+d+x))to estimate the

relationship between the carbohydrate content and larval age under five constant temperatures．

The carbohydrate content decreased slightly daring during the early pupae period，after that they
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decreased slightly during the pupae development stage except for the quiek decrease in the end of

the pupae stage．The linear equations were fitted the relationship between the carbohydrate content

and the pupa age．

Under five constant temperatures，larval lipid content increased with increasing age．While

they arrived at their maximum value，it was decrease slightly．But the time protracted as

decreasing temperatures．A modified logistic equation was fitted as the form：

y=exp(a+b+x)／(1+exp(c+d4x))to estimate the relationship between the lipid content and larval age

under five constant temperatures．The lipid content decreased slightly during the early pupae

period．after that they"decreased slightly during the pupae development stage except for the quick

decrease in the end of the pupae stage．The linear equations were fitted the relationship between

the lipid content and the pupa age．

6．Development profile of hemolymph soluble proteins during the larval and pupal stages in

two species Ofnecroph窘gous flies

The development profile of soluble hemolymph proteins wag analyzed by the

SDS-Polyacrylamide gel electrephoresis during the larval and pupal stages of two species of

necrophagous flies which was kept at 24 4C。Several distinct component bands were resolved。The

quantity of each protein band chaged with development in the larval and pupal stages acted a

certain patter．The quantities ofband a、c、A、F and P were differentiated during the larval third

instar stage and the quantifies ofband a、c、A、F and G were differentiated during the pupae stage．

Hemolymph proteins from early larvae after hathed from eggs showed distinct age-specific

electrophoretic profiles．

7。Purification ofstorage protein ofParasarcophaga crassipalpis and antibody preparation

Storage protein of Parasarcophaga crassipalpis while Hymolymph were conducted with

(NH4)2S04 precipitation，Hydrophobic Interaction Chromatography, Gel Filtration

Chromatography,and ion exchange chromatography．After that，anti—storage protein rabbit serum

was obtained after the purified storage protein injected．We also have purified the serum by

purification kit．

8。Storage protein content in two species of＆sh flies during their development of larvae and
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pupae by ELISA and temperatures effected ou

The result of ELISA detection shows：under five constant temperatures，the storage larval

protein content increased obviously with increasing age and after arriving the maximum value of

the storage protein content decreased with increasing age slightly,But the time they arrived the

maximum value protracted as decreasing temperatures，A modified logistic equation was fitted矗s

the form：y=exp(a+b+x)／(1+exp(c+d+x"to estimate the relationship between the storage protein

content and larval age under five constant temperatures．The lipid content increasing to their pupae

maximum value in the earb'pupae period，after Palat they decreased slightly during the pupae

development stage except for the quick decrease in the end of the pupae stage．The linear

equations were fitted the relationship between the storage protein content and the pupa age．

Flies of Parasarcophaga crass辨酗were reared under natural temperatures eUVironment．

According to the storage protein content of the larvae and pupae，we estimated the Daily age．It

was indicated that it was more suitable for estimate the Daily age oflarvae than pupae．

9．Conclusion

Forensic e11tomology as a new cross。subject depend on advance ofnew technology to a great

extent·At present,it was considered that how to use the characten including the morphological

and biochemical characters，is the most important work．And m。≈accurate∞拍嬲su馥as

species identification with DNA chip and age determination with protein chip，will be applied in

t11is area jrl the fiJture．

Key words：Parasareophaga crassipalpis,Baettchereisca peregrine,Lucitia sericata,A}毋ich融Q

grahami,Chrysomya megacephala,Musca domestica,forensic entomology,molecular detection，

mt酬A，CO II，two dimensional electrophoresis，proteomie，species identification，crop，storage

protein，protein purify,antibody,ELISA，temperature，protein，sugar,fucose，lipid
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