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五种常见嗜尸性蝇类的分子鉴定
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摘要：为了解决法医学人员对于嗜尸性蝇类的鉴定难题，对中山市、广州市及西安市 ) 种常见嗜尸性蝇类共 4( 个

样本，对其线粒体 GL!基因的 +*- M" 大小片段进行了 INOP 和 Q0! 序列分析，采用 !R.+(( 测序仪测序，Q0!/S!I
软件预测限制性位点，-./!，-0$!和 1+&:! + 种限制性内切酶消化，非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测酶切结果，

T5U!+K’ 软件包进行序列分析和构建系统发育树。结果表明：采用 6CQ0! 扩增结合银染技术和 Q0! 序列分析，

均可以方便快捷地进行上述三地 ) 种常见嗜尸性蝇类的种类鉴定。本文结果为法医昆虫学中嗜尸性昆虫 Q0! 鉴

定数据库的建立提供了数据资料。
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法医昆虫学中对嗜尸性蝇类的准确鉴定十分重

要，但是，幼期阶段的蝇类昆虫的鉴定目前仍是一个

难题，特别对于非昆虫专业人员。对于卵、低龄幼虫

或者昆虫的部分肢体的遗传种类分析，线粒体 Q0!
（6CQ0!）是一个很好的指标，其有很大的拷贝数，并

且种类间有高的突变率，种间序列变异迅速。有关

嗜尸性蝇类的分子鉴定，加拿大 /"D#%$AY 等（433*）通

过试验表明通过 PGI 技术结合 INOP 技术可以实现

对伏蝇、丝光绿蝇和亮绿蝇的鉴定。RDAD@aD（433-）

的研究则表明可以用 I!PQ PGI 技术实现对嗜尸性

蝇类的鉴定，并成功用该方法确定一起案件中尸袋

外和尸袋内发现的幼虫是同一种。&’’’

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

年法国的



!"#$%#& 等用 ’&()* 的 +,- 基因片断序列分析对 .
个欧洲种类和一个圭亚那种类开展了鉴定研究，结

果表明该方法可以成功的应用于幼虫、蛹和蛹壳的

种属鉴定。其后，英国（/&%0%#1 2#3 4255，677-）、美

国（4%551 2#3 /8%955"#:，677-）、澳大利亚（4255’2#，

677-）、日本（;"<=1>" !" #$ ?，677@）等国学者分别对本

地区的嗜尸性丽蝇及麻蝇开展了研究。

尽管嗜尸性蝇类种类繁多，但真正在死亡时间

推断方面起重要作用的只有为数不多的几种，对其

鉴定各个国家和地区应该和人类 ()* 数据库的做

法一样，建立相关数据库，以实现对嗜尸性蝇类的迅

速快捷鉴定。对于我国的嗜尸性蝇类，我国台湾的

陈蔚云等（677A）对台湾地区 B 个丽蝇科种类，蔡继

峰等（677@2，677@C，677@$，677@3）对成都等地区 .
个种类、呼和浩特 @ 个种类，王新杰（677.）对山东潍

坊地区 . 个种类 ’&()* 的 +, 基因片段开展了研

究，其余地区尚未见有类似研究报道。

鉴于以上原因，我们开展了本研究，分别采用

限制性酶切技术和 ()* 序列分析技术对我国广东

省及西安地区常见 的 丽 蝇 科 大 头 金 蝇 %&’()*+(#
+!,#-!.&#$#（D?）、丝光绿蝇 /0-1$1# )!’1-#"#（E%":%#）、

绯颜裸金蝇 2-&*!"#34’0) ’0515#-1!)（E2$FG29&）和巨尾

阿丽蝇 2$4’1-&13# ,’#&#+1（*539"$>）及蝇科的厚环黑

蝇 6.&(’# ).131,!’# /&%"# 共 @ 种嗜尸性蝇类进行了分

子鉴定研究。

! 材料与方法

!"! 虫源

样本分别采自中山市、西安市和广州市（表 -）；

其中中山市和西安的材料是用猪或兔尸体置于野外

诱集的成蝇；广州市的标本系用猪肝引诱成蝇，产卵

后实验室内饲养得到的。材料鉴定得到了中山大学

生命科学学院的协助。

表 ! 样本种类、采集信息和 #$!基因序列 %&’()’* 登录号

+),-& ! ./&012&’，03--&041’5 6)4) )’6 %&’()’* )00&7713’ ’82,&9 3: #$! 7&;8&’0&

样本

/2’85%
采集地点

+=55%$&"#: 5=$2&"=#
采集日期

+=55%$&"#: 32&%
H%#I2#J 登录号

H%#I2#J 2$$%11"=# #=?
大头金蝇 %&’()*+(# +!,#-!.&#$#（D?） 中山市 K>=#:1>2# 677L M 677A (NL6B..BOP
大头金蝇 %&’()*+(# +!,#-!.&#$#（D?） 西安市 Q"’2# 677@?@ M -7 (NL6B.R7
绯颜裸金蝇 2-&*!"#34’0) ’0515#-1!)（E2$FG29&） 中山市 K>=#:1>2# 677A?A M -7 (N6P@7R7

(NL6B..@O.
丝光绿蝇 /0-1$1# )!’1-#"#（E%":%#） 广州市 HG2#:S>=G（E%":%#） 677@?A M -7 (NL6B.R6OL
丝光绿蝇 /0-1$1# )!’1-#"#（E%":%#） 中山市 K>=#:1>2# 677L M 677A (NL6B.R-
丝光绿蝇 /0-1$1# )!’1-#"#（E%":%#） 西安市 Q"’2# 677@?@ M -7 (NL6B.RA
巨尾阿丽蝇 2$4’1-&13# ,’#&#+1（*539"$>） 西安市 Q"’2# 677@?@ M -7 (NL6B..R
厚环黑蝇 6.&(’# ).131,!’# /&%"# 中山市 K>=#:1>2# 677L M 677A (NL6B.R@OR

收集于中山市的样本置于室温干燥备用；西安

和广州的样本均于 M R7T冷冻 6 >，然后 PPU的乙醇

中 AT保存。为了避免蝇 ()* 被其食取的 ()* 以

及消化道内寄生虫 ()* 污染，取蝇的胸部和足来提

取 ()*。

!"< =>? 提取

!"<"! 干样本：干样本 ()* 参照 +>9"1&"#% 和 (20"3
（677L）使用的方法提取：/VW 缓冲液（7X- ’’=5YZ
)2+5，8[ BX7 -7 ’’=5YZ V9"1 CG\\%9，8[ BX7 - ’’=5YZ
W(V*，31[6,）中室温浸泡 @ >，取出后在消毒的滤

纸上干燥，然后放入 W8 管中用干净玻棒研磨碎，加

入 @77!Z VW 缓冲液（含 -7U +>%5%]，8[ BX7）和 -7

!Z 的 -7 ’:YZ 蛋白酶 ;（德国 EW^+;），用玻棒再次

研磨使样本分布均匀，@LT水浴锅至少孵化 . >，通

常过夜，然后 PLT加热 L7 ’"# 使蛋白酶 ; 变性，离

心，上清液 AT保存。

!"<"< 新鲜样本和乙醇保存样本：新鲜样本处理

采用 E25:=9# 和 +=FG=S（-PPP）描述的方法，并稍作改

动。剪取蝇胸部和足，研磨碎，加 @77!Z 5<1"1 缓冲

液（-77 ’’=5YZ V9"1，@7 ’’=5YZ W(V*）和 @7!Z -7U
/(/，然后加入 -7!Z 蛋白酶 ;，配方均来自 /2’C9==J
等（677-），@.T过夜，孵化产物用氯仿 _异戊醇 _氯仿

（6A _- _6@）纯化，最后的上清液加两倍体积的无水乙

醇和 -Y-7 体积的 L ’=5YZ )2*$（8[ @X6），M 67T放

置 6 >，使 ()* 充分沉淀，然后 -L 777 ‘ : 离心 -7
’"#，弃上清，室温干燥沉淀，最后用 @7!Z 超纯水溶

解 ()*，保存于 M 67T。

!"@ 扩增和测序

应用 /8%95"#: 等（-PPA）的 引 物 +,O" 6\（@aO
+*H+V*+VVV*VH*H+VVV*HHOLa）和 +,O" L9（@aO

A6A 昆虫学报 2-"# 73"*+*$*,1-# 8131-# @7 卷



!"###!""$%#$#$#""$!"#!&’(），扩 增 线 粒 体 !)
!基因 ’*+ ,- 大小的区域。./"0 1!2 反应体系，

包括 .3/ "0 45 6 1!2 反 应 缓 冲 液，53. 7789:0
;<#1=，各 534 7789:0 正向和反向引物，53/ > #?@
酶（ABC7BDE?=），和 45 F 455 DG H<" 模板。温度循环

条件是 I/J 加热 ’ 7KD，然后 ’5 个循环的 I*J 4
7KD，*/J 4 7KD 和 L.J 43/ 7KD，最后再 L.J延伸

45 7KD。4M 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 1!2 产 物，

$89;NKBO 核酸染料（PQ 替代品）染色。

所有的样本均用正反向引物测序，1!2 产物用

>9EC?!9B?D#R 4/ 试剂盒（R)QS)）纯化，然后在 "QS ’LL
H<" 测序仪上双向测序。

!"# 限制性位点预测

测序所得序列用 H<"T#"2 软件进行修剪和拼

接，得 到 每 个 种 类 完 整 的 序 列，参 考 T-BC9KDG 等

（4II*）采用的限制性内切酶，用 H<"T#"2 软件分析

该序列上一些限制性酶切割的位点，筛选可以鉴别

上述 / 个种类的限制性内切酶。

!"$ 限制性酶切

!"#!，!$%!和 &’( U!消化 1!2 产物，然后用

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（’3’M #，VM !，<，

<(&亚甲双丙烯酰胺作为交联剂，’5 W7 分离距离）

（Q?==?7 #) %* X，4II4）分离产物，银染显色，" ->!4+
H<":R=- ! 7?CYBC 作为分子量标记。

!"% 分子进化树构建

应用昆虫分类学中分子进化树的方法，探索建

立根据序列差异鉴别种类的可行性。采用 RP$"
’35 软 件 包（Z[7?C #) %* X，.55*）中 ZK7[C?’= EO8
-?C?7BEBC 模式进行分子遗传距离分析和分子进化树

的构建。

& 结果

&"! ’(!扩增与测序

采用我们摸索出的改良干标本 H<" 提取方法，

所有样本均可被扩增（图 4）。

所有样本均被测序，序列数据已被 $BDQ?DY 数

据库收录，序列登录号见表 4。

图 4 中山、广州及西安地区常见嗜尸性蝇类 4L 个样本 ’*+ ,- !)!基因 1!2 扩增产物电泳图

AKGX 4 #\B CB=[9E= 8U B9BWEC8-\8CB=K= 8U ? ’*+ ,- CBGK8D 8U E\B GBDB U8C !)! BDW8;KDG CBGK8D
8U 7EH<" 8U DBWC8-\?G8[= U9KB= UC87 ]\8DG=\?D，$[?DG^\8[ ?D; _K’?D ;K=ECKWE=

&"& 限制性酶切分析

分析所有样本 !)!基因位点的 ’*+ ,- 大小的

核酸序列（图 .），其中包括引物序列，用 ’ 种限制性

内切酶 !$%!，!"#!和 &’( U! 消化切割片段（图 .
和表 .）。

可以看出，用 !"#!可以将广东省的 * 种嗜尸

性蝇类区分开，用 &’( U!可以将西安地区的 ’ 个种

类区分开，用 !"#!结合 &’( U!可以将所有的 / 个

种类区分开。

&") ’(!序列分析

每个地区的各个种类选 4 F ’ 个个体进行测序，

/ 个种类所有个体的 H<" 序列比较见图 .。除了巨

尾阿丽蝇和大头金蝇外，其余 4* 个个体的序列彼此

都不相同，巨尾阿丽蝇的两个样本的 !)!序列完全

相同，而大头金蝇（中山市）.、’ 号和大头金蝇（西

安）. 号样本 !)!序列也完全相同。分歧率最高的

是大头金蝇和厚环黑蝇，为每 ’*+ 碱基 4*M；大头金

蝇和丝光绿蝇的分歧率为 V3LM，是两个不同的种

类间变异率最低的（表 ’）。

用邻接法分析序列数据构建分子进化树（图

’），序列中的保守位点已经被移除，剩下少数与原始

序列有关的可变位点用来表示支持分类分歧的碱基

替换数目。进化树在 H<" 序列数据的基础上形成

了 / 个明显的同种簇，Q88E=EC?- 评估为随机重新分

配的样本数据的分组提供了一个可信度比率。本实

验中 / 个种类的分组具有高的 Q88E=EC?- 支持率，在

种的 水 平 上，/ 个 种 类 的 样 本 均 形 成 了 Q88E=EC?-
455M支持率的独立的分支，但西安市的丝光绿蝇与

广州市和中山市的丝光绿蝇之间有相当大的变异。

/.** 期 王江峰等：五种常见嗜尸性蝇类的分子鉴定



图 ! 三种限制性内切酶消化 "#$ %& 大小片段
的分型结果，用非变性 ’()* 结合银染技术

检测结果（+,-./- 0 &123$ 45(6+7&!）
89:; ! ’’( :/< =/>?@7A-,A9@: AB/ -/7C<A7 ?D =9:/7A9?@ ?D

AB/ "#$ %& D-,:>/@A E9AB AB-// =9DD/-/@A -/7A-9FA9?@
/@GH>/7（+,-./- 0 &123$ 45(6+7&!）

3：大头金蝇 ! ; "#$%&#’(%)%；!：丝光绿蝇 * ; +#,-&%.%；"：绯
颜裸金蝇 / ; ,01-1%&-#+；#：厚环黑蝇 2 ; +’-3-$#,%；I：大头金
蝇（西安）! ; "#$%&#’(%)%（J9’,@）；K：丝光 绿 蝇（西 安）* ;
+#,-&%.%（J9’,@）；L：巨尾阿丽蝇 / ; $,%(%"- ;

表 ! "#$ %& 的 ’(!基因区的限制性酶切位点

及切割后的片断大小

)*%+, ! ’+,*-*., /01,/ *23 45*.6,21/ &57389,3
%: 30.,/1072 74 1;, "#$ %& ’(! .,2, 5,.072

样本

M,>&</
切割后片断大小

8-,:>/@A7 &-?=CF/= %H =9:/7A9?@（%&）

45#!（2!N5()）

! ; "#$%&#’(%)%
* ; +#,-&%.%
/ ; ,01-1%&-#+
2 ; +’-3-$#,%
! ; "#$%&#’(%)%（J9’,@）

* ; +#,-&%.%（J9’,@）

/ ; $,%(%"-

!$#
!3#
"3#
"#$
!$#
"3#
!$#

"O
LO
"#

"O
"#
"O

"#
K#

"#

"#

4,%!（NNN!(((）

! ; "#$%&#’(%)%
* ; +#,-&%.%
/ ; ,01-1%&-#+
2 ; +’-3-$#,%
! ; "#$%&#’(%)%（J9’,@）

* ; +#,-&%.%（J9’,@）

/ ; $,%(%"-

!O$
!O$
!O$
!!"
!O$
!O$
"#$

3#O
3#O
3#O
3!I
3#O
3#O

6-3D!（)!(5N2）

! ; "#$%&#’(%)%
* ; +#,-&%.%
/ ; ,01-1%&-#+
2 ; +’-3-$#,%
! ; "#$%&#’(%)%（J9’,@）

* ; +#,-&%.%（J9’,@）

/ ; $,%(%"-

3$3
"#$
3$3
"#$
3$3
3KP
"#$

#K

3KL

#K
I$

3!3

3!3
3!3

表 " 中山、广州及西安地区五个常见嗜尸性蝇类 61<=> 中 "#$ %& 大小的 ’(!基因序列种内及种间进化分歧

)*%+, " ?215*@ *23 021,5@/&,90,/ ,-7+81072*5: 30-,5.,29, *672. 40-, /&,90,/ %*/,3 72 * "#$ %& 5,.072 74 1;, .,2, ,297302. ’(!74 61<=>
3 ! " # I K L $ P 3O 33 3! 3" 3# 3I 3K 3L

3
! OQOOO
" OQ3!P OQ3!P
# OQ3!K OQ3!K OQOO"
I OQ3!K OQ3!K OQOO" OQOOO
K OQ33P OQ33P OQOLK OQOL" OQOL"
L OQ33P OQ33P OQOLK OQOL" OQOL" OQOOO
$ OQ33K OQ33K OQOL" OQOLO OQOLO OQOO" OQOO"
P OQ33P OQ33P OQOLK OQOL" OQOL" OQOOO OQOOO OQOO"
3O OQ33P OQ33P OQOLK OQOL" OQOL" OQOOO OQOOO OQOO" OQOOO
33 OQ33! OQ33! OQ3O! OQOPP OQOPP OQOLO OQOLO OQOKL OQOLO OQOLO
3! OQ3OP OQ3OP OQOPP OQOPK OQOPK OQO$O OQO$O OQOLK OQO$O OQO$O OQOOP
3" OQ3O! OQ3O! OQ3!K OQ3!" OQ3!" OQ3O" OQ3O" OQOPP OQ3O" OQ3O" OQO$" OQO$O
3# OQ3OK OQ3OK OQOPK OQOP! OQOP! OQOLK OQOLK OQOL" OQOLK OQOLK OQOOK OQOO" OQOLL
3I OQ3"! OQ3"! OQ3!P OQ3"! OQ3"! OQ3#O OQ3#O OQ3"K OQ3#O OQ3#O OQ3!P OQ3!K OQ3!! OQ3!!
3K OQ3!P OQ3!P OQ3!K OQ3!P OQ3!P OQ3"K OQ3"K OQ3"" OQ3"K OQ3"K OQ3!K OQ3!! OQ33P OQ33P OQOO"
3L OQ3!K OQ3!K OQ3!P OQ3!K OQ3!K OQ3"" OQ3"" OQ3!P OQ3"" OQ3"" OQ3!! OQ33P OQ33K OQ33K OQOOK OQOO"

3 R !：巨尾阿丽蝇（西安）/ ; $,%(%"-（J9’,@）；" R I：绯颜裸金蝇（中山）/ ; ,01-1%&-#+（SB?@:7B,@；K R L：大头金蝇（西安）! ; "#$%&#’(%)%（J9’
,@）；$ R 3O：大头金蝇（中山）! ; "#$%&#’(%)%（SB?@:7B,@）；33 R 3!：丝光绿蝇（广州）* ; +#,-&%.%（)C,@:GB?C）；3"：丝光绿蝇（西安）* ; +#,-&%.%（J9’
,@）；3#：丝光绿蝇（中山）* ; +#,-&%.%（SB?@:7B,@）；3I R 3L：厚环黑蝇（中山）2 ; +’-3-$#,%（SB?@:7B,@）;
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图 ! 基于 "#!基因 !$% &’ 大小的片段，采用 ()*+ 的邻接法构建的 , 种嗜尸性蝇类之间的

分子系统进化树

-./0 ! 12./3&456784.9.9/ :622 ;.<’=>?.9/ 62=>:.49<3.’< &2:@229 ! 0 "#$%$&’，! 0 #()’)$*’+,，
- 0 &+"$*+.%$/$，0 0 ,+#’*$1$ >9; 2 0 ,.’3’"+#$ &><2; 49 ’>6:.>= <2A529B2 4C "#!

进化距离采用 D.E56>’< :@4 ’>6>E2:26 模式。节点表示 F44:<:6>’ 检验的可信度，下面的线条表示每个位点 G 0 GH 的替换长度。*292:.B

;.<:>9B2 2<:.E>:2; &? D.E56>’< :@47’>6>E2:26 E2:34;0 F44:<:6>’ I>=52< .9;.B>:2 <5’’46: C46 94;2<0 J32 &>6 .9;.B>:2< GKGH <5&<:.:5:.49< ’26 <.:2 0

! 讨论

本文采用 L’26=.9/ 等（MNN$）所筛选的限制性内

切酶，采用 O-PQ 方法，在 "#!基因上 !$% &’ 大小

的片段上，用 ! 种不同的限制性内切酶的消化对大

头金蝇等 , 种不同的种类的鉴定进行了研究。结果

显示：用 45+!结合 6’3 C!可以将所有的 , 个种类

区分开，用 45+!可以将广东省的 $ 种嗜尸性蝇类

区分开，用 6’3 C!可以将西安地区的 ! 个种类区分

开。目前，由于序列分析等新技术的发展，限制性内

切酶的方法已经不被很多学者所使用。但是，考虑

到其实用性及低廉的价格，我们认为通过系统研究

筛选建立我们嗜尸性蝇类限制性内切酶的鉴定方法

及标准还是很有意义的。

同时本文采用序列分析及系统发育树方法所做

的研究结果也表明，可以实现种类的鉴定。当然，限

于本研究所涉及的昆虫种类及各种类的个体量，本

文的分子系统进化树和严格分类学意义上的分子系

统进化树还是有区别的，本文的目的是实现非昆虫

专业人员对相关类群的鉴定，因此所选用的昆虫种

类对类群的代表性有局限。

L’26=.9/ 等（MNN$）仅用限制性内切酶切割 "#!
基因 !$N &’ 片段来鉴别北美最常见的 ! 种尸食性蝇

类（ 7%8#&’$ #+"’3$， 7%$+3’*’$ ,+#’*$1$ 和 0(*’/’$
’//(,1#’,），未使用 R1+ 序列分析方法。而本研究采

用限制性内切酶分析和 R1+ 序列分析结合的方法，

更加 强 了 本 实 验 结 果 的 可 靠 性。 本 实 验 用 与

L’26=.9/ 等（MNN$）相同的线粒体片段以及 ! 种限制

酶，区别西安地区最常见的 ! 种丽蝇种类及广东中

山和广州两地最常见的 $ 种尸食性蝇类。各地区的

种类经 45+!或 6’3 C!限制酶切割后的片段大小各

不相同，因此在广东上述两地或西安地区仅用其中

一种 限 制 酶 就 可 以 将 其 最 常 见 的 几 个 种 类 鉴 别

出来。

由本研究结果也可以看出，不同地区的相同种

类其遗传信息可能存在差异。根据国内外相关报道

（L’26=.9/ +1 $/ 0，MNN$），同一种类的不同发育阶段其

遗传信息是相同的，因此，本研究结果可推广到相关

种类的幼虫及蛹的鉴定上，甚至在缺乏特殊形态特

SH$$ 期 王江峰等：五种常见嗜尸性蝇类的分子鉴定



征的部分昆虫肢体上也可以鉴别出其种类。

法医昆虫学在公安破案中日益受到重视，而相

关昆虫的鉴定对于办案人员几乎是不可能的，在我

国各省公安部门几乎都有完善的 !"# 检测设备和

成熟技术，如果能够建立相关昆虫的分子鉴定方法

将极大的促进法医昆虫学的应用。本研究只是这方

面的开端工作，本研究接下来的工作将对我国范围

内主要的具法医学重要意义的昆虫开展分子鉴定的

系统研究。

致谢 感谢中山大学梁铬球教授协助鉴定标本、西

安交通大学法医系魏朝明博士协助采集相关标本。
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