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双向凝胶电泳图谱用于常见尸食性

蝇类初孵幼虫的鉴别

李 凯，叶恭银!，胡 萃
（浙江大学应用昆虫学研究所，杭州 4.’’&3）

摘要：双向凝胶电泳分析技术已在生物科学各领域被广泛应用，蛋白质组作图的意义已经日益显现。通过对 )种常见尸食性
蝇类初孵幼虫蛋白质组双向凝胶电泳和图象分析，发现各种类间双向凝胶电泳图谱差异显著，并对相应的等电点和相对分子

量进行聚类和判别分析，结果表明，建立合适的尸食性蝇类初孵幼虫的双向凝胶电泳图谱可用于鉴别形态学极易混淆的昆虫

种类。
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法医昆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

规律与蝇类的生长发育为侦察提供尸体的死亡时间

等事实真相。昆虫种类的快速鉴定是利用尸食性昆

虫进行法医学案件分析关键的第一步（胡萃，&’’’）。
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。其原因之一是昆虫种类繁多，仅

有少数专家能对其熟悉的科或目的种类进行鉴定；

原因之二是部分蝇类种间形态差异微小，尤其是幼

期时极难鉴别。然而，尸食性蝇类是死亡调查中最

常见的昆虫证据，且自 .3*(年以来生物检材的分子
分析技术已成为法医调查中个体鉴定的强有力工

具，在法医昆虫学领域，探索以核酸分析为基础、迅

速可靠地鉴定各个发育阶段尸食性昆虫种类的方法

已成为近年来研究的热点之一（Z:E@ 7B@ Q7$%B;E，
&’’.）。
近年来蛋白质组学在以医学为主的生命科学领

域应用较多，在昆虫学方面也已逐渐开始有不少的

研究。先后用于昆虫血淋巴（[7EY7$ -# $) ?，.333）、
飞行肌（\8#DE;7"]，&’’.）、中枢神经（Z7##;E67B -#
$) ?，&’’&）、体壁表皮（!B@;E$;B，&’’’；^8$$8D$ -#
$) ?，&’’’）以及媒介昆虫唾液腺与病原体（O7@@DT -#
$) ?，&’’&；\79;B=";97，&’’&）的蛋白质组分析，显示
了良好的前景。在蛋白质组学中作为分离蛋白的核

心技术，双向凝胶电泳以其极高的分辨率在法医昆
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虫学方面理应能发挥其强大的分析辨别能力，如在



昆虫个体识别方面，!"#$%" 等（&’’&）利用双向凝胶
电泳区分了携带病毒的蚜虫的不同表达个体。我们

以尸体上常见的 ( 种尸食性蝇类（马玉"等，&’’’）
的初孵幼虫为研究对象，观察它们在双向凝胶电泳

图谱上的明显差异，并通过逐步判别分析鉴别了这

(种蝇类幼虫。

! 材料与方法

!"! 供试虫源和取样方法
大头金蝇 !"#$%&’$( ’)*(+),"(-(（)"*%+,+$-）、棕

尾别麻蝇 .&)//+")#0%+( ,)#)*#01(（./*+01"$231-4/+56）、
肥须亚麻蝇 2(#(%(#+&,"(*( +#(%%0,(-,0%（7",8$"%9）和
巨尾阿丽蝇 3-4#0+"01( *#("(’0（:;5%+,<）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

其产卵，取 & <内所产卵接入 &(=培养箱中的果酱
瓶内，以新鲜瘦猪肉饲养。培养箱温度为 &(=，光
照时间 >& <。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。成虫羽化后置养虫笼内饲

以白糖与清水。

取出所接卵块后，放入 &(=培养箱，每小时观
察一次，待其孵化。孵化后，取 ?’头初孵幼虫，用蒸
馏水清洗数次后，滤纸轻轻吸去虫体表面水分，称其

重，置于 >@? AB的 C##105/%D离心管中于 E F’=保存
备用。

!"# 试剂
二硫苏糖醇、尿素、G3G、甘氨酸、琼脂糖、甘油、

溴酚蓝、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、H%+-、低熔点琼
脂糖、碘代乙酰胺、IJ:!G、过硫酸铵、HC7C3、K+/2
B691和 L!M 干胶条（#J ( N F）均为 K+/2."5 公司产
品，其余试剂为国产分析纯，所有溶液均用 7+;;+2O
水配制。

!"$ 蛋白质提取方法
取出 E F’=冻存样品，加入 >’倍体积（PQR）的

裂解液（S A/;QB 尿素、(T IJ:!G、?’ AA/;QB 3HH、
(’ AA/;QB H%+-2*"-1和 ’@&T K+/;691-，#J ( N F）后，在
冰浴中匀浆；匀浆液转移至离心管中，加入 &’!UQAB
3V"-1 "和 ?!UQAB .V"-1 :，(=冰水浴 >? A+0，(=
>& ’’’ W U离心 X’ A+0，取上清液，用 K%"5D/%5（>YFZ）
方法检测蛋白质含量，于2F’=保存备用。
!"% 双向凝胶电泳
根据 K+/2."5说明书进行，其中第 >向等电聚焦

电压为 ( ’’’ R，聚焦 &’ ’’’ R!<，聚焦完毕后，进行
&次平衡，将平衡过的胶条进行第 & 向 G3G2!:MC，

凝胶浓度为 >’T，电泳后，进行银染（G,<14,<10[/ )/
(- \，>YYZ）。每种类样品重复 X次。
!"& 蛋白质图谱扫描与分析
银染后，电泳图谱在 MG2S’’（K+/2."5）光密度

扫描仪上扫描，根据 !3O$1-9 软件对双向凝胶电泳
图谱中的点进行了图象分析（包括蛋白点的检测、量

化、背景扣除和点的匹配）。而后对蛋白点进行自动

检测后的编辑。蛋白点匹配前先从中选取一块凝胶

图象［!3O$1-9软件分析时以棕尾别麻蝇的双向凝胶
电泳图为母版胶（A"-91% U1;）］作为参考胶，并建立一
些点作为相同的匹配点，然后根据软件自动匹配其

他蛋白点。另外，根据 #J ( N F L!M胶条的线性关
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。

!"’ 物种鉴别模型的建立方法
将各点依据一定的等电点值与相对分子量划分

到一定的区域范围之内，其中等电点值范围分为 (
N (@&，(@& N (@Z，(@Z N ?@’，?@’ N ?@(，?@( N ?@S，
?@S N Z@&，Z@& N Z@Z，Z@Z N F@’，分子量范围则各分
为 X’ N (’，(’ N ?’，?’ N Z’，Z’ N F’，F’ N S’，S’ N
Y’，Y’ N >’’ [3。这样，电泳图谱的数据点可分为
?Z个区域，依照等电点与分子量均从小到大的顺序
依次记为 5>⋯ 50⋯ 5?Z。聚类分析时以各个区域内
点的数目作为自变量，聚类的方法为最近邻近法。

判别分析则依次取该区域内从小到大的 >’个数据，
不足 >’ 个则以该区域的下限边界值补足，超出 >’
个则舍弃分子量的数据，每个数据由 &位数据（分子
量，等电点）组成，计算时取两者的平方和的算术平

方根为自变量的值。利用 G!GG>>@’软件进行分析，
分别把所有的变量值都代入方程并进行逐步判别分

析，建立相应的推断模型。

# 结果

#"! 双向凝胶电泳图谱
(种尸食性蝇类初孵幼虫的蛋白质组指纹图谱

见图 >。从图中可见，物种之间的双向凝胶电泳图
谱差异颇大，其中以肥须亚麻蝇与其他供试种类相

差最大。

按 >@?节方法计算出来的等电点与相对分子量
值显示见图 &。(种尸食性蝇类的蛋白点的分布相
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，而棕尾别麻蝇与巨尾阿丽蝇

的分布则显示出了相同的趋势，肥须亚麻蝇在各个
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图 ! "种尸食性蝇类初孵幼虫蛋白质组双向凝胶电泳图谱
#$%& ! ’()*+$,-./$).01 %-1 -1-234)56)4-/$/ 7$.%-4 ,05/ 7)4 .-).03- 10480- )7 7)94 2044$).*:4--+$.% 71; /5-2$-/
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区域里的数量明显较少。

!"! 判别分析
!"!"# 所有区域作为自变量：应用 #$/6-4判别法，
对蛋白点的组成按蝇种类作判别分析，把所有的区

域都作为自变量，得到 @个未标准化判别函数，判别
函数 !与判别函数 A在二维空间上的分布见图 @，各
个种类的分布区域没有重叠，能较好的区分彼此。

应用上述判别函数对 "种尸食性蝇类进行交互验证
表明，BBC的种类能被准确鉴别。
!"!"! 逐步判别：应用 #$/6-4判别法，对蛋白点的
组成按蝇种类作逐步判别分析，判别分析共得到 @
个未标准化的函数，!

A 检验表明，判别函数 !和判
别函数 A均有极显著的统计学意义（! D EFE!）。在
判别分析过程中共提取出 !" 个特征变量（特征区
域）。这 !" 个特征区域分别为 5!!， 5!@， 5!"，
5!G，5A"，5@E，5@!，5@H，5"A，5"B，5"I，5BE，
5BA和 5BI。
各种蝇类初孵幼虫蛋白组成在判别函数 !和判

别函数 A二维空间上的分布见图 "。从图可知，这 "
个种类相应的分布区域没有重叠，能精确地加以区

分。可见，应用逐步判别函数对 "种尸食性蝇类初
孵幼虫双向凝胶电泳图谱特征进行判别分析，能精

确鉴别出 "种蝇类初孵幼虫。

$ 讨论

双向凝胶电泳结果表明：平行胶之间蛋白点几

乎没有差异，双向凝胶电泳近几年发展迅速，尤其是

商品化固相胶条的广泛使用后，各种电泳条件在优

化情况下可达到非常高的分辨率，也可获得好的重

复性。本研究共进行了 @次重复，根据双向凝胶电
泳软件 J?K9-/3分析结果来看，差异极其微小，故文
中未作统计分析。

根据母版胶得到的蛋白质组图谱匹配结果，可

知 "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，蛋白质
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图 ! "种尸食性蝇类初孵幼虫蛋白质组双向凝胶电泳点的分布比较
#$%& ! ’()*+,$-(. (/ *,(01$. -*(0 2$-0,$340$(. (/ 05(62$)1.-$(.+7 %17 17180,(*9(,1-$-

/$.%1, )+*- /(, .1(.+01 7+,:+1 (/ /(4, 8+,,$(.63,112$.% /7; -*18$1-
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组具有很高的组织细胞的特异性，而物种间的蛋白

质组更是千差万别，正是这些差异使我们能够在双

向凝胶电泳以后鉴别它们。从双向凝胶电泳重复性

方面考虑，巨尾阿丽蝇与棕尾别麻蝇是同时进行的

电泳这也保证了其有相对较多的点能够匹配成功，

但是差异点数量远高于匹配点使得鉴别电泳图谱十

分容易。本实验使用的固相化 *?梯度等电聚焦电
泳技术，它的可重复性使得不同实验室的结果能进

行比较，这也正是本研究制作初孵幼虫蛋白质组图

谱的初衷。

根据判别分析的结果可知，逐步判别分析比一

般判别分析更有利于区分不同的种类（图 @、图 "）。

逐步判别分析在计算过程中摒弃了容易混淆鉴别的

蛋白点区域，并给出了相应的可以进行判别的判别

函数，而判别函数的各个自变量则是双向凝胶电泳

图谱中能够区分彼此种类的蛋白点的区域。我们在

判别分析中使用的变量为双向凝胶电泳图谱上的各

个区域的点相对于零点的距离，这方面可以充分考

虑到等电点与相对分子量，同时也能考虑到空间的

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。

自 ABB"年来基于 >C<技术的分子鉴定方法层
出不穷，D<E>、D#FE 与 >C< 序列测定等方法相继
在法医昆虫学中应用（G*1,7$.%，ABB"；=1.18H，ABBB；
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图 ! "种蝇类初孵幼虫蛋白特征在判别函数 #和判别函数 $二维空间上的分布
%&’( ! )*+,-&. /0+,/ +1 .-+.2,- 32*42- +1 1+5* 62**&+.78*--9&.’ 13: /0-6&-/ 9&/,*&85,-9 &. 032.2* /026-

所有变量均进入自变量 ;33 ,<- 42*&283-/ 2/ &.9-0-.9-., 42*&283-/(

图 " "种蝇类初孵幼虫蛋白特征在判别函数 #和判别函数 $二维空间上的分布（逐步判别）
%&’( " )*+,-&. /0+,/ +1 .-+.2,- 32*42- +1 1+5* 62**&+.78*--9&.’ 13: /0-6&-/ 9&/,*&85,-9

&. 032.2* /026-（/,-0=&/- 9&/6*&>&.2,&+.）

?23’+*. 2.9 @+A5+B，#CCC），其中 >,DE;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。但是，如何从浩瀚的生物 DE;中挑选适合所
有法医昆虫或仅适合尸食性蝇类鉴定种类的片段仍

是一个难题（李凯等，$FF!）。相比之下，蛋白质组研
究则能够对基因组表达的所有蛋白质进行分离分

析，在相同的生理条件下不同种类的蛋白质组差异

可以有效的通过双向凝胶电泳图谱进行区分。同

时，质谱技术联接了蛋白质组学和基因组学，在图谱

上那些相同的蛋白点又可以在双向凝胶电泳的基础

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 DE;序列分析提供靶标位点。因
此，无论是从蛋白质组图谱的差异比较分析来鉴别

种类，还是为 DE;序列分析提供目的片段来看，蛋
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白质组学在法医昆虫学中的价值是巨大的。

综上所述，通过蛋白质组图谱比较找出差异明

显的若干蛋白点分布区域，即能利用这些标志蛋白

点区域为形态上相似的蝇类幼虫的鉴别提供帮助。

同时，随着质谱技术的普遍应用，还可为其特定的

!"#靶标位点的寻找与确定提供帮助。
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