
Journal of Forensic Medicine, April 2018, Vol.34, No.2

基于 28S rRNA基因序列对洛阳地区嗜尸性蝇类的分子鉴定
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摘 要院 目的 通过检测嗜尸性蝇类 28S rRNA 基因中 715 bp序列袁鉴定常见嗜尸性蝇类种属袁解决其形

态学鉴定难题袁为死亡时间推断提供技术支持遥 方法 收集洛阳地区常见嗜尸性蝇类标本 29只袁经形态学

鉴定后袁用 Chelex-100法提取腿部 DNA袁并对 28S rRNA 基因片段进行扩增和测序袁与 GenBank和 EMBL

数据库中的 28条相应蝇种序列进行比对袁用 MEGA7.0软件进行序列整理袁通过 BLAST搜索进行序列比对袁

并分析所得序列碱基组成袁建立种内及种间进化分歧率袁构建系统发育树遥 结果 形态学鉴定 29只嗜尸性

蝇类归属于 3科 5属 6种遥获得 28S rRNA 基因中 715 bp的序列袁在线 BLAST比对结果显示相似度 100%遥

系统发育树显示 5种蝇类可以较好聚类遥不同蝇种种间差异 0.007~0.045袁种内差异 0~0.001袁种间差异和种

内差异没有交叉遥 结论 28S rRNA 靶基因序列片段对嗜尸性蝇类有良好的鉴别能力袁可以作为新的嗜尸

性蝇类种属鉴定遗传标记遥
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Abstract院 Objective To detect 715 bp sequence of 28S rRNA in sarcosaphagous flies, and to identify their
common species for solving the problem of morphological identification, as well as providing technical
support for postmortem interval 渊PMI冤 estimation. Methods Twenty-nine common sarcosaphagous flies
were collected in Luoyang and classified by morphological characteristics. The DNA was extracted from
the fly爷s legs by Chelex-100 method and then the fragments of 28S rRNA were amplified and sequenced.
The results were compared with twenty-eight corresponding fly species of GenBank and EMBL databases.
All the sequences were analyzed by MEGA7.0 software, and sequence alignment was performed by the
searching in BLAST. The nucleotide composition was analysed, and the intraspecific and interspecific ge-
netic distance and phylogenetic tree were established. Results Twenty-nine sarcosaphagous flies were
classified into 6 species of 5 genera, 3 families by morphological characteristics. In the obtained 715 bp
sequence of 28S rRNA , the comparison result of online BLAST showed that the similarity was 100%.
Five species were well clustered by a phylogenetic tree. Between different groups, the interspecific and
intraspecific differences ranged from 0.007 to 0.045 and 0 to 0.001, respectively. Conclusion The 28S
rRNA target gene sequences shows a good identification capability, which can be a new genetic marker
for the identification of sarcosaphagous flies.
Keywords院 forensic entomology; forensic genetics; sarcosaphagous flies; cluster analysis; 28S rRNA; post-
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法 医 昆 虫 学 渊forensic entomology冤是 应 用 昆 虫 学 及

其 他 自 然 科 学 的 理 论 与 技 术 袁 对 死 亡 时 间 渊postmortem

interval袁PMI冤 和 死 亡 地 点 进 行 推 断 袁 从 而 解 决 司 法 实

践 中 有 关 昆 虫 问 题 的 一 门 科 学 遥 研 究 [1-4]表 明 袁 与 尸 体

腐 败 联 系 最 紧 密 的 是 双 翅 目 与 鞘 翅 目 昆 虫 袁 但 鞘 翅 目

昆 虫 到 达 尸 体 时 间 较 晚 袁 而 双 翅 目 昆 虫 常 常 第 一 时 间

到 达 尸 体 袁 具 有 更 重 要 的 法 医 学 意 义 袁 尤 其 是 双 翅 目

中 的 丽 蝇 科 尧 麻 蝇 科 与 蝇 科 遥 传 统 的 形 态 学 鉴 定 要 求

鉴 定 人 具 有 丰 富 的 经 验 袁 在 我 国 仅 有 少 数 形 态 学 专 家

具 备 这 方 面 的 能 力 遥 鉴 于 案 发 现 场 蝇 类 的 多 样 性 和 复

杂 性 袁非 昆 虫 专 业 人 员 很 难 依 据 其 形 态 鉴 定 种 属 袁因 此

寻 找 一 种 简 单 尧 准 确 尧 迅 速 尧 通 用 的 方 法 是 当 务 之 急 遥
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近 年 来 国 内 外 关 于 昆 虫 的 分 子 鉴 定 为 嗜 尸 性 蝇 类 的

种 属 鉴 定 开 辟 了 新 途 径 袁 其 中 最 常 用 的 是 线 粒 体 基 因

组 CO玉尧CO域尧16S rRNA 等 基 因 序 列 [5-6]袁 核 基 因 组

28S rRNA 基 因 序 列 也 逐 渐 被 国 外 学 者 研 究 并 证 实 可

以 进 行 嗜 尸 性 蝇 类 的 种 属 鉴 定 [2袁7]遥 本 研 究 拟 对 嗜 尸 性

蝇 类 核 基 因 组 变 异 性 较 大 的 28S rRNA 基 因 中 715bp

序 列 片 段 进 行 分 析 袁进 而 对 洛 阳 地 区 常 见 嗜 尸 性 蝇 类

进 行 种 属 鉴 定 袁 以 方 便 法 医 昆 虫 学 的 应 用 遥

1 材 料 与 方 法

1.1 样本

1.1.1 蝇类样本采集

放 置 大 鼠 尸 体 于 河 南 科 技 大 学 渊 洛 阳 冤 操 场 树 荫

下 诱 捕 蝇 类 袁 之 后 用 离 心 管 分 类 单 独 密 封 包 装 置 于

-20益冰 箱 中 保 存 遥 依 据 叶中 国 常 见 蝇 类 检 索 表 曳进 行 形

态 学 种 类 鉴 定 袁共 捕 捉 到 8 只 丝 光 绿 蝇 Lucilia sericata

渊Meigen袁1826冤尧1 只 铜 绿 蝇 Lucilia cuprina渊Wiede鄄

mann袁1830冤尧11 只 大 头 金 蝇 Chrysomya megacephala

渊Fabricius袁1794冤尧2 只 家 蝇 Musca domestica 渊Lin鄄

naeus袁1758冤尧4 只 棕 尾 别 麻 蝇 Sarcophaga peregrina

渊Robineau -Desvoidy袁1830冤尧3 只 肥 须 亚 麻 蝇 Sar鄄

cophaga crassipalpis渊Macquart袁1839冤遥

1.1.2 虚拟样本来源

虚 拟 样 本 来 自 GenBank 数 据 库 渊https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/genbank/冤 和 EMBL 数 据 库 渊https://www.ebi.

ac.uk/冤袁在 数 据 库 中 以 6 种 蝇 类 咱丝 光 绿 蝇 Lucilia ser鄄

icata渊Meigen袁1826冤尧 铜 绿 蝇 Lucilia cuprina渊Wiede鄄

mann袁1830冤尧大 头 金 蝇 Chrysomya megacephala渊Fabri鄄

cius袁1794冤尧家 蝇 Musca domestica渊Linnaeus袁1758冤尧 棕

尾 别 麻 蝇 Sarcophaga peregrina渊Robineau-Desvoidy袁

1830冤尧 肥 须 亚 麻 蝇 Sarcophaga crassipalpis渊Macquart袁

1839冤暂和 28S rRNA 为 关 键 词 进 行 索 引 袁将 大 于 700bp

的 序 列 纳 入 本 研 究 遥 经 筛 选 共 得 到 28 条 其 他 地 区 的

记 录 袁其 中 2 条 为 家 蝇 袁 详 见 表 1遥

序号 种名 GenBank/EMBL登录号 地区

1 丝光绿蝇 Lucilia sericata AJ300139.1 英国萨默塞特郡

2 AJ300140.1 丹麦西兰岛

3 AJ300141.1 美国加利福尼亚州

4 FJ650534.1 美国

5 FJ650535.1 美国俄勒冈州

6 FJ650536.1 美国加利福尼亚州

7 FJ650537.1 美国加利福尼亚州

8 JQ246624.1 法国

9 JQ307777.1 英国

10 铜绿蝇 Lucilia cuprina AJ417709.1 澳大利亚昆士兰

11 FJ650528.1 美国佛罗里达州

12 FJ650529.1 美国佛罗里达州

13 FJ650530.1 美国佛罗里达州

14 FJ650531.1 美国佛罗里达州

15 FJ650532.1 美国佛罗里达州

16 FJ650533.1 美国加利福尼亚州

17 FJ650538.1 美国佛罗里达州

18 FJ650539.1 美国佛罗里达州

19 FJ650540.1 美国佛罗里达州

20 FJ650541.1 美国佛罗里达州

21 FJ650542.1 美国佛罗里达州

22 JQ246622.1 巴西

23 大头金蝇 Chrysomya megacephala AJ551435.1 西班牙加那利群岛

24 JF439576.1 美国西佛吉尼亚州

25 JQ246607.1 美国西佛吉尼亚州

26 家蝇 Musca domestica AJ551427.1 英国布里斯托尔郡

27 JQ246652.1 巴西

28 肥须亚麻蝇 Sarcophaga crassipalpis JF439572.1 美国西佛吉尼亚州

表 1 GenBank和 EMBL检索数据汇总情况
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1.2 方法

1.2.1 DNA提取

每 个 样 本 取 腿 4 条 袁 清 洗 袁 捣 碎 袁 用 Chelex-100

法 提 取 腿 部 DNA袁 置 于 -20益保 存 备 用 遥

1.2.2 PCR扩增

采 用 TaKaRa Ex Taq誖 试 剂 盒 咱 宝 日 医 生 物 技 术

渊 北 京 冤 有 限 公 司 暂 对 28S rRNA 基 因 中 的 目 的 片 段 进

行 扩 增 遥 扩 增 引 物 为 院 上 游 引 物 5忆-GACTACCCCCTG

AATTTAAGCAT-3忆曰 下 游 引 物 5忆-GACTCCTTGGTCC

GTGTTTCAAG-3忆遥 扩 增 总 体 系 为 50 滋L袁 包 括 10伊

PCR 缓 冲 液 渊 含 Mg2+冤 5滋L袁dNTP 混 合 物 渊2.5mmol/L冤

6 滋L袁 上 尧 下 游 引 物 渊10 滋mol/L冤 各 2 滋L袁5 U/滋L 的 Ex

Taq誖 DNA 聚 合 酶 0.75 滋L袁DNA 模 板 6 滋L袁ddH2O 补

足 遥 PCR 循 环 参 数 院94 益 预 变 性 1 min曰94 益 1 min袁

45 益 1.5 min袁72 益 1.5 min袁5 个 循 环 曰94 益 1 min袁

50益 1.5min袁72益 1min袁35 个 循 环 曰72益 延 伸 8min遥

扩 增 产 物 于 4益保 存 遥

1.2.3 电泳检测及测序分析

PCR 产 物 经 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 渊120V 30min冤袁

溴 化 乙 锭 染 色 袁 置 于 凝 胶 成 像 系 统 拍 照 分 析 遥

测 序 引 物 为 PCR 扩 增 引 物 袁扩 增 产 物 由 上 海 立 菲

生 物 技 术 有 限 公 司 测 序 袁 正 反 向 双 向 测 序 以 保 证 序 列

的 准 确 性 遥 应 用 MEGA7.0[8] 分 析 软 件 将 所 测 29 个 样

本 的 基 因 序 列 进 行 整 理 袁 在 BLAST 搜 索 渊https://blast.

ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi冤 进 行 序 列 比 对 遥 纳 入 来 自

GenBank 和 EMBL 数 据 库 的 28 条 相 应 蝇 种 序 列 袁 以

家 蝇 为 外 群 袁经 MEGA7.0 分 析 软 件 比 对 袁 剪 切 为 相 同

长 度 袁 然 后 按 邻 近 法 渊neighbor-joining袁NJ冤 对 序 列 进

行 碱 基 组 成 尧进 化 分 歧 率 和 系 统 发 育 树 分 析 袁Bootstrap

值 为 1 000遥

2 结 果

2.1 DNA提取及测序结果

本 研 究 共 获 得 3 科 5 属 6 种 29 个 样 本 的 DNA袁

DNA 提 取 效 果 较 好 袁 部 分 样 本 DNA 扩 增 产 物 琼 脂 糖

凝 胶 电 泳 结 果 见 图 1遥 与 来 自 GenBank 和 EMBL 数 据

库 的 28 个 蝇 种 渊 含 2 只 家 蝇 冤 序 列 合 并 分 析 袁 获 得 片

段 长 度 为 715 bp遥

1500bp

700bp
500bp

300bp

100bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1~11泳道为样本袁12泳道为 100 bp DNA Ladder

图 1 部分样本 DNA扩增后电泳图谱

2.2 BLAST比对结果

BLAST 比 对 结 果 渊 表 2冤 显 示 所 得 样 本 DNA 与

GenBank 中 已 知 序 列 一 致 渊 相 似 度 均 为 100豫冤袁 与 形

态 学 鉴 定 结 果 相 符 合 遥 但 并 未 发 现 与 样 本 23尧24尧25

和 26 一 致 的 基 因 序 列 袁 形 态 学 鉴 定 该 4 个 样 本 为 棕

尾 别 麻 蝇 袁GenBank 中 搜 索 棕 尾 别 麻 蝇 Sarcophaga

peregrina 的 28S rRNA 基 因 序 列 袁 共 有 4 条 记 录 袁 但

显 示 长 度 均 约 400 bp遥

编号 GenBank注册号1冤 科 属 种 BLAST比对结果 GenBank登录号2冤 覆盖率/相似度

1 KY197797 丽蝇科 绿蝇属 丝光绿蝇 Lucilia sericata JQ307777.1 100%/100%

2 KY197798 丝光绿蝇 Lucilia sericata JQ307777.1 100%/100%

3 KY197799 丝光绿蝇 Lucilia sericata JQ307777.1 100%/100%

4 KY197800 丝光绿蝇 Lucilia sericata JQ307777.1 100%/100%

5 KY197801 丝光绿蝇 Lucilia sericata JQ307777.1 100%/100%

6 KY197802 丝光绿蝇 Lucilia sericata JQ307777.1 100%/100%

7 KY197803 丝光绿蝇 Lucilia sericata JQ307777.1 100%/100%

8 KY197804 丝光绿蝇 Lucilia sericata JQ307777.1 100%/100%

9 KY197796 铜绿蝇 Lucilia cuprina FJ650542.1 99%/100%

10 KY197787 金蝇属 大头金蝇 Chrysomya megacephala JF439576.1 100%/100%

11 KY197788 大头金蝇 Chrysomya megacephala JF439576.1 100%/100%

12 KY197789 大头金蝇 Chrysomya megacephala JF439576.1 100%/100%

13 KY213956 大头金蝇 Chrysomya megacephala JF439576.1 100%/100%

14 KY197790 大头金蝇 Chrysomya megacephala JF439576.1 100%/100%

15 KY197791 大头金蝇 Chrysomya megacephala JF439576.1 100%/100%

16 KY197792 大头金蝇 Chrysomya megacephala JF439576.1 100%/100%

17 KY197793 大头金蝇 Chrysomya megacephala JF439576.1 100%/100%

18 KY213957 大头金蝇 Chrysomya megacephala JF439576.1 100%/100%

表 2 29个样本 28S rRNA 基因中 715 bp序列在线 BLAST比对结果
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编号 GenBank注册号1冤 科 属 种 BLAST比对结果 GenBank登录号2冤 覆盖率/相似度

19 KY197794 大头金蝇 Chrysomya megacephala JF439576.1 100%/100%

20 KY197795 大头金蝇 Chrysomya megacephala JF439576.1 100%/100%

21 KY197805 蝇科 家蝇属 家蝇 Musca domestica FJ177822.1 100%/100%

22 KY197806 家蝇 Musca domestica FJ177822.1 100%/100%

23 KY197810 麻蝇科 别麻蝇属 棕尾别麻蝇 Sarcophaga peregrina - -

24 KY197811 棕尾别麻蝇 Sarcophaga peregrina - -

25 KY197812 棕尾别麻蝇 Sarcophaga peregrina - -

26 KY197813 棕尾别麻蝇 Sarcophaga peregrina - -

27 KY197807 亚麻绳属 肥须亚麻蝇 Sarcophaga crassipalpis JF439572.1 100%/100%

28 KY197808 肥须亚麻蝇 Sarcophaga crassipalpis JF439572.1 100%/100%

29 KY197809 肥须亚麻蝇 Sarcophaga crassipalpis JF439572.1 100%/100%

2.3 碱基组成分析

家 蝇 作 为 外 群 除 外 袁 对 所 得 53 个 样 本 的 基 因 序

列 进 行 碱 基 组 成 分 析 袁 结 果 显 示 院 保 守 位 点 677 个 袁 可

变 位 点 37 个 袁 其 中 简 约 性 信 息 位 点 36 个 袁 自 裔 位 点

1 个 遥 碱 基 平 均 组 成 院T=34.3%袁C=13.2%袁A=34.2%袁

G=18.3%袁A+T=68.5豫袁 具 有 明 显 的 A+T 倾 向 性 遥

2.4 系统发育树分析

以 家 蝇 为 外 群 袁 运 用 MEGA7.0 软 件 对 其 他 53 个

样 本 基 因 序 列 进 行 分 析 袁 构 建 系 统 发 育 树 袁 结 果 按 照

不 同 科 尧 属 尧 种 分 别 聚 类 袁 分 子 鉴 定 结 果 和 形 态 学 鉴 定

结 果 一 致 渊 图 2冤遥53 个 样 本 自 上 而 下 分 别 形 成 2 个 群

聚 袁 分 别 代 表 丽 蝇 科 和 麻 蝇 科 遥 丽 蝇 科 又 分 为 2 支 袁 分

别 代 表 绿 蝇 属 和 金 蝇 属 袁属 间 Bootstrap 检 验 可 信 度 为

81%遥 绿 蝇 属 包 括 17 只 丝 光 绿 蝇 和 14 只 铜 绿 蝇 袁 两

个 蝇 种 分 别 聚 类 袁两 者 的 种 内 Bootstrap 检 验 可 信 度 分

别 为 98%和 96%袁种 间 Bootstrap 检 验 可 信 度 为 100%曰

金 蝇 属 包 括 14 只 大 头 金 蝇 袁 种 内 Bootstrap 检 验 可 信

度 为 99%遥 麻 蝇 科 分 出 亚 麻 蝇 属 和 别 麻 蝇 属 2 支 袁 属

间 Bootstrap 检 验 可 信 度 为 94%遥 亚 麻 蝇 属 包 括 4 只

肥 须 亚 麻 蝇 袁 种 内 Bootstrap 检 验 可 信 度 为 82%曰 别 麻

蝇 属 包 括 4 只 棕 尾 别 麻 蝇 袁种 内 Bootstrap 检 验 可 信 度

为 97%遥 各 个 科 尧属 尧种 间 的 划 分 清 晰 袁效 果 好 遥

2.5 种内及种间进化分歧

经 过 对 不 同 地 区 2 科 4 属 5 种 53 个 蝇 类 个 体 的

遗 传 距 离 进 行 计 算 袁获 得 不 同 蝇 种 种 间 差 异 为 0.007~

0.045袁 种 内 差 异 为 0~0.001袁 种 间 差 异 和 种 内 差 异 没

有 交 叉 渊 表 3冤遥

丝光绿蝇 Lucilia sericata 洛阳 KY197803
丝光绿蝇 Lucilia sericata 洛阳 KY197804
丝光绿蝇 Lucilia sericata 洛阳 KY197802
丝光绿蝇 Lucilia sericata英国萨默塞特郡 AJ300139.1
丝光绿蝇 Lucilia sericata丹麦西兰岛 AJ300140.1
丝光绿蝇 Lucilia sericata美国加利福尼亚州 AJ300141.1
丝光绿蝇 Lucilia sericata 法国 JQ246624.1
丝光绿蝇 Lucilia sericata 英国 JQ307777.1
丝光绿蝇 Lucilia sericata 美国 FJ650534.1
丝光绿蝇 Lucilia sericata 美国加利福尼亚州 FJ650537.1
丝光绿蝇 Lucilia sericata 美国俄勒冈 FJ650535.1
丝光绿蝇 Lucilia sericata美国加利福尼亚州 FJ650536.1
丝光绿蝇 Lucilia sericata洛阳 KY197797
丝光绿蝇 Lucilia sericata洛阳 KY197798
丝光绿蝇 Lucilia sericata洛阳 KY197799
丝光绿蝇 Lucilia sericata洛阳 KY197800
丝光绿蝇 Lucilia sericata洛阳 KY197801

铜绿蝇 Lucilia cuprina 美国佛罗里达州 FJ650542.1
铜绿蝇 Lucilia cuprina 美国佛罗里达州 FJ650541.1
铜绿蝇 Lucilia cuprina 美国佛罗里达州 FJ650540.1
铜绿蝇 Lucilia cuprina 美国佛罗里达州 FJ650539.1
铜绿蝇 Lucilia cuprina 美国佛罗里达州 FJ650538.1
铜绿蝇 Lucilia cuprina 美国加利福尼亚州 FJ650533.1
铜绿蝇 Lucilia cuprina 美国佛罗里达州 FJ650531.1
铜绿蝇 Lucilia cuprina 美国佛罗里达州 FJ650530.1
铜绿蝇 Lucilia cuprina美国佛罗里达州 FJ650529.1
铜绿蝇 Lucilia cuprina美国佛罗里达州 FJ650528.1
铜绿蝇 Lucilia cuprina 巴西 JQ246622.1
铜绿蝇 Lucilia cuprina澳大利亚昆士兰 AJ417709.1

铜绿蝇 Lucilia cuprina 洛阳 KY197796

大头金蝇 Chrysomya megacephala 西班牙加那利群岛 AJ551435.1
大头金蝇 Chrysomya megacephala 美国西佛吉尼亚州 JQ246607.1
大头金蝇 Chrysomya megacephala 美国西佛吉尼亚州 JF439576.1
大头金蝇 Chrysomya megacephala 洛阳 KY197787
大头金蝇 Chrysomya megacephala 洛阳 KY197788
大头金蝇 Chrysomya megacephala 洛阳 KY197789
大头金蝇 Chrysomya megacephala 洛阳 KY213956
大头金蝇 Chrysomya megacephala 洛阳 KY197790
大头金蝇 Chrysomya megacephala 洛阳 KY197791
大头金蝇 Chrysomya megacephala 洛阳 KY197792
大头金蝇 Chrysomya megacephala洛阳 KY197793
大头金蝇 Chrysomya megacephala洛阳 KY213957
大头金蝇 Chrysomya megacephala洛阳 KY197794
大头金蝇 Chrysomya megacephala洛阳 KY197795

肥须亚麻蝇 Sarcophaga crassipalpis 洛阳 KY197807
肥须亚麻蝇 Sarcophaga crassipalpis 洛阳 KY197808
肥须亚麻蝇 Sarcophaga crassipalpis 美国西佛吉尼亚州 JF439572.1
肥须亚麻蝇 Sarcophaga crassipalpis 洛阳 KY197809

棕尾别麻蝇 Sarcophaga peregrina 洛阳 KY197810
棕尾别麻蝇 Sarcophaga peregrina 洛阳 KY197811
棕尾别麻蝇 Sarcophaga peregrina 洛阳 KY197812
棕尾别麻蝇 Sarcophaga peregrina 洛阳 KY197813

家蝇 Musca domestica 巴西 JQ246652.1
家蝇 Musca domestica 英国布里斯托尔郡 AJ551427.1
家蝇 Musca domestica 洛阳 KY197805
家蝇 Musca domestica 洛阳 KY197806

98

100

96

81

99

82

94

97

100

0.010 0

铜绿蝇 Lucilia cuprina美国佛罗里达州 FJ650532.1

右侧依次显示为蝇种名称尧采集地点尧GenBank登录号袁左

侧分支上的数字表示群聚的 Bootstrap检验可信度渊%冤

图 2 基于 53个样本 28S rRNA 基因中 715 bp序列

构建的系统发育树

表 2渊续冤

注院1冤本研究提交序列 GenBank注册号曰2冤BLAST比对序列 GenBank登录号曰野-冶表示未发现一致的基因序列
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3 讨 论

根 据 尸 体 上 嗜 尸 性 蝇 类 生 态 群 落 演 替 规 律 对 死

亡 时 间 和 死 亡 地 点 进 行 推 断 袁 首 要 任 务 就 是 鉴 定 其 种

类 遥 尽 管 我 国 具 有 丰 富 经 验 的 昆 虫 学 专 家 能 够 快 速 尧

精 确 地 作 出 鉴 定 袁 但 也 仅 限 于 成 虫 袁 困 难 的 是 对 蝇 类

卵 尧 幼 虫 尧蛹 生 长 发 育 规 律 的 把 握 和 形 态 学 的 鉴 定 袁 这

对 于 缺 乏 昆 虫 学 专 业 知 识 的 广 大 法 医 工 作 者 来 说 更

是 难 上 加 难 袁 因 此 寻 找 一 种 简 单 尧 准 确 尧 迅 速 尧 通 用 的

方 法 是 当 务 之 急 遥 1994 年 SPERLING 等 [9]首 次 将 一 种

以 DNA 为 基 础 的 方 法 用 于 嗜 尸 性 昆 虫 种 类 鉴 定 袁 此

后 DNA 分 子 鉴 定 作 为 形 态 学 鉴 定 方 法 的 补 充 手 段 被

越 来 越 多 的 法 医 昆 虫 学 研 究 者 所 接 受 遥

28S rRNA 基 因 是 真 核 生 物 染 色 体 上 编 码 核 糖 体

大 亚 基 的 基 因 袁 具 有 重 要 的 生 物 学 功 能 袁 在 进 化 上 比

较 保 守 袁 是 研 究 生 物 系 统 发 育 较 好 的 分 子 标 记 遥 其 序

列 中 包 含 12 个 可 变 区 袁基 因 变 异 性 较 大 袁 因 此 可 用 于

嗜 尸 性 蝇 类 从 科 到 种 水 平 上 的 分 子 鉴 定 遥 YUSSEFF-

VANEGAS 等 [2袁7]应 用 28S rRNA 基 因 序 列 成 功 对 丽 蝇

科 属 种 进 行 鉴 定 袁 本 研 究 结 果 与 其 一 致 遥 葛 振 萍 等 [10]

用 28S rRNA 基 因 中 698 bp 序 列 片 段 作 为 分 子 标 记

对 常 见 有 瓣 蝇 类 的 系 统 发 育 关 系 进 行 研 究 袁 取 得 了 很

好 的 效 果 遥

本 研 究 中 袁分 子 鉴 定 结 果 与 形 态 鉴 定 结 果 一 致 遥 洛

阳 地 区 的 5 种 嗜 尸 性 蝇 类 27 条 序 列 与 来 自 GenBank

和 EMBL 数 据 库 不 同 国 家 不 同 地 区 的 26 个 相 应 蝇 种

序 列 渊 表 1冤 合 并 分 析 后 发 现 袁 利 用 细 胞 核 28S rRNA

基 因 中 715 bp 的 基 因 序 列 可 以 有 效 地 将 洛 阳 地 区 常

见 嗜 尸 性 蝇 类 鉴 定 到 种 的 水 平 遥 BLAST 在 线 比 对 过

程 中 没 有 发 现 与 棕 尾 别 麻 蝇 一 致 的 该 基 因 序 列 袁 检 索

GenBank 棕 尾 别 麻 蝇 28S rRNA 序 列 袁 只 发 现 4 条 长

度 约 400 bp 的 短 序 列 袁 说 明 该 蝇 种 的 相 关 研 究 较 少 袁

而 本 研 究 的 序 列 信 息 可 以 为 此 提 供 补 充 遥 构 建 的 系 统

发 育 树 显 示 袁 丝 光 绿 蝇 与 铜 绿 蝇 分 成 明 显 的 两 支 袁 可

初 步 认 为 该 基 因 序 列 能 够 对 亲 缘 关 系 非 常 近 的 丝 光

绿 蝇 与 铜 绿 蝇 进 行 鉴 别 袁 这 与 WILLIAMS 等 [7袁11] 的 研

究 结 果 一 致 遥

根 据 WELLS 等 [12] 的 研 究 表 明 袁 判 定 一 个 遗 传 标

记 是 否 能 够 进 行 嗜 尸 性 蝇 类 的 分 子 鉴 定 袁 起 决 定 作 用

的 是 种 内 序 列 变 异 的 百 分 比 袁 且 与 种 间 序 列 变 异 百 分

比 无 重 叠 遥 联 合 线 粒 体 基 因 CO玉和 CO域 进 行 鉴 定 袁

种 内 差 异 约1%袁 种 间 差 异 逸3%袁 通 过 分 子 鉴 定 袁 即 使

不 能 够 准 确 确 定 某 一 特 定 嗜 尸 性 蝇 种 袁 至 少 可 以 把 未

知 蝇 种 定 位 于 某 一 特 定 的 进 化 分 支 上 遥 本 研 究 中 袁 不

同 蝇 种 种 间 差 异 为 0.007~0.045袁 种 内 差 异 为 0~0.001袁

与 WELLS 等 的 研 究 相 比 袁 种 间 差 异 未 达 到 3%袁 但 种

间 差 异 和 种 内 差 异 没 有 交 叉 袁 所 有 样 本 均 位 于 某 一 特

定 的 分 支 上 袁并 且 Bootstrap 检 验 可 信 度 逸81%遥 与 国 内

研 究 [13-14]也 有 一 些 差 异 袁这 可 能 与 样 本 量 大 小 尧 所 捕 获

的 蝇 种 差 异 及 分 子 标 记 的 选 择 有 关 遥 鉴 于 本 研 究 中 两

种 麻 蝇 的 种 间 差 异 只 有 0.007袁 本 实 验 又 选 择 了 CO玉

基 因 序 列 中 经 典 DNA 条 形 码 序 列 采 用 相 同 的 实 验 和 分

析 方 法 再 次 验 证 袁 结 果 发 现 两 者 的 种 间 差 异 为 0.080袁

初 步 推 测 本 研 究 中 所 选 择 的 28S rRNA 基 因 序 列 对

麻 蝇 的 鉴 别 能 力 有 限 袁这 有 待 于 增 加 样 本 种 类 和 数 量

进 一 步 研 究 遥

本 研 究 中 采 用 蝇 类 样 本 腿 部 提 取 DNA袁 简 便 易

行 袁 同 时 Chelex-100 法 是 法 医 实 验 室 的 常 规 方 法 袁 更

有 利 于 在 基 层 实 验 室 的 推 广 遥 尽 管 28S rRNA 靶 基 因

序 列 片 段 相 对 较 长 袁 但 对 于 目 前 的 技 术 袁 一 个 测 序 反

应 足 以 完 成 遥 鉴 于 28S rRNA 基 因 变 异 性 大 的 特 点 袁

其 对 嗜 尸 性 蝇 类 鉴 定 有 独 特 优 势 袁 本 课 题 组 将 在 此 基

础 上 进 一 步 筛 选 高 变 异 的 短 片 段 用 于 嗜 尸 性 蝇 类 分

子 鉴 定 的 研 究 遥
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