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不同温度条件下盐酸吗啡对肥须亚麻蝇幼虫的影响及法医学意义
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１．河北医科大学西山校区，石家庄０５００００

２．河北医科大学病原生物学教研室，石家庄０５００００

　　［摘要］　目的　研究不同浓度盐酸吗啡和不同温度对石家庄地区优势蝇种肥须亚麻蝇（Ｐａｒａｓａｒｃｏｐｈａｇａｃｒａｓｓｉｐａｌｐｉｓ）
幼虫头咽骨的影响，积累石家庄地区尸源性蝇类的法医昆虫毒理学资料，从而为死后间隔时间（ｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍｉｎｔｅｒｖａｌ，ＰＭＩ）的推

断提供科学依据。方法　诱捕肥须亚麻蝇，并在培养箱中连续培养。选用家兔４只，其中１只经耳缘静脉注射生理盐水（对
照），另３只分别给予０．５、１、２倍致死剂量盐酸吗啡经耳缘静脉注射。分别在２４℃、２８℃、３２℃恒温条件下用新鲜猪肝诱导成

蝇产幼虫并移至家兔肌肉组织上饲养。每隔１２ｈ留取幼虫标本一次直至达到离食期。将幼虫烫死并保存。体视显微镜下分

离出幼虫的头节，然后将头咽骨进行对称分离，光学显微镜下观察、拍照。利用计算机图像分析系统对头咽骨的口钩及咽骨面

积、骨化面积和平均光密度等指标进行测定。结果　（１）随着盐酸吗啡浓度和温度的增高，肥须亚麻蝇幼虫的生长速度均在
一定程度上加快。（２）随着时间的延长，幼虫头咽骨的颜色从浅棕黄色逐渐加深直至变为黑褐色，同时，骨化程度逐渐加强，骨

化面积不断加大，并在三龄期出现点状的附口骨。（３）幼虫口钩和咽骨面积均随时间的延长不断增加，在叠龄期时变化较剧

烈，直至进入三龄期后很快达到最大值，并进入平台期，维持基本恒定。（４）幼虫口钩的骨化面积和平均光密度及咽骨的骨化

面积和平均光密度在３个龄期中均随时间的延长而逐渐增高，直至三龄期结束。口钩和咽骨的骨化面积和平均光密度达到最

大值的时间明显滞后于二者面积达到最大值的时间。结论　肥须亚麻蝇幼虫的口钩骨化面积和平均光密度及咽骨的骨化面
积和平均光密度均随时间的延长呈现持续性增加的趋势，并一直维持到三龄期后，此４项指标是推测ＰＭＩ的理想指标。
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　　法医昆虫毒理学的主要研究内容一是探讨尸源
性昆虫及其幼虫生长历期及生长模式受毒物的影

响，进而辅助推断尸体死后间隔时间（ｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍ
ｉｎｔｅｒｖａｌ，ＰＭＩ）；二是通过检测尸源性昆虫幼虫体内
的药物或毒物的含量，进而确定死者生前的染毒情
况［１２］。

　　石家庄地区夏秋季优势蝇种肥须亚麻蝇（Ｐａ
ｒａｓａｒｃｏｐｈａｇａｃｒａｓｓｉｐａｌｐｉｓ）是较早飞临腐败尸体的蝇
类，对法医昆虫毒理学的研究有重要意义。本研究选
取肥须亚麻蝇幼虫头咽骨作为研究对象，采用形态学
和图像分析相结合的方法，测定口钩和咽骨的面积、
骨化面积、平均光密度，从而明确在不同温度和不同
盐酸吗啡浓度影响下的各项指标与幼虫发育历期的

关系，为法医昆虫毒理学数据库的建立提供依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器　盐酸吗啡注射液（ｍｏｒｐｈｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ），规格为１ｍｌ１０ｍｇ，由河北医科大学
药理学教研室提供。２００２１１型恒温光照培养箱（常
州国华电器有限公司），ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０医学图像分析
系统（北京麦克奥迪仪器仪表有限公司），Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＳＺＸ９体视显微镜、ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ６１显微镜、Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＤＰ７１照相机［奥林巴斯（中国）投资有限公司］。

１．２　成蝇的采集和饲养　在河北医科大学校园内以
大鼠内脏诱捕肥须亚麻蝇后带回实验室饲养，按照《中
国常见蝇类检索表》［３］进行蝇种分类鉴定。将肥须亚麻
蝇置于养蝇笼内，饲以自来水、奶粉、糖（奶粉糖＝
１１）。养蝇笼置于生化培养箱内，温度分别设置为

２４℃、２８℃、３２℃，相 对 湿 度 为 ７５％，光 周 期 为

１２１２ｈ。连续饲养，以第三代成蝇作为母代开始实验。

１．３　实验动物　实验动物为健康成年家兔４只，雌
雄各２只，雌兔未孕，由河北省实验动物中心提供。

４只家兔体质量分别为：２．８０、２．９０、３．１０、３．０５ｋｇ。

１．４　注射剂量　吗啡的最大注射剂量为０．２ｇ／ｋｇ，
根据“人和动物按体表面积折算的等效最大用量”［４］

计算出家兔的致死剂量为５．３３ｍｇ／ｋｇ，根据此剂量分
别设定家兔的注射剂量为０．５倍、１倍、２倍致死剂量。

１．５　供试材料的制备　第１只家兔（体质量２．８０
ｋｇ）经耳缘静脉注射生理盐水２．８ｍｌ，３０ｍｉｎ后重击
其枕部致死，取其肌肉组织保存，标定为 Ｍ０；其余３
只家兔分别经耳缘静脉注射盐酸吗啡７．７ｍｌ（体质
量２．９０ｋｇ）、１６．５ｍｌ（体质量３．１０ｋｇ）、３２．５ｍｌ（体
质量３．０５ｋｇ），３０ｍｉｎ后重击其枕部处死，取其肌肉
组织分别保存，依照给药浓度从小到大依次标定为

Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３。

１．６　肥须亚麻蝇幼虫的饲养　分别在２４℃、２８℃、

３２℃恒温条件下用新鲜猪肝诱导成蝇产幼虫。将时
间上相差不超过３０ｍｉｎ所产幼虫取出，分别移至装
经不同浓度（Ｍ０～Ｍ３）吗啡处理的家兔肌肉的烧杯
中饲养，并标明产幼虫时间以作为肥须亚麻蝇发育
历期的零时。将烧杯分别置于２４℃、２８℃、３２℃恒温
箱内。记录虫卵孵化时间、幼虫离食时间（判断标
准：幼虫不再取食，四处爬动寻找化蛹场所）。

１．７　幼虫标本的留取和制作　自幼虫产出１２ｈ开
始，每１２ｈ留取一次标本，每组每次１０头幼虫。镊
子夹起自然落入８０℃的热水中，烫死后将其取出并
吸干多余水分，放入７０％甘油乙醇溶液保存。至

５０％幼虫化蛹后不再留取标本。化蛹标准：刺激幼
虫没有伸缩或移动反应。

　　取出幼虫标本，吸干表面液体，用大头针在幼虫
腹部一侧扎几个小孔，放入１０％ 的ＫＯＨ溶液中消
化内部组织，２４ｈ后将幼虫从ＫＯＨ溶液中取出，用
镊子轻轻按压幼虫，直至将体内已消化的组织排出。
将幼虫用清水洗净后，在体视显微镜下分离出幼虫
的头节，然后对头咽骨进行对称分离。标本依次用

３０％、５０％、７０％、８０％、９０％、９５％、１００％的乙醇，

１００％乙醇与二甲苯的混合液（１１）逐级脱水，最后
用二甲苯透明，显微镜下整姿后滴加加拿大树胶封
片，置于阴凉处风干。光学显微镜下观察、拍照。

１．８　标本形态特征的提取　利用 ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０
医学图像分析系统对不同日龄幼虫的图像进行处理

和特征提取。首先利用图像分析系统对图像进行预
处理，然后通过在显示器上交互式操作由该系统对
头咽骨的多项指标进行定量测定。为使图像得以精
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确的量化，需选择图像阈值范围，头咽骨面积及平均
光密度阈值设定为０～１７０，头咽骨骨化面积阈值设
定为０～１３０。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计
学分析，用Ｅｘｃｅｌ软件绘图。各组头咽骨的各项形
态学指标均采用珚ｘ±ｓ表示，各组最大值或最小值间
比较应用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。检
验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　肥须亚麻蝇幼虫头咽骨的形态学变化　一龄
幼虫：头咽骨面积较小，呈浅灰黄色，形似“Ｈ”；口钩
颜色稍深于咽骨；口钩呈镰刀状，基部略方，窗明显，
弯曲度较小；咽骨背角远长于腹角；下口骨与侧口骨
融合在一起很难分开，似杆状（图１Ａ１、１Ａ２）。

　　二龄幼虫：头咽骨明显增大，颜色亦显著加深至
棕黄色；口钩钩部明显缩短的同时基部显著加长加
宽；弯曲度和口钩窗较一龄幼虫减小；咽骨腹角仍小
于背角；腹角窗和背角窗明显；下口骨显著，前部呈
三角形，后部略呈长方形；侧口骨顶端较尖细；外形
不规则的耻骨较明显（图１Ｂ１、１Ｂ２、１Ｃ１、１Ｃ２）。

　　三龄幼虫：头咽骨颜色继续加深，呈黑褐色，几丁
质化范围逐渐加大，在此期达到最大；头咽骨面积和
长度增加，在此期达到最大值；口钩弯曲度继续减小，
基部继续加宽使之略呈方形；口钩窗逐渐减小直至消
失；咽骨的背角仍显著长于腹角；开始有隆突出现在
腹角背缘；腹角窗仍非常显著；下口骨前部呈三角形，
后部略呈长方形，其长约为口钩长度的１／３；侧口骨加
粗加长；耻骨达到最大，形状仍不规则；点状的附口骨
在此期出现；咽膜宽（图１Ｄ１、１Ｄ２、１Ｅ１、１Ｅ２）。

图１　肥须亚麻蝇幼虫头咽骨的形态学变化

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｐｈａｌｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｓｋｅｌｅｔｏｎｏｆｔｈｅｌａｒｖａｏｆＰａｒａｓａｒｃｏｐｈａｇａｃｒａｓｓｉｐａｌｐｉｓ
Ａ：ＣｅｐｈａｌｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｓｋｅｌｅｔｏｎｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔｉｎｓｔａｒｌａｒｖａｉｎＭ２（Ａ１）ａｎｄＭ３（Ａ２）ａｔ２４℃；Ｂ：ＭｏｕｔｈｈｏｏｋｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄｉｎｓｔａｒｌａｒｖａｉｎＭ０（Ｂ１）

ａｎｄＭ１（Ｂ２）ａｔ２４℃；Ｃ：ＰｈａｒｙｎｇｅａｌｓｃｌｅｒｉｔｅｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄｉｎｓｔａｒｌａｒｖａｉｎＭ０（Ｃ１）ａｎｄＭ１（Ｃ２）ａｔ２４℃；Ｄ：Ｍｏｕｔｈｈｏｏｋｏｆｔｈｅｔｈｉｒｄｉｎｓｔａｒｌａｒｖａ

ｉｎＭ２（Ｄ１）ａｎｄＭ３（Ｄ２）ａｔ２４℃；Ｅ：ＰｈａｒｙｎｇｅａｌｓｃｌｅｒｉｔｅｏｆｔｈｅｔｈｉｒｄｉｎｓｔａｒｌａｒｖａｉｎＭ０（Ｅ１）ａｎｄＭ１（Ｅ２）ａｔ２４℃．Ｍ０：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ１：

０．５ｆｏｌｄｏｆｌｅｔｈａｌｄｏｓｅ；Ｍ２：１．０ｆｏｌｄｏｆｌｅｔｈａｌｄｏｓｅ；Ｍ３：２．０ｆｏｌｄｓｏｆｌｅｔｈａｌｄｏｓｅ

２．２　肥须亚麻蝇幼虫口钩的形态指征变化

２．２．１　口钩面积的变化　在室内恒温（２４℃、２８℃、

３２℃）条件下，各供试组幼虫口钩面积呈阶段性增加，
表现为在龄期内增加速度较平缓，在龄期更替时（叠
龄期）显著加快，曲线变陡直。当面积达到最大值后，
维持恒定，且各供试组最大值间差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。幼虫产出１２ｈ时各组口钩面积均为最
小，且最小值间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２Ａ）。

２．２．２　口钩骨化面积的变化　在室内恒温（２４℃、

２８℃、３２℃）条件下，各供试组幼虫口钩骨化面积均
随时间的延长而增加，直至三龄期结束。各供试组
的口钩骨化面积在幼虫产出后１２ｈ时最小，且最小
值间的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），各组最大值
间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图２Ｂ）。

２．２．３　口钩平均光密度的变化　在室内恒温（２４℃、

２８℃、３２℃）条件下，各供试组幼虫口钩平均光密度逐
渐增加，直至三龄期末。各组幼虫口钩平均光密度在
产出后１２ｈ时最小，且最小值间的差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），各组最大值间的差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５，图２Ｃ）。平均光密度增长至最大值的时间和骨
化面积达到最大值的时间基本一致。

２．３　肥须亚麻蝇幼虫咽骨的形态指征变化

２．３．１　咽骨面积变化　在室内恒温（２４℃、２８℃、

３２℃）条件下，各组幼虫咽骨面积均平缓增加，在叠
龄期增长速度显著加快，幼虫进入快速生长期。当
咽骨面积达到最大值后，基本维持恒定。幼虫产出

１２ｈ时咽骨面积最小，且各组最小值间差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），而最大值间差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５，图３Ａ）。

２．３．２　咽骨骨化面积的变化　骨化面积在一龄初
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期较小，随着时间的延长而不断加大，直至三龄期
末。幼虫产出１２ｈ时咽骨骨化面积均为最小。各
组最小值间的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），各
组最大值间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图３Ｂ）

２．３．３　咽骨平均光密度的变化　在室内恒温
（２４℃、２８℃、３２℃）条件下，所有供试组幼虫咽骨平

均光密度的变化规律和咽骨骨化面积的变化规律一

致。在各供试组内，平均光密度均随时间的延长而
逐渐增大，直至三龄期结束。各供试组在幼虫产出
的１２ｈ时，咽骨平均光密度均最小，各供试组的最
小值间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），各组最大值
间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图３Ｃ）。

图２　肥须亚麻蝇幼虫口钩面积（Ａ）、骨化面积（Ｂ）和平均光密度（Ｃ）的变化

Ｆｉｇ２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｏｕｔｈｈｏｏｋａｒｅａ（Ａ），ｓｃｌｅｒｏｔｉｚｅｄａｒｅａ（Ｂ）ａｎｄａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ（Ｃ）ｏｆＰａｒａｓａｒｃｏｐｈａｇａｃｒａｓｓｉｐａｌｐｉｓｌａｒｖａ
图３　肥须亚麻蝇幼虫咽骨面积（Ａ）、骨化面积（Ｂ）和平均光密度（Ｃ）的变化

Ｆｉｇ３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｈａｒｙｎｇｅａｌｓｃｌｅｒｉｔｅａｒｅａ（Ａ），ｓｃｌｅｒｏｔｉｚｅｄａｒｅａ（Ｂ），ａｎｄａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ（Ｃ）

ｏｆＰａｒａｓａｒｃｏｐｈａｇａｃｒａｓｓｉｐａｌｐｉｓｌａｒｖａ
Ｍ０：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ１：０．５ｆｏｌｄｏｆｌｅｔｈａｌｄｏｓｅ；Ｍ２：１．０ｆｏｌｄｏｆｌｅｔｈａｌｄｏｓｅ；Ｍ３：２．０ｆｏｌｄｓｏｆｌｅｔｈａｌｄｏｓｅ．Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｖａｌｕｅｓｂｅｔｗｅｅｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｎｏｔｉｎｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｖａｌｕｅｓ
（Ｐ＞０．０５）．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　近年来，因吸毒引发的各种恶性案件逐年增
多［５］，这对我!法医昆虫毒理学工作者提出了新的挑
战。传统的推测指标如蝇蛆的体长、体质量和历期法
对于推断ＰＭＩ都有一定的局限性［６１２］，因此，我们迫

切需要寻找更为稳定和准确的指标推断ＰＭＩ。本实
验选用较早出现于腐败尸体的石家庄地区夏、秋季优
势蝇种肥须亚麻蝇幼虫头咽骨的形态学作为研究对

象，是由于头咽骨的形态学变化稳定性好，并且可以
反映幼虫的生长变化，通过研究温度和盐酸吗啡对肥
须亚麻蝇幼虫生长发育的影响，寻找更为准确的判断
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ＰＭＩ的指标。

　　在幼虫的分类鉴定上具有决定性意义的头咽骨
是由成对的口钩、下口骨、咽骨和若干小骨组成，小
骨主要有附口骨、耻骨和侧口骨。其中，下口骨、侧
口骨和咽骨结合紧密，难于分割，故将其整合在一起
进行测量。而耻骨和附口骨面积极小，对研究结果
影响甚微，且在实际解剖中又极易丢失，故在实际操
作中仅对其进行形态观察而不进行实际测量。

　　本实验结果显示，在所有供试组中，幼虫产出１２
ｈ时的口钩面积均为最小，且各组最小值间的差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。各供试组中温度和盐酸吗啡
均在一定程度上影响了幼虫的生长速度，在温度恒定
时，随着盐酸吗啡浓度的增高，幼虫口钩面积的增加
速度在一定程度上加快，如２４℃时，Ｍ０组达到最大值
的时间为４８ｈ，而 Ｍ１组达到最大值的时间提前了１２
ｈ。同时，在盐酸吗啡浓度恒定时，随着温度的增高，
口钩面积增加速度加快，如３２℃Ｍ０组达到最大值的
时间较２４℃Ｍ０组达到最大值的时间提前了１２ｈ。各
供试组口钩面积在进入三龄期后，即刻达到最大值并
基本维持不变。口钩骨化面积与平均光密度的变化
趋势基本相似。在各供试组，两者达到最大值的时间
基本一致，如在２４℃恒温条件下，Ｍ０、Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３各组
口钩骨化面积和平均光密度达到最大值的时间均为

９６、８４、７２和７２ｈ。在温度恒定时，随着盐酸吗啡浓度
的增高，幼虫口钩骨化面积和平均光密度的增加速度
在一定程度上加快，如２４℃恒温条件下，Ｍ１组骨化面
积和平均光密度达到最大值时间较 Ｍ０组提前１２ｈ。
同时，在盐酸吗啡浓度恒定时，温度也在一定程度上
影响了口钩骨化面积和平均光密度的增加，如３２℃
Ｍ０组口钩骨化面积和光密度达到最大值的时间较

２４℃Ｍ０组达到最大值的时间提前了１２ｈ。此外，我们
还发现口钩骨化面积和光密度的变化趋势与口钩面

积的变化趋势存在一定的差异，即口钩骨化面积和光
密度达到最大值的时间要比口钩面积达到最大值的

时间明显滞后，如２４℃ Ｍ１组口钩面积在３６ｈ时达到
最大值并进入平台期，而口钩骨化面积却始终在增
长，由１２ｈ的（０．００５６±０．０００７）ｍｍ２增加到１２０ｈ
的（０．０３５４±０．００２３）ｍｍ２，由此可见在三龄期内口
钩面积没有增长的同时，其骨化面积和平均光密度却
在逐渐增长，直至最大值。口钩骨化面积的最大值最
终近似于其最大面积，如２４℃ Ｍ１组口钩面积最大值
为（０．０３５９±０．００３７）ｍｍ２，口钩最大骨化面积为
（０．０３５４±０．００２３）ｍｍ２。１２个供试组的口钩面积、
骨化面积和平均光密度的最大值间差异均无统计学

意义，说明温度和盐酸吗啡均未影响口钩面积、骨化
面积和平均光密度的最大值。

　　咽骨面积的变化趋势和口钩面积的变化趋势基
本一致。咽骨骨化面积和平均光密度的变化趋势相
似，两者进入三龄期后，数值仍不断增加，故二者达
到最大值的时间明显滞后于咽骨面积达到最大值的

时间。咽骨的骨化面积及平均光密度的最大值间的
差异无统计学意义。另外，通过本实验结果可以看
出，温度和盐酸吗啡浓度对咽骨的影响类似于两者
对口钩的影响。由此我们可以得出：（１）温度和盐酸
吗啡在一定程度上改变了肥须亚麻蝇幼虫头咽骨的

生长发育的速度，但未改变其最终发育结果，说明肥
须亚麻蝇头咽骨的稳定性良好，可以为ＰＭＩ的推断
提供可靠的依据。（２）幼虫在进入三龄期后，头咽骨
的面积很快达到最大值并维持不变，显然，头咽骨面
积并非是推测ＰＭＩ的理想指标。而相比之下，头咽
骨的骨化面积和平均光密度在幼虫的整个生长过程

中却在持续、稳定地增长，故头咽骨的骨化面积和平
均光密度更适用于准确地推断ＰＭＩ。
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