固醇：昆虫必须的营养物质
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摘  要    固醇不但是昆虫细胞膜的重要组成部分，还是昆虫蜕皮激素的前体。尽管胆固醇是昆虫体内最常见的固醇，但不同昆虫的固醇组成有着显著差异，而且其组成随食物中固醇组成的变化而变化；即使同一种昆虫，其体内不同组织间也呈动态不均匀分布。为了从食物中获得固醇，昆虫有一套完整的运输体系，可以将固醇经过消化道运输到细胞内。在此过程中，携脂蛋白和固醇运输蛋白起着重要的作用。为此国际上非常重视以固醇和昆虫为中心的各级生物的营养联系研究。本文综述了国际上的最新研究进展，系统地总结了固醇物质在昆虫体内的分布及代谢利用、固醇物质在昆虫体内的运输研究研究成果，提出了固醇类似物的开发、细胞内固醇运输载体抑制剂研制和基于改变固醇的抗虫植物培育等手段，以发展害虫防治新技术。
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Sterols: essential nutrients for insects
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Abstract   Unlike mammals, insects cannot synthesize sterols de novo because of the lack of key enzymes. Insects have to acquire these nutrients because sterols are the key components in cell membrane and, more importantly, they are the precursors of steroid hormone-ecdysone.  Cholesterol is the most common sterol found in most insects.  Sterols composition differs between different insect species and it changes along with dietary sterols.  Sterols can go through the gut into different tissue with the assistance of lipoprotein and then distribute into cell membrane and other membrane structure with the assistance of sterol carrier proteins (SCP).  The interaction between different organisms based on sterols is a quite interesting topic which is important for the application of sterols research in pest control. Comparing with the history of Entomology, insect sterol research is a new area but the new finding in this area will be important for not only pest control but also cholesterol-related human healthy issues.    
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固醇是四元环类脂的总称，是昆虫等各种真核细胞生物必不可少的营养元素。在动物体内最常见的是胆固醇，在植物体内则以谷甾醇和豆甾醇为主（图1）。与其他生物不同的是，昆虫等节肢动物不能合成固醇，而只能从食物中获得该营养 Gilbert and McKellar，1970


（ ADDIN EN.CITE ；Behmer and Nes，2003）
。Hobson（1935）最早通过对丝光绿蝇Lucilia sericata （Mg.）的研究，首先证实胆固醇是昆虫必不可少的营养物质 。后来，Clark等研究发现，鞘翅目昆虫（Dermestes vulpinus）不能自己合成固醇；它们必须从食物中获得植物源
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固醇，并将其转化成胆固醇Clark and Bloch，1959b


（ ADDIN EN.CITE ；Houk et al.，1976）
。这种独特的营养模式在其它昆虫中也相继被证实Dadd，1960


（ ADDIN EN.CITE ；Clayton and Bloch，1963；Clayton，1964；Kaplanis et al.，1965；Hora et al.，1966；Monroe et al.，1967；Cooke and Sange，1970）
。
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图1    昆虫固醇研究中常见固醇的立体结构图
Fig.1    The structure of cholesterol and 5 common sterols/steroids in insect-sterol studies
A. 胆固醇cholesterol；B. 谷甾醇sitosterol；C. 豆甾醇stigmasterol；D. 链甾醇desmosterol；E. 胆甾烷醇cholestanol；F. 胆甾烷酮cholestanone。
固醇在昆虫体内主要有两大作用：1）固醇物质是昆虫以及其它真核生物体内细胞膜的重要组成部分，固醇约占细胞膜脂质部分的30%左右。通过调节碳链与磷脂亲水部分的关系，固醇可以影响细胞膜的流动性和渗透性 Ohvo-Rekila et al.，2002


（ ADDIN EN.CITE ；van Uitert et al.，2010）
。通过维持一定的渗透性从而不让离子通过，细胞可稳定细胞膜的电势差，这在神经系统等器官有着极其重要的作用 Haines，2001（）
。固醇还起到调节细胞膜内功能蛋白（如细胞膜通道蛋白、细胞膜受体和酶等）的作用 Simons and Vaz，2004（）
。 2）胆固醇是昆虫蜕皮激素的前体。虽然昆虫只需要微量的蜕皮激素，但这是胆固醇一个非常重要的用途。此外，在昆虫的外表皮（exuviae）中也发现了固醇，但其用途可能不象前两者这么重要 Gilby and McKellar，1970（）
 。
尽管和哺乳动物一样，多数昆虫体内固醇组成以胆固醇为主，然而与哺乳动物不同的是，昆虫体内的固醇组成可以随食物中的固醇的变化而变化Jing et al.，2012b（）
，并且在不同发育阶段，其体内的固醇组成也不同 Carvalho et al.，2012（）
。根据昆虫使用固醇的特点，昆虫学家们将昆虫体内的固醇分为必需固醇和通用固醇两个部分。其中，必需固醇指某些固醇，其用途在昆虫体内是不可替代的，如胆固醇；而某些用途可由两个或两个以上的固醇混合完成，这类固醇叫做通用固醇。通常，通用固醇的立体结构与胆固醇的类似 Lasser et al.，1966（）
。在此基础上，当不能获得足够胆固醇时，昆虫可以将有限的胆固醇转化成蜕皮激素；而将其他的固醇用于细胞膜，这个现象被命名为“固醇通用机制”Clark and Bloch，1959a


（ ADDIN EN.CITE ； Clayton，1964； Kircher and Gray，1978；Thompson，1981）
。最新研究发现，昆虫极度缺乏固醇时，神经鞘脂类可在一定程度上行使固醇的功能 Carvalho et al.，2010（）
。尽管从发现昆虫固醇物质到现在只有70多年的时间，但有关该领域的最新研究结果不断出现。本文结合国际上的最新研究进展，系统地总结了固醇物质在昆虫体内的分布及代谢利用 、固醇物质在昆虫体内的运输研究研究成果，提出了固醇类似物的开发、细胞内固醇运输载体抑制剂研制和基于改变固醇的抗虫植物培育等手段，以发展害虫防治新技术。
1 固醇物质在昆虫体内的分布及代谢利用 

胆固醇是昆虫体内最常见的固醇 Behmer and Nes，2003（）
。研究发现，固醇在昆虫体内呈动态不均匀分布，以神经系统、消化系统和唾液腺含有较多的胆固醇，且雌性生殖器官的胆固醇含量要高于雄性的 Lasser et al.，1966


（ ADDIN EN.CITE ；Mondy et al.，2006）
。尽管新的研究表明脂肪体内固醇的总体含量要低于其它多种组织，如原生质细胞膜、肠道系统、神经系统等 Carvalho et al.，2012（）
，但脂肪体被认为是储存固醇的器官。
通常，植食性昆虫的食物中仅含有少量的胆固醇。有关植食性昆虫将植物源固醇转化成胆固醇的代谢途径目前已基本清楚 Ikekawa et al.，1993


（ ADDIN EN.CITE ；Svoboda and Weirich，1995）
。研究表明，植物体内的固醇，如谷甾醇、豆甾醇、菜油甾醇，先由去氢酶转化成岩藻甾醇，再由环氧酶和epoxide lyase进一步催化成链甾醇，最后，由还原酶将其转化成胆固醇 Robbins et al.，1971


（ ADDIN EN.CITE ；Svoboda et al.，1978

 HYPERLINK \l "_ENREF_62" \o "Svoboda, 1988 #662" ，1988；Feldlaufer and Svoboda，1988；；Ikekawa et al.，1993）
。最近，Jing等（2012b）
通过基因微阵列技术，进一步分析了谷食夜蛾Helicoverpa zea体内可能参与此代谢途径的基因，发现：与此同时，Ciufo等2011（）
将可能参与最后一步的还原酶基因测序，并在细胞学实验中证明，该基因所表达的蛋白能将链甾醇（图1）转化为胆固醇。
昆虫对食物中不同固醇的吸收利用效率不同。如黑尾果蝇Drosophila melanogaster对酵母甾醇的吸收效率最高，其次是麦角甾醇，而其对异胆甾醇则完全不吸收Carvalho et al.，2012（）
。除了吸收效率外，昆虫对不同固醇的转化效率也不同。鳞翅目昆虫可以将食物中的多种胆固醇C-24烷基衍生物（如，谷甾醇、豆甾醇、菜油固醇等）通过去烷基化而转化为胆固醇 Svoboda and Weirich，1995（）
。然而，Ritter和Nes1981b（）
发现，谷实夜蛾利用谷甾醇的效率要低于豆甾醇，而两者的主要区别是22位的烷基基团（图1）。而且，无论是何种固醇，只有其在食物中达到一定浓度，昆虫才能吸收利用。Ritter和Nes1981a（）
发现食物中胆固醇含量至少要达到0.01%（重量体积比），谷实夜蛾才能完成生长发育。与鳞翅目昆虫不同的是，直翅目昆虫却只能转化谷甾醇 Behmer et al.，1999


（ ADDIN EN.CITE ；Behmer and Elias，1999a，1999b，2000）
,这可能与直翅目昆虫极强的活动能力和范围有关。当某种植物中的谷甾醇缺乏时，它们可以取食谷甾醇含量高的植物而不必改变体内固醇代谢途径。尽管多数昆虫需要将食物中的固醇转化为胆固醇，但有的昆虫，如赤材小蠹Xyleborus ferruguineus和某些蚂蚁（Atta colombica tonsipes，Acromyrmex octospinosus ，Atta cephalotes isthmicola），也可以直接使用其它固醇 Martin et al.，1969


（ ADDIN EN.CITE ；Kok et al.，1970；Peregrin et al.，1973；Ritter et al.，1982）
，而这正是昆虫进化多样性的一个体现。此外，昆虫还可以将多余的固醇以固醇硫化物的形势排出体外 Hutchins and Kaplanis，1969


（ ADDIN EN.CITE ；Robbins et al.，1971）
。
2 固醇物质在昆虫体内的运输
2.1固醇物质的胞外运输
由于昆虫等节肢动物不能像其它动物那样由细胞的高尔基体合成胆固醇，所以外源固醇在体内的运输显得尤为重要。多数昆虫，中肠是吸收固醇营养的部位，其中Niemann-Pick C1-like  1 （NPC1）蛋白在吸收过程中起着重要的作用 Voght et al.，2007（）
。果蝇npc1b缺失突变体因不能从食物中获得固醇而影响其发育。在昆虫体内，负责固醇细胞外运输的载体为蛋白与脂肪的混合体，即脂蛋白（lipoprotein）Chino et al.，1967，1969


（  ADDIN EN.CITE ；Chino et al.；Chino and Gilbert，1971）
；作为脂蛋白中的一大类，携脂蛋白是昆虫血液中重要的固醇载体 Chino et al.，1981


（ ADDIN EN.CITE ；Jouni et al.，2002）
 。同样，携脂蛋白也是由脂肪和蛋白组成，其中，脂肪占39%~48%（重量比）。脂肪部分由33%~56%的甘油二酯、19%~36%的磷酸酯以及5%~6%的胆固醇组成，而蛋白部分则由两个分子量约为250 ku和80 ku的脱辅基蛋白组成Shapiro et al.，1984（）
。这些脂蛋白根据脂肪部分的密度分为三类：低密度脂蛋白，高密度脂蛋白和超高密度脂蛋白Thomas and Gilbert，1968


（ ADDIN EN.CITE ，1969）
；这三类不同密度的脂蛋白是可以互相转换的。脂蛋白对于不同固醇的运输效率不同，果蝇体内酵母甾醇的效率要高于麦角甾醇Carvalho et al.，2012（）
。
2.2固醇物质的胞内运输
以蚊子和果蝇为主要对象研究了昆虫细胞内胆固醇的运输，发现在埃及伊蚊Aedes aegypti体内，一类小分子蛋白—固醇运输蛋白（sterol carrier protein-2 ，SCP-2），负责细胞内的固醇运输Gallegos et al.，2001


（ ADDIN EN.CITE ；Krebs and Lan，2003）
。固醇运输蛋白主要存在于细胞质内，在线粒体和细胞核中也有少量的发现。除了在埃及伊蚊体内，最近在烟草天蛾Manduca sexta和斜纹贪夜蛾Spodoptera litura中肠内也发现了固醇运输蛋白Guo et al.，2009（；Kim and Lan，2010）
， 这说明该蛋白可能广泛地存在于各种昆虫体内。尽管在真核生物不同物种之间，这类蛋白的序列有着较高的相似性Radek et al.，2010（）
，但其调控却受不同的因子影响。在哺乳动物体内，该类蛋白受促肾上腺激素和促性腺激素的调控，SF-1和cAMP能够促进该蛋白的表达Lopez et al.，2007（）
。而在埃及伊蚊体内，SF-1的同源体βFTZ-F1不能影响该蛋白的表达，而调控其表达的是HR-3——一种蜕皮激素诱导因子Krebs and Lan，2003


（ ADDIN EN.CITE ；Vyazunova and Lan，2010）
。
此外，羟固醇结合蛋白（oxysterol-binding protein，OSBP and OSBP-related proteins，ORPs）也可以与固醇结合，可能具有胞内运输及代谢功能。在黑尾果蝇体内，共发现4个羟固醇结合蛋白基因：DmOSBP,CG1513,CG5077和CG3860；在埃及伊蚊体内也发现了4个羟固醇结合蛋白: AeOSBP，AeORP1,AeORP8 和AeORP9 Fu et al.，2011（）
，其中，AeOSBP和AeORP8分别有两个异形体。羟固醇结合蛋白基因缺失变异会导致雄性果蝇不育，其原因可能是由于精子形成过程中不能得到胆固醇Ma et al.，2010（）
。
3 以固醇为核心的营养联系
许多昆虫，如赤材小蠹Xyleborus ferruguineus、切叶蚁以及白蚁都依靠共生菌为其提供固醇Chu et al.，1970


（ ADDIN EN.CITE ；Mondy and Corio-Costet，2000）
。葡萄小卷叶蛾Lobesia botrana与灰葡萄孢菌（Botrytis cinerea）有着共生关系。葡萄小卷叶蛾可以协助病原菌的传播，而病原Coste菌则是该虫的一种重要食物来源，并为昆虫提供其所必须固醇Mondy and Corio-Costet，2000（）
。
寄生性天敌昆虫同样也必须依靠外援胆固醇来得以生存。许多寄生性昆虫的宿主是植食性昆虫。那么，当宿主的固醇组成因食物中的固醇组成发生变化而变化时，寄生性昆虫会做怎样的反应呢？Mondy等2006（）
研究发现寄生蜂Eupelmus vuilleti的产卵量和卵孵化率受其宿主四纹豆象Callosobruchus maculatus体内的固醇含量的影响。宿主体内胆固醇含量的降低会直接导致寄生蜂卵孵化率的降低。由于宿主体内固醇组成比较稳定，因此，一般认为天敌对其食物（宿主）的固醇变化要比宿主对其食物（植物）的固醇变化敏感。
4 展望
昆虫学家对于昆虫固醇物质的研究最感兴趣的是其在害虫防治中的应用。蜕皮激素是昆虫必不可少的，而固醇又是其前体，因此，固醇类似物的开发、细胞内固醇运输载体抑制剂研制和基于改变固醇的抗虫植物培育等手段，从而限制昆虫获得固醇或者抑制固醇的转化，可能会成为未来重要的害虫防治途径。
4.1 固醇类似物的开发应用
许多固醇不能被昆虫转化利用，而这类固醇的存在会影响昆虫对其它可利用固醇的吸收，但这种影响随固醇和昆虫的种类而变化。胆固醇衍生物，如-氯-胆固醇（cholesteryl chloride），巯基胆固醇及酯类化合物（thiocholesteryl acetate）,胆固醇甲醇盐（cholesteryl methoxide），能影响德国蜚蠊Blattella germanica对胆固醇的吸收；这些物质能抑制胆固醇的吸收可能是由于它们能竞争抑制胆固醇酯化酶，而胆固醇的酯化可以帮助胆固醇的吸收 Noland，1954


（ ADDIN EN.CITE ；Clayton et al.，1964）
。Hora等1966（）
研究发现，蜕皮激素的类似物，如2β，3β-二羟基-5α-胆甾烷-6-酮、2β，3β-二羟基-5β-胆甾烷-6-酮和3β-羟基-5α-胆甾烷-6-酮等，对无翅红蝽Pyrrhocoris apterus幼虫的蜕皮有强烈竞争抑制作用。其它类似物，如azasterols，能够抑制植食性昆虫将链甾醇 （植物固醇到胆固醇的中间产物）转化成胆固醇，从而影响昆虫的生长发育 Svoboda and Robbins，1967


（ ADDIN EN.CITE ，1971）
。最近的研究发现胆固醇类似物对昆虫的影响不应该一概而论。例如，cholestanol能降低谷食夜蛾对胆固醇的吸收，这可能与竞争抑制有关。然而，另一种类固醇cholestanone的作用可能不止是竞争抑制，因为当昆虫取食该固醇后，免疫反应基因的表达大幅提高了Jing et al.，2012b（）
。
4.2 细胞内固醇运输载体抑制剂研制
         Kim等2005（）
通过使用胆固醇荧光标记的方法快速筛选了5个固醇运输蛋白（Aescp-2）抑制剂。这些抑制剂的大小与胆固醇类似，均为竞争性抑制剂。这些抑制剂能够显著的降低昆虫细胞（埃及伊蚊细胞和烟草天蛾细胞）对胆固醇的吸收；并且这些抑制剂都对蚊幼虫有较强的毒性。其中抑制剂1和3能够快速地杀死蚊幼虫，而抑制剂2、4和5则作用较慢。其中一个抑制剂（alpha-Mangostin）的环境毒理实验表明，该抑制剂能够作用于固醇运输蛋白，从而有效地抑制幼虫的生长 Larson et al.，2010


（ ADDIN EN.CITE ）
。
4.3 基于改变固醇的抗虫植物培育
既然多数植食性昆虫获得外源固醇的唯一方式是其食物（即植物），且并不是所有固醇都能被吸收利用，因此，改变寄主植物体内的固醇组成将是一个有效地防治手段。如丁苯吗啉（一种杀菌剂）能够改变植物体内的固醇组成。与正常小麦芽不同，丁苯吗啉处理的小麦芽内含有95%的9β,19-cyclopropylsterols。当飞蝗Locusta migratoria取食该小麦芽后，其体内的胆固醇含量大幅降低，而其卵内的蜕皮激素也降低了80%，这导致了卵孵化率大幅降低Costet et al.，1987（）
。这项研究结果为以通过改变植物固醇组成为途径的防治方法提供了重要依据。
转基因的方法也可以改变植物的固醇组成。通过在烟草中表达类固醇氧化酶，使烟草中多数固醇（75%）通过氧化反应而转化成其它特异性固醇或类固醇，导致昆虫取食这些烟草后，其种群增长率显著降低Jing et al.，2012a（）
。Behmer和Grebenok1998（）
使用人工饲料也证明了食物中特异的固醇组成对昆虫种群的影响。尽管这类转基因植物不能像常用的化学防治方法那样有立竿见影的效果，但该方法也有独特的优势，例如，害虫抗性增长慢、对天敌伤害小等等。
综上所述，尽管昆虫固醇的研究已经取得了重要进展。目前已经知道多种重要昆虫代谢食物中的固醇途径、体内固醇的组成分布以及固醇在昆虫体内的运输机制，但究竟有哪些具体的酶参与了植食性昆虫植物固醇的去烷基化的代谢过程，在每一步的代谢过程中是某个特定酶起作用还是不同的酶共同作用，又或是某个酶能参与催化过程的多个反应？对于这些问题的解答将可提供更多的植食性害虫的防治方法。人类许多疾病都与体内胆固醇紊乱有关，因此，动物对固醇的吸收利用研究较多。然而，相较于哺乳动物，昆虫会是更为有效的研究对象，因为昆虫的运输机制与哺乳动物的有许多相似之处，而昆虫不能合成固醇则让相关研究更直接。此外，模式昆虫果蝇还有生命周期短、易培养和易获得突变体等优势。既然昆虫必须获得外源固醇，那么食物中的固醇含量及组成必定影响昆虫的取食行为，因此，以固醇为核心的植物、昆虫和天敌以及其它环境因子的营养关系将是未来研究的一个重点。而且，昆虫只能使用食物中的某些固醇，显然通过转基因技术改变植物的固醇组成或者表达代谢酶系的抑制剂将会发展为一个有效地防治手段；同时，由于哺乳动物能够合成固醇，这类转基因植物对人体由无毒副作用，将可能在保障人类粮食安全中发挥重大作用。可以预计，昆虫固醇方面的研究必将为昆虫学以及整个人类社会发展带来重要的贡献。
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