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摘要：蜕皮激素、保幼激素及神经激素在调节昆虫生长及生殖方面起到重要的作用。本文从蜕皮激素的合成过程、其活性形式20羟基蜕皮酮的作用模式、蜕皮激素与保幼激素的相互调节机制这三个方面综述了蜕皮激素在昆虫生长及生殖过程中的调控作用。
关键字：蜕皮激素  保幼激素  昆虫生长及生殖
Abstract: Neurohormones, JH and ecdysteroids play an essential role in the regulation of insect development and reproduction. In this paper, we reviewed the function and regulating profile of ecdysteroid in insect growth and reproduction from three aspects, the process of ecdysteroid sysnthesis, the mode of action of 20E, JH and 20E regulatory interplay.
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蜕皮酮(ecdysone)，或称蜕皮激素(molting hormone)，由Karlson在1954年首先报道，在昆虫的幼虫阶段由前胸腺产生，是一种典型的类固醇激素，调节昆虫的蜕皮、变态和生殖等重要生理过程 (Karlson et al., 1996)。进一步的研究发现，除前胸腺外，其它组织也能合成蜕皮激素，且蜕皮激素还具有其他功能。幼虫阶段，前胸腺是蜕皮酮的主要产生部位，但这些腺体经历细胞凋亡，常常在成虫期前就消失，取而代之的是性腺（卵巢/精巢）产生蜕皮酮。因此，在脊椎动物和其他的一些后生动物中，性腺在类固醇生成过程中起到重要的作用。在雌成虫中，蜕皮激素的主要来源是卵巢，可影响生殖和胚胎发育；在老熟幼虫和雄成虫中，精巢可以产生蜕皮激素，但其生物学作用还不清楚(Delbecque et al.,1990)。
昆虫不能从简单的分子前体合成类固醇，必须利用从食物中获取的胆固醇来合成。Halloween基因 (spook, spo; phantom, phm; disembodied, dib; shadow, sad and shade, shd) 编码细胞色素P450酶家族，进一步催化一系列羟基化步骤，从而激活蜕皮激素的活性形式，20-羟基蜕皮酮（20-hydroxyecdysone, 20E）(Marchal et al., 2010)。20E是昆虫中主要的甾类激素，在许多目标组织中由细胞间的20单加氧酶将蜕皮酮加工成活性激素。
近年来国内的许多综述总结了20E的最新研究进展，主要集中在：蜕皮激素的生物合成及其神经肽调控方面(王升等，2012)，蜕皮激素细胞核及细胞质的信号转导途径 (赵小凡等，2010)，20E与其受体复合物转录调控机制的研究进展(李康等，2011)。但蜕皮激素和保幼激素如何调控蜕皮与变态的分子机理，还有许多前沿科学问题，如蜕皮激素和保幼激素对成虫生殖调控的分子机理等方面还没有综述系统地总结。本文在前人综述的基础上，进一步总结了蜕皮激素合成、对生长变态调控的分子机制的最新研究进展，同时重点综述了蜕皮激素与保幼激素协同对昆虫生殖的调节作用。
1. 蜕皮激素的合成过程
蜕皮激素生物合成方面的突破进展是Halloween基因的发现。由Halloween基因编码的蜕皮激素合成酶，其转运水平决定了前胸腺的活性。在未成熟昆虫阶段，前胸腺是蜕皮激素的主要来源，其作用是从前胸腺外围组织到内部，通过依次的羟基化作用，激活20-羟基蜕皮酮 (20E)。P450基因的表达在昆虫生长发育的过程中，是关键的调节因子(Elisabeth et al.,2010)。
至今为止发现的五种P450酶是近些年的研究重点，即Spook (Spo), Phantom (Phm), Disembodied (Dib), Shadow (Sad), Shade (Shd)，后四种酶在果蝇、家蚕、烟草天蛾中研究较深入(Niwa et al., 2004; Rewitz et al., 2006)。鳞翅目昆虫中的P450酶存在相似的保守性。以甜菜夜蛾为例，spo, phm, dib, sad主要在前胸腺表达，shd是催化E向20E转变的关键酶，在末龄幼虫的脂肪体、马氏管中广泛表达，其表达含量的改变决定着20E水平的变化。spo在羽化后第二和第四天的表达持续较高水平，phm和dib表达的最高量在第二天，sad和shd表达的最高量在羽化后第二和第四天。血淋巴中蜕皮酮的含量与Halloween 基因的表达水平相一致，在羽化后第二天出现小高峰，羽化后第四天出现大高峰。小峰是组织和细胞重组的过程，为变态做准备，大峰则说明前胸腺在蛹-成虫的羽化过程中起到重要的作用 (Masatoshi et al., 2009)。 同时，Parvey等人2005年在果蝇中的研究表明，类固醇生成因子SF-1的类似物Βftz-F1(ftz转运因子)能调节环腺中phm和dib的表达(Parvy et al., 2005)，体外激素PTTH可促进家蚕中dib基因的表达(Niwa et al., 2005)。
这些近年来的研究结果表明，Halloween基因由体内内源的激素控制来调节20E的水平，协调基因表达与末龄幼虫发育，在前胸腺(环腺)合成蜕皮酮的过程中，以及幼虫、蛹期脂肪体将蜕皮酮转化为20E的过程中，都起到重要的作用 (Warren et al., 2006)。
2.  20羟基蜕皮酮 (20E) 对生殖过程的调节模式
成虫阶段，由于前胸腺的退化，保幼激素和蜕皮激素在性腺中合成，这两种激素在促进

性腺成熟的同时，其功效转为对生殖的调控。卵巢中产生的蜕皮酮是多功能的：在卵巢发育中起到自分泌和旁分泌的作用 (Buszczak et al.,1999; Montell et al.,2001)；诱导卵母细胞成熟 (Lanot et al.,1998)；组成轭合物的一部分贮存在卵中，在胚胎发育过程中作为蜕皮激素的来源 (Isac et al.,1984)；释放入血淋巴对其他目标组织产生作用[例如在高级双翅目中20E诱导卵黄蛋白原（卵黄蛋白前体）在脂肪体中（相当于脊椎动物的肝脏）的合成] (Huybrechts et al.,1977)。相类似地，蜕皮激素也在昆虫的精巢中产生，且与精子的形成有关(Loeb et al.,2001)。
20E的信号传导机制在双翅目和鳞翅目中被广泛研究。由蜕皮酮受体EcR以及孤核受体
Usp组成的异源二聚核受体复合物，调节20E的生物活性。Usp是脊椎动物中类维生素A的X受体RXR的同源物质 (Swevers et al.,1996)，Usp还能与其他的核转录因子（例如HR38，HR78，Svp）结合形成异源二聚体，调节蜕皮激素的响应 (Baker et al., 2003; Zhu et al., 2003)。在果蝇中，蜕皮激素受体复合物（EcR/Usp）在卵巢分化、成熟以及正常的卵子发生过程中是不可缺少的(Montell et al., 2001; Carney et al., 2000)。20E调节的基因显示出时间依赖的表达模式，分为早期和滞后反应基因，尽管在性成熟过程中这些基因的调节机制没有被全面地理解，但近年来的研究表明，羽化过程中的一些早期和滞后的反应基因同样涉及到20E响应的生殖过程中(Riddiford et al., 2003; Buszczak et al., 2000)。另外，典型的早期蜕皮激素反应基因，E74，E75以及BR-C，不仅在羽化和变态中起到重要的作用，同时在卵泡发育过程中显示出时间依赖的表达模式 (Buszczak et al.,1999)。这些结果说明，EcR/USP通过调节20E的生物活性，从而调节一些早期和滞后反应基因，进而响应成虫羽化后的生殖发育过程。
以下以冈比亚按蚊为例，总结生殖发育过程中20E对早期及滞后的反应基因的调节模式(Pondeville et al., 2008)。在需吸血后产卵的蚊科中，卵黄生成作用的开始需要血液。预卵黄生成期开始于羽化初期并持续3天，此时，保幼激素水平相对高，脂肪体能胜任随后的卵黄生成作用。Βftz-F1的表达是由保幼激素转录后调节的，这个基因产物是一个诱导20羟基蜕皮酮反应的重要因子。因此，直到摄取血液，脂肪体才进入一个抑制时期，USP与HR38 (抑制EcR) 形成异源二聚复合物，调节EcR独立的蜕皮激素信号通路。血液摄取后，20E含量增加，开始卵黄蛋白原阶段，EcR-USP调节的20E反应早期基因（E74和E75）及20E反应延迟应答基因HR3依次转录。除了EcR-USP受体复合物外，早期E74和E75基因产物也作为卵黄蛋白原转录的潜在催化剂。伴随着卵黄蛋白原形成末期，20E水平下降，核受体Svp代替EcR，抑制EcR-USP的信息素反应。HR3的大量表达和低水平的20E，使Βftz-f1表达直线升高，直到下一次吸血前一直保持较高水平(Simonet et al.,2004)。
卵黄蛋白原基因不仅存在USP-EcR复合物的结合区，还存在早期基因产物E74和E75的结合区。在蚊子的脂肪体中，当20E水平高时βFTZ-F1的含量很低，反之亦然。说明βFTZ-F1是一个感受态因子，是组织对接下来开始的蜕皮激素反应的预测。Svp及HR38是EcR-USP复合物的抑制因子(Zhu et al.,2003)。有趣的是，20E的含量一旦下降，卵黄蛋白原的表达就停止，Svp抑制包含Usp的异源二聚体中的EcR(Miura et al.,2002)。
 Usp与HR38组成的异源二聚体可调节EcR独立的蜕皮激素信号通路。蜕皮激素可诱导此途径，这与传统的途径不同，因为没有证据显示信息素直接结合至此受体上并激活USP。昆虫的HR38类似于哺乳动物NGFI-B孤核受体亚家族，他们有相似的结构特点(Baker et al.,2003)。由此可见，由20E 调节的生殖发育过程的信号转导机制涉及很多因子的相互作用，是一个复杂且高度协调的过程。
 与雌成虫相比，调节雄性生殖的激素信号及第反应的生理学被研究很少。已证明的有核受体MHR4和βFTZ-F1存在于烟草夜蛾的精巢中，在精子形成初期(Weller et al.,2001)，另一种核受体HR78也是一种可能的USP的异源二聚体的一部分，在家蚕的精巢中大量表达(Hirai et al.,2002)。
但蜕皮激素和保幼激素如何调控蜕皮与变态的分子机理至今没有阐明，还有许多前沿科学问题等待回答，如变态起始因子及作用机制、蜕皮激素和保幼激素信号转导途径和相互作用、保幼激素受体、组织重建的分子机理等。
3. 蜕皮激素与保幼激素的相互调节机制
昆虫胚胎后期的发育高度依赖于蜕皮激素和保幼激素，并且在昆虫发育过程中这两种激
素相互作用。蜕皮激素启动和调控蜕皮与变态，保幼激素抑制蜕皮激素调节的各种分子活动，控制蜕皮的性质。在幼虫取食期保幼激素存在时，蜕皮激素启动幼虫不同龄期间的蜕皮；在变态期保幼激素滴度降低或消失时，蜕皮激素启动变态蜕皮 (Riddiford et al., 2003)。JH可以调节蜕皮激素的生物合成和分泌，还可以阻止前胸腺的早熟恶化。JH可能间接地通过调节PTTH的释放从而调节蜕皮激素的含量。
对于初期幼虫，JH对蜕皮激素的调节是同向的。甘蓝夜蛾Mamestra brassicae倒数第二龄幼虫切除咽侧体(产生JH的部位)，蜕皮激素的高峰消失，注入JH类似物，蜕皮激素的高峰又出现(Hiruma et al.,1986)。在烟草天蛾M.sexta四龄幼虫中注入JH类似物，不管是体外培养还是体内实验，都可观察到蜕皮激素的合成，切除咽侧体的蜕皮激素的高峰消失可被注入的JH逆转(Lonard et al.,1996)。分子调控机制方面，幼虫期，同时存在的高水平的20E和JH使E75A的RNA在其他早期基因转录（EcR-B,E74A,E75B）前出现。大量积累的E75A一方面加速激活JH诱导的基因，同时抑制其自身表达，最终抑制20E诱导的早期基因BR-C的表达。这些都证明保幼激素与蜕皮激素一同，使各龄幼虫保持幼体形态，并向更高龄幼虫转化(Edward et al.,2005)。
   对于末龄幼虫，JH直接或间接地作用于前胸腺。家蚕（B.mori）的末龄幼虫去除心侧体后，幼虫蜕皮时期缩短，提前蜕皮(Sakurai et al.，1989)。在末龄幼虫初期注入JH或JH类似物可以延迟幼虫---蛹期的转变。经JH处理的腺体仍可以与PTTH反应，但还不确定在这些实验中是否JH 是通过控制PTTH的释放从而间接地影响前胸腺(Sakurai et al.，2005)。在家蚕的早期五龄幼虫中，JH不仅间接地通过PTTH起作用，而且可以对前胸腺产生直接作用，刺激前胸腺对PTTH的脱敏作用(Sakurai et al.，2005)。Mizoguchi等人证实，在早期末龄幼虫中，前胸腺的休止状态同样是由于JH的负反馈调节作用抑制了20E的产生(Takaki et al.，2003)。近期，Yamanaka等人的研究显示，JH对前胸腺中蜕皮激素基因合成起到直接的调节作用。JH抑制了Halloween基因spook的表达，因此在末龄幼虫的早期，前胸腺显示低水平的活性(Yamanaka et al.，2007)。在分子调控机制方面，幼虫发育末期，JH含量下降，E75A启动子对20E敏感性下降。低水平的20E在JH不存在的情况下促进早期基因（BR-C,E74和E75）及滞后基因表达，从而开始幼虫向蛹期变态过程的转变。一旦20E激活BR-C的表达，它的出现不能被JH或E75A代替，导致向蛹期转变。在蛹末期，高水平的20E诱导蛹向成虫的转化，此时JH不存在，BR-C也无活性。在成虫羽化前，大量的JH类似物可导致BR-C再表达，最终反复蛹的发育过程。JH怎样通过20E阻止BR-C的关闭过程还不清楚(Dubrovsky et al.,2005)。
在成虫中，两种激素的相互作用研究较少。Franz Engelmann研究了在马德拉蜚蠊（Leucophaea maderae）成虫中，蜕皮激素和保幼激素对卵黄生成作用的影响。Franz Engelmann证明，蜕皮激素通过两种独立的机制抑制卵黄生成作用，第一，通过抑制心侧体活性从而抑制保幼激素的产生，第二，抑制脂肪体中卵黄蛋白原的合成（Engelmamm et al.,2002）。

在鳞翅目幼虫及蛹中，保幼激素促进前胸腺中蜕皮激素的合成，在成虫阶段，对鳞翅目两种激素的相互作用的研究较少，蜕皮激素抑制保幼激素在脂肪体中合成卵黄蛋白原。

4. 蜕皮激素是一种交配因子
“交配因子”(mating factor)，是指起源于雄虫，在交配过程中传输给雌虫，并使后者的行为由处女雌虫(virgin female)行为(如求偶、交配)向已交配雌虫(mated female)行为[如产卵、失去性接受能力(sexual receptivity)]转变的因子(司胜利,1999)。有研究证明，蜕皮激素在成虫阶段作为一种交配因子可由雄虫转移至雌虫体内，对雌虫的生殖产生一定的影响。在部分昆虫中的研究中表明，交配因子的来源是雄性附腺的精液物质，从其中分离出的信息素抑制肽类、蛋白、激素等，交尾过程中转移至雌蛾体内，进一步作用，引起雌蛾的交尾后行为。至今为止，只在部分种类中报道蜕皮酮在雄性昆虫中产生，主要集中在鳞翅目(Loeb et al.,1982; Jarvis et al.,1993)。在这些种类中，固醇在末龄幼虫以及整个蛹期由精巢毛囊鞘释放，固醇的合成在雄性蚱蜢的部分组织中，以及绿头蝇雄性精巢中也被发现(Koolman et al.,1979; Gillot et al.,1995)。在疟蚊Anopheles gambiae中，未交尾的雄性在刚羽化后的几天内产生20E注入雄性附腺中，至性成熟待交尾时，20E在雄性附腺中的含量达到最高，在交尾过程中，雄性将大量的20E转移至雌性体内，在交尾几小时后20E重新填满雄性附腺。另外，JH也在交尾过程中转运至雌性体内，对雌性卵黄静止期卵泡的发育起作用(Pondeville et al.,2008)。
5. 结论及展望：
随着家蚕、果蝇、疟蚊的基因组全序列的测出，方便人们从基因组水平更充分地研究基
因的功能及调节作用。与蜕皮激素和保幼激素相关基因的具体表达位置、阶段已有许多研究，然而编码基因产物的精确结构及功能，以及转录因子间的相互作用等方面还需要许多深入的研究。尤其是蜕皮激素、保幼激素在雄性成虫中对生殖的影响研究甚少，这些问题都需要我们进一步的解答。
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