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昆虫海藻糖代谢及其影响因素的研究进展*
朱江燕**  黄健华  时  敏  陈学新***
（浙江大学昆虫科学研究所，农业部农业昆虫学重点实验室，杭州 310058）

摘  要  海藻糖广泛存在于细菌、真菌、动物和植物中。它不仅作为能量储备物质，在外界环境胁迫或内部代谢紊乱时，也可作为保护因子，保护其生命体度过逆境。昆虫海藻糖合成酶与海藻糖酶分别是海藻糖合成与分解的关键酶，合成的海藻糖在海藻糖转运蛋白的帮助下由胞内进入胞外。胰岛素与脂动激素直接参与昆虫糖代谢，保幼激素与蜕皮激素通过和胰岛素与脂动激素通路偶联, 间接参与调控昆虫海藻糖代谢。海藻糖代谢途径和昆虫生长发育密切相关，昆虫海藻糖代谢信号通路为开发害虫控制的新靶标提供理论依据。
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Advances in research on the trehalose metabolism in insects
ZHU Jiang-Yan**  HUANG Jian-Hua  SHI Min  CHEN Xue-Xin***
(Ministry of Agriculture Key Laboratory of Agricultural Entomology and Institute of 
Insect Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)
Abstract  Trehalose is widely distributed in bacteria, fungi, animals and plants. Other than maintaining energy resources, trehalose also can provide some protection against adverse environmental conditions or metabolic dysfunction. Trehalose 6-phosphate synthase and trehalase are two important enzymes in trehalose bio-synthesis and lysis. Trehalose is transported from cells with the help of the trehalose transporter. Insulin and adipokinetic hormone regulate the carbohydrate metabolism directly, whereas juvenile hormone and ecdysone do so indirectly by coupling with insulin and adipokinetic hormone. Because the trehalose metabolism plays such a key role in insect development, its related signaling pathways could be new targets for pest control in the future. 
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海藻糖（Trehalose），一种非还原型双糖，于1832年在麦角菌中首次报道，随后在细菌、真菌、昆虫和植物中陆续发现（Elbein et al.，2003）。海藻糖不仅可作为能量存储物质，为生物体代谢提供能量，同时也可作为保护因子，帮助生物体顺利度过逆境。例如，作为分子伴侣或抗氧化剂，抵抗干燥、高湿、低温、氧化等环境压力（Benaroudj et al.，2001；Elbein et al.，2003；Crowe et al.，2005）；在植物体内控制花序开花（Satoh-Nagasawa et al.，2006）；在哺乳动物体内促进自噬，清除变异蛋白（Sarkar et al.，2007）；还可减轻由于多聚谷氨酰胺聚积引起的亨廷顿舞蹈症（Tanaka et al.，2004）。

海藻糖是昆虫血淋巴中最重要的糖类物质，占昆虫血淋巴糖类总量的80%-90%，有昆虫的“血糖”之称，海藻糖分子式如图1所示（Elbein 
et al.，2003）。由两个葡萄糖分子通过(, (-1, 1-糖苷键连接而成。理论上, 存在(, (-1, 1-trehalose、(, (-1, 1-trehalose与(, (-1, 1-trehalose 3种不同结构的海藻糖，但目前通过提取与人工合成均只得到(，(-1，1-trehalose（Elbein et al.，2003）。昆虫血淋巴中的海藻糖浓度并不由体内的稳态调控，而是一种应激代谢物，当自身营养状态或外界环境发生剧烈变化时，血淋巴中海藻糖浓度可自由变化以达到适应环境，利于生长的目的。例如：黑腹果蝇Drosophila melanogaster在干旱缺水的环境下，其血淋巴中海藻糖含量会显著升高，在细胞表面形成特殊的保护膜，保护生物大分子结构不被破坏（Thorat et al.，2012）；向南极摇蚊Belgica antarctica体内注射海藻糖也可提高其干旱耐受力（Benoit et al.，2009）；低温处理异小杆线虫Heterorhabditis bacteriophora 3 h后，海藻糖含量较对照组上升5-6倍（Jagdale   et al.，2005）；高温处理意大利蝗Calliptamus italycus至36 ℃时，海藻糖含量逐渐上升抵抗高温逆境（李爽等，2015）；梨小食心虫Grapholitha molesta滞育幼虫体内海藻糖含量极显著高于非滞育幼虫体内海藻糖含量（郭婷婷等，2013）。
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图1  海藻糖的结构（Elbein et al.，2003）
Fig. 1  Structure of trehalose (Elbein et al., 2003)

激素在昆虫糖代谢中具有重要的作用。例如：胰岛素（Insulin）直接参与昆虫糖代谢，是昆虫体内最直接的降糖激素。在黑腹果蝇幼虫中显微注射0.2 pmol Drosophila insulin-like peptide 5（DILP5）20 min后，海藻糖含量即显著下降（Sajid et al.，2011）；向家蚕Bombyx mori幼虫中显微注射Insulin，血淋巴中海藻糖含量下降，脂肪体中糖原含量下降，糖原磷酸化酶活性升高，表明胰岛素促进了昆虫的碳水化合物的消耗（Satake et al.，1997）。脂动激素（Adipokinetic hormone，AKH）主要参与昆虫脂代谢，与糖代谢偶联，通过激活糖原磷酸化酶的活性，降低糖原含量，从而提高血淋巴海藻糖含量，是昆虫体内最直接的升糖激素（Lee and Park，2004），起着与胰岛素相拮抗的作用。重要的是，昆虫中由胰岛素与AKH调控的糖代谢与哺乳动物中由胰岛素和胰高血糖素调控的糖代谢类似，二者协同作用，调控生物体的代谢稳态。保幼激素（Juvenile hormone，JH）主要作用于昆虫的发育和生殖，在幼虫期，保幼激素阻止昆虫化蛹；在成虫期，保幼激素调控雌成虫发育成熟。此外，在信号传导上，JH信号通路与胰岛素信号通路交叉，参与调控昆虫的血糖代谢（Xu et al.，2013）。蜕皮激素（Ecdysone）由前胸腺分泌，主要参与昆虫蜕皮与翅芽的生成，此外，在前胸腺中，蜕皮激素信号与胰岛素信号通路偶联，调控昆虫能量代谢（Yamanaka et al.，2013）。

本文主要综述昆虫海藻糖代谢的途径及其内源激素对海藻糖代谢的调控及影响。

1  昆虫海藻糖的代谢途径

1.1  海藻糖的合成

昆虫海藻糖的合成路径共5种，分别是TPS/TPP途径、TS途径、TreY/TreZ途径、TreP途径、TreT途径（Avonce et al.，2006）。其中，TPS/TPS途径广泛分布于细菌、真菌、古生菌、昆虫和植物中（Elbein et al.，2003），是研究地最为深入的一种途径；TS途径在脂肪杆菌属Pimelobacter sp.中有过报道（Higashiyama，2002）；TreY/TreZ途径在硫化叶菌属Sulfolobus中被发现（Streeter and Bhagwat，1999）；TreP途径在双孢蘑菇Agaricus bisporus中报道过（Wannet et al.，1998）；TreT途径仅在嗜热高温球菌Thermococcus litoralis中有过报道（Qu    et al.，2004）。昆虫海藻糖TPS/TPP途径，具体为尿苷二磷酸葡萄糖（Uridine diphosphate glucose，UDP-glucose）与6-磷酸葡萄糖（Glucose-6- phosphate，G6P）在海藻糖磷酸合成酶（Trehalose 6-phosphate synthase，TPS）的作用下合成6-磷酸海藻糖（Trehalose-6-phosphate，T6P），而后在海藻糖磷酸酶（Trehalose-6-phosphate phosphatase，TPP）的作用下合成海藻糖（Trehalose）（Avonce et al.，2006）。

目前已有黑腹果蝇、家蚕、东亚飞蝗Locusta migratoria、葱蝇Deila antiqua、赤拟谷盗Tribolium castaneum等40多种昆虫TPS基因被克隆出来。TPS是海藻糖合成的关键酶，具有非常保守的TPS domain与TPP domain（唐斌等，2014）。外界环境胁迫或人为干预TPS基因的表达都会带来海藻糖水平的变化。例如，黑腹果蝇体内的实验研究表明：当外界环境缺水干燥时，体内TPS酶活逐渐升高、海藻糖含量逐渐升高；干燥10 h后补充水分，发现TPS酶活逐渐降低，海藻糖含量逐渐下降直至恢复到正常水平（Thorat et al.，2012）。

TPS在脂肪体中高度表达，但不同昆虫中，仍有在其他组织表达的情况。例如，在红褐斑腿蝗Catantops pinguis中，TPS基因主要在脂肪体、精巢与马氏管中表达（Tang et al.，2011），在甜菜夜蛾Spodoptera exigua中，TPS基因主要在脂肪体和卵巢中表达（Tang et al.，2010）。然而，作为海藻糖合成的最后一个基因TPP并非在所有的昆虫中都有表达，例如，在葱蝇中同时克隆获得了DaTPS与DaTPP，但是在甜菜夜蛾、红褐斑腿蝗、东亚飞蝗中均未获得TPP序列。目前的预测是TPS基因在这些物种中可能存在不同的剪接功能，同时执行着TPS与TPP两个基因的功能。

1.2  海藻糖的转运

脂肪体中合成的海藻糖不可以直接穿过细胞膜，需要在海藻糖转运蛋白（Trehalose transporter 1，TRET1）的帮助下进入胞外，随后经血淋巴运往昆虫各组织，为生命活动提供能量（Kikawada et al.，2007；Kanamori et al.，2010）。

目前已在非洲摇蚊Polypedilum vanderplanki、冈比亚按蚊Anopheles gambiae、褐飞虱Nilaparvata lugens等昆虫中克隆出TRET1（Kikawada et al.，2007；Kikuta et al.，2012；Liu et al.，2013）。非洲摇蚊TRET1定位于细胞膜，编码504 aa，预测共有12个跨膜结构域，主要在脂肪体中表达。它转运海藻糖具有双向性，依赖于胞内外的海藻糖浓度差，而不受pH的影响。外界环境干旱或高盐可诱导TRET1的表达，使脂肪体中更多的海藻糖被运至血淋巴，帮助昆虫度过逆境（Kikawada et al.，2007）。TRET1转运海藻糖具有特异性，沉默冈比亚按蚊的TRET1基因后，血淋巴中海藻糖浓度降低，在干旱和高温的环境下存活率降低（Liu et al.，2013）。

1.3  海藻糖的分解

海藻糖酶（Trehalase），一种糖苷酶，是目前已知的唯一分解海藻糖的酶（Avonce et al.，2006），将一分子海藻糖分解为两分子葡萄糖。海藻糖酶呈两种类型：游离型Tre-1和与膜结合型Tre-2。Tre-1无跨膜区，主要分布于昆虫的血淋巴、中肠和卵中（Valaitis and Bowers，1993；Silva et al.，2009），负责分解胞内的海藻糖。Tre-2具有跨膜区，主要分布于飞行肌、卵巢、中肠和神经系统中（Shimada and Yamashita，1979；Strang and Clement，1980；Wegener et al.，2003），负责分解胞外的海藻糖。Gomez等（2013）通过对14种昆虫膜结合性海藻糖酶与26种昆虫游离型海藻糖酶的序列进行系统发育分析，发现在进化关系上游离型海藻糖酶可能起源于膜结合性海藻糖酶。

海藻糖酶作为海藻糖去向的唯一途径，在调控代谢中具有重要作用。例如，外界环境缺水干燥时，黑腹果蝇体内的海藻糖酶酶活下降，海藻糖去向减少，血淋巴中海藻糖浓度升高，作为耐旱保护因子，帮助昆虫清除体内由于干旱产生的活性氧（Rizzo et al.，2010）。此外，在褐飞虱中干扰TRE-1后，海藻糖合成通路上的己糖激酶（Hexokinase）、葡萄糖-6-磷酸异构酶（Glucose-6-phosphate isomerase，G6PI）等表达均显著下调（Zhao et al.，2016）。

2  内源激素对海藻糖代谢的影响

2.1  胰岛素（Insulin）

随着基因组测序及生物信息挖掘技术的发展，2001年首次在黑腹果蝇中获得7个胰岛素基因DILP1-DILP7，其中DILP1-DILP5与哺乳动物的胰岛素有较高的同源性，而DILP6、DILP7则同源性较低（Brogiolo et al.，2001），并随后鉴定出由翅芽分泌第8个胰岛素基因DILP8（Garelli et al.，2012）。此后，胰岛素的功能性验证成为学者们的研究热点。1975-1978年间，学者们相继发现，黑腹果蝇脑中神经分泌细胞（Melian neurosecretory cells，MNC）分泌的激素具有降低海藻糖含量的功能（Normann，1975； Chen and Friedman，1977；Duve，1978），并随后发现这些降糖激素分别是DILP2、DILP3和DILP5，均由位于脑中的神经分泌细胞（Insulin producing cells，IPCs）分泌（Ikeya et al.，2002；Rulifson et al.，2002；Gronke et al.，2010）。采用DILP2 promoter表达细胞致死因子，使黑腹果蝇的IPCs无法正常分泌胰岛素后，此类突变体黑腹果蝇血淋巴中海藻糖与葡萄糖的含量较野生型黑腹果蝇血淋巴中海藻糖与葡萄糖的含量高38%，利用转基因手段使DILP2重新在突变体黑腹果蝇中表达后，血淋巴中海藻糖与葡萄糖含量则下降至正常水平，表明DILP2类似于哺乳动物中的胰岛素，当糖浓度较高时发挥着降糖功能（Broughton et al.，2005）。利用免疫组化手段将黑腹果蝇脂联素受体（Adiponetic receptor，AdipoR）定位于IPCs，敲除黑腹果蝇IPCs中的AdipoR可使得海藻糖、葡萄糖含量升高，表明胰岛素在调控糖代谢中自身也同样受脂联素（Adiponectin）调控（Kwak   et al.，2013），干扰位于IPCs中的五羟色胺受体（5-hydroxy trptamine，5-HT1A）后，DILP2和DILP5的mRNA水平上升，血淋巴中海藻糖与葡萄糖含量也显著上升，表明5-HT1A通过调控胰岛素的表达，参与到昆虫的能量代谢中（Luo   et al.，2014）。

除胰岛素本身外，与胰岛素代谢有关的酶也自然地参与到昆虫的糖代谢中。例如，胰岛素降解酶（Insulin degrading enzyme，IDE），一种当血液中胰岛素有富余时用于清除胰岛素的酶。IDE被认为是二型糖尿病和阿尔兹海默症的病原物，在黑腹果蝇中，敲除IDE后发现，血淋巴中葡萄糖含量无变化，海藻糖含量上升，说明IDE在糖代谢中的保守功能（Tsuda et al.，2010）。

随着黑腹果蝇胰岛素功能研究的深入，其他物种中的胰岛素的功能研究相继成为学者们的研究热点。在饥饿状态下，小菜蛾ILP表达受到抑制，且海藻糖含量显著上升，当用RNAi敲除小菜蛾ILP后，生理学现象与饥饿导致的现象类似，表明小菜蛾的胰岛素基因具有降糖功能（Kumar et al.，2016）。向埃及伊蚊Aedes aegypti体内分别注射1、10、100 pmol的ILP3均可使埃及伊蚊体内海藻糖含量显著下降，糖原含量显著上升（Brown et al.，2008）。在5龄甜菜夜蛾幼虫中，利用RNAi技术敲除甜菜夜蛾ILP 48 h后，血淋巴中海藻糖含量显著上升（Kim and Hong，2015）。

2.2  脂动激素（Adipokinetic hormone，AKH）

AKH由昆虫心侧体分泌，是昆虫脂肪体中能量代谢转运的重要激素（Noyes et al.，1995），将脂肪体中的糖原与三酰甘油转化为海藻糖与甘油二酸酯，用于能量供应。与哺乳动物中胰腺细胞分泌的胰高血糖素相似，昆虫AKH由脂动素分泌细胞（Adipokinetic producing cell，APC）分泌，作用于G蛋白偶联受体（G protein- coupled receptors，GPCR），促进脂类分解，糖酵解和脂肪体中海藻糖的产生（Van der Horst  et al.，2001；Baumbach et al.，2014）。

AKH的体外注射实验证实了它具有升糖功能。例如，向5龄家蚕幼虫体内注射AKH，2 h内可引起血淋巴海藻糖浓度的激增（Oda et al.，2000），AKH引发脂裂解引起胞内钙流增加以及环腺苷酸（Cyclic adenosine monophosphate camp，cAMP）浓度的提高，随后cAMP激活cAMP-依赖蛋白激酶（Protein kinase A，PKA），将脂代谢与糖代谢偶联起来（Arrese et al.，1999）。另一些研究也同样验证了糖代谢-脂代谢偶联，研究表明昆虫脂肪体中合成海藻糖是一种需能反应，通过对美洲大蠊Periplaneta americana和马德拉蜚蠊Leucophaea maderae的研究发现，海藻糖的合成与脂肪酸的氧化偶联（McDougall and Steele，1988），AKH诱发脂肪酸氧化，当AKH分泌不足或脂肪酸氧化被抑制时，海藻糖代谢也同样受到影响。一些研究表明，阻断黑腹果蝇中产生AKH的神经元，使其不能正常分泌AKH，则血淋巴中海藻糖浓度显著下降（Isabel  et al.，2005）。类似的，利用转基因手段产生无AKH的突变体黑腹果蝇，发现突变体黑腹果蝇的代谢速率减慢，血淋巴中海藻糖浓度降低，对饥饿具有更强的耐受力（Sajwan et al.，2015）。

2.3  保幼激素（Juvenile hormone，JH）

保幼激素酸甲基转移酶（Juvenile hormone acid methyltransferase，JHAMT），是参与保幼激素合成的关键酶。Singtripop等（2005）以赤拟谷盗为实验材料，利用RNAi技术使JHAMT表达下调，检测到成虫存活率逐渐降低。此外，糖浓度检测实验表明，干扰JHAMT 4-6 d后，葡萄糖/海藻糖比例显著下降，海藻糖含量有所升高。通过检测海藻糖代谢相关基因的转录水平后发现，海藻糖酶转录水平显著下降，海藻糖转运蛋白TRET转录水平显著下降，海藻糖合成酶TPS转录水平无明显变化，表明海藻糖含量的升高源于海藻糖分解减少。通过探究显著下调的两个基因组织分布后发现，TRET转录下降主要位于脂肪体与消化道，海藻糖酶转录下降主要位于脂肪体，消化道和脑。对JHAMT干扰后的赤拟谷盗，表面重新添加0.5、l、10 mmol·L(1 保幼激素类似物（Juvenile hormone analogs，JHA），在消化道中检测到TRET转录显著上调，在脂肪体和脑中检测到海藻糖酶转录也显著上调。实验表明，由JHAMT干扰带来的高糖现象可由人工补充保幼激素挽回，JH可通过调控海藻糖代谢相关基因的转录来改变赤拟谷盗血糖含量（Xu et al.，2013）。

保幼激素人工添加造成的降糖效应也在其他昆虫中得到验证。竹虎天牛Omphisa fuscidentalis具有长期滞育的习性，每年的9月至次年6月均是其滞育期。以2月为时间点，外部施加JHA，16 d后可检测到血淋巴海藻糖含量下降，且随着JHA浓度的递增（0.01、﹣0.1、﹣1 g），海藻糖含量下降更显著（Singtripop et al.，2005）。

有时，JH对糖代谢的调控需要卵黄蛋白（Vitellogenin，Vg）的参与。Wang等（2012）研究了JH与Vg对蜜蜂能量代谢的协同调控。研究表明，单独干扰Vg或干扰超气门蛋白（Ultraspiracle，USP）均无法改变蜜蜂蜕皮激素滴度，但同时干扰Vg与USP时可显著提高蜕皮激素滴度，同时具有更灵敏的味觉反应与更低的饥饿耐受力；糖浓度检测实验表明，同时干扰Vg与USP时可显著提高海藻糖与葡萄糖浓度，但分别单独干扰Vg或USP均不影响海藻糖与葡萄糖浓度。此外，同时干扰Vg与USP时可显著下调ILP1与依赖环鸟甘酸蛋白激（cGMP-dependent protein kinase，PKG）的转录，这些均有助于的糖浓度的升高。

2.4  蜕皮激素（Ecdysone）

蜕皮激素与糖代谢偶联参与昆虫糖代谢。在竹虎天牛中显微注射2 g蜕皮激素后，两天后可引起血淋巴中海藻糖浓度显著上升（Singtripop et al.，2005）。在绿盲蝽Apolygus lucorum中，注射4 g蜕皮激素至2龄若虫中，发现1 d后海藻糖浓度显著上升，葡萄糖浓度显著下降，且该现象一直持续至第5天。此外，干扰绿盲蝽蜕皮激素受体AlEcR的实验组AlTre-1转录显著上调、蛋白含量显著增加、AlTre-1酶活显著升高，但AlTre-2转录无变化，蛋白含量无明显变化，AlTre-2酶活也无明显变化，表明蜕皮激素/蜕皮激素受体可通过调控Tre-1的转录，翻译及酶活水平进而参与调控昆虫营养代谢（Tan et al.，2015）。

3  海藻糖的研究及应用展望

海藻糖的早期研究，研究者们的关注点着重于昆虫日常活动的“供能角色”，随后，又陆续发现其在环境胁迫中的“抗逆角色”，了解海藻糖的代谢调控具有重要意义。海藻糖酶与海藻糖合成酶是海藻糖代谢的关键酶，但目前对海藻糖在昆虫体内稳态维持的调控机理研究较少。目前研究表明，胰岛素和脂动激素分别是昆虫体内海藻糖降低和升高的重要因子。随着昆虫分子生物学和昆虫遗传操作技术的发展，激素代谢和糖代谢以及激素间的互作对糖代谢的影响等生物学功能将得到深入研究。这些研究结果，一方面可以用来发挥海藻糖的抗逆功能，用于培育高抗逆的天敌昆虫用于生物防治，另一方面可以在激素代谢与糖代谢中寻找害虫防治的新靶标，同时昆虫糖代谢研究还可为Ⅱ型糖尿病提供新的研究思路。
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