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摘要! 近年来随着保幼激素%4U]V</SVH.X;.<V$ =@&核受体!V\H.ZXV<V\.SVX"<\%!V\&被鉴定$=@对

昆虫变态发育调控的分子机制的研究取得了极大的进展# 本文在介绍 !V\的鉴定以及分子伴侣

@YZ21 和核孔蛋白BUZ1)2 对!V\亚细胞定位调控的基础上$重点阐述了 =@I!V\ICXIH&IdX信号通

路在完全变态昆虫幼虫至蛹变态过程中的作用以及=@I!V\ICXIH&IA+1 信号通路在不完全变态昆虫

和完全变态昆虫成虫羽化过程中的作用# 此外$!V\与蜕皮激素%$%IH#-X.7#V6-#Y.<V$ $%A&受体复

合物A6:3R?K的结合'f"/3?:M3Q̂?M分别与 !V\和 A6:3R?K结合形成 =@功能受体和 $%A功能

受体复合物'=@对 $%A下游基因%V^!的诱导以及R?K与=@的结合等分子间的相互作用在=@与

$%A的互作中所产生的影响也将逐一进行论述# 本文还对=@通过膜受体激活KCM和KNM等下游

信号通路而发挥生理功能的研究进展进行了概述#
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?6/V<6V"<- mV\VX/<"X#!V-/6/<V! @V/S.<[4/"<[d"#/>[X/6US\UX"SR</]VXY/\#! L"T/<[! @V/S.<[4/"<[

&(11&+! MH/<"% $EA<]/X.<;V<\"S!.</\.X/<[MV<\VX?\"\/.<! L"T/<[A<]/X.<;V<\"SKX.\V6\/.< >[V<6#!

L"T/<[! @V/S.<[4/"<[&(11&(! MH/<"% 1EM.SSV[V.cQ..- ?6/V<6V! @V/S.<[4/"<[d"#/>[X/6US\UX"S

R</]VXY/\#! L"T/<[! @V/S.<[4/"<[&(11&+! MH/<"#

86&%*+$%$ ?/<6V!V\H.ZXV<V\.SVX"<\"!V\# g"Y/-V<\/c/V- "Y\HV4U]V</SVH.X;.<VXV6VZ\.X! [XV"\

ZX.[XVYYH"Y8VV< ;"-V/< U<-VXY\"<-/<[\HV;.SV6US"X;V6H"</Y;Y.c4U]V</SVH.X;.<V"=@# /< /<YV6\

;V\";.XZH.Y/YÊ< \H/Y"X\/6SV! gVYU;;"X/eV- \HV/-V<\/c/6"\/.< .c!V\"<- \HVXV[US"\/.< .c6H"ZVX.<V

ZX.\V/< @YZ21 "<- BU6SV"XZ.X/< BUZ1)2 .< !V\6VSSUS"XS.6"S/e"\/.<! c.6UY/<[.< \HVX.SVY.c=@I!V\ICXI

H&IdXY/[<"SZ"\Hg"#/< S"X]"SIZUZ"S;V\";.XZH.Y/Y.cH.S.;V\"8.S.UY/<YV6\Y! "<- =@I!V\ICXIH&IA+1

Y/[<"SZ"\Hg"#/< "-US\;V\";.XZH.Y/Y.cHV;/;V\"8.S.UY"<- H.S.;V\"8.S.UY/<YV6\YE!.XV.]VX! \HV

X.SVY.c;"<#;.SV6US"X/<\VX"6\/.<Y/< =@I$%A6X.YY\"S5 gVXV-/Y6UYYV-EfHVYV/<\VX"6\/.<Y/<6SU-V\HV

8/<-/<[8V\gVV< !V\"<- $%IH#-X.7#V6-#Y.<V<U6SV"XXV6VZ\.XA6:3R?K! \HV/<\VX"6\/.< .cf"/3?:M3

Q̂?Mg/\H !V\"<- A6:3R?K\.c.X;=@"<- $%AcU<6\/.<"SXV6VZ\.XYXVYZV6\/]VS#! \HV"6\/]"\/.< .c=@

.< $%AXVYZ.<Y/]V[V<V%V^!! "<- \HV"YY.6/"\/.< 8V\gVV< =@"<- R?KEfHVXVYV"X6H ZX.[XVYY.c\HV

;V6H"</Y;\H"\=@ZS"#Y/\YZH#Y/.S.[/6"ScU<6\/.< \HX.U[H 8/<-/<[\.\HV;V;8X"<VXV6VZ\.X\."6\/]"\V

KCM"<- KNMY/[<"SS/<[g"Y"SY..]VX]/VgV-E

9#2 :'*5&$ =U]V</SVH.X;.<V% XV6VZ\.X% ;V\";.XZH.Y/Y% ;.SV6US"X;V6H"</Y;% ;V;8X"<VXV6VZ\.X%
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99昆虫之所以进化成为世界上种类最多的种群!

主要得益于其多样的生存与变态方式( 昆虫变态是

指昆虫胚后发育过程中从幼虫到成虫所经历的形态

和生理上的剧烈变化!包括幼虫特有组织或器官的

瓦解以及成虫器官的快速重建( 昆虫的变态可分为

不完全变态和完全变态( 不完全变态昆虫的胚后发

育仅经历若虫和成虫两个阶段!而完全变态昆虫的胚

后发育需要经历幼虫至蛹以及蛹至成虫两个蜕变过

程( 研究表明!昆虫变态主要是由保幼激素"4U]V</SV

H.X;.<V! =@#和蜕皮激素"$%IH#-X.7#V6-#Y.<V! $%A#

协同控制( $%A诱导昆虫的蜕皮和变态!=@则阻止

$%A引起的变态!使幼虫蜕皮之后仍然维持幼虫的

状态( 在末龄幼虫"不完全变态昆虫又称为若虫#

阶段!=@滴度显著降低或缺失!导致完全变态昆虫

蜕皮化蛹)不完全变态昆虫羽化成成虫"LU8X.]Y5#!

$%%)% dVX<"X-."<- LU8X.]Y5#! $%&$% dVSSVY"<-

?"<\.Y! $%&*#( $%A对昆虫变态发育调控的分子机

制早已被证明是通过其受体复合物 A6:IR?K与靶

基因启动子区域中的蜕皮激素反应元件"V6-#Y.<V

XVYZ.<YVVSV;V<\! A6:A#结合后!启动一系列的级联

反应从而调控蜕皮或变态相关基因的表达

"LU8X.]Y5#! $%%)#( 相对于 $%A!=@对昆虫变态发

育调控的分子机制的研究直到近几年其受体

!V\H.ZXV<V\.SVX"<\"!V\#被鉴定后才逐渐被阐明(

本文就近年来有关 !V\的鉴定及亚细胞定位调控!

=@调控昆虫变态的分子机制!=@与 $%A的交互作

用以及=@膜受体的最新研究进展作一综述(

;<[D受体Y#%的相关研究

;=;<Y#%的鉴定

!V\属于 8@N@IK>? 转录因子家族成员">YH.5

0#$)E! &++2#!最早是由`/SY.<和Q"8/"<"&+2(#在筛

选出的耐受保幼激素类似物 !V\H.ZXV<V的果蝇突

变体中发现的( 相对正常果蝇!=0#突变体对

!V\H.ZXV<V和 =@

$

的耐受力高达 &%% 倍!并且 =0#

突变体可抑制 !V\H.ZXV<V诱导的果蝇幼虫假瘤

"ZYVU-.\U;.X#的形成以及成虫卵母细胞的发育

"`/SY.< "<- Q"8/"<! &+2(#( 但是 =0#的无义突变

体=0#

$'除了成虫产卵能力下降!胚后发育却基本正

常"`/SY.< "<- >YH.5! &++2% >8-.U 0#$)E! $%&&#!这

与!V\作为=@受体应有的表型是相矛盾的( 进一

步研究发现!果蝇中存在 =0#的一个旁系同源基因

-01("0))S0F.103308 "-"0#!二者编码的蛋白在 8@N@!

K>? >和K>? d结构域内的氨基酸序列一致性分别

为 '2q! (2q和 2(q "!..XV0#$)E! $%%%#( 通过内

含子数目和位置比对及进化分析表明!果蝇 =0#是

进化过程中通过-"0复制产生的( 相对于=0#!果蝇

-"0与其他昆虫中的 =0#同源性更高"d"U;"<< 0#

$)E! $%&%8#( 此外!J6V和 !V\具有部分的功能重

叠性( -"0无义突变果蝇 *"0

$6)U的表型类似于

=0#

$'

!表现为对 !V\H.ZXV<V的耐受!可正常成活及

产卵能力的下降">8-.U 0#$)E! $%&&#!但上述表型

均弱于 =0#

$'的表型( 而超表达 -"0能显著提高

=0#

$' 对 !V\H.ZXV<V的敏感性 " d"U;"<< 0#$)E!

$%&%"#!并且=0#T-"0双突变果蝇=0#

$'

*"0

$6)U可在预

蛹期死亡">8-.U 0#$)E! $%&&#!表型类似于=@缺失

果蝇的表型"N/U 0#$)E! $%%+#!而该致死表型可被

=0#或 *"0转基因果蝇所挽救">8-.U 0#$)E! $%&&#(

以上结果证实 =0#

$'存活是由于 !V\与 J6V存在功

能冗余导致的( 然而二者在视神经叶发育中又具有

不同的功能( 咽侧体遗传摘除果蝇及 =0#

$'果蝇中

均出现成虫视神经叶提早分化现象!但在 *"0

$6)U果

蝇中却未能观察到类似表型":/--/c.X-! $%&$#!表

明=@仅通过!V\调控果蝇预蛹期视神经叶的发育(

家蚕7'(4<F('1+中同样含有 $ 个=0#基因!即

=0#& 和 =0#$ "JU.0#$)E! $%&$% C"#U5"g"0#$)E!

$%&$#( 最近的研究发现!基于 f>NAB技术获得的

家蚕=0#& 突变体在 $ ,1 龄幼虫蜕皮过程中死亡!

并且在 1 龄幼虫表皮特定区域中可见点状的蛹壳特

征%相反!=0#$ 突变体可正常成活!未表现出任何的

异常表型"L"/;.< 0#$)E! $%&)#!说明在家蚕幼虫阶

段!主要是!V\& 介导 =@的变态拮抗功能( 在仅含

有 & 个=0#基因的赤拟谷盗91+4')+2("$3#$&02(中!

分别在 1 龄或 * 龄幼虫期注射 =0#的双链 :B>可

导致幼虫在 ) 龄或 ( 龄时期提前变态 "C.<.Z.]"

"<- =/<-X"! $%%'% K"X\H"Y"X"\H#0#$)E! $%%2#( 同样!

在不完全变态昆虫始红蝽5<11/'"'1+3$.#0123或德国

小蠊7)$##0))$ *01($&+"$中也发生由 =0#:B>/导致

的提前变态现象"C.<.Z.]"0#$)E! $%&&% N.e"<."<-

dVSSVY! $%&&#( 以上这些表现均类似于 =@缺失的

表型(

体外结合实验表明!果蝇 !V\或 J6V以及赤拟

谷盗!V\均与生理水平浓度的=@

$

具有高亲和力!

并且=@的结合位点位于!V\或J6V的 K>? d结构

域"MH"XSVY0#$)E! $%&&% =/<-X"0#$)E! $%&)#( 当=@

不存在时!!V\I!V\或!V\IJ6V形成同源或异源二聚

体!一旦=@结合上!V\!可导致 !V\I!V\或 !V\IJ6V
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二聚体的解离 "J.-SVgY5/0#$)E! $%%(% MH"XSVY0#

$)E! $%&&#!!V\则与 8@N@IK>? 转录因子家族的其

他成员结合形成功能复合体!如 f"/;"<3类固醇激

素受体共激活物"Y\VX./- XV6VZ\.X6."6\/]"\.X! ?:M#3

与
%

Q\eIQ& 结合的类固醇激素受体共激活物"

%

Q\eI

Q& /<\VX"6\/<[Y\VX./- XV6VZ\.X6."6\/]"\.X! Q̂?M#或

M#6S/<"MaM#等( 随后 !V\功能复合体与 =@调控

的靶基因启动子区域的 =@反应元件"=@XVYZ.<YV

VSV;V<\! =@:A# "核心序列为 A8.7$M>MJfJ#结

合!最终调控靶基因"如 A1S/&#的表达"N/0#$)E!

$%&&% bH"<[0#$)E! $%&&% ?H/< 0#$)E! $%&$% @V0#

$)E! $%&*#"图 &#( 最近果蝇遗传学上的证据表明!

!V\3J6V与=@的结合是=@正常发挥其生理作用所

必需的( 在 =0#

$'突变体背景下超表达野生型 =0#

或-"0可显著提高 =0#

$'突变体对 !V\H.ZXV<V的敏

感性!而若超表达=@结合位点突变的=0#或-"0则

不影响 =0#

$'对 !V\H.ZXV<V的耐受性以及突变体的

存活率"=/<-X"0#$)E! $%&)#( 此外!=0#T-"0双突变

果蝇=0#

$'

*"0

$6)U预蛹期死亡表型可被野生型 !V\或

J6V所挽救 ">8-.U 0#$)E! $%&&% =/<-X"0#$)E!

$%&)#!而=@结合位点突变的 !V\或 J6V不具备该

挽救能力"=/<-X"0#$)E! $%&)#( 同时!相对于=@结

合位点突变的 !V\或 J6V!野生型 !V\或 J6V可显

著提高=0#

$'

*"0

$6)U突变体中 =@下游初级反应基因

A1S/& 的表达"=/<-X"0#$)E! $%&)#( 基于以上研究

结果!!V\"或J6V#是 =@的核受体已被学术界广泛

认可(

图 &9!V\入核及功能模式图"改自@V0#$)E! $%&'#

Q/[E&9!.-VSc.X\HV<U6SV"X/;Z.X\"<- cU<6\/.< .c!V\""-"Z\V- cX.;@V0#$)E! $%&'#

;=><Y#%的亚细胞定位调控

作为核受体!!V\的亚细胞定位与其活性密切

相关( 早期果蝇 ?$ 细胞上的研究表明!无论 =@是

否存在! !V\始终处于细胞核中 "!/UX"0#$)E!

$%%)#( ?HV;YHV-/</和 `/SY.< "&++%#研究发现!

=0#突变果蝇之所以对 !V\H.ZXV<V耐受是由于该突

变果蝇脂肪体细胞质内的蛋白质与 =@

$

的结合能

力低于正常果蝇!该蛋白质后续被证明是 !V\
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">YH.5 0#$)E! &++2#( 这一结果表明 !V\在细胞质

与细胞核中均有分布( 对!V\氨基酸序列分析发现

!V\的K>? >和K>? d结构域中均含有一个入核信

号肽"<U6SV"XS.6"S/e"\/.< Y/[<"S! BN?#和一个出核信

号肽"<U6SV"XV7Z.X\Y/[<"S! BA?#!除此之外!在M末

端结构域中还含有一个 BA? "JXV8I!"X5/Vg/6e0#

$)E! $%&&#( !V\蛋白中多个 BN? 和 BA? 暗示 !V\

在细胞内的定位并不是固定的!而是在细胞质与细

胞核中动态穿梭( 利用非洲绿猴肾细胞 MD?I' 进

行研究发现!K>? >结构域中的 BN? 的效果强于其

他BN?和BA?!无论 =@是否存在!!V\主要定位在

细胞核内!即导致非 =@依赖的 !V\入核现象%而位

于K>? d结构域中的BN? 则表现出 =@依赖的 !V\

入核!当K>? >结构域中的BN?缺失时!!V\主要位

于细胞质中!但加入=@可导致!V\从细胞质转移到

细胞核内"JXV8I!"X5/Vg/6e0#$)E! $%&&#( 与细胞上

的研究结果不同!果蝇虫体上的研究表明!!V\的亚

细胞定位受 =@的严格调控( 在 =@滴度较高的游

走早期!!V\主要定位于细胞核中%而在 =@滴度较

低的 1 龄第 $ 天幼虫期!!V\主要分布于细胞质中!

体外添加!V\H.ZXV<V可促进!V\由细胞质转移到细

胞核中"@V0#$)E! $%&*#( 此外!药物处理以及果蝇

遗传实验证明=@促进 !V\细胞核定位依赖于分子

伴侣@YZ21( 在游走早期!加入 @YZ21 抑制剂格尔

德霉素"JVS-"<";#6/<! J>#可阻碍!V\在细胞核内

的定位( 同样在 @3.21 :B>/果蝇或纯合突变果蝇

@3.21

%2**)游走早期脂肪体细胞中!!V\细胞核定位

信号也是显著降低的"@V0#$)E! $%&*#( !V\入核

受阻导致!V\与 =@反应元件的结合能力下降"何

倩毓和张原熙! $%&(#( 最近!我们的研究进一步证

明=@I@YZ21 对 !V\入核的调控依赖于 @YZ21 与核

孔蛋 白 BUZ1)2 B 端 的 肽 重 复 序 列 结 构 域

"\V\X"\X/6.ZVZ\/-VXVZV"\! fK:#的结合( 研究发现!

超表达fK:可抑制@YZ21 与内源性BUZ1)2 的结合

从而阻碍了游走早期 !V\的细胞核定位"@V0#$)E!

$%&'#( 综上所述!与其他核受体类似!!V\的亚细

胞定位也是受其配体的调控( 当 =@不存在时!!V\

主要以同源二聚体的形式位于细胞质中%当 =@存

在时!!V\与 =@结合!!V\I!V\二聚体解离!=@I!V\

在其他辅助蛋白"@YZ21 和BUZ1)2#的协助下!通过

核孔进入细胞核内最终发挥其转录因子的作用"图

&#( 对于J6V的研究同样也发现 J6V既含有 BN?!

也含有BA?( 但是不同于!V\!在无=@存在时!J6V

是均匀分布在 MD?I' 细胞的细胞质与细胞核中(

并且J6V的入核被证明是受 =@和 &*I1I1 蛋白的调

控"JXV8I!"X5/Vg/6e0#$)E! $%&)#( 作为转录因子!

!V\3J6V的活性与其细胞核定位密切相关( 在入核

过程中!涉及!V\3J6V构象的改变)转运载体的结合

及解离以及其他辅助蛋白的参与等等!这些机制都

有待于我们进一步的挖掘(

><[D对昆虫变态发育调控的分子机制

>=;<[DJY#%J9*J.;JN*信号通路

近年来在完全变态昆虫果蝇和赤拟谷盗中的研

究发现!=@可通过受体 !V\"或 J6V#上调 A1S/& 基

因的表达从而抑制 $%A诱导的蛹期特异分子 dX

"dX."-#的表达!进而发挥其阻止变态或1维持现状

"Y\"\UYTU.#2的作用"!/<"5U6H/0#$)E! $%%+% >8-.U

0#$)E! $%&&#( 其中 A1S/& 和 71分别是 =@和 $%A

信号通路中调控全变态昆虫变态发育的 $ 个关键基

因( dX是 B端具有 dfd"dX/6I"I8X"6IfX";\X"65I

dX."-#结构域!M端含有可与 LB>结合的 M

$

@

$

锌

指结构的转录因子"d"#VX0#$)E! &++(#( 由于可变

剪切及启动子的不同!dX含有多个同型异构体( 这

些异构体有各自的时空表达模式!共同调控昆虫的

变态 " d"#VX0#$)E! &++(% bH.U "<- :/--/c.X-!

$%%$#( 在完全变态昆虫幼虫阶段dX的表达水平很

低!而在末龄幼虫期随着 =@的消失以及少量 $%A

的存在!dX的表达急剧上升从而引起蛹的形成

"bH.U "<- :/--/c.X-! $%%$% C.<.Z.]""<- =/<-X"!

$%%2#!而此时外源添加 =@类似物!可抑制 $%A诱

导的 dX的表达!从而阻止幼虫化蛹 "bH.U "<-

:/--/c.X-! $%%&#( dX作为启动变态的关键转录因

子!可促进细胞凋亡因子基因 1.1! /+8! 81'&"和

81+"0等的表达从而诱导幼虫相关组织的程序化死

亡以及成虫盘的分化"=/"<[0#$)E! $%%%% M"5.UX.Y0#

$)E! $%%$% :/--/c.X- 0#$)E! $%%1#( 研究表明!71突

变果蝇在预蛹期和蛹期死亡!成虫盘的分化以及幼

虫唾液腺及中肠的程序化细胞死亡均受到干扰

"LU8X.]Y5#! $%%)#( 同样!在家蚕和赤拟谷盗中

:B>干扰71的表达!也导致幼虫不能正常化蛹!形

成同时具有幼虫和成虫特征的个体"RHS/X.]"0#$)E!

$%%1% C.<.Z.]""<- =/<-X"! $%%2% K"X\H"Y"X"\H#0#

$)E! $%%2#( 在果蝇幼虫和成虫表皮中过表达 dX的

同型异构体b&"dXIb&#会导致蛹特征的出现"bH.U

"<- :/--/c.X-! $%%$#( 基于 dX在昆虫生长发育中

的特性及作用!dX被称为是1蛹期特异分子2(
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CXIH& 是一种含有 2 个 M

$

@

$

锌指结构的转录

因子( 由于可变剪切的存在!A1S/& 主要有 1 种剪切

产物$A1S/Q

"

! A1S/Q

#

和 A1S/Q

$

( 其中 A1S/Q

"

和

A1S/Q

$

在幼虫整个阶段均有表达!主要调控昆虫的

蛹期变态"!/<"5U6H/0#$)E! $%%2#%而 A1S/Q

#

在胚

胎中含量极其丰富!主要在昆虫的胚胎发育及卵至

幼虫的发育过程中起调控作用 "KV6"YYV0#$)E!

$%%%% dV65 0#$)E! $%%*#( 尽管在果蝇中最初发现

A1S/& 受 $%A诱导"KV6"YYV0#$)E! $%%%#!但是更多

的研究表明 A1S/& 是 =@的初级反应基因( 在蛹发

育至成虫阶段!由于 =@滴度很低!A1S/& 各个同型

异构不表达!而如果在蛹期外源添加 =@类似物则

可促进 A1S/& 的表达"!/<"5U6H/0#$)E! $%%2#( 进

一步研究发现!在=@缺失果蝇"!2*$&S-!>* nM!,S

-1+(#以及 =0#T-"0双突变果蝇 =0#

$'

*"0

$6)U幼虫阶

段!A1S/& 的表达水平几乎检测不到!而dX却在 $ 龄

幼虫阶段提前表达!导致 $%A诱导的程序化细胞死

亡提前发生!使得 !2*$&S-!>* nM!,S-1+(以及

=0#

$'

*"0

$6)U果蝇在预蛹期死亡">8-.U 0#$)E! $%&&#(

在赤拟谷盗末龄前一龄幼虫期!利用:B>/干扰=0#

或A1S/& 的表达能导致早熟蛹的出现!与 :B>干扰

=@合成途径中甲基转移酶基因":@!=9#造成 =@

缺失的表型一致( 并且!=@也可通过 !V\调节 A1S

/& 的转录!进而影响 71的表达 "C.<.Z.]""<-

=/<-X"! $%%2% K"X\H"Y"X"\H#0#$)E! $%%2% !/<"5U6H/

0#$)E! $%%+#( C"#U5"g"等"$%&(#利用家蚕细胞系

进行研究!证明A1S/& 可通过直接结合于 71启动子

区域的 A1S/& 结合位点"A1S/& 8/<-/<[Y/\V! Cd?#!

从而抑制 $%A诱导的dX的表达( 概括来讲!在完全

变态昆虫中!=@通过 !V\和下游初级反应基因 A1S

/& 阻碍 $%A信号通路中蛹期特异分子 dX的表达!

从而抑制幼虫至蛹的变态发生(

同样!不完全变态昆虫中的研究表明!=@也是

通过!V\和A1S/& 调控昆虫的变态( 始红蝽以及德

国小蠊中的研究发现A1S/& 也是在若虫期持续表达

直到末龄若虫期降低"C.<.Z.]"0#$)E! $%&&% N.e"<.

"<- dVSSVY! $%&&#( 该表达模式保证了成虫的正常

发育( 若在末龄若虫期施加 =@则可诱导 A1S/& 的

再次表达引起超龄若虫的产生( 在末龄前一龄若虫

期!:B>/干扰 =0#或 A1S/& 的表达!可导致成虫体

色)翅以及性器官的提前出现!引起早熟成虫的形成

"C.<.Z.]"0#$)E! $%&&% N.e"<."<- dVSSVY! $%&&#(

但是与完全变态昆虫中71仅表达于变态期不同!不

完全变态昆虫的若虫各个阶段均有71的表达!仅在

末龄若虫期!随着=@的消失!71的转录水平也随之

降低!该表达模式类似于 A1S/& "C.<.Z.]"0#$)E!

$%&&% @U"<[0#$)E! $%&1#( 功能研究发现!dX并不

参与不完全变态昆虫的变态发育!而更多的是与翅

原基中细胞的增殖有关( :B>/降低71的表达并不

影响若虫至成虫的变态!但可引起成虫翅变小以及

前翅脉出现缺陷等表型 "C.<.Z.]"0#$)E! $%&&%

@U"<[0#$)E! $%&1#(

综上所述!无论是在完全变态昆虫还是不完全

变态昆虫中!A1S/& 是 =@调控昆虫变态发育的关键

因子( 但是值得注意的是!始红蝽以及家蚕中的研

究发现!若在早期 & ,$ 龄若虫或幼虫阶段 :B>/降

低 A1S/& 的表达并不能引起昆虫提前变态"?;#5"S

0#$)E! $%&*#( 同样在 =@合成受阻的 :@!=9

,T,

%

('8双突变家蚕以及 =@信号中断的 =0#&

,T,家蚕

中也发现!即使 A1S/& 的表达在以上两种家蚕突变

体中几乎检测不到!但是71并没有在 & 龄和 $ 龄幼

虫阶段提前表达!相应的在 & 龄和 $ 龄幼虫阶段也

未出现提前化蛹的现象!而最早也是在 1 龄幼虫期

产生提前变态的表型"L"/;.< 0#$)E! $%&)#!表明昆

虫的早期胚后发育是不依赖于 =@以及 !V\ICXIH&

信号通路!只有在末龄幼虫3若虫阶段!当昆虫达到

1临界体重"6X/\/6"SgV/[H\#2时!=@才发挥其调控昆

虫变态的作用( 此外!家蚕中超表达 CXIH& 虽然可

以导致家蚕不完全化蛹!但并未引起额外幼虫龄期

的产生!且dX的表达也未受抑制!说明 CXIH& 本身

并不足以抑制蛹的形成"C"#U5"g"0#$)E! $%&*#(

>=><[DJY#%J9*J.;J!V? 信号通路

在不完全变态昆虫由若虫羽化成成虫以及完全

变态昆虫由蛹羽化成成虫的过程中!A+1 被鉴定为

是其中另一重要的调控分子( RXV<"等"$%&*#研究

证明A+1 可作为成虫特异分子1"-US\YZV6/c/VX2促进

不完全变态昆虫"德国小蠊#以及完全变态昆虫"果

蝇及赤拟谷盗# 羽化成成虫( A+1 是具有 K/ZI

YTUV"5"KYT#结构域的转录因子!最早报道参与调控

果蝇预蛹期幼虫组织器官的程序化细胞死亡

"d"VHXV65V"<- fHU;;VS! &++)#( RXV<"等"$%&*#

通过搜寻控制德国小蠊羽化前前胸腺的退化以及在

蜕变器官"翅及表皮#中高表达的基因时!发现 %+1

在德国小蠊末龄若虫的所有蜕变器官中表达量很

高!而在非蜕变组织如脂肪体中没有太大变化( 在

德国小蠊末龄前一龄或末龄若虫期!对 %+1 进行

:B>/干扰可阻止成虫羽化!而形成超龄若虫( 如前

所述!末龄幼虫"若虫#中=@滴度的缺失以及 A1S/&
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表达下降是昆虫变态发育的必要条件( 检测 %+1

:B>/末龄若虫期 =@滴度及 A1S/& ;:B>水平!发

现=@的滴度正常下降而 A1S/& 转录水平显著高于

正常若虫!表明在末龄若虫阶段 A+1 通过负调控

A1S/& 导致其表达量降低!从而使幼虫正常羽化成

成虫 "RXV<"0#$)E! $%&*#( 此外!dVSSVY和 ?"<\.Y

"$%&*#研究发现!在德国小蠊刚发育至末龄前一龄

时:B>/降低A1S/& 的表达可导致 %+1 在末龄前一

龄的第 * 天和第 ( 天时表达量升高!表明 A1S/& 也

可负调控%+1( 类似于%+1 在德国小蠊末龄若虫阶

段的作用!%+1 在赤拟谷盗以及果蝇预蛹期和蛹期

中的表达逐渐上升!:B>/干扰 %+1 的表达可导致

成虫羽化受阻而形成次级蛹"赤拟谷盗#或在蛹期

死亡"果蝇#"RXV<"0#$)E! $%&*#( 以上研究结果表

明A+1 作为1成虫特异分子2在昆虫中是高度保守

的( C"#U5"g"等"$%&'#最新研究发现!家蚕%+1 启

动子区域存在保守的 &* 8Z 的 Cd?!推测 A1S/& 受

=@诱导表达后直接与 %+1 启动子区域的 Cd? 结合

后抑制 %+1 的表达!从而防止幼虫提前变态为

成虫(

综上所述!=@调控昆虫变态发育的分子机制可

概括为$"&#对于不完全变态昆虫!在若虫前期!由

于=@及其效应分子 A1S/& 的存在抑制了成虫特异

分子 A+1 的活性!使得昆虫维持若虫状态%在末龄

若虫阶段!高表达的%+1 以及低滴度的 =@导致 A1S

/& 表达下降!从而保证了若虫正常羽化成成虫(

"$#对于完全变态昆虫!其幼虫阶段类似于不完全

变态昆虫的若虫前期!由于=@和A1S/& 的存在抑制

了蛹期特异分子dX的表达!使得幼虫蜕皮之后仍然

维持幼虫状态( 而在末龄幼虫阶段随着 =@滴度缺

失和A1S/& 表达下降导致 71表达增强从而诱导昆

虫化蛹( 而完全变态昆虫的蛹期类似于不完全变态

昆虫末龄若虫期!此时高表达的 %+1 抑制 71和 A1S

/&!促使成虫正常羽化"图 $#(

图 $9不完全变态昆虫和完全变态昆虫变态调控的分子机制"改自RXV<"0#$)E! $%&*#

Q/[E$9!.SV6US"X;V6H"</Y;Y.c;V\";.XZH.Y/Y/< HV;/;V\"8.S.UY"<- H.S.;V\"8.S.UY/<YV6\Y""-"Z\V- cX.;RXV<"0#$)E! $%&*#

?<[D与 >T!的交互作用

如前所述!昆虫的变态发育受 =@和 $%A协同

调控!二者的交互作用一直以来也是昆虫学领域的

一个研究重点( 越来越多的研究发现!一些转录因

子可能参与 =@与 $%A的互作!如 !V\!R?K!f"/3

?:M3Q̂?M和A')>等( 研究发现!作为 =@的受体!

!V\可与 $%A受体复合物 A6:3R?K结合"d/\X""<-

K"SS/! $%%+% JU.0#$)E! $%&$#!并且参与 $%A信号

传递"JU.0#$)E! $%&$#( 在家蚕游走早期 :B>干

扰!V\的表达可扰乱 $%A诱导的转录级联反应)阻

止幼虫组织的瓦解和成虫组织的形成)导致幼虫至

蛹变态过程中死亡( 并且 !V\的表达受 $%A诱导!

在 $%A滴度较高的蜕皮及化蛹期!!V\的表达量达

到高峰( 此外!!V\与A6:3R?K共同结合于 $%A反

应元件上!暗示!V\可能通过招募一些共激活因子

后与 A6:3R?K结合而促进 $%A诱导的基因转录(
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f"/3?:M3Q̂?M作为共激活因子与 !V\结合形成的

异源二聚体是 =@的功能受体 "N/0#$)E! $%&&%

bH"<[0#$)E! $%&&% ?H/< 0#$)E! $%&$#!同时 f"/3

?:M3Q̂?M也可与 $%A的受体复合物A6:3R?K结合

构成 $%A功能受体复合物"bHU 0#$)E! $%%(#( 赤拟

谷盗以及埃及伊蚊 !0803$0*<.#+中的研究发现!

:B>/降低9$+T,IETH;,E的表达后既可干扰 =@诱

导的A1S/& 转录!也显著降低 $%A信号通路中 %')

和71等的转录水平 "bHU 0#$)E! $%%(% N/0#$)E!

$%&&% bH"<[0#$)E! $%&& #( 由此可见!f"/3?:M3

Q̂?M在=@和 $%A信号通路中均具有重要的作用(

推测在 =@和 $%A单独存在时!f"/3?:M3Q̂?M分别

与!V\或A6:3R?K结合!从而诱导 =@或 $%A下游

反应基因的表达( 当 =@和 $%A同时存在时!f"/3

?:M3Q̂?M既可与!V\结合!也可与A6:3R?K结合!

从而在=@和 $%A功能受体形成过程中产生竞争作

用!导致 =@和 $%A下游反应基因的表达均下降(

抑或=@和 $%A单独存在时!二者的功能受体所招

募的共激活因子与 =@和 $%A同时存在时有所不

同!从而产生了不同的分子效应( 因此!对 f"/3

?:M3Q̂?M深入研究!将有助于解析 =@与 $%A的交

互作用(

R?K曾一度被认为是 =@的候选受体!在 =@的

信号通路中也发挥作用( =.<VY和 ?H"XZ"&++'#发现

=@

$

可与R?K同源二聚体结合!但二者的结合能力

非常弱"A8 l* p&%

,'

;.S3N#!比预期受体的亲和力

至少低 &%% 倍"=.<VY0#$)E! $%%&#( 在草地贪夜蛾

,.'8'.#01$ G12*+.018$细胞系中!$%A或 =@均可诱导

由多拷贝的 L:& 元件"R?K结合元件#驱动的报告

基因的表达!而若 $%A和 =@同时存在则起协同促

进的作用( 超表达R?K可增强=@对L:& 的诱导作

用!但对单独 $%A或 $%A和 =@共同存在时的作用

效应无影响 "Q"<[0#$)E! $%%) #( 因此 :/--/c.X-

"$%%2#认为!=@单独存在时可通过与 R?K同源二

聚体结合而促进基因的表达%而 =@的协同作用是

通过与 A6:3R?K复合物中 R?K结合实现"图 1#(

此外!N/U等"$%&&#研究发现 R?K可分别以磷酸化

状态和非磷酸化状态与 A6:和 !V\结合!参与 $%A

和=@信号传递(

此外!=@还可以通过直接调控 $%A信号通路中

基因的表达!实现与 $%A的互作( 如在双翅目和鳞

翅目昆虫中发现 =@可促进 $%A诱导的 %V^!的转

录表达"LU8X.]Y5"#"0#$)E! $%%*#( =@对 %V^!的

转录调控被证明是通过 QfbIQ& 与 !V\或 J6V结合

图 19R?K在=@和 $%A信号通路中扮演的角色

"引自:/--/c.X-! $%%2#

Q/[E19fHV;.-VSc.X\HVX.SV.cR?K/< =@"<-

$%AY/[<"SS/<[""-.Z\V- cX.;:/--/c.X-! $%%2#

后!协助=@功能受体结合于%V^!启动子区域实现

的"LU8X.]Y5#0#$)E! $%&&#( 果蝇 ?$ 细胞中的研究

发现!在=@存在的情况下!超表达%V^!可抑制 $%A

诱导的其他早期基因的表达!包括蛹期特异分子 dX

"LU8X.]Y5#0#$)E! $%%*#!推测 A')>在 =@发挥其

1维持现状2的功能中起着重要的作用( 在果蝇 &

龄和 $ 龄幼虫阶段!由于 =@和 $%A存在!高转录水

平的%V^!抑制 $%A信号通路中其他基因的表达!

使得幼虫蜕皮之后维持幼虫的状态%而在 1 龄幼虫

中期!由于 =@滴度的下降及消失!$%A可促进早期

基因%"IS7! %V_7以及 71的表达( 一旦 dX表达!

=@或A')>不再对其起抑制作用!从而导致蛹变态

的发生(

@<[D的膜受体

=@除可通过 !V\这一核受体发挥其生理功能

外!一些研究表明 =@可能还具有膜受体( 关于 =@

可能通过膜受体与蛋白激酶M"KCM#来发挥作用的

观点!最早是基于果蝇雄性附属腺"a";";.\.0#$)E!

&+22#和吸血蝽 I/'8&+23.1')+F23卵泡" ?V]"S""<-

L"]V#! &+2+#中的研究得出的( 对离体培养的果蝇

雄性附属腺施加 =@可显著提高蛋白质的合成!并

且该作用依赖于培养基中的M"

$ s以及KCM的活性(

当KCM活性缺失!=@对蛋白质合成的促进作用也

随之消失"a";";.\.0#$)E! &+22#( 在吸血蝽中的

研究发现!=@通过与细胞膜上的特定蛋白结合后激

活KCM)导致 B"

s

3C

s

>fK"YV活性的上升!从而引
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起滤泡上皮细胞的快速收缩使得滤泡细胞之间的间

隙增大!有利于卵黄蛋白原穿过滤泡细胞间隙从血

淋巴快速地进入到卵母细胞 " ?V]"S""<- L"]V#!

&+2+#( 近期在埃及伊蚊中的研究表明!=@可通过

膜受体激活磷脂酶M"ZH.YZH.S/Z"YVM! KNM#信号通

路!引起细胞内三磷酸肌醇)甘油二酯以及 M"

$ s浓

度的增加!进而激活钙3钙调蛋白依赖的蛋白激酶
'

" 6"S6/U;36"S;.-US/<I-VZV<-V<\ZX.\V/< 5/<"YV

'

!

M"!C

'

#( M"!C

'

通过磷酸化!V\及f"/;"< 从而

增强 !V\If"/;"< 复合体的转录活性( 当 KNM或

M"!C

'

失活!!V\与 =@:A的结合能力显著降低!

从而阻碍了 =@的信号传递"N/U 0#$)E! $%&)#( 此

外!研究还发现=@I膜受体IKNM信号还可通过激活蛋

白激酶 M"ZX.\V/< 5/<"YVM! KCM#调控 !V\与 =@:A

的结合"D4"</0#$)E! $%&(#( 值得一提的是!药物抑

制实验结果表明=@膜受体更倾向于是受体酪氨酸激

酶"XV6VZ\.X\#X.Y/<V5/<"YV! :fC#而不是J蛋白偶联

受体"JZX.\V/< 6.UZSV- XV6VZ\.X! JKM:# "N/U 0#$)E!

$%&)#( 但究竟是哪一个分子作为=@的膜受体介导

生物体对=@的快速应答还有待深入研究(

K<小结与展望

综上所述!近年来有关 =@对昆虫变态发育调

控的分子机制方面的研究已取得了重要的进展!但

是新的科学问题也相伴产生( 例如!在昆虫变态发

育过程中!除 A1S/& 外!还有哪些重要的基因参与

=@的信号通路, 这些基因又是如何形成紧密的调

控网络, =@的膜受体究竟是哪个分子!=@是如何

通过膜受体传递信号, 究竟 =@在昆虫胚胎以及早

期幼虫或若虫阶段能否发挥作用, 昆虫变态过程中

是否存在1感受态因子"6.;ZV\V<6Vc"6\.X#2来促进

变态相关基因如71或%+1 的表达!以及它是如何将

1临界体重2的感知转化为对 71或 %+1 的诱导表

达, %+1 的下游调控基因又有哪些, 随着 =@受体

的鉴定以及日新月异的研究手段及技术的出现!相

信这些问题在不久的将来将会得到解答( 对 =@分

子作用机制更深入的研究!也将更有助于我们进一

步了解昆虫生长发育快)繁殖量大)蜕皮变态等特点

的内在因素!为更好地利用益虫以及寻找害虫防治

的新靶点)新方法奠定更好的理论基础(
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$%&(ECXoZZVSH.;.S.[& /<H/8/\Y/<YV6\;V\";.XZH.Y/Y]/"-/XV6\

\X"<Y6X/Z\/.<"SXVZXVYY/.< .cdX."-IM.;ZSV7! "ZUZ"SYZV6/c/6[V<VE

:67+')6E/0(E! $+&"*#$ &')& ,&'($E

C.<.Z.]"d! =/<-X"!! $%%'E =U]V</SV H.X;.<VXVY/Y\"<6V[V<V

!V\H.ZXV<VI\.SVX"<\6.<\X.SYV<\X#/<\.;V\";.XZH.Y/Y/< \HV8VV\SV

91+4')+2("$3#$&02(E51'"6C$#)6!"$86,"+6M,!! &%* " $) #$

&%*22 ,&%*+1E

C.<.Z.]"d! =/<-X"!! $%%2EdX."-IM.;ZSV7"6\Y-.g<Y\XV";.c!V\/<

4U]V</SVH.X;.<VY/[<"S/<[\.6..X-/<"\VZX/;/\/]VH.S.;V\"8.S"<

;V\";.XZH.Y/YEL0D0)'.(0&#! &1)"1#$ ))+ ,)(2E

C.<.Z.]"d! ?;#5"Sm! =/<-X"!! $%&&EM.;;.< "<- -/Y\/<6\X.SVY.c

4U]V</SVH.X;.<VY/[<"S/<[[V<VY/< ;V\";.XZH.Y/Y.cH.S.;V\"8.S.UY

"<- HV;/;V\"8.S.UY/<YV6\YE5>', JC%! ("&$#$ V$2'$2E

N/!! !V"- A>! bHU =! $%&&E@V\VX.-/;VX.c\g.8@N@IK>? ZX.\V/<Y

;V-/"\VY4U]V</SVH.X;.<VI/<-U6V- [V<VV7ZXVYY/.<E51'"6C$#)6

!"$86,"+6M,!! &%2"$#$ (12 ,(*1E

N/U KM! KV<[ @=! bHU =?! $%&)E =U]V</SV H.X;.<VI"6\/]"\V-

ZH.YZH.S/Z"YVMZ"\Hg"#V<H"<6VY\X"<Y6X/Z\/.<"S"6\/]"\/.< 8#\HV

;V\H.ZXV<VI\.SVX"<\ZX.\V/<E51'"6C$#)6!"$86,"+6M,!! &&$

"&)#$ A&2'& ,A&2'+E

N/U KM! `"<[=_! ?.<[P?! bH"._Q! $%&&EfHVZ"X\/6/Z"\/.< .c

6"SZ.</< /< \HV6X.YY\"S5 8V\gVV< $%IH#-X.7#V6-#Y.<V"<- 4U]V</SV

H.X;.<VY/[<"S/<[Z"\Hg"#Y8#ZH.YZH.X#S"\/.< ]"X/"\/.<E5>',

JC%! (")#$ V&+''(E

N/U a! ?HV<[bf! N/U @@! `V< L! @VPa! `"<[?! ?H".̀ ! =/"<[

:=! >< ?! ?U< a! dV<-V<"! `J! `"<[=! J/S8VX\N̂! `/SY.<

fJ! ?.<[P! N/?! $%%+E=U]V</SVH.X;.<V6.U<\VX"6\Y\HV8@N@I

K>? \X"<Y6X/Z\/.< c"6\.XY!Af "<- JMA \. ZXV]V<\6"YZ"YVI

-VZV<-V<\ZX.[X";;V- 6VSS-V"\H /< L1'3'./+)$EL0D0)'.(0&#! &1(

"&$#$ $%&) ,$%$)E

N.e"<.=! dVSSVY_! $%&&EM.<YVX]V- XVZXVYY/]VcU<6\/.< .cA1̀..0)
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/'(')'* & .< /<YV6\;V\";.XZH.Y/Y /< HV;/;V\"8.S.UY "<-

H.S.;V\"8.S.UYYZV6/VYE,"+6I0.E! &$ &(1E

!/<"5U6H/M! B";/5/f! ?H/<.-"f! $%%+EA1̀..0)/'(')'* &! "< V"XS#

4U]V</SVH.X;.<VIXVYZ.<YV[V<V-.g<Y\XV";.c!V\H.ZXV<VI\.SVX"<\!

;V-/"\VY/\Y"<\/I;V\";.XZH/6"6\/.< /< \HVXV- cS.UX8VV\SV91+4')+2(

"$3#$&02(EL0D67+')E! 1$)"$#$ 1*& ,1)%E

!/<"5U6H/M! bH.U _! :/--/c.X- N!! $%%2EA1̀..0)/'(')'* & "A1S

/&# ;V-/"\VY4U]V</SVH.X;.<V"6\/.< -UX/<[;V\";.XZH.Y/Y.c

L1'3'./+)$ (0)$&'*$3#01E=0"/EL0DE! &$)"& ,$#$ +& ,&%)E

!/UX"C! D-"!! !"5/\"?! MH/<eV/a! $%%)EMH"X"6\VX/e"\/.< .c\HV

L1'3'./+)$ !V\H.ZXV<VI\.SVX"<\[V<VZX.-U6\E=U]V</SVH.X;.<V

8/<-/<["<- S/["<-I-VZV<-V<\[V<VXV[US"\/.<EH%7, :E! $'$")#$

&&(+ ,&&'2E

!..XV>̀ ! d"X8VS?! ="< Na! ="< aB! $%%%E>[V<.;Vg/-VYUX]V#.c

8"Y/6HVS/7IS..ZIHVS/7c"6\.XY/< L1'3'./+)$E51'"6C$#)6!"$86,"+6

M,!! +'"&+#$ &%*1( ,&%**&E

D4"</:! N/U KM! QU _B! bHU =?! $%&(EKX.\V/< 5/<"YVM;.-US"\VY

\X"<Y6X/Z\/.<"S "6\/]"\/.< 8# \HV 4U]V</SV H.X;.<V XV6VZ\.X

;V\H.ZXV<VI\.SVX"<\E;&30"#7+'"/0(6=')67+')E! '%$ ** ,)$E

K"X\H"Y"X"\H# :! f"< >! K"SS/ ?:! $%%2E 8@N@IK>? c";/S#

\X"<Y6X/Z\/.< c"6\.X;V\H.ZXV<VI\.SVX"<\ZS"#Y"5V#X.SV/< =@"6\/.<

/< ZXV]V<\/<[\HVZXV;"\UXV-V]VS.Z;V<\.c"-US\Y\XU6\UXVY-UX/<[

S"X]"SIZUZ"S;V\";.XZH.Y/YE=0"/6L0DE! &$)"'#$ (%& ,(&(E

KV6"YYVQ! dV65 a! :U/eM! :/6H"X-YJ! $%%%ECXUZZVSIH.;.S.[! "

Y\"[VIYZV6/c/6;.-US"\.X.c\HVZXVZUZ"SV6-#Y.<VXVYZ.<YV! /Y

VYYV<\/"Sc.XL1'3'./+)$ ;V\";.XZH.Y/YEL0D67+')E! $$&"&#$ )1 ,

('E

:/--/c.X- N!! $%%2E=U]V</SVH.X;.<V"6\/.<$ "$%%' ZVXYZV6\/]VE:6

;&30"#5/<3+')E! )*"(#$ 2+) ,+%&E

:/--/c.X- N!! $%&$E @.g -.VY4U]V</SV H.X;.<V 6.<\X.S/<YV6\

;V\";.XZH.Y/Y"<- XVZX.-U6\/.<, -0&6E'(.6%&8'"1+&')E! &'+

"1#$ *'' ,*2*E

:/--/c.X- N!! @/XU;"C! bH.U _! BVSY.< M>! $%%1E <̂Y/[H\Y/<\.\HV

;.SV6US"X8"Y/Y.c\HVH.X;.<"S6.<\X.S.c;.S\/<["<- ;V\";.XZH.Y/Y

cX.;=$&82"$ 30F#$ "<- L1'3'./+)$ (0)$&'*$3#016;&30"#7+'"/0(E

=')E7+')E! 11"&$#$ &1$' ,&112

?V]"S"mN! L"]V#CJ! &+2+E>6\/.< .c4U]V</SVH.X;.<V.< \HVc.SS/6SV

6VSSY.cI/'8&+23.1')+F23$ V]/-V<6V c.X" <.]VSXV[US"\.X#

;V6H"</Y;/<].S]/<[ZX.\V/< 5/<"YVME%F.01+0&#+$! *)"*#$ 1)) ,

1)(E

?HV;YHV-/</N! `/SY.< fJ! &++%E:VY/Y\"<6V\.4U]V</SVH.X;.<V"<-

"< /<YV6\[X.g\H XV[US"\.X/< L1'3'./+)$ /Y"YY.6/"\V- g/\H "< "S\VXV-

6#\.Y.S/64U]V</SVH.X;.<VI8/<-/<[ZX.\V/<E51'"6C$#)6!"$86,"+6

M,!! 2'"(#$ $%'$ ,$%'(E

?H/< ? !̀ b.U b! ?"H"ff! :"/5HVS>?! $%&$E8@N@IK>? HV\VX.-/;VX

.c;V\H.ZXV<VI\.SVX"<\"<- M#6SV;V-/"\VY6/X6"-/"< V7ZXVYY/.< .c

4U]V</SVH.X;.<VI/<-U6V- ;.YTU/\.[V<VYE51'"6C$#)6!"$86,"+6

M,!! &%+"*&#$ &()'( ,&()2&E

?;#5"Sm! L"/;.< f! C"#U5"g"f! f"5"5/C! ?H/<.-"f! =/<-X"!!

$%&*E ;̂Z.X\"<6V .c4U]V</SV H.X;.<V Y/[<"S/<[ "X/YVY g/\H

6.;ZV\V<6V.c/<YV6\S"X]"V\.;V\";.XZH.YVEL0D67+')E! 1+%"$#$

$$& ,$1%E

RHS/X.]"!! Q.#dL! dV"\#d=! DSY.< CA! :/--/c.X- N!! =/<-X"!!

$%%1E RYV .c ?/<-8/Y ]/XUYI;V-/"\V- :B> /<\VXcVXV<6V \.

-V;.<Y\X"\V " 6.<6VX]V- X.SV .c dX."-IM.;ZSV7 /< /<YV6\

;V\";.XZH.Y/YE51'"6C$#)6!"$86,"+6M,!! &%%"$(#$ &)(%' ,

&)(&$E

RXV<"A! !"<4.< M! QX"<6HI!"XX._! !"X\/< L! $%&*EfX"<Y6X/Z\/.<

c"6\.XA+1 YZV6/c/VY"-US\;V\";.XZH.Y/Y/< HV;/;V\"8.S.UY"<-

H.S.;V\"8.S.UY/<YV6\YE51'"6C$#)6!"$86,"+6M,!! &&& "&+#$

'%$* ,'%$+E

`/SY.< fJ! >YH.5 !! &++2E <̂YV6\/6/-VXVY/Y\"<6VXVYUS\/<[cX.;"<

"8YV<6V.c\"X[V\IY/\V[V<VZX.-U6\E51'"6C$#)6!"$86,"+6M,!!

+)"$*#$ &*%*% ,&*%**E

`/SY.< fJ! Q"8/"< =! &+2(E>L1'3'./+)$ (0)$&'*$3#01;U\"<\XVY/Y\"<\

\."6HV;/6"S"<"S.[.c4U]V</SVH.X;.<VEL0D67+')E! &&2 "&#$

&+% ,$%&E

a";";.\.C! MH"-"XV]/"< >! KVSSV[X/</!! &+22E=U]V</SVH.X;.<V

"6\/.< ;V-/"\V- /< ;"SV"66VYY.X#[S"<-Y.cL1'3'./+)$ 8#6"S6/U;

"<- 5/<"YVME,"+0&"0! $1+"*2*$#$ +&( ,+&+E

bH"<[bN! _U ==! ?HV<[bf! ?U/aK! K"SS/?:! $%&&E?\VX./- XV6VZ\.X

6.I"6\/]"\.X/YXVTU/XV- c.X4U]V</SVH.X;.<VY/[<"S\X"<Y-U6\/.<

\HX.U[H "8@N@IK>? \X"<Y6X/Z\/.< c"6\.X! ;V\H.ZXV<V\.SVX"<\E:6

7+')6E/0(E! $2("&%#$ 2*1' ,2**'E

bH.U d@! :/--/c.X- N!! $%%&E@.X;.<"SXV[US"\/.< "<- Z"\\VX</<[.c

\HVdX."-IM.;ZSV7/< \HVVZV-VX;/Y"<- g/<[-/Y6Y.c\HV\.8"66.

H.X<g.X;! =$&82"$ 30F#$EL0D67+')E! $1&"&#$ &$) ,&1'E

bH.U _Q! :/--/c.X- N!! $%%$EdX."- YZV6/c/VYZUZ"S-V]VS.Z;V<\"<-

;V-/"\VY\HV3Y\"\UYTU./ "6\/.< .c4U]V</SVH.X;.<V.< \HVZUZ"SI

"-US\\X"<Yc.X;"\/.< /< L1'3'./+)$ "<- =$&82"$EL0D0)'.(0&#! &$+

"+#$ $$)+ ,$$(+E

bHU =! MHV< N! ?U< J! :"/5HVS>?! $%%(EfHV6.;ZV\V<6Vc"6\.X

%

Q\eI

Q& Z.\V<\/"\VYV6-#Y.<VXV6VZ\.X"6\/]/\#]/"XV6XU/\/<["Z&(%3?:M

6."6\/]"\.XE=')6E0))67+')E! $("$*#$ +*%$ ,+*&$E
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