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摘要:甲壳动物的 蜕 皮 过 程 主 要 是 由 Y 器 (Y-organ) 分 泌 的 蜕 皮 类 固 醇 激 素 与 X 器-窦 腺 复 合 体 (X-

organ-sinus gland，XO-SG) 分泌的蜕皮抑制激 素 MIH 相 互 拮 抗 而 进 行 调 控 的。而 MIH 调 控 机 制 较 为 复

杂，且存在争议。本文就 MIH 调控机制的研究进展，包括 研 究 方 法，以 及 目 前 调 控 机 制 中 争 议 最 大 的 3

个问题:MIH 受体、cAMP 与 cGMP 功能以及 Ca2 +
功能作一综述。
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Cellular Mechanism of Molt-Inhibiting Hormone Action
in the Crustacean
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Abstract:Molting in decapod crustaceans is coordinated by endocrine cues，and the primary axis of endocrine

regulation comprises a steroid-producing epithelioid gland termed the Y-organ (YO) and a neurosecretory center

termed the X-organ / sinus gland complex ( XO /SG ) . The signaling pathway activated by MIH，however，

remains a controversy. This paper has summarized cellular mechanisms of the MIH regulation， including

research methods and current three controversial issues: MIH receptors，functions of cAMP and cGMP，and

functions of Ca2 + .
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甲 壳 动 物 的 生 长 伴 随 着 周 期 性 的 蜕 皮 过

程，而这一过程是由位于甲壳动物头胸部前端

的 Y 器 所 分 泌 C-27 类 固 醇 的 蜕 皮 激 素 所 控

制
［1］。而位于 眼 柄 的 X 器 窦 腺 复 合 体 分 泌 的

蜕皮 抑 制 激 素 ( molt-inhibiting hormone，MIH)

对于蜕 皮 过 程 又 有 着 明 显 的 抑 制 作 用
［2］。因

此，蜕皮过程主要是由 Y 器分泌的蜕皮激素以

及 X 器分泌的 MIH 相互拮抗而进行调控
［3］。

国内，王 在 照 等
［4］

和 邱 高 峰 等
［5］

采 用 RT-

PCR 技 术 分 别 获 得 了 中 华 绒 螯 蟹 ( Eriocheir
sinensis) MIH cDNA 特 异 性 片 段 和 锯 缘 青 蟹

(Scylla serrata)MIH 成熟肽 cDNA 序列及部分信

号肽序列;宋霞等
［6］

运用 RT-PCR 和 3′-RACE 技

术克隆了中华绒螯蟹 MIH1 cDNA 片段，并运用

IPCR 技 术 获 得 其 MIH1 基 因 组 DNA 序 列
［7］。

朱冬发等
［8］

应用 5′与 3′RACE 技术也克隆获得

了三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)MIH 基因

的全 长 cDNA 序 列。另 外，姚 燕 等
［9］

和 张 继 泉

等
［10］

利用大肠杆菌表达系统分别获得了中华绒

螯 蟹 和 中 国 明 对 虾 ( Fenneropenaeus chinensis)
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MIH 重组蛋白，并成功对其进行了分离纯化。但

国内尚未见关于 MIH 调控机制研究的文献。
MIH 调控机制相对较为复杂，至今仍 无 定

论，且存在种间差异。然而 Covi 等人认为至少

整个机制的核心内容是高度保守的
［11］。

本文将重点 介 绍 探 究 MIH 调 控 机 制 的 研

究方法，并对 MIH 调控机制的研究现状与存在

问题作一概述。

1 研究方法

1. 1 Y 器的组织培养与眼柄切除 MIH 作用

的靶器官是 Y 器，因此 Y 器的组织培养对于探

究 MIH 的调 控 机 制 显 得 尤 为 重 要。为 了 尽 量

去除实验动 物 本 身 分 泌 的 MIH 对 研 究 结 果 带

来的影响，在组织培养前，通常将实验动物双侧

眼柄去除。
Nakatsuji 等 取 蜕 皮 间 期 的 克 氏 原 螯 虾

(Procambarus clarkii) 个 体 切 除 眼 柄，两 天 后

( 进入蜕皮前期的 早 期) 取 其 双 侧 Y 器 进 行 组

织培养，在培养液中加入重组 MIH 蛋白至终浓

度为 4 nmol /L 时，对 Y 器蜕皮激素的分泌的抑

制相当明显;而后分阶段加入 IBXM( 环化核苷

酸 磷 酸 二 酯 酶 ( PDE) 抑 制 剂 ) 至 终 浓 度 为 1
mmol /L，发现当组织培养的 Y 器进入蜕皮前期

的中间阶段时，MIH 单独作用对于 Y 器蜕皮激

素分 泌 的 抑 制 作 用 已 明 显 减 弱，而 添 加 IBMX
后蜕皮激素的分泌又再次被明显抑制。这说明

PDE 与 MIH 可能存在拮抗作用
［12］。

1. 2 活体注射法 活体注射法作为一种直接

并且行之有效的方法，在甲壳动物 MIH 的调控

机制研究中经常被应用。注射的物质可以是蜕

皮类固醇激素、原核表达蛋白、抗体或是其他在

调控过程中可能产生影响的化学物质。Lee 以

切除眼柄的侧向地蟹(Gecarcinus lateralis) 作为

研究对象，从其游泳足注射 20-羟基蜕皮酮( 溶

于 10% 的酒精中) ，对照组注射 10% 酒精，4 h、
8 h、12 h 后观察其蜕皮激素水平以及鸟苷酸环

化酶(GL-GC) 在肝胰腺、精巢、螯 肌 肉 组 织、胸

肌肉组织的表 达 情 况，发 现 4 h 后 蜕 皮 激 素 水

平短 暂 上 升，随 后 逐 渐 回 落，相 应 的 Gl-GC-Iβ

(GL-GC 的一种 构 型) 在 各 组 织 的 表 达 被 短 暂

且明显地抑制，而对照组无影响。这说 明 蜕 皮

类激素和 GC 的表达存在交互作用
［13］。

1. 3 纯 化 方 法 和 浓 度 测 定 MIH、CHH 等 物

质的纯化 可 以 通 过 高 效 液 相 色 谱 ( HPLC) 完

成
［14］，其定量分析则可利用氨基酸分析软件完

成。蜕皮激 素 的 测 定 可 以 通 过 放 射 免 疫 测 定

法，而其他物质浓度的测量还可以通过实时定

量 PCR 来 (Real Time-PCR) 完成
［15］。

2 研究现状

2004 年 Kim 等 提 出 一 个 较 为 完 整 的 模 型

来解释 MIH 调 控 机 制，认 为 MIH 的 受 体 是 一

个 G 蛋白偶联受体，MIH 与其受体的结合受到

由 G 蛋 白 调 控 的 腺 苷 酸 环 化 酶 活 性 的 影 响。
而后使得细胞内 cAMP 增加，从而激活了细胞

膜上的 Ca2 +
通 道，Ca2 +

从 胞 外 进 入 胞 内，结 合

并激活了钙调蛋白 (CaM) ，CaM 使一氧化氮合

酶(NOS) 去 磷 酸 化，激 活 了 NOS，然 后 NOS 以

精氨酸为底物产生一氧化氮 (NO) ，NO 激活了

NO 敏感的鸟 苷 酸 环 化 酶Ⅰ型 (GC-Ⅰ) ，GC-Ⅰ
使三磷酸鸟苷(GTP) 转化为 cGMP，cGMP 激活

细胞内的 cGMP 依赖性蛋白激酶( cGPK) ，具有

活性的 cGPK 进入细胞核抑制了蜕皮激素合成

蛋白的 表 达，从 而 导 致 蜕 皮 激 素 水 平 的 降 低

( 图 1)。这个机制说明作为第二信使的 cAMP、
cGMP 和 NO 都参与了调控，并且 GC-Ⅰ是位于

细胞内的
［16］。而 这 一 模 型 在 很 多 物 种 中 并 不

适用，尤其在 MIH 受体、cAMP 与 cGMP 的功能

以及 Ca2 +
的功能上的争议较大，因此本文着重

就这三点的研究进展作一概述。
2. 1 MIH 受 体 Webster 以 普 通 滨 蟹

(Carcinus maenas) 作为研究物种，用［125 I］MIH
作为配体进行实验，发现 MIH 结合点位于 Y 器

的质膜上
［17］。后来 Asazuma 等用

125 I 标记的重

组 MIH 加 入 日 本 囊 对 虾 ( Marsupenaeus
japonicas) 的 Y 器 中，却 并 未 发 现 MIH 的 蛋 白

活性
［18］。说 明 MIH 受 体 可 能 具 有 物 种 特 异

性。关于 MIH 受 体，目 前 主 要 的 观 点 有 两 种:

一种认为受体为鸟苷酸环化酶，而另一种认为
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图 1 假定的 MIH 调控机制模式图( 参照 Kim［16］
修改)

Fig. 1 Hypothetical signaling pathway inhibiting ecdysteroidogenesis in the crustacean Y-organ
AC:腺苷酸环化酶; CaM:钙调蛋白; NOS:一氧化氮合酶; GC-Ⅰ:鸟苷酸环化酶Ⅰ型;

GTP:三磷酸鸟苷; cGPK:依赖性蛋白激酶。

AC: Adenylyl cyclase; CaM:Calmodulin; NOS: Nitric oxide synthase; GC-Ⅰ:Guanylyl cyclase-Ⅰ;

GTP:Guanosine triphosphate; cGPK:cGMP-dependent protein kinase.

受体为 G 偶联蛋白。
2. 1. 1 受 体 为 鸟 苷 酸 环 化 酶 ( receptor
guanylyl cyclase，rGC) Zheng 等从可口美青

蟹 ( Callinectes sapidus ) 的 Y 器 中 克 隆 rGC
(CsGC-YO1) 的 cDNA 来编码假定的 rGC，将得

到的氨基酸 序 列 与 其 他 物 种 的 rGC 进 行 同 源

性比对，发现其与克氏原螯虾肌肉组织 的 rGC

序列 PcGC-M2 有着 58. 4% 的同源性，尤其在环

化酶接触域的序列高 度 保 守 (61. 4% ～ 93. 2%

同源) ;组织表达研究表明，CsGCYO1 在 Y 器以

及其 他 组 织 中 都 有 所 表 达，因 此 认 为 这 种

cDNA 编码 MIH 受体
［19］。

在 后 续 的 实 验 中， Zheng 利 用 Western
blotting 将抗 CsGC-YO1 的 抗 体 结 合 到 Y 器 的

膜蛋白上，表 明 CsGC-YO1 的 免 疫 学 活 性 严 格

位于细胞外围区域，而并没有出现在细胞质或

是在核内，这 就 表 明 CsGC-YO1 是 一 个 膜 关 联

蛋白。而受过抗体处理的 Y 器中，MIH 对于蜕

皮的抑制 作 用 受 到 抑 制;而 且，利 用 实 时 定 量

PCR 对 CsGC-YO1 的 含 量 进 行 测 定，发 现 其 在

蜕皮间 期 含 量 上 升，而 进 入 蜕 皮 前 期 含 量 下

降
［15］。这些 结 果 也 表 明 CsGC-YO1 即 为 MIH

受体。

2. 1. 2 受 体 为 G 蛋 白 偶 联 受 体 且 存 在 胞 内

GC-Ⅰ参与调控 Han 等通过对普通滨蟹的研

究发现，Y 器中蛋白质的分泌受 G 蛋白偶联受

体的调 控;用 霍 乱 毒 素 活 化 G 蛋 白，可 以 通 过

抑制蛋氨酸与 Y 器的结合，从而显著减少 Y 器

蛋白的分泌量
［20］。

Lee 等 在 对 于 侧 向 地 蟹 的 研 究 中 发 现 了

GC 蛋白的 3 种构型，分别是对于 NO 敏感的含

有 β 亚 基 的 GC 蛋 白 ( Gl-GC-Ⅰβ ) ，膜 受 体

GC 蛋白 (Gl-GC-Ⅱ) ，以 及 对 于 NO 不 敏 感 的

可溶性 GC 蛋 白 (Gl-GC-Ⅲ)。他 们 对 切 除 眼

柄后 Y 器 中 3 种 GC 蛋 白 mRNA 水 平 进 行 观

测，发 现 Gl-GC-Ⅰβ 和 Gl-GC-Ⅲ表 达 水 平 上

升，而 Gl-GC-Ⅱ水平不变。他们认为这是由于

动物血淋巴组织对于眼柄神经肽含量过低的一

种补偿
［13］。

MIH 能 够 促 使 Y 器 中 cGMP 含 量 的 大 量

增加，而 NO 合 酶 在 Y 器 中 的 磷 酸 化 表 明，由

MIH 引起的 cGMP 的大量增加是由 NO 敏感的

GC 调 控。这 也 证 明 了 细 胞 内 GC-Ⅰ参 与 了

MIH 的细胞调控
［16，21］。

2. 2 cAMP 与 cGMP 在调控中的功能 现有

资料表明细胞内的信号传导可能涉及了 cAMP
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或是 cGMP 或 是 两 者 都 参 与 了 由 MIH 调 控 的

蜕皮抑制作用。
2. 2. 1 cAMP 在 调 控 中 起 主 导 作 用 Mattson
等 在 早 期 的 研 究 中 以 太 平 洋 石 蟹 ( Cancer
antennarius) 作为研究对象，通过眼柄切除-Y 器

的组织培 养 实 验 发 现 cAMP 在 MIH 的 调 控 机

制中起主导作用
［22］。

cAMP 对于蜕皮激素的合成和分泌的抑制

可能通过两个方面:一方面是对于 Y 器蛋白合

成的抑 制。Toullec 和 Dauphin 对 普 通 滨 蟹 的

研究表明，从蜕皮间期进入蜕皮前期，Y 器的细

胞并没有显著的变化，但其 Y 器中蛋白含量却

增加了 63% ［23］。Mattson 等在太平洋石蟹中发

现 dbcAMP 和腺 苷 酸 环 化 酶 激 活 剂 ( forskolin)

的结合能够显著减少［3H］亮氨酸进入 Y 器蛋

白质的 量，从 而 对 Y 器 蛋 白 的 合 成 产 生 抑 制。
forskolin 单独作用对蛋白合成也有作用。这些

数据也说明腺苷酸环化酶对于窦腺切除的蟹类

Y 器中 的 蛋 白 合 成 抑 制 有 着 明 显 的 作 用。相

反，cGMP 对 此 却 并 没 有 抑 制 作 用。但 在 可 口

美青蟹中，cAMP 类 似 物 对 于 Y 器 蜕 皮 激 素 的

产生却没 有 明 显 的 作 用
［24］。这 可 能 是 由 于 可

口美青蟹 Y 器本身存在一种蛋白库，足够提供

蜕皮激素产生时所需要的蛋白
［25］。

另一方面，Y 器 中 蜕 皮 类 固 醇 的 产 生 还 依

赖于由受体调控的高密度脂蛋白胆固醇的内吞

作用
［26］，因 此 Covi 认 为 Y 器 中 胆 固 醇 的 内 吞

和眼柄中神经中枢调控的神经肽的产生有关，

而 cAMP 可能参与了此信号系统
［11］。

2. 2. 2 cGMP 在调控中起主导作用 Sedlmeier
等以利莫 斯 螯 虾 (Orconectes limosus) 作 为 研 究

对象，进行了与 Mattson 等相同的实验，结果却

恰恰相 反。因 此 他 们 认 为 甲 壳 动 物 中 由 MIH
引起的对 于 蜕 皮 作 用 的 抑 制 是 由 cGMP 调 控

的，而非先前所说的 cAMP。研究表明，不论是

8-Br-cGMP 还是 db-cGMP ( cGMP 类似物) 的抑

制作用更多是在于活化了某些蛋白激酶
［27］。

Watson 实验 室 也 认 为 蜕 皮 调 控 主 要 是 以

cGMP 主导的，cAMP 作用很小或者几乎不起作

用。Nakatsuji 等以可口美青蟹和克氏原螯虾两

个物种作为研究对象，也进行了眼柄切除-Y 器

组织培养实验，而后向培养液中加入重组蛋白

MIH，发现可口美青蟹 Y 器中 的 cGMP 水 平 显

著上升，而 cAMP 却 没 有 明 显 的 变 化。同 时 也

发现了 cGMP 类似物(8-Br-cGMP) 对于蜕皮抑

制有 着 明 显 的 作 用，而 不 管 是 cAMP 类 似 物

( db-cAMP or 8-Br-cAMP) 还是 forskolin 对于蜕

皮抑制都没有明显的作用。而克氏原螯虾中也

发现了相似的结果。因此他们认为 cGMP 作为

第二信使对 于 MIH 所 起 的 蜕 皮 抑 制 作 用 进 行

调控
［28 － 29］。
Sadi 等以普通滨蟹作为研究对象，取蜕皮

间期中的普通滨蟹的双侧 Y 器进行组织培养，

而后向 培 养 液 中 加 入 纯 化 的 MIH，发 现 胞 内

cGMP 含量显著增加 (20 倍) ，且持续时间较为

长久( > 60 min) ，而 cAMP 却没有明显的变化。
后续实验中，他们又采用蜕皮前期的普通滨蟹

进行了 相 同 的 实 验，cGMP 显 著 增 加 (60 倍 ) ，

仍然持续了 较 长 的 时 间 ( > 60 min) ，而 cAMP
也有较小(2 倍) 且短暂(1 ～ 4 min) 的增加。因

此他们认为 cAMP 的增加可能是伴随 cGMP 的

增加产生的
［30］。

Covi 等认为 cAMP 是 合 成 分 解 代 谢，运 输

过程中最重要的调控者，从而也能够对 Y 器制

造蜕皮类固醇的过程进行调控;而 cGMP 是首

要的信号分子，通过神经肽进行调控。只 是 两

者对于调控的作用究竟是协同调控还是单独进

行调控还不清楚
［11］。

2. 3 Ca2 +
功 能 研 究 从 Kim 的 模 式 图 上 看，

Ca2 +
的 流 入 对 于 MIH 的 表 达 具 有 促 进 作 用。

而事实上除了在螯虾中，Ca2 +
活化的蛋白激酶

C(PKC) 对于蜕皮激素蛋白的合成产生抑制以

外
［30］，在大多数甲壳动物中，Ca2 +

与 MIH 具有

相互拮抗作用，并能够刺激蜕皮激素的分泌，而

这两者很大程度上是相辅相成的。
Ca2 +

与 MIH 具 有 相 互 拮 抗 作 用 主 要 通 过

对于 cAMP 的调控。Ca2 +
能够通过与钙调蛋白

的结合，从而激活环核苷酸磷酸二酯酶 (PDE)

的活 性，而 这 使 得 cAMP 变 为 AMP。MIH 与

Ca2 +
的拮抗作用也是通过增加 cAMP 的产生从
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而减少细胞内 Ca2 +
的浓度来完成的

［31］。
Ca2 +

对于蜕皮类激素分泌的促进作用主要

是通过活化蜕皮激素分泌所需要的蛋白。Ca2 +

能够通过活化 PKC 从而磷酸化其他蛋白，通常

来说活化的 PKC 能够激活佛波脂，从而增加 Y
器中其他蛋白的合成，并与 cAMP 水平有着拮

抗作用。可是在螯虾中，这种情况却恰恰相反，

PKC 的活化 对 于 其 他 蛋 白 的 合 成 反 而 具 有 抑

制作用。仅从这点上来说，Ca2 +
对于 蜕 皮 激 素

存在着抑制作用。而产生这种现象的原因可能

是因为，在螯虾中与蜕皮激素分泌相关的蛋白

由于被磷酸化而失活，而在蟹中，至少部分是因

为 Ca2 +
与钙调蛋白的结合激活了 PDE 的活性，

从而使得 cAMP 下降，除此之外可能还有别的

Ca2 +
参与的机制共同作用，导致蜕皮激素分泌

的增加
［30］。

现有资料表明，胞内 Ca2 +
对于蜕皮激素的

刺激作用至少是通过两种酶 PKC 和 PDE 的活

性产生。PKC 对 于 蜕 皮 激 素 的 作 用 因 种 群 不

同而有所差异，而 PDE 对于蜕皮激素的产生始

终保持促进 作 用。PDE 的 活 性 依 赖 于 Ca2 +
的

浓度而且被 Ca2 +
抑制剂所抑制

［30］。
Nakatsuji 等认为 MIH 对于蜕皮的调控，部

分依赖于 Ca2 +
从 Y 器 的 流 出，而 细 胞 内 Ca2 +

的提高促进了 PKC 或 PDE 或是两者皆有的活

性
［32］。

3 展 望

随着现代生物技术的不断 发 展，甲 壳 动 物

MIH 的调控机制将会得到不断地验证与完善。
针对甲壳动物更多的物种进行研究对于完善整

个调控机制 是 至 关 重 要 的。关 于 MIH 的 受 体

研究，cGMP 与 cAMP 的 功 能 分 析 以 及 Ca2 +
的

功能 研 究 将 会 是 很 好 的 切 入 点。例 如 对 于

MIH 受体结构的研究;观测不同蜕皮期 Y 器中

cAMP、cGMP 浓 度 的 变 化 情 况;测 量 在 MIH 存

在与否的条件下，Y 器细胞内 Ca2 +
富集的程度

等都会是探究 MIH 调控机制的有效手段。
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