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摘要　采用同位素标记相对和绝对定量(isobarictagsforrelativeandabsolutequantitation,iTRAQ)技术对

杀螺剂胁迫下福寿螺肝脏蛋白质组进行研究,以期从蛋白质组学水平了解福寿螺对杀螺剂四聚乙醛的胁迫应

答.结果鉴定到１０８个具有定量信息的差异蛋白(P＜０．０５),其中显著上调的蛋白有５５个,下调蛋白５３个.理

化性质分析和 GO(geneontology)注释分析发现,这些蛋白分别具有抗氧化、催化结合、抗菌等功能,并影响福寿

螺的细胞结构组成、肌肉收缩、代谢调节和免疫调节,引起神经毒性.研究测定出５７个具有不同活性的细胞色

素４５０酶系蛋白(CYP４５０),推测CYP４５０活性是福寿螺对四聚乙醛产生抗药性的重要原因.
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　　福寿螺(Pomaceacanaliculata)是世界百种恶

性外来入侵物种之一,也是中国环保总局列入首批

入侵中国的１６种“危害最大的外来物种”之一.由

于环境和缺乏天敌控制等因素,福寿螺暴发成灾,已
侵入我国１３个省(市)、２４６个县(市),受害农田超

过４．２７亿hm２[１],致使农业生产损失巨大.福寿螺

与生态系统内水生生物争夺空间、食物,占据生态

位,侵入的水域鱼类和贝类资源均遭到不同程度的

破 坏[２]. 福 寿 螺 还 携 带 广 州 管 圆 线 虫 (AnＧ

giostrongyluscantonensis)[３],已在我国北京和温州

等地发生因食用福寿螺引起嗜酸性脑膜炎群体致病

事件,使人们的身体健康受到威胁.鉴于此,福寿螺

的生物入侵危害及其综合防治问题成为农作物生产

及水产业所共同关注的问题.
近年来,国内外许多学者对福寿螺的防控技术

进行研究[４Ｇ５],但化学防治仍是目前福寿螺有效的控

制方式.四聚乙醛(methaldehyde)是常用的杀螺

剂,随着四聚乙醛等杀螺剂广泛和高剂量使用,福寿

螺对四聚乙醛的耐受能力增强,导致化学防治效果

下降.开展福寿螺抗药性机制研究,不仅对建立有

效的控制技术和研发新型杀螺剂具有积极作用,而
且也可以进一步阐明福寿螺大范围成功入侵的机

制.迄今为止,国内外许多科研机构开展了有害生

物的抗药性机制研究,发现很多与抗药性相关的抗

性 基 因,如 谷 胱 甘 肽 硫 转 移 酶 (glutathione
SＧtransferases,GST)[６]、乙酰胆碱受体(acetylchoＧ
linereceptor,AChR)、神经递质γＧ氨基丁酸(gamaＧ
aminobutyricacid,GABA)、乙酰胆碱酯酶(Acetyl
cholinesterase,AChE)、细胞色素 P４５０酶系(cytoＧ
chromeP４５０system,CYP４５０)[７Ｇ８]和羟酸酯酶(carＧ

boxylesterase,EC)[９]基因等.而关于福寿螺抗药

性的报道不多,前期笔者从福寿螺转录组找到了大

量CYP４５０基因[１０],考虑到蛋白是行使各种生物学

功能的最终形式之一,现利用同位素标记相对和绝

对定 量 (isobarictagsforrelativeandabsolute

quantitation,iTRAQ)技术和生物信息学分析方法,
筛选福寿螺与药物胁迫相关的候选蛋白,旨在为福

寿螺抗药性形成的分子机制研究提供新的依据.
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1　材料与方法

1.1　试验材料

福寿螺(P．canaliculata)采集于中国水产科学

研究院珠江水产研究所外来水生生物入侵风险评估

中心(１１３°１３．３７５′E,２３°０３．３７５′N),水体一直未施加

任何农药,所用螺体质量为９．０２~１３．２８g,壳高

３．２~４．７cm.自然光照条件,暂养于去氯充氧的淡

水培养箱(１５０cm×１５０cm ×７０cm)中,备用.四

聚乙醛(metaldehyde)购自广州威佳生物公司.设

置２组(对照组S１、S２和实验组 R１、R２),每组２个

重复.参考项目组前期的试验结果[１１],试验组药物

四聚乙醛的质量浓度为０．５ mg/L.取样时间为

２４h,每组１０个活螺的肝脏混合为１个样品,液氮

保存.
1.2　样品总蛋白提取

研磨前先在研钵中倒入液氮预冷,然后取约

０．２g组织置于研钵中,迅速加入液氮.在研钵中加

入８００μLRIPA 裂解液,充分溶解(收集)粉末后转

移至１．５mLEP管中,再加４００μLLB研钵１次,转
移到相同的 EP管中.冰浴超声处理(５％功率,超
声１s,间隔１s,共５min),破碎核酸,４℃、１２０００
r/min离心２０min,收集上清液.将上清液分装成４
管,每管约２５０μL,每管再加入１mL 丙酮－２０℃
沉淀过夜.沉淀完的蛋白质于４℃、１２０００r/min
离心２０min,倒去上清液,打开管盖平放于干净的

纸巾上自然干燥,即可得到处理后的蛋白质团块,

－８０℃保存备用.在干燥后的蛋白质团块中加入

２００μLRIPA 裂解液,反复吹打直至蛋白质充分分

散.冰浴超声助溶(１％功率,超声１s,间隔１s,共

５min)后于４℃、１２０００r/min离心２０min,吸出上

清液,转移至新的EP管中.
1.3　蛋白质样品上机检测方法

提取后的蛋白样品使用还原烷基化处理,６０℃
反应１h,打开二硫键以便后续充分酶解蛋白.使

用 GEhealthcare的２Dquantkit进行蛋白质的浓

度测定.等体积进行 SDSＧPAGE电泳,对蛋白酶进

行检测.按照胰蛋白酶∶蛋白＝１∶５０(质量比)的
比例加入胰蛋白酶,３７℃酶解过夜.酶解后的蛋白

片段使用标iTRAQ标记试剂与酶解后肽段充分混

合,室温下孵育２h.将标记后的肽段进行等量混

合,使用强阳离子交换色谱(strongcationexchange
choematography,SCX)进行预分离.分离色谱采用

液相串联质谱(liquidchromatographycoupledwith
tandem massspectrometry,LCＧMS/MS)鉴定.
1.4　蛋白质鉴定和定量

使用 Mascot(２．３．０２)软件进行蛋白质鉴定和定

量,采用福寿螺转录组测序获得的蛋白序列数据为

鉴定数据库,设置检索参数:肽段质量误差设为

±０．０５u,碎片离子误差为±０．１u.蛋白质的差异

倍数以 Mascot搜库结果为基础,分别对试验组和

对照组鉴定到的同一组肽段进行比较计算,分析蛋

白表达差异.选择肽段数≥２、差异倍数＞１．５,且经

统计检验P＜０．０５的蛋白作为显著差异表达蛋白.
1.5　差异蛋白分析

为了解差异蛋白与生物学功能的相关性,将显

著差异蛋白映射到基因本体(geneontology,GO)数
据 库 (http://www．geneontology．org/)的 各 个

term,通过计算每个term 的蛋白数目,获得差异蛋

白的 GO 分类数据.对 GO 分类后的蛋白数据,采
用超几何检验,以P＜０．０５为阈值,分析差异显著

蛋白相比于背景蛋白显著富集的 GO 条目.使用

WEGO(http://wego．genomics．org．cn/)软件对富

集的条目进行可视化作图.利用京都基因与基因组

百科全书(kyotoencyclopediaofgenesandgenomes,

KEGG)数据库对差异表达基因进行通路分析,KEGG
通路分析均以P＜０．０５作为显著性富集标准.

2　结果与分析

利用iTRAQ技术对福寿螺肝组织进行相对定

量分析,结果鉴定到３８３０个蛋白,其中发现与抗药

相关 的 ５７ 个 CYP４５０(CYP１A１、CYP２B４、CYP２D３、

CYP２J２、CYP２J５、CYP２U１、CYP３A１０、CYP３A１１、

CYP３A１５、CYP３A１６、CYP３A１８、CYP３A２１、CYP３A２４、

CYP３A２８、CYP３A３０、CYP３A３１、CYP３A４１A、CYP３A５、

CYP３A５６、CYP３A６、CYP４A２５、CYP４A４、CYP４F２、

CYP４F３、CYP４F４、CYP４F６、CYP４V２、CYP６A９、

CYP６J１、CYP７A１、CYP９E２、CYP１８A１、CYP２０A１等)、

GSTs１４个、AChR２个、GABA１个、AChE２个等.依

据蛋白质丰度水平,鉴定出１０８个差异表达蛋白(差异

倍数＞１．５,且P＜０．０５),其中５７个上调,５３个下调.

Amy１、rgn、Acadvl、TLDC１、Gcat、SARPＧ１９precursor等

蛋白上调表达差异显著(P＜０．０１),而 ACOX１、

Mllt４、yajO、VAT１L、Gld、TMLHE、DKC１、Naaa、

CYP３A２４等蛋白下调表达差异显著(P ＜０．０１)
(表１).
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　　利用 WEGO 软件对差异蛋白的主要功能类别

进行 GO功能分类,可将１０８个差异蛋白分为３类

(图１):(１)在细胞组分中,差异蛋白数量最多的３
个功 能 组 是 细 胞 器 (organelle)、膜 结 合 细 胞 器

(membraneＧboundedorganelle)和细胞(cell),但细

胞器内膜(organelleinnermembrane)(P＜０．０１)、
细胞器膜(organelleenvelope)(P＜０．０５)、膜(enveＧ
lope)(P＜０．０５)和线粒体(mitochondrion)(P＜
０．０５)等差异显著;(２)在分子功能方面,差异蛋白数

量最多的３个功能组分别是结合(binding)、催化活

性(catalyticactivity)和蛋白结合(proteinbinding);
(３)在生物过程方面,差异蛋白数量最多的３个功能

组是代谢过程(metabolicprocess)、单生物信号过

程(singleＧorganismcellularprocess)和细胞代谢过

程(cellularmetabolicprocess).KEGG 分析发现,

１０８个差异蛋白涉及到８０个代谢通路,蛋白种类最

多的代谢通路是碳代谢(carbonmetabolism)、氧化

磷酸化(oxidativephosphorylation)和溶酶体(lysoＧ
some).而６条代谢通路差异显著(P＜０．０５),分别

为抗坏血酸盐和醛酸盐代谢(ascorbateandaldarate
metabolism,ko０００５３)、芳香族化合物降解(degraＧ
dationofaromaticcompounds,ko０１２２０)、叶酸生物

合成(folatebiosynthesis,ko００７９０)、血管平滑肌收

缩(vascularsmoothmusclecontraction,ko０４２７０)、
心肌细 胞 肾 上 腺 素 信 号 (adrenergicsignalingin
cardiomyocytes,ko０４２６１)和 赖 氨 酸 降 解 (lysine
degradation,ko００３１０).其中抗坏血酸盐和醛酸盐

代谢(ascorbateandaldaratemetabolism)和芳香族

化合物降解(degradationofaromaticcompounds)
差异极显著(P＜０．０１)(图２).

　A:特性;B:生物调节;C:组织成分或生物合成;D:细胞过程;E:发育过程;F:免疫系统过程;G:定位;H:代谢过程;I:多个体过

程;J:多细胞生物过程;K:生殖;L:生殖过程;M:外界刺激反应;N:信号;O:单一生物过程;P:细胞;Q:胞间连接;R:细胞部分;

S:大分子复合物;T:细胞膜;U:细胞膜部分;V:膜封闭腔;W:拟核;X:细胞器;Y:细胞器部分;a:抗氧化活性;b:结合;c:催化活

性;d:分子 功 能 调 节;e:转 运 活 性.A:Behavior;B:Biologicalregulation;C:Componentorganizationorbiogenesis;D:Cellular

process;E:Developmentalprocess;F:Immunesystem process;G:Localization;H:Metabolicprocess;I:MultiＧorganism process;

J:Multicellularorganismalprocess;K:Reproduction;L:Reproductiveprocess;M:Responsetostimulus;N:Signaling;O:SingleＧorＧ

ganismprocess;P:Cell;Q:Celljunction;R:Cellpart;S:Macromolecularcomplex;T:Membrane;U:Membranepart;V:MembraneＧ

enclosedlumen;W:Nucleoid;X:Organelle;Y:Organellepart;a:Antioxidantactivity;b:Binding;c:Catalyticactivity;d:Molecular

functionregulator;e:Transporteractivity．

图１　福寿螺鉴定的差异蛋白的功能分类

Fig．１　Functionalclassificationofthe１０８differentialproteinspotsidentifiedfromPomaceacanaliculata

3　讨　论

肝脏是生物积聚和转化有毒物质的重要场所,
是代谢和解毒中心,因此选择肝脏进行蛋白质定量

分析.本研究利用蛋白质组学技术比较了福寿螺敏

感品系在杀螺剂四聚乙醛胁迫下蛋白质的表达变化

情况,结果显示,在０．５mg/L四聚乙醛胁迫下,共
有３８３０个蛋白参与了胁迫反应,并表现出不同的表

达量.福寿螺体内葡萄糖脱氢酶(GLD)等表达明

显下调(表１),说明福寿螺体内抗坏血酸、醛糖、芳
香化合物和赖氨酸代谢途径受损,影响福寿螺能量

产生.福寿螺体内类线粒体 ATP 合成酶 γ亚基

(ATP５C１)显著上调(P＜０．０５),说明体内 ATP合

成增加.福寿螺虽然通过糖类、芳香化合物提供能

量的途径受损,但是它可能通过增加糖代谢来增加

能量的产生,以此对抗外界药物胁迫环境.福寿螺

９１１



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３８卷　

图２　福寿螺KEGG分析中富集的２０条通路

Fig．２　Top２０enrichedpathwaysinKEGGanalysisofPomaceacanaliculata
的钙调蛋白(CALML５)、类肌球蛋白调节轻链１２B
(SQH)和类原肌球蛋白Ｇ亚型２ＧX１７(tropomyosinＧ２
isoformX１７)表达均下调,说明四聚乙醛胁迫可能

降低福寿螺的运动能力.而肌球蛋白作为一种超家

族蛋白质,是细胞骨架的重要组成部分[１３].细胞骨

架重构参与细胞结构维系、形态变化、迁移、增殖及

凋亡等生物学过程[１４].本研究中,福寿螺类肌球蛋

白调节轻链１２B(SQH)表达下调,说明四聚乙醛胁

迫影响了福寿螺的细胞骨架构成.
肽基Ｇ脯氨酰顺式Ｇ反式异构酶参与 Ca２＋ 合成,

在生物细胞凋亡起着重要的作用[１２].在０．５mg/L
四聚乙醛胁迫下,福寿螺体内的类肽基Ｇ脯氨酰顺

式Ｇ反式异构酶(FKBP８)表达下调,引起福寿螺的氧

化应激,调动自身先天性免疫的调节.福寿螺体内

G型溶菌酶(GＧtypelysozyme)上调,说明引起福寿

螺自身的先天性免疫.而免疫因子(CD１０９、C３、

C１QTNF３)均下调,预示着药物胁迫破坏福寿螺的

免疫信号通路.同时,福寿螺突触囊泡膜蛋白同系

物(VAT１L)表达活性显著下调(P＜０．０１)(表１),
而突触泡位于神经末梢用于调节神经递质储存和释

放,VAT１L表达降低说明四聚乙醛胁迫可能影响

了神经细胞内神经递质的释放,损伤神经细胞.
另外,在杀螺剂四聚乙醛胁迫下福寿螺共有５７

个CYP４５０酶系蛋白参与反应(表１),并且不同的

CYP家族或亚型表现出不同的表达量.CYP４５０是

广泛存在于生物有机体中的一类代谢酶系,不仅对

外来物质如杀虫剂、药物等其他环境有毒物质具有

代谢作用,还参与一些重要生理功能的内源性物质,
如激素、脂肪酸的代谢,在生物体中起着十分重要的

作用[１３Ｇ１４].CYP４５０是人类众多抗肿瘤药物发挥药

效 和 解 毒 过 程 中 重 要 的 药 物 代 谢 酶,如

CYP２A６[１５]、CYP２B６[１６],也是有害生物解毒酶中研

究最多的,能有效催化杀虫剂的代谢和降解[１７].沈

晋良等[１８]认为抗药性是由有害生物对杀虫剂代谢

能力提高造成的,其中 CYP４５０等起着关键作用.
进一 步 分 析 发 现,５７ 个 CYP４５０ 酶 系 蛋 白 中 以

CYP３家族和CYP４家族居多.CYP３是负责药物

代谢的最重要的 CYP４５０同工酶之一,参与许多临

床上有用的治疗剂的氧化生物转化[１９Ｇ２０],在药物代

谢中具有重要作用.大量的研究证明,有害生物的

抗药性与 CYP４５０活性相关.李凤良等[２１]通过増

效剂试验证明了CYP４５０活性增强是小菜蛾对溴氰

菊酯形成抗药性的重要机制.Qian等[２２]研究证明

CYP４５０活性提高是抗虫酰肼小菜蛾品系对阿维菌

素产生交互抗药性的主要原因.一般来说,有害生

物产生抗药性的机制主要包括表皮穿透速率降低、
害虫对杀虫剂解毒代谢能力的增强以及杀虫剂靶标

部位敏感性的降低[２３Ｇ２４].本研究发现福寿螺体内

CYP４５０数量较多且存在较大的活性变化,这与项

目组前期分析转录组的研究结果[１０]相一致,因此,
推测福寿螺对四聚乙醛较强的解毒能力即CYP４５０
表达量提高是福寿螺逐步对四聚乙醛产生抗药性的

０２１
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原因之一.另外,CYP３A 家族有 １ 个亚 型 蛋 白

CYP３A２４表达下调,且差异极显著(P＜０．０１),但

CYP３A２４亚型蛋白是一种新型的 CYP蛋白,目前

仅在软体类牡蛎中发现[２５],还无法判断其功能.下

一步可利用 RNAi技术沉默CYP３A２４基因的表

达,进而验证 CYP３A２４是否参与抗性的形成及其

功能.综上所述,福寿螺的药物胁迫的应答机制是

一个复杂的过程,四聚乙醛胁迫造成福寿螺的氨基

酸、赖氨酸等代谢紊乱、破坏细胞骨架和肌肉收缩,
引起免疫应答,造成细胞凋亡和神经毒性,并导致机

体死亡.蛋白质Ｇ蛋白质相互作用(proteinＧprotein
interaction,PPI)是生命体结构和生命活动的基础

和特征,控制着生命活动的各个过程.PPI及其构

建的作用网络,在很多生命活动中发挥着重要的作

用[３０],如细胞信号的转导和调控、代谢途径等.本

研究初步进行了福寿螺１０８个差异蛋白的PPI分析

(数据未显示),但由于福寿螺大部分蛋白属于未知

蛋白,下一步的研究集中寻找潜在的关键蛋白,并利

用免疫共沉淀技术结合 Western 印迹实验进行功

能验证,解析福寿螺对四聚乙醛产生抗药性的分子

机制.
本研究利用iTRAQ技术鉴定出福寿螺与杀螺

剂四聚乙醛胁迫相关的差异蛋白.功能分析发现差

异蛋 白 主 要 参 与 抗 坏 血 酸 和 醛 糖 代 谢 (GLD、

HPGD)、叶酸生物合成(SPR、QDPR)、血管平滑肌

收缩(CALML５、sqh、tropomyosinＧ２isoformX１７)、
细胞凋亡(FKBP８)、免疫应答(GＧtypelysozyme、

CD１０９、C１QTNF３)等,发现６条代谢通路差异显著

(P＜０．０５),这些数据信息对于深入理解福寿螺药

物胁迫应答的分子基础提供了参考.
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Identificationofcandidateproteinsrelatedtomolluscicide
resistanceinapplesnail,PomaceacanaliculatabasedoniTRAQanalysis

MUXidong１,２　XU Meng１　YANGYexin１　GUDang’en１

LUODu１　WEIQiwei２,３　HUYinchang１

１．KeyLaboratoryofRecreationalFisheries,MinistryofAgricultureandRuralAffairs/

GuangdongModernLeisureFisheriesEngineeringTechnologyCenter/

PearlRiverFisheriesResearchInstitute,ChineseAcademyofFisherySciences,

Guangzhou５１０３８０,China;

２．CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

３．YangtzeRiverFisheriesResearchInstitute,ChineseAcademyofFisherySciences,

Wuhan４３０２２３,China

Abstract　ThestressresponseofPomaceacanaliculatatomolluscicidemetaldehydeatproteomic
levelwasanalyzedinthisstudy,whichlaysafoundationforfuturestudyofthemolecularmechanismof
resistancetodrugsinsnail．ProteomeoftheP．canaliculataliverwasstudiedusingtheisobarictagsfor
relativeandabsolutequantitation(iTRAQ)technology．Theresultsshowedthat１０８differentiallyexＧ
pressedproteins(P＜０．０５)withquantitativeinformationwereidentified,ofwhich５５weresignificantly
upＧregulatedand５３weredownＧregulated．ThephysicalandchemicalpropertiesanalysisandGO (gene
ontology)annotationanalysisshowedthattheseproteinscouldbefunctionallycategorizedintoantioxiＧ
dant,catalyticandantibacterialfunctions,affectingthecellularstructurecomposition,musclecontracＧ
tion,metabolicregulationandimmunoregulationandcausingneurotoxicityofsnail．Allthe５７CytoＧ
chromeP４５０werefoundtoshowdifferentexpressionactivity,suggestingthatCYP４５０maycontribute
tometaldehyderesistanceofP．canaliculata．

Keywords　Pomaceacanaliculata;metaldehyde;iTRAQ;differentiallyexpressedproteins
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