
 
湖南农业大学学报(自然科学版)  2022，48(3)：305–311．DOI：10.13331/j.cnki.jhau.2022.03.009 
Journal of Hunan Agricultural University(Natural Sciences) 

 

引用格式： 
雷梓妍，吕波，王智．拟水狼蛛对镉和 Bt 蛋白联合作用的响应[J]．湖南农业大学学报(自然科学版)，2022，

48(3)：305–311． 
LEI Z Y，LYU B，WANG Z．Response of Pirata subpiraticus to combined effect of cadmium and Bacillus 
thuringiensis protein [J]．Journal of Hunan Agricultural University(Natural Sciences)，2022，48(3)：305–311．

投稿网址：http://xb.hunau.edu.cn 
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摘 要：用经镉(1.0 mg/L)、Bt(Bacillus thuringiensis)蛋白(0.1 mg/L)和 Cd+Bt 处理的果蝇饲喂拟水狼蛛(Pirata 

subpiraticus)，测定拟水狼蛛体内 Cd 与 Bt 蛋白的富集状况和抗氧化酶表达水平；利用 RNA–seq 技术分析 Cd+Bt

处理拟水狼蛛的差异表达基因(DEGs)，运用生物信息学方法构建 DEGs 的富集及调控通路。结果发现：与 Cd

和 Bt 处理的拟水狼蛛(Cd 质量分数为(6.965 ± 0.21) mg/kg、Bt 质量分数为(3.82 ± 0.28) μg/kg) 相比，Cd+Bt 处理

的拟水狼蛛具有更高的 Cd 质量分数((12.23 ± 0.86) mg/kg)和 Bt 质量分数((7.98 ± 0.49) μg/kg)(P < 0.05)；与对照

组、单一 Cd 和单一 Bt 处理的拟水狼蛛的相比，Cd+Bt 处理还能提高拟水狼蛛体内的谷胱甘肽过氧化物酶、谷

胱甘肽 S–转移酶和超氧化物歧化酶的活性(P < 0.05)；通过对 Cd+Bt 处理和对照组进行转录组测序，得到 6914

条差异表达基因，并且与肽链内切酶活性、激素生物合成以及信息素代谢过程相关的基因(519 条)都显著下调，

共有 14 条参与卵母细胞减数分裂的基因在 Cd+Bt 处理下显著下调。转录因子和蛋白质互作分析表明， ZBTB

等转录因子参与胁迫相关的调控网络，主要影响遗传信息的转录和翻译过程。 
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Abstract: Cadmium-treated(1.0 mg/L), Bt-treated(Bacillus thuringiensis protein, 0.1 mg/L), and Cd+Bt- treated flies 
were used as food for Pirata subpiraticus(P. subpiraticus), and the enrichment of Cd and Bt protein and expression of 
antioxidant enzymes in the spiders were investigated. In addition, RNA-seq was employed to analyze the differentially 
expressed genes(DEGs) of spiders under Cd+Bt treatment, and the enrichment and regulation pathways of DEGs was 
constructed using bioinformatics methods. It is found that compared with Cd(Cd content in the spiders was(6.965 ± 
0.21 mg/kg) and Bt(Bt content in the spiders was(3.82 ± 0.28) μg/kg groups, the spiders in the Cd+Bt group showed 
higher Cd(12.23 ± 0.86) mg/kg and Bt(7.98 ± 0.49) μg/kg contents(P<0.05). In addition, compared with control, Cd 
and Bt groups, the Cd+Bt treatment increased the activities of glutathione peroxidase, glutathione S-transferase, and 
superoxide dismutase in spiders(P<0.05). RNA-seq was conducted on spiders in Cd+Bt treatment and in the control, a 
total of 6914 DEGs were obtained, and it is found that genes(519) involved in endopeptidase activity, hormone 
biosynthesis, and pheromone metabolism were all down-regulated obviously. Fourteen genes involved in oocyte 
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meiosis were significantly down-regulated under Cd+Bt treatment. Through the analysis of transcription factors and 
protein interactions, we also found that transcription factors such as ZBTB participate in stress-related regulatory 
networks, which mainly affect the transcription and translation process of genetic information. 

Keywords: Pirata subpiraticus; cadmium; Bacillus thuringiensis protein; antioxidant enzyme; transcriptome; gene 
regulation 

 

镉(Cd)可通过食物链在动物和植物体内积累

并引发生理毒性效应[1–4]。苏云金芽孢杆菌(Bacillus 
thuringiensis)(Bt)是一种革兰阳性细菌，广泛分布于

土壤、水体、昆虫和植物中[5–6]。由于转基因技术

的使用，转 Bt 玉米、转 Bt 棉花等成为提高经济作

物产量的关键手段之一。狼蛛科具有种群基数大、

繁殖力强和生态位宽等特点，是评估生态毒理胁迫

的重要标志物种[7]。Cd 暴露可改变蜘蛛的生长指

标，包括体长变小、体重下降、发育历期延长和死

亡率增加等[8]。此外，短时间的 Cd 胁迫能够诱导

狼蛛产生保护机制，包括提高谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH–Px)、谷胱甘肽 S 转移酶(GST)、超氧化物歧化

酶(SOD)、乙酰胆碱酯酶(AChE)活性等[9–10]。Bt 蛋白

可以从水稻转移到褐飞虱(Nilaparvata lugens)，然

后转移到其捕食者 Cyrtorhinus lividipennis，但 Bt
蛋白的积累不会影响蜘蛛的适应性[11]。此外，Bt
蛋白对狼蛛(Pardosa pseudoannulata)的整体和亚细

胞酶浓度也没有显著影响，但会抑制与角质层结构

相关的编码基因[12]。 
据报道，Bt 菌株可富集、降解或矿化有毒重金

属，如 Cd、铅、铜、锌、汞和铀，但 Bt 蛋白是否

在动物体内积累或降解重金属尚不清楚[13]。笔者以

单一 Cd 处理、单一 Bt 蛋白处理和 Cd+Bt 联合处理

的拟水狼蛛为研究对象，研究 Cd 和 Bt 蛋白在拟水

狼蛛体内的富集规律、拟水狼蛛的抗氧化酶活性变

化和 Cd+Bt 联合处理下拟水狼蛛的基因表达变化。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

自湖南省农业科学院试验田周边(113°4' E、

28°11' N)采集体形、大小相近的 360 头拟水狼蛛雌

性成蛛，平分成 4 组，每头用带有小团湿润棉花的

试 管 饲 养 。 分 别 每 天 喂 食 10~15 只 经 Cd(1.0 
mg/L)、Bt(0.1 mg/L)、Cd+Bt 处理(Cd 1.0 mg/L、Bt 
0.1 mg/L)的果蝇，对照组(CK)饲喂未经处理的果

蝇。每 5 d 更换 1 次试管底部的湿棉花。所有拟水

狼蛛置于 25 ℃、相对湿度 60%~80%、光照 12 h
的人工气候箱中培养。 

1.2 方法 

1.2.1 拟水狼蛛 Cd 含量与 Bt 蛋白含量和抗氧化

酶活力的测定 

收集拟水狼蛛(用果蝇饲喂 5 周)，检测其体内

的 Cd 和 Bt 蛋白含量以及抗氧化酶活性。使用 ICP

电感耦合等离子光谱仪测定 Cd 含量[9]；采用 ELISA

平板试剂盒(南京建成工程研究所)测定 Bt 蛋白含

量、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH–Px)以及谷胱甘肽 S 转移酶(GST)活性。 

1.2.2 拟水狼蛛转录组测序和生物信息学分析 

对 CK 和 Cd+Bt 处理组的拟水狼蛛进行转录组

测序。提取拟水狼蛛 RNA 后，在 Illumina HiSeq

平台进行测序。使用 BLAST 软件将样本测序结果

中的 unigene 序列进行数据库的基因功能注释，比

对的数据库主要包括基因本体数据库(GO)和京都

基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 数 据 库 (KEGG) 。 采 用

DESeq2 对拟水狼蛛基因进行分析，拟水狼蛛差异

表达基因(DEGs)的筛选阈值为 padj<0.05，且|log2FC| 

> 1。将得到的 DEGs 进行 GO 和 KEGG 富集分析，

并利用 Cytoscape 软件(http://www.cytos cape.org/)

中的 Clue GO 插件(https://apps.cytoscape.org/apps/ 

cluego)得到 DEGs 与相关生物学功能的相互关系。

运用动物转录因子数据库(animalTFDB 2.0)鉴定转

录因子。运用 STRING 数据库(https://string– db.org/)

和 Cytoscape 软件进行蛋白互作网络分析。 

1.3 数据处理 

采用 GraphPad Prism 软件进行数据分析。根据

R 语言中的 R 包(pheatmap、GOplot 和 ggplot2 等)

绘图。 



   
  

第 48 卷第 3 期 雷梓妍等 拟水狼蛛对镉和 Bt 蛋白联合作用的响应 307 

 

2 结果与分析 

2.1 拟水狼蛛体内 Cd 和 Bt 蛋白的富集水平 

测定结果表明，与对照组拟水狼蛛体内的 Cd

质量分数(0.06±0.01) mg/kg 相比，Cd 处理组和

Cd+Bt 组的 Cd 质量分数都提高了，Cd+Bt 组((12.23 

±0.86) mg/kg))的显著大于 Cd 处理组(6.965±0.21) 

mg/kg)的。与对照组拟水狼蛛的 Bt 蛋白质量分数

相比，Bt 组和 Cd+Bt 组的 Bt 蛋白质量分数提高， 其

中 Cd+Bt 组的((7.98 ± 0.49) μg/kg)显著大于 Bt 处理

组((3.82 ± 0.28) μg/kg)的。 

2.2 拟水狼蛛体内抗氧化酶的活性水平 

拟水狼蛛体内抗氧化酶活性的测定结果列于表

1。与对照组相比， Cd、Bt 和 Cd+Bt 处理显著提高

了拟水狼蛛体内的超氧化物歧化酶活性，且 Cd+Bt

处理的显著高于 Cd 和 Bt 的；与 CK 和 Bt 相比，Cd

和 Cd+Bt 处理显著提高了拟水狼蛛体内的谷胱甘肽

过氧化物酶活性，且 Cd+Bt 处理显著高于 Cd 组的；

与 CK 和 Bt 相比，Cd 和 Cd+Bt 处理显著提高了拟

水狼蛛体内的谷胱甘肽 S 转移酶活性，且 Cd 处理

显著高于 Cd+Bt 的。 

表 1  拟水狼蛛体内的抗氧化酶活性 
Table 1 The antioxidase activity in P. subpiraticus   U/mg 

处理 
超氧化物 

歧化酶活性 
谷胱甘肽 

过氧化物酶活性 
谷胱甘肽 S 
转移酶活性 

Cd (1.68±0.03)b (59.85±1.18)b (83.67±1.26)a

Bt (1.68±0.03)b (45.49±0.90)c (58.35±5.77)c

Cd+Bt (2.33±0.01)a (65.07±2.66)a (67.82±1.95)b

CK (1.52±0.07)c (47.02±0.84)c (57.67±0.73)c

同列不同字母表示处理间差异显著(P<0.05)。  

2.3 转录组序列、比对和差异基因筛选 

转录组测序总共得到 251 373 个转录本，长度

从 301 bp 到 28 945 bp 不等，平均长度为 1223 bp。

由于拟水狼蛛没有参考基因组，因此将测序数据进

行物种相似性比对，结果发现，比对物种相似性最

高 的 是 来 自 非 洲 的 游 猎 型 绒 蛛 (Stegodyphus 

mimosarum)，其次是球蛛科的常见物种温室拟肥腹

蛛(Parasteatoda tepidariorum)。为了筛选 DEGs，首

先根据 CK 和 Cd+Bt 组基因的相对表达量(FPKM 值)

大小，再通过筛选阈值 padj < 0.05，且|log2FC| > 1，

得到共 6914 条 DEGs，包括 2304 条上调基因和 4610

条下调基因(图 1)。 

 
log2(FC) 

图 1 Cd+Bt 处理的拟水狼蛛 DEGs 火山图 
Fig. 1 Volcano plot of DEGs of P. subpiraticus under Cd+Bt treatment  

2.4 差异表达基因的 GO 富集分析 

将转录组测序得到的 DEGs 注释到 GO 数据库

的三大分类，得到的注释结果有“线粒体” “细胞对

化学刺激的反应” “信号转导” “内肽酶活性” “单一

生物信号”等。分别对上、下调基因进行功能注释

分析，发现具有生物学显著性的 GO 条目由下调基

因构成。上调基因主要注释“个体组织器官”“真菌

型细胞壁组织” “真菌型细胞壁组织或生物发生” 

“模式结合”等 GO 条目，p 值(FDR 校正)都大于

0.05。发现共有 14 条下调基因 GO 条目显著富集

DEGs，其中 DEGs 主要参与的功能包括“肽链内切

酶活性”“半胱氨酸型肽链内切酶活性”“细胞外基

质”“呼吸链”“细胞器内膜”“四吡咯结合”“激素生物

合成”“信息素代谢过程”等(图 2–A)。进一步利用

Clue GO 对下调基因(519 条)的共表达模式进行分

析，发现在基因共表达网络中，“细胞间信号转导” 

“细胞质翻译” “细胞组分组装” “解剖结构形态发

生” “辐射响应”等条目起主要连接作用(图 2–B)。 

–l
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节点表示不同的富集注释，颜色表示节点的富集分类，圆的大小表示节点的显著性。 

图 2 Cd+Bt 处理的拟水狼蛛 DEGs 的 GO 注释分析 
Fig. 2 GO annotation analysis of DEGs of P. subpiraticus under Cd+Bt treatment  

2.5 Cd+Bt 处理抑制雌蛛的卵母细胞分裂通路 

为了进一步探究 Bt 蛋白和 Cd 联合作用对拟水

狼蛛的影响，对 DEGs 进行了 KEGG PATHWAY 富

集分析，将各组得到的差异表达基因比对到 KEGG
数据库，进行代谢通路途径注释。上调基因并未显

著富集到 KEGG 条目，而下调基因主要富集 5 条

KEGG 通路，除 3 条与人类疾病相关的通路(酗酒、

系统性红斑狼疮和阿尔茨海默病)外，另 2 条为卵

母细胞减数分裂和氧化磷酸化。在卵母细胞减数分

裂通路中，共鉴定到 14 条 DEGs，主要参与减数分

裂前期、减数第 1 次分裂、减数分裂间期和减数第

2 次分裂(图 3)。在减数分裂前期，共有 6 条基因分

别编码 AURKA、CPEB、MOS、SCF、APC/C 和

CDC20 酶或蛋白，表达水平相对于对照组下调；

在减数第 1 次分裂，共有 7 条基因分别编码 PLK1、
CDC2、SCF、APC/C 和 CDC20 等酶或蛋白，表达

水平相对于对照组下调；在减数分裂间期，共有 4
条基因分别编码 PLK1、AURKA、CPEB 和 CDC2
等酶或蛋白，表达水平相对于对照组下调；在减数

第 2 次分裂，共有 10 条基因分别编码 CALM、

CAMK2、SCF、PLK1、APC/C、MAD2 和 CDC22
等酶或蛋白，表达水平相对于对照组下调。 

 
图 3 拟水狼蛛的基于卵细胞成熟通路的基因表达热图 

Fig. 3 Heatmap of gene expression in oocyte meiosis pathway of P. subpiraticus  

2.6 关键 TF 的筛选与鉴定 

通过对 RNA测序后进行基因注释和 TF 数据库

分析，鉴定到 61 类共 2240 条 TF 编码基因(图
4–A)。其中，zf–C2H2 注释数量(1295 条)最多(图

–lg padj 
A B 
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4–B)。将得到的 DEGs 与 TF 注释结果进行比对，

寻找具有重叠的差异表达转录因子(DETs)。结果共

有 198 条 TF 的注释基因在 Cd+Bt 处理下显著差异

表达(109 条下调表达、89 条上调表达)，其中主要

DETs 包括 ZBTB(65 条)和 zf–C2H2(66 条)转录因子

(图 4–C)，且 ZBTB 转录因子绝大多数的编码基因

都下调表达(60 条)。 

 
A 鉴定的转录因子表达热图；B 不同转录因子家族的分布饼图；C 差异表达转录因子的筛选和表征。 

图 4 Cd+Bt 处理的拟水狼蛛转录因子的鉴定和表达及表征 
Fig. 4 Identification, expression and characterization of transcription factors in P. subpiraticus under Cd+Bt treatment  

2.7 蛋白质互作调控网络 

为了判断 Cd 和 Bt 蛋白联合作用对拟水狼蛛在

分子水平上的影响，对差异表达基因所对应的置信

度 > 700 的蛋白构建互作网络，如图 5–A 所示。整

个网络由 165 个节点以及 745 条边组成，其中有 10
个 节 点 对 应 的 蛋 白 质 为 T F ， 包 括 Z B T B 、 

 
图 5 Cd+Bt 处理的拟水狼蛛蛋白相互作用调控网络 

Fig. 5 Regulatory network of protein interaction in P. subpiraticus under Cd+Bt treatment 

A C 

B 

A

B C
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zf–C2H2、Fork head、ETS、MH1、bHLH、MYB
和 Homeobox 等。进一步筛选具有紧密连接的高置

信度蛋白质互作模块。在模块分析结果的前 4 个功

能模块中，模块 I 包括 25 个节点和 292 条边；模

块 II 包括 9 个节点和 35 条边；模块 III 包括 6 个节

点和 14 条边；模块 IV 包括 4 个节点和 6 条边(图
5–B)。对 4 个模块进行功能富集分析，发现模块注

释的基因包括 57 条 DEGs(51 条下调基因和 6 条上

调基因)，注释的功能分别为“核糖体” “翻译” “核糖

体生物起源” “核糖体的结构成分”等(图 5–C)，说明

Cd+Bt 处理可能通过抑制关键转录因子的表达来抑

制拟水狼蛛的基因调控过程(转录和翻译)。 

3 讨论 

目前，有关农田重金属污染或者转基因作物单

一胁迫对生物体内酶活性影响的研究较多[14–19]，不

同生物在应对重金属或 Bt 蛋白胁迫时，其体内抗

氧 化 酶 的 变 化 具 有 物 种 差 异 性 。 例 如 ，

AUGUSTYNIAK 等 [20]研究锌胁迫对蚱蜢体内抗

氧化酶活性的影响，发现蚱蜢体内过氧化氢酶活性

显著增加，GSH–Px 浓度显著降低，GST 活性没有

显著变化。本研究结果表明，3 种处理的抗氧化酶

(SOD，GSH–Px 和 GST)也存在差异表达，而 Cd+Bt
处理比单一处理的表达水平更高，说明 Cd+Bt 处理

对拟水狼蛛的毒性更大。 
此前的研究表明，Cd 胁迫会降低拟水狼蛛的

存活率，并且对其越冬能力产生不利影响，主要表

现在参与能量物质、抗冻剂和抗氧化剂代谢的基因

的差异表达[21]。在 Bt 蛋白对蜘蛛基因表达的研究

方面，有学者发现 Cry1Ab 不会影响蜘蛛卵囊中的

卵黄蛋白量，但是包括“胚胎发育” “躯体肌肉发育” 
“晶状体的结构成分” “骨骼肌肉运动” “周围神经系

统神经元轴突发生”等信号通路都存在一定数量的

差异基因富集[22]。本研究中，相比于正常处理的拟

水狼蛛，Cd+Bt 联合处理下的拟水狼蛛更多的

DEGs 富集的功能为卵母细胞减数分裂和氧化磷酸

化，基本都为下调基因。Cd 和 Bt 蛋白对拟水狼蛛

能量代谢产生不利影响，主要影响氧化磷酸化过

程。Cd 和 Bt 蛋白影响拟水狼蛛减数分裂功能可能

是 Cd+Bt 处理下对拟水狼蛛生长发育影响的潜在

机制之一。 

构建的 TF 调控基因的互作网络，在所有 DETs
家族中主要为 ZBTB(66 条 DEGs)以及 zf–C2H2(67
条 DEGs)2 种转录因子，这两类转录因子对于调节

转录过程从而影响细胞增殖和迁移具有重要的作

用[23]。此外，越来越多的证据表明，TF 是 Cd 应激

转录途径的关键下游效应子，能够触发 Cd 排毒基

因的表达[24]。类似的研究也发现，在 Cd 胁迫下，

低温处理后拟水狼蛛体内与 ZBTB 转录因子家族

相关的基因存在显著的差异表达，这被认为是调控

蜘蛛适应性的一种机制[21]；因此，在 Cd+Bt 处理

下，转录因子水平发生变化，从而通过调控转录等

过程影响到转录和翻译相关通路，进而抑制蜘蛛的

生长发育和激活抗氧化系统。 
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