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摘要: 通过非靶向代谢组学方法对比分析暴露于 0.3 mg/L 三价砷(As3+)、0.3 mg/L 五价砷(As5+)环境中 96 h 的雌性

成体三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)代谢物组成及含量的变化, 探究 As3+、As5+对三疣梭子蟹鳃组织毒性相关

分子机制。结果发现, 经 0.3 mg/L As3+暴露共获得 100 个差异代谢产物, 主要富集于 ABC 转运体、花生四烯酸代

谢、蛋白质消化吸收、氨基酸代谢及氨酰基-tRNA 的生物合成等代谢通路; 经 0.3 mg/L As5+暴露共获得 59 个差异

代谢产物, 主要富集于 ABC 转运体、氨基酸代谢、氨酰基-tRNA 的生物合成、谷胱甘肽代谢等代谢通路。根据筛

选出的差异代谢物的生理功能及其涉及的代谢通路分析, 探究 As3+、As5+对三疣梭子蟹鳃组织毒性作用的分子机

制及三疣梭子蟹的响应调控机制, 为后期深入研究致毒机制提供理论依据。 
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砷(arsenic, As)是一种常见的有毒类金属, 是

危害最严重的环境污染物之一, 其在自然界中以

有机化合物和无机化合物的形式广泛存在[1]。近

年来金属冶炼、工农业污染等人类活动加剧了砷

在环境中的累积, 导致砷污染日益严重。研究证

实, 我国四大海域均有不同程度的砷污染, 尤其

是海湾及河流入海口 [2-5], 海水中砷的浓度日渐

升高[6], 海洋砷污染已然成为我国重要的潜在卫

生安全问题。海水中溶解态的砷主要以无机态五

价的砷酸盐和甲基砷的形式存在[7], 砷的毒性与

其存在形态关系密切, 无机态的亚砷酸盐和砷酸

盐毒性较大, 是世界公认的致癌物质[8]。As 被海

洋生物吸收后易在体内蓄积并沿着食物链传递

逐级放大, 具有严重的危害性[9]。无机砷暴露导

致细胞凋亡相关的蛋白的表达, 进而引发细胞凋

亡[10-11]。Wu 等[12]通过蛋白组学实验发现 As5+暴露

使得菲律宾蛤仔组织中细胞凋亡相关蛋白质含量

显著下调。Datta 等[13]发现斑马鱼暴露于 37.5 µg/L

的 As3+环境中 30 d 后出现细胞凋亡现象。其次, 

无机砷在生物体内发生甲基化代谢过程中与 DNA

甲基化竞争甲基供体 , 打乱机体基因的稳定性 , 

诱导基因毒性的发生[14]。此外, 无机砷在海洋生

物体内的代谢过程可以干扰组织中氧化应激反应, 

引起体内膜脂、蛋白质、核酸等生物大分子产生

氧化损伤, 导致脂质过氧化、酶蛋白失活、DNA

断裂等[15-16]。 

三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)是中国

重要海水养殖蟹类之一[17-18], 经常被用作实验对

象阐明海洋污染物的毒性效应, 如镉(Cd)、三苯氧

胺和土霉素[19-21]。目前有关海洋生物中砷的研究
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主要集中在各海域中不同海洋生物砷的浓度、赋

存形态及蓄积特异性的调查[22-25], 有少量研究通

过室内砷暴露模拟实验探究海洋生物对环境和食

物中砷的蓄积、组织分布和迁移转化机制 [26-27], 

砷毒性作用机制及生物体的响应调控机制仍处于

相对空白阶段。而当机体累积浓度达到元素的毒

性阈值时就会诱导产生相应的毒性效应[28], 所以

有必要对三疣梭子蟹中砷诱导的毒性机制及生物

效应进行表征。 

目前有关于砷的毒性机制研究主要集中在甲

基化代谢、氧化应激、细胞毒性等方面[29-31]。有

研究表明长期慢性砷暴露可引起机体谷胱甘肽

(glutataione, GSH)水平下降, 但这种应激性反应

的机制尚未完全阐明[32]。代谢组学作为继基因组

学和蛋白质组学后发展起来的一门学科, 通过研

究生物体内源性代谢物的整体变化, 能够实时无

损地监测机体的生理状态, 动态地评价污染物的

毒性效应, 从而更好地解释重金属的毒性机制及

生物体的响应胁迫机制, 这也是国内外海洋生态

环境领域研究的热点[33]。 

鉴于此 , 本研究以三疣梭子蟹为模式生物 , 

基于超高效液相色谱 (ultra performance liquid 

chromatography, UPLC)飞行时间质谱的非靶向代

谢组学方法, 结合多变量数据统计分析方法, 探

讨 0.3 mg/L As3+、As5+暴露 96 h 后三疣梭子蟹鳃

组织中内源性代谢物的变化及可能的通路分析 , 

从代谢物水平阐述无机砷对三疣梭子蟹的毒性作

用分子机制及三疣梭子蟹的响应调控机制 ,为环

境污染的监测、健康损害及其综合治理提供理论

依据和技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  动物、材料与试剂 

成年雌性三疣梭子蟹, 平均体长 17 cm, 体重

(200±30) g, 活力旺盛无外伤; 购于莱州市人工养

殖厂。暂养于实验室聚乙烯水族箱内 3 d, 水温

13~15 ℃, 每 24 h 换水 1 次, 换水量为 1/3~1/2, 

连续充氧以保证水体中氧气充足, 暂养及后续暴

露实验中均禁食。 

砷酸钠(Na3AsO4·12H2O), 亚砷酸钠(NaAsO2) 

分 析 纯 ; LCMS Methanol, LCMS Acetonitrile, 

LCMS Formic Acid, LCMS WATER 购于 Fisher 

Chemical; 所有分离用有机溶剂均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

高通量组织破碎仪[型号 FastPrep-24TM5G, 

MPBiomedicals(Shanghai)公司]; 超高效液相色谱

仪(型号 ACQUITY UPLC, 美国 Waters 公司); 质

谱仪(型号 QE, 美国 thermo 公司); 超高效液相色

谱串联傅里叶变换质谱 UHPLC-Q Exactive 系统

(美国 thermo 公司)。 

1.3  方法 

1.3.1  动物实验及模型建立  实验采用第二类海

水水质即水产养殖区域要求的总砷限量的 10 倍

进行半静态染毒实验。将 As3+、As5+配制成浓度

为 2 mg/mL 的储备液, 置于 4 ℃冰箱中保存。用

海水将上述储备液稀释成 0.3 mg/L 染毒溶液。每

个实验组设置 8 个平行, 每个平行组投放 8 只蟹, 

同时用正常海水设置对照组, 将暂养结束的三疣

梭子蟹随机投入。水温 13~15 ℃, 每 24 h 更换一

次染毒溶液以保证实验浓度恒定不变, 实验持续

96 h。 

1.3.2  样品采集  暴露实验结束后, 随机抽取每

个平行组的 8 只三疣梭子蟹的鳃组织合为一个样

品, 实验组和对照组分别设置 8 个平行样本, 置

于冻存管中, 液氮中速冻后转移到–80 ℃冰箱中

冻存待检。取样全程于冰上进行。 

1.3.3  代谢物提取  精密称取 50 mg 样品同一颗

直径 6 mm 的钢珠一同加入 2 mL 加厚离心管中, 

用 400 µL 提取液(甲醇∶水=4∶1)进行提取, 同

时加入 20 µL 内标(0.3 mg/mL L-2-氯-苯丙氨酸, 

乙腈配制), 在–10 ℃下用研磨仪研磨 6 min 成匀

浆。研磨后低温超声提取 30 min, 提取温度 5 ℃; 

–20 ℃静置 30 min; 4 ℃条件下高速离心 15 min, 

移取上清液上机分析。 

1.3.4  LC-MS检测  色谱条件: 色谱柱为BEH C18

柱(100 mm×2.1 mm i.d., 1.7 µm; Waters, Milford, 

USA); 流动相 A 为水(含 0.1%甲酸), 流动相 B 为

乙腈/异丙醇(1/1)(含 0.1%甲酸); 流速为 0.40 mL/ 

min, 进样量为 2 μL, 柱温为 40 ℃。对代谢物采

用梯度洗脱: 0.0~3.0 min, 流动相 A 95%, 流动相

B 5%; 3.0~9.0 min, 流动相 A 80%, 流动相 B 20%; 

9.0~13.0 min, 流动相 A 5%, 流动相 B 95%; 13.0~ 
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13.1 min, 流动相 A 95%, 流动相 B 5%; 13.1~ 

16.0 min, 流动相 A 95%, 流动相 B 5%。 

质谱条件: 样品质谱信号采集分别采用正负

离子扫描模式, 离子源加热温度 400 ℃; 鞘气体

积流量 40 arb; 辅助加热气体积 10 arb; 正离子模

式离子喷雾电压 3.5 kV, 负离子模式离子喷雾电

压 2.8 kV; 扫描范围 M/Z: 70~1050。 

1.4  数据处理 

利用软件 Progenesis QI (Waters Corporation, 

Milford, USA)进行基线矫正、峰识别、保留时间

校正、峰对齐等处理, 获得一个保留时间、质荷

比和峰面积的数据矩阵。将数据进行预处理, 整

理形成二维数据矩阵形式, 通过 ropls (R packages)

进行主成分分析(principal components analysis, PCA) 

和正交偏最小二乘法判别分析(orithogonal partial 

least squares discriminate analysis, OPLS-DA), 根

据 OPLS-DA 模型所得的 VIP 值和 T 检验所得的 P

值 (P<0.05) 为 标 准 , 找 出 差 异 性 代 谢 物 ; 在

HMDB、KEGG 等数据库对此代谢物进行结构鉴

定, 找到对应的代谢通路, 探讨潜在生物标志物

的生物学意义, 分析 As3+、As5+对三疣梭子蟹鳃

组织毒性作用分子机制及三疣梭子蟹的响应调控

机制。 

2  结果与分析 

2.1  PCA 分析 

在正离子模式及负离子模式下对三疣梭子蟹

的鳃组织样本进行 PCA 分析。从图 1a、图 1b 可

以看出, 对照组与 As3+暴露样品点之间的分布有

所分离, 说明两组样品之间的代谢物存在一定的

差异性, 但在空间上仍有少部分重叠未实现完全

分离; 从图 1c、图 1d 可以看出对照组与 As5+暴露

组也具有一定的分离度, 表明两组间代谢物存在

差异, 但重叠部分较 As3+大。 

2.2  OPLS-DA 分析 

为了更充分地分析筛选样本间的差异代谢物, 

进一步在正离子模式及负离子模式下对三疣梭子

蟹鳃组织样本采用 OPLS-DA 数据分析, 结果见 

 

 
 

图 1  As3+、As5+在三疣梭子蟹实验组与对照组对比的 PCA 得分图 

a, c. 基于正离子模式; b, d. 基于负离子模式. 

Fig. 1  PCA score chart of As3+ and As5+ in the exposure group and control group of Portunus trituberculatus 
a and c are based on positive ion modes; b and d are based on negative ion modes. 
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图 2。As3+、As5 实验组和对照组的样品点分别聚

成一簇, 分布在不同位置且明显不相交, 实现不

同样品组间的完全分离, 表明 As3+、As5+暴露后

的三疣梭子蟹鳃组织和对照组中的代谢物种类和

(或)含量存在明显差异。所有样本均处于 95%分

组置信圈内。OPLS-DA 模型质量参数, a: R2Y=  

0.994, Q2=0.628; b: R2Y=0.998, Q2=0.781; c: R2Y= 

0.98, Q2=0.588; d: R2Y=0.977, Q2=0.607; R2 反映模

型的拟合程度, Q2 反映模型的预测能力, 两者均

大于 0.5, 说明 OPLS-DA 状态下模型对具有较高

的自变量拟合能力和较好的预测能力, 可以用于

后续的组间差异成分的寻找与分析。 

 

 
 

图 2  As3+、As5+在三疣梭子蟹实验组与对照组的 OPLS-DA 得分图 

a, c. 基于正离子模式, b, d. 基于负离子模式. 

Fig. 2  OPLS-DA score chart of As3+and As5+ in the exposure group and control group of Portunus trituberculatus 
a and c are based on positive ion modes, and b and d are based on negative ion modes. 

 

2.3  差异代谢物筛选 

通过 OPLS-DA 分析结合 T 检验, 寻找同时满

足变量重要性(VIP)>1 以及 P<0.05 的差异性代谢

物 , 与 KEGG (京都基因与基因组百科全书)、

HMDB (人类代谢组数据库)数据库进行比对获得

注释信息, As3+暴露组与对照组共注释到 1989 个

代谢物, 其中有 100 个差异代谢物; As5+暴露组与

对照组共注释到 1049 个代谢物, 其中有 59 个差

异代谢物。将筛选的差异代谢物结果以全离子模

式下的火山图形式进行可视化, 通过计算每组中

各个代谢物的 P 值以及差异倍数(fold-change)结

合 OPLS-DA 模式下所得的 VIP 值, 得到 As 暴露

组与对照组的差异代谢物的分布如图 3 所示, As3+

暴露组与对照组对比, 上调的差异代谢物有 74 个, 

下调的有 26 个; As5+暴露组与对照组对比, 上调

的差异代谢物有 37 个, 下调的有 22 个。 

将主要差异代谢产物在 KEGG、HMDB 等在

线数据库中进行结构、名称比对确认, 结果显示, 

与对照组相比, As3+暴露组三疣梭子蟹鳃组织中

发生显著性变化的代谢物主要集中在氨基酸类

(L-proline、L-arginine、Trans-4-hydroxy-L-proline、

L-Ornithine、L-lysine)、脂类和类脂分子 (类花  

生酸、甘油磷脂、孕烯醇酮脂、脂肪酰基、萜类)

及泛酸(图 4); As5+暴露组三疣梭子蟹鳃组织中差 
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图 3  As3+(a)、As5+(b)在三疣梭子蟹实验组与对照组的差异代谢物火山图 

Fig. 3  Volcano map of differential metabolite of As3+ (a) and As5+ (b) in the exposure  
group and the control group of Portunus trituberculatus 

 

 
 

图 4  As3+在三疣梭子蟹实验组与对照组差异代谢物化合物分类图 

Fig. 4  Compound classification chart of As3+ differential metabolite in the exposure group and control group of Portunus trituberculatus 
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异代谢物集中在氨基酸类 (vinylacetylglycine、

N2-γ-glutamylglutamine、γ-glutamylglutamic acid、

asparaginyl-isoleucine 、 glutamylisoleucine 、

prolylphenylalanine)、脂类和类脂分子(甘油磷酸、

磷脂、孕烯醇酮脂类、类花生酸、萜类、亚油酸、

脂肪醇)以及核苷酸类(thymine)(图 5)。 

 

 
 

图 5  As5+在三疣梭子蟹实验组与对照组差异代谢物化合物分类图 

Fig. 5  Compound classification chart of As5+ differential metabolite in Portunus trituberculatus exposure group and control group 

 
2.4  差异代谢通路分析 

将差异代谢物进行 KEGG 功能通路注释分析

得知, As3+导致三疣梭子蟹鳃损伤的作用机制可

能与 5 类 21 条代谢通路有关(图 6a)。结合 KEGG

通路富集分析发现, ABC 转运体、花生四烯酸代

谢、氨基酸代谢与生物合成(精氨酸和脯氨酸代谢、

赖氨酸退化、精氨酸生物合成等)、氨酰基-tRNA

的生物合成、蛋白质消化吸收、癌症的中心碳代

谢等是其影响的主要代谢通路(图 7a)。As5+导致

三疣梭子蟹鳃损伤的作用机制可能与 6 类 26 条代

谢通路有关(图 6b), 结合 KEGG 通路富集发现, 

影响的主要代谢通路是 ABC 转运体、氨酰基

-tRNA 的生物合成、氨基酸代谢与生物合成(精氨

酸和脯氨酸代谢、谷氨酰胺和谷氨酸代谢、精氨

酸生物合成等)、谷胱甘肽代谢、癌症的中心碳代

谢等(图 7b)。 
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图 6  As3+ (a)、As5+(b)在三疣梭子蟹实验组与对照组差异代谢物的 KEGG 功能通路统计图 

Fig. 6  KEGG functional pathway statistic chart of As3+(a) and As5+ (b) differential metabolite  
in Portunus trituberculatus from exposure groups and control group 
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图 7  As3+(a)、As5+(b)在三疣梭子蟹实验组与对照组差异代谢物的通路富集散点图 

Fig. 7  Scatter plot of enrichment of differential metabolite pathways between As3+(a) and As5+  
(b) in Portunus trituberculatus from exposure groups and control group 

 

3  讨论 

砷为类金属, 广泛存在于自然界中 [34], 其中

危害最大的是砷酸盐和亚砷酸盐, 毒性作用存在

一定的差异性。两种化合物均具有较强的神经毒

性和致癌作用 [35], 人体长期接触可能导致皮肤

癌、肝癌肺癌等[36]。本研究发现 As3+、As5+暴露

后会使得三疣梭子蟹鳃组织中影响癌症中心碳代

谢的氨基酸含量发生改变, 这可能是其诱导癌症

发生的原因之一。也有研究认为无机砷通过抑制

线粒体呼吸作用 , 形成活性氧 (ROS), 进而引起

DNA 突变导致癌症的产生[37]。 

本研究结果显示, As3+、As5+均对 ABC 转运体

产生影响, 进而干扰膜转运。As3+通过水通道蛋白

进入生物体细胞中 [38], 由于 As3+胁迫导致脯氨

酸、精氨酸两种蛋白质氨基酸代谢紊乱, 致使水

通道蛋白功能异常; 而 As5+与磷酸盐结构相似, 

通过细胞膜磷酸通道进入细胞[39], 推测是差异代

谢物谷氨酸、甘氨酸异常导致。同时, 有研究表

明, As5+通过与磷酸盐的竞争能够破坏细胞内的

磷酸化作用, 从而干扰糖酵解和氧化磷酸化等能

量代谢途径导致 ATP 合成减少[40]。 
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无机砷代谢过程中活性氧 ROS主要是由花生

四烯酸代谢通路、线粒体呼吸链、黄嘌呤氧化酶

的反应过程和还原型辅酶Ⅱ(NADPH)反应过程 4

个途径产生[41]。本研究结果显示, 经 As3+半静态

染毒后的三疣梭子蟹鳃组织中的白三烯 E4 等 4

种代谢物含量发生变化, 对花生四烯酸的代谢产

生影响, 由此可以推测, 无机砷可能引起花生四

烯酸代谢出现紊乱, 产生大量的 ROS, 从而引起

氧化损伤。此外, 无机砷进入生物体内主要通过

氧化甲基化反应而代谢[42], 而无机砷甲基转移酶

和单甲基砷甲基转移均以 As (Ⅲ)为底物, 因此

As5+需要还原成为 As3+才能进行甲基化反应[43]。

无机砷在体内的代谢模式有两种途径[44], 但这两

种途径均需要消耗谷胱甘肽(GSH)。GSH 作为解

除重金属毒性最重要的抗氧化物质, 一方面可以

清除 ROS, 另一方面能与重金属络合排出体外[45]。

本研究发现 As 暴露会导致三疣梭子蟹鳃组织中

谷氨酸、鸟氨酸、甘氨酸代谢物上调, 这些物质

与 GSH 代谢通路有关, 推测三疣梭子蟹由此进行

调控, 响应 As 胁迫引起的氧化应激反应。有学者

证实 无机 砷能 够诱 导斑 马鱼 [46] 、日 本 沼 虾

(Macrobrachium nipponense)[47]、金头鲷 (Sparus 

aurata)[48]、紫贻贝(Mytilus galloprovincialis)鳃组

织[49]、淡水贻贝[50]等激活抗氧化防御体系以响应

氧化应激反应。氨基酸类是 As3+、As5+对三疣梭

子蟹鳃损伤的重要生物标志物, KEGG 通路富集

结果显示, As3+、As5+均对精氨酸和脯氨酸的代谢

产生影响。Sharma 等[51]研究发现脯氨酸可以通过

避免酶脱水以及渗透调节等方面降低重金属毒性; 

而精氨酸是三疣梭子蟹体内重要的功能性必需氨

基酸, 参与蛋白质合成及一氧化氮(NO)、多胺和

肌酸的产生过程, 发生应激反应时, 精氨酸被大

量用于生产 NO。由此推测, 三疣梭子蟹通过上调

精氨酸、脯氨酸含量来应对 As 胁迫引发的氧化应

激反应。此外, KEGG 通路分析表明, As3+、As5+

显著干扰三疣梭子蟹氨酰基-tRNA 生物合成过程, 

氨酰基-tRNA 是翻译的底物, 该过程是将氨基酸

合成蛋白质的关键步骤。有实验证实斑马鱼氨  

酰-tRNA 生物合成过程受到干扰会出现明显的脊

柱侧弯和畸形[52]。经 As5+染毒后, 三疣梭子蟹鳃

组织中产生的差异代谢物甘氨酸还会对信号传递

造成影响, 产生一定的神经毒性。类似的结果在

无机砷对菲律宾蛤仔实验中也有出现[53]。另外实

验发现 As3+、As5+均会造成氨基酸代谢紊乱, 进

而干扰中枢神经系统功能, 同时无机砷代谢过程

中产生的活性氧(ROS)也可以作为一种信号干扰

对氧化还原敏感的信号通路[54]。 

综上所述, 本实验采用 LC-MS 结合多变量数

据统计分析方法对 As3+、As5+暴露后的三疣梭子

蟹鳃组织进行差异代谢物及通路分析, 结果显示, 

As3+组三疣梭子蟹鳃组织中脯氨酸、精氨酸、鸟

氨酸、赖氨酸等氨基酸及其衍生物含量上调, 类

花生酸、甘油磷脂等脂类含量发生显著变化, 导

致 ABC 转运体、氨基酸代谢、花生四烯酸代谢、

消化吸收、氨酰-tRNA 生物合成等通路紊乱, 从

而产生毒性效应; As5+组中乙烯基乙酰基甘氨酸、

N2-γ-谷氨酰谷氨酰胺、γ-谷氨酰谷氨酸、天冬酰

胺-异亮氨酸、谷氨酰异亮氨酸、脯氨酰苯丙氨酸

代谢发生异常, 甘油磷脂、亚油酸等脂类含量显

著变化及胸腺嘧啶代谢量上调, 会干扰 ABC 转运

体, 影响氨基酸代谢, 扰乱信号传导造成神经毒

性, 进而对三疣梭子蟹产生毒性效应, 为后期深

入研究致毒机制提供一定的依据。  
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Abstract: To explore the molecular mechanisms of the toxicity of inorganic arsenic on Portunus trituberculatus, 
we exposed adult female P. trituberculatus to 0.3 mg/L As3+ and 0.3 mg/L As5+ for 96 h. The non-targeted me-
tabolomics method was used to compare and analyze the changes in the composition and content of metabolites in 
gill tissue. Compared with the control group, a total of 100 and 59 differential metabolites were obtained in the 
As3+ and As5+ exposure groups, respectively. According to the physiological functions of the afore-mentioned me-
tabolites and the analysis of their corresponding metabolic pathways, it is speculated that As3+ upregulates proline, 
arginine, ornithine, lysine and other amino acids, and eicosanoids, glycerophospholipids, and other lipids, leading 
to disruptions in ABC transporter, amino acid metabolism, arachidonic acid metabolism, digestion and absorption, 
and aminoacyl tRNA biosynthesis. Toxic effects occur as a result, with As5+ causing abnormal metabolism of vinyl 
acetylglycine, N2-γ-glutamyl glutamine, γ-glutamyl glutamate, asparagine-isoleucine, glutamyl isoleucine, prolyl 
phenylalanine, interference with ABC transporter, amino acid metabolism, and glutathione metabolism. The ob-
servations of these toxic effects on P. trituberculatus provide a theoretical basis for future in-depth investigations 
of the mechanisms resulting from toxic exposure to inorganic arsenic. 
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