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[bookmark: OLE_LINK10]摘  要：微塑料（MPs）对土壤动物的生态毒性被广泛认知，但不同暴露时间下MPs的老化程度及其对土壤动物的毒性效应差异和毒性动态变化过程知之甚少。本研究通过微宇宙暴露试验，对比了聚乙烯微塑料（PE-MP）和聚乳酸微塑料（PLA-MP）暴露30天和60天的老化程度及其对蚯蚓的生态毒性。研究结果显示，PE-MP和PLA-MP老化后，在717 cm-1和1000~1257 cm-1范围内的特征峰强度发生显著变化；PE-MP的羰基指数（Carbonyl Index, CI）从0.26增加至0.72，PLA-MP的CI值从3.23增加至3.35；同时，扫描电子显微镜（SEM）观察证实两种MPs表面均出现明显的裂缝和断裂等老化迹象。进一步研究发现，MPs老化显著增强了其对蚯蚓的毒性。暴露于PE-MP和PLA-MP均破坏了蚯蚓体内的氧化-抗氧化平衡，诱发活性氧（ROS）水平变化和氧化应激。暴露60天后，PE-MP和PLA-MP暴露处理蚯蚓体内丙二醛活性分别增加了36.22%（PE-MP）和11.47%（PLA-MP）；谷胱甘肽-S转氨酶活性增加了107.32%和33.44%；超氧化物歧化酶、过氧化物酶、过氧化氢酶活性分别降低了27.07%和30.62%，24.78%和55.51%，52.90%和47.78%。SEM与组织病理分析表明，相较于PE-MP，暴露于PLA-MP的蚯蚓表皮和肠道组织损伤更为明显，且随着暴露时间延长，两种MPs在肠道中的生物累积量由初始的2.50±0.28 μg·mg–1显著增加至6.17±0.13 μg·mg–1，这种累积效应最终导致蚯蚓产生不可逆的生理功能障碍。综上所述，PE-MP和PLA-MP在土壤中的老化过程均会对赤子爱胜蚓造成显著的生理损伤，并诱导发生氧化应激反应。值得注意的是，相较于PE-MP，PLA-MP更易老化，并诱导更强的生理毒性。
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[bookmark: _GoBack]Abstract: 【Objective】The ecotoxicity of microplastics (MPs) to soil fauna is widely recognized. However, the degree of MP aging under different exposure durations, their differential toxic effects on soil fauna, and the dynamics of toxicity changes remain poorly understood.【Methods】In our study, microcosm experiments were conducted to compare both the aging degree of polyethylene (PE-MP) and polylactic acid microplastics (PLA-MP) exposed for 30/60 days and their ecotoxicities to earthworms. 【Result】The characteristic peak intensity of both aged PE-MP and PLA-MP exhibited significant alterations at 717 cm⁻¹ and within the 1000-1257 cm⁻¹ range. The carbonyl index (CI) of PE-MP and PLA-MP increased from 0.26 to 0.72 and 3.23 to 3.35, respectively. Also, scanning electron microscopy (SEM) demonstrated visible surface cracks and fractures, confirming aging on both MPs. Aging significantly enhanced the toxicity of MP on earthworms and the redox balance of earthworms was disrupted when exposed to both PE-MP and PLA-MP. This was associated with fluctuations in reactive oxygen species (ROS) and oxidative stress. After 60 days of exposure, the concentration of malondialdehyde (MDA) increased by 36.22% and 11.47%, while glutathione-S-transferase (GST) increased by 107.32% and 33.44% in PE-MP and PLA-MP treatments, respectively. In addition, the activities of superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD), and catalase (CAT) decreased by 27.07% & 30.62%, 24.78% & 55.51%, and 52.90% & 47.78%, respectively. SEM and histopathological analyses revealed more severe damage to the epidermis and intestinal tissues in PLA-MP-exposed earthworms than those of PE-MP. Intestinal MP bioaccumulation significantly increased from 2.50±0.28 μg·mg–1 to 6.17±0.13 μg·mg–1 with prolonged exposure, ultimately causing irreversible physiological impairment. 【Conclusion】The aging of PE-MP and PLA-MP in soil induced significant physiological damage and oxidative stress in Eisenia fetida. Notably, PLA-MP shows greater susceptibility to aging and induces stronger physiological toxicity compared to PE-MP.
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现代农业生产中，塑料材料因其优异的机械性能与经济性被广泛应用于地膜覆盖、灌溉系统等领域[1]。目前全球塑料产量已攀升至4.0003亿吨，其中，农用塑料消耗量占比26.8%，且逐年以4.1%的速度增长[2]。聚乙烯（PE）因其高结晶度、强疏水性和化学惰性，占据农膜市场份额的68.3%以上，但其光氧化裂解产生的聚乙烯微塑料（PE-MP）在土壤中表现出超百年尺度的持久性（环境半衰期t1/2=110 ± 15年）[3]。同时，以聚乳酸（PLA）为代表的可降解塑料因政策扶持快速推广，年消费量可达97万吨[4]，但其在土壤中的的不完全降解会释放表面电荷极化的次生聚乳酸微塑料（PLA-MP），次生PLA-MP因高表面反应活性而显著区别于传统PE-MP的环境行为[5]。因此，探明不同类型微塑料（MPs）的环境行为对农田生态系统的可持续发展具有极为重要的意义。
土壤动物是陆地生态系统中的活跃生物群体，在土壤发育、能量流动和物质循环过程中发挥着至关重要的作用[6]，但MPs的存在对土壤动物造成了显著的负面影响。一方面，粒径较小的MPs可以被土壤动物摄食，并在进入机体后参与生理生化反应，发生生物累积，导致机体功能受损、活动能力下降，生长繁殖能力减弱[7]；另一方面，MPs表面粗糙，作为载体可以为污染物提供附着点位，携带污染物进入动物体内，进一步加剧对土壤动物的生物效应[8]。此外，Ding等[9]研究证实MPs在土壤中的老化程度不同，其对土壤动物的生物效应也会发生改变。
蚯蚓作为土壤生态系统中常见的土壤动物，对土壤环境变化极为敏感，因此被视为研究土壤污染物毒性效应的理想模式生物[10]。其中，赤子爱胜蚓因其广泛的分布、对各类实验条件的高度适应以及在生态毒理学研究中的独特价值，常被用作指示生物，以评估污染物对土壤动物的毒性效应[11]。
尽管MPs的土壤生态效应研究已取得阶段性进展，但仍存在以下维度的局限性。首先，现有研究体系多基于传统石油基MPs，对可降解MPs在土壤中的老化特征及生态风险缺乏系统认知；其次，既往研究多采用急性暴露模式（≤28天），时间尺度存在缺陷，难以揭示自然老化过程中MPs性质改变对生物体的累积效应；再者，MPs在环境中的自然老化与生物毒性效应的动态关联机制尚未建立完整的理论框架。基于此，本研究通过微宇宙实验探究不同暴露时间下传统与可降解MPs对蚯蚓产生的毒性效应，拟建立“老化时间-物理化学性质-生物响应”三者的关联模型，明确不同类型MPs在土壤中的老化特征，系统评估MPs暴露下蚯蚓的氧化应激反应、组织病理变化及体内生物累积过程，以期揭示MPs对土壤生态系统潜在风险的生态毒理学机制，为农田微塑料污染的风险评估和可降解农膜的合理应用提供科学依据。
1材料与方法
1.1供试材料
基于农田MPs污染特征，选用PE-MP和PLA-MP为模式污染物。实验材料分为两类，荧光标记型MPs（λEx/λEm=538 /580 nm，天津倍思乐色谱技术开发中心）用于动态追踪蚯蚓肠道内MPs的积累量；未标记型MPs（广东恒发塑化公司）用于老化特征表征和毒性机制研究。未荧光标记型MPs与乙醇（95%）按照1:10（m/V）比例，混匀仪60 r·min–1漂洗2 h，TGL-18R高速离心机3500 r·min-1离心、过滤，然后用去离子水代替乙醇，两试剂交替清洗3个循环，洗涤后的MPs于真空干燥箱（40℃）干燥至恒重，密封避光保存。通过扫描电子显微镜（SEM）和激光粒度仪对两类MPs形态（未标记型MPs：图1a和图1b；荧光标记型MPs：图1c和图1d）和粒径（未标记型MPs：图1e和图1f；标记型MPs：图1g和图1h）表征，确保两类材料具有生物学行为可比性。
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图1 不同类型MPs的SEM图像（PE-MP: a, c; PLA-MP: b, d）及粒径分布（PE-MP: e, g; PLA-MP: f, h）
Fig. 1 SEM images (PE-MP: a, c; PLA-MP: b, d) and particle size distribution (PE-MP: e, g; PLA-MP: f, h) of different types of microplastics
本研究中受试蚯蚓选择赤子爱胜蚓（Eisenia fetida，寡毛纲，正蚓科），购买自陕西省杨凌区正和生物公司。优先选择生殖带清晰、体型均匀、活动水平相近、体重在300~500 mg之间的个体，以减少蚯蚓个体差异引起的实验误差。
供试土壤采集于陕西省西北农林科技大学实验田（34°17′N，108°01′E），采集0~20 cm的表层土壤作为实验用土，清除根系等杂质后室温风干，过2 mm筛备用。已知实验田附近无已知点源污染。通过密度浮选（ZnCl2溶液，ρ=1.50 g/cm³），0.45 μm滤膜收集，体视显微镜（SZX16，Olympus，日本）定量统计[12]，得到单位采样土壤中MPs含量为0.008%，与实验设置MPs浓度相比，影响可忽略不计。供试土壤基本理化性质如表1所示。
表1 供试土壤基本理化性质
Table 1 Basic physico-chemical properties of soil samples
	土壤类型
Soil type
	pH
	有机碳
Organic carbon/
[bookmark: _Hlk173397872](g·kg–1)
	[bookmark: OLE_LINK6]全氮
Total nitrogen/
(g·kg–1)
	全磷
Total phosphorus/(g·kg–1)
	黏粒
Clay/%
	粉粒
Silt/%
	砂砾
Sand/%

	塿土 Lou soil
	8.63
	8.61
	0.62
	0.88
	25.5
	57.4
	17.1



1.2 研究方法
实验设置3组处理：仅蚯蚓组（Q），聚乙烯暴露组（PE+Q）和聚乳酸暴露组（PLA+Q）。每组设置5个生物学重复。微塑料暴露浓度设置为1.5%（w/w），此浓度设置是基于我国大棚种植区农膜微塑料的富集特性，连续覆膜5年后表层土壤MPs丰度可高达12000~15000 mg·kg–1[13]，该剂量能反映污染区的生物效应特征。
供试蚯蚓在无污染土壤中培养一周，培养环境湿度设置为30%，温度控制在22 °C ± 2 °C [14]。培养结束后，冲洗蚯蚓，放置在铺有湿润滤纸的培养皿中，室温条件下避光清肠48 h。然后随机选择20条蚯蚓转移至聚丙烯树脂花盆中（高14 cm，底部直径10 cm，顶部直径15 cm，容积约1.8 L），每个花盆装有1 kg土和对应比例重量的MPs，土壤表面平铺3 g枯落物（1×1 cm大小）作为蚯蚓的食物，实验周期内不再补充食物。花盆上口和底部排水孔用1.5 mm孔隙的双层纱布缚紧，防止蚯蚓逃逸。环境设置同培养条件，实验周期60天，分别在第30天，60天取样，筛选提取土壤中MPs，同期测定蚯蚓及MPs相关指标。
（1）土壤中MPs提取。采用密度浮选结合氧化消解法进行土壤中微塑料的提取。具体操作步骤如下：首先将风干土样经研磨后过1 mm不锈钢筛网，然后按固液比1:10（m/V）加入密度为1.50 g·cm–3的ZnCl2溶液，超声波辅助震荡（40 kHz，10 min）后静置24 h浮选，再通过真空抽滤收集上清液中悬浮颗粒；将滤膜收集物转移至锥形瓶，按1:10（m/V）比例加入30% 过氧化氢溶液（H2O2），60 ℃恒温振荡（150 r·min–1）72 h去除有机质，再次抽滤后转移残余物至玻璃培养皿，于真空干燥箱（60℃）烘干至恒重，收集样品密封保存于干燥器中，供后续SEM及衰减全反射傅里叶红外光谱（ATR-FTIR）表征分析。
[bookmark: OLE_LINK3]（2）抗氧化酶系统指标测定。清水冲洗蚯蚓表皮泥土和分泌物，黑暗条件下清肠24 h后，擦除蚯蚓体表水分并称重（精确到0.0001 g）。按照1:9（m/V）比例加入0.1 mol·L–1磷酸盐缓冲液（PBS，pH = 7.4），冰水浴条件下机械匀浆，2500 r·min–1离心10 min，得到的上清液用于测定活性氧（ROS）、蛋白总量（TP）、丙二醛（MDA）、过氧化氢酶（CAT）、过氧化物酶（POD）、谷胱甘肽-S转氨酶（GSH-ST）和总超氧化物歧化酶（T-SOD）活力，测定步骤参考文献进行[15]。
[bookmark: OLE_LINK15]（3）蚯蚓肠道MPs浓度的测定。清肠24 h后，沿着蚯蚓的身体轴线横向切开，转移肠组织至玻璃离心管中，加入1 mL硝酸消化2 h（70℃），然后用超纯水定容至5 mL。使用荧光分光光度计在538 nm和580 nm的激发和发射波长下测定蚯蚓肠道中MPs浓度。通过连续稀释荧光MPs悬浮液建立标准曲线，测量处理组蚯蚓肠道中的背景荧光。
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK2]（4）病理分析。将已完成清肠且体表干净的蚯蚓放置在玻璃离心管中，加入10%乙醇溶液进行麻醉，待蚯蚓无反应时取出，在戊二醛固定液（2.5%，Gluta固定液）中固定4 h后，用0.1 mol·L–1 PBS冲洗蚯蚓并擦干体表，放至玻璃离心管中，依次加入30%、50%、70%浓度梯度的乙醇溶液进行脱水，风干2 h，在SEM下观察蚯蚓体表损伤。蚯蚓在4%多聚甲醛溶液中固定24 h后，在熔融石蜡中浸泡包埋，用切片机横向切割得到4 μm厚的切片，经苏木精-伊红染色（H&E）后，用生物显微镜观察体壁、肠道和细胞病理。
1.3 数据分析
所有数据均以平均值±标准误差的形式列出。数据的统计分析采用SPSS 26.0软件进行，使用单因素方差分析（ANOVA）处理对照组与处理组之间的差异进行显著性检验，设定P < 0.05为显著水平。此外，图表均使用Origin 2021软件绘制。
2结果与分析
2.1 老化过程中MPs表面特征的变化
不同老化时间下MPs表面特性如图2所示。初始状态下，PLA-MP表面平滑且无裂缝（图2a）；老化30天后，其表层泛起，并出现少量细微裂缝（图2b）；当老化时间延长至60天时，PLA-MP表面出现大裂缝与密集小裂缝共存的复杂网络结构（图2c）。对于PE-MP而言，其原始形态表现为短粗的纤维状连接线（图2d），随着老化时间的延长，连接线逐渐拉伸，部分出现断裂，且层间结构趋向薄片化（图2e），特别是在老化60天时，观察到单位结构颗粒发生氧化脱落，表现出明显的降解迹象（图2f）。
利用ATR-FTIR分析，观察到PE-MP在717 cm-1、1470 cm-1、2850 cm-1和2915 cm-1处峰强发生变化（图2g），这主要归因于C-H弯曲振动。PLA-MP在654~878 cm-1处的峰强变化与C-H弯曲振动相关（图2 h），C-O伸缩振动影响了1000~1257 cm-1处的峰强，而-CH₃的C-H弯曲振动影响了1330 cm-1~1470 cm-1处的峰强。酯基（-COO-）氧化导致的C=O伸缩振动影响了1751 cm-1处的峰强。进一步计算1750 cm-1与1450 cm-1两处波长的透过率比值，发现MPs的羰基指数（Carbonyl Index, CI）随暴露时间的延长而增加，其中PE-MP的CI值从0.26增加至0.72，而PLA-MP的CI值则从3.23提升至3.35。
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图2 不同暴露时间下MPs表面形态（PLA-MP: a, b, c; PE-MP: d, e, f）和特征峰（PE-MP: g; PLA-MP: h）变化
Fig. 2 Changes in surface morphology (PLA-MP: a, b, c; PE-MP: d, e, f) and characteristic peaks (PE-MP: g; PLA-MP: h) of microplastics at different exposure times
2.2 蚯蚓肠道中MPs浓度的变化
将蚯蚓暴露于粒径小于400 μm的MPs环境后，观测不同暴露时间蚯蚓肠道内MPs的摄取与积累情况。发现至第60天，蚯蚓肠道内MPs浓度从初始的2.5 ± 0.28 μg·mg–1增加至6.17 ± 0.13 μg·mg–1（图3c），且第60天肠道内MPs浓度显著高于第30天（P < 0.05）。同时，相关性分析表明暴露时间与蚯蚓肠道内MPs累积量之间呈正相关关系（图3a和图3b）。
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图3 浓度标准曲线（a, b）及蚯蚓肠道MPs累积变化（c）
Fig. 3 Standard curve (a, b) and changes in microplastic concentration in the earthworm gut (c)
2. 3 MPs存在下蚯蚓的氧化应激响应
[bookmark: OLE_LINK12]MPs暴露会破坏蚯蚓体内的氧化-抗氧化系统平衡，并引发氧化应激反应。研究表明，暴露30天时，各处理组活性氧（Reactive Oxygen Species, ROS）荧光强度较对照组均呈下降趋势（P < 0.05），表明短期暴露可能通过激活初期抗氧化防御系统降低ROS水平，而延长至60天时，发生明显的氧化应激逆转现象，其中PE+Q组（88.06 ± 12.60 Fluorescence intensity·mg–1 prot）与PLA+Q组（116.1 ± 8.62 Fluorescence intensity·mg–1 prot）的ROS水平较对照组分别提升了1.88倍和2.28倍（图4a）。ROS异常累积显著加剧了脂质过氧化反应（P < 0.05），表现为MPs暴露组蚯蚓体内MDA含量升高。暴露60天时，PE+Q处理MDA含量为6.21 ± 0.36 U·mg–1 prot，略低于PLA+Q组的6.27 ± 0.41 U·mg–1 prot，但不同暴露处理间差异不显著（图4b，P > 0.05）。在抗氧化酶活性方面，MPs暴露显著抑制了蚯蚓体内T-SOD、CAT和POD活性，相较于Q处理，酶活性的降低呈现PLA+Q > PE+Q >Q 的趋势，同时，暴露时间的延长进一步加剧了这种抑制效应（图4d-图4f）。此外，GSH-ST作为参与机体解毒过程的关键酶，其活性在MPs暴露处理中同样表现出上升趋势，与MDA含量的变化规律相吻合，均显著高于对照处理（图4c）。
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图4 MPs暴露下蚯蚓体内抗氧化酶活性水平（a: ROS, b: MDA, c: GSH-ST, d: POD, e: CAT, f: T-SOD）
Fig. 4 Levels of antioxidant enzyme activities in earthworms exposed to microplastics (a: ROS, b: MDA, c: GSH-ST, d: POD, e: CAT, f: T-SOD)
[bookmark: OLE_LINK14]2.4MPs暴露对蚯蚓组织病理的影响
[bookmark: OLE_LINK16]MPs暴露下蚯蚓表皮损伤如图5所示。Q处理中蚯蚓表皮光滑、刚毛完整、无明显物理损伤（图5a和图5d）。PE-MP暴露下，蚯蚓的刚毛出现明显的折裂现象，且随着暴露时间延长，节间处表皮缺失，导致部分组织暴露（图5b和图5e）。PLA-MP处理中，蚯蚓节间沟处分泌了大量黏性物质，随着暴露时间延长，表皮黏液细胞出现空泡化现象（图5c和图5f）。
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注：a、b、c表示培养30天的损伤程度，d、e、f表示培养60天的损伤程度。Note: a, b, and c are the levels of damage after 30 days of cultivation, while d, e and f are the levels of damage after 60 days of cultivation.
图5不同MPs暴露时间蚯蚓表皮损伤程度（Q: a, d; PE+Q: b, e; PLA+Q: c, f）
Fig. 5 Extent of epidermal damage in earthworms with different microplastic exposure times (Q: a, d; PE+Q: b, e; PLA+Q: c, f)
MPs暴露对蚯蚓组织产生了显著影响。Q处理蚯蚓呈现出典型的健康状态，其环肌与纵肌排列井然有序，肠上皮细胞表面光滑无损，整体组织结构保持完好（图6a和图6f）。PE-MP暴露30天后，蚯蚓组织结构出现初步损伤，环肌区域充血，纵肌发生纤维化（图6b和图6g），暴露时间延长至60天，损伤进一步加剧，肠上皮区域黄色细胞发生病变（图6d和图6i）。PLA-MP暴露组中，蚯蚓前期损伤程度相对较低，但仍可观察到环肌有少量充血，纵肌同样出现纤维化趋势（图6c和图6h）。然而，随着暴露时间的推移，肠上皮明显肿胀（图6j），且肌肉组织逐渐松散，甚至在某些区域出现瓦解现象（图6e）。
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注：E:表皮，CM:环肌，LM:纵肌，Ep:肠上皮，Ch:黄色细胞。红色箭头表示纵肌纤维化，绿色箭头表示环肌损伤，蓝色箭头表示表皮皮层缺失，黄色箭头表示肠上皮损伤，棕色箭头表示黄色细胞病变。Note：epidermis (E), circular muscle (CM), longitudinal muscle (LM), epithelium (Ep) and chloragogenous tissue (Ch). Red, green, blue, yellow and brown arrows represent longitudinal muscle fibrosis, circular muscle necrosis, epidermal damage, intestinal epithelium damage, and chloragogenous tissue Pathological changes.
图6 蚯蚓组织病理学
Fig. 6 Histopathology of earthworms
3 讨 论
3.1 不同类型及老化时间对MPs在土壤中老化特征的影响
通过对比不同类型MPs在土壤环境中的老化行为，发现PLA-MP较PE-MP更易发生老化降解。相同暴露条件下，PLA-MP表现出更显著的老化特征，这种差异可能归因于材料自身的化学组成和结构特性。具体而言，PLA-MP由生物降解聚合物与扩链剂、成核剂等功能性添加剂复合制成，更易被环境中的微生物和酶系统识别和降解[16-17]；从分子水平分析，构成MPs的聚合物单体结构差异是导致PE-MP和PLA-MP老化程度不同的根本原因。PE-MP具有高度稳定的饱和碳链结构，而PLA-MP的主链中含有易水解的-COO-基团。大部分细菌和真菌能在PLA-MP表面定殖并富集，其分泌的胞外水解酶可以催化PLA-MP中-COO-断裂，生成分子量较低，降解较快的低聚物和单体，形成“老化-降解-毒性”的正反馈循环，同时，老化产物作为碳源刺激微生物增殖，而增殖的微生物群落进一步加速MPs老化[18]。
3.2不同老化时间下微塑料存在对蚯蚓氧化应激响应的差异分析
在生物体生长代谢过程中，外界因素的刺激会导致机体ROS水平失衡，产生氧化胁迫[19]。为应对此类胁迫，生物体通过一系列抗氧化机制，如调控CAT、POD、T-SOD及GSH-ST水平等，以恢复ROS稳态，进而抵御外界损伤并减轻细胞氧化压力。本研究聚焦于MPs暴露下蚯蚓的生理响应，揭示了抗氧化酶系统的独特变化特征。暴露初期，蚯蚓体内ROS水平下降，至第60天时，PLA-MP暴露组ROS水平高达116.14 Fluoe intensity/mg，此现象伴随着脂质过氧化反应的加剧和GSH-ST活性的诱导上调，以及T-SOD、CAT和POD等关键抗氧化酶活性的显著下调。值得注意的是，第60天ROS含量显著升高，抗氧化酶活性普遍降低，且低于第30天，其中PLA-MP处理组的酶活性下降尤为显著（P < 0.05），这表明MPs暴露触发了蚯蚓体内的氧化应激反应，激活了抗氧化酶系统，促使蚯蚓通过调整代谢途径以缓解外界压力。同时，ROS水平上升与MPs在蚯蚓体内的累积效应密切相关。随着暴露时间延长，MPs进一步老化，其亲水性增强，含氧官能团增加[19-20]，粒径变小[21]，更易被蚯蚓摄食，MPs结构的复杂变化加剧了其对生物体的负面影响。然而，部分研究发现当蚯蚓暴露于500 mg·kg–1的 PE-MP 7天后，其ROS和抗氧化酶水平降低；而持续暴露至28天时，ROS浓度显著升高至对照组的1.8倍（P < 0.01），并伴随CAT（+35.2%）、SOD（+28.9%）等关键抗氧化酶的代偿性激活[22]，并将此归因于阶段性的解毒调控机制，即短期暴露阶段生物体通过降低基础代谢水平减少ROS产生，而长期暴露导致抗氧化酶系统清除能力饱和，引发了氧化损伤的链式反应。这与本研究中观测到抗氧化酶活性持续下降的现象存在差异，可能是由于本研究仅设定单一MPs浓度，未能充分反映不同浓度梯度下抗氧化酶活性的动态变化特征。此外，MPs一旦进入蚯蚓肠道，不仅作为外源性物质存在，还会在肠道微生物群落（如变形菌门Proteobacteria和科曼氏菌科Comamonadaceae）的作用下发生碎裂与轻微降解。这一过程不仅释放了MPs基质中的添加剂，还可能生成新的有毒副产物，通过增强毒性效应，对蚯蚓造成更为严重的损伤。因此，第60天时ROS的过量累积可能已经导致抗氧化防御系统的功能失衡，进而引发抗氧化酶活性的进一步下降[23]。同时，本研究仅着重探讨了抗氧化酶防御系统，而最新研究表明，联合污染物暴露可能激活其他解毒途径。例如，杨晓霞等[24]发现，PE-MP与镉的联合暴露可诱导蚯蚓细胞色素P450酶活性升高3.2倍，该团队随后发现PE-MP单独暴露60天时细胞色素P450酶活性下低49.3%~53.6%，这说明MPs的毒性机制存在显著的环境条件依赖[25]。鉴于此，后续研究将构建涵盖氧化防御系统、解毒代谢系统、免疫应激反应和肠道微生物组的多维度评价体系，以系统揭示其生物毒理学效应。
3.3 不同老化时间下MPs对蚯蚓组织病理学变化的影响
[bookmark: OLE_LINK8]MPs以其高度的疏水特性和显著的吸附能力，对生物体构成了复杂且多样的损伤机制。SEM结果表明随着MPs暴露时间的持续延长，蚯蚓自身的物理损伤并未减弱。PE-MP暴露环境下，初期蚯蚓刚毛发生折裂，随后表现为表皮严重缺失和组织裸露；而在PLA-MP胁迫下，蚯蚓在暴露初期通过表皮的大黏液腺分泌高酸性的硫酸粘多糖作为防御，随着暴露时间延长，其表皮的黏液细胞出现了空泡化的病理变化。组织切片分析进一步揭示了MPs暴露对蚯蚓造成的显著影响，研究结果显示，蚯蚓的肌肉及上皮细胞均遭受了显著的损伤与病变，且不同暴露条件损伤程度具有差异。主要病理特征包括：（1）随着MPs暴露时间的延长，蚯蚓肠上皮萎缩，甚至脱落，并伴有颗粒状的脂褐素样沉积物出现。这是因为MPs老化后含氧官能团数量增加，导致其亲水性、极性和表面电荷增加[26]，更易与土壤有机质（SOM）发生共价结合，促使蚯蚓摄食过程中MPs-有机复合体的生物可给性提高，进而加剧对肠道的损伤[27]；（2）PLA-MP暴露对蚯蚓的毒害尤为严重，不仅引发了明显的炎症反应，还破坏了盲肠结构。这一发现与Ding等[28]的研究结果相契合，即相较于PE-MP，PLA-MP表现出更为强烈的生理毒性，材料的性质差异是造成毒性差异的主要因素。具体而言，PE-MP因其体积小、形状不规则且边缘锋利，更易于被生物体摄食或粘附于体表，从而引发机械性损伤[29-30]；PLA-MP则更易与生物膜及细胞器发生相互作用[31]，诱导机体发生氧化应激并触发炎症反应[30]。此外，在生物体内，PLA-MP在肠道微生物的作用下更易解聚为低聚物和单体，该生物降解过程伴随添加剂的持续浸出，进一步加剧了其毒性效应[32-33]。同时，研究还发现长期MPs暴露下蚯蚓体表组织已遭受严重损伤，其并未表现出对MPs胁迫环境的适应，而是通过分泌警报信息素来参与解毒过程，进一步表明MPs对生物体的作用机制极为复杂，涵盖了组织损伤、氧化应激、神经毒性以及肠道微生物群失调等多方面，这些病理过程相互诱导、相互影响[34-35]。
4结 论
传统PE-MP和可降解PLA-MP在土壤中的老化过程均会对赤子爱胜蚓造成显著的生理损伤，并诱导机体发生氧化应激反应。相较于PE-MP，PLA-MP更易老化且表现出更强烈的生理毒性；长期MPs暴露实验进一步揭示，MPs会在蚯蚓体内累积，不仅加剧了其对蚯蚓的生理损伤，还可能促使由MPs引起的物理损伤向更为复杂的化学损伤转变。本研究揭示了生物降解塑料的剂量和时间双因素叠加效应，为生物降解塑料产品的环境准入标准提供了新的科学依据。
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