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摘 要：生物质炭对土壤动物尤其是蚯蚓的潜在影响，是评估其环境安全性的重要一环。尽管人们认识到生物质炭对蚯蚓可

能产生一定的毒性效应，但对于生物质炭制备条件如何调控其毒性，以及毒性的具体来源仍缺乏系统认知，这严重制约了低

风险生物质炭的筛选与应用。以赤子爱胜蚓为受试对象，综合利用个体存活率、酶活性、组织病理与转录组学指标，系统探

究了生物质来源（水稻秸秆和易腐垃圾）和热解温度（350 ℃、500 ℃和 650 ℃）对生物质炭毒性的影响，并对比了生物质炭

及其浸出液的毒性差异。结果表明，（1）生物质炭对蚯蚓的毒性效应呈现显著的原料特异性与剂量依赖性。在 2.5 g·kg⁻ 1 剂

量下，易腐垃圾炭显著降低蚯蚓存活率，而同剂量水稻秸秆炭无显著影响；5 g·kg⁻ 1 剂量下两者均表现出明显致死效应。（2）

氧化应激系统响应显示，生物质炭激发了蚯蚓的抗氧化防御机制，且氧化应激水平随热解温度升高而降低。综合生物标志物

响应指数显示，易腐垃圾炭的生态风险高于水稻秸秆炭，且低温制备的生物质炭毒性风险更强。（3）组织病理学发现，生

物质炭导致蚯蚓表皮和中肠损伤，易腐垃圾炭造成的损伤更为严重。转录组学揭示生物质炭干扰了蚯蚓体内与蛋白质消化、

细胞外基质互作及维生素吸收相关的关键通路。（4）5 g·kg⁻ 1 生物质炭浸出液虽具有一定毒性，但其毒性水平低于生物质

炭本体，这说明全面评估生物质炭的生态安全性，需同时考量其浸出液的化学组分毒性与其固体颗粒的物理特性风险。综上，

生物质炭对蚯蚓的毒性受原料、热解温度、剂量及组分等多重因素调控，本研究结果可为生物质炭的环境风险评估及安全施

用提供理论依据。 
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Abstract:【Objective】The potential impact of biochar on key soil animals, especially earthworms, is an important aspect in evaluating 

its environmental safety. Although previous studies have confirmed the toxic effects of biochar on earthworms, there is still a lack of 
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systematic understanding of how preparation conditions regulate its toxicity and the specific sources of toxicity. Thus, this restricts the 

screening and application of low-risk biochar. 【Method】The effects of biomass sources (rice straw and perishable waste) and pyrolysis 

temperature (350 ℃, 500 ℃, and 650 ℃) on the toxicity of biochar to earthworms were systematically investigated. Also, the toxicity 

differences between biochar and its extract solution were compared. Moreover, the common Eisenia fetida was used as the test subject, 

and multiple indicators were employed, such as individual survival rate, enzyme activity, histopathological observation, and 

transcriptomics, to evaluate the effect of biochar on the earthworm’s survival. 【Result】The main results indicated that: (1) The toxic 

effects of biochar on earthworms exhibited significant feedstock specificity and dose dependence. At an exposure dose of 2.5 g·kg-1, 

perishable waste biochar (PWB) significantly reduced the relative survival rate of earthworms, while the same dose of rice straw 

biochar (RSB) had no significant effect; when the dose increased to 5 g·kg-1, both types of biochar showed obvious lethal effects on 

earthworms. (2) The response of the oxidative stress system showed that biochar stimulated the antioxidant defense mechanism of 

earthworms. Moreover, as the pyrolysis temperature increased, the oxidative stress in the earthworms showed a decreasing trend. The 

integrated biomarker response further indicated that the ecological risk of PWB was higher than that of RSB, and the toxicity risk of 

biochar pyrolyzed at a lower temperature was stronger. (3) Histopathological analysis indicated that biochar can induce damage to the 

epidermis and midgut of earthworms, with the damage caused by PWB being more severe. Transcriptomics revealed that several key 

physiological pathways such as protein digestion and absorption, extracellular matrix (ECM)-receptor interaction, and vitamin 

digestion and absorption in earthworms, were affected under the exposure to biochar, and PWB induced more differentially expressed 

genes. (4) Biochar extract solution exhibited toxic tendencies to earthworms in the soil at a dosage of 5 g·kg-1, while the toxicity was 

lower than that of the solid biochar. This indicated that both the chemical composition toxicity of its extract solution and the physical 

characteristic risks of its solid particles should be considered for a comprehensive assessment of the ecological safety of biochar. 

【Conclusion】Based on the above results, the toxic effects of biochar on earthworms in the soil are influenced by multiple factors 

such as the feedstock, pyrolysis temperature, dosage, and components of biochar. Thus, this study provides an important reference for 

research aimed at better assessing the environmental risks of biochar and provides a theoretical basis for the safe application of biochar 

in soil. 

Key words: Perishable waste; Rice straw; Biochar; Earthworm; Pyrolysis temperature; Safe application 

生物质炭（Biochar）因其多孔结构、稳定、富碳及高吸附等特性，已从传统的土壤改良材料，迅速发

展为一种具有多重应用价值的绿色材料。在农业领域，它被广泛用于改良土壤结构、提升肥力与持水能力、

钝化重金属及促进作物生长，是“炭基农业”与可持续土壤管理的核心。在环境领域，它是吸附水体及土

壤污染物的有效修复材料。更为重要的是，在“碳达峰碳中和”目标背景下，生物质炭因其长达数百年的

稳定固碳能力，已被我国农业农村部列为十项重大引领性技术之一[1-3]。近年来，随着生物质炭土壤应用的

推广，其生态安全性问题逐渐成为研究热点[4-7]。因此，探究不同类型生物质炭施用的生态影响，对于筛选

相对安全的生物质炭和推动农业绿色转型具有重要意义。 

蚯蚓作为土壤生态系统中的关键物种和公认的生态毒理学指示生物，其对环境胁迫的敏感性使其成为

评估生物质炭潜在风险的理想模型[8]。已有多项研究探讨了生物质炭对蚯蚓的毒性效应，例如，Zhang 等[9]

研究发现，50 g·kg⁻ 1的小麦秸秆炭未对蚯蚓的繁殖能力造成影响，但会导致其体重下降，并诱发了氧化应

激和 DNA 损伤。Li 等[10]评估了苹果木屑炭对蚯蚓的潜在毒性，发现 100 g·kg⁻ 1 和 200 g·kg⁻ 1的生物质炭

导致了蚯蚓的回避行为及体重显著减轻，而在 10 g·kg⁻ 1 施用量时未观察到回避效应。Hale 等[11]将玉米秸

秆炭施用于未受污染的土壤，发现除 5 g·kg⁻ 1的生物质炭外，20 g·kg⁻ 1和 50 g·kg⁻ 1的生物质炭对蚯蚓体

重均产生了负面影响。Han 等[12]研究发现，水稻秸秆炭的添加量不超过 10 g·kg⁻ 1 时，其对蚯蚓无生态毒

性，而较高添加量（50 g·kg⁻ 1）则会产生不良影响。然而，现有研究多局限于生物质炭暴露下个体与生化

水平的表观观测，对蚯蚓响应胁迫的深层分子调控网络，特别是关键信号通路尚未有系统性的揭示。 

值得注意的是，现有的研究主要集中在以纤维素/木质素为主的常见植物源生物质炭对土壤生物的毒

性。事实上，生物质炭的潜在生态风险通常源于两方面：一是由原料引入的外源性化学污染物（如重金属、

有机污染物）；二是由热解工艺所决定的生物质炭自身固有物理化学特性（如表面官能团、孔隙、pH 等），
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后者可能导致直接的物理损伤或生理胁迫[13-14]。与水稻秸秆相比，易腐垃圾作为前驱体通常含有更高的重

金属本底值与复杂的有机组分，其制备的生物质炭中污染物含量可能会与秸秆基生物质炭存在较大差异[15]，

其潜在的生态风险，特别是对土壤关键生物的毒性效应，却研究甚少。此外，近期研究表明，热解温度可

通过调控碳化程度、孔隙发育及官能团演化，显著影响生物质炭的稳定性，这可能引发不同的环境风险[16]。

另有研究指出，不同热解温度会显著改变生物质炭浸出液中污染物的含量，这可能会影响其对土壤生物的

毒性效应[5]。研究发现，随着热解温度从 350 ℃升至 650 ℃，生物质炭浸出液中的自由基、芳香性有机物及

金属离子含量呈现降低趋势[15]。考虑到生物质炭在中国自然土壤中广泛应用而种类各异的实际情况，有必

要评估不同生产条件下生物质炭的生态安全性，这将为合理选择热解工艺提供理论依据。此外，现有关于

生物质炭安全性的推荐施用量通常基于植物源生物质炭，并普遍认为低于 10 g·kg⁻ 1 的用量是安全的[17]。

因此，本研究将生物质炭的施用量设定为 2.5 g·kg⁻ 1 和 5 g·kg⁻ 1，旨在模拟实际的田间推荐用量，即在低

剂量暴露下，比较易腐垃圾炭和水稻秸秆炭对蚯蚓的毒性差异，从而为“安全”剂量提供更精细化的界定。 

因此，本研究选取水稻秸秆和易腐垃圾 2 种生物质原料，在不同的热解温度（350 ℃、500 ℃和 650 ℃）

下制备得到 6 种生物质炭，探究生物质炭及其浸出液对蚯蚓存活率的影响，并利用皮尔逊（Pearson）相关

性分析考察生物质炭浸出液中污染物含量与存活率的相关关系。联合酶学分析进一步反映生物质炭对蚯蚓

抗氧化系统的影响，并利用综合生物标志物响应指数（IBR）量化整体胁迫水平。同时，本研究结合病理观

察和转录组测序，进一步阐明不同类型生物质炭诱导蚯蚓毒性的相关机制。本研究通过揭示热解条件与原

料选择对生物质炭生态风险的影响机制，为农业环境中生物质炭的原料筛选与热解工艺优化提供实验依据，

也可为施用前通过水洗等方式去除可溶性组分以降低毒性的实际措施提供理论支持，对推动生物质炭在农

田系统中的安全使用具有一定参考价值。 

1 材料与方法 

1.1 供试材料 

为模拟真实土壤生态环境，受试土壤（表层 0 ~ 20 cm）采自浙江省杭州市桐乡镇某试验农田土壤（潮

土），预实验结果表明，该土壤中未检出生物质炭，将采集到的土样自然风干后过 100 目筛。供试蚯蚓为

赤子爱胜蚓（Eisenia fetida），购自淮安市某蚯蚓生产基地。正式实验开始前，先将其在干净无污染的烧杯

中清肠 1 d；随后选择大小相近、健康的成年蚯蚓，用超纯水清洗蚯蚓并擦干后开展试验（平均鲜物质量：

每条 300 ~ 400 mg）。本研究所用的生物质炭分别是 350 ℃、500 ℃和 650 ℃制备的易腐垃圾炭（PWB350、

PWB500 和 PWB650）和水稻秸秆炭（RSB350、RSB500 和 RSB650）。生物质炭样品与超纯水按 1：25

（m：v）混合，置于恒温振荡器中，于 25 ℃下以 100 r·min-1 转速振荡 20 h。振荡结束后，在 4 000 r·min-1

下离心 20 min，取上层清液，并用 0.45 μm 滤膜过滤，得到生物质炭浸出液。 

采用多参数测试仪（雷磁 PHS-3C，上海）测定生物质炭浸出液的电导率（EC）；生物质炭浸出液于

254 nm 波长处的特征紫外吸光度（SUVA254）是 254 nm 波长下的吸光度（OD254）与总有机碳（TOC）的

比值，其中，OD254 采用紫外分光光度计（DR6000，哈希公司，美国）测定，TOC 含量采用 TOC 分析仪

（TOC-L，岛津，日本）测定；生物质炭浸出液中羟基自由基（•OH）含量利用对苯二甲酸二钠（TPA）探

针结合荧光分光光度计（Japan Hitachi F-4700，日立科学仪器公司，日本）测定；生物质炭浸出液中重金属

离子含量采用电感耦合等离子质谱仪（PlasmaQuant MS，耶拿，德国）测定。 

1.2 蚯蚓暴露实验 

称取 200 g 供试土壤，于玻璃烧杯中加入不同添加量的生物质炭（2.5、5 g·kg-1）或其生物质炭浸出液

（40 mL，12.5 g·L-1、25 g·L-1）。混合均匀后于通风橱内静置 30 min 以上，各加入一定量的超纯水以保持

土壤含水量为 400 g·kg-1。空白对照组中加入等体积的超纯水。再次搅拌均匀后，向每个组烧杯内加 10 条

蚯蚓，用透气膜封口后置于培养箱（SPX-250，迈科诺，常州）内培养 28 d，每个处理设置 3 个重复。本

研究采用 200 g 土壤/10 条蚯蚓的培养体系，旨在针对低剂量暴露下的早期毒性机制，通过适当增加单位土
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壤中的生物密度，以更灵敏地检测生物效应，且所有处理组与对照组条件完全一致[18-19]。培养箱条件为：

湿度 80%，温度（25±1）℃，光照时间为白天/黑夜 12 h，光照强度 6 000 lx。每两天定时补充 5 mL 水以维

持土壤湿度。待染毒暴露第 28 天时，收集各处理组中的蚯蚓，并用超纯水冲洗干净；在黑暗环境中将蚯

蚓置于潮湿滤纸上过夜，使其排净肠道内容物；随后再次用超纯水冲洗干净，并用滤纸吸干其体表水分，

以进行后续相关指标的测定。 

1.3 蚯蚓个体生长指标的测定 

记录各组存活蚯蚓的数量，计算蚯蚓存活率，再通过对比空白对照组蚯蚓的存活率得出对应实验组的

相对存活率。相应数据计算公式如下： 

空白组/暴露组存活率/%=
空白组/暴露组蚯蚓存活数

初始蚯蚓存活数
×100（1） 

               相对存活率/%=
暴露组蚯蚓存活率

空白组蚯蚓存活率
×100          （2）   

1.4 氧化应激相关指标的测定 

称取 0.1 g 新鲜蚯蚓组织样品于 1.5 mL 微量离心管内，加入研磨珠及提取液，放入预冷的组织匀浆器

（F6/10，净信，上海）中，冰浴匀浆 15~20 min，并于 8 000 g 、4 ℃离心 10 min 后收集上清液。氧化应激

相关指标，即超氧化物歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）、过氧化氢酶（Catalase，CAT）、过氧化物

酶（Peroxidase，POD）、丙二醛（Malondialdehyde，MDA）含量采用试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）

测定。 

为防止污染物生态风险出现偏差性评估，本研究通过综合生物标志物响应指数方法构建多维度评价体

系，其核心机制在于有机整合多维度生物标志物响应，突破传统单指标分析的局限性[20]。因此，本研究选

取了 SOD、POD、CAT 和 MDA 共计 4 个分子生物标志物进行综合生物标志物响应（Integrated biomarker 

response，IBR）分析。首先对每个分子生物标志物的数据进行标准化，消除量纲差异，并通过雷达图表示

各处理组生物标志物相较对照组的偏离程度，随后依据文献[21]所述方法，计算最终的综合生物标志物响

应指数值。  

1.5 组织病理学观察方法 

选取对照组与 2.5 g·kg-1 生物质炭暴露组蚯蚓，经无水乙醇麻醉后采用 4%（m：v）多聚甲醛固定过夜，

固定组织经梯度脱水及透明化处理，石蜡包埋后制备 5 μm 切片。切片经水化脱蜡后进行苏木精-伊红

（Hematoxylin-eosin, HE）双染，梯度乙醇脱水后采用中性树胶封片。使用光学显微镜（Eclipse E100，尼

康，日本）观察蚯蚓表皮与中肠组织结构，并通过数字成像系统（DSU3）采集显微图像。用 Case Viewer

进行图像处理与分析。 

1.6 转录组分析 

选取对照组与 2.5 g·kg-1 生物质炭暴露组蚯蚓用于转录组测序，每个暴露组随机选取 2 条具有明显环

带、体重大小相似的蚯蚓作为一个样品，蚯蚓过夜清肠后，用超纯水冲洗蚯蚓表面残留的土壤，吸水纸擦

拭干净，随后用液氮迅速冷冻，在样品处理之前置于-80 ℃冰箱保存。采用 TRIzol 试剂（Invitrogen）抽提

蚯蚓组织总 RNA 后，通过质量检测筛选合格样本（A260/A280 值 1.8~2.0，RNA 完整性指数大于等于 6.5）

进行转录组研究。合格样本经 Illumina HiSeq Xten/NovaSeq 6000 测序系统构建 PE150 双端测序文库。原始

测序数据经质控处理：剔除含接头、无插入片段或 N 碱基比例超 10%的 reads，去除质量得分低于 20 的低

质量碱基，过滤修剪后长度不足 20 bp 的序列，原始数据经过滤后获得高质量的测序数据[22]。 

数据处理在美吉云平台（https：//www.isanger.com/index）上完成。在统计分析步骤中，经 DESeq 鉴定

P 值小于 0.05 的基因被认为有差异表达。随后，对获得的差异表达基因开展京都基因与基因组百科全书

（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG）通路富集分析[23]。 

1.7 数据处理与分析 
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实验数据采用平均数±标准偏差（mean ± SE）表示。分别使用 Excel 2010 和 Origin 2024 软件进行数据

处理和制图。统计分析使用 SPSS 19.0 进行，利用单因素方差分析（one-way ANOVA）来检测各组之间的

显著性差异，并用图基（Tukey）检验进行多重比较分析。当 P < 0.05 时，判定存在显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1 生物质炭对蚯蚓存活率的影响 

不同类型生物质炭及其浸出液胁迫下，蚯蚓个体存活率如图 1a 所示。2.5 g·kg-1 暴露条件下，三种热

解温度制备的水稻秸秆炭均未显著影响蚯蚓的相对存活率。然而，2.5 g·kg-1易腐垃圾炭暴露组中蚯蚓相对

存活率均低于 100%，这表明与水稻秸秆炭相比，易腐垃圾炭对蚯蚓具有更高的毒性作用。由此可以看出，

生物质炭对蚯蚓存活率的影响与生物质原料密切相关[24]。5 g·kg-1 的水稻秸秆炭和易腐垃圾炭暴露下显著

影响蚯蚓的相对存活率，且存活率显著低于 2.5 g·kg-1 的生物质炭暴露组，这表明生物质炭对蚯蚓的影响具

有剂量依赖效应。Shi 等[25]也发现蚯蚓的死亡率与生物质炭施用量呈明显的正相关关系。尽管有文献认为

低于 10 g·kg⁻ ¹的生物质炭施用剂量是安全的[14]，但本研究中 5 g·kg⁻ 1 剂量下水稻秸秆炭和易腐垃圾炭对

蚯蚓已显现毒性，其原因可能在于生物质原料与热解工艺的不同。值得注意的是，不同热解温度制备的生

物质炭对蚯蚓相对存活率的影响无显著（P > 0.05）区别。这表明，在决定生物质炭的致死毒性方面，生物

质原料的种类是较热解温度更为关键的主导因素。 

 
注：BC：生物质炭；BC-ES：生物质炭浸出液；PWB350：350 ℃易腐垃圾炭；PWB500：500 ℃易腐垃圾炭；PWB650：650 ℃易腐垃圾

炭；RSB350：350 ℃水稻秸秆炭；RSB500：500 ℃水稻秸秆炭；RSB650：650 ℃水稻秸秆炭；RSR：相对存活率；EC：电导率；

SUVA254：254 nm 波长处的特征紫外吸光度。下同。图 a 中的不同字母按热解温度分组标注的显著性差异，P<0.05，b 图中数字表示相关

系数，*代表显著相关（P<0.05）。Note: BC: biochar; BC-ES: biochar extract solution; PWB350: 350 ℃ perishable waste biochar; PWB500: 

500 ℃ perishable waste biochar; PWB650: 650 ℃ perishable waste biochar; RSB350: 350 ℃ rice straw biochar; RSB500: 500 ℃ rice straw biochar; 

RSB650: 650 ℃ rice straw biochar; RSR: relative survival rate; EC: electrical conductivity; SUVA254: characteristic ultraviolet absorbance at 254 

nm. The same below. In Figure a, values marked with different letters are significantly different grouped by pyrolysis temperature (P<0.05); In Figure 

b, the number represents the correlation coefficient and * represents a significant correlation (P<0.05). 

图 1 不同生物质炭对蚯蚓的毒性效应（a）及其与生物质炭浸出液中潜在污染物的相关性（b） 

Fig. 1 The toxic effects of biochars on Eisenia fetida (a) and their correlation with potential contaminants in the biochar extract solution (b) 

5 g·kg-1的水稻秸秆炭浸出液和易腐垃圾炭浸出液均显著（P< 0.05）影响了蚯蚓的存活率。据报道，生

物质炭的自由基、芳香性和分子量较高的有机污染物及重金属等构成潜在的毒性风险[25]。此外，EC 直接

反映了其含有的可溶性盐类，高 EC 值，即高盐度也被认为是造成蚯蚓渗透胁迫和毒性效应的重要原因之
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一[26]。为了进一步了解生物质炭浸出液中污染物对蚯蚓存活率的影响，测定了生物质炭浸出液中污染物的

含量，结果如表 1 所示。SUVA254 用于定性地指示生物质炭浸出液中有机物的芳香性和分子量。随着热

解温度的升高，生物质炭浸出液中 SUVA254 及•OH、锌（Zn）、铜（Cu）、铬（Cr）、镉（Cd）和铅（Pb）

的含量呈现下降趋势；同一热解温度下，易腐垃圾炭浸出液中 SUVA254 及•OH、Zn、Cu、 Cr  和 Pb 含

量均高于水稻秸秆炭浸出液。本研究对生物质炭浸出液暴露下蚯蚓的存活率与相关污染物浓度进行了

Pearson 相关性分析，结果如图 1b 所示。生物质炭浸出液暴露下蚯蚓相对存活率与其 EC、•OH 浓度、

SUVA254 以及 Zn、Cu、Cr 和 Pb 含量均呈显著负相关（P < 0.05）。这表明，盐度、重金属、芳香性和分

子量较高的有机污染物以及生物质炭诱导产生的•OH 对蚯蚓构成了很大风险。此外，2.5 g·kg-1 的生物质炭

浸出液暴露下蚯蚓的相对存活率与生物质炭本体暴露组存在显著差异，这表明在较低暴露浓度下，生物质

炭对蚯蚓的胁迫效应并非完全由其可溶性化学组分驱动。二者之间的毒性“差值”，很可能归因于生物质

炭固体颗粒所引发的毒性效应。 

表 1 不同原料和热解温度制备的生物质炭浸出液电导率（EC）及各污染物含量 

Table 1 Electrical conductivity (EC) values and pollutant contents in biochar extract solution prepared from different feedstocks and pyrolysis 

temperatures 

生物质炭类型

Type of 

biochar 

 

EC/(μS

·cm-1) 

SUVA254/ 

(L·mg-1
m-1) 

·OH/(μmol·

L-1) 
Zn/(μg·L-1) Cu/(μg·L-1) Cr/(μg·L-1) Cd/(μg·L-1) Pb/(μg·L-1) 

PWB350 4 338a 1.9 13.9±0.4a 165.1±6.5a 78.5±3.2a 60.1±1.2a 2.1±0.2b 9.4±0.1a 

PWB500 3 469b 1.6 11.1±0.1b 130.4±3.5b 61.8±1.5b 54.4±1.6b 1.6±0.2c 8.8±0.1b 

PWB650 3 321c 0.1 8.2±0.1e 91.5±2.5d 43.4±1.4d 35.5±1.6c 1.5±0.4bc 8.6±0.2b 

RSB350 1 358d 1.7 9.8±0.1c 117.7±2.2c 55.8±0.8c 57.6±1.4a 5.4±0.6a 9.2±0.2ab 

RSB500 1 276e 0.7 9.6±0.1c 88.7±1.2d 42.0±0.2d 30.1±1.9d 1.4±0.2c 8.5±0.6b 

RSB650 1 189f 0.1 8.9±0.1d 86.8±4.5d 43.4±2.0d 27.4±3.4d 1.4±0.2c 7.2±0.1c 

注：同列不同小写字母表示不同处理组间差异显著（P<0.05）。Note: Different letters in the same column indicate a significant difference 

between different treatments (P<0.05). 

2.2 生物质炭对蚯蚓抗氧化酶活性及 MDA 含量的影响 

各生物质炭暴露组中蚯蚓 SOD 酶、CAT 酶和 POD 酶活性均显著高于对照组（P < 0.05）（图 2a~图

2c），这表明水稻秸秆炭和易腐垃圾炭均激发了蚯蚓的抗氧化防御机制[26]。CAT 酶和 POD 酶活性在易腐

垃圾炭和水稻秸秆炭的同剂量暴露组间未表现出显著差异。相比之下，易腐垃圾炭暴露组中 SOD 酶活性

均显著高于同剂量水稻秸秆炭暴露组。此外，5 g·kg⁻ 1 易腐垃圾炭暴露下蚯蚓体内 SOD 酶活性均高于 2.5 

g·kg⁻ 1 暴露组，而不同水稻秸秆炭暴露剂量下，蚯蚓体内 SOD 酶活性无显著变化。上述结果表明，易腐

垃圾炭触发了蚯蚓体内更为显著的氧化应激响应，且具有剂量依赖性。随着生物质炭热解温度的升高，蚯

蚓体内三种抗氧化酶活性呈现降低趋势。各生物质炭浸出液暴露组中蚯蚓体内的 SOD 酶和 POD 酶活性及

中低温度（350 ℃和 500 ℃）制备的生物质炭浸出液暴露组中蚯蚓体内的 CAT 酶活性均显著高于对照组（P 

< 0.05）。这说明生物质炭浸出液的暴露同样引发了蚯蚓体内的氧化应激反应。 

MDA 是细胞膜脂质过氧化的主要终产物之一，已成为衡量细胞膜损伤程度的通用指标[27-28]。本研究

发现，各生物质炭暴露组的 MDA 含量均显著高于对照组（P< 0.05）（图 2d），表明生物质炭引发了蚯蚓

体内的脂质过氧化反应，进而可能导致细胞膜结构与功能的损害[29]。其中，易腐垃圾炭暴露组中 MDA 含

量与同剂量的水稻秸秆炭暴露组无显著差别，而 5 g·kg⁻ 1 易腐垃圾炭和水稻秸秆炭暴露下蚯蚓体内 MDA

含量均高于各自 2.5 g·kg⁻ 1 暴露组。这表明生物质炭对蚯蚓体内 MDA 含量的影响呈现出剂量依赖性。除

此之外，MDA 含量随生物质炭热解温度的升高呈现降低趋势。除 2.5 g·kg⁻ 1 高热解温度（650℃）制备的

生物质炭浸出液暴露组外，其他生物质炭浸出液暴露组 MDA 含量均显著高于对照组（P < 0.05），即中低

温生物质炭浸出液的暴露会引起脂质过氧化，而高温生物质炭浸出液暴露胁迫诱导蚯蚓产生的氧化应激反

应已被抗氧化防御系统缓解，并未造成脂质过氧化。这表明高温可能通过钝化生物质炭表面化学活性与改
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善物理结构，系统性降低其生态毒性。此外，相较于单纯生物质炭浸出液暴露，生物质炭本体暴露在多个

处理中诱导了显著更高的 MDA 积累，这进一步表明，生物质炭固体颗粒本身通过物理接触或界面相互作

用，诱发或加剧了更强烈的氧化应激反应。 

 
注：SOD：超氧化物歧化酶；CAT：过氧化氢酶；POD：过氧化物酶；MDA：丙二醛。下同。CK：对照组。图中按热解温度分组标注显

著性，不同字母表示同一温度下不同处理组间的统计学差异，P<0.05。Note: SOD: Superoxide dismutase; CAT: Catalase; POD: Peroxidase; 

MDA: Malondialdehyde. The same below. CK: The control group. The statistical significance in the figure is annotated by pyrolysis temperature 

groups. Different letters indicate significant differences (P<0.05) among different treatment groups under the same pyrolysis temperature. 

图 2 不同生物质炭对蚯蚓体内抗氧化酶活性及丙二醛含量的影响 

Fig. 2 Effect of biochar on antioxidant enzyme activity and malondialdehyde content in Eisenia fetida  

2.3 生物质炭对不同生物标志物的综合毒性评估 

本研究利用雷达图可视化呈现各处理组相对于对照组的生物标志物响应特征（图 3），以对照组作为

基准零点，雷达图坐标的正向偏移反映生物标志物被激活或上调，负向偏移则表征其被抑制或下调。从图

中可以看出，蚯蚓体内 SOD 对易腐垃圾炭暴露的响应最为敏感，而 MDA 对水稻秸秆炭暴露的响应最为敏

感。综合生物标志物响应指数（IBR）能将不同生物标志物进行综合分析，反映环境污染物对生物体的影

响，IBR 越大表明生物体所受影响越大[30-31]。不同类型生物质炭暴露条件下的 IBR 值如图 4 所示，在不同

的热解温度、生物质原料、剂量和组分的生物质炭暴露条件下，蚯蚓表现出不同的风险值。5 g·kg⁻ 1生物

质炭暴露下的 IBR 值高于 2.5 g·kg⁻ 1 暴露组，这表明生物质炭对蚯蚓毒性效应存在剂量效应。同一暴露剂

量下，易腐垃圾炭暴露下的 IBR 值明显大于水稻秸秆炭，表明易腐垃圾炭对蚯蚓的影响要大于水稻秸秆炭。

对易腐垃圾炭和水稻秸秆炭而言，IBR 值均随着热解温度的上升而降低，这表明低温制备的生物质炭对蚯

蚓的生态风险较高。生物质炭暴露组的 IBR 值均显著高于其相应的浸出液暴露组，表明生物质炭对蚯蚓的

毒性不仅源于其浸出液，生物质炭颗粒本身也可能产生直接毒性作用。值得注意的是，生物质炭浸出液暴
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露下的 IBR 值范围为 1.6~11.5，因此，在施用前去除生物质炭中的浸出液可有效降低其对氧化应激体系的

影响。 

 

 

图 3 不同生物质炭暴露下各指标雷达图（a~c 为 PWB350、PWB500 和 PWB650；d~f 为 RSB350、RSB500 和 RSB650） 

Fig. 3 Radar plots of different biomarkers under different types of biochars (a-c for PWB350, PWB500, and PWB650, respectively; d-f for RSB350, 

RSB500, and RSB650, respectively) 

 

图 4 蚯蚓在不同生物质炭暴露下的综合生物标志物响应（IBR）指数 

Fig. 4 The integrated biomarker response (IBR) index of different biochars on Eisenia fetida 

2.4 蚯蚓组织病理学观察 

为探明较低剂量生物质炭暴露是否可导致蚯蚓的早期组织病理学变化，暴露 28 d 后，选择对照和 2.5 

g·kg-1 生物质炭暴露组对蚯蚓表皮和中肠组织进行组织病理学观察（图 5）。对照组的蚯蚓表皮细胞间质分

布均匀且光滑，纵肌形状规则，中肠组织细胞紧密，结构完整，未发现明显的组织损伤（图 5a）。生物质

炭暴露显著影响了蚯蚓表皮和中肠组织结构的完整性。低温（350 ℃）热解的易腐垃圾炭和水稻秸秆炭暴露

下，蚯蚓表皮组织发生了明显的凹陷与破碎（图 5b， 图 5h），并伴随着细胞间隙增大和中肠组织变薄、

破碎等症状，而高温（650 ℃）热解的生物质炭仅造成了蚯蚓表皮的轻微损伤（图 5d，图 5 j）。这可能是

因为低温制备的生物质炭具有粗糙的表面，当蚯蚓通过皮肤接触或摄食这些颗粒时，可能对其体表的角质
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层造成机械性磨损，或对其消化道内壁造成物理性损伤[32]。值得注意的是，热解温度对蚯蚓组织损伤程度

的影响与上述氧化应激水平的变化（图 2）具有一致性，这表明物理损伤可能破坏了组织完整性，进而加

剧了细胞层面的氧化应激。与水稻秸秆炭处理组相比，易腐垃圾炭暴露组的组织损伤程度更为显著，具体

表现为蚯蚓表皮出现明显的凹陷、破碎，中肠组织畸形细胞更多，细胞排列更为混乱且松散。这可能是易

腐垃圾炭诱导蚯蚓体内更强氧化应激的原因，与其原料复杂性导致的特定表面性质或浸出液中存在微量污

染物有关。此外，与对照组相比，生物质炭浸出液暴露下也出现了轻微的表皮破损和肠道皱缩现象（图 5e 

~图 5g，图 5k ~图 5m），可见生物质炭浸出液会引发蚯蚓体内一定的组织损伤。这进一步表明蚯蚓组织损

伤是浸出液化学毒性与颗粒物理毒性共同作用的结果。因此，在评估生物质炭的生态安全性时，需要同时

考虑其浸出液的化学组分毒性与其固体颗粒的物理特性风险[15]。 

 

注：红色箭头为表皮组织，蓝色箭头为中肠组织，Ⅰ为蚯蚓纵肌。Note: Red -arrows: Epidermal tissue; Blue arrows: Midgut tissue; Ⅰ: 

Longitudinal muscle. 

图 5 不同生物质炭暴露下蚯蚓的组织病理图（a 为对照组；b~d 为 PWB350、PWB500 和 PWB650 暴露组；e~g 为 PWB350-ES、PWB500-

ES、PWB650-ES 暴露组；h~j 为 RSB350、RSB500 和 RSB650 暴露组；k~m 为 RSB350-ES、RSB500-ES 和 RSB650-ES 暴露组） 

Fig.5 Histopathological sections of Eisenia fetida exposed to different biochars (a for the control group; b-d for PWB350, PWB500, and PWB650, 

respectively; e-g for PWB350-ES, PWB500-ES, and PWB650-ES, respectively; h-j for RSB350, RSB500, and RSB650, respectively; k-m for 

RSB350-ES, RSB500-ES, and RSB650-ES, respectively) 
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2.5 基于基因水平的蚯蚓毒性 

与对照组相比，暴露于易腐垃圾炭和水稻秸秆炭后，蚯蚓体内差异表达的基因数量如图 6 所示。通过

比较不同生物质原料生物质炭对基因表达的影响，可以看出在相同热解温度下，易腐垃圾炭诱导的差异表

达基因数量较水稻秸秆炭更多。例如，350 ℃易腐垃圾炭和 350 ℃水稻秸秆炭诱导的差异表达基因数量分别

为 11 555 和 10 980 个。由生物质炭诱导的差异表达基因总数量随着其热解温度的升高而减少。例如，与

对照组相比，在 350 ℃易腐垃圾炭和 650 ℃易腐垃圾炭暴露下，分别有 11 555 和 10 439 个差异表达基因，

这表明高热解温度的生物质炭对蚯蚓基因表达影响较小。此外，由生物质炭浸出液引起的差异表达基因数

量与生物质炭本体存在差异，这直接证实了生物质炭中可溶性化学组分（包括潜在污染物）干扰了蚯蚓的

基因表达。二者在差异基因数量上的显著差距表明，生物质炭固体颗粒的物理存在及其界面效应也会对蚯

蚓的基因表达产生影响。上述结果表明，生物质炭暴露会明显影响蚯蚓体内的基因表达，且影响程度与生

物质炭的原料来源、热解温度及其组分密切相关。 

 

注：UP-BC：生物质炭处理组中的上调基因；UP-BC-ES: 生物质炭浸出液处理组中的上调基因；DOWN-BC：生物质炭处理组中的下调基

因；DOWN-BC-ES: 生物质炭浸出液处理组中的下调基因。Note: UP-BC: Upregulated genes in the biochar treatment group; UP-BC-ES: 

Upregulated genes in the biochar extract solution treatment group; DOWN-BC: Downregulated genes in the biochar treatment group; DOWN-BC-ES: 

Downregulated genes in the biochar extract solution treatment group.  

图 6 不同生物质炭暴露下蚯蚓差异表达基因（DEGs）的堆积图 

Fig. 6 A plot of differentially expressed genes (DEGs) in Eisenia fetida cultured with different types of biochars 

为进一步了解差异表达基因的生物学功能，本研究对生物质炭暴露下差异表达基因进行 KEGG 富集

分析，丰度前 20 的 KEGG 富集通路如图 7a ~图 7f 所示。由图中可以看出，各生物质炭暴露组差异表达

基因均显著富集蛋白质消化与吸收通路，该通路是生物体获取必需氨基酸的核心途径，其功能依赖于肠

道内胰蛋白酶、肽酶等水解酶的活性以及肠上皮细胞对氨基酸的高效转运，此功能的紊乱与蚯蚓存活率

降低和组织病理学观察到的肠道损伤结果相吻合[30]。此外，细胞外基质（ECM）-受体相互作用和维生素

消化与吸收通路在所有生物质炭本体暴露组中均显著富集。其中，ECM-受体相互作用通路参与细胞外基

质与细胞间的信号传递，广泛涉及组织发育和免疫调节，其在生物质炭暴露组的普遍富集表明，生物质

炭对蚯蚓的物理刺激是普遍存在的生物学效应[33]。维生素消化与吸收通路的富集则聚焦于脂溶性维生素

的乳化、跨膜转运及肝脏储存过程，这是蚯蚓应对生物质炭诱导氧化应激的重要生理响应[34]。 

生物质炭浸出液暴露下丰度前 20 的 KEGG 富集通路如图 7g ~图 7l 所示。上述 ECM-受体相互作用通

路和维生素消化与吸收通路未在部分生物质炭浸出液暴露组中富集，这表明相较于生物质炭本体，生物

质炭浸出液对蚯蚓基因表达的影响显著减弱。因此，在施用前去除生物质炭中的浸出液亦可有效降低其

对蚯蚓基因表达的影响。特别地，在低温制备（350 ℃）的易腐垃圾炭和水稻秸秆炭暴露下，特异性激活

了蚯蚓体内谷胱甘肽代谢通路，通过谷胱甘肽过氧化物酶/还原酶协同清除自由基，该通路的强激活状态

是低温生物质炭诱导高强度氧化应激的直接标志。 
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注：ECM：细胞外基质；PPAR：过氧化物酶体增殖物激活受体；p53：肿瘤蛋白 p53；MAPK：有丝分裂原活化蛋白激酶；NOD：核苷酸

结合寡聚化结构域；PI3K-Akt：磷脂酰肌醇 3-激酶-蛋白激酶 B；NF-κB：核因子 κB；Imd：免疫缺陷；IL-17：白细胞介素-17；Note: 

ECM: extracellular matrix; PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor; p53: tumor protein p53; MAPK: Mitogen-activated protein kinase; 

NOD: nucleotide-binding oligomerization domain; PI3K-Akt: phosphatidylinositol 3-kinase- protein kinase B; NF-κB: Nuclear factor kappa-B; Imd: 

immune deficiency; IL-17: Interleukin-17. 

图 7 水稻秸秆炭和易腐垃圾炭及其浸出液与 CK 相比的差异表达基因京都基因与基因组百科全书（KEGG）（a. PWB350；b. PWB500；c. 

PWB650；d. RSB350；e. RSB500；f. RSB650；g. PWB350-ES；h. PWB500-ES；i. PWB650-ES；j. RSB350-ES；k. RSB500-ES；l. RSB650-

ES） 

Fig.7 Bubble diagram of Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway of rice seedling under the exposure of PWB, RSB, PWB-ES, 

and RSB-ES (a. PWB350; b. PWB500; c. PWB650; d. RSB350; e. RSB500; f. RSB650; g. PWB350-ES; h. PWB500-ES; i. PWB650-ES; j. RSB350-

ES; k. RSB500-ES; l. RSB650-ES) 

 

a） b） c）

d）

h）g） i）

j） l）k）

f）e）
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3 结 论 

与易腐垃圾炭相比，水稻秸秆炭表现出更好的安全性。生物质炭暴露对蚯蚓存活率的影响具有剂量及

生物质原料依赖效应；污染物定量数据与相关性分析共同表明，蚯蚓存活率的下降与浸出液中的典型污染

物（包括重金属、芳香性和分子量较高的有机污染物以及生物质炭诱导的·OH）及盐度水平呈显著负相关，

这些可能是导致毒性差异的关键因素。生物质炭对蚯蚓氧化应激体系的影响与施加剂量、热解温度、生物

质来源及暴露组分密切相关。低剂量、高热解温度下的水稻秸秆炭对蚯蚓抗氧化酶活性及 MDA 含量影响

最小，且去除生物质炭中的浸出液可有效降低生物质炭对氧化应激体系的影响。易腐垃圾炭暴露显著破坏

了蚯蚓表皮和中肠组织结构的完整性；而水稻秸秆炭对蚯蚓表皮及中肠组织的损伤程度较轻。此外，生物

质炭对蚯蚓基因表达的影响受其热解温度和生物质原料的调控，其中，低温热解的易腐垃圾炭所引起的基

因表达扰动最为显著。综上，生物质炭的毒性是原料与热解工艺共同影响的结果，为保障土壤生态安全，

在农业实践中应优先选择如水稻秸秆一类的高热解温度生物质炭，并关注其施用剂量，同时建议通过预处

理等方式减少可溶性污染物含量，以最大限度地降低其对土壤关键生物如蚯蚓的潜在环境风险。 
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