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摘 　要 　　以人工污染土壤为介质 ,荧蒽为供试化学品 ,以蚯蚓内脏中细胞色素 P450 含量、谷胱甘肽转

移酶 ( GST) 、超氧化物歧化酶 (SOD) 、过氧化物酶 (POD) 、过氧化氢酶 (CAT) 活性和丙二醛 (MDA) 含量为指标 ,

进行了不同暴露时间 (1、3、7 和 14d) 下低剂量荧蒽 (60、120、240、480 和 960μg kg - 1) 污染胁迫对蚯蚓 ( Eisenia

fetida)的毒性效应研究。结果表明 ,在供试浓度范围内 ,蚯蚓内脏中各生化酶系产生了不同程度的响应。其中

P450 含量、SOD 和 POD 活性比较敏感 ;而 GST和 CAT活性 ,以及 MDA 含量在供试浓度范围内对荧蒽的暴露没

有明显的指示作用。研究发现 ,低剂量污染物暴露的时间效应较剂量效应更有指示作用 ,并且生物体内各生

化酶系对污染物暴露的敏感性存在差异 ,因而在土壤污染生态毒性诊断时 ,选择多时段检测和多指标联合诊

断 ,对污染暴露指示的有效性和敏感性尤为重要。
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　　在土壤生态毒理诊断中多选用蚯蚓为模式生

物[1 ] ,研究其在不同污染状态下生存、生长、繁殖

的响应 (如 ,蚯蚓急性致死率和慢性体重抑制率) ,

以此来反映环境的健康状况。然而 ,随着生态毒

理诊断研究的深入开展 ,这些指标不能满足亚致

死浓度污染条件下土壤生态毒理诊断的需要。为

此 ,土壤污染生态毒理学研究要寻求新的更敏感

试验终点。

生物体内的第一代谢阶段细胞色素 P450 酶系、

第二代谢阶段的谷胱甘肽转移酶、抗氧化酶系

(SOD、POD 和 CAT)和金属硫蛋白等指标 ,在生物代

谢污染物以及防御污染物毒害方面发挥着重要作

用 ,它们可以从微观分子水平反映环境介质 (土壤、

沉积物和水体等) 亚致死污染的状态 ,因此 ,有望成

为环境污染早期预警的生物标记物[2～7 ] 。有关生物

细胞色素 P450、谷胱甘肽转移酶和抗氧化酶系的生

物指 示 效 应 , 已 在 不 同 生 物 体 内 得 到 了 证

实[3 ,5 ,6 ,8～12 ] ,然而对于符合现实土壤状况的低剂量

PAH的污染诊断 ,这些指标是否可行 ,目前尚缺少

足够的研究予以证明。

多环芳烃 ( PAHs) 是一类受广泛关注的持久性

有机污染物 ,目前多集中对其污染土壤的生物修复

研究[13～15 ] 。荧蒽 ( Fluoranthene , Fla) 是美国环境保

护署优先控制有机污染物黑名单中典型的代表性

多环芳烃 ,在环境中普遍存在。应用蚯蚓生化指标

对 Fla 毒性评价的研究目前还少见报道。有研究以

蚯蚓体内细胞色素 P450 的特异性同工酶活性

EROD、BROD 和 PROD 为指标诊断较高剂量 ( 100

mg kg - 1)的 Fla 污染土壤 ,发现这些指标对 Fla 暴露

没有明显的响应变化[8 ] 。另外 ,目前对蚯蚓生化指

标的研究多以蚯蚓整体为研究对象 ,由于其结构的

复杂性使得各类酶活性测定的过程中会带来许多

干扰的因素 (如细胞色素 P450 含量的测定[8 ] ) ,而

蚯蚓内脏是其代谢外源污染物的重要场所 ,也是生

化酶类分布较为集中的部分 ,选择其内脏作为生化

酶活性测定的对象更加直接和有效 ,有望成为毒理

诊断的新手段。

为此 ,本实验以细胞色素 P450 含量、谷胱甘

肽转移酶 ( GST) 活性和抗氧化酶系中超氧化物歧

化酶 ( SOD) 、过氧化物酶 ( POD) 和过氧化氢酶
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(CAT) 活性 ,以及脂质过氧化产物丙二醛 (MDA) 含

量为指标 ,以蚯蚓内脏为供试生物样品 ,通过人工

污染土壤的方法 ,研究 Fla 在单一低剂量污染胁迫

下蚯蚓内脏中的生物化学响应。本研究旨在探讨

适合土壤 PAHs 亚致死浓度污染诊断的生物标记

物 ,为土壤毒理诊断提供新的手段 ,进而为解释蚯

蚓代谢有机污染物的可能生理机制提供理论

依据。

1 　材料与方法

111 　药品与溶液配制

　　荧蒽为分析纯 ,购于 Fluka 公司 (瑞士 ) 。牛

血清白蛋白 (BSA) 与考马斯亮蓝 G2250 ( CBG) 均

购于上海生物工程技术服务有限公司 ,为分析

纯。其他药品均为市购分析纯。一氧化碳 ( CO)

购于沈阳市气体站 ,纯度99199 %。　

112 　仪器设备

CP280MX低温超速离心机 (日立) ;紫外双光束

分光光度计 UV22550 (岛津) ;玻璃组织研磨器 ;受控

环境生长箱。

113 　试验土壤和蚯蚓

土壤为 0～20 cm 表层清洁土壤 ,采自中国科学

院沈阳应用生态所实验站 ,其理化性质见表 1。赤

子爱胜蚓 ( Eisenia fetida) 购自天津蚯蚓养殖中心。

选用 2～3 月龄 ,体重 300～400 mg ,带有环带的健康

蚯蚓为供试品。

表 1 　供试土壤的理化性质

Table 1 　Physical and chemical properties of tested soil

土壤类型

Soil type

总磷

Total P

总钾

Total K

凯氏氮

Kjeldahl N

有机质

OM

阳离子交换量

CEC
pH

(g kg - 1) (cmol kg - 1)

草甸棕壤

Meadow brown soil
014 118 0191 1615 1213 6122

114 　土壤染毒试验

采用土壤染毒法 ,根据沈阳污灌区 Fla 的实际浓

度设计 5 个暴露浓度 (60、120、240、480 和 960μg kg - 1)

和溶剂对照 CK。分别将 50 ml 不同浓度的 Fla - 丙酮

溶液或丙酮与 500 g 土壤混合 ,充分混合 30 min 以

上 ,待丙酮自然挥发 18 h 后 ,调节土壤水分含量为

最大持水量的 40 %。暗处平衡 72 h 后 ,转移至方形

带盖 (盖有孔) 的塑料盒中 ,加入 10 条成熟蚯蚓 ,置

于 20 ℃±1 ℃、湿度为 80 %的受控环境生长箱中避

光培养。蚯蚓暴露 1、3、7 和 14 d 后 ,测定其内脏中

各生化指标含量或活性。每个浓度处理设 4 个平

行 ,每个平行重复测定 3 次。

115 　生化测定

11511 　粗酶液和微粒体的制备 　　蚯蚓在 4 ℃甘油

溶液 (20 %) 中浸泡 30 min 后 ,迅速解剖取其内脏。

内脏用冰冷的 0115 mol L - 1 KCl 溶液清洗后 ,移入 5

ml 匀浆缓冲液 (250 mmol L - 1蔗糖 , 50 mmol L - 1 Tris

pH 715 , 1 mmol L - 1 DTT , 1 mmol L - 1 EDTA)中 ,用玻

璃组织研磨器在冰水浴中将其细胞破碎。匀浆物通

过一层纱布过滤 ,将滤液装入 10 ml 的离心管中 ,于

低温 (4 ℃)超速离心机上 12 000 r min - 1离心 30 min。

所得上清液一部分待测蚯蚓抗氧化酶和谷胱甘肽转

移酶活性 ,另一部分制备微粒体 ,于超速离心机 4 ℃

以 46 500 r min - 1再次离心 90 min。所得沉淀用 1ml

保存缓冲液 (250 mmol L - 1蔗糖 , 50 mmol L - 1 Tris pH

715 , 1 mmol L - 1 DTT ,1 mmol L - 1 EDTA , 20 %甘油)

重新悬浮 ,待测蛋白含量和 P450 含量。

11512 　酶活性的测定 　　本试验所有生化指标的

测定均采用紫外 - 可见分光光度计。细胞色素

P450 总含量测定参照 Omura 和 Sato 的方法[16 ] ,应

用连二亚硫酸钠还原细胞色素 P450 的 CO 差光谱

进行。SOD 活性测定采用氮蓝四唑法 [3 ] ,单位为

U mg - 1Protein ,一个酶活力单位 (U) 以抑制 NBT 光

化学反应的 50 %来表示。POD 活性测定采用愈创

木酚法[17 ] ,单位为ΔA470nm mg - 1min - 1Protein ,以每分

钟吸光度变化值表示酶活力的大小。CAT 活性测

定采用徐镜波等[18 ]的方法 ,单位为 U mg - 1 Protein ,

一个酶活性单位 (U) 定义为 :25 ℃,100 s 内使 H2O2

分解 1/ 2 时的酶蛋白量。MDA 含量测定采用硫代

苯巴比妥酸 (TBA)比色法[17 ] ,单位为 nmol mg - 1 Pro2
tein。GST活性测定参照毛德寿等[19 ]的方法 ,单位

为 nmol mg - 1 min - 1 Protein , 酶活性单位定义为 :
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25 ℃,每毫克蛋白每分钟催化形成 1 nmol 反应产物

的量。微粒体悬液的蛋白含量和粗酶液蛋白含量

均采用考马斯亮蓝法[20 ]测定 ,以牛血清蛋白为标准

蛋白。

116 　数据分析

采用统计软件 SPSS 1210 进行数据统计分析。

在对参变量分析之前 ,先对各组数据进行方差齐次

性检验。以 Fla 的暴露剂量和时间为自变量 ,通过

单变量分析 (Univariate analyses ) 判定各单一效应及

交互效应对整体变异的贡献。应用单因素方差分析

(One2way ANOVA)对各样品组进行方差检验。采用

判别分析 (Discriminant analyses , DA) 对每个暴露时

间段的 Fla 剂量进行判别区分。

2 　结　果

211 　Fla 对蚯蚓内脏中细胞色素 P450 含量的影响

　　蚯蚓于 Fla 污染土壤中暴露 1、3、7 和 14 d 后 ,其

内脏中 P450 含量如图 1 所示。在暴露 1 d 后 ,Fla 处

理组与对照组没有显著差异 ( p > 0105) ;暴露 3 d 时 ,

除最低剂量组 (60μg kg - 1) 外各处理组 P450 含量均

显著低于对照 ( p < 0105) 。当暴露进行到第 7 天 ,120

和 240μg kg - 1样品组中 P450 显著高于对照 ,表现为

明显的诱导效应 ;而高剂量组 (480 和 960μg kg - 1)

P450 虽高于对照但差异不显著。Fla 污染胁迫 14 d

后 ,各处理组与对照 P450 含量无明显差异。

图 1 　不同暴露时间下荧蒽对蚯蚓内脏中 P450含量的影响

Fig11 　Cytochrome P450 content in the guts of earthworms

varying with duration of incubation

　　

图 2 　不同诱导时间下荧蒽对蚯蚓内脏中 GST活性的影响

Fig12 　GST activity in the guts of earthworms varying with

duration of incubation

注 :不同字母表示同一暴露时间内不同浓度荧蒽处理组生化响应的显著性差异 (p < 0105)

Note : Different letters indicate significant differences in biochemical response between earthworms in treatments

different in Fla concentrations , but the same in exposure time at p < 0105

212 　Fla 对蚯蚓内脏中谷胱甘肽转移酶( GST) 活性

的影响

　　研究结果显示 (图 2) ,蚯蚓暴露于 Fla 污染土壤

1d 后 ,虽然低剂量组 (60、120 和 240μg kg - 1) GST活

性相对对照有增加趋势但统计学差异不显著 ( p >

0105) ;在暴露 3d 后 ,除最高剂量组 (960μg kg - 1) 被

显著诱导外 ( p < 0105) ,其余各组均围绕对照水平波

动。随着暴露时间的增加 (7～14 d) ,各处理组 GST

活性与对照无显著差异 ( p > 0105) 。

213 　Fla 对蚯蚓内脏中超氧化物歧化酶 ( SOD) 活

性的影响

　　如图 3所示 ,Fla 在中低暴露剂量 (60～240μg kg - 1)

胁迫下蚯蚓 SOD 活性只在暴露的第 3 天表现出明显的

诱导效应 ,其余各时段与对照组相比无显著差异 ( p >

0105) ;而较高暴露剂量组 (480 和 960μg kg - 1) ,SOD 活性

在整个试验过程中分别表现为抑制 (1 d) 、恢复 (3 d) 、再

抑制(7 d)和再恢复(14 d)的响应过程。

214 　Fla 对蚯蚓内脏中过氧化物酶( POD)活性的影响

低剂量 Fla 污染对蚯蚓内脏 POD 活性的影响如

图 4 所示。在暴露的初期 (1 d) ,Fla 处理组 POD 活

性与对照组无显著差异 ( p > 0105) ;当暴露 3 d 时 ,

大于 60μg kg - 1的处理组蚯蚓 POD 活性明显被抑

制 ,并且于暴露的第 7 天活性显著上升 ,表现为明显

的诱导效应 ( p < 0105) ;暴露 2 周后 ,Fla 处理组 POD

活性与对照组无显著差异 ( p > 0105) 。

215 　Fla 对蚯蚓内脏中过氧化氢酶( CAT) 活性的

影响

　　如图 5 所示 ,蚯蚓暴露 Fla 污染土壤 1 d 后 ,各
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处理组 CAT活性明显高于对照组 ,但是较高剂量组

(480 和 960μg kg - 1) 与对照差异不显著 ( p > 0105) 。

当暴露 Fla 3、7 和 14 d 时 ,各处理组均在对照水平

波动 ,未表现出明显的诱导或抑制效应 ( p > 0105) 。

图 3 　不同诱导时间下荧蒽对蚯蚓内脏中 SOD 活性的影响

Fig13 　SOD activity in the guts of earthworms varying with

duration of incubation

　

图 4 　不同诱导时间下荧蒽对蚯蚓内脏中 POD 活性的影响

Fig14 　POD activity in the guts of earthworms varying with

duration of incubation

注 :不同字母表示同一暴露时间内不同浓度荧蒽处理组生化响应的显著性差异 (p < 0105)

Note : Different letters indicate significant differences in biochemical response between earthworms in treatments different in Fla

concentrations , but the same in exposure time at p < 0105

图 5 　不同诱导时间下荧蒽对蚯蚓内脏中 CAT活性的影响

Fig15 　CAT activity in the guts of earthworms varying with

duration of incubation

　

图 6 　不同诱导时间下荧蒽对蚯蚓内脏中 MDA 含量的影响

Fig16 　MDA content in the guts of earthworms varying with

duration of incubation

注 :不同字母表示同一暴露时间内不同浓度荧蒽处理组生化响应的显著性差异 (p < 0105)

Note : Different letters indicate significant differences in biochemical response between earthworms in treatments different in Fla

concentrations , but the same in exposure time at p < 0105

216 　Fla 对蚯蚓内脏中丙二醛( MDA)含量的影响

如图 6 所示 ,在 Fla 供试浓度范围内 ,不同暴露

时段的试验结果表明 ,各处理组中蚯蚓内脏 MDA 含

量与同暴露时段的对照组相比差异不显著 ( p >

0105) ,各处理组均在对照水平范围内上下波动 ,没

有明显的规律性。

3 　讨　论

311 　低剂量 Fla 胁迫下蚯蚓内脏中生化指标的响应

　　细胞色素 P450 酶系是生物代谢外源有机物的

第一阶段酶系 ,它由多种同工酶组成。由于可被外

源污染物诱导或抑制而使其活性 (含量)显著增加或

降低 ,P450 常被用来作为生物标记物诊断环境污
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染[2 ,4 ,7 ,8 ] 。P450 含量作为常用的诊断指标之一是

对 P450 蛋白总水平的量度。本研究结果显示 ,蚯蚓

内脏 P450 含量对低剂量 Fla 暴露的响应情况是一

个动态变化过程 :抑制 (3 d) —诱导 (7 d) —稳定

(14 d) ,这个过程可能与 Fla 在土壤中的生物有效性

有关。暴露初期 Fla 的生物有效性较高 ,进入蚯蚓

体内后抑制了某些 P450 同工酶蛋白的合成 ,使其总

量下降 , 如有研究报道在较高剂量 ( 10 和 100

mg kg - 1) Fla 胁迫下蚯蚓 P450 同工酶 PROD 活性下

降[8 ] 。随着土壤对 Fla 的固定和老化作用的加强 ,

其有效性降低 ,体内积累的 Fla 被慢慢分解 ,从而诱

发了某些 P450 同工酶合成速度的加快 ,使其含量增

加。PAHs 对生物体内 P450 特异性同工酶具有选择

性诱导已被广泛证实 ,如 Saint2Denis 等[7 ]发现B[a ]P

污染土壤中蚯蚓 MROD 活性与 B [ a ] P 的浓度和暴

露时间均相关 ,且在低剂量暴露时 MROD 活性被显

著诱导。本试验的后期 (14 d) ,Fla 在土壤老化作用

下 ,其极低的生物有效性使 P450 总量回落并趋于

稳定。

GST是生物体内的代谢第二阶段酶 ,可催化谷

胱甘肽 ( GSH) 和亲电性中间代谢物 (如第一代谢阶

段产物)结合 ,使之成为水溶性化合物排出体外 ,起

到解毒的作用 ;还可清除生物体内脂类过氧化物 ,保

护生物体免受氧化损伤。通常 , GST 活性的升高是

由于参与了外源物在生物体内的代谢所致。本试验

中 ,诱导效应只在最高剂量组观察到 ,说明供试浓度

范围内 GST对 Fla 的指示效应并不十分明显。在以

GST活性为指标的毒理诊断中 , GST 对污染物暴露

的响应规律有所不同 ,这方面尤以水生鱼类的研究

居多。例如 ,王重刚等[12 ]发现 ,B [ a ] P 和芘暴露 7d

对梭鱼肝脏 GST活性的影响主要为诱导效应 ,而在

暴露于两者的混合物 15d 后 , GST活性显著被抑制 ;

Di Giulio 等[21 ]将鲶鱼暴露于 Black Rock 海港底质

中 ,发现肝脏 GST活性在 14 d 时被显著诱导 ,但28 d

时与对照无明显差异。而 James 等[22 ] 与 Collier

等[23 ]研究显示 ,PAHs 或 PCBs 的暴露并没有诱导供

试鱼体 GST 活性的显著增加。对蚯蚓的研究也发

现 ,在 B [ a ] P 不同暴露时间和浓度处理下 ,蚯蚓

Eisenia fetida andrei GST活性保持不变[7 ] ;而胺甲萘

却使其出现了抑制和诱导两种效应[24 ] 。由上可知 ,

GST的指示效应是供试生物种类、污染物类型 ,以及

暴露剂量和时间的综合作用结果 ;就其敏感性而言 ,

GST不如第一代谢阶段 P450 酶系对外源有机物的

指示敏感。

SOD 作为生物体内重要的抗氧化酶之一 ,对机体

的氧化与抗氧化平衡起着重要作用 ,它能有效清除体

内产生的超氧阴离子 ,终止自由基连锁反应 ,保护生

物体免受氧化损伤。以往应用 SOD 等抗氧化酶作为

污染诊断指标多应用于重金属污染胁迫的研究。然

而 ,有关研究表明 ,PAHs 在生物体内的代谢过程也可

诱发活性氧自由基的大量产生[25～27] ,且由此引起的

氧化胁迫已在不同生物体内得到了证实[2 ,7 ,10 ,21]。本

试验结果显示 ,中低剂量 Fla 暴露 3d 后 SOD 活性显

著升高 ,说明 Fla 的胁迫或代谢过程产生了超氧阴离

子 ,从而诱发了 SOD 活性增加。然而随着土壤老化

作用的加强 ,Fla 生物有效性下降 ,SOD 活性下降并趋

于稳定。与此相似 ,冯涛等[28]发现B[a ]P(30μg L - 1)

胁迫下大弹涂鱼肝脏 SOD 活性在第 3 天显著升高 ,随

后降至对照水平。另外 ,本试验中 Fla 较高剂量组蚯

蚓 SOD 活性产生了“抑制—恢复—抑制—恢复”的动

态响应。这可能因为暴露初期 Fla 生物有效性较大 ,

其急性胁迫使 SOD 受到影响 ,在毒性缓解后 ,Fla 代

谢产物的积累抑制了 SOD 酶活性。此后 ,随着 Fla 有

效性降低 ,SOD 趋于稳定。王重刚等[29]发现 B [ a ] P

和芘暴露 (50μg L - 1)使梭鱼肝脏 SOD 活性主要表现

为先抑制后诱导效应 ,而 5μg L - 1的处理组在暴露7 d

后 SOD 未表现出诱导 ,而是抑制效应。这与本试验

结果相似。

POD 作为生物体内重要的抗氧化酶之一 ,在调

控生物体内过氧化物平衡方面具有重要的作用。本

试验中 POD 活性的变化趋势与蚯蚓 P450 含量的响

应情况相似 ,即在暴露 3 d 时活性被抑制 ,而在 7 d

后被诱导。POD 活性的升高说明在 Fla 的代谢过程

中 ,有过氧化物或过氧化氢产生。POD 活性的这种

“先抑制后诱导”的响应趋势在王重刚等[30 ]的研究

中也被观察到 ,即 B [ a ] P 和芘的低剂量 (011～50

μg L - 1)短期暴露造成梭鱼肝脏谷胱甘肽过氧化酶

活性产生先抑制后诱导的效应。此外 ,在 PAHs 胁

迫下 ,POD 活性的升高同样在水生植物体内被观察

到 ,如随着萘暴露浓度的增加 ,水葫芦和水花生的

POD 活性逐渐升高[31 ] 。

CAT可有效清除生物体内过量的 H2O2 ,维持细

胞内 H2O2平衡。本研究发现 ,蚯蚓内脏 CAT活性对

土壤低剂量 Fla 暴露在短期内反应较为敏感 ,表现

为明显的诱导效应。这说明 Fla 的急性胁迫增加了

细胞内 H2O2的含量 ,从而诱发 CAT 活性增加 ,这是

生物应激的体现。但是随着暴露时间的增加 ,CAT

活性恢复至对照水平 ,而不具备明显的指示作用。
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这可能与 H2O2在生物体内的转化机制有关。有研

究表明 ,对于清除整个细胞中的 H2O2 , POD 和 CAT

显示出了很好的协同作用[32 ] 。CAT 存在于过氧化

体中 ,而 POD 则存在于胞浆与线粒体的基质中 ,因

而二者分工有所不同。试验中 CAT 活性在暴露中、

后期变化不显著 ,可能是由于 H2O2主要在胞液中由

SOD 产生 ,因而主要由 POD 起作用。此结论与芘在

较高剂量 (10、40 和 160 mg kg - 1) 长期暴露 (42 d) 下

的蚯蚓检测结果类似 ,即蚯蚓 CAT活性不受芘的胁

迫影响 ,只在最大剂量为 640 mg kg - 1时 CAT略有下

降[2 ] 。另外 ,B[a ]P 对大弹涂鱼肝脏 CAT 活性影响

也显示 ,CAT活性不因 B[ a ] P 暴露浓度和时间的改

变而发生显著变化[28 ] 。一些研究发现[21 ,32 ,33 ] ,对于

野外污染样地原位暴露 ,不同供试生物体内 CAT活

性均显示出明显的诱导或抑制效应 ,具有敏感的生

物指示作用。这可能与原位暴露污染物的复杂组分

有关。在多种污染物共存的情况下 ,污染物之间、污

染物与生物之间均存在着复杂的交互作用 ,因而产

生的氧化胁迫效应更为明显 ,最终导致抗氧化酶活

性的相应变化。

MDA是氧化损伤最终形成的脂质过氧化产物 ,

其含量可间接提示机体自由基水平[34] 。本研究结果

显示 ,在供试低剂量暴露下 ,Fla 对蚯蚓内脏中 MDA

含量的影响不显著。这说明低剂量的 Fla 未对蚯蚓

造成明显的氧化损伤 ,Fla 胁迫产生的自由基可被体

内的抗氧化防御酶系及时、有效的去除。这点也可以

从上述指标的响应情况得到证实 :即在供试的浓度范

围内 ,上述指标的活性或含量均没有被污染物不可逆

的抑制 ,它们都是经过短暂的响应之后 ,最终恢复并

趋于稳定。因而 ,可以看出 ,低剂量的 Fla 并没有造

成明显的毒性效应。其他研究发现 ,在高剂量 PAHs

暴露情况下 ,生物体内MDA 含量可产生响应 ,如通过

一次性腹腔注射 50 mg kg - 1的 B[a ]P 后 ,小鼠肝脏中

MDA 含量在 24 和 48 h 显著升高[35]。

312 　诊断指标选择

蚯蚓暴露于低剂量 Fla 污染土壤时 ,其内脏中

各生化指标的响应情况有所不同 :其中 P450 含量、

SOD 和 POD 活性比较敏感 ;而 GST 和 CAT 活性 ,以

及 MDA 含量对低剂量 Fla 的暴露没有明显的指示

作用。各生化指标对污染指示的灵敏度不同 ,不仅

与生化酶类本身的特性有关 ,还与污染物类型、暴

露时间、剂量、接触途径以及供试生物的种类和状

态等相关。因而 ,在进行实地土壤污染生态毒理诊

断时 ,应尽可能的选用多指标联合应用 ,彼此相互

补充 ,以适应不同污染状况下的污染诊断 ,增强其

灵敏性和有效性。

本研究结果的单变量分析表明 ,Fla 的暴露剂量

和时间及两者的交互作用均对蚯蚓内脏中各生化酶

类产生了影响 (MDA 含量除外) ,并且三者对酶活性

总变异的贡献为 :时间 > 两者的交互效应 > 剂量。

酶活性对毒物暴露的响应在时间上是一个动态变化

过程 ,这不仅与污染物在生物体内的代谢过程有关 ,

还与土壤对污染物的固定和老化作用相关。因而 ,

在使用生化指标进行污染物毒理诊断时 ,单一时段

的暴露结果可能不足以揭示污染物的毒性效应 ,选

择多时段的检测对污染暴露的指示尤为重要。

综合如上分析 ,对 Fla 暴露剂量的判别分析

(DA)结果如图 7。当以蚯蚓内脏中所有供试指标为

自变量对 Fla 剂量进行判别分析时发现 ,在特定暴

露时段内可清楚地判别出 Fla 的剂量效应 ,尽管某

些指标在试验中并未表现出明显的指示作用 (CAT、

GST和 MDA) 。如在 Fla 暴露第 1 天和第 3 天 ,多指

标联合对高剂量组 (120、480 和 960μg kg - 1) 的判别

较为敏感 ;在暴露 1 周后对低剂量组 (CK、60 和 120

μg kg - 1)的判别较明显。而 Fla 暴露 2 周后 ,指标联

合诊断对各剂量组 (120μg kg - 1组除外) 的判别均不

理想 ,这可能是因为生物体各酶系在此时已趋于稳

定的缘故。由此可见 ,多指标联合和多时段检测是

单一指标和单一时段毒理诊断在敏感性方面的有效

补充 ,特别是在低剂量污染暴露情况下这种优越性

更为明显。

4 　结　论

在低剂量 Fla 胁迫下 ,蚯蚓内脏中各生化指标的

响应情况有所不同 :其中 P450 含量、SOD 和 POD 活性

比较敏感 ;而 GST 和 CAT 活性 ,以及 MDA 含量没有

明显的指示作用。研究发现 ,酶活性对污染物暴露的

响应在时间上是一个动态变化过程。这提示我们 ,在

进行实地土壤污染生态毒理诊断时 ,应尽可能地选用

多指标联合和多时段检测 ,以适应不同污染状况下的

污染诊断 ,增强其指示的灵敏性和有效性。
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图 7 　不同诱导时间下 (1 d (A) 、3 d (B) 、7 d (C)和 14 d (D) ) ,以蚯蚓内脏中所有

生化指标为自变量的荧蒽暴露剂量判别分析

Fig17 　Discriminant Analysis of Fla exposure concentrations in different duration of incubation with

all biochemical indexes of the guts of earthworms as independent variable
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ANTIOXIDING DEFENSIVE RESPONSES OF EARTHWORMS ( EIS ENIA

F ETIDA) EXPOSED TO LOW DOSAGE OF FL UORANTHENE IN SOIL

Zhang Wei1 ,3 　Song Yufang1 ,2　Sun Tieheng1 ,2 　Li Xinxin2 　Liu Miao1 ,3 　Chen Lang1 ,3

(1 Key Laboratory of Terrestrial Ecological Process , Institute of Applied Ecology , Chinese Academy of Sciences , Shenyang 　110016 , China)

(2 Key Laboratory of Environment Engineering , Shenyang University , Shenyang 　110041 , China)

(3 Graduated School , Chinese Academy of Sciences , Beijing 　100039 , China)

Abstract 　Biochemical responses of earthworm ( Eisenia fetida) to fluoranthene were studied and cited as biomarkers for

monitoring PAHs2contamination of sublethal concentration in the soil1 Earthworms were exposed to soils contaminated with differ2
ent concentrations of fluoranthene (60 , 120 , 240 , 480 , 960μg kg - 1 and CK) 1 After exposure for 1 , 3 , 7 and 14 days , earth2
worms were collected for analysis of contents of total cytochrome P450 and MDA and the activities of glutathione2S2transferase

( GST) , superoxide dismutase (SOD) , peroxidase (POD) and catalase (CAT) in the guts1 Results indicate that within the range

of concentrations in the test , fluoranthene triggered varying responses from biochemical enzymes in the guts of the earthworms ,

particularly from P450 in content , and from SOD and POD in activity but not as significantly from GST , CAT and MDA1 The re2
search also revealed that the effect of duration of the exposure was stronger than that of dosage limited within the range of sub2
lethal concentrations on the biochemical responses1 As biochemical sensitivity to the pollutant varies from enzyme to enzyme , it is

necessary to use a combined multi2time multi2index diagnostic method in diagnosing ecotoxicity of the pollutant in soil , with spe2
cial stress on sensitivity and effectiveness of the indicators of exposure to the pollutant1

Key words 　Fluoranthene ; Earthworm; Cytochrome P450 ; Glutathione2S2transferase ; Antioxidant enzymes ; Biomarker
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