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摘　要　　为探讨赤子爱胜蚓谷胱甘肽 (GSH)和丙二醛 (MDA)含量变化对重金属污染土壤生态毒性的指示

作用 ,在试验室模拟条件下 ,利用人工土壤和自然土壤 ,研究了重金属含量与蚯蚓 GSH和 MDA含量变化的剂量效

应关系。结果显示 ,在人工土壤试验中 , Cu可诱导蚯蚓 GSH和 MDA含量上升 ,暴露 2 d、7 d、14 d后 , Cu浓度与

蚯蚓 GSH含量的相关系数分别为 01556、01807和 01775,与 MDA含量的相关系数分别为 01760、01672和 01544,

均存在显著的剂量效应关系 ( p < 0105)。自然土壤试验结果显示 ,赤子爱胜蚓的 GSH和 MDA含量与土壤 Cu全

量的偏相关系数分别为 - 01830 ( p < 01001)和 - 01599 ( p < 0105) ,与 Cd全量的偏相关系数分别为 - 01697 (p <

0105)和 - 01690 (p <0105)。同时发现 ,赤子爱胜蚓 GSH含量变化对土壤重金属响应的敏感性要高于 MDA。
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　　土壤环境中重金属可与矿物结合而稳定存在 ,

即使低浓度的重金属元素 ,也会由于长期积累而对

生物体产生毒害作用 [ 1, 2 ]。重金属可以刺激生物体

产生大量活性氧 ,从而引起细胞和分子水平的氧化

损伤 ,但生物体也具有抵抗氧化损伤的防御系

统 [ 3, 4 ] ,谷胱甘肽 ( Glutathione , GSH)就是防御脂质

过氧化的重要小分子肽。丙二醛 (Malondialde2
hyde,MDA )则是脂质过氧化的最终分解产物之一 ,

因此 GSH和 MDA的含量变化可在分子水平上指示

生物体的氧化损伤程度 [ 5, 6 ]。毒理学研究表明 [ 7, 8 ]

生物体 GSH和 MDA含量变化对化学物质反应灵

敏 ,且测定简便、不易受分析条件影响 ,常作为化学

物质生态毒性的评价指标 ,但应用于指示重金属污

染土壤环境还处在探索阶段 [ 9 ]。

土壤中蚯蚓与各种污染物密切接触 ,其在分子

水平产生的反应是对污染物响应的早期结果 ,例如

抗氧化酶、细胞色素 P450、金属巯蛋白等 ,利用这些

指标监测和评价污染土壤环境质量 ,不仅可为保护

整个土壤生物区系提供一个相对安全的污染物浓

度阈值 [ 10 ]
,而且在低浓度污染物慢性毒性的长期生

物监测和生态风险预警中有重要意义 [ 1 ]。

Saint2Denis等 [ 11, 12 ]、R ivera等 [ 13 ]和 Hu等 [ 14 ]分

别研究了人工土壤中苯并 [ a ]芘、醋酸铅、胺甲萘和

邻苯二甲酸类驱虫剂对赤子爱胜蚓 ( E isen ia fetida

andrei)生理生化反应的影响 ,为污染物的生态毒性

评价提供了重要的科学数据。虽然人工土壤与其

他暴露介质 (如滤纸 )相比 ,与自然土壤最为接

近 [ 15 ]
,然而人工土壤与复杂的自然土壤之间仍存在

很大差异 ,其试验结果外推时常常受到各种土壤环

境因素制约 ,如土壤中的已知和 (或 )未知污染物及

土壤 pH、有机质含量、阳离子交换量等 [ 16, 17 ]。

因此 ,本研究在模拟条件下 ,首先通过人工土

壤试验 ,研究 Cu暴露浓度对赤子爱胜蚓 GSH和

MDA含量变化的动态影响 ,探讨蚯蚓的生物响应对

Cu刺激是否均有敏感性和剂量效应关系 ;然后通过

测定重金属污染土壤暴露前后蚯蚓的 GSH和 MDA
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含量变化 ,研究土壤重金属全量及主要理化性质与

生物指标间的作用关系 ,探讨其作为重金属污染土

壤生态毒性指示物的应用价值 ,为土壤污染物生态

毒性评价和环境污染生物监测提供科学依据。

1　材料与方法

111　供试蚯蚓

赤子爱胜蚓 ,购于南京某蚯蚓养殖场。暴露前

置于清洁土壤预培养 7 d,选择体重为 015 g左右 ,

生殖带明显、体态相似的健康成蚓 ,无菌超纯水清

洗后 ,放入铺有湿润灭菌纱布的玻璃皿中 ,在 (20 ±

2)℃下 ,暗室培养 24 h使蚯蚓清肠。

112　供试土壤

6个供试土壤采自浙江省台州市某污染地 ,均

为水稻土 ,成土母质为老海积物 ,系统分类属淡色

潮湿雏形土。供试土样为 0～20 cm的表层 5点混

合样 ,新鲜土样拣出植物残体、砾石后 ,一部分土样

于室内自然风干 ,研磨过筛 ( < 2mm ) ,供土壤基本

理化性状和 Cu、Cd、Zn、Pb全量测定 ;一部分土样过

2 mm尼龙网筛后供生物试验使用。土壤样品经体

积比为 4∶1盐酸、硝酸混合液消解 ,超纯水定容后 ,

采用 POEMSR等离子体光谱质谱仪 ( ICP—MS)测

定土壤重金属全量。土壤 pH、总有机碳含量、阳离

子交换量、全氮、全磷、全钾测定的方法依次为 :酸

度计法、重镉酸钾法、EDTA铵盐速测法、高氯酸—

硫酸消化法、高氯酸—硫酸铜锑比色法、火焰光度

计法。

113　赤子爱胜蚓生态毒性研究的暴露方法

11311　人工土壤试验 　　参照国际标准化组织

( ISO 11268 - 1 )方法 [ 18 ]略做修改。人工土壤由

70%工业用沙、20%高岭土和 10%泥炭藓组成。每

钵装 400 g人工土壤和 20 g牛粪 ,混匀后分别加入

CuSO4溶液 ,使各处理 Cu浓度依次为 0、50、100、

200、400 mg kg- 1。各处理调节人工土壤含水量为

35% , pH4143～5104 (与供试污染土壤一致 ) ,以上

各处理平衡 28 d后 ,每钵放入已清肠蚯蚓 50头 ,单

层纱布、牛皮纸封口 , 在牛皮纸上刺孔以保持正常

通气 , (20 ±2)℃, 16 /8光暗交替培养 28 d。以土壤

Cu浓度 0 mg kg
- 1作为空白对照 ,各处理重复 3次 ,

暴露 2 d、7 d、14 d和 28 d动态取样。

11312　重金属污染农田土壤试验　　陶瓷钵中分

别装入 400 g供试土样和 20 g牛粪 ,混匀 ,调节土壤

含水量为 35% ,然后放入已清肠蚯蚓 50头 ,纱布、

牛皮纸封口 ,在牛皮纸上刺孔以保持正常通气 ,

(20 ±2)℃, 16 /8光暗交替培养 14 d。每个土壤处

理各重复 3次。暴露前赤子爱胜蚓作为背景值

对照。

114　赤子爱胜蚓的谷胱甘肽和丙二醛含量测定

蚯蚓样品称重后经液氮速冻 ,然后加入蚯蚓鲜

重 9倍的 PBS缓冲液 ( pH714 ) ,研磨后将得到的

10% (w /v)组织匀浆液 , 9000 ×g离心 15m in,上清

液于 - 80℃保藏 ,以待分析。

谷胱甘肽 ( GSH )含量测定采用二硫代二硝基

苯甲酸比色法 ,单位以每 mg蛋白中能与二硫代二

硝基苯甲酸反应 GSH的μg表示 ;丙二醛 (MDA )含

量测定采用硫代巴比妥酸比色法 ,单位以每 mg蛋

白中能与硫代巴比妥酸反应的 MDA的 nmol表示 ;

蛋白质含量测定采用考马斯亮蓝法。以上测定试

剂盒购于南京建成生物工程研究所。

115　数据处理

人工土壤试验中 ,各组数据以平均值 ±标准偏

差表示 ;相同暴露时间的空白对照和处理组平均值

进行多重比较 ;蚯蚓 GSH和 MDA含量分别与 Cu暴

露浓度进行相关性分析。污染土壤试验中 ,蚯蚓暴

露前、后的 GSH和 MDA含量变化进行单因素方差

比较分析 , p < 0105时差异显著 ;以土壤全磷、全钾

和全氮为可控条件因子 ,蚯蚓的 GSH和 MDA含量

分别与土壤重金属全量以及土壤主要理化性质进

行偏相关分析。

2　结果与讨论

211　人工土壤试验中 Cu暴露浓度对赤子爱胜蚓

谷胱甘肽和丙二醛含量的影响

　　在相同暴露期内 ,随着 Cu暴露浓度增加 ,处理

组赤子爱胜蚓的 GSH含量呈上升趋势 (表 1)。暴

露 2 d时 ,处理组蚯蚓的 GSH含量显著高于空白对

照组 ( p < 0105) ,但各处理组无显著差异 ;暴露 14 d

时 , 100 mg kg
- 1、200 mg kg

- 1、400 mg kg
- 1处理组蚯

蚓的 GSH含量均比空白对照组显著升高 ( p <

0105) ;当暴露时间延长至 28 d时 ,蚯蚓 GSH的最

高含量出现在 200 mg kg- 1处理组 ,较空白对照值增

加了 33% ,但差异不显著。

表 1显示 ,处理组蚯蚓的 MDA含量也随着 Cu

暴露浓度的增加而呈上升趋势。与空白对照相比 ,

较高 Cu浓度处理组 (200 mg kg- 1和 400 mg kg- 1 )

蚯蚓的 MDA含量显著升高 ( p < 0105 ) ,暴露 14 d
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时 , 400 mg kg- 1处理组蚯蚓 MDA含量较相应空白

对照组升高 1173倍 ,达到最高值。暴露期内 ,较低

Cu浓度处理组 (50 mg kg
- 1和 100 mg kg

- 1 ) ,蚯蚓的

MDA含量也呈上升趋势 ,然而暴露 14 d时 , 50 mg

kg- 1和 100 mg kg- 1处理组分别较空白对照值下降

8%和 18% ,但均无显著差异。

Cu暴露浓度与赤子爱胜蚓 GSH及 MDA含量

的相关性分析显示 ,蚯蚓在污染人工土壤暴露 2 d、

7 d、14 d,其 GSH含量与 Cu浓度的相关系数分别

为 01556、01807和 01775,存在良好剂量效应关系
( p < 0105) ,但暴露 28 d时 , GSH含量与暴露浓度的

相关程度降低 (R = 01360, p = 01187)。不同取样时

间 (2 d、7 d、14 d、28 d)下 ,蚯蚓 MDA含量与 Cu暴

露浓度的相关系数分别为 01760、01672、01544和

01587,相关程度均达到显著水平 ( p < 0105)。人工

土壤中 ,赤子爱胜蚓的 GSH和 MDA含量均与 Cu暴

露浓度存在良好的剂量效应关系 ,对 Cu暴露的最

敏感响应时间为 2～14 d。这与 A porrectodea tubercu2
la ta

[ 19 ]和 E isen ia fetida andred
[ 12 ]分别在 Cu /Zn和

Pb胁迫下的 GSH和 MDA含量变化研究结果一致。

暴露期末 ,蚯蚓 GSH和 MDA含量与 Cu浓度的

相关程度降低 ,推测其原因主要有两点 :一是 Cu污

染人工土壤虽已经过平衡处理 ,但 Cu与人工土壤

颗粒之间仍存在吸附效应 ,随着暴露时间延长 ,生

物可利用部分 Cu的含量逐渐减少 ,从而由 Cu污染

引起的蚯蚓氧化胁迫减弱 ;二是过量涌入蚯蚓体内

的 Cu启动了其对污染物的防御和外排机制 ,最终

使蚯蚓体内生理代谢达到新的平衡状态。

表 1　人工土壤中 Cu浓度对赤子爱胜蚓谷胱苷肽和丙二醛含量影响

Table 1　Effects of Cu concentration on levels of GSH and MDA in Eisenia fetida in the artificial soil tested

Cu浓度

Cu concentration

(mg kg - 1 )

谷胱甘肽 Glutathione

(μg mg - 1 p rot1)

丙二醛 Malondialdehyde

( nmol mg - 1 p rot1)

2 d 7 d 14 d 28 d 2 d 7 d 14 d 28 d

0 34171 ±6110b 37140 ±6187b 36176 ±5166b 42118 ±12109a 1104 ±0112b 1125 ±0121b 1190 ±0125b 1181 ±0162b

50 42119 ±2137a 41138 ±4124b 42179 ±6123b 48183 ±2136a 1112 ±0114b 1131 ±0146b 1173 ±0186b 1188 ±0104b

100 41130 ±5125a 47177 ±7196ab 57193 ±5177a 53117 ±10106a 1120 ±0115ab 1164 ±0119ab 1155 ±0102b 2118 ±0106ab

200 42160 ±5144a 54118 ±7152a 55103 ±7103a 56136 ±9179a 1132 ±0108ab 1190 ±0140a 1187 ±0135b 2182 ±0128a

400 45168 ±2194a 54187 ±3194a 58131 ±6113a 53161 ±6129a 1133 ±0104a 1183 ±0122ab 3128 ±0164a 2149 ±0187a

　　注 :表内结果以平均值 ±标准偏差表示 ( n = 6) ; 同一列中相同字母表示相同暴露时间下差异不显著 ( p > 0105) Note: Results are exp ressed

as means ± standard deviations ( n = 6) ; The same letters mean insignificant difference ( p > 0105) between the two the same in duration of exposure

212　重金属污染土壤暴露对赤子爱胜蚓谷胱甘肽

和丙二醛含量变化的影响

21211　污染土壤的主要理化性质和重金属全量 　

　通常情况下水稻土的 pH接近中性或偏碱性 ,供

试土壤的 pH范围 4120～5166,存在明显的酸化现

象。我国土壤环境标准规定土壤 pH < 615时 , Cu、

Cd、Zn、Pb的二级污染阈值分别为 50 mg kg
- 1、0130

mg kg
- 1、200 mg kg

- 1和 250 mg kg
- 1 [ 20 ]。根据以上

标准值 , 6个供试土壤均存在 Cu和 Cd污染 ,

Samp11和 Samp12还存在 Zn污染 (表 2)。

表 2　供试土壤主要理化性质及部分重金属全量
Table 2　Main physico2chem ical p roperties and contents of some total heavy metals in the tested soils

样品编号

Samp le No1

pH

(H2O)

总有机碳

Total organic C

( g kg - 1 )

阳离子交换量

CEC

( cmol kg - 1 )

全磷

Total P

( g kg - 1 )

全钾

Total K

( g kg - 1 )

全氮

Total N

( g kg - 1 )

总量

Total content of heavy metals

(mg kg - 1 )

Cu Cd Zn Pb

Samp11 5124 39120 17157 0154 4136 2186 78 0149 304 118

Samp12 5166 48107 18142 0191 4158 3153 98 0158 230 96

Samp13 5125 49117 19109 0157 4102 4112 114 0150 154 77

Samp14 4135 50149 20167 0179 4152 3112 183 7142 147 49

Samp15 4120 49162 17191 0151 9126 3102 316 8108 155 57

Samp16 4123 39111 18185 0138 4104 3112 338 9188 141 65



4期 　　卜元卿等 :赤子爱胜蚓谷胱甘肽和丙二醛含量变化指示重金属污染土壤的生态毒性 619　　

21212　赤子爱胜蚓的谷胱甘肽和丙二醛含量变化

　　图 1a和图 1b分别是污染土壤暴露后赤子爱胜

蚓的 GSH和 MDA含量变化结果。蚯蚓的 GSH含

量背景值为 2319μg mg
- 1

p rot1,暴露 14 d后 ,不同

处理蚯蚓的 GSH含量均有升高 ,其中 Samp13处理

组增加程度最大 ,为背景值的 2178倍 , Samp11、

Samp12和 Samp14处理组也分别较背景值增加了

1123倍、1161倍和 1121倍 ,差异均达到极显著水平

( p < 01001)。暴露前蚯蚓 MDA含量为 01849 nmol

mg
- 1

p rot1;暴露后 , Samp12和 Samp14处理组蚯蚓的

MDA含量分别降低了 26%和 19% ,显著低于暴露前

背景值 (p < 01001) ;其他处理组蚯蚓的 MDA含量分

别有不同程度的升高 ,最高值出现在 Samp13处理组 ,

较背景值增加了 61% ,差异极显著 ( p < 01001)。

图 1　赤子爱胜蚓谷胱甘肽和丙二醛含量在污染土壤中的变化

Fig1 1　Changes in the levels of GSH and MDA in Eisenia fetida exposed to contam ination of the soil

　　研究发现 , Samp16土样的 Cu、Cd全量是所有

供试土样中最高 ,但暴露其中的蚯蚓 GSH和 MDA

含量与背景值相比并无显著增加 ; GSH和 MDA含

量最高值均出现在 Cu、Cd污染相对较轻的 Samp13

处理组 ;而污染土壤暴露后 , Samp12和 Samp14处理

组蚯蚓 MDA含量甚至显著下降。这些现象的解

释 ,一是土壤中可能存在一些未知污染物影响蚯蚓

GSH和 MDA含量变化 ;二是生物响应作为污染物

环境生态毒性效应的最终指示 ,是污染物、土壤环

境因子间相互作用的综合反映 ,土壤 Cu全量仅是

众多影响因素之一。Heimbach
[ 22 ]研究发现暴露环

境可以影响污染物的生物可利用性 ,进而改变其生

态毒性 ,以致出现与人工土壤试验完全不同的结果。

21213　赤子爱胜蚓的谷胱甘肽和丙二醛含量与土

壤环境因子关系 　　表 3是赤子爱胜蚓的 GSH和

MDA含量与土壤重金属全量、土壤 pH、总有机碳含

量和阳离子交换量的偏相关分析结果。土壤 Cu和

Cd全量对赤子爱胜蚓的 GSH和 MDA含量有显著

抑制作用 ;而土壤 Zn全量对 GSH和 MDA含量则有

显著刺激作用。土壤 pH、总有机碳和阳离子交换量

对蚯蚓 MDA含量影响较大 ,而对 GSH含量的影响

较小 ,赤子爱胜蚓 GSH含量变化对土壤重金属的响

应敏感程度高于 MDA。

表 3　赤子爱胜蚓的 GSH和 MDA含量与供试土壤环境因子的偏相关结果

Table 3　Partial correlation between levels of GSH and MDA in Eisenia fetida and the main environment factors of the contam inated soil

生物指标

B iological

parameters

偏相关系数 1) Partial correlation coeffecients ( df = 13)

Total Cu Total Cd Total Zn Total Pb pH O rganic C CEC

谷胱甘肽

GSH

- 01830

( p < 01001) 33

- 01697

( p = 01004) 33

01595

( p = 01019) 3

01489

( p = 01064)

01471

( p = 01077)

01026

( p = 01927)

- 01271

( p = 01328)

丙二醛

MDA

- 01599

( p = 01018) 3

- 01690

( p = 01004) 33

01725

( p = 01003) 33

01721

( p = 01002) 33

01720

( p = 01002) 33

- 01583

( p = 01023) 33

- 01690

( p = 01004) 33

　　1) 供试土壤的全磷、全钾、全氮作为条件控制因子。3 p < 0105时双尾测验差异显著 ; 33 p < 0101时双尾测验差异极显 1) Total P, total

K and total N as control factors of the tested soil1 3 22tailed significance at p < 0105; 33 22tailed significance at p < 0101
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　　在人工土壤试验中 , Cu浓度增加可刺激赤子爱

胜蚓的 GSH和 MDA含量上升 ,且生物指标的含量

变化均与 Cu浓度存在良好的正相关性 ;而污染土

壤试验中 , Cu浓度与蚯蚓 GSH和 MDA的含量则分

别表现为显著的负相关关系。研究认为 ,由于土壤

组成复杂、理化性质多变以及可能存在的未知污染

物 ,使土壤重金属元素之间、污染物与各土壤环境

因子之间产生多种交互作用 ,这些作用最终导致复

合污染土壤中 Cu污染物对赤子爱胜蚓的生态毒性

不同于单一污染时的研究结果。

3　结　论

本研究显示人工土壤暴露 2 d后 , 50 mg kg
- 1的

Cu即可诱导赤子爱胜蚓的 GSH含量显著升高 ( p <

0105) ;在暴露期内 ,蚯蚓的 GSH和 MDA含量随着

Cu浓度的增加而升高 ,存在显著的剂量效应关系。

Cu2Cd复合污染土壤暴露 14 d后 ,赤子爱胜蚓 GSH

和 MDA含量变化不仅受到重金属污染物的影响 ,

而且也受到土壤环境条件的影响 ,特别是 MDA含

量变化受到土壤 pH、总有机碳和阳离子交换量的显

著影响 ( p < 0105)。人工土壤和污染土壤试验中 ,

赤子爱胜蚓的 GSH含量变化对重金属污染物的反

应敏感 ,且受暴露环境因子影响较小、特异性强 ,有

潜力成为指示污染土壤生态风险的预警性生物标

志物。
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VAR IAT IO N O F GSH AND MDA L EVEL S IN E ISEN IA F ETIDA AS IND ICATO R

O F ECO 2TO X IC ITY O F HEAVY M ETAL CO NTAM INATED SO IL

Bu Yuanqing
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Abstract　 In order to exp lore potential of the variation of GSH and MDA levels in Eisenia fetida as bio2indicators in

monitoring heavy metal contam ination of soil, effect of copper on Eisenia fetida was studied using artificial soil and contam2
inated agricultural soil. Results show that the levels of GSE and MDA in E. fetida are significantly related to copper in the

artificial soil, with correlation coefficients being 0. 556, 0. 807 and 0. 775 between Cu concentration and levels of GSH

and 0. 760, 0. 672 and 0. 544 between Cu concentration and levels of MDA, respectively after exposure of the worm s for

2, 7 and 14 days. Both showed close dose2effect relationship. In natural soil, partial relationship was found between Cu

content and levels of GSH and MDA in the worm s with correlation coefficients being - 0. 830 ( p < 0. 001) and - 0. 599

( p < 0. 05) , respectively, and between Cd content and levels of GSH and MDA in the worm s as well, with correlation co2
efficients being - 0. 697 ( p < 0. 05) and - 0. 690 ( p < 0. 05) , respectively. Moreover, it was also found that GSH level

in the worm s was more sensitive than MDA level to soil heavy metals.

Key words　B io2indicator; Glutathione ( GSH) ; Malondialdehyde (MDA) ; Eisenia fetida; Soil


