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摘 要  土壤环境中的酞酸酯污染日益严重，为了探讨和分析典型酞酸酯邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯（Di (2-ethylhexyl) phthalate，DEHP）对土壤动物的生态毒理效应，以赤子爱胜蚓为指示生物，暴露于DEHP浓度为CK、0.1、1、10、50 mg kg-1人工土壤中，并于染毒后的7、14、21、28 d取样测定。通过蚯蚓体内的超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、过氧化物（POD）、谷胱甘肽转移酶（GST）等指标反映DEHP对蚯蚓的氧化激活程度，通过活性氧自由基（ROS）的含量反映DEHP对蚯蚓的细胞毒性，通过丙二醛（MDA）含量和Olive尾矩反映DEHP对蚯蚓的遗传毒性，从多个角度评价DEHP对蚯蚓的生态毒理效应。结果表明：(1)在DEHP的刺激下，各浓度组蚯蚓的SOD、CAT、POD、GST活性均呈激活状态，表明DEHP对蚯蚓的抗氧化酶有诱导作用；(2)DEHP影响蚯蚓的ROS含量，各染毒处理组与对照组相比均升高且差异性明显，表现出明显的剂量—效应关系；(3)对比各染毒处理组之间的数据，DEHP对蚯蚓MDA含量的影响无明显规律；(4)DEHP可使蚯蚓GST呈激活状态，表明中高浓度的DEHP对蚯蚓GST具有诱导作用；(5)DEHP能够引起蚯蚓体腔细胞DNA的损伤，且随着浓度的增加，Olive尾矩值随之增加，说明DNA 损伤程度与DEHP浓度之间具有剂量-效应关系。从实验结果可以看出，DEHP可以对蚯蚓机体和DNA造成一定程度的损伤，表现出较强的生态毒理效应。
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邻苯二甲酸酯（Phthalatic acid esters，PAEs)又称酞酸酯，根据其烷基链的不同共有二十多种，其中邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯（Di (2-ethylhexyl) phthalate，DEHP，[CAS 117-81-7]）是使用范围最广、产量最大的一种增塑剂，约占塑化剂产量的75%，是邻苯二甲酸酯类增塑剂中最重要的一种化合物[1-5]。研究表明，我国农业土壤中PAEs含量已经达到mg kg-1数量级[6-7]。在北方地区设施菜地土壤中DEHP的平均含量达到0.75~29.37 mg kg-1[8]，其在土壤中降解速度较慢，半衰期为70 d左右[9]，并且具有类雌性激素的作用，会对土壤生态环境，尤其是土壤动物产生一定的影响。DEHP可能对生物造成多种危害，但其在生物体内的代谢复杂，生物毒性不易监测，因此DEHP的毒性研究越来越受到人们的关注，其生态毒理效应研究也是环境领域的热点之一。近年来，DEHP对土壤微生物、水生生物与哺乳动物的研究已有较多报道[10-12]，而关于DEHP对土壤无脊椎动物蚯蚓生态毒性效应的研究则相对较少。
[bookmark: _GoBack]蚯蚓是土壤中生物量最大的无脊椎动物，约占据土壤动物生物总量的60%，它易受到环境有毒有害物质的伤害，常作为污染物检测的指示生物[13-15]。赤子爱胜蚓(Eisenia foetida) 繁殖率高、适应性强，是国际上蚯蚓毒性试验常用的品种。为了尽可能模拟蚯蚓生活的真实环境，并消除由于土壤差异而带来的影响，采用人工土壤OECD进行实验[16]。本研究以DEHP为研究对象，选取赤子爱胜蚓为指示生物，从氧化损伤和遗传毒性的角度评价DEHP对蚯蚓的毒理效应，以评估DEHP的生态安全性，为全面认识PAEs对土壤的生态风险提供了数据支撑，对维持土壤生态系统的健康持续发展具有重要的意义。
1 材料与方法
1.1 材料与试剂
供试土壤为按OECD(2004)标准配制的人工土壤，其组成为：10%的泥炭藓土，20%的高岭黏土(高岭土大于50%)，70%的石英砂；混合均匀，调节pH至6.0±0.5。供试蚯蚓为赤子爱胜蚓(Eisenia foetida)，购于山东农业大学实验站。试验前在人工土壤中驯养一段时间，选取环带明显且大小较一致的健康成蚓进行试验。
试验试剂：DEHP标准品，纯度≥99%（Sigma公司，美国）；丙酮，分析纯（天津永大）；牛血清蛋白（Salarbio公司）；考马斯亮蓝（G-250）；L-甲硫氨酸（Salarbio公司）；氮蓝四唑（上海恒星）；核黄素（上海蓝季）；愈创木酚（国药集团）；还原型谷胱甘肽，纯度＞98%（Salarbio公司）；无水乙醇，分析纯（天津凯通）；愈创木酚甘油醚（Sigma公司）；琼脂糖（Sigma公司）。
1.2 试验设计
染毒实验前，用丙酮溶剂配制浓度为10、100、1000、5000 mg L-1的DEHP标准工作溶液。染毒设定浓度：0（CK）、0.1、1、10、50 mg kg-1，染毒由溶剂对照至高浓度依次进行。CK组添加5ml丙酮作为空白对照，其余各处理土样添加5ml标准工作溶液，每组浓度设置3个重复。染毒时，每个处理用500 g人工土，放入10条蚯蚓，置于温度20℃±1℃，12 h光照12 h黑暗条件下培养[17]。在设定取样时间7、14、21、28 d将蚯蚓取出后，用生理盐水冲洗干净，放于20℃±1℃的培养箱中过夜吐泥，用于实验测定。
1.3 样品分析与测定
选择超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、过氧化物酶（POD）、谷胱甘肽-S-转移酶（GST）、丙二醛（MDA）用于蚯蚓氧化损伤指标的测定，其中SOD检测采用氮蓝四唑光还原法，CAT检测采用紫外分光光度计法，POD检测采用愈创木酚比色法，MDA检测采用硫代巴比妥酸法，GST检测采用CDNB比色法。
活性氧自由基（ROS）采用二氯荧光素（DCFH-DA）的方法测定[18-19]。DEHP对蚯蚓体腔细胞DNA损伤的测定采用彗星实验（Comet Assay）。彗星实验又称为单细胞凝胶电泳实验（SCGE），是一种通过检测DNA链的损伤程度来判别遗传毒性的技术，具体方法参照文献[20-21]。
1.4 数据处理
所有数据采用Microsoft Excel 2010进行统计、计算与图形绘制，采用SPSS19.0软件进行数据的显著性分析，单因素方差分析（One-way ANOVA）与LSD检验被用来分析各处理组与对照组以及各处理组之间的差异，显著性水平为p<0.05。实验结果以均数±标准差（mean±SD，n=3）的形式表示。
[bookmark: _Toc385775541]2 结 果
[bookmark: _Toc385775542]2.1 DEHP对蚯蚓抗氧化酶系的影响
SOD、CAT和POD的活性结果见图1。可以看出，经过DEHP染毒之后的蚯蚓的SOD活性总体呈现上升趋势，可见DEHP对蚯蚓的SOD活性有加强的功能，随着DEHP浓度的升高，SOD活性呈现出不同程度的增加趋势。经过不同浓度的DEHP处理后，CAT活性均有不同程度的增加，并且除了50 mg kg-1染毒组CAT活性较前一浓度有所降低外，其余染毒组CAT活性均随药剂浓度的升高而逐步上升。DEHP对蚯蚓POD活性有增强的作用，在低浓度条件下，POD活性均随着浓度的升高呈现上升的趋势，在高浓度条件下，POD活性增强趋势较前几组浓度组偶有降低的情况，因此高浓度DEHP对蚯蚓POD活性的影响与低浓度相似。

   注：不同字母表示同一暴露时间内不同浓度DEHP处理组间生化响应的显著性差异(p <0.05)。图中误差线为标准差。下同 Note: Different letters indicate significant differences (p <0.05) in earthworms biochemical response between treatments different in DEHP concentration, but the same in exposure time. Errors bars mean standard deviation. The same below
图1 DEHP对蚯蚓SOD、CAT和POD活性的影响
Fig.1 Effect of DEHP on SOD, CAT and POD activity in earthworms
[bookmark: _Toc385775545]2.2 DEHP对蚯蚓MDA含量的影响
MDA含量结果见图2。可以看出，不同浓度的DEHP对MDA含量较对照组均有提高，并且随着DEHP浓度的升高，MDA含量整体呈现逐步升高的趋势，但在染毒阶段的前期，DEHP对MDA含量升高趋势不明显。总体而言，在整个染毒周期内，蚯蚓MDA含量水平呈升高状态。

图2 DEHP对蚯蚓MDA含量的影响
Fig.2 Effect of DEHP on content of MDA in earthworms
[bookmark: _Toc385775546][bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]2.3 DEHP对蚯蚓GST活性的影响
GST活性结果见图3。如图所示，除了DEHP浓度为50 mg kg-1处理组外，GST活性均随药剂浓度的增加而增强，DEHP对蚯蚓GST活性有促进作用。总体上看，GST活性在染毒初期7、14天呈激活状态，随着染毒时间的增加，GST活性逐渐恢复至对照组水平，第28天时0.1、1 mg kg-1处理组与对照组相比差异性不明显，10、50 mg kg-1处理组的GST活性激活程度较小。

图3 DEHP对蚯蚓GST活性的影响
Fig.3 Effect of DEHP on GST activity in earthworms
[bookmark: _Toc385775547]2.4 DEHP对蚯蚓ROS含量的影响
蚯蚓ROS活性变化结果见图4。可以看出不同浓度的DEHP对ROS含量均有促进作用，随着DEHP的浓度升高ROS含量也升高，因此说明蚯蚓ROS含量与DEHP浓度之间存在剂量-效应关系。拟合方程为：第7天，y=31.796ln(x)+457.71，r=0.9904；第14天，y=41.781ln(x)+628.41，r=0.9117；第21天，y=23.414ln(x)+573.26，r=0.9314；第28天，y=27.635ln(x)+631.45，r=0.9764。高浓度处理组的ROS含量于14天时达到最高水平，随后ROS含量有所回落；在染毒第14天与第21天低浓度0.1 mg kg-1处理组较对照组ROS含量有所升高，但是差异性不明显。

图4 DEHP对蚯蚓ROS含量的影响
Fig.4 Effect of DEHP on content of ROS in earthworms
[bookmark: _Toc385775548]2.5 DEHP对蚯蚓体腔细胞DNA的损伤
各浓度DEHP处理组的载玻片加入EB染色20 min后，用Olympus51荧光显微镜观察，获取彗星图像如图5所示，从图中可以看出，对照组蚯蚓体腔细胞，细胞核的DNA成团、呈致密圆形，彗头相对大而几乎没有彗尾。染毒处理组可以明显看到细胞受损，经电泳后DNA断链离开核DNA，产生像彗星一样的图像。且随着染毒浓度增加，细胞核逐渐变得疏松，体积逐渐变大，DNA的迁移量逐渐增加；当浓度增加到10 mg kg-1和50 mg kg-1时，大部分DNA迁移出了细胞核，使细胞核成为一个镂空的组织，表明DEHP处理能够引起DNA损伤，且存在剂量-效应关系：第7天，y=1.581ln(x)+4.7441，r=0.999 1；第14天，y=1.5794ln(x)+4.9675，r=0.995 3；第21天，y=1.4058ln(x)+4.5581，r=0.986 9；第28天，y=1.3846ln(x)+4.268，r=0.986 1。
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   CK      0.1 mg kg-1DEHP  1 mg kg-1DEHP   10 mg kg-1DEHP   50 mg kg-1DEHP  
图5蚯蚓体细胞DNA损伤的彗星实验图像
Fig.5 Comet assay of DNA damage of somatocyte of the earthworms
用CASP软件分析彗星实验图像，获得DEHP对蚯蚓体腔细胞DNA迁移的Olive尾矩的影响如图6所示，从图中可以看出，所有浓度处理组均能对蚯蚓体腔细胞造成DNA损伤，且随着染毒浓度的增加，彗星Olive尾矩值随之增加，且与对照组相比差异性明显。但是相同浓度的处理组10、50 mg kg-1在整个染毒周期Olive尾矩值有减小的趋势，DNA损伤程度有所减小，这可能是由于蚯蚓在应对高浓度的外界刺激下，具有一定的自我修复作用。

图6 DEHP对蚯蚓体腔细胞DNA损伤程度（Olive尾矩）的影响
Fig.6 Effect of DEHP on Olive tails moment of coelomocyte in the earthworms
3 讨 论
3.1 DEHP对蚯蚓各个测定指标的影响
机体抗氧化酶系主要包括SOD、CAT和POD等，在正常生理条件下，机体产生的活性氧可被细胞内的抗氧化酶系清除。SOD是一种天然的氧自由基清除剂，主要清除超氧自由基，在整个酶促防御系统中占有重要地位，其活性与生物的免疫水平存在一定的相关性[22]。CAT是一种含Fe-原卟啉的酶，在整个抗氧化酶防御系统中，CAT作为清除过氧化氢自由基的重要酶类。POD是生物体内产生的一种氧化还原酶，它能够催化很多反应，主要清除过氧化物自由基。
实验研究发现，在整个染毒周期内，所有浓度处理组的SOD活性整体上呈激活状态，且与对照组相比差异性显著，这说明蚯蚓在DEHP的胁迫下体内产生了超氧阴离子，在这些超氧阴离子的作用下机体SOD活性增加，机体通过提高SOD活力来抵御氧化损伤，这是生物应激的一种体现。对于CAT，低浓度处理组0.1 mg kg-1在染毒初期与对照相比差异性明显，随着染毒时间的增加，低浓度处理组的CAT活性逐渐回落至对照水平，与对照组无明显差异，这可能是由于蚯蚓体内抗氧化防御系统介入，快速消除了活性氧；而高浓度处理组的CAT活性显著增加，SOD通过歧化超氧阴离子(·O2-)产生大量过氧化氢(H2O2)，从而显著提高了蚯蚓体内的CAT活性，用于清除机体因污染胁迫而产生的自由基，以适应环境变化保持体内平衡[23]。这与蔡文贵等[11]研究的翡翠贻贝内脏团和外套膜中抗氧化酶SOD、CAT活性的变化情况一致，在不同浓度DEHP长时间胁迫下，翡翠贻贝的SOD、CAT活性具有明显的影响，组织内发生脂质过氧化损伤，并且这种损伤在短期内无法消除。由于SOD活性被激活，因此产生了部分过氧化物，从而POD呈现激活状态，在低浓度0.1 mg kg-1处理组中，处理组与对照组差异性不明显，可能是由于在低浓度时DEHP对蚯蚓造成的影响被SOD及CAT消除了，随着污染物质浓度的提高，POD活性显著增强，处于被激活状态，表明蚯蚓在接收到外界的刺激后产生应激反应，通过自身的调节激活POD来达到消除过氧化物的作用。
根据活性氧学说[24]，蚯蚓在DEHP的刺激作用下，引起体内O2-的产生量增加，从而引起SOD、CAT、POD生物合成量的显著增加。但在高浓度处理组中，SOD、CAT活性相较于中等浓度处理组有所降低，造成这一现象的原因可能是过量的DEHP进入生物有机体后，对该有机体造成的胁迫作用增强，间接导致SOD与CAT清除活性氧自由基的速度低于活性氧的产生速度[25]，进而使SOD、CAT消耗殆尽。此时，生物酶的活性降低，细胞膜受到氧化损伤，活性氧自由基累积，降低了生物的适应能力和健康水平，引起中毒反应，从而导致SOD、CAT产生机制的损害，使SOD、CAT的产生量进一步降低。
ROS是生理性氧的代谢产物。蚯蚓体内ROS含量水平随着染毒浓度的增加而增加，且差异性显著，说明蚯蚓在不同浓度的DEHP的胁迫下体内产生了超氧阴离子自由基、氧离子、过氧化物等，激活了蚯蚓体内抗氧化酶，这是一种氧化应激的体现。在低浓度处理组中，其对蚯蚓的ROS含量造成了一定的增强，但显著性不明显，随着DEHP浓度升高，ROS含量明显增高，对于50 mg kg-1处理组，在染毒的第14天出现含量最高值，随着染毒周期的延长，ROS含量出现回落现象，说明蚯蚓在经过外界刺激后所产生的抗氧化酶对ROS起到了良好的消除作用，但是尚未达到平衡，有过量的活性氧存在，故而DEHP对ROS的含量随着染毒周期的延长呈现先升高后降低的趋势。
MDA是自由基引发的脂质过氧化作用的最终分解产物，是细胞发生脂质过氧化反应中最具代表性的产物，其含量的多少可直接反应脂质过氧化的程度，间接反应自由基对机体的损伤程度[26]。王莉等[12]研究了DEHP对小鼠的氧化损伤情况，试验结果表明小鼠肝脏MDA含量在DEHP胁迫下增加。本实验中各浓度处理组蚯蚓的MDA含量均升高，除低浓度处理组0.1 mg kg-1与对照组相比没有明显差异，其余浓度处理组与对照组相比均有明显差异。这可能是由于蚯蚓在DEHP的胁迫下产生了过量的活性簇，引起了细胞的脂质过氧化反应。随着染毒周期延长，中、高浓度组的蚯蚓体内MDA含量整体呈波动状，跟机体抗氧化酶活性升高或降低有关，表明此时机体的氧化—抗氧化酶系统有一定的自我恢复的能力。
GST是生物体内的一种重要的代谢酶，主要是在肝脏中参与生物转化第二相反应的一种生物酶，是具有解毒功能的三大酶系之一。蚯蚓在各浓度的DEHP胁迫下，体内GST活性均有所升高，这可能是由于蚯蚓在DEHP的刺激下，激活了体内的GST，以消除有毒物质的氧化损伤。并且研究发现，低浓度0.1 mg kg-1处理组虽较对照组在对GST的激活作用上有一定程度的增强，但是与对照组无显著性差异，可能是由于DEHP浓度较低，不需要GST进行工作，便可对外界刺激进行自我调控。
蚯蚓在经过不同浓度DEHP染毒处理后，蚯蚓细胞DNA均有损伤，且损伤程度随着染毒浓度的增加而增加，Olive尾矩值也随着浓度的增加而增加，这说明DNA损伤程度随DEHP的剂量增加而增大。Wang等[27]通过研究DEHP对人类胚胎肾细胞系293（HEK-293）的毒性作用发现，DEHP可能通过氧化胁迫导致DNA损伤。赵春风等[28]研究了DEHP短期胁迫对马氏珠母贝胚胎发育的影响及胚胎DNA的损伤情况，实验结果表明，DEHP对马氏珠母贝D型面盘幼虫的发育有显著性影响，对胚胎DNA造成明显的损伤，DNA损伤和染毒浓度之间存在剂量—效应关系，亦与本实验中DEHP对蚯蚓的DNA损伤结果一致。在高浓度50 mg kg-1处理下，随着时间的增长，蚯蚓受损体腔细胞Olive尾矩具有减小的趋势，说明在高浓度的外界刺激下，蚯蚓可能表现出了一定的自我修复功能。
3.2各个测定指标的相关性
如图7所示，在对蚯蚓进行染毒后，DEHP进入到蚯蚓的体腔细胞中，在短期内产生大量的活性氧自由基，造成ROS含量的升高，ROS含量的升高对蚯蚓抗氧化酶防御系统（包括SOD、CAT、POD）以及GST等造成一定的刺激，使其酶活性升高，来抑制ROS含量的升高，使机体内的活性氧自由基稳定在一定的水平内。然而随着DEHP作用进一步增强，相应的会产生更多的活性氧自由基，GST的活性受到抑制，而蚯蚓抗氧化酶系统的活性逐步增强，但蚯蚓抗氧化酶系统与GST不能完全消除大量新产生的活性氧自由基，导致ROS使脂质发生过氧化作用产生MDA，使蚯蚓体内的MDA含量的升高。随着染毒时间的延长，虽然蚯蚓体内的抗氧化酶系统的活性也会增强，来抑制ROS和MDA含量的升高，但过量的ROS和MDA还是在氧化胁迫作用下对蚯蚓的DNA造成了伤害，导致彗星实验中Olive尾矩逐渐增大。
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图7 蚯蚓各检测指标关系图
Fig.7 Matrix of the indices obtained in various tests of the earthworms
为探讨不同DEHP浓度污染暴露下蚯蚓各氧化损伤指标和DNA损伤之间的相关性，采用SPSS统计软件对其做了相关性分析。由表1看以看出，除DEHP浓度与染毒天数没有相关性之外，其他指标均与染毒天数存在相关性，其中与MDA和ROS含量相关性最高，说明随着染毒时间的增加，DEHP对蚯蚓的氧化胁迫和脂质过氧化作用不断增强，而GST活性和染毒天数存在显著的负相关性，说明随着染毒时间的增加，GST活性明显被抑制。DEHP浓度与各检测指标之间均具有较高的正相关性，说明本实验选择的染毒浓度CK、0.1、1、10和50 mg kg-1比较合理，随着染毒浓度的增加，DEHP对蚯蚓的影响也逐渐加强，尤其DEHP浓度与ROS含量和Olive尾矩之间具有极显著的正相关，可以看出DEHP浓度与ROS含量和Olive尾矩之间存在剂量—效应关系。SOD、CAT和POD活性之间均具有极显著的相关性，说明同属于蚯蚓抗氧化酶防御系统的这三种酶，在蚯蚓受到DEHP污染后，对抑制蚯蚓的氧化胁迫和脂质过氧化具有相似的作用。GST活性和Olive尾矩之间具有极显著的相关性，Olive尾矩反映DEHP对蚯蚓DNA损伤的程度，由前面可以知道，随着染毒时间的增加，GST活性逐渐降低，由此可以看出随着GST活性的降低，蚯蚓DNA损伤程度逐渐增强。MDA是ROS使脂质发生过氧化作用的产物，由表1可以看出，MDA和ROS含量之间具有极显著的正相关性。ROS、MDA含量和Olive尾矩之间具有显著的相关性，由于ROS和MDA含量的上升，越来越强的氧化胁迫导致蚯蚓DNA损伤越来越严重，因此Olive尾矩也越来越长。
表1 不同DEHP浓度污染暴露下蚯蚓各检测指标之间的相关性
Table 1 Relationships between the indices obtained in various tests of the earthworms exposed to DEHP relative to concentration of the substance
	检测指标
Detection of indicators
	相关系数  Correlation coefficient

	
	染毒天数
Days of exposure
	DEHP浓度
DEHP concentration
	SOD活性
SOD activity
	CAT活性
CAT activity
	POD活性
POD activity
	GST活性
GST activity
	MDA含量
MDA content
	ROS含量
ROS content
	Olive尾矩
Olive tail moments

	染毒天数
Days of exposure
	1
	
	
	
	
	
	
	
	

	DEHP浓度
DEHP concentration
	0.000
	1
	
	
	
	
	
	
	

	SOD活性
SOD activity
	0.222
	0.460*
	1
	
	
	
	
	
	

	CAT活性
CAT activity
	0.025
	0.551*
	0.705**
	1
	
	
	
	
	

	POD活性
POD activity
	0.254
	0.367
	0.813**
	0.780**
	1
	
	
	
	

	GST活性
GST activity
	-0.526*
	0.241
	0.372
	0.621**
	0.583**
	1
	
	
	

	MDA含量
MDA content
	0.640**
	0.420
	0.629**
	0.605**
	0.795**
	0.109
	1
	
	

	ROS含量
ROS content
	0.439
	0.615**
	0.513*
	0.672**
	0.666**
	0.250
	0.789**
	1
	

	Olive尾矩
Olive tail moments
	-0.059
	0.770**
	0.631**
	0.872**
	0.725**
	0.688**
	0.551*
	0.740**
	1


   注：“*”表示在0.05水平上显著，“**”表示在0.01水平上显著 Note: “*” indicates significant difference at 0.05 level,”**” indicates significant difference at 0.01 level
4 结 论
DEHP进入蚯蚓体内后，对蚯蚓体内的抗氧化酶防御系统（SOD、CAT、POD）和GST有诱导作用，使其被激活以保护机体不受伤害；但DEHP还是引起蚯蚓体内ROS含量上升，并且随着DEHP浓度升高，表现出明显的剂量—效应关系；过量的ROS使脂质发生过氧化作用产生MDA；在ROS和MDA的共同作用下，蚯蚓细胞内的DNA也受到损伤，且DNA损伤程度与DEHP浓度之间具有剂量—效应关系。总之，DEHP可以对蚯蚓机体和DNA造成一定程度的损伤，表现出较强的生态毒理效应，需要引起足够的重视。
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Oxidating Stress and DNA Damage of DEHP to Soil Earthworms
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Abstract 【Objective】 Phthalate acid esters (PAEs), also known as phthalate esters or "plasticizer", are the reaction product of phthalic anhydride and alcohol. PAEs are widely used in the production of a huge number of products such as agricultural plastic film, toys, medical bags and hoses for transfusion, food packaging, cleansers, vinyl floor and wallpaper, and personal care products. Among them, Di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) is one PAE, the highest in output and consumption and also a toxic organic compound highly hazardous to human health, disturbing endocrine systems and causing cancers, mutation, oxidative damage and genetic toxicity. As DEHP is weakly bonded to the plastic matrix by hydrogen bond and van der Waals force, it is easily detached and diffused into the air, water and soil environments. Therefore, its pollution and hazard to human health has aroused more and more attention from the people. So far studies have proven that DEHP can enter organisms via a variety of ways, causing poisonous damage to tissues and organs of the organisms. As DEHP is extensively used in agriculture and hence exists in large volumes in the soil system, it is necessary to investigate its ecological and toxicological effects, such as oxidative stress and DNA damage, on typical soil animals, in the hope that the study may serve as scientific basis for reasonable assessment of soil ecological risk of DEHP. 【Method】 To explore eco-toxicological effects of DEHP on soil animals, Earthworms (Eisenia foetida), used as bio-indicator, were exposed to DEHP varying in concentration (0, 0.1, 1, 10 and 50 mg kg-1) in artificial soil. Earthworms were sampled after 7, 14, 21 and 28 days of exposure for analysis of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD) and glutathione (GST), which are the indices reflecting the degree of DEHP activating oxidation of earthworms, reactive oxygen species (ROS), which is the indicator of cytotoxicity of DEHP to earthworms, and malondiadehyde (MDA) and olive tail moment, which are the indices reflecting genotoxicity of the substance to earthworms. 【Result】 (1) DEHP, above 0.1 mg kg-1 in concentration, significantly enhanced the activities of SOD, CAT, POD and GST in Eisenia foetida by a degree varying with the concentration of DEHP, which demonstrates that DEHP induces antioxidant enzymes in earthworms; (2) DEHP increased ROS concentration in earthworms as compared with control and the effect varied between treatments, displaying an apparent dose-effect relationship; (3) Comparison between the treatments shows that DEHP did have some effect on content of MDA, but the effect did not follow any specific rule and was the most obvious in earthworms exposed to DEHP, 10 mg kg-1 and 50 mg kg-1 in concentration; (4) In the presence of DEHP. GST in the earthworms was apparently activated, except for the treatment of 0.1 mg kg-1, where the earthworms did not have much difference from those in control. The observation demonstrates that DEHP, higher than 0.1 mg kg-1 in concentration induces GST in the earthworms; (5) Single cell gel electrophoresis shows that coelomocyte DNA of the earthworms was damaged in the presence of DEHP, regardless of concentration and Olive tail moment increased with the rising DEHP concentration, which suggests that DNA damage caused by DEHP is dose-dependent. 【Conclusion】 Once DEHP enters earthworms, it activates the defense system of antioxidant enzymes (SOD, CAT and POD) and GST detoxification enzyme in the earthworms to protect the organisms from injury. Nevertheless, DEHP still raises ROS content in the earthworms, and excessive ROS triggers peroxidation of lipids, producing MDA. ROS and MDA act jointly damaging cell DNA of the earthworms. To sum up, DEHP may cause a certain degree of damage to organisms and DNA of the earthworms, manifesting fairly strong eco-toxicological effects. Therefore, adequate attention should be paid to DEHP disposal.
    Key words   DEHP; Antioxidant enzymes; GST; MDA; ROS; Comet assay
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b
b
b

2.0429281300377331E-2	2.2269982470346446E-2	2.4812210292219226E-2	4.36231903202575E-2	2.0429281300377331E-2	2.2269982470346446E-2	2.4812210292219226E-2	4.36231903202575E-2	7	14	21	28	0.62527103084636393	0.66086419085735049	0.74856547564924514	0.92847050982092938	时间 Time (d)

POD活性
 POD activity (U mg-1 Pr)


CK	a
a
a
a

0.19706121598376736	7.1471151314028522E-2	0.19138083277316156	0.28215072934474777	0.19706121598376736	7.1471151314028522E-2	0.19138083277316156	0.28215072934474777	7	14	21	28	2.1706570983291646	2.9527891186729689	2.7974199739704422	2.9787391915746646	0.1mg/kg	b
ab
ab
a

0.10420780210769644	0.13047729688827203	0.11722601898354959	0.18530429696809209	0.10420780210769644	0.13047729688827203	0.11722601898354959	0.18530429696809209	7	14	21	28	2.5396895458050603	3.2836066302270801	3.0997656916210623	3.2089317998576128	1mg/kg	bc
ab
b
bc

8.2920305094930313E-2	0.28150407805098221	0.26399615820731409	0.34384534784288462	8.2920305094930313E-2	0.28150407805098221	0.26399615820731409	0.34384534784288462	7	14	21	28	2.7778302206801637	3.3636166188133001	3.3869728505783603	4.4464642235872418	10mg/kg	c
b
c
ab

0.23465616787738783	0.32231036738241697	0.58479539109424528	0.44062816212261896	0.23465616787738783	0.32231036738241697	0.58479539109424528	0.44062816212261896	7	14	21	28	2.990203549239693	3.7013889783783287	4.1074678378886853	3.7503352051087617	50mg/kg	bc
b
c
c

0.15790973950099005	0.43168127513769444	0.15411781317346976	0.92923634414005829	0.15790973950099005	0.43168127513769444	0.15411781317346976	0.92923634414005829	7	14	21	28	2.7753186235184955	3.5918053203845446	4.0179915168289524	4.7496877067700751	时间 Time (d)

MDA含量 
MDA content (nmol mg-1 Pr)



CK	a
a
a
a

1.1063770648975797E-3	1.0548368421203557E-2	5.8441665877715532E-3	6.9359083381273006E-3	1.1063770648975797E-3	1.0548368421203557E-2	5.8441665877715532E-3	6.9359083381273006E-3	7	14	21	28	6.6669175507541256E-2	6.2128391831763156E-2	5.0503775180685849E-2	5.348266377729622E-2	0.1mg/kg	b
ab
a
a

9.1163547594247504E-4	1.6197749528413252E-2	2.7629070537030713E-3	1.87502361053264E-2	9.1163547594247504E-4	1.6197749528413252E-2	2.7629070537030713E-3	1.87502361053264E-2	7	14	21	28	8.3591758120764317E-2	7.5185305487406859E-2	5.8499199860730378E-2	5.6923322051076718E-2	1mg/kg	c
c
b
ab

1.3387993577914117E-2	7.516037853202635E-3	4.0151520739145179E-3	2.3382321343607005E-3	1.3387993577914117E-2	7.516037853202635E-3	4.0151520739145179E-3	2.3382321343607005E-3	7	14	21	28	0.11811317675804096	0.11884180461049569	8.5592827196760091E-2	7.1005177348221829E-2	10mg/kg	d
c
c
b

1.1120306805906536E-2	1.6466491084892364E-2	6.1300373662851113E-3	1.0421238608576876E-2	1.1120306805906536E-2	1.6466491084892364E-2	6.1300373662851113E-3	1.0421238608576876E-2	7	14	21	28	0.13891060540864755	0.13768957332603973	0.10244241406522969	8.2071920452195454E-2	50mg/kg	c
b
b
b

1.0732692298150163E-2	4.0365312134828532E-3	5.767895093555634E-3	9.1420952679529318E-3	1.0732692298150163E-2	4.0365312134828532E-3	5.767895093555634E-3	9.1420952679529318E-3	7	14	21	28	0.10918525324204224	9.0780644312482117E-2	9.2239218215051169E-2	7.929886668416665E-2	时间 Time (d)

GST活性 
GST activity (nmol min-1 mg-1 Pr)



CK	a
a
a
a

6.1376461286066535	15.947038387529318	58.93009615920645	29.793375102529101	6.1376461286066535	15.947038387529318	58.93009615920645	29.793375102529101	7	14	21	28	299.37	489.06333333333333	453.88333333333338	526.05000000000007	0.1mg/kg	b
b
a
a

18.85022634700535	33.089403641246413	54.488696993046169	39.186875779185769	18.85022634700535	33.089403641246413	54.488696993046169	39.186875779185769	7	14	21	28	394.95666666666665	558.80333333333328	498.59999999999997	557.20333333333338	1mg/kg	c
bc
b
b

20.526330245159087	24.859209561045994	57.219147144989904	33.36438570292183	20.526330245159087	24.859209561045994	57.219147144989904	33.36438570292183	7	14	21	28	440.48333333333335	612.31999999999994	609.32000000000005	640.78666666666675	10mg/kg	d
c
b
c

37.978026980523026	10.186060736778112	14.647911113875582	11.085961091999771	37.978026980523026	10.186060736778112	14.647911113875582	11.085961091999771	7	14	21	28	532.40666666666664	661.01333333333332	619.61	713.36333333333334	50mg/kg	e
d
b
c

25.542469209795112	49.698559335256306	38.853742419489002	8.9712949641249722	25.542469209795112	49.698559335256306	38.853742419489002	8.9712949641249722	7	14	21	28	587.37666666666667	844.94999999999993	657.09	722.54666666666674	时间 Time (d)

ROS含量
ROS content (U mg-1 Pr)



CK	a
a
a
a

5.3516212861220408E-2	0.1036611552760786	7.8569752761021974E-2	0.10237678996166633	5.3516212861220408E-2	0.1036611552760786	7.8569752761021974E-2	0.10237678996166633	7	14	21	28	0.20599149999999999	0.26556596374999997	0.2098293782608695	0.20169973582089551	0.1mg/kg	b
b
b
b

0.14940003034226462	0.17559282012946401	0.18869459907163283	0.23105874471946156	0.14940003034226462	0.17559282012946401	0.18869459907163283	0.23105874471946156	7	14	21	28	0.98340286249999986	0.96806531034482779	0.80223835616438366	0.55873673611111097	1mg/kg	c
c
c
c

0.95892198113692417	0.98572235818752052	1.4906584846470432	1.089519772872573	0.95892198113692417	0.98572235818752052	1.4906584846470432	1.089519772872573	7	14	21	28	4.9916265151515136	5.4678939772727269	5.2146163513513502	4.9152061081081078	10mg/kg	d
d
d
d

1.1501219700385907	2.2425301762120786	1.945804725806521	1.3716441982843588	1.1501219700385907	2.2425301762120786	1.945804725806521	1.3716441982843588	7	14	21	28	8.2474647297297317	8.7882184285714313	8.2032902898550688	7.8949319526315778	50mg/kg	e
e
e
e

1.805932553434217	1.9940322927329597	2.0059989067251842	1.8883673408716177	1.805932553434217	1.9940322927329597	2.0059989067251842	1.8883673408716177	7	14	21	28	10.939068260869568	10.824386095890409	9.5118619295774618	9.1199494866666644	时间Time (d)

Olive尾炬 
Olive Tail Moment



CK	a
a
a
a

0.38149502522642581	0.50679396541881583	0.40492985209348997	0.74391929173597082	0.38149502522642581	0.50679396541881583	0.40492985209348997	0.74391929173597082	7	14	21	28	3.8683070616024886	4.3471783410698785	4.4264566912575525	5.0702618344984982	0.1mg/kg	b
ab
a
a

0.42833542541611758	0.27656308541627045	1.0284762498920661	0.33454644420573176	0.42833542541611758	0.27656308541627045	1.0284762498920661	0.33454644420573176	7	14	21	28	5.5023138772729245	4.868315050013396	4.5630116714216173	5.2586621002945826	1mg/kg	c
bc
a
b

0.21485541884684276	0.17007354841088554	0.34944142392258509	0.42101663293268315	0.21485541884684276	0.17007354841088554	0.34944142392258509	0.42101663293268315	7	14	21	28	6.0896369846481813	5.4023481548480419	4.8309487367183488	6.7412743852980945	10mg/kg	c
b
b
b

0.11857169412499062	0.22263349009467528	1.1529633855621255	0.69332732411490761	0.11857169412499062	0.22263349009467528	1.1529633855621255	0.69332732411490761	7	14	21	28	6.5721140931504012	4.909499101893986	6.1745777392230954	6.318341351481938	50mg/kg	c
c
ab
c

0.17495048038155667	0.2291589740839361	0.98450956524654387	0.52737371084490769	0.17495048038155667	0.2291589740839361	0.98450956524654387	0.52737371084490769	7	14	21	28	6.1377529951849388	5.5823888020502173	5.3162428054939568	7.788537518716935	SOD活性
 SOD activity (U mg-1 Pr)








CK	a
a
a
a

9.5232637499342798E-2	0.18830462133529305	6.2239342251156925E-2	9.9622176449379971E-2	9.5232637499342798E-2	0.18830462133529305	6.2239342251156925E-2	9.9622176449379971E-2	7	14	21	28	1.0400382009701259	1.1232938372789998	1.0793366807428095	1.0833510641605386	0.1mg/kg	b
b
b
a

5.7105584533163244E-2	0.11966665763014338	0.18339040378557808	0.11286230931734939	5.7105584533163244E-2	0.11966665763014338	0.18339040378557808	0.11286230931734939	7	14	21	28	1.5261887865614838	1.4771218503833763	1.4649453163675412	1.3285828464151059	1mg/kg	b
b
b
b

0.21565721160035245	3.0339836740124027E-2	0.15931078341043753	0.19688420944410073	0.21565721160035245	3.0339836740124027E-2	0.15931078341043753	0.19688420944410073	7	14	21	28	1.5985197093241112	1.4647913353455637	1.6564464565335719	2.0337287188780464	10mg/kg	c
c
c
b

6.7874217778929477E-2	0.1212768561507875	0.16397010776615975	0.21246880661750339	6.7874217778929477E-2	0.1212768561507875	0.16397010776615975	0.21246880661750339	7	14	21	28	2.2960625264053851	1.8584469403053721	2.1192925827702376	2.1089335238617384	50mg/kg	d
c
c
b

8.5325747705870911E-2	0.19690400605294892	0.32921079841482648	0.24224571749228899	8.5325747705870911E-2	0.19690400605294892	0.32921079841482648	0.24224571749228899	7	14	21	28	1.9380857309247947	2.0679091765800224	2.1003996413609864	1.8451413650669941	CAT活性
 CAT activity (U mg -1Pr)
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