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土壤菲多次叠加污染对蚯蚓的毒性效应*
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摘　要　　采用多次叠加污染的方式模拟菲（Phenanthrene，Phe）在土壤中逐步累积的过程，

分析在不同老化阶段（1、7、14、28和56 d）土壤Phe的生物有效性特征，及其对蚯蚓体腔细胞酶活

性、染色体和溶酶体膜的毒性效应。结果表明：随着土壤培养时间的延长，土壤中Phe有效含量、

蚯蚓体内Phe富集量、蚯蚓体腔细胞超氧化物歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）和过氧化物酶

（Peroxidase，POD）活性、丙二醛（Malondialdehyde，MDA）含量以及微核率均呈前期（1～28 d）

下降较快，后期（29～56 d）下降速率逐渐减小的趋势，中性红保留时间呈逐渐升高的趋势，表明随

着培养时间的延长，Phe对蚯蚓的毒性效应逐渐减小。土壤Phe有效含量与蚯蚓体内Phe富集量、SOD

和POD酶活性、MDA含量、微核率和中性红保留时间均呈极显著相关（p＜0.01），决定系数（R2）

分别为0.887 9、0.893 4、0.870 9、0.930 5、0.893 3和0.885 1。在1～56 d老化时间内，多次叠加污

染土壤中Phe有效含量和蚯蚓体内Phe富集量分别较一次污染低23.19%～50.15%和12.64%～57.89%；

蚯蚓体腔细胞SOD和POD酶活性分别较一次污染低3.40%～47.24%和6.49%～38.02%；MDA含量比

一次污染低1.30%～57.82%；微核率较一次污染低12.48%～22.99%；中性红保留时间较一次污染高

1.35%～13.97%，这表明土壤Phe多次叠加污染对蚯蚓体腔细胞的毒性效应低于一次污染。

关键词　　菲；多次叠加污染；蚯蚓；酶活性；中性红保留时间；微核率

中图分类号　　X53　　　文献标识码　　A

* 国家自然科学基金项目（41071158）资助

† 通讯作者，E-mail：hjgao@ahau.edu.cn

   作者简介： 马静静（1989—），女，河南周口人，硕士研究生，主要从事土壤环境化学与污染毒理学的研究。E-mail：

majingjing@ahau.edu.cn

   收稿日期：2015-01-23；收到修改稿日期：2015-03-23

菲（Phenan th rene，Phe）是具有典型“三

致 ” 效 应 的 多 环 芳 烃 类 （ P o l y c y c l i c  a r o m a t i c 

hydrocarbon，PAHs）持久性有机污染物，由3个苯

环成一定角度联结而成，兼具K区和湾区结构，抗

降解能力强，易在土壤中富集。PAHs主要通过石

油开采与运输过程的泄露、化石燃料的不完全燃烧

等途径产生，有超过90%的PAHs通过大气沉降在

土壤中逐步累积，对土壤环境造成潜在威胁［1-2］。 

目前，关于Phe对土壤生物毒性效应的研究多关

注于土壤酶［3］、土壤微生物［4］及土壤动物［5］等 

方面。

蚯蚓约占土壤总生物量的60%～80%，被认

为是监测土壤污染最适合的生物 ［6］。有关PAHs

对蚯蚓的毒性效应可以用以下生物标志来表征：

（ 1 ） 氧 化 应 激 标 志 物 ： 蚯 蚓 在 代 谢 P A H s 过 程

中可产生大量的活性氧自由基（Reactive oxygen 

species，ROS），当氧化程度超出其代偿清除能

力时，氧化系统和抗氧化系统失衡，会出现氧化

应激反应。此时，抗氧化酶系，如超氧化物歧化

酶（Superoxide dismutase，SOD）、过氧化物酶

（Peroxidase，POD）等的活性会增强，从而提高

蚯蚓的抗氧化能力；过量的ROS氧化脂质后产生丙

二醛（Malondialdehyde，MDA）等产物，是直观

反映机体脂质过氧化水平的重要指标 ［5］。（2）

亚细胞水平标志物：Eason等［7］报道了中性红保

留时间（Neutral red retention time，NRRT）可以
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判断PAHs对蚯蚓溶酶体膜的损伤程度，可用于污

染物对蚯蚓毒性效应的快速检验。（3）DNA损伤标

志物：染色体丢失或者断裂后形成的微核是基因组不

稳定和染色体损伤的生物学标志，通常采用微核测试

法（Micronucleus test，MNT）来检测其畸变率［8］。 

Duan［9］等提出，细胞微核率（Micronucleus rate，

MNR）与PAHs暴露水平存在明显的剂量-效应关系。

关于PAHs毒性效应的研究多采用一次污染或

急性毒性的方式［10-11］，这与其低剂量逐步累积进

入土壤的污染过程有很大差异，可能会高估其环境

风险和生态毒性。有研究表明，有机污染物的生

物可利用性和可提取性会随着老化时间的延长而

降低，其毒性效应逐渐减小［12］。采用低剂量多次

叠加的方式模拟Phe进入土壤的污染过程，与土壤

Phe逐步累积的实际情况更加吻合。Phe逐步进入

土壤中，通过较深入的老化作用，Phe可能会被吸

附到土壤颗粒内部、扩散“陷入”到土壤的微孔或

分配进入土壤有机质中，或被更深的吸附位点吸

附，导致其生物有效性降低［13］。而高剂量一次污

染的短期效应中，Phe与土壤接触时间较短，不能

进行充分的老化，会在一定程度高估环境风险。

Johnson等［14］研究表明，采用传统耗竭性的化学提

取方法提取土壤有机污染物总量来建立土壤环境质

量指标和评价土壤生物的暴露水平，会高估有机污

染物的生态风险，而使用相对温和的化学萃取来预

测有机污染物的生物有效性更为合理。因此，将多

次叠加污染条件下土壤Phe有效含量与生物标志物

的响应结合起来，可相对真实反映土壤中Phe的毒

性效应。但目前有关多次叠加污染条件下，Phe的

生物有效性及其生态毒性的研究较少［15］。

因 此 ， 本 文 模 拟 P h e 在 土 壤 中 逐 步 累 积 的 试

验方法，以赤子爱胜蚓为供试生物，研究Phe多次

叠加污染条件下土壤Phe的有效含量和蚯蚓的富集

量，以及Phe胁迫下蚯蚓体腔细胞SOD、POD酶活

性和MDA含量，蚯蚓溶酶体膜的中性红保留时间

和细胞微核率的变化规律，剖析土壤Phe多次叠加

污染对蚯蚓的毒性效应，以期为老化的多环芳烃污

染土壤毒理诊断提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　药品与主要仪器

Phe标样（纯度＞97%）购自美国Supelco公

司；SOD、POD和MDA试剂盒购自南京建成生物研

究所；60～80目的Tenax-TA（2，6二苯呋喃多孔

聚合物树脂）购自北京康林科技有限责任公司；吉

姆萨染剂（Giemsa stain）、液相色谱纯乙腈购自

Sigma公司；中性红染粉、硅藻土和弗罗里硅土购

自阿拉丁公司；其他药品均购自国药集团化学试剂

有限公司。

PAHs专用柱（25 cm×4.6 mm×5 μm）、

固相萃取柱（Sol id  phase  ex t rac t ion，SPE）购

自美国Supe lco公司；高效液相色谱仪（Wa t e r s 

601 controlle）、荧光检测器（Waters 2475 multi 

Fluorscence Detector）购自美国Waters公司；冷

冻 离 心 机 购 自 德 国 H e r m l e 公 司 ； 加 速 溶 剂 萃 取

仪 （ A S E 3 0 0 ） 购 自 美 国 戴 安 公 司 ； 分 光 光 度 计

（ U V - 1 8 0 0 ） 购 自 日 本 岛 津 公 司 ； 数 码 显 微 镜

（MOTIC∶B5）购自美国Motic公司。

1.2　供试材料

供试土壤采自安徽农业大学高新技术农业园，

土壤类型为黄褐土，取表层0～20 cm土壤，过2 mm 

尼龙筛后在4 ℃下保存备用。另参照鲍士旦 ［16］ 

的方法，分析土壤理化性质如下：pH 6 .76，有

机质11.78 g kg-1，全氮0.69 g kg-1，碱解氮61.39 

mg  kg -1，有效磷10.25  mg  kg -1，速效钾175.49  

mg kg-1，有效菲3.16 µg kg-1。

供试生物赤子爱胜蚓（Eisenia foetida）购自

安徽省六安市某蚯蚓养殖园，选用2～3月龄，体

重0.3～0.4 g，体长一致，具有成熟环带的健康蚯

蚓。将蚯蚓用纯水冲洗后放入铺有湿润灭菌纱布的

玻璃皿中，恒温（20±2）℃暗室培养24 h，进行

清肠处理。

1.3　土壤培养 
土 壤 P h e 多 次 叠 加 污 染 采 用 实 验 室 建 立 的 方 

法［17］进 行 ： 取 一 定 量 的 风 干 土 样 制 备 成 高 浓 度

（10 mg kg-1）Phe污染土壤，12 h充分风干。多

次叠加污染时，取相当于880 g风干土重的新鲜土

样，高温灭菌后，加入10 g新鲜制备的Phe高浓度

（10 mg kg-1）污染土壤，使Phe的初始添加量达到

100 μg，充分混匀后移至无菌培养室内避光培养

（25 ℃）。每两周后，采用相同的方法依次向Phe

初始添加量为100 μg的土壤中再次添加10 g新鲜制

备的Phe高浓度污染土壤（10 mg kg-1），使土壤中

Phe的量每次增加100 μg，充分混匀，直至22周。

通过12次叠加污染后，每1 kg土壤中Phe的最终添
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加总量达到1 200 μg。

当Phe多次叠加污染添加总量到1 200 μg时，

制备Phe一次污染的土壤：另取相当于880 g风干土

重的新鲜土样，一次加入120 g新鲜制备的Phe高浓

度（10 mg kg-1）污染的土壤，使1 kg土壤中Phe的

添加量一次达到1 200 μg。2个处理的土壤分别混

匀后，25 ℃恒温避光培养，保持恒定土壤含水量

（田间最大持水量的50%）。同时以没有添加高污

染土的土壤作为空白对照。

1.4　 土壤有效Phe和蚯蚓体内富集Phe的提取、纯

化及测定 
土 壤 有 效 P h e 的 提 取 ： 在 多 次 叠 加 和 一 次 污

染结束后的第1、7、14、28和56天，分别取污染

土壤，参照郑彬等 ［17］的方法提取土壤中的有效

Phe。称取2 g风干土于50 ml的离心管，加入40 ml 

0.01 mol L-1的CaCl2溶液和0.2 g的Tenax-TA，室温

（20±2）℃下，旋转振荡6 h。将混合液转移至

250 ml的分液漏斗内，静置后保留悬浮在上层的

Tenax-TA，并用去离子水洗去吸附在Tenax-TA上

的土壤微粒。然后，将Tenax-TA避光风干后用20 

ml丙酮∶正己烷（1∶1）混合液超声洗3次，得到

Phe萃取液，40℃旋转蒸发浓缩至2 ml。

蚯蚓体内富集Phe的提取：在上述每个取样时

间点取60 g土壤放入100 ml的烧杯中，每个烧杯

放入5条蚯蚓，25 ℃恒温避光培养1周，保证环境

湿润。蚯蚓体内Phe富集量的提取采用改进吕正勇 

等［18］的方法。取1.0 g左右的蚯蚓经液氮冷冻后充

分研磨，与5 g硅藻土混匀，转移至加速溶剂萃取

池。萃取所得溶液经旋转蒸发浓缩至干，加5 ml石

油醚∶二氯甲烷（V∶V，9∶1）溶解，转移至烧

杯中。

土壤有效Phe和蚯蚓体内富集Phe提取溶液均

采用固相萃取法纯化以及高效液相色谱法定量分 

析［17］。Phe在土壤和蚯蚓体内的含量分别以干质

量和鲜质量计算（μg kg-1）表示。

1.5　蚯蚓生化指标的测定

蚯蚓体腔细胞酶液参考卜元卿等［19］的方法提

取。蚯蚓体腔液SOD和POD活性、MDA和蛋白质含

量的测定均采用南京建成生物研究所提供的试剂

盒。SOD活性测定采用氮蓝四唑法，以50%抑制率

的酶量为一个酶活力单位（U），在550 nm下吸光

值计算酶活性，单位为U mg-1（以mg蛋白计）；

POD活性的测定采用愈创木酚法，以420 nm下每分

钟吸光度的变化值表示酶活力大小，单位为U mg-1

（以mg蛋白计）。MDA含量测定采用硫代苯巴比

妥酸比色法，以532 nm下的吸光值计算酶活性，单

位为nmol mg-1（以mg蛋白计）。体腔液蛋白质含

量的测定采用二辛可酸法，以562 nm下吸光值计算

样品蛋白质的浓度，单位为μg mg-1。

中性红保留时间测定：将收集的体腔细胞释

放液在3 000 r min-1下离心10 min，将沉淀细胞移

入2 ml离心管中备用。取20 μl备用细胞液，加入 

80 μl蚯蚓生理林格氏溶液充分混匀。取20 μl混

合液滴到载玻片上，30 s后加入20 μl中性红工作

液（20 mg中性红染粉溶于1 ml二甲基亚砜中，用

林格液稀释为80 μg ml-1），盖上盖玻片，在400

倍显微镜下每隔2 min观察一次存活的体腔细胞，

直到视野中超过50%的体腔细胞被染成粉红色，记

作溶酶体的中性红保留时间（NRRT）。

微核率测定：冰浴条件下，用0.01 mol L-1 PBS

缓冲液调节上述沉淀体腔细胞密度。将蚯蚓体腔细

胞均匀铺在干净载玻片上，风干后用甲醇固定10 

min，尔后用吉姆萨染色15 min，干燥1 h后于400

倍光学显微镜下观察，每张玻片随机拍摄5～10个

视野，记录每个视野内的细胞总数、含微核的细胞

数，计算微核千分率。

1.6　数据分析 
每个处理中均设置3次重复，取3次重复的平均

值。数据和图表经Excel 2003和SPSS 17.0的进行统

计分析，单因素方差分析采用duncan在0.05水平上

进行多重比较分析。

2　结　果

2.1　老化对土壤Phe有效含量的影响

图1试验结果可见，在2种污染条件下，土壤

Phe有效含量随土壤老化时间的延长呈前期（1～28 

d）下降速率较快，后期（29～56 d）下降速率逐

渐减小的趋势。多次叠加污染和一次污染结束后的

7、14、28和56 d，土壤Phe的有效含量分别为第1 

天的49.05%～80.65%和31.83%～60.91%。在Phe

多次叠加和一次污染条件下，土壤Phe有效含量在

1～28 d的下降速率分别为1.12和3.08 μg kg-1 d-1； 

而 2 9 ～ 5 6  d 时 ， 其 下 降 速 率 分 别 为 0 . 1 7 和 0 . 3 9  

μg kg-1 d-1，低于前期（1～28 d）的下降速率。在

多次叠加污染条件下，老化1、7、14、28和56 d土
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壤Phe有效含量分别较一次污染低23.19%～50.15%

（p＜0.05）。

2.2　老化后的土壤中蚯蚓体内Phe的富集

图 2 表 明 ， 在 多 次 叠 加 污 染 和 一 次 污 染 条 件

下，蚯蚓体内Phe的富集量随老化时间的延长呈

前期（1～28 d）下降速率（7.59 μg kg -1 d -1、 

21.46 μg kg-1 d-1）较高，后期（29～56 d）下降

速率（0.63 μg kg-1 d-1、1.91 μg kg-1 d-1）逐渐减

小的趋势。在1～56 d内，多次叠加污染条件下，

蚯蚓体内Phe富集量较一次污染低12.64%～57.89%

（p＜0.05），这与多次叠加污染条件下土壤Phe有

效含量低于一次污染的规律一致。进一步分析表

明，蚯蚓体内Phe富集量与土壤Phe有效含量之间

呈极显著正相关（p＜0.01），决定系数（R2）为

0.887 9。

2.3　Phe对蚯蚓体腔细胞SOD和POD酶活性的影响

如图3所示，在2种污染条件下，蚯蚓体腔细胞

SOD和POD酶活性随培养时间的延长呈下降趋势，

这与土壤中Phe的有效含量和蚯蚓体内Phe的富集

注：图中误差线为标准误；不同大写字母表示同一处理、不

同时间之间差异显著（p＜0.05）；不同小写字母表示相同时

间、不同处理间的差异显著（p＜0.05）。下同 Note：The error 

bars in the figure stand for standard errors；Different capital 

letters mean significant difference between treatments different 

in incubation time only（p＜0.05）. Different small letters mean 

significant difference between different treatments the same in 

incubation time（p＜0.05）. The same below

图1　土壤Phe有效含量随时间的变化

Fig. 1　Temporal variation of the available Phe content in soil

图2　蚯蚓体内Phe富集量随时间的变化及其与土壤Phe有效含量的相关性

Fig. 2　Temporal variation of Phe accumulation in earthworms relative to content of available Phe in soil

图3　蚯蚓体腔细胞SOD和POD酶活性随时间的变化

Fig. 3　Temporal variation of SOD and POD activity in earthworms
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量的变化规律一致。在Phe多次叠加和一次污染条

件下，蚯蚓体腔细胞SOD活性在28 d分别较培养初

期（1 d）下降4.72和12.25 U mg-1，下降速率分别

为0.17和0.44 U mg-1 d-1；而后期（29～56 d），

SOD酶活性下降速率（0.01和0.04 U mg-1 d-1）逐

渐减小。同样条件下，蚯蚓体腔细胞POD酶活性在

1～28 d的下降速率分别为0.40和0.78 U mg-1 d-1，

高于29～56 d内POD酶活性的下降速率（0.03和

0.20 U mg-1 d-1）。

在 P h e 多 次 叠 加 污 染 条 件 下 ， 蚯 蚓 体 腔 细

胞 S O D 和 P O D 酶 活 性 分 别 较 一 次 污 染 条 件 下 酶

活性低3.40%～47.24%（1～7 d，p＜0 .05）和

6.49%～38.02%（1～28 d，p＜0.05）。

2.4 Phe对蚯蚓体腔细胞MDA含量的影响

图 4 表 明 ， 空 白 对 照 土 壤 中 ， 蚯 蚓 体 腔 细 胞

MDA平均含量（2.24 nmol mg-1）较低且保持相对

稳定，低于多次叠加污染（14.92 nmol mg-1）和

一次污染（27.51 nmol mg-1）。在Phe多次叠加和

一次污染条件下，蚯蚓体腔细胞MDA含量在28 d

分 别 较 初 始 培 养 时 间 （ 1  d ） 降 低 2 2 . 7 5 和 3 4 . 0 0  

nmol mg-1，下降速率分别为0.81和1.21 nmol mg-1 d-1； 

在29～56 d，下降速率逐渐减小为0.02和0.30 nmol 

mg-1 d-1。在Phe多次叠加污染条件下，蚯蚓体腔细

胞MDA含量较一次污染低21.30%～57.82%（1～28 

d，p＜0.05）。

2.5  Phe对蚯蚓体腔细胞溶酶体中性红保留时间和

微核率的影响

由 图 5 、 图 6 可 知 ， 在 2 种 污 染 方 式 下 ， 蚯 蚓

体 腔 细 胞 溶 酶 体 中 性 红 保 留 时 间 随 土 壤 老 化 时

间 的 延 长 呈 逐 渐 上 升 的 趋 势 ， 并 且 均 低 于 空 白

图5　蚯蚓体腔细胞溶酶体NRRT和微核率随时间的变化

Fig.5　Temporal variation of NRRT and micronucleus rate in earthworms

图4 蚯蚓体腔细胞MDA含量随时间的变化

Fig. 4 Temporal variation of MDA content in earthworms

对照（20.50 min～22.42 min）。多次叠加和一

次 污 染 条 件 下 ， 7 ～ 5 6  d 培 养 时 间 内 ， 蚯 蚓 体 腔

细 胞 溶 酶 体 中 性 红 保 留 时 间 分 别 较 第 1 天 增 加 了

0.91%～4.27%和2.07%～8.12%。在培养1～56 d

内，Phe多次叠加污染土壤中蚯蚓体腔细胞溶酶

体中性红保留时间较一次污染高1.35%～13.97%

（1～28 d，p＜0.05）。

在2种污染条件下，对照土壤中蚯蚓体腔细胞

微核率保持相对稳定（2.01‰～2.50‰），且低

于多次叠加污染（2.34‰～3.69‰）和一次污染

（2.77‰～4.45‰），表明Phe对蚯蚓产生一定毒

性，体腔细胞微核畸变千分率上升。1～56 d内，

Phe多次叠加污染土壤中蚯蚓体腔细胞微核率较一

次污染低12.48%～22.99%（p＜0.05）。

2.6　土壤Phe有效含量与蚯蚓生化指标的关系

相关性分析显示（表1），土壤Phe有效含量与

蚯蚓体腔细胞SOD、POD酶活性、MDA含量和微核 
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率成极显著性正相关（p＜0.01），与溶酶体中性

红保留时间呈极显著性负相关（p＜0.01），其决

定系数R2分别为0.893 4、0.870 9、0.930 5、0.893 3

和0.885 1。随着Phe培养时间的延长，土壤中Phe

有效含量逐渐下降，生物有效性降低，对蚯蚓的毒

性效应减小。

表1　土壤Phe有效含量与蚯蚓生化指标的相关性

Table 1　Relationship between content of available Phe in soil and biochemical indices of earthworms

生化指标

Biochemical index 

回归方程

Regression equation

决定系数R2

Coefficient of determination

超氧化物歧化酶SOD y（SOD）= 0.0986x + 2.259 4 0.893 4 **

过氧化物酶 POD y（POD）= 0.191 8x + 11.151 0.870 9 **

丙二醛MDA y（MDA）= 0.359 8x - 1.237 5 0.930 5 **

中性红保留时间NRRT y（NRRT）= -0.052x + 21.003 0.893 3 **

微核率 MNR y（MNR）= 0.0172x + 2.235 5 0.885 1 **

  注：表中x代表土壤Phe有效含量 Note：x in the talble means content of available Phe in soil；**p＜0.01

3　讨　论

P h e 有 效 含 量 与 其 在 土 壤 中 的 停 留 时 间 呈 反

比 ， 且 呈 前 期 （ 1 ～ 2 8  d ） 下 降 速 率 较 高 ， 后 期

（29～56 d）逐渐减缓的趋势。这与Phe在土壤中

的老化作用有关［14］。可能是Phe最先迁移进入有

机质中柔软的橡胶态组分并被其快速吸附，致使

可提取态Phe降低速率较快，但是随着培养时间的

延长，Phe渐渐进入结构刚硬的玻璃态结构中并被

其缓慢吸附，而玻璃态对Phe吸附速率显著低于橡

胶态，造成后期下降速率减缓［20］。张聪恺［21］和

郜红建［22］等研究结果也表明，随着老化时间的延

长，可提取态的Phe和DDT在土壤中老化速率呈先

快后慢的趋势。

本试验研究结果表明，在多次叠加污染条件

下，土壤Phe有效含量低于一次污染。这可能是因

为在一次污染条件下，高浓度的Phe一次进入土

壤，与土壤颗粒接触时间较短，土壤的吸附位点很

快饱和；Phe未来得及扩散至有机质和黏土颗粒的

微孔，仍有大量Phe存在于土壤液相或者表面，很

容易解吸或者扩散出来，从而表现出较高的生物可

利用性。而在多次叠加污染条件下，Phe以低剂量

多次累积的方式进入土壤，Phe从土壤孔隙水扩散

进入土壤团聚体结构的微孔中，随着时间的推移，

Phe进入更深的吸附位点从而被束缚其中，导致其

有效性下降［13］。

在 1 ～ 5 6  d 的 培 养 时 间 内 ， 多 次 叠 加 污 染

条 件 下 蚯 蚓 体 内 P h e 的 富 集 量 是 一 次 污 染 的

12.64%～57.89%，这与多次叠加污染条件下土壤

Phe的有效含量低于一次污染有关。Janger等［23］研 

究表明，孔隙水中的化合物是蚯蚓可利用的部分，

土壤中吸附的化合物只有解吸至土壤孔隙水中才

能 被 蚯 蚓 吸 收 利 用 。 张 静 等 ［ 2 4 ］发 现 ， P h e 的 辛

醇-水分配系数（Kow=2.82×104）较小，Phe更容

易进入土壤孔隙水中从而被蚯蚓真皮吸收。White 

等 ［ 2 5 ］对 土 壤 中 P A H s 进 行 生 物 有 效 性 测 试 后 发

现，生物积累量随着土壤中污染物老化时间的延长

而降低。此外，Yang等［26］提出，温和的固相萃取

如Tenax-TA法，提取6 h所获得的组分对于预测土

壤中持久性有机污染物的生物有效性具有较好的

相关性。本文的研究证实，土壤Phe有效含量与蚯

蚓富集量呈极显著正相关（p＜0.01），决定系数

（R2）为0.887 9，即土壤Phe有效含量可用来表示

其对蚯蚓的生物有效性。

蚯蚓体内抗氧化酶活性、MDA含量、中性红

保留时间和微核率等指标常用来表征土壤污染物

对蚯蚓的毒性效应，随着污染物在土壤中残留时

间延长，呈现较好的毒性-效应关系［27］。本试验

的结果表明，在2种污染方式下，蚯蚓体腔细胞酶

活性均呈现培养初期（1～28 d）下降速率较高，

后期（29～56 d）下降速率减小的规律，这与土壤

中Phe的有效含量随培养时间的延长而下降的规律

一致，且呈显极著相关水平（p＜0.01）。在多次

叠加污染中，蚯蚓体腔细胞酶活性和微核率较一次

污染低，表征膜脂过氧化指标的MDA含量低于一

次污染，表征溶酶体膜完整性的中性红保留时间高

于一次污染，这可能与多次叠加污染条件下，土

壤Phe的有效含量低于一次污染，蚯蚓可吸收利用
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Phe的数量较少，蚯蚓吸收富集量降低，对蚯蚓的

毒性较小有关。

4　结　论

本试验表明，Phe在土壤中的老化作用表现为

初期（1～28 d）较快，后期（29～56 d）逐渐减

缓的趋势。随着Phe在土壤中老化时间的延长，蚯

蚓体内Phe富集量呈逐渐减小的趋势，表明Phe老

化后其生物有效性降低。蚯蚓体内Phe的富集量与

Tenax-TA吸附提取的Phe含量呈显著正相关，即土

壤Tenax-TA可提取的Phe组分可用来表示其对蚯蚓

的生物有效性。随着Phe培养时间的延长，蚯蚓体

腔细胞SOD和POD酶活性、MDA含量以及微核率与

土壤培养时间呈反比，并且多次叠加污染条件下低

于一次污染；蚯蚓体腔细胞溶酶体中性红保留时间

随土壤培养时间的延长而增加，且在多次叠加污染

条件下，高于一次污染。说明土壤Phe多次叠加污

染对蚯蚓体腔细胞的毒害作用低于一次污染。
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TOXIC EFFECT OF MULTIPLE-TIME OVERLYING POLLUTION OF PHE IN SOIL ON 
EISENIA FETIDA

Ma Jingjing1　Qian Xinchun1　Zhang Wei1　Zheng Bin1　Ge Gaofei2　Gao Hongjian1†

（1 School of Resources and Environment，Anhui Agricultural University，Hefei 230036，China）

（2 Biotechnology Center of Anhui Agricultural University，Hefei 230036，China）

Abstract　Phenanthrene（Phe），a typical persistent PAHs（polycyclic aromatic hydrocarbons）
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type organic pollutant，is accumulating step by step in low dosage，posing a potential threat to the soil 

environment. As one-time Phe pollution of the soil differs in process from gradual accumulation of Phe 

pollution in low dosage，it is very likely to overestimate environmental risk of the Phe entering the soil in the 

first manner. Phe entering the soil does not diffuse or translocate in the soil. Therefore，most Phe stays in 

aqueous phase in the soil due to short soil-Phe contact time. In this paper，a multiple-time addition method 

was used to simulate of the process of Phe accumulation in the soil. With the multiple-time addition approach，

Phe was added into the soil in low dosage 12 times，whereas with the one-time addition method，the same 

quantity of Phe was added into the soil all at once. Then，bioavailability and toxic effects on enzyme activity 

in earthworm coelomocytes，chromosome and lysosome membrane of the earthworms exposed to the pollutant 

at different aging phases（1，7，14，28，and 56 d）were analyzed. It was found that with soil incubation 

going on，content of available Phe，Phe accumulation in earthworm，activity of SOD and POD in earthworm 

coelomocytes，content of MDA and micronucleus rates（MNR）all dropped rapidly in the early period（1～28 

d）and slowed down their drops gradually in the late period（29～56 d），but neutral red retention time

（NRRT）kept rising on steadily，indicating that Phe toxicity to earthworm declined with soil incubation 

going on. Under the condition of multiple-time overlying pollution and one-time pollution，soil available 

Phe decreased by 1.12 μg kg-1 d-1 and 3.08 μg kg-1 d-1，respectively，during the early stage（1～28 d）of 

incubation and by 0.17 μg kg-1 d-1 and 0.39 μg kg-1 d-1，respectively，during the late stage（29～56 d）

and Phe accumulation in earthworms did by 7.59 μg kg-1 d-1 and 21.46  μg kg-1 d-1，respectively，during the 

early stage，and by 0.63 μg kg-1 d-1 and 1.91 μg kg-1 d-1，respectively，during the late stage. Soil available 

Phe（Tenax-TA extractable Phe）was in highly significant positive relationship（R2=0.887 9，p＜0.01）with 

Phe accumulation in earthworms and in highly significant relationship，too，with SOD and POD activities，

MDA content，micronucleus rate and NRRT in earthworm coelomocytes with the coefficient of determination 

being 0.893 4，0.870 9，0.930 5，0.893 3 and 0.885 1，respectively. During the 56 days of aging，soil 

available Phe and Phe accumulation in earthworms was 23.19%～50.15% and 12.64%～57.89% lower，

respectively；SOD and POD activities in earthworm coelomocytes 3.40%～47.24% and 6.49%～38.02%，

respectively；MDA content 21.30%～57.82% lower；and MNR in earthworm coelomocytes 2.48%～22.99% 

lower，while NRRT in earthworm coelomocytes was 1.35%～13.97% higher in the soil subjected to multiple-
time overlying pollution than in the soil subjected to one-time pollution，which indicates that Phe entering 

into the soil through multiple-time overlying pollution is lower than that through one-time pollution in toxicity 

to earthworms. This finding can be cited as theoretic basis for assessment of eco-toxicity of PAHs-type organic 

pollutants in soil.

Key words　Phenanthrene；Multiple-time overlying pollution；Earthworms；Enzyme activities；

Neutral red retention time；Micronucleus rate

（责任编辑：卢　萍）
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