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摘 要：采用人工土壤法测定了不同浓度莫能菌素对蚯蚓的急性毒性和对蚯蚓生长、生存、繁殖以及超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱

甘肽-硫转移酶（GSH－S）、腺三磷酸酶（ATPase）、乙酰胆碱酯酶（T－CHE）活性的影响。结果表明，莫能菌素对蚯蚓 14 d 的 LC50 为

75．883 mg·kg－1；当莫能菌素含量达到 50 mg·kg－1 时显著影响蚯蚓的生存（P＜0．05），死亡率达到 20％；当莫能菌素含量达到 25 mg·
kg－1 时显著影响蚯蚓的生长（P＜0．05）；药物的染毒浓度与对蚯蚓生存和繁殖的抑制存在明显的剂量－效应关系。染毒 21 d 后，低浓

度的兽药莫能菌素就能显著影响蚯蚓体内 SOD、GSH－S、ATPase、T－CHE 的活性，药物浓度和酶活性间具有明显的剂量－效应关系。
莫能菌素对土壤动物蚯蚓显示有毒性作用，对土壤环境具有潜在的生态风险。
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Abstract：Effect of different concentration levels of monensin on earthworm were studied with an artificial soil test, including earthworm′s
growth, survival, production, and four kinds of enzyme activity of superoxide dismutase（SOD）, glutathione-sulfurtransferase（GSH-S）,
acetylcholine esterase（T-CHE）and adenosine-triphosphatase（ATPase）.The results showed that LC50 of monensin was 75.883 mg·kg-1 after
14 days exposure. The reproduction of earthworms was significantly inhibited in lower monensin concentration （50 mg·kg-1）（P<0.05）. The
survival of earthworm was significantly affected at the monensin concentrations of 50 mg·kg-1（P<0.05）with mortality of 20% .The growth of
earthworms was inhibited at the monensin concentration of 25 mg·kg-1. There was a significant dose-response relation between the exposure
concentration of monensin and earthworm growth and reproduction. In 21days′ exposure, monensin affected significantly the enzymatic activ－
ities of SOD、GSH-S、T-CHE and ATPase, showing a significant dose-response relation between exposure concentration and enzyme activity.
Monensin had direct toxic effects on soil animals and also existed with a potential ecological risk.
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随着集约化畜牧业的快速发展，对兽药和饲料添

加剂的依赖性日渐增强，其使用量也呈现上升的势

头，兽药残留问题也日渐凸现。与国外发达国家相比，

目前，我国兽药残留的研究大多集中在动物性食品中

兽药的残留研究，而对其在生态环境中的残留影响研

究不多。药物进入机体后，其原形或代谢物将随动物

的排泄物进入周围环境，对环境微生物和动物等非靶

生物产生直接或间接的影响不容忽视[1]。
莫能菌素是聚醚类离子载体抗生素中应用最为

广泛的药物之一，被视为目前较为优秀的、应用较为

广泛的兽用抗寄生虫药[2]。它还是一种反刍动物中运

用较广的饲料添加剂，它能提高牛的饲料利用率与增

重速度，并能降低采食量[3]。动物服用莫能菌素后首先

被吸收，然后随胆汁排出，最后经粪便排出体外，并不

在组织中蓄积，大量含有莫能菌素的畜禽排泄物常用
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作肥料施用于农田，从而使药物进入土壤环境中。莫

能菌素通常还作为饲料添加剂，大量地用于畜牧业生

产中，因此通过畜禽排泄物排放到环境中的莫能菌素

的数量是很大的[4]。目前对莫能菌素的毒性研究仅停

留在动物产品中，关于莫能菌素进入环境后在生态系

统不同水平上对土壤无脊椎动物蚯蚓的生态毒理效

应尚未见文献报道。
蚯蚓是土壤中主要的非靶陆生生物，它对化学物

质的胁迫非常敏感，是评价土壤环境安全的重要指示

生物，对其生态毒性的研究不仅可以反映各种化学物

质的毒性效应，而且还可以反映土壤的污染状况。蚯

蚓的抗氧化酶系统能对化学物质的污染状况做出早

期的预警[5]。
本研究采用人工土壤法，以蚯蚓为生物标志物，

通过急性毒性和慢性毒性试验，研究莫能菌素对蚯蚓

的生态毒理效应及其对超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱

甘肽-硫转移酶（GSH-S）、腺三磷酸酶（ATPase）、乙酰

胆碱酯酶（T-CHE）活性的影响，以便明确莫能菌素对

蚯蚓的生态毒性效应，探寻该药物的作用机制，以期

能对莫能菌素对土壤生物的影响做出早期预警，为兽

药的环境影响和生态风险评价提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 供试材料

莫能菌素（monensin）原粉（批号 050505），纯度

98%，浙江海正药业公司生产。
赤子爱胜蚓（Eisenia fetida），来自海南大学农学

院动物科学系蚯蚓养殖基地。选用体重 300~400 mg、
环带明显的健康成年蚯蚓为供试品。

供试土壤采自海南大学生命科学与农学院实习

基地的砂壤土，为 20 cm 以下土层的清洁土壤，其 pH
值为 5.6、有机质含量为 29.93 mg·kg-1，速效磷含量为

1.76 mg·kg-1，速效钾含量为 7.5 mg·kg-1。实验前将土

壤放在烘干箱中，以 80 ℃烘干 24 h，以除去土壤中的

微生物，然后研细，过 2 mm 筛，保存备用。
1.2 染毒方法

1.2.1 急性毒性实验的染毒

根据毒理实验常用的方法，在预实验的基础上确

定药物的暴露浓度。采用标准的 OECD 方法，用人工

土壤作为培养基质。每 1 000 g（干重）人工土壤中各

成分的比例如下：石英砂 70%、高岭土 20%、草炭土

10%，用蒸馏水调节土壤含水率为 35%，适当添加碳

酸钙以调节 pH 值为 7.0±0.2。在预实验的基础上选择

7 个处理浓度：40、80、100、120、140、160、180 mg·kg-1

和一个空白对照。用丙酮溶解莫能菌素，均匀拌入人

工土壤中，空白对照组加入同等体积的丙酮，每个处

理和对照组均设 3 个重复。染毒前蚯蚓在人工土壤中

预养 24 h，称重后放入含有不同浓度莫能菌素的人工

土壤中。实验在人工气候箱中进行，温度（20±1）℃，湿

度（75±2）%，光暗比为 12 h∶12 h。定期喷洒少量双蒸

水以保持基质的湿度。在实验进行的第 7 d 和第 14 d
分别记录死亡数量及中毒症状，蚯蚓体对针刺无反应

判为死亡，根据概率单位法计算 LC50。
1.2.2 慢性毒性实验的染毒

根据毒理实验常用的方法，在预实验的基础上确

定药物的暴露浓度。实验设 1 个对照 CK，6 个暴露浓

度 （2、4、10、15、25、50 mg·kg-1），每个处理为 3 个重

复，每个重复 10 条蚯蚓。分别将 20 mL 不同浓度系列

的莫能菌素溶液（溶于丙酮）与 500 g 土壤混合，充分

混合 30 min 以上，待丙酮自然挥发 24 h 后，加入 100
mL 蒸馏水，平衡 48 h 后，转移到方形带盖的塑料盒

中（盖上有孔）。然后选择健康、环带明显、重量相近

（300~400 mg·条-1）的成体蚯蚓清肠 12 h 后称取初始

体重，然后放入塑料容器中，每个容器放入 10 条，同

时在容器表面加入 30 g 研细的无药物污染湿牛粪作

为蚯蚓饵料。于人工气候箱中培养 21 d，箱中为标准

实验条件：（20±1）℃，湿度（75±2）%，光暗比为 12 h∶12
h，定期喷射少量的水以保持基质的湿度。暴露结束

后，利用水提法记数成活的蚯蚓数和产茧数，并称取

成活蚯蚓的体重。供试蚯蚓测定其各生化指标含量或

活性，茧置于含有湿滤纸的培养皿中，每 3 d 换一次

滤纸，放在相同条件的培养箱中，继续培养 28 d，待茧

孵化，每周检查茧的孵化情况，统计孵化的蚯蚓数。
1.3 酶活性的测定

1.3.1 酶液的制备

将慢性毒性实验染毒 21 d 后的蚯蚓，称量，在无

菌蒸馏水中静置 4 h，吐净内含物。4 h 后用无菌蒸馏

水将蚯蚓清洗干净，移入 4 mL 匀浆缓冲液（1 mol·L-1

Tris-HCI，pH7.8）中，用玻璃组织研磨器在冰水浴中

研磨，将匀浆物分装入 1.5 mL 的离心管中，于 4 ℃在

超速离心机上 10 000 r·min-1 离心 30 min，所得上清

液-80℃保存备用。
1.3.2 酶活性的测定

SOD、GSH-S、T-CHE、ATPase 和总蛋白均采用南

京建成生物工程研究所生产的测试盒 （产品批号

20080314）测定。其他药品均为市购分析纯。每个处理

王 轶等：莫能菌素对蚯蚓的生态毒理效应1092
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设 3 个重复，每个重复设 3 个平行，每个平行重复测

定 3 次。
2.4 数据处理

采 用 SAS8.1 统 计 软 件 进 行 单 因 素 方 差 分 析

（one-way ANOVA）和多重比较，对组间数据进行差异

性显著分析。

2 结果与分析

2.1 莫能菌素对蚯蚓的急性毒性效应

莫能菌素对蚯蚓的急性毒性效应见表 1。在本实

验条件下，莫能菌素对蚯蚓 14 d 的 LC50 为 75.88 mg·
kg-1（可信限为 65.58~87.81 mg·kg-1）。随着染毒时间

的延长和染毒剂量的增大，蚯蚓的死亡率逐渐增加。
当药物浓度达到 160 mg·kg-1 时，染毒 14 d 后蚯蚓死

亡率为 96.67%。实验中部分蚯蚓出现环带肿大、身体

萎缩、体重下降，个体活动下降等现象。在高浓度处理

组中蚯蚓滞留于土壤表面，分泌少量黄色渗出液。蚯

蚓死亡后身体变细变长，甚至断裂，有自溶现象发生。
2.2 莫能菌素对蚯蚓慢性毒性实验结果

2.2.1 莫能菌素对蚯蚓生存和生长的影响

从染毒实验结果可以看出，高浓度药物对蚯蚓的

生存有一定的影响。随着药物浓度的增加，蚯蚓存活

率相应降低（表 2）。当给药浓度达到 50 mg·kg-1 时，

蚯蚓的存活率只有 80%，显著低于对照（P<0.05）。
观察蚯蚓染毒的形态学变化发现，随着药物浓度

的增加，中毒症状越来越明显，主要表现为蚯蚓个体

活动性下降，不钻土，有些蚯蚓身体断裂，环带充血，

身体变长，分泌出黄色的体腔液，死亡的蚯蚓还表现

出身体的自溶现象。
莫能菌素对蚯蚓的生物量也有一定影响。染毒前

后蚯蚓体重的变化结果见表 3。实验表明：染毒后的

体重增长率随浓度的增加而不同程度的受到抑制，莫

能菌素浓度低于 25 mg·kg-1 时对蚯蚓个体体重的影

响不明显，当给药浓度达到 25 mg·kg-1 时，蚯蚓体重

明显下降，该药物浓度下蚯蚓生物量在染毒前后显示

出明显差异（P<0.05）。
2.2.2 莫能菌素对蚯蚓繁殖的影响

莫能菌素对蚯蚓产茧的影响见表 4。实验结果表

明，低浓度的莫能菌素对蚯蚓产茧数没有影响。随着

药物浓度增加，蚯蚓产茧数逐渐减少；当莫能菌素浓

表 1 莫能菌素对蚯蚓的急性毒性实验结果（人工土壤法）

Table 1 Results of acute toxicity of monensin on earthworm by artificial soil test

药物浓度/mg·kg-1
Concentration/mg·kg-1

7 d 平均死亡数
Number of death after 7 d

exposure n=10

7 d 平均死亡率/%
Ave.Mortality after 7 d exposure/%

14 d 平均死亡数
Number of death after 14 d

exposure n=10

14 d 平均死亡率/%
Ave.Mortality after 14 d

exposure/%

0 0.00 0.00 0.00 0.00

20 0.00 0.00 0.00 0.00

40 0.67 6.67 2.00 20.00

80 2.00 20.00 5.67 56.67

120 2.67 26.67 6.00 60.00

140 3.67 36.67 8.00 80.00

160 4.67 46.67 9.67 96.67

表 2 莫能菌素染毒后蚯蚓数量的变化

Table 2 Change of number of Eisenia fetida after
exposure of monensin

注：表中数值后字母不同，表示与对照组相比差异显著（P<0.05）。
下同。

浓度/mg·kg-1
Concentration/mg·kg-1

染毒前（条）
Before exposure

染毒后（条）
After exposure

存活率/%
Survival rate/%

对照（0） 10 9.33 93.33±5.77a

2 10 9.70 96.67±5.77a

4 10 9.70 96.67±5.77a

10 10 10.00 100.00±0.00a

15 10 10.00 100.00±0.00a

25 10 86.67 86.67±15.28a

50 10 80.00 80.00±10.00b

表 3 染毒后蚯蚓生物量的变化

Table 3 Change of biomass of Eisenia fetida after
exposure of monensin

浓度/mg·kg-1
Concentration/mg·kg-1

染毒前/g
Before exposure/g

染毒后/g
After exposure/g

变化量/g
Change/g

对照 3.10 2.54 -0.56a

2 3.09 2.80 -0.29a

4 3.10 2.64 -0.46a

10 3.21 2.59 -0.66a

15 3.36 2.30 -0.76a

25 3.33 2.27 -1.04b

50 3.46 2.54 -1.19b
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度达到 15 mg·kg-1 时，蚯蚓的产茧数与对照组相比，

具有显著性差异（P<0.05）。蚯蚓的产茧数与药物浓度

间表现出明显的剂量-效应关系。
染毒前后莫能菌素对蚯蚓孵化率也有一定影响

（表 4）。在 21 d 的孵化期中，当药物浓度达到 2 mg·
kg-1 时，孵化率只为 75%，显著低于对照组（P<0.05）。
孵化率与药物浓度间也表现出一定的相关性。

2.3 莫能菌素对蚯蚓酶活性的影响

莫能菌素对蚯蚓 SOD 酶活性的影响见图 1。染

毒后 21 d，与对照组相比，低浓度（2 mg·kg-1）药物组

的蚯蚓 SOD 活性显著降低（P<0.05）；随着药物浓度

的提高，蚯蚓 SOD 酶活性持续降低，与对照组相比，

差异很显著，但不同浓度组间无显著差异。

莫能菌素对蚯蚓 GSH-S 酶活性的影响见图 2。
染毒后 21 d，与对照组相比，低浓度（2 mg·kg-1）药物

组的蚯蚓 GSH-S 活性显著降低（P<0.05）；随着药物

浓度的提高，GSH-S 酶活性表现出一定的波动，但与

对照组相比，具有明显差异（P<0.05）。当药物浓度达

到 50 mg·kg-1 时，GSH-S 酶活性显著降低，与对照组

相比有极显著差异（P<0.01）。
莫能菌素对蚯蚓 T-CHE 酶活性的影响见图 3。

染毒 21 d 后，低浓度药物对 T-CHE 酶活性无显著影

响（P>0.05）。当药物浓度达到 15 mg·kg-1，T-CHE 酶

活性明显降低，与对照组相比差异显著（P<0.05）。药

物浓度与 T-CHE 酶活性之间表现一定的剂效关系。
莫能菌素对蚯蚓 ATP 酶活性有明显的影响（见

图 4）。从最低药物浓度组（2 mg·kg-1）开始，两种 ATP
酶的活性均受到明显影响（P<0.05）。当药物浓度达到

10 mg·kg-1，Ca2+、Mg2+ATP 酶活性虽呈下降趋势，但与

对照相比无显著差异（P>0.05）。药物浓度与两种 ATP
酶活性之间也表现一定的剂效关系。

3 讨论

在集约化畜牧业生产中，抗菌类及抗寄生虫兽药

表 4 莫能菌素对蚯蚓产茧数和孵化率的影响

Table 4 Effect of monensin on number of cocoons and
hatchability of Eisenia fetida

浓度/mg·kg-1
Concentration/mg·kg-1

产茧数/个
cocoon

孵化率/%
Rate of hatchability/%

0 25.65±1.49a 93.46±1.22a

2 24.07±1.11a 75.74±9.78b

4 26.56 ±0.19a 68.06±7.04b

10 25.56 ±4.52a 66.82±8.16b

15 17.55±3.65b 66.18±11.61b

25 14.72 ±4.91b 68.61±5.97b

50 16.39 ±3.55b 73.01±0.89b

图 1 莫能菌素作用下蚯蚓体内 SOD 活力的变化

Figure 1 Effect of monensin on SOD activity of earthworm
（Eisenia fetida）
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图 2 莫能菌素作用下蚯蚓体内 GSH-S 活力的变化

Figure 2 Effect of monensin on GSH-S activity of earthworm
（Eisenia fetida）
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图 3 莫能菌素作用下蚯蚓体内 T-CHE 活力的变化

Figure 3 Effect of monensin on T-CHE activity of earthworm
（Eisenia fetida）
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的大量使用保障了动物的健康量。但长期超量使用抗

菌类及抗寄生虫兽药，使动物性食品药物残留问题日

渐突出，而药物进入机体后，其原形或代谢物将随动

物的排泄物进入周围环境，对环境微生物和动物等非

靶生物产生的直接或间接的影响不容忽视[1]。
莫能菌素对细菌生长的抑制是通过其离子载体

的作用，改变细菌内 H+、Na+和 K+的浓度，影响一些酶

的活性来实现[6]。该药物适用于肉鸡和育成鸡，常用作

预防性药物添加于饲料中。马、驴、骡对莫能菌素十分

敏感，马的半数致死量为 2~3 mg·kg-1 日粮，一般禁止

使用[7]。虽然推荐剂量的莫能菌素对靶动物安全，但是

中毒事件仍常有发生。原因是莫能菌素安全范围小，

超过建议剂量 20%~50%可对动物体细胞有毒性作

用，出现中毒表现[8]。对动物组织中莫能菌素的浓度、
排泄途径及其代谢已进行了广泛的研究，通过 14C 标

记的莫能菌素的代谢试验研究结果表明，饲喂推荐剂

量的莫能菌素，在牛和鸡的可食组织中没有检测出莫

能菌素（<0.05 mg·kg-1）。对环境因素的研究也证实，

排泄到土壤中的莫能菌素很快进行生物降解[9]。
在生态毒理学实验中，急性毒性实验的死亡率可

以反映特定的生物种群对化学物质的敏感性。药物对

蚯蚓毒性的大小不仅取决于药物自身的毒性，而且与

药物在环境介质土壤中的转归和在其体内的代谢密

切相关[10-13]。本实验采用的人工土壤法测定蚯蚓的急

性毒性，这种方法接近于自然状态下药物与蚯蚓的接

触方式，能够较为真实地反映药物对蚯蚓的毒性。实

验结果表明，14 d 的 LC50 达到 75.88 mg·kg-1 干土，即

使存活的蚯蚓活力也大大降低，表明莫能菌素对蚯蚓

具有土壤食入毒性。
本研究利用慢性毒性实验观察了莫能菌素对蚯

蚓生长、生存和繁殖的影响。结果表明，当莫能菌素在

土壤中的含量达到 50 mg·kg-1 时，便对蚯蚓的生存有

显著的抑制作用，死亡率达到 20%；当含量达到 15
mg·kg-1 时将显著影响蚯蚓的繁殖，蚯蚓的产茧数受

到明显影响。当含量达到 2 mg·kg-1 时就显著地影响

蚯蚓茧的孵化。参考化学物质（农药）的安全性评价标

准得知，当土壤中莫能菌素含量达到 15 mg·kg-1 时，

就会对土壤中的蚯蚓产生较强的毒性作用。
SOD 主要分布于胞浆和线粒体的基质中，是一类

将体内活跃并具潜在毒性的超氧阴离子 O-
2·转变成

H2O2 的主要酶，在无脊椎动物体内抗氧化过程中起

着重要的作用。SOD 是机体防御过氧化损害系统的关

键酶之一。在正常的生理条件下，SOD 的生物生成量

可以及时满足清除 O-
2·的需要，但在衰老及病态下，

氧自由基的产生与清除则会失去平衡[14-16]。本实验中

慢性暴露 21 d 后，各浓度莫能菌素均显著降低蚯蚓

体的 SOD 活性（P<0.05），这表明长时间的莫能菌素

暴露后蚯蚓已受到重度环境胁迫，药物对蚯蚓的毒害

作用已超过其机体的适应能力。蚯蚓体内活性氧的积

累，导致蚯蚓受到伤害。SOD 酶活性的抑制可能是通

过影响电子传递系统的功能而间接导致的[17]。
谷胱甘肽转移酶是生物体内的第二代谢阶段酶，

可催化谷胱甘肽（GSH）和亲电性中间代谢物结合，使

之成为水溶性化合物排出体外，从而起到解毒作用。
此外谷胱甘肽转移酶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。在脊椎动物、无脊椎动

物和植物对异源物质（重金属、杀虫剂以及除草剂等）

的解毒代谢中有重要的作用，而且容易被杀虫剂和重

金属诱导[18-20]。在以蚯蚓作为指示动物的毒理研究中，

GSH-S 活性的诱导作用也常常被作为指示重金属和

杀虫剂污染潜在分子标志物[18]。有研究表明，GSH-S
在体内表达水平的高低是决定细胞对一些有毒化学

物质的敏感性的关键因素 [20]。本实验中莫能菌素对

GSH-S 活性有抑制作用，表明莫能菌素染毒后，蚯蚓

的解毒能力下降。
ATPase 存在于组织细胞及细胞器的膜上，在物

质运送、能量转换以及信息传递方面具有重要作用。
多种类型污染物对其有显著的诱导或抑制作用。国内

外关于无脊椎动物 ATPase 的研究却很少。本研究结

果表明，染毒 21 d 后，蚯蚓体 ATPase 活性表现出不

同程度的下降，莫能菌素对 Ca2+-ATPase 活性的抑制

作用可能是由于破坏氧化磷酸化偶联，影响 ATP 的

形成与释放，进而影响了与 ATP 相关的代谢功能。

图 4 莫能菌素作用下蚯蚓体内 ATP 活力的变化

Figure 4 Effect of monensin on ATP activity of earthworm
（Eisenia fetida）
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T-CHE 活性是敏感的农药毒理学指标，已被广

泛应用于农药毒性和环境污染评价[21]。T-CHE 主要功

能是通过快速水解神经传递介质乙酰胆碱，终止胆碱

能突触中的脉冲传递[22]。本研究结果表明，低浓度药

物对 T-CHE 酶活性无显著影响，高浓度（15、25、50
mg·kg-1）莫能菌素对蚯蚓体内 T-CHE 活性具有抑制

作用，莫能菌素可能是与 T-CHE 发生乙酰化作用，从

而抑制 T-CHE 活性，造成乙酰胆碱大量积累，出现神

经冲动传导过度刺激和使神经纤维长期处于兴奋状

态，导致生理失调[23]。

4 结论

莫能菌素对蚯蚓的 14 d 半数致死浓度 （LC50）为

75.88 mg·kg-1。低浓度的莫能菌素对蚯蚓的生存并未

造成显著影响，高浓度（50 mg·kg-1）莫能菌素对蚯蚓

的生存显著影响 （P<0.05）；当药物含量达到 25 mg·
kg-1 时，对蚯蚓的繁殖有明显的抑制作用（P<0.05）。药
物的染毒浓度与对蚯蚓生存和繁殖的抑制存在明显

的剂量-效应关系。蚯蚓暴露于不同剂量的污染土壤

时，体内超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽-硫转移酶

（GSH-S）、乙酰胆碱酯酶（T-CHE）和腺三磷酸酶（AT－
Pase）产生了不同程度的响应，且表现出一定的剂量-
效应关系。实验结果表明莫能菌素对土壤动物蚯蚓显

示有毒性作用，对土壤环境具有潜在的生态风险。
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