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摘 要：以赤子爱胜蚓（Eisenia fetida）为供试生物，草甸棕壤为供试土壤，以蚯蚓微粒体细胞色素 P450 含量、抗氧化酶系以及谷胱

甘肽转移酶活性为指标，进行了土壤中苯并（a）芘[B（a）P]暴露与酶活性的量-效关系研究。结果表明，在接近沈抚灌区实地污染状

况 B（a）P（0.1~2.0 mg·kg-1）暴露下，第 1、3、7 以及第 14 d 取样时，P450 和 SOD 有较好的响应：SOD 在第 1、3 d 显著升高，而在第 7、
14 d 时降低；P450 总体表现为低浓度 B（a）P 诱导下降低，高浓度下升高的趋势。CAT、POD 以及 GST 的敏感性相对较差。比照其他

4 个指标，蚯蚓 P450 的敏感性更为优异，具有较好的应用前景。指标敏感性总体表现为：P450>SOD>CAT/POD>GST。
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Abstract：Earthworms are common in a wide range of soils and are one of the most suitable bioindicator organisms for identifying the presence
of chemical pollutants in soils. Analyzing P450 enzyme activities in earthworms is a newly developed practice for soil pollution risk assess－
ment. We investigated the effects of benzo（a）pyrene（B（a）P）at different concentrations and exposure times on the biochemical responses of
the Cytochrome P450, superoxide dismutases（SOD）, guaiacol peroxidases（POD）, catalase（CAT）and Glutathione-S-transferases（GST）in
the earthworm（Eisenia fetida）. Results showed that low concentration of B（a）P（0.1~2.0 mg·kg-1）, similar to the real contamination condition
of Shenfu irrigation area in Shenyang, caused P450 and SOD to change significantly. SOD increased after the 1st and 3rd day of treatment and
decreased after one and two weeks of treatment. P450 generally exhibited a decrease in activity when treated with 0.1 mg·kg-1 B（a）P and in－
creased with higher doses of the pollutant. P450 exhibited a positive dose-response relationship to B（a）P, making it a useful tool for risk as－
sessment work. Change to SOD activities indicated superoxide damage in earthworms. B（a）P caused CAT to change only after 7th days of
treatment, indicating a delayed response of CAT. POD also had significant response in the 7th day and this indicated that B（a）P might dam－
age the antioxidase system. In summary, P450 was more sensitive than the other four indicators and more suitable for the diagnosis of soil pol－
lutants. The sensitivity of the indicators could be ranked in order of most to least effective as follows: P450>SOD>CAT/POD>GST.
Keywords：soil; earthworm（Eisenia fetida）; cytochrome P450; antioxidant; Benzo（a）Pyrene（B（a）P）

蚯蚓是土壤中普遍存在的动物，约占土壤总生物 量的 60%~80%[1]，蚯蚓通过体表及消化系统的接触，

直接暴露于土壤污染物中，因此被作为土壤污染的指

示生物[2-3]。化学品生态毒理评价标准方法的建立，也

使得赤子爱胜蚓（Eisenia fetida）成为最广泛使用的模

式供试物种[4-5]。
苯并（a）芘[B（a）P]具有极强的致癌性以及潜在

的内分泌干扰作用，在大气、土壤与海洋环境中普遍
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存在，其生态毒性诊断研究尤为重要。然而，常规的

急、慢性毒理指标（如致死率，体重以及产茧量等）仅

可对高剂量 B（a）P 污染产生剂量-效应毒性响应，很

难对环境中低浓度 B（a）P 污染的毒性产生指示[6]。因

此，对新的敏感生物标记物的研究成为低剂量 B（a）P
污染生态毒性诊断的必然需求。

细胞色素 P450（CYP）是重要的解毒酶，广泛分

布于陆生或水生的微生物直至脊椎动物体内[7-8]。P450
可以催化大量亲脂性外源物质，起到代谢解毒作用；

这种功能决定了其活力可对外源污染物产生响应，低

剂量污染物浓度与 P450 含量或活力之间具有显著相

关性，这使得利用 P450 酶系指标进行的低剂量 B（a）P
生态毒理诊断成为可能[9]。将 P450 用于水体的生态毒

理研究近年来已有报道[10-11]，然而蚯蚓不同于水生生

物，没有可供测试的肝脏，而蚯蚓特有的组织结构所

带来的色素干扰阻碍了将 P450 指标应用于土壤污

染生态毒理研究中。张薇等通过微粒体增溶、物理分

离和解剖内脏等手段实现了蚯蚓微粒体的去干扰纯

化，实现了以蚯蚓 P450 含量测定，为将该指标用于

土壤低剂量 B（a）P 污染的生态毒理诊断提供了新的

方法[12]。
超氧化物歧化酶（Superoxide dismutases，SOD）、

过氧化物酶（Guaiacol peroxidases，POD）、过氧化氢酶

（Catalase，CAT） 和谷胱甘肽转移酶 （Glutathione-S-
transferases，GST） 一直以来就是生态毒理研究的热

点，已有大量将其应用于土壤、水体污染诊断的报道，

但大多集中在重金属胁迫的响应研究[13]；对有机污染

物，特别是低浓度 B（a）P 土壤污染诊断研究则少见

报道。
本实验以赤子爱胜蚓（Eisenia fetida）为供试生

物，草甸棕壤为供试土壤，以蚯蚓微粒体细胞色素

P450 含量、抗氧化酶系（SOD、POD、CAT）以及 GST 活

性为指标，进行了土壤中 B（a）P 暴露与酶活性的量-
效关系研究，同时比较了细胞色素 P450 及其他几个

指标对于低浓度污染物的敏感性，旨在为低浓度

B（a）P 污染生态毒性诊断提供实验依据，进而为实

地土壤的生态毒理诊断提供新的方法。

1 材料与方法

1.1 药品与溶液配制

B（a）P 购于 Aldrich 公司（德国）；牛血清白蛋白

与考马斯亮蓝 G-250（分析纯）均购于上海生工；CO
购于沈阳市气体站，纯度 99.99%；其他药品均为市购

分析纯。
20%甘油溶液；0.15 mol·L-1 KCl 溶液；匀浆缓冲液

（250 mmol·L-1 蔗糖，50 mmol·L-1 Tris pH 7.5，1mmol·L-1

DTT，1 mmol·L-1 EDTA）；保存缓冲液（250 mmol·L-1 蔗

糖，50 mmol·L-1 Tris pH 7.5，1 mmol·L-1 DTT，1 mmol·L-1

EDTA，20%甘油）。
1.2 仪器设备

岛津 UV2550 紫外双光束分光光度计；日立 CP.
80MX 低温超速离心机；玻璃匀浆器；受控环境生长箱。
1.3 试验土壤和蚯蚓

赤子爱胜蚓（Eisenia fetida）购自专业实验用蚯蚓供

应商（天津）。选用 2～3 月龄，体重 300～500 mg，带有环

带的健康蚯蚓供试。土壤采自中国科学院沈阳应用生

态所实验站 0～20 cm 表层清洁土壤，理化性质见表 1。

1.4 土壤染毒试验

将一定浓度的 B（a）P 丙酮溶液与 500 g 土壤（过

1 mm 筛）充分混合，设计 4 种浓度：0.1、0.5、1、2 mg·kg -1

和 1 个空白对照。静置 48 h 以使丙酮充分挥发，加水

至土壤最大持水量的 60％。加入 12 条已在人工条件

下饲养 24 h 蚯蚓，置于 20 ℃±2 ℃，湿度为 80％的受

控环境生长箱中连续光照培养。试验的第 1、3、7、14 d，

从各处理组分别取出 2 条蚯蚓进行测定，各组均设 4
个平行样。
1.5 土壤中 B（a）P 的提取与测定

取 2～5 g（过 1 mm 筛）风干染毒土壤加入离心管，

加入 25 mL 二氯甲烷超声提取 2 h。提取液以 2 500 r·
min-1 离心 5 min，上清液于旋转浓缩仪浓缩至 1 mL。
浓缩液转至装有 1 g 硅胶的玻璃预柱中，以 1∶1 二氯

甲烷∶正己烷淋洗，接收淋洗液 3 mL。用氮气吹脱至

干，乙腈定容至 1 mL，B（a）P 分析采用高效液相色谱

紫外检测法[21]。
1.6 抗氧化酶系活性测定

超氧化物歧化酶（SOD）活性测定，采用氮蓝四

唑法 [14]，以 560 nm 下的吸光值计算酶活性，单位为

U·mg-1pro，以 50%抑制率的酶量为一个酶活力单位。
过氧化物酶（POD）活性测定，采用愈创木酚法[15]，

表 1 供试土壤的理化性质

Table 1 Physical and chemical properties of test soils

土壤类型 TP/% TK/% K-N/% O-M/% CEC/cmol·kg-1 pH

草甸棕壤 0.04 0.18 0.091 1.65 1.226 6.22

注：TP 为总磷，TK 为全钾，K-N 为凯氏氮，O-M 为有机质，CEC 为

阳离子交换量。
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470 nm 下测定吸光值单位为△OD·mg-1pro·min-1，以

每分钟吸光度变化值表示酶活力的大小。
过氧化氢酶（CAT）活性测定采用紫外吸收法[16]，

以 240 nm 处吸光度变化速度计算活性，单位 U·mg-1

pro·min-1，以 1 min 内 A240 减少 0.1 的酶量为一个酶

活单位。
1.7 蚯蚓内脏 P450 的测定

蚯蚓体内 P450 含量的测定参照张薇、宋玉芳等

建立的蚯蚓内脏 P450 测定方法，应用连二亚硫酸钠

还原细胞色素 P450 的 CO 差光谱进行[12，17-18]。
1.8 数据分析

利用 SPSS 13.0 对数据进行统计分析。对各组数

据进行方差齐次性检验，应用单变量双因素方差分析

（Univariate analyses） 确定暴露时间和剂量两个因素

及其交互作用对蚯蚓 P450 含量的影响。利用多重比

较分析（Post-hoc comparison，Tamhane test）对各处理

组间的均值进行差异显著性检验。采用污染物暴露剂

量为因子，进行单因素方差分析[One-way ANOVA，

Dunnett’S t-test（2-sided）]。

2 结果与讨论

2.1 土壤中 B（a）P 的含量测定

对供试土壤样品进行采样，采用超声提取、高效

液相色谱法分析各组土壤中 B（a）P 的实际浓度，结

果见表 2。

2.2 B（a）P 暴露下蚯蚓 P450 含量的诱导响应

由图 1 可见，B（a）P 暴露的第 1、3、7 和 14 d，

P450 均在一定程度上产生动态响应。实验第 1 d 在

0.1 和 0.5 mg·kg-1B（a）P 暴露水平下，蚯蚓 P450 活性

有所下降，而 1~2 mg·kg-1 时明显上升。类似变化在其

他几个暴露阶段均有出现，如第 3 d，0.1 和 0.5 mg·kg -1

B（a）P 胁迫下 P450 活性下降，1~2 mg·kg-1B（a）P 胁

迫下 P450 活性明显上升；第 14 d，0.1 mg·kg-1B（a）P
暴露 P450 活性下降，其他浓度下 P450 活性明显高

于对照，第 7 d 所有 B（a）P 浓度处理组 P450 活性下

降。但从总的变化趋势看，诱导效应为主且较为明显。
诱导时间对 P450 具有显著影响（P<0.05）。P450 最大

升幅由第 1 d 的 34%、第 3 d 的 39%直至增大为第 14 d
时的 88%。

2.3 B（a）P 暴露下蚯蚓谷胱甘肽转移酶（GST）含量的

诱导响应

由图 2 可见，在 B（a）P 的诱导下，仅在第 7 d 及

第 14 d 检测到 GST 活性的变化，较对照变化幅度最

大仅约 10%。

2.4 B（a）P 暴露下蚯蚓过氧化氢酶（CAT）含量的诱导

响应

图 3 CAT 对 B（a）P 暴露的动态响应可见，试验

的第 1 d 和 3 d，各处理组 CAT 活性有变化但不显著，

在第 7 d 多个处理组中 CAT 活性较对照显著升高

（P<0.05）。第 14 d 取样时，各处理组中 CAT 活性与对

照基本相当。

表 2 土壤中 B（a）P 的回收率

Table 2 Recovery of amended Benzo（a）pyrene from soil（n=3）

投加浓度/mg·kg-1 回收浓度/mg·kg-1

0.1 0.069

0.5 0.297

1 0.736

2 1.428

图 1 B（a）P 污染暴露下蚯蚓 CytP450 含量响应

Figure 1 CytP450 contents of earthworm with exposure
of Benzo（a）Pyrene
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图 2 B（a）P 暴露下蚯蚓谷胱甘肽转移酶（GST）含量的诱导响应

Figure2 ActivitiesofGSTenzymeofearthwormwithBenzo（a）Pyrene
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图 5 B（a）P 暴露下蚯蚓超氧化物歧化酶（SOD）含量的诱导响应

Figure5 Activitiesof SODenzymeofearthwormwithBenzo（a）Pyrene
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Error bars：+/-2.00 SE *-与对照差异显著 P<0.05

14.007.003.001.00

0.00
0.10
0.50
1.00
2.00

BaP 浓度/mg·kg-1

SO
D

活
性

/U
·
m
g-

1 p
ro

300.00

250.00

200.00

150.00

100.00

50.00

0.00

2.5 B（a）P 暴露下蚯蚓过氧化物酶（POD）含量的诱导

响应

由图 4 可见 B（a）P 胁迫下 POD 活性的变化及规

律性均不显著，试验的第 1 d，多数 B（a）P 浓度处理

组蚯蚓的 POD 活性与对照基本相当，仅 0.1 mg·kg-1

处理组 POD 活性显著降低。第 3 d 时，各处理组蚯蚓

POD 活性升高，但升高幅度与 B（a）P 浓度不相关，例

如，B（a）P 为 0.5 mg·kg-1 时 POD 酶活性的升幅最大

（27%），而 B（a）P 为 1 和 2 mg·kg-1 时 POD 酶活性反

而有所减少。

2.6 B（a）P 暴露下蚯蚓超氧化物歧化酶（SOD）含量的

诱导响应

由图 5 可见，在 B（a）P 胁迫下，蚯蚓体内 SOD 产

生一定响应，具体表现为：暴露 1~3 d，除 0.1 mg·kg-1

B（a）P 处理组外，SOD 酶活性整体升高，最大升幅分

别为 30%和 29%，与对照差异显著。随着 B（a）P 暴露

时间的延长，在第 7 d 和第 14 d，除 0.1 mg·kg-1B（a）P
胁迫下 SOD 活性未产生显著变化外，0.5~2 mg·kg-1

B（a）P 处理组中 SOD 酶活性均显著降低（P<0.05）。

3 讨论

试验初期测定了土壤中苯并（a）芘的实际浓度，

其目的是校正投加量。表 2 可见，土壤 B（a）P 的回收

率在 59.3%~73.6%之间，这与土壤颗粒对 B（a）P 的吸

附作用有关。宋玉芳等的研究显示，回收率与多环芳

烃的分子量大小有关。分子量较大的 5~6 环的多环芳

烃在土壤中的吸附作用较强，容易形成不可提取性残

渣，导致回收率低[21]，这也可能是这类持久性有机污

染物难以被降解的原因之一。
由图 1 中 P450 活性的变化趋势可以看出，B（a）P

低剂量长期暴露促进了其在蚯蚓体内的解毒代谢作

用。这与其他研究的结果相似[6，22-23]。郑森林等研究表

明，0.1 mg·kg-1 和 1.0 mg·kg-1B（a）P 暴露对蚯蚓

Annetocin 前体基因表达均有显著上调作用，B（a）P
对蚯蚓生殖的影响比菲、芘、荧蒽更显著[6]。由图 1 可

见，B（a）P 暴露与 P450 活性之间存在一定的剂量-效

应关系，但总体上波动性较大规律不十分明显，可以

从以下两个方面对本试验结果进行解释。
首先是 B（a）P 的溶解度：B（a）P 水溶性极低

（0.05 μg·L-1），几乎不溶于水，因此很可能因受试生

物个体与土壤中 B（a）P 存在接触问题，导致 P450 响

应的波动；其次，CYP450 酶系总指标的波动性表现，

可能与 30 多种同工酶（亚型）对 B（a）P 的综合响应

趋势不同有关，但在毒理学上，波动性变化是污染物

对生物体毒性效应的一种反映形式，有助于明确污染

物的代谢过程。
由图 1 可见，0.1 和 0.5 mg·kg-1 较低浓度 B（a）P

胁迫下 P450 活性较低，与对照相比降幅较大，以 0.1
mg·kg-1B（a）P 胁迫下的值为例，分别为 37%、44%和

图 4 B（a）P 暴露下蚯蚓过氧化物酶（POD）含量的诱导响应

Figure4 Activitiesof PODenzymeofearthwormwithBenzo（a）Pyrene
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图 3 B（a）P 暴露下蚯蚓过氧化氢酶（CAT）含量的诱导响应

Figure 3 Activities of CATenzymeof earthwormwithBenzo（a）Pyrene
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58%，而在较高浓度下，P450 活性呈现诱导升高的趋

势。细胞色素 P450 酶是药物代谢重要的酶系，参与各

种内源性和外源性化合物在生物体内的代谢过程。因

此，P450 酶的诱导在某种程度上指示 B（a）P 毒理活

性变化的过程。
GST 是研究最广且最为重要的第二阶段酶之一，

它可催化谷胱甘肽（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，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[24]。B（a）P 诱导下，GST 活性的试验结果（图 2）
表明，试验条件下 B（a）P 胁迫未造成蚯蚓体内显著

的过氧化损伤。其他学者对蚯蚓 GST 与污染物的量

效关系研究也表明，GST 对污染物的响应不敏感。
Saint-Denis 等利用蚯蚓进行的 B（a）P 土壤污染诊断

研究显示高浓度 B（a）P 诱导未观察到 GST 活性的

显著变化 [25]。其他研究显示 GST 的变化较不规律。
Ribera 认为污染物对 GST 活性没有显著影响[26-27]。也

有研究显示，GST 活性与受试污染物的响应关系与蚯

蚓的采样部位有关[28]。张薇等曾测定芘污染胁迫下

GST 的活性，结果显示：在 0~0.96 mg·kg-1 芘污染诱

导下，GST 在第 3 d 和第 14 d 分别表现出显著的升高

或降低趋势，但在第 1 d、第 7 d 则与对照无显著差

异，且变化规律性差[23]。可见 GST 对 B（a）P 及其他多

环芳烃污染物的响应性并不理想。
CAT 可有效清除生物体内过量的过氧化氢，维持

细胞内过氧化氢平衡。CAT 活性仅在试验的第 7 d 产

生显著变化，这说明 CAT 活性对低浓度 B（a）P 的响

应具有延时性（即第 7 d 开始响应）和阶段性（即第 7
d 前后均无明显响应）。从污染物与生物体内的过氧

化氢平衡角度分析可见，B（a）P 暴露并未造成蚯蚓体

内过氧化氢的大量产生，这与先前的报道一致[25]。张

薇等的研究显示，蚯蚓 CAT 仅在试验的初期（第 1、3
d）对菲、芘胁迫有显著响应 [22]，在后期（7、14 d）趋于

稳定，可见 CAT 活性对不同多环芳烃暴露响应不同。
从本试验及其他试验结果比较可见 CAT 对 B（a）P
的指示效应较菲、芘强，这一规律与三者的毒性强弱

顺序吻合。
张薇的测定结果显示，菲、芘暴露下，蚯蚓的

POD 酶活性在试验的第 7 d 具有显著响应[22]，这与本

试验中 POD 在试验第 3 d 呈现显著的诱导趋势略有

时差（图 4），这证明 B（a）P 对 POD 酶的胁迫毒性效

应较菲、芘更强[23]。
由图 3 和图 4 可见，CAT 和 POD 活性在第 3 d

均表现为低浓度 B（a）P 诱导下升高，而高浓度下有

所降低的趋势（呈现“钟型曲线”，图 3、图 4）。Gastaldi
认为生物体对污染胁迫的这种响应对亚致死剂量污

染物生态毒理诊断具有特别意义[29]。
SOD 酶是惟一以 O-

2 自由基为底物的抗氧化酶，

起平衡细胞内活性氧自由基总量 （Reactive Oxygen
Species，ROS）的作用。酶活性的高低基本反映生物

体内的抗氧化能力[30]。图 5 中 SOD 的变化趋势表明，

B（a）P 可能造成了抗氧化防御酶系的损伤。有研究显

示菲、芘及其他污染物胁迫下，蚯蚓和鱼的肝脏 SOD
酶活性响应较为敏感，且出现先诱导后抑制的趋势[23]，

这与本试验结果一致[31-32]。

4 结论

P450 和 SOD 对 B（a）P 暴露响应较敏感，CAT，

POD 以及 GST 的敏感性较差。各指标敏感性总体为：

P450>SOD>CAT/POD>GST。
综合本试验及先前已获得的芘、菲试验结果显

示，苯并（a）芘暴露的生态毒性大于芘和菲。
继前期进行的蚯蚓 P450 对土壤菲、芘暴露生态

毒理研究之后，本试验进一步证实蚯蚓 P450 指标对

低剂量多环芳烃污染响应的敏感性较好，为蚯蚓

P450 作为备选的土壤污染生态毒理诊断指标提供了

依据。
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