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摘 � 要 � 研究了菲和芘在单一低剂量污染胁迫下对蚯蚓 ( E isen ia fetida )体内细胞色素 P450酶系和抗氧化酶

系的影响. 通过滤纸接触染毒法 , 检测蚯蚓细胞色素 P450含量以及超氧化物歧化酶 ( SOD )、过氧化物酶

( POD ) 和过氧化氢酶 ( CAT )的活性. 结果表明, 在供试浓度范围内, 蚯蚓体内细胞色素 P450含量和三种

抗氧化酶活性均对毒物产生了不同程度的响应. 菲和芘在蚯蚓体内的代谢诱发了细胞色素 P450总含量的增

加, 且在此过程中有活性氧自由基产生. 不同酶对毒性效应响应的域值不同, 其敏感性大小为: P450 >

SOD ( POD ) > CAT. 根据四个指标对污染物浓度响应的域值不同, 可将四者联合应用互为补充作为一套

生物标记物体系, 以满足污染物不同暴露浓度下土壤的毒理诊断, 增强指示的敏感性和有效性.

关键词 � 菲, 芘, 蚯蚓 (E isen ia f etida), 细胞色素 P450, 抗氧化酶, 生物标记物.

� � 目前, 应用蚯蚓体内一些敏感的生理和生化指标作为污染物暴露的标记物已成为研究的热点, 其

中细胞色素 P450以及超氧化物歧化酶 ( SOD)、过氧化物酶 ( POD)和过氧化氢酶 ( CAT)抗氧化酶系的

生物指示效应, 已在水生和陆生污染暴露环境中不同生物体内得到了证实, 并且受到了广泛的关

注
[ 1� 7]

.

� � 对菲和芘毒性效应的研究多集中于蚯蚓急性毒性和高等植物的毒理试验等 [ 8� 10 ]
, 例如选取细胞

色素 P450酶系中的乙氧基异吩唑酮�脱乙基酶 ( EROD)活性和抗氧化酶系中的过氧化氢酶 ( CAT)活性

来指示较高浓度芘暴露下蚯蚓的生化响应, 但是在供试浓度内未检测到 EROD活性, 而 CAT活性也

未发生变化, 只是在芘浓度较高 ( 640mg� kg
- 1

)的情况下 CAT活性略有下降
[ 11 ]

.

� � 本实验以蚯蚓为供试生物, 以细胞色素 P450总含量和抗氧化酶系中的 SOD, POD和 CAT活性为

指标, 通过滤纸接触试验, 研究菲和芘在单一低剂量污染胁迫下蚯蚓的生理响应. 探讨适合土壤多环

芳烃亚致死浓度污染诊断的生物标记物, 为土壤毒理诊断提供新的手段. 进而, 为解释蚯蚓代谢有机

污染物的可能生理机制提供理论依据.

1� 材料与方法

1�1� 滤纸接触诱导试验
� � 蚯蚓赤子爱胜 (E isenia fetida)购自天津蚯蚓养殖中心. 选用 2� 3月龄, 体重 350� 450m g, 带有

环带的健康蚯蚓为供试品.

� � 滤纸接触试验参照国际标准方法组织草案 OECD ( 1984)指南建立
[ 12]

. 采用长 7cm, 直径 4cm的

平底玻璃管, 玻璃管内壁衬铺滤纸, 滤纸大小以覆盖玻璃管且不重合为准. 以 10的指数设计从 10
- 2

到 10
- 6

mg� m l
- 1

5个浓度和 1个空白. 将菲和芘溶于丙酮并稀释至所需浓度系列. 在每一个试验瓶

中均加入 1m l丙酮 (空白 )或所需浓度的菲和芘溶液, 自然挥发 2h后, 用 1m l蒸馏水润湿滤纸. 每个

试验瓶中均加入 1条蚯蚓 ( 400m g � 50m g) , 再用塑料薄膜封住玻璃瓶口, 于 20� � 1� 生化培养箱中

避光培养. 48h后, 将蚯蚓取出, 测定蚯蚓体内细胞色素 P450含量和抗氧化酶活性. 为减少样本带
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来的误差影响, 每个处理组和对照组均选择 8条蚯蚓染毒, 随机两两组合, 每组测定 3次.

1�2� 生化测定
� � 将蚯蚓在 4� 甘油溶液 ( 20% )中浸泡 1h, 移至冰冷的 0�15m o l� l

- 1
KC l溶液中, 将整条蚯蚓用剪

刀分割破碎后, 放置在过滤装置 (漏斗、三角杯和纱布组合 )中用冰冷的 0�15mo l� l
- 1

KC l溶液清洗体

内血液及黄色体液, 直至清洗液呈无色为止. 再将蚯蚓移入装有 6m l匀浆缓冲液 ( 250mm o l� l
- 1
蔗

糖, 50mm ol� l
- 1

T ris, pH 7�5, 1mmo l� l
- 1

DTT, 1mm o l� l
- 1

EDTA ) 的 25m l离心管中, 内切式组织

匀浆器以 8000 r� m in
- 1
匀浆 30s. 匀浆物通过纱布过滤, 将滤液装入 10m l的离心管中, 于低温

( 4� ) 超速离心机上以 14700 r� m in
- 1
离心 30m in. 所得上清液一部分用于测定蚯蚓的抗氧化酶活性,

另一部分制备微粒体, 于 4� 以 46500 r� m in
- 1
再次离心 90 m in. 所得沉淀用少许缓冲液重新悬浮,

逐滴加入 20%的胆酸钠溶液至终浓度为 0�5% , 同时在冰浴中轻轻搅拌 30m in, 以 38000 r� m in
- 1

( 4� ) 离心 45m in, 小心收集上清液. 取 1m l上清液用缓冲液稀释 7倍, 取 1m l测定蛋白含量, 其余

部分用于紫外分光光度计测定 P450总量.

� � 蚯蚓体内 P450含量的测定参照 Omura和 Sato的方法
[ 13]

, 应用连二亚硫酸钠还原细胞色素 P450

的 CO差光谱进行. 抗氧化酶活性采用紫外�可见分光光度计测定. SOD活性采用氮蓝四唑法
[ 1 ]
测定,

单位为 U� m g
- 1

Pr, 一个酶活力单位 (U )以抑制 NBT光化学反应的 50%来表示. POD活性的测定,

采用愈创木酚法
[ 14]

, 单位为 �A 470m g
- 1

Pr� m in
- 1

, 以每分钟吸光度的变化表示酶活力的大小. CAT

活性的测定采用徐镜波等
[ 15 ]
的方法, 一个酶活性单位定义为: 25� , 100s内使 H 2O2分解一半时的酶

蛋白量.

2� 结果与讨论

2�1� 菲和芘对蚯蚓体内细胞色素 P450的影响

� � 如图 1所示, 当菲浓度低于 10
- 3

m g� m l
- 1
时, 蚯蚓体内 P450含量随菲浓度的增加呈上升趋势,

并在 10
- 3

m g� m l
- 1
样品中达到最大值, 为对照组的 1�58倍; 但当菲增至 10

- 2
m g� m l

- 1
时, P450含

量与对照组相当 (为对照组的 1. 1倍 ) , 各样品组 ( 10
- 2

m g� m l
- 1
除外 ) P450含量与对照组相比差异显

著 ( p< 0�05). 当芘的浓度增至 10
- 5

m g� m l
- 1
时开始对 P450产生诱导效应, 并且这种诱导趋势随着

芘暴露浓度的增加而增大, 在 10
- 2

m g� m l
- 1
样品中 P450含量达到最大值, 为对照组的 1�98倍, 差

异极显著 (p < 0�01) . 芘浓度为 10
- 5
和 10

- 3
m g� m l

- 1
的样品与对照组差异显著 (p < 0�05) .

2�2� 菲和芘对蚯蚓体内超氧化物歧化酶 ( SOD)的影响

� � 图 2显示菲暴露浓度小于或等于 10
- 5

mg� m l
- 1
时, 蚯蚓体内 SOD活性与对照组无显著差异 ( p>

0�05) , 而当菲浓度为 10
- 4

mg� m l
- 1
时, SOD的活性显著低于对照组, 仅为对照组的 70% ( p <

0�01) , 并且随着菲暴露浓度的增加, SOD有升高趋势, 最大诱导倍数可达对照组的 1�6倍. 芘在暴

露浓度大于 10
- 6

m g� m l
- 1
时, 对 SOD活性产生了不同程度的诱导, 最大诱导倍数可达对照组的 2�55

倍 ( 10
- 5

m g� m l
- 1

) , 差异极显著 ( p< 0�01) . 另外, 暴露浓度相同, 芘对 SOD的诱导程度大于菲.

图 1� 菲和芘对蚯蚓体内细胞色素 P450含量的影响

(* p< 0� 05, * * p< 0�01)

F ig� 1� Cy to chrom e P450 in earthw orm s expo sed to

phenanthrene and pyrene

图 2� 菲和芘对蚯蚓体内 SOD活性的影响

(* p < 0� 05, * * p< 0� 01)

Fig�2� SOD in earthw orm s exposed to

phenanthrene and pyrene
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2�3� 菲和芘对蚯蚓体内过氧化物酶 ( POD )的影响

� � 如图 3所示, 当菲的浓度大于或等于 10
- 4

m g� m l
- 1
时, 蚯蚓 POD活性显著高于对照水平 (p <

0�05), 且在 10
- 4

m g� m l
- 1
暴露组产生最大诱导, 为对照的 1�85倍. 而芘在浓度为 10

- 5
m g� m l

- 1
时,

即对蚯蚓 POD活性产生了极显著的诱导效应 ( p< 0�01), 并随其浓度的增加有升高趋势, 在芘为 10
- 3

m g� m l
- 1
时达到最大值 ( 1�88倍对照 ), 随后略有下降, 但仍显著高于对照水平. 在效应浓度范围内,

芘对 POD的诱导强度大于菲.

2�4� 菲和芘对蚯蚓体内过氧化氢酶 ( CAT)的影响

� � 图 4显示, 菲浓度在小于或等于 10
- 4

m g� m l
- 1
时, 未对蚯蚓 CAT活性产生任何影响 (p > 0�05) ,

而当其增至 10
- 3
和 10

- 2
m g� m l

- 1
时, CAT活性明显升高, 分别为对照组的 1�72和 2�27倍且差异极

显著 (p < 0�01) . 芘在 10
- 6

m g� m l
- 1
时对 CAT活性无影响, 但随着浓度的升高, 芘对 CAT产生了诱

导效应, 并在 10
- 3

m g� m l
- 1
时出现最大诱导 (对照的 2�83倍 ) , 与对照组相比差异极显著 ( p< 0�01) .

总体来看, 污染物对蚯蚓 CAT的诱导效应是芘大于菲.

图 3� 菲和芘对蚯蚓体内 POD活性的影响

(* p< 0� 05, * * p< 0�01)

F ig� 3� POD in earthw orm s exposed to

phenanthrene and pyrene

图 4� 菲和芘对蚯蚓体内 CAT活性的影响

(* p < 0� 05, * * p< 0� 01)

Fig�4� CAT in earthw orm s exposed to

phenanthrene and pyrene

2�5� 讨论
� � 细胞色素 P450酶系作为生物体内的第一代谢阶段酶, 对外源有机化合物的代谢具有重要作用,

它通常将分子氧拆分成原子氧, 并将其加入到底物中促使底物羟基化或环氧化, 为第二阶段的谷胱甘

肽转移酶 ( GST)对外源物的转化提供基础
[ 8, 16 ]

.

� � 本研究的结果表明, 菲和芘在不同暴露浓度下对蚯蚓体内 P450酶系具有一定的诱导作用, 特别

是在低剂量污染时即可观察到这种响应 ( 10
- 6
和 10

- 5
mg� m l

- 1
), 并且随着暴露浓度的增加诱导效应

整体上呈现增强趋势. 这种诱导的量效关系为细胞色素 P450作为生物标志物指示环境污染提供了基

础. 菲 10
- 2

mg� m l
- 1
处理组的 P450含量与对照组差异不显著, 这可能是由于菲浓度的升高对 P450

酶系中的某些酶起到诱导作用, 同时抑制了另外一些酶的表达, 从而使其总量变化不明显.

� � 另外, 对比试验结果显示, 从 P450酶诱导强度上看, 在供试浓度范围内芘对 P450的诱导大于

菲, 说明芘比菲和 Ah受体有更好的亲和性, 因此, 具有更强的 P450诱导活性.

� � SOD以氧自由基为底物, 在活性氧的代谢中处于重要地位, 可将超氧阴离子 (
�

O
-
2 )歧化成 O2和

H2O2
[ 17]

. CAT的主要功能是调控细胞中 H2O2的水平. POD也可将 H 2O2还原成 H 2O.

� � 本研究结果显示, 蚯蚓体内的三种抗氧化酶对不同暴露浓度的菲和芘均有响应, 但是不同抗氧化

酶对两者响应的毒性域值是不同的. 如, 对菲产生响应的域值, SOD和 POD是 10
- 4

m g� m l
- 1

, CAT

是 10
- 3

mg� m l
- 1

; 而对芘产生响应的域值, 三种酶均为 10
- 5

m g� m l
- 1

. 因而, 三种酶对菲和芘毒性

效应的灵敏度有所不同. 从机理角度分析, 菲和芘在蚯蚓体内的代谢过程产生了大量的活性氧自由

基, SOD活性的增加是蚯蚓生物应激的一种体现, 用以去除过量的自由基 (
�

O 2
-

) 使细胞免受氧化

损伤; POD和 CAT在此过程中, 同时参与了调控细胞内 H 2O 2的水平, 其中一部分 H 2O2来自菲和芘

在蚯蚓体内的转化过程, 另一部分来自 SOD的歧化产物.
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� � 三种酶的活性响应还表明, 在试验的浓度范围内, 两种污染物并未对蚯蚓细胞造成严重损伤, 这

是因为三种酶活性在最大暴露浓度下均未产生抑制效应, 说明细胞中抗氧化酶可及时、有效地去除产

生的自由基, 维持细胞的正常运作. 另外, 从菲和芘对三种酶的诱导强度上看, 芘的诱导效应明显强

于菲, 说明芘对蚯蚓造成的氧化胁迫效应要比菲严重.

3� 结论

� � ( 1) 在菲和芘亚致死浓度污染下, 蚯蚓体内 P450含量和三种抗氧化酶活性均对其产生了不同程

度的响应. 但是不同酶对毒性效应响应的域值不同, 其敏感性大小为: P450 > SOD ( POD) > CAT.

� � ( 2) 菲和芘的代谢诱导了蚯蚓体内 P450含量的增加, 而三种抗氧化酶活性的升高说明此代谢过

程中有活性氧自由基产生.

� � ( 3) 根据四个指标对污染物浓度响应域值的不同, 可将四者联合应用作为一套生物标记物体系,

互为补充, 以满足污染物不同暴露浓度下的土壤毒理诊断, 增强指示的敏感性和有效性, 避免由单一

指标的结果而可能导致的片面结论.
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ABSTRACT

� � The influence o f phenanthrene and pyrene on cy tochrom e P450 and antiox idant enzym es o f earthworm s

(E isenia fetida )w as studied. Bym eans of contactingw ith contam inated filter paper, earthw orm sw ere exposed

to the po llu tants. E arthw orm w as used to detect tota l cy tochrom e P450 content and the activities of superox ide

dism utases( SOD) , guaiaco l perox idases( POD ) and cata lase ( CAT) . Resu lts indicated tha,t w ithin tested

concentrations, total P450 contents and the activ ities of three ant iox idant enzym es had responses to the tox ici�
t ies of phenanthrene and pyrene. M etabolism of these tw o PAH s in earthworm induced the increasing o f P450

conten,t and reactive oxygen spec ies cou ld be generated as by�product in that process. In contras,t the ox ida�
t ive stress of earthworm s caused by pyrene w as harder than by phenanthrene. Concentrat ion thresho lds of

response fo r different enzym es differed, and their sensib ilities to the PAH po llutan ts fo llow the sequence of

P450 > SOD ( POD) > CAT. Therefore, the four indexes could be used together as a suit o f b iom arkers to

satisfy the d iagnosis in different exposure concentrations and to enhance the sensitiv ity and effectiv ity of indica�
t ing.

� � Keywords: phenan threne, pyrene, earthw orm s ( E isenia fetida ) , cytochrom e P450, antiox idant

enzym es, biom arker.


