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全氟辛酸( PFOA) 对蚯蚓的毒性作用
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摘要: 为考察全氟化合物的土壤生态毒性，以赤子爱胜蚓为模式生物，通过人工土壤染毒方法研究全氟辛酸(PFOA)对蚯蚓急
性毒性、回避行为和 SOD、CAT 等抗氧化酶活性的影响。结果表明，PFOA对蚯蚓的急性毒性作用与染毒时间和染毒浓度相
关，实验求得 PFOA对蚯蚓毒性作用 7 和 14 d的 LC50值分别为 816.58 和 792.50 mg·kg - 1 ;蚯蚓在 160 mg·kg - 1 PFOA暴露

浓度下表现出明显的回避反应。在 10 ～ 120 mg·kg - 1 PFOA 长时间暴露下，蚯蚓体内 SOD 出现“低促高抑”的变化趋势，而
GSH-Px 则总体上被 PFOA所抑制。
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Abstract: To investigate the soil ecotoxicity of perfluorinated compounds (PFCs), artificial soil test was adopt-
ed to study the effects of perfluorooctanoic acid (PFOA) on the acute lethality, avoidance behavior and the ac-
tivities of antioxidant enzymes. The results showed that the acute toxicity of PFOA on earthworm was related
to the exposure time and concentration of PFOA. The 7 d and 14 d of LC50 of PFOA on earthworm were 816.
58 and 792.50 mg·kg - 1 , respectively. At the maximum test concentration of 160 mg·kg - 1 , the earthworm
showed significant avoidance behavior. After a long period of exposure to 10 ～ 120 mg·kg - 1 PFOA, the an-
tioxidant enzymes in earthworms such as SOD exhibited allelopathic inhibition under high concentration and al-
lelopathic stimulation under low concentrations. But the GSH-Px was inhibited by PFOA.
Keywords: PFOA; earthworm; acute toxicity; avoidance behavior; antioxidant enzymes

全氟辛酸(perfluorooctanoic acid，PFOA)是全氟
化合物(PFCs)的代表性物质，也是其前驱体和衍生
物类产品在环境中最稳定的转化产物。由于其具有
优良的热稳定性、化学稳定性、高表面活性及疏水疏
油性能而被大量应用于洗涤剂、润滑剂、油漆、农药、
医药品和日用品等工业和民用生产过程[1]。据估
计，1951—2004 年期间，全球 PFOA 的总生产量约

为 3 600 ～5 700 t，其中约有 400 ～ 700 t 被排入环
境[2]。目前 PFOA的环境浓度和生态毒性研究主要
集中于水环境[3-5]。事实上，水、大气等环境介质中
的 PFOA可能通过富集和吸附等作用归趋到沉积
物和土壤中[6]。目前，PFOA 在土壤中的含量及其
生态毒理效应业已受到广泛关注[7]。田海霞等研究
证明[8]，PFOA 可显著抑制土壤脱氢酶活性。而
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PFOA对土壤动物的毒性作用目前还并不清楚。
蚯蚓作为土壤中生物量最大的动物类群，在维

持土壤生态系统功能中起着不可替代的作用。同
时，因其自身生理特性、数量和种群变化与土壤中污
染物的污染程度存在一定的相关性，在污染土壤生
态风险评价研究中受到关注[9 , 10]。本文以蚯蚓毒理
实验广泛采用的赤子爱胜蚓为模式生物，参照田海
霞等的 PFOA对土壤酶活性影响的浓度设置，在预
实验初步结果的基础上，考察 PFOA 对蚯蚓急性毒
性和回避行为的影响。进而在蚯蚓未出现回避反应
的较低浓度范围内研究 PFOA 长期暴露对蚯蚓抗
氧化酶活性的影响，为深入揭示 PFOA 的蚯蚓毒性
作用机理和全面评价 PFOA 对土壤生态系统的影
响提供一定的科学基础。

1 材料与方法(Materials and methods)
1.1 材 料

实验选用由浙江某蚯蚓养殖场提供的赤子爱胜
蚓(Eisenia fetida )，挑选 2 月龄以上，体重为 0.3g左
右，环带明显的健康成蚓，实验前放于人工气候箱中
驯服 7 d;全氟辛酸(PFOA)购自日本东京化成工业
株式会社(纯度 >98% )，实验所用试剂均为分析纯;
供试人工土壤根据 OECD Guideline No. 207 标准方
法配制，由 10%的草炭土，20%的高岭粘土，69%的
工业石英砂(含 50%以上 0.05 ～ 0.2mm 的细小颗
粒)和 1%的 CaCO3 (化学纯)组成，pH为 7.0 左右。
1.2 实验方法
1.2.1 急性毒性实验

根据预实验确定的 PFOA 对蚯蚓产生毒性反
应的浓度范围设置 6 个浓度梯度 560、640、720、
800、880 和 960 mg·kg - 1，加入蒸馏水保持含水量
35%，在人工气候箱中黑暗平衡 1 d后取 10 条体长
和体重基本相同的清肠后蚯蚓放入人工土壤中培
养，用纱布封口并加盖，以保持湿度和空气的通透
性。实验气候箱内恒温(20 ± 1 )℃，相对湿度 80%
～85%，光照时间为 16 h:8 h (光照:黑暗)。实验 7
和 14 d各计数 1 次，记录死亡数及中毒症状，14 d
后结束实验。每一浓度设置 3 个重复，同时设置不
含 PFOA的蒸馏水对照组。
1.2.2 回避行为实验

一容器中央放置一隔板，将其分成两部分，在左侧
加入空白对照土壤 200 g(干重)，右侧加入含有已知浓
度 PFOA的土壤200 g(干重)，抽去隔板，将 10 条清肠
后的赤子爱胜蚓放入原隔板处，以纱布封顶防止蚯蚓

逃出反应容器，48 h后将隔板插入原位置，阻止蚯蚓进
一步逃逸，手动挑出两侧土壤中的蚯蚓。在48 h内，蚯
蚓反应体系温度保持在(20 ± 1℃)，相对湿度 80% ～
85%，光照时间为 16 h : 8 h(光照:黑暗)。PFOA浓度
设置为 10、20、40、80 和 160 mg·kg - 1 5 个浓度梯度，每
一浓度设置 3 个平行。
1.2.3 蚯蚓抗氧化酶活性

按照急性毒性实验方法，在蚯蚓未表现出回避
反应的浓度范围内设置 6 个浓度梯度 (0、10、20、
40、80 和 120 mg·kg - 1 )进行抗氧化防御反应实验。
分别于暴露 2、7、14、28 和 42 d后将蚯蚓取出，记录
存活状况后清肠、称重并测定酶活性。每个处理的
3 个平行各取存活蚯蚓 5 条，按体重 1: 4 加入 Tris-
HCl缓冲液(100 mmol·L - 1，pH 7.5)，匀浆后用冷冻
高速离心机于 9 000 g、4℃下离心 30 min 后取上清
液，置于-80℃冰箱中待测酶活性。总蛋白含量、过
氧化氢酶(CAT )、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽
过氧化物酶(GSH-Px)活性均采用南京建成生物工程
研究所的试剂盒进行测定。
1.2.4 数据分析

应用 SPSS软件中的 Probit 模块求得 PFOA 对
蚯蚓 7 和 14 d急性毒性 LC50值;蚯蚓回避率计算如
下: NR = [(C—T)/N] × l00% ( 其中 NR为净回避率，
C为洁净土壤中蚯蚓的数目，T 为污染土壤中蚯蚓
数目，N为加入土壤中蚯蚓总数) 。以回避率 NR =
0 为界限，当 NR 为正数，计算回避率，当回避率大
于 80%，则表明具有回避反应;当 NR为负数，表明
无反应。实验数据用 SPSS统计软件进行统计分析，
数据结果采用 means ± SD 的形式表示。处理组和
对照组之间的差异性进行 t-检验。

2 结果( Results)
2.1 PFOA对蚯蚓的急性毒性

PFOA对蚯蚓急性毒性实验结果如图 1 所示。
在整个实验周期内，空白组蚯蚓健康无死亡现象。
由图可见，染毒 7 d 后，最低浓度 560 mg·kg - 1

PFOA暴露组蚯蚓即开始出现死亡，除 720 mg·
kg - 1处理组外，蚯蚓死亡率基本上随 PFOA 浓度的
增大而上升，至最大浓度 960 mg·kg - 1时，蚯蚓死亡
率达 96.7% ; 暴露 14 d后，相同 PFOA 浓度处理组
蚯蚓死亡率较 7 d稍有增大，其中最高浓度 960 mg
·kg - 1暴露组蚯蚓死亡率达到 100%。PFOA 对蚯
蚓 7 和 14 d 急性毒性 LC50值分别为 816.58 和
792.50mg·kg - 1，95% 置信区间分别为 732.82 ～
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959.40mg·kg - 1和 722.77 ～ 883.08 mg·kg - 1。相关
分析结果表明，7 和 14 d 暴露组蚯蚓死亡率与
PFOA 浓度相关系数分别为 93. 6% 和 95. 8%。
PFOA暴露下的蚯蚓中毒症状主要表现为环带肿
大，充血;身体萎缩，有断节现象等。

图 1 PFOA对蚯蚓的急性致死作用
Fig. 1 Lethal toxicity of earthworm exposed to PFOA

2.2 PFOA对蚯蚓回避行为的影响
蚯蚓回避实验以蚯蚓的行为为检测终点，用以

评价土壤生态功能和污染物对蚯蚓的行为效应，自

图 2 PFOA作用下蚯蚓的回避行为
Fig. 2 Avoidance behavior of earthworm

exposed to PFOA

2005 年国际标准化组织(ISO)制定了化合物对蚯蚓
行为效应的测试方法草案后[11]，蚯蚓回避行为实验

已被广泛应用于污染土壤生态风险评价当中并且显
示了其广阔的应用前景。图 2 为蚯蚓在 PFOA 污
染人工土壤中的回避行为实验结果。在 48h 的实
验期内，没有观察到蚯蚓的死亡和逃逸现象。由图
可见，蚯蚓于 PFOA中暴露 48 h 后，除 10 和 20 mg
·kg - 1浓度组蚯蚓回避率为负数外，随 PFOA 浓度
增加蚯蚓回避率逐渐增大，至最大浓度 160 mg·
kg - 1时，回避率达到 80%，即在此浓度下蚯蚓表现
出明显的回避反应。
2.3 PFOA暴露对蚯蚓抗氧化酶活性的影响

抗氧化酶系是生物体内重要的活性氧清除系
统，其中 SOD能够催化超氧阴离子自由基发生歧化
反应产生 H2O2和 O2 ; CAT 则通常与 GSH-Px 发生
协同作用，将 SOD 歧化自由基的产物 H2 O2转变成
无害的水和氧，从而消除 H2 O2对机体造成的毒害。
图 3 ~图 5 分别为 PFOA暴露后蚯蚓体内抗氧化酶
系超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT )和谷胱
甘肽过氧化物酶(GSH-Px)活性的变化情况。由图 3
可见，从 PFOA暴露 14 d开始，随着暴露时间的延
长，蚯蚓 SOD活性呈现抑制-激活-恢复的变化过程。

图 3 PFOA对蚯蚓体内 SOD活性的影响

注: 与对照组的显著性差异* p <0.05, **

p <0.01, *** p <0.001，下同
Fig. 3 Effect of PFOA on SOD activity of E. fetida

由图 4 和图 5 PFOA 对蚯蚓 CAT 和 GSH-Px
活性的影响可见，除 28 d部分暴露组外，PFOA 对
蚯蚓 GSH-Px 活性总体上表现为抑制作用; 而
PFOA暴露下蚯蚓 CAT 活性变化无明显规律性。

随着工农业生产的发展，新型持久性有机污染
物 PFOA已被证明在环境中广泛存在并且具有产
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生各个层次不良生态效应的潜在风险。毒理学研究
证明，PFOA暴露水生生物和哺乳动物可以导致多
系统的毒性效应，包括肝脏毒性[12]、免疫毒性[13]、生
殖发育[14]及神经毒性[15]等。以蚯蚓为代表的土壤
动物在土壤物质能量迁移转化过程中具有特殊的功
能和作用。然而随着各种持久性有机污染物在土壤
中的不断富集，污染严重的土壤生态环境受到严重
破坏，蚯蚓等土壤动物受到毒害作用[16]。

图 4 PFOA对蚯蚓体内 CAT活性的影响
Fig. 4 Effect of PFOA on CAT activity of E. fetida

图 5 PFOA对蚯蚓体内 GSH-PX活性的影响
Fig. 5 Effect of PFOA on GSJ-PX activity of E.fetida

3 讨论( Discussion)
本文 PFOA对蚯蚓的急性毒性实验结果表明，

随着 PFOA 实验浓度的增加，蚯蚓死亡率逐渐增
大，实验求得 14 d LC50值为 792.50mg·kg - 1。相比
之下，160 mg·kg - 1的 PFOA 暴露浓度下蚯蚓即表

现出明显的回避反应，即蚯蚓对 PFOA 表现出回避
反应的浓度仅相当于急性毒性实验 14 d半数致死
浓度 LC50的 1/5。这表明与急性毒性实验的 LC50相
比，蚯蚓行为测试终点对 PFOA 的反应更为敏感，
这一结果也已被很多研究所证实[17, 18]。而在低于
蚯蚓出现回避行为的较低浓度 PFOA 长期暴露下，
蚯蚓 SOD 和 GSH-Px 酶活性变化亦较为明显。这
可能是 PFOA 致蚯蚓体细胞产生如过氧离子或超
氧阴离子等活性氧自由基(reactive oxygen species，
ROS)的结果。Panaretalis 等研究证实[19]，PFOA 能
诱导人肝癌细胞 HepG2 产生 ROS，导致氧化损伤从
而诱导肿瘤发生。为防止 ROS损伤机体，蚯蚓 SOD
和 CAT 在一定程度上被诱导激活，这是生物用以
增强自身对活性氧的清除能力，以防止 PFOA 破坏
作用的一种自我保护机制。随着 PFOA 暴露浓度
的进一步增大，蚯蚓 SOD和 CAT 活性又开始下降，
表明蚯蚓自身抗氧化防御系统再无能力清除 PFOA
胁迫诱导产生的过量 ROS，细胞内多种功能受到破
坏，生理代谢紊乱，SOD 等抗氧化酶活性反而受到
抑制[20, 21]。已有研究表明，在 PFOA 作用下，淡水
罗非鱼原代培养肝细胞 SOD 被诱导激活，而 GSH-
Px 活性则显著下降[22]，这与本文的研究结果相类
似。Lardinois等将这种现象解释为过量的超氧阴
离子灭活了 GSH-Px 活性，从而可能对生物产生毒
害作用[23]。
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