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摘　 要 　 考察土壤种类、暴露时间及铬
 

[ Cr ( VI)] 含量对蚯蚓体内 SOD
 

( superoxide
 

dismutase)、CAT
 

(catalase)和 POD
 

(peroxidase)3 种抗氧化酶活性的影响。 实验选取黑龙江、
山西和江苏 3 个地区的土壤作为研究对象,并采用不同含量 Cr(VI)对其进行 40 天老化。 结

果表明,不同土壤中 SOD 活性差异显著(P<0. 05),Cr(VI)含量和暴露时间对 SOD 活性影响

差异极显著
 

(P<0. 01)。 与 SOD 活性差异性相似的是:不同土壤中 CAT 活性差异显著
 

(P<
0. 05),Cr(VI)含量和暴露时间对 CAT 活性影响差异极显著(P< 0. 01)。 而在不同土壤中,
POD 活性差异极显著(P<0. 01),Cr(VI)含量对 POD 活性影响差异显著(P<0. 05),暴露时间

对 POD 活性影响差异极显著(P<0. 01)。 蚯蚓在黑龙江老化土中暴露初期,POD 和 SOD 活性

显著升高。 在暴露 28 天的实验组中 POD 和 SOD 活性最高,相应的酶活性浓度可分别达对照

组的 2. 03 和 1. 25 倍。 同时随暴露时间延长,POD 和 SOD 活性均受到显著抑制,而蚯蚓体内

CAT 活性在各处理中不发生显著变化。 蚯蚓在江苏老化土中暴露初期,POD 和 SOD 变化趋势

与黑龙江老化土中各变化趋势相近。 山西老化土中暴露初期,POD 和 CAT 活性显著升高,随
暴露时间延长,POD 和 CAT 活性均受到显著抑制,但蚯蚓体内 SOD 活性在各处理中不发生显

著变化。
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Abstract　 Effects
 

of
 

the
 

soil
 

type,
 

exposure
 

time,
 

and
 

chromium
 

(VI)
 

concentration
 

on
 

antioxidant
 

enzyme
 

[ SOD
 

( superoxide
 

dismutase),
 

CAT
 

( catalase),
 

and
 

POD
 

( peroxidase)]
 

activity
 

of
 

Eisenia
 

fetida
 

were
 

investigated.
 

The
 

experimental
 

soils
 

were
 

selected
 

from
 

Heilongjiang,
 

Shanxi,
 

and
 

Jiangsu
 

Provinces,
 

and
 

then
 

were
 

aged
 

for
 

40
 

days.
 

The
 

results
 

of
 

the
 

significance
 

analysis
 

showed
 

a
 

significant
 

difference
 

in
 

SOD
 

activity
 

in
 

different
 

soils
 

( P < 0. 05 ),
 

and
 

Cr ( VI )
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concentration
 

and
 

exposure
 

time
 

showed
 

an
 

extremely
 

significant
 

difference
 

in
 

SOD
 

activity
 

(P <
0. 01).

 

Similar
 

to
 

SOD
 

activity,
 

the
 

significant
 

difference
 

was
 

found
 

in
 

the
 

CAT
 

activities
 

of
 

different
 

soils
 

( P < 0. 05 ),
 

and
 

Cr ( VI )
 

concentration
 

and
 

exposure
 

time
 

showed
 

extremely
 

significant
 

effects
 

(P < 0. 01)
 

on
 

CAT
 

activity.
 

Whereas,
 

POD
 

activities
 

of
 

different
 

soils
 

were
 

significantly
 

different
 

(P< 0. 01),
 

Cr( VI)
 

concentration
 

has
 

a
 

significant
 

effect
 

on
 

POD
 

activity
 

(P<0. 05),
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

exposure
 

time
 

on
 

POD
 

activity
 

was
 

significantly
 

different
 

(P<0. 01).
 

In
 

Heilongjiang’ s
 

aging
 

soil,
 

the
 

POD
 

and
 

SOD
 

activities
 

increased
 

significantly
 

in
 

the
 

early
 

exposure.
 

In
 

the
 

experimental
 

group
 

exposed
 

for
 

28
 

days,
 

the
 

maximum
 

POD
 

and
 

SOD
 

concentrations
 

were
 

2. 03
 

and
 

1. 25
 

times
 

those
 

of
 

the
 

control
 

group,
 

respectively.
 

With
 

the
 

delay
 

of
 

exposure
 

time,
 

the
 

activities
 

of
 

POD
 

and
 

SOD
 

were
 

significantly
 

inhibited,
 

while
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

change
 

in
 

CAT
 

activity
 

in
 

E.
 

fetida.
 

In
 

the
 

early
 

exposure
 

of
 

soil
 

of
 

Jiangsu,
 

the
 

change
 

trends
 

of
 

POD
 

and
 

SOD
 

with
 

time
 

were
 

similar
 

to
 

those
 

of
 

soil
 

of
 

Heilongjiang.
 

In
 

the
 

early
 

exposure
 

of
 

soil
 

of
 

Shanxi,
 

POD
 

and
 

CAT
 

activities
 

increased
 

significantly,
 

and
 

with
 

the
 

delay
 

of
 

exposure
 

time
 

the
 

enzyme
 

activity
 

was
 

significantly
 

inhibited,
 

but
 

the
 

SOD
 

activity
 

showed
 

no
 

obvious
 

change
 

under
 

different
 

aged
 

treatments.
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　 　 随着全球工农业经济的高速发展,许多国家都

面临着严峻的铬污染问题[1] 。 铬(Cr)及其化合物

是金属加工、皮革制造、电镀等行业所必需的基本

原料之一。 这些涉 Cr 产业在作业过程中排放大量

含铬废气、废水和废渣,导致大气、水体和土壤均不

同程度地受到 Cr 的污染[2-3] 。 环境中 Cr 主要以 Cr
(III)和 Cr(VI)两种形态存在,其中 Cr(VI)的毒性

远高于 Cr(III),约是 Cr(III)毒性的 100 多倍[4-5] 。
同时 Cr(VI)具有明显的致畸、致癌、致突变等危

害。 虽然近年来,国家严格管控产业“三废”的排

放并投入大量资源进行污染治理,但是由于 Cr 污

染具有长期性、潜在性和隐蔽性等特点,其污染问

题仍不容小觑。 在土壤中,Cr 可以通过植物富集

作用,经过食物链,最终可能累积到人体内,给人体

造成严重危害[3,
 

6] 。 Cr 污染会给动植物和人体带

来很大的生态风险和健康风险[7] ,因此 Cr 已经成

为许多国家和地区优先控制的污染物之一[8] 。
蚯蚓慢性和急性毒性实验是最早开发和最为

成熟的研究生态毒性的方法之一[9] 。 目前,关于

Cr(III)和 Cr(VI)对蚯蚓的急性毒性影响研究居

多[5,
 

10] 。 而在生态毒理研究中,许多研究者偏向

采用新加入 Cr 的土壤模拟 Cr 污染,
 

利用蚯蚓作

为指示生物进行生态风险评价[11-12] 。 然而重金

属在进入土壤这个复杂介质中后,其迁移转化会

受到多种多样的物理和生化作用的影响,最后完

成固-液分配以达到其吸附热力学平衡,因此其

生物有效性和毒性可能会随时间延长而降

低[8,
 

13-14] 。 因此老化作用获得的人工污染土壤的

重金属生物有效性或毒性与田间污染土壤的生物

有效性或毒性之间存在较大的差异[15] 。
蚯蚓在受到污染物胁迫时,体内会被诱发产生

大量的活性自由基,这会造成膜脂脱脂或膜脂过氧

化,进而使其膜系统的结构和功能受到损伤[16] 。
而蚯蚓体内的抗氧化酶可以将蚯蚓体内的活性自

由基转化为水和氧气,从而维持生物体内自由基的

代谢平衡,进而可以增强其对污染物的抵抗能

力[17] 。 其体内抗氧化酶主要包括:过氧化物酶
 

(POD)、氧化氢酶
 

(CAT)、超氧化物歧化酶
 

(SOD)
等。 目前多数关于蚯蚓体内抗氧化酶的研究都侧

重于土壤中不同重金属对其活性的影响[18-19] ,但关

于土壤种类和不同 Cr(VI)含量老化土壤对蚯蚓抗

氧化酶系的影响研究缺乏系统性。
本研究以赤子爱胜蚓为受试生物,选取黑龙江、

山西、江苏 3 个省份的土壤,并进行不同 Cr(VI)污染

浓度的一定时间的老化。 探究在不同土壤及不同

Cr(VI)含量老化土壤中,赤子爱胜蚓受污染物胁迫

后其体内 SOD、CAT 和 POD 的活性变化。

1　 材料和方法

1. 1　 蚯蚓饲养
实验所用的蚯蚓是赤子爱胜蚓,购买自江苏

省句容市某蚯蚓养殖基地。 新购置的蚯蚓以牛粪

作为饲养基质,于 25 ℃ 、自然光照条件下进行饲

养和繁殖。 受试对象的选择标准是:500 mg 左

12
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右、体色鲜亮、行为活跃、有明显生殖环。
1. 2　 土壤理化性质

选取的黑龙江、江苏和山西 3 种土壤的 pH

值之间有显著差异,分别为 5. 8、7. 4 和 8. 4
 

(表

1);同时,有机质含量也有显著差异,其质量比分

别为 54. 7、22. 6 和 21. 6 g·kg-1。

表 1　 黑龙江、山西、江苏土壤理化性质

Table
 

1　 Properties
 

of
 

the
 

tested
 

soils
 

from
 

Heilongjiang,
 

Shanxi,
 

and
 

Jiangsu
 

Provinces

pH EC /
(ms / cm)

有机质
质量比 /
(g / kg)

全氮
质量比 /
(g / kg)

全磷
质量比 /
(g / kg)

碳酸钙
质量比 /
(g / kg)

粒径分布 / %

2 ~ 0. 05 mm 0. 05 ~ 0. 002 mm <0. 002 mm

黑龙江海伦粉砂质黏壤土 5. 78 0. 086 54. 71 2. 58 1. 00 0. 44 14. 12 53. 08 32. 80
江苏苏州粉砂壤土 7. 44 0. 119 22. 56 1. 34 0. 72 5. 14 9. 08 69. 16 21. 76
山西大同粉砂壤土 8. 39 0. 173 21. 63 1. 09 0. 79 96. 56 27. 64 55. 67 16. 69

1. 3　 土壤老化
老化过程中,选择 7 个组进行,Cr( VI) 添加

量分别为 0、10、20、30、50、70 和 140 mg·kg-1。 先

用 K2Cr2O7 配制成 500 mg·kg-1的母液,然后将母

液稀释成所需各种质量比的 Cr( VI)溶液。 然后

量取 50 mL 的目标 Cr(VI)溶液分别加入到 500 g
的干燥土壤中,充分混匀。 随后用超纯水将土壤

湿度调节至田间持水量的 70% 。 最后将配置好

的土壤移入 1 L 的一次性塑料盒中,每个塑料盒

用注射器均匀扎孔 50 个以保证其透气性。 同时,
每天定时向土壤中喷洒定量超纯水以维持土壤湿

度,老化 40 天。
1. 4　 抗氧化酶活性的测定

将选取的受试蚯蚓分成 10 条一组,然后分别

放于已老化土壤表面。 待蚯蚓钻入土壤中后,在
土壤表面撒上 5 g 燕麦片作为蚯蚓的食物,实验

过程中,每周添加 1 次燕麦,并喷洒适量超纯水维

持其湿度。 然后将一次性塑料盒移入人工气候箱

中,并设置光暗比 16 h ∶ 8 h,光照强度 600 ~
1 000 lux、温度 25 ℃ 、湿度 75% 。 每组设置 4 个

平行。
抗氧化酶活性测定:选取第 1、7、14、28 天实

验的蚯蚓各 2 条,将蚯蚓清肠后称重,加入 9 倍蚯

蚓的匀浆缓冲液( Tris
 

50 mmol·L-1,DTT
 

1 mmol·
L-1,EDTA

 

1 mmol·L-1,蔗糖 250 mmol·L-1,pH =
7. 6),快速将蚯蚓剪成数段。 随后移入匀浆器进

行匀浆,最后制成 10% 的组织匀浆液,于离心管

中 3 000 r·min-1离心 10 min,提取上清液。 以上操

作均在 4 ℃ 条件下进行, 样品提取液需置于

-20 ℃进行冷冻保存用于测蛋白质含量和抗氧化

酶活性。
SOD、CAT、POD 活性测定均采用上海茁彩生

物科技有限公司的试剂盒,根据说明书进行操作。

CAT 活性的测定采用紫外分光光度法;SOD 活性

的测定采用黄嘌呤氧化酶法;POD 活性采用可见

光法[1] 。
1. 5　 统计分析

所有数据统计均采用 SPSS
 

20. 0、Sigma
 

Plot
 

13. 0 和 Excel
 

2016 软件进行处理和分析。

2　 结果与讨论
 

2. 1　 不同土壤对 SOD 活性影响
赤子爱胜蚓体内 SOD 活性在不同理化性质

的土壤中差异显著
 

(P<0. 05)
 

(图 1 和表 2)。 蚯

蚓在黑龙江土中,其 SOD 活性显著低于在山西和

江苏土壤中,这可能与土壤的理化性质有关。 相

对于山西和江苏土壤,黑龙江土壤偏酸性且有机

质含量较高,与另外两种土壤有明显区别。 土壤

污染物毒性不仅与土壤固有的性质
 

(pH、有机质

含量、阳离子交换量等)有关,还受到污染时间、
气候条件等因素的影响[15,

 

20] 。 土壤 pH = 6 左右

时,土壤中 Cr(VI)主要以 HCrO-
4 的形态存在,碱

性土壤中 Cr(VI)主要以 CrO2-
4 的形态存在[5] ,这

可能是导致黑龙江土壤中蚯蚓 SOD 活性低于山

西和江苏土壤的主要原因。

表 2　 显著性差异分析结果

Table
 

2　 Results
 

of
 

the
 

significance
 

analysis
酶 土壤类型 Cr(VI)含量 暴露时间

SOD ∗ ∗∗ ∗∗

CAT ∗ ∗∗ ∗∗

POD ∗∗ ∗ ∗∗

　 　 注:∗表示 P<0. 05,
 ∗∗表示 P<0. 01。

　 　 不同 Cr(VI)含量对蚯蚓 SOD 活性影响差异

极显著(P<0. 01)
 

(图 1 和表 2)。 SOD 活性在不

同土壤内均呈现先逐渐上升然后缓慢下降最终趋

于平缓的趋势。 由于 Cr 是生物必需的微量元

22
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图 1　 Cr(VI)对赤子爱胜蚓体内 SOD 活性的影响

Fig. 1　 Effect
 

of
 

Cr(VI)
 

on
 

SOD
 

activity
 

of
 

E.
 

fetida

素之一,在低 Cr(VI)环境中,外源添加 Cr(VI)可

以补充赤子爱胜蚓体内的缺失,从而促进蚯蚓的

生长发育[21] 。 在高 Cr( VI) 污染土壤中,高浓度

的 Cr(VI)会引起蚯蚓体内蛋白质变性,同时会造

成核酸、核蛋白沉淀,体内酶系统也会受到干扰,
最终导致蚯蚓中毒[22] 。 不同暴露时间对蚯蚓

SOD 活性影响差异极显著(P<0. 01)。 蚯蚓暴露

于黑龙江老化土壤初期(1 周左右),其抗氧化酶

活性变化差异不显著。 暴露 1 d 和 7 d 的蚯蚓体

内 SOD 活性随 Cr(VI)质量比增大而逐渐增加随

后趋于平衡,平衡时 SOD 含量约为 1 100 U·g-1,
其活性大约为对照组活性的 1. 1 倍。 随暴露时间

增加至 14 d
 

(图 1(c)),SOD 含量在 Cr(VI)质量

比为 50 mg·kg-1时出现显著增加,为 1 150 U·g-1

左右,其活性大约为对照组的 1. 25 倍。 当暴露

28 d
 

(图 1(d))时,SOD 含量降低至 1 000 U·g-1

左右,其活性与对照组中 SOD 活性无显著差异。
暴露初期时,污染胁迫突然增加,蚯蚓会产生较多

的 SOD 酶以应对污染胁迫。 随着暴露时间的延

长,蚯蚓体内产生金属螯合蛋白[23] ,从而减少了

Cr(VI)的毒性。 当蚯蚓暴露于山西老化土壤时,
蚯蚓体内的 SOD 活性趋于平衡。 暴露期间,所有

处理与对照组比较,均无显著差异。 这表明 SOD

对山西土壤中 Cr(VI)不敏感,Cr(VI)质量比低于

140 mg·kg-1的老化土壤对蚯蚓体内 SOD 没有产生

显著影响。 蚯蚓暴露于老化江苏土壤 1~7 d 时,蚯
蚓体内 SOD 活性随 Cr(VI)质量比升高先呈现逐

渐升高的趋势。 在 Cr(VI)质量比为 30 mg·kg-1处

理中 SOD 活性最高,其含量为 1 400 U·g-1左右,
随后 SOD 活性降低,其含量为 940 U·g-1左右,这
大约为对照组的 67. 14% 。 然后 SOD 活性逐渐升

高最终达到平衡,其含量为 1 400 U·g-1左右,这一

数值与对照组含量差异不显著。 SOD 能在没有

小分子电子传递基质的情况下,催化超氧离子自

由基 O2-·与 H+发生歧化反应生成过氧化氢与氧

气,从而清除 O2-·[24] 。 但当蚯蚓体内 O2-·含量

远远超过 SOD 的歧化能力时,多种细胞功能被破

坏,细胞生理代谢受到影响,从而导致 SOD 活力

下降[25] 。
2. 2　 不同土壤中蚯蚓体内 CAT 活性变化

赤子爱胜蚓体内 CAT 活性在不同类型土壤

中差异显著
 

(P<0. 05)
 

(图 2 和表 2)。 黑龙江土

壤中 CAT 活性明显低于山西和江苏土壤中 CAT
活性,这一现象在暴露时间长的实验组中更为明

显。 暴露时间和 Cr(VI)含量对 CAT 活性影响差

异极显著
 

(P< 0. 01)
 

(图 2 和表 2)。 黑龙江老
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图 2　 Cr(VI)对赤子爱胜蚓体内 CAT 活性的影响

Fig. 2　 Effect
 

of
 

Cr(VI)
 

on
 

CAT
 

activity
 

of
 

E.
 

fetida

化土中,当蚯蚓暴露于老化土壤 28 d
 

(图 2( d))
时,蚯蚓体内 CAT 活性逐渐趋于平衡,平衡含量

为 589 U·g-1 左右,与对照组中无显著差异。 在

1 ~ 28 d 暴露期间,CAT 活性没有表现出显著的变

化,这说明低于 140 mg·kg-1 的 Cr( VI)老化土壤

对 CAT 没有产生显著影响。 在山西老化土中暴

露 1 ~ 28 d 时, 蚯蚓体内 CAT 基本随土壤中

Cr(VI)质量比升高而逐渐升高。 在 50 mg·kg-1
 

Cr(VI) 老化的土壤实验组中,CAT 活性达到最

高,约为对照组的 1. 35 倍;140 mg·kg-1实验组中

CAT 活性约为对照组的 1. 17 倍。 在江苏老化土

中,蚯蚓体内的 CAT 活性基本处于稳定状态。 暴

露期间内,所有处理组与对照组比较,均无显著差

异。 这表明 CAT 活性对老化土壤中 Cr( VI)不敏

感,低于 140 mg·kg-1 的 Cr(VI) 老化土壤对蚯蚓

体内 CAT 活性没有产生显著影响。
2. 3　 不同土壤中蚯蚓体内 POD 活性变化

赤子爱胜蚓体内 POD 活性在不同类型土壤

中差异极显著
 

(P<0. 01)
 

(图 3 和表 2);在不同

Cr(VI)含量土壤中差异显著
 

(P<0. 05),不同暴

露时间对蚯蚓体内 POD 活性影响差异极显著
 

(P<0. 01)
 

(图 3 和表 2)。 通过分析,在黑龙江

土中,当蚯蚓暴露于老化土壤中 1 ~ 7 d 时,蚯蚓体

内抗氧化酶活性差异不显著。 暴露 1 d 和 7 d 的

蚯蚓体内 POD 活性随 Cr(VI)质量比增大而逐渐

增加随后趋于平衡, 平衡时 POD 含 量 约 为

2 800 U·g-1,其活性大约为对照组活性的 2. 12
倍。 随暴露时间增加至 14 d

 

(图 3( c)),POD 在

Cr(VI)质量比为 30 mg·kg-1时出现大幅度波动,
其含量降为 1 700 U·g-1左右,其活性大约为对照

组活性的 1. 29 倍。 随后,当暴露时间为 28 d
 

(图

3(d))时,POD 含量逐渐增加为 2 500 U·g-1,其活

性大约为对照组中 POD 活性的 2. 03 倍。
山西老化土中,当蚯蚓暴露于老化土壤中 1 d

 

(图 3(a))时,随 Cr(VI)质量比增大,蚯蚓体内 POD
活性逐渐增加,在 Cr(VI)质量比为 50 mg·kg-1的实

验组中,蚯蚓体内 POD 含量大约为 2 900 U·g-1,大
约为对照组 POD 浓度的 2. 20 倍,随后蚯蚓体内

POD 含量逐渐达到平衡。 当蚯蚓暴露于老化土

壤中 7 d 时,随 Cr ( VI) 质量比增大,蚯蚓体内

POD 活性逐渐增加,最终在 Cr ( VI) 质量比为

70 mg·kg-1 之后达到平衡,平衡含量为 2 500 U·
g-1左右。 当蚯蚓暴露于老化土壤中 14 d

 

(图 3
(c))时,随 Cr(VI)质量比增大,蚯蚓体内 POD 活

性逐渐增加,最终在 Cr(VI)质量比为 50
 

mg·kg-1

之后达到平衡,平衡含量为 2 600 U·g-1左右。 当
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图 3　 Cr(VI)对赤子爱胜蚓体内 POD 活性的影响

Fig. 3　 Effect
 

of
 

Cr(VI)
 

on
 

POD
 

activity
 

of
 

E.
 

fetida

蚯蚓暴露于老化土壤中 28 d
 

(图 3 ( d)) 时,随

Cr(VI)质量比增大,蚯蚓体内 POD 活性呈现先上

升后下降最终趋于平衡的状态,平衡状态时 POD
活性大约为对照组的 2. 11 倍。 环境污染物诱发蚯

蚓体内产生大量的活性氧自由基[23,
 

26] ,随后蚯蚓

体内产生大量的 POD 等抗氧化酶清除过多的自由

基[27-28] ,以减轻污染物对生物体的损害。 其中,
H2O2 在 POD 的作用下可以转化为 H2O 和 O2。

图 3 中,当蚯蚓暴露于江苏老化土壤 1、7、
14 d 时,总体上,蚯蚓体内 POD 活性随土壤中

Cr(VI)质量比升高呈现先升高后降低随后逐渐

平衡的趋势。 POD 活性在 Cr( VI)质量比为 20 ~
30 mg·kg-1时最高,大约为 3 300 U·g-1,是对照组

的 1. 14 倍。 平衡时 POD 含量大约为 2 800 U·
g-1,与对照组相当,差异不显著。 而当蚯蚓暴露

于江苏老化土壤 28 d 时,在 Cr( VI)质量比为 10
mg·kg-1实验组中,POD 含量最低,为 2 300 U·g-1

左右,占对照组的 79. 3% 。

3　 结论

1)
 

SOD 活性在不同类型土壤中差异显著
 

(P<0. 05);在不同 Cr( VI)含量土壤中差异极显

著
 

(P<0. 01);不同暴露时间内,其活性差异极显

著
 

(P< 0. 01)。 由于黑龙江土壤理化性质与山

西、江苏土壤的差异性,黑龙江老化土中 SOD 活

性明显低于其余两种土中 SOD 活性。 黑龙江老

化土与江苏老化土暴露过程中,暴露初期,SOD
活性显著升高,随着暴露时间的延迟,其酶活均受

到显著抑制。
2)

 

CAT 活性在不同类型土壤中差异显著

(P<0. 05),CAT 活性在不同 Cr( VI)含量和不同

暴露时间中差异极显著
 

(P<0. 01)。 CAT 活性在

山西老化土中随暴露时间和 Cr(VI)含量变化明

显。 所以,此实验结果可以为山西铬污染土壤的

生物标志物选择提供依据。
3)

 

POD 活性在不同类型土壤中差异极显著
 

(P<0. 01);在不同 Cr( VI)含量土壤中差异显著
 

(P<0. 05);在不同暴露时间的处理中差异极显著
 

(P<0. 01)。 POD 活性随着暴露时间的延迟和

Cr(VI)含量变化在 3 种土壤中均发生显著变化。
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