
敌百虫是赤峰市区周边蔬菜大棚中使用较普

遍的一种广谱、有机磷杀虫剂，具有杀灭效果好、
见效快等特点。蚯蚓是土壤中生物量最大的动物

类群之一，它通过取食、挖掘等活动促进有机质的

分解、促进土壤养分循环与释放、改善土壤的物理

化学性状。同时，由于蚯蚓活动于土壤的表层，易

与土壤中各种污染物密切接触，并且蚯蚓对污染

物敏感、体型较大、分布较广，常被视为土壤区系

的代表类群而被用于指示、监测土壤污染，评价
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外源污染物对土壤生态环境安全性的指示生物 [1]。
目前，国内外有关农药、重金属、单一与复合污染

对蚯蚓的研究较多以及敌百虫对哺乳动物类、水

产鱼类、盐水枝角、昆虫类的研究较普遍 [2- 6]，但敌

百虫对蚯蚓体内的抗氧化酶酶活性的研究鲜有报

道。
细胞内许多抗氧化酶活性的改变和膜脂质过

氧化的损伤一直被认为是许多毒物作用机制之

一。正常机体的自由基氧化作用与抗氧化防御作

用处于动态平衡状态，当清除自由基的酶和非酶

系统的防御功能减退时，这种动态平衡失调，导致

生物体的氧化损伤 [7]。因此，抗氧化酶如谷胱甘肽

过氧化物酶(GSH- Px) 、超氧化物歧化酶(SOD)、过
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摘 要：采用酶活性测定方法检测了染毒后赤峰市区周边蔬菜大棚中蚯蚓体内抗氧化酶活性的变化。敌

百虫对蚯蚓体内超氧化物歧化酶、过氧化物酶、谷胱甘肽过氧化物酶活性均有影响。SOD 与 POD 活性变化趋

势相似，酶活性呈现先上升再下降的现象，但是促进 POD 酶活性上升的敌百虫浓度比促进 SOD 酶活性上升的

浓度要低。敌百虫对 GSH- Px 酶活性的影响表现为抑制作用。在敌百虫胁迫下,蚯蚓体内 SOD、POD、GSH- Px

响应不同，敌百虫对 SOD 活性影响最大、POD 次之、GSH- Px 最小。
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表 1 SOD 酶测定试剂量

试剂 / 酶 用量(mL) 试剂 / 酶 用量(mL)

0.05mol/L 磷酸缓冲液 1.5 20μmol/L 核黄素 0.3

130mmol/LMet 溶液 0.3 粗酶液 0.1

750μmol/LNBT 溶液 0.3 蒸馏水 0.5

100μmol/L EDTA- Na2 液 0.3 总体积 3.3

氧化物酶(POD)的活性变化，是反映机体抗氧化能

力的重要指标。因此，探讨抗氧化酶能否作为环境

污染物预警指标是生态毒理学的研究课题之一 [8]。
本文以赤峰市区周边蔬菜大棚中的蚯蚓为研究对

象，测定了敌百虫的 6 种质量分数染毒 48 h 对蚯

蚓半致死浓度(LC50)及抗氧化酶活性的影响，探

讨敌百虫质量分数与蚯蚓体内抗氧化酶活力之间

的剂量效应关系，为在细胞分子水平探讨敌百虫

的安全使用及对相关动物的毒害程度积累基础资

料。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试动物：采集于赤峰市区周边蔬菜大棚，试

验选择质量为 0.3～0.5 g 之间，环带明显、大小

较为一致的健康成蚓。供试污染物：敌百虫，低毒

(有机磷杀虫剂)，白色晶体，南通江山农药化工股

份有限公司生产；农药正式登记号：PD84108- 5；

生产许可证号：XK13- 200- 00095；产品标准号：

GB334- 2001。
1.2 主要试验器材

小 型 冷 冻 高 速 离 心 机 ( 型 号 ：centrifuge

5417R，eppenndoff 公司)、紫外可见光分光光度计

(型号：UV7502，上海欣茂仪器有限公司)、数显恒

温水浴箱(型号：HH- 4，常州国华电器有限公司)、
电子天平(型号：FA1004A，上海精密科学仪器有

限公司，称量药品用)、电子天平(型号：BS4202S，

北京赛多利斯仪器系统有限公司，称量蚯蚓用)、
微量取液器、研钵等。
1.3 主要试验试剂

5，5’- 硫双硝基苯甲酸 (批号：LD60L34，J﹠

K Scientific LTD.)、还 原 性 谷 胱 甘 肽 ( 批 号 ：

201108，Amresco)、磷酸二氢钠 (批号：20110427，

沈 阳 市 华 东 试 剂 厂 )、磷 酸 氢 二 钠 ( 批 号 ：

20110614，沈阳市华东试剂厂)、EDTA- Na2(批号：

201205，Amresco)、迭 氮 钠 (批 号 ：201202，Am-

resco)、H2O2(批号：20110428，天津市科密欧化学

试 剂 有 限 公 司 )、愈 创 木 酚 (批 号 ： 津 Q/HG.

NK204- 2000，天津市光复精细化工研究所)。
1.4 污染物试验质量分数设计

参照白桂芬等[9]敌百虫、多菌灵单一与复合对

蚯蚓的毒理效应研究中所采用的质量分数范围进

行试验。设定敌百虫质量分数分别是 0.02 g/L、
0.03 g/L、0.04 g/L、0.05 g/L、0.06 g/L、0.07 g/L。
1.5 试验方法

1.5.1 急性毒理试验

急性毒理试验采用滤纸法，设置处理组和对

照组。将蚯蚓进行清肠 24 h 后，于 15 cm 培养皿

中垫 3 层分析滤纸，用 10 mL 敌百虫溶液浸湿滤

纸，对照组用 10 mL 蒸馏水代替敌百虫溶液，取

10 条清肠后的蚯蚓，吸干身体表面多余的水分，

置于培养皿中，用保鲜膜、橡皮筋封口，解剖针在

保鲜膜上扎孔，每个浓度组及对照组设置 3 个重

复，置于 25℃、90%湿度的恒温箱中培养 48h,观

察记录。
1.5.2 粗酶液制备

于相同浓度梯度的 3 个培养皿中随机取处理

后的蚯蚓，用蒸馏水快速冲洗一次，置于滤纸上吸

干多余水分后称重(w，单位：g)，在 4℃以下加入该

蚯蚓质量 6 倍 PBS 缓冲液 [(SOD 粗酶液提取用

0.05 mol/L pH=8.2 PBS 缓冲液，POD 粗酶液提取

用 0.05 mol/L pH=7 的 PBS 缓冲液，GSH- Px 粗酶

液 提 取 用 0.05 mol/L pH=7 的 PBS 缓 冲 液 (含

1.00 mmol/LEDTA- Na2，5%水溶性 PVP)]、适量石

英砂于研钵中，冰浴下快速研磨成匀浆，将匀浆转

移至 10 mL 离心管中，于冷冻高速离心机中 4℃、
4 000 r/min 下离心 15 min，取上清液在 4℃以下

保存备用。对照组蚯蚓 SOD、POD、GSH- Px 粗酶

液提取参照试验组对应处理。
1.5.3 酶活性测定方法

SOD 的活性测定方法：参照自俊青等 [10] 的方

法，取 5 mL 透明指形管 4 支(2 支为测定管，另 2

支为对照管)，按表 1 加入各溶液。 混匀后，给 1

支对照管罩上比试管稍长的双层黑色硬纸套遮

光，与其他各管同时置于 4 000 lx 日光灯下反应

20～30 min，反应温度控制在 25～35℃之间，至

反应结束后，用黑布罩盖上全部试管，终止反应。
以遮光的对照管作为空白，分别在 560nm 下测定

各管的光吸收值(OD)值，计算 SOD 活性。SOD 活

性单位以抑制 NBT 光化还原的 50%为一个酶活

性单位(U)。

POD 的活性测定方法：采用吕淑霞 [11]的测定

方法，取 5 mL 指形管加入 POD 反应液 3 mL 并
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加入 30μL 酶液，以 PBS 为对照调零，470nm 下

测定 OD 变化值，计算酶活性。酶活性单位以每分

钟 OD 值升高 0.01 为一个酶活性单位(U)。
GSH- Px 的活性测定方法：参照刘永萍等 [12]

的方法，首先按照 GSH 标准曲线的制作方法制

作 GSH 标准曲线。取上述酶液各 0.4 mL，分别注

于酶管和非酶管中，并将非酶管加热使酶失活，分

别加入 1.0 mmol/L GSH 0.4 mL 和经 37℃预热的

1.5 mmol/L H2O2 0.2 mL，立即于 37℃下 反 应 3

min，再在 2 支试管中加入 1.67%的偏磷酸沉淀液

4.0 mL，2 000 r/min 离心 10 min，保留上清液。另

取 2 支试管分别加入上述清液 2.0 mL；再取 1 支

试管加双蒸水 0.4 mL 和 1.67%的偏磷酸沉淀液

1.6 mL 作为空白管，并在这 3 支试管中各加入

0.32 mol/L Na2HPO4 2.5 mL 和 DTNB 0.5 mL，反

应 5 min，在 412 nm 处比色读取 OD 值。酶活性单

位以每分钟 GSH 下降 1μmol 为一个酶活性单位

(U)。
蛋白质含量测定方法采用考马斯亮蓝 G- 250

法。
急性毒理试验与酶活力测定试验均在不同时

间、同样的条件下重复 3 次,记录数据。
1.6 数据处理

采用 spss17.0 软件中的单样本 t 检验及相关

分析, 对不同质量分数处理及空白对照组的蚯蚓

SOD、POD 及 GSH- Px 活力进行检验和相关分析，

以确定敌百虫质量分数对蚯蚓体内 3 种抗氧化酶

活性的影响及其相关性。

2 结果

2.1 敌百虫对蚯蚓的急性毒性

试验结果显示，在 48 h 试验中，敌百虫各浓

度处理下蚯蚓的死亡率与白桂芬等 [9]得到的数据

相一致。
2.2 敌百虫对蚯蚓体内酶活性的影响

所测得的数据，采用 SPSS17.0 软件处理获得

在 95%置信区间范围内 SOD、POD、GSH- Px 的酶

活性。根据获得的数据作图(图 1、图 2、图 3)。
2.2.1 敌百虫对蚯蚓体内 SO D 酶活性的影响

图 1 显示染毒 48 h 后，敌百虫处理组的 SOD

酶活性比空白对照组的酶活性有显著增加。当敌

百虫浓度小于 0.04 g/L 时，蚯蚓体内 SOD 酶活性

上升趋势较强，在 0.04 g/L 时达到最大值，比空白

组上升了 112.9%，差异显著 (P<0.05)；当大于

0.04 g/L 时，SOD 酶活性上升趋势减弱。说明在低

浓度下，敌百虫对蚯蚓体内 SOD 酶活性的促进作

用呈上升趋势；在高浓度下，对蚯蚓体内 SOD 酶

活性促进作用呈下降趋势。

2.2.2 敌百虫对蚯蚓体内 PO D 酶活性的影响

由图 2 可以看出，蚯蚓体内 POD 酶活性随着

敌百虫浓度的增加呈下降的趋势，当敌百虫浓度

在 0.03 g/L 和 0.04 g/L 之间时，蚯蚓体内 POD 酶

活性与对照组相似，当敌百虫浓度大于此值后，

POD 酶活性呈下降趋势，说明当敌百虫浓度小于

此值时，敌百虫对蚯蚓体内 POD 酶活性有促进作

用，当敌百虫浓度大于此值时，敌百虫对蚯蚓体内

POD 酶活性有抑制作用。

2.2.3 敌百虫对蚯蚓体内 GSH- Px 酶活性的影响

由图 3 可以看出，空白对照组的酶活性最高，

图 1 各浓度敌百虫处理下对蚯蚓体内 SOD 活性的影响

图 2 各浓度敌百虫处理下对蚯蚓体内 POD 活性的影响

图 3 各浓度敌百虫处理下对蚯蚓体内

GSH- Px 活性的影响
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随着敌百虫浓度的不断升高，蚯蚓体内 GSH- Px

酶的活性呈下降趋势，说明敌百虫对蚯蚓体内

GSH- Px 酶 活 性 有 明 显 的 抑 制 作 用。浓 度 小 于

0.06g/L 的敌百虫对蚯蚓体内 GSH- Px 酶的活性

抑制作用较弱，且表现为平稳下降；浓度大于

0.06 g/L 的抑制作用较强，且表现为急剧下降。

3 讨 论

本文采用的滤纸接触法是一种实验室模拟的

蚯蚓急性染毒方法，其能在实验室条件下反映污

染物对蚯蚓的毒性作用。敌百虫对蚯蚓有触杀和

胃杀双重毒性，从而对蚯蚓体内生物化学和生理

反应产生影响，本文试验的敌百虫浓度范围内，蚯

蚓有急性中毒症状及死亡现象，且死亡率与敌百

虫浓度呈正相关关系[9]。
生物体内活性氧是在正常的生理条件下产

生，活性氧的产生以及抗氧化防御系统酶之间存

在动态平衡机制，但当体内抗氧化防御系统不能

消除机体产生的活性氧时，可引起机体的氧化应

激。SOD、POD、GSH- Px 属 抗 氧 化 防 御 系 统 酶 ，

SOD 消除细胞内生物氧化的金属酶类，是生物体

内 重 要 的 氧 自 由 基 消 除 剂 ， 而 POD 通 常 与

GSH- Px 发生协同作用，将 SOD 歧化自由基的产

物 H2O2 转变成无害的水和氧，从而消除 H2O2 对

机体造成的毒害。本文的试验结果表明，在敌百虫

作用下，蚯蚓体内 SOD 活性在暴露 48 h 表现出

促进现象，而随着浓度的增加出现促进效应减弱，

这可能是暴露初期蚯蚓通过激活 SOD 来清除过

量的自由基，但随着时间的延长累积毒性增强后

影响 SOD 酶活性，促进作用减弱；敌百虫作用下

POD 酶活性受影响在不同浓度下表现不同，低浓

度敌百虫处理下，POD 活性升高，可以认为是低

浓度敌百虫对 POD 产生诱导作用，高浓度处理

下，POD 酶活性下降，可认为是高浓度敌百虫对

POD 产生抑制作用；经敌百虫处理后的蚯蚓体内

GSH- Px 活性处于下降趋势，可认为是高浓度敌

百虫对 GSH- Px 产生抑制作用。
此外，试验结果还表明,敌百虫对 SOD 活性起

促进作用，对 POD 活性起先促进后抑制作用，SOD

与 POD 的活性都是随着污染物的质量分数的增加

先升高后下降，变化趋势基本一致，SOD 与 POD 的

活性变化为正相关 (表 2)， 皮 尔 逊 相 关 系 数 为

R=0.047，表明 SOD 与 POD 在抗污染物胁迫时具有

协同作用，但 SOD 活性峰值的出现滞后于POD。这

可能是由于污染物胁迫蚯蚓时，造成蚯蚓机体受到

损伤，体内产生大量的自由基，自由基的增多诱导

SOD 保护系统打开，刺激了 SOD 的合成，将 O2- 歧

化为 O2 和 H2O2，H2O2 的增加诱导了 POD 的合成，

POD 与 SOD 偶联，清除体内超氧阴离子 O2- 和

H2O2 等 氧 自 由 基 [13]。表 2 显 示 SOD、POD 与

GSH- Px 的活性均呈正相关，皮尔逊相关系数分

别 为 ：R (SOD，POD)=0.047 (p=0.930)、R (SOD,GSH- Px)=0.690

(P=0.130)以 及 R (POD，GSH- Px)=0.714 (p=0.111)。说 明

SOD、CAT 与 POD 的活性变化趋势相似，且各酶

之间在抗污染物胁迫时具有协同作用。当敌百虫

质量分数小于 0.02 mg/L 时，SOD、POD 活性被激

活开始上升而 GSH- Px 活性被抑制，Lee[14]等认为

当生物受到外界环境胁迫时，SOD 活性增加会引

起 H2O2 的积累，这时较多的 H2O2 主要靠线粒体

中的 POD 来清除，但当 H2O2 量达到 POD 激活的

临界点，POD 活性就会升高，而 GSH- Px 的活性

也会升高，但是在此试验中，GSH- Px 活性始终被

抑制，其原因可能由于敌百虫能抑制蚯蚓体内

GSH- Px 的活性，还有待于进一步的探究。敌百虫

对蚯蚓抗氧化酶活性的影响模式比较复杂，还需

要进一步的深入研究，但无论其活性是增加还是

下降，均表示机体内活性氧大量增加，并已扰乱机

体抗氧化防御系统的正常功能 [15]。抗氧化系统酶

活性的变化往往是个动态过程，将其作为污染暴

露的生物标志物时需考虑多种因素的影响，因此，

以某几种抗氧化酶的活性变化来反映蚯蚓在外来

污染物胁迫下的氧化应激虽然具有特异性，但往

往不能完全反映蚯蚓受污染胁迫的程度，在进行

土壤监测时应该将其他生物标志物结合起来进行

分析比较全面。

4 结论

4.1 敌百虫对蚯蚓体内 SOD 酶活性影响表现为

促进作用，并在 0.04 g/L 时 SOD 酶活性达到了峰

值，当浓度大于 0.04 g/L 时酶活性上升趋势减弱；

低浓度敌百虫对 POD 酶活性影响表现与 SOD 一

致，但是高浓度敌百虫作用下对 POD 酶活性具有

抑制作用；敌百虫对 GSH- Px 酶活性的影响表现

表 2 敌百虫处理后蚯蚓体内抗氧化酶活性之间的相关性

抗氧化酶
SOD 酶活性和
POD 酶活性

SOD 酶活性和
GSH- Px 酶活性

POD 酶活性和
GSH- Px 酶活性

相关系数(R) 0.047 0.690 0.714

显著性检验(P) 0.930 0.130 0.111

注：* 表示与对照组显著差异，** 表示与对照组有极显著差异。
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(上接第 21 页)从不同剂型施菌区总体数据看，白僵

菌含量均高于对照区。从不同部位上分析，白僵

菌含量为：叶片＞空气＞土壤。由于施用方式，除

4 000 亿 /667 m2 白僵菌颗粒剂施菌区外，其余各

施菌区白僵菌主要集中在玉米叶片上。但后两个

月均检测不到叶片上白僵菌的存在。主要原因也

是由于阳光中的紫外线不宜孢子存活。所以在将

来田间施用白僵菌时也应注意到白僵菌这一特

征，施用过程中尽量向玉米植株的新叶中喷洒，这

样能有利于白僵菌孢子田间存活、提高防治效率。
与对照区相比，从施菌后 30 d 即 8 月份数据看，

除白僵菌悬乳剂 2 号外其余都显著高于对照区。
原因也是由于白僵菌悬乳剂 2 号田间的吸附能力

强，由于施菌方式大多白僵菌是都附着在了玉米

植株叶片上，阳光中的紫外线破坏了叶片上的白

僵菌从而使大多数白僵菌都损失在叶片中。
总体来看，白僵菌在玉米田间宿存能力比较

低，主要原因是由于施用方式，大部分白僵菌都宿

存在玉米植株叶片上被阳光中紫外线所影响。这

就大大影响了白僵菌在田间的防治效率。白僵菌

悬乳剂 2 号的吸附能力强，如果在施用方式上直

接向玉米植株新叶中喷洒，吸附能力强的剂型更

利于提高白僵菌田间防治效率。对叶片、土壤及空

气中的调查情况分析，白僵菌在空气中的宿存能

力相对稳定，主要也是田间僵虫保证了田间的带

菌量。这与前人的结果相同。本研究为这一年来的

调查结果，很多数据仍然需要反复验证，进一步研

究。但也为白僵菌田间防治、持续控制的必要性、
降低农民劳动效率具有重要意义，对绿色农业发

展有重要作用。
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为抑制作用，并随着浓度的增大，抑制效果加强。
4.2 敌 百 虫 作 用 下 ， 蚯 蚓 体 内 SOD、POD、
GSH- Px 响应不同。敌百虫对 SOD 活性影响最

大、POD 次之、GSH- Px 最小。
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