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摘摇 要摇 为研究 Cu2+对驯化蚯蚓的损伤影响,将赤子爱胜蚓(Eisenia fetida)在非致死浓度
(100 mg Cu2+·kg-1)下驯化培养 2 周,以未驯化的蚯蚓为对照,测定 Cu2+对驯化及未驯化
蚯蚓的急性毒性,并通过彗星试验(comet assay)观察铜胁迫下(400 mg·kg-1)驯化后蚯蚓
基因损伤的动态变化。 结果显示:14 d 时,Cu2+ 对驯化蚯蚓和未驯化蚯蚓的半致死浓度
(LC50)分别为 321. 83 ~ 542. 45 和 230. 83 ~ 342. 91 mg·kg-1,驯化后蚯蚓的存活率得到显
著提高。 彗星试验结果表示:蚯蚓体腔细胞的尾长、尾部 DNA 含量以及尾矩呈非正态分
布,在 11 和 14 d 时,驯化后的蚯蚓基因损伤程度明显比未驯化蚯蚓低。 彗星试验是检测
Cu2+对蚯蚓活体基因损伤的有效手段,蚯蚓体的 DNA 损伤可以作为指示重金属污染物影
响的生物标志物。
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Detection of Cu2+ 鄄induced DNA damage of acclimated earthworms by comet assay. XU
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Abstract: To study the damage of Cu2+ to acclimated earthworms, Eisenia fetida was acclimated
under the exposure to a non鄄lethal concentration of copper (100 mg Cu2+·kg-1) for two weeks,
with the un鄄acclimated E. fetida as the control. The acute toxicity of Cu2+ to the acclimated and
un鄄acclimated E. fetida was determined, and the DNA damage of acclimated E. fetida under
Cu2+ stress (400 mg·kg-1) was detected by comet assay. On day 14, the 50% lethal concentra鄄
tion (LC50 ) of Cu2+ for acclimated and un鄄acclimated E. fetida was 321郾 83 - 542郾 45 and
230郾 83-342郾 91 mg·kg-1, respectively, and the survival rate of acclimated E. fetida increased
significantly. The comet assay showed that the tail length, tail DNA content, and tail moment of
the earthworms were in non鄄normal distribution. On day 11 and day 14, the damaged level of
DNA in acclimated E. fetida was much lower than that in un鄄acclimated E. fetida. The results
indicated that comet assay was an effective way to detect the gene damage of living E. fetida
under copper stress, and the DNA damage of E. fetida could be used as a biomarker to indicate
the impacts of heavy metals pollutants.
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摇 摇 蚯蚓作为陆地生态系统的重要组成部分,能够

通过对生态系统中有机物质的分解转化,维持土壤

的通气性,增进土壤肥力,并改善土壤结构(Langdon
et al. ,1999)。 此外,蚯蚓作为指示土壤污染状况,
评价土壤质量的受试材料,已被广泛应用于土壤污

染的生态毒理评价。

Langdon 等(2005)对 3 种蚯蚓进行了铅的毒性

试验,发现不同种类、不同地区的蚯蚓,其耐受性能

存在着差异。 已有不少研究发现生活在污染土壤中

的蚯蚓会对环境产生耐受性 ( Posthuma & Van
Straalen,1993;Langdon et al. ,2002;Rozen,2006)。
Button 等 (2010) 在砷污染土采集到的耐性蚯蚓

(Lumbricus rubellus),与生长于无污染土壤中的蚯蚓

(L. terrestris)进行对比实验,发现耐性蚯蚓可以生

物富集更高浓度的砷,而其 DNA 损伤程度却显著低
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于普通蚯蚓。 因而可将耐性蚯蚓接入污染土壤中,
应用于土壤的重金属修复。 但是由于矿区中耐性蚯

蚓的数量有限,而其采集与繁殖也存在较大的难度,
因此有研究者希望驯化适应能力强、繁殖快的赤子

爱胜蚓,来提高蚯蚓耐重金属的能力。 Gudbrandsen
等(2007)将赤子爱胜蚓放于 22 mg·kg-1汞污染土

壤中培养 1 周后,发现培养后的蚯蚓在高浓度汞污

染土壤中的存活率显著提高,半致死浓度 LC50由未

驯化时的 170 mg Hg·kg-1 提高至 545 mg Hg·
kg-1。 目前对蚯蚓重金属耐性的研究仍处于起步阶

段,仅在少数国外文献中可以看到(Piearce et al. ,
2002; Gudbrandsen et al. , 2007; Langdon et al. ,
2009),且多侧重于蚯蚓体内酶的变化 ( Andre et
al. ,2010;Bernard et al. ,2010),从基因损伤角度观

察驯化蚯蚓耐受性能的研究还很少。
彗星试验(comet assay),又称为单细胞凝胶电

泳试验( single cell gel electrophoresis,SCGE),是一

种快速、灵敏的检测单个细胞基因损伤的重要方法,
常用来评价彗星试验结果的定量指标为:彗星尾长

(tail length,TL)、尾部 DNA 含量( tail DNA content,
TD)和尾矩( tail moment,TM)。 已有研究证明通过

彗星试验可以有效地确定蚯蚓染毒后体腔细胞的损

伤水平(Reinecke & Reinecke,2004),近年来在环境

毒理学领域得到广泛应用。
本实验以 Cu2+ 为研究物质,采用自然土壤法,

将赤子爱胜蚓在非致死浓度(100 mg·kg-1)下进行

驯化培养后,研究 Cu2+对驯化后蚯蚓及未驯化蚯蚓

的急性毒性效应;并将驯化及未驯化的蚯蚓置于高

浓度污染土(400 mg·kg-1)中,通过彗星试验来观

察 Cu2+胁迫下驯化蚯蚓基因损伤的动态变化,以期

为重金属污染的基因毒理诊断和环境污染检测提供

研究方法。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验仪器与试剂

仪器包括:冷冻离心机(Sigma 3K30)、恒温磁力

搅拌器 (521鄄1 型)、DYY鄄8C 型稳压稳流电泳仪、
DYY鄄芋型电泳槽、Leica DM5000B 型显微镜。

实验试剂包括:低熔点琼脂糖(low melting agar鄄
ose, LMA), 肌 氨 酸 钠 ( N鄄lauroyl鄄sacosine sodium
salt)购自 Solarbio 公司,愈创木酚甘油醚(guaiacolg鄄
lyceryl ether),吖啶橙(AO),TritonX鄄100,二甲亚砜

(DMSO)购自 Sigma 公司,无水乙醇,CuSO4·5H2O

等试剂均为分析纯。
磷酸 缓 冲 液 ( PBS ): NaCl 8 g, KCl 0郾 2 g,

Na2HPO4 1郾 44 g,KH2 PO4 0郾 24 g,H2 O 800 mL,用
HCl 调节 pH 至 7郾 4 后,定容至 1000 mL;体腔细胞

提取液:5%乙醇,95%生理盐水,2郾 5 mg·mL-1 Na2 鄄
EDTA,10 mg·mL-1愈创木酚甘油醚;1郾 0% 低熔点

琼脂糖(无菌 PBS 配制);细胞裂解液:2郾 5 mol·L-1

NaCl,100 mmol·L-1 Na2 鄄EDTA,10 mmol·L-1 Tris,
1% 肌氨酸钠, pH 10郾 0,临用前加入 1% TritonX鄄
100,10% DMSO,用前冷藏 30 ~ 60 min;电泳缓冲

液:300 mmol·L-1 NaOH,1 mmol·L-1 Na2 鄄EDTA,
pH 13郾 0;吖啶橙溶液 20 滋g·mL-1。
1郾 2摇 实验材料

1郾 2郾 1摇 蚯蚓摇 赤子爱胜蚓(Eisenia foetida),购于南

京某蚯蚓养殖场。 试验前,选择体重在 0郾 4 g 左右,
具有明显环带、体态相似的健康成蚓,将其放在铺有

纱布的培养皿中,纱布用无菌水湿润,置于20 益恒

温箱中吐泥清空肠道 24 h。
1郾 2郾 2摇 土壤 摇 供试土壤为江苏南京市的黄棕壤

(0 ~ 20 cm),其理化性质为:pH 6郾 91,有机质含量

9郾 94 g·kg-1,全氮含量 0郾 68 g·kg-1,碱解氮 54郾 05
mg·kg-1,有效磷 3郾 64 mg· kg-1,速效钾 90郾 12
mg·kg-1。 土壤风干后磨碎,过 2 mm 筛待用。
1郾 3摇 土壤污染方法

称取 100 g 过 20 目筛的风干土壤于塑料钵中,
加入 CuSO4 ·5H2 O,制成不同浓度的 Cu2+ 污染土

壤,设置污染水平为 50、100、200、300、400、600、800
mg·kg-1,干湿交替培养 45 d,使土壤中各形态重金

属分配平衡。 试验前调节含水量为田间最大持水量

的 60% ~70% ,每个浓度设置 3 个重复。
1郾 4摇 蚯蚓驯化

蚯蚓低浓度驯化(X):在 Cu2+浓度为 100 mg·
kg-1土中,每个盆钵加入 5 条赤子爱胜蚓,温室培养

驯化 14 d,温度控制在 20 ~ 22 益。 培养过程中保持

土壤水分在田间持水量的 60% ~ 70% 。 设置 10 个

重复。
未驯化蚯蚓(CK):在干净土壤中,温室培养,培

养方法同上。
1郾 5摇 急性毒性试验

1郾 5郾 1摇 试验设置摇 该试验采用自然土壤法。 选择

Cu2+浓度为 50、100、200、300、400、600、800 mg·kg-1

土作为试验土壤,将清肠后的驯化蚯蚓放入盛有污

染土的塑料盆钵中,每个处理加入 5 条蚯蚓,以未驯
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化的蚯蚓为对照,每个浓度设置 3 个重复,温室培

养,实验温度控制在 20 ~ 22益。
1郾 5郾 2摇 数据采集摇 在蚯蚓处理的 7 和 14 d 时,记
录驯化蚯蚓以及未驯化蚯蚓的死亡数及中毒症状,
蚓体对针刺无反应判为死亡。
1郾 6摇 彗星试验

1郾 6郾 1摇 实验设置摇 选择 Cu2+浓度为 400 mg·kg-1

(染毒方法同 1郾 3)为试验土壤,每个盆钵加入 5 条

驯化蚯蚓,以未驯化的蚯蚓为对照,温室培养。 在蚯

蚓处理的 1、3、5、7、11、14 d 进行破坏性采样,每钵

采集两条蚯蚓。 每个处理 3 个重复,共 36 个盆钵。
1郾 6郾 2摇 蚯蚓体腔细胞悬液的制备摇 取 1郾 5 mL Ep鄄
pendorf 管,将蚯蚓放入管中,加入 1 mL 4 益生理盐

水,浸泡 2 ~ 3 min,使蚯蚓排出体内杂物,重复 1 次。
吸取 1 mL 体腔细胞提取液(extrusion medium,EM)
于 Eppendorf 管,将洗净的蚯蚓放入管中,3 ~ 4 min
后提取液呈黄色,取出死亡蚯蚓,4 益 3000 r·min-1

离心 10 min,除去上清液,加入 1 mL PBS 缓冲液

(4 益),用移液枪轻轻吹打液面,洗涤细胞,同条件

下离心,重复 2 次。
1郾 6郾 3摇 实验步骤

胶板制备:本实验改进高建军等(2004)提出的

96 孔聚苯乙烯培养板盖,利用 12 孔聚苯乙烯培养

板盖来承载胶片,利用孔凸边形成的规则的圆形凹

槽,进行单层铺胶。 此方法更加利于后期荧光显微

镜下观察,同时缩短了铺胶时间,胶面更平整,不易

脱胶。
铺胶:将蚯蚓体腔细胞悬液与 1% LMA 按体积

比 1 颐 3 混合均匀后,吸取 200 滋L 平铺于预热的载

胶片孔槽内(200 滋L·孔-1),铺胶后转入暗盒中,
4 益冷藏 5 min,使胶固化。

裂解:将铺好的胶浸入新鲜配制的 4 益细胞裂解

液中,裂解 2 h 后拿出,用 4 益预冷的蒸馏水冲洗 2 次。
解旋,电泳:将胶板置于新鲜配制的 4 益强碱电

泳缓冲液中,使 DNA 解旋,浸泡 20 min 后开始电泳,
电压设置为 20 V,200 mA。 电泳结束后,将胶板浸入

pH 7郾 5 的 Tris鄄HCl 溶液中和,每次 5 min,重复 3 次。
乙醇脱水:取出已经中和的胶板,迅速置于 4 益

无水乙醇中脱水 10 min,后置于空气中自然晾干。
干燥好的胶板置于载玻片盒中,4 益冰箱保存,48 h
内观察。

染色:观察图像前,胶片用 100 滋L 20 滋g·mL-1

的 A郾 O 染色 10 min,用去离子水洗去多余染液。

1郾 6郾 4摇 图像采集和数据分析摇 荧光显微镜下观察

A郾 O 染色凝胶,放大倍数为 200 倍,通过 DFC310FX
彩色数码摄像机拍摄单细胞电泳图像。 图像使用

CASP 彗星图像分析软件对细胞进行随机统计,每
个样品统计 100 个。 分析指标采用彗星尾长(TL)、
尾部 DNA 含量(TD)和尾矩(TM)。
1郾 7摇 数据统计

试验结果采用 SPSS 16郾 0 数据处理软件进行统

计分析。 采用单因素方差分析评价处理之间的显著

性差异,LC50(半致死浓度)及置信区间通过 Probit
模块求得。 彗星试验的数据经过 Explore 统计过程

以及 Kolmogrov Smirnov Test 检验数据是否成正态分

布,然后采用Mann鄄Whitney U Tests 对驯化蚯蚓与未

驯化蚯蚓的测量值进行显著性差异检验(P<0郾 05),
用 Spearman 非参数方法分析 Cu2+暴露时间与蚯蚓

体腔细胞尾部 DNA 含量和尾矩之间的相关性。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 急性毒性试验结果

从图1可见,染毒7 d时,2组蚯蚓均在Cu2+ 浓

图 1摇 Cu2+浓度与驯化(X)以及未驯化蚯蚓(CK)死亡率的
剂量鄄效应关系
Fig. 1 摇 A dose鄄effect relationship between Cu2+ and its
acute toxicity to acclimated earthworms (X) and non pre鄄
exposed earthworms (CK)
数值为平均值依标准误;不同小写字母表示同处理时间段内不同处

理组间的差异性显著(P<0郾 05)。
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度为 200 mg·kg-1时开始出现死亡现象,在 Cu2+浓

度为 800 mg·kg-1 时,未驯化蚯蚓的死亡率达到

73郾 33% ,而驯化蚯蚓的死亡率为 53郾 33% ,存在显

著性差异。 赤子爱胜蚓对 Cu2+ 的耐受性能个体间

差异较大,200 和 300 mg·kg-1 的浓度对驯化蚯蚓

的抑制作用较强,可能是由于驯化蚯蚓先期在 100
mg·kg-1土壤中存活了 14 d,体内已经富集了部分

Cu2+,短期内导致其死亡率略高于未驯化蚯蚓,但不

存在显著性差异;当土壤中浓度超过 400 mg·kg-1

时,Cu2+对蚯蚓的抑制作用显著增强,驯化蚯蚓由于

某种应激作用,其死亡率低于未驯化蚯蚓。
染毒 14 d,随着 Cu2+浓度的增加,蚯蚓死亡率显

著增大。 在 400 和 600 mg·kg-1时,未驯化蚯蚓的死

亡率显著高于驯化蚯蚓,在 Cu2+浓度为 600 mg·kg-1

处,未驯化蚯蚓已经达到全部死亡,而驯化后蚯蚓的

死亡率为 53郾 33%。 在最高染毒浓度组(Cu2+浓度为

800 mg·kg-1),2 种蚯蚓死亡率均为 100%。
摇 摇 由表 1 可见,14 d 时,Cu2+对驯化蚯蚓及未驯化

蚯蚓急性毒性的 LC50 分别为 321郾 83 ~ 542郾 45
mg·kg-1及 230郾 83 ~ 342郾 91 mg·kg-1,可见,经 100
mg·kg-1土中驯化培养后的蚯蚓对 Cu2+污染的耐性

显著提高,其存活率也明显增加。

表 1摇 Cu2+对驯化蚯蚓(X)以及未驯化蚯蚓(CK)的急性毒
性统计结果
Table 1摇 Acute toxicity statistical results of Cu2+ on accli鄄
mated earthworms (X) and non pre鄄exposed earthworms
(CK)
处理 LC50(mg·kg-1)

7 d 95%置信区间 14d 95%置信区间

未驯化蚯蚓 489郾 92 407郾 09 ~ 599郾 06 283郾 00 230郾 83 ~ 342郾 91
驯化蚯蚓 607郾 32 470郾 77 ~ 842郾 74 411郾 90 321郾 83 ~ 542郾 45

2郾 2摇 不同 Cu2+暴露时间下蚯蚓体腔细胞基因损伤

的动态变化

设置 Cu2+浓度为 400 mg·kg-1,观察 14 d 内驯

化以及未驯化蚯蚓体腔细胞损伤的动态变化。 获得

蚯蚓体腔细胞的彗星试验图像。 图 2 a、b 为未受损

以及受损的蚯蚓体腔细胞彗星试验图片,采用分析

软件 CASP 将细胞 DNA 的彗星试验图像转化为数

字数据(Konca et al. ,2003)。
摇 摇 不同采样时间(1、3、5、7、11、14 d),驯化蚯蚓

(X)与未驯化蚯蚓(CK)的体腔细胞尾长、尾部 DNA
含量以及尾矩的数据结果见表 2。 随着 Cu2+暴露时

间的延长,驯化及未驯化蚯蚓的细胞尾长、尾部

DNA 含量和尾矩都有明显的增加,并且具有很好的

一致性,说明 400 mg Cu2+·kg-1对这 2 种蚯蚓都具

有一定的胁迫作用。 从表 2 可见,驯化后蚯蚓的尾

长变化范围在 11郾 57 ~ 29郾 43 滋m,尾部 DNA 百分比

含量在 1郾 39% ~ 10郾 62% ,尾矩变化范围为 0郾 25 ~
4郾 55 滋m,变化幅度小于对照组。 驯化蚯蚓与未驯

化蚯蚓 3 项指标均在 14 d 时达到最大值,说明暴露

时间越长,Cu2+造成的基因损伤越大。
摇 摇 在表 2 中,驯化蚯蚓在 1 d 时尾部 DNA 含量比

未驯化蚯蚓略高,这可能是由于驯化蚯蚓在 100
mg·kg-1土壤中培养了 2 周,虽是非致死的浓度,但
也对蚯蚓体造成了一部分损伤。 随着暴露时间的延

长,在第 3 天采样后,驯化后蚯蚓的尾部 DNA 含量

开始低于未驯化蚯蚓,在 11 d 时驯化后蚯蚓体腔细

胞与未驯化蚯蚓的尾部 DNA 含量分别为 8郾 47%和

9郾 93% ,在 14 d 时分别达到 10郾 61% 和 11郾 12% ,存
在显著性差异(P<0郾 05),这种差异同样存在于尾长

以及尾矩中。 实验结果说明经低浓度铜驯化后的蚯

图 2摇 蚯蚓的体腔细胞彗星试验图片
Fig. 2摇 Typical comet images of earthworms爷 coelomocytes cells
a 未受损的蚯蚓体腔细胞彗星试验图片,b 受损的蚯蚓体腔细胞彗星试验图片。
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表 2摇 Cu2+暴露时间对驯化蚯蚓及未驯化蚯蚓体腔细胞基因损伤的动态影响
Table 2摇 Dynamic effect of exposed time with Cu2+ of the DNA damage on coelomocytes cells of acclimated earthworms (X)
and non pre鄄exposed earthworms (CK)
Cu2+暴露
时间(d)

尾长(滋m)
CK X

尾部 DNA 含量(% )
CK X

尾矩(滋m)
CK X

1 10郾 52依0郾 83 11郾 57依0郾 75 0郾 96依0郾 13 1郾 39依0郾 16* 0郾 14依0郾 03 0郾 25依0郾 04*

3 12郾 26依0郾 88 12郾 36依0郾 74 1郾 50依0郾 20 1郾 42依0郾 15 0郾 31依0郾 06 0郾 26依0郾 04
5 18郾 38依1郾 48 15郾 35依1郾 24 3郾 81依0郾 40 2郾 61依0郾 25 1郾 11依0郾 17 0郾 62依0郾 09
7 28郾 72依1郾 82 25郾 92依1郾 75 8郾 32依0郾 76 7郾 44依0郾 65 3郾 50依0郾 42 2郾 66依0郾 34
11 30郾 03依1郾 66 26郾 59依1郾 64* 9郾 93依0郾 66 8郾 47依0郾 59* 3郾 77依0郾 43 2郾 85依0郾 32*

14 34郾 55依2郾 28 29郾 43依2郾 05* 11郾 12依0郾 88 10郾 62依0郾 83* 5郾 57依0郾 76 4郾 55依0郾 65*

数值为平均值依标准误,同列不同字母表示差异显著(P<0郾 05)。 *表示与对照差异显著(P<0郾 05)。

表 3摇 Cu2+污染下蚯蚓的暴露时间、尾长、尾部 DNA 含量以及尾矩的相关性(Spearman,n=600)
Table 3摇 Correlation among different time of exposed to Cu2+, tail length, tail DNA percent and tail moment by comet assay
不同蚯蚓
处理

Spearman 秩相关系数

Cu2+暴露时间(d) 尾长(滋m) 尾部 DNA 含量(% ) 尾矩(滋m)
驯化蚯蚓 Cu2+暴露时间(d) 1 0郾 457** 0郾 668** 0郾 612**

(X) 尾长(滋m) 0郾 457** 1 0郾 842** 0郾 931**

尾部 DNA 含量(% ) 0郾 668** 0郾 842** 1 0郾 978**

尾矩(滋m) 0郾 612** 0郾 931** 0郾 978** 1
对照(CK) Cu2+暴露时间(d) 1 0郾 540** 0郾 718** 0郾 686**

尾长(滋m) 0郾 540** 1 0郾 837** 0郾 927**

尾部 DNA 含量(% ) 0郾 718** 0郾 837** 1 0郾 977**

尾矩(滋m) 0郾 686** 0郾 927** 0郾 977** 1
**在 0郾 01 水平上显著相关。

蚓在受胁迫环境下,细胞的受损程度比未驯化蚯蚓

低,具有较强的耐受性能。
2郾 4摇 Cu2+暴露下蚯蚓基因损伤效应的评价参数选

择

从表 3 可以看出,尾长、尾部 DNA 含量以及尾

矩与 Cu2+ 暴露时间都存在显著正相关关系 (P <
0郾 01),具有良好的时间鄄效应关系。 在驯化蚯蚓的

数据中,尾长、尾部 DNA 含量以及尾矩与 Cu2+暴露

时间之间的相关系数分别为 0郾 457、0郾 688 和 0郾 612。
尾部 DNA 含量与 Cu2+暴露时间的相关程度最高,这
种情况也同样存在于未驯化蚯蚓的分析结果中,这
可能是由于尾部 DNA 含量在反映蚯蚓体腔细胞损

伤程度时,敏感度较高。 在本实验中,通过与三项指

标与 Cu2+暴露时间相关性分析,可以看到在评价蚯

蚓体腔细胞损伤程度时,与暴露时间最敏感的指标

依次为尾部 DNA 含量,尾矩以及尾长。 因此评价细

胞基因损伤时,采用尾部 DNA 含量更为精确。
此外,驯化蚯蚓的尾长与尾部 DNA 含量、尾矩

之间的相关系数分别为 0郾 842 和 0郾 931,CK 的尾长

与尾部 DNA 含量、尾矩的相关系数为 0郾 837 和

0郾 927(表 3),表明尾长与尾部 DNA 含量,尾矩之间

都表现出显著正相关(P<0郾 01)。

3摇 讨摇 论

由本研究可见,经驯化后的蚯蚓在高浓度的

Cu2+污染土壤中具有一定的适应性,与未驯化蚯蚓

相比,驯化后蚯蚓受到的损伤明显较小,表现出一定

的耐受性能。 一般情况下,蚯蚓在受到 Cu2+ 胁迫

时,体内氧自由基会不断生成,等氧自由基累积到一

定浓度后,可导致脱氧核糖核酸链断裂,线粒体

DNA 缺失突变以及其他亚细胞结构的损害(Cooke
et al. ,2003;Song et al. ,2009),从而使蚯蚓死亡。
有研究发现,在高浓度重金属污染土壤中,驯化后蚯

蚓的体内金属硫蛋白(MT)以及谷胱甘肽转移酶的

含量均明显高于未驯化蚯蚓(Lukkari et al. ,2004;
Asensio et al. ,2007),MT 是一类低分子量、富含半

胱氨酸的金属结合蛋白的总称,其巯基(鄄SH)可以

被重金属胁迫产生的活性氧化物质(ROS)氧化,形
成二硫键(S鄄S)并释放出结合的金属离子,从而避

免蛋白质结构和功能发生不可逆的改变(Demuynck
et al. ,2007;张高川等,2010),在重金属代谢和解毒

中具有重要功能(Bernard et al. ,2010),蚯蚓通过低
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浓度重金属的短期驯化后,其代谢解毒能力可能得

到增强(Posthuma et al. ,1993)。
Button 等(2010)认为,这种耐性的产生是由于

多组分反应机制的联合效应。 当遇到高浓度污染

时,耐性蚯蚓表现出一定的防御机制来抵抗基因损

伤,使其能够更好地在高浓度污染环境中生存。 在

本实验中,驯化后蚯蚓在 Cu2+污染土壤中受到的损

伤程度显著低于未驯化蚯蚓,这可能与蚯蚓自身的

DNA 修复以及对 Cu2+的外排能力有关,当 Cu2+浓度

较高时,蚯蚓的外排能力增强,从而减少了蚯蚓在污

染土壤中受到的胁迫(Ma,2005;卜元卿等,2006)。
彗星试验作为一种敏感的化合物遗传毒性测试

手段,可对复杂混合体系的联合遗传毒性做出较为

准确和快速的评价(Button et al. ,2010)。 彗星试验

可以从分子水平上,清晰地观察到蚯蚓暴露过程中

DNA 的损伤变化,对实验数据的统计分析后,可准

确地定量描述土壤中污染物造成的动物细胞 DNA
单链断裂(陈颖等,2005)。 该方法的建立,对研究

土壤中污染物的危害具有重要意义。

4摇 小摇 结

本实验将蚯蚓在 Cu2+浓度为 100 mg·kg-1土中

驯化培养 2 周后,以未驯化的蚯蚓为对照,进行了急

性毒性及彗星试验,得到以下结论:1)与未驯化蚯

蚓相比,驯化后的蚯蚓在 Cu2+污染土壤中的存活率

显著增加;2)通过彗星试验发现,驯化后蚯蚓的基

因损伤程度明显比未驯化蚯蚓低,表现出一定的耐

受性能。 蚯蚓的尾部 DNA 含量,是指示重金属污染

基因毒性变化最敏感的指标,其体腔细胞的 DNA 损

伤可以作为指示污染物影响的生物标志物。
目前对驯化后蚯蚓表现出的低死亡率,低损伤

的研究还很少,对于产生的这一现象的机理研究还

并不明确。 本实验仅以 Cu2+作为污染介质,蚯蚓对

其他污染物是否具有驯化效应,还需进一步研究。
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