生态环境 2008, 17(2): 661-665                                                           http://www.jeesci.com

Ecology and Environment                                                                E-mail: editor@jeesci.com
664                                                                   生态环境  第17卷第2期（2008年3月）
王慧等：土壤镉、锌污染对蚯蚓纤维素酶活性的影响                                                           665

土壤镉、锌污染对蚯蚓纤维素酶活性的影响
王慧，张玉龙*，党秀丽，任琳，姬景红，虞娜
沈阳农业大学土地与环境学院//辽宁省农业资源与环境重点实验室，辽宁 沈阳 110161
摘要：为了探究土壤镉、锌污染对土壤动物蚯蚓的生理毒害情况，为土壤生态环境质量评价提供数据支持，以赤子爱胜蚓（Eisennia foetida）为研究对象，采用自然土壤法进行急性毒性试验，研究了土壤外源添加镉（Cd）和锌（Zn）单一污染与复合污染对蚯蚓纤维素酶活性的毒性效应。试验结果表明，蚯蚓体内纤维素酶活性在培养过程中呈先增大后减小的变化趋势。单一污染试验，酶活性的最大值出现在第7至第9天，最小值出现在第14天；复合污染试验，同一处理不同培养时间的酶活性最小值也大多出现在第14天。土壤Cd和Zn单一及复合污染都会对蚯蚓体内纤维素酶活性产生抑制作用。单一污染在培养的前5天抑制效果明显，且随着污染物添加剂量的增加抑制效果增强。复合污染，镉和锌在土壤中的联合效应除个别测定结果表现为加和作用或协同作用外，多数处理都表现为拮抗作用，且主要是受体拮抗。相比较而言，镉对蚯蚓体内纤维素酶活性的抑制作用强于锌。
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随着工业化进程的加快和农业生产规模的不断扩大，我国的土壤重金属污染情况也日趋严重[1]。镉和锌是土壤中常见的具有代表性的重金属污染物。同时土壤中的重金属污染多为伴生的或复合的，即多种重金属元素同时存在[2]。
然而，到目前为止大多数研究都仅限于污染土壤重金属含量方面的研究。事实上，重金属进入土壤后必然对土壤生物的生态条件产生影响，导致土壤生态环境恶化、生态功能低下，土壤生态过程受阻，进而改变土壤中物质、能量的循环乃至对一个区域生态环境产生破坏作用。蚯蚓是世界上数量最多的陆生动物之一，作为土壤中的植食性动物承担着分解土壤中有机物质的任务，与土壤中其他的动物、植物和微生物相互影响，因此，利用蚯蚓指示土壤污染状况，已被作为土壤污染生态毒理诊断的一项重要指标 [3]。
表1  供试土壤的基本理化性质
Table l  Basic properties of the tested soil
	pH

(H2O)
	有机质OM

/(g·kg-1)
	CEC

/(cmol·kg-1)
	CaCO3
/(g·kg-1)
	重金属元素含量

/(mg·kg-1)

	
	
	
	
	Cd
	Zn

	6.5
	15.6
	16.3
	7.5
	0.12
	53.75


蚯蚓体内的纤维素酶在蚯蚓分解土壤中有机物质过程中起着重要作用[4]，因此纤维素酶的活性变化可以用来指示蚯蚓生命活动状况，间接地反映土壤生态条件。土壤遭受污染之后，其生态条件改变，蚯蚓体内纤维素酶也会改变，可见研究蚯蚓纤维素酶对于土壤生态毒理学研究有着重要的意义。然而，目前国内外关于蚯蚓纤维素酶活性的毒理学研究尚少，已有的关于土壤蚯蚓纤维素酶的研究多数集中于农药类土壤污染评价方面。东北是我国老工业基地，受到重金属污染的土壤面积较大，评价重金属污染土壤的生态状况既有理论意义，也有现实意义；本文对土壤重金属污染与蚯蚓纤维素酶之间的关系进行了研究，同时就以蚯蚓纤维素酶指示评价土壤生态状况、判断土壤污染程度的可能性进行了讨论。
1  材料与方法
1.1  供试材料

1.1.1  供试污染物

污染物Cd，为分析纯CdCl2·2.5 H2O试剂；污染物Zn，为分析纯ZnSO4·7H2O试剂。
1.1.2  供试蚯蚓

赤子爱胜蚓(Eisenia foetida)，购自天津贾立明蚯蚓养殖中心。试验前进行预培养试验，选择环带明显，体质量为300～400 mg、大小基本一致的健康蚯蚓。
1.1.3  供试土壤

本试验采用自然土壤法进行。供试土壤取自沈阳东陵农田，土壤类型为棕壤，质地为壤土。取样深度为0～20 cm；土样取回后自然风干，过10目尼龙筛备用。供试土壤的基本理化性质列于表1。
1.1.4  污染物添加剂量设计

本文以下所述的剂量均指外源添加剂量。正式试验前进行浓度范围选择试验，以确定添加重金属剂量；按添加重金属后使蚯蚓生理活性明显受阻但为低死亡状态的要求，土壤污染物添加剂量上限确定为LD10。单一重金属污染Cd的试验添加剂量系列为0、50、100、150、200和250 mg·kg-1，Zn的试验添加剂量系列为0、50、150、250、350和450 mg·kg-1。
复合污染试验Cd和Zn的剂量分别为50、100、150 mg·kg-1和50、150、250 mg·kg-1，各剂量完全组合得9个处理。
每一个处理5个重复。
1.2  主要仪器设备 

人工气候箱，培养瓶，高速匀浆机，冷冻离心机，紫外-可见分光光度计。
1.3  试验方法

试验参照OECD guideline No207方法进行[5]。
1.3.1  供试土壤与蚯蚓的预处理 

取烘干土500 g按设计重金属剂量要求均匀加入重金属溶液后，调节土壤含水量为田间持水量的60%，静置48 h；在此期间应保持容器密闭状态以防止水分逸失。
把滤纸放在洁净容器的底部，向滤纸喷洒蒸馏水，使其湿润。将已在人工气候箱中适应培养2 d后的蚯蚓自人工气候箱中取出，用蒸馏水洗净，用滤纸吸干其体表水分，放在洁净容器底部的滤纸上，静置3 h，使其排除肠道内的内容物。
1.3.2  培养试验
先将经过预处理的土壤放入容积为1L的透明硬质塑料瓶内，再挑选健康、体态均匀的经过预处理的蚯蚓10条，置于其中；瓶口用纱布封好。将各塑料瓶放入人工气候箱中进行培养。箱中温度为(20±1) ℃，相对湿度为(75±5)％，按12 h光照、12 h黑暗做交替光照处理，光照时其强度为1333 lx[6]。
1.3.3  蚯蚓纤维素酶活性的测定

分别于培养开始后的1 d、3 d、5 d、7 d、9 d、11 d和14 d，取出培养瓶中的蚯蚓，测定蚯蚓体内的纤维素酶活性。测定方法如下：
蚯蚓体内纤维素酶的提取采用Mishra[7]方法的改进法进行。具体做法是将蚯蚓洗净，吸干水分，放入0 ℃蒸馏水中用高速匀浆机在低温条件下匀浆。匀浆后的液体放入冷冻离心机内在0 ℃条件下以2500 r·min-1离心，吸出上清液在同样条件下，以3000 r·min-1进行第二次离心，第二次离心后的上清液即为纤维素酶的待测液。
纤维素酶活性的测定采用羧甲基纤维素法进行[8]。
2  结果与讨论

2.1  添加镉对土壤中蚯蚓纤维素酶活性的影响
[image: image1.emf]图1 镉对蚯蚓体内纤维素酶活性的影响

Fig. 1  The effect of Cd on cellulase activity of earthworm
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图1是在不同镉添加剂量土壤培养蚯蚓纤维素酶活性测定结果。从图中可以看出，土壤添加镉后蚯蚓体内纤维素酶活性下降，即土壤镉对蚯蚓体内纤维素酶具有抑制作用。在整个试验过程中，镉处理土壤培养的蚯蚓纤维素酶活性均低于对照处理。在毒性培养试验的第1天、第3天和第5天，随着镉的添加剂量增加，纤维素酶在蚯蚓体内的活力水平逐渐降低，镉质量分数与蚯蚓体内纤维素酶活性呈极显著负相关关系（r1d=0.981**，r3d=0.999**，r5d=0.991**，r0.01=0.917）；这说明在这一时期，蚯蚓体内纤维素酶活性明显地受到污染物镉的抑制，并且镉的质量分数越大，抑制作用越强。到了培养的第7天，各处理酶活性显著增强，这可能是由于蚯蚓经过适应阶段后，取食能力尤其是取食土壤中纤维素物质的能力大大增强所致；在6个添加剂量处理中，以对照处理为最高、200 mg·kg-1添加剂量处理最低；即除去250 mg·kg-1镉添加剂量处理外，其他各处理剂量与蚯蚓纤维素酶活性之间亦呈负相关关系。从培养第9天起，镉添加剂量与蚯蚓纤维素酶活性之间相关关系的规律性不明显。尤其培养第14天时，土壤蚯蚓纤维素酶活性总体上已经低于培养初期，且各处理间的差异不显著。究其原因，这可能是在刚开始培养时，蚯蚓对重金属镉十分敏感，致使其体内纤维素酶活性受到抑制；随着时间推移，蚯蚓对镉产生抗性，时间越长蚯蚓纤维素酶受添加镉的影响程度越来越不明显。
2.2　添加锌对土壤中蚯蚓纤维素酶活性的影响
如图2所示，添加Zn后土壤中蚯蚓体内纤维素酶活性变化与添加Cd的情况相似，即与对照相比，每次测定添加Zn处理的蚯蚓体内纤维素酶活性均有所降低。第1天、第3天和第5天测定结果，蚯蚓体内纤维素酶活性随着锌添加量增加而降低，且添加剂量与蚯蚓体内纤维素酶活性之间呈极显著负相关关系（r1d=0.998**，r3d=0.995**，r5d=0.990**，r0.01=0.917）。第7天和第9天测定结果为蚯蚓体内纤维素酶活性明显上升，Zn添加量与蚯蚓体内纤维素酶活性也呈负相关关系，但相关程度不及前三次测定结果。而第11天和第14天两次测定结果，蚯蚓体内酶活性较第9天测定结果逐步下降，而且与添加剂量之间关系的变化愈加不明显。
[image: image2.emf]图 4  Zn2与Cd对蚯蚓纤维素酶活性的影响

Fig.4 The effect of Cd and Zn2 on

cellulase activity of earthworm
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[image: image3.emf]图5 Zn3与Cd对蚯蚓纤维素酶活性的影响

Fig. 5  The effect of Cd and Zn on cellulase activity of

earthworm
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对比添加镉与添加锌土壤中蚯蚓体内纤维素酶活性，在添加数量相同情况下，镉对土壤中蚯蚓纤维素酶活性的作用要高于锌。说明对于蚯蚓体内纤维素酶活性而言，镉的毒性要强于锌。
2.3　镉、锌同时添加对蚯蚓纤维素酶活性的影响

为了表述方便，用Cd1、Cd2、Cd3代表Cd添加量50 mg·kg-1，100 mg·kg-1和150 mg·kg-1处理，用Zn1、Zn2、Zn3依次代表Zn添加量50 mg·kg-1、150 mg·kg-1和250 mg·kg-1处理。
[image: image4.emf]图 3 Zn1与Cd对蚯蚓纤维素酶活性的影响

Fig. 3  The effect of Cd and Zn1 on cellulase activity of

earthworm
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图3、4、5是Zn1、Zn2、Zn3添加剂量下，不同添加剂量Cd土壤蚯蚓纤维素酶活性的测定结果。在锌添加剂量为Zn1的情况下，总体看在培养的第7或第9天，蚯蚓体内纤维素酶活性出现最大值，以后再逐渐降低。各处理取样测定结果蚯蚓体内纤维素酶活性变化与添加镉剂量之间的关系规律性不强。在添加Cd 基础上再添加Zn处理，与仅添加等量的Cd处理（图1）和仅添加50 mg·kg-1的Zn处理（图2）相比，蚯蚓体内纤维素酶活性降低不明显，Cd1＋Zn1处理联合作用表现为拮抗作用；Cd2＋Zn1处理的联合作用只在第1天表现为协同作用，而在其他培养时期都表现为拮抗作用；在Cd3＋Zn1添加剂量下，与前两个处理相比，表现协同作用的培养天数增多，但拮抗作用仍占据主导地位。
[image: image5.emf]图2 锌对蚯蚓体内纤维素酶活性的影响

Fig.2  The effect of Zn on cellulase activity of earthworm
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根据实验结果，分析拮抗作用的机理，作为功能拮抗、化学拮抗和干扰拮抗的可能性较小。从单一污染及复合污染的测定结果可以看出，两种外源化学物质竞争与同一受体（纤维素酶）作用，从而彼此消弱了各自的生物学效应。因此，镉和锌对于蚯蚓纤维素酶活性的拮抗作用机制为受体拮抗的可能性最大。
在Zn2添加剂量下，开始培养后的第1天、第3天和第5天，随培养时间增长蚯蚓体内纤维素酶活性呈逐渐降低的趋势，而在每一天蚯蚓纤维素酶活性又随着Cd添加量增加而下降，这说明土壤添加重金属镉后短时间内会对蚯蚓纤维素酶活性产生抑制作用。培养第7天、第9天和第11天蚯蚓纤维素酶活性表现出增高的趋势，但在各镉添加剂量之间没有表现出明显的规律性。到培养的第14天，各添加剂量处理的蚯蚓纤维素酶活性明显下降，但与添加剂量之间并没有表现出规律性。仅在Cd1＋Zn2处理的第9天和Cd2＋Zn2处理的第14天表现拮抗作用及Cd2＋Zn2处理的第9天表现加和作用，其余测定结果均表现为拮抗作用。
从图中可以看出，当锌的添加剂量为Zn3时，在培养开始后的第1天、第3天和第5天，蚯蚓体内纤维素酶活性随着镉的添加剂量增加而呈下降趋势，第7天以后的变化亦呈随培养时间增长而先上升后下降的变化趋势，但镉添加剂间无明显的规律性。除了Cd2＋Zn3、Cd3＋Zn3两处理在末期各出现一天的协同作用外，其他也都表现为拮抗作用。
比较图3、4、5中锌添加剂量Zn1、Zn2和Zn3，在Cd1添加剂量下，培养的第3天和第5天随着锌添加量的增加酶活性出现缓慢递增的趋势。镉添加剂量为Cd3时，在第5天也出现了类似情况。而在培养中期同一Cd不同Zn添加量的处理，测定结果酶活性随锌质量分数的改变而变化剧烈。到了培养末期，纤维素酶活性数值均不同程度减小。将这一系列变化与同一Zn不同Cd添加量相比，说明在复合污染锌对于蚯蚓纤维素酶活性的影响力要弱于镉。这一点与单一污染试验结果相一致。
3  结论

本文通过测定蚯蚓体内纤维素酶的活性，来分析比较向土壤中单独或者同时添加镉、锌后对蚯蚓纤维素酶活性的影响，得出以下结论：
（1）无论土壤单一镉或锌污染还是镉、锌复合污染，添加污染物的处理与对照相比，蚯蚓体内纤维素酶活性都受到不同程度的抑制。在同一处理中，蚯蚓体内的纤维素酶活性在不同处理时间也存在很大的差异。
（2）土壤单一镉污染培养试验前期，蚯蚓体内纤维素酶活性随着镉质量分数的增加而减少，表现为极显著的负相关关系，中后期培养的线性相关性不明显。土壤单一锌污染试验的情况与镉相似。之后，由于蚯蚓对污染物产生一定的抗性，污染物对蚯蚓纤维素酶活性的抑制不再随质量分数产生显著变化，到末期趋于平缓。添加剂量和所产生生物学效应比较表明，土壤中镉对于蚯蚓体内纤维素酶活性的毒性强于锌。
（3）土壤镉、锌两种物质复合污染情况下，除个别处理在某一天联合效应表现为协同作用或加和作用外，其他测定结果均表现为拮抗作用，且其主要机制为受体拮抗。就二者对蚯蚓体内纤维素酶活性的抑制程度而言，镉也略强于锌。
由于农业环境污染的复杂性[9]及土壤环境自身的复杂性使得添加剂量与酶活性之间的变化也很复杂，变化机理值得今后作深入研究。
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Toxicological effects of Cd and Zn single and combined pollution in soil
on activities of cellulase of earthworm
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Abstract: Earthworms play an important part in transformation of soil nutrient cycling. Combined pollution caused by metals such as (Cd and Zn) is one of the important environmental pollution forms in soil. In order to determine the effects of combined pollution caused by Cd and Zn on earthworms, acute toxicological effects of single and combined Cd and Zn on activities of cellulase of earthworm Eisenia foetida was determined using natural soil. The results of the toxic test showed that activities of cellulase of earthworm was reduced after an increase.In single toxic test, the max. of activities of cellulase of earthworm appeard from 7 d to 9 d, and min. was in 14 d; In combined toxic test, the min. appeard in 14 d too. The results of all disposal showed that activities had been bated by contamination. The dose of Cd or Zn had a bally significant negative correlation with the activities of cellulase of earthworm during the first 5 days.The united effect of combined pollution was mostly antagonism besides additive effect and coeffect. These results indicated that Cd was better than Zn on impairing the ctivities of cellulase of earthworm.
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