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摘要：以赤子爱胜蚓Eisennia foetida为研究对象，在滤纸接触法的基础上，采用自然土壤法进行急性毒性试验，研究了不同

相对分子质量的PBS-co-PCL共聚物对蚯蚓蛋白质含量和纤维素酶活性的毒性效应。研究结果表明：随着暴露时间的增长，

蚯蚓蛋白质含量呈现先增加后减小的趋势；第7天时，数均相对分子质量(Mn)为8.0×103的聚合物对蛋白质的影响较明显；第

14天时，相对分子质量(Mn)为1.6×104和2.8×104的聚合物对蛋白质的影响较明显。聚合物相对分子质量(Mn)为8.0×103处理组

中，纤维素酶活性受到的抑制作用较明显，聚合物含量为2.5%时，抑制作用达到最大。但是随着暴露时间的增长，这种抑

制作用逐渐减小，即影响是暂时性的，纤维素酶活性变化比蛋白质含量变化更敏感。以上结果表明蚯蚓在实验过程中没有出

现致病或致死现象，即聚合物对蚯蚓的影响较小。 
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脂肪族聚酯由于其具有良好的生物降解能
力，是当今高分子材料作为功能材料研究的热点
之一[1-2]，其中聚丁二酸丁二醇酯(PBS)由于其良
好的可生物降解性和易加工性，相关产品已经商
品化，作为未来农用地膜的替代品，有广阔的应
用前景[3]。许多研究表明：PBS 的共聚物具有更
好的力学性能和热稳定性，且降解速度明显增强，
如 通 过 加 入 环 己 内 酯 (PCL) 可 以 得 到
P(BS-co-CL)，其降解速度明显大于纯 PBS[4]。但
是关于共聚物在降解过程中对生态环境有无影
响，却少有报道。因此，可生物降解材料在应用
过程中对生态环境的影响是一个迫切需要研究的
问题。 

蚯蚓在土壤生态系统中起着非常重要的作
用，并且它们在陆地生态系统中对控制物质循环
和能量转换也起着不可替代的作用。由于它对环
境污染物（例重金属和农药）非常敏感，所以常
被选为检测环境土壤污染的指示性动物[5-6]。蚯蚓
体内的蛋白质和纤维素酶是衡量蚯蚓是否健康生
长的重要物质，当前已有报道纤维素酶是蚯蚓体
内一种非常重要的酶，它的活性改变直接反映蚯
蚓分解土壤中有机物质的能力[7]。 

本文在研究 PBS 基共聚物及其模拟降解产物
对赤子爱胜蚓急性生态毒性的基础上[8]，进一步
研究赤子爱胜蚓在不同相对分子质量的 PBS 基共
聚物降解过程中，其体内的纤维素酶活性和蛋白
质含量的变化，更深入的评价了 PBS 基共聚物对
蚯蚓的生态毒性，为 PBS 在农业生产中的安全、

广泛应用提供可靠的理论数据。 

1  材料与方法 
1.1  供试材料 

1.1.1  供试污染物 

P(BS-co-CL)，数均相对分子质量分别为
8.0×103(Mw/Mn=1.79) 、 1.6×104(Mw/Mn=1.95) 和
2.8×104(Mw/Mn=1.84)，均为本实验室自制。 

1.1.2  试剂和仪器 

考马斯亮蓝 G-250，分析纯。牛血清蛋白
（BSA），国药集团化学有限公司。DNS 试剂(自
配)。葡萄糖分析纯。      

高速组织捣碎机，上海标本模型厂。人工气
候箱，上海新苗医疗器械制造有限公司。
HC-3018R 高速冷冻离心机，安徽中科中佳科学仪
器有限公司。高速粉碎机，河南豫龙重工业机器
有限公司。UV-2006A 型可见紫外分光光度计，尤
尼柯(上海)有限公司。EC2006 凝胶液相色谱仪，
大连依利特分析仪器有限公司。 

1.1.3  供试蚯蚓和土壤 

赤子爱胜蚓购于陕西迪龙生态环保技术有限
公司，实验前进行预培养，选择体重为 300~500 

mg，环带明显，大小基本一致的健康成蚓。 

本试验采用自然土壤法进行。供试土壤取自
供试土壤采自陕西科技大学花园 0~20 cm 表土，
风干，研细，过筛（10 目，2 mm），试验土壤为
塿 土 [9] ， 土 壤 有 机 质 11.81 g·kg-1( 有 机 碳
6.85g·kg-1)，全氮 0.81 g·kg-1，全磷 0.79 g·kg-1，
碱解氮 61.22 mg·kg-1，速效磷 15 mg·kg-1，速效钾
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295.0 mg·kg-1，pH=8.3，质地属粉砂粘壤土，密度
1.53 g·mL-1[1]。 

1.2  试验方法 

试验参照 OECD guideline No207 的方法进
行[10]。 

1.2.1  蚯蚓清肠 

取大烧杯，在底部铺上一层滤纸，加少量蒸
馏水，以浸没滤纸为宜。将蚯蚓放在滤纸上，用
塑料薄膜封口，并用解剖针扎孔，将烧杯放入温
度为(20±1) ℃，相对湿度约 80%～85%的人工气
候箱中，清肠 1 昼夜[11]。 

1.2.2  染毒 

将合成的不同相对分子质量的 P(BS-co-CL)

通过高速粉碎机粉碎后与 300 g 自然土壤混匀，
根据实际地膜的用量设置 5 个质量分数梯度，
0.1%，0.5%，2.5%，10%，12.5%。加入蒸馏水保
持含水量 35%。取 10 条体长、体质量基本相同且
经清肠后蚯蚓放入人工土壤中培养，用滤纸封口
并扎孔，以保持湿度和空气的通透性，试验在人
工气候箱内进行，气候箱内恒温(20±1) ℃，相对
湿度 75%，12 h:12 h 光暗交替培养。试验 7 d，14

各取样一次，测定蛋白质含量和酶活。14 d 后结
束试验，每一个质量分数设置 3 个平行样，同时
设置一个不含共聚物的对照组[12]。 

1.2.3  蛋白质的测定[13] 

1）考马斯亮蓝试液配制   

考马斯亮蓝储备液：称取考马斯亮蓝 G-250 

100 mg 溶于 50 mL φ=95%乙醇中，加 φ=85%磷酸
100 mL，加水稀释至 200 mL，4 ℃放置。混匀，
过滤，临用前配制。 

2）标准曲线绘制   

称取BSA250 mg，置250 mg容量瓶中，加水
溶解并稀释至刻度，得到1 mg·mL-1的BSA对照品
溶液。分别取BSA对照品溶液0，0.1，0.2，0.4，
0.6，0.8，1.0 mL，向其中加入水1.0，0.9，0.8，
0.6，0.4，0.2，0.0 mL，混匀。向6种不同浓度的
BSA水溶液中各加入考马斯亮蓝工作液5 mL，混
匀。室温静止5 min，595 nm比色，绘制标准曲线。 

3）蚯蚓提取物中蛋白质含量测定 

分别于 7 d 和 14 d 取样，称量，按质量体积
比加 Tris-HCl 缓冲溶液制备成 10%的组织匀浆，
在高速冷冻离心机 3 000 r·min-1，4 ℃时离心 10 

min，然后取组织匀浆上清液在用 Tris-HCl 缓冲溶
液按 1∶4 稀释成 20%组织匀浆。量取蚯蚓提取物
溶液 1.0 mL，加入考马斯亮蓝工作液 5 mL，混匀，
室温放置 5 min，595 nm 处比色。 

1.2.4  纤维素酶活性的测定 

1) 酶液的制备 

蚯蚓体内纤维素酶的提取采用 Mishra[14]方法
的改进法进行。方法是：将蚯蚓洗净，加入Tris-HCl

缓冲溶液，放入高速匀浆机中制成 10%的组织匀
浆。匀浆后的液体放入冷冻离心机内在 4 ℃条件
下以 2 500 r·min-1 离心，吸出上清液在同样条件
下，以 3 000 r·min-1 进行第 2 次离心，第 2 次离心
后的上清液即为纤维素酶的待测液。 

2) 酶活性的测定 

采用羧甲基纤维素法[15]，试管中加入 1 mL

已预热的2% CMC-NaCl溶液和0.5 mL酶提取液，
50 ℃保温 30 min，然后加入 3 mLDNS 显色液，
于沸水中水浴 5 min，冷却，加入蒸馏水定容到
25 mL，摇匀后，测定 520 nm 处的吸光度。纤维
素酶每分钟催化羧甲基纤维素钠水解生成 1 µmol

葡萄糖的酶量定义为一个活力单位。 

3) 数据处理 

所 有 数 据 处 理 均 采 用 统 计 分 析 软 件
SPSS17.0，以3个平行组数据的平均值标准偏差

（Means±SD）表示。以P>0.05，P<0.05，P<0.01

分别表示没有影响（不显著）、差异显著和差异极
显著水平。 

2  结果与讨论 
2.1  蛋白质测定标准曲线 

图 1 所 示 Bradford 法 的 回 归 方 程 为
Y=-0.006 1+0.006 3X (R2=0.994 4，P<0.000 1)。其
中 A 为吸光度，ρ为蛋白质质量浓度。 

2.2  共聚物对蛋白质含量的影响 

从图 2 中可看出：在第 7 天时，Mn 为 8.0×103

的聚合物对蚯蚓的影响为: 随着聚合物含量的增
加蛋白质含量表现出缓慢增加的趋势。这可能是
由于刚开始随着聚合物的增加，使蚯蚓周围的环
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图 1  Bradford 法蛋白质测定标准曲线 

Fig.1  The standard curve of Bradford's dye-bingding method  

for determining proteins 
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境发生了变化，聚合物对其皮肤产生了一定的刺
激，导致体内一些血浆蛋白含量改变，同时机体
在应激状态下产生急性时相蛋白，从而使得总蛋
白质含量有所增加[16]。而到了第 14 天时，低含量
聚合物处理组中，蚯蚓蛋白质含量与未处理组相
当，这可能是由于暴露时间的增长，机体已适应
了外界环境，而高含量的处理组中，蛋白质含量
又有所增加(P＜0.05)。说明了随着暴露时间的增
长，高含量聚合物对蚯蚓的影响会越来越明显。
这是因为聚合物对蚯蚓的影响主要有两方面[17]，
一是通过外表接触刺激蚯蚓；二是通过蚯蚓吸收
后，对蚯蚓的肠道产生影响，从而刺激其体内生
理指标的变化。刚开始，聚合物主要是通过皮肤
接触刺激蚯蚓，而随着时间的增长，蚯蚓吸收聚
合物中的小分子后，对其体内某些生理指标产生
了一定的影响。 

图 3 是 Mn 为 1.6×104 的聚合物对蚯蚓蛋白质
含量的影响，可以看出，第 7 天时，蛋白质含量
表现出略有增加的趋势(P＜0.01)。而到第 14 天

时，蛋白质含量随着聚合物含量的增加而增加，
在 2.5%处达到最大值，随后又开始减小，与空白
水平相一致。与图 2 相比，这可能是由于聚合物
的相对分子质量增加，降解速度减缓，而其对蚯
蚓的影响在降解初期并没有表现出来，而随着暴
露时间的增长才逐渐的表现出来，因此出现上述
现象。 

图 4 是 Mn 为 2.8×104 的聚合物对蚯蚓蛋白质
含量的影响，其表现趋势与图 3 相似。第 7 天时，
蛋白质含量几乎没有增加，只是在 w=12.5%处可
看出略有增加，到第 14 天时，蛋白质含量先增加
后减小，且整体均高于第 7 天时的含量(P＜0.01)。 

2.3  共聚物对纤维素酶活性的影响 

从图 5 中可看出，Mn 为 8.0×103 的聚合物对
蚯蚓纤维素活性的影响表现为：第 7 天时，纤维
素酶活性随着聚合物含量的增加而显著下降，受
到了明显的抑制作用，聚合物含量达到w=10%时，
酶活又开始增加(P＜0.05)。这说明纤维素酶活性
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图 2  PBS-co-PCL(Mn=8.0×103)对蚯蚓蛋白质含量的影响 

Fig.2  The effect of PBS-co-PCL(Mn=8.0×103)  

on the protein contents of earthworm 
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图 3  PBS-co-PCL(Mn=1.6×104)对蚯蚓蛋白质含量的影响 

Fig.3  The effect of PBS-co-PCL(Mn=1.6×104)  

on the protein contents of earthworm 
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图 5  PBS-co-PCL(Mn=8.0×103)对纤维素酶活性的影响 

Fig.5  The effect of PBS-co-PCL(Mn=8.0×103)  

on the cellulase activity of earthworm 
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图 4  PBS-co-PCL(Mn=2.8×104)对蚯蚓蛋白质含量的影响 

Fig.4  The effect of PBS-co-PCL(Mn=2.8×104)  

on the protein contents of earthworm 
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对低含量的聚合物更敏感。第 14 天时，酶活明显
比第 7 天时的要高。这说明随着聚合物暴露时间
的增长，蚯蚓对周围的环境开始逐渐的适应，因
此酶活性逐渐的回到原来水平，且高质量分数处
理组中蚯蚓酶活恢复的更快。 

图 6 中，纤维素酶活性的变化比图 5 中明
显减慢。第 7 天时，酶活有变小的趋势，且随
着聚合物质量分数的增高而酶活受到的抑制作
用越大。14 d 后，酶活均高于第 7 天时的，与
图 5 类似。 

如图 7，随着相对分子质量的升高，纤维素
酶活性的变化程度比低相对分子质量的有所减
小。刚开始有不明显的减小趋势 14 d 后，表现出
与图 5 和图 6 相似的变化规律(P＜0.05)。 

比较图 5，图 6 和图 7，刚开始，由于环境的
变化，聚合物对蚯蚓产生了一定的刺激作用，使
纤维素酶活性受到了一定的抑制作用，但是随着
蚯蚓对外界环境的适应，纤维素酶活性又逐渐的

回到初始水平。 

3  结论 
（1）聚合物对蛋白质含量的影响刚开始为促

进增加，随着暴露时间的增长，蚯蚓对其逐渐适
应，所以处理组中蛋白质最终含量与未处理组相
似。实验初期低相对分子质量聚合物对蚯蚓的影
响较明显，随着暴露时间的增长，高相对分子质
量聚合物的影响存在滞后现象。 

（2）纤维素酶活性刚开始受到了一定的抑制，
且相对分子质量越低，抑制作用越明显。随着暴
露时间的变长，酶活又保持与未处理组相同水平。 

（3）蚯蚓在外界的刺激下，纤维素酶活性比
蛋白质的变化更敏感。从蛋白质含量和纤维素酶
活性的变化规律来看，实验初期聚合物对蚯蚓的
影响主要是通过皮肤接触引起的，后期则是通过
肠道的吸收对蚯蚓产生影响。但是，整个实验过
程中聚合物均未对蚯蚓产生致死现象。 

综上所述，虽然聚合物对蚯蚓有一定的刺激
作用，并且高相对分子质量聚合物对蚯蚓产生影
响主要出现在后期。但是，聚合物作为农业地膜
应用，其实际用量较低，仅有 0.022%·m-2，因此
对蚯蚓的影响相对较小。然而，不同结构的共聚
物对蚯蚓的影响机理尚不清楚，有待于进一步的
研究。 
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图 6  PBS-co-PCL(Mn=1.6×104)对纤维素酶活性的影响 

Fig.6  The effect of PBS-co-PCL(Mn=1.6×104)  

on the cellulase activity of earthworm 
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图 7  PBS-co-PCL(Mn=2.8×104)对纤维素酶活性的影响 

Fig.7  The effect of PBS-co-PCL(Mn=2.8×104)  

on the cellulase activity of earthworm 
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Effect of PBS-based copolymer on protein content 
and cellulose enzyme activity in earthworm 

 

ZHANG Min1, XING Yonglei1, LI Chengtao1, ZHANG Kun1, SONG Jiqing2  
1. Key Laboratory of Auxiliary Chemistry & Technology for Chemical Industry, Ministry of Education, Shaanxi University of Science & Technology,  

Xi’an 710021, China;  

2. Key Laboratory of Agro-Environment & Climate Change, Ministry of Agriculture, Chinese Academy of Agricultural Science, 

Beijing 100081, China 

 

Abstract: The natural soil contact method was used to research on the toxicity of poly(butylene succinate)-co-poly(caprolactone) 

P(BS-co-CL) copolymer with different molecular weight on the protein content and cellulose enzyme activity in earthworm extract. 

And the test was based on the method of filter paper contact. The result showed that: the protein content increased first, and then 

decreased with the increasing exposure time. Moreover, after 7 days, the polymer with low molecular weight (Mn is 8.0×103) played 

the major role. However, after 14 days, the polymer with high molecular weight(Mn is 1.6×104 and 2.8×104) had the greatest effect. 

The cellulose enzyme activity was inhibited in the treatment(Mn is 8.0×103) . The inhibition is more and more obvious with the 

reduction of the molecular weight of the polymer. The cellulose activity was more sensitive than the protein content. These results 

suggested that earthworms did not appear pathogenic or death during the experiment, so it can be conclude that the polymer had a 

little effect on earthworm. 

Key words: P(BS-co-CL); ecological environment toxicity; protein content; cellulose enzyme activity; earthworm 


