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【摘要】　应用陆栖无脊椎动物的生物标志物对土壤生态系统中污染物的暴露和效应进行评价日益受到重
视 ,并取得了显著的研究进展.文中介绍了溶酶体、胁迫蛋白和金属硫蛋白 (M Ts) 3种主要生物标志物.体
腔细胞内溶酶体膜稳定性用中性红保持时间 (NRR)进行检测 ;胁迫蛋白类多采其中的 Hsp70 和 Hsp60 ;
金属硫蛋白不同同分异构体的定量分析可用于反映不同的金属污染胁迫.对 3种生物标志物机理、特性、
检测实例以及在污染土壤生态毒理诊断中的应用前景进行了评述.

关键词　生物标志物　溶酶体　胁迫蛋白　金属硫蛋白
文章编号　1001 - 9332 (2003) 12 - 2347 - 04　中图分类号　X171. 5　文献标识码　A

Application of terrestrial invertebrates biomarkers in soil pollution ecology study. L I Peijun ,XION G Xianzhe ,
YAN G Guifen ,L IU Wan , XU Huaxia , TAI Peidong ( Institute of A pplied Ecology , Chinese Academy of Sci2
ences , S henyang 110016 , China) . 2Chin. J . A ppl . Ecol . ,2003 ,14 (12) :2347～2350.
Biomarkers in terrestrial invertebrates play an important role in estimating either exposure or resultant effects of
pollutants in soil ecosystem ,which has received increasing attention and made significant progress. The present
paper has drawn three important biomarkers ,i. e. ,lysosomes ,stress protein and mettllothioneins (M Ts) . The
lysosomal membrane stability of coelomocytes was assayed as neutral2red retention time (NRR2time) resulting
from toxicant stress. Hsp70 and Hsp60 were commonly used in the stress protein families. The quantification
methods of different isofoms of the mettllothioneins could specifically indicate different metal contamination. The
rationale ,characteristics ,and relevant exemplary case of assaying the biomarkers and their promising application
to ecotoxicological diagnosing in soil contamination were discussed.
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1　引　　言

陆栖无脊椎动物 ( terrestrial invertebrates)广泛分布在土

壤生态系统中 ,是土壤动物的主要种类 ,对改良土壤结构和

对分解土壤有机物起着重要作用.陆栖无脊椎动物的生命活

动及生理代谢状况在一定程度上反映了土壤的生态功能 ,因

此可以应用于土壤生态功能评价研究以及对土壤污染状况

和环境质量进行判定.特别是土壤无脊椎动物中的一些生物

标志物对揭示土壤污染物的暴露 (exposure)和效应 (resultant

effects)具有敏感性和准确性 ,某些生物标志物可对混合污染

物的复合效应作出客观的判断.这是化学检测方法通常难以

做到的 .为此 ,土壤无脊椎动物生物标志物研究日益受到重

视.欧洲联盟 ( European Union)启动了两项重大研究项目

BIOPRIN I(1994～1996)和 BIOPRIN I2Ⅱ(1996～1999) ,组

织许多国家科学家在这一领域开展了系统研究 .现在 ,土壤

无脊椎动物中生物标志物研究 ,继水生标志物之后 ,已取得

了引人注目的进展.

生物标志物在土壤生态毒理研究中占有很重要的位

置[ 1 ,23 ] .关于生物标志物的概念 ,随着生态毒理学的发展 ,赋

予了它更广泛的内涵 ,并且在分类上日趋完善 . Walker[ 47 ]和

王海黎等[ 48 ]都作了较为详细的论述.一般认为 ,生物标志物

是当生物体暴露于各种环境逆境时 ,其体内组织、细胞以及

分子结构的反应 ,这些反应表现为特定的生物信号.在土壤

生态系统中 ,它广泛用于土壤污染的生态毒理学诊断 ,可为

土壤污染预防和修复提供依据.

应用生物标志物研究的土壤无脊椎动物包括蚯蚓

( Earthworm)、线虫 (Nematode)、等足类动物 ( Protozoa)、腹足

动物 ( Isopods)、弹尾目昆虫 (Collemblans)等.主要生物标志

物包括溶酶体、胁迫蛋白和金属硫蛋白等.不同的生物标志

物常对应于不同供试动物.近年来 ,生物标志物研究在一些

欧洲国家进展较快 ,本文拟就其研究现状及发展趋势予以论

述.

2　溶酶体 (Lysosomes)

溶酶体生物标志物的供试动物主要是蚯蚓.蚯蚓属于环

节动物门寡毛纲 (Oligocheata)的一类低等动物 ,种类多达

3 000种以上 ,在土壤中分布广泛 ,是理想的供试动物[ 40 ] .蚯

蚓体腔细胞内的溶酶体能很快的吸收、保持和积累中性红染

料 (CH3) 2NC12 H5 H2 (CH3 ) (NH2 ) HCl ,受到胁迫的蚯蚓 ,其

溶酶体膜的渗透性发生变化 ,并失去稳定性 ,染料就逐步泄
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露到周围的细胞质中.根据中性红的保持时间 NRR (Neutral

Red Retention)可反映土壤污染对蚯蚓的毒害效应[ 50 ] .

在土壤无机污染诊断方面 , Reinecke等[ 32 ]利用微宇宙

实验装置添加 Pb、Zn 和 Cd ,对蚯蚓溶酶体的 NRR进行测

定 ,研究时间历时 3年.结果表明 ,清洁土壤中蚯蚓溶酶体的

NRR值为 93. 5 min ,而 Pb、Zn和 Cd处理后 NRR明显缩短 ,

分别为 58. 2、53. 8 和 35. 4 min. Scott2Fordsmand等[ 38 ]发现

当土壤 Ni浓度达 85 mg·kg - 1时 ,NRR明显下降 ,并显示剂

量2反映关系. Scott2Fordsmand等[ 39 ]还发现 ,溶酶体稳定性

与 Cu的形态和有效性密切相关 ,以新加 8 mg·kg - 1Cu和 70

年前污染田间土壤 69 mg·kg - 1 Cu相比较 ,经 NRR的测定 ,

前者 NRR比后者降低得更显著. Gupta[ 19 ]利用 NRR指标诊

断土壤 Cd污染.对照土壤中蚯蚓溶酶体的 NRR时间为 119

min ,随着土壤 Cd处理浓度升高 ,NRR呈直线下降 .不同种

类的蚯蚓对重金属 Zn的敏感性反应亦不同 ,正红蚓和 A2
porrectodea caliginosa蚓比正蚓和赤子爱胜蚓 ,在 NRR方面

更敏感[ 7 ,20 ,41 ] .而赤子爱胜蚓在土壤 Cu 浓度仅为 40～80

mg·kg - 1时 NRR就发生显著变化[ 43 ] .

在有机污染物和农药方面 ,Booth等[ 6 ,7 ]研究了有机磷

杀虫剂对 A porrectodea caliginosa蚓的毒害作用.在实验室和

田间条件下 ,NRR均具有明显的污染指示作用. Eason等[ 16 ]

的研究表明 , 一种名称为 Chloripyrifos的农药在浓度为 125

～2 000 mg·kg - 1时 ,3周时间内 NRR的降低呈现明显的剂

量2反映关系. Robidoux 等[ 35 ]发现 ,当 2 , 4 , 6 三硝基甲苯

( TN T)在 55 mg·kg - 1时 ,爱胜蚓 ( Eisenia andrei)的 NRR开

始降低 . 22氯乙酰胺也有类似的效应. Eason等[ 16 ]报道了苯

并 (a)芘 (BaP)在 20～100 mg·kg - 1时 ,爱胜蚓的 NRR随剂

量增加而呈明显下降趋势.

溶酶体生物标志物在土壤污染诊断方面具有如下特点 :

1)供试生物为蚯蚓 ,具有来源广泛、易于管理的优点 ,在污染

生态和毒理监测方面应用广泛 ;2) NRR指标可广泛应用于

土壤有机无机污染诊断.该指标时间检测尺度小 ,不易受自

然气候条件以及诸多因素变化的影响 ,具有较为明显的剂量

2效应关系 ,在环境风险评价和土壤监测中具有稳定性和准

确性[ 44 ] ;3)同其它指标相比 ,NRR指标对污染物敏感因而

可作为早期预警生物标志物[ 13 ,33 ] .

3　胁迫蛋白 (Stress protein)

　　胁迫蛋白又称热激蛋白 ( Heat shock protein Hsp) ,是由

一系列不同分子量的蛋白谱系组成.最初发现于果蝇 ,由于

升高温度的刺激而产生[ 45 ] ,随后发现 ,这类蛋白亦可由化学

物质以及组织伤害 ,病菌感染等诸多因素诱发 .尽管它不具

有特异性 ,但是作为生物标志物仍受到重视[ 26 ,27 ] .其中较为

广泛利用的生物标志物是 Hsp70 (66～78 kDa)和 Hsp60 (58

～60 kDa) .

　　污染物诱发的胁迫蛋白 ,在各类土壤无脊椎动物中的表

现各异 ,但以线虫作为供试动物较为普遍.

　　土壤中线虫区系很多 ,分布广泛[ 4 ,8 ,25 ,46 ] ;因而胁迫蛋

白作为土壤污染诊断的生物标志物具有良好条件. Kammen2
ga等[ 22 ]研究线虫 ( Plectus acuminatus)体内诱发的 Hsp60与

土壤重金属污染的关系 ,发现该指标对土壤重金属污染具有

敏感性 ,随着土壤中 Cd和 Cu浓度的增高 ,线虫体内 Hsp60

含量亦相应增加. Nadeau等[ 30 ]研究了正蚓 ( L umbricus er2
rest ris)分别暴露在含有氯乙酰胺、五氯酚和重金属 ( Pb、Cd、

Cu和 Hg)的土壤中.在污染胁迫下 ,蚯蚓中肠组织中相应诱

发出 Hsp70 ,尽管存在着某些个体差异性 ,但是总体上重复

性好 ,属于敏感的生物标志物.土壤昆虫弹尾类动物 ( Folso2
mia candida)对二硝基酚类杀虫剂2地类酚 (dinoseb)的暴露

试验表明 ,当土壤浓度分别为 10、15和 20 mg·kg - 1时 ,实验

开始两周后 ,诱发的 Hsp70一般呈增加趋势 ,但不同浓度农

药处理和重复之间有较大的变异性 ,因此在使用这一生物标

志物诊断和预报土壤二硝基酚类污染方面尚待进一步研

究[ 42 ] . Kohler等[ 24 ]利用等足类动物 ( Oniscus asellus)研究了

Hsp70对有机污染胁迫的反应 ,供试化学品包括苯并 (a)芘

(BaP)、四氯二苯 ( PCB52) , (六氯环己烷 (gamma2HCH)和五

氯酚 ( PCP)等 4种污染物 .结果发现 , Hsp70对 PCP和 gam2
ma2HCH的污染胁迫比较敏感 ,但对另外两种化合物反应迟

钝. Pyza等[ 31 ]开展了蜈蚣 ( L ithobius m utabilis)诱发 Hsp70

的研究 , 化学品包括不同浓度处理的杀虫剂乐果

(dimethoate)和洗涤剂直链烷基苯磺酸钠 (LAS) ,实验结果

表明诱发的 Hsp70含量与化学污染处理的种类和浓度无明

显关系 .田间 Pb和 Zn污染地区和对照地区的蜈蚣试验结果

表明 ,Hsp70与土壤 Pb和 Zn污染无关 ,而与田间的季节变

化有关 .

4　金属硫蛋白 (Metallothioneins)

　　金属硫蛋白是近年来兴起并颇受重视的生物标志物.金

属硫蛋白 (M Ts)是低分子量 (6～7 kDa) ,富含半胱氨酸的蛋

白.金属硫蛋白具有多种功能 ,如维持生物体内必须元素 (如

Zn和 Cu)的生理平衡 ,并对过量的 Cu、Cd以及其它有毒元

素起到解毒作用 .研究发现 ,某些动物体内的金属硫蛋白含

量随污染胁迫发生而提高 ,从而为其作为生物标志物提供了

可能.该生物标志物的供试动物主要为腹足动物纲的软体动

物如蜗牛和蛞蝓. Berge 等[ 3 ]发现 ,在短时间饲养含镉食物

后 ,蜗牛 ( Helix pom atia)肠的金属硫蛋白含量由 300μg·g - 1

(组织湿重)增加到 750μg·g - 1 .用蚯蚓作为供试动物的研究

发现 ,在实验室条件下 ,Cd的暴露使得蚯蚓体内金属硫蛋白

含量大幅度增加 ,从而结合了高达 65 %进入体内组织的

Cd[ 18 ] .金属硫蛋白以不同的同分异构体形式存在 ,不同的同

分异构体可以反映不同重金属的胁迫[ 2 ,9～11 ,17 ] .

　　金属硫蛋白以陆栖腹足动物中的蜗牛和蛞蝓为供试动

物 ,可以对多种重金属污染胁迫作出诊断.由于诱发的金属

硫蛋白积累在腹足动物的肠中 ,具有较长的保留时间.其浓

度不仅可以反映急性毒性、污染物长期作用的动态过程和累

积情况 ,还可以反映该动物对污染物胁迫的解毒机理与解毒

容量.因而该生物标志物具有多功能性[ 12 ] .除陆栖腹足动物
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外 ,土壤中弹尾目昆虫 ( Orchesella cincta)中的金属硫蛋白也

可作为重金属暴露的生物标志物[ 21 ] .

4　应用前景

　　土壤无脊椎动物生物标志物在污染生态和毒理学的研

究及应用方面 ,比水生生物的生物标志物的研究起步较

晚[ 14 ,15 ,36 ,37 ] , 亦 不 如 植 物 性 生 物 标 志 物 应 用 的 广

泛[ 28 ,29 ,49 ,51 ] .但由于这类生物标志物对某些特定污染物的

敏感性、剂量2反应关系的准确性以及对复合污染评价的综
合性 ,因而具有良好的应用前景.

　　在上述生物标志物的种类方面 ,溶酶体膜稳定性 NRR

的测定技术成熟 ,方法简便 ,适用于有机和无机污染物诊断 ,

且较少受其它因素干扰.胁迫蛋白 Hsp70和 Hsp60易受各种

环境因素的影响 ,在实验过程和样品制备方面需要进行改

进 ,对测定结果要进行多元回归分析 ,以保证数据的可靠性.

金属硫蛋白适用于土壤重金属污染诊断 ,具有很强的特异

性.此外 ,土壤无脊椎动物其他的生理生化指标 ,如蚯蚓体内

的组氨酸 (histidine)也可能具有生物标志物的功能.

　　在供试动物方面 ,蚯蚓作为溶酶体生物标志物的供试动

物适用于实验室和野外应用. Hsp70和 Hsp60标志物在野外

研究多用线虫、腹足动物和弹尾类昆虫作为供试动物 ,在实

验室条件下还可包括蚯蚓、原生动物 .金属硫蛋白在野外研

究中选择腹足动物 ,在实验室条件下还可包括线虫和蚯蚓

等.总之 ,蚯蚓往往作为首选动物 ,其次是腹足动物和土壤昆

虫等.
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