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摘要: 土壤生物的学习行为是一种综合性的神经高级活动,对土壤中的神经毒性污染物生态风险监测具有重要价值。 本研究

设计了一套试验装置,基于蚯蚓对白光刺激的厌恶本性,通过振动-白光配对刺激,对蚯蚓进行学习训练,使蚯蚓领会借助加速

移动阻止白光刺激的策略,通过蚯蚓到达移动位移阈值的时间测定,对蚯蚓的学习行为进行测试,建立了蚯蚓的学习行为测

试方法。 采用建立的测试方法,对土壤中东莨菪碱和毒死蜱诱导下蚯蚓的学习行为进行了测试,结果表明,1 ~ 3 mg·kg-1东莨

菪碱与 4 ~ 12 mg·kg-1毒死蜱污染处理均对蚯蚓的学习能力造成了损伤,污染浓度越高,蚯蚓的学习能力损伤越严重。 该测

试方法可以快速有效地检测土壤污染导致的蚯蚓学习行为变化,有望用于低浓度神经毒性农药污染土壤的神经毒性快速

诊断。
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Abstract: The learning behavior of soil organisms is a kind of comprehensive neural higher activity, which is of
great value to the ecological risk monitoring of neurotoxic pollutants in soil. In order to establish learning behavior
test method of earthworm, a set of test apparatus was designed in this paper based on earthworm’ dislike of white
light stimulation. Earthworms were trained to understand the strategy of preventing white light stimulation with fast
moving through the vibration-white light pairing stimulus. Earthworm learning behavior was tested by determina-
tion of the time of earthworm arriving movement displacement threshold. Using the established test method, earth-
worms’ learning behavior was tested under the influence of scopolamine and chlorpyrifos in soil. The results
showed that the learning ability of earthworms was damaged by 1 ~ 3 mg·kg-1 scopolamine and 4 ~ 12 mg·kg-1
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chlorpyrifos in soil. The higher the pollution concentration was, the more serious the learning ability of earthworms
was damaged. This test method could quickly and effectively detect the change of earthworm learning behavior
caused by soil pollution, and was expected to be used for the rapid diagnosis of neurotoxicity of low-concentration
neurotoxic pesticides in contaminated soil.
Keywords: soil pollution; earthworm; neurotoxicity; learning behavior; soil environmental quality; diagnosis method

　 　 农业土壤环境质量状况的正确诊断和评价,是
土壤污染管控修复,逐步改善土壤环境质量,保持土

壤生态系统良性循环的重要管理依据。 由于土壤性

质和污染物种类的复杂多变,对土壤环境健康质量

的诊断和评价,必须同时考虑土壤微生物、土壤动物

和植物的异常变化。 蚯蚓作为土壤动物区系的代表

类群,利用蚯蚓生物标志物评价污染物对土壤环境

的危害,从而对土壤健康质量进行诊断和评价已成

为环境研究领域较受关注的研究热点之一[1-5]。
由于有机磷和拟除虫菊酯类多数农药污染物均

具有神经毒性,污染土壤的神经毒性可直接影响蚯

蚓等土壤动物的神经行为状况,这种神经行为变化

也可以反映土壤的健康质量状况。 与乙酰胆碱酯酶

这类神经毒性生理生化标志物相比,神经行为标志

物的优点在于研究过程中可以对同一受试动物反复

进行测试,同时研究可以涵盖神经损伤的开始、发展

及恢复整个过程[6]。 学习行为是动物通过实践获得

新信息从而改变之后的行为模式,是一种综合性的

神经高级活动。 动物的学习行为受神经系统支配,
是一项比较敏感的行为指标,通过测试学习行为的

功能变化,能够有效评价污染物对土壤动物的神经

毒性及潜在危害,对土壤健康质量诊断评价具有重

要的研究意义和应用价值。
在动物界所有的类群中,从单细胞动物到脊椎

动物都存在学习过程。 虽然蚯蚓的脑容量较小,但
研究表明蚯蚓具备一定的学习能力。 Yerkes[7]首次

通过实验证实了蚯蚓(Allolobophora foetida)的学习

� 行为,随后的研究也表明,陆正蚓(Lumbricus terres-
tris)和赤子爱胜蚯蚓(Eisenia foetida)等不同种属的

� 蚯蚓均具备一定的学习能力[8-12]。 目前常用的蚯蚓

学习行为测试方法是迷宫实验,但该方法需要对蚯

蚓进行大量训练,耗时较长,且训练和测试过程容易

受蚯蚓分泌物的信息诱导,影响测试结果的准确

性[12],难以满足对土壤健康质量进行快速有效诊断

的要求。 有研究表明,蚯蚓对红光不敏感,厌恶白

光,可以通过振动与白光的配对刺激诱导蚯蚓的学

习行为[13],但如何利用蚯蚓的学习行为,对污染土壤

的健康质量进行快速诊断,目前尚缺乏灵敏有效的

测定方法。
针对此问题,本研究设计了一套试验装置,以红

光作为照明光源,通过振动与白光配对刺激,对蚯蚓

的学习行为进行诱导,在此基础上,通过对测定条件

进行优化,建立了蚯蚓学习行为的测定方法,希望该

方法能够应用于土壤神经毒性污染物的快速诊断,
为农业土壤环境健康质量的诊断评价提供可行的测

定方法。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验装置

实验装置为自制的学习行为测试装置 (图 1)。
测试盒容积为 45 cm×45 cm×25 cm。 为便于观察和

透气,测试盒为单面敞开的半封闭式结构,测试台位

于测试盒底部,为模拟蚯蚓在土壤中的移动环境,测
试台铺设有圆形凸起(凸起高度为 0.5 cm;相邻凸起

点的距离为 3 cm)的塑胶垫,塑胶垫面积为 40 cm×

图 1　 蚯蚓学习行为的测试装置示意图

Fig. 1　 Testing set for learning behavior of earthworm
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40 cm;测试台底部设有振动马达,振动频率为 180
Hz;测试台上方安装功率均为 3 W 的红色灯和白炽

灯各 1 个,及可以定时控制的喷雾装置(喷雾量 20
mL·h-1)。 其中,白炽灯安装于箱体顶部的中心位

置,距白炽灯安装位置左右各 1 cm 处,分别安装红

色灯和喷雾装置。 安装后的红色灯和白色灯距测试

台 20 cm,测试时将蚯蚓放置于测试台的中心位置,
红色灯作为测试的照明光源,白炽灯提供测试所需

的白光刺激。
1. 2　 实验材料

供试生物为云南红河地区采集的皮质远盲蚓

(Amynthas corticis),培养条件为:温度 20 ℃;土壤含

� 水量为田间最大持水量 60% 。 挑选 2 ~ 3 月龄,体
质量 0.4 ~ 0.5 g,具有成熟环带的健康蚯蚓作为实验

蚯蚓。
供试试剂:东莨菪碱(纯度>98% )与毒死蜱(纯

度>98% )购自美国 Sigma 公司。
供试土壤:土壤采自昆明市官渡区农田 2 ~ 15

cm 耕作层。 在采样地设 5 个采样点,取样后充分混

合,得到实验用土样。 土样风干后过 1 mm 筛备用。
土壤类型为红壤,质地为粘壤土,pH 为 6.35,有机质

含量为 14.75 g·kg-1,阳离子交换量为 9.8 cmol·
kg-1,土壤经分析未检出毒死蜱和东莨菪碱。
1. 3　 蚯蚓学习行为测定方法建立

蚯蚓学习行为测定在暗室中进行。 该方法是基

于蚯蚓对白光刺激的厌恶本性,采用自制的测试装

置,通过振动-白光配对刺激训练,使蚯蚓学习领会

借助加速运动阻止白光刺激的策略。 为实现上述目

的,需要进行下列测试条件优化。
1. 3. 1　 移动位移阈值确定

移动位移阈值是蚯蚓学习行为测定的关键。 为

了获得蚯蚓移动位移阈值的最佳参数,在多次预实

验的基础上,筛选出可能的蚯蚓移动位移阈值 6、8、
9、10 和 12 cm,将其设定为测试条件,对其进行测

试。 设置 4 个测试组,每组 10 条蚯蚓,每次测试时,
将 1 条蚯蚓放置于测试台,开启红色照明灯,适应

10 min 后对其分别进行振动、白光刺激各 30 s,测定

蚯蚓头部运动距离达到移动位移设定值的次数,根
据测定数据计算蚯蚓头部运动距离达到移动位移阈

值的到达率(A),计算公式为:

A= B
C
×100%

式中:B 为 30 s 振动或光照刺激时蚯蚓头部运动距

� 离达到各移动位移设定值的次数;C 为 30 s 振动或

� 光照刺激时蚯蚓头部运动距离达到各移动位移设定

值的次数总和。
1. 3. 2　 蚯蚓学习行为测定条件优化

对蚯蚓的学习行为测定是通过 30 s 振动与 30 s
白光配对刺激进行,在多次预实验的基础上,发现影

响蚯蚓学习行为测定的条件主要有休息恢复时间和

学习周期,需要对这 2 个条件进行优化。
(1)休息恢复时间

根据预实验筛选出可能的休息恢复时间为 6、
7、8、9 和 10 min,将其分别设定为休息恢复条件,每
个条件设 4 个重复组,每组 10 条蚯蚓,对其进行条

件优化。 测试时,将 1 条蚯蚓放置于测试台,开启红

色照明灯,适应 10 min 后对其进行包括 30 s 振动/
30 s 白光/30 s 振动/30 s 白光/30 s 振动/30 s 白光的

1 个周期学习测试。 测试期间对蚯蚓的移动进行监

控,如振动刺激期间,蚯蚓头部运动距离达到或超过

移动位移阈值,则随后的白光刺激不出现,但振动刺

激仍然持续;如白光刺激期间,蚯蚓头部运动移动达

到或超过移动位移阈值,则立即关闭照明灯,停止白

光刺激,待下一个振动刺激开始时继续进行循环刺

激学习。 分别测定每次振动和白光刺激时,蚯蚓头

部运动距离达到或超过移动位移阈值的所需时间;
学习结束后按照设置的休息条件进行恢复,再对蚯

蚓进行学习测试(测试条件同上)。
(2)学习周期

每个学习周期包括 30 s 振动/30 s 白光/30 s 振

动/30 s 白光/30 s 振动/30 s 白光,在预实验的基础

上,筛选出 1、2、3 和 4 个学习周期作为学习条件,每
个条件设 4 个重复组,每组 10 条蚯蚓。 每个学习周

期结束后,应按照(1)优化的休息恢复时间,让蚯蚓

进行休息恢复后再进行下一周期的学习。 休息期

内关闭振动及白光,打开喷雾器进行喷雾待休息

结束关闭。 分别测定各训练周期内蚯蚓每次振动

和光照刺激期间,头部运动距离达到或超过移动

位移阈值的所需时间,根据测定数据,对学习周期

进行优化。
1. 3. 3　 蚯蚓的学习行为测定

东莨菪碱是动物学习障碍模型造模的代表药

物[13],因此,利用东莨菪碱和具有神经毒性的毒死蜱

农药[14]对测定方法进行了验证。 在蚯蚓未表现出回

避反应的浓度范围内分别设置 3 个浓度梯度:东莨

菪碱处理组(1、2 和 3 mg·kg-1 )、毒死蜱处理组(4、8
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和 12 mg·kg-1),按照实验土壤设计浓度计算东莨菪

碱需要量,准确称量后将所需试剂用丙酮溶解后,搅
拌混匀于 20 g 土壤中,待丙酮完全挥发后(无丙酮

气味)再与 480 g 土壤混匀,放入 500 mL 培养瓶内,
加入蒸馏水将土壤含水量调节为土壤田间最大持水

量的 60%。 将清肠处理后的蚯蚓随机放入东莨菪

碱处理和毒死蜱各浓度处理组中,每组放入 10 条蚯

蚓,以保鲜膜封口(预留换气孔)。 在温度为 24 ℃、
湿度为 60%条件下培养,以丙酮空白为对照组,每
个浓度及对照设 4 个重复。 染毒处理 1 d 后取出蚯

蚓,采用本研究的测试装置及建立的蚯蚓学习行为

测定方法,对蚯蚓的学习行为进行测定。
1. 4　 数据统计与分析

采用 SSPS 13.0 软件(SPSS Inc.)进行单因素方

差分析和多重比较,对组间数据进行差异显著性分

析,数据结果用 mean±SD 的形式表示。

2　 结果(Results)
2. 1　 蚯蚓移动位移阈值确定

蚯蚓到达不同移动位移设定阈值的到达率(A)
� 如图 2 所示,振动和白光刺激条件下,A 均随着阈值

� 设定值的增加而下降;相同设定阈值条件下,白光刺

激条件下的 A 值均高于振动刺激的到达率,当设定

� 阈值为 9 cm 时,白光刺激条件下蚯蚓的 A 值显著

� 高于振动刺激条件下的 A 值(P<0.05),而其他设定

� 阈值条件下,白光刺激时蚯蚓 A 值与振动刺激的

� A 值均不存在显著差异(P>0.05),但设定阈值达到

� 或超过 10 cm 时,蚯蚓在振动和白光刺激条件下

的 A 值均呈现显著下降,原因可能与此阈值设定

� 过高,振动或白光刺激时蚯蚓移动均难以达到有

关。 本研究选择移动位移设定值 9 cm 作为移动位

移阈值。
2. 2　 休息恢复时间对蚯蚓学习行为的影响

不同休息恢复时间对蚯蚓的学习影响如图 3 所

示,恢复时间为 5 ~ 6 min,休息恢复后蚯蚓学习测试

的到达移动位移阈值时间,显著高于恢复前学习测

试的到达位移阈值时间(P<0.05);恢复时间为 7 ~ 9
� min,休息恢复后蚯蚓学习测试的到达位移阈值时

间,与恢复前蚯蚓学习测试的到达位移阈值时间并

无显著差异(P ﹥ 0.05),表明蚯蚓经过 7 ~ 9 min 的

� 休息后,体力已基本恢复,本研究选择 7 min 作为蚯

蚓的休息恢复时间。
2. 3　 学习周期对蚯蚓学习行为的影响

不同学习训练周期对蚯蚓学习行为的影响如图

4 所示。 随着学习训练周期增加,蚯蚓的移动速度

加快,到达移动位移阈值的时间不断缩短,当学习训

练达到 3 个周期时,蚯蚓到达移动位移阈值的时间

已显著低于训练 1 ~ 2 个周期的到达移动位移阈值

时间(P<0.05),但学习训练 3 个周期后,蚯蚓到达移

� 动位移阈值的时间已基本稳定,与学习训练 4 个周

期的蚯蚓到达移动位移阈值时间无显著差异(P ﹥

� 0.05),本研究选择 3 个训练周期作为蚯蚓的学习训

练条件。

图 2　 不同移动设定阈值对蚯蚓到达率(A)的影响

注:直柱上方 a 表示同一设定阈值条件下,蚯蚓振动与白光刺激

到达设定阈值的到达率(A)差异显著(P<0.05)。

Fig. 2　 Influence of the preset threshold value on the
reaching rate (A) of earthworm

Note: The letter a above the column indicated that under the

same threshold condition, the arrival rate of earthworm vibration

and white light stimulation reaching the set threshold (A) was
significantly different (P<0.05).

图 3　 不同休息恢复时间对蚯蚓学习行为的影响

注:直柱上方 a 表示休息恢复后的蚯蚓到达移动位移阈值

时间与休息前存在显著差异(P<0.05)。

Fig. 3　 Influence of recovery time on earthworm’s
learning behavior

Note: The letter a above the column indicated that there was a significant

difference in the time of earthworm reaching the threshold of

displacement after rest compared with that before rest (P<0.05).



第 1 期 陈修才等:一种基于蚯蚓学习行为的神经毒性实验方法研究 123　　

图 4　 不同学习周期对蚯蚓学习行为的影响

注:直柱上方具有相同字母表示不同训练

周期组间蚯蚓到达移动位移阈值的时间差异不显著,
不同字母表示差异显著(P<0.05)。

Fig. 4　 Influence of training period on earthworm’s
learning behavior

Note: The same letters above the column indicated that there

was no significant difference in the time of earthworm reaching the

displacement threshold between different training periods, but the

different letters indicated that there was significant difference (P<0.05).

2. 4　 蚯蚓的学习行为测定

采用本研究建立的蚯蚓学习行为测定方法,对

东莨菪碱和毒死蜱暴露 1 d 后的蚯蚓学习行为进行

了测定,结果如图 5 所示。 东莨菪碱和毒死蜱不同

暴露浓度组中蚯蚓到达移动阈值的时间均显著高于

对照组,随着东莨菪碱和毒死蜱暴露浓度的增加,蚯
蚓到达移动阈值的时间显著增加,表明东莨菪碱和

毒死蜱处理均导致了蚯蚓的学习能力下降,暴露浓

度越高,对蚯蚓的学习行为损伤越严重。

3　 讨论(Discussion)
污染物的毒性可直接影响土壤动物的行为,这

种行为变化对污染物的毒性具有指示作用,因此可

以通过土壤动物的行为变化来监测、评价污染物的

生态风险。 学习行为是动物借助于个体生活经历和

经验使自身的行为发生适应性变化的过程,是一种

综合性的神经高级活动,对土壤污染物神经毒性的

生态风险监测具有重要价值,但由于缺乏蚯蚓学习

行为测定的有效方法,在土壤生态毒性的监测评价

中应用较少。
目前动物学习行为的测定主要采用迷宫实验方

法[15-19],这种测定方法主要测试的是动物的空间识

别学习能力。 采用这种方法对蚯蚓进行学习行为测

试时,由于测试过程中蚯蚓会产生分泌物,蚯蚓在空

间识别学习时会受到分泌物的信息干扰,需要对测

图 5　 不同污染处理对蚯蚓学习行为的影响

注:直柱上方不同小写字母表示不同处理组间蚯蚓到达移动阈值时间差异(P<0.05)。

Fig. 5　 Influence of recover procedures on earthworm’s learning behavior
Note: Different lowercase letters above the column indicated that there was significant difference in the time of earthworm

reaching the displacement threshold between different treatment groups (P<0.05).
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试装置及时进行清理,否则会影响测试的准确性[12]。
本研究建立的蚯蚓学习行为测试方法是基于蚯蚓厌

恶白光刺激的特性,采用振动与白光配对刺激对蚯

蚓进行学习测试。 学习过程中当蚯蚓移动加快,移
动位移达到或超过移动阈值时,就不出现或停止白

光刺激,如未达到移动阈值,则出现或继续白光刺

激。 通过振动、白光刺激的交替循环学习训练,使蚯

蚓领会可以借助加速运动阻止白光刺激的策略。 如

蚯蚓通过学习已领会此策略,则在振动和白光刺激

时,蚯蚓将会加快移动来阻止白光刺激,通过对其达

到移动阈值的时间测定,就可以反映蚯蚓的学习行

为变化,因此对蚯蚓的学习行为测试不受蚯蚓分泌

物干扰的影响。
蚯蚓移动位移阈值是蚯蚓学习行为测定能否有

效的关键。 移动位移阈值设置过低,蚯蚓在振动刺

激期间就能轻易达到,会导致蚯蚓难以进入随后的

白光刺激学习;移动位移阈值设置过高,则蚯蚓在振

动和白光刺激学习期间,因难以达到移动位移阈值,
而不能领会可以通过加速移动阻止白光刺激的策

略。 移动位移阈值应是蚯蚓应激状态下能够达到的

移动阈值,这样蚯蚓才能通过学习,领会加速移动阻

止白光刺激的策略。
本研究的结果表明,当移动位移阈值设定为 6

~ 8 cm 时,不同刺激条件下蚯蚓到达不同设定值的

到达率并无显著差异(P ﹥ 0.05)(图 2),说明设定值

� 过低,蚯蚓在振动刺激期间就能轻易达到;而当移动

位移阈值设定为 10 ~ 12 cm 时,振动刺激条件下蚯

蚓到达不同设定值的到达率为 2.2% ~ 22.2% (图 2),
白光刺激条件下蚯蚓到达不同设定值的到达率为

5.8% ~ 25.8% (图 2),表明此阈值设定过高,振动或

白光刺激时蚯蚓移动均难以达到设定值;当蚯蚓移

动位移阈值设定为 9 cm 时,振动刺激时蚯蚓到达设

定值的到达率显著低于白光刺激的到达率 (P <
� 0.05),说明 9 cm 的移动位移设定值是蚯蚓在应激

状态下能够达到的移动阈值。
由于蚯蚓学习过程中的运动消耗较大,每个学

习周期结束后应让蚯蚓进行休息恢复。 本研究中,
休息恢复时间为 5 ~ 6 min,休息后学习测试的蚯蚓

到达移动位移阈值时间,显著大于恢复前学习测试

的蚯蚓到达移动位移阈值时间(P<0.05),这可能是

� 由于休息时间不够,蚯蚓的运动消耗未能恢复,而导

致测定时移动能力下降;休息时间为 7 ~ 9 min,休息

后蚯蚓学习测试的到达移动位移阈值时间,与休息

前的到达时间并无显著差异(P ﹥ 0.05),表明蚯蚓经

� 过 7 ~ 9 min 的休息后,运动消耗已基本恢复,能够

进行下一周期的学习测试。
与迷宫实验相比,本研究建立的蚯蚓学习行为

测试装置结构简单,测试方案蚯蚓易于领会。 当学

习训练达到 3 个周期时,蚯蚓到达移动位移阈值的

时间已显著低于训练 1 ~ 2 个周期的到达移动位移

阈值时间(P<0.05),说明蚯蚓经过 3 个周期的学习

� 训练后已能领会到借助加速运动阻止白光刺激的策

略,而采用迷宫实验对蚯蚓进行学习行为测试,一般

需要对蚯蚓进行长时间的多次重复训练[8-12]。 李力

和潘雷[11]对蚯蚓(Eisenia foetida)学习行为的迷宫实

� 验表明,蚯蚓需要 80 次以上的训练,才能进行学习

测定,迷宫设置越难,需要的训练次数就越多。
为了验证本研究的装置及方法对蚯蚓学习行为

的测试是否有效,笔者采用东莨菪碱和毒死蜱污染

土壤对蚯蚓进行染毒处理,对染毒后的蚯蚓进行学

习测试。 东莨菪碱是常用的动物学习障碍模型造模

药物,可以阻断大脑皮质、隔区及海马结构的乙酰胆

碱结合位点,导致学习障碍[13]。 毒死蜱不仅具有神

经毒性,而且是目前我国广泛使用且土壤污染较为

严重的有机磷农药品种[20-23],有研究表明,毒死蜱会

造成动物的神经元损伤和学习障碍[24]。 本研究的测

试结果表明,东莨菪碱和毒死蜱污染暴露均导致了

蚯蚓的学习障碍,且污染浓度越高,对蚯蚓的学习行

为损伤越严重,应用本研究建立的测试方法,染毒 1
d 后即可检测到蚯蚓学习行为的变化。 与利用半致

死浓度(LC50 )等常用的毒理学检测方法相比,不仅

检测灵敏度大大提高,而且短期暴露后就可以检测,
有望用于低浓度神经毒性农药污染土壤的神经毒性

快速诊断。 由于本研究采用的实验生物为皮质远盲

蚓,未对其他品种的蚯蚓学习行为进行深入研究,考
虑到不同品种的蚯蚓学习行为能力可能存在差异,
该方法是否适合其他蚯蚓品种对低浓度神经毒性污

染物污染土壤的毒性检测,还有待进一步研究,今后

应加强此方面的研究工作。

通讯作者简介:周世萍(1968—),女,博士,教授,主要研究方

向为土壤生态毒理学。
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