
2012 年 第 7 卷
第 3 期，312-316

生 态 毒 理 学 报

Asian Journal of Ecotoxicology
Vol． 7，2012

No． 3，312-316

收稿日期: 2012-01-17 录用日期: 2012-02-07
基金项目: 国家自然科学基金重点项目( 21037002; 40930739) ; 国家环保公益性行业科研专项( 201009032)
作者简介: 黄盼盼( 1986-) ，女，硕士，研究方向为生态毒理学，E-mail: huangpanpan0546@ 163. com;

* 通讯作者( Corresponding author) ，E-mail: zhouqx@ nankai． edu． cn

石油污染土壤对蚯蚓的致死效应及回避行为的影响

黄盼盼，周启星*

南开大学环境科学与工程学院 环境污染过程与基准教育部重点实验室 /天津城市生态环境修复与污染防治重点实验室，
天津 300071

摘要: 土壤石油污染对生态系统和人类健康有严重影响，其毒害诊断和风险评价的研究日益受到重视。以赤子爱胜蚓( Eisenia
foetida) 为受试生物，利用受石油污染的实际土壤，将高浓度污染的土壤与清洁土壤混合，配制成不同污染水平的石油污染土壤，
通过直接暴露的方式，分别以蚯蚓急性毒性死亡率和回避反应作为测试终点，评价了石油污染土壤对蚯蚓的生态毒性。结果显
示，石油烃污染土壤对蚯蚓的 7 d-LC50和 14 d-LC50分别为 32． 5 和 29． 4 g·kg －1，而土壤中石油烃的浓度为8． 0 g·kg －1时，蚯蚓即

有明显回避反应( 回避率达 80% ) ，前两者为后者的 3． 7 ～ 4． 1 倍。可见，与急性毒性实验的测试终点 LC50相比，行为测试终点对

石油烃的响应更灵敏。蚯蚓的回避反应可更加及时地反映出土壤受石油污染的状况，发挥更好的指示作用。
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Abstract: The contamination of petroleum hydrocarbons in soil is now seriously threatening ecosystem safety and hu-
man health，and therefore the diagnosis and risk assessment of petroleum-contaminated soil is becoming one of the hot
topics in the field of environmental science． In this study，the earthworm Eisenia foetida was exposed to the soil con-
taminated with different concentrations of petroleum，which was obtained by mixing the natural contaminated soil with
the clean background soil． The acute lethality and avoidance response were adopted as endpoints to evaluate the toxic
effects of petroleum-contaminated soil on earthworms． Results showed that the values of 7d-LC50 and 14d-LC50 were
32． 5 and 29． 4 g·kg －1，respectively． However，when the concentration of petroleum hydrocarbons in the soil a-
chieved 8． 0 g·kg －1，the earthworm showed significant avoidance behavior ( avoidance rate = 80% ) ． The former two
endpoints were 3． 7 to 4． 1 times as much as the latter one． It was demonstrated that the avoidance endpoint was more
sensitive than the mortality endpoint while evaluating ecological risk of petroleum-contaminated soil． The avoidance
response of Eisenia foetida can serve as a sensitive indicator for assessing the petroleum pollution of soil．
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石油作为全球最主要的能源之一，在世界经济

发展中发挥着极其重要的作用。石油在开采、贮运、
炼制、加工和使用过程中所导致的落地石油污染是
土壤受到石油污染的主要原因［1］。石油污染后的土
壤，自然修复周期很长，即便采取相应的修复措施，

仍难以彻底恢复，土壤中仍会有不同程度的石油烃

残留。一方面，石油污染严重影响土壤的通透性，使
土壤肥力降低，进而对土壤环境中的动植物和微生

物产生毒害作用; 另一方面，石油类污染物是由烷

烃、环烷烃和芳香烃组成的混合物，具有致癌、致畸
和致突变作用［2］，生物富集性很强，可通过食物链的

富集和放大，对人类健康产生危害。目前，国内外对
石油烃污染的研究主要集中在微生物对石油的降

解、石油在土壤中的转移和对土壤生物的影响等几
个方面［1-3］。研究表明，土壤中原油含量为 3 100
mg·kg －1时，玉米减产 10% ; 当原油含量达 5 000
mg·kg －1时，玉米中苯并芘残留量超标，不能食用［4］。
石油烃对黄豆的生长有明显毒害作用，当土壤中石

油烃的浓度为 10 g·kg －1时，黄豆幼苗叶绿素含量减

少 10． 8%，丙二醛( MDA) 含量增加 12． 4%，超氧化
物歧化酶( SOD) 活性降低 9． 8%［5］。石油烃对沙蚕
表现出较强的毒性，3 d-LD50为 117． 5 μL·L －1，暴露 5
d后，沙蚕体内 SOD的活性低于对照组［6］。
蚯蚓作为陆生生物食物链的最底层，以土壤中

动植物碎屑为食，对大部分污染物都有富集作用［3］。
蚯蚓是污染物由土壤到生物，进而向食物链更高营

养级转移的重要环节。蚯蚓个体变化所引发的群落
变化将对整个生态系统产生很大的影响，因此，蚯蚓

可作为一种早期预警生物，评价土壤污染状况和生

态功能［7-8］。迄今，利用蚯蚓来指示环境污染状况，
已经成为土壤污染生态毒理学的一个重要方法［9］。
目前，蚯蚓的毒性暴露实验已成功用于评价土壤中

重金属、抗生素和农药等污染物的毒性［10-13］，而石油
污染土壤对蚯蚓的毒性效应在国内外相关文献中尚

少有报道。
已有的关于石油烃毒性效应的研究报道中，大

部分均使用自制的人工土壤进行暴露实验，即用原

油、汽油和柴油等污染物与背景土壤混合后制备出
受试的污染土壤。本研究以蚯蚓为受试生物，利用
受到石油污染的实际土壤，将高浓度污染的土壤与

清洁土壤混合，配制成不同污染水平的石油污染土

壤，通过直接暴露的方式，分别以蚯蚓急性毒性死亡

率和回避反应作为测试终点，评价了石油污染土壤

对蚯蚓的生态毒性，旨在为石油污染土壤的毒害诊

断和风险评价提供方法指导和数据支持。

1 材料与方法(Materials and methods)
1． 1 实验材料
实验所用赤子爱胜蚓( Eisenia foetida) 为国际标

准( OECD 207) 实验蚓种之一［14］，购于天津贾立明蚯
蚓养殖有限公司。将蚯蚓于 20℃、无光照的生化培
养箱中驯化后，选择体质量 400 mg左右，环带明显且
大小一致的健康蚯蚓洗净，放入垫有湿润滤纸的烧

杯中，用保鲜膜封口并用针扎孔，于 20℃、无光照的
生化培养箱中清肠 24 h，清肠后选择仍然健康的蚯
蚓作为正式实验用蚓［15］。
实验用石油污染土壤采自山东省胜利油田现河

采油厂( 37°7'N，118°22'E) ，清洁土壤采自附近无污
染的农田。经测定，清洁土壤的有机质含量为 59． 0 g
·kg －1，pH 为 8． 3; 污 染土壤的有机质含量为
275． 3 g·kg －1，pH为 8． 4。
1． 2 土壤中总石油烃含量的测定
土壤中总石油烃含量的测定方法主要包括重量

法、荧光分光光度法和红外光度法等［16-17］。对于石
油浓度较高的土壤，目前尚无统一的标准方法，应用

较普遍的是重量法［18］。重量法包括超声萃取法和索
氏萃取法。本文采用索氏萃取法测定土壤中石油烃
的含量。
将石油污染土壤自然风干后过 2 mm 筛。称取

5． 00 g过筛后的土样，用滤纸包好，将其放入索氏提
取器中。加入 150 mL二氯甲烷，于 55℃水浴萃取 24
h。抽提完成后，取下圆底烧瓶，55℃旋转蒸发至干，
在通风橱内挥发至恒重，称重。同时做 3 个平行。经
测定，石油污染土壤中总石油烃的含量为 110 g·
kg －1。
1． 3 毒性暴露实验
将清洁土壤风干后过 2 mm 筛，与过筛后的石油

烃污染土壤按不同比例充分混合，配制成不同浓度

的污染土壤。按照 OECD( 1984) 推荐的标准方法进
行实验［14］。
1． 3． 1 石油烃对蚯蚓的致死效应实验

LC50是毒理学重要的基本数据之一，是毒性分级

的依据，为进一步开展亚急性毒性实验提供依据和
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实验基础［19］。致死效应实验的研究目的主要是探求
石油烃的致死剂量，为初步评估其对人类潜在的毒

害提供依据。实验选用 1 L的烧杯，每个烧杯中放入
500 g混匀的土壤样品，调节土壤含水量为最大持水
量的 60%，平衡 24 h 后将土壤搅拌均匀，将 10 条已
经清肠的蚯蚓放入烧杯中，于 20℃、无光照的生化培
养箱中培养。根据预实验结果，正式实验浓度设置
为 22． 5、25． 0、27． 5、30． 0、32． 5、35． 0、37． 5 和40． 0 g
·kg －1。对照组用清洁土壤，每组设 4 个重复。实验
方法参照了 OECD规定的自然土壤法［15］。以蚯蚓对
针刺无反应为死亡标准，记录 7 和 14 d 时蚯蚓的死
亡数以及中毒症状。
1． 3． 2 蚯蚓的回避实验
实验选用长 25 cm、宽 15 cm、高 12 cm 的容器，

容器中间放一隔板，将容器分为 2 部分，一部分放入
清洁土壤，另一部分放入不同浓度的污染土壤。调
节土壤含水量为最大持水量的 60%，然后将隔板抽
开，将 10 条已经清肠的蚯蚓放到原先隔板处，用保鲜
膜封口并扎孔，放入生化培养箱中培养。48 h 后，将
隔板插到原位置，挑出两侧的蚯蚓并分别计数，当蚯

蚓在隔板处时，每边按 0． 5 条计算［11］。每个浓度设
置 3 个重复。通过预实验，设置回避反应中石油烃浓
度为 0、0． 1、0． 5、1． 0 、5． 0、10． 0 和 20． 0 g·kg －1，并设

有对照组，每个组合实验重复 5 次。
当洁净土壤中蚯蚓数目占到实验投加蚯蚓总数

的 80%时，表明污染土壤不适合蚯蚓生存，即存在回
避行为［20］。回避率计算公式如下［21］: NR =［( C-T) /
N］× 100%，其中，NR 为回避率，C 为清洁土壤中蚯
蚓数目，T为污染土壤中蚯蚓数目，N 为加入土壤中
的蚯蚓总数。
1． 4 数据处理
采用 SPSS 18． 0 和 Excel 软件进行数据分析，数

据表示为平均数 ±标准偏差( AV ± SD) 。利用单位
概率回归分析法得出蚯蚓半数致死浓度( LC50 ) 。

2 结果与分析 ( Results and analysis)
2． 1 石油烃对蚯蚓的致死效应
急性毒性实验结束时，对照组中蚯蚓无死亡现

象。石油烃污染土壤中蚯蚓的中毒症状表现为: 环
带肿大，充血，身体脱水，有段节现象，活体蠕动伸缩

能力明显减弱。
染毒 7 d 后，22． 5 g·kg －1处理组中蚯蚓全部存

活，25． 0 g·kg －1处理组中蚯蚓开始出现死亡，最大浓

度 40． 0 g·kg －1处理组中，蚯蚓死亡率达 100%。染

毒 14 d 后，所有处理组都有蚯蚓死亡现象: 22． 5
g·kg －1处理组中蚯蚓的死亡率为 15%，当浓度增至
37． 5 g·kg －1时，该处理组中蚯蚓死亡率达 100%。统
计结果表明，石油烃污染土壤对蚯蚓的 7 d － LC50和

14 d-LC50分别为 32． 5 和 29． 4 g·kg －1。石油烃污染
土壤对蚯蚓有较强的毒性作用。随着染毒浓度的提
高，蚯蚓的死亡率逐渐增加; 随着染毒时间的延长，

各处理组蚯蚓的死亡率逐渐增加; LC50随染毒时间的

延长而降低。可见，石油烃污染土壤对蚯蚓的致死
毒性与染毒浓度和时间均有关。因此，石油烃污染
土壤对蚯蚓的毒性表现出一定的蓄积性。
剂量-效应关系一直是生态毒理学和生态风险评

价研究的基本问题之一［19］。图 1 展示了染毒时间为
7 和 14 d时，石油烃在土壤中引起蚯蚓死亡的剂量-
效应关系。可知，在相对较窄的剂量范围内，石油烃
对蚯蚓的毒性快速增强，各污染组的死亡率均显著

增加。实验中发现，在引起蚯蚓死亡的石油烃污染
土壤中，蚯蚓几乎全部停留在土壤表面，这表明蚯蚓

在实验早期就有试图逃离高污染土壤的倾向，这也

为蚯蚓对石油烃污染土壤的回避反应的存在提供了

证据。

图 1 石油烃污染土壤对蚯蚓的急性致死毒性
Fig． 1 Acute lethal toxicity of petroleum-contaminated

soil to Eisenia foetida

与其他方法相比，致死毒性实验方便快捷，通过

实验结果可初步了解化学物质的固有毒性和对土壤

动物的潜在毒性［22-23］，为深入研究化学物质的慢性

毒性和复合毒性提供了实验依据。
2． 2 蚯蚓对石油烃污染土壤的回避反应
在 48 h 的回避反应实验中，对照组和处理组中

均未观察到蚯蚓死亡。实验开始，低浓度处理组( 0
～0． 5 g·kg －1 ) 中，蚯蚓未出现任何症状，而高浓度处

理组( 20． 0 g·kg －1 ) 中，部分蚯蚓与石油烃污染土壤
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接触几分钟后，就有弹跳和扭动行为，部分蚯蚓在选

择进入高浓度污染土壤时出现中途退出和重新选择

的现象。可见，部分蚯蚓在接触较高浓度石油烃污
染土壤的早期，就可感受到土壤中存在污染并快速

做出回避反应。
随着土壤中石油烃浓度的升高，选择进入其中

的蚯蚓数量趋于减少，这说明高浓度石油烃污染的

土壤的生态功能受到削弱或发生改变。同时发现，
不同浓度石油烃污染的土壤中，蚯蚓的回避反应

不同。
实验结果表明，48 h 后所有处理组中蚯蚓的回

避率都是正数。随着石油烃浓度的升高，蚯蚓的回
避率提高( 图 2) 。当洁净土壤中蚯蚓的数目达到实
验投加蚯蚓总数的 80%时，表明该污染土壤已不适
合蚯蚓生存。当石油烃浓度升至 8． 0 g·kg －1时，蚯蚓

的回避率达 80%。推算出，石油烃浓度为 6． 0 和 17．
1 g·kg －1时，蚯蚓回避率分别为50%和 100%。

图 2 不同浓度的石油烃污染土壤中蚯蚓的回避率
Fig． 2 Avoidance rate of Eisenia foetida exposed to

petroleum-contaminated soil with different concentrations

3 讨论( Discussion)
石油烃毒性很大，其中多环芳烃( PAHs) 组分毒

性最强，许多 PAHs具有致癌、致畸和致突变性，且生
物累积性高，可长期留存于环境中［24］。进入土壤环
境的石油烃，可通过迁移引发下层土壤和地下水的

污染。土壤由各种颗粒状矿物质和有机物等组成，
因此可有效吸附石油烃类污染物; 同时，石油烃中的

不同组分之间还会发生化学反应，转化成其他有毒

物质［3］。

与急性毒性实验的测试终点 LC50相比，行为测

试终点对石油烃的响应更灵敏。蚯蚓有明显回避反
应时所对应的石油烃浓度为 8． 0 g·kg －1，而石油烃污

染土壤对蚯蚓的 7 d-LC50和 14 d-LC50分别为32． 5和
29． 4 g·kg －1，后两者为前者的 3． 7 ～ 4． 1 倍。徐冬梅
等［25］研究全氟辛烷磺酸( PFOS) 对蚯蚓的急性毒性
和回避行为的影响时发现，当 PFOS 浓度为 160 mg·
kg －1时，蚯蚓表现出显著的回避行为，而 PFOS 的 14
d-LC50为 542． 08 mg·kg －1，后者为前者的 3． 5 倍左
右，这与本研究结果相似。在三硝基甲苯( TNT) 和重
金属等污染物的毒理学研究中也发现，回避行为实

验的敏感性高于急性毒性实验，也高于亚急性毒性

实验中的生殖毒性实验［11，20］。
ISO于 2005 年制定了化学物质对蚯蚓行为效应

的测试方法草案［17］，蚯蚓回避行为实验已广泛应用

于污染土壤的生态风险评价中，所涉及的污染物包

括矿物油、重金属、TNT 和农药等［11-12，20］。本研究结
果表明，蚯蚓的回避行为实验在石油污染土壤的毒

害诊断和风险评价方面也展现出良好的应用前景，

比较适用于在紧急或者突发事件中对石油污染土壤

进行快速风险筛选和诊断。

通讯作者简介:周启星( 1963—) ，男，博士，教授，主要研究领域
为复合污染环境学、生态毒理化学和污染环境生态修复等。
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