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摘要: 试验采用人工土壤法，通过 14 d急性毒性试验，研究了不同剂量 TBBPA对赤子爱胜蚓( Eisenia fetida) 生长、基因表达的
影响。在 14 d急性毒性试验中，随着暴露时间和浓度的增加，蚯蚓生长受到了显著抑制，未出现死亡现象。超氧化物歧化酶
( SOD) 的基因表达量在低浓度( 50 mg·kg-1 ) 时受到诱导上调;谷胱甘肽转移酶( GST) 的基因表达量在 400 mg·kg-1染毒组受到
明显诱导，是对照组的 8． 73 倍;热休克蛋白( Hsp70) 的基因表达量在 50、100 和 200 mg·kg-1染毒组被诱导上调。基因表达量
的变化显示，在 50、100、200 mg·kg-1浓度条件下，蚯蚓可以利用自身的抗氧化能力维持体内的动态平衡稳定，使得机体免受损
伤。但是在超过 400 mg·kg-1浓度后，TBBPA的毒性效应超过了机体的应对能力，使机体遭受损伤，外在特征主要表现为蚯蚓
身体蜷缩、变细变硬。从生物标志物角度，基因表达量的变化对 TBBPA毒性效应的指示作用较生长抑制率更为敏感。
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Abstract: In this study，the acute toxicity of TBBPA on the earthworm Eisenia fetida was assessed by growth inhi-
bition and changes in gene transcript． The growth inhibition rates of all TBBPA dose groups were significantly high-
er than those of controls，but no deathwas found． Superoxide dismutase ( SOD) gene expression was up-regulated at
the concentration of 50 mg·kg-1 ． Significant up-regulation of glutathione transferase ( GST) gene expressionwas only
found at the concentrations of 400 mg·kg-1 ． Earthworms exposedto TBBPA provoked a significant up-regulation of
heat shock protein( Hsp70) gene expression levels at the concentrations of 50，100，200 mg·kg-1 ． With the chan-
ges of gene expression levels at the concentrations of 50，100，200 mg·kg-1，earthworms maintained the stability of
dynamic balance，and protected the body from damage by usingthe antioxidant system． However，the toxic effects
of TBBPA made the antioxidant system useless over the concentration of 400 mg·kg-1，thus made earthwormsthin
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and stiff． Change in gene expression was more sensitive than growth inhibitionrate for indicating the toxic effects of
TBBPA．
Keywords: tetrabromobisphenol A( TBBPA) ; Eisenia fetida; acute toxicity; growth inhibition rate; gene expression

四溴双酚 A ( tetrabromobisphenol A，TBBPA) 作
为溴化阻燃剂，阻燃性能良好，现阶段在世界范围

内，特别是在经济高速发展的发展中国家里，不仅会

持续使用 TBBPA，而且使用量还将保持较高的增长
速度。从 1994-2001 年，全球 TBBPA 年产量从
64 000 t增长到 119 700 t［1］，2003 年全球 TBBPA年
产量为 145 100t［2］，2007 年全球 TBBPA年产量就已
经超过 170 000 t［3］，生产量增长迅速。TBBPA会从
产品中进入到环境中［4］，造成环境污染，TBBPA 已
经在水、空气、土壤、牛奶和鱼等环境介质中被检
出［5-8］。人体通过食用被污染的食品、吸入被污染
的空气及皮肤接触吸收 TBBPA。在中国深圳，每天
每千克人体对 TBBPA 的室内灰尘吸入量和摄入量
分别为 17． 62 pg 和 966． 2 pg［9］。法国普通女性血
清和母乳中 TBBPA含量分别是 100 pg·kg-1和 7 000
ng·kg-1［10］。来自美国纽约的人体脂肪样品中 TBB-
PA的含量分别为( 0． 048 ± 0． 102) ng·g-1［11］。
研究表明 TBBPA 具有毒性效应，包括肝脏毒

性、神经毒性、细胞毒性、生殖发育毒性、氧化胁迫和
内分泌干扰毒性等［6，12-16］。TBBPA 对水蚤、海藻和
小鼠的半数致死浓度分别是 0． 96 mg·L-1、0． 09 mg·
L-1和 5 g·kg-1［17］。在 TBBPA最大浓度为 0． 1mg·L-1

对鲫鱼血清抗氧化系统的影响研究中，超氧化物歧

化酶( SOD) 和过氧化氢酶( CAT) 活性在高浓度暴露
时被显著诱导，鱼体受到不同程度的氧化胁迫会倾

向于选择不同的应激补偿机制来消除胁迫［18］。另
有研究发现 2 mg·L-1的 TBBPA 对鲫鱼血清内谷胱
甘肽转移酶( GST) 活性有显著的诱导效应，0． 5 mg·
L-1的 TBBPA 对鲫鱼血清内 GST 活性则无显著影
响［19］。TBBPA对人体的先天免疫系统的自然杀伤
细胞有毒性作用，降低细胞毒素功能、溶解功能和结
合能力［20］。TBBPA 有很强的免疫毒性，能够抑制
蛋白质 CD25 的表达［21］，可能会造成有机体对细
菌、病毒和肿瘤的免疫力下降。TBBPA 抑制三碘甲
状腺氨酸和甲状腺运送蛋白，促进大鼠脑垂体瘤细胞

和小鼠下垂体细胞的繁殖，刺激生长激素的分泌［22］。
蚯蚓是一种很好的土壤污染指示生物。经济合

作与发展组织( OECD) 等机构将赤子爱胜蚓作为标
准毒理试验动物。已有的 TBBPA 对蚯蚓毒性效应

的研究显示，TBBPA 对蚯蚓具有低等毒性，对抗氧
化酶活性具有诱导效应［23-24］。本实验通过 TBBPA
对蚯蚓的急性毒性试验，以蚯蚓的生长抑制率和基

因表达水平( SOD、CAT、GST 和 Hsp70 ) 两项指标的
变化来揭示 TBBPA 的生态生理毒性，并且为 TBB-
PA土壤生态风险评价提供科学依据。

1 材料与方法(Materials and methods)
1． 1 材料
1． 1． 1 供试动物
赤子爱胜蚓( Eisenia fetida) 购自北京润丰蚯蚓养

殖场。选用 2 ～3月龄，体重 0． 35 ～0． 45 g，生殖带明显
且无损伤的成熟个体。实验前，用无菌水进行清洗。
1． 1． 2 主要试剂
四溴双酚 A ( TBBPA) ( CAS No． 79-94-7，纯度

98% ) 购自梯希爱 ( 上海) 化成工业发展有限公司
( 中国) ;丙酮( 分析等级) 购自国药集团。
1． 2 暴露方法
本实验人工土壤采用 OECD Guideline No． 207

标准［25］，其成分比例是:石英砂 70%，高岭土 20%，
草炭 10%，去离子水调节人工土壤湿度为 35%，pH
为 6． 0 ± 0． 5。
将一定量的 TBBPA溶解在 20 mL丙酮中，然后

将该溶液均匀拌入人工土壤中，使各处理 TBBPA浓
度( 干重) 为: 0、50、100、200、400、800 mg·kg-1，设置
溶剂空白，置于通风橱中使得丙酮完全挥发干净。
暴露试验前，赤子爱胜蚓在人工土壤中驯养 24

h，且用去离子水清洗干净后置于放有潮湿滤纸的培
养皿中( 黑暗环境、( 20 ± 1 ) ℃、24 h) ，去除消化系
统内容物。每个处理设置四个重复，每个重复挑选
10 条符合条件的蚯蚓放入装有 750 g 人工土的
1000 mL烧杯中，放置于人工气候箱中( 控制条件:
温度( 20 ± 1 ) ℃，湿度 83% ± 3%，光照 400 ～ 800
lx) ，24 h 连续光照培养。急性暴露试验时长为 14
d，分别在 0 d、4 d、7 d、10 d 和 14 d 称重，并且在
14d取样进行基因表达水平的测定。在培养的过程
中，在 7 d补充一次水分。
1． 3 生长抑制率
急性毒性试验时长为 14 d，分别在 0 d、4 d、7

d、10 d和 14 d称重，采用 In = ( W0-Wt ) × 100% /W0
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公式计算生长抑制率［26］，In是 n mg·kg-1处理的蚯蚓
生长抑制率，W0是试验开始时蚯蚓的平均体重

( mg) ，Wt是第 t天蚯蚓的平均体重( mg) 。
1． 4 基因表达水平测定
从每个重复中随机挑选 3条蚯蚓，用去离子水清

洗干净后置于放有潮湿滤纸的培养皿中，在黑暗环境

中控制温度( 20 ±1) ℃，放置 24 h以去除消化系统内
容物。蚯蚓全 ＲNA 提取采用 Trizol 法，用琼脂糖凝
胶电泳( 2% ) 检测提取的 ＲNA的纯度和完整度，蚯蚓
总 ＲNA 的 A260 /A280值介于 1． 8 ～ 2． 0。总 ＲNA 经
ＲNase-Free Dnase( Fermentas，加拿大) 处理纯化后，取
1 μg总 ＲNA，采用逆转录酶合成 cDNA。

选用实时定量 PCＲ 试剂盒( TaKaＲa，日本) ，反
应体系总体积 20 μL，成分如下: 2 μL cDNA 模板，
上下游引物各 0． 4 μL( 10 mmol·L-1 ) ，10 μL SYBＲ·
Premix Ex TaqTM ( 2 × ) ，0． 4 μL ＲOX Ｒeference Dye
( 50 × ) ( 2 和 6． 8 μL ddH2O。仪器选用 7300 Ｒeal-
Time PCＲ system( ABI，美国) ，PCＲ 反应程序如下:
95℃预变性 10 min; 95℃变性 15 s，55℃退火 15 s，
72℃延伸采集荧光信号 45 s，40 个循环; 溶解曲线
反应程序依照软件自动设定。
内参基因 β-actin、SOD、CAT和 Hsp70引物设计参

照文献［27-28］，根据 GenBank发表的蚯蚓 GST序列设计
扩增 GST基因片段的引物，引物序列如表 1所示。

表 1 实时定量 PCＲ引物序列信息

Table 1 Sequence of primers used for ＲT-qPCＲ

基因

Gene
登录号

Accession number
上游引物

Forward primer
下游引物

Ｒeverse primer

β-actin GU177854 5＇-TCCATCGTCCACAGAAAG-3＇ 5＇-AAATGTCCTCCGCAAGCT-3＇

SOD GU177856 5＇-TGCTCACTTCAACCCATTT-3＇ 5＇-TTGGCAACACCACTTTCA-3＇

CAT GU177857 5＇-CATTGCGGATGGAAACTA-3 5＇-CCAAGGACAACAACCTGCTC-3＇

GST HQ693699 5＇-ATGCCATTCTGCGCTACGTTGC-3＇ 5＇-TCCGGCGCCTCCTTGATTTTC-3＇

Hsp70 GU177858 5＇-CCAAGGACAACAACCTGCTC-3＇ 5＇-CGGCGTTCTTCACCATTC-3＇

通过标准曲线求得斜率，根据方程式 E =
( 10-1 /slope ) -1 求得实时定量 PCＲ 的扩增效率 E 分别
为: β-actin，0． 997，Ｒ2 = 0． 999; SOD，0． 991，Ｒ2 = 0．
997; CAT，0． 988，Ｒ2 = 0． 997; GST，0． 994，Ｒ2 = 0．
999; Hsp70，0． 992，Ｒ2 = 0． 997。基因表达水平采用
以下方程式进行计算:

Ｒ = ( ETg )
CPTg / ( Eact )

CPact，目的基因 ( Tg) ，内参
基因( act) ［27，29-30］。
1． 5 数据处理
在满足正态分布 ( Shapiro-Wilk test) 和方差齐

次( Levene’s test) 的前提下，采用单因素方差分析
( ANOVA) ，多重比较采用 LSD，与对照比较时 p ＜
0． 05为具有显著性差异。相关性分析采用 Pearson
相关性分析。所有统计均采用 SPSS18． 0 软件完成，
绘图采用 Origin8． 6 完成。

2 结果( Ｒesults)
2． 1 TBBPA对蚯蚓生长的影响
在赤子爱胜蚓暴露于 TBBPA后的 4 d、7 d、10 d

和 14 d 的生长抑制率见图 1。数据显示对照空白
( CK) 和溶剂空白( CKs) 之间无显著性差异，说明经
过挥发后的溶剂对赤子爱胜蚓并没有产生影响。随

着暴露时间的延长，对照组的生长抑制率有上升的

趋势，可能是由于人工土壤中营养物质的消耗而造

成营养不足，导致体重下降。所有处理组蚯蚓均没
有出现死亡现象。
在 TBBPA 的急性毒性试验中，随着 TBBPA 浓

度的提高，染毒组赤子爱胜蚓的生长抑制率与对照

组相比具有显著差异，并且在 400 mg·kg-1和 800
mg·kg-1处理组在 4 d 的时候，赤子爱胜蚓的生长受
抑制程度就很明显，与对照组相比有显著性差异。
其中在 800 mg·kg-1染毒组 14 d 的生长抑制率达到
最大值 29． 8%。经过相关性分析，生长抑制率与浓
度之间存在显著的线性相关( r = 0． 734，p ＜ 0． 01; r =
0． 844，p ＜0． 01; r =0． 894，p ＜0． 01; r =0． 926，p ＜0． 01)。
2． 2 TBBPA 对蚯蚓体内 SOD、CAT、GST 和 Hsp70
基因表达水平的影响

2． 2． 1 SOD基因表达量的变化
TBBPA对赤子爱胜蚓 SOD基因表达量的影响如

图 2所示。可以看出，蚯蚓暴露于 TBBPA 14 d 后，对
照空白组和溶剂空白组的基因表达量无显著性差异。
SOD基因表达在染毒组 50 mg·kg-1显著上调( 1． 77倍，
p ＜0． 01) ，虽然其余染毒组与对照空白组相比并没有
显著性差异，但是 SOD基因表达水平一直高于对照组。
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图 1 TBBPA暴露 14 d后对蚯蚓生长抑制率的影响
Fig． 1 Changes in growth inhibition rates of earthworms Eisenia fetida

with different TBBPAtreatments after 14 days exposure

图 2 TBBPA暴露 14 d后对蚯蚓 SOD基因表达量的影响
Fig． 2 Changes in SOD gene expressionin earthworms Eisenia fetida

tissues with different TBBPA treatments after 14 days exposure

2． 2． 2 CAT基因表达量的变化
TBBPA 对赤子爱胜蚓 CAT 基因表达量的影响

如图 3 所示。由图 3 可以看出，蚯蚓暴露于 TBBPA
14 d 后，随着暴露浓度的升高，对照组和所有染毒
组之间的基因表达量无显著性差异。
2． 2． 3 GST基因表达量的变化

TBBPA对赤子爱胜蚓 GST 基因表达量的影响
如图 4 所示。由图 4 可以看出，蚯蚓暴露于 TBBPA
14 d后，对照空白组和溶剂空白组的基因表达量无
显著性差异。染毒组 50、100、200 mg·kg-1与对照组
的基因表达量相比变化不大，直到 400 mg·kg-1 ( 8．
73 倍，p ＜ 0． 01) 才出现显著性差异，染毒组 800 mg·
kg-1的基因表达量虽然高于对照组，但是并不具有显
著性差异。

图 3 TBBPA暴露 14 d后对蚯蚓 CAT基因表达量的影响
Fig． 3 Changes inCAT gene expressionin earthworms Eisenia fetida
tissues with different TBBPA treatments after 14 days exposure

图 4 TBBPA暴露 14 d后对蚯蚓 GST基因表达量的影响
Fig． 4 Changes in GST gene expressionin earthworms Eisenia fetida

tissues with different TBBPA treatments after 14 days exposure

2． 2． 4 Hsp70 基因表达量的变化
TBBPA对赤子爱胜蚓 Hsp70 基因表达量的影

响如图 5 所示。由图 5 可以看出，蚯蚓暴露于 TBB-
PA 14 d后，对照空白组和溶剂空白组的基因表达
量也无显著性差异。Hsp70 基因表达量在染毒组
50、100、200 mg·kg-1被诱导上调( 2． 19倍，p ＜0． 01; 2． 17
倍，p ＜0． 01; 2． 16倍，p ＜0． 01) ，染毒组400、800 mg·kg-1

诱导效应减弱，与对照组相比无显著性差异。

3 讨论( Discussion)
本文研究了 TBBPA 14 d 的急性暴露对赤子爱

胜蚓生长和相关基因表达的影响。生物量变化是联
系化学胁迫、化学效应与能量动态变化的一个很好
的指标，最终反映在生长抑制率的变化上［26，31］。由
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图 5 TBBPA暴露 14天后对蚯蚓Hsp70基因表达量的影响
Fig． 5 Changes in Hsp70 gene expressionin earthworms Eisenia fetida

tissues with different TBBPA treatments after 14 days exposure

于人工土壤中营养成分的下降，对照组蚯蚓生长抑

制率随着时间的变化而升高，但是与各染毒组相比，

仍然具有显著性差异。在毒性暴露过程中，蚯蚓会
减少食物的摄入来调节杀虫剂的吸收，这种饮食策

略可能导致了蚯蚓生长率的下降［32］。在其他生态
毒理实验中，饮食策略也被用来解释生长抑制率的

升高［26，33-34］。在实验过程中，尤其是高毒染毒组，蚯
蚓在光照条件下进入土壤的速度慢，说明蚯蚓对染

毒土壤有一个趋避行为。蚯蚓体重的下降是一个综
合过程，摄食量的减少和污染物的毒性两方面可能

是导致蚯蚓生物量下降的主要原因。
氧化胁迫会造成线粒体内的脂质过氧化，进而

导致细胞色素 C 的释放，氧化胁迫甚至还会造成
DNA损伤，进而诱发细胞凋亡机制［35］。生物细胞
为应对氧化胁迫的影响，发展出一套抗氧化系统，其

中包括抗氧化酶系统，该系统中酶类包括超氧化物

歧化酶( SOD) 、过氧化氢酶( CAT) 和谷胱甘肽转移
酶( GST)等。活性基团( ＲOS) 不仅可以调节蛋白质前
体和酶的活性，而且可能会影响相关基因的表达［28］。
在本研究中，SOD 基因表达在染毒组 50 mg·

kg-1显著上调( 1． 77 倍，p ＜ 0． 01) ，说明基因的转录
过程受到氧化胁迫的促进作用。SOD 催化超氧阴
离子自由基变成过氧化氢和氧气［36］。在受到胁迫
的条件下，SOD通过上调 SOD基因的表达量来满足
机体清除超氧化物自由基的需要，保持机体内部的

动态平衡。相似的机理作用在吐纳麝香对蚯蚓的毒
性效应实验中也有说明［28］。

CAT催化过氧化氢变成水和氧气［37］，并且 CAT

基因表达量的变化可以作为化学物质对细胞造成损

伤的指标。过氧化氢的产生可以诱导 CAT 酶活性
的上升，同样过氧化氢的大量积聚也会对 CAT酶造
成损伤，酶活性下降［38］。在蚯蚓暴露于 TBBPA 14
d后，CAT的基因表达量与对照组相比无显著性差
异。这表明，SOD基因的上调表达使得超氧化物自
由基转化成过氧化氢和氧气，同时也有足够的 CAT
来催化过氧化氢，来保护机体免受损伤。
与对照组相比，400 mg·kg-1染毒组 GST 基因表

达量出现明显诱导的现象。GST催化谷胱甘肽和外
源亲电子基团结合并移出体外［39］。可以推断蚯蚓
暴露在含有 400 mg·kg-1TBBPA的土壤中，被诱导产
生大量谷胱甘肽转移酶来应对氧化胁迫，而在 800
mg·kg-1染毒组中 GST 基因表达量下调说明 TBBPA
毒性超过了蚯蚓的耐受范围，对蚯蚓的机体造成了

损伤。
Hsp70 是分子伴侣的一种，在细胞氧化应答过

程中起到重要的保护作用，研究发现它可以作为监

测环境污染的一种潜在的生物标记物［28］，已经被应

用在一些毒性效应的研究中［28，40］。目前 Hsp70 基
因表达量的诱导机制还不明确，例如 4-壬基酚、4-辛
基酚、佳乐麝香和吐纳麝香可诱导 Hsp70 基因下
调，双酚 A却可以诱导 Hsp70 基因上调［28，41］。在本
研究中，Hsp70 基因表达量被诱导上调显著，从一定
程度上说明蚯蚓受到了 TBBPA的毒性效应影响，具
体机制还有待进一步的研究。
在本实验中，生长抑制率在所有测定时间点上，

400 mg·kg-1和 800 mg·kg-1两个 TBBPA 浓度下均有
显著变化差异; SOD 和 Hsp70 在 50 mg·kg-1浓度下
就有显著性变化; GST直到 400 mg·kg-1浓度下才有
显著性的变化差异。说明在 50、100、200 mg·kg-1浓
度条件下，蚯蚓利用自身的抗氧化酶系统，可以维持

内部的动态平衡稳定，使得机体免受损伤。但是在
超过 400 mg·kg-1的浓度后，TBBPA的毒性效应超过
了机体的应对能力范围，使机体遭受损伤，外在特征

主要表现为蚯蚓身体蜷缩、变细变硬。在 50 mg·
kg-1条件下，基因表达量 ( SOD、Hsp70 ) 就出现了显
著的诱导效应，而蚯蚓的生长受到 TBBPA的显著抑
制作用最早出现于暴露 14 d后的 200 mg·kg-1，说明
基因表达量的变化对毒性效应的指示作用较生长抑

制率更为敏感。

通讯作者简介:史雅娟 ( 1971—) ，女，博士，副研究员，硕士
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生导师，主要从事持久性有机污染物的生态效应、生态风险
评价及管理对策研究。
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