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全氟辛酸暴露对蚯蚓 DNA 损伤和抗氧化酶
基因表达水平的影响
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( 1． 海南大学 海口市环境毒理学重点实验室，海口 570228; 2． 海南大学 农学院，海口 570228)

摘 要: 笔者采用自然土壤培养法，通过 28 d 亚急性暴露实验，研究了全氟辛酸 ( perfluorooctanoic acid，

PFOA) 对赤子爱胜蚓( Eisenia foetida) 的 SOD，CAT，GST 3 种抗氧化酶基因表达水平及 DNA 损伤的影响。研

究结果表明: ( 1) PFOA 胁迫可致蚯蚓体腔细胞 DNA 损伤，不同质量浓度的 PFOA 对蚯蚓体腔细胞尾长、尾部

DNA 含量和尾距均有明显的影响，且具有一定的剂量—效应关系，其中，尾矩和慧尾长度这 2 个指标对

PFOA 的胁迫最敏感。( 2) PFOA 胁迫也能引致蚯蚓抗氧化特异性基因表达水平的变化，CAT，GST，SOD 3 种

基因表达量变化趋势相似，质量浓度为 1 mg·kg －1时，蚯蚓 SOD 基因表达水平被诱导上调，质量浓度为 5 mg·
kg －1和 10 mg·kg －1时，SOD 表达量呈现剧烈下调的趋势; GST 基因在 10 mg·kg －1 组有明显下调，CAT 基因表

达在 5 mg·kg －1组基因表达水平最低，说明 SOD 基因的表达对 PFOA 的胁迫较敏感。蚯蚓体腔细胞 DNA 损伤

和 3 种抗氧化酶基因表达水平的变化可作为潜在的生物标志物，用于监测 PFOA 对土壤生物蚯蚓的毒性大小。
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全氟辛酸( perfluorooctanoic acid，PFOA) 是环境中存在的最典型的全氟化合物之一，能在高等动物体

内蓄积，成为备受关注的持久性有机物［1］。PFOA 的 C － F 共价键具有极高的化学键能，这使其具有疏水

疏油，耐高温耐氧化的特性; 其作为表面活性剂被广泛应用于航空科技、电子、化工、纺织等行业，如纺织

物、皮革、食品包装材料、泡沫灭火器以及厨具等民生用品［2］。水体、沉积物、土壤、生物体内均发现存在

PFOA。陈舒等［3］利用固相萃取分离富集等方法，同时结合高效液相色谱 － 电喷雾负电离源串联质谱法

分析我国东部 8 个农村的土壤、地表水、地下水的 PFOA 的含量，结果表明，土壤、地表水、地下水的 PFOA
的含量分别为 0． 34 ～ 14． 5 ng·g －1，4． 8 ～ 29． 6 ng·L －1，0 ～ 176 ng·L －1。胡国成等［4］利用高效液相色

谱与质谱联用技术检测了广州、东莞、深圳、珠海 4 个城市 45 个土壤样品的全氟辛烷磺酸( PFOS) 和全氟

辛酸( PFOA) 含量，结果表明，4 个城市土壤中 PFOA 的平均含量为 0． 15 ng·g －1，含量范围为 0． 02 ～ 1． 24
ng·g －1。崔媛等［5］研究了 PFOA 对斑马鱼胚胎发育、行为和 DNA 损伤的毒性，结果表明，PFOA 对斑马鱼

胚胎具有发育毒性，具体表现为自主运动异常，心率降低和行为反应能力变弱，同时伴随畸形、细胞凋亡

和 DNA 损伤。徐冬梅等［6］通过人工土壤染毒的方法研究了 PFOA 对赤子爱胜蚓( Eisenia foetida) 的毒性，

结果显示，PFOA 对蚯蚓的急性毒性作用与染毒时间和染毒浓度相关，其中 7 d 和 14 d 的 LC50 值分别为

816． 58 ，792． 50 mg·kg －1。蚯蚓在土壤中分布广泛，数量多，且对土壤污染胁迫比较敏感，被称为土壤质

量的指示生物［7］。赤子爱胜蚓生长周期短，繁殖力强，易饲养，是 OECD( 经济合作与发展组织) 标准品

种。基因转录水平作为一个敏感的指标，被用于评估毒物对蚯蚓的毒性作用。单细胞凝胶电泳实验( Sin-



gle cell gel electrophoresis，SCGE) 又称彗星实验( comet assay) 是检测真核细胞基因损伤的重要方法，该方

法能够在单细胞水平上检测 DNA 损伤。目前，关于 PFOA 暴露胁迫下蚯蚓特异性蛋白基因表达的研究还

较为缺乏，以蚯蚓为模式生物探讨 PFOA 对其基因损伤的研究更鲜见报道。鉴于药物与生物体之间的相

互作用始于分子水平，因此，有必要开展分子水平上 PFOA 土壤污染胁迫蚯蚓特异性蛋白基因响应表达的

研究。笔者拟在自然土壤环境中研究 PFOA 暴露对蚯蚓 DNA 的损伤以及对 SOD，CAT，GST 3 种抗氧化酶

基因在转录水平上表达量的影响，以期筛选出敏感的分子生物标志物，为 PFOA 暴露对蚯蚓亚急性毒性效

应的早期分子诊断和生态风险评价提供重要依据。

1 材料与方法

1． 1 供试动物和试剂 赤子爱胜蚓购自海南省儋州市蚯蚓养殖繁育基地。选择 3 月龄以上，体质量约

300 ～ 400 mg·条，环带明显，健康成熟的蚯蚓作为受试动物，各处理间蚯蚓的大小和体质量基本相等。
PFOA( 纯度 ＞ 96% ) 购自 sigma aldrich 公司、ＲNAiso Plus ( TaKaＲa) ，M-MLV Ｒeverse Transcriptase ( Pro-
mega) ，FastStart Essential DNA Green Master( Ｒoche) 。
1． 2 仪器与耗材 电子分析天平、电子秤、人工气候箱( MGC － 300H，上海，一恒) 、低温离心机( eppen-
dorf) 、制冰机、容积 1 L 的玻璃烧杯、超微量分光光度计 ( Thermo Nanodrop 2000 ) 、荧光检测器 ( ＲOCHE
LightCycler96) ，PCＲ 仪。
1． 3 PFOA 对蚯蚓的染毒实验 挑选具有环带的成熟蚯蚓，用清水冲洗，置于底部铺有 1 层湿润滤纸的

烧杯中，用塑料薄膜封口，并用解剖针扎出透气孔，将烧杯放入人工气候箱中清肠 24 h。人工气候箱条

件: 温度( 20 ± 1) ℃，湿度 75% ±2% ，光暗比 12 h /12 h。自然土壤采自海南大学农学院秀英农场，该土壤

为未被化学药品污染。实验前土壤经研磨，过筛，高温灭菌等处理，含有机质7． 83g·kg －1 ，速效磷0． 57
g·kg －1，速效钾 71 mg·kg －1，全氮 0． 23 g·kg －1，pH =4． 17。

根据文献［8］的研究结果: 土壤 PFOA 轻度和中度污染的临界值分别为 34，171 mg·kg －1，在预实验

的基础上，设 1 个对照( CK) ，4 个处理( 暴露 PFOA 为 1，5，10，50 mg·kg －1 ) ，每处理设 3 个重复，每重复

10 条蚯蚓。取适当的 PFOA 溶于蒸馏水中，配成不同浓度梯度的溶液，均匀拌于自然土壤中，用去离子水

调节土壤湿度为 25% ，挑选 10 条体质量大致相等且已清肠处理的蚯蚓放入预装 500 g 湿土的烧杯( 1 000
mL) 中，并放置于人工气候箱中培养 28 d。人工气候箱条件: 温度( 20 ± 1) ℃，湿度 75% ±2% ，光暗比 12
h /12 h。每周添加适量的牛粪和水。
1． 4 单细胞凝胶电泳实验 将染毒 28 d 的蚯蚓清肠，每重复随机挑选 3 条蚯蚓。蚯蚓体腔细胞的提取

采用 Eyambe G S 等［9］的方法，用磷酸缓冲液调整细胞浓度后，保存于 4 ℃条件下待用。实验采用 3 层凝

胶法，第 1 层是 80 μL 1%正常熔点琼脂糖; 第 2 层是 75 μL 混合液( 75 μL 0． 8% 低熔点琼脂糖和 10 μL
细胞悬浮液混匀) ; 第 3 层是 80 μL 0． 8%低熔点琼脂糖。用 CASP 软件分析彗星图像，每重复分析 100 个

细胞，得到 DNA 损伤指标: 彗星尾长( tail length，TL) 、彗尾 DNA 含量( tail DNA content，TD) 、尾距( tail mo-
ment，TM) 。电泳后，经 SYBＲ Green Ⅰ染色，用荧光显微镜观察，每份样品随机拍 10 个 DNA 受损细胞图

像，每组为 3 个样本，即每组观察 30 个 DNA 受损细胞。
1． 5 SOD，GST，CAT 蛋白基因 mＲNA 的 ＲT-qPCＲ 检测 按 Trizol 试剂说明书进行蚯蚓体腔液总 ＲNA
的提取，取得的总 ＲNA 沉淀用 DEPC ( diethylprocarbonate，即乙基焦碳酸酯) 水溶解分装 － 80 ℃ 保存。
ＲNA 的完整性通过 1%琼脂糖电泳，染色后观察。ＲNA 浓度 OD 值采用超微量分光光度计测定，取 OD =
1． 8 ～ 2． 1 的样品进行反转。取 2 μg 总 ＲNA，按照反转录试剂盒的操作要求进行，产物 cDNA 于 － 20 ℃保

存。3 种抗氧化酶的 ＲT-qPCＲ 检测采用 10 μL 体系，包括 2Xsybr Select Master Kit 5 μL，上下游引物各 0． 2
μL，模板 DNA 1 μL，ddH2O 3． 6 μL。反应条件: 95 ℃10 min; 95 ℃ 15 s，60 ℃ 90 s，45 个循环; 溶解曲线条

件: 95 ℃ 10 s，65 ℃ 60 s，97 ℃ 1 s。内参基因( β-actin) 和 3 个抗氧化酶基因检测引物序列见表 1。
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表 1 抗氧化酶基因 ＲT-qPCＲ 检测的引物序列

Tab． 1 Primer sequences of the antioxidant enzyme genes used for ＲP-qPCＲ assay

基因

Gene
登录号

Accesion no．
上游引物

Forward primer
下游引物

Ｒeverse primer

PCＲ 产物大小 /bp

Length

β-actin GU177854 TCCATCGTCCACAGAAAG AAATGTCCTCCGCAAGCT 149

SOD GU177856 TGCTCACTTCAACCCATTT TTGGCAACACCACTTTCA 105

CAT GU177857 CATTGCGGATGGAAACTA CCAAGGACAACAACCTGCTC 165

GST HQ693699 ATGCCATTCTGCGCTACGTTGC TCCGGCGCCTCCTTGATTTTC 984

1．6 数据统计与分析 荧光定量 PCＲ 的数据应用 Delta-Delta Ct 方法进行相对定量分析，基因的相对表达

的实验数据应用 Excel 和 SPSS 19． 0 软件进行统计分析。每样本重复 3 次，取平均值。彗星实验数据采用

SPSS 19． 0 软件统计，绘图采用 Excel 完成。在 P =0． 05 的置信水平对尾长、尾部 DNA 含量、尾距进行单因素

方差分析。

2 结果与分析

2．1 蚯蚓体腔细胞彗星图像分析的 DNA 受损形态 图 1 表明，空白对照组的体腔细胞头部为圆形，荧光

强度均匀，边缘整齐，无拖尾现象; 经不同的 PFOA 处理后，细胞 DNA 出现断裂，在荧光显微镜下可见整个细

胞呈彗星状，即表现为头部 DNA 集中，荧光较强，尾部为荧光较弱的 DNA 断片。DNA 受损的细胞有 1 个像

彗星一样的尾巴，并且随着 PFOA 剂量的增加，彗星拖尾越明显，彗星的尾巴增长，尾部的荧光强度增加，说

明 DNA 损伤越严重。

图 1 蚯蚓体腔细胞彗星实验图示

Fig． 1 Typical comet images of earthworms’coelomocytes cells

2．2 PFOA 暴露对蚯蚓体腔细胞 DNA 的损伤 图 2 显示，PFOA 能引起蚯蚓体腔细胞 DNA 的损伤，表现

为彗尾 DNA 含量的增加( a) 、慧尾长度加长( b) ，Olive 尾矩增加( c) ，存在明显的剂量—效应关系。慧尾

DNA 含量在 5 mg·kg －1处理组呈显著增加 ( P ＜0． 05) ，其最大值 ( 38． 38% ) 出现在 50 mg·kg －1处理组，是
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图 2 PFOA 暴露 28 d 对蚯蚓 TD（a），TL(b)，TM(c) 的影响
与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01

Fig.2 Effect of PFOA on earthworm TD（a），TL(b)，TM(c) after 28鄄day exposure
Significant differences from the control are indicated as*P<0.05, **P<0.01
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对照组的3． 7 倍( P ＜0． 01) ; 慧尾长度对 PFOA 的胁迫尤为敏感，在1 mg·kg －1处理组呈显著增加( P ＜0． 05) ，其

在 50 mg·kg －1处理组的最大值( 92． 11μm) 是对照组的 5． 4 倍( P ＜ 0． 01) 。PFOA 胁迫对尾矩也表现为

在 1 mg·kg －1处理组呈现显著增加( P ＜ 0． 05) ，其在 50 mg·kg －1处理组是 35． 01，为对照组的 17 倍( P ＜
0． 01) 。PFOA 对这 3 个指标的影响表现出很好的一致性，同时药物的染毒浓度与这 4 个指标间均有很好

图 3 蚯蚓总 RNA 电泳图谱
Fig.1 Electrophoresis image of total RNA

extracted from earthworms

的相关性。在测定的 3 个指标中以尾矩和慧尾长度对

PFOA 的胁迫尤为敏感。
2． 3 蚯蚓总 ＲNA 的纯度和完整度 由图 3 可见，蚯蚓

总 ＲNA 完整性较好，其 28s，18s，5s ＲNA 条 带 清 晰; 且

ＲNA 的 A260 /A280比值均在 1． 8 ～ 2． 1 之间，表明抽提的总

ＲNA 纯度较高。说明 Trizol 法提取的 ＲNA 可满足 cDNA
合成和 ＲT-qPCＲ 反应的需求。
2． 4 PFOA 胁迫对蚯蚓 SOD，CAT，GST 抗氧化酶基因

表达的影响 图 4 可见，SOD 基因呈现先上调后下调的趋

势，与对照组相比，5 mg·kg －1 组 SOD 基因表达水平呈显

著下调( P ＜ 0． 05) ，10 mg·kg －1组下调最低; 随着浓度的增加，其表达量有所回升。GST 基因表达也有相

似的先上调后下调趋势，与对照组相比，10 mg·kg －1 组下调最低呈显著差异( P ＜ 0． 05 ) 。CAT 基因表达

在 5 mg·kg －1组基因表达水平最低，与对照组相比，没有显著差异( P ＞ 0． 05) ，随着染毒浓度的增加，其表

达量在 10 mg·kg －1组有明显回升，但未达显著差异。可见 SOD 基因表达水平对 PFOA 的胁迫尤为敏感。
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图 4 PFOA 暴露 28 d 对蚯蚓 SOD、CAT、GST 基因表达的影响
与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01

Fig.4 Gene expression levels of SOD、CAT、GST in the control and PFOA exposed earthworms after 28鄄day exposure
Significant differences from the control are indicated as*P<0.05, **P<0.01

3 讨 论

化学物质进入生物体后，在机体内发生生物转化，形成一系列代谢中间产物，其中，一些产物参与氧

化还原反应，进而诱导活性氧大量生成［10］。活性氧若未及时清除，会造成机体的氧化损伤，包括脂质过氧

化、蛋白质过氧化和 DNA 的损伤等。笔者利用彗星实验探讨在 PFOA 胁迫下，蚯蚓体腔细胞 DNA 的损伤

程度。实验结果表明，PFOA 能致蚯蚓细胞 DNA 发生损伤，且随着染毒浓度的升高，损伤越明显，TL、TD
和 TM 逐渐增大，存在明显的剂量—效应关系。这可能是在 PFOA 胁迫下，蚯蚓体内产生了活性氧自由基

和其他中间反应产物，能够造成细胞核 DNA 裂解，从而对细胞 DNA 造成损伤。郑晓奇等［11］研究发现，全

氟辛磺酸( PFOS) 可造成赤子爱胜蚓体腔细胞 DNA 的损伤，其变化趋势与笔者的研究结果一致。崔媛

等［5］证明 PFOA 暴露致斑马鱼细胞 DNA 损伤，且损伤程度与 PFOA 浓度呈正相关。尽管研究的对象不

同，物种有差异，但崔媛等［5］的研究结果与笔者的研究结果具有高度的相似性。

生物细胞进行正常代谢时，常产生大量的超氧阴离子自由基、过氧化氢、羟自由基等活性氧。少量的

自由基作为第 2 信使，在信号传递的过程中非常重要，也是生物体所必须的。然而自由基的性质十分活
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泼，多余的自由基如未及时清除，将会破坏各种生物大分子，引发一系列氧化损伤，比如 DNA 损伤、酶失

活、脂质过氧化等，导致生物体的生理病变［12］。SOD 在清除活性氧反应过程中首先发挥作用，将超氧阴离

子自由基快速歧化为过氧化氢和分子氧。过氧化氢在过氧化氢酶和谷胱甘肽硫转移酶的作用下转化为

水和分子氧。本研究结果显示: 蚯蚓暴露于 PFOA 土壤 28 d 后，1 mg·kg －1浓度组蚯蚓 SOD 基因表达水

平被诱导上调，反映了 SOD 基因表达受到抗氧化应激的刺激，在受到应激的生理条件下 SOD 通过上调基

因表达保持动态平衡，以消除超氧化物自由基，从而满足机体的需要。随着染毒浓度增加，当外源性化学

物质的胁迫超过其自身的调节能力，抗氧化酶活性受到明显抑制，因而出现 SOD 基因表达量呈现剧烈下

调的趋势［13］。CAT，GST 基因表达量均出现先上调再下调的趋势，GST 基因表达量在 5 mg·kg －1处理组

明显下调，这可能与这 2 种酶在受到外界胁迫时，均参与清除活性氧的反应，并通过调节代谢水平来维系

其动态平衡。Yeung L W Y 等［14］利用基因芯片技术证明 PFOS 对基因表达有抑制作用，这与笔者的研究

结果一致。其他化学物质胁迫蚯蚓后，对蚯蚓生长和抗氧化酶基因表达水平影响也有相似的结果［15］。
PFOA 胁迫对蚯蚓体腔细胞的 DNA 能造成明显损伤，尾矩和慧尾长度这 2 个指标对 PFOA 的胁迫尤

其敏感，表现出明显剂量—效应关系。PFOA 胁迫能致蚯蚓抗氧化特异性基因表达和调控产生变化，

CAT，GST 和 SOD 的基因表达量变化趋势相似，其中 SOD 基因的表达对 PFOA 的胁迫较敏感。本试验结

果表明，蚯蚓体腔细胞 DNA 的损伤程度和 3 种抗氧化酶( CAT，GST，SOD) 基因表达水平的变化可作为潜

在的生物标志物，用以监测 PFOA 对土壤生物蚯蚓的毒性大小，并为构建 PFOA 土壤污染早期预警体系提

供理论依据。
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The Effect of PFOA Exposure on DNA Damage and Gene Expression
Levels of Antioxidant Enzyme of Eisenia foetida

FENG Shaojun1，2，DIAO Xiaoping1，2，CHENG Huaming1，2，TAO Jing1，2，HU Jiaqi2，TONG Xue2

( 1． Haikou Key Laboratory of Environment Toxicology，Hainan University，Haikou，Hainan，Hainan 570228;

2． College of Agronomy，Hainan University，Haikou，Hainan 570228，China)

Abstract: Perfluorooctanoic acid ( PFOA) ，a kind of synthetic chemicals，widely exists in the environment． It
can be accumulated in higher animals because of its good chemical stability and thermal stability，which makes it
become a persistent organic matter of concern in the environment． Earthworms of Eisenia foetida，an indicating
animal，were exposed to PFOA at different exposure concentrations to assay their DNA damage and the gene ex-
pression of their antioxidant enzymes，SOD，CAT and GST，by using natural soil contact method with a cycle of
28 days． PFOA stress resulted in DNA damage of the coelomic cells of the earthworm． PFOA exhibited signifi-
cant effect on the tail length( TL) ，tail moment( TM) and tail DNA content( TD) ( P ＜ 0． 05) of the earthworms
at different exposure concentrations with a given dose-response relationship( P ＜ 0． 01) ，and the TL and TM were
two indicators that were most sensitive to PFOA exposure． PFOA stress also induced the change of antioxidant －
specific gene expression of the earthworms． SOD gene expression was induced to show upregulation in response
to the PFOA at the concentration of 1 mg·kg －1，and then significant down-regulation at the concentration of 5
mg·kg －1 and 10mg·kg －1 ． GST gene expression was obviously down-regulated at the PFOA concentration of 10
mg·kg －1 ． The expression level of CAT gene was lowest at the PFOA concentration of 5 mg·kg －1 without sig-
nificant difference compared with the control． Of the genes of the antioxidant enzymes in the earthworm the SOD
gene was found the most sensitive to PFOA． All these results showed that the DNA damage of earthworm coelo-
mic cells and the change of gene expression of antioxidant enzymes of the earthworm could be used as biomarkers
to indicate the effect of PFOA on the earthworm，a soil organism．
Keywords: perfluorooctanoic acid ( PFOA) ; Eisenia foetida; DNA damage; antioxidant enzyme; gene expression
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