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Abstract：In this study, we investigated the effects of carbon nanomaterials on Festuca arundinacea growth, antioxidant enzyme activities,
and malondialdehyde content in Eisenia foetida by adding three types of carbon nanomaterials[graphene（G）, graphene oxide（GO）, and car⁃
bon nanotube（CNT）] to the turf media in different ratios（1% and 3%）. Exposure to the carbon nanomaterials lasted for 90 days. We found
no significant differences in plant height and shoot weights of Festuca arundinacea in the treatments with 1% and 3% of carbon nanomateri⁃
als. When earthworms were exposed to 1% and 3% of carbon nanomaterials, their superoxide dismutase（SOD）activity decreased signifi⁃
cantly, with an inhibition rate of 39.3% in the treatment with 3% CNT. Peroxidase（POD）activity in Eisenia foetida decreased significantly,
with an inhibition rate of 37.6% in the 3% GO treatment. Catalase（CAT）activity in Eisenia foetida increased in the 1% GO treatment, but
decreased in treatments with 3% GNT and 3% G. In addition, we found no significant differences in Glutathione S-Transferase（GST）activ⁃
ity or malondialdehyde（MDA）content in earthworms exposed to carbon nanomaterials. These results suggest that a certain concentration of
carbon nanomaterials will not affect turfgrass growth but can stimulate the production of ROS in earthworms and cause changes in the activi⁃
ties of antioxidant enzymes, indicating that carbon nanomaterials have some toxic effects on earthworms.
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摘 要：为探讨碳纳米材料对高羊茅生长和蚯蚓生理的影响，在草坪土壤基质中添加 3种碳纳米材料（石墨烯、氧化石墨烯和碳纳

米管），采用赤子爱胜蚓作为受试生物，研究了施加 1%和 3%碳纳米材料 90 d后高羊茅生长、蚯蚓抗氧化酶活性和丙二醛（MDA）
含量的变化。结果表明：不同比例的碳纳米材料对高羊茅的株高、地上鲜质量和干质量均没有显著影响。碳纳米材料均显著抑

制了蚯蚓超氧化物歧化酶（SOD）的活性，3%碳纳米管的抑制率达到39.3%；暴露于3%氧化石墨烯，过氧化物酶（POD）活性显著降

低；添加 1%氧化石墨烯，过氧化氢酶（CAT）活性有所升高，添加 3%碳纳米管和 3%石墨烯，CAT活性显著低于 1%氧化石墨烯处

理。此外，碳纳米材料对蚯蚓体内的谷胱甘肽 S-转移酶（GST）活性和MDA含量并无明显影响。因此，施加一定浓度的碳纳米材

料不会影响草坪植物的生长，但其可以诱导蚯蚓体内活性氧（ROS）的产生，引起抗氧化酶活性发生变化，对土壤动物蚯蚓具有一

定的毒性作用。
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碳纳米材料（石墨烯、氧化石墨烯和碳纳米管）由

于其独特的物理性质，在高灵敏度传感器制造、生物

成像、药物输送和环境净化领域显示出巨大潜力[1]。

石墨烯（G）是一种新兴碳素材料，是由碳原子组成六

角型呈蜂巢晶格的平面薄膜，也是目前已知的最薄、

最坚硬、导电性最好的纳米材料[2]。氧化石墨烯（GO）
是重要的石墨烯衍生物之一，可作为新生代污水处理

膜、新型吸附剂及监测环境污染的电极材料，可以改

变污染物的环境行为[3]。碳纳米管（CNT）由于其稳定

性、较强的金属性和导电性而广泛用于航空航天、汽

车和电子工业、生物医学等领域[4]。然而，在大量生

产和广泛应用的同时，碳纳米材料不可避免地被释放

到生态系统中，这无疑增加了其环境和生态风险。近

年来，碳纳米材料对不同生物的毒性效应受到关注。

Zhu等[5]研究表明，400 mg·L-1和 600 mg·L-1氧化石墨

烯暴露 36 h后，显著降低卤虫的孵化率，且幼虫中丙

二醛含量、总抗氧化能力、活性氧和超氧化物歧化酶

活性均显著增加。Myer等[6]的研究发现，添加 0.318
mg·g-1的碳纳米管 48 h后模糊网纹蚤的死亡率显著

降低。

高羊茅是禾本科多年生植物，作为我国北方广泛

应用的草坪草之一，其具有很强的抗逆性，能够耐寒、

耐贫瘠，抗病能力强，在水土保持、城市绿化、草坪建

植等方面发挥着巨大的作用[7]。蚯蚓是土壤生态系

统中生物量最大的无脊椎动物，在土壤结构及肥力的

形成和维持等诸多方面起着重要作用[8]。此外，蚯蚓

在土壤中位于食物链的底端，能够和土壤中的各类物

质直接接触，对土壤环境中的外源物质反应敏感，存

在于土壤中的各种污染物质会对蚯蚓产生不同程度

的影响[9]。赤子爱胜蚓（Eisenia foetida）已经被视为土

壤生态毒理研究的主要模式生物。生物对环境胁迫

的生物化学反应被认为是环境污染的早期警告指数，

许多酶活性已被认为是环境污染的生物标志物[10-11]。

暴露于环境污染物的生物体中会产生活性氧物质

（ROS），过量的ROS能氧化诱导破坏脂质、蛋白质和

核酸，从而干扰细胞的正常功能[12]。为了抵抗氧化应

激，生物体内具有与ROS相互作用的酶，如超氧化物

歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、过氧化物酶

（POD）、谷胱甘肽S-转移酶（GST）等。

有关碳纳米材料对蚯蚓的毒性效应已有一些报

道，较多地集中于碳纳米管及其在蚯蚓体内的富

集[13]。多壁碳纳米管的急性毒性实验显示其对蚯蚓

有轻微的毒性[14]；Zhao等[15]研究发现，改性纳米碳黑

对蚯蚓具有一定的毒性，可抑制蚯蚓抗氧化酶的活

性。但有关石墨烯、氧化石墨烯和碳纳米管在草坪建

植体系中对蚯蚓的毒性研究未见报道。本研究选取

具有代表性的高羊茅和赤子爱胜蚓为模式生物，石墨

烯、氧化石墨烯和羧基化碳纳米管为实验材料，探究

碳纳米材料作为吸附剂施于草坪基质中对高羊茅的

生长、蚯蚓体内酶活性和丙二醛（MDA）含量的影响，

以了解不同新型碳纳米吸附材料进行土壤修复的环

境生态效应，为早期诊断和评价环境中碳纳米材料生

态污染风险提供实验方法和数据参考。

1 材料与方法

1.1 实验材料

供试土壤为天津师范大学校园土壤，其主要理化

性质：含水量 16.2%，pH 7.12，电导率 1950 µS·cm-1，

有机质、全氮和全磷含量分别为 41.39、1.96、3.18 g·
kg-1。草坪植物选用我国北方广泛应用的高羊茅

（Festuca arundinacea）。生活垃圾堆肥来自天津小淀

垃圾堆肥处理厂，基本性质：pH 7.49，电导率 2300
µS·cm-1，有机质、全氮和全磷含量分别为 131.84、
25.09、6.81 g·kg-1。石墨烯（G）微片由南京吉仓纳米

科技有限公司生产，为黑色无规则薄片，微片大小

0.5~20 µm，比表面积 40~60 m2·g-1；氧化石墨烯（GO）
购自苏州恒球石墨烯科技有限公司，为黑色或褐黄色

粉末，平均厚度 3.4~7 nm，片层直径 10~50 µm，比表

面积 100~300 m2·g-1；羧基化碳纳米管（CNT）购自北

京博宇高科技新材料技术有限公司，直径 20~40 nm，

长度 10~30 µm，比表面积>110 m2·g-1。蚯蚓选用赤

子爱胜蚓（Eisenia foetida），实验前先驯化 7 d，环带明

显的蚯蚓清肠 24 h后，选择体重 300~500 mg的健壮

成体放入不同处理进行培养，以牛粪为蚯蚓饲料。

1.2 实验设计

采用塑料盆（高 14 cm、内径 18 cm），底部铺垫尼

龙网以防蚯蚓爬出。每盆装校园土壤 1000 g，3种碳

纳米材料均设定土壤质量的 1%和 3%两个比例，每

盆添加 35 g垃圾堆肥供植物生长所需。另外，每盆再

添加 150 g牛粪作为蚯蚓饲料。以不添加碳纳米材料

的处理为对照（CK），各处理设置3个平行。土壤与碳

纳米材料、堆肥、牛粪混匀后装盆，每盆添加蚯蚓 20
条，播入草坪植物高羊茅种子 3.5 g。塑料盆随机排

列，每5 d移动位置以保证光照一致，实验期间温度为

25~34 ℃，相对湿度45%~65%，光照为自然入射光，培

养期间按需补充水分。
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1.3 指标测定

1.3.1 高羊茅地上生物量的测定

90 d后，将高羊茅齐地面刈割。先称鲜质量，然

后置于烘箱85 ℃条件下烘干至恒质量。

1.3.2 蚯蚓抗氧化酶、GST活性和MDA含量的测定

酶液制备过程如下：取清肠 24 h 后的蚯蚓洗净

吸干水分称质量，按照质量体积比 1∶10 加入预冷

的磷酸盐缓冲液（pH 7.8）迅速研磨，之后离心 5 min
（10 000 r·min-1，4 ℃），提取上清液。采用考马斯亮蓝

染色法进行酶液中蛋白质含量的测定，以牛血清白蛋

白作为标准蛋白[16]。SOD 活性采用氮蓝四唑（NBT）
光还原法测定[17]，以抑制NBT光化学还原 50%所需要

的酶量为一个酶活单位。CAT 的测定参照徐镜波

等[18]方法，25 ℃下，100 s内使H2O2分解 50%时的酶蛋

白量为一个酶活单位。POD活性的测定采用愈创木

酚比色法[19]，每分钟内 470 nm 下吸光值变化 0.01 为

一个酶活单位。GST活性采用 1-氯-2，4-二硝基苯

（CDNB）比色法[20]，用分光光度计测定 340 nm 下 1
min OD340的变化值；MDA含量的测定采用硫代巴比

妥酸（TBA）法[21]。

1.4 数据统计与处理

采用 SPSS 17.0 软件完成数据处理，利用 One-
way ANOVA 单因素方差分析进行差异显著性分析

（Duncan，P<0.05），采用SigmaPlot 12.5作图。

2 结果与分析

2.1 碳纳米材料对高羊茅株高和生物量的影响

草坪植物的地上生长直接关系到草坪的质量和

成坪效果，而株高和生物量是衡量高羊茅生长的重要

指标。和 CK 相比，添加 1% G 使高羊茅株高增加

3.4%，其余碳纳米材料处理株高均出现了降低，但各

处理之间差异不显著（表 1，P>0.05）。高羊茅地上鲜

质量和干质量以 1%的GO为最低，但各处理间也均

无显著性差异（P>0.05）。由此表明，碳纳米材料对高

羊茅的地上生长没有显著性影响。

2.2 碳纳米材料对蚯蚓抗氧化酶活性的影响

SOD广泛存在于各种动植物和微生物中，可以清

除超氧化物自由基，是预防活性氧的第一道防线。由

图 1可以看出，赤子爱胜蚓在含有 1%和 3%的碳纳米

材料土壤中暴露 3个月后，体内的 SOD活性出现了显

著性抑制（P<0.05），并随添加比例的增大，抑制率增

加。1%G、3%G、1%GO、3%GO、1%CNT 和 3%CNT 处

理 SOD 活性抑制率分别为 24.5%、30.7%、35.2%、

35.9%、30.4% 和 39.3%。其中，3% CNT 对 SOD 活性

抑制作用最大，抑制率达到39.3%。

CAT是生物体内重要的抗氧化酶，可以缓解污染

胁迫下 H2O2的毒害，维持内环境的稳定。如图 1 所

示，暴露于 1% GO，蚯蚓体内CAT活性略高于CK，但

差异不显著。其他碳纳米材料处理，CAT 活性被抑

制，且随添加比例的增大抑制作用加大。暴露于 3%
G和 3% CNT时，CAT活性的抑制率分别为 22.4%和

21.7%，与CK组差异不显著（P>0.05），但与 1% GO相

比，CAT活性显著降低（P<0.05）。

POD 在细胞代谢过程中也可清除 H2O2。从图 1
可看出，赤子爱胜蚓暴露于碳纳米材料 90 d，体内

POD活性均出现了下降。3% GO处理组出现了显著

的抑制作用（P<0.05），抑制率达到 37.6%；其余处理

组POD活性与CK组无显著性差异（P>0.05）。

GST参与生物体的异物代谢，是一种重要的解毒

酶。图 1 显示，1% G 处理蚯蚓体内 GST 活性（70.62
nmol·min-1·mg-1Pr）被激活，其他处理 GST 活性有一

定程度的降低，但和CK差异并不显著（P>0.05）。可

见，碳纳米材料对GST活性无显著影响。

2.3 碳纳米材料对蚯蚓MDA含量的影响

脂质过氧化是生物体中的有害过程，MDA含量

可以反映细胞脂质过氧化水平。碳纳米材料对蚯蚓

MDA含量的影响如图 2所示。与CK相比，各处理组

中 MDA 含量有所波动，以 3% GO 处理的 MDA 含量

（1.05 nmol·mg-1Pr）最高，但各处理和CK差异不显著

（P>0.05）。

表1 碳纳米材料对高羊茅株高和生物量的影响

Table 1 Effects of carbon nanomaterials on the plant height and
biomass of Festuca arundinacea

注：G、GO和CNT分别代表石墨烯、氧化石墨烯和碳纳米管；表中
数值为平均值±标准偏差。

Note：G，GO and CNT stand for graphene，graphene oxide and carbon
nanotube，respectively. Values are given as mean ± SD from triplicate
determinations.

处理
Treatments

CK
1% G
3% G

1% GO
3% GO
1% CNT
3% CNT

株高
Plant height/cm

19.78±1.74
20.46±2.57
17.36±2.42
17.90±0.86
18.13±2.09
16.59±1.38
19.62±2.03

地上鲜质量
Fresh weight/g
13.21±0.61
13.06±1.15
13.50±0.55
12.22±0.05
13.58±0.57
13.42±0.35
12.65±0.26

地上干质量
Dry weight/g
3.33±0.08
3.26±0.14
3.35±0.04
3.17±0.02
3.41±0.05
3.35±0.07
3.20±0.05
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3 讨论

已有研究表明，低浓度的碳纳米材料对植物生长

发育具有积极作用，主要表现在促进种子萌发、根系

伸长和提高生物量的积累等[22]。在水培实验中，多壁

碳纳米管能显著增加植物种子的发芽率、根系和地上

部的生长，和对照相比，大豆和大麦的发芽率提高

50%，玉米提高 90%[23]。也有研究表明，在一定的实

验条件下，碳纳米材料对植物的生长发育产生负面影

响，如生长抑制、生物量下降、活性氧含量增加等[2]。

碳纳米材料对植物的影响可能与其作用方式和吸收

途径、对植物基因表达和根际微生物的影响有关[2]，

但具体的作用机理还不清楚，有待于进一步深入研

究。本研究结果显示，1%和3%碳纳米材料未对高羊

茅的株高、地上干质量和鲜质量产生显著影响，表明

高羊茅对碳纳米材料具有一定的耐受性。

抗氧化酶（SOD、CAT、POD）被认为是保护生物

大分子免受氧化损伤的主要防御系统，可以协同清除

其体内产生的活性氧，从而保护细胞免遭破坏[24]。蚯

蚓体内各种酶活性及MDA含量对碳纳米材料响应特

征不同。土壤中添加碳纳米材料使得 SOD活性显著

降低，而 CK 组中 SOD 活性处于较高水平，表明 SOD
活性受到抑制。通常情况下，当蚯蚓受到轻度污染胁

迫时，SOD活性被诱导，当受到重度逆境胁迫时，SOD
活性会降低[25]。在碳纳米材料胁迫下，蚯蚓的代谢平

衡受到破坏，引起代谢产物活性氧的积累。SOD活性

的降低可能是由于清除过多的氧自由基而导致酶失

活[26]。碳纳米材料含量越高，蚯蚓体内产生的氧自由

不同小写字母表示各处理水平之间差异显著（P<0.05）。下同
Different lowercase letters indicate significant differences between different treatments（P<0.05）. The same below

图1 碳纳米材料对蚯蚓酶活性的影响

Figure 1 Effects of carbon nanomaterials on the enzyme activities of earthworm

图2 碳纳米材料对蚯蚓MDA含量的影响

Figure 2 Effects of carbon nanomaterials on the MDA
content of earthworm
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基数量越多，且 3% CNT引起的损伤更大，SOD活性

受抑制更显著。Zhao等[15]的研究也发现，改性纳米碳

黑均显著降低了蚯蚓的 SOD活性，这与本实验的结

果相一致。

在活性氧转化过程中，产生的 H2O2对细胞也有

一定的毒害作用，CAT可以将其分解，使细胞免受毒

害[27]。本实验中，3% CNT 和 3% G 显著抑制 CAT 活

性，这可能与纳米材料本身的性质、浓度大小和持续

时间有关。高含量的碳纳米材料处理下CAT 活性降

低，可能是自由基导致的酶失活，或与合成相关酶的

蛋白质减少或受损有关；其活性的抑制将导致 H2O2
的累积，有可能对蚯蚓造成过氧化损伤[28]。

POD与CAT对于清除生物体内过量的H2O2具有

很好的协同作用，二者在细胞中存在的位置不同，而

使其分工存在差异[29]。添加碳纳米材料后 POD活性

降低，其中 3% GO抑制作用最显著，这可能与碳纳米

材料本身的尺寸、层数、团聚状态、结构缺陷、氧化程

度等性质有关[30]。总体来说，添加碳纳米材料后，蚯

蚓体内 SOD、POD和CAT活性出现了降低，SOD对碳

纳米材料的敏感性大于CAT和POD。

GST作为第二阶段解毒酶，可催化污染物与GSH
结合，生成极性的小分子物质，从而减轻其毒性[31]。

而碳纳米材料并未引起GST活性的显著变化，这可能

是因为其毒性未超过蚯蚓的耐受范围，GST未发挥作

用。MDA是细胞脂质在受活性氧胁迫后而形成的脂

质过氧化产物，它反映了蚯蚓机体内的抗氧化防御系

统和活性氧间的平衡，进一步间接反映了蚯蚓对外源

干扰的适应能力[32]。MDA 含量各处理与 CK 无明显

差异，说明蚯蚓体内可以通过抗氧化酶的调节，缓解

脂质过氧化，使机体处于平衡状态。

4 结论

（1）草坪基质中添加一定比例的碳纳米材料未对

高羊茅产生明显的毒性效应，高羊茅对碳纳米材料的

耐受性较好，抗逆性强。

（2）蚯蚓体内抗氧化酶活性对碳纳米材料的响应

总体上表现为下降，表明碳纳米材料能引起蚯蚓体内

的毒性效应，抑制抗氧化酶的活性。其中 SOD活性

均显著低于 CK，因此在蚯蚓抗氧化酶中可以选取

SOD作为碳纳米材料污染程度的指示指标。

（3）碳纳米材料对蚯蚓体内的 GST 酶活和 MDA
含量无明显影响，蚯蚓可能通过抗氧化防御系统或其

他机制进行自我修复，减轻毒害作用。
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