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Effects of zinc oxide nanoparticle application in soil on earthworm physiology and cucumber seedling growth
YANG Jing-ya1，2, FU Qian2, ZHANG Hao-yue2, PENG Qing-qing2, ZHONG Min-zheng2, MAO Hui1，2*

（1.Key Laboratory of Plant Nutrition and the Agri-environment in Northwest China, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yangling
712100, China; 2.College of Resources and Environmental Science, Northwest A&F University, Yangling 712100, China）
Abstract：Zinc oxide nanoparticles（ZnO NPs） are widely used in various industries owing to their unique physical and chemical
properties. While they have tremendous benefits, they also carry potential risks, such as cytotoxicity and genotoxicity. In the soil
environment, ZnO NPs may pose a severe threat to organisms in terrestrial ecosystems. In this study, a pot experiment was used to evaluate
the effects of ZnO NPs on earthworm physiology and cucumber seedling growth. The results showed that the ZnO NPs in each treatment had
no significant effects on earthworms′ growth and development. However, as concentration increased, the antioxidant enzyme activity in
earthworms was altered. SOD showed an increasing trend. CAT and POD first decreased and then increased, indicating a synergistic effect.
When the ZnO NPs treatment was 1 000 mg·kg-1, earthworms suffered the most oxidative stress, and the MDA content increased by 19.2%
compared with the control. For cucumber seedlings, ZnO NPs treatment exacerbated plant oxidative stress. Except that SOD was inhibited
at 1 000 mg·kg-1, SOD, CAT, POD, and MDA all increased with an increase in ZnO NPs concentration. The addition of earthworms could
significantly promote seedling growth, including increasing biomass and improving root vigor. Simultaneously, earthworms could alleviate or
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摘 要：纳米氧化锌（ZnO NPs）由于其独特的理化性质，被广泛应用于各行各业，在带来巨大利益的同时也存在着潜在风险，如细

胞毒性、基因毒性等。在土壤环境中，ZnO NPs可能会对陆地生态系统中的生物构成严重威胁。本研究采用盆栽试验的方法，评

估了ZnO NPs对蚯蚓生理以及黄瓜幼苗生长的影响。结果表明：各处理ZnO NPs对蚯蚓的生长发育影响不显著，但随着浓度的增

加，蚯蚓的抗氧化酶活性发生变化，SOD呈现出增加的趋势，CAT和POD先降低再上升，二者表现为协同作用。当ZnO NPs处理为

1 000 mg·kg-1时，蚯蚓受到的氧化胁迫最大，MDA含量较对照增加了19.2%。对于黄瓜幼苗而言，ZnO NPs处理能够普遍增强植株

氧化应激，除了 SOD在 1 000 mg·kg-1时受到抑制外，SOD、CAT、POD及MDA均随浓度的增加而增加。蚯蚓的加入能显著促进幼

苗生长，增加生物量、提高根系活力，同时也能在一定程度上缓解或抑制 ZnO NPs 对植株造成的损伤。ZnO NPs 处理为 500
mg·kg-1和 1 000 mg·kg-1时，SOD分别较不加蚯蚓处理降低了 76.7%、63.5%，MDA分别降低了 28.6%、23.7%。在 28 d培养周期中，

蚯蚓对ZnO NPs响应较低，组织锌含量没有显著变化；黄瓜幼苗地上部和地下部锌含量均随着处理浓度的增加而增加，而添加蚯

蚓的处理降低了植株的锌含量，也反映了蚯蚓在系统中对胁迫条件下的黄瓜幼苗生长的调控和缓解作用。
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锌参与人体内 200多种酶和蛋白质的组成，作为

许多酶的催化剂，是人体必需的微量元素。目前，世

界人口锌缺乏是一个全球性的健康问题，主要原因是

锌摄取量低。因此，越来越多研究致力于食品增锌，

希望通过增加作物锌含量来提高人体对锌的摄入量。

施用锌肥作为一种普遍应用的方法，可在短期内有效

增加作物锌含量，同时也可以增加土壤有效锌含量，

为生物强化奠定基础。近年来，作为生产量位居世界

第 三 的 金 属 纳 米 材 料 ，纳 米 氧 化 锌（Zinc oxide
nanoparticles，ZnO NPs）在农业方面的应用越来越受

到重视，且增锌效果已初见成效[1-3]。然而，广泛大规

模的使用，在给人类带来巨大利益的同时也存在着潜

在风险。ZnO NPs的生产、使用和处置，使其最终不

可避免地进入环境中，影响生态环境及生物健康。尤

其是在土壤环境中，ZnO NPs作为锌肥和杀虫剂广泛

使用[4-5]，其生物安全性及潜在影响已不容忽视。

近年来，越来越多的研究表明，ZnO NPs的独特

性质会使其毒性增加。Xiang等[6]研究发现 1~80 mg·
L-1的 ZnO NPs溶液明显抑制了白菜根的伸长。Hira
等[7]证实了 NPs对黑菜萌发和茎部生长的影响。He
等 [8]研究了 ZnO NPs 在线蚓中的动态积累和毒性

效应，通过计算 ZnO NPs悬浮液中的 Zn2+浓度，发现

悬浮液中以NPs颗粒为主，而不是 Zn2+。Świątek等[9]

发现在暴露于ZnO NPs污染土壤中 48 h后，蚯蚓肠道

上皮受到一定程度的损伤。Alves 等[10]研究发现，

ZnO NPs超过 400 mg·kg-1时会对蚯蚓的繁殖率产生

毒性影响，而浓度大于 4 000 mg·kg-1时会对弹尾虫的

繁殖率产生显著影响。因此，研究ZnO NPs对土壤生

态环境的毒理效应是一个越来越受到科学关注的重

要课题，可以为评估ZnO NPs对土壤带来的环境风险

提供依据。

黄瓜是一种富含多种营养元素的蔬菜，具有生长

速度快、对锌浓度的响应较好的特点[11]。黄瓜叶片面

积较大，蒸腾速率高，比其他粮食作物的需水量大，这

意味着黄瓜幼苗可能对纳米颗粒的吸收更大，导致

ZnO NPs颗粒可能通过食物链对人体带来健康风险。

作为一种重要的土壤动物，蚯蚓约占土壤动物生物总

量的 60%~80%[12]，参与土壤有机质的分解、养分循环

利用，且能促进微生物的生命活动[13]。有研究表明，

蚯蚓具有体积大、生物量高等特征，且相比其他土壤

无脊椎动物更易受到金属污染影响，适宜作为反映土

壤质量的生物指示物，广泛用于重金属污染和食物链

传递的生态毒理学研究[14]，其存活率、抗氧化酶活性、

抗氧化物质含量等是重要的生物标志物，可以有效地

反映土壤的健康和安全状况[12]。赤子爱胜蚓繁殖率

高、适应性强，是国际上蚯蚓毒性试验常用的品种。

现有的研究发现，蚯蚓能有效降低土壤环境中污染物

的毒性作用，促进作物的生长。Jiang等[15]研究指出，

蚯蚓能抵抗纳米颗粒对番茄植株产生毒性，通过增强

植物的抗逆性来帮助植物应对纳米颗粒的胁迫。

Mkhinini等[16]也发现，蚯蚓能够显著促进废水灌溉后

的蚕豆植株的生长，保护作物抵抗氧化应激。

目前，有关ZnO NPs对蚯蚓的毒性效应已有相关

报道，但大部分研究都采用非天然土壤介质[17]或单一

的培养体系[14]，忽略了土壤系统中植物的存在，这种

做法可能导致与自然环境条件下所观察到的毒性作

用明显不同。土壤是一个非常复杂的系统，具有多种

生物种群。土壤性质和系统多样性在很大程度上决

定着 ZnO NPs 的环境行为、土壤中的锌形态及其生

物利用度，因此无法正确、全面地评估 ZnO Nps的生

态毒性。此外，有关 ZnO NPs 在自然种植系统中的

毒性研究未见报道。综上所述，本研究采用盆栽试

验，评估 ZnO NPs作为新型肥料，在自然土壤中对黄

瓜幼苗生长、蚯蚓生理的影响，以期为评价 ZnO NPs
对土壤环境中的作物生长及动物安全的影响提供科

学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 试验试剂

试验所用试剂盒购于南京建成生物工程研究所，

纳米氧化锌（ZnO NPs，粒径 70±10 nm，纯度>99.6％）

inhibit the damage caused by ZnO NPs to plants to a certain extent. When ZnO NPs were applied at 500 mg·kg-1 and 1 000 mg·kg-1, SOD
was reduced by 76.7% and 63.5%, and MDA was reduced by 28.6% and 23.7%, respectively. During the 28-day culture cycle, the
earthworms had a low response to ZnO NPs, and the zinc content in the earthworms tissues did not change significantly. The zinc content of
above and belowground parts of cucumber seedlings increased with increasing treatment concentration. In contrast, the treatment combined
with earthworms reduced the plants ′ zinc content, reflecting the regulation and alleviation of cucumber seedling growth under stress
conditions by earthworms.
Keywords：zinc oxide nanoparticles; earthworms; cucumber seedlings; oxidative stress; zinc content
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购自山东宏升材料科技有限公司。

1.1.2 供试动物

赤子爱胜蚓（Eisenia fetida）购于河北石家庄某养

殖场，在试验开始前驯化一周，选取体型饱满、色泽鲜

艳、环带发育健康的蚯蚓进行试验。

1.1.3 供试作物

供试作物品种为对锌敏感的蔬菜黄瓜（亮优

106）。在试验开始前先进行发芽，4 d后移栽，发芽期

不做任何处理。

1.1.4 供试土壤

供试土壤采自陕西省咸阳市永寿县御驾宫镇

御中村农田耕作层（北纬 34°49′，东经 108°11′，海
拔 1 127 m），年平均降雨量为 610 mm，平均气温为

10.2 ℃，无霜期 210 d。随机采集表层土壤（15~20
cm），自然风干后过 2 mm网筛。土壤基本理化性质

如表1所示。

1.2 试验设计

本研究以盆栽试验的形式进行。在整个试验过

程中，平均日温度为 25 ℃，平均夜温度为 20 ℃，平均

每日光照时间为 16 h，相对湿度为 65%，土壤湿度约

为田间最大持水量的60%。

现阶段，预测环境中工程纳米颗粒（ENP）的浓度

仍然存在许多阻碍问题。根据 Jos'ko[18]和 Sun等[19]的

研究表明，土壤和污泥中 ZnO NPs的浓度分别为 10~
100、17~110 mg·kg-1，且自然土壤中 ZnO NPs的含量

每年以 0.06 μg·kg-1的速度逐渐增加[19]。虽然该预估

值远小于现有研究得出的对土壤环境产生毒性效应

的浓度，但随着纳米技术的发展和应用，ZnO NPs的
环境浓度会快速增加，当其累计到一定程度就会对土

壤环境造成威胁。基于此，本试验选择了更高的浓

度来预测其在土壤环境中的毒性效应，试验共设置 4
个浓度梯度（mg·kg-1）：0（CK）、50（Z50）、500（Z500）、

1 000（Z1000），以纯锌计量。按N 46 mg·kg-1、P2O5 39
mg·kg-1、K2O 93 mg·kg-1作为基肥施入，与土壤充分混

匀。每组浓度设置 16个重复，每个重复加入 2 kg供
试土壤，移栽 3株幼苗。其中，8个重复加蚯蚓（SE），

蚯蚓添加量为每盆 20条，另 8个处理不加蚯蚓（S）。

培养28 d后将蚯蚓和黄瓜幼苗取出，用超纯水将蚯蚓

冲洗干净，放于25 ℃培养箱中过夜吐泥，备用。

1.3 测定指标及方法

1.3.1 蚯蚓的分析方法

准确称取待测组织的质量，按质量（g）∶体积

（mL）=1∶9的比例加入 9倍体积的生理盐水，冰水浴

条件机械匀浆，2 500 r·min-1离心 10 min，取上清液，

即为 10%的组织匀浆，用于蛋白定量（TP）、超氧化物

歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、过氧化物酶

（POD）、丙二醛（MDA）的测定。具体测定方法和步骤

按照相应的试剂盒进行。其中，SOD 测定采用羟胺

法，CAT 测定采用紫外法，POD 测定采用比色法，

MDA测定采用TBA法，TP测定采用考马斯亮蓝法。

用质量分数为 68% 的浓 HNO3对干燥的蚯蚓样

品进行微波消解，AAS测定锌含量。

1.3.2 黄瓜的分析方法

黄瓜幼苗收获后，分别称取地上部和地下部的鲜

质量，并计算总生物量。根部用 0.01 mol·L-1 HNO3清

洗，再用去离子水冲洗 3次后吸干表面水分。根系活

力测定采用氯化三苯基四氮唑（TTC）法，SOD测定采

用 NBT 光还原法，POD 测定采用愈创木酚比色法，

CAT测定采用紫外法，MDA测定采用TBA法，锌含量

采用AAS进行分析测定。

1.4 质量控制与质量保证

本研究中使用的化学试剂均为优级纯试剂。采

用经认证的标准参考材料[GBW10046（GSB-24）]验证

分析过程的准确性，平均回收率为93％。在分析过程

中，每测定20个样品进1次标准样品进行质量控制。

1.5 数据处理

试验数据处理采用 SPSS 19.0进行统计分析，采

用LSD法进行多重比较，显著性水平为P<0.05。
2 结果与分析

2.1 ZnO NPs对蚯蚓的影响

2.1.1 对存活率的影响

从表 2可以看出，在 28 d的培养周期中，不同浓

度的 ZnO NPs处理均未对蚯蚓的存活率产生显著影

表1 基地土壤基本理化性质

Table 1 Basic physical and chemical properties of base soil

pH
8.5

有机质
Organic matter/（g·kg-1）

15.5

全氮
Total N/（g·kg-1）

1.04

有效磷
Available P/（mg·kg-1）

18.8

速效钾
Available K/（mg·kg-1）

154.5

DTPA-Zn/
（mg·kg-1）

0.58
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响，且存活率均大于 87%，表明蚯蚓对 ZnO NPs具有

较强的耐受性。

2.1.2 对抗氧化酶活性和MDA含量的影响

SOD 是一种天然的氧自由基清除剂，在整个酶

促防御系统中占有重要地位。从图 1（A）可以看出，

与对照组相比，SOD活性有增加的趋势，尤其是 50、
1 000 mg·kg-1 处理组，分别较对照提高了 16.6%、

16.5%，但未达到显著水平。在图 1（B）中，与对照相

比，不同浓度 ZnO NPs 处理中，CAT 活性在 50、500
mg·kg-1略微降低，在高浓度逐渐恢复至超过对照水

平，较对照增加了 25.7%，但仍未达到显著水平。如

图 1（C）所示，在不同浓度 ZnO NPs处理下，POD活性

变化差异显著。在 50、500 mg·kg-1时分别较对照显

著降低了 29.7%、21.9%，但在高浓度时逐渐恢复至对

照水平，这与 CAT 活性变化趋势相似，表明 POD 和

CAT具有协同清除H2O2的作用[20]。

MDA是自由基引发的脂质过氧化作用的最终分

解产物，其含量的多少可间接反映 ROS对机体的损

伤程度。本试验中，随着处理浓度增加，MDA含量有

增加的趋势，在浓度为 1 000 mg·kg-1时变化显著，达

到3.22 nmol·mg-1，较对照提高了19.2%。

2.1.3 对组织锌含量的影响

锌是蚯蚓生长、成熟和繁殖所必需的基本元素，

因此代谢过程中需要一定水平的锌元素。从表 3可

以看出，与对照相比，随着ZnO NPs处理浓度增加，蚯

蚓体内的锌含量有增加的趋势，但没有显著差异，总

体维持在201.91~212.26 mg·kg-1的水平。

2.2 对黄瓜的影响

2.2.1 对幼苗生长的影响

从表 4可以看出，不同浓度 ZnO NPs 处理下，黄

瓜的生物量发生了显著变化。在未添加蚯蚓的处理

中，随着 ZnO NPs 浓度的增加，黄瓜的生物量先增

加后降低。50 mg·kg-1 处理显著促进了幼苗生长，

此时生物量最大，为 15.81 g，相比对照增加了 33.1%；

在 500 mg·kg-1和 1 000 mg·kg-1处理中，生物量呈现下

降趋势，但与对照相比未达到显著水平。同样，黄瓜

注：表中不同的小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同。
Note：Different lowercase letters in the table indicate significant

differences among treatments（P<0.05）. The same below.

表2 ZnO NPs对蚯蚓存活率的影响

Table 2 Effects of ZnO NPs on earthworm survival rate
处理 Treatments

存活率/%
CK

90.00±10.80a
Z50

87.50±7.50a
Z500

93.33±7.45a
Z1000

88.75±7.40a

图1 ZnO NPs对蚯蚓的抗氧化酶活性及MDA含量的影响

Figure 1 Effects of ZnO NPs on antioxidant enzyme activity and
MDA content of earthworms

图中不同的小写字母表示处理间有显著差异（P<0.05）。下同
Different lowercase letters in the figure indicate significant differences

among treatments（P<0.05）. The same below
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幼苗的根系活力也呈现先增加后降低的趋势。在

ZnO NPs浓度为 50 mg·kg-1时，根系活力显著增加，高

达 25.50 mg·g-1·h-1，是对照的 2.1倍。随着处理浓度

的增加，根系活力又降低至对照水平，其变化趋势与

生物量一致。

观察同浓度 ZnO NPs处理下蚯蚓对黄瓜幼苗生

长的调节作用，发现在添加蚯蚓后，生物量和根系活

性均显著提高。其中，生物量分别是未添加蚯蚓时的

1.99、1.35、2.47、2.65倍，根系活力是未添加蚯蚓时的

3.68、1.37、3.04、3.56倍，说明蚯蚓极大地促进了黄瓜

幼苗的生长。

2.2.2 对抗氧化酶活性和MDA含量的影响

当受到环境污染物等非生物胁迫时，植物体内会

产生过多的 ROS，从而激活细胞中去除 ROS 的抗氧

化机制，防止ROS的潜在毒性危害。SOD、CAT、POD
等能清除代谢过程中产生的ROS，使其处于一个较为

稳定的水平。

图 2 是 ZnO NPs 对黄瓜幼苗的抗氧化酶活性及

MDA含量的影响。在未加蚯蚓的处理中，如图 2（A）
所示，随着 ZnO NPs浓度的增加，SOD活性先增加后

降低，均显著高于对照组。在 500 mg·kg-1 ZnO NPs处
理中，SOD活性最大，为 3.22 U-1·g-1·min-1，是对照组

的 3.7倍；50 mg·kg-1和 1 000 mg·kg-1分别是对照组的

2.45、1.83倍。在图 2（B）中，随着 ZnO NPs处理浓度

的增加，CAT活性逐渐增加，但低浓度处理未达到显

著水平；500 mg·kg-1和 1 000 mg·kg-1分别较对照增加

了 131.1%、127.0%。图 2（C）中，与对照相比，在 50、
500 mg·kg-1 处理中，POD 活性均未发现明显变化，

但 1 000 mg·kg-1 处理组的 POD 活性显著增加，达

2 854.58 U-1·g-1·min-1，比对照增加了 22.4%。如图 2
所示，研究同浓度ZnO NPs处理中是否添加蚯蚓对黄

瓜幼苗抗氧化酶活性的影响，结果表明在添加蚯蚓

后，除对照外，SOD活性在低、中、高浓度中均降低，在

500 mg·kg-1和 1 000 mg·kg-1处理中，SOD活性变化显

著，不加蚯蚓处理组的 SOD活性是添加蚯蚓的 4.29、
2.74倍。在对照组和低浓度处理下，添加蚯蚓可使黄

瓜幼苗的CAT活性增加，且低浓度处理组差异显著，

是不加蚯蚓的1.77倍；但在中、高浓度下，添加蚯蚓对

CAT活性影响较小。对于植株 POD 活性来说，在对

照组和所有 ZnO NPs 处理组中，添加蚯蚓后均未对

POD活性造成显著影响。

ZnO NPs对黄瓜幼苗MDA含量的影响如图 2（D）
所示。在不加蚯蚓的处理中，随着ZnO NPs浓度的增

加，MDA含量有增加的趋势，1 000 mg·kg-1处理组增

加达到显著水平，相比对照增加了 34.1%。在同浓度

ZnO NPs 处理中，500 mg·kg-1 和 1 000 mg·kg-1 浓度

下，添加蚯蚓后的MDA含量较未添加蚯蚓时有降低

的趋势，在 1 000 mg·kg-1处理中达到显著水平，仅为

不加蚯蚓处理的76.3%。

2.2.3 对锌含量的影响

图 3为黄瓜幼苗地上部和地下部的锌含量。在

不加蚯蚓的处理中，随着 ZnO NPs处理浓度增加，地

上部和地下部的锌含量显著增加。其中，地上部锌含

量分别是对照的 2.79、6.38、8.30倍，地下部分别是对

照的 1.31、3.72、6.19倍。同一浓度的两种处理中，在

添加蚯蚓后，不管是地上部还是地下部锌含量均有降

注：S代表未添加蚯蚓处理，SE表示添加蚯蚓处理。下同。
Note：S means no earthworm treatment and SE means added earthworm treatment. The same below.

表3 ZnO NPs对蚯蚓组织锌含量的影响

Table 3 Effects of ZnO NPs on Zn content in earthworm tissues

表4 ZnO NPs对黄瓜幼苗生物量及根系活力的影响

Table 4 Effects of ZnO NPs on biomass and root activity of cucumber seedlings

处理 Treatments
锌含量/（mg·kg-1）

CK
201.91±15.40a

Z50
210.69±23.94a

Z500
212.26±21.44a

Z1000
211.08±11.84a

处理
Treatments

CK
Z50
Z500
Z1000

生物量Biomass/g
S

11.88±0.84e
15.81±2.55d
12.78±1.22e
12.14±2.12e

SE
23.61±2.70b
21.32±0.01c
31.63±2.21a
32.16±1.48a

根系活力Root activity/（mg·g-1·h-1）

S
12.11±2.45d
25.50±3.22c
10.12±1.53d
9.24±0.76d

SE
44.46±14.46a
34.95±5.50b
30.81±2.74bc
32.92±2.80bc
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低的趋势，说明蚯蚓可能会影响黄瓜幼苗对ZnO NPs
的吸收。

3 讨论

3.1 对蚯蚓生理的影响

本研究结果表明，即使在 1 000 mg·kg-1 ZnO NPs
处理中，蚯蚓的存活率也大于 87%。同样，在García-
Gómez 等[21]的研究中，观察到蚯蚓在 1 000 mg·kg-1

ZnO NPs处理中培养 28 d后未发生死亡现象。Alves
等 [10]也发现，ZnO NPs浓度达到 4 000 mg·kg-1，蚯蚓在

土壤中的存活率大于90%。以往的研究表明在自然土

壤中，ZnO NPs对蚯蚓的死亡率没有显著影响，证实

了其生长状况和死亡率不受土壤中分散的NPs的影

响[14]。这可能是因为蚯蚓能够自我修复，对 ZnO NPs
有一定的耐受机制。这说明在本研究中，以存活率为

指标来表征 ZnO NPs的毒性有限。这种毒害作用可

图2 ZnO NPs对黄瓜幼苗SOD、CAT、POD、MDA的影响

Figure 2 Effects of ZnO NPs on SOD，CAT，POD and MDA of cucumber seedlings

图3 ZnO NPs对黄瓜幼苗地上部、地下部锌含量的影响

Figure 3 Effects of ZnO NPs on Zn content of aboveground parts and underground parts of cucumber seedlings
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能不会直接造成蚯蚓死亡，但会导致生物体的紊乱和

疾病[10]。因此，还需关注其他生理指标，如抗氧化酶

和MDA含量的变化等。

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。暴露于环境污染物的生物体中会

产生活性氧（ROS），过量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。氧化应激

在NPs诱导的毒性影响中起着关键性的作用，可激活

抗氧化酶活性，如 SOD、CAT、POD等。在本试验中，

随着 ZnO NPs处理浓度的增加，与对照相比，蚯蚓的

SOD、CAT和 POD活性大多未发生显著性变化，但呈

现出不同的变化趋势。Bao等[22]研究了ZnO NPs对蚯

蚓的影响，发现在 400 mg·kg-1处理下，其 SOD活性与

对照无显著差异，这与本试验结果一致，表明高浓度

处理虽未对蚯蚓产生明显毒害作用，但在一定程度上

诱导了 ROS的产生，激活 SOD作为抵抗氧化应激的

机制。分析原因可能与供试土壤呈碱性有关。在碱

性条件下，ZnO NPs不易水解，即产生的 Zn2+较少，而

Zn2+是造成纳米毒性的主要原因[23]，并且土壤的 pH值

随 ZnO NPs处理浓度的增加而升高，导致NPs更易聚

集成微米级别颗粒，从而降低影响。胡长伟等[24]采用

滤纸法研究了ZnO NPs对蚯蚓的毒性效应，结果表明

随着处理浓度的增加，CAT活性均接近对照组，CAT
反应不敏感，这与本试验结果相似。在 50 mg·kg-1和

500 mg·kg-1处理下，CAT活性有降低的趋势可能是因

为蚯蚓体内抗氧化防御系统的介入，快速消除了

ROS，故CAT活性并未增强。有研究表明重金属可以

占据CAT活性位点，抑制底物的吸附，从而降低酶的

活性，导致其活性比对照组低[25]。随着 ZnO NPs处理

浓度不断增加，蚯蚓受到氧化胁迫，CAT活性逐渐升

高，在 1 000 mg·kg-1处理下达到 42.11 U·g-1 prot。这

可能是因为CAT的作用底物为H2O2，是 SOD的产物，

此时蚯蚓体内 SOD活性的增加会引起H2O2的积累，

从而促进CAT活性的增强，使蚯蚓适应环境变化，平

衡 ROS[26]。在 Liu等[27]的研究中，当蚯蚓暴露于不同

浓度的甲霜灵后，体内的 POD活性没有明显变化，说

明在该试验中，CAT 在清除过量 H2O2时发挥了主要

作用，从而降低了POD的负担，使POD活性变化不显

著。Hu 等[12]的研究结果表明当 ZnO NPs 浓度大于

0.1 g·kg-1时，与对照相比，蚯蚓体内的MDA含量开始

显著增加，但在浓度大于 0.5 g·kg-1时，该趋势减小。

曹圣来[28]的研究发现，在水稻土中，1 000 mg·kg-1的

ZnO NPs处理下，蚯蚓的MDA含量显著升高。这些结

果都表明在高浓度ZnO NPs处理下，蚯蚓受到的损伤

不能完全被抗氧化酶中和，最终引起细胞损伤。然

而，Bao等[22]的研究结果表明在400 mg·kg-1的ZnO NPs
处理下，蚯蚓的 MDA 有降低的趋势，作者认为在其

试验中 ZnO NPs 有保护蚯蚓不受氧化损伤的作用，

也有部分研究同样提出了该观点[29-30]，但作用机理还

需进一步探究。大部分研究指出，不同的试验条件对

ZnO NPs 的毒性影响较大，包括土壤的基本理化性

质、暴露时间以及NPs颗粒本身的影响等，这也可能

是造成MDA变化不一致的主要原因。

3.2 对蚯蚓组织锌含量的影响

在本试验中，不同浓度的ZnO NPs处理虽然对蚯

蚓的生理造成了一定的影响，但蚯蚓体内的锌含量变

化均未达到显著水平，锌含量变化范围为 201.91~
212.26 mg·kg-1。有研究表明，当土壤中ZnO NPs浓度

达到 1 000 mg·kg-1时，蚯蚓体内的锌浓度基本维持在

100~200 mg·kg-1，这与本试验结果一致[21，31]。同样

地，Świątek等[32]对蚯蚓进行毒代动力学研究发现，当

ZnO NPs浓度达到 500、1 000 mg·kg-1时，蚯蚓能有效

调节体内的锌浓度。以往有研究表明许多无脊椎动

物对锌有非常高的排泄率，这说明在无脊椎动物体

内，锌的解毒途径主要是通过排泄作用[33]。由此推测

在本试验中，造成蚯蚓体内锌含量变化不显著的主要

原因可能是蚯蚓对锌的排泄率较高。也有研究提出，

当NPs颗粒通过摄食途径被蚯蚓摄入时，它们很有可

能停留在蚯蚓的消化道而不能被吸收[34]。Lapied等[35]

的试验表明当TiO2 NPs浓度在0~100 mg·kg-1时，蚯蚓

在添加马粪的土壤中暴露 2~8周后，没有发生生物积

累，作者认为可能是由于TiO2 NPs没有穿过蚯蚓的肠

道上皮或角质层屏障。Richardson等[36]通过研究镉对

蚯蚓上角质层的影响发现，在受到污染物影响时，蚯

蚓的上角质层加厚，增加镉进入蚯蚓体内的阻力，降

低蚯蚓对镉的吸收，这可能是蚯蚓受到毒性影响的一

种自身适应机制。蚯蚓能够调节其组织中的基本金

属元素（如铜和锌）的浓度达到平衡，加之ZnO NPs的
粒径、浓度等均能影响其生物有效性，所以这也可能

造成锌含量变化不显著。García-Gómez等[37]提出，土

壤 pH 每增加一个单位，土壤中锌的溶解度就降低

100倍，碱性土壤的黏土含量高于酸性土壤，有助于

锌的保留，从而降低蚯蚓对锌的可利用性，导致蚯蚓

组织锌含量变化未达到显著水平。这也从侧面证实

了蚯蚓对 ZnO NPs 的耐受性，故蚯蚓能在高浓度的
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ZnO NPs处理中保持较高的存活率。

3.3 对黄瓜幼苗生长的影响

本试验的研究结果表明，在不加蚯蚓的处理中，随

着ZnO NPs浓度的增加，黄瓜幼苗的生物量和根系活力

均呈现先增加后降低的趋势，说明低浓度ZnO NPs可
显著促进幼苗的生长，中、高浓度下这种促进作用减

弱，甚至开始出现抑制生长的现象。高浓度ZnO NPs
对植物根系的抑制作用可能表现为破坏植物的根部

细胞。Amooaghaie等[38]在小麦的盆栽试验中发现，50
mg·L-1的ZnO NPs显著增加了茎和根的鲜质量，但当

ZnO NPs浓度增加到大于 100 mg·L-1时，其茎和根鲜

质量均受到抑制。有试验表明，以 200 mg·kg-1为临

界浓度，ZnO NPs处理下的玉米的根、茎干质量呈现

先增加后减小的趋势，最高浓度（3 200 mg·kg-1）处理

组小于对照组[39]，这与本试验结果一致。Zhao等[40]通

过试验表明，在 400 mg·kg-1和 800 mg·kg-1 ZnO NPs
处理下，黄瓜根系干生物量分别增加 10.5%和 63%，

这与本试验结果相反，分析原因可能也与供试土壤有

关，该研究认为在有机土壤中，ZnO NPs不会影响黄

瓜幼苗的生长。有研究指出，ZnO NPs可通过影响植

物生长的根际细菌抑制吲哚乙酸的产生[41]。这说明

在本试验条件下，当浓度大于 50 mg·kg-1时，ZnO NPs
可能抑制了黄瓜幼苗分泌吲哚乙酸，从而使其生物量

和根系活力呈现出降低的趋势。

在同浓度的 ZnO NPs 处理下，添加蚯蚓的盆栽

中，黄瓜幼苗的生物量和根系活力较未添加时显著增

加。这说明蚯蚓极大地促进了植物生长，对作物发育

有积极作用[42]。作为一种非常重要的土壤动物，蚯蚓

可以通过掘穴、消化、排泄等活动改变土壤结构，改善

土壤理化性质，改变微生物活性等[13，43]。在蚯蚓的生

命活动过程中，土壤的疏松度增加，有利于气体交换，

改变了土壤的水特性，有机物加速分解，从而增加植

物生长所需的营养成分。此外，蚯蚓还在碳、氮、磷循

环中发挥重要作用，为土壤表面提供食物网，最终使

黄瓜幼苗的生物量和根系活力显著提高。Puga-Frei⁃
tas等[44]通过研究指出蚯蚓能够通过影响植物的根系

直接影响生态系统的功能，通过粪便释放矿物质营养

素和植物激素支持作物生长。Banerjee 等[45]研究发

现，蚯蚓的肠道细菌能调节吲哚乙酸、赤霉酸和铵离

子的产生，增强 1-氨基环丙烷羧酸脱氨酶活性以及

磷酸盐溶解能力，进而促进植物生长和修复有毒微量

元素的毒害作用。这种调节作用可能强于 ZnO NPs
对吲哚乙酸的抑制作用，从而促进幼苗生长。

3.4 对黄瓜幼苗抗氧化酶和MDA含量的影响

在环境胁迫下，SOD 是抵御 ROS 损伤的第一道

屏障，分布广泛，可通过歧化反应将O2-转化为H2O2，

再通过其他酶类将其分解为H2O。这说明在本试验

条件下，随着浓度的增加，ZnO NPs对黄瓜幼苗的胁

迫作用逐渐增大，植物体内产生的ROS越来越多，从

而使 SOD 活性不断上升。当浓度超过 500 mg·kg-1

时，由于ROS含量不断增加，大量 SOD被植物消耗，

并且高浓度处理中，由 ROS积累所引起的氧化胁迫

可能超过了 SOD的抗氧化作用，抑制了 SOD活性，导

致 SOD活性显著下降，体内 ROS的产生和清除达到

动态平衡。Kim等 [46]在黄瓜幼苗的水培试验中发现

随着ZnO NPs处理浓度的增加（0~1 000 mg·L-1），CAT
活性显著增加，这与本试验结果类似。由于CAT和

POD 均能清除 H2O2，但 POD 活性在低、中浓度处理

组中变化不显著，说明黄瓜植株受到氧化损伤后，CAT
在清除H2O2的过程中占主导地位。在添加蚯蚓的处

理组中，由于随着 ZnO NPs浓度的增加，蚯蚓体内的

SOD 活性有增加的趋势，说明蚯蚓可能抵御了部分

ZnO NPs产生的毒性，使黄瓜幼苗受到的胁迫降低，

从而使 SOD 活性与未加蚯蚓处理相比有降低的趋

势。近来也有试验证明蚯蚓的存在能够显著降低暴

露于污染物的植物 SOD活性[15]。SOD活性的下降可

能与幼苗体内的O2-减少有关，使其氧化应激下调。对

于幼苗的POD活性，虽然蚯蚓的存在削弱了ZnO NPs
对黄瓜幼苗的氧化胁迫，降低了 SOD的活性，但是即

使是在这种情况下，植株体内本身还维持在较高的氧

化应激水平，仍然需要大量CAT和POD保持在较为活

跃的状态，以清除体内产生的H2O2。这说明蚯蚓在某

种程度上可以缓解ZnO NPs对植株造成的氧化应激，

抑制或稳定其抗氧化酶的活性。

ROS可干扰细胞膜，促进脂质过氧化，导致MDA
的释放。因此，ROS的浓度直接反映了细胞对这种胁

迫的响应程度。在低、中浓度下，由于氧化应激的作

用，SOD等抗氧化酶活性增加，在清除ROS的同时对

细胞起到了保护作用[28]，故植株 MDA含量变化不显

著。然而，在高浓度处理下，植株受到的损伤不能完

全被抗氧化酶中和，导致MDA含量显著上升。在本

试验中，发现MDA含量的增加与幼苗生长参数的降

低有关，生物量和根系活力越小，MDA含量越高，这与

Mkhinini等[16]的试验结论一致。添加蚯蚓后，MDA含

量呈现出降低的趋势，且与 SOD活性变化趋势一致，

进一步说明了蚯蚓能抑制一部分由ZnO NPs产生的毒
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害作用，使幼苗的脂质过氧化程度降低，证实了蚯蚓

对植株生长的促进作用。

3.5 对黄瓜幼苗锌含量的影响

作为一种新型肥料，ZnO NPs能显著提高黄瓜幼

苗地上部和地下部的锌含量，这与现有研究结果一

致。Zhang等[1]在其研究中证明了 ZnO NPs对小麦的

锌强化能力高于普通锌肥，在乳熟期喷施ZnO NPs，收
获后小麦籽粒锌含量相比对照提升了44.02%。Du等[3]

发现在盆栽试验中，ZnO NPs浓度超过 20 mg·kg-1时

能显著提高小麦各组织锌的含量，当浓度达到 1 000
mg·kg-1时，籽粒锌含量是对照组的3.3倍。然而，在加

入蚯蚓后，锌含量均有所降低。近年来，有研究提出

蚯蚓不仅可以通过掘穴活动极大地减少真菌生物量，

还可以加速细菌代谢的不稳定有机底物的释放，从而

使细菌比例升高，有利于形成以细菌为主导地位的微

生物群落[47]。蚯蚓对黄瓜幼苗吸收锌的影响是否与此

种特殊的微生物群落相关，还需进一步研究说明。

4 结论

（1）随 ZnO NPs处理浓度的增加，蚯蚓组织的锌

含量未产生显著变化。高浓度处理中，蚯蚓MDA含

量显著升高，SOD、POD和CAT均无显著差异。表明

蚯蚓对 ZnO NPs 的响应较低，对高浓度处理耐受性

较强。

（2）与对照相比，以 500 mg·kg-1为临界浓度，土

施ZnO NPs对黄瓜幼苗的生长具有低浓度促进、高浓

度抑制的效应。当处理浓度高于临界浓度时，黄瓜幼

苗受到氧化损伤。ZnO NPs能显著提高植株地上和

地下部的锌含量。

（3）蚯蚓的加入能显著促进黄瓜幼苗的生长，能

在一定程度上抑制或缓解 ZnO NPs 对植株的损伤，

中、高浓度处理组的MDA含量表现尤为明显。总体

上，ZnO NPs作为一种新型肥料，能显著促进幼苗生

长，且不会对蚯蚓造成影响。
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