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2,4-D对赤子爱胜蚓抗氧化系统和基因表达的影响
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摘 要:2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-D)是世界上最常用的除草剂之一.大规模的使用导致其进入土壤环境中,但

其对土壤生物的毒性及其作用机制还不完全清楚.通过滤纸接触法研究了2,4-D对赤子爱胜蚓(Eiseniafetida)抗氧

化系统和功能基因表达的影响.结果表明,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)、总抗氧化能力(T-AOC)和谷胱甘肽(GSH)随暴露时间的延长或暴露剂量的增加呈现先升高后降

低的趋势,而丙二醛(MDA)在暴露3d和5d时出现显著升高,说明2,4-D暴露损害了蚯蚓机体抗氧化系统,最终导

致脂质过氧化的发生.热休克蛋白70(hsp70)钙网蛋白(crt)基因发生了显著变化,表明hsp70和crt作为分子伴侣在

保护细胞免受氧化损伤中可能起重要作用.Annetocin(ann)基因的显著下调,表明2,4-D暴露影响蚯蚓生殖,而翻译

调节肿瘤蛋白(tctp)基因的抑制可能会影响蚯蚓细胞生长,使细胞更易于发生细胞凋亡.实验结果说明,2,4-D可进

入蚯蚓并干扰其抗氧化系统和hsp70,crt,ann和tctp 基因表达,造成机体氧化损伤并影响其生长和繁殖.
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2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-dichlorophenoxyaceticacid,2,4-D)是一种苯氧乙酸类化合物,在低浓度时可调

节植物生长,促进细胞分裂和伸长;当质量浓度达到500mg·L-1时,它可作为一种除草剂发挥作用[1].因其

成本低、选择性好、除草效果好等优点,从2001年开始2,4-D已成为农业市场上第7种常用的除草剂[2].目
前已有1500多种除草剂产品以2,4-D为主要成分[3].美国每年大约使用2,4-D类除草剂13000~15000t,
而我国每年约使用5000~8000t2,4-D丁酯用于控制小麦、大豆、玉米等农作物杂草[1].大量使用2,4-D类

除草剂最终导致了其在环境中的残留.据报道,2,4-D 在淡水中的残存量为4~24μg·L-1,最高达

4000μg·L-1
[4],在环境中的半衰期介于20~312d之间,属中等持久性的化学物质[1,3].2,4-D还可导致人

中毒症状发生,包括呕吐、腹痛、腹泻、低血压、精神错乱、攻击性或奇异行为[5].流行病学调查发现长期接触

2,4-D可增加霍奇金病、非霍奇金淋巴瘤及软组织肉瘤的发病风险[6].鉴于2,4-D的潜在危害,国际癌症研

究机构(InternationalAgencyforResearchonCancer,IARC)已将其列为2b类致癌物.
研究表明2,4-D能够对斑马鱼[3]、大肠杆菌[7],大鼠[8]等产生毒害作用,但其对土壤生物的影响报道较

少.蚯蚓是一类重要的土壤生物,约占土壤生物量的80%,可以将有机垃圾和生物降解材料分解为营养成分,
因此在土壤养分含量的维持和发展中起重要作用[9].此外,蚯蚓在实验室中易于培养,对环境污染比较敏感,
常作为评价污染物对土壤生态系统影响的模式生物[10].污染物可以通过肠道消化和皮肤吸收途径对蚯蚓进

行暴露,滤纸接触实验是研究污染物经过皮肤吸收途径对蚯蚓进行暴露的实验方法.虽然滤纸接触法忽略了

土壤成分的贡献,但是它具有高重复性和易于直接比较结果的优点[11-12].
研究表明,2,4-D可诱导细胞活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)过量产生[13].而过量的ROS会损伤

细胞中的生物大分子,如脂质、核酸和蛋白质[14].为了避免活性氧的有害影响,生物已发展了一套有效的清

除系统,包括酶抗氧化剂,如超氧化物歧化酶(superoxidedismutase,SOD)、过氧化氢酶(catalase,CAT)和过氧
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化物酶(peroxidase,POD)以及非酶抗氧化剂,如谷胱甘肽(glutathione,GSH)[15].同时,外源化合物在细胞

和组织水平的影响通常与基因表达改变有关[16].Annetocin(ann)是一种蚯蚓中的生殖激素生物标记物,与
蚯蚓繁殖行为直接相关[17].热休克蛋白70(heatshockprotein70,hsp70)、翻译调节肿瘤蛋白(translation-
regulatedtumorprotein,tctp)和钙网蛋白(calreticulin,crt)是应激诱导蛋白,其变化可在污染物暴露的早

期发现[18].因此,本实验研究了不同质量浓度2,4-D对赤子爱胜蚓(Eiseniafetida)抗氧化系统和功能基因

(ann,hsp70,tctp 和crt)表达的影响.实验结果为评估土壤环境中2,4-D的生态风险提供科学依据.

1 材料与方法

1.1 实验材料

2,4-D(质量分数:97%)购自阿拉丁试剂有限公司;SOD,CAT,POD,谷胱甘肽S转移酶(glutathioneS-
transferase,GST),总抗氧化能力(totalantioxidantcapacity,T-AOC),GSH,丙二醛(malondialdehyde,

MDA)和蛋白含量测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所;Trizol购自宝生物;HiFi-ScriptcDNA第一链

合成试剂盒和UltraSYBRMixture试剂盒购自康为世纪;其他所有试剂均为分析纯.
赤子爱胜蚓(E.fetida)购自江苏省句容市王军蚯蚓养殖场.蚯蚓养殖在发酵牛粪中,置于(20±1)℃,

80%湿度,光暗比12h∶12h的培养箱中养殖2周.随后,挑选2~3月龄,300~350mg的具有生殖环带的

健康蚯蚓用于实验.实验前24h,将蚯蚓取出,去离子水冲洗,置于清洁湿润滤纸上放培养箱24h,使肠内容

物排泄.
1.2 滤纸接触实验

根据经济合作与发展组织(OrganizationforEconomicCo-operationandDevelopment,OECD)标准方

法[10,19],进行2,4-D对蚯蚓滤纸接触实验的急性毒性实验.2,4-D暴露浓度为0、2.5、3.2、4.0、5.0、6.3、8.0、

10.1g·L-1.每组10条蚯蚓.实验在(20±1)℃的培养箱中进行,观察48h和72h后的死亡率.实验结果采

用改良寇氏法计算2,4-D对赤子爱胜蚓48h和72h的半致死浓度(mediumlethalconcentration,LC50)值.
在急性毒性的基础上,设置2,4-D对蚯蚓的亚致死暴露质量浓度为0、0.5、1和2g·L-1,暴露过程同急性毒

性实验.在1d、3d和5d取样,每组取蚯蚓7条,4条用于生化指标测定,3条用于基因表达测定.
1.3 生化指标测定

蚯蚓用PBS(磷酸盐缓冲液)匀浆,取适量用于测定MDA;剩余匀浆液12000g4℃离心10min,上清液

分装后-20℃保存.SOD,CAT,POD,GST,GSH,MDA,T-AOC和蛋白含量测定按照各试剂盒说明书进

行.
1.4 基因表达测定

用Trizol法提取蚯蚓的RNA.采用反转录试剂盒进行cDNA合成,在LightCycle96上,用UltraSYBR
Mixture试剂盒在进行荧光定量反应.hsp70,ann,tctp,crt和β-actin 所用引物如表1.PCR扩增反应按照试

剂盒说明书进行.结果计算采用2-△△Ct方法[20].
表1 用于荧光定量PCR的引物序列

Tab.1 PrimersequencesforfluorescencequantitativePCR

基因名称 Forward Reverse

hsp70 CCAAGGACAACAACCTGCTC CGGCGTTCTTCACCATTC

ann TTTCTTCCGCCTGCTTTG ACCGACCTACCACCGACA

tctp TCGAATATGCCCTCAGCA TGGACTCGCCACAGAAGA

crt GCCGAACCGACTACCTAC GGCTGAGATGCCGTAAAA

β-actin TCCATCGTCCACAGAAAG AAATGTCCTCCGCAAGCT

1.5 统计分析

所有统计分析均使用SPSS16.0,实验结果表示为平均值±标准差(SD).采用单因素方差分析确定各样

本间是否存在显著差异,然后进行Dunnettt检验.*p<0.05,**p<0.01表示差异显著和差异极显著.

09 河南师范大学学报(自然科学版)                2021年



2 结果与分析

2.1 LC50

2,4-D对蚯蚓的48hLC50为5.53g·L-1,95%置信区间为4.75~6.43g·L-1;72hLC50为

5.04g·L-1,95%置信区间为4.29~5.92g·L-1.
2.2 2,4-D对蚯蚓抗氧化酶活性的影响

2,4-D暴露蚯蚓3d和5d时发现低浓度组(0.5g·L-1)SOD酶明显升高,而高浓度组(2g·L-1)显著

降低(图1(a)).所有处理组在2,4-D暴露蚯蚓1d时CAT活性均显著增加,3d时0.5g·L-1仍然明显升

高.但是,2,4-D暴露蚯蚓5d时,1g·L-1和2g·L-1组显著抑制了CAT酶活性(图1(b)).1d时,0.5g·

L-1组POD酶活性和对照组相比显著升高,到3d时依然升高.但是,2g·L-1组在3d时明显抑制了蚯蚓

POD酶活性.同时,所有处理组蚯蚓POD酶活性在5d时和对照组相比也被显著抑制(图1(c)).0.5g·L-1

处理组在2,4-D暴露1d和5d时GST酶活性和对照组相比显著升高.同时,1g·L-1组GST酶活性在1d
时也明显增加(图1(d)).

2.3 2,4-D对蚯蚓T-AOC、GSH和 MDA的影响

1d时,2g·L-1组T-AOC和对照组相比显著升高.3d时,0.5g·L-1和1g·L-1组显著升高而2g·

L-1组显著下降.当2,4-D暴露5d时,2g·L-1组和对照组相比依然显著下降(图2(a)).2,4-D暴露1和3d
时,处理组GSH含量高于对照组.而到5d时,低质量浓度2,4-D(0.5g·L-1)暴露显著升高,而高质量浓度

组(1g·L-1和2g·L-1)GSH含量显著下降(图2(b)).3d时,2g·L-1组 MDA含量明显高于对照组.随
着暴露时间的延长(5d),1和2g·L-1处理组 MDA均显著高于对照组(图2(c)).
2.4 2,4-D对蚯蚓基因表达的影响

2,4-D暴露1d时,0.5g·L-1处理组ann 基因和对照组相比显著升高.3d时,对照组和处理组之间没

有显著差异.2,4-D(0.5g·L-1和2g·L-1)暴露5d显著抑制了ann 基因表达(图4(a)).暴露3d时,
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0.5g·L-1和2g·L-1处理组tctp 基因和对照组

相比显著升高.在暴露结束时(5d),所有处理组

tctp 基因表达量均明显低于对照组(图4(b)).
0.5g·L-1处理组在2,4-D暴露1d时hsp70基

因表达量和对照组相比显著升高.5d时,1g·

L-1处理组hsp70也显著升高(图4(c)).2,4-D暴

露蚯蚓1d时,crt 基因表达量在1g·L-1和

2g·L-1处 理 组 显 著 升 高.但 是 暴 露 3d时,

0.5g·L-1和1g·L-1处理组crt基因表达量显

著下降而2g·L-1处理组依然升高.实验结束时

(5d),所有处理组crt 基因表达量均显著下降

(图4(d)).

3 讨 论

3.1 2,4-D对蚯蚓抗氧化系统的影响

众所周知,环境应激会引起生物机体氧化应

激和细胞氧化还原平衡的改变.而抗氧化系统被

认为是保护生物大分子免受氧化损伤的主要防御

系统.SOD是生物体内抵抗ROS的第一道防线,
可催化高活性超氧阴离子向 H2O2 的歧化,而

CAT和POD能将 H2O2 降解为 H2O和 O2[21].
ZHANG等[22]发现2,4-D暴露显著降低了小鼠

睾丸SOD和CAT酶的活性.本实验结果发现,

2,4-D暴露蚯蚓3d后低浓度组(0.5g·L-1)

SOD、CAT和POD显著升高,表明这些酶参与了

机体ROS的清除.但是,随着浓度的增加或暴露

时间的延长,2,4-D 显著抑制了 SOD,CAT 和

POD酶的活性.这个结果可能是由于机体内ROS
的积累,随后抑制了酶活性;也可能是蚯蚓为了抵

抗机体的氧化应激,消化了过多的抗氧化酶而导致其下降.
T-AOC反映了生物体的总抗氧化状态,包括酶和非酶抗氧化剂.机体抗氧化水平的维持对于预防和处

理大量的应激状态具有重要意义.因此,T-AOC被认为是氧化应激程度的一个敏感而可靠的标志物[23].本实

验结果表明,2,4-D暴露蚯蚓1d时2g·L-1处理组和3d时0.5g·L-1和1g·L-1处理组T-AOC显著升

高,说明对ROS的清除能力增强.但是,2g·L-1处理组暴露3d和5d时T-AOC显著下降,说明2,4-D暴

露蚯蚓可能诱导产生了氧化应激.
GSH是维持细胞氧化还原平衡的一个关键蛋白,参与调节细胞信号和修复途径[24].同时,GSH直接参

与解毒反应.GST在机体内催化GSH和有毒化学物的结合反应,在保护组织免受氧化应激中起着重要作

用[25].本实验发现,GSH在2,4-D暴露1d和3d时含量升高.同时,GST酶活性在1d时也显著升高,说明

GSH和GST可能在保护机体免受2,4-D毒性中起重要作用.
过量ROS能够攻击多不饱和脂肪酸并导致脂质过氧化.MDA是脂质过氧化的最终产物,可以容易地与

生物大分子如蛋白质、脂蛋白和DNA功能基团相互作用,从而导致细胞损伤[26].本实验结果表明,2,4-D暴

露蚯蚓3d和5d时高质量浓度组 MDA和对照组相比显著升高,表明2,4-D暴露诱导了蚯蚓脂质过氧化的

产生.
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3.2 2,4-D对蚯蚓功能基因的影响

ANN是一种与催产素相关的神经肽激素,可以控制蚯蚓的产卵行为.研究表明,在蚯蚓毒性实验中,ann
基因的相对表达水平可作为生殖生物标志物[27].本实验结果表明,2,4-D暴露1d时,低质量浓度组ann 基

因和对照组相比显著升高.然而,2,4-D暴露5d时高质量浓度组显著抑制了ann 基因表达.ann 基因表达的

改变说明2,4-D暴露可能影响蚯蚓的生殖.
TCTP是一个生长相关蛋白,在细胞生长和分裂中起重要作用.此外,TCTP在预防细胞凋亡和肿瘤逆

转中起着重要作用[28-29].本实验结果表明,0.5g·L-1和2g·L-1处理组2,4-D暴露蚯蚓3d时tctp 基因和

对照组相比显著升高.而所有处理组tctp 基因表达量在5d时被显著抑制.tctp 基因的抑制可能会影响蚯蚓

细胞生长,可能更易于发生细胞凋亡.
HSP70是生物体内的重要蛋白质,在维持细胞的生命过程中起着重要作用.HSP70具有保护细胞免受

胁迫引起的损伤的能力[27].本实验结果发现,仅发现0.5g·L-1处理组暴露1d,1g·L-1处理组暴露5d
hsp70基因表达量和对照组相比显著升高.实验结果表明hsp70基因表达的改变可能取决于暴露的强度和

持续时间.
CRT是一种Ca2+结合的分子伴侣,主要存在于内质网中.CRT对氧化损伤的保护和Ca2+ 缓冲方面起

着至关重要的作用,而CRT的增加代表了细胞氧化应激反应的产生[30].本实验结果表明,2,4-D暴露蚯蚓

1d时高质量浓度组crt显著升高,说明2,4-D可能对蚯蚓产生了氧化胁迫.当2,4-D暴露3d和5d时,蚯蚓

大部分处理组crt表达显著下降,表明crt可能失去细胞对氧化损伤的保护作用.
本实验结果表明,2,4-D暴露蚯蚓后引起其体内ROS升高.在此过程中,蚯蚓机体抗氧化剂GSH和抗

氧化酶SOD,CAT,POD和GST参与清除过量产生的ROS.同时,hsp70和crt基因表达的变化也表明细胞

氧化应激的产生[27,30].研究发现TCTP过表达对过氧化氢诱导的中国仓鼠卵巢细胞系CHO-K1细胞死亡起

保护作用[31].因此,本实验中2,4-D暴露5d时tctp 基因的抑制表明蚯蚓对ROS损伤保护能力的下降.随着

机体抗氧化能力的下降,MDA含量显著升高,说明2,4-D暴露最终导致蚯蚓氧化损伤.同时,2,4-D暴露干

扰了蚯蚓ann 基因表达,进而可能影响蚯蚓生殖行为.
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4 结 论

1)在2,4-D暴露作用下,蚯蚓的抗氧化防御系统(SOD,CAT,POD,T-AOC和GSH)均呈现先升高后

降低的趋势,说明2,4-D暴露后可引起氧化应激,在持续时间长或暴露剂量大的情况下抗氧化防御能力下

降,导致蚯蚓氧化损伤.
2)2,4-D暴露能引起hsp70、tctp 和crt基因改变,表明这些基因在保护细胞免受氧化损伤中可能起重

要作用.ann 和tctp 基因的改变说明2,4-D暴露可能影响蚯蚓生殖和细胞生长.
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Effectsof2,4-Dontheantioxidantsystemandthegene
expressionoftheearthwormEiseniafetida

ZhangBangjun1,ZhangJiale1,ChenLianguo2

(1.CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;

2.InstituteofHydrobiology,ChineseAcademyofSciences,Wuhan430072,China)

  Abstract:2,4-dichlorophenoxyaceticacid(2,4-D)isoneofthemostcommonlyusedherbicidesintheworld.However,
thetoxicityof2,4-Dtosoilorganismsanditsmechanismofactionarestillnotfullyunderstoodwhenitreleasesintosoilenvi-
ronmentduetoitslarge-scaleapplication.Theeffectsof2,4-Dontheantioxidantsystemandthefunctionalgeneexpressionof
Eiseniafetidawerestudiedinthepresentstudythroughfilterpapercontactmethod.Theresultsshowedthattheactivitiesof
superoxidedismutase(SOD),catalase(CAT),peroxidase(POD),glutathioneS-transferase(GST),andthecontentsoftotal
antioxidantcapacity(T-AOC)andglutathione(GSH)increasedfirstlyandthendecreasedwiththeprolongationofexposuretime
ortheincreaseofexposuredose,whilemalondialdehyde(MDA)increasedsignificantlyat3dand5dofexposure.Theseresults
indicatethat2,4-Dexposuredamagestheantioxidantsystemofearthwormandeventuallyleadstolipidperoxidation.Theex-

pressionsofheatshockprotein70(hsp70)andcalreticulin(crt)genearealsosignificantlychanged,suggestingthathsp70and
crtmayplayanimportantroleinprotectingcellsfromoxidativedamage.Significantdownregulationofannetocin(ann)gene
suggeststhat2,4-Dexposureaffectsreproduction,whileinhibitionoftranslation-regulatedtumorprotein(tctp)genemayaf-
fectthecellgrowthofearthwormandmakecellsmorepronetoapoptosis.Theseresultssuggestthat2,4-Dcouldenterinto
earthwormanddisturbthebalanceoftheantioxidantsystemandtheexpressionofhsp70,crt,annandtctpgenes,causingox-
idativedamageandaffectingthegrowthandreproductionofearthworm.

Keywords:2,4-dichlorophenoxyaceticacid;Eiseniafetida;antioxidantenzymes;geneexpression
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