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菲对秀丽隐杆线虫、中杆属和拟丽突属线虫毒性效应研究
① 

张言诚，石金礼，曾四满，张  振，李伟明，李辉信，胡  锋，徐  莉* 

(南京农业大学资源与环境科学学院，南京  210095) 

摘  要：采用悉生培养系统，研究不同浓度菲对秀丽隐杆线虫、拟丽突属与中杆属线虫的毒性效应，以及 3 种

线虫对菲的去除作用。结果表明：①随着菲浓度的增加，3 种线虫存活率逐渐降低。秀丽隐杆线虫在不添加菲的处理

中，48 h内出现繁殖，而在添加菲的处理中，即使在最低浓度 5 mg/L下，繁殖现象也会消失。中杆属与拟丽突属线

虫由于世代时间较长，在本试验周期内均未出现繁殖现象。②暴露 24 h时，比较不同浓度菲处理下线虫的相对死亡率，

得到 3种线虫的耐性依次为中杆属线虫≥秀丽隐杆线虫≥拟丽突属线虫，且随菲浓度的增加，秀丽隐杆线虫耐性水平

逐渐降低；暴露 48 h 时中杆属线虫耐性依旧高于拟丽突属，而 72 h 时中杆属与拟丽突属线虫的耐性趋于一致。③3

种线虫受菲胁迫后均失去头部正常摆动能力，且秀丽隐杆线虫与拟丽突属线虫体长随菲浓度的增加而逐渐降低。④不

同种类线虫的添加均能促进菲的去除，不同线虫之间无显著差异。因此，菲会显著抑制 3种线虫的存活率和生长发育，

抑制秀丽隐杆线虫的繁殖。线虫的存活率受线虫种类、暴露时间、菲浓度及其交互作用的影响显著，其中中杆属线虫

对菲的综合耐性最强，3种线虫均能促进溶液中菲的去除。 

关键词：菲；秀丽隐杆线虫；中杆属；拟丽突属；生物毒性 

中图分类号：X171.5     文献标识码：A

多环芳烃(polycyclic aromatic hydrocarbons，简称

PAHs)，是指由两个或两个以上苯环以线状、角状或

簇状排列的稠环化合物[1]，是一类广泛存在于环境中

具有致癌、致畸、致突变性的持久性有机污染物。

PAHs大多来源于物质的不完全燃烧、汽车尾气、化

工厂排放等[2-4]。菲是典型的三环 PAHs，其分布广泛，

甚至在我国西藏冰川中也有检出[5]，此外，它具有较

高的水溶性及生物可利用性，因此研究菲的生物毒性

效应具有重要的科学意义[6]。 

线虫是土壤中数量最多、种类最丰富的多细胞动

物，线虫群落结构对不同土壤耕作方式、耕作年限等

干扰具有重要的响应与指示意义[7-8]，也是土壤污染

的重要指示生物[9-10]。目前研究最多的是秀丽隐杆线

虫(Caenorhabditis elegans)，它的基因组已经完全被

测定，由于其某些生化途径与人类相似[11]，常被作为

分子生物学与发育生物学研究的模式线虫，也被用于

评价污染物的毒性效应[12-14]。而目前，学者对于其他

种类线虫，特别是土著线虫在污染条件下的毒性效应

研究较少。 

Bongers 和 Bongers[15]将土著线虫根据其不同的

生活史对策划分为 5 类，分别以 cp(colonizers- 

persisters)-(1-5)来表示，随着 cp值的增加，线虫的世

代时间增加、繁殖率降低、对环境胁迫的耐受性降低，

线虫的生活史对策出现由 r 对策到 K 对策的转变。

Louati 等 [9]研究表明，土壤中添加 PAHs 后，

Oncholaimus campylocercoides 与 Neochromadora 

peocilosoma 两种线虫丰度明显下降，而 Spirinia 

parasitifera丰度增加成为优势种，可见不同土著线虫

对污染物的耐性不同。因此，本试验通过构建悉生培

养系统，以两种常见土著线虫，分别是 cp值为 1的

中杆属与 cp值为 2的拟丽突属线虫为受体，并以模

式线虫——秀丽隐杆线虫作为比较，探究不同线虫对

不同浓度菲的毒性响应特征。 

除 PAHs 对线虫的毒性效应研究外，一些研究发

现线虫有助于环境中 PAHs污染物的去除。井永苹等[16]

发现添加食细菌线虫，可以强化土壤菲降解菌的数量
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和活性，从而促进土壤菲的去除。此外，研究表明线

虫可以影响土壤养分循环，促进植物生长，改变土壤

微生物群落，间接强化对 PAHs 的去除[17]。然而对于

线虫能否直接参与 PAHs 的去除，还少有研究涉及。

为此，本文还将探讨不同食细菌线虫对菲的去除效果。 

1  材料与方法 

1.1  试验药剂 

PAHs：菲购自德国 Fluka公司，纯度≥97%。 

溶液与培养基：线虫培养基(NGM)：3 g NaCl，

2.5 g 蛋白胨，17 g 琼脂，25 ml 1 mol/L K2HPO4- 

KH2PO4缓冲液(pH 6.0)，975 ml蒸馏水，灭菌后加入

分别抽滤除菌的 1 ml胆固醇(5 mg/ml溶于乙醇)，1 ml 

MgSO4(1 mol/L)以及 1 ml CaCl2(1 mol/L)。LB培养

基：10.0 g蛋白胨，5.0 g酵母浸出物，5.0 g NaCl 加

蒸馏水至 1 L，调节 pH 至 7.5 后灭菌。K 溶液

(K-medium)：3 g NaCl，2.36 g KCL加蒸馏水至 1 L，

灭菌。M9 缓冲液(M9-buffer)：6 g Na2HPO4，3 g 

KH2PO4，5 g NaCl，0.25 g MgSO4，加蒸馏水至 1 L

后灭菌。裂解液(bleaching mixture)：1 ml 0.45 mol/L 

NaOH，1 ml 2% NaClO，加 7 ml无菌水，混匀。化学

药剂均购自南京寿德试验材料有限公司，均为分析纯。 

1.2  试验动物 

受试线虫：秀丽隐杆线虫，中杆属、拟丽突属线

虫。其中中杆属与拟丽突属两种线虫筛选自清洁土

壤，经纯化除菌后进行世代培养，繁殖周期分别约为

7 d与 10 d，而寿命分别约为 35 d与 80 d。秀丽隐杆

线虫购自国际线虫中心(CGC)，繁殖周期约为 3.5 d，

寿命约为 30 d。这 3种线虫均在本实验室完成多世代

培养，线虫世代过程中均未接触过污染源。 

1.3  试验方法 

1.3.1  线虫同步化培养    3 种线虫均在在表面涂

有 Escherichia coli OP50(大肠杆菌)菌液的NGM线虫

培养基富集培养。20 ℃培养 72 h后，用 M9缓冲液

将3种含大量孕期成虫的线虫冲洗至1.5 ml尖角离心

管中，3 000 r/min离心 3 min，若上层液体浑浊，则

弃去上层液体，重新加入 1 ml M9充分混匀并离心，

直至上层液清澈，弃去上清液后，加入 1 ml裂解液

并不断颠倒离心管 10 min，使线虫与裂解液充分接

触，成虫虫体裂开，卵分离出。随后 3 000 r/min离

心 1 min，弃去裂解液并重新加入 1 ml M9缓冲液充

分混匀后离心，弃去上层液，重复 5次。将最后一次

混匀后的线虫放入 20 ℃培养箱培养 12 h，此时线虫

缺乏食物会进入 Dauer幼虫阶段，且停止老化。随后

将线虫接入 NGM平板内，在 20 ℃生长 36 h，获得

同步化线虫。 

1.3.2  毒性效应测试    将 1.3.1中同步化后的线虫

进行毒性效应测试，选择秀丽隐杆线虫(C)、中杆属

线虫(M)、拟丽突属线虫(A)，设计 0、5、10、20、

30 mg/L 5个菲浓度处理，每个处理 4个重复。 

构建悉生培养体系，控制细胞培养板内为无菌环

境，除添加线虫与大肠杆菌外，不存在其他生物。于

12孔细胞培养板中，每孔加入 3 ml的 K溶液，同龄

成虫 20条，并添加 10 μl OD值为 0.1的大肠杆菌防

止饥饿效应。将菲溶于丙酮，设置浓度为 500、1 000、

2 000、3 000 mg/L的菲储存溶液，后吸取 30 μl加至

孔中，使孔中菲的最终浓度分别为 5、10、20、30 mg/L，

并各加 15 μl 丙酮助溶。同时设置不添加丙酮的对照
组 CK，和仅添加丙酮的 0 mg/L处理，以明确丙酮对

线虫的毒性效应。在暴露 0、24、48、72 h时记录各

孔线虫存活数目，以对针尖刺激有反应为准，评价菲

对线虫致死效应。记录 20 s 内线虫身体扭动频率，

计数时微微晃动培养板，以线虫头部回到最左(右)为

一个扭动周期。在暴露 72 h时记录活体线虫的体长，

作为菲对线虫亚致死效应。 

1.3.3  线虫对菲去除的影响    选取上述毒性效应

测试中 5、10、20、30 mg/L 4个菲浓度下不同线虫

培养 72 h后的培养液，取 1 ml与 1 ml超声后的甲醇

充分混合，过 0.22 μm滤膜后进高效液相色谱仪检测

菲含量变化。 

液相色谱分析条件：Agilent-1200 高效液相色谱

仪，Φ4.5mm×250 mm C18反向色谱柱(Waters PAH 

专用柱)，柱温 30 ℃，检测波长 254 nm，流速 1 

ml/min，流动相为甲醇，样品进样量为 10 μl。 

1.4  数据处理 

本研究试验数据均采用 Microsoft Excel 2003 和

SPSS 20.0软件进行统计分析，结果表示为平均值±

标准差，采用单因子方差分析法进行统计处理

(one-way ANOVA)，Duncan 检验 P<0.05表示差异显

著；采用 Pearson相关性分析线虫存活数与菲浓度的

相关性(P < 0.05)；采用多因素方差分析线虫种类、

暴露时间、菲浓度以及它们的交互作用对线虫存活率

的影响；运用 Origin软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  不同浓度菲对线虫存活率的影响 

由表 1可看出，秀丽隐杆线虫在不添加菲的处理

中，48 h内出现繁殖，而在添加菲处理后，即使在最
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低试验浓度下(5 mg/L)，繁殖现象消失，说明菲能够

显著抑制秀丽隐杆线虫的繁殖。而中杆属与拟丽突属

线虫在试验周期内未见繁殖现象，这与它们的世代时

间在 7 ~ 10 d有关。 

菲处理 24 h与 48 h后，在 0 mg/L处理中，中

杆属线虫存活率显著低于拟丽突属，而菲胁迫后，

中杆属线虫存活率显著高于拟丽突属(P<0.05)，说

明在暴露 24 h与 48 h后，中杆属线虫对菲的耐性

更强；暴露 72 h 后，中杆属与拟丽突属线虫存活

率趋于一致。 

表 1  不同暴露时间与菲浓度处理下 3 种线虫的存活率(%) 
Table 1  Survival rates of three nematodes under different phenanthrene treatments at different exposure time (%) 

菲浓度(mg/L) 暴露时间(h) 线虫种类 

CK(log 10) 0(log 10) 5 10 20 30 

C 2.00 ± 0.02 a 1.97 ± 0.03 a 68.35 ± 2.89 a 81.65 ± 5.77 a 50.00 ± 8.66 a 46.65 ± 5.77 b 

M 1.92 ± 0.04 b 1.91 ± 0.02 b 63.35 ± 5.77 a 65.00 ± 5.00 b 61.65 ± 2.89 a 58.35 ± 5.77 a 

24 

A 1.93 ± 0.03 b 1.97 ± 0.04 a 21.65 ± 2.89 b 36.65 ± 5.77 c 13.35 ± 5.77 b 31.65 ± 5.77 c 

C 3.26 ± 0.01 a 3.27 ± 0.04 a 75.00 ± 8.66 a 81.65 ± 2.89 a 63.35 ± 7.64 a 35.00 ± 5.00 a 

M 1.87 ± 0.05 b 1.86 ± 0.02 c 61.65 ± 5.77 b 35.00 ± 5.00 b 30.00 ± 5.00 b 30.00 ± 10.00 a

48 

A 1.92 ± 0.03 b 1.94 ± 0.04 b 15.00 ± 0.00 c 15.00 ± 5.00 c 8.35 ± 2.89 c 15.00 ± 5.00 b 

C 3.65 ± 0.01 a 3.67 ± 0.02 a 43.35 ± 5.77 a 30.00 ± 5.00 a 26.65 ± 2.89 a 8.35 ± 2.89 a 

M 1.86 ± 0.02 b 1.80 ± 0.02 b 25.00 ± 5.00 b 10.00 ± 5.00 b 6.65 ± 2.89 b 0.00 ± 0.00 b 

72 

A 1.81 ± 0.07 b 1.79 ± 0.05 b 13.30 ± 2.89 c 5.00 ± 5.00 b 6.65 ± 2.89 b 1.65 ± 2.89 b 

注：表中 C、M、A分别代表秀丽隐杆线虫、中杆属线虫、拟丽突属线虫；同列不同小写字母表示同一时间与菲浓度处理下，3种

线虫存活率差异在 P<0.05水平显著。 

 

由于秀丽隐杆线虫在 24 h后 48 h内出现繁殖，

为了便于比较，本文计算了不同线虫在处理 24 h 时

的相对死亡率来表征不同线虫对菲的耐性，如图 1

所示。结果显示，当菲浓度为 5 mg/L与 10 mg/L 时，

3种线虫对菲的耐性依次为 M≈C>A；当菲浓度为 20 

mg/L 时，为 M>C>A；当菲浓度为 30 mg/L 时，为

M>C≈A。可见，暴露各浓度菲处理下 24 h后，中杆

属线虫对菲的耐性最强，拟丽突属线虫对菲的耐性最

弱，且秀丽隐杆线虫对菲的耐性水平随菲浓度的增加

明显降低。 

由表 2可知，经过多因素方差分析，得到线虫的

存活率与暴露时间、菲浓度以及线虫种类均在 P＜

0.01水平具有显著的相关性，且不同因素对线虫存活

率均在 P＜0.01水平具有显著的交互作用。 

2.2  不同浓度菲对线虫体长和行为的影响 

由图 2可知，在 CK与 0 mg/L两个未添加菲的

处理中，每种线虫的体长均未出现显著性差异，说明

添加丙酮对 3种线虫体长发育没有影响。 

当菲浓度达到 5 mg/L后，秀丽隐杆线虫、中杆

属线虫、拟丽突属线虫体长分别降低 20.9%、15.2% 

与 11.8%。除中杆属线虫体长在 20 mg/L菲处理时高

于 10 mg/L菲处理外，其余两种线虫体长均随着菲浓

度的增加而逐渐降低。将线虫体长与菲浓度进行相关

性分析可知，秀丽隐杆线虫与拟丽突属线虫体长随菲

浓度的增加而逐渐降低(P<0.01)，中杆属线虫体长与

菲浓度无显著相关性(P>0.05)。 

 

(图例中的 C、M、A分别代表秀丽隐杆线虫、中杆属线虫与拟丽

突属线虫；P=(S0–S)/S0×100%，其中 P为线虫相对死亡率，S0为

菲浓度为 0 mg/L时线虫存活数，S为对应菲浓度下线虫存活数；

柱图上方不同小写字母表示同一菲浓度处理下 3种线虫相对死亡

率差异在 P<0.05水平显著) 

图 1  处理 24 h 时不同菲浓度下线虫的相对死亡率 
Fig. 1  Relative mortalities of nematodes under different 

phenanthrene treatments after 24 h exposure 
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表 2  线虫种类、暴露时间、菲浓度以及其交互作用对线虫存活率的影响 
Table 2  Influences of nematode species, exposure time, phenanthrene concentrations and their interactions on survival rates of nematodes 

线虫存活率 线虫种类 暴露时间 菲浓度 线虫种类×暴露时间 线虫种类×菲浓度 处理时间×菲浓度 线虫种类×暴露时间×菲浓度

F 值 2097.33** 605.27** 2149.92** 898.65** 1871.19** 915.28** 875.93** 

注：**表示在 P<0.01水平显著相关。 

 
此外，3种线虫在未添加菲的处理中，直到处理

72 h时都保持身体正常扭动，在添加菲的处理中，从

24 h开始，绝大多数存活线虫只有头部微微颤动或身

体间歇性弯曲，失去标准的扭动能力，说明菲的添加

可显著抑制线虫的身体扭动行为。 

 

(柱图上方不同小写字母表示同一线虫在不同浓度菲处理间的差

异在 P<0.05水平显著) 

图 2  处理 72 h 时菲对 3 种线虫体长的影响 
Fig. 2  Body lengths of three nematodes under different 

phenanthrene treatments after 72h exposure 

 
2.3  不同线虫对菲浓度的影响 

菲处理 72 h后，CK处理中菲浓度略有降低，说

明菲存在自然降解的过程。添加 3种线虫的处理中，

菲的浓度均低于对照组 CK，说明食细菌线虫的添加

能显著降低溶液中菲含量，且 3种线虫对菲的去除效

果无显著差异(图 3)。经相关性分析，得到 3 种线虫

存活率与其对菲的去除作用均无显著相关性

(P>0.05)。图 3还显示，线虫种类、菲处理浓度以及

其交互作用对菲的去除率均无显著影响(P>0.05)。 

3  讨论 

本研究结果发现，随着菲浓度的增加，3种线虫

存活率均逐渐降低，具有明显的浓度相关性。Daresta

等[18]研究发现，秀丽隐杆线虫存活率随 PAHs混合污

染浓度的增加而下降，与本试验研究结果一致；Sese

等[12]研究发现，当添加菲浓度为 8 mg/L时，秀丽隐

杆线虫繁殖现象基本消失，本试验也发现最低菲胁迫 

 

(C、M、A分别代表线虫秀丽隐杆线虫、中杆属线虫与拟丽突属

线虫；柱图上方不同小写字母表示同一菲浓度处理下不同线虫体

系中菲实际浓度差异在 P<0.05水平显著) 

图 3  处理 72 h 时不同线虫体系下菲的浓度变化 
Fig. 3  Phenanthrene concentrations under different nematode 

treatments after 72h exposure 
  

浓度 5 mg/L 时可完全阻止秀丽隐杆线虫的繁殖行

为，与前人研究结果相近；同时，王赢利等[19]研究

发现，高浓度十溴联苯(30 mg/kg)会显著抑制秀丽隐

杆线虫的繁殖和生殖能力，并发现了线虫生殖部位的

细胞凋亡现象，而本研究中菲对秀丽隐杆线虫的繁殖

抑制也可能是线虫生殖部位的细胞受到破坏。 

本研究中除中杆属线虫外，秀丽隐杆线虫与拟丽

突属线虫体长均与菲浓度显著相关。田慧敏等[20]的

研究也发现，随着苯并[a]芘(Benzo(a)pyrene，BaP)

浓度的增加，秀丽隐杆线虫虫体发育迟缓数越多，发

育迟缓程度也越严重；另外，利用线虫运动轨迹研究，

发现 BaP 能够显著抑制秀丽隐杆线虫的正常行为。

本试验也发现菲胁迫下 3 种线虫的正常头部扭动受

到显著抑制，这可能与菲具有体外神经毒性[21]，能

够导致神经元与肌肉细胞不能正常结合有关[22]。 

3种线虫对菲的耐性受到暴露时间、菲浓度以及

它们交互作用的显著影响。研究结果发现中杆属线虫

的耐性显著高于与拟丽突属线虫，两者在处理 72 h

时耐性趋于一致，这与拟丽突属线虫的 cp 值为 2，

而中杆属线虫 cp值为 1有关，因为高 cp值的线虫，
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在生活史对策上趋向于 K 对策，即繁殖世代长、繁

殖率低、对环境胁迫更加敏感[23-24]。为去除秀丽隐杆

线虫在 48 h内繁殖的影响，对比处理 24 h时各浓度

菲胁迫下 3种线虫的相对死亡率可知，中杆属线虫对

菲的耐性最强，拟丽突属线虫最差，也是与中杆属线

虫 cp 值较低，抗胁迫性较高有关。秀丽隐杆线虫对

菲的耐性在低浓度菲(5、10 mg/L)胁迫下，与中杆属

线虫相当，在高浓度菲(30 mg/L)处理下，与拟丽突

属线虫一致，说明秀丽隐杆线虫的耐性对菲浓度的变

化最为敏感。因此利用秀丽隐杆线虫作为土壤健康指

示生物，评价土壤 PAHs污染状况具有明显的应用优

势[12,18]。 

Zhou 等[25-27]发现土壤中包括线虫在内的一些小

型动物群，对土壤中有机污染物有一定的吸收与富集

作用，能促进土壤中有机污染物的去除。食细菌线虫

也被发现有促进 PAHs消减的作用，但多是有关间接

机制的报道，比如促进土壤微生物活性，促进植物生

长，从而促进修复。本试验采用悉生培养系统，利用

水溶液培养，将线虫与菲直接接触，且排除菲降解菌

等因素的干扰，结果显示，各个菲浓度处理下，3种

线虫的存在均可显著促进溶液中菲含量的降低，说明线

虫可能存在对菲的直接去除作用。其中机制可能是线虫

容易吸收积累菲于体内，降低了溶液中菲的浓度[28]；

也可能是线虫可以分泌某些降解酶类，从而代谢菲，

使其含量降低[29]。不同线虫对菲的去除效果与线虫

种类、菲处理浓度以及其间的交互作用均无显著相关

性，且与 3种线虫存活率无显著相关性。而线虫对污

染物的去除究竟是线虫活体(残体)对菲的吸收积累，

还是线虫自身及其分泌物对菲的代谢，其具体途径与

效果，还需要进一步研究。 

4  结论 

菲会显著抑制秀丽隐杆线虫、中杆属线虫与拟丽

突属线虫的存活率和生长发育，并抑制秀丽隐杆线虫

的繁殖。线虫的存活率受线虫种类、暴露时间、菲浓

度及其交互作用的影响显著，其中中杆属线虫对菲的

综合耐性最强，秀丽隐杆线虫的耐性对菲浓度的变化

最为敏感。3种线虫均能不同程度地降低溶液中菲的

浓度。 
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Toxic Effects of Phenanthrene on Caenorhabditis elegans, 
Mesorhabditis sp. and Acrobeloides sp. 
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(College of Resources and Environmental Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing  210095, China) 

 

Abstract: A gnotobiotic microcosm experiment was conducted to study the toxic effects of phenanthrene (PHE) on three 

nematodes—Caenorhabditis elegans, Mesorhabditis sp. and Acrobeloides sp., also the possibility of PHE depletion by the 

nematodes were examined. The results showed that the survival rates of these three nematodes decreased gradually with PHE 

concentration increased. Without PHE exposure, Caenorhabditis elegans could reproduce within 48 hours and 5 mg/L PHE could 

inhibit the reproduction of Caenorhabditis elegans. While no reproductive patterns was observed with the Mesorhabditis sp. and 

Acrobeloides sp. due to their longer generation time. After comparing the relative mortality at 24h exposure, the tolerance order of 

those nematode was Mesorhabditis sp. ≥Caenorhabditis elegans≥Acrobeloides sp., and the tolerance of Caenorhabditis elegans 

reduced gradually with the increased PHE concentration. After 48h exposure, Mesorhabditis sp. still had a higher tolerance than 

Acrobeloides sp., while after 72h exposure, both of them showed similar tolerance to PHE. All nematodes lost the head swing 

ability after PHE exposure, and the body length of Caenorhabditis elegans and Acrobeloides sp. reduced gradually with the 

increase of PHE concentration. All nematodes could help to facilitate the depletion of PHE, and no significant difference was 

found among three nematodes. In conclusion, PHE could restrain the survival, growth and activity of these nematodes, and inhibit 

the reproduction of the Caenorhabditis elegans. The survival rates of the nematodes were significantly influenced by nematode 

species, exposure time, PHE concentrations and their interactions. Mesorhabditis sp. showed the highest resistance to PHE 

pollution. All the three nematodes could contribute to the depletion of phenanthrene in solution. 
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