
GA 合成量也明显不同。本试验中, 轻度干旱胁迫

下 GA 和 ABA 量高于其他干旱胁迫处理, 是由于

盆栽甘草根系生长受到限制, 且根龄为 1年, 只能适

应轻度干旱胁迫环境。

3� 2 � 干旱胁迫下 GA 与 ABA 量相关性分析:为了

进一步阐明不同程度的干旱胁迫下 GA 量极显著

不同的原因,对干旱胁迫下 GA 和 ABA 的 45组数

据进行了相关性分析,分析结果显示,二者量相关性

r 为 0� 426,相关性分析的双侧 Pearson 检验 P =

0� 004< 0� 01,表明干旱胁迫下 GA 和 ABA 之间具

有极显著的正相关关系。

4 � 讨论

� � 甘草作为我国西北地区的阳性旱生植物, 具有

很强的抗旱性。而 GA 作为一种次生代谢产物, 是

长期适应干旱胁迫环境下的结果, GA 的合成积累

对提高植物抗旱性具有重要意义[ 15] 。试验结果表

明,人工培育甘草在受到适当的干旱胁迫刺激下, 有

利于 GA 的合成积累。

近年来, ABA 作为信号分子参与植物的抗旱反

应已被越来越多的学者所认同[ 10]。干旱作为一种

外界环境的刺激,对植物体内的生理反应以及代谢

过程都会产生影响,其中作为植物激素的 ABA 要

发生明显变化。试验结果表明, 干旱胁迫下甘草植

物根部的 ABA 量提高, 且与 GA 量的变化呈极显

著的正相关。据此可以推断当甘草受到干旱胁迫

时,根部合成 ABA, ABA 作为信号分子在细胞间传

递干旱信号, 促进了 GA 等次生代谢产物的积累,

提高了甘草植物体对干旱环境的适应性, 此过程是

否与相关酶类和蛋白基因的表达有关, 有待进一步

研究。

参考文献:

[ 1] � 中国药典 [ S ]� 一部� 2005�
[ 2] � 管 � 燕, 谢强敏� 甘草黄酮对肺部炎症小鼠细胞因子表达和

氧化反应的调节作用 [ J]� 中草药, 2009( 8) : 1254-1259�
[ 3] � 朱任之� 甘草次酸钠口给药的抗炎及免疫调节作用 [ J ]� 中

国药理学通报, 1996, 12( 6) : 121- 123�
[ 4] � 金健民, 刘秀芳, 徐汉生� 甘草次酸衍生物的合成及其抗癌

活性 [ J ]� 应用化学, 2001, 18( 11) : 870-872�
[ 5] � 李诚秀, 黄能慧, 李 � 玲, 等� 甘草甜素对抗癌药活性及毒

性的影响 [ J ]� 贵阳医学院学报, 1996, 21( 3) : 183-185�
[ 6] � Van Rossum T G, Vulto A G, De Man R A, et al . Review

article: Glycyrr hizin as a poten tial t reatmen t for ch ronic hep-

at it is C [ J]� A l iment P harmacol T he r , 1998, 12( 2) : 199�
[ 7] � Shiota G, Harada K, Ishida M , e t al . Inhibit ion of h epato-

cel lular carcinoma by glycyr rhizin in diethyln it rosam ine t rea-

ted mice [ J]� Carc inog enesi s, 1999, 20( 1) : 59�
[ 8] � 张明发, 沈雅琴� 甘草粗提物及其黄酮类成分的抗肿瘤作用

[ J]� 现代药物与临床, 2010, 25( 2) : 124- 129�
[ 9] � 王根轩, 廖建雄, 吴冬秀� 荒漠条件下甘草气孔振荡的水被

动证据 [ J ]� 植物学报, 2001, 43( 1) : 41-45�
[ 10] � 徐晓辉, 刘延吉, 王 � 淼, 等� 干旱胁迫对杨树幼苗叶片内

ABA 和 CaM 含量的影响 [ J ]� 安徽农业科学, 2006, 34

( 11) : 2332-2335�
[ 11] � 刘长利� 甘草抗旱特性的初步研究 [ D]� 河北:河北农业大

学, 2002�
[ 12] � 陈云华� 不同来源甘草的化学成分及相关药效的研究 [ D]�

北京:北京中医药大学, 2008�
[ 13] � 陈昆松, 徐昌杰, 李 � 方, 等� HPLC 法检测果实组织中内

源激素 IAA、ABA 方法的改进 [ J ]� 果树学报, 2003, 20

( 4) : 4-7�
[ 14] � 张有林, 党 � 娅, 张 � 静, 等� 高效液相色谱法同时测定银

凤桃中赤霉素和脱落酸 [ J]� 西北植物学报, 2005, 25( 7 ) :
1467-1471�

[ 15] � 刘长利, 王文全� 干旱胁迫对甘草酸积累影响的物质组分分
配研究 [ J ]� 中国中药杂志, 2008, 33( 23) : 55-57�

参环毛蚓对重金属镉离子耐受能力的考察

喻良文1 , 李 � 薇1 ,吴 � 波2 ,邓向亮1 ,吴文如1 ,赖小平1*
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摘� 要: 目的 � 考察参环毛蚓对重金属镉离子的耐受能力, 为进一步探索参环毛蚓富集重金属机制提供实验依据。
方法 � 在菜园土壤基础上设置 7 个组别的不同浓度的重金属镉污染环境, 观察人工饲养条件下参环毛蚓在不同浓

度镉离子环境中的生存状态,并利用原子吸收分光光度法分别测定参环毛蚓不同部位的镉离子量。结果 � 参环毛
蚓在土壤镉离子量为 40 倍、50 倍两组养殖 7 d 后死亡; 30 倍组在 10 d 以后也有两条死亡,其余各组生长情况良

好;参环毛蚓体内镉离子浓度随土壤镉离子浓度递增而增加。参环毛蚓能够在土壤中镉离子浓度 12 mg/ kg 以下

生存良好,其体内脏器中镉浓度可高达 70~ 90 mg / kg。该浓度是中国对外贸易经济合作部发布的�药用植物及制
剂进出口绿色行业标准�中镉限量指标的 233~ 300 倍。结论 � 参环毛蚓对重金属镉离子的耐受能力极强,这可能
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是其药材重金属超标的重要原因之一。

关键词:参环毛蚓; 重金属; 耐受性
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� � 参环毛蚓 Pher etima asp er gi llum ( E. Perrier)

属钜蚓科动物, 药材习称�广地龙�,在�中国药典�收

载的 4个来源中被认为是品质最优者[ 1] ,也是广东

省著名的道地药材。但在市场流通中发现, 广地龙

药材中重金属量常常超标, 严重地影响了广地龙药

材的临床应用以及药材的出口创汇。为了有效地解

决这一长期困扰广地龙药材质量的问题, 本研究设

计在不同镉离子浓度的土壤环境条件下, 人工饲养

活体参环毛蚓, 观察记录动物的生存状态,测定活蚓

体内耐受重金属的量, 考察参环毛蚓对重金属镉离

子的耐受特性, 为进一步研究其重金属富集的机制

提供实验依据, 也为今后解除药材重金属量超标的

策略制定提供新的思路。

1 � 仪器与试剂

1� 1 � 仪器: AASNOVAA400 原子吸收光谱仪 (德

国耶拿分析仪器股份有限公司) , M arsxpress 微波

消解仪 (美国 CEM 公司) ,电热板 (瑞士 Pr ecisa 仪

器股份有限公司) , XS225A 分析天平 (瑞士 Precisa

仪器股份有限公司) ,养殖槽, 为自制木槽。

1� 2 � 试剂: 氯化镉 ( CdCl2 � 2� 5 H 2O ) , 硝酸, 乙

醇,氢氟酸均为分析纯; 镉单元素标准溶液 1 000

�g/ mL ( 中 国 计 量 科 学 研 究 院 提 供, 批 号

GBW08612) ;水为实验室自制去离子水。土壤为细

沙壤土,采自实验所用参环毛蚓的原生长地,经测定,

含水量 15�4% , pH 4� 40,镉离子量为 0� 28 mg/ kg。
活体参环毛蚓采自广东从化, 经广州中医药大

学李薇教授鉴定为钜蚓科动物参环毛蚓 Pheretima

asp erg il lum ( E. Per rier )。选取体型健壮、活力较

强,平均湿质量 13� 9 g,具明显生殖环带的参环毛蚓
进行养殖, 以适应实验室环境。

2 � 方法与结果

2� 1 � 重金属诱导养殖:根据�中华人民共和国国家
标准土壤环境质量标准�( GB15618- 1995) ,设定空

白组为�类土壤,镉离子量为 0� 6 mg / kg,以此为基
数,设置土壤镉离子浓度为其镉离子浓度的 0、5、

10、20、30、40、50 倍 7个组,镉离子浓度的调整用氯

化镉试剂, 镉离子浓度由低至高分别编号为第 1~ 7

组。各组称取土壤 5 kg (以干燥品计) , 放入养殖

槽,参照参环毛蚓生活对土壤含水量的要求, 调节含

水量至 21% [ 2] ,每组随机选取 8 条参环毛蚓, 养殖

14 d, 养殖前后称质量,每天观察其活动情况。如发

现死亡,即取出,并记录时间和质量。

2� 2 � 样品处理:将养殖 14 d 的参环毛蚓置于垫有

润湿滤纸的箱中吐泥 48 h。用乙醇麻醉参环毛蚓,

解剖,冲洗, 每组取全蚓、躯干、内脏各 1 份, 剪成

1~ 2 cm 小段,干燥,研成粗粉,移至称量瓶内,干燥

至恒重,置干燥器内,备用。

2� 3 � 供试品溶液的制备: 分别称取每组样品的全
蚓、躯干、内脏各 3 份, 全蚓、躯干取 0� 2 g, 内脏取
0� 1 g。置于消解罐内,各加硝酸 10 mL, 消解 (表

1)。挥酸,移至 50 mL 量瓶中定容至刻度,第 1、2、

3、7组样品液全部稀释 10 倍,第 4、5、6组全部稀释

50 倍即为待测样溶液。同法制空白溶液。

表 1 � 微波消解程序

Table 1� Procedure of microwave digestion

步骤 功率/ W 温度/ � 时间/ min

1 800 120 5

2 800 150 5

3 800 190 20

4 0 冷却下降 20

2� 4 � 原子吸收分光光度计工作条件:石墨管类型为
WALL (普通型) ; 测定波长 228� 8 nm; 灯电流 3� 0
mA; 狭缝宽度 0� 8 mm;进样体积 10 �L。石墨炉升

温程序见表 2。

表 2� 石墨炉升温程序

Table 2� Procedure of temperature incensement

of graphite furnace

步骤 备注 温度/ � 升温速率/ ( � � s- 1) 时间/ s

1 干燥阶段 90 5 20

2 干燥阶段 105 3 20

3 干燥阶段 110 2 10

4 灰化阶段 300 250 10

5 原子化阶段 1 300 1 500 3

6 清洗阶段 2 000 500 4

2� 5 � 标准曲线的制作:移取镉标准溶液 100 �L 于

100 mL 量瓶, 用 1% 硝酸液定容至刻度, 制成 1

�g/ mL 的镉标准储备液; 再移取储备液 120 �L 于

10 mL 量瓶制成 12 ng / mL 的标准液, 采用仪器自

动进样自动设配比方法, 配比成质量浓度为 0� 00、
1� 50、3� 00、6� 00、9� 00、12� 00 ng/ mL 的系列标准
溶液,由仪器自动给出标准曲线, 回归方程为 Y =

0� 059 6 X + 0� 041 6, r= 0� 996 7。
2� 6 � 重现性试验: 取同一样品,按 2� 3项方法操作,
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平行试验 6份, RSD为 3� 106% ,表明重现性良好。

2� 7 � 仪器精密度:取同一样品溶液,连续测定 6次,

RSD 为 1� 863%,表明仪器精密度良好。
2� 8 � 加样回收试验: 取同一样品 5 份, 精密加入

1 000 �g/ mL 镉标准液 0� 25 �L, 按 2� 3 项操作。
平均回收率为 98� 25% , RSD 为 4� 886%。
2� 9 � 样品测定:按 2� 3项平行操作制备供试液。按
� 2� 4�项条件测定。结果见表 3。因第 6、7 组在养

殖过程中全部死亡, 不计富集系数。

表 3 � 样品镉离子量测定结果 (x � s, n= 3)

Table 3� Determination of cadmium in sample (x � s, n= 3)

组别 躯干/ ( mg� kg- 1 ) 内脏/ ( mg� kg- 1) 全蚓/ ( mg� kg - 1)

1 1� 05� 0� 12 10� 06� 2� 40 � 2� 95� 0� 05

2 16� 51� 0� 46 36� 32� 2� 39 20� 37� 2� 08

3 19� 54� 0� 41 56� 89� 3� 96 25� 38� 0� 52

4 48� 77� 4� 58 90� 15� 0� 23 71� 73� 4� 12

5 82� 17� 4� 68 143� 03� 7� 04 101� 79� 1� 48

6 46� 39� 4� 01 74� 23� 8� 18 49� 81� 4� 12

7 27� 36� 0� 71 52� 37� 0� 46 27� 76� 0� 52

� � 实验过程中密切观察各组参环毛蚓的活动状

态,按时随机取样检测其全蚓、躯干和内脏所含镉离

子的浓度, 并将其与各组土壤浓度进行比较分析。

结果表明, 1~ 4 组的参环毛蚓在整个 14 d 养殖过

程中均生长良好, 体质量保持不变或略有增加。此

时,蚓体内脏和全蚓的镉离子最高浓度分别为 90、

70 mg/ kg。随着养殖时间的推移, 高镉浓度污染的

第 6组和 7 组从第 5 天和第 6天开始出现异常情

况,表现为参环毛蚓活力下降, 体形变小, 体质量减

轻,或呈结节状,出现缢缩痕, 有的尾部脱落, 直到第

7天两组蚯蚓均全部死亡。在养殖至第 11 天和第

14天时,第 5组的参环毛蚓体形也发生变小或呈结

节状,并分别有 1条蚯蚓死亡。

3 � 讨论
� � 本研究发现,中低浓度镉污染组中的参环毛蚓

均能正常存活,而且在此环境中蚓体内脏和全蚓的

镉离子浓度随土壤镉离子浓度递增而增加,最高可

达 90、70 mg / kg,该浓度是中国对外贸易经济合作

部发布的�药用植物及制剂进出口绿色行业标准�中
所规定的中药材重金属镉离子限量的 233~ 300

倍。由此可见,参环毛蚓对重金属镉离子具有极强

的耐受能力, 这很可能是广地龙药材重金属超标的

重要原因之一。

实验中还发现生长良好的参环毛蚓 ( 1~ 4 组)

镉离子量内脏均高于躯干, 内脏镉量是躯干的

1� 8~ 9� 8倍,此结果表明,参环毛蚓主要是通过消化
系统吸收镉离子,此结果与 Stu�rzenbaum 等[ 3] 研究

粉正蚓 L umbricus rubellus 对镉的蓄积结果一致。

此外, 将参环毛蚓投入高浓度 ( 24 mg/ kg 以

上) 镉土壤中它会迅速死亡,而当投入到较低浓度

镉土壤中时, 参环毛蚓会适应此环境而正常存活,其

内脏和全蚓浓度可分别高达 90、70 mg/ kg 以上,该

浓度远远超过 24 mg/ kg。此结果提示参环毛蚓在

不超过生理极限的情况下,机体会产生某种有效的

重金属解毒机制, 而表现出机体对镉离子的高耐

受性。

总之, 上述实验结果为进一步研究参环毛蚓重

金属富集机制提供了必要的依据,同时,对于今后解

除参环毛蚓重金属富集作用的策略制定以及提高广

地龙药材品质优良度也具有重要意义。
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