
摘 要：为探究壬基酚溶液暴露对秀丽隐杆线虫的急性致死毒性和非致死毒性效应，将同期化后的秀丽隐杆线虫暴露于壬基酚溶

液 24 h，考察壬基酚对秀丽隐杆线虫的半致死浓度、性腺臂发育、子代数目、虫体长度和身体弯曲频率等毒性指标的影响。结果表
明，以 L4期野生型秀丽隐杆线虫为受试生物，对壬基酚溶液 24 h的半数致死浓度即 LC50值为 8.09 mg·L-1。壬基酚暴露干扰了秀丽
隐杆线虫性腺臂的正常发育，与对照组相比，0.081 mg·L-1和 0.162 mg·L-1染毒组对秀丽隐杆线虫的子代数目和虫体长度均有显著
性影响（P<0.05）；低剂量染毒组身体弯曲频率与对照组相比没有统计学差异（P>0.05），而高剂量组与对照组有显著性差异（P<
0.05）。毒性试验研究表明，模式动物秀丽隐杆线虫对壬基酚的毒性响应比较敏感，在环境激素的生态毒理学研究中具有潜在的应
用价值。
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Abstract：To better understand the effect of acute lethal toxicity and non-lethal toxicity on Caenorhabditis elegans exposed to nonylphenol
solution, C. elegans were exposed to nonylphenol solution for 24 h and then toxicity indicators such as lethal concentration, development of a
gonad arm, number of offspring, body length, and body bending frequency were investigated. Results showed that the median lethal concen原
tration LC50 for 24 h acute exposure was 8.09 mg·L-1 when using L4 wild-type C. elegans as the testing animal. Nonylphenol can interfere
with the normal development of the gonad arm of C. elegans. Compared with the control, both the 0.081 mg·L -1 and 0.162 mg·L -1 of
nonylphenol treatment had significant effects on the number of offspring in C. elegans and the body length of the worm（P<0.05）. The body
bending frequency of C. elegans exposed to low doses of nonylphenol showed no statistical difference compared with the control（P>0.05）,
whereas high dose treatment showed significant difference（P<0.05）. The results of the toxicity experiments indicate that the model animal
C. elegans has certain sensitivity to nonylphenol. Thus, using C. elegans as a model animal has potential application value in the ecological
toxicology of environmental hormones.
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壬基酚（NP，Nonylphenol）是非离子表面活性剂

壬基酚聚氧乙烯醚（NPEs，Nonylphenol ethoxylates）合
成过程中的重要化工中间体。由于 NPEs具有良好的
渗透性、乳化性、润湿性和分散性，其在化工、纺织、造

纸、农药等多个行业得到了广泛应用[1]。NPEs进入环
境后降解成性质比较稳定的小分子化合物壬基酚，并

在土壤[2]、水体[3]、食品[4]等各种介质中累积而对生态环
境和人类健康构成潜在的威胁。环境水体中的壬基酚

污染及其对水生生物的累积风险已引起人们的广泛

关注，王平等[5]研究发现黄河兰州段浮游植物、浮游动
物和鱼类等各级生物体内的壬基酚含量范围为

0.127~45.89 mg·kg-1，比水体中高 103~105倍。由于壬
基酚的高疏水性，水体中的壬基酚容易在土壤中富

集，如太原市小店区污灌渠水体中壬基酚平均含量为

5.92 滋g·L-1[6]，而该区域农田土壤的壬基酚平均含量
达 0.188 mg·kg-1 [7]。土壤中的壬基酚残留可经根系吸
收向农作物迁移，并在农产品中富集而增加了消费者

的膳食安全风险[8]。
壬基酚是一种典型的类雌激素类物质，能够引起

鱼类[9]、蛙类[10]、大鼠[11]等动物的内分泌干扰效应，同时
还可能对生物的生长发育、生殖系统、免疫系统和神

经系统产生不良作用。秀丽隐杆线虫是从土壤中分离

出来的无脊椎动物，由于具有易培养、繁殖周期短、遗

传基因与哺乳动物同源性高等特点[12]，近年来逐渐应
用在农药[13]、环境激素[14]、重金属[15]等污染物毒理机制
研究，线虫的致死性和非致死性毒性评价指标也被应

用在水体[16]和土壤[17]等环境介质安全性评估中。目前
国内外将秀丽隐杆线虫应用在壬基酚的毒性评价研

究报道较少，且仅集中于壬基酚对秀丽隐杆线虫的生

殖毒性方面研究[18]，探究更多的以线虫为模式生物的
壬基酚毒性指标，对于筛选更为适当和敏感的毒性评

价指标和完善基于线虫的类雌激素化合物毒理评价

体系具有积极意义。

本文以秀丽隐杆线虫为模式生物，通过短期急性

暴露实验探究壬基酚对秀丽隐杆线虫的致死、生殖、

发育和运动神经毒性效应，探讨以秀丽隐杆线虫为模

型进行类雌激素化合物毒理评价的可行性，为其在环

境类雌激素物质的生态毒理评估应用提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料
N2野生型秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans）

和大肠杆菌（Escherchia coli）OP50均由美国线虫遗传

中心（CGC，Caenorhabditis Genetics Center）馈赠。4-壬
基酚（纯度>99%）购自中国上海 Aladdin公司。
1.2 主要仪器

Acquilty UPLC Xevo TQ 超高效液相色谱串联质
谱仪（美国 Waters公司）、SMG800体视显微镜（北京
同舟同德仪器仪表有限公司）、LW300-38LT数码成
像倒置显微镜（上海测维光电技术有限公司）、KT53
恒温培养箱（德国 Binder公司）、5427R高速冷冻离心
机（德国 Eppendorf公司）
1.3 暴露溶液中壬基酚浓度检测方法

以无水乙醇为溶剂配制 20 000 mg·L-1溶液，利
用 M9缓冲溶液稀释成浓度为 100 mg·L-1的壬基酚
溶液，该溶液中乙醇体积分数为 0.5%，样品充分振荡
溶解后，吸取适量溶液并利用甲醇稀释 200 倍，过
0.22 滋m微孔滤膜后进行 UPLC-MS/MS测定。

色谱条件：BEH C18色谱柱（100 mm伊2.1 mm伊1.7
滋m），柱温为 40 益，以甲醇（A）和 0.05%氨水（B）为流
动相，梯度洗脱程序为：0~1 min，20% A；1~3.5 min，
20% A；3.5 ~4.5 min，95% A；4.5 ~5 min，20% A；5 ~6
min，20% A；流速为 0.3 mL·min-1；进样量为 5 滋L。

质谱条件：采用电喷雾离子源负离子模式（ES原
I-），离子源温度为 150 益；去溶剂温度为 400 益；去
溶剂气流速为 800 L·h-1；毛细管电压为 3.5 kV；碰撞
气体为高纯氩气；监测模式为 MRM，定量监测离子对
为 m/z 219.4寅m/z 133.1。
1.4 秀丽隐杆线虫的培养及同期化
1.4.1 秀丽隐杆线虫的培养

秀丽隐杆线虫在含有大肠杆菌 OP50 的线虫生
长培养基（NGM，Nematode growth medium）上培养。

1 L NGM培养基溶液配制方法为：氯化钠 3 g·L-1，
蛋白胨 2.5 g·L-1，胆固醇 5 mg·L-1，1 mmol·L-1氯化
钙，1 mmol·L-1硫酸镁，25 mmol·L-1磷酸氢钾缓冲液，
18 g营养琼脂粉，调节 pH至 6.0。线虫以大肠杆菌
OP50为食物，在 20依1 益恒温培养箱中培养。
1.4.2 秀丽隐杆线虫的同期化方法

为了保证受试生物处于同一生长水平，采用次氯

酸钠漂白法进行同期化获得 L4期生长同步的秀丽隐
杆线虫。

5 mL漂白液的配制方法为：0.5 mL次氯酸钠溶
液；0.5 mL 5 mol·L-1氢氧化钠溶液；4 mL无菌水。1 L
M9缓冲液配制方法为：3 g磷酸二氢钾；6 g磷酸氢二
钠；5 g氯化钠；0.12 g硫酸镁。

具体同期化步骤为：淤将正处于产卵期的雌雄同
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体线虫用 1 mL已灭菌的 M9缓冲液从 NGM培养板
中洗下，4000 r·min-1离心 2 min，弃去上清液；于向管
中加入 750 滋L新配的同期化漂白液，室温下剧烈振
荡 3~5 min，4000 r·min-1离心 2 min，弃去上清液，收
集底部沉淀；盂沉淀用灭菌的 M9缓冲液反复清洗 2~
3次，再次离心后弃上清液时留约 0.2 mL溶液，摇匀；
榆将含有线虫虫卵的 M9 溶液转移到涂有 OP50 的
NGM培养板中孵化并培养，获得同期化线虫。
1.5 暴露方法
1.5.1 壬基酚急性致死试验暴露方法

利用 M9缓冲溶液将壬基酚母液梯度稀释制成
0.8、0.6、0.4、0.2、0.1、0.05 倍不同浓度的壬基酚溶液
（含 0.5%乙醇助溶剂），以 M9缓冲溶液为空白对照
组，以含 0.5%乙醇的 M9缓冲溶液为助溶剂对照组，
将 30条同期化的 L4期秀丽隐杆线虫转入溶液中暴
露 24 h，暴露环境温度为 20 益。
1.5.2 壬基酚急性非致死试验暴露方法

利用 M9缓冲溶液分别配制 LC50的 1/50倍和 1/
100倍的壬基酚溶液（含优化后的助溶剂），以 M9缓
冲溶液为空白对照组，以含 0.5%乙醇的 M9缓冲溶
液为助溶剂对照组，将 20条同期化的 L4期秀丽隐杆
线虫转入溶液中暴露 24 h，暴露环境温度为 20 益。
1.6 毒性指标测定方法
1.6.1 致死率

将暴露后的秀丽隐杆线虫在体视显微镜下观察

并利用接种针触碰线虫，若无反应即为死亡，记录每

个处理组中秀丽隐杆线虫的存活和死亡数目。

1.6.2 子代数目
将暴露后的秀丽隐杆线虫置于正常的 NGM 培

养基上培养，每间隔 12 h移一次盘，并记录 72 h内孵
化出的所有后代数目，每组重复 10次。
1.6.3 虫体长度

将暴露后的秀丽隐杆线虫置于没有食物的 NGM
培养基上，在体视显微镜下观察，结合图像分析系统

测定线虫身体的长度，每组重复 20次。
1.6.4 性腺臂观察

将暴露后的秀丽隐杆线虫置于滴有 M9 缓冲溶
液的载玻片上，轻轻盖上盖玻片，使用倒置显微镜观

察秀丽隐杆线虫的性腺臂并拍摄图像。

1.6.5 身体弯曲频率
将暴露后的秀丽隐杆线虫置于没有食物的 NGM

培养基上，待其自由运动 1 min后，测试 20 s内身体
弯曲的次数。一次弯曲定义为秀丽隐杆线虫相对于虫

体长轴方向上的一个波长的移动，每组重复 20次。
1.7 数据处理

采用统计学软件 SPSS 22.0进行统计分析，参照
熊浩明等[19]报道方法，利用 SPSS软件中的概率单位
（Probit）回归计算 LC50值。多组比较采用方差齐性检
验和单因素方差分析（One-way ANOVA）。
2 结果与讨论

2.1 急性毒性效应
2.1.1 暴露溶液中壬基酚浓度的确定

由于壬基酚微溶于水，20 益时的溶解度仅为5.43
mg·L-1 [20]，在配制暴露溶液时通常会加入助溶剂以提
高壬基酚的溶解性。本文以毒性相对较低的 0.5%乙
醇为助溶剂制备暴露溶液，样品充分混匀后仍可观察

到表面漂浮有一定量的未溶解壬基酚。对暴露溶液中

的壬基酚进行测定，结果表明配制的 100 mg·L-1的壬
基酚溶液，实测浓度值为 53.2 mg·L-1。图 1为标准品
与样品中壬基酚 MRM负离子扫描色谱图。壬基酚标
准品以甲醇为溶剂，而壬基酚暴露溶液为以 0.5%乙
醇助溶的水溶液，暴露溶液中实测的壬基酚浓度要明

显低于标准品。

2.1.2 急性致死毒性
在确定的母液浓度基础上，梯度稀释母液，制成

实际浓度为 0.012~0.242 mg·L-1的壬基酚暴露溶液，
并通过补加无水乙醇保证稀释液中的乙醇体积分数

均为 0.5%。壬基酚暴露剂量与线虫的致死率关系曲

图 1 壬基酚标准品与暴露溶液的 MRM扫描色谱图
Figure 1 The MRM scan chromatogram of nonylphenol standard

and exposure solution
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线见图 2所示。基于回归分析计算壬基酚对秀丽隐杆
线虫的半数致死剂量（LC50）。概率单位模型方程为
Probit（p）=3.22x-2.92，Pearson 模型拟合优度检验p=
0.678，表明模型拟合良好。壬基酚对秀丽隐杆线虫的
LC50为 8.09 mg·L-1，95%置信区间为 7.17~9.05 mg·L-1。

目前关于壬基酚在水生生物的半数致死浓度报

道较多，对不同生物由于敏感性不同而 LC50-24 h值不
一，如对泥鳅 [21]和大型溞 [22]的 24 h LC50 值分别为
12.8、0.3 mg·L-1，可见秀丽隐杆线虫对壬基酚的急性
毒性响应要略高于泥鳅，但比大型溞的敏感性要低。

杨栋等[18]研究发现，0~100 mg·L-1壬基酚浓度范围暴
露的秀丽隐杆线虫死亡数之间没有统计学差异，因此

认为壬基酚对线虫的 LC50远高于 100 mg·L-1。本实验
中线虫染毒条件与杨栋等人设计明显不同，本实验以

添加了助溶剂的壬基酚水溶液为暴露环境，而杨栋等

将壬基酚溶于 NGM 固体培养基中作为线虫的暴露
环境。实验中 NGM培养基具有一定厚度，且线虫在
NGM培养基中通常只在琼脂表面活动，与壬基酚的
接触量和接触频率远比在液体环境中要低，因此在培

养基中的线虫实际染毒量要比设计染毒剂量低得多。

这可能是造成本实验中线虫的 LC50值与杨栋等人的
研究结论差异较大的原因。

2.2 非致死毒性效应
急性致死实验所需的暴露剂量相对较高，而非致

死毒性效应反映了污染物低剂量暴露对动物正常代

谢和生理机能的影响。性腺臂是秀丽隐杆线虫重要的

生殖器官，其功能与哺乳动物的卵巢类似，主要是形

成卵母细胞的场所。如图 3所示，在同等放大比例下，
空白对照组和助溶剂对照组的秀丽隐杆线虫性腺臂

呈明显的 U型弯曲状，且外观粗壮，而 0.081 mg·L-1

壬基酚溶液暴露组的线虫性腺臂表现出退化的迹象，

其长度有所缩短，宽度也变窄；0.162 mg·L-1壬基酚溶
液暴露组的线虫性腺臂则表现出明显的退化萎缩，长

度进一步缩短，宽度也进一步变窄。由此证实，壬基酚

暴露会导致线虫生殖系统发育缺陷。据Wolke等[23]报
道，秀丽隐杆线虫性腺臂内的细胞流承担了卵母细胞

发育所需营养物质的运输功能。本研究中壬基酚暴露

组的秀丽隐杆线虫性腺臂发育存在缺陷，细胞流之间

的营养物质传输通道受到影响，导致卵母细胞无法得

到正常的营养供给，因此卵母细胞营养供给通道受阻

可能是壬基酚引发生殖毒性效应的作用途径之一。

图 4表示不同浓度壬基酚暴露对秀丽隐杆线虫
子代数目、身体弯曲频率和虫体长度的影响。与空白

对照组相比，助溶剂对照组的子代数目略有减少，但

方差分析表明两者差异不显著（P>0.05）。由此说明，
助溶剂乙醇对秀丽隐杆线虫的生殖能力有一定损伤，

但 0.5%的剂量对生殖能力损伤效果不明显，与前人
报道的研究结论基本一致[24]。与助溶剂对照组相比，
暴露在 0.081 mg·L-1和 0.162 mg·L-1的壬基酚溶液中
的秀丽隐杆线虫子代数目分别降低了 14.7%和
31.5%，并具有显著的统计学差异（P<0.05）。壬基酚被
认为是一种内分泌干扰物，进入动物体内后通过改变

体内性激素水平而表现出生殖毒性。据文献报道，壬

基酚对大鼠[25]、斑马鱼[26]、大型溞[27]均表现出明显的生
殖系统损伤能力，且存在多种作用途径。Trong等[28]以

图 3 壬基酚溶液暴露对秀丽隐杆线虫性腺臂发育的影响
Figure 3 Effect of nonylphenol solution on the gonad arm

development of C. elegans
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图 2 壬基酚暴露剂量与秀丽隐杆线虫致死率关系曲线
Figure 2 Relation curve between exposure doses of nonylphenol

and lethality of C. elegans
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鳕鱼为受试生物研究发现，壬基酚暴露后干扰了

StAR蛋白和 P450scc基因的表达，改变了体内性激
素水平，进而影响了鱼类卵巢激素的合成。壬基酚暴

露后线虫精子激活率低也可能是子代数目减少的因

素之一。研究发现，壬基酚暴露浓度与斑马鱼[26]和日
本青鳉[29]的精子激活率呈现显著负相关的剂量-效应
关系。如前所述，壬基酚暴露后性腺臂发育不良，进而

影响了卵母细胞营养供给途径不畅，导致线虫怀卵质

量降低。这也可能是引起子代数量减少等生殖毒性的

原因之一。本研究以秀丽隐杆线虫为受试生物进一步

证实了壬基酚具有较强的生殖毒性。

由图 4可知，当暴露在壬基酚溶液中时，秀丽隐
杆线虫的发育表现出一定的生长迟缓现象。0.081
mg·L-1壬基酚暴露的秀丽隐杆线虫体长显著低于对
照组（P<0.05），而 0.162 mg·L-1壬基酚溶液暴露的秀
丽隐杆线虫平均体长与对照组相比具有极显著差异

（P<0.01），壬基酚的发育毒性呈现一定的浓度依赖
性。关于壬基酚对动物的生长发育的影响，目前还存

有一定的争议，如 Robert 等 [30]将斑马鱼幼苗暴露于
0.01~0.1 mg·L-1壬基酚的水体，60 d后仍未发现壬基
酚处理组与对照组的斑马鱼幼苗体长和体质量有显

著性差异；而 Arsenault 等 [31]研究发现，暴露于 0.02
mg·L-1壬基酚的大西洋鲑鱼幼苗的体质量相对降低，
且血液中胰岛素生长因子（IGF-I）明显减少，因此认
为壬基酚是通过干扰生长激素/胰岛素生长因子轴而
影响幼苗的生长发育；郑晓晶等[32]发现 0.01 mg·L-1和
0.1 mg·L-1的壬基酚染毒可以滞后蝌蚪的变态时间，
降低蝌蚪变态后幼蛙的体质量。本实验通过线虫体长

的表观毒理证实了低浓度（0.1 mg·L-1以下）壬基酚对
线虫的发育毒性，但是否经由内分泌干扰途径影响线

虫个体的发育还有待研究进一步证实。

壬基酚暴露后的秀丽隐杆线虫身体弯曲频率分

别如图 4所示。低浓度壬基酚暴露对秀丽隐杆线虫身
体弯曲频率具有一定的影响，而暴露于相对高浓度的

秀丽隐杆线虫，表现出显著的身体弯曲频率缺陷（P<
0.05）。秀丽隐杆线虫的神经元与运动肌肉细胞相连
后，在信号蛋白的参与下形成突触，进而发挥运动神

经功能[33]。壬基酚暴露后的秀丽隐杆线虫运动行为受
到影响，表明壬基酚可能干扰信号蛋白的正常合成与

代谢，进而导致突触功能与运动神经肌肉细胞无法发

挥正常作用。也有学者认为，线虫神经系统中超过三

分之一的细胞会分泌乙酰胆碱，因此染毒组线虫的胆

碱能系统可能受到扰乱而表现出运动行为毒性[34]。研
究报道，长时间的饥饿条件下，也会影响秀丽隐杆线

虫的运动行为[35]，因此在食物匮乏情况下研究线虫的
神经行为毒性，可能会对实验结果造成一定的干扰。

3 结论

（1）通过对 L4期秀丽隐杆线虫的 24 h急性暴露
试验，明确了壬基酚对线虫的 LC50值为 8.09 mg·L-1。
（2）壬基酚对秀丽隐杆线虫具有明显的生殖毒

性，壬基酚溶液暴露（0.162 mg·L-1和 0.081 mg·L-1）后

图 4 壬基酚溶液暴露对秀丽隐杆线虫非致死毒性指标的影响
Figure 4 Effect of nonylphenol solution on the non-lethal toxicities

of C. elegans
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显著减少了秀丽隐杆线虫的子代数目，且导致秀丽隐

杆线虫性腺臂出现退化萎缩迹象。壬基酚对秀丽隐杆

线虫的发育毒性和神经行为毒性具有一定的影响。

（3）秀丽隐杆线虫的多个评价指标对壬基酚毒性
作用敏感，是优秀的壬基酚毒性评价模式生物。本文

关于壬基酚暴露对线虫的表观毒性研究结果，对于进

一步探究壬基酚的毒理机制提供了科学依据。
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