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Abstract：This study explored the effects of phenolic foam on Eisenia fetida and microbes in soils. In this study, we added different
concentrations of phenolic foam to an artificial soil and investigated the survival and superoxide dismutase（SOD） and glutathione
peroxidase（GSH-Px）enzyme activities of E. fetida. Meanwhile, soil respiration and neutral phosphatase（S-NP）and urease（S-UE）
enzyme activities were recorded following phenolic foam addition to determine the chronic effects of phenolic foam on the activities of soil
microbes. The results revealed that the half-lethal concentration of phenolic foam was higher than 5 000 mg·kg−1. Moreover, in soils treated
with 1~5 000 mg·kg−1 phenolic foam, the levels of GSH-Px activity of E. fetida ranged from 27.47 U·mg−1 to 56.96 U·mg−1, whereas those
of SOD activity of E. fetida ranged from 32.43 U·mg−1 to 58.10 U·mg−1. In addition, GSH-Px and SOD activities in soils treated with
phenolic foam were significantly higher（P<0.05）than those in the control soil, indicating the occurrence of an anti-oxidation response to
granular phenolic foam in E. fetida. Soil respiration rates ranged from 0.041 µmol·g−1·h−1 to 0.055 µmol·g−1·h−1, and granular phenolic
foam significantly inhibited soil respiration（P<0.05）. However, phenolic foam treatment triggered no significant differences in S-NP and
S-UE activities. In summary, phenolic foam had no lethal effect on E. fetida, but caused oxidative stress in this species and reduced soil
respiration.
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摘 要：为检测市面上某种农用酚醛泡沫的使用安全性，采用人工土壤法研究酚醛泡沫对赤子爱胜蚓的急性毒性；同时测定了酚

醛泡沫暴露 64 d后的慢性毒性效应，对蚯蚓超氧化物歧化酶（SOD）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活性的影响，并分析了土壤

中性磷酸酶（S-NP）、脲酶（S-UE）活性和呼吸速率的变化，探讨了酚醛泡沫对土壤活性及功能的影响。结果表明:酚醛泡沫对赤子

爱胜蚓的急性半致死浓度大于 5 000 mg·kg-1；酚醛泡沫（1~5 000 mg·kg-1）处理 64 d后，蚯蚓GSH-Px活性变化范围为 27.47~56.96
U·mg−1，SOD活性变化范围为 32.43~58.10 U·mg−1，两种酶活性均显著增加（P<0.05）。不添加酚醛泡沫的对照处理土壤呼吸速率

为 0.067 µmol·g−1·h−1，添加酚醛泡沫的处理组为 0.041~0.055 µmol·g−1·h−1，表明酚醛泡沫添加显著（P<0.05）抑制了土壤呼吸；但酚

醛泡沫处理对土壤 S-NP和 S-UE活性没有显著影响。研究表明，酚醛泡沫材料（5 000 mg·kg-1）对蚯蚓没有致死作用，但会诱导蚯

蚓酶活性显著增强，抑制土壤呼吸速率。

关键词：酚醛泡沫；赤子爱胜蚓；抗氧化物酶；土壤酶活性；土壤呼吸速率
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酚醛泡沫是由酚醛树脂[1]、乳化剂、发泡剂和添

加剂在酸碱催化剂作用下合成的多孔径聚合材料[2]，

目前使用较多的添加剂主要包括增塑剂、纤维、微米

粒子和纳米粒子等[3-5]。20世纪 50年代以来，酚醛泡

沫被广泛用于花卉行业[6-7]，在植物生长的早期阶段

作为育苗或繁殖介质使用[8]。酚醛泡沫回收成本高，

因此使用后直接残留于土壤，同时酚醛泡沫普遍具有

脆性和密度低、易破碎等特点[2]，从生产、使用到处置

过程中易破碎形成微塑料（MPs，直径<5 mm）[9]，并向

环境中释放具有生物毒性的单体化合物，如酚类化合

物和增塑剂等[2，10]，因此被视为新污染物[11]。

环境中的MPs普遍具有溶解度低、持久性强、粒

径范围广和性质复杂等特点[12]，有研究[13]提出超过

60%的MPs是“环境友好型”，低氧和低光照条件使土

壤中的 MPs 难以降解，因此 MPs 能在土壤中长期存

在[14]。已有研究[15]发现环境中的塑料碎片在老化期

间会释放出邻苯二甲酸酯类增塑剂。MPs污染引起

的生物学效应包括物理毒性、氧化应激、细胞损伤、炎

症、免疫反应、DNA 损伤以及神经毒性和代谢作用

等[16]。目前关于MPs的研究主要针对聚乙烯（PE）、聚

苯乙烯（PS）和聚乳酸（PLA）等聚合物[17-21]。研究发现

大部分塑料碎片对生物具有低致死性[22-23]。MPs被摄

食、消化等过程可能会对环境产生长期胁迫，改变土

壤细菌、真菌的群落组成和功能，影响土壤的碳氮循

环过程[18，24-26]。

尽管酚醛树脂聚合物被广泛使用的时间比其他

塑料聚合物更早，但有关酚醛树脂对生物毒性作用的

研究却较少。研究发现酚醛树脂对大鼠经口急性毒

性 LD50>16 000 mg·kg-1，该研究提出酚醛树脂的急性

毒性作用很大程度上取决于材料中的游离酚含量[10]。

近年来MPs污染引起了广泛关注，然而关于酚醛泡沫

MPs 的研究仍然有限。TRESTRIAL 等[7]研究发现酚

醛泡沫MPs会在淡水和海洋生物体中积累，MPs及其

浸出的有毒化合物会影响细胞酶活性。因此，酚醛泡

沫的累积残留可能会对土壤系统造成巨大压力。蚯

蚓是土壤中最大、最常见的类群之一，其普遍存在于

各种环境中，并可通过摄食、消化、排泄、分泌和掘穴

等活动影响土壤生态系统的物质循环和能量传递，还

可作为土壤环境的指示生物[27-28]。由于 MPs具有体

积小、易迁移的特性，因此其可能会被土壤动物误以

为是食物而被摄食吸收，从而对动物自身的生长繁殖

及其生长环境产生不良影响[19-22，29]。

农用酚醛泡沫主要用作蔬菜育苗的栽培基质，幼

苗移植时该酚醛泡沫连同植物根系一起进入土壤，植

物收获后酚醛泡沫因回收困难而大部分残留于土壤

中，且其外力作用容易破碎形成微小颗粒物。虽然在

成分检测中一些有害物质不超标，但易破碎、易迁移

的特性使酚醛泡沫施用于土壤后一方面可能会对土

壤物理结构及功能造成危害；另一方面，在土壤动物

及微生物等的代谢作用下，酚醛泡沫的次生产物可能

对土壤动物及其生长环境造成威胁，影响土壤的新陈

代谢。目前对农用酚醛泡沫安全性的评价还停留在

成分检测上，有关农业生产过程中酚醛泡沫使用对土

壤动物及微生物影响的评价仍十分缺乏，从而造成材

料安全性评估不够全面准确。

因此，本文以农用酚醛泡沫 MPs 为主要试验对

象，参照经济与合作发展组织（OECD）制定的蚯蚓急

性毒性试验方法[30]，以赤子爱胜蚓为模式土壤动物，

应用人工土壤法分别于第7 d和第14 d测定受试物对

蚯蚓的急性毒性效应，并探究酚醛泡沫对蚯蚓抗氧化

酶活性的影响；测定土壤呼吸速率、中性磷酸酶和脲

酶活性，探讨不同质量浓度酚醛泡沫在土壤中连续存

在64 d后对土壤及功能酶的影响，以期为农业生产过

程中酚醛泡沫的施用提供重要数据支撑，为农业管理

提供重要依据。

1 材料与方法

1.1 蚯蚓急性毒性试验

选用江苏省句容市王军蚯蚓养殖场繁殖的同一

批次赤子爱胜蚓作为受试生物，试验前先将蚯蚓在未

添加酚醛泡沫的人工土壤中培养驯化 7 d，人工土壤

具体组分及配比为：70%石英砂，20%高岭黏土，10%
泥炭藓（以干质量计），添加碳酸钙调节 pH 为 6.5~
7.0。各组分混合均匀后，加入去离子水调节含水量

为 35%左右，人工土壤添加 0.5%的燕麦作为蚯蚓生

活所需营养。在温度为（20±2）℃的条件进行避光培

养，驯化7 d后挑选生殖环带明显且大小一致、质量在

300~400 mg的蚯蚓清肠，进行毒性试验。

试验选用的农用酚醛泡沫来自福建天利高新材

料有限公司，是由苯酚、甲醛、邻苯二甲酸酯等物质在

碱性催化剂下通过高温发泡而成的微孔发泡材料，其

孔隙率可达 95%，材料内部结构均匀，吸水性好（可达

95%），保水性和绝热性能好，植物根系受外界温度影

响小，pH呈中性，可作为多种植物生长的基质。其化

学结构详见 MOUGEL等[2]文献的描述。本试验所用

酚醛泡沫中的毒性物质（如甲醛、苯酚、邻苯二甲酸酯
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类等）通过气相色谱仪（7890A；Agilent Technologies，
Santa Clara，CA，美国）、液相色谱仪（UltiMate 3000；
Thermo Scientific，Waltham，美国）和气相色谱质谱联

用仪（2020NX；SHIMADZU，日本）测定，检测结果均

低于检出限（5 mg·kg-1），故后续未进行毒性物质

检测。

参照OECD No.207实验准则[30]和《化学农药环境

安全评价试验准则》（GB/T 31270.15—2014）第 15部

分，采用人工土壤法分别于第7天和第14天测定蚯蚓

的急性毒性，每个重复添加 750 g人工土壤（按干质量

计算），将石英砂 525 g、高岭黏土 150 g、泥炭藓 75 g
和燕麦 3.75 g 装入白色透明带盖塑料盒中，并加入

262.5 g超纯水以维持 35%的土壤湿度。依据准则建

议设 7个处理组，参照微塑料粒径（<5 mm）和已有文

献研究[17]，将酚醛泡沫揉成碎屑，用 2 mm筛网过滤酚

醛泡沫颗粒（在实际生产中，该酚醛泡沫大多是以

2.2 cm×2.2 cm×1.8 cm的方块大小连同植物根系一起

进入土壤中，经外力作用破碎成颗粒态物质混合进入

土壤，表观形态与土壤无显著差别）。酚醛泡沫MPs
的添加量分别为 1、10、100、1 000 mg·kg-1；并模拟田

间实际使用量，估算该酚醛泡沫使用 2 a和 5 a后的

含量作为处理中的高含量组（假设该酚醛泡沫不被

降解，模拟小番茄育苗的酚醛泡沫使用量，一年种植

5茬作物，一年的平均使用量约 1 g·kg-1），添加量分

别为 2 000、5 000 mg·kg-1。称取定量的酚醛泡沫MPs
（≤2 mm）加入到已混好的人工土壤中，再次搅拌混

匀。另设不添加酚醛泡沫的对照组（CK），每个处理

设4个重复，每个重复放置10条生长形态相近且活性

较好的赤子爱胜蚓。于恒温恒湿培养箱（宁波海曙赛

福实验仪器厂，HWS-450）中避光培养，每 2~3 d添加

1 次去离子水以保持 35% 的土壤湿度，温度为（20±
2）℃[31]。分别于培养第 7天和第 14天观察并记录蚯

蚓的存活数量，用针轻触蚯蚓尾部，蚯蚓无反应则为

死亡，试验期间对照组死亡率控制在10%以内[30]。

1.2 蚯蚓酶活性的测定

为进一步分析酚醛泡沫MPs对赤子爱胜蚓的毒

性效应，采用人工土壤按照上述生长条件在恒温恒湿

培养箱中持续培养 64 d，假设蚯蚓在 14 d不致死的条

件下再持续培养50 d。试验期间只添加去离子水保持

土壤湿度，不添加燕麦等食物。通过蚯蚓酶活性、土壤

酶活性和土壤呼吸速率进一步表征酚醛泡沫的生理

毒性。

蚯蚓酶活性测定中，蚯蚓蛋白液处理参照WANG

等[32]的方法。具体步骤为：分别从各处理组取 3条生

长形态相近的赤子爱胜蚓，置于含生理盐水的培养皿

中，于黑暗条件下清肠 24 h，用去离子水洗净体表，吸

干水分，称质量后剪碎，按 1∶10（m/V）加入生理盐水，

用手持超声匀浆机研磨匀浆，在 10 000×g、4 ℃下离

心 15 min，上清液即为 10%的蚯蚓匀浆液，以上操作

均在 4 ℃下进行。收集的上清液用于测定蚯蚓的抗

氧化酶活性。上清液蛋白质含量使用生工生物工程

股份有限公司的改良型BCA法蛋白质含量测定试剂

盒测定；超氧化物歧化酶（SOD）选用 SOD测定试剂盒

（WST-1法）测定；谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）选

用GSH-Px测定试剂盒（比色法）测定。

1.3 土壤酶活性和呼吸速率的测定

土壤酶活性和呼吸速率的取样时间与蚯蚓相同。

测定方法为[33-34]：称取风干土 0.1 g，采用土壤中性磷

酸酶（Soil neutral phosphatase，S-NP）活性测定试剂盒

测定 S-NP活性，S-NP活性以每小时每克土样水解产

生 1 nmol PNP表示（nmol·g-1·h-1）；称取风干土 0.2 g，
按照土壤脲酶（Solid-Urease，S-UE）活性测定试剂盒

测定 S-UE活性，S-UE活性以每克土样中产生 1 μg
NH3-N表示（U·g-1）。酶活性测定试剂盒均购自南京

建成生物工程研究所。

称取 5 g新鲜的人工土壤放入 120 mL血清瓶中，

25 ℃孵育 24 h 后使用气相色谱仪（7890A；Agilent
Technologies，Santa Clara，CA，美国）测定 1 h和 5 h的

顶空气体中的CO2含量，所测CO2产气差值即为土壤

呼吸速率，以µmol·g-1·h-1表示[35]。

1.4 数据处理分析

试验数据采用Microsoft Excel 2019计算整理，差

异显著性（One way ANOVA，P<0.05）和相关性分析采

用 IBM SPSS Statistics 26.0，柱状图和线性相关分析结

果图采用Origin 2021绘制。

2 结果与分析

2.1 酚醛泡沫对蚯蚓的致死作用

酚醛泡沫处理 7 d和 14 d的结果如图 1所示。从

图中可以看出，不同含量酚醛泡沫处理中蚯蚓存活率

与不添加酚醛泡沫的对照组无显著差异，说明该酚醛

泡沫对蚯蚓无急性致死作用。

2.2 酚醛泡沫对蚯蚓GSH-Px及SOD活性的影响

培养 64 d后，赤子爱胜蚓GSH-Px及 SOD活性的

测定结果见图 2。对照组中蚯蚓 GSH-Px 活性为

15.06 U·mg-1，添加酚醛泡沫的各处理组的活性为
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27.47~56.96 U·mg-1（图 2A），是对照组的 1.82~3.78
倍。酚醛泡沫添加显著（P<0.05）增强了蚯蚓GSH-Px
活性。对照组蚯蚓 SOD活性为 20.81 U·mg-1，添加酚

醛泡沫的各处理组的活性为 32.43~58.10 U·mg-1（图

2B），是对照组的 1.56~2.75倍，高含量酚醛泡沫处理

（2 000、5 000 mg·kg-1）显著（P<0.05）增加了蚯蚓 SOD
活性。

2.3 酚醛泡沫对土壤酶活性和呼吸速率的影响

土壤 S-NP和 S-UE活性变化如图 3所示。S-NP
活性为 787.01~1 192.03 nmol·g-1·h-1（图 3A），S-UE活

性为 860.69~1 066.71 U·g-1（图 3B），各处理组 S-NP
和 S-UE活性与对照组无显著差异，表明该酚醛泡沫

对相关微生物活性无显著影响。

土壤呼吸速率如图4所示。对照组土壤呼吸速率为

0.067 µmol·g-1·h-1，而添加酚醛泡沫处理的土壤呼吸速

率为 0.041~0.055 µmol·g-1·h-1，显著低于对照组（P<
0.05，图4A）。相关性分析（图4B）表明，土壤呼吸速率

与酚醛泡沫含量显著负相关（r=-0.652，P<0.05），证明

酚醛泡沫对土壤呼吸存在显著抑制作用（P<0.05）。
3 讨论

蚯蚓急性毒性试验可以快速地对污染物生态毒

图1 酚醛泡沫对赤子爱胜蚓存活的影响

Figure 1 Effects of phenolic foam on the survival of earthworms

图3 酚醛泡沫对土壤中性磷酸酶（S-NP）和脲酶（S-UE）活性的影响

Figure 3 Effects of phenolic foam on the activities of neutral phosphatase（S-NP）and urease（S-UE）in soils

图2 酚醛泡沫对蚯蚓谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）和超氧化物歧化酶（SOD）的影响

Figure 2 Effects of phenolic foam on the activities of glutathione peroxidase（GSH-Px）and superoxide dismutase（SOD）in earthworm
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性予以初步判断，试验结果与实际土壤中观察到的结

果有较好的相关性，可为慢性毒性试验和田间试验的

浓度或剂量设计提供依据[28，36]。酚醛泡沫在农业生

产中应用广泛，残留于土壤中的酚醛泡沫受外力作用

后会破碎为细小颗粒物，这些细小颗粒物可能对土壤

及土壤动物造成不良影响。然而酚醛泡沫MPs施用

量对土壤动物和土壤活性的影响尚不明确，由OECD
制定的人工土壤法能很好地模拟蚯蚓生活的自然

环境，可以全面地了解酚醛泡沫残留对土壤动物及其

生长环境的影响，考察蚯蚓在短期暴露下 SOD 和

GSH-Px活性的变化趋势；同时可以测定土壤 S-UE
和 S-NP活性，并通过土壤呼吸进一步判断土壤有机

碳含量的变化。

研究结果表明该酚醛泡沫 MPs 对赤子爱胜蚓

没有急性致死作用（图 1），试验设计的高含量处理

（2 000、5 000 mg·kg-1）是为了模拟其在田间连续使用

2 a和 5 a且不降解的累积量，急性毒性结果表明该酚

醛泡沫即使在多年使用后，其在土壤中的累积量也不

足以引起蚯蚓死亡。JUDY等[17]研究发现，聚乙烯和

聚氯乙烯 MPs（≤2 mm）的添加对土壤线虫和蚯蚓的

死亡率没有显著的负面影响，表明酚醛泡沫具有低毒

性。急性毒性试验仅通过蚯蚓存活率和死亡率表现

酚醛泡沫的急性毒性效应，蚯蚓酶活性的变化趋势可

进一步表征机体内生理生化指标的变化。由试样结

果可知，1 mg·kg-1的酚醛泡沫MPs即可引起蚯蚓机体

的酶活性显著增强，高剂量组（2 000 mg·kg-1和 5 000
mg·kg-1），SOD 和 GSH-Px 活性显著高于对照组（P<
0.05，图 2），表明酚醛泡沫（1~5 000 mg·kg-1）作为长

期的环境应激源，会对机体产生氧化胁迫，为维持蚯

蚓自身的氧化平衡，蚯蚓体内的抗氧化防御系统被激

活，刺激 SOD合成，催化O-2·歧化生成O2和H2O2，去除

因氧化胁迫产生的过量 O-2·[37-38]；GSH-Px 可与 SOD
协同作用去除机体产生的过量的 O-2·和 H2O2 [39]。酶

活性变化可能与 MPs 的暴露剂量和粒径有关。相

关研究[40]表明，10%的 PE-MPs（≤300 µm）和 PS-MPs
（≤250 µm）对蚯蚓酶活性没有显著影响，而 20% 的

PE-MPs会抑制 SOD 和 GST的酶活性。通过对轮胎

MPs（TMPs）处理下的蚯蚓酶活性分析[41]发现，10%的

TMPs（<25 µm）显著抑制 SOD和GST的酶活性，同时

也揭示了<2 mm的TMPs对蚯蚓的酶活性没有显著影

响。本研究结果表明一定量的酚醛泡沫MPs（<0.5%）

可能会引起土壤动物机体损伤，增加机体抗氧化酶活

性。已有研究证实蚯蚓可能通过掘穴、摄食或分泌黏

液等活动将PE-MPs（<3 mm）从表层土壤沿剖面运输

至深层土壤[22]；粒径<1 mm的MPs很容易被土壤动物

摄入，引起组织损伤和抗氧化酶活性增强[20-21，40]。

SHENG等[41]的研究也同样证实了相对于粒径较大的

MPs，蚯蚓会先摄食较小粒径的碎片。因此，该农用

酚醛泡沫MPs中含有的较小颗粒物可能被蚯蚓摄食

吸收，酶活性增强可能源于蚯蚓误食较小的酚醛泡沫

MPs，蚯蚓机体受污染物胁迫，诱导抗氧化酶活性增

强，消除其对生物体的氧化毒害。尽管材料中邻苯二

甲酸酯含量低于检出限，但其仍可能对蚯蚓造成一定

的影响。已有研究发现 0.1 mg·kg-1邻苯二甲酸酯类

化合物即可诱导蚯蚓抗氧化酶活性显著增强，引起机

体DNA损伤[42]。

研究发现 MPs 影响土壤微生物组成、活性及功

能[24-25]；土壤酶活性是微生物活性和土壤肥力的重要

指标，S-UE和磷酸酶活性与土壤能量流动和养分循

环相关，常被用作污染土壤应激下土壤健康状况变化

图4 酚醛泡沫对土壤呼吸速率的影响及添加量与土壤呼吸的相关关系

Figure 4 Effects of phenolic foam on carbon respiration of soil microbes and correlation analysis between
phenolic foam and soil respiration rate
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的指标[43-44]。磷酸酶对土壤磷化合物的水解有促进

作用；S-UE活性可以指示土壤的供氮能力，与土壤中

氮转化和植物对氮素的吸收利用密切相关。S-UE和

磷酸酶活性对评价酚醛泡沫对土壤环境的影响具有

重要意义。本研究各处理组中 S-NP和 S-UE活性均

无显著变化（图 3），表明当该酚醛泡沫使用量小

于 5 000 mg·kg-1时对微生物活性和土壤肥力没有显

著影响。土壤呼吸是土壤有机碳矿化向大气环境释

放CO2的主要过程，可反应土壤有机碳的分解状况和

微生物的活性，也是评价土壤健康的重要参数[45]。本

研究结果表明土壤呼吸即可被 1 mg·kg-1酚醛泡沫显

著抑制（P<0.05，图 4A），且呼吸速率与酚醛泡沫含量

显著负相关（P<0.05，图 4B）。酚醛泡沫可能会抑制

微生物的生长，降低其活性。研究发现MPs会导致土

壤呼吸速率下降，影响微生物的生长繁殖[17]。本研究

结果表明，酚醛泡沫MPs降低了微生物呼吸强度，酚

醛泡沫中易分解的碳组分含量很低，这可能会进一步

影响碳周转速率。已有研究表明MPs可能通过与土

壤动物相互作用来改变土壤环境，并对土壤动物的适

应性和土壤微生物丰度及功能产生潜在影响[46]。本

研究对赤子爱胜蚓急性毒性、蚯蚓抗氧化酶活性及土

壤活性和呼吸速率进行了研究，对于评价颗粒态酚醛

泡沫对土壤动物、微生物活性及功能的影响具有一定

意义。该酚醛泡沫使用后在土壤环境中随意被丢弃，

光解作用和农耕活动等破碎产生的颗粒物粒径和单

位面积残留量不一，实际残留粒径可能远大于 2 mm，

而暴露浓度可能低于试验中的高浓度处理，本试验放

大了该酚醛泡沫对土壤生态系统的毒性效应，其对实

际的土壤环境影响会更小。为了更加全面理清酚醛

泡沫使用的安全性，酚醛泡沫对农田土壤微生物群落

组成、丰度及功能的影响需要更加深入的研究。

4 结论

（1）酚醛泡沫对赤子爱胜蚓无致死作用，但可诱

导蚯蚓抗氧化酶活性显著增强。

（2）该酚醛泡沫添加对土壤中性磷酸酶和脲酶活

性均没有显著影响；酚醛泡沫显著降低土壤微生物呼

吸速率，且降低程度与浓度呈显著负相关，表明该酚

醛泡沫能对土壤微生物活性和土壤有机碳含量造成

一定影响。
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