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细菌在环境污染物毒性检测中的应用
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摘要 介绍 了一些利用细菌作为指示 生物监测化学物质毒性的方法
,

诸如 细菌生化毒理学方法
,

细菌生长
、

呼吸抑

制实验
,

细胞发光微毒测定
,

微热测量 以及致突变物检测技术等
。

关键词 毒性评价
,

生化毒性检测
,

微毒测定
,

微热测量
,

细菌生长抑制实验
。

近年来化学物质数量与 日剧增
,

而相应的毒

性数据却甚少
,

动物实验远远不能满足毒性实验

的需求
,

因而科学工作者建立了各种各样的短期

生物实验方法
,

分别用鱼
、

无脊椎动物
、

藻
、

原生

动物以及细菌等作为指示生物
。

细菌具有生长迅速
、

周期短
、

运转费用低
,

能

在短时间内得到可靠的毒性资料而被用作污染

物急性毒性检测的指示生物
。

根据毒生对细菌作

用的不同
,

建立 了细菌生化毒理学方法
,

细菌生

长抑制实验
,

细菌发光检测技术
,

呼吸抑制实验
,

微热测量以及致突变物检测方法等
。

以下介绍几

种主要的实验方法
。
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叩
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下简称
。

首次于 年合成
,

其分解

尹一甲一泛多反应如毛 仁冲
’

买
,

一 一 一

〔全
无色

脱氢酶

少
一

了 洲
一

丈少
一

〔
粉红色

生化毒理学方法

酶活性测定

该方法是测定毒物作用下特种微生物酶的

活性和特定微生物的产物含量变化的一种方法
。

这些酶包括 脱氢酶
、

酶
、

磷酸化酶
、

尿激酶

等
。

酶活性常用底物降解率或产物生成率表示
。

脱氢酶

它是一种与呼吸作用有关的胞 内酶
,

通过 电

子转运系统传递 电子
,

催化酶作用底物上的氧
。

特殊的染料可用作电子传递活性的指示系统
,

根

据反应前后颜色的变化
,

用光 电比色计进行定

量
,

所采用的染料主要有四哩针 加。 和

刃天青 等
。

四哇钻很 旱以前就被许多化学家
、

生化和组

织化学家  于指示一系列领域的分解反应
,

常用

样品培养在含 的培养液中
,

产生红色

晶体溶解于有机溶剂中
,

在 波长下测其

光密度
。

凡能影响该酶活性的毒物均可抑制

的分解
,

通过测定不同 的含量可检测不同

物质的毒性
。 ‘

首次用该方法测定卡

介苗中结核杆菌的存活力
。

圈根据 分

解抑制检测抗菌素对肺炎球菌的作用
。

 ! 〕

最 早 将该方法 用 于 测 定 无 机 物
“十 、 十 、

协和有机物 苯
、

酚
、

甲醛 对纯生物系统的毒

性作用
。

 应用土壤脱氢酶测定金属和无

机 离子 的毒性
,

得到非富集的土壤毒性
,

, 、
一

十

富 集 土 壤
”十 “子 “ 、

牙十 通常不产

生抑制 抑制作用不完全
。

是另一种用得较多的底物
,

它具有很高
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的电子亲合力
。

用荧光假单胞菌建立了该

方法
。

一定量的毒物
、

细菌悬液和营养液一起培

养  
,

用甲醛终止反应
,

离心
,

测定上清液光

密度
,

得到
一
卜 、 十

的
。

值 有效浓度

分别为
·

和
。 〔〕用 加

‘ 、
酵

母测定了
“干 、 、 “ 、 , 十和 十

的毒性
。

· ·

酶 三磷酸腺昔磷酸化酶

酶参与高能磷酸键的转移和胞 内运

输
,

该酶活性分析是利用 作为底物测定磷

酸的形成率
。

既然 酶的抑制能影响细胞的

功能
、

可用它指示毒物对水生生物的毒性
。

许多

研 究者民
」测定 了有机 和无机物 对体内

,

体外

酶的作用
。 ‘ 阁采用体内  试验监测

水中污染物的毒性
,

结果为有机氯农药 有机磷

氨基甲酸醋
, , 十  

廿
一 。

水平测定

 是动物
、

植物及微生物 细胞分解代谢

的产物
,

由于 随细胞的死亡迅速失活
,

因而

适用于活性生物群体的测量
。

该方法可用于检测

海水
、

新鲜水体和土壤 中污染物的毒性
,

同样适

宜于抗菌素的筛选
。

 分析的另一用途是指

示污水处理厂运转过程中生物群体和污泥的活

性
。

 ! 仁, 二
研究了金属离子和氰化物对  

的作用
。 ‘。」进一步讨论 了 分析法

在水生生物毒性测定中的一些潜力
。

细菌生长抑制实验

很早以前
,

微生物学家就利用细菌生长抑制

评估微生物对抗菌素的敏感性
。

随着化学污染物

大量进入环境
,

该方法在毒物检测中亦得到广泛

应用
。

表 列举了一些常见的实验方法
。

表 常见的细菌生长抑制实验方法

生物实验方法

抗菌素敏感实验

细菌生长
、

存活实验

细菌活力实验
‘

流动注射分析

连续暴露生物实验

试验生物或系统

可疑致病微生物

荧光假单胞菌
、

废水 中细茵

抓旋菌

大肠杆菌

活性污泥中细菌

细菌活力试验

螺旋菌‘,户哭放
“切 佑义拟 是 一类相对较大

带有端生鞭毛的水生细菌
。

该实验是将一定的培

养液
、

受试物和 实验菌液
,

在理想 温度下培养
,

显微镜下观察不同时刻 细菌的翻转能

力
。

结果判断凡能引起 以上细菌翻转能力

丧失则判断为阳性
。

细菌生长抑制实验

菌悬液浊度可作为细菌生长指标
。

〕

等描述 了这种测定方法
,

受试物加入到含有缓冲

盐
、

营养物质
、

生长因子和特定细菌的混合物中
,

振摇培养
,

在细菌空白对照的前提下
,

用 波 长测 定光 密度
,

计算百分抑 制率
,

根据抑制率 对应的毒物 浓度绘制曲

线
,

得毒物
。

值 抑制浓度
。

〔‘ 等根

据类似的原理建立了水中毒性物质对纯培养细

菌毒性检 测 的标准 方 法一
一

 标准

 ! ,

该方法采用荧光假单胞菌
, , 。 。。

平板扩散法是一种简便易行的毒性测量方

法
。

该法可通过斑帖实验
,

观察不同浓度毒物产

生抑菌圈直径的大小
,

亦可通过细菌计数法封断

毒性强弱
。

戴继森〔‘ 〕等采用琼醋扩散法研究了

种毒物对大肠杆菌 似
乙

的毒性
,

结果表明抑

菌圈的直径随毒物浓度升高而增大
,

两者呈明显

的线性关系
。 〔“〕应用改进的琼酷斑帖实验氯

酚对混合细菌的毒性
,

混合细菌来 自新鲜的生活

污泥
,

结果发现酚
、 一

氯酚
、 , 一

二氯酚
、 , ,

三氯酚以及四氯酚随取代基上氯原子数 目的增

加毒性增强
。

〔’ 〕运用两种不同的分离株
,

一种来自酚污染的污泥
,

另一种来 自未被酚污染

的污泥
,

检测了 种污染物的毒性
。

明川 〕

运用该方法采用 种不同培养基测定了不同工

业废水对 凸滋 的毒性
,

同时选择性地监测了废

水中 种主要金属的含量
,

结果表明抑菌圈的大

小与总的金属含量有关
。

 ! 少
, 」
运用细菌计

数法检测五氯酚 对荧光假单胞菌的毒性
,

并研究了暴露时间及培养温度对毒性的影响
,

笔

者选择 观察不 同浓度 作用下该菌 的百

分死亡率
,

百分死亡率 随浓度增大而升

高
,

存活率 随暴露时间延长而下降
。

连续暴露生物实验
, 」使用荧光假单胞菌 评价连
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续暴露氯酚的毒作用
。

实验细菌在 ℃温度下

摇床培养
,

使菌液在 波长下吸

收值为
,

用磷酸盐缓冲液洗涤 次
,

加入一

定浓度的氯酚培养
,

用缓冲液离心洗涤 次
,

平板计数得细菌的百分死亡率 (% )
,

此时细菌处

于 恢复 期 (毒物 已通过 离心 洗涤 除 去)
,

加入

150m m ul 磷酸盐缓冲液继续培养
,

采用相同的

步骤进行第二次毒物处 理
,

测 定 细 菌死 亡率

(% )
,

利用连续暴露生物实验是毒物检测的一种

新途径
,

假如第一次暴露的细胞受损则可能对低

浓度的同一毒物更加敏感
,

两次暴露时间间隔期

内
,

第一次暴露损伤的细胞可能得到修复
。

表 2

显示了试验生物对五氯酚 (PC P) 和四氯酚(
TcP)

不同暴露的结果
。

表 2 连续暴雌生物实验结果

首齐弓量

(ppln )

死亡率

(% )

恢复期

(h )

二次剂量 死亡率

(% )
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.
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.
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4 参与 自然界物质循环细菌生长抑制实验

该方法是利用生态环境中细菌两个典型的

类群硝化细菌和 固氮菌作为指示 菌
。

W illi

a
m

-

so

n 仁‘, 」介绍了一种用硝化细菌作为指示菌的生物

实验方法
:
将一定量的 N

aN o Z, 受检污水和富集

的硝化细菌一起搅拌培养
,

每隔 30I
n in 投加一次

样 品
,

直至实验期 4h
,

用 特殊电极或 比色 法测

N o 3的产量
,

绘制浓度
一

时间曲线
,

求得 IC
S。。

用该

方法测得 2 ,

4

,

5

一

三氯酚 Ie
s。
为 3
.
sppm 。

T
a

m 〔20 1

报道用 固氮菌 AT C C1
283
作为实验生物检测 四氯

酚钠
,

结果显示 50PP m 四氯酚钠可抑制 乙炔的

减少
,

耗氧和 co
:
的生成

。

早在 1889 年有人证实毒物能降低发光菌的

发光强度
。

1 9 6 6 年发光细菌首次被用于检测空

气样品的毒物
。

1 9 7 9 年
,

Bu

li
ch 口〕等设计并制作

了毒性生物检测器
,

并投放市场
,

1
98

1 年又加以

改进
。

Be ek m
an 公司依据同样原理制作了污染物

急性毒性生物测量仪
-
一 一 M ic rot ox (简称微毒测

量仪 )
。

该方法是建立在发光细菌沽性测定基础上
,

任何代谢抑制剂或刺激剂均可改变发光强度
,

通

过精确测量不同毒物引起细菌发光强度的变化
,

并和对照相比计算 IC
S。 。

实验过程如下
:

一定量发光细菌(明亮发光杆菌)置于预冷

的小瓶 内、加人可疑毒物或环境样品~ 测量发

光强度~ 通过系列浓度的毒物计算 IC
S。 。

Mi
cr ot

ox 是一种相对快速
、

便宜
、

重现性好

的毒性 测 量方法
,

有关这 方 面 的文 章 很 多
。

W

o
l k

e r 〔名2〕等运用 M i
erotox 预测不同污水对污水

处理厂中活性污泥生物的毒作用
,

提示高度工业

废 水 在排入处理 厂前需进行预 处理
。

N ei
c

he
is

-

砰到用该方法判断污水经适当处理后毒物的降

解情况及处理效果
。

朱文杰脚
3
研究了多种离子

共存时对 明亮发光杆菌的作用
,

结果为
:
¹ 单

‘

因

子作用时低浓度刺激发光
,

高浓度抑制发光
,

刺

激发光的极限浓度 (ppm )H g
,

一

‘
一

(
0

.

1
)

>
e N

一

(
0

.

2
)

>
C d

Z ,
( 2 0

.
0 ) > C u Z十

( 2 3

.

5 ) >
Z
n “丫

( 5 5
.
0 ) > F

-

( 2 0 0
.

0)
;
º 双因子多表现相加作用

,

H g
Z 十

和 CN
-

为拮抗作用
;
» 多因子正交实验结果显示多种离

子联合作用相当复杂
,

既有相加作用
,

协同作用
,

亦有拮抗作用
。

呼吸抑制实验

细菌发光微毒检测

几个世纪前人们已发现生物发光现象
,

经过

长期的努力逐步弄清了细菌发光的基本原理
:

FM N H :十 0 :十 R C llo ~ 0
.
lhu 十 F M N 十 H

ZO 只-

R C O O H

呼吸是细菌最基本的生命过程
,

通过呼吸链

完成
。

任何阻止底物呼吸
,

竞争结合位点
,

干扰细

胞转运
,

或直接抑制氧化酶
、

脱氢酶
、

氧化磷酸酶

活性的呼吸抑制剂均可导致呼吸障碍
,

致使底物

分解率下降
。

采用呼吸抑制实验评价污染物毒

性
,

早期大多使用人工呼吸测量仪
,

60 年代后人

们开始进行溶解氧的直接测量
,

在此基础上诞生

了氧电极
,

c o
。

气敏电极和细菌复合电极
,

并可

实现监测自动化
。
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.
1 呼吸测量方法

该方法基于细菌呼吸引起气体压力下降或

体积缩小
。

w ar bu rg 连续呼吸测量仪是最典型的

代表
,

主要用于生化和微生物的研究
,

其基本结

构是 以反应瓶为 主体
,

U 型管的一端连接反应

瓶
,

另一端暴露于空气
,

u 型管的底端装有液面

调节装置
,

瓶内放有盛 co
Z
吸收剂 的小皿

,

反应

瓶 内细菌呼吸产生的 c0
2
被吸收

,

消耗 0
2
引起

压力下降
,

依据毒物引起压力下降的程度
,

判断

毒性的强弱
。

J
en

ki
n ,

40 年代将该方法用于评价

水质污染问题
。

根据不同的目的科学工作者分别

设计了 Ba
rcr oft 差动呼吸测量仪

,

活性污泥呼吸

测 量 仪 (简 称 Porlum at)
,

H
a e

h 呼 吸 测 量 仪
。

B
a e

k m
a n !

“5〕等进一步描述 了 G sl
son 呼吸测 量仪

在毒 理 研 究 上 的 一 些 应 用
。

近 期 又发 展 了

sa Pr om at 呼吸测量仪
仁川

,

它带有空气压力变化

补偿装置
,

能自动绘制耗氧曲线
,

并用微电脑分

析处理
,

可广泛应用于毒性实验和废水可降解性

研究
。

在应用该方法时应注意下述问题
:
¹ 呼吸

测量反应的是一定时间内压力变化
,

然而时间越

长空气压力变化越复杂
,

影响测量结果
,

因而要

严格控制时间
;
º 必须保证呼吸频率不宜过快

,

否则实验期内压力 /体积变化与时间不呈线性关

系
。

通
.
2 溶解氧直接测量

Ba。er 州运用滴定法直接测定溶解氧的含量

研究污染物对活性污泥培养细菌的毒性
,

基本过

程是
:
将 100 ml 营养液

、

9 0 O
ml 缓冲液

、

实验毒物

和菌液一起混匀后
,

取 30 Om l置 Bo D (生化需氧

量)测定瓶内培养
,

测定溶解氧
,

记录溶解氧下降

50% 的时间 (T
。。

)

。

氧电极是一种更加直接
、

快

速
、

实用的方法
,

经过多年的努力氧电极 日趋成

熟
,

克服 了早期响应时间长
,

电极易中毒失活的

缺点
,

目前用得较多的有美国电器设备实验室

(简称 EI L) 生产 的 M ac ke re th 型 电极
,

国际生物

物理中心 (I BC) 生产的 dar k 型电极
。

将氧电极与

其他设备连用
,

可以连续
、

自动测量污染物引起

的溶解氧变化
,

有关报 道很多
,

如 Pa gga
仁2 83等

。

H ik
u

m
a

等报道了使用细菌复合电极检测污染物

毒性的可能
。

4

.

3 e o
:

测量

细菌呼吸实验中除了测定耗氧之外
,

还可测

量不同时刻 co
。

的生成量
。

在人工呼吸测定仪

中
,

尽管不能测量实验期内不同时刻 co
。

的生成

量
,

但可测量反应完成后 c o
。

的总量
。

C
ap

lan
卿〕

报道 了用放射性同位素标记法测量不同毒物对
CO :生成的抑制

。

Ja rd in
「州通过流动注射分析侧

定 CO
。 ,

检测了 Hg
Z千 、

e
u Z ‘

一 、

C d
Z +

和抗菌素对 刀
.

鲡 的毒性
。

si m 讲on 阳
」应用 co

Z
气敏电极评价了

几种抗菌素对微生物的敏感性
。

D or w ar 沙
2〕应甩

大 肠 杆菌 电极 测定 了苯 酚
、

C N

一 、

Cd

Z 十 、

彻饵
一 、

P 了
十 、

c
u “十

的毒性
,

它是在 c0
2
气敏 电极的表面

固定 E
.
叙
:,
通过 c o

。

所引起的电位变化来指示

毒物的作用
。

微热测量

一般来说
,

任何一种生物转化或生化反应都

伴随有热的变化
。

利用微热测量技术研究污染物

对微生物的潜在毒性是一项十分新颖的课题
。

处

于营养障碍的微生物当它们受到来自环境的压

力时可出现两种主要反应
:
¹ 生物群体及其结构

变化
;
º 总的或特殊生物活性的变化

,

如死亡率

或热量的变化
。

热量改变可反应整个生物群体总

活性的改变
。

然而
,

生物反应产生的热量是十分

微弱的
,

这就要求所采用的设备必须能检测到这

种微弱的温度或热量变化
。

根据以 上的要求
,

M on 户
3〕等设计 了流动微热测量仪

,

并用于抗菌

素对微生物的敏感性研究
。

Be
ez er 比‘

一

,
等研究了各

种抗菌素(如链霉素
、

氯霉素
、

四环素
、

金霉素)对

细菌产热的影响
。

J
en

s

en 哪二
报道了各种细胞毒性

因子(如 CN
一

) 对细胞产热的作用
。

R
e
d l 仁3叮调查了

重金属 zn
Z‘ 、

C
u Z + 、

C d

“十 、

P b

Z 十 、

Cr 汁对 及 伪“产

热的影响
,

发现 10PP m 金属明显抑制热量产生
。

致突变物的检测

当人们认识到环境中化学物质可导致一些

潜在问题时
,

最引人注 目的问题是化学致突物
、

化学致癌物的检测
。

A m es [37
〕等采用一种简单的

细菌平板试验
,

在特殊的含有鼠伤寒沙门氏菌的

培养基上测定致突变剂诱发的菌落回变率
,

所使
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用的菌株为鼠伤寒沙门氏菌组氨酸营养缺陷型

(hi s
一

)

,

原生型菌株不能在无组氨酸 的培养基上

生长
,

但在化学致突变剂的作用
一

「
,

菌体内抑制

组氨酸合成的突变基因点再发生突变而 回复成

野生型菌株
,

这种菌株能生长在不含组氨 酸的

培养基上
。

可根据所诱发的突变率 (M R )判断实

脸结果;M R李2封断为阳性
。

类似 A i劝丽 实验原

理和方法所采用的菌株有大肠埃希氏菌色氨酸

营养缺陷型 (trP
一

) 和枯草芽胞杆菌 蛋氨 酸缺陷

型
。

随着分子遗传工程的发展
,

有人利用微生物

D N A 重组修复检测致突变物
,

如大肠埃希氏菌

聚合酶缺陷型
,

其 D N A 损伤 后不能修复
,

以致

细菌无法生长出现明显的抑菌圈
。

总之
,

用于监测和预报环境污染物毒性的细

菌实验方法具有快速
、

廉价
、

重现性好的优点
,

适

用于毒物的筛选
。

这些方法的建立给水生生态毒

理学家
、

环保工作者以及微生物学家提供了有利

的监测工具
。

但由于研究者使用的方法各不一

样
,

选择的指示生物亦不相 同
,

因而得到的毒性

结果也有差异
,

为此
,

有必要选择更具代表性的

生物
、

更加灵敏的方法
,

并将试验方法标准化
。
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