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  氮循环是水生生态系统中物质循环的重要组成

部分 同时也是水体自净 !降低富营养化程度的重

要途径 硝化过程是氮循环的关键环节和控制步

骤 实现硝化过程的硝化菌群对多数化学物质都非

常敏感≈ 选用底泥中的硝化菌群作测试生物来评

价有毒有害化学物质对硝化菌硝化能力的联合抑制

作用 对研究有毒有害化学物质的联合生态效应有

重要的意义 目前 有机污染物对水生生态系统影

响的研究集中在单一有机物对单一生物急性毒性方

面≈ ∗  而多种污染物共存引起的联合效应虽有研

究≈ ∗  仍主要集中在对单一生物上 针对复合污

染物对水生生态系统功能影响的研究比较少 本研

究的目的是研究苯及其一取代化合物的混合物对底

泥硝化活性的影响 为评价污染物对水生生态系统

氮循环功能的影响提供支持 本文以实验室培养系

统中的底泥为试验对象 采用摇瓶实验测定了苯及

其 种一取代化合物对底泥氨氧化活性的联合抑制

作用 分析了取代基类型对底泥氨氧化活性的联合

影响 初步探讨了苯取代化合物对底泥氨氧化联合

抑制作用与其性质 !结构之间的关系 

1  实验材料与研究方法

111 测试化合物

选取苯以及苯的一取代化合物苯酚 !苯胺和硝

基苯共 种化合物为测试对象 这 种化合物性质

各异 代表了典型的环境污染物 都属于环境优先控

制的污染物≈ 这 种化合物对底泥氨氧化活性的
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抑制作用≤ Λ#
 及取代基的电负性列于

表  

表 1  受试化合物的相关性质

×  °

受试化合物 ∞≈
≤

Λ#
 

混合储备液中各组

分浓度Λ#
 

苯   )     

苯酚   )      

苯胺   )     

硝基苯   )     

  化合物中取代基电负性

112  联合抑制作用试验

实验参照测定化合物对活性污泥硝化活性抑制

作用的标准方法≈进行 实验所用底泥取自实验室

的底泥培养系统≈ 试验时 从系统中取出适量表

面底泥 放于 烧杯中 用去离子水稀释至

电磁搅拌使整个体系均匀 并恒温至  ε

备用 种化合物以等毒性不同化合物对同一生物

产生相同抑制作用时的浓度值方式混合 混合储备

液的浓度按各组分的 ≤的 倍进行配制表  

混合液总浓度为各组分浓度之和 

在一系列 的锥形瓶中 按对数等差方式

加入不同体积的受试混合物溶液 以不加受试混合

物作为空白对照 以烯丙基硫脲× 作为参照毒

物 并加入以≥ 为主要成分的培养液
≈ 

初始氨氮浓度控制在 #  用去离子水控制

混合液体积为 置于  ε ? 1 ε 摇床内 以

 ∗ 振荡 1 待反应液温度稳定后 分别

加入 混合均匀的底泥 并调整混合液  值

在 1 开始振荡计时 测定不同抑制剂浓度下的氨

氧化速率 同时进行平行实验一次 当参照毒物

× 浓度为 1 #的相对抑制率为  

时 认为本次实验有效 否则重新进行实验 

1 3  分析方法

氨氮测定 从反应体系中取混合液  ∗ 经

1Λ滤膜过滤后 用纳氏试剂比色法测定滤液

氨氮浓度 分析仪器为 ≥ ⁄  公司生产的

 ∂2∂ 型分光光度计 

1 4  生物毒性表示方法

受试混合物对底泥氨氧化菌群的 抑制作用

用半数抑制浓度≤  表示 通过底物氨氮消耗

速率的相对变化率经直线内插法求得≈ ≤ 越

大 促使底泥氨氧化活性降到  时所需的抑制剂

浓度越大 表明抑制作用越弱 

1 5  联合抑制作用类型判定

自 年 研究了 种毒物的联合作用 

并由此提出了拮抗作用 !加和作用 !协同作用等概念

以后 有关毒物联合作用的研究才逐渐为人们所认

识≈ 关于联合作用的机理 !联合作用类型范围的

限定 一直受到研究人员的重视≈ 本文按


≈比值法评价受试化合物质的联合抑制

作用 根据各单一化学物质测出的 ≤ 再按下式

计算混合抑制作用预期 ≤ °值 



≤ °


α
≤ 


β

≤ 
 , 

ν
≤ 

  Θ 
≤ °

≤ 

式中 ≤ 和 ≤ °为混合物对低泥氨氧化活性抑

制作用的实测值和按加合作用计算的预测值 α , β ,

, , ν分别为  , 各受试化合物在混合物中

所占摩尔比例 α  β  ,  ν   ≤  ≤  ,

≤ 是单一化合物对底泥氨氧化活性抑制作用的

实测值 

Θ为联合作用系数 理论上对于加和作用 其

值应为  实际上由于测定的 ≤ 有一定误差范

围 Θ 会在一定范围内变化 本研究按 

法 Θ  1为拮抗作用 Θ在 1 ∗ 1之间为

加和作用 Θ  1为协同作用 

1 6  混合物基团电负性的计算

电负性 Ε是表征一个原子或基团在分子中吸

引电子能力的经验标度 利用取代基团电负性可以

预测有机化合物官能团的化学活性以及分子中各个

部分的化学活性 电负性在药物的筛选与合成以及

毒理学研究中应用较多≈  本研究中采用的取代

基团电负性 Ε来自文献≈ 混合物中取代基团电

负性  ∞计算方法如下 

 ∞ = 6
ι

ΞιΕι

式中 Ει为混合物中组分 ι取代基电负性 , Ξι 为混

合物中组分 ι所占摩尔分数 

2  结果与讨论

2 1  实验结果

苯及其一取代化合物苯酚 !苯胺和硝基苯等 

种化合物的等毒性组合方式共有 种 各种组合对

底泥氨氧化活性的联合抑制作用≤  Λ#

的测定结果见表  

从表 可以看出 在所选化合物对氨氧化活性

的联合抑制作用中 抑制作用最大的是苯 !苯胺和苯
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酚三者的混合物 其 ≤ 为 1Λ#
  低于

单一化合物苯酚的 ≤  1Λ#  抑制

作用最小的是苯和苯酚以及苯和苯胺两两的混合

物 其 ≤  分别为 1Λ#   和 1

Λ#
 其余的联合抑制作用都介于这两者之

间 由于所选化合物都具有苯环结构 只是取代基

不同 表明取代基不同的化合物所引起的联合作用

方式就不同 其对底泥氨氧化活性的抑制作用强弱

就不同 

表 2  受试化合物的联合抑制作用≤ 及相关参数Λ#
 

×   ≤ 

Λ#
 

编号 混合物 ≤  Θ 联合类型  ∞

 苯 苯酚 苯胺     协同  

 苯胺 苯酚     协同  

 苯酚 硝基苯     加和  

 苯 苯胺 硝基苯     加和  

 苯胺 硝基苯     协同  

 苯胺 苯酚 硝基苯     加和  

 苯 苯胺 苯酚 硝基苯     加和  

 苯 苯酚 硝基苯     加和  

 苯 硝基苯     加和  

 苯 苯胺     加和  

 苯 苯酚     拮抗  

2 2  苯及其一取代化合物对联合抑制作用的影响

苯 !苯酚 !苯胺和硝基苯 种化合物都有共同的

苯环结构 取代基分别为氢 )  !羟基 )   !氨

基 ) 和硝基 ) 1 这些化合物 种 !种

和 种混合时共形成 种混合物 对底泥氨氧化活

性抑制作用的结果如表  按 法进行判

断 有 种表现为加和作用 种表现为协同作用 

只有苯和苯酚的混合物表现为拮抗作用 这与文献

报道的水中化学污染物的联合作用以相加作用为主

的结论相一致≈ 

苯和苯胺等毒性混合对底泥氨氧化活性的联合

抑制作用 与苯和苯酚等毒性混合的联合抑制作用

相近 分别为 1Λ# 和 1Λ#   

苯和苯胺等毒性混合对底泥氨氧化活性的联合抑制

作用表现为明显的加和作用 苯和苯酚等毒性混合

的联合抑制作用的联合系数为 1 略小于加和作

用下限 表现为弱拮抗作用 这可能与苯环上取代

基的性质有关 苯环上氢 ) 的电负性最小 既不

能降低苯环电子云密度 也不能使苯环电子云密度

偏离 苯环上取代基氨基的电负性虽然较大

1 但氨基氮原子与苯环碳原子间由于 π2Π共

轭≈ 使得苯胺在与苯混合时对苯环上电子云密度

基本没有影响 因而表现为加和作用 苯环上取代

基羟基  )   电负性 1明显大于氨基

 ) 的电负性 苯酚的吸电子能力明显大于后

者 氧原子不能与苯环上碳原子形成共轭键 苯酚在

与苯混合时能与苯环上的氢原子形成部分氢键 这

样就削弱了二者的作用 因而表现拮抗作用 

硝基苯除了和苯胺混合时对底泥氨氧化抑制作

用的 Θ值 1略大于加和作用上限 1 表现为

协同作用外 与苯 !苯胺以及苯酚两两及多个混合时

的联合作用都表现为加和作用 Θ都在 1 ∗ 1

之间 这可能与苯环上的取代基团硝基有关 与氢

 )  !氨基  )  !羟基  )  相比 硝基

 ) 电负性最大1 这种差异使得苯环上

的硝基 一方面通过吸引苯环上的 Π电子≈ 来降

低苯环上均匀分布的电子云密度 改变与之靠近的

物质分子的电子云密度 另一方面可能是硝基上的

氧原子能够与周围的  原子形成氢键 稳定与之相

结合的物质分子 这两种作用共同产生的结果 就使

得与之混合的化学物质都表现为加和作用 

2 3  联合抑制作用的定量构效关系

研究表明≈ ∗  化学物质对单一生物的活性

抑制作用不仅与物质的酸碱性 !溶解度等性质有关 

还与物质分子结构 !空间效应等量子化学参数有关 

对于多种化学物质共同存在时对生物的联合抑制作

用 除了研究联合抑制作用类型≈ 外 还利用定

量构效关系研究多种化学物质共同存在时对生物的

联合抑制作用≈  

本研究初步表明 苯及其一取代化合物对底泥

氨氧化活性的联合抑制作用强弱与化合物上官能团

的电负性 ∞的平均值  ∞有相关关系图   ∞

越大 对底泥氨氧化活性的抑制作用越明显 为此

进行数据的统计处理 结果是 苯取代化合物的  ∞

与其对底泥氨氧化活性抑制作用间的相关关系为 

≤  1  1  ∞

Ν =  , Ρ = 1 , Φ  1

≥⁄  1  π  1

式中 Ν为回归样本数 Ρ 为线性相关系数 Φ为 Φ

检验值 ≥⁄为标准偏差 π 为显著水平 除异常点

外 Ρ 值达到了 1 表明本研究所选取的 种苯

一取代化合物对底泥氨氧化活性的联合抑制作用与

苯取代官能团的电负性  ∞的复合值之间有相关关

系 等毒性混合时的  ∞越大 其对底泥氨氧化活

性的联合抑制作用强度就越小 
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按  的置信域估计 有 个异常点苯胺 

苯酚 苯 苯酚 硝基苯以及苯 苯酚 苯胺明显

偏离置信区域图  从图 可以看出 这 个异常

点明显不同于由其各自混合电负性所预见的抑制作

用强度 原因是多方面的 复合污染物的混合电负

性计算方法的选取有多种 本研究只采用了较为简

单的计算方法 可能还有其它因素如立体效应等的

影响 实验所用底泥体系本身复杂 实验结果引起的

误差也是一个方面 这些方面都还有待进一步探讨 

图 1  联合抑制作用与 ΜΕ之间关系

ƒ   ≤ √¬√  ∞

3  结论

苯及苯环上的氢被氨基 )  !羟基 )  

和硝基 ) 取代的情况下 苯与这些化合物两

者或多者混合的 组中有 组表现为加和作用 

组表现为协同作用 只有苯和苯酚的混合物表现为

拮抗作用 

苯及其一取代化合物两者或多者的混合物对底

泥氨氧化活性的联合抑制作用强弱≤与这种混

合物中化合物上官能团的电负性  ∞有相关关系 

≤  1  1  ∞随着苯环上取代基官能

团电负性之和的增加 化合物对底泥氨氧化抑制作

用也越强 
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 ∗  

≈    ∞      ×¬  ¬  ¬2
∏∏2  2
 Βραχηψδανιο ρεριο)≈  ∞¬  ∞√

≥  30  ∗  

≈    ×∏  •     ¬∏¬  

∏∏ ςιβριο ηαρϖεψλ

≈  ∞¬  ∞√ ≥ 

 36  ∗  

≈    ∏× ≥   ×∏

¬∏¬  ∏  ∏∏

ςιβριο φισχηερι≈  ∏×¬  49 ∗   ∗

 

≈    周文敏 寇洪如 王湘君 环境优先污染物≈   北京 中国环

境科学出版社   ∗  

≈    ÷ ± ≥∏ 2   ετ αλ  √ ≤∏ 

∏ ∞√≈   ≤   ≤∏ ≥

 35  ∗  

≈   ≥≥   

≈  董春宏 胡洪营 黄霞 钱易 底泥硝化菌群用于生物毒性测

试的初步研究≈ 环境科学研究  15  ∗  

≈  ƒ∏ ∏ ∏×  ετ αλ¬

  

≈  ∏×¬  63  ∗

 

≈  孟紫强主编 环境毒理学≈   北京 中国环境科学出版社 

  ∗  

≈     ≥    2
√ ¬≈   ∏   328 

∗  

≈  童建 冯致英 环境化学物的联合毒作用≈   上海 上海科

学技术文献出版社   ∗  

≈  梁世懿 成本诚 高等有机化学≈   北京 高等教育出版社 

  ∗  

≈      ≠ 著 欧育湘 杨志军译 物理和机理有机化学

≈   北京 北京理工大学出版社   ∗  

≈   ≠    ≠  • ≥ °¬ ∏∏2
      ×¬  ⁄

≈  ×¬∞√ ≤  51  ∗  

≈    ≥ ƒ° ⁄∞¬ 2
 ∏ √∏≈  • 

  36  ∗  

≈  ≤  × ⁄ ∏   ⁄∏  ≤ ετ αλ ≤√2
  √ ±≥  

¬   × ≈  ≤2
 49  ∗  

≈  魏东斌 翟丽华 董春宏 等 取代苯化合物对发光菌急性毒

性的测定及预测≈ 环境科学  23增刊  ∗  

≈  ×√ ≤    °  ¬

∏≈  • ≥ ×2

  39 ∗   ∗  

≈  ∏≥   ⁄ ∏  ⁄ 

 ¬ √∏

≈  ∞√ ×¬  ≤2
  14  ∗  

≈  °∏  ∂ ∂  °   ετ αλ≥

¬ ∏  Ενχηψ2
τραευσχρψπτιχυσ  ≈ ∞2
¬ √  38  ∗  

≈  ÷∏ ≥     ±≥   

 ∏ ¬∏  

≈  •   32  ∗  

≈    ≤   ¬∏¬ ∏ 2

 ∏∏≈  ∞¬2
 ∞√ ≥  52  ∗  

期 环   境   科   学




