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七种环境毒物对指示菌 ��

戴继森 米继佩 钟才高
�湖 �村 医 科 大 学�

。。�� 的毒性研究

甘昌尤

用指示菌来研究化学物质毒 性 具 有 快

速
、

灵敏
、

简便
、

经济等优点
�

大肠杆菌 ��
�

�� �� � 是公认为较好的指示菌
,

对环境毒 物

尤为敏感
�

汞
、

锡
、

铅
、

砷
、

铬
、

酚
、

氰化物等对人类危

害较大
,

而它们又是工业废水中常见的环境

毒物
�

因而分别研究此七种物质对指 示 菌

�
�

‘�� � 的毒性影响—
即采 用 琼 脂 扩 散

法上, 一 �� ,

观察环境毒物对指示菌有无抑制以及

抑菌圈大小
�

这方面的资料国内未见报道
,

国外也缺乏完整的资料
,

本文就此提供实验

依据
�

一
、

材 料 与 方 法

�
�

实验菌种

�
�

‘口八 标准菌株
,

由本校微生物教研室

提供
�

�
�

受试化学物

� � �� � � �小� � �� � � �
�

�
、

� � ����� �
、

�
。

�
、

� �

�� �� � �

�
、

� �� � ��
�� � 名� �

�
、

酚�精制苯酚�
、

� �
一

�� �� � 均 为优级纯化学试剂
,

用蒸馏水

配制成所需浓度
,

并使溶液 � � 为中性
�

�
�

培养

取 �
�

�� �� 菌种在液体培养基中 �含蛋

白豚 �多
,

牛肉浸膏 ��  务
,

氯化钠 �
�

弓并�于

� � ℃ � �斗�培养后
,

取 �� �川 均匀涂在已划

分为六等分的平 皿 固 体 培 养 基 �含 琼 脂

�
�

�界
,

胰蛋白陈 �
�

�务
,

�
�

�� �� 弓务� 表面
�

然后在每一等分内贴一张直径为 � � � 的已

消毒的滤纸片
,

每平皿可放 � 张
,

用定量移液

管向每张滤纸片分别加 � �川 不同浓度的每

种受试化学物质溶液
,

同时在每个平皿内做

一溶剂对照 �蒸馏水 �
�

另用平皿选结晶紫

��多� 作为阳性对照
�

待所加 �� 川 受试物

液基本被滤纸片吸收后
,

倒转平皿于 �� ℃ �

� � � 进行培养
,

观察并记录抑菌圈情况及其

直径大小
�

斗
�

预试

本次实验各受试物浓度范围的选择
,

是

通过多次预试后而定的
�

当开始出现直径 �

� � � 的抑菌圈时
,

则认为有抑菌现象 出现
�

此时的浓度
,

则为最小抑制 浓 度 ����  〔��
�

最高浓度的确定
,

则是选择抑菌圈直径在 ��

� � 左右时的浓度为宜
�

当抑菌圈过大时会

相互融合
,

有时还会出现边缘模糊不清的现

象
,

不能准确量出结果
�

在此范围内将浓度划分为着干个 等 级
,

观察有无剂量
一

反应关系
�

二
、

结 果 与 讨 论

�
�

汞
、

镐
、

铅
、

砷各种浓度的平均抑菌圈

直径见表 �一�
�

根据抑菌圈大小来 判 断 受 试 物 刘
一

�
�

‘�� � 的毒性作用程度
�

结果表明 �
抑菌圈直

径随受试物浓度增加而增加的 �见图 叻
,

阴

性对照�蒸馏水�均未 出现抑菌圈
,

阳性对照

�结晶紫 �均出现明显抑制
,

平均抑菌圈直径

为 � �� �
,

其中汞
、

砷两种受试物在 � �� 时

有部分未出现抑菌圈
,

这种情况即不宜作直

径为 。或 � � � 计算
,

因有 一直径 � � � 滤纸

片
,

故在平均时未计算在内
�

铬
‘�

浓度在 �� � 一 � � � �  �。 范围内
,

可观
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表 � 汞对 刃
�
�

�,�

学

的抑菌圈

�� 卷 � 期

�
。

� �� � � �� � � � � 结晶紫

一
趁

一
�

一一
� � � �

��
,

��

� �

��
。

� �

� �

� �
,

� �

� �

� �
,

��…川
冲

弓�
,�

����之
�

�,

����‘���, �口�刀���

,‘

�、��、,妇
�

月了

�
。

�弓 �
。

� � �
�

� � � �
�

�� �
。

� � �
。

� �

注 � “

一
”

表示无抑菌圈出现
, 以下各表同

�

表 � 福对 �
�

�� �� 的抑菌圈

镐浓度 � � �
�� � �� � � 弓� � �� � �

阵木数

平 均直径 � � � �

标准差 � � � �

玉� ��

��
。

� �

� �

� �
。

� �

��

��
�

� �

� � �
。

� � �
。

� �

表 � 铅对 �
�

�� “ 的抑菌圈

铅浓度 〔� � � �

样 本 数

平均直径 � � � �

标 准 差 � � � �

令…令…令…令…誉…斗…誉…令…半
�

�

� �

�
。

� �

�
。

� �

�
�

只�

��
�

� � ��
�

� �

�
。

� � 介
、

��

�曰气��角、

�
�����,‘�传滩,

�
�了�

表 � 砷对 �
�

�� �’’ 的抑菌圈

砷浓度 � 夕� � � �� � � � �

样木数

平均直径 � � � �

标准差 � � 二 �

� � ��

� �
。

� �

�
。

� �

礴礴� ��� ‘� ��� � � � 蒸馏水 结晶紫

弓� � �

��
。

, � � �

�
。

� �

表 � 七种受试物对 ��  ! �� 的最小抑制浓度

受 试 物

� �

� �

�卜

� �

� � 。�

� � � � , �二 � 抑菌圈平均直径
�泣粗 �

抑菌 圈描述

� �

�

��

苯酚

� � �

�
。

� �

��
。

� �

� �  

� �
�

� 丁

抑菌圈模糊

不能准确测显

无抑菌圈

无抑菌圈

清 晰

较 清 晰

清 晰

梢 模 糊
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图 � 不同浓度汞所产生的抑菌圈

肯一弓布贪一霭知六广二
��一 」

一

‘口石 对受试物的敏感性
,

那么与上 述 相 反
,

�
�

�� �� 对这五种金属类的敏感性为
� �汀 �

� � � �� � � � � � � , � �

�
�

将 � �
、

� �
、

��
、

� �
浓 度 �� � � �

再取自然对数
,

与抑菌圈平均直径 �� � 作相

关回归分析
,

得 � � 浓度与抑菌圈平均直径

的回归方程为
� 夕一 �

�

� � � � �
�

� � � �� �� �

��
,

相关系数
r 一 0

.
9 959(p < 0

.
00 1)

; pb 浓

度与抑菌圈平均直径的回归方程为
:

夕 ~ 1
.
7 13In (尤 + l ) 一 0

.
3 13 ,

;

~
0

.

9 1 2 8
(

P
<

0

.

0 0 1
)

:

C d 浓度与抑菌圈平均直径的回归方程 为
:

夕 一 4 7 9sxn (x + l) 一 ,
.
2 2 5

,

r

~
0

.

9 9 8 6
(

p
<

0

.

0 0 1
)

:

A

s

浓度与抑菌圈平均直径的回归方 程 为

夕~ 7
.
3 0斗In ( x + l ) 一 19

.
42 0 ,

; 一 0
.
9928 (P < 0

.
0 0 1)

见图 2
.

上述四个相关分析的相关系数
r经显著

性检验
,

均有高度显著性意义 护 < 0
.
001)

,

r

值均 > 0. 9
,

其中H g
、

c d

、

A
s 的

/
值均 >

0
.
99
.
回归斜率表示随受试物浓度变化

,

抑

菌圈直径亦相随变化情况
,

其依 次 顺 序 为

A s (7
.
30 4) > C d(4

.
79 8) > H g (3

.
59 9) > i> b

(1
.
713)

,

以 Pb 的斜率为最小
.
从表 3 中 可

以看出
,

P b 在浓度为 ”PP m 时
,

出现抑菌

圈 (7
.
斗s m m )

,

但到 l00 0pp m 时
,

抑菌圈直径

尚无显著变化
,

当浓度达 1000 op pm 时
,

抑菌

圈平均直径只有 17
.
44m m

.
造成这种现象

的原因
,

可能与铅在琼脂平皿上扩散能力较

差有关[4l
.
同时通过回归方程

,

在一定范国

内
,

可互推浓度与抑菌圈直径
.

L

一
lll

忍侧巫诬只

受 试比学物质浓度(即诩)十 1
,

取 自然对数

图 2 扣]菌圈直径与 H g 、

C d

、

p b
、

A
s

浓度的关系

¹ H g 夕= 3
.
54 9 + 3

.
, g o x n

(
x + z )

r ” 0
.
99 , 9 (

p < 0
.
〔) 0 1 )

À A s y ~ 7
.

, O 4 l n
(

x + 飞) 一 1 9
,

4
2 0

,
~

Q
.

9 9 2 8
(

P
<

0
.
。()1 )

» e d 夕一 4 .798In( x + l) 一 ,
.

2 25

尸
~ 0

.
9 9 8 6

(
p

<
o

·

0 0
1

)

¼

P L 夕= 1
.71弓I n

(
火 + 1 ) 一 0

.
3 13

/
= 0

.
9 12 8 ( p < 0

.
0 0 1 )

察到抑菌现象
,

但由于呈部分抑制
,

抑菌圈

模糊
,

不能准确侧量
.
酚和氰化物在浓度达

到 l0 00Oppm 时
,

尚未观察到抑菌现象
,

若

再继续提高浓度
,

其意 义不大
.

2
.
七种受试物对 E

.
co lt’ 的最小抑制浓

度 (M IC )
,

从表 5 中可看出
,

重金属类对 E
.

‘口l , 的毒性作用较酚
、

氰化物为强
,

而五种

金 属 类 对 E
.
co ll’ 的 M IC 依次为 H g (1

pp m ) < C d (5 0 ppm )
、

P b
(

, 0 p p m ) < A s

( Z Oo p p m ) < C r “ + .

如果用 M le 夹表示 石
.

‘

J
、 结

本实验的结果表明 : 用 E
.

‘
01 1 为指示

微生物
,

采用琼脂扩散法评价汞
、

镐
、

铅
、

砷
、

铬
‘牛 、

苯酚与氰化物七种环境毒物毒性
,

以五

种金属对 E
.
co li 的毒性较酚

、

氰化物强
,

其

(下转第 ” 页)
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图 5 D O SO 与 C r(v 均 萃合物的红外光谱

D O S O H
+ ·

H C

r Z

O 抓 ( l )

解脱反应:

D O SO H ‘
·

H
C

r

户于十 斗N a 0 H
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a Z

C
r
O

4
+ 3 H

Z
O

(
2
)

科 学
‘

刘
.

H
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0
m

l

)

; 温度 (25
.
0土 0

.
2 oC )

.

该实验操作方便
,

设备简单
,

提取效果好
,

10

m in 后提取率一般都在 99 界
。

2

.

提 出了亚矾迁移 C r(V l) 的液膜机连

为

络合:

D O SO 十 H
十

+ H C
r Z
O 歹笼井尧
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+ ·

H
C

r
Z

O 歹
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·

H
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r
Z

O 歹十 4N a O H 二三
胜

D O S O 十 Z N aZC rO ;十 3H ZO

3
.
液膜经高压静电破乳后

,

有机相
一

可重

复使用数次
,

但随着循环次数的增加
,

提取率

逐渐降低
.

4
.
亚矾类萃取剂(含石油亚飒)作为流动

载体液膜法提取 Cr (V I) 再经试验 可望用于

处理含低浓度的 Cr (v l) 废水
.
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中以汞的毒性为最强
.
各种金属受试物都有

齐lJ量与反应关系
.

根据汞
、

镐
、

铅
、

砷的抑菌浓度与抑菌圈

大小所作出的回归方程
,

可为进一步研究提

供依据
.
若考虑用 E

.
‘。 li 为指示菌监测废

水毒性
,

则主要适应于监测富含金属类的废

水
.
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