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天然水体有毒有机污染物毒性监测样品前处理*

马　梅　王　毅　王子健

(中国科学院生态环境研究中心环境水化学国家重点实验室,北京 100085)

摘要　应用水样直接测试、CH2C l2 萃取和被动式半渗透膜采样技术( t riolein-SPM D)富集洋河宣化至官厅水库沿线水样中污染

物,并进行P . P hosp horeum T3和 Vibrio-qing haiensis sp. Nov-Q67发光菌急性毒性测试,分析探讨不同样品前处理方式对毒性

测试结果的影响.结果显示由原河水样品直接进行的发光菌急性毒性测试会受水体中共存物质的干扰,将毒性掩盖, 表现为刺

激发光.采用 CH2Cl2 萃取样品和 t riolein -SPMD 富集样品后再进行毒性检验,宣化段和下游河段存在有机有毒污染物的毒性.

用 t riolein-SPM D富集的样品, 2种发光菌检验结果有较好的相关性( E C50, t3= 1. 47 EC50, Q67+ 63. 16, r 2= 0. 9848) .本文结合

t riolein-SPMD 的优点,推荐用该方法作为环境有毒有机污染物毒性监测的选择性样品前处理手段.
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Abstract　T he aim of this resear ch is to ver ify influences of sample pret reatm ent on t ox ic assessment of or g anic

pollutants. Lum inescent bacter ia P . phosp hor eum T3 and V ir brio-qinghaiensis sp. Nov-Q67 w ere applied to assay

the acute tox icit y and riv er w ater pretr eated w it h eit her liquid-liquid ex tr action using dichlor omethane or seques-

tr ation by a triolein filled semi-permeable membrane device ( tr io lein-SPMD) . The r esults indicated clear ly that

substances that lead to stimulating effects influenced t he t ox ic assa y perfo rmed on or ig inal w ater . A fter ex trac-

tion w it h CH2Cl2 or preconcentra tion w it h t riolein-SPM D, acute to x icity of o rg anic po llutants in r iv er w ater can

be m onito red. When tr io lein-SPMD w as applied, bo th tox ic assay s by P . p hosphoreum T 3 and V ibr io-qinghaiensis

sp. Nov-Q67 gave an accordant result ( EC50, t3= 1. 47 EC50, Q67+ 63. 16, r 2= 0. 9848) . Based on the compar ison,

tr iolein-SPMD w as r ecommended for sequestrat ion o f or ganic pollut ant s fr om river wat er fo r to x ic assessment.

Keywords　liquid-liquid ex traction, t riolein-SPM D, luminescent bacter ia, acute t ox icit y.

　　90年代发展起来的半渗透膜被动式采样

装置( t riolein-SPMD)其中充入的中性类脂和

半渗透膜的结构特点,使其能够较好地模拟水

生生物富集水体有机污染物的过程[ 1, 2] ,对水体

中污染物进行富集. t riolein-SPMD不仅经济有

效,而且可以在恶劣的环境中长期进行监测,克

服了传统采用方法仅仅记录瞬时污染状况而不

具有代表性的缺点.

将不同样品采集或富集技术作为生物毒性

测试的样品前处理手段,应用于环境样品的生

物监测是值得关注的问题之一.目前鲜见不同

采样或富集方法对毒性测试的结果影响差异报

道.本文针对有机物污染较为严重的张家口地

区洋河到官厅水库流域, 应用溶剂萃取和 t ri-

olein-SPMD 采样技术富集水中有机污染物用

T 3 发 光 菌 ( P . p hosphor eum T3 ) 和 Q67

( V ibr io-qinghaiensis sp. Nov-Q 67)发光菌进行

急性毒性测试,并与原河水样品毒性测试结果



进行对比.探讨了非极性有机有毒污染物对水

样急性毒性的贡献, 对不同采集或富集方法对

测试结果的影响进行了讨论.

1　实验部分

1. 1　水样采集及溶剂萃取

沿洋河设置 5个采样点(图 1) , 每个样点

采集 2～3L 水样,经 0. 45 m 膜过滤后取其中

2L 用 CH 2Cl2萃取,用无水硫酸钠脱水,高纯氮

气吹干后用一定体积的 DMSO ( A . R. Sigma

Co. )溶解,配制成所需的浓度,低温保存,用于

生物毒性实验.

图 1　宣化洋河采样点分布图

1. 2　t riolein-SPMD采样器的制备及样品采集

将聚乙烯膜制成的三面塑封的袋用环己烷

浸泡 24h,以去除其中的杂质.用氮气吹干后每

个充入 40 l三油酸脂( T riolein, 95% ) , 立即放

入- 20℃冰箱中密封保存备用[ 1] .

在 5个样点各放入 4～5个 t riolein-SPMD

采样器, 28d 后取出低温密封保存, 送回实验

室[ 3] .分别用蒸馏水和酸洗后, 放入环己烷中透

析 24h,透析液用无水硫酸钠脱水, 用高纯氮气

吹干后用一定体积的 DMSO( A. R. , Sigma)溶

解,低温保存,用于生物毒性实验.

1. 3　常规指标测定和化学分析

使用 美国 Hach 公 司的 水质测 定仪

( DREL/ 2010, Water Quality Laboratory)对水

样进行了色度、浊度、pH、NH3-N 和 COD的测

定.化学分析用 HP 5890Ⅱ/ 5971A 型 GC-M S

系统进行( SIM 模式) , 分析中采用了 2根HP-5

的石英毛细管柱相接(总长 55m )和选择性离子

扫描模式来提高分辨率和检测灵敏度, 标样均

为分析纯.

1. 4　发光菌急性毒性测试及数据处理

P . phosp horeum sp. T 3发光菌冻干粉由中

科院南京土壤所提供, Vibrio-qinghaiensis sp.

Nov-Q 67由华东师范大学提供,分别用实验室

建立的毒性测试方法进行毒性测试[ 4, 5] .对原水

样直接用稀释水稀释后进行毒性测试, 对 DM-

SO溶解的样品,则取不同体积的样品加入稀释

水后配制成测试液进行毒性测试.溶解测试过

程中保持样品溶液中 DMSO浓度不超过 1%.

本研究中, 毒性用导致发光菌半数抑制

( EC50 )相当的原水样的富集倍数表示. 对毒性

小于 EC50的样品, 用回归方法外推求得 EC50 .

当水样用 CH2Cl2 萃取富集时,由 EC50所对应

的 DMSO 体积可以推算出对应的原水样体积

及富集倍数. 当水样用 t riolein-SPMD 富集时,

对大部分污染物的采样体积在 0. 5～10L·( d

·g )
- 1
之间,采样速率取决于化合物的脂水分

配系数、环境温度、在聚乙烯膜中扩散速率和采

样器表面淤积程度[ 1] .为了简便表示, 本文采用

5L·( d·g)
- 1
这一平均采样速率.

2　结果与讨论

2. 1　水样水质指标和优先污染物的测定

洋河各点水样常规指标测定结果表明(表

1) ,宣化地区工业废水色度、浊度、NH3-N 含量

及 COD 各项指标明显高于其它各点, 其中色

度和 COD 值超过废水综合排放标准( GB8978-

88) . 生活污水各项常规指标均未超过排放标

准.除工业废水和生活污水外其它各样点的常

规指标中, 仅 COD值超过地面水环境质量标

准( GB3838-88) .

洋河各河段水样中的优先控制污染物化学

分析结果表明,污染主要来自宣化地区,但是在

洋河水库到鸡鸣驿段还有其它污染源.

2. 2　原河水样品的发光菌急性毒性检验

对原河水样品进行的 T 3发光菌急性毒性

测试结果表明(图 2) , 污染最为严重的工业废

水反而表现出强烈的刺激发光作用, 相对发光
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表 1　洋河主要采样点水质常规及

优先控制污染物浓度1)

项目
工业

废水

生活

污水

洋河

水库

响水

铺

鸡鸣

驿

色度 608 46 49 62 61

浊度 195 2 8 7 7

pH 8. 1 8. 0 7. 9 7. 8 8. 0

NH3-N/ mg .·- 1 25. 0 5. 9 12. 5 12. 7 11. 4

COD/ mg·L- 1 244. 5 94. 0 35. 8 55. 2 45. 7

∑PCB/ g·L - 1 0. 081 0. 092 0. 056 0. 064 0. 089

∑PAH/ g·L - 1 1. 2 1. 2 1. 7 0. 3 0. 5

∑苯系物/ g·L - 1 35. 5 46. 1 125. 62) 2. 4 12. 2

阿特拉津/ g·L- 1 0. 1 n d 0. 1 0. 1 nd

乙草胺/ g·L- 1 nd nd 0. 2 0. 1 0. 1

1)水中优先控制污染物浓度数据取 CH2C l2 萃取获得的数据

2)存在高浓度甲苯

率接近 180% .工业废水主要来自宣化农药厂、

造纸厂、焦化厂、化肥厂、啤酒厂、皮革公司和制

药厂, 其中化肥厂排水中较高的氨氮含量可能

是引起刺激发光作用的主要原因.宣化生活污

水表现出微弱的毒性作用, 与工业废水汇合后,

流入洋河水库, 在向下游迁移过程中这种刺激

发光作用逐渐减弱. 几乎所有的样品均未表现

出明显的毒性效应, 相对发光抑制率均未超过

50%. 对比水质测定结果可以看出, T 3发光菌

在各点样品中的相对发光率与 NH3-N 有较好

的相关性, 表明对原水样进行的 T 3发光菌急

性毒性测试时,较高的 NH3-N值是影响测试结

果的主要因素.在这种情况下,水体中的有毒物

质的抑制发光作用可能会受到掩盖. 对于原河

水样品进行的 Q67发光菌毒性测试结果, 各点

样品均表现出强的刺激发光作用.并且在下游

的响水铺和鸡鸣驿 2点与 T 3发光菌的测试结

果呈现出相反的结果,表现出刺激发光作用逐

渐增强. 这可能是 2 种发光菌的测试体系不同

造成的. 2种发光菌的测试体系的差别在于, T3

发光菌的测试体系中存在着大量的氯离子( 2%

～3%NaCl) , 而Q 67发光菌的测试体系完全模

拟了天然淡水的组成[ 4] ,因而前者的测试体系

中高含量的 Cl
-
有可能使某些化合物的形态发

生变化从而改变其毒性
[ 5]
.

结合化学分析结果(表 1)可以看出, 主要

优先控制污染物浓度在宣化地区明显高于下游

图 2　宣化洋河原水样发光菌毒性检验

河段. 已有的化学分析结果不能准确反映出宣

化下游河段毒性升高的规律, 但是可以看出洋

河水库到鸡鸣驿段还有其它污染源, 如导致

PCB 污染物浓度升高(表 1) . 毒性测试结果支

持洋河水库下游存在其他导致急性毒性的物质

排放.

2. 3　CH2Cl2 萃取样品发光菌急性毒性检验

以 2L 水样用 CH2Cl2 萃取得到的样品进

行的 T 3 发光菌毒性测试结果显示,工业废水

和生活污水毒性最强,下游各样点的毒性明显

减弱.用 Q67发光菌毒性测试结果显示,毒性

经历了一个逐渐降低后,下游各样点的毒性明

显增加. 目前已有的实验数据尚不能解释以

CH2Cl2 萃取富集时 T 3 和 Q67发光菌毒性测

试结果之间的不同.

2. 4　T riolein-SPMD 富集样品发光菌急性毒

性检验

以各样点 t riolein-SPMD 中富集的样品进

行的 T3发光菌急性毒性测试结果表明(表 2) ,

工业废水表现出很强的毒性, 与生活污水汇合

后在洋河水库毒性有明显缓解,但在向下游迁

移过程中毒性又有明显增强. 对于 Q 67发光菌

测试,除生活污水外(无数据) ,毒性变化的趋势

和 T 3 发光菌急性毒性测试结果类似,相关性

十分显著( EC50, t3= 1. 47 EC50 ,Q 67+ 63. 16, r
2
=

0. 9848) . 2组毒性测试结果的差异表现了不同

物种对有毒物质的敏感程度不同,以及体系中

加入 Cl
-
对测试的影响. 根据富集机理, t ri-

olein-SPMD 可以有效地富集水体中以极低浓

度存在的疏水性化合物,因此上述结果表明,在
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宣化地区和洋河水库下游均存在疏水性有毒化

合物的排放. 当用 Q67 发光菌进行毒性测试

时,用 CH2Cl2 萃取和用 t riolein-SPMD 富集样

品所得到的结果有可比性, 工业废水毒性最强,

而在洋河水库下游各点,毒性逐渐增强.

2. 5　小结

表 2　不同富集样品方法及 2 种发光菌毒性测试的 EC50
1)

样品来源
原水样 CH 2C l2 萃取 T riolein-SPMD 富集

T 3 Q67 T 3 Q67 T 3 Q67

工业废水 * * 8. 5 17. 5 4 64. 5

生活污水 1. 7 * 24. 6 20. 8 37 nd

洋河水库 * * 83. 0 26. 6 80 180. 5

响水铺 2. 0 * 79. 9 15. 4 43 124. 0

鸡鸣驿 1. 0 * 87. 9 12. 3 24 106. 9

1) EC50以引起 50%抑制原水的浓缩倍数表示; nd为缺少数据; * 测试结果为刺激发光

　　( 1)对天然水样直接进行发光菌和藻类等

毒性测试会受到共存物质刺激发光或刺激生长

的影响, 结果不能真实反映水体中有毒物质的

影响. 例如对 NH3-N 或 PO 4-P 含量高的水体,

由于其刺激发光或作为营养物质的作用掩盖了

毒性作用,可能会导致错误的毒性测试结论.因

此在进行天然水样毒性评估时,最好能结合一

定的分离手段以排除大量物质的干扰从而明确

是否存在毒性排放,以及产生毒性的原因.

( 2)用萃取和 t riolein-SPMD 2种富集方法

得到的样品, 其毒性测试结果有一定的差异.这

种差异可能是 2种富集方法的富集机理不同造

成的. CH2Cl 2萃取方法对所有污染物以近似相

同的浓缩倍数浓缩(假定萃取完全) , 其中的有

机物浓度取决于水和有机相的体积比. T ri-

olein-SPMD是被动采样方式,主要采集亲脂类

型的污染物, 采样速率(当 lgK OW< 6时)取决

于化合物的脂水分配系数. 因此,表 2用不同方

法和同一种生物测试所得结果不同, 可解释为

不同采样方法之间的区别, 可以看出在大部分

样点中亲脂性有机污染物的急性毒性不大.同

时,由于 CH2Cl2 萃取方法得到的样品代表的是

采样瞬间,具有一定的偶然性, 而 T riolein-SP-

MD 监测的是近 1个月内的平均结果,较好地

避免了偶然因素的影响,结果应该更具代表性.

( 3)通过对不同采样和样品富集方法的比

较,可以认为应用 tr io lein-SPMD 进行的水体

有机物的富集及对富集样品进行的急性生物毒

性测试, 能够较好地监测到宣化洋河水中的亲

脂有机污染物及其毒性,是一种可行的毒性鉴

定和毒性评估配套方法.
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