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摘要 针对发光菌发光强度本底差异较大 检测期间发光变化幅度宽的问题 在传统发光菌生物毒性测试实验

中 引入校正因子 Π丙酮 研究了磁力搅拌时间 !培养时间 !培养代数和培养温度等条件对 ∞≤测定值的影响 

结果表明改进后的方法实验重现性好 相对标准偏差 ≥⁄在 1  ∗   之间 发光菌生物毒性测试方法的

改进 为获得可靠的毒性实验数据 进行多组分有机化合物定量结构2活性相关 ±≥ 的研究奠定了一定的实

验基础 
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  采用现代光电检测手段生物发光光度计的发光

菌生物毒性实验是毒理学中生物测定的方法之一 该

方法快速 !简便 !灵敏 !廉价 在有毒物质的筛选 环境

污染生物学评价等方面有重要的意义 因而备受各国

有关研究者的关注 但该方法存在细胞发光强度本底

差异大 检测期间发光变化幅度宽等问题≈ 实验重现

性大约在 ?   ∗ ?  之间≈ ⁄∏  等≈采用

≤   ×  ÷ 仪法测定五氯酚钠 个平行样 读

数的 ∞≤值范围在 1 ∗ 1#2 由此他也认为

明亮发光杆菌毒性实验再现性欠佳 这就使得以单一

化合物实验结果为基础的联合毒性实验更加难以重

复 为了提高实验重现性 本文引入校正因子 Π丙酮 研

究了磁力搅拌时间 !培养时间 !培养代数和培养温度等

条件对发光菌生物毒性实验的影响 

1  实验部分

111  仪器

⁄÷ ≠2型生物毒性测试仪中国科学院南京土壤

研究所制 恒温震荡器 恒温搅拌器 灭菌设备及常规

玻璃仪器 

112  试剂

苯 !氯苯 !对二氯苯 !  2三氯苯均为分析纯 使

用时用  氯化钠溶液配制 

113  菌种的培养

明亮发光杆菌 Πηοτοβαχτεριυ µ πηοσπηορευ µ  购

自中科院南京土壤所微生物室 

培养基配方和菌种培养方法见文献≈ 

114  发光菌半数有效浓度 ∞≤的测定
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将待测化合物配成 个浓度梯度 各取 1加

入具塞磨口比色管 <   η  以 1  

≤溶液作为空白对比 同时以加有 1丙酮的

1  ≤溶液的比色管作为校正因子管 将培

养好的 菌液用适量   ≤溶液稀释控制空白

对比管发光强度读数  ∗  磁力搅拌均匀后 取

1于各比色管中 加塞上下振荡 次 去塞 

时用生物毒性测试仪测定发光强度 

样品管与对比管发光度的比值即为相对发光率 

将化合物浓度对数和相对发光率线性回归 用直线内

插法求出相对发光率为  时所对应的化合物浓度 

即为 ∞≤ 同时 校正因子管与对比管发光强度的比值

即为校正相对发光率 Π丙酮 将化合物的 ∞≤与其对

应的 Π丙酮线性回归 用直线内插法求出 Π丙酮为  

时化合物浓度 即为 ∞≤ 

所有数据均用 ≥°≥≥ 1软件处理 

2  结果与讨论

传统实验采用 ×菌种 培养时间为 指数生长

期中期 实验温度控制  ε ∗  ε 本实验则研究了

不同磁力搅拌时间 不同培养温度 不同培养时间 不

同培养代数发光菌对苯 氯苯 对二氯苯   2三氯

苯的 ∞≤测定值的影响 

211  磁力搅拌时间的影响

为了较好观察磁力搅拌时间对传统 ∞≤测定值 

相对发光率 Π 和发光强度 Ι 的影响 磁力搅拌时间

设置为  ∗  结果分别见图  !图 和图  

图 1  磁力搅拌时间 τ对传统 ΕΧ50测定值的影响

  从图 可以看出 氯苯和对二氯苯的传统 ∞≤实

验值都与磁力搅拌时间呈正相关 

 ∞≤
氯苯

= 1τ + 1 ()

ν =  , Ρ = 1 , ≥∞ = 1

 ∞≤
对二氯苯

= 1τ + 1 ()

ν =  , Ρ = 1 , ≥∞ = 1

图 2  01020 µλ丙酮对发光菌的相对发

光率 ΠΙ丙酮与磁力搅拌时间 τ的关系

图 3  磁力搅拌时间 τ对等量发光菌发光

强度 Ι的影响

  从图 可以看出 1丙酮对发光菌的相对发

光率 Π丙酮与磁力搅拌时间呈负相关 

Π丙酮 = − 1τ + 1 ()

ν =  , Ρ
= 1 ,≥∞ = 1

  从图 可以看出 在无外加待测物时 等量发光菌

的发光强度空白值随时间的推移下降 这表明体系

营养有限 随着磁力搅拌时间的延长 生物体生理活性

下降 代谢减缓 单位发光菌发光强度降低 从而维持

等量发光强度本底所需的生物个数增多 但传统实验

假设生物个数及个体发光强度不变 因而同一毒物的

∞≤实测值势必增大如图  另一方面生物体处于不

良生存环境 可产生 / 应激0 作用≈ 如细胞壁增厚等

使生物个体本身的抗性增强 需要更大量的化合物才

能抑制等量发光强度 即 ∞≤增大如图  或等量的
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化合物对等量的发光强度的抑制越弱 即 Π减小如

图  从图 还可以看出 当加 1丙酮时 发光

菌的发光强度随着搅拌时间的推移也有所下降 但相

对于空白值较慢 在搅拌时间 τ ∴后 此现象尤

为明显 因而 ∞≤实测值也有所增大 可见 磁力搅拌

能使发光菌在检测期间发光强度有一定幅度的波动 

这是传统 ∞≤的测定结果重现性较差的一个原因 

综合图  图  可以看出 同一化合物的 ∞≤与

Π丙酮均与磁力搅拌时间呈线性相关 那么 ∞≤与其对

应的 Π丙酮也必定存在某种线性关系 

 ∞≤
氯苯

= − 1 Π丙酮 + 1 ()

ν =  , Ρ
= 1 , ≥∞ = 1

 ∞≤
对二氯苯

= − 1 Π丙酮 + 1

ν =  , Ρ = 1 , ≥∞ = 1 ()

  基于上述结论 尝试以在本实验条件下 1

丙酮对发光菌的相对发光率 Π丙酮作校正因子 扩展传

统二维数组≈ Ξ为化合物浓度 χι Ψ为相对发光率 Πι

为三维数组≈ Ξ为化合物浓度 χι Ψ为相对发光率 Πι 

Ζ为校正因子 Π丙酮 并且假设当 Π丙酮和 Πι均为  

时所测得的化合物浓度为 ∞≤ 

212  培养时间的影响

在分批培养过程中 细胞生物体一般要经历延滞

期 指数生长期 衰减增长阶段 稳定阶段和内源呼吸

阶段 实验测得发光菌的指数生长期为 1∗ 1

因此 以培养时间分别为 !!的 × 发光菌测

定苯 !氯苯 !对二氯苯 !  2三氯苯的 ∞≤结果见表

 

表 1  培养时间对化合物 ΕΧ50的影响
# 

时间 苯 氯苯 对二氯苯
  2

三氯苯

 1 1 1 1

 1   1 1

 1 1 1 1

平均值 1   1 1

 ≥⁄  1   1 1

 所用发光菌培养温度为  ?  ε 培养代数为 × 

  由表 可知 改进后的方法不仅可采用培养时间

为  ∗ 发光菌 而且测得的 ∞≤相对标准偏差在

   ∗ 1  传统实验要求采用培养时间 的发

光菌 可见改进后的实验条件宽松 实验重现性好 

213  培养代数的影响

发光菌多代培养后 生物活性不断减弱 需要复壮

处理≈ 否则就会增大生物毒性实验结果的偏差 传统

实验一般采用强壮的 × 本条件实验采用 × × ×

的菌种 培养代数对化合物 ∞≤的影响结果见表  

表 2  培养代数对化合物 ΕΧ50的影响
# 

代数 苯 氯苯 对二氯苯
  2

三氯苯

× 1 1 1 1

× 1 1 1 1

× 1 1 1 1

平均值 1 1 1 1

 ≥⁄  1 1 1 1

 所用发光菌培养温度为  ?  ε 培养时间为 

虽然传统方法所测得的 ∞≤会由于发光菌多代培

养活性的减弱而增大 但从表 可以看出 经丙酮校正

因子校正后 × ×仍能得到与强壮菌种 × 大致相当

的 ∞≤ 相对标准偏差在 1  ∗ 1 之间 

214  培养温度的影响

细菌整个生长过程依赖于一系列的生物化学反

应 温度是影响这些反应的最主要因素之一 因此温度

明显地影响着细菌的生长速率≈ 温度对化合物 ∞≤

的影响见表  

表 3  培养温度对化合物 ΕΧ50的影响
# 

τ ε  ?   ?   ? 

苯 1 1 1

氯苯 1 1 1

对二氯苯 1 1 1

  2三氯

苯
1 1 1

所用发光菌培养代数都为 × 培养时间为 其余发光

菌培养时间为 

如表 所示 在  ?  ε ∗  ?  ε 采用本法所测

得的化合物 ∞≤相差不大 但当温度升至  ε ?  ε

时 ∞≤明显增高 这可能是由于不同温度时发光菌的

生理代谢强弱不同 从而影响荧光素酶酶促反应 最后

导致了 ∞≤测定值的偏差 

明亮发光杆菌属低温菌种 生长温度为  ε ∗

 ε 最适生长温度为  ε ≈ 荧光素酶从明亮发光

杆菌中提取在  ε ∗  ε 活性最大 并且稳定  ε 时

产生不可逆失活≈ 实验温度为  ?  ε ∗  ?  ε 时 

发光菌处于最适生长温度 细胞活性大 生物个体代谢

旺盛≈ 发光反应所需辅酶如黄素单核苷酸 ƒ  

等浓度高 而且荧光素酶活性也处于最大且稳定的区

间 因此 酶促反应速率快≈ 发光强度强 总之 发光

菌个体强壮 符合生物毒性实验要求 所测得的 ∞≤值

能正常反映化合物对发光菌的毒性作用 当温度一超
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过发光菌最高生长温度 ε 左右 生物个体停止生

长 细胞功能迅速下降 代谢缓慢≈ 发光反应所需辅

酶浓度随之降低 另外 原则上  ε 的荧光素酶还保持

稳定活性 但由于处于生物体内 受发光菌逐渐缓慢代

谢的影响 活性有可能下降 两方面的共同作用使得荧

光素酶酶促反应速率变慢≈ 单位发光菌发光强度减

弱 维持等量发光强度的生物个数增多 但传统实验忽

略了不同温度下发光菌生理代谢对荧光素酶酶促反应

的影响 仍假设单位个体发光强度不变 造成抑制等量

发光强度所需化合物量增多 同一毒物的 ∞≤实测值

偏大 这是传统 ∞≤实验重现性差的另一个原因 在

 ε 校正后的 ∞≤值仍明显偏大 具体原因尚不清

楚 可能与荧光素酶的最适温度随酶促反应时间的延

长而降低≈有关 当荧光素酶的最适温度随酶促反应

时间的延长而低于  ε 时 荧光素酶的变性显著 活性

酶浓度大大降低≈ 酶促反应速率继续减慢 ∞≤测

定值进一步偏大 无法用 Π丙酮校正 传统实验要求实

验温度为  ε ∗  ε 本方法建议实验温度控制在 

?  ε ∗  ?  ε 

3  结论

由于磁力搅拌时间 实验温度等外界条件变

化 发光菌在检测期间发光强度有一定幅度的波动 因

此传统的 ∞≤实验重现性较差 

同一化合物在不同的磁力搅拌时间所测的

∞≤值与其对应的 Π丙酮线性相关 本文引入校正因子

Π丙酮改进了传统的发光菌生物毒性实验 

采用改进后的方法 控制实验温度为  ?  ε

∗  ?  ε 培养时间为 ∗ 分别测定苯 !氯苯 !

对二氯苯 !  2三氯苯对 × × ×发光菌的 ∞≤ 

相对标准偏差为 1  ∗ 1  可见 改进后的实验

重现性较好 实验条件较宽松 

实验温度在  ε ?  ε 时 校正后的 ∞≤值仍

明显偏大 具体原因尚不清楚 可能与荧光素酶的最适

温度随酶促反应时间的延长而降低有关 传统实验要

求实验温度为  ε ∗  ε 本方法建议实验温度控制

在  ?  ε ∗  ?  ε 

当然这一方法只是在观察化学品毒性大小时 

通过一定假设测定出来的相对 ∞≤值 但是它可以保

证实验数据的重现性 为以单一化合物实验结果为基

础的联合毒性实验提供可靠的数据和正确的结论 推

动多组分有机化合物定量结构2活性相关 ± ≥ 的

研究进程 
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