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污水的青海弧菌 a!I 生物毒性检测及影响因素分析

马晓妍&闫志刚&刘永军&王晓昌!
$西安建筑科技大学环境学院&西北水资源与环境生态教育部重点实验室&西安!$"(())%
摘要#应用淡水发光细菌///青海弧菌d%$ 对氧化沟处理工艺各处理单元进出水的生物急性毒性进行检测&对污水急性毒性
检测的影响因素进行了分析B结果表明&水样取回后立即进行发光细菌毒性实验&水样均显示为刺激发光效应&污水毒性被掩
盖’将水样放置 " ?后进行毒性实验&部分水样显现出抑制发光效应’将污水用 (‘E) $F微滤膜过滤可以使水样的生物毒性更
好地显现&提高了毒性检测结果的真实性和准确性’水样灭菌后&生物毒性趋于稳定’采用固相萃取富集污水中的有机物&可
以很好地监测污水厂各处理单元进出水中有机物的急性毒性大小B各处理单元+6)(值如下#细格栅出水为 ""‘EE’氧化沟进水
为 ""‘#%’氧化沟出水为 ’"‘()’二沉池出水为 "%‘(%’Y-消毒出水为 ")‘"$‘污水厂的生物毒性主要在氧化沟工艺中去除&但
是其工艺对生物毒性的去除十分有限B
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!!目前&控制城市污水的常规水质指标有总氮
$2,%(总磷$2W%(生化需氧量$U0X%(化学需氧量
$60X%(固体悬浮物$55%(总有机碳$206%等B但是
这些理化指标并不能很好地反映排放的污水水质B
污水中含有的重金属(持久性有机污染物$W0WN%等
尽管含量少&但是毒性巨大&基本上都具有致癌(致
畸和致突变的特性B目前对这种微量有毒物质的检
测方法有原子吸收光谱(气相色谱(气质联用(高效
液相色谱等

," a*- &但是这些仪器设备价格昂贵&技术
要求苛刻&实验周期长B在一般的实验条件下&或者
是室外很难实现对这些物质的检测B
水生生物对生态毒性的检测方法有#鱼类急性

毒性实验(水蚤类毒性实验(藻类毒性实验(微生物
毒性实验

,E-B其中&微生物毒性实验多采用发光细

菌法B由于它的检测时间短(敏感性好(重现性好(费
用低&对实验条件和实验场地要求较低,)& %- &因而得
到广泛的应用B发光细菌法与藻类(水蚤(鱼类等生
物毒性监测具有很好的相关性

,%-B
青海弧菌d%$是我国发现的一种广泛应用于环

境污染监测的淡水发光细菌
,$-B这种细菌已经用来检

测环境中的重金属(抗生素(除草剂(杀虫剂和受污染
的河流等水样

,& a""-B淡水发光细菌 d%$ 与海洋发光
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细菌在生物毒性检测方面具有同样的有效性和可靠

性
,"’-B但是海洋发光细菌需要将测试水样调节成含

,G6;’i a*i的水样B这可能改变了淡水样品中毒
性物质的特性B因此海洋发光细菌对淡水样品的检测
存在一定的局限性&而且大部分环境样品对青海弧菌
d%$比对2* 发光菌表现出更强的毒性

,"*-B
与检测单种或 ’ 种化学品的生物毒性相比&天

然水样具有成分复杂(干扰因素多等特点B这导致
了水样生物毒性检测结果的不准确性B有的研究
者指出&急性毒性实验可能低估了一些物质的毒
性&特别是具有特殊作用方式的物质,"E& ")-B对天然
水样直接进行发光菌和藻类等毒性实验会受到共

存物质刺激发光或刺激生长的影响
,"%& "$-B例如对

,]b
E D,或W0

*c
E DW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物质对发光细

菌的作用&可能会导致错误的毒性实验结论B发光

细菌毒性测试过程中的刺激发光现象主要是因为

干扰因素的影响B所以对水样进行必要的前处理
对提高检测结果的准确性具有重要意义B本研究
的目的是采用发光细菌检测污水厂各处理单元进

出水的生物急性毒性&并对污水生物毒性检测的
影响因素进行了初步分析B这对污水处理与回用
过程中&水体生物毒性的准确判断具有重要的实
际意义B

QR材料与方法

QSQ!取样点的选取及水样的预处理
污水来源于以0LRG;氧化沟为主要处理工艺的

某污水厂各处理单元的进出水B选取的 ) 个取样点
分别为细格栅出水(氧化沟进水(氧化沟出水(终沉
池出水(Y-消毒出水B污水处理工艺流程及取样点
如图 " 所示B

图 QR污水厂处理工艺流程图及取样点

=AVB"!=;7Q?AGVLGF7SMLGS9NA8 N@QGV@9L@G9F@89O;G89G8? 9:@NGFO;A8VNA9@N

!!水样取回后&采取如下处理方法#"用滤纸过滤
后立即进行生物毒性测试’#水样经滤纸过滤后&分
别放置 " a) ?&然后分别进行生物毒性测试’+水
样取回后用 (‘E) $F微滤膜过滤后放置 " ?&然后
进行生物毒性测试’,高压灭菌后放置 " ?&然后进
行生物毒性测试’-采集的水样经过 (‘E) $F的微
滤膜过滤后&用 6"& 固相萃取小柱$)(( FV* F4
Ŵ)E%富集有机物&具体操作如下#依次将 $ F4的
二氯甲烷(甲醇(纯水通过固相萃取小柱进行润湿活
化&中间不允许填料抽干B水样经 (‘E) $F滤膜过
滤后上样&使水样连续通过 5W+柱&调节真空泵的
真空度&使液滴 " N左右滴一滴B水样全部过滤完后
再用 ) F4纯水洗涤&继续真空抽气干燥 ") FA8B将
5W+柱放在离心机中离心 ") FA8&转速E ((( LPFA8B
最后用二氯甲烷洗脱柱子&收集洗脱液&用高纯氮气
吹干&用 (‘)i的二甲基亚砜溶解后用于生物毒性
测试B实验中使用的 (‘E) $F滤膜需在超纯水中煮
沸然后使用&并在过滤时弃去前半部分滤样B

QSE!青海弧菌d%$ 生物毒性检测方法
青海弧菌 d%$$购自北京滨松光子技术股份有

限公司%的培养采用可以得到较高菌生物量和对菌
内荧光酶含量有利的培养基B培养基成分为#胰胨
(‘)i&酵母膏 (‘)i’甘油 (‘*i’1V6;’ (‘*’i’
ÛL(‘(’i’6G50E (‘("i’,G6;(‘Ei’ 6̂;(‘Ei’
O]&‘) q(‘)&培养温度为 ’’p q"p,"&-B培养时
间 "( a"’ :B细菌生长曲线如图 ’ 所示B
将 Ep保存的青海弧菌d%$ 斜面菌种转接到 )(

F4液体培养基中&’’p培养 "( a"’ :达到对数中
后期B起始菌液浓度在 ’(( 万 a%(( 万 /4Y之间B
在 "‘) F4样品管中加入 )(( $4样品溶液$每组 *
个平行&每一组样品前设一个空白%&)( $4菌悬液&
每次加菌液时间间隔 ’( N&") FA8 后$精确到秒%将
样品管放入 17?>;>N21单管型多功能检测仪$美国
2>L8@LUA7N<N9@FN公司%上进行发光强度检测B计算
出所有空白样的平均值$N(%和每个样品 * 次测量的
平均值$N%&按公式$"%计算出每个样品对发光菌的

**%"
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图 ER青海弧菌a!I 生长曲线

=AVB’![L7Q9: M>LT@7S8*"&"*%9*,+$’*),-*-NOBDd%$

相对抑制率$I%B当样品表现为刺激发光作用时&相
对抑制率以负值表示B

ID
N( FN
N(

S"((W $"%

QSG!常规指标的检测方法
60X( 2,(2W的测定采用!水和废水监测分析

方法" $第四版%中的标准方法B206的测定使用
206测定仪B

ER结果与分析

ESQ!污水水质指标及其变化
各种预处理方法会在一定程度上改变样品的组

成
,"# a’"-B水样的预处理对水样的影响是不可避免
的B因此&通过检测各种水样经预处理后的常规水质
指标的变化来监测预处理对水样产生的影响B
各取样点污水在经过滤纸过滤( (‘E) $F微滤

膜过滤(灭菌处理以及滤纸过滤后放置 E 种处理方
法后&水样水质变化情况如表 " 所示B由表 " 可见&
与原污水相比&水样经过 (‘E) $F微滤膜过滤后&)
个水样的各个指标都略有降低’水样经过高压蒸汽
灭菌后&) 个水样的 60X和 206都略有升高B这可
能是因为高温使水中部分非溶解态的有机物溶解导

致水中的60X和 206升高,’’- ’原污水放置 " ? 后
细格栅出水和氧化沟进水的 60X和 2,有明显的
降低&60X分别从 **&‘(( FVP4( *’*‘’& FVP4降低
到 ’"$‘&’ FVP4( ’")‘"% FVP4&2,分别从 *#‘&$
FVP4( *"‘") FVP4降低到 ’E‘#) FVP4( "&‘&*
FVP4’氧化沟出水(终沉池出水和 Y-消毒出水的
2W有明显的降低&分别从 (‘’( FVP4( (‘’( FVP4(
(‘E" FVP4降低到 (‘"" FVP4( (‘"( FVP4( (‘"(

FVP4B这些变化可能是因为水中的细菌新陈代谢消
耗了水中的部分有机物B

表 QR各取样点污水在经过不同处理后的水质情况PFV)4c"

2GR;@"!fG9@Lg>G;A9<7SN@QGV@SL7F?ASS@L@89OL7M@NN@NGS9@L
?ASS@L@899L@G9F@89NPFV)4c"

水样 水样的处理方式 60X 2, 2W 206

细格栅

出水

氧化沟

进水

氧化沟

出水

终沉池

出水

Y-消毒
出水

原污水$滤纸过滤% **&‘(( *#‘&$ ’‘(& "($‘&(
(‘E) $F膜过滤后 ’*E‘$% *$‘E& "‘#E "($‘&(
灭菌后 *E"‘*$ *’‘&E ’‘(E "%$‘#(
原污水放置 " ?后 ’"$‘&’ ’E‘#) ’‘(& #&‘#(
原污水$滤纸过滤% *’*‘’& *"‘") ’‘E" "($‘&(
(‘E) $F膜过滤后 ’&#‘E( *"‘(* ’‘’$ "($‘&(
灭菌后 **$‘#) ’E‘E& ’‘*% ")(‘"(
原污水放置 " ?后 ’")‘"% "&‘&* ’‘E" &%‘%)
原污水$滤纸过滤% E#‘"E "*‘%% (‘’( "$‘)&
(‘E) $F膜过滤后 **‘)# ""‘$# (‘") "$‘)&
灭菌后 )%‘"& "’‘#" (‘(& ’#‘$"
原污水放置 " ?后 *"‘#" "(‘*’ (‘"" "#‘&’
原污水$滤纸过滤% *"‘’E "*‘#" (‘’( ""‘&)
(‘E) $F膜过滤后 ’%‘"$ "*‘(% (‘"’ ""‘&)
灭菌后 E$‘E* "’‘#& (‘() ’)‘E"
原污水放置 " ?后 ’E‘#% "*‘## (‘"( "E‘(E
原污水$滤纸过滤% *&‘*) "%‘%’ (‘E" "&‘&’
(‘E) $F膜过滤后 *(‘"( ")‘## (‘") "&‘&’
灭菌后 )’‘E$ "E‘)# (‘(& ’%‘’#
原污水放置 " ?后 ’)‘EE ")‘%$ (‘"( "%‘)E

ESE!存放时间对污水生物毒性的影响
水样取回后倒入锥形瓶内&常温保存B每次从锥

形瓶内取得水样进行实验前都先用定性滤纸过滤B
进行生物毒性测试前每 "(( F4水样加入 "( V乳
糖

,’*-B空白对照采用 "(i的乳糖溶液B第 " ? 的生
物毒性测试在取回水样的 E :内进行B) 个取样点 )
?内的毒性测试结果如图 * 所示B
从图 * 中可以看出&除了细格栅出水和氧化沟

进水在取回后立即进行毒性测试测得相对抑制率分

别为 "(‘"Ei和 $‘%)i&其它各个工艺的水样在第
"?都没有显现出毒性B细格栅出水和氧化沟进水水
样放置到第 ’ ? 毒性大大增强&相对抑制率分别达
到 )(‘%*i和 *#‘)’i&而且以后的 E ? 都显现出毒
性B这可能是由于污水中的细菌消耗掉水中的可以
作为营养物质的有机物B在去除了营养物质对发光
细菌的刺激作用的情况下&毒性物质对发光细菌的
抑制作用更为明显B而且细格栅出水和氧化沟进水
的营养物质也相对较多&60X较高&放置过程中
60X和2,有明显的降低B氧化沟出水水样在第 ) ?
才显现出毒性B终沉池和 Y-消毒出水始终没有显
现出毒性B氧化沟出水(终沉池出水(Y-消毒出水 *
个取样点在放置过程中 2W有较明显的降低&但生

E*%"
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物毒性没有发生很大变化B

图 GR存放 Q HU *污水的生物毒性

=AVB*!+M797JAMA9<7SQGN9@QG9@LGS9@L?@O7NA9A8V"D) ?G<N

ESG!滤膜$"m(‘E) $F%过滤污水对生物毒性测
试的影响

水样取回后倒入锥形瓶内&常温保存B每次从锥
形瓶内取得水样进行实验前都用滤纸或 (‘E) $F
膜过滤B过滤时&弃去前 )( F4水样B毒性实验以超
纯水作为空白对照B根据经验水样在取回的第 " ?
毒性测试会刺激发光&所以采用存放 " ? 的水样进
行毒性测试B由图 E 可知&用滤纸过滤 ) 个水样后进
行毒性测试都是刺激细菌发光&但是用 (‘E) $F膜
过滤后&去除了水中非溶解态物质对生物毒性检测
的干扰B细格栅出水(氧化沟进水(氧化沟出水出现
抑制发光现象B因为发光细菌可能吸附在颗粒物质
上&而且引起浊度的物质对光有散射和折射的作用&
干扰生物毒性的检测

,’E-B水样经过 (‘E) $F膜过滤
后&生物毒性检测结果更为准确&而且对水样组成改
变较小B经过 (‘E) $F膜过滤后各项水质指标略有
降低&但变化不大B

图 TR污水经滤纸和 FSTU "6膜过滤后的生物毒性
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EST!水样高压蒸汽灭菌对生物毒性测定的影响
水样取回后倒入锥形瓶内&高压蒸汽灭菌器中

灭菌&放入超净室内保存B每次实验前都先用 (‘E)
$F膜过滤&并弃去前 )( F4水样B毒性实验以超纯
水作为空白对照B第 " ?的毒性测试在取回水样后 E
:内进行B) 个取样点 ’ ?的毒性测试结果如图 ) 所
示B细格栅出水经过灭菌在 ’ ? 内都显现出毒性B除
了细格栅出水&各个工艺段在整个测试过程中都没
有显现出毒性B在放置 " ? 后&) 个水样没有出现由
刺激发光变为抑制发光的现象B这说明高压蒸汽灭
菌后的水样不会因为存放而出现逆反的现象B灭菌
后水样的生物急性毒性趋于稳定B

图 UR污水经高压蒸汽灭菌后放置 Q HE *的生物毒性
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ESU!固相萃取水中有机物的生物毒性结果
由于污水中含有的 ,]b

E D,或W0
*c
E DW等物质影

响生物毒性的测定&采用各种萃取方法去除干扰物质
可使生物毒性的检测更为准确&并且更具有污染物的
生物毒性的针对性

,’)-B根据预实验的结果&水样被浓
缩成 $个浓度梯度&求出相对发光率为 )(i时所对应
的污水浓度&即半数发光抑制率浓度+6)(B
污水厂各工艺进出水的生物毒性结果如表 ’ 所

示B可以看出&细格栅出水和氧化沟进水的生物毒性
差别不大B污水经过氧化沟处理后&氧化沟出水的毒
性变小&但是终沉池和Y-消毒出水的毒性与氧化沟
出水相比又略有升高B由于入厂水中工业污水约占
)(i&存在着较多的有毒有机污染物B经氧化沟工艺
处理后&有毒物质得到了一定程度的去除&污水毒性
减弱&但仍有一定程度的存留B这与前人的研究结果
相类似

,’%-B这说明以活性污泥法为主体的处理工艺对
生物毒性物质的去除十分有限B经过固相萃取后&污水
即使在低浓缩倍数下也没有出现刺激发光的现象B固
相萃取可以很好地去除干扰生物毒性测定的物质B

)*%"



环!!境!!科!!学 *’ 卷

表 ER固相萃取后的生物毒性结果"%
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污水来源 细格栅出水 氧化沟进水 氧化沟出水 终沉池出水 Y-消毒出水

+6)( ""‘EE ""‘#% ’"‘() "%‘(% ")‘"$

"% 抑制细菌发光 )(i时的水样的浓缩倍数

GR结论

$"%污水经过不同的预处理后各项水质常规指
标有所变化B与原污水相比经过 (‘E) $F微滤膜过
滤后&各项指标都略有降低’水样经过高压蒸汽灭菌
后&) 个水样的 60X和 206都略有升高’放置 " ?
后&细格栅出水和氧化沟进水的 60X和 2,有明显
的降低&氧化沟出水(终沉池出水和Y-消毒出水的
2W有明显的降低B

$’%原污水直接进行生物毒性实验&所有水样
都促进细菌发光B将污水存放 " ? 后&毒性较大的水
样可以显现出生物毒性B

$*%采用 (‘E) $F微滤膜过滤水样&可以消除
非溶解态物质对毒性测试的影响&使水样的生物毒
性更好地显现出来&保证了毒性试验结果的真实性
和准确性B

$E%灭菌后水样的生物毒性在放置过程中变化
不大&说明灭菌后水样的生物毒性趋于稳定B

$)%采用固相萃取富集污水中的有机物&可以
很好地监测污水处理厂各处理单元进出水中有机物

的生物毒性大小&其中氧化沟出水毒性最低&细格栅
出水毒性最大B生物毒性主要是在氧化沟工艺中去
除的B
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