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Industrial Water Treatment

发光细菌法在煤化工废污水急性毒性评价中的应用

宋张杨，韦 昊，魏 玥，孙晓懿，孙照东，焦瑞峰
（黄河水资源保护科学研究院，河南郑州 450004）

[摘要 ] 采用发光细菌法对某煤化工企业污水处理厂的进出水进行急性毒性测定。研究结果表明，该化工企业

污水处理厂进水 15 min和 30 min的急性毒性测试结果趋于一致，进水毒性较高，高毒性污水经污水处理厂的 A/O+
BAF工艺处理后，出水的细菌急性毒性有较大程度降低。分析结果表明，发光细菌抑制率与 CODnb/COD存在一定关

系：即废污水中不可降解化合物需氧量（CODnb）所占废污水总化学需氧量（COD）的比例高时，细菌毒性实验的发光

抑制率也高，即毒性越强。
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Application of bioluminescent bacteria test on evaluating
toxicity of coal chemical enterprise wastewater

SONG Zhangyang，WEI Hao，WEI Yue，SUN Xiaoyi，SUN Zhaodong，JIAO Ruifeng
（Yellow River Water Resources Protection Institution，Zhengzhou 450004，China）

Abstract：The bioluminescent bacteria test was used to evaluate the toxicity of the incoming and the treated wastewa⁃
ter of chemical enterprise. The results showed that the influent wastewater had high toxicity，and the 15 minutes
acute toxicity test were consistent with 30 minutes. High toxicity wastewater was largely reduced by A/O（pre⁃denitri⁃
fication）biochemical treatment+BAF process of wastewater treatment plant. The results showed that there was a cer⁃
tain relationship between luminescent bacteria inhibition rate and CODnb/COD. It was indicated that the proportion
of non ⁃ biodegradable chemical oxygen demand（CODnb）of the total chemical oxygen demand（COD）was higher，
when the luminescent inhibition rate was higher，and the water was more toxic.
Key words：acute toxicity；bioluminescent bacteria test；toxicity evaluation

工业废水污染物种类繁多且成分复杂，不可避

免存在无法处理或未降解完全的有毒成分，威胁环

境和公共健康以及对污水处理厂的活性污泥体系造

成致命冲击〔1-2〕。常规监测指标测定污水中的无机污

染物和有机污染物指标，不能反映污水排入水体后

的综合毒性效应，而生物毒性测试可以更直接表征

污水的安全性〔3〕。2015年 11月环境保护部办公厅修

订的《城镇污水处理厂污染物排放标准》（征求意见

稿）中也将综合毒性（稀释倍数）列入城镇污水处理

厂污染物排放标准的选择控制项目。

发光细菌法是基于一种海洋发光细菌费氏弧菌

Vibrio fischeri的发光活性，利用灵敏的光电检测系统

测定废污水中的毒性物质对发光细菌发光强度的影

响，判断毒性物质的毒性大小。因其监测步骤简单，

获得结果快速而在污水、土壤、污泥、垃圾渗滤液、海

洋水产品等综合毒性评价中广泛应用〔4-8〕。

本试验以某煤化工企业污水处理厂进出水为研

究对象，采用发光细菌法对其进水和出水进行毒性

测定，为化工企业污水处理厂污水达标排放提供合

理的评价和预警依据。

1 材料与方法

1.1 试验样品和试验条件

试验样品取自某煤化工企业污水处理厂的进水

口和出水口。测试细菌：海洋发光细菌费氏弧菌

（Vibrio fischeri）。所有试验操作按照 ISO 11348—

开放科学（资源服务）
标识码（OSID）：
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32007年第二版《水质—水样对费式弧菌发光抑制

影响的测定 第 3部分：使用冻干细菌法》所规定的试

验条件和试验方法进行〔9〕。

1.2 样品采集

用棕色样品收集瓶采集样品。采集水样后瓶内

应充满水样，不留空气，并用封口膜密封好，瓶外用铝

箔纸包好，避光保存。毒性测定应在采样后 6 h内进

行，否则需要 2~5 ℃下避光保存待测样品，不超过

48 h。
1.3 样品预处理

对于有固体悬浮物的样品，须静置 0.5~1 h或离

心或过滤去除，以免干扰测定。

调节 pH（手持 pH计测定），所有的样品需要测

量 pH，样品 pH需要处于 6.0~8.5之间。如需调节

pH，使用盐酸或氢氧化钠溶液进行调节。盐酸或氢

氧化钠溶液的加入量不能超过总体积的 5%（必要时

可使用高浓度的溶液来减少加入体积）。

调节盐分（电导率仪测定），根据所测盐分值添

加NaCl到样品中，使样品的含盐质量浓度达到 20 g/L
NaCl等值渗透性。对于含盐量低的样品，直接添加

NaCl将其渗透性达到 20 g/L NaCl。如样品中含有

20~50 g/L NaCl等值物，则不需要加入盐，但最终含

盐量不能超过 20 g/L NaCl的渗透性。

1.4 试剂和仪器设备

费式弧菌（Vibrio fischeri）菌种冻干粉：购自中宜

仪器水质毒性筛查试剂盒（发光细菌）ZYI TOX-kit
Ⅳ。储存于-20 ℃。

样品稀释液：质量浓度为 20 g/L的 NaCl溶液，

4 ℃保存。亦可作阴性质控液。

阳性参照液：试剂盒配备的 ZnSO4溶液质量浓

度为 1 000 mg/L，Zn2+质量浓度相当于 227.36 mg/L，
细菌 50%发光抑制的 Zn2+质量浓度为 2.0 mg/L。测

试中阳性质控液的配制为 4.4 µL ZnSO4母液加入

495.6 µL样品稀释液混匀。

其他设备：冰箱，用于储藏菌种和试剂；金属浴

温度调节模块（M500），维持测试样品在（15±1）℃；

Microtox Model 500 毒性测定仪；试管（圆形比色

皿），生物发光检测仪配套的试管，与金属浴温度调

节 模 块 相 适 合 ；pH 计 ；计 时 器 ；移 液 器 ，10 µL、
100 µL、1 000 µL、5 mL；移液器配套的枪头；试管

架；容量瓶；棕色样品收集瓶。

1.5 发光细菌急性毒性测定实验

费式弧菌（Vibrio fischeri）急性毒性测定实验按

照以下步骤进行。

储备菌体悬浮液的制备：提前在 4 ℃冷却 1 mL菌
体复活液（来自试剂盒附带）。从-20 ℃取出细菌冻干

粉，将提前预冷的 1 mL菌体复活液迅速倒入冻干细

菌，轻轻晃动细菌冻干粉使其快速溶解。复苏的发光

细菌悬浮液作为储备悬浮液用于检测，储存在 4 ℃。

测试 悬 浮 液 的 制 备（参 照 Deltatox® user’s
manual〔10〕中 45% B-TOX毒性测试方法）：待储备菌

体悬浮液混合均匀（10 min以上），吸取 10 µL储备

悬浮液，500 µL的细菌复苏液和渗透压调节液中，

然后放入 15 ℃的金属浴温度调节模块中，平衡

5 min以上，用于后续测定。大批次连续试验时，可

将储备菌体悬浮液按照相同菌体浓度于 100 mL三

角瓶中稀释定容，4 ℃储存备用。

测试温度：测定温度需要保持在（15±0.3）℃。

所有的器皿和溶液测定前 1 h都需要保持在控温测

试室内。

测试样品稀释系列：样品的稀释系列见表 1，每
个测试组别设 2个平行样。

检测步骤：Microtox Model 500毒性测定仪预热

15 min，开始测定经过平衡的测试悬浮液的初始发

光强度（I0），迅速加入 1 000 µL处理好的样品和质

控液，摇匀测定完的试管继续放回 15 ℃的加热模块

中保温。分别测定反应时间为 15 min（I15）和 30 min
（I30）的样品发光强度，记录所有数据。

1.6 数据处理和分析

以15 min测试结果为例，30 min的测试结果以

表 1 样品稀释系列

Table 1 Sample dilution series
序号

1
2
3
4
5
6
7

测试组别

阴性质控组 a

阳性质控组 b

测试样组

测试样组

测试样组

测试样组

测试样组

稀释水平
D

2
2
2
4
8
16
32

样品稀释系列构成
（1 000 µL）

样品/µL
0
0

1 000
500
250
125
62.5

稀释液/µL
1 000
1 000
0
500
750
875
937.5

测试
悬浮液/µL
1 000
1 000
1 000
1 000
1 000
1 000
1 000

注：a—阴性质控液为样品稀释液（20 g/L的 NaCl溶液）；b—阳性质

控液为 ZnSO4·7H2O（10 mg/L），相当于 2.275 mg/L Zn2+。
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相同方式表示。

阴性质控组：I0为细菌的初始发光值，Ik15为细菌

与稀释液反应 15 min后发光值，Ik15/I0为校正系数，
-f
k15 为校正系数的平均值，有效性检验为均值

-f
k15 与

Ik15/I0的算术差除以均值
-f
k15来计算，平均偏差不超过

3%，检测有效。

阳性质控组和样品测试组：I0为细菌的初始发

光值，I15 为细菌与稀释液反应 15 min后发光值，

Ic15=I0×-f
k15，H 15=( Ic15-I15 ) /Ic15，Γ 15=-H 15 / (100--H 15 )，-H 15

为 H15的均值。

EC20和 EC50的计算：由已测定的样品污水所占

比例 ct和 Γt值，根据公式 lgct=b⋅ lgΓt+lga〔9〕，可得出

EC20和 EC50，当 Γt=0.25时对应 EC20时样品污水所占

比例，当Γt=1.00时对应 EC50时样品污水所占比例。

2 结果与讨论

阴性质控组的测试结果见表 2中 1~4号，
-f
k15 值

在 0.729~0.940之间，
-f
k30 值在 0.638~0.904之间，

-f
k15

和
-f
k30值均处于 0.6~1.8之间，数据为有效值，且均值

与平行测定值之间偏差在 ±0.820% 与 ±2.430% 之

间，均不超过 3%，检测有效。阳性质控组的测试结

果见表 2中 5号，阳性质控液为 ZnSO4·7H2O，质量浓

度为 10 mg/L，相当于 2.275 mg/L 锌离子，阳性质控

液接触 15 min或 30 min后引起的抑制作用为 20%~
80%，检测有效。

某煤化工企业污水处理厂进水和出水的检测结

果见表 3。
由表 3可知，1号和 2号样品在 15 min和 30 min

的测试结果趋于一致，菌群发光率损失较为稳定，进

水 毒 性 都 较 强 ，EC20-15 分 别 为 9.83% 和 10.86%，

EC50-15 分 别 为 19.20% 和 16.03%，EC20-30 分 别 为

7.76% 和 10.86%，EC50-30 分别为 15.05% 和 14.20%。

1号和 2号进水样品在经过 16倍以上的稀释后基本

达到无毒。3号和 4号出水样品在 4倍稀释后抑制

率 H15和 H30均呈负值，即细菌发光量出现增长现象。

R. GUERRA〔11〕在研究工业废水中发现 COD和

Microtox®细菌毒性之间存在显著的负相关。而 C.
V. ARAÚJO等〔1〕研究发现，工业污水进水 COD和细

菌毒性的实验结果之间没有明显的相关性，而出水

COD和细菌毒性实验结果有着很好的相关性。R.

BOLUDA等〔2〕在研究中发现，即样品的成分越复杂，

COD与高毒性之间相关性越差。杨尚源等〔12〕在对

市政污水处理厂废水的生物抑制毒性测试中发现，

废水中含有较高浓度难降解的挥发性有机物（VOC）
类物质生物抑制毒性明显。黄满红等〔13〕在对城市

污水处理厂的毒性检测中也发现，发光细菌的发光

抑制率与 lnCODnb 之间存在正相关，水样中的难降

解化学需氧量（CODnb）的比例可能是导致细菌毒性

的原因之一。本研究中，该化工企业污水处理厂同

批次样品进水 COD和 BOD5的浓度值见表 3。
根据 CODnb 的计算公式〔13〕，CODnb=COD-BOD5/

0.58，计 算 得 出 1 号 进 水 样 品 的 CODnb 为 101.28
mg/L，进水 CODnb/COD 为 58.54%；2号进水样品的

CODnb为 135.31 mg/L，进水 CODnb/COD为 65.68%。3
号出水样品的 CODnb为 12.59 mg/L，出水 CODnb/COD

表 2 阴性质控实验（1~4号）和阳性质控实验（5号）结果

Table 2 The results of negative control batch（No. 1 to No. 4）and positive control batch（No. 5）
批号

1
2
3
4

5

稀释水平 D

2
2
2
2

2

测试值

I0
101
97
101
98
90
87
95
98
I0

100
101

Ik15
94
92
73
72
78
74
73
72
I15

37
35

Ik30
93
86
66
61
71
67
66
66
I30

20
20

校正系数

Ik15/I0
0.931
0.948
0.723
0.735
0.867
0.851
0.768
0.735

校正值

Ic15
93.96
94.90

Ik30/I0
0.921
0.887
0.653
0.622
0.789
0.770
0.695
0.673

Ic30
90.37
91.27

均值
-f
k15

0.940
0.729
0.859
0.752

H15/%
60.62
63.12

-f
k30

0.904
0.638
0.780
0.684

H30/%
77.87
78.09

有效性检验

与均值
-f
k15的偏差/%
±0.945
±0.820
±0.937
±2.24
-H 15/%

61.9

与均值
-f
k30的偏差/%
±1.892
±2.430
±1.204
±1.55
-H 30/%

78.0
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为 15.73%；4号出水样品的 CODnb为 12.66 mg/L，出
水 CODnb/COD为 15.25%。对比该批样品的细菌毒

性结果可以发现，废污水的发光 细 菌 抑 制 率 与

CODnb/COD存在一定关系：1号和 2号进水样品中

CODnb所占进水总的 COD的比例高时，细菌毒性实

验的发光抑制率也高，即毒性越强；废污水的 CODnb
值低时，细菌毒性实验的发光抑制率相应低，甚至出

现细菌发光量增长的现象。

废污水中的污染物经污水处理厂处理后达到排

放标准后，生物毒性有较大程度的消减，毒性检测结

果细菌发光的衰减量非常小，经过校正系数计算后

抑制率 H15和 H30均呈负值，即细菌发光量出现增长

现象（见表 3中 3、4号批次样品）。处理后的出水引

起发光细菌发光量增加的现象，可能是出水中绝大

部分污染物被降解，还存在某些营养物质适合发光

细菌生长。R. BOLUDA等〔2〕曾报道，发光细菌法检

测农田收集的灌溉排水的富营养化的水时并不敏

感。细菌发光量增长也有可能是出水中的某种物质

引起的毒物兴奋效应（Hormesis）〔14-15〕。Kaili SHEN
等〔15〕在 研 究 中 发 现 低 浓 度 的 Cu2+和 Zn2+（低 于 1
mg/L）会明显增加细菌的发光量，本研究认为 Cu2+和
Zn2+本身就是细胞中一些酶活性的必须金属离子，

低浓度的 Cu2+和 Zn2+可能会刺激细胞的酶学反应系

统。对比某煤化工企业同批次样品检测数据，进出

水的 Cu2+质量浓度差异不大，为 0.009 mg/L左右，而

进出水的 Zn2+质量浓度均为<0.05 mg/L，该煤化工企

表 3 某煤化工企业污水处理厂进水、出水毒性检测和 COD、BOD5检测

Table 3 The luminescent bacteria toxicity，COD，BOD5 test results of the inletand outlet water of wastewater treatment plant of coal chemical enterprise
批号

1

2

3

4

稀释
水平 D

2
4
8
16
2
4
8
16
2
4
8
16
2
4
8
16

测试值

I0
96
94
94
95
95
94
92
93
92
92
94
90
95
94
100
93
95
99
89
88
94
91
85
92
94
90
90
91
89
88
94
94

I15
7
13
26
40
70
69
77
76
1
1
16
16
42
46
70
66
98
96
101
101
100
99
98
89
66
67
76
79
77
71
78
79

I30
4
8
18
27
61
62
64
68
0
0
7
7
26
33
62
58
96
94
97
98
94
89
93
82
53
54
69
71
70
63
74
69

Ic15

90.20
88.32
88.32
89.26
89.26
88.32
86.44
87.38
67.04
67.04
68.50
65.59
69.23
68.50
72.87
67.77
81.57
85.00
76.42
75.56
80.71
78.13
72.98
78.99
70.65
67.64
67.64
68.39
66.89
66.14
70.65
70.65

Ic30

86.75
84.95
84.95
85.85
85.85
84.95
83.14
84.04
58.69
58.69
59.97
57.42
60.61
59.97
63.80
59.33
74.05
77.17
69.38
68.60
73.27
70.93
66.26
71.71
64.31
61.57
61.57
62.25
60.89
60.20
64.31
64.31

-H 15/%

88.8
62.9
21.7
12.0
98.5
76.1
36.1
3.3
-16.5
-32.9
-25.3
-23.5
3.8
-13.9
-11.2
-11.1

-H 30/%

93.0
73.7
28.0
21.1
100
88.1
51.0
2.5
-25.7
-41.3
-26.9
-27.4
14.9
-13.1
-9.8
-11.2

Γ15

7.90
1.694
0.278
0.136
66.04
3.188
0.565
0.033 9
0.142
0.248
0.202
0.190
0.0390
0.122
0.101
0.100

Γ30

13.26
2.799
0.389
0.267
—

7.380
1.042
0.025 9
0.205
0.292
0.212
0.215
0.176
0.116
0.089 3
0.101

15 min结果

EC20-15/%

9.83

10.86

EC50-15/%

19.20

16.03

30 min结果

EC20-30/%

7.76

10.21

EC50-30/%

15.05

14.20

COD/
（mg·L-1）

173.0

206.0

80.0

83.0

BOD5/
（mg·L-1）

41.60

41.0

39.10

40.8

注：批号 1号、2号为污水处理厂进水样品，批号 3号、4号为污水处理厂处理达标后的出水样品。
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业废污水样品的 Cu2+和 Zn2+质量浓度不是造成出水

发光量增加的原因，影响细菌发光量增加的因素较

为复杂，需进一步深入研究。

3 结论

（1）某煤化工企业污水处理厂收集的进水具有

高毒性，但经过目前运行 A/O（前置反硝化）生化处

理+曝气生物滤池（BAF）工艺处理后，毒性有较大程

度的消减，出水无明显的综合毒性。

（2）废污水的 CODnb值高时，细菌毒性实验的发

光抑制率也高，废污水的 CODnb值低时，细菌毒性实

验的发光抑制率相应低，甚至出现细菌发光量增长

的现象。

（3）煤化工企业废污水成分复杂，不同工艺路线

产生的废污水特征污染物也各不相同，除急性毒性

外，还存在慢性毒性和基因性毒性等，不同生物对毒

性的耐受能力和毒素在体内的积累程度也不同。发

光细菌法属于急性毒性测试，虽存在一定的局限性，

但其快速、简便、高敏感性的优势可在企业污水处理

厂的日常排水急性毒性的检测和污染物超标预警中

发挥重要作用。
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