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重组发光菌测试过程中对盐浓度要求低，因此可以

用于较清洁水样、废水等各种水体测试。但是部分水体

成分复杂且其他水质参数超出范围可能会对测试结果产

生影响，其中水样 pH[1-2]、水中余氯 [3] 可能会对重组发光

菌的活性造成影响，水样浊度 [4-5]、色度 [6] 可能会对荧光

测试造成影响，导致测试结果不可信。1

本文参考国际、国内相关发光细菌急性毒性检测标

准，采用重组发光菌测试，研究 pH、浊度、色度、余氯
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对测试结果影响及其预处理方法。

1.材料与方法

1.1 仪器设备

便携式综合毒性检测仪（GR8500A，杭州绿洁）。

1.2 试剂

重组发光菌 E.coli HB101 pUCD607（由华南师范大

学环境研究院提供）。

1.3 方法

1.3.1 重组发光菌的培养

LB 培养液 121℃高压灭菌 20 min，待培养液温度降

到 55℃时加入 10μl 卡那霉素（0.3 g/L）。
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将重组发光菌接种于 LB 培养液后 30℃，150rpm 振

荡培养 24 小时左右。培养结束后 9000rpm 离心 5 分钟弃

上清液，将菌体重新悬浮于 0.745% KCl 溶液中，通过调

节 KCl 溶液量将最终菌液发光强度调整至 200 万左右。

1.3.2  pH 对水样抑制率的影响

测试温度 25℃，按下述测试方法，研究 pH 对样品

抑制率影响。

a. 取 4ml 试管加入 1000μL 0.745%KCl 溶液，此作 A1

管；

b. 配 制 pH4.5 Cu2+ 水 样 溶 液， 再 以 10：1 比 例 加 入

8.2%KCl 溶液，浓度为 8mg/L、12mg/L、16mg/L、20mg/L、

24mg/L、28mg/L、32mg/L、36mg/L。

c. 对应取 B1-B9 九支 4ml 测试管，分别加入 500μL

复苏后菌液。

d. 立 即 从 A1 管 中 取 500μL 水 样 加 入 对 应 B1 管，

B2-B9 管中分别依次加入所配制的 Cu2+ 水样溶液，移液

枪混匀并计时，在 15min 时刻测定各支试管发光量 Ict、It。

e. 利用公式计算测试样品的抑制率 Ht：

t 100%ct t

ct

I IH
I
−

= ×  （1）

其中：Ict 空白的终止发光强度（t=15min）；

　　　It 样品的终止发光强度。

f. 将上述 Cu2+ 水样 pH 调节至与空白一致，并按照上

述方法测试其抑制率。

1.3.3 浊度对水样抑制率的影响

按照 1.3.2 中方法分别测试透明水样、入高岭土浑浊

水样、处理后水样的抑制率。

1.3.4 有颜色水样抑制率测试

采用双管校正法 [7] 对带有色度水样抑制率进行校正

测定。

①色度校正值 K 的确定

a. 取一 650μL 测试管（直径 6mm），将该管放进一

装有 640μL 稀释液的 4ml 管（直径 10mm）内。此作空白

组；

b. 另取一 650μL 测试管，放入另一装有 640μL 有色

待测样品液的 4ml 管内。此作样品组；

c. 于空白组和样品组小试管中同时加入160μ1复苏

菌液，分别测定空白组发光强度Ll、样品组发光强度L2。

d. 计算发光强度色度校正值 K=L2/L1；

②色度溶液抑制率测定

按照 1.3.2 中方法分别测试无色水样、加入色素水样

抑制率。利用校正值 K 对加入色素水样各组的 It 进行校

正，然后根据公式 1.3.2 中公式（1）计算各组的抑制率。

1.3.5 余氯对水样抑制率测定的影响

测试方法如下：

a. 取一 4ml 空试管加入 0.745% KCl 溶液，此作 A1 管；

b. 另取六支 4ml 测试管，分别加入 1000μL 0.005%、

0.01%、0.02%NaClO溶液及其除氯后样品。采用硫代硫酸

钠除氯，添加量为100份样本加1份1%浓度的硫代硫酸钠

溶液。再各加入100μL 8.2% KCl溶液，记作A2-A7管；

c. 取 B1-B7 七支 4ml 测试管，加入 500μL 复苏后菌

液；

d. 从 A 管中取 500μL 液体加入对应 B 管，加完后移

液枪混匀，开始计时，在 15min 时刻测定各支试管当前

发光量 Ict、It。

e. 根据公式（1）计算各组样品的抑制率。

2.结果与讨论

2.1  pH 对水样抑制率的影响

水样 pH 调节前后，重组发光菌测试 Cu2+ 浓度 - 抑制

率结果如表 1 所示。

表1　Cu2+ 浓度-抑制率

不调节水样 pH 调节水样 pH

Cu2+ 终浓度（mg/L） 4 6 8 10 12 14 16 18 4 6 8 10 12 14 16 18

15min 40% 43% 47% 53% 91% 94% 96% 98% 10% 19% 26% 54% 68% 80% 87% 94%

水样 pH 调整后，抑制率发生变化。若需测定包括

pH 影响在内的急性毒性，不应调节水样 pH；若测定排

除 pH 影响的急性毒性，须将水样和空白对照组调至同一

pH 值。水样若 pH 不在 6.0~8.0 范围内，如果样本的 pH 值

低于 6.0，用 NaOH 溶液将其 pH 值调整到 6.0。如果样本

的 pH 值高于 8.0，用 HCl 溶液将其 pH 值调整到 8.0[7]。

2.2 浊度对水样抑制率的影响

检测结果如表 2 所示，含毒性物质透明水样和处理

后水样抑制率一致，说明水样预处理过程不会造成溶解

性有毒物质的损失，浊度干扰会导致水样抑制率变大。

表2　浊度对有污染物水样抑制率检测影响

时间
透明

水样 1

浑浊

水样 1

处理后

水样 1

透明

水样 2

浑浊

水样 2

处理后

水样 2

15min 48% 60% 50% 53% 69% 49%
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高浑浊或者含有不沉淀颗粒物的样本会产生光吸收

或光散射现象，须将样本静置 1h 或离心、或过滤液进行

测试 [8]。

2.3 有颜色水样抑制率测试

分别用常用测试、双管校正法测试无色水样、有色

水样，结果如上表 3 中所示，色度会造成光损失，导致

水样抑制率变高，而双管校正法可以修正由色度造成的

光损失。

2.4 余氯对水样抑制率测定的影响

除氯前后水样抑制率测试结果如表 4 所示，余氯具

有杀菌作用，会导致水样的抑制率变大，除氯后影响基

本消失。若需测定包括氯在内的急性毒性，不应除氯，

直接进行检测。若需测定余氯以外的急性毒性，需提前

用硫代硫酸钠溶液去氯。

表4　不同含氯水样除氯前后抑制率变化

时间 0.005% 0.01% 0.02%
除氯

水样 1

除氯

水样 2

除氯

水样 3

15min 34% 54% 72% 1% 2% 1%

3.结束语

pH、浊度、色度、余氯等都会对水样抑制率的测定

产生干扰，但是通过 pH 调整、离心过滤、双管校正法、

硫代硫酸钠去余氯等前处理方法可以基本消除上述各种

因素的干扰。因此，为废水生物毒性测试提供了一种检

测与预处理方法。
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表3　色度对水样抑制率检测影响

无色水样 有色水样 双管校正法测试有色水样

时间 1 2 3 平均值 1 2 3 平均值 1 2 3 平均值

15min 58% 59% 60% 59% 64% 65% 64% 64.3% 58% 59% 62% 59.7%


