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摘　要：研究了5种酚类化合物对发光细菌毒性和活性污泥脱氢酶活性的抑制作用。结果表明�酚类化合物
对502海水发光细菌的毒性大小顺序为2�4－二氯苯酚＞对硝基苯酚＞邻甲基苯酚 ＞苯酚 ＞对氨基苯酚�对
应的ＥＣ50值分别为4．95、23．90、42．43、83．65和178．75ｍｇ／Ｌ。而对活性污泥脱氢酶活性抑制的大小顺序同
发光细菌毒性测定结果不太一致�毒性大小顺序为2�4－二氯苯酚＞邻甲基苯酚 ＞对氨基苯酚 ＞苯酚 ＞对硝
基苯酚�相应的ＥＣ50值分别为37、398、575、794和1333ｍｇ／Ｌ。两种毒性测定方法的ＥＣ50结果差异比较大�可
能和测定方法的特点有关。但仅仅根据单一的、高灵敏度的发光细菌毒性测定结果来调整废水处理工艺中的
各项参数而实现对水质的调控�可能会造成处理成本的大幅度地增加�因此根据两种或多种毒性测定方法
（其中包括以活性污泥为对象 ）的测定结果判定有机污染物的毒性更科学。
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　　发光细菌、大型藻类、鱼类等细菌和水生生
物被越来越多地用于水质毒性的测定 ［1］�但同营
养级或不同营养级的生物体对很多毒物的反应

可能不同。尤其对于污水处理厂�活性污泥作为
处理污染物的主体�其分解代谢污染物主要是靠
其体内的酶的参与而实现的�用上述细菌、藻类
或鱼类来表征水中有毒物质的毒性在很多情况

下可能会产生偏差 ［2］。在活性污泥中脱氢酶占
有重要的地位�因为有机物在生物体内的氧化往
往是通过脱氢来进行的。脱氢酶能使被氧化有
机质的氢原子活化并通过污泥的电子传递体系

（ＥｌｅｃｔｒｏｎＴｒａｎｓｐｏｒｔＳｙｓｔｅｍ�ＥＴＳ）传递给特定的受
氢体�由此通过脱氢酶活性便可间接指示活性污
泥的生物活性。用于检测污泥 ＥＴＳ活性的氧化
还原染料是氯化三苯基四氮唑 （2�3�5-
ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍＣｈｌｏｒｉｄｅ�ＴＴＣ）�它常作为一种
人工电子受体�在微生物电子传递体系的作用下
接受电子而被还原�并发生明显的颜色变化�无
色ＴＴＣ受氢后变为红色的三苯甲基 （ＴＦ）。ＴＦ的
生成量直接反映了ＥＴＳ的活性 ［3］。

由于酶是一类蛋白质�对废水中毒物的作用
非常敏感�污泥活性出现任何异常变化都可导致
三苯基甲脂 （Ｆｏｒｍａｚａｎ）生成速率及污泥 ＥＴＳ活
性的改变�有毒物质的存在会使ＥＴＳ活性降低并
影响活性污泥的生物活性 ［4］。酚是工业废水中
常见的有毒污染物�广泛存在于染料、煤气、焦
化、石油化工、制药及油漆等工业废水中。废水
生物处理很容易受到这一类化合物的攻击�这个
阶段的任何影响都会大大降低处理后的出水水

质。因此�通过测定脱氢酶活性的变化来评价工
业废水中苯酚的毒性�了解其对活性污泥生物活
性的影响规律�与发光细菌快速毒性测定结果进
行对照比较分析�可为活性污泥生物处理工艺的
合理设计和运行管理提供科学依据。
1　材料与方法
1．1　材料

实验所用502发光细菌冻干粉由华东师范
大学生物系朱文杰教授提供。

接种污泥取自城市污水处理厂Ａ2／Ｏ工艺的
Ａ段�在实验室进行短期间歇培养后进行实验�污
泥浓度约为4500ｍｇ／Ｌ�ｐＨ值在7．2左右。

1．2　方法
1．2．1　发光细菌毒性检测

毒性测定方法参照 ＧＢ／Ｔ15441-1995进行�
反应时间调整为20ｍｉｎ。
1．2．2　脱氢酶标准曲线的绘制

取0、20、40、60、80、100、120、140μｇＴＴＣ／ｍＬ
的系列标准溶液各1ｍＬ置于10ｍＬ的离心管
中�再加入2ｍＬＴｒｉｓ-ＨＣｌ缓冲液、1ｍＬ10％Ｎａ2Ｓ
溶液和1ｍＬ蒸馏水。将上述离心管置于37℃
恒温水浴振荡仪中振荡反应 30ｍｉｎ�然后加入
0．5ｍＬ甲醛和5ｍＬ萃取剂 （80％丙酮 ）�在37℃
恒温水浴振荡仪振荡10ｍｉｎ�萃取完毕后在4000
ｒ／ｍｉｎ下离心5ｍｉｎ�取上清液于分光光度计485
ｎｍ处读取吸光度。
1．2．3　活性污泥脱氢酶的测定

样品预处理：实验进行之前�污泥样品先曝
气24ｈ�以保证所有外源基质被耗尽�然后从中
取出适量的污泥混合液�用蒸馏水洗涤2次后加
水稀释�污泥浓度控制在2000ｍｇ／Ｌ左右。从稀
释后的污泥中取出一系列体积为50ｍＬ的污泥
混合液�并同时测定这些污泥样品的初始ＥＴＳ活
性。为消除ｐＨ对实验结果的影响�用磷酸盐缓
冲溶液将样品ｐＨ值调节为7．2。根据预实验确
定的酚类化合物的浓度梯度�向这些样品中加入
不同量的酚类化合物�并保持污泥混合液总体积
不变。将样品置于振荡仪上振荡2ｈ后�测定抑
制后的ＥＴＳ活性。本研究均采用3次平行样品
测定。

污泥ＥＴＳ活性的测定：取1ｍＬ污泥混合液
置于10ｍＬ的离心管中�并依次加入2ｍＬＴｒｉｓ-
ＨＣｌ缓冲溶液、0．5ｍＬ0．1ｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液和
0．5ｍＬ0．4％ ＴＴＣ溶液�迅速将制备好的样品放
置于37℃恒温水浴振荡仪中振荡反应2ｈ�然后
加入0．5ｍＬ甲醛终止反应�离心5ｍｉｎ后去除上
清液�加入5ｍＬ萃取剂 （80％丙酮 ）�在37℃恒
温水浴振荡仪中振荡10ｍｉｎ�萃取完毕后再离心
5ｍｉｎ（上述离心均在4000ｒ／ｍｉｎ下完成 ）�取上
清液于分光光度计485ｎｍ处读取吸光度。经离
心的沉淀污泥在 （105±1）℃下烘干2ｈ后测干
重。

ＥＴＳｔ活性的计算公式
［5］如下：

ＥＴＳｔ＝Ｄ485ＶｋｔＷｔ （1）
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式中：ＥＴＳｔ为 ＥＴＳ活性 ［μｇ／（ｍｇ·ｈ） ］�Ｄ485为波
长485ｎｍ处的上清液吸光度�Ｖ为萃取剂体积
（ｍＬ）�ｋｔ为标准曲线斜率�Ｗ为污泥干重 （ｍｇ）�ｔ
为培养时间 （ｈ）。
1．2．4　数据处理

为定量描述有毒物质对脱氢酶活性的影响�
其ＥＣ50值通常用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程来描述

［6］�酚类化
合物的浓度与 ＴＦ的浓度关系用下式来表示�实
验数据用Ｏｒｉｇｉｎ6．0软件进行处理。

ｙ＝ ｋ

1＋ ｘ
ｘ0

ｂ （2）

式中：ｘ为有毒物质的浓度 （ｍｇ／Ｌ）；ｙ为生成的
ＴＦ的浓度 （μｇ／ｍＬ）；ｘ0为 ＥＣ50值；ｋ值的含义是

当ｘ＝0时ｙ的值�即未加有毒物质时的空白对照
组的ＴＦ值；ｂ为经验系数。
2　结果与讨论
2．1　酚类化合物对发光细菌的毒性

对5种酚类化合物�包括苯酚 （Ｐｈｅｎｏｌ）�
2�4－二氯苯酚 （2�4-Ｄｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ或 2�4-
ＤＣＰ）�邻甲基苯酚 （Ｏ-ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｏｌ）�对氨基苯
酚 （Ｐ-ａｍｉｎｏｐｈｅｎｏｌ）�对硝基苯酚 （Ｐ-ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ）
进行了发光细菌的急性毒性实验�将受试化合物
的对数浓度和发光细菌抑制率进行回归分析�得
出剂量－效应回归方程如表1所示。

表1　酚类化合物与发光菌的剂量－效应回归分析
Ｆｉｇ．1　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｄｏｓｅ-ｅｆｆｅｃｔｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

受试化合物 回归方程 Ｒ ＥＣ50（ｍｇ／Ｌ） ＥＣ50Ｈｇ2＋值 （ｍｇ／Ｌ）∗
2�4-二氯苯酚 ｙ＝－60．8ｘ＋92．2 0．98 4．95 0．047
对硝基苯酚 ｙ＝－79．1ｘ＋159 0．99 23．90 0．053
邻甲基苯酚 ｙ＝－64．4ｘ＋154．8 0．99 42．43 0．059
苯酚 ｙ＝－60．8ｘ＋166．8 0．99 83．65 0．055
对氨基苯酚 ｙ＝－100．7ｘ＋276．8 0．98 178．75 0．056

　注：∗是指发光细菌的发光抑制率为50％时对应的Ｈｇ2＋的浓度。

　　由表 1可知�发光细菌的抑制率 （5％ ～
95％ ）和酚类化合物的对数浓度有明显的相关关
系�即发光细菌的相对发光度随化合物浓度的增
大而减小。在给定化合物浓度的情况下�可以根
据化合物的剂量 －效应回归方程计算发光细菌
的抑制率。5种酚类化合物的 ＥＣ50值差别较大�
根据ＥＣ50值可以判定�上述5种酚类化合物的毒
性大小顺序为2�4－二氯苯酚＞对硝基苯酚＞邻
甲基苯酚＞苯酚＞对氨基苯酚。而 Ｈｇ2＋抑制发
光细菌发光率的ＥＣ50值在0．05ｍｇ／Ｌ左右。
2．2　酚类化合物对脱氢酶的毒性
2．2．1　ＴＴＣ标准曲线的绘制

用ＴＴＣ作为人工受氢体�将ＴＴＣ浓度和吸光
度的相关数据进行现行回归�所得标准曲线如图
1所示。

由图1可知�ＴＴＣ浓度与485ｎｍ处的吸光
度之间存在显著线性关系�且具有良好的相关
性。因此通过485ｎｍ处某一已知的吸光度准确
计算ＴＦ的生成量是可行的。

图1　ＴＴＣ标准曲线
Ｆｉｇ．1　ＴＴＣｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

2．2．2　酚类化合物对污泥ＥＴＳ活性的影响
图2是利用本文中的方法得到的上述5种酚

类化合物对 ＥＴＳ活性抑制的实验结果。图中不
同形状的点代表实测实验数据�光滑曲线是根据
1．2．3中的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程进行数据模拟的结果。

从图2可知�由于官能团的不同�5种酚类化
合物对活性污泥的抑制能力不同 ［7］。根据
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程模拟结果 （见表2）可知2�4－二氯苯
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酚、邻甲基苯酚、对氨基苯酚、苯酚和对硝基苯酚
的ＥＣ50分别为37、398、575、794和1333ｍｇ／Ｌ。
上述5种酚类化合物对活性污泥脱氢酶活性的
抑制程度由大到小的顺序为：2�4－二氯苯酚 ＞
邻甲基苯酚＞对氨基苯酚＞苯酚＞对硝基苯酚�
毒性大小和毒性强度与发光细菌的研究结果不

太一致。由表1、表2可知两种毒性测定方法测
定酚类化合物的毒性结果差别比较大�ＥＣ50值的
差异如图3所示�在一个甚至两个数量级�究其
原因可能和两种方法本身的特点及测定条件有

关。发光细菌发光的基本原理可以用下式表
示 ［8］： 图2　酚类化合物对ＴＦ生成量的影响

Ｆｉｇ．2　ＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｐｈｅｎｏｌｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｎＴＦ

表2　酚类化合物与脱氢酶活性的剂量－效应ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归方程
Ｔａｂ．2　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｄｏｓｅ-ｅｆｆｅｃｔｌｏｇｉｓｔｉｃｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

化合物 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程
Ｋ

数值 误差

Ｘ0或 ＥＣ50（ｍｇ／Ｌ）
数值 误差

ｂ

数值 误差

2�4－二氯苯酚 ｙ＝ 315
1＋ ｘ

37
1．98 315 12 37 3 1．98 0．10

邻甲基苯酚
ｙ＝ 313
1＋ ｘ

398
2．12 313 16 398 59 2．12 0．56

对氨基苯酚
ｙ＝ 307
1＋ ｘ

575
2．26 307 12 575 40 2．26 0．24

苯酚
ｙ＝ 309
1＋ ｘ

794
2．31 309 16 794 58 2．31 0．16

对硝基苯酚
ｙ＝ 276
1＋ ｘ

1333
3．70 276 14 1333 52 3．70 0．54

Ｈｇ2＋［9］ ｙ＝ 144
1＋ ｘ

3．19
5．67 144 8．32 3．19 0．17 5．67 1．51

　　ＦＭＮＨ2＋Ｏ2＋ＲＣＨＯ 细菌荧光酶
ＲＣＯＯＨ＋

ＦＭＮ＋Ｈ2Ｏ＋ｈｖ（光 ）
其中�细菌荧光酶可以被看做是一种单加氧酶�
使还原型黄素单核苷酸 （ＦＭＮＨ）及长链脂肪醛
（ＲＣＨＯ）分别各接受一个氧原子氧化成黄素单核
苷酸 （ＦＭＮ）及相应的长链脂肪酸。细菌发光参
与的是细菌呼吸的一个侧支�与细菌的代谢密切
相关�任何能影响细菌代谢的因素�均可影响到
细菌的发光。因此发光细菌对毒物的反应非常
灵敏。Ｈｇ2＋抑制脱氢酶活性的 ＥＣ50值为 3．19
ｍｇ／Ｌ�而用发光细菌测定的 ＥＣ50值为0．05ｍｇ／
Ｌ�和发光细菌毒性测定结果相比�采用活性污泥
脱氢酶活性变化来反映污染物的毒性�灵敏度确
实有些偏低�这可能和污染物在活性污泥絮体表

面及内部的吸附作用有关�同时污泥絮体内存在
的丰富的微生物对有机污染物的降解作用可能

也会对其毒性测定结果产生影响。

图3　两种方法毒性测定结果比较
Ｆｉｇ．3　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓｔｏｘｉｃｉｔｙ
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Ｃｒｏｎｉｎ等 ［10］和Ｋａｉｓｅｒ等 ［11］的研究结果也表
明�发光细菌作为判别污水处理厂中有毒污染物
毒性的指示生物�其反应太过敏感�使用发光细
菌毒性测定方法来筛选大批量样品中可能有问

题的样品是可行的�如果单单根据发光细菌的测
试结果调整污水处理系统的水力停留时间、泥
龄、混合液回流比等工艺参数来实现对系统出水
水质的控制�可能会导致废水处理成本无谓的大
幅度增加。因此为了更准确地判定污水处理厂
中有机污染物的毒性�至少应该以活性污泥为对
象做一组毒性实验�而不能以发光细菌的毒性测
定结果作为唯一的判定依据 ［12］。虽然脱氢酶活
性对文中5种酚类化合物较低的灵敏度限制了
其在实际生产中的应用�但是为了探明有毒持久
性有机污染物的生物降解性能�脱氢酶活性对其
他有毒污染物灵敏性的研究还有待进一步的研

究�该生物毒性测定方法的进一步优化和改进工
作也有待进一步提高�这对于其他生物毒性测定
方法的优化和开展具有现实指导意义。
3　结论

5种酚类化合物对502海水发光细菌的毒性
大小顺序为2�4－二氯苯酚＞对硝基苯酚＞邻甲
基苯酚＞苯酚＞对氨基苯酚�对应的ＥＣ50值分别
为4．95、23．90、42．43、83．65和 178．75ｍｇ／Ｌ。
但对活性污泥脱氢酶活性抑制的灵敏度相对较

低�其毒性大小顺序为2�4－二氯苯酚 ＞邻甲基
苯酚＞对氨基苯酚＞苯酚＞对硝基苯酚�对应的
ＥＣ50值分别为37、398、575、794和1333ｍｇ／Ｌ。

两种毒性测定方法的ＥＣ50结果差异比较大�
可能和各自的测定方法有关�但单一的、高灵敏
度发光细菌毒性测定方法不适宜作为判定生物

处理工艺中有机污染物毒性的唯一依据�可能根
据两种或多种毒性测定方法 （其中包括以活性污
泥为对象 ）的测定结果判定有机污染物的毒性更
科学。
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