
第 � � 卷

� � � � 年

第 � 期

� 月

环 境 化 学
� � � �� �  �� � � � � � � � � �� � � �

� � �
�

� � �

� �
,
� �

�

�� � �

应用发光菌测定有机化合物的毒性
’

袁 星 郎佩珍

�东北师范大学环境科学 系
,

长春
, � � � � ! �

洪 晖 赵元慧 韩朔睽 王连生

�南京大学环境科学与工程系
,

南京
,

�� 。。。��

马 梅 王子健

�中国科学院生态环境研究中心
,

北京
,

�。。� � ��

摘

本文介绍了化合物对发光菌半效抑制发光强度的毒性测 定方法
,

测定了几十种芳烃

类化合物的毒性
,

发现不同取代基或取代位置的芳烃毒性不同
,

并且对发光菌的毒性与

对黑呆头鱼的毒性有相关性
·

关锐词
�

发光菌
,

芳烃
,

毒性测定
�

化合物种类的迅速增加
,

给环境造成越来越大的压力
,

目前 已有许多种生物实验方

法用于化合物的危险评价
�

利用发光菌作为指示生物的方法
,

是一种快速
、

简便
、

灵敏
、

廉价的新方法 �� 
�〕

,

并与其他水生生物测定的毒性数据有一定的相关性
,

因此
,

该方法对

有毒化学品的筛选和评价具有重要意义
,

也可作为评价环境污染物毒性的指标阁
�

�
�

原理

明亮发光杆菌 伊阪欢众犯如滚翻 神韶神少� �正常生活状态下
,

体内萤光素在有氧参与时
,

经萤光酶的作用会产生荧光
,

当受到外界因素的影响
,

如化合物的毒性作用时
,

发光减

弱
,

并呈线性相关闭
�
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�� �培养液
�

酵母浸出汁 �
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加蒸馏水至 �� �� �
,

�� 一 � 士 �
�

� � 如果加 �
�

�� 琼脂粉则制成固体斜面
�

��� 待侧化合物用 � � � � �� 溶液配成适当浓度
,

经超声波溶解
,

对于 �� ��
。

� � 的有

机物
,

先配成丙酮溶液
,

转入容量瓶
,

用氮气吹干
,

再加 �� � ��� 超声溶解并定容
,

均配

成有机物溶解度以下
�

�
�

� 菌种

明亮发光菌 � � 变种
,

购 自中科院南京土壤所微生物室
�

�
·

操作步 ,

�� � 菌种的培养

将冻干粉用 �
�

�� � � � � � � 悬浮
,

转入 ���� 培养液
,

�� ℃培养 � ��
,

或由保存的料面

菌种接到新斜面上
,

�� ℃ 培养 �� �
,

转接第二斜面
,

同样再转第三斜面上
,

� �� 培养后置

� ℃ 冰箱备用
�

挑取一接种环菌种接人内有 � �� �培养液的 � � ��� 三角瓶中
,

振荡培养 � ��

左右
,

为培养好的菌液
�

�
�

� 发光菌半数发光抑制浓度 ��
�。

的测定�’�

待侧化合物配成 � 个 以上的浓度等级
,

各取 ��� 加入具塞磨 口 比色管 �拟
�

�� �
,
�

�� � �
,

以 �� � � � � � � �作空白对照
,

各三个平行
�

将培养好的菌液 � � 一用 � � �� � � � � � � �

溶液稀释混匀
,

迅速取 �
�

�而 于各比色管中
,

加塞上下振摇 �� 次
,

去塞
,

于 �� � �� 或 � �� � 

用生物毒性测试仪侧定发光强度
�

或直接将冻干粉 �� � 加 �� � �� � �� �混匀
,

在 � � 下复

苏 � � ��
,

然后用 �� � � �� 稀释 �� 倍
,

�
�

�耐 菌液与 �
�

�� �试样液混合 � �� � 
,

测发光强

度
�

王子健
、

马梅等用此方法测定复 杂环境样品的毒性
,

也获得有意义的结果
�

�� 计算方法

记录样品管和对照管的发光强度
,

求
�

相对发光率 �
样品管发光强度
对照管发光强度

� � � ��

将浓度对数和相对发光率进行回 归分析
,

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 � � �� 值
�

�
�

实例介绍

��� 测定了十三种抓代芳烃对发光菌半数发光抑制浓度
,

其 �� � � �� 值列于表 �
�

��� 研究 �� 种硝基芳烃对发光菌的毒性
,

结果显示
,

测定 �� � � 和 � � � �� 的发光强

度
,

以 及用直线内插法或 回归方程计算的数值基本一致
,

并且取代基种类或取代位置不

同
,

其毒性不同
,

如表 � 所示
�

如含一个硝基的芳烃中
,

毒性顺序为
�

邻位
,

� � � � �� �

� � �

� � � � � � �
� �

间位
,

� � �

� � �
�

� �� � 叼� �
�

� � �� � � � ��
� � 对位
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比较 �� 种硝基芳烃对发光菌的 � �� �� ��
�� 值与文献中对黑呆头

鱼 。侧如“

�
� 的 �� , 值之间有较好的相关性

,

据此相关方程
,

以 �� 种硝基芳烃对发

光菌的 �� � 。

值
,

预测对黑呆头鱼的 优
沁值

,

结果与文献报导相近
�



� 期 袁星等
�

应用发光菌侧定有机化合物的毒性 � � �

农 � 抓代芳烃对发光菌的毒性 �
一

�� 此
� �

�曲触 � � � 幻� ��  
一

�� � � �� � �� 由� � 吐“由班触幻 饭盯欢拙 ��

矛、曲角� 应, 山� 户
泊户� �

�

化 合 物
一
�名 � � �� 化 合 物

一 �� ��“

�
。

� � 对
一

澳组苯

�
,

�
,

卜三姐甲苯

�
�

� 二扭甲笨

对
一

扭甲苯

对
一

硝基抓苯

间
一

硝基级苯

�
�

� �

�
。

碑�

�
。

� �

�
。

� �

�
。

� �

�
。

� �

���峨��
��� 

⋯
月,J,‘,月,

1
.

2
.

4

,

卜四级苯

1 ,

2

,

4

一

三妞苯
1 ,

2

,

李三扭苯

1
,

4

一

二饭苯
1 ,

3
一

二饭苯

l
,

2

一

二抓苯

姐苯

4
。

3
8

3

.

8 6

农 2 硝墓芳烃对发光菌的毒性数据 (15
~ Ec 动”

T 曲触 至 T o石d ty da ta of ar 侧比曰ti c 拍tr o--
COIn

po un 山 to

尸‘油角以血妇翻
.
户

招
户

~
”

化化 合 物 1. 1庄汇“ (.
月/ 1 ))) 化 合 物 l‘ l /EC

s。
(峨月/ l )))

硝硝基苯 3
.
2666 间

一

稍基澳苯 ,. 们们

邻邻
一

二硝基苯 5
.
8666 对

一

硝基澳苯 5. 9777

间间
一

二硝基苯 4
.
2666 邻

一

稍基苯胺 3
.
7111

对对
一

二硝基苯 5
.
8111 间

一

硝基苯玻 3
.
2111

间间
一

硝基甲苯 4
.
5111 对

”

稍基苯胺
,

3

.

9777

对对
一

硝基甲苯 3
.
9999 2

.
4一

二硝基笨胺 3
.
5111

222
.
4一

二硝基甲苯 4
.
““ 邻

一

梢基苯醉 3
.
5333

222 .6一

二硝基甲苯 4
.
2777 间

一

硝基苯姗 3. 3444

邻邻
一

峭基级苯 3
.
9777 对

一

稍基苯肠 3
.
7000

间间
一

硝塞级苯 3
.
8111 邻

一

稍基苯甲醚 3
.
5000

对对
一

硝基叙苯 3
.
9’’ 间

一

梢基苯甲曦 4. 1222

222
.
5一

二抓硝基笨 4
.
2222 对

一

稍基苯甲胜 5
.
3222

333 ,

4

一

二抓硝基苯 ‘
.
nnn , 梢基蔡 么 7999

222
.
4 一

二梢墓纽苯 5
.
588888
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.

注意事项

(1) 菌种需定期转接
,

斜面
、

菌液等避光保存
.

(2) 发光菌发光不太稳定
,

因时间
、

温度
、

菌量等的改变而变化
,

室温每改变 1℃

发光强度将改变 10 %
.

(3) 最好是使用对数生长期的菌液
,

发光强度大约 800-- 1200 读数之间
.

(4 ) 难溶
、

易光解
、

易挥发的化合物箫格外注意
.
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