
书书书

第３１卷　 第５期
２０１２年　 　 ５月

环　 境　 化　 学
ＥＮＶＩＲＯＮＭＥＮＴＡＬ ＣＨＥＭＩＳＴＲＹ

Ｖｏｌ． ３１，Ｎｏ． ５
Ｍａｙ　 　 ２０１２

　 ２０１１年９月２１日收稿．
　 国家自然科学基金项目（２１１７７１０６）资助．
　 通讯联系人，Ｔｅｌ：０５７１８８９８２０５６；Ｅｍａｉｌ：ｚｊｙ＠ ｚｊｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

水体生态系统对不同浓度水平苯酚污染的急性毒性响应

张建英１，２，３　 丁腾达１，３ 　 梁璐怡２ 　 王凤平２ 　 陈　 瑾１，３

（１． 浙江大学环境科学研究所，杭州，３１００５８；　 ２． 浙江大学环境与资源实验教学中心，杭州，３１００５８；
３． 浙江省有机污染过程与控制重点实验室，杭州，３１００５８）

摘　 要　 针对浙江某地苯酚泄漏事件，结合实地监测和实验室研究，探索苯酚的水体污染化学行为对水体生
态系统的影响和急性毒性效应．本研究选取水生生态系统中明亮发光杆菌Ｔ３、优势藻四尾栅藻Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ
ｑｕａｄｒｉｃａｕｄａ以及模式鱼斑马鱼Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ为研究对象，探索水体中生产者、消费者及分解者等整个生态
系统对不同苯酚浓度胁迫下的生态响应．结果表明，水生生物对苯酚污染浓度的生态响应差异显著，虽然苯酚
对发光细菌、四尾栅藻及鱼体都具有一定的毒性影响，但四尾栅藻抑制率与苯酚浓度之间并没有良好的线性
关系．发光细菌的相对发光率与苯酚浓度的关系表明，０． ２—２５ ｍｇ·Ｌ －１苯酚浓度对水体会产生低毒作用，而
３０—１００ ｍｇ·Ｌ －１苯酚浓度对水体会产生中毒作用．苯酚对四尾栅藻的影响主要表现为光合作用的暗反应破
坏，高浓度苯酚处理组中四尾栅藻会将残余苯酚浓度作为自身碳源而短暂地促进其生长．斑马鱼在苯酚浓度
高于１５ ｍｇ·Ｌ －１时，会发生体重下降、死亡率上升、呼吸急促、游动迅速以及导致水质变坏等现象，并且在
１００ ｍｇ·Ｌ －１苯酚浓度处理下，鱼体内富集大量苯酚，通过食物链进而对人类健康产生影响．
关键词　 苯酚，明亮发光杆菌Ｔ３，四尾栅藻，斑马鱼，生态响应．

苯酚由羟基与苯环共价结合形成，其在大气和水体中浓度分别为４０ μｇ·Ｌ －１和１—８ ｍｇ·Ｌ －１时就能
被人体感知［１］，由于其具有较高的负电荷密度，能在水溶液中稳定存在［２］．苯酚的辛醇水分配系数为
１． ４６［１］，易富集于生物体有机质中，其富集量随着暴露浓度的升高而增大，鱼类暴露于１００ ｍｇ·Ｌ －１苯酚
下，５ ｄ后出现最大富集量１５６ μｇ·ｇ －１［３］．但其对水生生物的毒性危害也不容忽视，Ｓａｈａ等［４］研究表明
苯酚对鱼类的毒性主要是通过呼吸应激，２４ ｈ暴露观察发现鱼鳃盖的平均开合速率随着苯酚浓度升高
而加快．另外，微生物对维持水生态系统平衡起到重要作用，苯酚对微生物的毒性影响是水生生态系统
安全的重要参考依据．研究表明，高浓度苯酚（＞ ７５ ｍｇ·Ｌ －１）会导致四膜虫细胞形态、移动性和液泡收
缩活性发生改变［５］．藻类作为水体重要的初级生产者，对苯酚的耐受性会因其种类不同而有所不同，其
中绿藻对苯酚的耐毒性较高［６］．苯酚对藻类的毒性主要表现在对其光合作用和呼吸作用的抑制
效应［７８］．

本文结合浙江某地苯酚泄漏事件，利用半静态实验方法，研究苯酚在新安江水体中的污染化学行为
以及其对细菌、藻类及鱼类等构成的整个水生生态系统的影响，探索化学品泄漏的水体生物健康风险评
估方法．

１　 材料与方法
１． １　 研究区域

浙江某地苯酚泄漏区段河流，水质在１９９１—２０００年整个河段水质均达到或优于地表水Ⅱ类标
准［９］．水生生物种类丰富，包括绿藻门、硅藻门、蓝藻门和裸藻门的４０余种藻类以及原生动物、轮虫、枝
角类、桡足类２８属等４３种浮游动物［１０１１］．
１． ２　 模拟苯酚废水配制

采用苯酚（分析纯，中国国药集团化学试剂有限公司），配制含０． １、０． ２、０． ３、０． ４、０． ５、１． ０、２． ０、



　 ５期 张建英等：水体生态系统对不同浓度水平苯酚污染的急性毒性响应 ７１５　　

３ ０、４． ０、５． ０、１０． ０、１５． ０、２０． ０、２５． ０、３０． ０、３５． ０、１００． ０ ｍｇ·Ｌ －１苯酚模拟废水，进行半静态实验．
１． ３　 微生物培养

明亮发光杆菌Ｔ３小种由中国科学院南京土壤研究所提供，活化后即可使用．四尾栅藻购买于中国
科学院武汉水生生物研究所，室温下在ＢＧ１１培养基中进行生长．斑马鱼为浙江大学生命科学院所
培育．
１． ４　 分析方法

发光细菌相对发光率、藻类生物量和鱼类生长量在试验期间内分别采用ＧＢ ／ Ｔ １５４４１—１９９５《水质
急性毒性的测定发光细菌法》、ＧＢ ／ Ｔ ２１８０５—２００８《化学品藻类生长抑制试验》等方法测定，其中鱼体
内苯酚含量测定参照水产行业标准（ＳＣ ／ Ｔ ３０３１—２００６）．鱼类体重和水体溶解氧每２４ ｈ测定１次，苯酚
浓度利用分光光度法测定．

２　 结果与讨论
２． １　 发光细菌在水体不同苯酚浓度水平下相对发光率的变化

基于发光细菌的相对发光度与水样毒性组分总浓度之间呈现显著的负相关（Ｐ ＜ ０． ０５），图１表示
了发光细菌相对发光率与水体苯酚浓度之间的关系，并根据发光细菌急性毒性试验评价标准（表１），对
系列浓度的苯酚溶液下水体毒性进行判定．可以发现，随着苯酚浓度的增高，发光细菌的相对发光率逐
渐下降，表明苯酚能对水体产生显著的毒性效应．浓度在０． １ ｍｇ·Ｌ －１以下的苯酚溶液，其相对发光率Ｌ
大于９０％，毒性级别为无毒，说明该微浓度苯酚溶液可能不会对发光细菌的呼吸、生长以及新陈代谢产
生影响，其中浓度在０． ００５ ｍｇ·Ｌ －１以下的处理组中细菌相对发光率Ｌ大于１００％，可能是由于检测周期
内发光细菌的发光强度存在自然变化以及不可避免的误差造成的．随着苯酚浓度上升至０． ２—
２５ ｍｇ·Ｌ －１时，其相对发光率Ｌ在７０％—９０％的范围内，毒性级别为低毒，而当苯酚浓度为３０—
１００ ｍｇ·Ｌ －１，其相对发光率Ｌ在５０％—７０％的范围内，判定毒性级别为中毒．

表２比较本研究结果与其它研究结果之间的差异，发现不同的供试菌种对苯酚的敏感性不同且不
同的反应时间和反应体系也会造成结果差异，表明水体受苯酚污染时，对水体的毒性大小会因水体中细
菌种类的不同而有所差别．

图１　 苯酚浓度与水体发光细菌相对发光率之间的关系
Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｈｅｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｕｍｉｎｏｓｉｔｙ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ Ｐ． ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｕｍ

表１　 发光细菌急性毒性试验评价标准
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ Ｐ． ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｕｍ

等级 相对发光率Ｌ ／ ％ 毒性级别
０ Ｌ ＞ ９０ 无毒
Ⅰ ７０ ＜ Ｌ≤９０ 低毒
Ⅱ ５０ ＜ Ｌ≤７０ 中毒
Ⅲ ３０ ＜ Ｌ≤５０ 重毒
Ⅳ ０ ＜ Ｌ≤３０ 高毒
Ⅴ Ｌ ＝ ０ 剧毒
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表２　 苯酚在不同供试菌种及不同反应条件下的毒性差异
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｓｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

苯酚浓度
／（ｍｇ·Ｌ －１） 供试菌种 相对发光率

／ ％
反应条件 参考文献

１００ 明亮发光杆菌Ｔ３ ５１． １３ １０ μＬ菌液＋ ２ ｍＬ待测液，反应１５ ｍｉｎ 本研究
３００ 明亮发光杆菌５０２ ５２． ９ １００ μＬ菌液＋ ９００ μＬ待测液，反应１５ ｍｉｎ 马勇等［１２］
８３． ６５ ５０２海水发光细菌 ５０ １０ μＬ菌液＋ ２ ｍＬ待测液，反应２０ ｍｉｎ 李娟英等［１３］

２． ２　 不同浓度苯酚污染下藻类生长效应
通过发光细菌相对发光率与苯酚浓度之间的关系分析可知，本研究苯酚浓度范围内对水体的确产

生了毒性作用，四尾栅藻作为新安江水体中优势藻种以及重要水体生产者，是研究苯酚对新安江水体毒
性的重要对象．表３表示了四尾栅藻在７２ ｈ暴露实验中，其生长率与苯酚浓度之间的关系．研究表明，
低浓度苯酚（＜ １ ｍｇ·Ｌ －１）在４８ ｈ内对四尾栅藻基本上没有任何毒害作用，高浓度苯酚对四尾栅藻的
生长呈现低毒害作用．而暴露７２ ｈ后，各处理组中四尾栅藻的生长率都受到一定的抑制，表现低毒或中
毒作用．

表３　 不同苯酚浓度污染下四尾栅藻７２ ｈ内的生长率
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ （％）ｏｆ Ｓ． ｑｕａｄｒｉｃａｕｄａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｅｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ７２ ｈ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ

苯酚浓度
／（ｍｇ·Ｌ －１）

细胞浓度（× １０４）／（个·ｍＬ －１）
２４ ｈ 生长率／ ％

细胞浓度（× １０４）／（个·ｍＬ －１）
４８ ｈ 生长率／ ％

细胞浓度（× １０４）／（个·ｍＬ －１）
７２ ｈ 生长率／ ％

对照 ３３． ３ １００ ４３． ３ １００ ６１． ７ １００

０． １ ４３． ３ １３０ ３８． ３ ８９ ４１． ７ ６８

０． ２ ２３． ３ ７０ ４０ ９３ ２８． ３ ４６

０． ３ ３１． ７ ９６ ３８． ３ ８９ ４１． ７ ６８

０． ４ ３３． ３ １００ ４０ ９３ ５１． ７ ８４

０． ５ ３１． ７ ９６ ２６． ７ ６２ ３０ ４９

１ ３１． ７ ９６ ４３． ３ １００ ３８． ３ ６２

２ ３６． ７ １１１ ３１． ７ ７４ ３０ ４９

３ ２８． ３ ８５ ３８． ３ ８９ ３１． ７ ５２

４ ３０ ９０ ３８． ３ ８９ ３３． ３ ５４

５ ２５ ７５ ４３． ３ １００ ３６． ７ ６０

１０ ２６． ７ ８１ ４６． ７ １０８ ４０ ６５

１５ ２５ ７５ ４３． ３ １００ ４０ ６５

２０ １６． ７ ５１ ４０ ９３ ４５ ７３

２５ ２３． ３ ７０ ３６． ７ ８５ ３３． ３ ５４

３０ ３１． ７ ９６ ２３． ３ ５４ ３０ ４９

３５ １８． ３ ５５ ３５ ８１ ２５ ４１

１００ ２３． ３ ７０ １１． ７ ２７ ３８． ３ ６２

图２分别表示了高浓度（＞ ５ ｍｇ·Ｌ －１）和低浓度（＜ ５ ｍｇ·Ｌ －１）苯酚对四尾栅藻生长的影响，暴露
７２ ｈ后，可以发现低浓度苯酚对四尾栅藻生物量有一定的毒性影响，但二者之间没有显著的相关性；而
高浓度苯酚在暴露７２ ｈ后四尾栅藻生物量反而增加，可能是由于四尾栅藻将残余的苯酚作为自身的碳
源而促进其生长，相关性分析也表明藻类生长率与高浓度苯酚之间具有良好的相关性（ｒ２ ＝ ０． ６５０）．这
表明了在该实验苯酚浓度（１００ ｍｇ·Ｌ －１）范围内可能阻碍四尾栅藻光合作用中暗反应的发生，但高浓度
苯酚处理组中，残余苯酚浓度可能被四尾栅藻当作碳源而短暂地促进其生长．
２． ３　 苯酚对鱼类的生态效应

图３是苯酚浓度与暴露９６ ｈ后斑马鱼的死亡率之间的关系，二者之间呈现显著的线性关系．随着
苯酚浓度的增大，斑马鱼的死亡率增大．苯酚浓度与鱼类在水体中的活动行为也有明显的关系，
１００ ｍｇ·Ｌ －１苯酚处理组中，鱼在水体表面剧烈的窜动，数分钟后投入的斑马鱼全部死亡；苯酚含量为
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２０、２５、３０及３５ ｍｇ·Ｌ －１的水体中，斑马鱼在初次投入时和每次换水后，鱼群聚集于水体表面，游动剧烈，
有部分鱼窜出水面，呼吸急促；苯酚含量为１０． ０、１５． ０ ｍｇ·Ｌ －１的水体，每次换水后，斑马鱼在水体的表
面迅速游动；而当苯酚含量为０． １、０． ５、１． ０、３． ０ ｍｇ·Ｌ －１的水体中，斑马鱼放入后无明显的刺激反应，鱼
群均匀地分布于水体的上中下水层，游动自然．这表明高浓度（浓度≥１０ ｍｇ·Ｌ －１）的苯酚水体对斑马鱼
的刺激效应明显，斑马鱼在水中的活动受到较大的影响，而低浓度（浓度＜ １０ ｍｇ·Ｌ －１）的苯酚水体对斑
马鱼在水中的活动无明显影响．

图２　 四尾栅藻（Ｓ． ｑｕａｄｒｉｃａｕｄａ）在０． １—１００ ｍｇ·Ｌ －１系列浓度苯酚暴露下的生长抑制效应
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｔ ０． １—１００ ｍｇ·Ｌ －１ ｏｎ Ｓ． ｑｕａｄｒｉｃａｕｄａ

图３　 暴露９６ ｈ后斑马鱼死亡率与苯酚浓度之间关系
Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ９６ ｈ ｅｘｐｏｓｕｒｅ

另外，试验过程中还发现苯酚浓度与水体水质好坏也有很大关系，培养斑马鱼２４ ｈ后，苯酚浓度大
于１５ ｍｇ·Ｌ －１的水体明显变得浑浊，３５ ｍｇ·Ｌ －１的水体浑浊现象特别明显，水体中有大量粘稠的乳白色絮
状物，且水底有大量的排泄物存在；而低浓度的苯酚水体较为清澈，无明显浑浊，且水底只有少量的排泄
物．这表明，高浓度（浓度≥１５ ｍｇ·Ｌ －１）的苯酚水体会刺激斑马鱼的皮肤，使其分泌大量的粘液来缓减
苯酚的刺激作用，同时也会加快自身的代谢作用，以适应不利环境．

为了进一步研究苯酚浓度对斑马鱼生长的影响，通过斑马鱼的体重变化来观察苯酚对斑马鱼的生
长效应（图４）．经过１２０ ｈ的培育后，发现苯酚浓度与斑马鱼平均体重之间呈现线性下降的关系，苯酚浓
度为１５ ｍｇ·Ｌ －１的水体中，斑马鱼体重开始下降（初始体重为（０． ２９５ ± ０． １０）ｇ），并且随着水体中苯酚浓
度增高，斑马鱼体重下降加快，３５ ｍｇ·Ｌ －１处理组中的每条斑马鱼的体重约为初始体重的６３％左右，相
对于初始体重减少了０． １ ｇ左右，这表明了高浓度的苯酚水体中，斑马鱼的生长受到了很强的抑制，斑
马鱼进食少、代谢快共同导致了其体重减少．图５是３５ ｍｇ·Ｌ －１处理组中斑马鱼在不同培育时间的体重
变化．研究表明，在开始的７２ ｈ内斑马鱼体重减小幅度较大，可能是由于斑马鱼受到较高浓度苯酚的毒
性刺激后机体不能维持正常的生长过程导致的．

通过上述分析可知，水体中苯酚浓度高于１５ ｍｇ·Ｌ －１时，将会导致斑马鱼的正常生长发育发生障
碍，并且会导致水体水质变差．然而，研究表明苯酚易富集于生物体有机质中［１］，苯酚对鱼类生长的影响
可能不仅是由于对皮肤的刺激等作用，还会是其直接进入鱼体内使其某些内部器官内大量蓄积而导致
死亡．图６表明了鱼体内苯酚含量与苯酚浓度之间的关系，鱼体内苯酚含量会随着苯酚浓度的增高而变



７１８　　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３１卷

大，但二者之间并不呈现线性关系，１００ ｍｇ·Ｌ －１的试验组中鱼体的苯酚含量明显高于３５ ｍｇ·Ｌ －１试验组
（１０倍），说明了水体中苯酚浓度的升高，会导致其在鱼体中富集含量加快增长，通过食物链对人类产生
更大影响．

图４　 斑马鱼幼体在不同苯酚含量的
水体中培育１２０ ｈ后平均体重值

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ｉｎ ｗａｔｅｒｓ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌ ａｆｔｅｒ １２０ ｈ ｃｕｌｔｕｒｅ

图５　 苯酚浓度为３５ ｍｇ·Ｌ －１的水体中，
不同培育时间鱼的体重变化

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｉｓｈ ｗｅｉｇｈｔ ｗｉｔｈ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ ｉｎ

ｗａｔｅｒｓ ｃｏｎｔａｉｎｎｉｎｇ ３５ ｍｇ·Ｌ －１ ｐｈｅｎｏｌ

图６　 鱼体内富集的苯酚含量与苯酚浓度之间的关系
Ｆｉｇ． ６　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｆｉｓｈ

３　 结论
通过上述实验可以得到以下结论：（１）发光细菌的相对发光率随着苯酚浓度增大而增大，苯酚浓度

高于０． ２ ｍｇ·Ｌ －１时，水体就表现出毒性；（２）苯酚可能会阻碍四尾栅藻光合作用中的暗反应过程，但高
浓度苯酚处理下，四尾栅藻能将残余的苯酚作为自身碳源而暂时促进生长；（３）斑马鱼在苯酚浓度高于
１５ ｍｇ·Ｌ －１时，会发生体重下降、死亡率上升、呼吸急促、游动迅速以及导致水质变坏等现象，在
１００ ｍｇ·Ｌ －１苯酚浓度处理下，鱼体内富集大量苯酚，可能对人类健康产生影响．研究结果表明水生生态
系统中不同营养级生物对苯酚污染浓度存在不同响应，需要建立综合评价方法简明表达苯酚等化学品
的水生生态系统风险．
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