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饮用水及相关材料的安全评价技术

石艳玲, 郑广宏, 王磊, 周琪

摘要: 饮用水中化学物质逐渐增多 , 对人体健康和生态环境造成了日益严重的危害 , 因此 , 其安全评价具有重要意义。

由于饮用水中化学物质具有种类繁多 , 浓度极低的特点 , 单一的理化指标无法反映水体中各类物质的协同效应。传统的生

物试验法 , 如鱼类试验和蚤类试验 , 因灵敏度较低 , 达不到检测痕量化学物质的要求。近年来兴起的一些基于分子水平和

细胞水平的方法 , 如发光细菌法和遗传毒性法 , 被广泛用于饮用水及相关材料( 浸泡液) 毒性物质的检测 , 但存在一定的问

题。笔者系统地介绍了现有饮用水及相关材料安全评价技术的原理、过程和应用 , 分析了各种检测方法的优点和不足 , 提

出发展依据细胞形态变化的 Vero 细胞培养法 , 以建立一种广谱、可靠、灵敏、简单易行的综合测试技术。
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Abstract: An increasing number of chemicals were found in drinking water recent years which gradually produce the adverse
effects on human health and the environment. Therefore, safety evaluation plays an important role in the process. The advance in
safety evaluation of drinking water and products for use in contact with water (their lixivium), introducing their principles,
procedures and practical applications, were systematically reviewed in this paper. Comparison analysis was made to indicate the
advantages and problems of the existing methods, to suggest a broad-spectrum, reliable, sensitive and applicable method for safety
evaluation of drinking water in the future.
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随着工业化进程的加速 , 新的化学物质和人工合成材料日

益增多。化学物质在生产、运输和使用过程中将不可避免地进入

饮用水源 , 而各种新材料在饮用水行业的使用( 如容器 , 连接器、

管道等) 也可能造成其中微量化学物质的溶出 , 这些因素造成目

前饮用水中化学物质种类不断增多。有报道指出 , 目前饮用水中

可 检 出 的 有 机 污 染 物 达 2 221 种 [1], 其 中 , 许 多 具 有 “三 致 ”( 致

癌、致畸和致突变) 作用 , 对人体健康造成严重威胁。因此 , 饮用

水的安全评价对人类健康具有重要意义。就目前的发展状况而

言 , 饮用水的安全评价技术主要可分为理化指标分析法和生物

毒性评价法。由于饮用水中的化学物质通常浓度极低 ( 一般为

μg/L～ng/L 级) [2], 因此 , 对检测手段和分析方法提出了很高的要

求。尽管仪器法的发展使饮用水中微量物质的检测变得更加方

便、快速 , 但检测成本偏高 , 并且由于水中各种化学物质之间的

协同作用 , 单一的理化指标无法反映饮用水的综合毒性。传统的

生物试验法 ( 如鱼类、藻类试验法 ) 可以检测水体的长期和综合

毒性 , 但其灵敏度较低、所需时间长 , 不适于饮用水的安全评价。

从 20 世纪 80 年代以来 , 随着现代生物技术的快速发展 , 生物体

( 特别是微生物) 中一些分子与细胞水平的变化被用作衡量水体

安全的指标 , 并以此为基础建立了一些快速、灵敏的检测和评价

水体生物毒性的技术。笔者系统地介绍了相关评价技术的原理

与过程 , 分析了各种方法的优点与存在的问题 , 并提出了饮用水

及其相关材料综合安全评价的发展方向。

1 理化指标分析法

1.1 单一指标法

单一指标法是通过物理、化学及仪器的方法来检测饮用水

中存在的各种化学物质 , 当检测出的某类化学污染物的浓度超

过规定的阈值时 , 可根据其超出量的多少来评价水体是否对人
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体有影响或危害 , 及危害作用的大小。而阈值一般通过流行病学

或毒理学的方法确定。因此 , 单一指标法依赖于分析技术和医

学、毒理学的发展。近年来 , 由于各种色谱新技术的出现和色谱-

质谱联用分析技术的发展 , 能同时对污染物进行分离、定性和定

量检测 [3], 单一指标法成 为 各 国 评 价 饮 用 水 安 全 所 采 用 的 主 要

方法。

随着饮用水中可检测到的化学物质日益增多 , 对每种具体

污染物制定相应的标准检测方法和独立评价方法不仅费时、费

力 , 而且由于多种化学物质之间存在加合、协同等作用 , 即使每

种化学物质都在其安全浓度范围内 , 也可能对人体健康造成危

害。为此 , 美国环境保护署( EPA) 提出了多污染物分析方法。

1.2 EPA 多污染物分析方法

1985 年 , EPA 提出多污染物分析方法 , 用以评价自来水中

有机污染物对人体健康的危害程度。这种方法需要收集大量文

献及试验数据 , 分别制订多种化合物的标准值 , 从而为评价各种

污染物的综合影响提供统一依据。

该方法本质上是一种等标负荷法 , 它假设污染物的危害程

度与其浓度呈线性关系 , 所有化合物只要环境影响度 ( AS) 相

同 , 则对人体和生态环境的潜在危害也相同。环境影响度是水样

中污染物的实际浓度与水环境的环境目标值 ( AMEG) 之 比 , 包

括人体健康影响度( AS1) 和生态环境影响度( AS2) 。当某种污染

物的 AS1 和 AS2 值大于 1 时 , 表明该污染物对人体健康和对生

态环境均有影响 , 其数值越大 , 影响越严重。并假设各种化合物

的效应可以加合 , 用总影响度 TAS1 和 TAS2 来评价水环境中多

种污染物的综合影响。

和单一指标法相比 , 多污染物的分析及其评价方法能较为

全面、科学地揭示饮用水及相关材料中的化学物质是否对人体

和生态环境造成潜在的危害 , 但综合影响不能表现为各类物质

毒性的简单加合。因此 , 需要建立一种能够直接评价饮用水及相

关材料对人体和生态环境的综合影响的标准方法来代替对具体

污染物的分析。而综合毒性测试正是一种可以快速地对饮用水

安全做出评价的方法 [4]。

2 生物毒性检测法

生物毒性评价是指将对毒物敏感的生物体暴露在一定剂量

的污染物下 , 观察生物体活动、行为的变化 , 以及组织、器官、细

胞和分子水平的异常。饮用水( 源) 中化学物质的特点是种类繁

多、浓度较低 , 有害物质的毒理学效应多为慢性危害 , 并且常常

联合作用于人体。因此 , 生物毒性检测法可以作为一种有效的综

合评价手段。

2.1 水生生物法

鱼类是最常用的水质监测生物。试验过程中 , 通过随时观察

鱼的中毒症状, 并记录其行为、生理、生化特点( 如丧失平衡、游泳

行为不正常、呼吸变化、体色变化及酶活力和肝细胞的糖肽变化

等) 来掌握水体的污染状况。为了寻找更灵敏的生物监测方法 ,

近年来, 生物学工作者提出利用鱼类回避试验来监测水质 [5]。这

一方法属毒理学研究范畴 , 污染引起的生物回避 , 可使水环境中

的水生生物种类、区系分布随之改变 , 从而打破了生理系统的平

衡。利用生物的这种反应进行生物监测 , 可以检出较低浓度的污

染物。

用鱼类的生理、生化指标进行水质监测具有操作简便、经济

等优点 , 已广泛地应用于水体污染和污水处理厂的出水监测。王

丽萍等 [6]通过鱼类影响试验证明 , 污 水 处 理 厂 出 水 对 鱼 类 的 毒

性主要是由水中的游离氨引起的。但鱼类由于来源、饲养条件等

的不同 , 对受试物的敏感性、反应一致性有很大差别 , 这影响了

试验结果的准确性和可重复性。又由于其灵敏度达不到饮用水

水质的检测要求 , 因此 , 一般不用于饮用水的安全评价。

蚤类对许多毒物( 特别是重金属) 比鱼类更敏感。当工业废

水排入水体时 , 常常先引起蚤类死亡。蚤类还有分布广、繁殖力

强、生活周期短、容易培养等特点 , 因此 , 是很好的水质监测试验

材料。任宗明等 [7]通过测试饮用水中余氯对大型蚤的急性和慢

性毒性 , 来研究余氯对在线监测的水生生物的毒性效应。但目

前 , 尚缺乏对综合毒性研究方面的报道。

2.2 微生物毒性检测法

化学污染物的微生物毒性与鱼类毒性乃至人体毒性之间存

在某种程度上的关联 , 因而可以用微生物毒性试验来代替其他

毒性试验。微生物毒性试验的一个突出优点是费用十分低廉 ; 其

次 , 微生物体通常由少数细胞组成( 如细菌为单细胞) , 故其毒性

效应比较迅速 , 试验时间可比常规的鱼类毒性试验缩短几倍乃

至几千倍[8]。目前 , 应用最广泛的微生物毒性法有藻类毒性试验

和淡水发光细菌法。

低等藻类为单细胞 , 体积小、生命周期短 , 对外界环境条件

的变化反应较灵敏。在环境监测工作中 , 常将特定的敏感藻类接

种于含有某种化学受试物的培养基中培养 , 然后通过测定藻细

胞的生长及其叶绿素含量的变化情况 , 以评价环境污染物的毒

性 。 Giancarlo 等 [9]用 Pseudokirckneriella subcapitata ( 以 前 称 为

Selenastrum capricornutum) 监测意大利托斯卡纳区域的大面积

的水体 , 以评价地表水和地下水对藻类生长的影响以及水体中

发现的每种杀虫剂对藻类的毒性作用 , 进而考察杀虫剂对水体

生态环境的危害性。结果表明 , 地表水和地下水的部分水样对藻

类有毒害作用。藻类指示物可以在地下水质监测中作为一种敏

感的筛选工具。而在地表水中 , 由于富营养化的问题 , 有毒物对

藻类的抑制作用被掩盖。这表明 , 藻类毒性试验具有较高的灵敏

度 , 可用于饮用水的安全评价。

发 光 细 菌 法 用 于 环 境 毒 物 的 检 测 开 始 于 20 世 纪 70 年 代

末 , 由于其检测速度快、灵敏度高、设备简单以及具有极好的可

扩展性 , 在环境样品的毒性检测中得到了快速的发展。我国于

1995 年将 这 一 方 法 列 为 环 境 生 物 毒 性 检 测 的 标 准 方 法 ( GB/T

15441—1995《水质急性毒性的测定 发光细菌法》[10]) 。

发光细菌法的原理是利用灵敏的光电测量系统测定毒物对

发光细菌发光强度的影响。发光细菌体内含有荧光素、荧光酶、

三磷酸腺苷 ( ATP) 等发光要素 , 在有氧条件下 , 通过细胞内的生

化反应产生微弱的荧光。当细胞活性升高( 处于积极分裂状态)

时 , 其 ATP 含量高 , 发光强度增强。在毒物作用下 , 细胞活性下

降 , ATP 含量水平下降 , 发光强度降低。有实验显示 , 毒物浓度与

菌体发光强度呈线性负相关关系 , 因此 , 可以根据发光强度判断

毒物毒性的大小 , 用发光度表征毒物所在环境的急性毒性[11]。有

研究表明 , 有毒的化学物质、重金属离子、抗生素、化学治疗剂、

农药等都会影响细菌发光 , 故采用发光细菌作为敏感的指标物

测定有毒有害物是可行的[12]。

20 世纪 80 年代, 美国 SDI 生物技术公司( Strategic Diagnostics

Inc.) 拥有了基于发光细菌法和生物传感技术的 Microtox!毒性

检测系统。该系统在很多国家被用来检测饮用水供水系统。对

于因为事故或故意破坏造成的污染 , 毒性测试可以在 15 min 内
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快速展现饮用水毒性的任何变化 , 保障监督机构对水质变化做

出快速反应 ; 也可以对饮用水中的慢性毒性物质进行监测 , 提供

一种全面保障供水安全与卫生的有效方法 , 是目前世界上唯一

适合饮用水卫生检测的系统。

值得注意的是 , 发光细菌和人类的同源性较低 , 其检测结果

有时难以直接反映水体对人类的危害程度。

2.3 遗传毒性检测法

饮用水中含有多种致癌、致突变的物质。有学者认为, 对于人

体健康和人口素质的影响而言 , 水源中是否含有遗传毒性物质

是评价水源水质的主要指标 [13]。有人提出致畸变潜力 ( mutagen

formation potential, MFP) 的概念 , 来表征污染物的遗传毒性[14]。

对于水体有机物污染的遗传毒性评估 , 一般都采用体外短

期生物测试系统进行 , 如 Ames 试 验 、SOS 试 验 、微 核 试 验 及 彗

星试验。

2.3.1 Ames 试验 Ames 试验是一种检测环境中致突变物的测

试方法 , 其原理为利用鼠伤寒沙门菌( Salmonella typhimurium) 的

组氨酸营养缺陷型菌株发生回复突变的特性来检测被检物质是

否具有致突变性[15]。

Ames 试验的准确性和灵敏度都很高 , 所需样品的量极少 ,

因此应用广泛。肖贤明等[16]通过比较某城市水源水、自来水及经

不同组合工艺净化水的 Ames 试验结果 , 得出致突变性与水中

某些有机污染指标直接相关。近年来 , 有人研究出一种液体微量

滴 定 改 进 的 Ames 试 验 , 称 为 Ames II 试 验 。Flückiger 等 [17]用

Ames II 测试了 19 种化学物质的致突变作用 , 结果表明 , 与传统

的 Ames 试验相比 , Ames II 试验对诱变剂更为敏感 , 试验结果

的可重复性更好。

不过 , 由于 Ames 试验所用的试验菌属于原核生物 , 用它得

出的结论来推断受试物对真核生物的致突变( 致癌变) 作用并不

完全适合。

2.3.2 SOS 显色法 SOS 显色法是 20 世纪 80 年代发展起来的

一种新的遗传毒性检测方法 , 其原理是 : 在 DNA 分子受到由外

因引起的大范围损伤、其复制又受到抑制的情况下 , 会导致一种

容易发生错误的修复。所有这些在遗传毒物处理后的大肠杆菌

中 出 现 的 一 系 列 反 应 统 称 为 SOS 应 答 。 SOS 显 色 法 相 对 于

Ames 法更为快速、简便、灵敏和准确。因此 , 已引起人们的密切

关注 , 成为一种值得推广的水质监测评价方法[18]。

高蔚等[19]用 SOS 显色试验检测了某市 3 家不同水源水厂末

梢水的遗传毒性 , 发现 3 家水源水厂的末梢水都受到了不同程

度的遗传毒性污染 , 其遗传毒性由氯化消毒引起 ; 同时 , 做了

Ames 试验 , 并与 SOS 显色试验结果进行比较 , 认为在检测饮用

水的遗传毒性方面 , 后者更简单、可靠。

2.3.3 微核试验 微核的形成是细胞受诱变剂作用后的一种遗

传学终点。以观察细胞中微核的形成来检测“三致”效应 , 称为

微 核 试 验 [20]。 目 前 , 应 用 最 多 的 微 核 试 验 是 紫 露 草 微 核 试 验

( tradescantia paludosa MCN test) 和蚕豆根尖细胞微核试验( Vicia

faba MCN test) 。

陈壁锋等[21]采用蚕豆根尖微核试验和紫露草微核试验对深

圳蛇口工业区生活饮用水的遗传毒性进行测试 , 结果与 Ames

试验结果一致。

2.3.4 彗星试验 彗星试验也称单细胞凝胶电泳( SCGE) , 是一

种快速、简便、灵敏地检测单个细胞 DNA 断裂的技术。近年来 ,

由于其对检测低浓度遗传毒物具有高度灵敏性 , 在环境监测 , 尤

其是水源水和饮用水安全评价方面得到广泛的应用。

陈海刚等 [22]采用人外周血淋巴细胞彗星试验和小鼠睾丸细

胞彗星试验研究了不同水样对不同生物靶位的遗传毒性 , 结果

表明 , 两种彗星试验在检测水源水有机浓缩物遗传毒性方面具

有良好的应用前景。

以上几种遗传毒性检测方法均可以有效地测定饮用水中的

“三致”物质。但通常情况下 , 只有对受测水样进行浓缩后才能检

测 , 因此 , 在检测的灵敏度方面有待进一步提高。此外 , 对于不具

有“三致”效应的有害物质 , 遗传毒性检测方法无法评价其生物

毒性。

2.4 细胞毒性检测法

细 胞 毒 性 检 测 法 是 一 种 在 离 体 状 态 下 模 拟 生 物 体 生 长 环

境 , 检测水体、相关材料及制品或其浸提液对细胞溶解 ( 细胞死

亡) 、抑制细胞生长和其他毒性作用的方法 [23]。该法主要用于医

学器材的安全评价。由于哺乳动物细胞与人体高度同源 , 近年

来 , 不断有研究者将其应用于水质监测和饮用水安全评价领域 ,

取得了较好的成果 , 因而逐渐得到推广。

2.4.1 细胞增殖度法 自 20 世纪 80 年代以来 , 采用细胞增殖

度法评价细胞毒性已广泛应用于生物安全性评价和环境安全评

价中。该方法的原理是将哺乳动物细胞与含污染物的水样或材

料的浸提液接触后 , 对存活细胞的数量进行测定 , 用细胞增殖率

来推断水体中的污染物或材料对细胞的毒性作用。但在实际操

作中 , 要精确计量细胞的存活数量和存活率较困难。四氮噻唑蓝

比色分析法 ( MTT 法) 可以有效解决这一问题。

MTT 法 的 原 理 是 活 细 胞 中 的 线 粒 体 脱 氢 酶 可 将 3-2( 4, 5-

二甲基噻唑-2) -2, 5-二苯基四氮唑溴盐还原 , 产生紫色结晶物 ,

用二甲基亚砜 ( DMSO) 溶解 , 采 用 酶 联 免 疫 检 测 仪 测 定 其 吸 光

度。活细胞数越多 , 吸光度越高。通过与对照组的比较 , 得到实

验组的细胞增殖率 , 从而评价受试样品的细胞毒性。彭安等[24]用

MTT 法检测一个饮用水工艺流程各阶 段 有 机 提 取 物 对 细 胞 的

增殖活性 , 考察各阶段出水对细胞的毒性。实验数据表明 , 经强

氧化剂( 高锰酸钾) 处理后 , 水体产生的有机提取物对细胞毒性

较大; 而经过一系列水工艺处理后 , 水质有所好转。

2.4.2 原代细胞法 体外细胞培养包括传代细胞培养和原代细

胞培养。有人认为 , 传代培养细胞的测试结果并不能完全、真实

地反映环境中污染物对生物个体的生物毒性 , 比较而言 , 原代培

养细胞的细胞色素 P450 1A 受环境污染物诱导的动力学过程类

似于其在活体中的过程[25], 且仍然保持着原有组织的基本特征及

代谢系统 , 包含了母体化合物的生物转化过程 , 所以其测定结果

更能真实地反映环境中污染物的生物毒性和毒理动力学过程。

王军等 [25]采用北方某自来水厂的源水及其经各处理工艺的

出水 , 固相萃取后 , 检测原代培养的草鱼肝细胞在萃取物诱导下

的生物体内解毒系统阶段的酶 ( EROD) 水平 , 结果表明 , 结合水

样的固相萃取 , 通过对草鱼原代培养肝细胞 EROD 的测定能有

效筛选和定量分析水样中类二 英污染物。

2.4.3 Vero 细胞培养法 英国于 20 世纪 90 年代 , 逐步发展和

完善了一种细胞毒性检测法———Vero 细胞培养法 , 以用于饮用

水及相关材料的综合安全评价 [26]。该法的原理是利用来源于非

洲绿猴肾脏的 Vero 细胞( CCL-81) 在正常情况下生长时 , 呈不规

则三角形状 ; 而在含一定浓度有害化学物质的培养基中生长时 ,

则由三角形转变为圆形或椭圆形的特点来判断饮用水及相关材

料的综合安全性 ( 材料的安全性评价通过测定材料浸泡液的综
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合生物毒性进行) 。

Romero[27]用 Vero 细胞测试氯化汞的毒性 , 并确定了能够检

测到毒性的氯化汞的浓度范围。Fernandez[28]采用 Vero 细胞的形

态学分析和生化分析确定了五氯苯酚对哺乳动物细胞的毒性。

已有研究表明 , 很低浓度的有害化学物质就可造成 Vero 细胞变

形( 高浓度造成细胞死亡或繁衍速度下降) , 因此 , 其反应灵敏度

极高 , 而且对不同性质化学物的反应具有普遍适用性( 重金属离

子、极性与非极性有机物的超标都可造成细胞变形) 。同时 , 非洲

绿猴肾脏的 Vero 细胞与人体细胞高度同源, 检测时间仅需 48 h[29]。

因此 , 该方法是一种理想的饮用水综合安全评价手段。

但是 , 该方法的评判是通过低倍显微镜直接观察生长细胞

的形状变化进行的 , 缺乏一个严格的科学定量标准。在实际操作

中 , 感性指标判断的准确性往往受到质疑( 特别是污染物浓度处

于临界状态下) , 导致该方法不能作为一个最终的评价手段 , 在

全球范围未得到广泛推广 ( 我国也未将该方法列为标准方法) 。

因此 , 研究化学污染物致 Vero 细胞变形的分子机制 , 发现该细

胞变形的分子标志物 , 将会为建立一个评价 Vero 细胞变形与否

的科学定量方法提供理论依据。

3 结论与展望

饮用水中化学物质种类繁多 , 浓度极低 , 仅利用污染物的浓

度值来反映危害程度是不全面的 , 因为某些污染物质含量虽低

而毒性剧烈 , 并且各种化学物质之间存在协同、相加、独立或拮

抗作用 , 因此 , 理化指标无法反映饮用水水样真实的污染状况和

危害程度。生物监测虽然能反映各种污染物的综合影响 , 但由于

目前传统的综合生物毒性评价方法都是以水生生物个体的行为

改变或器官的异常表现作为评价标准 , 检测灵敏度较低 , 反应延

迟时间长 , 不适于饮用水的综合安全评价。长期以来 , 国内外有

关饮用水生物毒性研究主要集中在“三致”效应方面 , 如用 Ames

试验、微核试验、彗星试验等。近二十年来 , 虽然发展了发光细

菌、藻类等微生物评价方法 , 但其灵敏度也难以达到直接评价饮

用水综合安全的要求 , 虽然可以通过对饮用水高度浓缩后进行

测定 , 但误差较大 , 而且微生物与人类细胞的同源性较低 , 测试

结果难以直接反映对人体健康的影响。

细胞毒性检测法通常采用哺乳动物细胞作为实验生物 , 与

人类细胞高度同源 , 而且灵敏度较微生物法有所提高 , 尤其是

Vero 细胞培养法。由于其并非以传统的细胞死亡( 生长) 作为评

价指标 , 而是以细胞变形与否作为生物毒性评价指标 , 因而灵敏

度更高。同时 , Vero 细胞对各类化学物质有普遍适用性的应激

反应 , 是一种理想的饮用水及相关材料的安全评价方法。如果在

今后的研究中能够阐明各种类型化学物造成 Vero 细胞变形的

分子机制 , 确定受各类化学物影响的主要膜组分和应激膜蛋白 ,

将为建立 Vero 细胞生物毒性检测的科学定量指标提供理论依

据 , 从而使建立一种广谱、可靠、灵敏、简单易行的饮用水综合安

全评价技术成为可能。
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