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生物测试方法在城市污水毒性评价中的应用
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摘要 : 分别用发光菌急性毒性测试法、大型蚤急性毒性测试法及微生物氧吸收累计量测试法三种毒性测试方法测

试了上海市三个不同工艺的城市污水厂进出水的综合毒性.试验结果表明 ,发光菌急性毒性测试法是测定城市污

水综合毒性的较准确的方法 ,可以用于测定城市污水的综合毒性 ;三个污水厂的进水分别经传统活性污泥法、缺氧

/好氧工艺、连续一体化活性污泥处理工艺处理后 ,其毒性均有较大程度的降低 ;出水中含有的难降解有机物可能

是导致出水毒性的原因之一.
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Abstract : The comprehensive toxicity of influents and effluents in three municipal wastewater t reat2
ment plants with different t reatment processes in Shanghai were measured by three bioassays (photolu2
minescent bacteria test , Daphnia m agna acute toxicity test and microorganism respirometry tech2
nique) . The results showed that the bioassay based on photoluminescent bacteria is a more suitable

method in testing the toxicity of municipal wastewater than the other two methods. The results also

demonstrated that the toxicity of raw municipal wastewater could be reduced by traditional activated

sludge process , anoxic/ aerobic process and uni2tank process respectively. Gas chromatography2mass

spactrometry ( GC2MS) analysis showed that the refractory organic substance might be one of the fac2
tors causing the toxicity of effluents.
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　　城市污水一般是由工业废水和生活污水组成的

混合污水 ,因此不可避免地存在有毒物质 ,但是由于

技术和经济的原因 ,目前主要以处理后的化学需氧

量 (COD) 、生化需氧量 (BOD) 、悬浮固体 ( SS)等常

规指标的达标为目的 ,很少对城市污水处理过程中

的有毒有害物质进行监测 ,也没有相应的国家标准
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对出厂水质的毒性进行控制.

在当前城市污水回用日益增多的情况下 ,人们

认识到污水回用的首要条件是无害化.为了回用安

全 ,减少其对环境可能产生的潜在危害 ,实现城市污

水的无害化和资源化 ,必须对城市污水的毒性进行

评价 ,从毒性方面建立污水处理并达标排放的评估

模式.

以上海市曲阳污水厂、长桥污水厂、石洞口污水

厂的进出水为研究对象 ,采用发光细菌急性毒性测

试法、大型蚤急性毒性测试法以及微生物氧吸收累

计量测试法三种毒性测试方法对它们进行毒性测

定 ,以期通过比较分析 ,确定合适的废水毒性测定方

法 ,为污水达标排放提供更为合理的评价依据.

1　试验方法

1. 1　试验用水和试验条件

实验用水分别取自上海市曲阳污水厂 (传统活

性污泥法) 、长桥污水厂 (缺氧/好氧工艺 ,A/ O 工

艺) 、石洞口污水厂 (连续一体化活性污泥处理工艺 ,

uni2tank工艺)的进出水.所有毒性测试都在恒温室

进行 ,温度维持在 25 ℃左右.

1. 2　毒性测试方法

1. 2. 1　发光细菌急性毒性测试法[1 ]

试验用发光细菌为明亮发光杆菌 ,购自中国科

学院南京土壤研究所.采用 DXY - 2型生物毒性测

试仪 (中国科学院南京土壤研究所研制)测试发光细

菌发光度.

1. 2. 2　大型蚤急性毒性测试法[2 ]

大型水蚤类对许多毒物均很敏感 ,由于其取材

容易 ,试验方法简便 ,世代周期短 ,实验室易培养 ,因

此常被选定为毒性测试生物[3 ] .本试验试验水温为

22～25 ℃,光暗比为 16∶8.大型蚤急性毒性测试法

使用小于 1 d龄的幼蚤 (10个/个容器) .每个试验容

器内放 100 ml 试验溶液 ,每天更换一次试验溶液.

设 3个平行样 ,分别记录大型蚤 24 ,48 ,72 h 死亡

数.采用 HgCl2为参比毒液.试验对照组用去氯的自

来水为试验液.

1. 2. 3　微生物氧吸收累计量测试法

氧呼吸速率是评价污泥活性的主要指标 ,处理

系统在遭受毒物冲击而导致污泥中毒时 ,污泥的氧

呼吸速率会突然下降[4 ] .基于此原理主要有两种毒

性测试法 ,一种是按照氧最大呼吸速率的改变来判

断污泥是否中毒 ;一种是比较污水中微生物氧吸收

累计量与内源呼吸微生物氧吸收累计量的相对大小

来判断污泥是否中毒.微生物氧吸收累计量测试法

采用后者.试验装置放置于 25 ℃恒温室内 ,其构造

如图 1所示.活性污泥取自曲阳污水厂 ,反应器内的

污泥质量浓度为 1～2 g·L
- 1 ,曝气 1～2 h使微生物

处于饥饿状态后 ,停止曝气静置沉淀 ,虹吸除去上清

液.如此反复 2～3次后 ,分别加入各污水厂的出水 ,

去氯自来水作为内源呼吸线的测定参照物 ,待稳定

后读数并记录溶氧值 ,每隔 30 min测定一次 ,试验

时间为 3 h.

图 1　微生物氧吸收累计量测试法的反应器示意图

Fig. 1　Schematic diagram of microorganism

respirometry technique

2　试验结果与讨论

2. 1　发光细菌急性毒性测试法评价废水毒性

2. 1. 1　各污水厂进出水毒性的比较

分别于 2002年 12月和 2003年 2月 ,取得上海

市曲阳污水厂、长桥污水厂、石洞口污水厂的进出水

进行了发光菌急性毒性实验 ,进出水皆用滤纸过滤

后测定 ,毒性测定结果和铬化学需氧量 (CODcr) 、5 d

生化需氧量 (BOD5)值见表 1.

　　由表 1可知 ,各污水厂的进水经处理后 ,其毒性

均可得到较大程度削减 ,2003年 2月石洞口污水厂

和曲阳污水厂出水的毒性甚至小于对照组的毒性 ,

从而使发光菌抑光率出现负值 ,这时可以认为出水

无毒. 从表 1 中还可以看到 ,尽管出水水质指标

CODcr ,BOD5 都达标的情况下出水并不都是无毒

的 ,但发光菌抑光率都小于 30 % ,与进水毒性相比 ,

出水毒性已经大大降低了.

2. 1. 2　发光菌抑制率与污水中有机物的关系

一般认为污水中包含在 COD中的小分子有机

物有可能导致发光菌的发光抑制.本研究于 2003年

4月对曲阳污水厂 (约含 90 %的生活污水)一周内出

水进行常规指标 CODcr和 BOD5 的测定 ,根据公式

CODnb (不可生物降解的化学需氧量) = CODcr -
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BOD5/ 0. 58 [5 ]计算出水的 CODnb值 ,并对该批水样

进行发光菌急性毒性测试.试验测得的 CODnb和发

光菌抑制率相关关系如图 2所示.由图 2可知 ,发光

菌抑光率随 ln (CODnb/ ( mg·L
- 1) )增大而增大 ,说

明该厂出水中难降解物质对发光菌也可能存在发光

抑制作用.为了进一步了解污水厂出水对发光菌的

发光抑制作用和其中有机物的关系 ,同期对曲阳污

水厂出水进行了色质联机分析 ,对其中主要有机物

进行分类并计量各种有机物质的质量分数 ,结果见

表 2.

表 1　各污水厂进出水发光菌急性毒性测定结果

Tab. 1　Acute toxicity of influents and effluents in the three municipal wastewater

treatment plants to photoluminescent bacteria

水样
CODcr/ (mg·L - 1)

12月 2月

BOD5/ (mg·L - 1)

12月 2月

发光菌抑光率/ %

12月 2月

相当的 HgCl2质量浓度/
(mg·L - 1)

12月 2月

石进 181 254 70 60 41. 51 85. 53 0. 097 7 0. 196 0

石出 54 50 13 15 28. 63 - 20. 58 0. 065 9

长进 345 355 145 110 78. 86 92. 09 0. 190 0 0. 210 3

长出 53 34 14 3 14. 75 14. 61 0. 031 0 0. 040 6

曲进 206 227 160 150 45. 08 21. 95 0. 106 0 0. 056 7

曲出 47 31 21 7 29. 75 - 41. 91 0. 069 0

　　注 :所有图表中石进、石出、长进、长出、曲进、曲出分别表示石洞口污水厂进水、石洞口污水厂出水、长桥

污水厂进水、长桥污水厂出水、曲阳污水厂进水、曲阳污水厂出水水样.

图 2　发光菌抑光率和 CODnb的关系

Fig. 2　Relationship between inhibition of bioluminescence

and non2biodegradable organics ( CODnb)

　　从表 2可知 ,曲阳污水厂出水中苯类质量分数

较多 ,约占 40 %左右 ,烷烃占 27 %左右 ,双 (2 - 甲基

丙基)酯 - 1 - 2 - 苯二羧酸占 15 %左右 ,酮类和苯

酚的衍生物等约占 15 %左右 ,表明出水中有机物以

难降解有机物为主 ,这从另一方面也说明该厂污水

出水中含有的难降解有机物可能是导致出水毒性的

原因之一.

2. 2　大型蚤急性毒性测试法评价废水毒性

分别于 2002年 12月和 2003年 2月 ,取上海市

曲阳污水厂、长桥污水厂、石洞口污水厂的进出水进

行了大型蚤急性毒性实验 ,进出水皆用滤纸过滤.实

验结果见表 3.

　　试验结果表明 ,石洞口污水厂进水、曲阳污水厂

进水、长桥污水厂进水对大型蚤都表现一定的 24 ,

48 ,72 h 急性毒性.污水厂出水对大型蚤都表现较

低的 24 ,48 ,72 h急性毒性 ,出水水样毒性顺序基本

上为 : 石洞口污水厂出水 >长桥污水厂出水 >曲阳

污水厂出水.

表 2　曲阳污水厂出水有机物含量情况

Tab. 2　Constituent of the organic substances in the

enfluent of Quyang wastewater treatment plant

物质名称 w / % 物质名称 w / %

甲苯 19. 27
4 ,6 - 二甲基 - 十一烷

2. 15

乙苯 6. 07 1 ,5 - 二恶旋[ 5. 5 ] 十一烷 0. 72

对二甲苯 8. 92 2 ,6 ,10 - 三甲基 - 十五烷 2. 00

邻二甲苯 6. 57 2 ,6 ,10 ,14 - 四甲基 - 十六烷 2. 15

十四烷 0. 14
双 (2 - 甲基丙基)酯 - 1 - 2 - 苯
二羧酸 14. 99

十五烷 2. 00 环己酮 4. 85

十六烷 4. 85
1 - 醋酸基 - 6 - 甲基 - 3 - 哌啶
酮 0. 36

十七烷 0. 14
1 ,3 ,5 - 三甲基 - 2 ,4 ,6 - 三氧 -
1 ,3 ,5 - 三嗪 0. 29

十八烷 4. 28
N - 甲基 - 4 - (硫代甲烷) - 2 -
(2 ,2 - 二甲基亚丙基)氨基丁胺 3. 00

十九烷 6. 42
(1 ,1 - 二甲基乙基) - 2 - 羟基苯
酚 6. 28

2 ,2 ,6 - 三甲
基 - 十八烷 3. 22 N - 乙基 - O - 甲苯磺胺盐 1. 43

2. 3　两种急性毒性实验结果的比较

已有研究[2 ]表明在评价工业废水或者单一化

合物毒性时 ,发光菌和大型蚤急性毒性测定结果有

相关性 .在本研究中 ,根据HgCl2对大型蚤的4 8 h
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表 3　大型蚤 24 ,48 ,72 h急性实验结果

Tab. 3　Acute toxicity( 24 ,48 ,72 h) of wastewater samples to Daphnia magna

水样

24 h

12月水样
大型蚤致死率

2月水样
大型蚤致死率

48 h

12月水样
大型蚤致死率

2月水样
大型蚤致死率

72 h

12月水样
大型蚤致死率

2月水样
大型蚤致死率

石进 20. 0 20. 0 20. 0 20. 0 20. 0 20. 0

石出 20. 0 16. 7 20. 0 16. 7 20. 0 16. 7

长进 20. 0 20. 0 20. 0 20. 0 20. 0 20. 0

长出 0 0 0 20. 0 0 20. 0

曲进 20. 0 20. 0 20. 0 20. 0 20. 0 20. 0

曲出 0 10. 0 0 10. 0 10. 0 10. 0

对照组 0 3. 3 0 3. 3 0 3. 3

毒性实验结果 ,用目测概率法[6 ]求得 HgCl2 为参比

毒液的半致死质量浓度ρ( HgCl2) LC50
,结果如图 3

所示. 由图 3 可求得 HgCl2 的大型蚤 ρ ( Hg2
Cl2) 48 hLC

50
( 48 h 半致死率 ) = 13. 85μg·L

- 1 ( 25

℃) , y = 3. 297 3 x + 1 . 236 1 (其中 y 为大型蚤死亡

的概率单位 , x 为 HgCl2 的质量浓度对数) , r =

0 . 942 5 > r (0 . 01 , 5) = 0 . 874 ,ρ( HgCl2) LC50
的 99 %

的可信限为 12. 92～14. 78μg·L
- 1 .同时对用 HgCl2

表示的对大型蚤的 48 h急性毒性实验结果和发光

菌急性毒性实验中用 HgCl2表示的毒性结果进行对

比 ,结果如图 4所示 (为了比较两个毒性方法测定的

灵敏性 ,用发光菌实验和大型蚤实验的半致死质量

浓度相比 ,得到比值系数 7. 219 ,图中大型蚤的 Hg2
Cl2质量浓度已经乘以该系数) .

图 3　大型蚤死亡概率单位与 HgCl2 浓度

对数的相关关系图

Fig. 3　Relationship of daphnids immobility

probability unit

　　结果表明虽然相当的 HgCl2质量浓度对发光菌

的半数效应质量浓度ρ( HgCl2) EC50
在 (0. 10±0. 02)

mg·L
- 1 (99 %) ,而对大型蚤的ρ( HgCl2 ) 48 hLC

50
=

(13. 85±0. 93)μg·L
- 1 (99 %) ,但是从图 4可知 ,发

光菌和大型蚤急性毒性测试结果相关性不高 ,可能

是城市污水中污染物质种类繁多 ,而且各物质浓度

较低 ,城市污水综合毒性较小 ,从而使测试结果的相

关性欠佳 ;城市污水综合毒性对发光菌的抑制作用

比对大型蚤的致死作用更明显 ,表明发光菌急性毒

性测试法比大型蚤急性毒性测试法更适合用来测定

城市污水的综合毒性.

图 4　用 HgCl2 表示的两种急性毒性测定结果的比较

Fig. 4　Comparison of the two acute toxicity evaluation

methods by equivalent toxicity of mercury

2. 4　微生物氧吸收累计量测试法评价废水毒性

分别于 2002年 12月和 2003年 2月 ,取上海市

曲阳污水厂、长桥污水厂、石洞口污水厂的出水以及

月浦自来水厂的原水进行微生物氧吸收累计测试法

实验.从实验所得呼吸速率累计曲线中求得平均速

率.各污水厂出水的呼吸平均速率与内源呼吸速率

的比值 K出水/ K内源与 CODnb见表 4 , K出水/ K内源与

COD/ CODnb的相关关系如图 5所示.

　　由图 5 所知 , K出水/ K内源 ( y ) 与 COD/ CODnb

( x)呈 y = 1. 423 5e0. 369 5 x ( x > 0)的关系 ,说明微生

物氧吸收累计量累计曲线中的平均速率与内源呼吸

速率的比值 K出水/ K内源 > 1 . 423 5 时 ,其与污水的

降解性成很好的相关关系.按理论分析 K出水/ K内源

< 1的情况没有发生 ,原因可能有两个 ,一个是毒物

浓度不够大到抑制呼吸作用 ,另一个可能是实验污

泥取自城市污水厂 ,其中的微生物对城市污水中的

有毒物质已有一定的适应能力. 此时也无法建立

K出水/ K内源 ( x )与 COD/ CODnb ( y)的关系.
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图 5　K出水/ K内源与 COD/ CODnb关系图

Fig. 5　Rrelationship of Keffluent/ Kendogenous and

COD/ CODnb of the wastewater samples

2. 5　废水水样毒性排名

对发光菌实验和大型蚤实验测得的水样毒性进

行排名 ,按照毒性由大到小的顺序 ,依次记为 1 到

6.结果见表 5.

　　由表 5可知 ,所有污水厂进出水大型蚤 24 ,48 ,

72 h急性实验和发光菌实验测得的污水厂出水毒

性排名一致 ,表明以上实验方法可靠性较好 ,其中发

光菌法更为准确.

3　结论

(1) 各个污水厂的进水分别经传统活性污泥

法 ,A/ O ,uni2tank 处理后 ,其毒性都有较大程度的

削减.

表 4　发光菌抑制率、呼吸平均速率/内源呼吸速率的比值及 CODnb

Tab. 4　Inhibition of bioluminescence , Keffluent/ Kendogenous and CODnb of the wastewater samples

水样
12月

发光菌抑光率/ % CODnb/ (mg·L - 1) K出水/ K内源

2月

发光菌抑光率/ % CODnb/ (mg·L - 1) K出水/ K内源

石出 28. 63 31. 59 3. 268 6 - 20. 58 24. 14 2. 239

长出 14. 75 28. 86 3. 637 5 14. 61 28. 80 4. 086

曲出 - 33. 35 10. 89 2. 898 9 - 41. 91 18. 90 2. 667

表 5　两种急性毒性测试方法实验结果排名

Tab. 5　Acute toxicity sequence of the wastewater samples

方法
12月

石进 石出 长进 长出 曲进 曲出

2月

石进 石出 长进 长出 曲进 曲出

大型蚤 24 h试验 1 1 1 5 1 5 1 4 1 3 2 5

大型蚤 48 h试验 1 1 1 5 1 5 1 4 1 1 1 5

大型蚤 72 h试验 1 1 1 5 1 5 1 4 1 1 1 5

发光菌 3 4 1 5 2 6 2 5 1 4 3 6

　　(2) 发光细菌法相对可靠 ,可以用来评价城市

污水的综合毒性.

(3) 用微生物氧吸收累计量测试法无法建立城

市污水中 K出水/ K内源与 COD/ CODnb的关系 ,需要

进一步研究改善其测试条件及分析方法.

(4) 出水水质指标 CODcr ,BOD5 都达标的情况

下出水并不都是无毒 ,污水出水中含有的难降解有

机物可能是导致出水毒性的原因之一 ,在污水厂出

水回用时应该加以重视.
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