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明亮发光杆菌T :
变种的生物毒性测定是一项新兴起的方法

。

该法依据有生物毒性的有机

无机污染物对T :
菌荧光酶的敏感性

,

凭借在一定条件下
,

污染物浓度与 T
3

菌发光度呈 线 性

负相关 〔 1〕 ,

从而可以快速
、

简便地测定污染环境的总体生物毒性
。

应用该法监测污染水体的总体生物毒性已有报道 1t, 幻
,

然未见有关运用该原理 监 测 重

金属污染土壤和河海底泥总体生物毒性的报道
。

为此
,

近几年来
,

我们分别探讨了砷
、

福
、

铅污染的土壤和底泥与 T :
菌发光度之间的关系

,

并把 T
:
菌作为一种指示菌

,

以它的相 对发

光度表征重金属污染土壤和河海底泥的总体生物毒性指标
。

材料和方法

1
.

发光菌为 Y
.

T
.

T C h a n
提供的明亮发光杆菌 ( P h

o t o b a e t e r i u m p h
o s p h o r e u m ) T 3

变

种〔s
,
4〕 。

2
.

仪器为本所研制的 G D J一 2 型生物发光光度计
,

记录仪为 X W Z一 2 0 4 2型
,

最大量 程

为 1 0伏
。

3
.

培养方法
:

( i ) 培养基
:
酵母浸出汁 5 克

,

胰蛋白陈 5克
,

N a
C 13 o克

,

N
a : H P O

`
5克

,
K H : P O

; l

克
,

甘油 3 克 (固体培养基加 1 5一 2 0克琼脂 )
,

蒸馏水 1 0 0 0毫升
, p H 6

.

9
,
1 5磅灭菌3 0 分钟

。

( 2) 生长条件
:

斜面菌种
:
将T 3

菌接种于上述灭菌的新鲜斜面培养基上
,

20 一25 ℃培养 12 一 14 小时
。

菌液摇瓶培养
:
将上述培养12 一14 小时后的新鲜斜面菌种接种一小环于盛有25 毫升无菌

培养液的 150 毫升三角瓶中
,

20 一25 ℃振荡培养 (转速 21 。转 /分 ) 12 一14 小时后立即用于测定
。

4
.

污染土城样品的采集
:

( 1 ) 水稻盆栽土壤添加砷 ( C
a 3

( A s O
`
)
:

—
o

, 1 0
, 2 0

, 3 0 , 4 0
,

6 0 , 1 0 0
, 2 0 0 p pm )

、

孙汉中
、

李劝光
、

旭军分别提供了可提取态 C d
、

sA
、
P b资料

,

特此 致谢
。

峰电位正移
。

土旅类理 绿肥经土壤或高岭土粉处理后
,

峰电位较低的水溶性有机物质的极谱峰消失
,

其中加中国砖红城和第四纪红色粘土处理的伏安曲线
,

在。
.

225 一。
.

400 伏处较意大利砂城土

和高岭土粉处理者为缓平
。

设想这主要是由于前者富含氧化铁
,

从而在大量吸附带负电荷的

有机物质的同时
,

也氧化峰电位较低的有机物质所致
。
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福 ( C d C 1
2 ·

2香H
: 0

—
o

, z , 3 ,
5

, 1 0
,

5 0
,

6 0
, 1 0 0

, 2 0 o p p m )
、

铅 ( P b C 1
2

—
o , 2 5 0

,

5 0 0
, 7 5 0

,

1 0 0 0 , 1 5 0 0
, 2 5 0 0

, 4 0 0 0 p p m )和水稻小区土坡添加铅 ( P b C I
:

一 0 , 2 5 0
, 5 0 0

,

7 5 0
,

1 0 0 0
, 1 5 0 0

,
2 5 0 0

, 4 0 o o p p m )
,

分别于水稻分菜期按各自系列浓度采集土坡样品
。

( 2) 大田砷
、

福
、

铅污染土城样品的采集
:

1 9 8 3年秋在湖南桃临铅锌矿区附近
,

采集了

水稻成熟期受铅锌污染十分严重的污染区
、

背景区约 70 个土城样品 , 于江西大吉山钨矿区附

近
,

采集了水稻成熟期 (早晚稻 )中度和重度污染区和背景区约 20 0个土城样品
。

所采集的土城样品均置室温下风干
,

经 20 孔筛作为总体生物毒性待侧样品
。

( 3) 底泥样品的采集
:
于 1 9 8 4年 8 月丰水期采集常州大运河底泥

, 1 9 8 5年 2月采集青岛沿

海底泥
。

5
.

总体生物毒性的侧定

( 1) 土坡浸提液的提取
:
按土 (风干土或折算成干土的新鲜土 )水比为 1 :1 的比例

,

将待测

土样和燕馏水置于离心管中
,

在旋转式振荡机上振荡 1 小时 (转速 21 。转 /分 )
,

放置 2 4小时
,

离心 20 一 30 分钟 (转速 4。。O转 /分 )
,

吸取上层清液 4 毫升入待测样管 (管 内预 先 加 入 27 %

N a C 10
.

5毫升 )备用
。

( 2) T :
菌发光度的测定

:
用 3 % N a C I 将上述培养好的新鲜菌液稀释至发光度相当于记

录仪 t 程约 0
.

6V处
,

用磁力搅拌器充分搅拌均匀
,

准确吸取。
.

5毫升稀释菌液
,

分别放入对

照管 (管内预先加蒸馏水 4 毫升
,

27 % N
a
C 10

.

5毫升 )和待测样管
。

然后将对照和待测样管摇

匀放里 30 分钟
,

准时放入仪器样品室
,

分别测定 T :
菌发光度

,

以对照发光度为百分之百
,

待

侧样品占对照发光度的百分数来表示待侧样品总体生物毒性的大小
,

同一批样品应控制在同

一温度下进行侧定
,

适宜的测定温度范围为 15 一 25 ℃
。

结果和讨论

基于 T :
菌发光度随重金属

、

有机无机污染物浓度的升高而呈线性降低
,

根据这一关 系
,

我们研究证明了 T :
菌发光度可作为水质总体生物毒性的指标〔 1〕 。

通过被重金属砷
、

福
、

铅污

染的土族
、

河海底泥对 T :
菌总体生物毒性的测定

,

进一步证明了 T :
菌同样可作为土壤 或 底

泥重金属污染程度的指示菌
,

它的相对发光度可作为重金属污染土壤或底泥的总体生物毒性

指标
。

1
.

水稻盆栽土城添加性砷
、

福
、

铅所测生物毒性表明 (图 1 )
,

T :
菌发光度分别随 添加

性 A s
、

C d
、

P b系列浓度的增高而降低
,

其相关系数 (
r
)均呈高度负相关 (P < 0

.

01 )
。

这一结

果表明
,

盆栽土城生物毒性随土壤添加性A s 、

C d
、

P b系列浓度的增加而增强
。

2
.

水稻小区土城添加 P b的试验结果与水稻盆栽土城添加 P b的结果趋势一致
,

即 T
3

菌发光

::巨
A s y 二 1 0 1一 l )一 17 9 x

n 二 8

C d y 二 9 5
.

9 一 ( )
.

2 9 8 x

n 二 9

f 二 一 0
.

92 9

卜之狱
…

2 (卜 1( } 6吸苍 月l乡 l川 劝 气二~
二

。

t 金属浓度 印 p m )

!!
!

匕n0nU内OJ洛,̀

(
o
卜)洲嗽州佃门卜

4劝 03

图 1 水稻盆栽土娘添加性人 , 、

C d
、

P b含 t 对 T 。菌发光度的影响

1 4 6



度随小区土壤添加 P b浓度
、

可提取态 ( 。
.

SN 醋酸提取 ) P b含量的增高而降低
,

它们的相关系数
r
同样呈高度负相关 (P < 0

.

01 )
。

其生物毒性也随添加性 P b
、

可提取态 P b浓度增加而增强 (图 2 )
。

母
y 二 9 3

.

5
一

0 0 2 8 4入

n 二 8

r 二 一 0
.

8 8 3

P ( 0
.

0 1

Y 二 12 1
一 0

.

24 9 x

11 8

r 二 一 0
。

9 2 9

P < 0
.

0 1

添加性 P b

.

3

( p Pm )

工一 L
4 x l o , 0 几又 10艺

加00806040200

ǎ次à米州洲扭
门l

云 ]提取态 p b ( n p m )

冻

图 2 水稻小区土墩添加性P b及可提取态 P b含 t 对 T .菌发光度的影响

3
.

大田重金属污染的水稻土
,

所测总体生物毒性同样取决于这些污染土壤所含可提取态

A s ( 1 N H C I提取 )
、

C d ( 0
.

I M N a N O
3
提取 )

、

P b的含量
。

在湖南桃临铅锌矿污染区
,

其中 铅

锌污染十分严重的杨梅州土壤
,

实测 52 个土样
,

其 T 3
菌发光度大部分等于零

,

这与污染土样

中可提取态 P b
、

Z n 、

C
u 、

C d含量极高有关 (各个土样可提取态 P b
、

Z n 、

C u 、

C d的和的平 均

值为 5 2 7 p p m )
。

从江西大吉山钨矿污染区实测 108 个砷
、

福污染土城的总体生物毒性中
,

该地

区重
、

中二个污染区的早
、

晚稻土样可提取态 A s 、

C d与 T
。
菌发光度呈中度负相关

,

它们的相

关系数
r
分别为 一 0

.

44 6 (n = 96 )和 一 0
.

4 9 5 (n = 1 0 8 )
, p均 < 。

.

01
。

而早
、

晚稻背景区土城总体

生物毒性与其可提取 A s
、

C d含量则相关很差或相关不显著
。

这表明土城生物毒性仅 与污染

区土城可提取态 A s
、

C d含量相关
,

即仅在污染区内生物毒性才随所含可提取 A s 、

C d 含 蚤

表 l 河流与沿海底泥的生物毒性 的增高而增强
。

采样地点 } 样点号 ! T 3菌发光度 (% )

} 上 。

I J自门 . 1 `
} 附

常州大运河 } 至 一 3

{ 下 一
1 . ` 一

任

{ 赞 {
一 5
l

, “
…
沿海 . ’ ` 9 2 · 1 ,

{ { 2 一 了o · 6

* 创
,

4
.

河流与沿海带底泥生物毒性实测结果表明

(表 1 )
,

常州大运河底泥样是沿该运河从上

游至下游取 5个点的底泥样
,

测得 T :
菌发光

度逐点降低
,

表明从上游至下游底泥生物毒

性逐点增强
,

标志着底泥内污染物浓度逐点

增高
,

这一趋势符合河流污染的一般规律 ,

青岛沿海二个点的底泥样品同样显示 出程度

不同的生物毒性
。

7.月匕一b00..

…
nJ八甘.口砚URó口UQén七一勺

d.几

结 束 语

T
:

菌发光度与具有生物毒性的有机无机污染物浓度呈线性负相关
,

因而 T :
菌可视作土城

或河海底泥污染的一种指示菌
,

而它的相对发光度则标志污染物的总体生物毒性并可作为环

境污染程度的指标
。

实测 A s 、

C d
、

P b污染土坡样品就证明了这一点
,
T 。
菌发光度随盆栽

、

小

区土族添加砷
、

福
、

铅浓度的增高而降低
,

两者呈高度负相关 (P < 0
.

01 )
。

大田污染土城实

侧结果同样表明
,

T 3
菌发光度随可提取态 A s 、

C d
、

P b含量的增高而降低
,

两者呈中度负相

( T 转第1 5 5页 )
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表 1 1条件下测定的 p H 值 表2 1条件下测定的p H 值

平均值 一误 差

444
.

0 222 4
.

0 111 4
.

0 222 4
.

0 222 4
.

0 222

555
.

1 555 5
.

1 777 5
.

1 777 5
.

1 777 5
.

1 777

666
.

8777 6
.

666 86
.

777 86
.

8666 6
.

8777

则 定 次 数
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表 3 土壤溶液的p H值
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电光器件厂 2 31 型玻璃电极
。

测定结果列于

表 1
。

1
.

测定条件
: pH 4

.

01 和 6
.

86 缓冲溶

液标定
,

用江苏电分析仪器厂复合玻璃电极
。

测定结果列于表 2
。

(2 ) 在土滚落液中反复交错侧定 测定

条件
: p H 4

.

01 和 6
.

86 缓冲溶液标定
,

用上

海电光器件厂 23 1 型玻璃电极
。

测定结果列

于表 3
。

2
.

讨论
。

以上测试结果表明仪器输入阻

抗高
,

具有较高的精密度和好的稳定性
。

仪器和其它离子选择电极配合经标定后可以直接测定一价离子的 p X值
。

仪器可以进行氧

化还原电位的测定
,

也可以用标准曲线法
、

标准添加法
、

已知减量法等方法测定溶液的浓度
。

因此
,

仪器除测定土壤 p H
、

氧化还原电位以外
,

还适合于化工
、

环境保护
、

湖泊
、

医学等方面

在实验室或现场测定被测物质的 p H值或电位
。

仪器也可以做为一只满度为 Z V的高阻抗直流

数字式电压表使用
。
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关 (P < 0
.

01 )
。

背景区则二者相关性很差
。

被污染的河流
、

沿海底泥也能使 T
:

菌发光度降 低

而显示其生物毒性
。
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