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摘 � 要: 阐述了应用发光细菌检测有色水样毒性时, 水样色度会引起附加发光抑制的原因, 提出应用同心双层检测玻

管, 可以对有色水样色度引起的附加发光抑制加以修正。通过比较单层管和双层管测定标准曲线间的差异、设置阴性对照

和阳性对照评价该方法的可靠性,以及用该方法检测有色水样活性黑 KN - B溶液的急性毒性实验, 结果表明, 用同心双层

检测玻管可以有效修正由水样色度引起的附加发光抑制。
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� � 发光细菌检测法快速简便、灵敏度高,被广泛

应用于各种化学样品的毒性检测
[ 1, 2]
。然而,当样

品有颜色时,其色度会遮挡部分光线, 产生附加的

发光抑制
[ 3]
, 使发光细菌检测法的应用受限制。

在 GB /T 15441- 1995 水质急性毒性的测定

发光细菌法 !中, 要求用外套大管内加有色水样的

方法修正样品色度的干扰。但是,直到目前也没有

关于该修复方法可靠性的报道,并且常用的生物发

光光度计也无法容纳外套大管。利用同心双层检

测玻管分离有色水样和发光细菌,将菌液置于内管

而有色水样置于外管,可以使发光细菌的发光强度

不受水样毒性影响。当发光光线在穿过外层有色

水样时,水样色度会削减发光强度, 此时测得的相

对抑光率由水样色度引起,故可以称之为 ∀附加发

光抑制#。现应用该法比较单层管和双层管测得

标准曲线间的差异, 并且利用阴性和阳性对照,对

方法的可靠性进行了验证。另外, 通过测定有色水

样活性黑 KN - B溶液的急性毒性,也检验了双管

法的实用性。

1� 材料和方法

1. 1� 材料、试剂与仪器

青海弧菌 ( Vibrio qinghaiensis sp nov, strain

Q67)冻干粉
[ 4]
; 活性黑 KN - B; 苯酚 (国产, 分析

纯 )。RS 9901生物发光光度计, 通用的单层检测
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玻管: 直径 10 mm、壁厚 1mm、管高 45 mm;同心双

层检测玻管 (由同心内管和外管组成 ) : 内管直径

5 mm、壁厚 0. 5 mm, 外管直径 10mm、壁厚 1 mm、

管高 45 mm,见图 1。

图 1� 同心双层检测管

1. 2� 实验

实验分为标准曲线、样品、阴性和阳性对照等

若干组,每组分别用单层管和双层管检测,菌液置

于单层管或双层管内管,其中:

空白对照组 � � � 在单层管和双层管内、外管中
均加 8. 5 g /L N aC l溶液;

标准曲线组 � � � 配制质量浓度为 60 mg /L、

120 mg /L、180 mg /L、240 mg /L、300 mg /L、

360mg /L、420 mg /L、480 mg /L苯酚溶液, 在双层

管内管加苯酚溶液,外管加 8. 5 g /L NaC l溶液;

有色水样组 � � � 活性黑 KN - B溶液质量浓度

为 10 mg /L、18 mg /L、 32 mg /L、 56 mg /L、

100mg /L, 在双层管外管加有色水样, 内管加

8. 5 g /L NaC l溶液;

阴性和阳性对照组 � � � 在管外包裹 1、2、3、4

层色度均匀的蓝色透光色带,取代水样色度遮挡光

亮,色带的可见光吸收光谱在 500 nm~ 700 nm之

间,与活性黑 KN - B溶液一致: 双层管内、外管均

加 8. 5 g /L N aC l溶液和菌液,模拟水样色度对发光

的单独影响,用于检测附加发光抑制; 单层管阴性

对照管内加 8. 5 g /L N aC l溶液,细菌发光强度不受

毒物的抑制,但会经管外包的透光色带衰减,模拟

有色度但对发光细菌代谢没有影响的被测水样;单

层管阳性对照管内加 120 mg /L、240 mg /L、

360mg /L、480 mg /L的苯酚溶液, 管内溶液的毒性

随管外透光色带层数的增加而上升, 模拟有毒有色

水样对菌体发光的影响。

1. 3� 操作步骤与数据处理

青海弧菌冻干粉于 4 ∃ 下复苏, 加入 8. 5 g /L

N aC l溶液,混匀,制成细菌悬液。在待测水样中加

入定量菌液, 15m in后测定混合液的发光强度 IT。

计算相对抑光率:

RI (% ) = ( 1- IT样品 /IT空白 ) % 100%

取 3次重复实验的均值,以水样质量浓度为横

坐标,以平均相对抑光率为纵坐标作图, 线性拟合

并建立相关方程。

单层管拟合曲线的斜率 K 高于双层管的部分

�K,表明水样毒性对菌体发光产生了抑制效应,据

此建立由水样毒性引起的菌体发光相对抑光率与

水样浓度间的相关方程: y= �K x

计算水样的半数有效质量浓度 ( EC50 ), 并将

水样质量浓度代入方程计算相对抑光率,作为评价

水样毒性的指标
[ 5]
。

2� 结果与讨论

2. 1� 数据拟合曲线

用双层管将水样色度与毒性分离进行色度修

正的结果见图 2。

� � 图 2为实验数据的拟合曲线, 其中标准曲线

( a)显示了苯酚毒性同发光细菌发光强度之间的

关系,表明双层管的光损耗比单层管高 ( T 检验,

a < 0. 01), 原因在于发光菌分布体积比单层管少;

多了一层内管后, 增加了玻璃管的折光, 从而增加

了光量的物理损耗。

阴性对照 ( b)显示了在无毒害情况下, 外包的

透光色带层数与发光细菌发光强度间的关系,当菌

体发光仅受外层色带遮挡时, 双层管的光损耗同样

高于单层管。阳性对照 ( c)显示了用双层管分离

水样毒性和色度的效果。单层管的相对抑光率高

于双层管, 是因为单层管中由水样毒性引起的发光

抑制与由色度产生的附加发光抑制相互叠加,而双

层管中发光细菌加于内管中, 未受水样毒害, 发光

量仅受外层色带的遮挡, 这样将水样色度引起的附

加发光抑制分离了出来。扣除水样色度引起的附

加发光抑制,即可得到单层管与双层管拟合曲线斜

率的差值, 当该差值比标准曲线斜率低时, 也表明

双层管的光损耗高于单层管。

活性黑水样 ( d)反映了双层管法检测发光细

菌在活性黑 KN - B溶液中受毒害情况。单层管

的发光细菌抑光率高于双层管, 原因在于单层管

中的发光细菌既受到水样的毒害, 发光量又受到

水样色度的遮挡; 而双层管用于修正附加发光抑

制, 水样置于外管; 发光细菌置于含有 8. 5 g /L

NaC l溶液的内管中, 其发光仅受到外管水样色度

的遮挡。
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a� � � 标准曲线; b� � � 阴性对照; c� � � 阳性对照; d� � � 活性黑水样

图 2� 用双层管将水样色度与毒性分离进行色度修正的结果

2. 2� 方法系统误差

对图 2中标准曲线、阴性和阳性对照组的单层

管和双层管结果进行了比较, 结果表明, 双层管的

光损耗高于单层管, 两者的相对偏差在 ( 13. 5 &
0. 2)%之内, 标准曲线和阴性对照的相对偏差 =

(K双层管组 - K单层管组 ) /K单层管组 % 100% ;阳性对照的

相对偏差 = [ ( K单层管组 - K双层管组 ) - K标准曲线 ] /

K标准曲线 % 100% ,表明双层管法修正水样色度的系

统误差一致。综合各拟合曲线表达的结果,建立由

水样色度引起的附加发光抑制的校正方程:

�K = (K单层管组 - K双层管组 ) / ( 1- 13. 5% )

2. 3� 双层管法修正水样色度在有色水样毒性检测

中的应用

以活性黑 KN - B溶液为例,根据校正方程,得

到发光细菌的相对抑光率同活性黑 KN - B质量浓

度的线性方程为: y= 0. 290 x

式中: y为平均相对抑光率; x为活性黑 KN -

B溶液的质量浓度。

得出活性黑 KN - B的 EC50为 172. 4mg /L,由

100mg /L活性黑 KN - B溶液毒性引起的相对抑

光率为 29. 0%。活性黑 KN - B是双偶氮染料,该

染料的生物伤害主要表现在代谢产物的致癌性等

方面, 其急性毒性效应不明显
[ 6]
。但是, 活性黑

KN - B的色度对菌体发光会产生高度抑制, 从而

导致检测到的毒性结果偏高。

3� 结论
同心双层检测玻管可以修正水样色度对发光

细菌发光的干扰,同时提出的根据对照试验建立的

校正方程, 证实了该方法的有效和可靠。该方法对

GB /T 15441- 1995 水质急性毒性的测定发光细

菌法 !中用外套大管修正样品色度方法作了改进,

实验证明改进方法具有可靠性,为非连续性生物发

光测试仪检测有色水样毒性时,排除水样色度的干

扰提供了便捷。
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