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摘　要 :应用斑马鱼 (B rachydanio rerio)和凡纳对虾 ( Penaeus vannam ei)对某废弃有机污染场地中有毒有机废弃物堆积

产生的污水 (1号塘污水 )和场地及周边地表径流积水 (2号塘污水 )的生物毒性进行了试验。结果表明 , 1号塘污水对斑马

鱼和凡纳对虾 96 hLC50分别为 46. 2%和 59. 6% , 2号塘污水的毒性试验中两种试验生物的死亡率皆为 0。化学检测表明 , 1

号塘污水中的主要污染物为苯酚类和酞酸脂类物质 ,而 2号塘污水中均未检出有机污染物。化学检测结果与毒性试验结

果具有较好的相关性。

关键词 :污染场地 ;斑马鱼 ;凡纳对虾 ;生物毒性 ;污染诊断 ;风险评估

中图分类号 : X835　　　文献标识码 : B　　　文章编号 : 1006 2009 (2008) 05 - 0052 - 04

D iagnosis of B io2tox ic ity of Sewage from Con tam ina ted S ites

w ith Zebraf ish and Penaeus V annam ei

XU J ian
1, 2

, L IN Yu2suo
2

, J IN Xin
1, 2

, ZHANG Sheng2tian
2

, TIAN Meng
2

, ZHANG Xiao2fei
2

, L IU Peng
1, 2

(1. College of Resource and Environm ent Science, N an jing Agricultural University, N an jing, J iangsu 210095, China;

2. Najing Institute of Environmental Sciences, S tate Environmental Protection Adm inistration,Nanjing, J iangsu 210042, China)

Abstract: B io2toxicity test of sewage was made from a discarded organic contam inated site adop ting Ze2
brafish (B rachydan io rerio) and Penaeus vannam ei. The sewage was collected from pond 1 in which organic solid

waste was stacked and pond 2 that holded runoff water. Results showed the 96 hLC50 of sewage from pond 1 on

the Zebrafish and Penaeus vannamei were 46. 2% and 59. 6% respectively. The test of sewage from pond 2

caused no mortality. Chem ical analysis results showed that the main pollutions were phenols and phthalate esters

in sweage from pond 1, and no organic pollutions were detected in sweage from pond 2. The bio2toxicity test was

highly related to the chem ical analysis.
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　　随着我国经济的快速发展与工业产业结构的

调整 ,已搬迁或废弃的工业污染场地环境安全问题

已引起广泛关注 [ 1 - 5 ] ,对污染场地的状况进行调

查、诊断及危害识别刻不容缓 ,而我国在该领域的

研究和实践刚刚起步 [ 6 - 8 ]。虽然采用化学分析方

法能定量分析污染场地土壤、水体和大气中污染物

主要成分的质量浓度 ,但却难以直接和全面地反映

各种有毒物质对环境的综合影响 ,而生物毒性试验

能够弥补理化检测的不足 ,能够提供污染介质的综

合毒性。因此 ,将其应用于诊断污染场地对生态环

境的危害是一种很有效的方法。

用于毒性试验水生生物主要有 :鱼 [ 9 - 12 ]、藻

类 [ 13 ]、大型溞类 [ 14 ]、虾 [ 15 ]等 ,选择国际标准化组

织 ( ISO)推荐的试验鱼种斑马鱼及该污染场地常

见水生物种凡纳对虾为试验生物 ,对某废弃有机工
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业污染场地产生的污水进行急性毒性试验 ,初步诊

断了该场地污水的生物毒性 ,为进一步开展危害识

别和风险评估提供了试验依据。

1　材料方法

1. 1　材料

1. 1. 1　试验生物

斑马鱼 (B rachydan io rerio) ,真骨鱼总目 ,鲤

科。试验鱼体长 ( 30 ±5) mm , ( 0. 3 ±0. 1) g,选自

同一驯养池中规格大小一致的幼鱼 ,在相同试验环

境下 ,连续曝气的水中驯养 2周。试验前 24 h停

止喂饲 ,每天清除粪便及食物残渣。驯养期间无一

尾鱼死亡。凡纳对虾 ( Penaeus vannam ei B oone,

1931) ,十足目 ,对虾属。虾体长 ( 60 ±50 ) mm,

(5 ±1) g,在相同试验环境下 ,连续曝气的水中驯

养 1周。驯养期间死亡率小于 10%。

1. 1. 2　试验器材

化学惰性材料制成的水族箱 ,高 5 cm,长

30 cm,宽 15 cm。实验容器使用前彻底洗净。pH

计 ,溶氧仪。

1. 2　条件

试验用水为经人工曝气去氯后的自来水 ,溶解

氧 6 mg/L～7 mg/L, pH值为 7. 1。每天光照 12 h

～16 h。试验期间水温保持在 ( 23 ±1) ℃。采用

经曝气的标准稀释水 , pH值为 ( 7. 8 ±0. 2 ) ,硬度

约 250 mg/L (以 CaCO3计 ) ,溶解氧质量浓度达空

气饱和值 (ASV )。试验前 24 h停止给试验鱼 (虾 )

喂食 ,整个试验期间亦不喂食。

1. 3　样品

该污染场 20世纪 70年代开始使用 ,原为工业

废旧桶处置场地 ,加工过程中产生的涮废液和废渣

长期堆积 ,直接暴露于土壤表面和地表水中。样品

分别采自该场地东、西 2个水塘 ,其中 1号塘污水

主要为有机固废堆积产生的污水 ,颜色发黑 ,有强

烈气味 ; 2号塘污水为地及周边地表径流水。水样

密闭在 4 ℃下保存。试验前 , 1号塘污水的 pH值

为 7. 03～7. 49, 2号集水塘水样的 pH值为 7. 45～

7. 69。

1. 4　试验方法 [ 16 - 19 ]

从 24 h预备试验中杀死全部鱼的原塘水最低

体积分数与未毒死鱼的原塘水最低体积分数之间 ,

选择试验体积比 , V (稀释水 ) ∶V (1号塘污水原水 )

分别为 9∶1、4∶1、2∶3、3∶2、4∶1。配比水总体积为

3 000 mL, 每个容器中放 10尾鱼 (虾 ) ,设置 5个

体积分数组 ( 10%、20%、40%、60%和 80% )和 1

个空白对照组 ,每个体积分数组设 3个平行。试验

采用换水式 ,每 12 h更换 1次试验液 ,持续 96 h,

每天记录死鱼 (虾 )数及中毒症状 ,并将死鱼 (虾 )

及时取出。

1. 5　统计方法

使用 SPSS 13. 0,采用概率单位分析 (p robit a2
nalysis)估算 LC50及其 95%置信区间。

2　结果与讨论

2. 1　两种污水毒性的比较

1号塘水稀释 10倍以上 ,对试验鱼群无明显

影响 ;稀释 5倍以上 ,对凡纳对虾无明显影响。原

塘水污染物质量浓度较高时 ,对斑马鱼和凡纳对虾

均具有急性毒性作用 ,能致其对外界反应迟钝、游

动不自然、侧游、失去平衡甚至失去游动能力 (斑

马鱼 )及反应迟钝、行动缓慢甚至昏厥 (凡纳对

虾 ) , 96 hLC50分别为 46. 2%和 59. 6% , 见图 1、图

2,而 2号塘水原水对斑马鱼和凡纳对虾均无急性

毒性。

图 1　1号塘污水对斑马鱼的剂量 -效应关系

图 2　1号塘污水对凡纳对虾的剂量 -效应关系

参照由国际标准组织 ( ISO )推荐的方法 ,利用

斑马鱼的 96 hLC50的范围及急性毒性单位 ( Tua)对

工业废水毒性等级划分 , 1号塘污水达中毒等级 , 2

号塘污水为微毒或无毒等级。Tua = 1 /LC50 ,若 Tua

> 0. 3表示对环境有影响。1号塘污水的生物毒性
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远远大于 2号塘污水 ,工业废水毒性等级的划分方

法见表 1
[ 9 ]。

表 1　工业废水毒性等级划分标准

毒性等级 Toxicity rank 96 hLC50 Tua

极毒 Terribly < 1 > 100

高毒 H ighly 1～10 10～100

中毒 Moderately toxic 10～50 2～10

低毒 Lowly toxic 50～100 1～2

微毒或无毒 Tiny or innocuity NAT < 1

2. 2　不同暴露时间对生物毒性的影响

在相同暴露时间下 , 1号塘污水对斑马鱼的

LC50均低于凡纳对虾 ,且随着暴露时间的增加 ,斑

马鱼 LC50的降低趋势更为显著。由此可见 ,同一

污染物对不同水生生物的毒性存在差异 ,斑马鱼对

1号塘污水毒性的敏感性高于凡纳对虾 ,更适合该

类型污染的毒性诊断。

某些农药对斑马鱼的 96 hLC50与 24 h和 48 h

LC50相近
[ 20 ] ,而场地污水对试验生物不同时间的

LC50相差较大 ,表明在测试污染场地生物急性毒性

时 , 24 hLC50和 48 hLC50有时并不能代替 96 h的结

果 ,应选择 96 hLC50作为生物试验的急性毒性

指标。

2. 3　水样毒性试验与化学检测结果的相关性

为验证斑马鱼和凡纳对虾对该场地两种污水

的急性毒性试验结果 ,对采集的污水中污染物的主

要成分进行了定性、定量检测。依据该场地污染源

特征 ,采用 GC /MS方法检测挥发性有机物 (VOC)

和半挥发性有机物 ( SVOC)。结果表明 , 2号污水

中未检出有机污染物 ,而 1号塘的污水中检测出的

有机污染物 ,以苯酚类和酞酸酯类为主 ,其中苯酚

类居多 ,见表 2。

表 2　1号塘污水检出的主要污染物结果

化合物类别 化合物名称 ρ/ (μg·L - 1 )

苯酚类 苯酚 30. 1

2 -氯苯酚 1. 00

2 -甲基苯酚 69. 4

3 -甲基苯酚 , 4 -甲基苯酚 21. 6

2 -硝基苯酚 75. 0

2, 4, 6 -三氯苯酚 1. 66

2, 4, 5 -三氯苯酚 0. 94

酞酸脂类 邻苯二甲酸二丁酯 4. 18

邻苯二甲酸二 (2 -乙基己酯 ) 66. 8

　　苯酚类对斑马鱼有较高的毒性 [ 21 - 22 ]
,其中氯

酚类化合物中 ,随着苯环上氯取代基的增加 ,毒性

显著增大 , 2, 4 -二氯苯酚和五氯苯酚对斑马鱼的

48 hLC50分别为 4. 62 mg/L和 0. 102 mg/L,且其作

用为协同 ,对斑马鱼的联合毒性远远大于单一毒

性 ;酞酸酯类物质对斑马鱼也具有较高毒性 ,邻苯

二甲酸二丁酯对斑马鱼的 48 hLC50为 8. 51 mg/L;

同时 ,根据 EPA制定的有害废弃物危害性分级系

统 , 2 -甲基苯酚、2, 4, 6 -三氯苯酚、邻苯二甲酸二

丁酯、邻苯二甲酸二 (2 -乙基己酯 )都为强持久毒

性化合物 [ 23 ]。化学检测和生物毒性试验的结果均

表明 , 1号污水塘受污染较为严重 ,毒性较大。水

样生物毒性试验与化学检测结果存在较好相关性。

3　结论

应用斑马鱼和凡纳对虾毒性试验 ,能判定有机

污染场地的污水对水生生物的毒性 ,帮助诊断其危

害程度。它作为一种快速而实用的方法 ,可用于场

地污染危害识别和生态风险筛选。
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