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利用发光菌评价 17 种染料的毒性效应
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　　[摘　要 ]　根据 1995 年国家标准规定的发光细菌法测定化合物的急性毒性标准, 测定了 17 种染料抑制发光

细菌相对发光强度的 EC 50值。结果表明, 碱性染料的毒性最大, 还原性染料的毒性次之, 酸性染料的毒性较小, 活性

染料和直接染料的毒性最小。
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　　控制排污或确定水处理工艺时, 通常采用化学

分析方法来测定其中有毒有害化学物质的物理化学

参数, 如色度、化学需氧量 (COD )、总需氧量 (TOC)

及生化需氧量 (BOD )等。但化学分析数据不能全面

反映排水的生物毒性[1 ]。美国清洁水法 (CW A )中明

确规定: 禁止排放毒性剂量的有毒污染物。考虑到以

化学分析为主要手段的控制方法有很大的局限性,

美国环保局于 1984 年推荐了一个综合方案, 即通过

化学定义的标准和全水样毒性限来控制排水质量,

后者包括若干个生物的急性和慢性毒性测试[2, 3 ]。

在众多生物毒性测试中, 发光细菌毒性检测作

为一种快速、简便、经济的方法, 已被广泛应用[4～ 6 ]。

我国国家环保局 1995 年发布了急性毒性的测定方

法——发光细菌法, 基于发光细菌相对发光强度与

水样毒性组分浓度呈显著负相关 (置信水平 P ≥

0. 95) , 因而可通过生物发光光度计测定水样的相对

发光度, 以此表示其急性毒性水平[7 ]。

本研究利用中国科学院南京土壤研究所提供的

发光菌 (P hotobacterium p hosp horeum sp. T 3) , 对天

津染料进出口公司提供的 17 种常用染料的急性毒

性进行测定, 以期为我国污水排放标准的制定提供

可靠的理论基础。

1　材料和方法

1. 1　试验菌株

　　发光菌冻干粉, 购自中国科学院南京土壤研究

所。

1. 2　样品来源

碱性紫 5BN 等染料由天津染料进出口公司提

供, 其基本性质见表 1[8 ] , 用 3 gömL N aC l 溶液配制

不同的浓度水平。所用N aC l 为分析纯。

1. 3　仪　器

DXY22 型生物毒性测试仪 (中国科学院南京土

壤研究所制造)。

1. 4　试验方法

1. 4. 1　发光菌的激活　取一支装有冻干菌粉的安

甑瓶, 割开瓶口, 加入 2. 5 gömL 的N aC l 溶液 0. 5

mL , 使发光菌激活, 在毒性测试仪上测出的初始发

光单位为 600～ 1 900 mV , 然后将安甑瓶放入 0 ℃

冰水浴中待用。

1. 4. 2　样品的测试　 (1)染料毒性测定。根据初步

试验的结果, 以用直线内插法确定的染料抑制发光

菌相对发光强度的 EC 50为中点, 各向两边延伸 3 个

浓度, 共 7 个样品浓度 (CKc) , 每组均有空白对照

(CK 管) 且平行 3 个重复样进行试验, 向 2 mL CK

管及 2 mL CKc 管中同时加复苏发光菌液 10 ΛL (本

批样品测试用同一瓶复苏液) , 立即记时到秒, 等反

应 15 m in 后迅速放入仪器测试舱内, 分别测定 2

mL 测试管的发光量。(2) 染料颜色的校正。取一个

2 mL 测试管 (直径 12 mm ) , 加 3 gömL N aC l 溶液 2

mL , 将该管放进一装有少量 3 gömL N aC l 溶液的 5

mL 管 (直径 20 mm )中, 使内外管的N aC l 溶液液面

平齐, 以此作为空白对照 (CK)。另取 1 支 2 mL 测

试管, 加 3 gömL N aC l 溶液 2 mL , 放入另一装有少
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量待测染料样品液的 5 mL 管内, 使内外管的N aC l

溶液液面平齐, 以此作为测试管 (CKc)。每种待测液

及空白液各取 3 份平行样, 于CK 及 CKc 管的内管

中同时加复苏发光菌液 10 ΛL (本批样品测试用同

一瓶复苏液) , 立即记时到秒, 等反应 15 m in 后迅速

放入仪器测试舱内, 测定 2 只带有内管的 5 mL 测

试管的发光量, 分别计下L 1 (CK) 和L 2 (CKc)。 (3)

试验结果较正。按 (1) 所述方法测试带色样品管

(CKc 管) 及其对照样 (CK 管) 的发光量, 所有 CK

管测得之发光量均须减去较正值 ∃L = L 1- L 2 后才

能作为CK 发光量。

1. 5　数据处理

因各个安甑瓶中冻干粉发光菌的总数和活性不

尽相同, 不同的安甑瓶 10 ΛL 发光菌液加入同一浓

度染料后所产生的发光读数有一定差别, 为了更好

地比较发光强度受染料影响的程度, 本研究对数据

进行了处理, 采用了相对发光强度[9 ]:

相对发光强度= 试样发光强度ö对照样发光强

度。

1. 6　染料毒性的表示

染料毒性的大小表示为 EC 50, 是引起发光菌

50% 相对发光强度的样品浓度。
表 1　供试染料及其性质

T able 1　T ested dyestuff and their character

染料名称
D yeπs designation

化合物结构类型
Structu re type of

chem ical compound

不溶于水的杂质含量ö
(m g·g- 1)

T he con ten t of disso lved
impurity to w ater

碱性紫 5BN A lkaline purp le 5BN 三苯甲烷类 T h ree benzene m ethane ≤1. 5

碱性艳蓝BO A lkaline gaudy b lue BO 三苯甲烷类 T h ree benzene m ethane ≤1. 5

还原艳紫RK Reduce gaudy purp le RK 酰胺蒽琨类Am ine an th racene Ings of acyl ≤1. 5

还原蓝 ER Reduce b lue ER 蒽醌类A nth racene Ings ≤1. 5

还原红 F3B Reduce red F3B 蒽醌类A nth racene Ings ≤1. 5

活性紫 K3R Purp le K3R of activation 单偶氮铜络合物 Single even n itrogen copper comp lex
compound

≤1

活性黑 KBR B lack KBR of activation
单偶氮铬、钴络合物 Single even n itrogen ch rom ium ,
cobalt comp lex compound

≤1

活性艳红X23B Gaudy red X23B of activation 单偶氮类 Single even n itrogen ≤1

活性艳蓝 KN 2R Gaudy b lue KN 2R of activation 蒽醌类A nth racene Ings ≤1

直接耐晒黑 G A ble to bear tanned G directly 多偶氮类 Even n itrogen m uch ≤1. 5

直接湖蓝 5B D irect lake b lue 5B 双偶氮类 Pair of even n itrogen ≤1. 5

直接黄棕 3G Yellow ish2brow n 3G directly 三偶氮类 T h ree even n itrogen ≤1. 5

弱酸性红 2B W eak acid red 2B 单偶氮类 Single even n itrogen ≤1. 5

酸性湖蓝A A cid lake b lue A 三苯甲烷类 T h ree benzene m ethane ≤1. 5

酸性媒介青RRN A cid m edia b lue and green RRN 单偶氮类 Single even n itrogen ≤1. 5

溴胺酸B rom ine am ine sour 蒽醌类A nth racene Ings ≤0. 5

墨绿B lack ish green 合成 Synthetic ≤1

2　结果与分析

2. 1　发光菌的发光强度随时间的变化趋势

发光菌被激活之后, 其发光强度会随时间的延

长而改变, 实际分析时, 必须选择发光变化率较小的

时刻来测试。图 1 为空白样加菌后发光强度随时间

的变化情况。如图 1 所示, 发光菌被激活 15 m in 左

右, 发光强度变化趋与平缓, 因此, 应选 15 m in 为试

样加菌到测量发光强度的时间间隔, 这与中国科学

院南京土壤研究所提供的参数一致[6 ]。

2. 2　染料浓度和发光菌发光光强的相关性

绘制酸性湖蓝A 染料浓度与发光菌相对发光

强度的曲线, 如图 2 所示。随着试样浓度的增加, 发

光菌发光强度降低, 表明发光强度与浓度呈负相关

关系 ( y = - 0. 770 3x + 96. 895, 相关性系数

r= - 0. 989 2) , 且置信水平 P > 0. 99。其余染料类

同, 并由此计算出染料抑制发光菌相对发光强度的

EC 50, 见表 2。

由表 2 可以看出, 碱性染料的毒性最大, 还原性

染料的毒性次之, 酸性染料的毒性较小, 活性染料和

直接染料的毒性最小。从染料分子的化学结构来分

析, 碱性染料基本上是苯的各种衍生物, 还原染料主

要是蒽醌染料, 酸性染料大多是苯磺酸的衍生物及

酸性偶氮化合物, 而活性染料和直接染料大部分是

磺酸基的偶氮化合物及其金属络合物, 其毒性最小。

急性毒性较大的染料均具有如下特征: 分子结构相

对简单, 易溶于乙醇, 均含有氨基或取代氨基等强给

电子取代基, 均为含氯水溶性化合物。由此可以看
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出, 染料的毒性与其分子大小、官能团性质有着一定

的联系。对比H gC l2 溶液抑制发光菌相对发光强度

的 EC 50 (0. 1 gömL )可知, 大部分染料对发光菌的毒

性为中等偏低。

图 1　发光细菌发光强度随时间的变化

F ig. 1　R elationsh ip betw een b io lum ino sity

of lum inescnet bacteria and tim e

　

图 2　发光细菌相对发光强度随染料浓度的变化

F ig. 2　R elationsh ip betw een rela t ive

b io lum ino sity of lum inescen t bacteria

and con ten t of acid brillian t b lue A

表 2　17 种常用染料分别抑制发光菌相对发光强度的 EC50

T able 2　EC50 s of seven teen k inds of commonly used dyestuff restra in ing the rela t ive B io lum inous of lum inescen t bacteria

染料品种
D yeπs designation

回归方程
Regression

fo rm ulae
R 2 P

EC50ö
(m g·L - 1)

碱性紫 5BN A lkaline purp le 5BN y = - 8. 283 7x + 61. 33 0. 642 2 > 0. 95 1. 42

碱性艳蓝BO A lkaline gaudy b lue BO y = - 0. 678 4x + 71. 457 0. 949 8 > 0. 99 3. 16

还原艳紫RK Reduced gaudy purp le RK y = - 3. 92x + 86. 25 0. 924 7 > 0. 99 9. 12

还原蓝 ER Reduced b lue ER y = - 1. 67x + 76. 23 0. 912 3 > 0. 99 15. 66

还原红 F3B Reduced red F3B y = - 2. 16x + 79. 79 0. 889 6 > 0. 99 13. 79

活性紫 K3R Purp le K3R of activation y = - 0. 913 5x + 97. 127 0. 868 > 0. 99 51. 58

活性黑 KBR B lack KBR of activation y = - 0. 219 2x + 91. 009 0. 934 > 0. 99 187. 12

活性艳红X23B Gaudy red X- 3B of activation y = - 0. 177 2x + 85. 23 0. 862 4 > 0. 99 198. 81

活性艳蓝 KN 2R Gaudy b lue KN - R of activation y = - 0. 242 3x + 98. 704 0. 966 2 > 0. 99 201. 00

直接耐晒黑 G A ble to bear tanned G directly y = - 0. 249x + 88. 272 0. 844 1 > 0. 99 153. 71

直接湖蓝 5B D irect lake b lue 5B y = - 0. 220 8x + 97. 078 0. 926 6 > 0. 99 213. 11

直接黄棕 3G Yellow ish2brow n 3G directly y = - 0. 107 9x + 96. 933 0. 935 1 > 0. 99 434. 15

弱酸性红 2B W eak acid red 2B y = - 0. 625 9x + 78. 285 0. 773 2 > 0. 99 45. 19

酸性湖蓝A A cid lake b lue A y = - 0. 770 3x + 96. 895 0. 978 6 > 0. 99 60. 88

酸性媒介青RRN A cid m edia b lue and green RRN y = - 0. 508 8x + 98. 545 0. 989 7 > 0. 99 95. 40

溴胺酸B rom ine am ine sour y = - 0. 115 1x + 88. 096 0. 823 1 > 0. 99 330. 98

墨绿B lack ish green y = - 0. 286 5x + 98. 226 0. 914 > 0. 99 168. 33

　　由表 2 还可以看出, 相对而言, 紫色染料在同种

类型的染料中毒性较大。虽然本次试验对颜色的影

响已经进行了一定的校正, 但并不完全排除颜色对

发光菌发光量的影响。

3　讨　论

与传统生物毒性测定方法——鱼毒试验法相

比, 本方法检测水质急性毒性的优点在于: 发光细菌

对环境敏感, 容易培养, 测试时只需微量样品; 且试

验过程中不需要严格的无菌操作, 测试简便、快速、

适用性强、重复性好、灵敏度高而费用极为低廉。

本研究表明, 常用的 17 种染料对发光细菌均有

一定的急性毒性, 而且染料的毒性与染料类型、分子

大小、官能团性质有着一定的联系。通过分析可知,

单就同种性质的偶氮染料来看, 多偶氮类染料比单

偶氮和双偶氮类染料对发光细菌发光量的影响要

大。染料中偶氮基是发色基团, 另外, 所选大部分染

料都含有- OH、- N H 2 等助色基团, 发色基团和助

色基团的共同特点是都含有未共用电子团。由此可

以看出, 虽然本次试验对颜色的影响已经做了一定

的物理校正, 但并没有改变染料的化学结构, 其中共

轭键和未共用电子对的多少对染料毒性的影响比较
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大。另外, 单偶氮的金属络合物比单偶氮类染料对发

光细菌的急性毒性大, 例如单偶氮的铜络合物对发

光细菌的毒性较大, 可能的原因是铜本身有一定的

杀菌效果, 和偶氮化合物络合后进一步促进了对发

光细菌的急性毒性。为了更好地说明染料毒性产生

的原因, 本研究的后续部分将用不同营养级生物作

为测试对象, 对比不同染料对不同生物测试对象的

毒性大小, 并从染料结构及颜色等方面进一步分析

其毒性产生的原因。
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Abstract: A cco rd ing to the Ch inese criterion abou t the acu te tox icity of compound, Ec50s of seven teen

k inds of dyes rest ra in ing the rela t ive b io lum ino sity of lum inescen t bacteria is ob ta ined u sing the m ethod of

lum inescen t bacteria. T he resu lt show s: the tox icity of A lkaline dyestuffs is mo st acu te one, reduct ive

dyestuffs takes the second p lace, the acid dyes is rela t ively lit t le, and the tox icity of react ive dyestuffs and

direct dyestuffs is m in im um.

Key words: dyestuff; lum inescen t bacteria; acu te tox icity; w ater po llu t ion
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