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摘要:分别利用酵母双杂交和 umu试验对 5个城市 9个污水处理厂进出水中生物遗传毒性和视黄酸受体 ( RAR )结合活性进行了调查,并考察

了臭氧氧化对这两种生物效应的去除效果.结果表明,城市污水中存在不同程度的生物遗传毒性和视黄酸受体 ( RAR)结合活性,通过生物处

理可以大幅削减污水中的 RAR结合活性和生物遗传毒性,但污水厂出水中仍然普遍具有遗传毒性,部分残留 RAR结合活性. 5~ 10m g# L- 1的

臭氧可以有效削减二级出水中残留的 RAR结合活性和遗传毒性,是一种有效的提高水质安全性的污水深度处理技术.
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Abs tract: Th e agon ist ic activ ity of ret inoic acid receptor( RAR) and th e genotoxicity induced by the in flu ent and eff luen t from 9 sew age treatm ent p lants

( STPs) in differen t cit iesw ere invest igated, and the eff iciency of ozonat ion for the rem oval of th e toxicity w as evalu ated. Raw sew age contains relatively

h igh RAR agon ist ic activity and genotoxicity. T rad itional b iolog ica l treatm ent reduces the RAR agonist ic activity and genotox icity, but all of th e

invest igated secondary eff luen tsw ere st ill gen otox ic, wh ile th e eff luen ts from som e p lan ts stil lhad w eak RAR agon istic activ ity. Ozonat ion at an ozon e dose

of 5~ 10m g# L- 1 ( in con sum pt ion base) alm ost com pletely removed th e RAR agon ist ic activ ity and genotoxicity.

Keywords: w astew ater reclam at ion; RAR agon istic act ivity; genotox icity; ozonat ion

1 引言 ( Introduct ion)

城市污水再生利用是我国解决北方城市水资

源短缺的重要途径之一, 而再生水的水质安全保障

是污水再生利用中的关键问题. 城市污水来源广

泛,成分非常复杂, 对所有可能的污染成分进行逐

一分析不太现实, 因此, 如何评价再生水的水质风

险也是一个重要的科学问题. 近年来, 用于综合评

价水中各种生物效应的生物测试方法越来越成熟,

成为复杂水体风险评价的一个非常重要的补充手
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段. Ames试验是用于评价水体遗传毒性的经典方

法,在世界范围内得到认可和应用. 后来出现的

SOS /umu试验是 Oda等 ( 1985)根据 DNA损伤时诱

导 SOS反应表达 umuC基因这一基本原理建立起来

的一种新的遗传毒性检测方法, 由于其具有快速、

敏感、简便、廉价等优点, 近年来受到越来越广泛的

应用. R eiffersche id等 ( 1996)对比分析分别用 SOS /

umu试验和 Ames试验测定的 274种化合物的遗传

毒性结果, 发现两者大约有 90% 的一致性, umu试

验对 179种致癌物阳性预测值高达 93% . SOS /umu

方法已被确立为 ISO标准体系中用于监测环境水的

生物遗传毒性的标准方法.

视黄酸 ( Ret ino ic Ac id, RA )是维生素 A在生物

体内的活性形式之一, 控制着脊椎动物整个生命周

期中的细胞分化、增生和凋亡 (王尔松, 1999) . RA

在临床上用于对皮肤病、白血病、糖尿病及肿瘤的

治疗. 研究发现 RA可引起包括人在内的多种动物

胚胎发育畸形 (李增刚, 2004), 其生物活性由一系

列视黄酸受体 ( Retino ic Ac id R eceptor, RAR )和视

黄素受体 RXR( Retino id X R eceptor, RXR)及其配体

介导实现, 其中 RAR起主要作用 (M ichael et a l. ,

1999) .一些研究证明,能够同 RAR结合的外源配体

为强致畸物,北美洲多处发现的青蛙发育畸形被怀

疑同其栖息的水体中外源 RA 含量过高有关

( G ard iner et al. , 2003) . N ishikaw a等将含人类 RAR

( A, B, C)基因的质粒导入酵母菌, 构建了检测 RA

受体活性的酵母菌双杂交测试方法,可以用于对环

境样品及化学物质的 RAR结合活性的评价 (K am ata

et al. , 2008) .

本研究采用酵母双杂交和 umu试验对 5个城

市 9个污水处理厂进出水中生物遗传毒性和视黄酸

受体 ( RAR)结合活性进行了调查, 并考察了臭氧氧

化对这两种生物效应的去除效果,以期为再生水的

水质安全保障提供基础数据和技术支持.

2 试验材料与方法 (M aterial and methods)

2. 1 样品采集

对国内 5个城市 9座污水处理厂的进出水进行

采样.进水采样点位于污水厂总进水口或初沉池的

前端,出水采样点位于水厂最终处理单元的出水.

各厂基本信息见表 1.

表 1 采样污水处理厂的基本信息

Tab le 1 General in form ation on the invest igated w astew ater treatm ent p lan ts

城市 序号 工艺简介 工业废水比例
设计处理水量 /

( 104m3# d- 1 )
采样日期

北京 A AAO工艺 20% 100 2006. 7

B 氧化沟工艺 5% 20 2006. 7

C 倒置 AAO工艺 30% 10 2006. 7

上海 D 活性污泥法 40% 7 2006. 12

E AO+生物滤池 10% 7. 5 2006. 12

F AO 30% 10 2006. 12

深圳 G AB法 25% 10 2006. 12

广州 H AAO 20% 20 2007. 1

天津 I AO 50% 15 2007. 11

2. 2 批量臭氧氧化实验

批量臭氧氧化实验采用石英玻璃管 ( 60 mm @
1. 5m )作为臭氧接触反应器, 臭氧发生器 ( OS1N,

M itsub ish iE lectric,日本 )产生的臭氧气体经过在线

臭氧浓度检测器 (H are EG-600, Jitsugyo日本 )后通

过石英管底部的砂板扩散器与水样接触. 臭氧尾气

由 K I溶液吸收后,用硫代硫酸钠溶液滴定确定尾气

臭氧含量,然后计算出臭氧消耗量.

2. 3 水质分析与样品预处理

水样 CODM n、NH
+
4 -N和粪大肠杆菌分析方法参

照标准分析方法 (中国国家环境保护总局编委会,

2002) .水样经过 0. 45 Lm 滤膜过滤, 滤出液 DOC

测定采用总有机炭分析仪 ( Phoen ix8000, Temar-

Dohrm ann美国 ) , 254 nm处紫外吸收值和色度测定

采用紫外-可见分光光度计 (UV 3100, H itachi日本 ) ,

重金属分析采用电感耦合等离子体发射光谱仪

( OPTIMA2000, Perk inE lmer美国 ).

用于生物测试的样品预处理方法: 取 2 L水样

经玻璃纤维滤膜 ( GF /C; w hatman英国 )过滤后用

HLB柱 ( 6 mL、500mg; W aters美国 ) 在固相萃取装

置 (W aters美国 ) 上进行固相萃取, 依次用 10 mL

甲醇 ( HPLC级; F isher Chem icals美国 )和 10 mL超
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纯水活化 HLB小柱后,水样以大约 5mL#m in
- 1
的速

度通过固相萃取小柱. 上样结束后用 10 mL超纯水

淋洗小柱,然后用氮气将小柱吹干再用 10 mL甲醇

洗脱, 洗脱液用微弱的氮气吹干, 再用二甲基亚砜

( DM SO, ACS级, Am resco美国 )定容到 0. 05 mL进

行生物测试.

2. 4 RAR结合活性试验方法

本实验利用酵母双杂交方法 ( N ish ikaw a et a l. ,

1999)测定水样的 RAR结合活性, 试验用酵母菌株

Saccharomyces cervisiae Y190由日本大阪大学提供,

菌株 上 接 有 人 类 RARA 质 粒 和 共 激 活 子

pGAAD424-T IF-2, 同时引入了 ga lactosidase报告基

因.通过 RA配体诱导激活受体基因, 同时激活报告

基因, 转录成 B-半乳糖苷酶, 通过测定 B-半乳糖苷

酶来检测样品中的 RAR结合活性.试验中 DMSO作

为阴性对照, 全反式视磺酸 ( A l-l trans-retino ic acid

99%, S igma St Lou is, 美国 )作为阳性对照, 每个样

品 3个重复.最后通过下式计算 B-半乳糖甘酶诱导

活性值 ( IU ) :

IU = 1000 @
OD415 - 1. 75 @ OD570

t @ v @OD595

( 1)

式中, t为加入 ONPG显色时间 (m in); v为反应菌液

在显色过程中的稀释倍率.

2. 5 SOS /umu试验方法

浓缩后样品的遗传毒性通过 SOS /umu试验测

定, 具体方法参考文献 ( Hu et al. , 2007; ISO

13829, 2000 ) . 试验菌株 Salmonella typhimurium

TA1535 /pSK1002由日本大阪府立公众卫生研究所

提供. 产生 B-半乳糖苷酶的 LacZ结构基因与操纵

子 umuC基因融合, 通过 pSK1002质粒携带整合于

鼠伤寒沙门氏菌 TA1535菌株的 DNA中, 菌体 DNA

受外缘性物质损伤后产生 SOS反应, 促使 LexA阻

遏蛋白发生自溶解, 启动 umuC基因操纵子, 带动

LacZ基因转录翻译表达, 生成 B半乳糖苷酶, 根据

该酶被诱导产生的量判定受损的程度. 试验中

DMSO 作为阴 性对照, 4-硝基 喹啉-N-氧化 物

( 4NQO, F isherChem ica ls, 美国 )作为阳性对照, 每

个样品 3个重复. 最后通过式 ( 1)计算 B-半乳糖甘

酶诱导活性值 ( IU ).

遗传毒性的强弱用样品诱导值与阴性对照值

的诱导比率 (R )表示.若 R\ 2,表示该样品遗传毒

性效应呈阳性; R < 2,表示遗传毒性效应为阴性.

3 结果 ( R esu lts)

3. 1 污水厂出水水质常规指标
9座污水处理厂出水常规水质指标的分析结果

如表 2所示.调查发现, 除了 I厂外, 其他水厂有机

物去除效果都比较好, 出水 CODM n和 DOC分别在

6. 5~ 15. 4 mg# L
- 1
和 5. 3~ 10. 4 mg# L

- 1
的范围内,

但出水均有一定的色度 ( 11~ 21度 ) . I厂出水有机

物、色度等指标较高是因为接纳了大量纺织工业废

水 ( 50% ). 除了 D厂和 H厂镉浓度超过排放标准值

( 0. 01 mg#L- 1
)外, 其他重金属指标均在排放标准

的允许浓度范围内.粪大肠菌群数作为反映出水卫

生学指标的基本控制项目,其一级标准 B级最高允

许排放浓度 (日均值 )为 10
4
个# L

- 1
.在 9座水厂中,

A、B、C、D、F、G和 I水厂出水粪大肠杆菌浓度普遍

高出污水排放一级 B标准允许浓度 1 ~ 2个数量

级, E和 H 厂出水经过紫外消毒处理, 所以粪大肠

杆菌含量较低, 但也在排放标准的临界值附近. 因

此,病原微生物风险也是城市污水再生回用中不容

忽视的一个指标.

表 2 污水处理厂二级出水常规指标分析结果

T ab le 2 M easu red rout ine param eters of th e secondary efflu ents

水厂
CODMn

/ (m g# L- 1 )

DOC

/ ( mg# L- 1 )

UV 254

/m - 1

色度

/度

NH +
4 -N

/ ( mg# L- 1 )

铬

/ (m g# L- 1 )

A 8. 7 6. 7 17. 2 16 2. 7 0. 02

B 7. 1 5. 3 13. 2 11 1. 3 0. 02

C 10. 3 7. 3 23. 2 19 7. 1 0. 09

D 15. 4 10. 4 21. 8 21 7. 8 0. 04

E 6. 5 5. 1 12. 1 15 1. 5 0. 01

F 9. 2 8. 7 16. 9 18 4. 1 0. 03

G 8. 4 7. 3 15. 4 17 3. 7 ND

H 7. 7 8. 7 18. 6 18 2. 9 0. 05

I 26. 5 22. 2 41. 4 28 5. 9 ND
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续表 2

水厂
锌

/ (m g# L- 1 )

铅

/ ( mg# L- 1 )

镉

/ (m g# L- 1 )

铜

/ ( mg# L- 1 )

大肠杆菌

/LgN (个# L- 1 )

A 0. 13 0. 05 ND 0. 01 5. 42

B 0. 25 0. 04 0. 01 0. 03 4. 71

C 0. 29 0. 03 ND 0. 06 5. 23

D 0. 42 0. 07 0. 02 0. 02 5. 81

E 0. 16 0. 03 ND 0. 12 3. 78

F 0. 38 0. 08 0. 01 0. 01 5. 65

G 0. 21 0. 01 0. 01 ND 5. 92

H 0. 38 0. 09 0. 02 0. 22 4. 11

I 0. 14 ND ND ND 4. 85

3. 2 遗传毒性
利用 umu方法对浓缩后样品进行不同暴露剂

量 (换算为浓缩前水样体积 )下生物遗传毒性的分

析,结果如图 1所示. 由图中可以看出水厂进水 (初

沉 )的遗传毒性普遍呈现强阳性水平,而且剂量-效

应关系表现为随着样品暴露剂量增加毒性先上升

后下降的趋势, 主要是进水中污染物浓度过高, 大

剂量样品暴露过程中菌株生长受到抑制, 使得其半

乳糖苷酶的表达量降低. 出水中遗传毒性大幅下

降,呈现出较好的剂量-效应关系, 表明经过生物处

理后,水中遗传毒性物质得到很好的去除. 以产生

最高诱导活性值的进水暴露剂量为基准, 比较不同

水厂对原水遗传毒性的去除效率可以发现, 9个水

厂对遗传毒性的去除效率在 46. 6% ~ 74. 7% 范围

内,平均去除率为 55. 5% ? 11. 5% . 不同处理工艺

及水厂运行条件对遗传毒性的去除效果有待于进

一步的研究.

图 1 污水处理厂进出水遗传毒性测试结果

Fig. 1 Genotox icity test resu lts of STP in fluents and efflu ents

  对出水的遗传毒性评价结果表明, 15 mL暴露剂

量下的遗传毒性总体呈现阴性或疑似阳性水平; 当

暴露剂量增加至 120 mL时, 9个水厂出水的遗传毒

性普遍呈现阳性, 说明尽管常规的生物处理可以去

除部分遗传毒性, 出水仍然具有一定的遗传毒性风

险. D ize l( 2002)对德国境内地表水和污水进行毒性

调查时发现, Saale河和 Te ltow运河下游河水在 umu

试验中呈现阳性或疑似阳性, 推测这可能与沿途接

受多个污水处理厂二级出水有关. 因此污水处理厂

出水中残留的有害污染物对接受水体可能造成潜在

危害.

3. 3 RAR结合活性

对 A~ H污水处理厂进水和出水的 RAR结合活

性的调查结果如图 2所示.由图 2可以看出除了 D厂

外,其他水厂进水的 RAR结合活性都呈现较高的水

平,说明原水中普遍含有具有能同 RAR结合的配体

物质存在. 除了类维生素 A类物质以外, 环境中很多

人工合成的外源性化学物质都是能同 RAR结合的外
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源配体. Kamata等 ( 2008)对 543种化学物质进行

RAR结合活性筛选研究, 发现许多工业化学品、天然

雌激素、个人护理品、除草剂和农药都具有 RAR结合

活性. 国内的一些研究者发现, 双酚类、烷基酚类、邻

苯二甲酸酯类、有机磷农药、有机氯农药和雌激素等

物质都能从城市污水厂进水中检出 (W ang et al. ,

2001; Sun et al. , 2008; 金士威等 2005; ),这些微量

污染物中绝大部分都具有 RAR结合活性 ( K ama ta

et al. , 2008) ,而传统工艺对上述污染物的去除效率

各异 ( Kong et al. , 2008; 陈明等, 2006; 柳丽丽等,

2003) .环境中人工合成的外源有机物配体通过同细

胞核受体结合后会对生物有机体造成不利的影响,

其中一些能够同细胞核受体 (例如 RAR、ER )结合的

外源配体已被证明能够导致生物体发育畸形

( E lmazar et al. , 1996; E lm azar et al. , 2001; K ama ta

et al. , 2006) ,医学暴露实验和环境调查已证实了外

源配体的生物致畸效应 ( F ry et al. , 1995; Lamm er

et al. , 1985; Sumpter et al. , 1998). 图 2结果表明,

传统的处理工艺对原水中的 RAR结合活性进行了有

效去除.大部分污水厂出水 RAR结合活性都降低到

空白两倍水平以下, 但部分污水厂出水 RAR结合活

性仍然明显高过空白水平, 说明其出水仍残留有

RAR结合活性. 虽然外源性有机物配体在生物离体

实验 ( in v itro assay)中检测的受体亲和能力弱于天然

配体, 但相同浓度下其对生物有机体的致畸效应明

显强于天然配体 (K am ata et al. , 2008). 因此, 尽管水

厂出水的 RAR结合活性总体较低,仍不能排除回用

过程中对接受水体中的生物体造成潜在致畸危害的

可能性.

图 2 污水处理厂进出水 RAR结合活性测试结果

F ig. 2 RAR activities of STP in fluen ts and eff luen ts

3. 4 臭氧氧化处理实验

由于臭氧在脱色、除臭、消毒和去除微量有机

物等方面的功效 ( Takahara et al. , 2006) ,国外许多

污水处理厂都采用臭氧氧化技术以提高污水厂出

水的综合水质. 本研究选择 A厂和 C厂二级出水作

为处理对象, 考察了臭氧氧化处理对二级出水中

RAR结合活性和遗传毒性的去除效果.由图 3可以

看出, 在 5 mg# L
- 1
的臭氧消耗量条件下, A厂和 C

厂出水 60mL水样诱导的遗传毒性值都由阳性降低

到阴性水平, 120 mL水样的遗传毒性值也降到阴性

和疑似阳性水平,但水样的遗传毒性仍然呈现一定

的剂量 ~ 效应关系. 当臭氧消耗量增加至 10

mg#L
- 1
时,水样的遗传毒性进一步降低至空白对照

图 3 臭氧对污水厂出水遗传毒性的去除效果

F ig. 3 Th e effect of ozone on the rem oval of genotoxicity

水平,说明在该剂量下臭氧氧化能有效削减二级出

水的遗传毒性.

751



环   境   科   学   学   报 29卷

图 4为臭氧对二级出水 RAR结合活性的去除

效果. 由图可以看出臭氧氧化能降低二级出水中残

留的 RAR结合活性. 5 mg# L
- 1
的臭氧量可以将 A厂

出水 60 mL诱导的 RAR结合活性降低到空白对照

水平以下,当臭氧量增加到 10mg#L- 1
和 15mg#L- 1

时,所有暴露剂量下水样的 RAR结合活性都低于空

白水平.由于 C厂出水残留的 RAR结合活性相对较

低, 5 mg# L
- 1
的臭氧量就非常有效. 以上结果表明,

臭氧氧化技术不仅能够显著改善再生水的感官指

标和卫生学指标,对于各种生物毒性也有很好的去

除效果,因此该技术是一种可以综合改善再生水水

质的技术.

图 4 臭氧对污水厂出水 RAR结合活性的去除效果

Fig. 4 The effect of ozon e on the removal ofRAR act ivity

4 结论 ( Conc lusions)

1)污水厂二级出水的重金属风险总体水平较

低,但粪大肠杆菌超标排放问题比较普遍, 微生物

安全风险是污水再生利用中不可忽视的因素之一.

2)污水厂进水中普遍含有生物遗传毒性和

RAR结合活性, 传统生物处理能够去除原水中的

RAR结合活性和遗传毒性物质, 但出水仍普遍具有

遗传毒性,部分出水残留一定的 RAR结合活性.

3)臭氧能有效削减二级出水的 RAR结合活性

和遗传毒性, 10 mg# L
- 1
的臭氧能将出水的 RAR结

合活性和遗传毒性降低到空白对照水平.
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