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摘 要：选择大型溞、斜生栅藻、发光菌为试验生物，对某废弃农药厂污染场地 4 个不同区域土壤剖面浅层地下水编号为 CP01、
CP02、CP03、CP04 的 4 种水样进行了急性毒性试验，同时对水样进行了化学分析。结果表明，4 种水样对大型溞的 24 h-EC50 分别为

0.29%、5.12%、0.83%、1.99%；对斜生栅藻的 96 h-EC50 分别为 11.04%、50.44%、12.21%、41.66%；对费舍尔弧菌的发光抑制率分别为

95%、66%、88%、75%。化学检测结果表明，CP01 中的主要污染物为苯系物与少量烷烃、烯烃类多种物质，CP02 中的污染物质只有

少量二氯甲烷与 1，2-二氯乙烷两种物质，CP03、CP04 中的主要污染物为苯系物与烷烃多种物质。毒性试验结果与化学检测结果具

有较好的相关性，3 种试验生物的毒性效应结果相一致。该研究方法简单快速，可以用于污染场地水样污染毒性诊断，快速筛选出

敏感区域，同时提供污染物质的联合毒性基础数据，为场地进一步危害识别与风险评估提供依据。
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Abstract：Daphnia magna, Scenedesnus obliquus, Vibrio fischeri were chosen as experiment materials for acute biotoxicity tests for the con－
taminated shallow groundwater of a former pesticide factory site. The samples were analyzed qualitatively and quantitatively. The results
showed that the 24 h-EC50 for the Daphnia magna of groundwater sample CP01, CP02, CP03, CP04 was 0.29%, 5.12%, 0.83%, and 1.99%.
The 96 h-EC50 for the Scenedesnus obliquus was 50.44%, 11.03%, 12.21% and 41.66%. The Vibrio fischeri test results showed that the
light-emitting loss of CP01, CP02, CP03, CP04 was 95%, 88%, 75%, and 66%. Chemical testing results found benzenes, olefins and alkane
in the contaminated groundwater. The bio-toxicity test results exhibited a good correlation with the chemical test results. The toxicity effects
of three kinds of experimental materials are consistent. This research method is simple, rapid, and can be used for water toxicity screening and
rapid diagnosis of toxic pollutants at contaminated sites. Preliminary data can be obtained for estimating the joint toxicity, which will benefit
hazard identification and risk assessment.
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近年来，随着我国经济快速发展与产业结构调 整，已搬迁或废弃工业污染场地数量剧增，这些遗留

场地多数都要进行二次开发利用，如建设居民小区

等，存在严重的污染隐患，亟待有效地管理与修复，进

行初步的场地污染状况调查与诊断是场地管理决策

的第一步与主要依据。场地污染调查诊断通常采用化

学分析方法进行污染物的定性定量，但难以直观与全

面地反映各种有毒有害物质对周边环境或生物的综

合影响，为污染物对环境风险作出正确评价带来相当
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的难度，而生物毒性试验可以弥补这方面的不足，并

能够快速地提供污染介质的综合毒性状况。因此，有

必要对污染场地污染介质进行生物毒性试验，得出并

确定以生物毒性试验结果表现出的污染场地不同区

域各污染介质的综合毒性效应，初步诊断污染场地的

生物毒性，为进一步开展污染场地的危害识别与风险

评价提供必要的数据支持与科学支撑。
发达国家早在 20 世纪 80 年代初期就制定了针

对化学品生物毒性效应的一系列标准与工作指南[1]，

如美国环保署、世界经济与合作发展组织及德国标准

研究所等，大多数化学品的单一毒性都有一定的数据

基础，但是污染场地的污染状况较为复杂，常以复合

污染存在，而化学分析虽然具有灵敏度高、准确等优

点，但是由于时间、费用以及对样品的不可知性使其

在毒性的实际筛选中受到很大限制，此外，不同化合

物彼此之间往往存在着协同或拮抗作用，最终的毒性

作用并非各种单一物质作用的简单加减，因此应用生

物方法对环境样品进行综合毒性效应测定能较好地

解决以上的各种问题。
大型溞、斜生栅藻、发光菌是目前常用的试验生

物，由于其快速、简便、有效、费用低等特点，已被广泛

应用于标准化学品、农药的风险识别、工业废水监测等

领域[6-8]，但多数以人工污染、单一毒性为主，应用到污

染场地的生态毒性诊断研究少有报道[16]。鉴于此次调

查的污染场地位于苏南太湖流域，场地周围水网发达，

受到污染的浅层地下水很容易直接渗入周围的河道

当中，在今后的场地修复和处置阶段，若处置不当也可

能直接流入周边河道，故而选择水生生态系统中的水

生动物、植物和微生物作为受试生物，初步诊断其对水

生生态系统不同等级生物的危害，并为进一步开展危

害识别、风险评估提供试验数据。

1 材料与方法

1.1 样品

该污染场地为主要生产苯系物与烃类物质的某

农药厂拆迁后废弃空地，水样采自废水池、生活办公、
生产车间等 4 个不同区域的土壤剖面浅层地下水，参

考美国环境保护署制定的《场地风险评价导则与程

序》所规定的采样方法完成水样的采集、贮存。原水样

CP01 的 pH 值为 7.49，溶解氧约为 4.8 mg·L-1，有强

烈刺激性气味，颜色呈微灰褐色；CP02 的 pH 值为

7.69，溶解氧约为 6.5 mg·L-1，有轻微气味，颜色呈淡

黄色；CP03 的 pH 值为 7.35，溶解氧约为 7.2 mg·L-1，

颜色呈淡褐色，轻微气味；CP04 的 pH 值为 7.53，溶

解氧约为 6.9 mg·L-1，颜色呈淡黄色，轻微气味。
1.2 试验生物

大型溞（Daphnia magna）实验室条件下，以斜生

栅藻扩大培养液培养[温度保持（20±1）℃]，试验用溞

均来自同一母体及在实验室条件下培养 3 代以上、出
生 6~24 h 以内的幼溞。

斜生栅藻（Scenedesnus obliquus）购自中国科学

院水生生物研究所淡水藻种库，采用 SE 培养基接种

培养。配制好的培养基在 120℃下高压灭菌 30 min，无

菌操作台中接种，在恒温摇床中以 24℃，光强（4 000±
200）lx，120 r·min-1 恒温同步连续培养至对数生长期

备用。
发光菌（Vibrio fischeri）费舍尔弧菌，一种深海发

光菌，购自格维恩科技有限公司，冰箱中冷冻保存。
1.3 试验器材

同一规格 100 mL 小烧杯、250 mL 三角瓶，试验前

超声清洗烘干备用，移液枪，手提式 pH/溶氧仪（pH/
Oxi 340i），无菌操作台（苏净 SW-CJ-1F），高压灭菌锅

（MLS-3750），恒温摇床（Innova 43R），紫外分光光度

计 （日 本 岛 津 UV-2450），GC-MS （Aglilent7890A /
5975C），Deltatox 便携式毒性测定仪。
1.4 试验方法[10-14]

试验稀释用水均为经 24 h 以上人工曝气除氯的

自来水，水温（21±2）℃，溶解氧约为 8.1 mg·L-1，pH 值

为 7.0 左右。
大型溞：首先进行 24 h 预试验，得到完全抑制大

型溞运动的原水样最低体积分数与无抑制大型溞运

动的原水样最高体积分数，然后在此范围内按照几何

级数设置 5 个稀释浓度梯度，每个稀释浓度梯度重复

4 次，同时设置空白对照组。根据预试验结果，各水样

正式试验稀释浓度梯度分别设置为：CP01 为 0.10%、
0.20%、0.30%、0.40%、0.50%；CP02 为 4.4%、4.8%、
5.2%、5.6%、6.0%；CP03 为 0.4%、0.6%、0.8%、1.0%、
1.2%；CP04 为 1.2%、1.6%、2.0%、2.4%、2.8%。试液总

体积为 50 mL，每个烧杯放入 5 只大型溞。试验采用

静水式，在 21 ℃水浴中进行，试验周期为 24 h，每隔

4 h 记录大型溞运动抑制情况并记录。试验期间至少

测定 2 次 pH 与溶解氧。
斜生栅藻：首先进行 48 h 预试验，得到各水样对

斜生栅藻产生 5%~80%左右的生长抑制效应范围，然

后在此范围内按照几何级数设置 5 个稀释浓度梯度，

每个稀释浓度梯度重复 3 次，同时设置空白对照组，
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空白对照组重复 4 次。根据预试验结果，各水样正式

试验稀释浓度梯度分别设置为：CP01 为 5%、10%、
15%、20%、25%；CP02 为 35%、45%、55%、65%、75%；

CP03 为 5%、15%、25%、35%、45%；CP04 为 20%、
30%、40%、50%、60%。将培养好的斜生栅藻藻液（吸

光度≈0.300）与各稀释浓度梯度水样以 1∶1 比例（总体

积 100 mL）混合置于 250 mL 三角瓶中，摇匀。空白对

照组只加入 50 mL 斜生栅藻藻液与 50 mL 培养基。在

恒温摇床中以 24℃，光强（4 000±200）lx，120 r·min-1

恒温、连续光照一次性培养，试验周期持续 96 h，每隔

24 h 取 1 次样，用分光光度计在 650 nm 波长下测定

其吸光度。
发光菌：选用费舍尔弧菌（Vibrio fischeri），采用

Deltatox 便携式毒性测定仪测定。具体测定方法为：仪

器开机自检，调至 B-Tox 模式，测试过程如下：①菌

种培养：在每只装有菌种的试管中，准确加入 310 μL
稀释液，混匀后计时培养 15 min。②控制样配置：移取

1 000 μL 稀释液到新的玻璃瓶中，将其放置在试管架

第一排。③水样的配置：首先在每只试管中加入 100
μL 渗透压调节液，再加入 1 000 μL 待测样品，混匀

待测，放至控制样之后。④检测菌种原始发光值：15
min 培养时间结束后，将培养好的菌种再次混匀，再

用移液枪按每管 100 μL，分装至第二排试管中。打开

仪器分别测定第二排各试管中原始发光值。⑤样品与

菌种混合反应 5 min：测定菌种原始发光值后，迅速将

第一排各水样移取 900 μL 加入到对应的第二排试管

中，加完后，按 Stop 键，仪器自动 5 min 倒计时。轻轻

平摇，使样品与菌种充分混匀放回对应位置。⑥检测

5 min 反应后菌种发光值。
1.5 数据处理

采用 SPSS13.0 单位概率回归分析（probit analy－
sis）方法估算水样对大型溞的 24 h-EC50 及其 95%置

信区间和水样对斜生栅藻 96 h-EC50 及其 95%置信

区间，同时做出水样对大型溞与斜生栅藻的剂量-效

应关系曲线图。

2 结果与分析

2.1 大型溞急性毒性试验

4 种水样原水对大型溞均具有很高的急性毒性，

放入大型溞后，随即反应异常，运动加快且呈现无序、
不正常游动状态，几分钟过后均失去运动能力，全身

发白死亡。空白对照组大型溞未出现死亡、运动受抑

制等异常症状。CP01、CP02、CP03、CP04 对大型溞无

运动抑制与 100%运动抑制百分数分别为 0.10%、
4.0%、0.2%、0.8%和 0.6%、6.4%、1.4%、3.2%，预试验

即可初步断定各水样对大型溞的毒性作用大小差异。
根据正式试验结果，得出各水样对大型溞运动受抑制

结果分别为：CP01 对大型溞 24 h-EC50 为 0.29%，

CP02 对大型溞 24 h-EC50 为 5.12%，CP03 对大型溞

24 h-EC50 为 0.83%，CP04 对大型溞的 24 h-EC50 为

1.99%。以水样占试液总体积百分数为横坐标，大型溞

运动抑制率为纵坐标分别绘出 CP01、CP02、CP03、
CP04 对大型溞运动抑制剂量-效应曲线，见图 1。

由图 1 可以看出，4 种水样均对大型溞运动抑制

作用存在明显的剂量-效应关系。在同一稀释浓度水

平下，大型溞运动抑制均随着暴露时间的增加而增

加，且在同一暴露时间内，大型溞运动抑制也随着水

样稀释浓度梯度的增加而增加。4 种水样对大型溞的

运动受抑制作用为 CP01>CP03>CP04>CP02。
2.2 斜生栅藻急性毒性试验

首先进行了 4 种水样原水对斜生栅藻 24 h 培养

试验，24 h 时取样测定吸光度，测定结果表明，4 种水

样原水 24 h 测定吸光度均小于各自初始吸光度，即

各组斜生栅藻均完全停止生长。根据正式试验结果，

得出各水样对斜生栅藻的 96 h-EC50 分别为：CP01 为

11.04%，CP02 为 50.44%，CP03 为 12.21%，CP04 为

41.66%。以水样占试液总体积百分数为横坐标，以生

长抑制率为纵坐标分别作出 CP01、CP02、CP03、CP04
对斜生栅藻的生长抑制剂量-效应曲线，见图 2。

由图 2 可以看出，4 种水样对斜生栅藻生长抑制

作用存在着较明显的剂量-效应关系。在同一稀释浓

度水平下，斜生栅藻的生长抑制作用随着暴露时间的

增加而增加，且在同一暴露时间内，呈现出随着稀释

浓度梯度增加而增加的趋势。从试验结果 96 h-EC50

来看，4 种水样对斜生栅藻生长抑制 作 用 大 小 为

CP01>CP03>CP04>CP02。
2.3 发光菌急性毒性试验结果

测定结果表明，CP01、CP02、CP03、CP04 的原水

对费舍尔弧菌 5 min 反应发光抑制率分别为 95%、
66%、88%、75%，10 min 反 应 发 光 抑 制 率 分 别 为

100%、71%、93%、82%，即随着试验测定反应时间的

延长，各水样对费舍尔弧菌的发光损失均有所增加。4
种水样对费舍尔弧菌的发光损失作用大小为 CP01>
CP03>CP04>CP02。
2.4 试验过程中样品化学物质挥发损失量

本试验研究有别于传统的以标准化学品为试验

宋晓威等：废弃农药厂污染场地浅层地下水生态毒性诊断研究44
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对象获取其毒性参数的试验，研究对象为污染场地的

环境样品，研究目标更加侧重于表征场地污染水体的

环境行为，在通过试验诊断场地水样生物毒性时，应

尽力模拟污染物在环境中的行为，不应忽略其挥发

性，因此在试验过程中环境样品中的污染物挥发对试

验结果的可靠性不产生影响，得出的试验结果也更具

有现实应用意义。所以，试验过程中未对试验组溶液

中污染物质的挥发进行控制，但对试验溶液的挥发损

失量进行了实时检测，检测数据见表 1（所列数据为

试验初始、24 h 和 96 h 每组最高试验浓度溶液中的

主要污染物的检测结果）。
通过数据分析 24 h 损失量在 30%左右，96 h 损

失量在 65%左右，大型溞 24 h 试验基本保持在标准

方法挥发控制范围之内，斜生栅藻 96 h 挥发损失量

较大，得出的统计数据 EC50 应较传统标准化学品毒

性试验得出的统计数据偏大，费舍尔弧菌试验周期为

5 min 和 10 min，挥发量可忽略不计。

3 讨论

3.1 大型溞、斜生栅藻与发光菌急性毒性试验方法与

试验结果比较

大型溞、斜生栅藻与发光菌急性毒性试验结果表

征见表 2。可以看出，3 种受试生物敏感性存在较明显

差异，在不同暴露时间下，毒性表现均随着时间的增

加有所增大。3 种受试生物试验周期与需水量也不

同，发光菌试验周期最短、需水量最少，测定仪器便

携，可现场操作测定；斜生栅藻试验操作相对另外两

种较为复杂，试验周期也最长。发光菌测定成本在三

者之中最高。
3.2 生物毒性试验结果与化学检测结果的相关性

根据试验结果可以看出，对于 4 种水样，大型溞

的敏感性大于斜生栅藻的敏感性，但是两者不能互相

替代，这两种试验生物属于同一群落中不同营养级，

表 2 大型溞、斜生栅藻与发光菌试验结果

Table 2 Results in experiment of Daphnia magna，Scenedesnus
obliquus，Vibrio fischeri

受试生物（结果表征） 试验时间 CP01 CP02 CP03 CP04

大型溞（EC50） 8 h 0.52% 6.23% 1.39% 3.58%

16 h 0.37% 5.35% 1.04% 2.32%

24 h 0.29% 5.12% 0.83% 1.99%

斜生栅藻（EC50） 24 h 20.95% 59.18% 23.64% 59.60%

48 h 14.90% 53.63% 14.99% 49.68%

72 h 13.55% 52.26% 13.82% 46.52%

96 h 11.04% 50.44% 12.21% 41.66%

发光菌（发光抑制率） 5 min 95% 66% 88% 75%

10 min 100% 71% 93% 82%

表 1 污染物质检测结果（μg·L-1）

Table 1 The content of the pollutions（μg·L-1）

注：ND 代表样品中目标化合物检出量低于方法检出限，下同。

污染物质

水样编号

CP01 CP02 CP03 CP04

0 h 24 h 96 h 0 h 24 h 96 h 0 h 24 h 96 h 0 h 24 h 96 h

苯 106.5 78.5 48.1 ND ND ND 198.8 143.3 90.4 145.7 102.9 65.9

甲苯 486.7 356.7 218.9 ND ND ND 118.3 83.9 52.1 100.9 72.6 46.1

乙苯 5.2 ND ND ND ND ND 17.5 13.1 6.7 44.3 31.5 18.4

氯苯 141.2 103.2 64.4 ND ND ND 457.6 313.7 213.8 776.5 568.1 350.8

对二甲苯和间二甲苯 ND ND ND ND ND ND 9.2 6.3 ND 50.6 37.2 21.1

邻二甲苯 7.4 5.3 ND ND ND ND 18.2 12.8 7.5 53.9 38.7 22.6

1，2，4-三甲苯 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 15.2 11.3 6.7

二氯甲烷 8.8 ND ND 26.1 19.4 10.4 14.6 10.2 ND 41 29.4 17.7

三氯甲烷（氯仿） 50.5 37.9 21.7 ND ND ND 43.2 30.4 19.1 458.1 328.6 201.5

1，1-二氯乙烷 22.5 15.4 9.8 ND ND ND ND ND ND ND ND ND

1，2-二氯乙烷 2 659.7 1 908.5 1 203.5 203.7 148.5 89.8 127.5 91.6 57.3 301 219.3 137.6

1，2-二氯丙烷 23.1 16.7 7.8 ND ND ND ND ND ND ND ND ND

1，1，2-三氯乙烷 24.4 17.8 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

顺式-1，2-二氯乙烯 20.3 13.9 7.8 ND ND ND ND ND ND ND ND ND

三氯乙烯 40.8 27.6 18.2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND

四氯乙烯 9.5 7.1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
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表 3 水样检出的主要污染物结果（mg·L-1）

Table 3 Major pollutants detected in water samples（mg·L-1）

群落级毒性试验作为毒性试验更为全面合理。
为了进一步了解不同水样对受试生物的毒性差

异，对水样中污染物的主要成分进行了定性定量分

析，依据该场地的污染源特征，采用 GC-MS 方法检

测挥发性有机物（VOC）和半挥发性有机物（SVOC），

检测分析方法参照美国 EPA542.2 和 8260B 标准[17-18]，

方法检出限定义为 3.143 倍基质加标样品的标准偏

差（n=7），检测结果及其相应检出限见表 3。
化学检测结果显示，水样中绝大多数污染物属于

我国水中优先控制污染物，其中苯是公认的致癌

物，其他 3 种苯系物也都具有不同程度的“三致”作
用，对人体健康和水生生物有一定的危害[15]。甲苯对

大型溞的毒性水平属于低毒，乙苯和二甲苯对大型溞

的毒性水平属于中毒，我国《地表水环境质量标准》
（GB 3838—2002）中对集中式生活饮用水地表水源中

甲苯、乙苯和二甲苯均规定了限值，分别为 0.7、0.3
mg·L-1 和 0.5 mg·L-1[2]。

由表 3 可以看出，CP01 中的主要污染物质为苯、
甲苯、氯苯、1，2-二氯乙烷，CP02 中的污染物质只有

少量 1，2-二氯乙烷和二氯甲烷，CP03 中的主要污染

物质为苯、甲苯、氯苯、1，2-二氯乙烷，CP04 中的主要

污染物质为苯、甲苯、氯苯、三氯甲烷、1，2-二氯乙烷。
综合大型溞、斜生栅藻、发光菌的毒性试验结果

与化学分析结果相比较，CP01 中污染物种类最多，含

量最大，其毒性效应也最大，CP03、CP04 次之，CP02
污染物种类最少，含量也不高，表现出的毒性作用也

最低。

4 结论

CP01 对大型溞的 24 h-EC50 为 0.29%，对斜生栅

藻的 96 h-EC50 为 11.04%，对费舍尔弧菌的发光抑制

率为 95%；CP02 对大型溞的 24 h-EC50 为 5.12%，对

斜生栅藻的 96 h-EC50 为 50.44%，对费舍尔弧菌的发

光 抑 制 率 为 66%；CP03 对 大 型 溞 的 24 h-EC50 为

0.83%，对斜生栅藻的 96 h-EC50 为 12.21%，对费舍尔

弧菌的发光抑制率为 88%；CP04 对大型溞的 24 h-
EC50 为 1.99%，对斜生栅藻的 96 h-EC50 为 41.66%，

对费舍尔弧菌的发光抑制率为 75%。从中可以得出 4
种水样对水生生物急性毒性作用顺序从大到小为

CP01、CP03、CP04、CP02，生物毒性试验结果与化学

分析具有较好的相关性。
大型溞、斜生栅藻、发光菌可作为污染场地环境

水样的急性毒性诊断试验生物，应用这 3 种试验生物

判断甄别场地的生物生态毒性，具有需水量较小、操
作简单快速、经济成本低等优点，并结合化学分析检

测结果进一步了解这 3 种不同受试生物敏感性差异，

更加直接、客观、全面地反映场地污染状况对环境的

综合影响，快速筛选出敏感区域，提高场地管理的效

检出项目
水样采集点位编号

检出限/mg·L-1

CP01 CP02 CP03 CP04

苯系物 苯 0.418 ND* 0.448 0.245 4.47×10-3

甲苯 1.950 ND 0.258 0.170 6.17×10-3

乙苯 0.023 ND 0.037 0.074 5.15×10-3

氯苯 0.566 ND 1.017 1.299 7.26×10-3

对二甲苯和间二甲苯 0.010 ND 0.018 0.084 5.09×10-3

邻二甲苯 0.031 ND 0.041 0.088 4.36×10-3

1，2，4-三甲苯 ND ND ND 0.025 3.84×10-3

烃类 二氯甲烷 0.036 0.033 0.034 0.068 8.19×10-3

三氯甲烷（氯仿） 0.204 ND 0.098 0.767 3.57×10-3

1，1-二氯乙烷 0.087 ND ND ND 4.52×10-3

1，2-二氯乙烷 10.688 0.274 0.274 0.510 7.43×10-3

1，2-二氯丙烷 0.090 ND ND ND 6.35×10-3

1，1，2-三氯乙烷 0.096 ND ND ND 11.88×10-3

顺式-1，2-二氯乙烯 0.078 ND ND ND 4.02×10-3

三氯乙烯 0.170 ND ND ND 5.39×10-3

四氯乙烯 0.038 ND ND ND 5.60×10-3
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率，同时提供场地污染介质对不同生物的综合毒性基

础数据。
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