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摘要: 以黑臭为特征的城市内河污染近来受到关注，检测和分析污染河流水质的生物毒性对水质标识和生态评价十分必要。

本研究逐月检测了温州市九山外河( JS River) 和山下河( SX River) 两条典型黑臭河道水样对斑马鱼、发光细菌和热带爪蟾胚

胎的毒性效应。结果显示，黑臭河道水体对斑马鱼、发光细菌( 青海弧菌 Vibrio Qinghaiensis Q67 ) 和爪蟾胚胎均具有毒性效

应。以斑马鱼死亡率和发光细菌相对抑光率表征的水质综合毒性较一致，且以发光细菌更为敏感。爪蟾胚胎致畸实验主要

通过存活率和畸形率来表征水体的毒性。3 类生物监测均显示 SX 水体毒性明显高于 JS 整体毒性，这与两条河黑臭程度相一

致。通过发光细菌检测水体综合毒性的分析，显示 SX 和 JS 水体毒性在 5 月 － 8 月的夏季较高，冬春季节较低，表明黑臭河道

水质毒性季节性变化与水体温度( T) 和溶解氧( DO) 值关系密切。本研究结果可为污染水体生物毒性检测和黑臭水体综合评

价及后续治理提供依据。
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Abstract: The pollution of urban black-odor rivers receives attention recently． Survey and analysis on biological
toxicity of black-odor river water are necessary to identify and evaluate the water quality． In present study，biologi-
cal toxicity of water in two typical black-odor rivers in Wenzhou city Jiushanwai River ( JS) and Shanxia River
( SX) to Brachydanio rerio Luminescent bacteria test and Xenopus tropicalis embryos were monthly detected． Results
indicated that water from the two rivers was toxic to the three organisms． Toxicological effects of black-odor river
water measured using mortality of zebrafish was in good agreement with measured using the relative inhibitory light
rate of Luminescent bacteria ． Comparatively，Luminescent bacteria were more sensitive to black-odor river water
than zebrafish． In Xenopus tropicalis embryos test，toxicological effects of black-odor water were characterized by
embryos survival rate and teratogenic rate． All of the three species tests showed that toxicity of SX water was higher
than that of JS water，which was consistent with the black-odor degree of the rivers． Statistical analysis results of
Luminescent bacteria toxicity test showed that the comprehensive toxicity of SX and JS was higher in summer from
May to August than that in winter and spring． The seasonal changes of water toxicity of the black-odor rivers was
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closely related to temperature and dissolved oxygen values ( DO) of water． The present study can provide the evi-
dence for the bio-toxicological test of contaminative water to evaluate and treat black-odor river water．
Keywords: biotoxicity; Brachydanio rerio; Vibrio Qinghaiensis; Xenopus tropicalis black-odor rivers; water quality

近年来，随着城市化进程的加快，城市水污染现

象加剧，尤其是在人口密集的区域，出现了严重的河

道黑臭现象，严重制约了社会的可持续发展［1-2］。
据统计，我国 80%以上的城市河道受到了污染［3-5］，

其中大部分已演变为黑臭河道，成为我国城市目前

亟待解决的水环境问题［6］。黑臭河道的特征表现

为水体有异味，水生生物生存适应性降低，只有少量

耐污种存在，生态系统结构和功能严重退化甚至丧

失［7］。为了探讨城市黑臭河道水质标识和综合评

价方法，除常规理化指标外，对污染河流进行生物毒

性检测和分析尤为必要。
温州市温瑞塘河是温州人民的“母亲河”，处于温

州市人口最多，经济最为发达的地区，具有防洪、排
涝、航运、灌溉和景观等多种功能，对温州经济社会发

展和人民生活发挥着重要作用［8］。随着温州国民经

济和城乡建设的迅速发展，温瑞塘河水环境受到污

染，河水水质除小部分河段为国家地表水Ⅳ类标准

外，其余大部分为 V 类，甚至劣 V 类标准［9-12］。
九山外河( JS) 和山下河( SX) 位于温州市中心，

是温瑞塘河重要的两条支流，其中九山外河河道长

1 800 m，平均宽度 25． 6 m，山下河河道长 2 034 m，

平均宽度 9． 8 m。九山外河水质较山下河污染相对

严重，两条河流均具有典型的城市黑臭河道特征。
因此，为了解九山外河和山下河黑臭程度，除常规理

化指标的检测之外，还进行了生物毒性检测。
鱼类急性毒性实验、藻类生长抑制实验、水蚤类

毒性实验及鼠类毒性实验是较为传统的生物毒性测

试方法［13］。近年来，发光细菌法作为一种新型的快

速毒性检测方法受到关注［14］。热带爪蟾作为水生

模式生物近年来常用于研究化学物质在生物体内的

转移、解毒和作用机制［15］，并用于评价环境化学物

对生物的影响及毒性作用［16］，但是热带爪蟾胚胎对

黑臭河道水体的毒性敏感程度的研究较少。本研究

选取斑马鱼、发光细菌和热带爪蟾胚胎作为受体，检

测九山外河和山下河水体对斑马鱼、发光细菌和热

带爪蟾胚胎的毒性效应，分析两条典型城市黑臭河

道水体生物毒性的季节性及局域性变化规律，探讨

黑臭河水毒性检测有效方法，并为水质综合评价及

后续治理提供依据。

1 材料和方法( Materials and methods)
1． 1 材料

斑马鱼 ( Brachydanio rerio ) 购自温州市将军桥

花鸟市场，每次实验选取体长( 2 ± 1 ) cm 的斑马鱼

500 尾用于实验。淡水发光细菌青海弧菌 Q67 菌株

( Vibrio Qinghai Q67 ) ，由华东师范大学生命科学学

院朱文杰教授提供。热带爪蟾( Xenopus tropicalis )

由实验室自养，取 NF10 ～ 11 阶段且发育正常的胚

胎用于实验。
1． 2 水样的采集

结合污水监测点布设的原则［17］，九山外河布设

了 10 个河水采样点，而山下河布设了 5 个采样点。
采样时间是从 2010 年 11 月到 2011 年 10 月，每个

月定时采水样 1 次。水样采集好后密封于矿泉水瓶

中，4℃下保存［18］。图 1 为九山外河和山下河采样

点分布示意图。九山外河河水采样点分别为: 清明

桥( 用 JS1 表 示) 、清 明 桥 排 污 口 ( JS2 ) 、房 管 桥

( JS3 ) 、农 机 桥 ( JS4 ) 、少 年 宫 桥 ( JS5 ) 、游 泳 桥

( JS6) 、兽医桥( JS7) 、水利局桥( JS8) 、桑拿桥( JS9)

和河通桥( JS10) 。山下河河水采样点分别为: 横渡

桥( SX1) 、光明小学桥( SX2 ) 、宏德桥( SX3 ) 、山下

桥西( SX4) 和山下桥东( SX5) 。

图 1 温州市九山外河和山下河水体采样点分布图

Fig． 1 Sampling sites in Jiushanwai River ( JS)

and Shanxia River ( SX) in Wenzhou city
1． 3 实验方法

1． 3． 1 斑马鱼急性毒性实验

实验前斑马鱼至少驯养 7 d，死亡率小于 5% 可
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用于实验［17］。实验前 24 h 停止喂食，实验期间不

喂食。采用静态方法进行，设浓度分别为 150、180、
200、250 和 280 mg·L －15 个 K2Cr2O7 阳性对照组和 1
个空白对照组，对照组均使用曝气 3 天的自来水［19］。
然后在 48 h 检查受试鱼的状况，观察并记录死鱼数

目［20］。并在实验前后测定 pH 值、溶解氧和温度。
1． 3． 2 发光细菌急性毒性实验

青海弧菌冻干粉于 4℃下复苏 10 min，加入 4℃
5 mL 0． 8% 的 NaCl 溶液混匀，制成细菌悬液［21］。
先取 3 mL 的水样加入测试管中，然后在各测试管中

加入 50 μL 菌液混匀，15 min 后用生物发光测定仪

( 9901LUMINOMETER 型号) 测定混合液的发光强

度。每个样品设 4 个平行管，每个样品管再配一个

对照管( 0． 8% 的 NaCl 溶液) 。以每个样品对照管

的检 测 值 为 空 白，按“抑 光 率 I ( % ) = ( IT空白 －
IT样品) / IT空白 × 100%”公式计算。阳性对照使用标

准毒物苯酚，设置苯酚浓度为 20、40、80、100、120、
160、200、250 和 300 mg·L －1［22］。
1． 3． 3 热带爪蟾胚胎致畸实验

挑选实验室养殖的性成熟热带爪蟾 15 对，采用

人工注射绒毛膜促性腺激素( HCG) 的方法诱导产

卵［23］。每对爪蟾各注射 2 次 HCG ( 初次注射 20 单

位，36 h 后注射 100 单位) ，待蛙抱对产卵结束后收

集胚胎，从产卵较好的 3 对蛙的胚胎中，挑选出达到

NF10 ～ 11 阶段且发育正常的胚胎进行实验［24］。对

照组和各实验组均设 4 个平行组，对照组使用曝过

气的自来水。各取 5 mL 的水样分别加 10 只正常胚

胎在 25 ℃多功能培养箱内进行暴露实验，24 h 对照

组和各实验组重新换溶液，记录孵化个数，并将未孵

化的胚胎挑出。统计 48 h 内胚胎死亡率和致畸率，

并对畸形胚胎进行显微拍照。

2 结果( Results)
2． 1 JS 和 SX 水体对斑马鱼的急性毒性

斑马鱼急性毒性实验设 K2 Cr2 O7 阳性对照组，

通过观 察 阳 性 对 照 组 斑 马 鱼 死 亡 率，可 以 得 到

K2Cr2O7浓度与斑马鱼死亡率呈正线性相关( 图 2) 。
按照通用的 K2Cr2O7 浓度毒性分级标准［25］，浓度低

于 180 mg·L －1 的 K2Cr2O7 的对应水样为基本无毒，

对应于 180 ～ 200 mg·L －1 的 K2Cr2 O7 的水样为低到

中毒，而高于 200 mg·L －1 的 K2Cr2O7 的对应水样为

重毒到高毒。通过本系统检测结果分析( 图 2) ，180
和 200 mg·L －1的 K2Cr2O7的对应水样导致斑马鱼的

死亡率分别为 24． 75%和 36． 16%，因而可以通过这

些参数来进一步分析分析和评价污染河流水体的

毒性。

图 2 斑马鱼死亡率和重铬酸钾浓度线性图

Fig． 2 Linear relation between mortality of Brachydanio
rerio and the concentration of potassium dichromate

从 2010 年 11 月到 2011 年 10 月以每月 1 次的

频率分别采集九山外河和山下河的各样点水样。表

1 显示了各水样斑马鱼急性毒性实验结果。从时间

跨度看，以 2010 年 11 月到 2011 年 5 月的冬春两季

水样导致斑马鱼的死亡率较低，而 6 到 9 月的夏季

水样致斑马鱼死亡率较高。从 2010 年 11 月到 2011
年 4 月，九山外河和山下河各水样致斑马鱼死亡率

均低于 180 mg·L －1 K2 Cr2 O7 对应的斑马鱼死亡率，

表明该时段各样点水样基本无毒。而 2011 年 6 月

到 9 月山下河 5 个水样和九山外河 JS2 水样致斑马

鱼死亡率均超过 80%，表明这 6 个点水样达到重毒

甚至高毒水平。从两条河流比较看，SX 河对斑马鱼

的毒性普遍高于 JS 河，尤以 6 月到 9 月的夏季时间

段表现明显。除 JS2 水样对斑马鱼的毒性偏高外，

九山外河其他采用点水样各月次均为低毒或无毒

水平。
2． 2 JS 和 SX 水体对发光细菌的急性毒性

实验以淡水细菌青海弧菌的相对抑光率作为毒

性评价指标。以苯酚作为毒性参照物，实验显示苯

酚浓度与青海弧菌的相对抑光率有较好的线性关系

( 图 3) ，得出线性系数关系为 y = 23． 096 + 0． 255 x
( R2 = 0． 96903) 。通过参照物苯酚对青海弧菌的剂

量效应关系，可以评价和判断 JS 和 SX 水体对发光

细菌的急性毒性强弱。
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表 1 九山外河和山下河水体致斑马鱼死亡率( %)

Table 1 Mortality of Brachydanio rerio exposed to water samples from JS and SX rivers

采样点
2010 年 2011 年

11 月 12 月 1 月 2 月 4 月 5 月 6 月 7 月 8 月 9 月 10 月

JS1 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0
JS2 0 0 0 15 10 100 100 95 100 80 100
JS3 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 20
JS4 0 0 0 0 5 0 0 10 0 0 10
JS5 0 0 5 0 0 0 0 0 5 5 25
JS6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
JS7 0 10 10 0 0 0 0 0 15 10 5
JS8 0 0 0 25 0 0 0 0 0 5 0
JS9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
JS10 0 0 0 0 0 0 50 0 60 0 5
SX1 0 0 0 40 0 0 100 100 100 100 40
SX2 0 0 0 35 5 90 100 95 100 100 0
SX3 10 0 0 0 0 0 100 100 100 100 20
SX4 0 0 0 0 0 20 100 95 100 100 0
SX5 0 0 0 0 0 0 100 100 100 100 100
空白 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0

图 3 青海弧菌相对抑光率与暴露的苯酚

浓度线性图( 数据为均值 ±标准差，n =4)

F ig． 3 Linear relationship between relative inhibitory light rate
of Vibrio Qinghaiensis Q67 and the concentrations of phenol

从 2010 年 11 月到 2011 年 10 月逐月检测九山

外河和山下河各点采集的水样对发光细菌的毒性效

应，使用细菌的相对抑光率表征河水毒性的强弱

( 图 4-A、B ) 。等 值 线 图 表 示 从 2010 年 10 月 到

2011 年 4 月九山外河各采样点水样致发光细菌相

对抑光率低于 40%值，说明发光细菌测得水体毒性

较低，而九山外河河水在 2011 年 5 － 9 月致发光细

菌相对抑光率都高于 40%值( 图 4A) ，尤以 5 － 7 月

相对抑光率普遍高于 80%，表明这段时间内水质毒

性较高。在九山外河 10 个采水点中，以 JS2 水样致

发光细菌相对抑光率普遍高于其他 9 个采样点，表

明 JS2 水样毒性最高，这与斑马鱼毒性检测结果一

致。同时段山下河水体致发光细菌相对抑光率( 图

4B) 与九山外河趋势一致，以 2010 年 10 月到 2011
年 3 月的冬春季节水质毒性较低，而 2011 年 6 － 9
月的夏季水样使致发光细菌相对抑光率普遍高于

80%，表明此时间段水质毒性较高。
监测结果显示九山外河常年水温变化为( 22．

34 ± 6． 59) ℃，pH 值为 7． 49 ± 0． 39，DO( 溶解氧) 值

为( 2． 36 ± 1． 75 ) mg·L －1。山下河常年水温变化为

( 21． 54 ± 7． 02 ) ℃，pH 值为 7． 40 ± 0． 24，DO 值为

( 1． 72 ± 1． 48) mg·L －1。从各月份变化来看( 图 4C，

D) ，各月份 pH 值变化不明显，而以 7 － 9 月的河流

水温最高，而同期的 DO 则明显较低，尤以黑臭较为

严重的 SX 为明显。分析 JS 和 SX 河水毒性对应的

发光细菌相对抑光率与 T、pH 和 DO 的相关性( 图

4-C，D) ，显示相对抑光率 I 与河水水温 T 呈现正相

关，而与 DO 值呈现负相关，尤以黑臭较为严重的

SX 较为明显( 图 4D) 。
2． 3 JS 和 SX 水体对热带爪蟾胚胎的急性毒性

本文观察了 JS 和 SX 各样点水样对热带爪蟾胚

胎的毒性效应，主要通过胚胎存活率和畸形率等指

标来表征水体的毒性强弱。图 5 显示了 2010 年 11
月与 2011 年 3 月、5 月和 9 月 JS 和 SX 各水样胚胎

致畸实验的存活率和畸形率结果。
除 JS10 采样点 5 月和 9 月份水样导致爪蟾胚

胎存活率低于 50%外( p ＜ 0． 01，与对照组比较) ，

九山外河其他各月次水样致胚胎存活率都高于 80%
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图 4 温州九山外河和山下河对发光细菌的毒性效应

A 和 B 分别显示九山外河和山下河各采样点水样致发光细菌的相对抑光率( 均值，n = 4) ; C 和 D 分别为九山外河( 各采样点数据均值 ± 标

准差，n = 10) 和山下河( 各采样点数据均值 ± 标准差，n = 5) 各月份水样致发光细菌相对抑光率与水体 pH 值、温度( T) 和溶解氧( DO)

Fig． 4 Effects of water from JS and SX rivers on Luminous bacteria
A and B show the relative inhibitory rate of Lumin escent bacteria exposed to water samples from two rivers，respectively．

C and D show relative inhibitory light rate of Luminescent bacteria ，pH，temperature ( T) ，dissolved oxygen( DO) of two rivers in every month．

( 图 5A) 。山下河各月次水样致爪蟾胚胎存活率差

异大，其中 5 月、9 月和 11 月各水样胚胎存活率都

高于 80%，而 3 月份各水样均低于 80% ( p ＜ 0． 01，

图 5B) 。相对于胚胎的存活率，胚胎致畸率在各月

次不同水样间差异更为明显。结果显示九山外河 3
月和 5 月各采样点水体致胚胎畸型率均极显著高于

空白对照水样( p ＜ 0． 01，与对照组比较) ，而 9 月

和 11 月除 JS10 较高外，其余采样点水质的致畸率

均低于 10% ( p ＞ 0． 05，与对照组比较，图 5C) 。山

下河各样点水体对爪蟾胚胎有较强的致畸性 ( 图

5D) ，统计分析显示除 9 月 SX1 和 SX2 水样外，其余

月份各采样点水体的致畸率较对照水样均具有显著

性差异( p ＜ 0． 01，与对照组比较) 。
爪蟾胚胎的致畸现象反映黑臭水体中污染物对

胚胎器官发育毒性。本文观察到九山外河和山下河

黑臭水体能导致胚胎头部、腹部和尾巴畸形。图 6
显示部分水体导致眼睛变小、背部弯曲、脊索变形、
泄殖腔扩张和突出、腹鳍变宽以及色素减少等典型

胚胎发育畸形现象。

3 讨论( Discussion)

城市内河黑臭现象较为普遍，其生物毒性及安

全性受到关注。本文综合运用斑马鱼、发光细菌和

爪蟾胚胎来检查并分析温州 JS 和 SX 两条典型黑臭

河道中水的生物毒性。运用水生动物斑马鱼能够在

一定程度上反映水体的综合污染状况及污染物的联

合毒性。这种方法已经作为水质毒性检测常规方

法使用，其实验时间较短且简便易行。本文运用斑

马鱼毒性检测能准确表征阳性对照毒物 K2Cr2O7的

量效关系，K2Cr2O7的暴露浓度和斑马鱼的死亡率线
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图 5 温州九山外河和山下河水样对热带爪蟾胚胎的毒性效应

A 和 C 显示九山外河水样导致热带爪蟾胚胎存活率和致畸率; B 和 D 显示山下河水样检测出爪蟾胚胎存活率和致畸率。

与同时段对照组比较，＊＊ p ＜0． 01;＊＊＊ p ＜0． 001。数据为均值 ±标准差。

Fig． 5 Effects of water samples from JS and SX rivers on development of Xenopus tropicalis embryos
A and C show survival rate and aberration rate of Xenopus tropicalis embryos exposed to water samples from JS river．

B and D show fatality rate and aberration rate of Xenopus tropicalis embryos exposed to SX water samples.

图 6 温州九山外河和山下河水体致热带爪蟾胚胎的典型畸形效应

Fig． 6 Typical teratogenic effects of water samples ( May，2011) from JS and SX rivers on Xenopus tropicalis embryos
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性关系良好，表明斑马鱼毒性检测系统性能稳定。
作为 1 种新型急性毒性检测方法，发光细菌检测法
运用代表细菌代谢水平的光亮度来反映其受到水体
毒性物质作用的强弱。本文使用青海弧菌 Q67 菌
株能准确定量苯酚的毒性，显示其测定急性毒性灵
敏的优点，其结果与相关文献一致［26］。另外，发光
细菌毒性检测方法重复性好，快速且成本低廉，表明
其作为水质毒性检测具有优越性。热带爪蟾胚胎致
畸实验通常用来检测化合物发育毒性，其通过存活
率、畸形率和生长抑制率等指标来表征化合物的毒
性强弱［27-28］。由于城市黑臭河水含有多种重金属
和有机污染物，本文首次选择热带爪蟾胚胎作为河
流水体毒性检测载体，在方法上具有一定创新性。
爪蟾胚胎个体小，结构简单，对水质毒性检测具有一
定灵敏性，同时能观察到水体污染物对胚胎特定毒
作用效应。

九山外河和山下河水体对斑马鱼和发光细菌均
表现一定的毒性效应，两类生物表征的毒性强弱有
类似性和可比性，表明黑臭河流水体对斑马鱼和发
光细菌的毒性效应趋向性一致。比较两条黑臭河水
的总体毒性，则发现山下河水的生物毒性强于九山
外河。尤其在 2011 年 6 月到 9 月夏季时间段，山下
河 5 个水样致斑马鱼死亡率均超过 90%，同时致青
海弧菌相对抑光率较高，均高于 80%，二者均反映
该时间段山下河水处于重毒到高毒水平。而同期九
山外河水显示的毒性较轻，但不是十分稳定，这与九
山外河通过疏浚和调水缓解了黑臭状态相一致。由
于 JS2 采样点靠近一重要工业排污口，因此较其他
采样点来说，该点水样对斑马鱼和青海弧菌有较强
的毒性效应，斑马鱼死亡率与发光细菌抑光率均高
于 80%，也反映斑马鱼和青海弧菌对工业废水毒性
检测的敏感性和一致性。

九山外河和山下河水体对热带爪蟾胚胎也表现
出一定的毒性效应，具体表现为胚胎的死亡和不同
程度的致畸。比较死亡率和畸形率两指标，则发现
畸形率指标反映水的毒性方面较死亡率敏感。分析
JS 和 SX 水体致胚胎畸性率，2011 年 3 月、5 月和 9
月的检测数据显示山下河的毒性明显高于九山外
河，这与运用斑马鱼和发光细菌检测的结果基本一
致。已有的文献显示热带爪蟾胚胎畸形分为体型和
体色两大类，体型上主要是头部、腹部和尾部畸形，

其中最 为 常 见 的 眼 睛 畸 形、腹 部 水 肿 和 尾 部 弯
曲［29］，体色的变化主要是色素沉着现象，不同的污
染物致爪蟾胚胎畸形现象有差异［30］，某些特定污染
物能导致特定部位或器官产生畸形［31］。本文结果
显示黑臭河道水体能引起爪蟾胚胎致畸现象，主要
畸形部位有眼睛、背部、腹鳍和泄殖腔，这表明黑臭

水体对这些部位产生明显的发育毒性效应。
本文检测并分析温州 JS 和 SX 两条典型城市黑

臭河水的生物毒性效应，结果显示黑臭河道水体对
斑马鱼、发光细菌和爪蟾胚胎均具有毒性效应。运
用斑马鱼和发光细菌检测的水质综合毒性效应趋于
一致，且发光细菌更为敏感。JS 和 SX 水体能导致
热带爪蟾胚胎出现死亡和畸形现象，表明黑臭河水
对动物胚胎的发育具有毒性。黑臭河水对 3 类生物
的差异性毒效应，反映了生物类别对黑臭河水毒性
表征的敏感性不同，因此运用多种生物来综合测试
水体毒性是必要的。另外，分析表明 SX 水体毒性
明显高于 JS 整体毒性，与两条河黑臭程度一致。发
光细菌检测显示黑臭河水毒性在夏季较高，冬春季
节较低，这说明黑臭河道水质毒性季节性变化与水
体温度和 DO 值关系密切。

通讯作者简介: 何德富( 1969—) ，男，博士，副教授，主要从

事毒理学、环境化学污染与健康方面的研究，发表论文 20
余篇。
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