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摘　 要:为探寻适宜于煤热解废水的毒性评估方法ꎬ从煤热解废水典型致毒环状污染物出发ꎬ利用 ３
种废水毒性测试物种(小球藻、四膜虫、大型溞)ꎬ根据光照条件和样本色度对测试方法的影响进行研

究ꎬ并对比了评估方法对实际废水的适用性ꎮ 结果表明:光照和色度都会显著影响典型污染物毒性评

估ꎬ建议毒性测试应在避光条件下进行ꎬ且尽量避免采用以吸光度表征的毒性测试方法ꎻ实际废水中ꎬ
藻类方法因光照、色度影响无法对废水毒性准确评估ꎬ不宜采用ꎻ大型溞毒性评估结果随厌氧、好氧、
高级氧化处理工艺出水毒性单位(ＴＵ)分别为 １００.８７、１２.１３ 和 ８.３７ꎬ敏感性、适用性最高ꎬ适宜煤热解

废水毒性评估ꎻ四膜虫在好氧段 ＴＵ＝ ６.６７ꎬ与大型溞评估结果相近ꎬ可作为好氧段评估方法ꎮ
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０　 引　 　 言

我国“富煤、贫油、少气”的能源结构和煤炭清

洁利用的需求ꎬ促进了煤化工产业的高速发展[１]ꎮ
其中ꎬ煤热解工艺过程产生的废水含有大量有毒有

害物质ꎬ使其发展受到严重制约[２－３]ꎮ 经过一系列

物化及生物处理后ꎬ煤热解废水中仍含有毒性物质ꎮ
目前ꎬ科研人员对煤热解废水致毒特征污染物的降

解仅关注常规指标变化[４－５]ꎬ无法真实反映出水毒

性的变化[６]ꎬ而针对煤热解废水的毒性评估方法尚

未见报导ꎮ 因此ꎬ对于煤热解废水毒性评估方法的

研究极其重要ꎮ 首先ꎬ毒性单位(ＴＵ)评估体系能够

１３
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统一、准确反映废水处理全流程的生物毒性变化ꎬ因
而成为国内外应用最广泛的废水毒性评估系统[７]ꎮ
同时ꎬＴＵ 评估体系中的推荐测试生物ꎬ四膜虫、小球

藻、大型溞分布广、繁殖快、易获取ꎬ而普遍应用于各

类废水的毒性评估[８]ꎮ 同时ꎬ它们分别代表不同营

养级的水生生物ꎬ能够在广泛意义上表征废水毒性

对水环境的影响ꎬ因而被选作本研究的受试生物ꎮ
另外ꎬ对于废水生物毒性受试物种的对比分析ꎬ是选

取合理评估方法的关键ꎮ 测试物种对比通常是建立

在对全质废水(ＷＥＴ)的评估基础上[９]ꎬ对水质特点

不加区分地使用标准评估生物ꎮ 近年来ꎬ有学者认

为[１０]ꎬ对于特种废水的评估方法应综合水质特性与

生物特点来考虑ꎬ选择能够真实表征致毒特征污染

物毒性的物种ꎮ 煤热解废水成分极其复杂ꎬ难以对

致毒污染物逐一研究ꎮ 根据前人对煤热解废水特征

污染物的研究ꎬ酚类、氮杂环和多环芳烃等典型环状

污染物ꎬ是导致煤热解废水生物毒性的主要成

分[１１]ꎮ 结合对环状污染物降解性能和生物活性的

研究[１２－１３]ꎬ氮杂环、多环芳烃母体被认为是主要的

惰性污染物ꎬ而酚类由于羟基的作用表现出较强的

反应活性ꎮ 因此ꎬ笔者分别选取了煤热解废水中典

型的惰性、活性环状物质作为致毒特征污染物ꎮ 根

据光照条件、水样色度对生物评估结果的影响ꎬ通过

比较不同生物方法在实际废水的适用性进而选取适

合煤热解废水毒性评估的方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

小球藻、四膜虫、大型溞来自中科院武汉水生生

物研究所ꎮ 试验所用化合物均为分析纯(纯度≥
９９％)ꎮ 煤化工实际废水取自内蒙古某煤化工厂ꎬ水
样取自厌氧塔出水、多级 ＡＯ 出水和高级氧化出水ꎮ
１.２　 毒性测试方法

藻类测试方法:取培养 ７２ ｈ 的小球藻液通过稀

释使其在 Ｂｉｏｔｅｋ Ｅｌｘ８００ 酶标仪 ４９０ ｎｍ 条件下吸光

度在 ０.０７ 左右ꎬ将不同浓度的样本溶液与藻液混

合ꎬ加入 ９６ 微孔板中ꎬ最终体积为 ２００ μＬꎮ 每块板

上样本溶液浓度至少 ６ 个梯度ꎬ每个浓度应设置 ３
个平行样ꎬ另外需要设置控制组(只含藻液和培养

液)、样本空白(不含藻液)与控制空白(仅含培养

液)ꎬ以减小样本变化引起的系统误差ꎮ 然后将培

养板置于光照培养箱中 ２５ ℃ꎬ４ ０００ ｌｕｘ 下培养 ７２
ｈꎮ 最后在酶标仪 ４９０ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ并按式

(１)计算生长抑制率 μ:

μ ＝
ＯＤＣ － ＯＤＢＣ( ) － ＯＤＴ － ＯＤＢＴ( )

ＯＤＣ － ＯＤＢＣ

式中:ＯＤＣ、ＯＤＢＣ、ＯＤＢＴ分别为控制组、控制空白和样

本空白吸光值ꎻＯＤＴ为测试组吸光值ꎮ
四膜虫测试方法:操作步骤类似于小球藻ꎬ培养

时间为 ２４ ｈꎬ测试前通过稀释使其浓度高于 ５×１０４

个 / ｍＬꎬ最后在 ４５０ ｎｍ 处利用酶标仪测定吸光值ꎮ
大型 溞 测 试 方 法: 具 体 试 验 步 骤 参 考 文

献[１４]ꎮ
１.３　 数据统计与分析方法

采用 ＣｈｅｍＯｆｆｉｃｅ ２００４ 对化合物进行计算得辛

醇 /水分配系数ꎮ 毒性结果以半数抑制浓度 ＥＣ５０表

示ꎬ通过 ＳＰＳＳ １６.０ 在 ９５％置信区间内对物质 /水样

浓度和生长抑制率拟合量效(Ｄｏｓｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｅ)曲线ꎬ
生成 ＥＣ５０值ꎮ

２　 试验结果与分析

２.１　 光照对毒性测试的影响

光照条件是影响毒性测试的重要参数ꎬ可能造

成测试物质的变化ꎬ进而导致生物毒性的改变ꎮ 由

于光照是藻类测试必需条件ꎬ主要对比了四膜虫、大
型溞分别在测试全程光照与暗置条件下的物质毒

性ꎬ见表 １ 和图 １ꎬＥＣ５０越高ꎬ毒性越小ꎮ 表 １ 中酚类

视作活性物质ꎬ氮杂环和多环芳烃归为惰性化

合物[１５]ꎮ
由图 １ 可以看出ꎬ各环状物质毒性差异巨大ꎬ苯

酚、吡啶分别代表活性物质、惰性物质的最简单结

构ꎬ而表现最低毒性ꎬ大多数物质对大型溞的毒性相

对高于四膜虫ꎮ 光照条件下ꎬ酚类物质对 ２ 种生物

的毒性高于暗置条件ꎮ 对四膜虫而言ꎬ间苯二酚光

照条件下毒性变化最小ꎬ仅上升 ４.８０％ꎬ苯酚、对甲

酚、对硝基酚分别上升 ４０.５３％、３１.８８％和 ２３.３０％ꎬ
邻苯二酚和对苯二酚毒性上升幅度最高ꎬ分别为

７４.８９％、８９.７７％ꎮ 而对于大型溞ꎬ３ 种羟基取代酚

毒性上升幅度均超过 ７０％ꎮ 通过红外光谱检测发现ꎬ
经过 ２４ ｈ 光照ꎬ各测试浓度酚样品在 ３ ６００ ~ ３ ３００
ｃｍ－１的吸收峰(酚羟基)均有所降低ꎬ而 １ ６９０~１ ５８０
ｃｍ－１处的吸收峰(苯醌基团)均有不同程度的升高ꎬ
间苯二酚的上升幅度远小于其他 ２ 种羟基酚ꎬ红外

光谱的变化验证了酚羟基向醌基的转化[１５]ꎮ 有学

者[１６]指出ꎬ羟基取代酚ꎬ尤其是 １ꎬ２－邻位和 １ꎬ４－对
位取代具有最高的反应活性ꎬ容易转化为醌类ꎬ造成

２３
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较强的毒性ꎬ而 １ꎬ３－间位取代结构相对稳定ꎬ不易

形成醌ꎬ这就解释了间苯二酚毒性低于其他的二元

酚ꎮ 然而ꎬ３ 种羟基酚对大型溞在光照下均有极高

的毒性ꎬ笔者推测是由于大型溞对电离度强的化合

物较为敏感ꎬ羟基酚均有较高的电离度而表现较高

的毒性ꎮ ＺＨＡＮＧ 等[１７] 研究结果也表明电离度越

高ꎬ对大型溞毒性越强ꎮ

表 １　 典型环状化合物毒性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｄａｔａ ｏｆ ｔｙｐｉｃａｌ ｃｙｃｌｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

化合物
辛醇 / 水
分配系数

光照条件下 ＥＣ５０ / (ｍｇ􀅰Ｌ－１)

小球藻 四膜虫 大型溞

暗置条件下 ＥＣ５０ / (ｍｇ􀅰Ｌ－１)

四膜虫 大型溞

活

性

化

合

物

苯酚(Ｐ１) １.６４ ２３６.８１ ２０４.５８ ４３.４１ ３４３.９８ ９６.７７

邻苯二酚(Ｐ２) ０.９１ ９.９１ １.１８ ０.２１ ４.７０ ０.７０

间苯二酚(Ｐ３) ０.８ ２３８.７５ １２２.４９ ０.２１ １２８.６７ １.０９

对苯二酚(Ｐ４) ０.５６ ８.４４ ７.７１ ０.０３ ７５.３６ １.４４

对甲酚(Ｐ５) ２.１３ １３.９４ ６４.９３ ５.８７ ９５.３２ １１.２１

对硝基酚(Ｐ６) １.４４ ２２.５２ ６.１９ １０.７２ ８.０７ １２.５７

惰

性

化

合

物

吡啶(Ｎ１) ０.７０ ２ ０２３.１５ １ ５６９.５５ ２０３.１７ １ ５４７.１３ ２０８.５２

喹啉(Ｎ２) ２.０４ １５８.７６ １５７.４８ ２０.６０ １１６.３２ ２１.３６

吲哚(Ｎ３) ２.１３ ３８.９３ ５６.８４ ３.５４ ４９.９９ ３.８２

萘(Ｎ４) ３.０３ ７.１６ １０.２５ ６.８７ １０.３７ ７.４２

联苯(Ｎ５) ３.７１ ３.５６ ５.１４ １０.４１ ５.４５ １０.６８

蒽(Ｎ６) ４.０３ １.２１ ０.９７ ０.１５ ３.１５ ９.１５

图 １　 典型环状污染物在光照、暗置条件下对

四膜虫和大型溞的毒性

Ｆｉｇ.１　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｙｐｉｃａｌ ｃｙｃｌｉｃ ｐｏｌｌｕｔａｎｔｓ ｏｎ Ｔ.ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｅ ａｎｄ
Ｄ.ｍａｇｎａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｄａｒｋ

　 　 相比于酚类ꎬ结构较稳定的氮杂环和多环芳烃毒

性受光照的影响较小ꎮ 其中ꎬ杂环对大型溞的毒性随

光照变化幅度均小于 １０％ꎬ而对四膜虫随光照反而出

现毒性下降的趋势(图 １ａ)ꎬ吡啶、喹啉、吲哚光照 ２４
ｈ 后毒性分别下降 １.４５％、３５.３９％和 １３.７％ꎮ

由于吡啶分子均具有缺 π 电子结构ꎬ活性最

低ꎬ因此对 ２ 种受试物种毒性变化都不大ꎮ 而稠环

芳烃在光照作用下ꎬ均会在一定程度上发生羟基

化[１８]ꎬ可生化性、电离度均升高ꎮ 因此ꎬ四膜虫作为

降解型微生物[８]ꎬ能够更有效地利用羟基化后的氮

杂环而引起毒性下降ꎬ但大型溞由于对电离分子较

为敏感而导致光致毒性升高ꎮ 至于多环芳烃ꎬ类似

于含氮稠环ꎬ苯环稠合后外围电子密度增大ꎬ分子空

间位阻效应增强ꎬ活性降低ꎬ因而萘、联苯对于 ２ 种

生物的毒性随光照并未产生显著变化ꎬ上升幅度均

低于 １０％ꎮ 然而ꎬ蒽对 ２ 种生物的光致毒性急剧升

高ꎬ对四膜虫、大型溞毒性分别上升 ６９. ２１％ 和

９８.３６％ꎮ 研究发现[１９]ꎬ蒽易发生光敏化和光修饰作

用ꎬ激发出单线态氧ꎬ对生物的急性毒性急剧升高ꎮ
而大型溞试验时间较长ꎬ且对可电离分子敏感ꎬ表现

的毒性上升幅度高于四膜虫ꎮ 显然ꎬ光照对于环状

化合物毒性的影响较大ꎬ尤其是煤热解废水中占主

导地位的酚类ꎮ
２.２　 色度对毒性测试的影响

对于工业废水ꎬ高效快速的毒性检测手段主要

３３
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是比色法、分光光度法等光谱法ꎬ如藻、发光细菌等

检测方法ꎬ均在一定程度上受水样色度影响ꎮ 试验

过程发现藻类对酚毒性测试结果随色度变化最显

著ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ观察到藻类 ＥＣ５０浓度下的各类酚

颜色变化ꎬ邻苯二酚、间苯二酚和对硝基酚原水样即

表现出明显的颜色ꎬ光照下静置 ７２ ｈꎬ发现 ３ 种羟基

酚均有不同程度的颜色加深ꎬ苯酚和对甲酚颜色基

本没变ꎮ

编号 １—６ 分别为苯酚、邻苯二酚、间苯二酚、
对苯二酚、对甲酚和对硝基酚

图 ２　 小球藻 ＥＣ５０浓度下的各类酚静置前及 ７２ ｈ 静置后颜色

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｌｏｒ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌｓ ｏｆ ＥＣ５０ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｔｏ Ｃ.ｖｕｌｇａｒｉｓ

ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ７２ ｈ ｅｘｐｏｓｕｒｅ

由试验结果可见ꎬ颜色变化较大的平行样品相

对偏差较大ꎮ 图 ３ 为对甲酚、间苯二酚、对硝基酚对

藻的量效曲线ꎬ由于间苯二酚、对硝基酚随浓度升

高颜色变化越来越明显ꎬ导致测试平行样的偏差

增大ꎬ最终曲线的拟合度降低ꎮ 藻类毒性测试曲线

拟合度中除对硝基酚(Ｒ２ ＝ ０.８８７ ５)、邻苯二酚(Ｒ２ ＝

０.８１２ ３)、对苯二酚(Ｒ２ ＝ ０.８０４ ７)外ꎬ其余均高于

０.９５ꎮ 研究证明ꎬ醌类结构具备的发光官能团是导

致对应水样高色度的主要原因[２０]ꎬ同时邻苯二酚、
对苯二酚、对硝基酚均有较强的反应活性ꎬ能够在光

照等作用下迅速生成醌类结构ꎬ而间苯二酚结构相

对稳定ꎬ不易转化为醌ꎬ因此其色度变化相对较低ꎬ
毒性测试拟合度高于其他羟基酚ꎮ

光照四膜虫试验中酚颜色变化较大ꎬ因而检测

拟合度较低ꎬ相对偏差较高ꎮ 苯酚、对甲酚颜色变化

不明显ꎬ光照的测试结果拟合度也接近 ０.９９９ꎬ而其

他的酚类拟合度均偏低ꎮ 其中ꎬ３ 种羟基酚的毒性

在暗置条件下的相对偏差均低于 ５％ꎬ而邻苯二酚、
间苯二酚和对苯二酚在光照条件下的相对偏差分别

为 ８８.９８％、１９.８１％和 ５２.１４％ꎮ 此外ꎬ对硝基酚在光

照和暗置条件下的相对偏差为 ８０.２９％和 ５１.６７％ꎬ
对毒性测试的影响都很大ꎮ 颜色的变化主要影响以

光吸收为原理的测试手段ꎬ对目视计数的大型溞方

法并无显著影响ꎮ 因此ꎬ暗置的大型溞测试相对偏

差在 ０.５４％~１２.８６％ꎬ光照下偏差略有升高ꎬ最高为

对苯二酚相对偏差 ３３.３３％ꎬ这可能也与酚向醌类的

光转化有关[２０]ꎮ 而且ꎬ对硝基酚在暗置和光照下的

偏差为 １.５９％和 ４.４８％ꎬ差距远小于四膜虫的测试

结果ꎮ 由于煤热解废水以酚类为主要基质[２１]ꎬ色度

很深且随环境条件变化显著ꎬ因此比色法等测定的

毒性结果很容易引起较大误差ꎮ

图 ３　 对甲酚、间苯二酚、对硝基酚对藻的量效曲线

Ｆｉｇ.３　 Ｄｏｓｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｐ－ｃｒｅｓｏｌꎬｒｅｓｏｒｃｉｎｏｌ ａｎｄ ｐ－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ ｔｏ ａｌｇａｅ

２.３　 实际废水毒性评估方法适用性

依据前述的影响因素ꎬ结合水质特点ꎬ对比

分析了 ３ 种生物毒性评估方法在实际煤热解废

水的应用ꎮ 实际煤热解废水各项水质参数见表

２ꎬ四膜虫、大型溞所测毒性均在暗置条件下进

行ꎬ测定的毒性以 Ｐｅｒｓｏｏｎｅ 毒性分级体系 [８] 的

ＴＵ 值表示ꎮ
对于厌氧出水ꎬ由于四膜虫也是分解者ꎬ厌氧出

水可生化性较高(Ｂ / Ｃ ＝ ０.４２)ꎬ稀释后的水样用四

膜虫测定的结果有明显的低浓度刺激效应ꎬ且吸光

值也有较大波动ꎬ无法得出 ＴＵ 值ꎮ 而由于厌氧出

水含有大量酚ꎬ大型溞的测定结果为 ＴＵ ＝ １００.８７ꎬ
属于剧毒ꎬ毒性级别为Ⅴ级ꎮ 好氧出水的酚类显著

削减ꎬ所以大型溞测得的毒性大幅下降ꎬＴＵ ＝ １２.１３ꎬ
但仍显较高的急性毒性(Ⅳ级)ꎮ 四膜虫由于可生

化性降低(Ｂ / Ｃ ＝ ０.１１)减弱刺激效应ꎬ且出水酚类

４３
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的下降减轻了色度的影响ꎬ因此毒性测试结果能够

很好拟合量效曲线(Ｒ２ ＝ ０.９９８ ７)ꎬ测得 ＴＵ ＝ ６.６７ꎬ
为低毒(Ⅲ级)ꎮ 最后ꎬ高级氧化出水的可生化性再

次提高(Ｂ / Ｃ ＝ ０.３７)ꎬ四膜虫测试结果在废水比例

较低时仍表现出较强的刺激兴奋ꎬ曲线拟合不佳

(Ｒ２ ＝ ０.８２１ ５)ꎬＴＵ ＝ １.７５(Ⅱ级)ꎬ毒性单位相对于

好氧段下降 ７３.７６％ꎮ 大型溞测试曲线拟合度随可

生化性没有明显变化ꎬＲ２均高于 ０.９９ꎬ好氧段 ＴＵ ＝
８.３７ꎬ毒性等级再次下降 (Ⅱ级)ꎬ比好氧段降低

３１.００％ꎮ 对于藻类而言ꎬ由于受酚类色度影响ꎬ厌
氧、好氧段测得吸光值波动较大ꎬ无法选取合适的稀

释倍数ꎬ因而得不出 ＥＣ５０和 ＴＵ 值ꎮ 高级氧化出水

酚类、色度均显著降低ꎬ但曲线仍有较强波动(Ｒ２ ＝
０.６５２ ２)ꎬＴＵ<０.２ꎬ此处的波动可能与水中仍有较高

的游离氮有关ꎮ 综上所述ꎬ大型溞对煤热解废水评

估的适用性最高ꎬ藻类不适合煤热解废水的毒性评

估ꎬ四膜虫可能适合在可生化性较低的好氧段使用ꎮ

３　 结　 　 论

考察了 ３ 种测试物种(小球藻、四膜虫、大型

溞)对煤热解废水典型环状污染物的毒性评估ꎬ对
比了光照、色度对毒性测定结果的影响ꎮ 研究表明ꎬ
酚类作为煤热解废水主要致毒污染物ꎬ受光照影响

毒性变化最明显ꎬ其他环状污染物毒性也会受光照

影响ꎮ 因此ꎬ为表征废水实际毒性ꎬ测试过程应避

光ꎮ 另外ꎬ酚类色度的明显变化导致了比色法等毒

性评估方法偏差很大ꎮ 最后ꎬ由于大型溞毒性评估

结果不受光照、色度影响ꎬ且敏感度最高ꎬ测得实际

煤热解废水的厌氧、好氧、高级氧化工艺的出水毒性

单位 ＴＵ 分别为 １００.８７、１２.１３ 和 ８.３７ꎬ表现出最高

的适用性ꎮ 反之ꎬ藻类评估由于光照、色度、游离氮

等影响ꎬ无法反映废水真实毒性ꎬ不宜采用ꎮ 四膜虫

可能适用于色度、可生化性较低的好氧出水毒性

评估ꎮ
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