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摘　要：为检测溶藻、藻毒素降解双效工程菌Ｙ１溶藻产物的生物毒性，采用发光细菌测定急性毒

性，利用ＵＳＥＰＡ推荐模型对水源水进行健康风险评估。结果表明，Ｙ１溶藻菌液能有效地抑制铜

绿微囊藻的生长，并对发光细菌具有轻微的毒性。当叶绿素ａ浓度为３４．９２ｍｇ／ｍ
３ 时，增加投加量

会使藻液毒性加强；当叶绿素ａ浓度大于４６．５６ｍｇ／ｍ
３ 时，加菌后藻液毒性明显降低。水源水中

ＭＣＬＲ的非致癌风险值为２．８９～４．８７，通过ＢＡＦ处理后能减少到１．３，而加Ｙ１菌强化后得到的

０．６达到了健康风险评估安全标准。犝犞２５４与致突变强度的预测模型表明经过处理的水中有机物无

致突变性，说明Ｙ１应用于水源水无生物毒性和致突变风险。
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　　中国南方饮用水多取自于淡水湖泊、河流及水

库。随着水体富营养化的加重，水源地蓝藻爆发日

益频繁［１２］。蓝藻爆发不仅导致水质下降，还会产生

藻毒素，其中微囊藻毒素（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎｓ，ＭＣｓ）具有

极强的肝、肠致癌毒素，严重危害着人们的健康，所

以保护水源水迫十分急迫［３５］。生物法是近年来兴

起的、利用溶藻细菌控制水体藻类繁殖的一种控藻

方法，其基本控藻机制一是通过直接与藻接触杀藻，

二是通过菌分泌的胞外物质杀藻［６７］。但对溶藻产

物及藻溶解后生物残留物的急性毒性、健康风险和

致突变鲜有研究［８］。

发光细菌是一种在自然状态下能够发出荧光的

细菌，现广泛应用于水、土壤、沉积物等方面的毒性

测定，是一种快捷、高效、廉价的毒性测试方法［９１１］。

健康风险评价是评价人体长期摄入某种有害物质后

对人类造成的伤害［１２１４］。而为了确保居民饮用水安

全，对含 ＭＣ的水可能造成的危害进行健康风险评

价是十分必要的。健康风险评价采用模型计算有毒

物质对人群的影响，美国（ＵＳＥＰＡ）推荐的模型是较

为常用的评估模型［１５１６］。

将已构建的溶藻和藻毒素双效工程菌Ｙ１制成

菌剂，利用发光细菌研究其对铜绿微囊藻降解产物

的毒性。采用美国环保署ＥＰＡ推荐的健康风险模

型———有机物致突变强度的预测模型公式［１５］对水

源水、曝气生物滤池（ＢＡＦ）处理水和 Ｙ１菌剂强化

处理水进行健康风险评估。

１　材料与方法

１．１　菌剂培养基和菌种

１）菌种：采用本课题组专利“一种溶藻／藻毒素

降解 双 效 工 程 菌 Ｙ１ 及 其 构 建 方 法 （专 利

２０１３１０４１９１２１．５）”中 的 菌 剂 Ｙ１ 菌 （犅犪犮犻犾犾狌狊

狊狆犺犪犲狉犻犮狌狊，保藏号ＣＧＭＣＣＮＯ．７５１９）。

２）培养基：蛋白胨１０ｇ，牛肉膏３ｇ，ＮａＣｌ１５ｇ，

蒸馏水１Ｌ，ｐＨ７．２～７．４。

１．２　铜绿微囊藻来源及培养

选用的藻种为铜绿微囊藻（犕．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）

ＦＡＣＨＢ９０５，购于中科院武汉水生生物研究所国家

淡水藻种库。将购买的藻静置于光照培养箱中培

养，培养箱条件：温度２８℃、光照强度２５００ｌｘ、光照

周期比１２ｈ∶１２ｈ。

１．３　菌剂犢１制备方法

用接种环取斜面培养基上的Ｙ１菌置于高压灭

菌后的液体培养基内在１４０ｒ·ｍｉｎ－１的震荡箱内恒

温震荡２４ｈ。

１）菌液投加比对溶藻产物的急性毒性试验　将

培养１８ｈ的菌液分别以菌藻比１∶５，１∶１０，１∶２０

的量投加，并于温度２８℃、光强２５００ｌｘ、光暗周期

１２ｈ∶１２ｈ条件下，在光照培养箱中静置培养，取样

测定叶绿素ａ的浓度和培养液急性毒性。

２）初始藻液质量浓度的溶藻产物急性毒性试验

　将培养１８ｈ的菌液分别以菌藻比１∶１０的量投

加到不同初始浓度的新鲜藻液中，并于温度２８℃、

光强２５００ｌｘ、光暗周期１２ｈ∶１２ｈ条件下，在光照

培养箱中静置培养，取样测定叶绿素ａ的浓度和培

养液急性毒性。

１．４　检测方法

１）叶绿素ａ的测定：Ｃｈｌａ测定
［１７］：参照国家环

保总局编的《水和废水监测分析方法（第四版）》，其

中的丙酮用乙醇代替。

２）发光细菌急性毒性测定：发光细菌遇到毒性

物质，发光会受到抑制。对照和样品均设两个平行

管，将管子按照顺序排布，冻干菌剂用稀释液活化

１５ｍｉｎ后，加１００μＬ到每个试管中，过１５ｍｉｎ后测

空白。以ＮａＣｌ稀释液作为对照，２０００μＬ待测样品

加入２００μＬ调解液混匀，两个平行管每管９００μＬ，

过１５ｍｉｎ后测发光亮。

犮犉 ＝犫／犪

犲％ ＝犮×犮犉－犱／犮×犮犉×１００％

相对发光度 ％ ＝１－犲

式中：犪为对照组的空白；犫为对照组测定数据；犮犉

为对照组的相对剩余发光度；犮为样品组的空白；犱

为样品组测定数据；犲为光损。

１．５　犅犃犉处理水源水健康风险评价方法

国际癌症研究署（ＩＡＲＣ）将化学物的分类为Ⅰ

级（致癌）、ⅡＡ 级（很可能致癌）、ⅡＢ级（可能致

癌）、Ⅲ级（无法归类）和Ⅳ级（很可能不致癌）。ＭＣ

ＬＲ属于ⅡＢ级，对人类致癌性证据有限
［１８］。非致
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癌风险值计算公式为［１９］

犚＝
ＣＤＩ

ＲｆＤ
（１）

式中：ＲｆＤ为 ＭＣＬＲ进入人体的参考剂量（ｍｇ／

ｋｇ·ｄ）。目前尚无 ＭＣＬＲ的ＲｆＤ的值，国际上通

用０．０４μｇ／（ｋｇ·ｄ）作为其值；ＣＤＩ为长期通过饮用

水方式每日每千克体重下的摄入量ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）。

在饮水途径暴露下，ＣＤＩ的计算公式为

ＣＤＩ＝
犆×犐犚×犈犉×犈犇

犅犠 ×犃犜
（２）

式中：犆为水源水中 ＭＣＬＲ所存在的浓度，ｍｇ／Ｌ；

犐犚为成人饮水率，ＵＳＥＰＡ建议值为２Ｌ／ｄ；犈犉为

暴露于致癌物质的频率，即接触含 ＭＣＬＲ水的频

率，定该值为３６５ｄ／ａ；犈犇为接触 ＭＣＬＲ总共所持

续的时间，ＵＳＥＰＡ推荐的数值为３０ａ；犅犠 为摄入

ＭＣＬＲ的人体体重，通过国家标准设为６０ｋｇ；犃犜

为接触引用水的时间，对于非致癌健康风险该值为

ＥＤ×３６５ｄ／ａ
［２０］。

１．６　有机物致突变强度的预测模型

研究表明水质参数如氮磷、ＣＯＤ、ｐＨ和 ＵＶ２５４

等数值与致突变强度有密切联系。学者们就水质参

数与致突变强度（ＭｕｔａｔｉｏｎＲａｔｅ，ＭＲ）建立了多种

模型［２１］。建立水质参数与致突变强度的预测模型

能为水环境监测部门提供检测水质毒性强度的便捷

方法。有关于犝犞２５４与致突变强度的预测模型，在此

模型中以犝犞２５４数值作为自变量，以定量水样致突变

强度为因变量。多项研究揭示了犝犞２５４和温度与水

质有机物致突变强度有较高的相关性。本研究采用

多元回归方程

ＭＲ＝１２．７４９×犝犞２５４＋０．０５４×ｔｅｍｐ＋０．３１２，

引入犝犞２５４和温度２个指标
［２２］。

２　结果与讨论

２．１　菌液投加比例对溶藻产物的急性毒性

将初始叶绿素ａ浓度３４．９２ｍｇ／ｍ
３ 的藻液加

入不同菌量于２８℃光照培养箱内培养６ｄ，测定空

白样和加菌样的叶绿素ａ，发现加入菌剂Ｙ１均能对

铜绿微囊藻产生降解作用。随着时间的增加降解率

提高，在第６ｄ叶绿素ａ的量均为０。在此基础上，

研究不同菌藻比对发光细菌的毒性研究，以未加菌

液的铜绿微囊藻为对比，在第３ｄ时，空白、１∶１０、１

∶５的相对放光度都降低了，而菌藻比１∶２０的相

对发光度上升了，到了第６ｄ，各溶液的相对发光度

继续减少，投菌量越多，对发光细菌的抑制作用越

强，藻细胞经过 Ｙ１菌的降解毒性反而增强了。可

能的原因是藻量较少导致菌大量繁殖，而 Ｙ１菌为

球形芽孢杆菌，球形芽孢杆菌能够作为杀蚊剂，具有

一定的毒性［２３］。

图１　菌藻比对溶藻产物毒性影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狅犳犪犾犵犪犲狉犪狋犻狅狅狀狋犺犲犪犮狌狋犲狋狅狓犻犮犻狋狔

狅犳狅犳犪犾犵犪犲犾狔犻狀犵狆狉狅犱狌犮狋狊
　

图２　不同初始浓度对溶藻产物毒性影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犺犲犻狀犻狋犻犪犾犕犻犮狉狅犮狔狊狋犻狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅狀狋犺犲犪犮狌狋犲狋狅狓犻犮犻狋狔狅犳犪犾犵犪犲犾狔犻狀犵狆狉狅犱狌犮狋狊
　

２．２　初始藻液质量浓度对溶藻产物急性毒性影响

在初始叶绿素ａ浓度分别为３４．９２ｍｇ／ｍ
３、

４６．５６ｍｇ／ｍ
３、５８．２ｍｇ／ｍ

３ 的藻液中投加１∶１０的

Ｙ１菌液，由图可知，Ｙ１菌液对不同初始浓度的藻液

均有降解效果。在第３ｄ分别降解至２１．２２ｍｇ／

ｍ３、２１．１２ｍｇ／ｍ
３、２３．３８ｍｇ／ｍ

３，初始浓度高抑制

效果更好，处理６ｄ后Ｙ１菌均能将藻完全杀死。对

于不同初始浓度的藻液进行发光细菌的毒性研究，

从第１ｄ的数据可以看出，藻初始浓度越高对发光

细菌的抑制能力越强。随着未加菌样叶绿素ａ浓度

的提高，其相对发光度随之降低，藻浓度越高，相对

发光度越低。加入１∶１０的Ｙ１菌液后，浓度２和３

的水样相对发光度虽然降低，但与对照组相比，其对

发光细菌的毒性并没有那么强。菌液作用６ｄ后，

处理组的相对发光度分别为７１．７５％、７７．１０％、６９．
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４７％，而对照组为８０．０２％，６６．６３％，６６．４７％。说

明水样中微量的藻毒性较小，而藻浓度较高时，水中

的藻毒素的含量因藻的代谢和破裂比低浓度时更

高［２４］，Ｙ１菌剂是溶藻和降解藻毒素的双效工程菌，

投加菌剂后既能溶解藻又将产生的藻毒素也降解

了，能够有效的降低水质的急性毒性。

２．３　犅犃犉进出水源水健康风险评价

向其中一个ＢＡＦ装置中投加２５０ｍＬ１．８７×

１０５ｃｆｕ·ｍＬ－１的Ｙ１菌液。以ＢＡＦ装置处理的进

出水样中 ＭＣＬＲ质量浓度为基础，运用式（２）计算

出 ＭＣＬＲ的长期摄入量并通过非致癌风险值计算

式（１）计算出犚值。通过ＢＡＦ工艺处理过的水源水

ＭＣＬＲ浓度都下降了。由测定的藻毒素含量可知

未加菌的１号ＢＡＦ进水 ＭＣＬＲ浓度在２．８９～４．

７５μｇ／Ｌ之间，而加菌的２号ＢＡＦ进水 ＭＣＬＲ浓

度在３．３４～４．８７μｇ／Ｌ之间，１号出水浓度为１．５６

～３．３３μｇ／Ｌ，２号加菌处理后的浓度在０．７２～３．３７

μｇ／Ｌ。水样中 ＭＣＬＲ的Ｒ值为２．４～４．０５，经过

处理之后水样的毒性均减小了，１号ＢＡＦ工艺出水

犚值最低１．３，最高２．８，而加菌以后对ＭＣＬＲ的去

除效率更高，犚值为０．６～２．８。

表１　投菌和未投菌的犅犃犉处理水中 犕犆犔犚浓度

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犕犆犔犚犻狀狋犺犲狋狉犲犪狋犲犱狑犪狋犲狉狅犳

犅犃犉狑犻狋犺犪狀犱狑犻狋犺狅狌狋犫犪犮狋犲狉犻犪犢１

连续运

行犱数

未投Ｙ１菌／（μｇ·Ｌ
－１）

进水 出水

投加Ｙ１菌／（μｇ·Ｌ
－１）

进水 出水

１ ３．１１ ２．９２ ４．３８ ３．３７

２ ３．７４ ３．１ ３．９７ ２．４８

３ ２．８９ ２．１８ ４．３６ ２．１５

４ ３．１１ ２．３０ ３．３５ １．８６

５ ４．７５ ３．３３ ４．８７ ２．１８

６ ３．３１ ２．２５ ３．３４ １．３２

７ ３．１１ ２．１６ ３．３５ １．６０

８ ３．４１ ２．３０ ３．９５ １．６０

９ ３．５１ ２．３０ ３．９５ １．２６

１０ ３．１１ １．６６ ３．３５ ０．７３

１１ ３．５３ １．６６ ３．５５ ０．８３

１２ ４．１３ １．５６ ３．５５ ０．７２

通常认为犚值＞１对人的身体有害，犚值≤１对

人的身体危害较小［２５］。通过上述计算可知处理前

的水中 ＭＣＬＲ的犚值均＞１，原水中 ＭＣＬＲ含量

超标严重影响人体健康，经过ＢＡＦ处理后出水的犚

值明显减小，但由于原水样的 ＭＣＬＲ浓度过高，处

理后的水样仍然损害人体，加菌处理的水样处理效

果比未加菌的样好，处理完的水最低犚值达到０．６，

小于１，符合要求。

２．４　有机物致突变强度的预测模型

从３月２８日至４月２９日中选取８ｄ测定水温

和Ｙ１菌强化后ＢＡＦ装置的进出水犝犞２５４数值。通

过测得的数据可知，经过处理后水的犝犞２５４远远小于

进水值。犝犞２５４数值能够很好的确定水中大分子有

机物的量，这些大分子包括一些能致癌的芳香族化

合物。通过回归方程计算得到不同犝犞２５４下的回复

突变率犕犚。通常认为 犕犚＞２则有致突变性，而

犕犚≤２即为无致突变性。未经处理的源水 犕犚 在

２．２４～３．０６之间，均大于２具有致突变性，而经过

处理后水的犕犚在０．４６～０．８５之间，远远小于２，

基本清除致突变性。

表２　有机物致突变强度

犜犪犫犾犲２　犕狌狋犪犵犲狀犻犮犻狋狔狅犳狅狉犵犪狀犻犮犮狅犿狆狅狌狀犱狊

日期 进出水 ＵＶ２５４ 温度／℃ ＭＲ

３月２８日
进水

出水

０．１３６

０．０２４
１３．５

２．７７

０．６２

３月２９日
进水

出水

０．１３８

０．０４１
１５．８

２．９２

０．８３

４月１日
进水

出水

０．０８２

０．０４２
１７．５

２．３０

０．８５

４月５日
进水

出水

０．０７８

０．０３６
１７．２

２．２４

０．７７

４月２１日
进水

出水

０．１０８

０．０１６
１９．５

２．７４

０．５２

４月２２日
进水

出水

０．１１２

０．０１８
２４．４

３．０６

０．５４

４月２６日
进水

出水

０．１２１

０．０１６
１９．８

２．９２

０．５２

４月２９日
进水

出水

０．１０８

０．０１２
２１．９

２．８７

０．４６

３　结论

１）由于Ｙ１菌为球形芽孢杆菌具有一定毒性，

当藻浓度过低时加入 Ｙ１菌剂的毒性要比不加菌

高。而藻浓度越高，对发光细菌毒性越大，加菌后叶

绿素ａ浓度降低，对发光细菌的毒性也随之降低，分

析说明溶藻产物对发光细菌的毒性并不大。

２）健康分险评价模型分析表明，未经ＢＡＦ处理

过的水中 ＭＣＬＲ的犚值为２．４～４．０５，对人体的伤

害很大，处理过后的水犚值明显减少为１．３～２．８，
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加Ｙ１菌的 ＢＡＦ出水 ＭＣＬＲ 的 犚 值最低达到

０．６，低于基准值，无健康风险。ＵＶ２５４与致突变强度

的预测模型分析表明，处理前的水中有机物 犕犚＞

２，具有致突变性，而经过处理的水 ＭＲ远小于２，基

本无致突变性，说明 Ｙ１应用于水源水无生物毒性

和致突变风险。
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Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１７，６（１）：６９７５．

［２５］张明，唐访良，徐建芬，等．杭州贴沙河微囊藻毒素污染

特征及健康风险评价［Ｊ］．环境监测管理与技术，２０１６，

２８（１）：２７３１．

ＺＨＡＮＧ Ｍ， ＴＡＮＧ Ｆ Ｌ， ＸＵ Ｊ Ｆ， ｅｔ ａｌ．

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈ ｒｉｓｋ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ

ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎｓ ｐｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ Ｔｉｅｓｈａ Ｒｉｖｅｒ ［Ｊ］．

Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ａｎｄ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１６，２８（１）：２７３１．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）
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