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体外生物测试工具在评价污水污泥
毒性效应中的应用
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摘 要 以上海地区 7 处典型污水处理厂产生的污水污泥为研究对象，利用体外生物测试工具，检测了污水污泥有机
提取液的基线毒性、遗传毒性、雌激素效应和芳香烃受体效应水平，并结合化学分析对某些能引起毒性效应的有机污染物
进行确认。结果表明，污水污泥有机提取液的基线毒性强度为 133 ～ 3 401 mg·kg －1 ; 遗传毒性强度从未检出到 25 mg·
kg －1 ;雌激素效应当量均低于 0. 02 ng·kg －1 ;芳香烃受体效应强度为 73 ～ 6 838 ng·kg －1。与国内外相关研究比较发现，基
线毒性、遗传毒性、雌激素效应水平均较低，仅芳香烃受体效应水平接近于国内外污水污泥中芳香烃受体效应的水平。在
对芳香烃受体效应水平的检测中发现: S1 点检出的化学物质可以解释污水污泥 70%的类二恶英效应，其中多环芳烃
( PAHs) 尤其是 PAHs的单体 BkF占主导地位，而其余样点则不到 10%的效应可以被解释，因此有待进一步对其余样点的
化学污染物进行分析和确认。
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Abstract The baseline toxicity ( BT) ，genetic toxicity ( GT) ，estrogen effect ( EE ) ，and Ah-receptor
( AhＲ) levels in sewage sludge from seven typical wastewater treatment plants ( WWTPs) in Shanghai were
measured and identified via in vitro bioassay and chemical analysis． The toxic equi-valent quantities in this study
for BT，GT，EE，and AhＲ were 133 to 3 401 mg·kg －1，not detected 25 mg·kg －1，less than 0. 02 ng·kg －1，
and 73 to 6 838 ng·kg －1，respectively． The toxicity effects from BT，GT，and EE were low compared to global
levels，while the AhＲ level was comparable to that reported from various WWTPs． In addition，the compounds
detected with these instruments can explain the 70% dioxin-like effect，especially for BkF，which was the domi-
nant congener in S1． However，less than 10% of the effect can be explained in other samples，which means fur-
ther fractionation and analysis on chemical in sewage sludge．
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生活水平的提高导致了大量污水的排放，为

有效解决污水排放问题，污水处理厂的规模和数

量也日益增多［1］。但在污水处理过程中，许多痕
量有毒有机物如二恶英类、环境激素等［2-4］不能被
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有效去除并最终吸附到污水污泥中，上述物质普

遍具有难降解性、生物积累性和“三致”效应，因此
污水污泥的不合理的处理处置可能对生态环境和

人体健康造成严重的影响［5］。现代先进的化学分
析技术虽然可以解决部分化学物质的检测，但不

能检测污泥中所有的污染物，也不能直接、全面地
反映各种有毒物质对环境及生物的综合影响［6］，

而生物毒性测试则可作为化学分析有效的补充

手段。
与传统化学分析方法仅能分析有限种类的污染

物相比，基于效应的体外生物测试工具在细胞和分

子水平上对有毒污染物进行分析，可以表征样品中

所有能对细胞产生效应的物质，并以浓度相加的方

式进行叠加［7］，不仅具有简便经济、易于操作的优
点，且能对多批量、多种类、低浓度的有毒污染物进
行筛选［8］，因此得到了广泛的应用。对于非特异性
毒性，BABBIN等［9］使用虹鳟鱼细胞研究污水污泥
的细胞毒性并提出应该更多地应用特异性毒性终点

解释实际毒性效应; 对于特异性毒性研究，LIU
等［10］调查比较了北京地区污水污泥中内分泌干扰

物以及芳香烃受体水平，认为堆肥处理会对上述效

应水平产生一定影响;李莉［11］也对北京地区污水污

泥的内分泌干扰效应，芳香烃受体水平以及遗传毒

性效应进行了全面调查并且发现经不同工艺处理

后，污水污泥的毒性效应普遍降低。此外，研究人员
等［12-15］在将体外生物测试试用于饮用水、回用水、
生活污水、工业废水及降雨径流等水质的研究中时
发现，与常规化学分析方法相比，生物测试法的检出

限与之相当甚至更低，且结果的重复性很好。

TANG等［7］和 ESCHEＲ 等［16］还以澳大利亚饮用水
水质标准中的有机污染物阈值为基础，建立了基于

细胞毒性和氧化应激的体外生物测试方法评价标

准。然而，由于土壤、沉积物及污水污泥中污染物成
分复杂且含有很多未知污染物，对体外生物测试的

影响较大，因此目前还未有建立基于体外效应的综

合评价标准。
本研究运用多种体外生物测试工具，对污水污

泥有机提取液的基线毒性、遗传毒性、雌激素效应和
芳香烃受体水平进行检测，获得相应的毒性当量水

平并研究了化学检测到的污染物对特异性毒性效应

的贡献，对上海地区污水污泥的潜在生物毒性进行

筛选和评价，以期为污水污泥的处理处置提供参考

依据。

1 实验材料与方法

1. 1 污水污泥的采集与预处理
本研究所使用污水污泥采自上海市南汇区，浦

东新区，金山区，嘉定区以及宝山区等 5 个区的 7 处
典型污水处理厂( 图 1 ) ，以编号 S1 ～ S7 表示，污水
处理厂的基本运行参数与污泥出厂性质的相关信息

如表 1［17］所示。
体外测试所用样品为污水污泥的有机提取液，

提取方法同沉积物［18］，简述如下: 将采集到的污泥

冷冻干燥后称取 5 g包入滤纸，用 100 mL有机溶剂
( V丙酮 ∶ V正己烷 = 1∶ 1) 索氏提取 24 h，温度 65 ℃，同时
加入足量铜片以除硫。提取完毕后，将收集到的有
机溶液经旋转蒸发和氮吹浓缩，定容至 1 mL，放入
－ 80 ℃冰箱冷藏备用。

图 1 污水处理厂地理分布
Fig. 1 Geographical distribution of wastewater plants
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表 1 污水处理厂基本运行参数与污泥性质
Table 1 Basic parameters of wastewater treatment plants and sewage sludge characteristic

采样点编号 污水处理规模 / ( 万 t·d －1 ) 污水处理工艺 污水比例% 有机质 / ( g·kg －1 ) 硫化物 / ( g·kg －1 )

S1 50 AO 15( 生活污水) 206 0. 032

S2 13 倒置 A2O 10( 生活污水) 218 0. 23

S3 10 倒置 A2O 50( 汽车工业) 159 1. 1

S4 40 传统活性污泥 60( 钢铁工业) 189 0. 042

S5 5 倒置 A2O 70( 汽车工业) 122 0. 058

S6 10 A2O 50( 混合) 182 2. 5

S7 10 AO 50( 化工) 209 3. 8

1. 2 体外生物测试方法
本研究所使用的体外生物测试方法包括基线毒

性测试，芳香烃受体测试，遗传毒性测试和雌激素效

应测试。测试使用的细胞系及测试目标化合物等信
息如表 2 所示。

表 2 体外毒性测试方法信息
Table 2 Information of in vitro toxicity testing methods

体外测试类型 测试用细胞系 目标化合物 目标化合物的作用模式 毒性强度 参考文献

基线毒性 费氏弧菌
所有造成细胞
毒性的物质

样品中化学物质的细胞毒
性对费氏弧菌的发光抑制

3，5-二氯酚浓度
( 5. 6 ± 1. 5) mg·L －1 ［19］

芳香烃受体
H4IIE-luc
细胞系

类二恶英
效应物质

样品中芳香烃受体特异性
绑定的荧光表达

2，3，7，8-四氯二苯并
二恶英

( 5. 6 ± 1. 5) ng·L －1
［20］

遗传毒性
重组鼠伤寒
沙门氏菌

DNA损伤物质
样品中遗传毒性物质诱导
细胞修复机制特异性反应
表达

4-硝基喹啉-1-氧化物
( 374 ± 145) μg·L －1 ［21］

雌激素效应 重组酵母
雌激素
效应物质

样品中雌激素受体特异性
绑定的荧光表达

雌二醇

( 31 ± 12) ng·L －1 ［22］

1. 2. 1 基线毒性测试
基线毒性的测试在 96 孔板上完成［19］，板中配

置阳性对照 ( 3，5-DCP ) 和空白对照 ( 2% NaCl 溶
液) 。于复苏后发光细菌菌液中暴露 15 min 后使用
多功能酶标仪检测发光强度 Ls ( 样品发光量) 和 Lb

( 空白组发光量) ，读数结束后，按照式( 1) 计算发光
抑制率 I，使用 S型 4 参数方程对 I和样品及阳性对
照的对数浓度做非线性拟合获得对应的半数效应浓

度( EC50样品和 EC50( 3，5-DCP) ) 。实验设置 3 组平行。

I = 1 －
Ls

Lb
( 1)

1. 2. 2 芳香烃受体测试
实验前将传至第 7 代左右的 H4IIE-luc 细胞系

在 384 孔板中( 75 μL) 预配养 24 h，于板中配置阳
性对照( 2，3，7，8-TCDD) ，空白对照 ( 细胞培养基)
和 DMSO对照( DMSO) ，暴露 72 h 后用多功能酶标
仪检测荧光值 L［20］。首先将实验中阳性对照获得
的最大荧光量设为 Lmax，按照式( 2) 计算出样品与阳
性对照相对于 2，3，7，8-TCDD的最高荧光量的百分

比( TCDDmax，% ) 。使用 S 型 4 参数方程对百分比
( TCDDmax，% ) 和样品及阳性对照的对数浓度做非
线性拟合获得对应的半数效应浓度 ( EC50样品 和

EC50TCDD ) 。实验设置 4 组平行。

TCDDmax = L
Lmax

× 100% ( 2)

1. 2. 3 遗传毒性测试
实验前将复苏完毕的测试菌液预配养 2 ～ 4 h，

( OD600≈0. 2) 。板中配置阳性对照 ( 4-NQO) ，阴性
对照( 菌液培养基) 和空白对照( 菌液培养基) 。读
数结束后，按照式( 3 ) 计算生长因子 G 并将 G 代入
式( 4) 计算诱导率( IＲ) ［21］。使用线性回归对 IＲ 和
样品及阳性对照的浓度做线性拟合获得诱导率为

1. 5 时的剂量 ( IＲ1. 5样品和 IＲ1. 5( 4-NQO) ) 。实验设置 3
组平行。

G =
A600 ( 样品) － A600 ( 空白)
A600 ( 阴性) － A600 ( 空白)

( 3)

IＲ =
A420 ( 样品) － A420 ( 空白)
A420 ( 阴性) － A420 ( 空白)

· 1
G ( 4)
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1. 2. 4 雌激素效应测试
实验前将复苏完毕的测试菌液预配养 24 h

( OD600≈0. 6) ［22］。板中配置阳性对照 ( E2 ) ，阴性
对照( 酵母培养基) 和空白对照( 酵母培养基) 。读
数结束后按照式( 5) 计算半乳糖苷酶活性 K，其中，
T为酶反应时间; V 为测定时溶液体积，D 为稀释倍
率，本研究中为加入碳酸钠后与加入测试缓冲液前

的体系体积。按照本实验实际情况，上述参数分别
取 30 min，0. 2 mL，6. 6。使用 S 型 4 参数方程对 K
和样品及阳性对照的对数浓度做非线性拟合获得对

应的半数效应浓度( EC50样品和 EC50E2 ) 。实验设置 3
组平行。

K =
B420 ( 样品) － B420 ( 空白)

T·V·B600 ( 样品)
·D ( 5)

1. 3 基于体外测试方法的毒性当量计算( TEQbio)

本实验获得的基线毒性、芳香烃受体效应、遗传
毒性、雌激素效应的毒性强度 ( TEQbio ) 分别用3，5-
DCP-EQ( mg·kg －1 ) ，TCDD-EQ( ng·kg －1 ) ，4-NQO-
EQ ( mg· kg －1 ) 和 E2-EQ ( ng· g －1 ) 。其计算如
式( 6) 所示。

TEQbio =

EC50( 3，5-DCP) ，EC50( TCDD) ，EC50( E2)或 IＲ1. 5( 4-NQO)

EC50样品或 IＲ1. 5样品

( 6)

2 结果与讨论

2. 1 污水污泥有机提取液的基线毒性
基线毒性反应了测试体系中能对细胞膜产生破

坏的所有污染物浓度之和，它以发光细菌为指示微

生物，以发光强度的变化为指标，测定环境中有毒有

害物质的生物毒性，从而对环境中的污染物质进行

监测和污染风险评价。本研究中 7 处污水污泥样品
的有机提取液均对费氏弧菌产生明显的发光抑制，

最高暴露浓度孔中的抑制率全部达到了 100%，计
算得到的 3，5-DCP-EQ为 133 ～ 3 401 mg·kg －1 ( 图

2) ，其中 S2 显著高于其他样点。然而 S2 已被明确
检测出来的有机污染物 ( PCBs、PAHs、PCDD /Fs、有
机氯农药以及有机磷农药等) 的含量并不明显高于

其他样点［23］，该现象说明污水污泥有机提取液中某

些未检出的化学物质贡献了较大的基线毒性。此
外，本研究中污水污泥有机提取液的基线毒性数量

级水平也与国内外一些学者的研究结果相

当［19，23-25］，说明污染水平较高，对环境的危害应该引

起重视。

图 2 污水污泥样品的基线毒性
Fig. 2 Baseline toxicity of sewage sludge samples

2. 2 污水污泥有机提取液的遗传毒性
遗传毒性泛指一切对细胞的遗传物质 DNA 造

成损伤的行为，其毒性物质会引起被试动物的一系

列疾病反应，如造成急性毒性、先天畸形、遗传性疾
病、癌症、免疫性疾病等。本研究大部分污水污泥样
品均可以检出直接遗传毒性 ( 表 3 ) ，4-NQO-EQ 浓
度从未检出到 25 mg·kg －1，其中 S3 点最高。有报
道认为一些种类的 PAHs会给生物体带来直接遗传
毒性，尤其是一些致癌性 PAHs［26］。然而 S3 点的致
癌性 PAHs 基本未检出，相比于高 PAHs 污染的
S7［23］，2 处的遗传毒性当量基本相当，表明了 S3 点
一部分未检出的化学物质可能对毒性效应产生了较

高的贡献，如具有明显 DNA损伤的芳香胺和硝基芳
烃等［27］。
为了与其他学者研究结果比较，表 2 除了计算

4-NQO-EQ，同时给出最高暴露强度下每孔的污泥加
入量及其诱导率 Ｒ，一般认为诱导率 Ｒ ＞ 2 可判定遗
传毒性阳性。肖睿洋等［28］对天津使用污水灌溉的
土壤的遗传毒性调查结果表明，超过 50%的污染土
壤样品在每孔干土壤量 4 ～ 7 mg时即检出诱导率阳

表 3 污水污泥有机提取液的遗传毒性
Table 3 Genotoxicity of sewage sludge organic extract

样点
4-NQO-EQ /
( mg·kg －1 )

最高暴露强度污泥量 /
( mg·孔 － 1 )

诱导率
IＲ

S1 25 ± 4. 6 6. 7 3. 1 ± 0. 36

S2 8 ± 2. 1 6. 3 1. 7 ± 0. 2

S3 25 ± 14 6. 4 2. 6 ± 0. 1

S4 9. 3 ± 1. 5 6. 1 1. 7 ± 0. 2

S5 14 ± 2. 7 6. 2 2. 0 ± 0. 38

S6 ND 5 ＜ 2

S7 24 ± 4. 9 5. 9 2. 6 ± 0. 43

注: ND表示未检出。
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性。类似地，禹果等［29］对北京地区长期地下水灌溉
的土壤调查结果也表明，当每孔干土壤量在 3 ～ 30
mg时可检出遗传毒性阳性。相比而言，本研究尽管
污水污泥中可以检出遗传毒性物质，但该水平基本

相当或低于受污染土壤，带来的环境风险可能较低。
2. 3 污水污泥有机提取液的雌激素效应水平
雌激素是环境内分泌干扰物中的一大类，这类

物质进入人和动物体内后可模拟细胞内雌激素作用

或改变该雌激素活性、干扰内分泌系统的正常功结
果可导致生殖功能障碍、生长发育异常、出生缺陷、
代谢紊乱和某些与激素有关的生殖系肿瘤等。本研
究污水污泥有机提取液中的雌激素效应水平较低，

所有样品的效应全部处于阳性对照最低浓度组的效

应值以下( 图 3 ) ，根据阳性对照值估计得到样品的
E2-EQ浓度低于 0. 02 ng· g －1，该结果明显低于

LIU等［10］对北京地区污水污泥 E2-EQ 的浓度水平
( 0. 9 ～ 6. 8 ng·g －1 ) 和德国报道的污水污泥中通过

化学检出的 E2-EQ的浓度水平( 17 ng·g －1 ) ，说明

本研究污水污泥样品中的雌激素效应物质的含量水

平相对安全。

图 3 污水污泥有机提取液的雌激素效应曲线
Fig. 3 Dose-response curve for estrogenic effect

in sewage sludge organic extract

2. 4 污水污泥有机提取液的芳香烃受体水平
世界各地污水污泥中已经被报道不同程度检出

如 PAHs［30］，PCDD /Fs［31］和 PCBs［32］等典型的二恶
英及二恶英类芳香烃受体物质，这些物质的毒性作

用通过芳香烃受体等一系列信号分子介导表现，但

上述研究主要基于化学分析，并不能反映所有具有

类二恶英效应物质的总量，同时，关于污水污泥中芳

香烃受体总量的报道也较少。本研究中，7 处污水
污泥样品均可以诱导 H4IIE-luc 细胞系统荧光报告
基因的表达，计算得到的 TCDD-EQ 为 73 ～ 6 838

ng·kg －1，尽管该结果低于北京和瑞典污水污泥中

芳香烃受体的含量，但却高于大部分报道的土壤以

及天然沉积物近 1 ～ 2 个数量级( 表 4) ，说明污水污
泥对具有芳香烃受体效应物质的富集程度高于天然

沉积物和土壤，该结果可能与污水中本身存在的高

含量芳香烃受体效应物质有关。在所有样品中，S7
中的芳香烃受体浓度接近 7 000 ng·kg －1，接近北

京和瑞典污水污泥中芳香烃受体报告的最高点，约

为天然沉积物和土壤的 20 倍，且该值也显著高于其
他污泥样品( 73 ～ 703 ng·kg －1 ) 。由于 S7 地处金
山，主要接纳上海地区典型的石油化工工业园区内

产生的废水，因此接纳废水特征与 S7 点污泥中高含
量的芳香烃受体效应密切相关，有必要对其排放进

行进一步控制。

表 4 不同地区污水污泥、土壤和沉积物中的芳香烃受体水平
Table 4 Level of Ah receptor agonists in sewage
sludge，soils and sediments from different areas

样品类型 TEQbio / ( ng·kg －1 ) 国家 /地区 参考文献

污水污泥

73 ～ 6 838 本研究 —
1 390 ～ 6 740 北京 ［3］
10 ～ 8 300 瑞典1) ［33］
22 ～ 3 900 日本1) ［34］

土壤

3. 4 ～ 10 中国黄海东部沿岸 ［35］
3. 4 ～ 23 韩国西部沿岸 ［36］
3. 0 ～ 380 中国台州电子拆解厂 ［36］

沉积物

542 ～ 6 834 天津海河 ［37］
39 ～ 324 长江口 ［38］
18 ～ 35 太湖梅良湾 ［39］
45 ～ 248 德国 Elbe河口 ［40］

110 ～ 1 400 德国多瑙河 ［41］

注: 1) 表示堆肥污泥。

上述检出的芳香烃受体对总二恶英效应的贡献

来自于不同化学物质单体。根据本课题组之前关于
污水污泥中赋存的有机污染物化学分析的结果［23］

以及文献中的 PCDD /Fs 和 PAHs 的相对毒性系
数［42］计算得到的化学分析的毒性强度 ( TEQcal ) 为

1. 0 ～ 190 ng· kg －1，与体外生物测试毒性强度

( TEQbio ) 类似，S7 点的 TEQcal高于其他点位 1 ～ 2 个
数量级( 图 4) ，指示该区域污水污泥中二恶英类化
学物含量很高。
进一步比较化学分析毒性当量和体外生物测试

毒性当量显示，S1 点中检出的化学物质的 TEQcal可

以解释 TEQbio中 70%的效应( 图 5 ) ，其中，PAHs 约
占 60%，且单体 BkF占主导位置。在一些关于沉积
物或者土壤芳香烃含量的报道中，BkF 在所有类二
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( * 表示未计算 PCDD /Fs)

图 4 污水污泥 TEQbio和 TEQcal的水平
Fig. 4 TEQbio and TEQcal level of sewage sludge

恶英效应物质中也往往占据主导位置［35，39］，除了

BkF较其他类二恶英 PAHs 单体更高的 TEF 值外，
由于 BkF在环境介质中分布的浓度水平高于 PC-
DD /Fs 或者 PCBs 等其他芳香烃受体 3 ～ 4 个数量
级，尤其是在一些 PAHs污染严重的区域，如石油工
业污染的土壤或者海洋溢油区的沉积物，当其浓度

在乘以毒性系数后，有可能导致毒性当量反而高于

毒性系数更高的 PCDD /Fs。因此，尽管污水污泥在
处置中关于 BkF的排放限值较少［3］，但是考虑到该
单体较明显的类二恶英效应，仍应当引起重视。

( * 表示未计算 PCDD /Fs)

图 5 化学物质单体对 TEQbio的贡献
Fig. 5 Contribution of chemical monomers to TEQbio

但除了 S1 外，其余污水污泥样品获得的 TEQcal

只占 TEQbio的 0. 2% ～18. 8%，大部分的芳香烃受体
效应无法通过化学分析结果进行解释。一些学者在
通过质量平衡法计算沉积物中化学物质和芳香烃受

体浓度时也常遇到类似的情况，如 HONG等［35］在研
究韩国海岸沉积物中的芳香烃受体时发现由已知的

典型类二恶英类物质( PAHs，PCDD /Fs，PCBs) 计算
得到的 TEQcal只能解释 TEQbio的 20%左右。因此，

除上述物质外，污泥中的芳香烃受体也可能来自于

其他的具有类二恶英效应但较少被化学检测的物

质，如 TAKIGAMI等［34］在对冲绳湾沉积物的研究中
报道的对 TEQbio贡献接近 10% 的 PBDD /Fs 以及
PBDEs，这些物质中甚至也不排除一些天然的芳香
烃受体，如腐殖酸等［43］。另一方面，也有关于
H4IIE-luc 检测系统研究的报道［44］认为，H4IIE-luc
细胞系在测试过程中，有机碳的存在可能会加强荧

光表达从而使实验结果被高估，考虑到污水污泥高

有机质的特征，这一点也不能被忽视。但是，TEQcal

占 TEQbio的低百分比的事实也强调了体外毒性测试

手段对化学分析结果进行补充的意义与必要性，说

明污水污泥中有较多可疑的芳香烃受体并没有通过

化学分析手段被检出。

3 结 论

1) 污水污泥有机提取液的基线毒性强度3，5-
DCP-EQ为 133 ～ 3 401 mg·kg －1，毒性水平较高;部

分污水污泥有机提取液可检出直接遗传毒性，毒性

当量 4-NQO-EQ为未检出到 25 mg·kg －1，该结果低

于或者接近于受污染土壤的水平且与污水污泥中致

癌性 PAHs关系不显著，但也不排除污水污泥中含
有的间接遗传毒性物质; 所有污水污泥有机提取液

中的雌激素效应当量 E2-EQ均低于 0. 02 ng·kg －1，

环境风险较低。
2) 所有污水污泥样品的有机提取液均可被检
出芳香烃受体效应，TCDD-EQ 为 73 ～ 6 838 ng·
kg －1，接近我国和国外污水污泥中芳香烃受体的毒

性当量水平，但明显高于沉积物与土壤样品。大部
分污水污泥样品的 TEQcal对 TEQbio的贡献不足

10%，表明仅仅通过化学分析解释污水污泥毒性效
应的局限性，因此有待进一步通过分级分离对污水

污泥中其他化学物质进行分析和确认。PAHs 单体
中的 BkF占 TEQcal的 37% ～ 85%，是化学方法检出
的芳香烃受体中类二恶英效应水平最高的一种

单体。
3) 在综合评判污泥毒性方面，目前仍存在很大
的局限性。主要由于体外生物测试方法针对的是有
机污染物，而对重金属以及无机污染物产生的毒性

效应则无法表达，此外，基于体外的毒性效应目前仍

没有一个全面的、综合性的评价基准，因此，体外毒
性效应如何与重金属和无机污染物造成的毒性相结

合，建立关于环境样品的毒性效应尤其是特异性毒
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性效应以及与其关联的特征污染物的综合评价标准

将是今后的主要研究方向。
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