
第 ４０ 卷第 ５ 期 现代化工 Ｍａｙ ２０２０
２０２０ 年 ５ 月 Ｍｏｄｅｒｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ

ＳＢＳ 屋面径流生物毒性分析与检测
高玉婵１ꎬ赵乐军２ꎬ宋现才２ꎬ金星龙１∗

(１.天津理工大学环境科学与安全工程学院ꎬ天津 ３０００００ꎻ
２.天津市市政工程设计研究总院ꎬ天津 ３００３９２)

摘要:针对屋面降雨径流水质安全问题ꎬ以天津市某大学 ＳＢＳ(改性沥青)屋顶径流为研究对象ꎬ结合固相萃取技术ꎬ利用发

光菌急性毒性试验及 ＳＯＳ / ｕｍｕ 遗传毒性试验等生物检测方法ꎬ分析了 ２０１８ 年 ８ 月两场屋面降雨径流中生物毒性随降雨时间

的变化ꎮ 结果表明ꎬ初期径流水质较差ꎬ具有较高的急性毒性及遗传毒性ꎬ随着时间的延长急性毒性和遗传毒性均呈现降低的

趋势ꎬ且 ８ 月 ３０ 日径流样品毒性大于 ８ 月 １９ 日样品毒性ꎻ两场降雨中不同时间段径流样品诱导率 ＩＲ 检测结果均大于 ２ꎬ表现

为致突变阳性结果ꎬ会引发 ＤＮＡ 损伤效应ꎮ 研究结果为雨水水质安全评价及资源的循环利用提供了可靠数据支持ꎮ
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　 　 随着我国海绵城市建设相关工作的开展ꎬ对降

雨径流污染程度实施全面有效的监测可以为城市地

表径流的总量、污染物总量的控制提供参考ꎬ提高城

市地表径流利用的效率和效益ꎮ 但目前对于降雨径

流水质监测指标主要侧重于现行国家水质质量标准

中提出的单一指标(如锌、铜等)和综合指标(总耗

氧量、总有机碳等) [１]ꎮ 事实上ꎬ雨水径流中存在的

污染物种类繁多ꎬ并且相互之间存在拮抗、协同作

用ꎬ其中有毒有害物质通过在生物体内富集ꎬ对人类

健康造成间接伤害[２]ꎮ 美国等发达国家在生物毒

性检测及评价标准的制定方面已相对完善ꎬ而我国

起步较晚ꎬ且大多研究着重于污水、废水等水质的生

物毒性效应ꎬ往往忽略直接排入受纳水体的降雨径

流ꎮ 高晶等[３] 在 ２０１７ 年研究了不同下垫面降雨径

流遗传毒性变化ꎬ结果显示ꎬ屋面和道路径流遗传毒

性最高分别达到 ２８７、５５９ ｎｇ / Ｌꎬ高于张秋亚等[４] 在

Ａ２ / Ｏ 污水处理工艺生物毒性研究中出水遗传毒性

大小(１７０ ｎｇ / Ｌ)ꎮ 因此ꎬ降雨径流水质评价中增加

生物毒性指标才能更全面、直观地反映水体的安

全性ꎮ
发光菌试验和 ＳＯＳ / ｕｍｕ 试验分别是针对样品

中急性毒性和遗传毒性发展起来的生物毒性检测方

法ꎬ具有灵敏度高、简单有效等特点ꎮ 前者根据水体

中有毒物质会对参与发光反应的酶类活性或细菌代

谢过程产生抑制作用ꎬ而导致发光度降低的原理ꎬ通
过测定发光细菌发光强度变化程度判断水体急性毒
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性的大小ꎮ ＳＯＳ / ｕｍｕ 试验则是利用诱变物会导致

细菌 ＤＮＡ 受损而引发 ＳＯＳ 反应激活 ＵｍｕＣ 融合基

因ꎬ表达出 β－半乳糖苷酶基因活性的融合蛋白ꎬ因
此通过测定该酶的活性确定受试物 ＤＮＡ 受损的程

度[３]ꎬ进而判断水体遗传毒性的大小ꎮ 本次研究通

过发光菌试验和 ＳＯＳ / ｕｍｕ 试验分别对 ２０１８ 年 ８ 月

１９ 日和 ８ 月 ３０ 日两场 ＳＢＳ 屋面降雨径流的急性毒

性和遗传毒性随降雨历时变化特征及产生原因进行

了讨论ꎬ以期为屋顶降雨径流更为全面的水质安全

评价提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

发光菌试验和 ＳＯＳ / ｕｍｕ 试验菌种分别选择明

亮发光杆菌 ５０２(Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｕｍ)和鼠

伤寒沙门式菌 ( Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ) ＴＡ１５３５ /
ＰＳＫ１００２ꎬ菌种复苏后与已灭菌的 ２０％丙三醇以 １ ∶１
的比例混合均匀后分装至 １􀆰 ５ ｍＬ 的离心管内置于

－２０℃和－８０℃的冰箱中冻存ꎬ以待使用ꎮ
发光菌试验所用主要仪器:恒温摇床ꎬ电子分析

天平ꎬ超净工作台ꎬ水质毒性快速检测仪等ꎮ 主要试

剂:ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２ＯꎬＮａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２ＯꎬＤＭＳＯ(二甲基

亚砜)ꎬ酵母浸膏ꎬ胰蛋白胨等ꎮ ＳＯＳ / ｕｍｕ 试验所用

主要仪器:微孔板恒温振荡器ꎬ水浴振荡器ꎬ紫外可

见分光光度计ꎬ酶标仪等ꎮ 主要试剂:ＤＭＳＯ(二甲

基亚砜)ꎬＯＮＰＧ(β－半乳糖苷酶)ꎬ４－ＮＱＯ(４－硝基

喹啉－１－氧化物)等[５]ꎮ
１􀆰 ２　 样品采集与预处理

该实验采样点选择天津市某大学教学楼屋顶ꎬ
为提高屋面的防水性能ꎬ２０１８ 年 ６ 月 ２７ 日新铺设

ＳＢＳ 防水材料ꎮ 自降雨开始ꎬ少量雨水被屋顶绿色

植物蓄滞ꎬ大部分雨水形成径流经过对 ＳＢＳ 屋面的

冲刷ꎬ从两侧的出水管排放至地面ꎬ采样点则设置于

２ 个出水管下方ꎮ 根据«大气降水样品的采集与保

存»(ＧＢ １３５８０􀆰 ２—９２) [３] 所述方法ꎬ设计样品收集

的原则ꎮ ８ 月 １９ 日和 ８ 月 ３０ 日降雨过程中采样间

隔(ｍｉｎ)分别为:５ꎬ５ꎬ１０ꎬ１０ꎬ１５ꎬ１５ꎬ３０ꎬ３０ꎬ６０ꎻ１５ꎬ
１０ꎬ５ꎬ５ꎬ１０ꎬ１０ꎬ１５ꎬ１５ꎬ３０ꎬ水样收集并混合均匀后储

存于采样瓶中ꎮ
样品收集完成ꎬ迅速运回实验室ꎬ先后用滤纸和

玻璃纤维滤膜过滤ꎬ然后利用活化后的 ＯＡＳＩＳ ＨＬＢ
固相萃取柱对水样中有毒有害物质进行富集浓缩ꎮ
富集完成后ꎬ萃取柱依次加入甲醇、二氯甲烷和正己

烷进行洗脱[６]ꎬ收集洗脱液利用氮吹仪缓慢吹脱有

机物至 ０􀆰 ９ ｍＬꎬ再用氮气流吹干ꎬＤＭＳＯ 定容至

２００ μＬꎬ－２０℃条件下保存ꎮ
１􀆰 ３　 发光菌急性毒性试验

将冻存菌液从冰箱取出室温下融解ꎬ加入到培

养基ꎬ在恒温摇床中 ２０℃、１３０ ｒ / ｍｉｎ 条件下连续振

荡 ３６~ ４８ ｈꎬ待细菌复苏成功ꎬ吸取 １ ｍＬ 原培养基

菌液移至新培养基ꎬ继续培养 １２ ｈꎬ待细菌生长至对

数期进行试验ꎬ具体步骤根据 ＧＢ / Ｔ １５４４１—１９９５ 中

所述方法进行ꎮ
样品急性毒性大小判定常用 ＥＣ５０表示ꎬ本次研

究为确保试验有效性选择 Ｚｎ２＋为阳性参照物[７]ꎬ将
不同浓度 Ｚｎ２＋及其对发光菌抑制率关系进行拟合做

得标准曲线ꎬ同理得到样品对发光菌荧光抑制作用

曲 线ꎬ 分 别 求 得 ＥＣ５０－Ｚｎ２＋ ( ０􀆰 ２０６ ４ ｍｇ / Ｌ ) 和

ＥＣ５０－Ｓａｍｐｌｅꎬ通过公式(１) [７] 将两者做比转化为锌离

子当量浓度 ＥＱＣＺｎ２＋ ( ｍｇ / Ｌ) 进行急性毒性定量

表征ꎮ
ＥＱＣＺｎ２＋ ＝ ＥＣ５０－Ｚｎ２＋ / ＥＣ５０－Ｓａｍｐｌｅ (２)

式中ꎬＥＣ５０－Ｚｎ２＋为发光菌抑制率等于 ５０％时锌离子浓

度ꎬｍｇ / ＬꎻＥＣ５０－Ｓａｍｐｌｅ为发光菌抑制率等于 ５０％时样

品富集因子ꎮ
１􀆰 ４　 ＳＯＳ / ｕｍｕ 遗传毒性试验

将冻存菌液从－８０℃冰箱中取出室温下融解ꎬ
注入到 ＴＧＡ 培养基 ３７℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ 条件下水浴振

荡 １２ ｈꎬ完成复苏ꎬ重新吸取 １ ｍＬ 原培养菌液移至

新 ＴＧＡ 培养基ꎬ继续振荡 １􀆰 ５ ｈꎬ测其吸光度为

０􀆰 ７~０􀆰 ８ 时ꎬ用于样品测定ꎬ具体试验步骤参见文献

[７]ꎮ
生长因子 Ｇ 和诱导率 ＩＲ 的计算方法如公式

(２)、(３) [３]所示:
Ｇ ＝ (Ａ５９５ꎬＴ － Ａ５９５ꎬＢ) / (Ａ５９５ꎬＮ － Ａ５９５ꎬＢ) (２)

ＩＲ ＝ (１ / Ｇ) × [(Ａ４１５ꎬＴ － Ａ４１５ꎬＢ) / (Ａ４１５ꎬＮ － Ａ４１５ꎬＢ)] (３)

式中ꎬＡ５９５ꎬＴ、Ａ４１５ꎬＴ、Ａ５９５ꎬＢ、Ａ４１５ꎬＢ、Ａ５９５ꎬＮ、Ａ４１５ꎬＮ分别为样

品、空白对照、阴性对照在 ５９５ ｎｍ 和 ４１５ ｎｍ 处吸

光度ꎮ
当 Ｇ>０􀆰 ５ 时ꎬ才可用于计算 ＩＲꎬＩＲ>２ 时ꎬ表现为

致突变阳性结果[８]ꎮ ＳＯＳ / ｕｍｕ 试验利用阳性参照

物 ４－ＮＱＯ 和样品剂量－效应曲线进行线性拟合得

到斜率ꎬ将其做比转化为 ４－ＮＱＯ 当量浓度 ＴＥＱ４－ＮＱＯ

(ｎｇ / Ｌ)作为判断遗传毒性大小的依据[９]ꎮ 标准物

４－ＮＱＯ 剂量－效应曲线为 ｙ ＝ ０􀆰 ０９６ ３ｘ＋０􀆰 ５５６(Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９６ １)ꎮ

􀅰８２２􀅰
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２　 生物毒性试验结果与分析

２􀆰 １　 发光菌试验数据结果分析

图 １ 展示了 ８ 月 １９ 日(降雨事件Ⅰ)和 ８ 月 ３０
日(降雨事件Ⅱ)不同时间段屋面降雨径流急性毒

性的变化规律ꎮ 如图 １ ( ａ)、( ｂ) 所示ꎬ径流样品

ＥＣ５０值随采样时间呈上升趋势ꎮ 由图 １(ｃ)可知ꎬ降
雨事件Ⅰ中自径流产生开始 ２５ ｍｉｎ 内径流样品

ＥＱＣＺｎ２＋分别为 ０􀆰 ６５、０􀆰 ４９ ｍｇ / Ｌꎬ随时间的延长ꎬ急
性毒性逐渐减小ꎬ最终降至 ０􀆰 １５ ｍｇ / Ｌꎮ 降雨事件

Ⅱ中 ＥＱＣＺｎ２＋整体变化具有相似特征ꎬ特别地ꎬ降雨

时间至 １５ ｍｉｎ 时ꎬ急性毒性出现大幅度下降ꎬ后趋

　 　 　 　 　 　 　

１—Ｒ２ ＝０􀆰 ９８４ ０ꎬＥＣ５０ ＝０􀆰 ７０１ ９ꎻ２—Ｒ２ ＝０􀆰 ９５３ ７ꎬＥＣ５０ ＝０􀆰 ９３８ １ꎻ

３—Ｒ２ ＝０􀆰 ９７８ ８ꎬＥＣ５０ ＝０􀆰 ９６８ ８ꎻ４—Ｒ２ ＝０􀆰 ９８２ ８ꎬＥＣ５０ ＝１􀆰 ６８７ １ꎻ

５—Ｒ２ ＝０􀆰 ９８３ ７ꎬＥＣ５０ ＝１􀆰 ５４９ ６ꎻ６—Ｒ２ ＝０􀆰 ９９０ ４ꎬＥＣ５０ ＝２􀆰 ９９８ ７

(ａ)

１—Ｒ２ ＝０􀆰 ９８０ ６ꎬＥＣ５０ ＝０􀆰 ５３５ ６ꎻ２—Ｒ２ ＝０􀆰 ９８５ ０ꎬＥＣ５０ ＝０􀆰 ５９４ ７ꎻ

３—Ｒ２ ＝０􀆰 ９５２ ９ꎬＥＣ５０ ＝１􀆰 １２７ ３ꎻ４—Ｒ２ ＝０􀆰 ９５５ ８ꎬＥＣ５０ ＝１􀆰 ４６６ ２ꎻ

５—Ｒ２ ＝０􀆰 ９５２ ４ꎬＥＣ５０ ＝１􀆰 ８３１ ４ꎻ６—Ｒ２ ＝０􀆰 ９７３ ８ꎬＥＣ５０ ＝２􀆰 １０３ ６

(ｂ)

１—２０１８－０８－１９ꎻ２—２０１８－０８－３０

(ｃ)

图 １　 两场降雨事件不同时间段屋面降雨径流

急性毒性变化

于平稳ꎮ 相较于降雨事件Ⅰ初始径流的 ＥＱＣＺｎ２＋

(０􀆰 ６５ ｍｇ / Ｌ)ꎬ降雨事件Ⅱ中 ＥＱＣＺｎ２＋(０􀆰 ８５ ｍｇ / Ｌ)
明显增大ꎬ所含污染物总量较高ꎮ 这主要是由于降

雨事件Ⅱ距离上次取样相隔 １１ 天ꎬ污染物在屋面长

时间累积ꎬ致使屋面总污染负荷增大ꎬ且当日降雨量

和降雨强度较高ꎬ径流冲刷作用明显ꎬ从而导致初始

径流污染物浓度较高[１０]ꎬ急性毒性较大ꎮ
２􀆰 ２　 ＳＯＳ / ｕｍｕ 试验数据结果分析

图 ２(ａ)和表 １ 为 ８ 月 １９ 日降雨过程中各采样

时间段屋面径流遗传毒性变化ꎮ 由图 ２(ａ)可知ꎬ样
品剂量－效应线性拟合斜率值随降雨时间的持续先

增大后减小ꎬ最大为 ０􀆰 ０７０ ２ꎮ 表 １ 中显示径流样品

在降雨初期 ＴＥＱ４－ＮＱＯ数值较大ꎬ后随时间的延长逐

渐降低ꎬ最小至 ２９８ ｎｇ / Ｌꎮ 究其原因ꎬ可能是由于前

期屋顶积累了大量污染物ꎬ同时空气中存在的大量

污染物经降雨过程被溶解ꎬ且 ０~２０ ｍｉｎ 期间径流对

总污染物溶解作用占优势ꎬ因而遗传毒性表现为逐

渐增大的趋势ꎬ后期[１] 总污染负荷减小ꎬ径流对其

稀释作用明显[１１]ꎬ故而 ２０ ｍｉｎ 后遗传毒性逐渐减

小ꎬ在 ４５~５５ ｍｉｎ 时降至 ２９８ ｎｇ / Ｌꎮ
８ 月 ３０ 日屋面降雨径流过程中样品遗传毒性

　 　 　 　 　 　 　

１—０~５ ｍｉｎꎻ２—５~１０ ｍｉｎꎻ３—１０~２０ ｍｉｎꎻ４—２０~３０ ｍｉｎꎻ
５—３５~４５ ｍｉｎꎻ６—４５~５５ ｍｉｎ

(ａ)

１—０~１５ ｍｉｎꎻ２—１５~２５ ｍｉｎꎻ３—２５~３０ ｍｉｎꎻ４—３０~３５ ｍｉｎꎻ
５—３５~４５ ｍｉｎꎻ６—４５~５５ ｍｉｎ

(ｂ)

图 ２　 ８ 月 １９ 日和 ８ 月 ３０ 日样品剂量－效应

线性拟合斜率变化
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的变化趋势如图 ２(ｂ)和表 １ 所示ꎮ 从图 ２(ｂ)中可

以看出ꎬ降雨过程中样品剂量－效应线性拟合斜率

变化规律依然先增大后减小[７]ꎬ最大值为 ０􀆰 １７０ １ꎮ
由表 １ 可知ꎬ自径流产生开始 ２５ ｍｉｎ 内 ＴＥＱ４－ＮＱＯ从

１ ３００ ｎｇ / Ｌ 迅速增大至 １ ７６６ ｎｇ / Ｌꎬ后随时间的延

长ꎬ屋面大部分污染物被径流冲刷ꎬ遗传毒性出现不

同幅度的降低[１２]ꎬ尤其是在 ２５~３０ ｍｉｎ 由 １ ７６６ ｎｇ / Ｌ
快速降至 １ １９７ ｎｇ / Ｌꎬ最终减小到 ５７４ ｎｇ / Ｌꎮ

表 １　 屋面降雨径流遗传毒性检测结果 ｎｇ / Ｌ

样品序号 ２０１８－０８－１９ ２０１８－０８－３０

１ ５５４􀆰 ５２ １３００􀆰 １０

２ ６１２􀆰 ６７ １７６６􀆰 ３６

３ ７２８􀆰 ９７ １１９７􀆰 ３０

４ ６６０􀆰 ４４ １０００􀆰 ００

５ ６０８􀆰 ５２ ９５０􀆰 １６

６ ２９８􀆰 ０３ ５７４􀆰 ２５

图 ３ 为两场降雨事件中径流样品遗传毒性变化

趋势对比图ꎬ由图 ３ 可知ꎬ两场降雨中遗传毒性的整

体变化规律相似ꎬ均在降雨初期 ３０ ｍｉｎ 内达到最大

值ꎬ随后逐渐降低ꎮ 同时也存在几处不同ꎬ首先 ８ 月

１９ 日降雨过程中 ＴＥＱ４－ＮＱＯ变化曲线的峰值先于降

雨事件Ⅱꎬ分析原因是由于降雨事件Ⅰ降雨强度要

大于后者ꎬ相同时间条件下可以溶解较多污染物ꎬ使
得径流对污染物的溶解作用和稀释作用更快地达到

平衡ꎻ其次 ８ 月 ３０ 日降雨径流各个时间段的样品的

遗传毒性均明显高于 ８ 月 １９ 日降雨事件ꎬ推测可能

是由于距离上次取样间隔周期较长ꎬ且期间两场小

雨并未形成径流ꎬ但溶解空气中的污染物会随降雨

累积在屋面ꎬ在径流产生过程中被溶解冲出屋面ꎬ故
而导致雨水样品毒性增高ꎮ

１—２０１８－０８－１９ꎻ２—２０１８－０８－３０

图 ３　 两场降雨事件不同时间段屋面降雨

径流遗传毒性变化

３　 结论

(１)两场降雨事件中 ＳＢＳ 屋面径流均表现出急

性毒性和遗传毒性ꎬＥＱＣＺｎ２＋和 ＴＥＱ４－ＮＱＯ变化范围分

别为 ０􀆰 １５ ~ ０􀆰 ６５、０􀆰 ２１ ~ ０􀆰 ８５ ｍｇ / Ｌ 和 ２９８ ~ ７２９、
５７４~１ ７６６ ｎｇ / Ｌꎮ

(２) 降雨径流产生开始 ３０ ｍｉｎ 内 ＥＱＣＺｎ２＋ 和

ＴＥＱ４－ＮＱＯ到达峰值ꎬ后随降雨时间的持续ꎬ急性毒性

和遗传毒性均出现不同幅度的降低ꎬ且降雨强度越

大ꎬ降低幅度越明显ꎮ
(３)雨水排放、处理及回用过程中ꎬ增加生物毒

性测试和相关水质评价方法可以更直观地反映水体

总污染特征ꎬ对科学评估雨水再回用的健康风险及

生态风险具有重要指导意义ꎮ
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