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C.1. 鱼急性中毒 

1. 方法 

1.1. 引言 

本测定方法用于导致淡水鱼急性中毒致死化学物质的测定。因此有必要尽可能掌握这些

物质的水溶性、蒸汽压、化学稳定性、溶解常数和生物降解率等数据，从而有助于筛选

最合适的测定方法（静态，半静态和流动法），保证测定过程中被测物浓度较为恒定。 

在设计测定方法和分析结果时还应考虑到其它信息（例如:结构式，纯度，主要杂质的种

类和百分比，添加物的存在和数量和正辛醇/水分配系数）。 

1.2.定义和单位 

急性中毒指的是接触某种化学物质很短时间在某些组织中产生的明显的不良反应。在本

测定中，急性中毒的衡量标准用平均致死浓度(LC50)来表示,即在给定时间内导致50％数

量的被测定鱼死亡的接触物质的浓度。 

所有测定物质浓度用重量体积比表示（mg/L）。也可以用重量比（mg/kg）表示。 

1.3.参考物质 

可以作为测定的参考物质指的是在实验室测定条件下，测定物的响应信号没有显著的变

化。 

本测定没有特别规定参考物质。 

1.4.测定方法原理 

极限测定需用100毫克每升进行测定从而保证LC50值大于此测定浓度。 

分别将鱼置于一系列含有不同试验浓度的水中96小时，至少每隔24小时记录死亡率，如

果可能在每个观察时间，计算致死50％鱼的物质浓度(LC50)。 

1.5. 定量标准 

定量标准适用于极限测定和整个测定方法和过程。 

直到实验结束，对照组的死亡率不能超过10％（或总数不超过十条鱼中的一条）。 

自始至终，溶解氧浓度必须大于空气饱和量的60％。 

本实验过程中，测定物质的浓度应保持在起始浓度80％之内。 

对于那些易溶于测定介质体的物质，即溶解后形成稳定的溶液而不发生显著的挥发、降

解、水解或吸收的，可认为起始溶液浓度为名义浓度值。要有证据能表明整个测定过程

中浓度保持稳定并符合定量标准。 
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对于以下物质： 

(i) 在测定介质中溶解性差，或 

(ii) 能形成稳定的乳状液或分散液的，或 

(iii) 在水溶液中不稳定的，  

起始浓度应在测定开始时在溶液中进行测定（或者，若技术条件不允许，应在水柱中测

量）。浓度测定应溶解平衡一段时间后进行，但应在加入测定鱼之前。 

在这些情况下，在测定中应采取进一步措施确定接触物质的实际浓度，满足定量标准。 

pH值变化不应超过一个单位。 

1.6.测定方法描述 

分为以下三种方法： 

静态测定： 

毒性测定过程中测定溶液没有水流产生 (溶液在整个测定过程保持不变) 。 

半静态测定： 

测定过程中溶液没有水流产生，但每隔一较长时间（如24小时）测定溶液进行更换。 

流动测定： 

在测定通道中，测定溶液不断进行更新，测定物质随溶液不断更新测定介质。 

1.6.1.试剂 

1.6.1.1. 测定物质溶液 

一定离子强度的储备液用去离子水或符合1.6.1.2标准水溶解测定物配制。 

测定所需浓度的溶液用储备液稀释配制，如果测定的是高浓度的，可直接将物质溶于水。 

通常测定的物质浓度取决其溶解度。对一些物质（其水溶解度低或有高Pow值或形成的溶

液实际为稳定的分散液的），可以不受其溶解度所限进行测定，从而保证获得其最大的

可溶/稳定浓度数据。需要注意的是，该浓度下测定系统不被破坏。 

超声波分散，有机溶剂，乳化剂或分散剂可辅助用于一些水溶性差的物质储备液的配制，

或有助于物质在介质中的分散。当使用这些辅助物质时，测定浓度应包括相同数量的辅

助物质，同时对照组中测定鱼也应使用相同数量的辅助物质。辅助物质的浓度应尽可能

低，任何情况下不得大于100毫克每毫升。 

测定过程中pH值不应改变。如果有显著证据表明pH值发生了变化，建议调整pH值重

新进行测定并报道结果。在这种情况下，除非有特殊原因储备液的pH值应调整至稀释水
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的pH值。最好用HCL和NaOH调节pH值。pH值调节过程中，储备液中被测物的浓度不应

发生显著变化。如果调节过程中，测定化合物发生化学反应或物理沉淀现象应予以记录。 

1.6.1.2.贮存和稀释用水  

使用Orinking供水设备(未被潜在的有毒的氯、重金属或其它物质污染)，品质优良的天然

水或再造水（见附录 I）。水总硬度在10 mg/L 和250 mg/L之间（以CaCO3为参照)，pH

值在6.0和8.5之间。 

1.6.2.仪器 

所有实验仪器用化学惰性材料制成。 

－ 自动稀释系统（用于流动测定）, 

－ 测氧计, 

－ 水硬度测量装置, 

－ 合适的温控装置, 

－ pH计。 

1.6.3.鱼样 

测定选用的鱼应是健康的，没有显著变形的。 

选择的鱼种类符合通常的标准，例如常年容易获得，便于保存，易于测定，对化学物质

敏感同时也要考虑到任何经济、生物和生态所能承受的因素。在挑选鱼的种类时还要对

已知数据和现存国际通用准则（见参考 1）进行比较。 

附录 2 给出了建议用于测定的一系列鱼的种类。斑马鱼和虹鳟鱼首选。 

1.6.3.1. 储存 

测定应选择同一批相同长度和年龄的鱼。应在以下条件下至少储存12天。 

载量： 

适合测定系统（循环或流动）和鱼的种类。 

水: 

见1.6.1.2, 

光: 

每日光照12到16个小时, 

溶解氧浓度: 

至少为空气饱和量的80 %, 
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饲养: 

每星期三次或每日三次, 测定前24小时停止喂养。 

1.6.3.2. 死亡率 

放置48小时后，采用以下标准记录死亡率： 

－ 七天内死亡率超过总数的10 %： 

   整个一批样作废， 

－ 在总数5％和10％之间： 

   再储存7天时间。如果死亡率不再增加，这批样可用于分析，否则也作废， 

－ 小于总数的5%： 

这批样可用于分析。 

1.6.4.适应 

所有鱼样应储存在一定品质和温度的水中至少7天才可以用于测定。 

1.6.5.测定步骤 

测距技术用于确定整个测定过程中测定浓度的范围。 

进行没有待测物质的对照组实验，如果有必要，还应进行含有辅助物质的对照组实验。 

视测定化合物的化学和物理性质而定，选择恰当的静态、半静态或流动测定方法，并符

合定量标准。 

接触化学物质的鱼样描述如下： 

－ 持续时间: 96 小时； 

－ 动物数量: 至少 7 个每浓度值； 

－ 容器:  与建议负载量相对应的容量； 

－ 载量:  静态和半静态测定建议最大负载量1g/L，流动测定，负载量也可适当增加； 

－ 测定浓度: 只是5个稳定常数相差不超过2.2的浓度值，应可能使死亡率分布于0到

100%之间； 

－ 水: 见 1.6.1.2； 

－ 光: 每日光照12到16个小时； 

－ 温度: 适合（附录 2）中的种类的鱼，但在任何测定中温度变化不超过±1℃； 

－ 溶解氧浓度: 至少为选定温度条件下空气饱和量的60%； 

－ 饲养: 不需要。 
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应在刚开始的2小时到4小时之间和随后的每隔24小时检查一下鱼样。如果触摸鱼的尾部

没有反应并且未观测到呼吸行为，可认为鱼已死亡。应取出死鱼，记录死亡率。同时记

录还应包括各种可观察到的鱼样变形现象（如失去平衡，游泳和呼吸方式以及色素的改

变） 

pH值、溶解氧浓度和温度应每日记录。 

极限测定 

本测定方法描述的步骤中，极限测定用100毫克每升进行测定从而保证LC50值大于此测定

浓度。 

如果测定物质的性质决定了100毫克每升的测定浓度无法达到，那么极限测定应用与测定

物质的在介质中溶解度一致的浓度值进行（或者是形成稳定分散液的最大浓度值）（还

可见1.6.1.1）。 

极限测定应用7到10条鱼，与对照组实验用量一致（二项式公式指出如果使用10条鱼，死

亡率为0，那么LC50值比极限测定浓度值大的置信度为 99.9%，如果使用的鱼数量分别为

7, 8 或9，LC50值比极限测定浓度值大的置信度至少为99 %）。 

如果有死亡现象，就要进行完整的分析。如果观察到亚致死现象，也需加以记录。 

2. 结果和评估 

每一观察记录的时间段（24，48，72和96小时），在对数概率纸上以死亡率百分数对浓

度作图。 

如有可能，对每一观察时间段，LC50值和置信界限（p＝0.05）应用标准步骤估算；这些

数值应四舍五入为一位或最多两位有效数字（以两位有效数字为例：173.5四舍五入为170；

0.127四舍五入为0.13；1.21四舍五入为1.2）。 

对于那些浓度/百分比曲线斜率过大不利于计算LC50值的情况，对图表LC50值的估算十分

有效。 

如果两个相差2.2个单位的浓度值分别对应0和100％的死亡率，那么LC50值必然落在这两

个浓度值区间内。 

如果观察到测定物质无法保持稳定或均匀性，那么要报道结果并注意对结果进行处理转

化。 

3. 实验结果报告 

如有可能，实验结果报告应包含以下内容： 
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－ 测定鱼样信息（科学名称，品系，供应商，任何预处理过程，每次测定浓度用的鱼的

尺寸和数量）； 

－ 稀释水的来源，主要化学物性质（如pH值，硬度，温度）； 

－ 如果测定物水溶性差，配制储备液和测定液的方法过程； 

－ 任何辅助物质的浓度； 

－ 测定浓度列表，以及改浓度下测定液中测定物的稳定性等方面信息； 

－ 使用任何化学分析手段的方法步骤和实验结果报告； 

－ 如果进行了极限测定，报告结果； 

－ 选择测定方法的原因和详细过程（如静态，半静态，剂量率，流动分析速度，是否通

气，鱼样负载量等等）； 

－ 测定仪器的描述； 

－ 光照制度； 

－ 每隔24小时溶解氧浓度，pH值和测定液的温度； 

－ 有证据表明测定方法符合定量标准； 

－ 用表格表示每一浓度下累积的死亡率值以及建议观察的每一时间段对照组实验结果

（如需要使用辅助物质也要报告）； 

－ 测定结束后的浓度/百分数响应曲线的图表； 

－ 如有可能，对建议观察的每一时间段，报告LC50值（置信度为95%）； 

－ 测定LC50值的统计步骤描述； 

－ 如使用参考物质，报告其结果； 

－ 在测定过程中未引起死亡率的最大测定浓度； 

－ 在测定过程中引起100％死亡率的最小测定浓度； 
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附录 1: 再造水 

合适的稀释水 

所有化学物质都是分析纯。 

分析用水都是优质的蒸馏水或者是电导率小于5μScm-1的水。 

蒸馏仪器不得含有任何合金制造的部件。蒸馏水装置不能使用任何含铜的材料。 

储存液 

CaCl2·2H2O (二水氯化钙):11.76g 

用水溶解稀释定容至1升 
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MgSO4·7H2O (七水硫酸镁):4.93g 

用水溶解稀释定容至1升 

NaHCO3 (碳酸氢钠):2.59g 

用水溶解稀释定容至1升 

KCL (氯化钾):0.23g 

用水溶解稀释定容至1升 

再造水 

取四份储备液各25 mL混和后用溶解稀释定容至1升，向溶液中通气直至氧气浓度达到空

气饱和值。  

pH 值应为7.8±0.2. 

如有必要，用NaOH（氢氧化钠）和HCL（盐酸）调节pH值。 

稀释液配置好后放置12小时，不需继续通气。 

溶液中Ca和Mg离子浓度分别为2.5mmoL/L，Ca和Mg离子比为4：1，Na和K离子比为10:1。

溶液总碱度为0.8 mmoL/L。准备溶液中任何偏差都不能影响水的组成和性质。 

 

 

 

 

 

 

 

附录2: 建议测试鱼样 

建议测试鱼种类          建议测定温度范围（℃）  建议测定鱼样总长度（cm） 

Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) 

(Hamilton-Buchanan) Zebrab-fish        20 到 24           3.0 ±0.5 

Pimephales promeLas (Teleostei, Cyprinidae) 

(Rafinesque) Fathead minnow           20 到 24           5.0 ±2.5 

Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) 

(Linneaus 1758) Common carp           20 到 24          6.0 ±2.0 

Oryzias Latipes (Teleostei, Poeciliidae) 
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Cyprinodontidae (Tomminck and Schlege 1850) 

Red kiLLifish                           20 到 24         3.0 ±1.0 

PoeciLia reticuLata (TeLeostei, PoeciLiidae) (Peters 

1859) Guppy                          20 到 24          3.0 ±1.0 

Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) 

(Rafinesque Linneaus 1758) BLuegill       20 到 24           5.0 ±2.0 

Onchorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) 

(Walbaum 1988) Rainbow trout           12 到 17          6.0 ±2.0 

Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linneaus 

1758) Golden Orfe                      20 到 24          6.0 ±2.0 

总结 

上面所列出的鱼容易饲养而且/或者常年容易获得。它们在渔场和实验室环境容易喂养和

培育。通过控制病菌和寄生虫，测定动物样品能保证健康状况良好和血统可知。这些鱼

在世界上许多地方都能买到。 

 

 

 

 

 

 

 

附录 3: 浓度示例：死亡率百分数
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附录 3: 浓度示例：死亡率百分数 

用对数概率纸测定LC50值示例 

死亡率百分数（概率坐标） 

浓度（对数坐标） 

 

 

 

C.2. 水蚤急性中毒 
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1. 方法 

1.1. 引言 

本测试方法用于导致淡水水蚤 静止的化学物质的中级有效浓度（EC50）的测定。因此有

必要尽可能掌握这些物质的水溶性、蒸汽压、化学稳定性、溶解常数和生物降解率等数

据。 

在设计测定方法和分析结果时还应考虑到其它信息（例如结构式，纯度，主要杂质的种

类和百分比，添加物的存在和数量和正辛醇/水分配系数）。 

1.2. 定义和单位 

水蚤的 LC50的浓度的直接测定是通过如实验方法所述的 EC50的测定来实现的。 

本实验中的（导致水蚤）急性中毒的毒性是指导致（水蚤）静止的中级有效浓度（EC50），

这个浓度按照原始数据值，表示在给定时间内接触该浓度的物质导致 50％数量的测定水

蚤静止。 

静止： 

动物在轻轻敲打实验容器后 15秒内仍不能游动被认为已经处于静止状态。 

所有测定物质的浓度用重量体积比表示（mg/L）。也可以用重量比（mg/kg）表示。 

1.3. 参考物质 

可以作为测定的参考物质指的是在实验室测定条件下，测定物的响应信号没有显著变化

的物质。 

用四种不同物质作 EEC环形实验的结果总结在附录 2中。 

1.4. 测定方法原理 

极限测试需用 100毫克每升进行测定从而保证 EC50值大于此测定浓度。 

将水蚤 48小时置于一系列含有不同浓度的被测物质的水中，如做时间较短的实验，在实

验报告中要指明修改部分。 

除非在其他特定的实验条件下，以及足够的一系列不同的被测物质浓度，被测物质的不

同浓度会对水蚤的游动能力造成不同平均程度的影响。在实验最后，不同的浓度会造成

不同百分比的水蚤不再游动。导致 0%或者 100%水蚤静止的浓度直接来自实验的观察结

果，而 48小时的 EC50值来自可能的计算。 

这个实验使用一种统计系统，所以实验方法在水蚤与被测物质的接触过程中不能更新。 

1.5. 定量标准 
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定量标准适用于极限测试和整个测定方法和过程。 

实验最后，对照实验的静止程度不能超过 10%。 

对照实验下的水蚤，不能被困在水面表层。 

在整个实验过程中，实验容器中的溶解氧浓度必须始终保持在 3mg/L以上，而且无论如

何不能让溶解氧浓度低于 3mg/L。 

在整个实验持续过程中，被测物质的浓度必须保持在原浓度的 80%以内。 

对于那些易溶于测试介质的物质，溶解后形成稳定的溶液而且不发生显著的挥发、降解、

水解或吸收的，可认为起始溶液浓度为标定浓度值。要有证据能表明测定过程中浓度保

持稳定并符合定量标准。 

对于以下物质： 

(i) 在测定介质中溶解性差，或 

(ii) 能形成稳定的乳状液或悬浊液的，或 

(iii) 在水溶液中不稳定的， 

起始浓度应在测定开始时在溶液中进行测定（或者，若技术条件不允许，应在水柱中测

量）。浓度测定应溶解平衡一段时间后进行，但应在加入被测有机体之前。 

在这些情况下，在测试中应采取进一步措施确定接触物质的实际浓度，满足定量标准。 

pH值变化不应超过一个单位。 

1.6. 测定方法概述 

1.6.1  试剂 

1.6.1.1  被测物质溶液 

一定离子强度的储备液用去离子水或符合 1.6.1.2标准水溶解测定物配制。 

测定所需浓度的溶液用储备液稀释配制，如果测定的是高浓度的，可直接将物质溶于水。 

通常测定的物质浓度取决其溶解度。对一些物质（其水溶解度低或有高 Pow 值或形成的

溶液实际为稳定的分散液的），可以不受其溶解度所限进行测定，从而保证获得其最大

的可溶/稳定浓度数据。需要注意的是，该浓度下测定系统不被破坏。 

超声波分散，有机溶剂，乳化剂或分散剂可辅助用于一些水溶性差的物质储备液的配制，

或有助于物质在介质中的分散。当使用这些辅助物质时，测定浓度应包括相同数量的辅

助物质，同时对照组中测定水蚤也应使用相同数量的辅助物质。辅助物质的浓度应尽可

能低，任何情况下不得大于 100毫克每毫升。 
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测定过程中 pH 值不应改变。如果有显著证据表明 pH值发生了变化，建议调整 pH值重

新进行测定并报道结果。在这种情况下，除非有特殊原因储备液的 pH值应调整至稀释水

的 pH值。最好用 HCL和 NaOH调节 pH值。pH值调节过程中，储备液中被测物的浓度

不应发生显著变化。如果调节过程中，测定化合物发生化学反应或物理沉淀现象应予以

记录。 

1.6.1.2.实验用水 

本实验使用再造水（ 参照附录 1和参考（2）：ISO 6341 ）。为避免在实验前有适应的需

要，推荐使用与实验用水有相同质量（pH，硬度）的培养水。 

1.6.2.仪器 

应使用标准的实验仪器及用具。与实验溶液接触的仪器最好完全是玻璃制的。 

－测氧计（有微电极或其他用于测量小体积样品中溶解氧的合适仪器）， 

－足够的温度控制仪器， 

－pH计， 

－测量水硬度的仪器。 

1.6.3. 测定用有机体 

magna 水蚤是很好的测试种类，尽管 puLex 水蚤也可用于测试。被测动物在实验开始时

必须有少于 24小时的寿命，是实验室培养的，没有明显疾病，以及有明确历史记录（如

培养，以及任何预先处理等）。 

1.6.4. 测定步骤 

测距技术用于确定整个测定过程中测定浓度的范围。 

进行没有待测物质的对照组实验，如果有必要，还应进行含有辅助物质的对照组实验。 

水蚤与化学物质接触如下： 

－持续时间：24小时； 

－动物数量：至少 20个每一测试浓度，最好分为 4批每批 5个或 2批每批 10个； 

－载量：每个动物至少提供 2mL测试溶液； 

－测定浓度：测试溶液必须在加入水蚤前即时配制，最好不用除了水以外的其他溶剂，

浓度在不超过浓度比 2.2的情况下构成一几何系列。有足够的不同浓度在 48小时后得到

0和 100%的静止以及一系列中间程度的静止状态，以便和对照实验一起计算 48小时 EC50

值； 
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－水：见 1.6.1.2； 

－光：任意的亮-暗循环； 

－温度：实验温度必须在 18至 22℃之间，但在任何测定中温度变化不超过±1℃； 

－通风：测试溶液不能用气泡通风； 

－喂食：不需要。 

对照测试与所有的测试浓度的 pH值以及含氧量都要在实验最后测定。测试溶液的 pH值

不能改变。 

易挥发物质必须在完全密封的容器中进行实验，容器要足够大以防止缺氧。 

至少 24小时后观察一次水蚤，48小时后再观察一次。 

极限测试 

本测定方法描述的步骤中，极限测试用 100毫克每升进行测定从而保证 EC50值大于此测

定浓度。 

如果测定物质的性质决定了 100 毫克每升的测定浓度无法达到，那么极限测试应用与测

定物质的在介质中溶解度一致的浓度值进行（或者是形成稳定分散液的最大浓度值）（还

可见 1.6.1.1）。 

极限测试必须使用 20个水蚤，分成两批或四批，与对照实验一样。如果静止状态出现，

则进行完整的分析。 

2. 结果和评估 

每一观察记录的时间段（24和 48小时），在对数概率纸以静止率百分数对浓度作图。 

如有可能，对每一观察时间段，EC50值和置信界限（p＝0.05）应用标准步骤估算；这些

数值应四舍五入为一位或最多两位有效数字（以两位有效数字为例：173.5 四舍五入为

170；0.127四舍五入为 0.13；1.21四舍五入为 1.2）。 

对于那些浓度/百分比曲线斜率过大不利于计算 EC50值的情况，对图表 EC50值的估算十

分有效。 

如果两个相差 2.2 个单位的浓度值分别对应 0 和 100％的静止率，那么 EC50值必然落在

这两个浓度值区间内。 

如果观察到测定物质无法保持稳定或均匀性，那么要报道结果并注意对结果进行处理转

化。 

3. 结果报告 
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如有可能，结果报告应包含以下内容： 

－ 测试有机体信息（学名，品系，供应商或种类，任何预处理，培养方法-包括来源，

种类，喂食数量以及喂食频率）； 

－ 稀释水的来源，主要化学物性质（如 pH 值，硬度，温度）； 

－ 如果测定物水溶性差，配制储备液和测定液的方法过程； 

－ 任何辅助物质的浓度； 

－ 测定浓度列表，以及该浓度下测定液中测定物的稳定性等方面信息； 

－ 使用任何化学分析手段的方法步骤和结果报告； 

－ 如果进行了极限测定，报告结果； 

－ 测定仪器的描述； 

－ 光照制度； 

－ 测试液的溶解氧浓度，pH 值和温度； 

－ 有证据表明测定方法符合定量标准； 

－ 用表格表示每一浓度下累积的静止率值以及建议观察的每一时间段（24和 48小时）

对照组实验结果（如需要使用辅助物质也要报告）； 

－ 测定结束后的浓度/百分数相应曲线的图表； 

－ 如有可能，对建议观察的每一时间段，报告 EC50值（置信度为 95%）； 

－ 测定 EC50值的统计步骤描述； 

－ 如使用参考物质，报告其结果； 

－ 在测定过程中未引起静止的最大测定浓度； 

－ 在测定过程中引起100％静止率的最小测定浓度； 
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附录 1: 再造水 

合适的稀释水（根据ISO 6341） 

所有化学物质都是分析纯。 

分析用水都是优质的蒸馏水或者是电导率小于 5μScm-1的水。 

蒸馏仪器不得含有任何铜制造的部件。 

储存液 

CaC12.2 H2O (二水氯化钙): 

溶于水中，配至1升 

11.76 g 

MgSO4.7H2O (七水硫酸镁): 

溶于水中，配至1升 

4.93 g 

NaHCO3 (碳酸氢钠): 

溶于水中，配至1升 

2.59 g 

KCI (氯化钾): 

溶于水中，配至1升 

0.23 g 

再造稀释水 

混合四种储备液各25毫升，配至1升。 

往溶液中通气，使氧浓度与空气中的饱和浓度相同。 

pH必须是7.8±0.2。 

如果需要，用NaOH（氢氧化钠）或者HCL（盐酸）调节pH值。 

准备好的稀释水放置12小时，不需要另外通气。 

溶液中Ca和Mg离子浓度和是2.5毫摩尔每升，Ca与Mg离子比是4：1，Na与K离子比是10：

1。溶液总碱度是0.8毫摩尔每升。 

任何准备稀释水过程中的偏差不能改变水的组成和性质。 
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附录2 

1978年一个EEC循环测试的结果总结（同样在参考文献2中被引述） 

注意：循环测试的目的是EC5024小时的测定。 

使用物质： 

1) 重铬酸钾 

2) 四丙基苯磺酸 

3) 四丙基苯磺酸，钠盐 

4) 三氯-2，4，5-苯氧基乙酸，钾盐 

物质        参与实验数目    计算结果数目    EC50-24 小时 mg/L平均值 

1               46              129                  1.5 

2               36              108                  27 

3               31               84                  27 

4               32               72                  770 
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附录3:浓度试样:静止百分比 
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C.3.  海藻抑制实验 

1. 方法 

1.1. 引言 

本实验的目的是测定化学物质对于单细胞绿藻的生长影响。相对短时间(72小时)的测定可

以估计对几个世代的作用。 

本方法适用于几个单细胞藻类，方法描述必须和实验报告一起提供。 

本方法对于水溶性物质的应用最为简单，该水溶性物质在实验条件下在水中存在。 

本方法可用于不直接影响测试海藻生长的物质。 

在实验前有必要尽可能掌握这些物质的水溶性、蒸汽压、化学稳定性、溶解常数和生物

降解率等数据。 

在设计测定方法和分析结果时还应考虑到其它信息（例如结构式，纯度，主要杂质的种

类和百分比，添加物的存在和数量和正辛醇/水分配系数）。 

1.2.定义和单元  

细胞密度：每毫升的细胞数； 

生长：实验过程中细胞密度的增长； 

生长速率：单位时间内细胞密度的增长； 

EC50：本方法中，导致相对于对照实验生长（EbC50）或生长率（ErC50）降低50%的物质

浓度； 
NOEC (无现象浓度)：本方法中，相对对照实验未能引起明显抑制生长作用的最高物质浓
度。 
所有被测物质浓度用重量体积比表示（mg/L）。也可以用重量比（mg/kg）表示。 

1.3 参考物质  

可以作为测定的参考物质指的是在实验室测定条件下，测定物的敏感度没有显著的变化。 

如果使用了参考物质，在实验报告中必须指出结果。 

重铬酸钾可以用作一种参考物质，但它的颜色可能会影响照射细胞的光的质量和强度，

以及会影响到可能使用的色谱测定法。 

重铬酸钾被应用于一国际间实验室测试（见参考文献（3）和附录2）。 

1.4. 测定方法原理 

极限测试需用100毫克每升进行测定从而保证EC50值大于此测定浓度。 

选定的呈指数级生长的绿藻在实验特定的条件下，在各种浓度的被测物质中培养几个世
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代。 

培养测定溶液72小时，在此过程中至少每24小时测定一次每份溶液的细胞密度。这样就

可以测定相对于对照实验的海藻生长的抑制作用了。 

1.5. 定量标准 

定量标准适用于极限测试和整个测定方法和过程。 

对照实验的培养必须使细胞密度在3天内增长16倍。 

本实验过程中，测定物质的浓度应保持不少于起始浓度的80％。 

对于那些易溶于测试介质体的物质，溶解后形成稳定的溶液而且不发生显著的挥发、降

解、水解或吸收的，可认为起始溶液浓度为标定浓度值。要有证据能表明测定过程中浓

度保持稳定并符合定量标准。 

对于以下物质： 

(i) 在测定介质中溶解性差，或 

(ii) 能形成稳定的乳状液或悬浊液的，或 

(iii) 在水溶液中不稳定的， 

起始浓度应在测定开始时在溶液中进行测定。 

浓度测定应在反应平衡一段时间后进行。 

在这些情况下，在测试中应采取进一步措施确定接触物质的实际浓度，满足定量标准。 

实验中可能观察到，显著数量的被测物质与海藻会有所结合。所以，为了证明与以上的

定量标准一致，与海藻结合以及溶液（或者，若技术条件不允许，应在水柱中测量）中

的物质的量都要考虑。 然而，由于测量与海藻结合的物质的量带来明显技术上的问题，

所以，要证明与定量标准一致，可以在最大浓度下不加海藻进行实验，在实验开始和最

后测量测量浓度（或者，若技术条件不允许，应在水柱中测量）。 

1.6. 测定步骤描述 

1.6.1. 试剂 

1.6.1.1.测定物质溶液 

一定离子强度的储备液用去离子水或符合1.6.1.2标准水溶解测定物配制。 

加适当分量的溶液于海藻预先培养（见附录1）中，配成实验所选择的浓度。 

通常测定的物质浓度取决其溶解度。对一些物质（其水溶解度低或有高Pow值或形成的溶

液实际为稳定的分散液的），可以不受其溶解度所限进行测定，从而保证获得其最大的
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可溶稳定浓度数据。需要注意的是，该浓度下测定系统不被破坏。（例如在水面上盖上

薄膜以防止水的氧化等）  

超声波分散，有机溶剂，乳化剂或分散剂可辅助用于一些水溶性差的物质储备液的配制，

或有助于物质在介质中的分散。当使用这些辅助物质时，测定浓度应包括相同数量的辅

助物质，同时对照组中也应使用相同数量的辅助物质。辅助物质的浓度应尽可能低，任

何情况下在测试介质中不得大于100毫克每毫升。 

测定过程中pH值不应改变。如果有显著证据表明pH 值发生了变化，建议调整pH值重新

进行测定并报道结果。在这种情况下，除非有特殊原因储备液的pH值应调整至稀释水的

pH值。最好用HCL和NaOH调节pH值。pH值调节过程中，储备液中被测物的浓度不应发

生显著变化。如果调节过程中，测定化合物发生化学反应或物理沉淀现象应予以记录。 

1.6.1.2.测试介质 

分析用水都是优质的蒸馏水或者是电导率小于5μScm-1的水。 

蒸馏仪器不得含有任何铜制造的部件。 

以下为推荐使用的介质。 

根据以下表格配制四份储备液。储备液用表层过滤或高压灭菌，在黑暗及4°C环境下保存。

储备液4只能用表层过滤灭菌。这些储备液将被稀释到最终的营养测定溶液浓度。 

营养物                  储备液浓度               最终测定溶液浓度 

储备液1：大分子营养物 

NH4Cl                     1.5 g/L                      15 mg/L 

MgCl2·6H2O                1.2 g/L                      12mg/L 

CaCl2·2H2O                1.8 g/L                       18 mg/L 

MgSO4·7H2O               1.5 g/L                       15 mg/L 

KH2PO4                   0.16 g/L                     1.6 mg/L 

储备液2：铁-EDTA 

FeCl3·6H2O                80 mg/L                      0.08 mg/L 

Na2EDTA·2H2O            100 mg/L                     01 mg/L 

储备液3：微量元素 

H3BO3                    185 mg/L                     0.185 mg/L 

MnCl2·4H2O                415 mg/L                     0.415 mg/L 

ZnCl2                     3 mg/L                       3 x 10-3 mg/L 
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CoCl2·6H2O                1.5 mg/L                     1.5 x 10-3 mg/L 

CuCl2·2H2O                0.01 mg/L                     10-5 mg/L 

Na2MoO4·2H2O             7 mg/L                       7 x 10-3mg/L 

储备液4：NaHCO3 

NaHCO3                   50 g/L                       50 mg/L 

介质的pH值在与空气平衡后大约是8左右。 

1.6.2. 仪器 

－ 标准实验仪器； 

－ 合适体积的测定容器（例如250毫升锥形瓶适用于100毫升的测定溶液）所有的测定容

器必须有特定的材料和规格； 

－ 培养器具：可保持在21°C到25°C范围内的温度变化在±2°C的橱柜或密室，能够持续

在波长400至700nm范围内的相同的照明。如果在对照实验中的海藻达到了建议的生长速

率，可以认为生长所需的条件，包括光强度，已经达到满足； 

推荐在平均测定溶液水平，400到700nm光照下使用60到120μE.m- 2.s-1（35 到 70 x 1018 

光子.m- 2.s-1范围内的光强度，使用合适的接受器。对于光测定仪器以勒克斯校正，在6000

到10000勒克斯的平衡范围内都可以。达到所需光强度可用4到7只30W的普通白型荧光灯

（色温大约4300K），在距离海藻培养0.35 m的地方照射。 

－ 细胞密度测定必须用直接数活细胞的方法，例如用有计数室的显微镜。其他方法（光

度测定法，浊度测定法等）也可以使用，如果有足够的灵敏度，以及和细胞密度有足够

好的相关度。 

1.6.3. 测定生物 

推荐使用快速生长的绿藻种类，这样培养和测定都会比较方便。最好使用下列品种： 

－ Selenastrum capricornutum, 例如 ATCC 22662 or CCAP 278/4, 

－ Scenedesmus subspicatus, 例如 86.81 SAG, 

注意： 

ATCC = American Type Culture Collection (U.S.A.) 

CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (U.K.) 

SAG = Collection of algal culture (Gottingen, F.R.G.) 

如果使用了其他种类，报告其品系。 
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1.6.4. 测定步骤 

可能产生影响的浓度范围在范围-寻找测试基础上测定。 

生长的两种测定（生物数量和生长速率）可以有大范围完全不同的生长抑制测定，两种

测定都必须在寻找范围测定中使用，以保证浓度的几何级数可以估计EbC50 和 ErC50值。. 

初始细胞密度 

推荐在测定培养中的初始细胞密度大致在104个/毫升，对于Selenastrum capricornutum 和 

Scenedesmus subspicatus 而言。当使用其他种类时，生物数量要具有可比性。 

测定物质浓度 

测定中，至少使用五个构成几何级数系列的浓度，浓度比不超过2.2。最低测定的浓度必

须对海藻生长没有影响。最高测定浓度必须抑制相对对照实验至少50%的海藻生长，最

好使海藻生长完全停止。 

重复和对照 

实验设计必须每个浓度包括三个重复，做三个不加测定物质的对照实验，如果有的话，

做三个有辅助物质的对照实验。如有修改，实验设计可以增加不同的浓度，减少每个浓

度的重复数。 

测定操作 

测定培养所包括的需要的测定物质浓度和需要的海藻接种体数量，通过往适当数量的海

藻预培养物中加入相当分量的测定物质储备液来准备（见附录1）。 

摇晃培养容器，将其放置在培养仪器中。通过晃动，搅拌或通入气体使海藻细胞呈悬浊

状态，这样能改善气体交换以及减少测定溶液pH值变化。培养物必须保持在21至25°C范

围内，并且控制在±2°C以内。 

每一容器内的细胞密度在开始测定后至少在24，48和72小时后要测一次。 

过滤后含有合适浓度测定化学物质的海藻介质，在直接计数外的测定细胞密度方法中被

用来测定背景环境。 

在实验开始及72小时后测量溶液pH 值。 

在实验中，对照实验的pH值一般不超过1.5个单位的变化范围。 

测定易挥发物质 

至今还没有被普遍认同的方法来测定易挥发物质。当测定具有挥发倾向的物质时，可以

使用有更多主体空间的封闭的测定容器。计算封闭容器的主体空间时要考虑缺少二氧化
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碳的可能性。这个方法可以有所变化（见参考文献（4））。 

必须尝试测定留在溶液中的物质的量，当分析用封闭容器来测定易挥发物质的结果时要

非常小心。 

极限测定t 

本测定方法描述的步骤中，极限测试用100毫克每升进行测定从而保证EC50值大于此测定

浓度。 

如果测定物质的性质决定了100毫克每升的测定浓度无法达到，那么极限测试应用与测定

物质的在介质中溶解度一致的浓度值进行（或者是形成稳定分散液的最大浓度值）（还

可见1.6.1.1）。 

极限测定至少进行三次，进行相同数量的对照实验。两种测定生长的方法（生物数量和

生长速率）都要用于极限测定。 

在极限测定中，如果在生物数量或生长速率上发现在极限测定与对照实验中有平均大于

等于25%的减少，完成整个测定。 

2. 实验数据和评估 

将在测定培养以及对照实验中测得的细胞密度值与测定物质浓度和测定次数一起列表。

每种测定物质浓度以及对照实验的细胞密度的平均值对时间（0-72小时）作图，得到生

长曲线。 

为了测定浓度/影响关系，应使用以下两种方法。有些物质能在低浓度下促进海藻生长，

只考虑表明0到100%抑制的数据点。 

2.1. 生长曲线的面积比较 

在生长曲线与水平线N = N0之间的区域面积可以通过以下公式来计算： 

A = (N1-N0) / 2 x t1 + (N1 + N2 - 2N0) / 2 x (t2 - t1) + ... + (Nn-1 + Nn - 2N0) / 2 (tn - tn-1) 

其中 

A = 面积， 

N0 = 在t0（测定开始）时的每毫升细胞数，o， 

N1 = 在t1时测的的每毫升细胞数， 

Nn = 在tn时测得的每毫升细胞数， 

tL = 实验开始后第一次测定的时间， 

tn = 实验开始后第n次测定的时间， 
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n = 实验开始后的测定次数。 

每种物质的抑制生长的百分数（IA）通过以下公式计算： 

IA = (Ac - At) / Ac x 100 

其中 

Ac = 对照实验曲线与水平线N = N0之间的面积， 

At = 不同浓度的测定曲线与水平线N = N0之间的面积， 

IA = 对于相应浓度在半对数或半对数概率纸上作图得到的值。如果在概率纸上作图，用

眼观察或计算回归得到一条合适的直线。 

EC50 值可以从回归曲线上估计出，从与抑制50%（IA = 50%）相对应的浓度读出。要清

楚表示关于这个计算方法所得到的值，建议使用符号EbC50，这个符号有必要与合适的接

触时间一起引用，例如EbC50（0-72小时）。 

2.2. 生长速率比较 

以指数增长培养物的平均特定生长速率（μ）可以由以下公式计算： 

μ= (Ln Nn - Ln N0) / (tn - t0) 

其中t0是实验开始的时间。 

同样的，平均特定生长速率也可以从Ln N 对时间的回归直线的斜率推出。 

每一测定物质浓度的特定生长速率的抑制百分数（Iμt）通过以下公式计算： 

Iμt  = (μc - μt) / μc x 100 

其中 

μc = 对照实验的平均特定生长速率 

μt = 每种测定物质浓度t的平均特定生长速率 

每种测定物质的平均特定生长速率的降低百分数与对照实验的比较，与浓度的对数值作

图，EC50值可从该图中读出。要清楚表示关于这个计算方法所得到的EC50值，建议使用

符号ErC50，必须指出测定时间，例如，如果该值是在0-72小时测定的，符号表示为ErC50

（0-72小时）。 

注意：特定生长速率是对数值，生长速率的细小变化可以导致生物数量的巨大变化。所

以EbC和ErC值不在数值上具有可比性。 

2.3. NOEC值的计算 

没有观察到影响的浓度由合适的多样品对照（例如对变化的分析以及Dunnett测定）统计
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步骤得到，使用单独的重复值，该值为生长曲线A（见2.1）下的面积或特定生长速率μ

（见2.2）。 

3. 实验报告 

如有可能，结果报告应包含以下内容： 

－ 测定物质：化学特性数据； 

－ 测定有机体：来源，实验室培养，品系号，培养方法； 

－ 测定条件； 

－ 测定开始以及最后的数据以及测定的持续时间； 

－ 温度； 

－ 介质组成； 

－ 培养仪器； 

－ 测定开始及最后的溶液pH值（如果观察到pH值变化超出1.5个单位，提供解释）； 

－ 所用的使测定物质溶解的载体和方法，以及测定溶液中载体的浓度； 

－ 光强度和质量； 

－ 测定的浓度（测得的或理论值）； 

－ 结果； 

－ 在每一测定点，每种测定细胞密度方法的每一容器的细胞密度； 

－ 平均细胞密度值； 

－ 生长曲线； 

－ 与浓度影响有关的图表表示； 

－ EC值和计算方法； 

－ NOEC值； 

－ 其他观察到的影响。 

 

4. 参考文献 
1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 201, Decision of the Council C(81) 30 Final. 
2) Umweltbundesamt, BerLin, 1984, VerfahrensvorschLag  'Hemmung der 

Zellvermehrung bei der GrünaLge Scenedesmus subspicatus',  in:  Rudolph/Boje: 

bkotoxikologie, ecomed, Landsberg, 1986. 

3) ISO 8692- Water quality -Fresh water algal growth inhibition test with Scenedesmus 
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subspicatus and Selenastrum capricornutum. 

4) S.Galassi and M.Vighi -Chemosphere, 1981, vol.10, 1123-1126. 
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附录 1：培养海藻步骤示例 

一般观察 

培养的目的在于通过以下步骤获取用于毒性测定的海藻。 

采取合适的实验手段避免海藻受到可能的细菌感染（ISO4833）。无菌的海藻固然需要，

但最重要的是得到单种海藻。 

所有操作都要在消毒过的环境下进行，避免被细菌和其它藻类污染。被污染的藻类样品

应弃去。 

获取藻类样品步骤 

营养液的准备（介质）：介质可用储备液稀释获得。对于固体介质，加入 0.8％的海藻。

使用的介质应是无菌的。用高压灭菌器灭菌可能导致 NH3的损失。 

储备物质： 

储备物质是将一些小的藻类物质转移到新鲜的介质中作为起始测定物质。如果不是经常

使用，可以用倾倒海藻试管法弃去这些物质。 

储备物质在锥形瓶中用合适的介质培养（体积为 100mL）。在 20℃照明一周后转移。 

在转移过程中，“老”储备物质用无菌的移液管转移到装有新鲜的介质的烧瓶中，用快速

生长的种类使得起始浓度增至原来 100倍。 

从生长曲线可得到样品种类的生长速度。得到这个数据后，就可以估计哪一种密度的储

备物质应被转移到新鲜的介质中。当然，这一切必须在物质死亡之前完成。 

预处理 

预处理的目的在于给出用于接种测定物质合适的藻类数量。预处理过程通常在培养期后

三天左右，实验条件同测定条件，同时伴随着藻类呈指数数量级的生长过程。如果藻类

物质含有变形和不正常的细胞，应弃去。 
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附录 2 

ISO8692 淡水质量海藻生长抑制试验，对 Scenedesmus subspicatus and selenastrum 

capricornutum做了测定。16个实验室联合试验的重铬酸钾给出了以下实验结果： 

平均（mg/L）    范围（mg/L） 

ErC50(0-72小时)  0.84           0.60到 1.03 

EbC50(0-72小时)  0.53              0.20到 0.75 

 

C.4完全生物降解度测定 

第 I部分 总则 

I.1引言 

  一般认为能用来检查在有氧含水的环境中化学物质是否易被生物降解的方法有六种： 

(a) 溶解有机碳（DOC）消耗法(方法：C.4-A) 

(b) 修正 OECD屏蔽 DOC消去法。（方法 C.4-B） 

(c) 二氧化碳评估法（修正 STURM方法）（方法。C.4-C）. 

(d) 呼吸计及测定压力法。（方法 C.4-D） 

(e) 密封瓶法。（方法 C.4-E）。 

(f) MITI(Ministry of InternationaL Trade and Industry –Japan)(方法 C.4-F). 

以上就是一般的和普通的考虑。部分 II到部分 IV是特殊的方法。附录包括定义，公

式，和参考文献。 

 1988 年，完成的一项国际 OECD 试验比较测定，证明这些方法给出的实验结果是有效

的可靠的。然而，由于考虑到测定的物质的物理性质不同。其中一种或几种测定方法会

更为有效合适。 

I.2选择合适的方法 

  为了选择合适的方法，该化学物质的溶解性，蒸汽压，吸附性质，是必须要了解的。

为了计算理论值，并且为了检查参数的测定值，我们必须知道化学物质的结构或化学式。 

  在水中的溶解度达到 100mg/L的化学物可以用以上所有的方法来测定。只要它们无挥

发性和吸附性。反之，若有挥发性和吸附作用，则按表格 1选取合适的方法。附录 II中

有处理难溶于水以及挥发性化学物质的方法。只要容器有足够的空间（要有合适的塞子），

中等挥发性的物质可用 DOC消耗法测定。在此种情况下，必须作无机性降解对照组实验
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以防任何物理损失。 
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                  表 1方法的应用范围 

物质性质 测定方法 分析方法 

难溶      挥发性    吸附性 

DOC 消耗法 

 

修正OECD消耗法 

 

二氧化碳评估法 

 

呼吸计测压力法 

 

密封瓶法 

 

ＭＩＴＩ 

 

溶解有机碳 

 

溶解有机碳 

 

呼吸运动产生的 CO2 

 

呼吸运动耗氧量。 

 

呼吸运动，溶解氧 

 

呼吸运动，耗氧量。 

－ 

 

－ 

 

＋ 

 

＋ 

 

＋／－ 

 

＋ 

－ 

 

－ 

 

－ 

 

＋／－ 

 

＋ 

 

＋／－ 

＋/－ 

 

＋／－ 

 

＋ 

 

＋ 

 

＋ 

 

＋ 

测定物质中，主要组分的纯度和比例应该用来解释获得的实验结果，特别是当实验结果

值偏小时。 

测定物质对细菌的毒性可能对选择合适的测定浓度很有用，甚至对更正地生物降解值的

解释有决定作用。 

I.3 参考物质 

为了检查步骤可靠性，建立生物降解里标准的参考化学物质应该放入合适的长颈瓶中和

测定物作对比试验。 

合适的化学物有苯胺（新蒸馏的），醋酸钠，苯甲酸钠，这些物质用以上方法能全部降解，

甚至不需要加入疫苗。 

一般建议一个参考物质应该容易被生物降解，但只有加入疫苗后才会降解。有人建议邻

苯二甲酸氢钾，但要作为一个参照物，还需要进一步的证据。 

在透气性试验中，含氮化合物可能因为硝化作用而影响耗氧量。（见附录 II 和 V）。 

I.4 测定方法原理 

无机介质中的测定物溶液或悬浮液在黑暗中或散射光中被接种和培养。接种疫苗的 DOC
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量要比测定物尽可能的小，差别是由于细菌内部活动造成的。可通过有疫苗无测定物的

空白试验来校正。尽管有测定物存在时疫苗内部活动不和无测定物是精确相等。另外，

做一个平行试验检查步骤的正确操作。 

一般来说，降解程度决定于各种参数;如 DOC 产生量，二氧化碳产生量和氧气消耗量。

足够的频繁测量次数以保证能分辨生物降解的开始时刻和结束时刻。用自动呼吸机可使

测量无间隔进行。DOC有时可测量另外一个参数，但是通常只在测验开始时和结束时。

特殊的物质分析方法同样可用于估计测定物的生物降解。并同时测定中间物质的浓度（在

MITI中此项是必需的）。 

正常的话，测定持续 28天，当然也可能比 28天提前。如当生物降解曲线 3次测量已达

到高平台期。测定也可能超过 28天，如曲线显示降解已开始但未达到高平台期。 

I.5. 定量标准 

I.5.1.重现性 

因为生物降解的活力以及混合大量细菌作为疫苗，测量必须有重现性。作为一个共同经

验。开始时加入的微生物越多，实验结果的变动越小。同组实验也显示，不同实验室获

得的实验结果可能有大的变动，但好的实验结果是由容易被生物降解的测定物得到的。 

I.5.2 测定的有效性 

一个测定是有效的，如果它满足：在测定结束时，高平台期，和 10天观测期时，各组实

验化学物质的变化的极差小于 20%。或是参考物在 14天内生物降解百分数达到易分解水

平。如任一条件没有满足，因为该方法的严密性，测定必须重复。低值不意味着在该环

境不能被生物降解，但它意味着以改做更多的工作来建立生物降解力。 

如果要做一个毒性试验。测定物和参照物在 14 天内降解少于 35%（DOC 方法）或少于

25%（Thod或 ThCO2).则认为该物质有抑制作用。（见俘附录 IV）。如果有可能用其低浓

度或高浓度（不超过 30mg/L）重复试验。 

I.6.一般步骤和准备工作 

该实验的一半情况列于表 2。实验仪器和各个实验需要的特殊设备列在各实验标题之下。 

 

表 2 测定条件 

 

测定 

DOC

消耗法

二氧化碳

评估法 

呼吸计

测压力

修正

OECD 

密封瓶法 

 

MITI(1) 
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法 

 

 

 

法  

 

 

 

 

 

 

 

测定物浓

度（mg/L, 

mg DOC 

/L 

mg 

ThOD/L 

 

 

10-40 

 

 

 

 

 

10-20 

 

 

 

 

 

 

100 

50-100 

 

 

 

 

 

10-40 

 

 

 

 

2-10 

5-10 

 

 

 

 

 

100 

 

 

 

 

 

 

疫苗数量 

（个 /升 ,

大约） 

 

 

≤30mg/L SS 

或≤100 mg 流出物/L 

（107—108） 

 

 

 

0.5mL副

流出物/L

 

（105） 

≤5mL100 mg 

流出物/L 

（104—106） 

 

 

 

 

 

 

30mg/L SS 

流出物/L 

（107—108）

 

 

矿物培养

液元素组

成（mg/L） 

P 

N 

Na 

K 

Mg 

Ca 

 

 

 

116 

1.3 

86 

122 

2.2 

9.9 

 

 

 

11.6 

0.13 

8.6 

1.22 

2.2 

9.9 

 

 

 

29 

1.3 

17.2 

36.5 

6.6 

29.7 
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Fe 

 

0.05-0.1 

 

0.05-0.1 0.15 

 

 

PH 
7.4 2.0±  

 

 

最适宜 7.0 

 

温度 

 

22±2℃ 

 

 

25±1℃ 

 

DOC=溶解有机碳分解法。ThOD=理论需氧量。SS=悬浮固体 
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I.6.1 溶剂水 

要求去离子水或蒸馏水，防止有抑制物（如 Cu++离子）。测定物引进的有机碳不得超过

10%。更高纯度的水用来消除高的空白值是有必要的。杂质可能来源于不纯的样品，或

是离子交换树脂，或细菌的溶解物。每次测定应用同一种水。即先用 DOC方法分析，但

这种分析对密封瓶是没有必要的。淡水的耗氧量必须比较低。 

I.6.2矿物元素储备液。 

为了制备测定液，先必须制备合适浓度的储备液。制备好的储备液可用于各种分析方法

（稀释不同倍数）:DOC 消耗法，修正 OECD 法，二氧化碳评估法，呼吸机测压力法，

密封瓶法。 

MITIDE稀释倍数，特殊矿物介质的准备工作在每一个实验方法标题下给出。 

储备液 

用分析纯试剂制备下列储备液： 

（a) KH2PO4                                              8.50g 

K2HPO4                                                                          21.75g 

Na2HPO4                                                 33.40g 

NH4Cl                                                   0.50g 

溶于水，稀释到 1升，pH为 7.4 

（b) CaCl2                                                27.50g 

  或 CaCl2·2H2O                                             36.40g 

  溶于水稀释到 1升。 

（c) MgSO4·7H2O                                          22.50g 

  溶于水稀释到 1升。 

（d) FeCl3·6H2O                                            0.25g 

溶于水稀释到 1升。 

注意：为了避免使用前立刻准备以上溶液，每升溶液中加入一滴浓盐酸或 0.4克 EDTA。 
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I.6.3矿物质储备液 

举例来说，如果溶解度超过 1g/L,可将测定物或参照物 1-10 克溶于去离子水，稀释到 1

升。 

否则，在矿物质溶液中配置储备液，或直接将测定物加入矿物质溶液中。处理难溶物质

的见附录 II,但对于MITI方法，溶剂和乳化剂都不得使用。 

I.6..4疫苗 

疫苗可从多种途径得到：活化淤泥，下水道污水（未经氯化消毒），地表水以及泥沙，以

上几个的混合物。对于 DOC消耗法，二氧化碳评估法，和呼吸计法，如果使用了污泥，

必须是从植物根部或是处理生活污水设备的泥土。从其他地方取回的已经发现实验结果

有较高的分散度。对于修正的 OECD粉末法，和密封瓶法，需要一些稀释过的没有经过

污染的疫苗。更好的是从植物根部或处理污水设备的排出的污水。对于MITI测定，疫苗

来自于各种资源，在该方法的标题下有描述。 

I.6.4.1 活化污泥的疫苗 

  从通风透气长有污水处理植物的水槽或是实验室污水处理设备搜集活化污泥。如有必

要用筛子除去粗的粒子，保证沉淀物在有氧环境中。 

在过筛后可选择自然沉淀或是离心分离（例如：1000g分离 10分钟），抛弃表层物质，可

用无机介质洗涤沉淀物，将浓的沉淀物悬浮于矿物环境，使之超过 3-5 克悬浮物/升，活

化直到达到要求。 

沉淀物必须取之于一合适的普通的工作植物，如果沉淀物不得不采自于高处理效率的植

物，或被认为可能携带抑制物，则必须洗干净。沉淀或离心，经完全混匀后，重新悬浮，

去表面，再次在更大空间悬浮洗涤，直到污水没有催化剂或抑制剂。 

在完全悬浮化完成后，或是未处理的沉淀，使用前先称量干重。 

更进一步的处理方法，是纯化活化沉淀物（3-5g 悬浮物/升），在机械搅拌器中等速度处

理沉淀物 2分钟。沉淀搅拌后，澄清 30分钟。或视情况更长。倒出其中的液体做疫苗使

用。 

I.6.4.2疫苗的其他来源。 

同样可以用处理植物的排放污水或是实验室污水处理设备得到疫苗，收集新鲜的疫苗，

在运输时保证有氧活化。 
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澄清疫苗 1 小时或用粗糙滤纸过滤，活化滤液直到满足要求。这种疫苗可能每升矿物培

养液中可能要用 100mL。 

更进一步的疫苗是地表水，用此方法时，收集合适的地表水，例如：河流湖泊。保证活

化直到满足要求，过滤或离心浓缩疫苗。 

I.6.5疫苗的预处理 

疫苗可能预处理适应了实验条件，但不一定适应了测定物。预处理主要在矿物介质中氧

化污泥或污水 5到 7天。预处理有时可将减少空白值，提高测定方法的精密度。而对MITI

方法，预处理是没有必要的。 

I.6.6无机对照组 

需修改如有需要，可检查测定物的无机降解（非生物降解），方法是通过测量无菌对照组

的 DOC消耗量，或二氧化碳评估法。无菌花可用膜过滤，或加入一定量的毒性物质。如

果是用膜过滤，给样品消毒以保证无菌。除非测定物的吸附可能已被排除，否则检测样

品的 DOC变化。特别是用活化污泥中的细菌测量生物降解程度，必须包括一个无菌对照

组。 

I.6.7长颈瓶数量 

长颈瓶数量在每个实验标题下有描叙。 

下列类型的组合可能会用到： 

⎯ 悬浮测定组：包括测定物和疫苗。 

⎯ 疫苗空白组：只有疫苗。 

⎯ 步骤对照组：包括参照物和疫苗 

⎯ 无菌对照组：包括测定物，无菌 

⎯ 吸附对照组：包括测定物，疫苗，无菌设备。 

⎯ 毒性对照组包括测定物，参照物和疫苗。 

对于悬浮组和疫苗空白组，必须是平行实验。建议在其他长颈瓶也采用平行实验。 

但这不一定能做到。只要保证样本和仪器以确保 10天观测期数据变化能读出。 

I.7.实验数据和评估 

为了计算 Dt,，我们使用了容器和疫苗的两个参数测量的平均值。特殊测定的公式在下节

给出。降解的过程用图表形式表示，10天的视察期也说明清楚。计算和实验结果报告 10

天观测期的百分数值，稳定期，测定结束时的值，也是合理应该的。 
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在呼吸计测定中，含氮化合物可能因为硝化作用影响耗氧量（见附录 II和 IV）。 

I.7.1.用 DOC消耗法测定降解度 

几个样品每次生物降解百分数必须分开计算，因为每个测定瓶含有测定物是使用的 DOC

测量平均值，以保证测定的有效性。Dt可用小列公式计算： 
[ ] mgmg

MW
onapsnchCThODNH /2/12/53)31(2/1216

4
−+++−−+

=
   

上式中： 

Dt   =%时间 t生物降解百分数 

C0    =在有测定物时代疫苗介质中开始时平均 DOC浓度（mg DOC/L）。 

Ct    =在有测定物时代疫苗介质中时间 t时平均 DOC浓度（mg DOC/L）。    

Cb0   =在空白无菌矿物介质中起始 DOC浓度（mg DOC/L）。   

Cbt   = 在空白无菌矿物介质中时间 t时 DOC浓度（mg DOC/L）。 

I.7.2 测定生物降解度的特殊分析方法 

当特殊分析方法数据是可靠的，可以从下式计算主要生物降解度： 

100×
−

=
b

ab
t S

SS
D

 

上式中： 

Dt   =%时间 t时生物降解度，正常为 28天。 

Sa    =实验结束时带疫苗介质中生育测定物的量。 

Sb    =空白测定溶液中测定物之加入的量。 

I.7.3 无机降解 

如做了无菌对照组，可从下式计算无机降解百分数： 

%无机降解百分数=
100

)(

)()0( ×
−

t

tS

Cs
CsC

 

上式中： 

Cs(t)      天数为 0时无菌对照组的 DOC浓度。 

Cs(0)       天数为 t时无菌对照组的 DOC浓度。 

I.8.实验结果报告 

测定结果报告应包括(如可能)： 

⎯ 测定物与参照物的浓度； 
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⎯ 测定条件； 

⎯ 污泥中工业废物含量和性质，如果知道的话； 

⎯ 测定持续时间和温度； 

⎯ 对于难溶物的处理方法； 

⎯ 使用何种方法，如有修正给出科学解释和理由； 

⎯ 数据记录纸； 

⎯ 任何观察到的抑制现象； 

⎯ 特殊的化学分析数据，如果有的话； 

⎯ 中间物的分析数据，如有的话； 

测定物和参考物生物降解百分数对时间作图，延迟阶段，降解阶段，10天观测期，斜坡

期能明显判断出。测定包括多个实验的有效数据，图中应使用生物降解百分数的平均值。 

⎯ 10天观测期后，以及高稳定期，实验结束时的百分数变化。 

II部分 DOC消耗法（方法 C.4-A） 

II．1方法原理 

一定已知体积的疫苗矿物培养液，包含一已知浓度测定物(10-40mg/L)，微量的有机碳在

黑暗中或散射光中 C.. 222 ± 进行氧化。 

生物降解由 DOC 方法在 28 天同一周期内极短时间间隔进行测定。降解百分数由 DOC

浓度进行表达和计算(经过疫苗空白组的校正)。总的生物降解百分数可由开始时和结束时

化学物分析实验结果进行计算。 

II.2.方法描述 

II.2.1仪器 

(a) 锥形瓶,如 250mL到 2L。决定与需要进行的 DOC分析的溶液体积。 

(b) 振摇机(摇动锥形瓶)，或自动温度控制器或恒温房,保证足够的能量和所有瓶中富含氧

气。 

(c) 过滤装置,合适的过滤膜。 

(d) DOC分析仪。 

(e) 溶解氧测定仪。 

(f) 离心机。 

II.2.2.无机矿物液的准备 
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为了准备储备液,见 I.6.2 

用 800mL水混合 10mL溶液(a),加入 10mL溶液(b)到(d)中,稀释到 1升. 

II.2.3疫苗的准备和预处理: 

疫苗可从各种途径获得:活化污泥,下水道污水,地表水,以及以上的混合物, 

见于 I.6.4, I.6.4.1, I.6.4.2 和 I.6.5 . 

II.2.4试剂瓶准备. 

举例来说,将 800mL 无机培养液加入到 2L 锥形瓶,加入足量的测定物和参考物的储备液,

使化学物质浓度相当于 10-40mg/L,检查并对 pH值进行调节,有必要的话,调至 7.4。锥形瓶

中加入活化污泥或其他疫苗源,是最终溶液浓度不大于 30mg 悬浮物/升.同时准备疫苗对

照组,无参照物或无测定物.若需要,用一个容器检验包含相当的测定物或参照物的矿物培

养液的可能抑制作用. 

同样,若有需要,进一步建立无菌组,检查测定物是否已被无机降解,方法使用测定物的无菌

溶液 .另外,如怀疑测定无可能被玻璃,沉淀物严重吸附,预先做一个评估,以测定吸附的程

度,然后决定该方法对此化学物是否合适(见表 1)。 

将每个瓶用矿物培养液稀释到 1升,混匀后,从每个瓶中取出样品,调试初始时DOC(见附录

II.4)盖上锥形瓶,如用铝箔,这样可是空气自由流通.然后将容器放入到振摇机中开始测定。 

II.2.5.典型流程使用试剂瓶 

1号瓶和 2号瓶:悬浮测定. 

3号瓶和 4号瓶:疫苗空白对照组. 

5号瓶:过程控制组(有必要的话用此更好) 

6号瓶:无菌对照组 

7号瓶:吸附对照组 

8号瓶:毒性对照组 

见 I.6.7. 

II.2.6测定步骤 

整个测定中,在已知的时间间隔内重复测定 DOC浓度.间隔要尽量短，保证测定 10天观测

起开始时和结束时的百分数变化，每次的测定取的溶液体积尽可能小。 

为了防止取样时造成瓶中的液体挥发损失，有必要的，不加少量的水。取样时应混匀培

养液，使粘附在瓶壁上的样品溶解或悬浮，取样后立刻用膜过滤或离心分离.在同一天内
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分析过滤或离心的样品，否则存储在 2-4 度环境中，最多不超过 48 小时,或在低于-18℃

下保存更长时间。 

II.3.实验数据和实验结果报告 

II..3.1实验结果处理 

计算时间 t生物降解百分数,按 I.7.1方法(DOC测定),或选择 I.7.2方法(特殊分析)计算所有

提供的数据. 

II.3.2数据的有效性 

见 I.5.2 

II.3.3.实验结果报告 

见 I.8. 

II.4数据记录格式 

后面有一个数据表格例子  

DOC消耗法测定 

1. 实验室 

2.  开始时的数据纪录. 

3. 测定物 

名称 

储备液浓度:mg化学物/L  

培养液中起始浓度:mg化学物/ L. 

4. 疫苗 

来源. 

处理方法 

预处理（有的话）。 

反应混合物中悬浮物的浓度 mg/L。. 

5有机碳测定 

有机碳分析： 

N天以后的 DOC（mg/L） 

 

 

 

 

 

 

试剂瓶序号 

 

 

 0 n1 n2 n3 nx 
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无测定物的
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6原始数据处理 
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N天后生物降解百分数  

 

试验瓶号 
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平均（*） 

2
21 DDD −

=
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（*）D1  和 D2如果条件不同不能取平均。 

注意：毒性测定与参照物测定可用类似格式。 

7吸附对照组 

时间（天）  

0 T 

无菌对照组 DOC 浓

度（mg/L） 

CS(0) CS(t) 

  

100%
)0(

)()0( ×
−

=
S

tss

C
CC

生物降解度

 

8. 特殊化学品分析(可供选择的方案) 

在试验结束时, 初级降解化学品%试验的残余量 (mg/L) 

无菌控制     Sb 

接种试验     Sa 

培养基 

第 III部分. 改进 OECD筛选测定方法(方法 C.4-B) 

III.1.   测定方法原理 



 59

一份已测定体积的矿质培养基(包含一种已知浓度的测定物质(10-40 mg DOC/L)作为其唯

一的微量有机碳源)以每升培养基 0.5mL的用量加入流出液，混合物在 22± 2℃黑暗中或

散射光下通气。 

在 28天的周期里, 伴随着频繁的 DOC分析,降解不断进行.生物降解度用以初始浓度百分

比的形式表达的 DOC浓度降低(空白培养液试验修正)来计算。也可以通过诱导期始末的

辅助化学分析来计算生物降解度。 

III.2.   测定方法描述  

III.2.1.  仪器 

(a)     锥形瓶,根据 DOC分析所需体积从 250mL到 2L.  

(b)     振动机,可容纳锥形瓶,自动控温或恒温条件下使用,有足够功率维持所有锥形瓶

的有氧条件 

(c)     带有合适的薄膜的过滤装置 

(d)     DOC分析仪 

(e)     溶解氧测定仪. 

(f)     离心机. 

III.2.2.  矿质培养基的准备  

储备液的制备,见 I.6.2.  

将 10mL溶液(a)用 80mL水稀释,将 1mL溶液(b)加入(d)中,用水稀释到 1L。 

此方法只用 0.5mL流出液/L作为培养液,因此培养基可能需要用痕量元素和生长因子加强.

可以在每升最后的培养基加入 1mL以下溶液。 

痕量元素溶液： 

四水硫酸锰, MnSO4•4H2O            39.9mg 

硼酸,H3BO3                57.2mg 

七水硫酸锌,ZnSO4•7H2O            42.8mg 

钼酸铵,(NH4)6 Mo7O24                                            34.7mg 

Fe-EDTA螯合物(FeCL3已二胺四乙酸)                              100.0mg 

用水稀释至 1000mL 

维生素溶液:                                                    15.0mg 

酵母萃 
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将酵母萃溶于 100mL水,通过 0.2微米膜滤菌，或新鲜制备。 

III.2.3. 培养液的制备和预处理 

培养液取自浓集植物的二次流出液或主要来自生活污水的试验值。见 I.6.4.2.和 I.6.5. 

每升矿质培养基 0.5mL用量。 

III.2.4. 锥形瓶的准备 

例如,将矿质培养基以每份 800mL用量引入一些 2L锥形瓶,将足量试验物质和参比物质储

备液分别加入不同锥形瓶中(相当于10-40mg DOC/L的浓度).检验PH值,如有必要调至7.4.

以 0.5mL/L的污水流出量加入锥形瓶(见. I.6.4.2.).同时在矿质培养基中准备培养液调节剂

但不加入试验或参比物质. 

如有要求,用一个容器通过加入一份包含有矿质培养基中对照量试验物质和参比物质浓聚

物的溶液来检验试验物质可能的抑制作用. 

同样,如有必要的话,再准备一个无菌锥形瓶通过未接种的化学物质溶液来检验试验物质

是否降解(见 I.6.6.). 

另外,如怀疑试验物质显著地被玻璃,污泥等吸附,首先初步估计可能的吸收程度进而对该

物质检验的可行性进行评估(见表 1).准备一个装有试验物质,培养液和杀菌剂的锥形瓶. 

将所有装有矿质培养基的锥形瓶补足1L,混合后从每一瓶中取样测定DOC的初始浓度(见

附件 II.4).盖住锥形瓶 (如用铝箔),但允许与外界空气自由气体交换.然后将导管通入振动

机准备开始试验. 

III.2.5. 典型试验中的锥形瓶数 

锥形瓶 1 和 2: 测定悬浮液  

锥形瓶 3 和 4: 空白培养液  

锥形瓶 5: 过程控制  

最好和当有必要时:  

锥形瓶 6: 非生物无菌对照 

锥形瓶 7: 吸附对照  

锥形瓶 8: 毒性对照 

也见 1.6.7.  

III.2.6. 进行试验 

在整个试验中,每隔指定时间测定每个瓶中的DOC浓度两次,足够频繁以能够测定 10天观
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察周期的开始和 10天观察周期末的减少百分数.每次测定取最少需要量的试验悬浮液. 

如有必要,加适量水稀释防止样品大量蒸发损失.取样前充分混合培养基并且保证附着在

器壁上的物质溶解或悬浮. 取样后立即薄膜过滤或离心(见附件 II.4).当天分析滤过或已离

心的样品,否则在 2-4°C保存不超过 48小时,或低于-18°C保存更长的时间。 

III.3. 试验数据和结果报告  

III.3.1. 数据处理 

计算 I.7.1.(DOC 测定)给定的时间 t时的降解百分数,或可选择的 I.7.2.(特效分析). 

所以数据记录在提供的数据表上. 

III.3.2. 试验结果的有效性  

见 I.5.2. 

III.3.3. 报告  

见 I.8.  

III.4. .数据记录表 

以下给出一张数据记录样表. 

改进 OECD筛选试验 

1. 实验室 

2. 试验开始日期  

3. 试验物质 

名称: 

储备液浓度: mg试验物质/L 

培养基初始浓度: mg试验物质/L 

4. 培养液 

来源:  

给定处理方法: 

预处理(如有): 

反应混合物中悬浮固体浓度:mg/L 

5. 碳测定 

碳分析器： 
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n天后 DOC(mg/L)  锥形瓶 nr  

0 n1 n1 n3 nx 

a1      

a2      

 

1 

a,平均 

Ca(t) 

     

b1      

b2      

 

 

 

试验物质 

加培养液  

2 

b,平均 

Cb(t) 

     

c1      

c2      

 

3 

c,平均 

Cc(t) 

     

d1      

d2      

 

4 

d,平均 

Cd(t) 

     

 

 

 

无试验物质 

的空白培养液 

 

 

 

 
 

     

 

6. 原始数据评估 

n天后%降解率 锥形瓶 nr  

0 n1 n1 n3 nx 

1 
 

0     

2 
 

0     

平均  
 

0     

如 D1和 D2如差异显著,不能取平均. 

[注]: 参考物和毒性对照物可用相似的格式. 
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7. 非生物对照(可选择) 

时间(天)  

0 t 

DOC浓度(mg/L) 

无菌对照物 

  

 

%非生物降解率
 

 

8. 特殊化学分析(可选择) 

 测定末试验物质余额 %初级降解 

非生物对照物 Sb  

已接种试验培养基 Sa 
 

 

第 IV部分 CO2释放测定(方法 C.4-C)  

IV.1. 测定方法原理 

一份已测定体积的矿质培养基(包含一种已知浓度的测定物质(10-40mg DOC或 TOC/L)作

为其唯一的微量有机碳源)以受控速度在黑暗中或散射光下通入无二氧化碳空气.在 28 天

里,伴随着生成二氧化碳的测定(氢氧化钡或氢氧化钠吸收二氧化碳,再滴定剩余碱或测定

无机碳),降解不断进行.试验物质产生二氧化碳的量(空白培养液试验修正)以 ThCO2 百分

率表示。生物降解度也可用通过诱导期始末的辅助 DOC分析计算获得。 

IV.2. 测定方法描述 

IV.2.1.  仪器 

(a) 锥形瓶,2-5L,各配一根进气导管(伸入近容器底部)和一出气口 

(b) 磁力搅拌器,若估计有难溶物质 

(c) 气体吸收瓶 

(d) 气流测控仪 

(e) 除二氧化碳装置,用于制备无二氧化碳空气;或正确比例(20% O2: 80% N2)混合的无

CO2氧气和氮气(钢瓶气) 

(f) 二氧化碳测定装置,滴定测定或无机碳分析仪 
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(g) 膜过滤装置(可选择) 

(h) DOC分析仪(可选择) 

IV.2.2.  矿质培养基的准备  

储备液的制备,见 I.6.2.  

将 10mL溶液(a)用 800mL水稀释,将 1mL溶液(b)加入(d)中,用水稀释到 1L。 

IV.2.3. 培养液的制备和预处理 

培养液可能有多种来源：活化污泥;生活污水；地表水；土壤或以上来源的混合物。 

见 I.6.4., I.6.4.1., I.6.4.2.和 I.6.5。  

IV.2.4. 锥形瓶的准备 

例如,以下的体积和质量对应于 5L 锥形瓶包含 3L 悬浮物的取值.如减少体积,相应修改取

值.但应保证生成的二氧化碳能被准确测定。 

每个 5L 锥形瓶加入 2400mL 矿质培养基.加入适量体积已准备的活性污泥(见 I.6.4.1.和

I.6.5.)得一悬浮液(最终 3L接种后混合物浓度不超过 30mg/L);另外，也可以首先稀释准备

好的污泥，在矿质培养基得到 500－1000mg/L 的悬浮液，然后在 5L 的锥形瓶中加入一

份等分试剂获得 30mg/L 浓度。以此确保更高准确度。其它来源的培养液也能用到.(见

I.6.4.2.)。 

整夜向培养液混合物中通入无二氧化碳空气以排净体系中二氧化碳。 

在平行试验的锥形瓶中分别加入已知体积的试验物质和参比物质储备液，得到浓聚物(加

入化学物质(10到 20mgDOC或 TOC/L)的作用)；一些锥形瓶不加化学物质留作培养液对

照。难溶试验物质以一定质量或体积的基体直接加入锥形瓶或按附录 III处理。 

如有要求,用一个锥形瓶通过加入与其它锥形瓶同浓度的试验物质和参比物质来检验试验

物质可能的抑制作用。 

如有需要，在一个消过毒的锥形瓶加入未注射疫苗的化学溶液，来检查测试的化学物质

是否发生非生物降解（见 I.6.6.）。可以通过加入适当浓度的有毒物质来消毒。 

另加前述无二氧化碳曝气过的矿质培养基将悬浮液体积补足 3L。可选择地，样品可以不

用进行 DOC分析或其他详细的分析。在锥形瓶出气口接气体吸收瓶。 

如使用氢氧化钡,接三个吸收瓶,每个装有 100mL0.0125M氢氧化钡溶液。与每个 5L锥形

瓶对应，溶液必须无硫酸盐和碳酸盐沉淀，浓度必须即用即标定。如使用氢氧化钠，连

接两个吸收装置，第二个作为对照验证所有二氧化碳被第一个装置吸收。配有血清瓶罩
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的吸收瓶较为合适.每个瓶中加入 200mL0.05M 氢氧化钠(足够吸收试验物质完全降解放

出的全部二氧化碳)。氢氧化钠溶液即使是新鲜制备也会含有痕量碳酸盐；可通过扣除空

白试验中碳酸盐得以修正。 

IV.2.5. 典型试验中的锥形瓶数 

锥形瓶 1 和 2: 测定悬浮液  

锥形瓶 3 和 4: 空白培养液  

锥形瓶 5: 过程控制  

最好和当有必要时：  

锥形瓶 6： 非生物无菌对照 

锥形瓶 7： 毒性对照 

亦可参阅 1.6.7.  

IV.2.6.  试验 

将无二氧化碳空气以 30-100mL/min 鼓入悬浮液,周期性取样(二氧化碳吸收剂)分析 CO2

含量。推荐前十天每两三天分析一次,然后每五天直到第 28天以便确定 10天的观察周期。 

第 28 天，提取样品(可选择)进行 DOC 和/或特殊分析，测定悬浮液 pH 值并在每个锥形

瓶中加 1mL浓盐酸;整夜通气以除净试验悬浮物中二氧化碳.第 29天最后一次分析释放的

二氧化碳。 

每到二氧化碳测量日，拆开与锥形瓶最近的氢氧化钡吸收器，用 0.05MHCL滴定碱溶液,

酚酞作指示剂。将余下吸收器移近锥形瓶并在末端补接一个含 100mL新鲜 0.0125M氢氧

化钡的新吸收器.需要时进行滴定，如第一个吸收装置中有可见沉淀，第二个瓶中没有明

显沉淀,或者最少每周一次.或以 NaOH为吸收剂，用注射器在与锥形瓶较近吸收器中吸取

少量氢氧化钠溶液样品(取决于碳分析仪特性)。将样品注入碳分析仪的 IC部分直接分析

释放的二氧化碳。 

只在试验末分析第二个气体吸收器以修正气体带出的二氧化碳。 

IV.3. 实验数据和结果报告  

IV.3.1. 数据处理 

滴定分析给出被气体吸收装置吸收 CO2的量： 

mgCO2 = (100 x CB – 0.5 x V x CA) x 44 

其中： 
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V = HCl滴定 100 mL吸收液所用体积(mL),  

CB =氢氧化钡溶液浓度(M),  

CA =氢氧化钠溶液浓度(M),  

如 CB为 0.0125M, CA 为 0.05M,滴定 100mL氢氧化钡用 50mL滴定剂, CO2质量为： 

×
2
05.0

2 x 44 x mL HCl已滴定= 1.1 x mL 

HCI 

 

因此,此情况下,滴定 HCL体积与生成 mgCO2换算因子为 1.1。 

以滴定值分别计算仅培养液和培养液加试验化学物质产生的 CO2,其差值为仅试验化学物

质产生的 CO2 。 

例如,仅培养液消耗 48mL滴定剂, 培养液加试验化学物质消耗 45mL， 

CO2培养液= 1.1 x (50-48) = 2.2 mg  

CO2培养液加试验化学物质= 1.1 x (50-45) = 5.5 mg  

因此试验物质产生的 CO2质量为 3.3mg。 

生物降解百分率计算： 

%降解率=( mgCO2生成 x 100) / (ThCO2 x mg 加入试验物质)   

或, 

%降解率=( mgCO2生成的 x 100) / (mg TO试验中加入 x 3.67) 

3.67为碳到二氧化碳的换算因子(44/12)。 

将直到某测量日的每个测量日 ThCO2百分数相加可获得每个测量日的降解百分率。 

对于氢氧化钠吸收器,计算产生的二氧化碳量,以 IC(mg)表示(吸收液中 IC浓度乘以吸收液

体积). 

计算降解百分数: 

%ThCO2 = (mgIC锥形瓶 - mgIC空白 x 100) / (MG TOC作为试验物质加入) 

计算 DOC减少(可选择)如 I.7所述.将以上所有实验结果记录在提供的数据表上. 

IV.3.2. 实验结果的准确性  

试验初矿质培养基中试验悬浮液 IC 含量必须少于 TC 的 5%，且试验末空白培养基 CO2

总释放量正常情况下不应超过 40mg/L培养基。若大于 70mg CO2/L，应缜密检查数据和
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试验技术。 

也见 I.5.2. 

IV.3.3. 实验结果报告  

见 I.8.  

IV.4. .数据记录表 

以下给出一张数据记录样表. 

CO2释放测定 

1. 实验室 

2. 试验开始日期  

3. 试验物质 

名称: 

储备液浓度:mg试验物质/L 

培养基初始浓度: mg试验物质/L 

加入锥形瓶的总 C量:mgC 

ThCO2:mgCO2 

4. 培养液 

来源:  

给定处理方法: 

预处理(如有): 

反应混合物中悬浮固体浓度:mg/L 

 

试 验 生 成

CO2(mg) 

空 白 生 成

CO2(mg) 

累 积 生 成

CO2(mg)(试验-

空白平均) 

ThCO2 

100
ThCO

CO

2

2 ×
累积

 

 

时间 

(天) 1 

 

2 

 

平均 

3 

 

4 

 

平均 1 2 1 2 平均 

0          

n1          

n2          
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n3          

          

          

28          

 

注意:参比物和毒性对照物可用相似的格式. 

6. 碳分析(可选择) 

碳分析器： 

时间(天) 空白 mg/L 试验物质 mg/L 

0 Cb(0) C0 

28  Cb(t) Ct 

或诱导期 

 

 

减少
 

7. 非生物对照(可选择) 

 

100
mgThCO

mgCO28%
2

2 ×
）（

）（天后无菌烧瓶中生成的
非生物降解率＝

 

第 V部分 测压呼吸计法试验 

V.1. 测定方法原理 

一份已测定体积的矿质培养基(包含一种已知浓度的测定物质(100 mg/L 试验物质，至少 

50-100 mg TOC/L)作为其唯一的微量有机碳源)在恒定温度(±1℃或接近)下在一密闭锥形

瓶中搅拌 28天。耗氧量可通过维持呼吸测定器体积恒定的需氧量(电解制备)或仪器中体

积或压力变化(或两者都变化)进行测定。释放的二氧化碳被氢氧化钾或其它合适的吸收剂

吸收。试验物质吸收氧气的量(以平行试验的空白培养液吸收量修正)以 ThOD或 COD百

分率表示。生物降解度也可用通过诱导期始末的辅助 DOC分析计算获得。 

V.2. 测定方法描述 

V.2.1.  仪器 
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(a) 合适的呼吸测定计 

(b) 温度控制,波动维持在±1℃以内 

(c) 膜过滤装置(可选择) 

(d) 碳分析仪(可选择) 

V.2.2.  矿质培养基的准备  

储备液的制备,见 I.6.2.  

将 10mL溶液(a)用 800mL水稀释，将 1mL溶液(b)加入(d)中,用水稀释到 1L。 

V.2.3. 培养液的制备和预处理 

培养液可能有多种来源：活化污泥；生活污水；地表水；土壤或以上来源的混合物。 

见 I.6.4., I.6.4.1., I.6.4.2.和 I.6.5。  

V.2.4. 锥形瓶的准备 

用储备液在矿质培养基中分批制备试验物质和参比物质溶液，通常相当于 100mg化学物

质/L的浓度(至少 50-100 mg TOC/L)。 

根据铵盐组成计算 ThOD，如果预先存在硝化作用,应根据硝酸盐组成计算(见附件 II.2.)。 

测定 pH值，如有必要调至 7.4±0.2。 

难溶物质应加入一大容器(见后面)。 

如需测定试验物质毒性,在矿质培养基中再制备一份试验物和参比物溶液,试验物与参比

物浓度都与其单独存在的溶液相同。 

如要求测定氧的物理化学吸附，制备通常相当于 100mgThOD/L 的浓度的试验物溶液(已

加入合适毒剂杀菌，见 I.6,6.)。 

将必要体积的试验物和参比物溶液分别引入至少两个锥形瓶中。加入另一些锥形瓶矿质

培养基，试验物和参比物混合液和无菌溶液(如有要求)。 

如试验物难溶，以一定质量或体积的基体直接加入大容器或按附录 III处理。加入氢氧化

钾，碱石灰或其它 CO2吸收剂。 

V.2.5. 典型试验中的锥形瓶数 

锥形瓶 1 和 2：测定悬浮液  

锥形瓶 3 和 4: 空白培养液  

锥形瓶 5: 过程控制  

最好和当有必要时：  
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锥形瓶 6: 非生物无菌对照 

锥形瓶 7: 毒性对照 

可参阅 1.6.7.  

V.2.6.  试验 

使容器达到所需温度,加入适量体积已准备的活性污泥得一悬浮液(最终 3L接种后混合物

浓度不超过 30mg/L).搭装置,开始搅拌并检查气密性,开始测定氧吸收.通常除了记录必要

读数和每天检查正确的温度和充分搅拌是否保持之外,无需更多关注。 

根据规律性的频繁读数使用仪器制造商提供的方法计算氧吸收量。在诱导期末,通常 28

天,测定瓶中 pH值,尤其当氧吸收较低或高于 ThODNH4(对于含氮化合物)。 

如有要求,试验始末从呼吸计中吸取样品进行 DOC或特殊化学分析(见附件 II.4)。试验初

提取时,应确保剩余试验悬浮物体积可知。当氧被含氮试验物质吸收,在 28 天中测定亚硝

酸盐和硝酸盐的增量,计算硝化作用的耗氧量修正(附件 V)。 

V.3. 实验数据和结果报告  

V.3.1. 数据处理 

按试验物质使用量划分在试验物质给定时间内的吸氧量(mg)(相同时间后空白培养液对

照修正).可得以 mg O2/mg 试验物表示的 BOD: 

BOD = (mg O2 试验物吸收-mg O2 空白吸收) / ( mg瓶中试验物) = mg O2/mg试验物 

从下式计算生物降解百分率： 

% 生物降解 = % ThOD = BOD (mg O2/mg 化学物质) x 100 / ThOD (mg O2化学物质) 

或者从 

% COD = BOD (mg O2/mg化学物质) x 100 / COD (mg O2化学物质) 

应注意两种方法不一定给出相同实验结果;前者较好。 

对于含氮试验物，使用恰当的 ThOD(NH4或 NO3)根据已知或预期硝化作应是否发生(附

件 II.2)。如硝化发生但不完全，根据降解百分数计算硝化耗氧量修正(如 I.7.所述)。 

将以上所有实验结果记录在所附数据表上。 

IV.3.2. 实验结果的有效性  

28天中空白培养液吸氧量通常为 20-30 mg O2/L且不应高于 60mg/L。如高于 60 mg/L应

缜密检查实验数据和实验技术，如 pH值超出 6-8.5的范围和试验物耗氧量低于 60%,应降

低试验物浓度重复试验。 
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见 I.5.2 

V.3.3   实验结果报告 

见 I.8 

V.4   数据记录 

下面给出一份数据记录的例子： 

用压力计进行的呼吸运动计量法测定： 

1． 实验室 

2． 测定的起始日期 

3． 参照物 

名称： 

储存溶液的浓度：mg/L 

起始时的浓度，C0: mg/L 

测定用的烧瓶体积 V : mL 

ThOD 和 COD ：mg 氧气/mg 参照物（NH4 或 NO3） 

4. 接种体 

来源： 

进行的处理： 

之前的条件： 

在反应的混合物中悬浮物的浓度： mg/L 

5.氧气的吸收：生物降解能力 

 

                    Zeit(Tage)  

0 

 

 7  14   21   28  

1             

2             

 

O2 upt (mg) 

 

测定物 

a平均数             

 3             
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4             O2 upt (mg) 

 

空白的 

b平均数             

a1-bm              

适当的 

BOD(mg) 

a 2-bm             

V0

1

C
b-a

 

            测定物中的 

 

BOD 每mg 
V0

2

C
b-a

 

            

D1(a1)             

D2(a2)             

 

降解率  % 

100×
ThOD
BOD

 

平均数*             

V=测定中烧瓶中的体积 

*D1和 D2如果相差较大需取平均值 

注：在相关的化学药品与毒性对照组中也会用到类似的形式。 

6．对硝化作用的修正（详见附录 V） 

          

         0 

 

         28 

 

 两者之差 

 

          （1）硝酸盐的浓度   mg N/L 

   

      （N） 

 

      （2）相当于氧气（4.57 x N x V）(mg)

 

     — 

 

        — 

 

 

       （3）亚硝酸盐的浓度     mg N/L

   

      （N） 

 

      （4）相当于氧气（3.43 x N x V）(mg)

         

       — 

 

        — 
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      （2）+（4）一共相当于氧气    （mg）

 

        — 

 

        — 

 

 

7.碳的分析（随机的） 

 碳的分析者： 

 

 

        时间（天） 

 

       空白   mg/L 

 

      测定物    mg/L 

 

           0 

 

       (CbLo) 

 

        (Co) 

 

           28* 

 

       (CbLt) 

 

        (Ct) 

 

*或者在潜伏期结束之后 

 

                 
100)1(%

0

×
−
−

−=
bio

bitt

CC
CC

DOC移动的

  

 

8．特效的化学药品（随机的） 

Sb= 在物理化学（无菌）的对照组下 28天后的浓度 

Sa= 在接种的烧瓶内放置 28天后的浓度 

                 
100% ×

−
=

b

ab

S
SS

降解

 

9．非生物的降解（随机的） 

a = 28天里氧气在消过毒的的烧瓶里的消耗量（mg）， 

                 每 mg测定物中氧气的消耗量= VC
ax

0

100

 

（详见 第 1和第 3部分） 



 74

                 ThODVC
a
×
×

=
0

100%无菌降解
 

 

第 VI.部分 密闭瓶子的测定 （测定方法 C.4-E） 

VI.1   测定方法的原理 

测定的药品在无机物介质中的溶解度通常在 2-5mg/L，潜伏在相关的污染物中的微生物

内。 

密闭的瓶子恒温放于暗处，在超过28天的时间里降解将会随着溶解的氧气的分解而进行，

氧气被测定物吸收的量可以修正为平行进行的空白接种体的吸收量，可以用 ThOSD或者

COD的百分比形式表示出来。 

VI.2    测定方法描述 

VI.2.1  实验仪器 

a) 带玻璃塞子的 BOD瓶子，250-300mL 

b) 水浴或无菌操作，在避光下保证瓶子的恒温（上下偏差超过±1℃） 

c) 2-5L的大瓶子用来准备做盛装 BOD的瓶子 

d) 氧气电极，计算器。或其他用来做温克勒滴定的试剂和仪器 

VI.2.2   无机物质的准备 

存储液的准备，见 I.6.2 

混合 1mL溶液(a)到(b)中，用水稀释到 1L。 

VI.2.3    接受物的准备 

接受物通常来源于实验测量单位收到的居于国内的污水的中级流出物。接受物也可选择

地表水。通常是从每升介质的滤液中提取 0.05-5mL。实验可能需要测算出所给的流出物

的最佳体积。（详见 I.6.4.2和 I.6.5） 

VI.2.4    烧瓶的准备 

将无机物质强烈暴露于空气中至少 20分钟。用来源于同一批的无机物介质进行一系列的

测定。 

一般地，介质在使用前需再在测定的温度下放置 20小时。决定溶解的氧气的浓度以达到

对照组意图，20℃时浓度应该在 9 mg/L左右。进行所有的运输和空气饱和介质气泡自由

的填充物的操作，如虹吸管的使用。 
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准备几组平行的 BOD瓶子，用来决定同时进行的一系列实验的测定物和参照物。聚集足

够多的瓶子，也包括接受物空白，至少允许进行在期望的完全相同的时间间隔下的消耗

量的测定，例如，0，7，14，21，28天。为确保能够识别 10天的窗口，我们可能需要更

多的瓶子。 

将强烈暴露于空气中的无机物质添加到大瓶子中，使瓶子大概 1/3 满。然后添加足够多

的测试物和参照物的存储液以液封大瓶子，这样最后化学物的浓度一般不会超过

10mg/L。不要再加什么化学药品，以给包含在一支比较远的大瓶子的介质留出空白。 

为了确认接受物的活动是不受限制的，在 BOD瓶子中的氧气溶解度不得低于 0.5mg/L。

这样就可以把测定物的浓度限制在 2mg/L 左右。虽然，低降解化合物和那些低

ThOD(5-10mg/L)的化和物可以使用。在一些情况下，建议使用测定物不同浓度的两种溶

液做一系列的平行测定。比如，2和 5mg/L的两种溶液。通常，以氨基盐的形式计算 ThOD,

如果知道要发生亚硝酸化的话，以硝酸盐的形式计算 ThOD（ThOD no3:详见附录 II.2）。

如果发生了亚硝酸化，但不完全，通过分析决定亚硝酸盐和硝酸盐浓度的变化。（详见附

录 V）。 

如果要研究测定物的化学毒性（这种情况下，比如，发现一种先前的低降解性），我们还

需要一系列的瓶子。 

准备一系列含有在空气中暴露过的无机物质的瓶子（大约 1/3体积满），加上最后浓度的

测定物和参照物，差不多与那些在其他大瓶子里的相同。 

防止大瓶子里的溶液沾上中级流出物（下降或大约 0.05mL到 5mL/L）或其他象来源与河

水这样的水。最后，用在空气中暴露过的无机物质补足体积，用一个插到瓶子底部的橡

皮管完成溶液的混合。 

VI.2.5    典型操作中烧瓶的数量 

典型操作中，需要下面的一些瓶子： 

— 至少 10个含有测定物和接受物（测定悬浮液） 

— 知道 10个只含有接受物（接受物空白） 

— 至少 10个含有参考物和接受物（步骤对照组） 

— 需要的时候，6个含有测定物，参照物和接受物（毒性对照组）。为确保 

         能够识别 10天的窗口,大约需要 2倍数量的瓶子。 

VI.2.6    测定的进行 
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用低于瓶口 1/4（不是瓶底）高的橡胶管把每个准备好的溶液分配到各自一组的 BOD瓶

子中，这样所有的 BOD瓶子就都装满了，逐渐地轻打以赶走气泡，立即用温克勒滴定或

电极方法分析在零时刻氧气的溶解量。瓶子内的成分可以保存到一会添加 Mn(II),硫酸

盐,NaOH(第 1 温克勒试剂)进行分析。放置好已经盖好玻璃塞的瓶子氧化出现棕色的

Mn(OH)3.10-20℃在黑暗中放置不超过 24小时，之后完成温克勒滴定剩余的步骤。塞住剩

余的同样的实验的瓶子，以保证不让空气进入瓶中。20℃下放置在黑暗中。为了确定接

种空白介质，每一系列都一定随同一平行的系列，至少超过 28小时的时间间隔（至少间

隔 1星期）撤消一系列溶解氧的分析的瓶子。 

每周的样品都估计一下在 14 天时移动的百分比。尽管每 3-4 天的取样应当在 10 天的窗

口鉴别，这可能会需要双倍的瓶子。 

为了做测定物的成分测定，因亚硝酸化而引起的氧气的吸收应当也计算在内。 

于是，使用氧电极用来测定溶解的氧气的浓度，然后撤消从 BOD瓶中取的样品用来进行

硝酸盐和亚硝酸盐的分析。通过计算硝酸盐和亚硝酸盐的浓度的增加量，可以计算出消

耗的氧气量（详见附录 V）. 

VI.3    数据和实验结果报告 

VI.3.1  数据处理 

首先，从测定物消耗的氧气（mg/L）中减去从接种物那来的空白，以计算出每个时间段

结束后的 BOD,用测定物的浓度（mg/L）除以这个修正过的消耗量，得到明确的 BOD每

毫克氧气/每毫克测定物。然后通过划分确定的BOD,确定的ThOD(可通过附录 II.2 算得)，

确定的 COD(通过分析，见附录 II.3),计算出降解的百分比。 

BOD =（测定物吸收的氧气量 mg– 空白吸收的氧气量 mg）/烧瓶中测定物的量 mg= 每

毫克测定物所含的氧气量  mg－   %降解率  = BOD(氧气  mg/测定物质量  mg x 

100)/ThOD(氧气 mg/测定物质量 

或者  %降解率 = BOD(氧气 mg/测定物质量 mg x 100)/COD(氧气 mg/测定物质 

     量) 

应当提出的是，这两种测定方法不一定给出相同的价值，前一测定方法显然更可取一些。 

使用通过硝化得到的适当的 ThOD(NH4或 NO3)可以测定参照物种所含有的氮(详见附录

II.2)，如果硝化不完全的话，通过硝酸盐和亚硝酸盐浓度的变化计算硝化中氧气的消耗量。 

VI.3.2   实验结果报告的有效性 
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28天以后，接受物空白氧气的消耗量应当不超过 1.5mg溶解的氧气/L.数值要比实验研究

的要高。测定瓶中残余的氧气的浓度在任何时候都不应低于 0.5mg/L。只有在测定方法能

够测定达到如此的精确度的溶解的氧气时，这样低浓度的氧气才是有效的。 

详见 I.5.2 

VI.3.3   实验结果报告 

详见 I.8 

VI.4     数据记录 

下面给出一份数据记录的例子： 

密闭瓶子的测定： 

1．实验室 

2．测定的起始日期 

3．参考物 

名称： 

储存溶液的浓度：mg/L 

起始时瓶子内的浓度：mg/L 

ThOD 和 COD：mg 氧气/mg 参考物 

4. 接种体 

来源： 

进行的处理： 

之前的条件： 

反应的混合物的浓度： mg/L 

5.测定  

测定方法：温克勒滴定/电极 

烧瓶的分析： 

 

 

          DO（mg/L） 

                潜伏的时间（天） 

   0   n1    n2 
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       1       C1 空白（不含 

化学药品） 

       2       C2 

    平均数         2
21 CC

mb
+

=
 

       1        a1 

    测定物 

       2        a2 

  

    平均数         2
21 aa

mt
+

=
 

 

6.硝化作用的修正 

 

 

               潜伏的时间（天） 

 

   0 

 

   n1 

 

   n2 

 

   n3 

 

      (1)硝酸盐的浓度          mg/L 

    

 

      (2) 硝酸盐的浓度变化     mg/L 

 

   — 

   

 

     （3）相当于氧气量        mg/L 

 

   — 

   

 

     （4）亚硝酸盐的浓度      mg/L 

    

 

     （5）亚硝酸盐的浓度变化  mg/L 

 

   — 

   

 

     （6）相当于氧气量        mg/L 

 

   — 
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      （3）+（6）相当于氧气量 mg/L 

 

   — 

   

 

7．损耗量：%降解率 

 

 

     n天之后的消耗量 (mg/L) 

 

 

   n1 

 

   n2 

 

   n3 

 

 

烧瓶 1：（mto-mtx）— (mbo-mbx) 

    

 

烧瓶 2：（mto-mtx）— (mbo-mbx) 

    

 

烧瓶 1：

%D1= ThOD
mmm bxbotx

物质的测试的浓度×

×−−− 100)]([(m )to

 

    

烧瓶 2：

%D2= ThOD
mmm bxbotx

物质的测试的浓度×

×−−− 100)]([(m )to

 

    

 

平均：%D2= 2
21 DD +

 

    

 

mto=零时刻时烧瓶中的测量值 

mtx=t时刻时烧瓶中的测量值 

mbo=零时刻时空白的平均值 

mto=t时刻时空白的平均值 

对表 6中（3）+（6）的硝化作用应用同样的修正 
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8．空白消耗量 

空白消耗氧气：(mbo-mb28) mg/L.这个消耗量对测定的有效性是很重要的，应该小于

1.5mg/L. 
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第 VII部分 .M.I.T.I.测定   (测定方法 C.4-F) 

VII.1   测定方法的原理 

氧气被搅动的含在无机物质中的测定物溶液或悬浮液所吸收，经特别地培养，不能适应

的微生物体在密闭的、呼吸运动温度 25±1℃条件下,在暗处放置超过 28天之后会自动进

行测量。含有的二氧化碳用碱石灰吸收。生物的降解能力可以用氧气吸收量（修正空白

吸收量）与理论吸收量的百分比（ThOD）来表示。初级降解的百分比也可以从补充的特

殊物质在潜伏开始， 

结束时用 DOC分析来进行分析，计算。 

VII.2    测定方法描述 

VII.2.1   实验仪器 

（a） 自动电子 BOD尺，或带 6个瓶子的呼吸运动计，每个 300mL，并带有含二氧化

碳吸收装置的瓶子 

(b) 恒温槽，或者水浴保持温度在 25±1℃以内。 

(c) 过滤膜 （随意的） 

(d) 碳分析仪器（随意的） 

VII.2.2   无机物质的准备 

准备下列储存液，用分析纯的试剂和水。 

（a）磷酸二氢钾，                KH2PO4          8.50g 

     磷酸氢二钾，                K2HPO4          21.75g 

     十二水磷酸氢二钠            Na2HPO4·12H2O    44.60g 

     氯化铵                      NH4Cl           1.70g 

     用水溶解后稀释到 1升。pH值保持在 7.2 

（b）七水硫酸镁                  MgSO4           22.50g 

     用水溶解后稀释到 1升。 

 (c)  氯化钙                   CaCl2             27.50g 

     用水溶解后稀释到 1升。 

 (d)  六水三氯化铁               FeCl3·6H2O        0.25g 

     用水溶解后稀释到 1升。 

 取（a）（b）（c）（d）各 3mL用水稀释到 1L。 
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VII.2.3   接受体的准备 

从不少于 10个的地方采集新鲜的样品，主要在那些经常使用，排放化学药品的地方，如

废水处理工作，工业废水处理，河流，湖泊，海洋，采集 11份煤泥，表面水土壤，水等

样品，混合在一起。在除去漂浮的物质而且允许维持不变之后，用氢氧化钠和磷酸将浮

在表面的 pH值调整到 7±1，用合适体积的浮在表面溶液的滤液填充并刺激装煤泥的容器，

把溶液暴露在空气中 23 1/2个小时。30分钟后，丢弃大概 1/3体积的溶液，加入等体积

的各含有 0.1%的葡萄糖，胨,磷酸一氢钾的溶液到固定的材料中，并重新开始透气。 

每天重复一次这个过程，煤泥一定要按依照作好练习操作，污水一定是洁净的，温度要

保持在 25±1℃，pH值保持在 7±1，煤泥沉淀得很好，在空气中充分的暴露。以保证混合

物时刻都是需氧性的。准备好杀原生动物药，煤泥的活动能力至少每 3个月要和参照物

对照一次。至少在完成 1个月的操作后，才可以把煤泥拿来做接受体，但这个时间也不

要长于 4个月。之后，每 3个月，样品来自至少 10个非常规的地方。 

为了保持新鲜和旧的煤泥有相同的活动能力，混合过滤浮在表面的有活力的煤泥的溶液。

使用相同体积的新鲜采集的 10种来源不同的样品混合物的浮在表面的滤液，如上所述将

液体混合，在此单元结束 18-24小时后，把煤泥拿来做接受体。 

VII.2.4   烧瓶的准备 

准备如下的 6只烧瓶： 

Nr. 1: 测定物用水稀释到 100mg/L 

Nr. 2,3,4: 在无机物质中的测定物 100mg/L 

Nr. 5：在无机物质中参照物（如苯胺）100mg/L 

Nr. 6：只含无机物质 

在重量和体积的基础上，直接加入溶解度很差的测定物，或按照附录 III所写的进行操作，

溶剂或乳化剂都不可以使用。在所有的烧瓶里填加二氧化碳吸收装置，调整烧瓶里的 pH

值，接近 2.3,从 4到 7.0。 

VII.2.5   测定步骤 

用少量体积的接种体接种到烧瓶 2，3，4（测定悬浮液），烧瓶 5（活性对照组），烧瓶 6

（接种体空白），悬浮液的浓度在 30mg/L.不要往提供物生命对照组的烧瓶 1里加接种体。

组装好仪器，检查空气密闭性，打开搅拌器，在黑暗的条件下开始测量氧气的吸收量，

每天检查温度，搅拌器，库仑氧气吸收记录器，记录下烧瓶中组分颜色的变化，用合适
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的方法直接读取 6个烧瓶的氧气吸收量，比如：从一个 6点的图表记录，可以画出 BOD

曲线。在潜伏期结束时，通常是 28天，测量烧瓶中组分的 pH值，以算出残余的测定物

和中间介质的浓度、溶解度，以及 DOC的浓度（详见附录 II.4）。要小心化学物质的挥

发 ，如果发现有硝化作用，尽可能测算出硝酸盐和亚硝酸盐的浓度。 

VII.3    数据和实验报告 

VII.3.1  数据处理 

在一段给定的时间后，用测定物来划分吸收的氧气量，用使用的测定物的质量来修正在

相同时间内被接受体空白对照组的吸收量。可以用 mg氧气/mg测定物来表示 BOD的量： 

BOD = 测定物吸的氧气 mg - 空白吸收的氧气 mg / 烧瓶里测定物的重量 mg 

= mg氧气/mg 测定物 

降解百分比可以用下式计算： 

% 降解 = %ThOD = BOD(mg 氧气/mg 测定物) x 100 / ThOD(mg氧气/mg 测定物) 

对于混合物，可以通过元素分析来求算 ThOD,和简单的化合物一样。无论硝化在进行或

是已经完全，都可以使用合适的 ThOD（ThODNH4或 ThODNO3）。如果硝化作用正在进行，

但不完全，通过硝酸盐和亚硝酸盐浓度的变化，对氧气的消耗量进行修正（详见附录 V）。 

从特别的（母体）化学药品的损耗量可以算出初级降解的百分比（详见 1.7.2）： 

 

                      
%100×

−
=

b

ba
t S

SS
D

 

如果烧瓶 1中的测定物在测量物理化学的移动时有损失，记录下来，通过 28天之后烧瓶

内测定物（Sb）的浓度计算出降解的百分比。 

当 DOC的测量已经作好（随意的）时候，用下式计算最终的降解率： 

                      
%100)1( ×

−
−

−=
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btt
t CC

CC
D

 

如 I.7.1所述。如果烧瓶 1中的 DOC在测量物理化学的移动时有损失，用 DOC的浓度计

算出降解的百分比。 

在所附的数据表格中记录下来所有的实验实验结果。 

VII.3.2  实验结果的有效性 

接受体空白的氧气吸收量通常在 20-30mg/L，在 28天内不要超过 60mg/L。如果超过
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60mg/L，需要对数据和实验操作做严格的检查。如果 pH值超过了 6-8.5的范围， 

而且测定物消耗的氧气量少于 60%，测定必须换用低浓度的测定物溶液重做。 

详见 I.5.2 

如果 7天之后通过氧气消耗量计算的降解百分比未达到 40%，14天之后未达到 65%，测

定可能是有问题的。 

VII.3.3   实验结果报告 

详见 I.8 

VII.4      数据记录 

下面给出一份数据记录的例子： 

MITI（I）的测定： 

1．实验室 

2．测定的起始日期 

3．参考物 

名称： 

储存溶液的浓度：mg/L 

起始时的浓度，C0: mg/L 

反应混合物的体积，V：mL  

ThOD: mg 氧气/L 

4.接受体 

煤泥样品： 

1）⋯⋯                                 2）⋯⋯ 

 

3）⋯⋯                                 4）⋯⋯ 

 

5）⋯⋯                                 6）⋯⋯ 

 

7）⋯⋯                                 8）⋯⋯ 

 

9）⋯⋯                                 10）⋯⋯ 
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综合的污水的适应环境后活性泥中的悬浮液的浓度 = ⋯⋯mg/L 

煤泥在最后的介质中的浓度 = ⋯⋯ mg/L 

5.氧气吸收：降解能力 

使用的呼吸运动计格式： 

 

               Zeit(Tage)  

0 

 

7 14 21 28 

1      

2      

 

O2 吸 收

(mg) 

 

测定物 

a平均数      

O2 吸 收

(mg) 

   空白 

 

b 

     

 

O2 吸收的

修  正(mg) 

 

a1-b 

a 2-b 

a 2-b 

 

     

烧瓶

1 

     

烧瓶 

2 

     

 

 

每 mg 测定

物 中 的

BOD 

 

 

V0C
b-a

 烧瓶

3 

     

1      

2      

 

 

降解率  % 

 

3*      



 86

100×
ThOD
BOD

 

平均

数* 

     

 

 注：类似的格式在参考物质中也可能会使用到。 

*如果复制品间存在可观的差距不要取平均值 

6．碳分析（随意的） 

   碳分析者： 

    

              DOC  

 

      烧瓶 

    测量值      修正值 

 

% 转化

的 DOC 

 

 

平均数 

水+测定物    a       —    — 

泥+测定物    b1    B1-c       

泥+测定物    b2    B2-c    

泥+测定物    b3    B3-c    

空白对照组    c     —      —    — 

 

7．特别的化学分析数据 

 

      测定结束后剩余测定物的统计      % 降解 

有水的空白测定                 Sb  

                Sa1  

                Sa2  

 

 

 接受体介质                 Sa3  

 

                        %降解=
100×

−

b

ab

S
SS

 

分别计算烧瓶 a1,a2,a3的% 降解 
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8．备注 

如果需要的话，要附上 BOD的时间曲线。 

附录 

缩写词和定义 

DO:溶解的氧气（mg/L），水样中溶解的氧气浓度。 

BOD:生物化学需氧量（g），是微生物分解测定化合物时所消耗的氧气量,可以用 g 氧气

吸收/ g 测定化合物来表示(详见测定方法 C.5) 

COD:化学需氧量（g），是测定化合物在被热的酸性重铬酸盐的氧化过程中消耗的氧气量

(详见测定方法 C.6) 

DOC:溶解的有机碳，溶液中溶解的有机碳，可以通过 0.45µm的滤膜过滤或在 40000m/s2

下离心 15分钟取上层悬浮液得。 

ThOD:理论上的需氧量，完全氧化化学物所需的氧气总量，可以通过化学分子式来计算

（详见附录 II.2），用 mg 氧气消耗量/ mg 测定化合物来表示。 

ThCO2:理论上的 CO2需求。可以在化合物完全分解时从已知的或测量的化合物的成分，

计算出产生的 CO2量。用 mg CO2生成/ mg 测定化合物来表示。 

TOC:样品有机碳的总量，溶液中和上层悬浮液的有机碳量的总和。 

IC:无机碳。 

TC: 总碳，样品中无机和有机碳的总和。 

初级降解： 

物质化学结构变化，可以通过生物的变化反映在物质特别的损失上。 

最终降解（完全暴露在空气中）： 

降解完成的程度，反映在测定化合物完全被微生物分解成 CO2、水、无机盐和新的由细

胞构成的微生物。 

可能的降解性： 

是对经过某种特定的终极降解测定的化学物的分类，这些测定非常严格，要求化合物必

须在暴露在空气中的水生环境下完全降解。 

本质可生物降解的：inherentLy biodegradabLe 

一种化学物质的分类，指的是在被确证过的生物降解测定中有可靠证据的生物降解过程

(低级的或终级的)的物质。 
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可处理性： 

指的是各种物质在生物废水处理中被除去的可行性，该处理必须不对处理过程的正常实

行造成不利影响。通常来说，易于生物降解的混合物质容易处理，但并非所有本质可生

物降解的物质是这样。无机过程也可能被采用。 

时滞 

指的是在一个消亡测定中，从反应物注入开始到降解百分比升至至少 10%的时间。时滞

通常很容易变化，并且很难再现。 

降解时间 

指的是从时滞最后开始到降解最大值的 90%已经实现的时间。 

10天视窗  window 

指的是从降解完成 10%起接下来的 10天。 

 

                             附录Ⅱ 

                    合适的即时参数的计算和测定 

根据选取方法的不同，需要选择特定的即时参数。下面的部分描述了这些值的推导过程。

不同的测定方法中参数的作用分别加以描述。 

1．碳含量 

碳含量是从已知的基本组分中计算得到或者由被测物质的基础分析得到。 

2．理论需氧量（ThOD） 

理论需氧量（ThOD）可以计算出来，只要已知基本组分或由基础分析得到。对于下面的

化合物而言： 

            sponanclhC SPONaNClHC
                          

不考虑氮的氧化， 

mgmg
MW

onapsnclhcThODNH /]2/12/53)3(2/12[16
4

−+++−−+
=

 

或者考虑氮的氧化 

mgmg
MW

onapsnclhcThODNO /]2/12/532/5)(2/12[16
3

−++++−+
=
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3．化学需氧量（COD） 

化学需氧量（COD）可由测定方法 C.6得到。 

4．溶解有机碳（DOC） 

溶解有机碳（DOC）定义为水中能通过 0.45µm过滤器的任何化学物质或混合物形式存在

的有机碳。 

使用合适的膜滤器可以使测定容器中的样品在过滤装置中迅速被回收过滤，前 20mL 滤

液（如使用小过滤器可以更少）被弃去。10-20mL 的体积，如果通过注射会更少（体积

多少取决于碳分析器的要求）被保存下来供碳分析之用。DOC-浓度由有机碳分析器测得。

该分析器能准确测出的碳浓度可以相当于或低于测定中所使用的原始 DOC浓度的 10%。 

过滤出的样品如果不能在同一工作日被分析可以保存在电冰箱中，2-4℃可以保存 48h，

或者在-18℃以下保存更长时间。 

评述： 

膜滤器通常用表面活性剂来浸渍以确保亲水性。这样过滤器就可以容纳几毫克可容有机

碳，这些物质会干扰生物降解能力的测定。表面活性剂和其他可容有机化合物可以通过

在去离子水中煮沸三次，每次一小时，从而可以从过滤器中出去。然后，过滤器可以在

水中保存一个星期。如果每次使用一次性过滤柱，必须仔细检查确定柱内不能释放出可

容有机碳。 

根据膜滤器种类的不同，测定物质可以通过吸附来保存。因而有必要确定测定物质并非

是保存在过滤器中。 

在 40000 m.sec （4000g）下离心过滤 15min可以用来辨别 TOC和 DOC，而不需要过

滤。这个方法在初始浓度小于 10mgDOC/L下不可行，因为要么不是所有的细菌被除去，

要么碳作为细菌液的部分又发生溶解。 

参考文献 

- Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater， 12th ed，

Am.Pub.Hlth.Ass.，Am.Wat.Poll.ControL Fed.，Oxygen Demand，1965，P65。 

- Wagner，R.，Von Wasser，1976，vol.46，139。 

- DIN-Entwurf 38 409 Teil 41 Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-，Abwasser- und 

Schlammuntersuchung，Sunnarische Wirkungs- und Stoffkenngroβen （Gruppe H）。 

-     Bestimmung des Chemischen Sauerstoffbedarfs （CSB）（H 41），Normenausschuβ 
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Wasserwesen（NAW） in DIN Deutsches Institut für  Normung e.V。 

-        Gerike，P.，The biodegradabiLity testing of poorLy water soLubLe  

         compounds。ChemospHere，1984，vol 13（L），169。 
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附录Ⅲ 

难溶物质生物降解能力的评估 

在难溶物质生物降解能力的测定中，以下方面必须特别予以注意。 

因为均匀液体很少带来采样问题，所以人们建议用合适的方法均化固体物质以避免因非

均运行带来失误。当有化学物质组成的混合物或含有大量杂质的物质只需要几毫克典型

试样时，必须特别加以注意。 

测定中各种形式的搅拌都可能要用到。必须注意只要使用适量的搅拌来保证化学物质分

散开，避免过热，过量起泡，过大的切向力。 

一种乳化剂要被用来将化学物质稳定的分散开。它不能对细菌有毒害作用，也不能被生

物降解或者在实验条件下导致泡沫产生。 

跟乳化剂一样，溶剂也有相同的选择标准。 

固体载体没有被建议用来做固体测定物质，但可能适于单纯的物质。使用辅助物质如乳

化剂，溶剂，载体时，应当制作一张表包含辅助物质信息。 

三种呼吸计测定 CO ，BOL，MITI的任一种可以用来研究难溶化合物的生物降解能力。 

参考文献 

- DE Morsier ， A.et al. ， Biodegredation tests forpoorly solubLe 

compounds.Chemosphere，1987，vol.16，833。 

 

- Gerike，p.，The Biodegradability testing of poorly water soluble  

        compounds.Chemosphere，1984，vol.13，169。 
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附录Ⅳ  

怀疑对菌种有毒的化学物质生物降解能力的评估         

 

当一种化学物质可以接受测定，并且表现为不能生物降解时，如果要求抑制与惰性二者

的区别，有人提出下面的过程（Reyndds et aL.，1987）。 

类似的或独特的菌种应当被用来进行毒性和生物降解能力测定。 

为了评估出可以进行生物降解能力测定的化学物质的毒性，可以使用下面一种或多种方

法，污泥呼吸速率抑制（活化污泥呼吸抑制测定-Dir 87/302/EEC），BOD以及增长抑制测

定方法。 

如果毒性抑制可以避免，可以考虑在生物降解能力测定中使用的被测物浓度应当低于由

毒性测定得到的 20EC 值的 1/10（或低于 20EC 值）。 20EC 值大于 300mg/L的化合物不会在

生物降解能力测定中出现毒性效果。 

20EC 值如低于 20mg/L 会给接下来的测定带来严重问题。低测定浓度应当被使用，快速

灵敏的密封瓶测定或 C14
-标记材料的使用从而成为必须。较高被测物浓度在菌种适合的

情况下也能被使用。然而，在后一种情况下，已知生物降解测定的特定标准则失去了意

义。 

 

参考文献 

Reynolds，L.et al.，Evaluation of the toxicity of substances to be assessed for biodegradability。

ChemospHere，1987，vol. 16，2259。 
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附录Ⅴ 

氮氧化对耗氧量干扰的纠正 

不含 N的被测物质在生物降解能力测定中耗氧量的评估中，即使试样与空白溶剂对比时

发现介质中铵离子的氧化很不稳定，但氮氧化带来的误差很小（不大于 5%），可以不予

考虑。然而，如被测物含 N误差就会很大。 

如果氮发生氧化但不完全，观测到的反应混合物耗氧量就要用氨氧化为亚硝酸和硝酸的

耗氧量来纠正，如果亚硝酸和硝酸保温期间的浓度变化由下面几个方程式决定： 

        2NH4Cl+3O2=2HNO2+2HCl+2H2O                         （1）    

        2 HNO2+O2=2HNO3                                      （2） 

总反应： 

        2 NH4Cl+3O2=2HNO3+2HCl+2 H2O                        （3）     

方程（1）中，含氮 28g的氯化铵（NH4CL）氧化为亚硝酸需氧 96g，即 3.43的系数（96/28）。

用相同的方法，方程（3）中，28g氮氧化为硝酸耗氧 128g，即 4.57的系数（128/28）。 

因为反应是连续的，由各种明确区分的菌种引发的，所以亚硝酸浓度可以上升或下降；

后一种情况会产生浓度相等的硝酸。这样，硝酸形成过程中氧气的消耗为硝酸浓度的增

加乘上 4.57。反之，参与形成亚硝酸的氧气为亚硝酸浓度的增加乘上 3.43或者在浓度降

低的情况下氧气的损失为浓度的降低乘上-3.43。 

这就是说： 

硝酸生成耗氧量=4.57×硝酸浓度增加                             （4） 

另 

亚硝酸生成耗氧量=3.43×亚硝酸浓度增加                          （5） 

另 

亚硝酸消耗时耗氧量=-3.43×亚硝酸浓度降低                        （6） 

综上 

氮氧化带来的耗氧量=±3.43×亚硝酸浓度变化+4.57×硝酸浓度增加     （7）     

这样 

C氧化带来的耗氧量=总耗氧量除去氮氧化的耗氧量                   （8） 

或者，只要总的被氧化的 N确定了，氮氧化的耗氧量可以做一级近似为 4.57×被氧化的 N

的增加。 
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C氧化的耗氧量的修正值可以同 ThOD 3NH
比较，正如附录Ⅱ中计算的。 
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C.5 生化降解需氧量 

1． 测定方法 

1．1  引言 

该方法的目的是测量固体或液体有机物的生化需氧量（BOD）。 

这次测定中仔细确定的数据与水溶化合物有关，然而，至少在原则上，挥发性化合物和

水溶能力差的化合物也可以被测定。 

该方法只对在测定浓度下对细菌无抑制作用的有机测定材料使用。如果测定浓度下被测

材料不容，为了获得较好的分散效果就必须采取特殊措施，如超声扩散。 

关于化学物质毒性的信息可能对低实验结果干扰以及测定浓度的选择有用 

1．2  定义和单元 

BOD定义为指定体积的溶液中在指定条件下完成生化氧化的试样需要的溶解氧的质量。 

实验结果表示为每克被测物的 BOD克数。 

1．3 参考物质 

需要使用合适的参考物质来对照菌种的行为。 

1．4 测定方法原理 

预先确定一定量的物质，溶解或分散在充分通气的合适介质中，被注入微生物体内，在

黑暗中一个固定的环境温度下培养。 

BOD只有测定开始和结束时溶解氧含量的区别来确定。测定时间至少 5天，不能超过 28

天。 

必须要做不含测定物质的平行测定作为空白对照。 

1． 5  定量标准 

BOD值的确定不能被视为物质生物降解能力的一个准确的确定，这项测定只能被认为是

一项筛选测定。 

1． 6  测定方法描述 

物质初步的溶解或分散被准备来获得一个与使用方法相符的 BOD浓度。然后可以通过任

何一种国家的或国际标准化测定手段得到 BOD值。 

2  实验数据和评估 

按照选中的通常化的方法可以计算出包含在初步溶解种的 BOD值，然后化为每克被测物

的克数。 
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3  实验结果报告 

测定方法应当总述一下 

生化需氧量应当是至少三种正确测量的方法。 

所有于实验结果解释有关的信息和实验结果报告都要被提出实验结果报告，尤其是与杂

质，物理状态，毒性效果以及影响实验结果的物质固有组分有关的部分。 

避免生物氧化的附加措施的使用也要在实验结果中报告。 

 

4  参考文献 

标准方法如下： 

NF T 90-103：Determination of the biochemical oxygen demand 

NBN 407：Biochemical oxygen demand 

NEN 32355.4：Bepaling van het biochemish zuurstofverbruik（BZV）。 

The determination of biochemical oxygen demand，Methods for the examination of water and 

associated materials，HMSO，London。 

ISO 5815：Determination of biochemical oxygen demand after n days。 
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C．6  化学降解需氧量 

1． 测定方法 

1． 1  引言 

该方法的目的是在固定实验条件下，在一种标准的任意选取的情形下，对固体或液体有

机化合物化学需氧量（COD）的测量。 

物质组分的信息将对测定的指导以及得到实验结果的解释有帮助（例如卤素盐，亚铁盐

的有机化合物，有机氯化物）。 

1．2  定义和单元 

化学需氧量是一种测量物质被氧化能力的方法，表示为在固定实验条件下物质消耗氧化

剂相当于氧气的量。 

实验结果表示为每克被测物的 COD克数。 

1．3  参考物质 

并非调查任何一种新物质时都要用到参考物质。他们时常被用来校准测定方法，并且可

以比较不同方法做出的实验结果。 

1． 4  测定方法原理  

与定量的物质溶解或分散在水中，在浓硫酸介质中使用硫酸银催化剂，用重铬酸钾氧化

回流两小时。剩余重铬酸用标准硫酸亚铁铵来滴定。 

考虑到含氯物质，加入硫酸汞（1）来减少氯化物干扰。 

1． 5定量标准 

由于测定有不确定性，COD成为一种氧化能力指示剂，并且已经成为有机物测定的一种

实用方法。 

氯化物在测定中有干扰；无机还原剂或氧化剂也能影响 COD测定。 

一些环状化合物以及许多挥发性物质（例如低级脂肪酸）在测定中不能被完全氧化。 

1． 6  测定方法描述 

测定物质初步溶解或分散为 250到 600mg每升用来测定 COD。 

评述： 

对于难溶的或无法分散的物质，要称量出相当于约 5mg COD量的粉末或液体与水 

 

（1）使用完后，含汞盐的溶液必须经过处理来防止汞盐散布到环境中。 
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一起置于试验装置中。 

化学需氧量（COD）通常用多种不同方法测量更有利，尤其是对难溶物而言，即，在封

闭体系中使用均压器（H.KeLkenberg，1975）。使用这种修正方法传统方法很难测定的化

合物-例如乙酸-就可以被成功的量化。然而，这种方法也会失败，例如吡啶。如果重铬酸

钾浓度按文献（1）中给出的，升值 0.25N（0.0416M），直接称 5-10mg 物质就很容易，

对于难溶于水的物质 COD测定是必不可少的（文献（2））。 

另外，COD可以通过任何合适的国家或国际标准方法来测定。 

2． 实验数据和评估 

试验瓶中的COD可以通过有选择的标准化方法计算出来，然后转化为每克被测物的COD

克数。 

3． 实验结果报告 

实用的辅助方法应当被总述一下。 

化学需氧量应当是至少三种测量的方法。所有与实验结果解释有关的信息和实验结果报

告都要被提出实验结果报告，尤其是与杂质，物理状态以及影响实验结果的物质固有属

性（如果已知）有关的部分。 

为了尽可能减少氯化物干扰而使用的硫酸汞必须在实验结果中报告。 

4． 参考文献 

（1） Keikenberg，H.，Z.von Wasser und Abwasserforschung，1975，vol.8，146。 

（2）  Gerike，P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds。 

       ChemospHere ，1984，vol.13，169。 

 标准方法如下： 

NBN T 91-201 Determination of the chemical oxygen demand。 

ISBN O 11 7512494 Chemical oxygen demand（dichromate vaLue）of polluted and waste 

waters。 

NF T 90-101 Determination of the chemical oxygen demand。 

DIN 38409-H-41 Determination of the chemical oxygen demand（COD）within the range above 

15mg per Litre。 

NEN 3235 5.3 Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik。 

ISO 6060 Water quality：chemical oxygen demand dichromate methods。 
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C.7  作为 pH函数的非生物水解降解 

1． 测定方法 

该方法以 OECD Test GuideLine（1）为基础。 

1．1 引言 

水解是非生物降解的一个重要反应。这个反应跟生物降解能力差的物质关系尤为重要；

并且能影响物质在环境中的稳定性。 

大多数水解反应是假一级反应，因而半衰期与浓度无关，通常可以由实验浓度下的实验

结果向环境条件外推。 

此外，文献（2）中举了几个例子显示，对几种化学物质从纯水和天然水得到的实验结果

有令人满意的一致性。 

测定前得到物质蒸汽压的初步信息是有用的。 

该方法仅对水溶物质有用，杂质会影响实验结果。 

化学物质的水解行为应当在环境中较常出现的 pH值（4到 9）下被测定。 

1． 2定义和单位 

水解指的是化学物质 RX与水的反应，该反应可表示为基团 X与 OH的净交换： 

             RX+HOH→ROH+HX                   [1] 

RX浓度减少的速率由下式表示： 

            速率=k[H2O].[RX]                      [2] 

因为水对化学物质来说是大大过量的，这类反应通常被描述为假一级反应，观测到的速

率常数由下面的关系给出： 

            Kobs=k×[H2O]                        [3] 

该常数由一个 pH值和一个温度确定，T，使用下面的表达式： 

              Kobs=  Ct
Co

t
log303.2

×
                [4]                  

式中： 

              t    =时间 

              Co   =时间为 0时物质浓度 

              Ct   =时间为 t时物质浓度 

              2.303 =自然对数和 10为底对数的转化系数。 
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浓度用克每升或摩尔每升表示。 

常数 kobs量纲为（时间）-1。 

半衰期 t1/2定义为被测物质浓度减少 50%所需时间，即： 

                  Ct=1/2Co                          [5] 

从表达式（4）和（5）可以导出： 

                  t1/2=0.693/kobs                     [6] 

1． 3参考物质 

并非调查任何一种新物质都要用到参考物质。他们时常被用来校正测定方法的实现情况

并且可以比较不同方法做出的实验结果。 

下面的物质被用来作为参考物质（1）： 

乙酰水杨酸（阿司匹林） 

硫代磷酸  O，O-二乙基  0-（6-甲基-2-（1-甲基乙基）4-嘧啶基）酯（DimpyLate，Diazinon） 

1．4 测定方法原理 

低浓度时试样溶于水；pH和温度加以控制。 

任一种分析进程用来追踪试样浓度随时间的减少。 

浓度求对数后对时间作图，如绘得一条直线，一级反应速率常数可以从斜率求出（参看

要点 2）。 

当直接从一个特定温度求得速率常数不可行时，通常可以通过使用阿仑尼乌斯关系来评

估该常数，因为它规定了温度跟速率常数的关系。从特定温度下得到的速率常数对数直

线作为绝对温度 K的函数，可以外推至不能直接得到的速率常数值。 

1．5 定量标准 

文献（2）中提出了 13类组织结构的速率常数测法可以有很高的精确度 

可重复性特别地取决于 PH 值和温度的调节，还可能受微生物存在的影响。在一些特别

的情况下，还会受到溶解氧浓度影响。 

1．6 测定方法描述 

1．6．1 试剂 

1．6．1．1 缓冲溶液 

该测定在 pH为 4.0，7.0，9.0三个值下进行。 

为了实现目标，必须准备反应物等级化学物质以及蒸馏过的去离子无菌水配成缓冲溶液，
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附录中举出了一些缓冲体系的例子。 

缓冲体系的使用会影响水解反应速率；如果有这样的迹象，必须有选择地使用缓冲体系。

文献（2）中建议使用硼酸或醋酸缓冲体系代替磷酸。 

如果在测定温度下缓冲溶液的 PH值未知，可以在所选温度下使用一个校正 pH计，精确

度为±0.1pH单位。 

1．6．1．2 测定溶液 

被测物质应当被溶解在选择好的缓冲体系中，浓度不能超过 0.01M 或饱和浓度的一半中

更低的一个。 

在试样水溶性低时可以使用与水混溶的有机溶剂。 

溶剂量应低于 1%，并且不能影响水解过程。 

1．6．2 仪器 

使用带塞玻璃瓶，但接缝处不能有油脂。 

如果化学物质或缓冲体系是挥发性的，或者测定在高温度下进行，应选用封闭管或含封

闭隔膜的管子，液面上空不能暴露。 

1．6．3 分析方法 

必须采用特别的方法允许在测定溶液浓度下待测物的测定，该方法可以由几种合适的分

析技术结合而成。 

所使用的分析方法取决于物质的本性，还必须足够精确和灵敏以便探测到初始浓度 10%

的减少。 

1．6．4 测定条件 

测定必须在恒温控制的封闭装置内或者恒温浴装置在所选温度的±0.5℃以内进行，温度

需要被保持并且±0.1℃也要能被检出。光干扰必须通过适当方法加以排除。 

对于易氧化的物质，有必要除去溶解氧（例如在溶液准备前向其中鼓入氮气或氩气 5 分

钟）。 

1．6．5 测定步骤 

1．6．5．1 初步测定 

对所有试样来说，初步测定必须在 50±0.5℃下，在 pH值为 4.0，7.0和 9.0时完成。必

须做足量的测量以便能评估在 50℃每个 pH值下，半衰期（t1/2）是否低于 24小时以及

是否在五天后只有少于 10%的水解发生。（在更具代表性的环境条件（25℃）下，可以评
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估出这些值分别对应的半衰期低于一天或高于一年）。如果初步测定显示 50%或更多测定

样品在 50℃下，24小时内发生了水解或者五天后不到 10%样品发生水解对应于每个 pH

值（4，7，9），就没有必要进行进一步测定。 

在其他情况下，对于每个 pH条件不能满足，就执行测定 1。 

1．6．5．2 测定 1 

测定 1 在一个温度下进行；最好是 50±0.5℃。并且，如果可能的话，使用无菌水，pH

值取那些在初测中显示有必要进一步测定的值。 

在特定的 pH值下，要使用足够份数样品（不少于 4份）以涵盖从 20-70%的水解程度，

从而测定假一级反应的行为。 

对每个执行测定 1的 pH值，要确定反应级数。 

评估 25℃时的反应速率常数。 

能否从测定 1 中得出肯定结论，即反应为假一级反应，决定了怎样在实验条件下继续进

行。 

如果不能从测定 1 中得出肯定结论，即反应为假一级反应，就必须进一步执行测定 2 描

述的过程。 

如果可以从测定 1 中得出肯定结论，即反应为假一级反应，下一步执行测定 3 描述的过

程。（或者，在特殊情况下，使用测定 1的实验结果，算出 50℃的速率常数也许可以计算

出 25℃时的速率常数（参看 3.2））。 

1．6．5．3 测定 2 

该测定在每个由测定 1显示有必要的 pH下被执行： 

-或者在低于 40℃的某个温度 

-或者在高于 50℃的两个相差至少 10℃的温度 

在测定 2执行的每个 pH值和温度下，至少应选取六个被合适隔开的数据点以便水解度可

以从 20%一直取到 70%。 

对某一个 pH 值和温度，测定要重复两次。当测定 2 在 50℃以上的两个温度下执行时，

在其中较低温度下测定两次更好。 

对测定 2执行的每个 pH和温度，当有可能时需要给出半衰期（t1/2）的图形评估。 

1．6．5．4 测定 3 

该测定在测定 1显示有必要的 pH下被执行： 
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-或者在低于 40℃的某个温度 

-或者在高于 50℃的两个相差至少 10℃的温度 

对每个测定 3执行的 pH和温度，要选取 3个数据点，第一点在时间 0处，第二，第三点

取在水解度大于 30%处；常数 kobs和 t1/2应被计算出来。 

2． 数据 

对于假一级反应行为，测定中每个 PH和温度下的 kobs值可以通过浓度求对数对时间作

图得到，使用下式： 

                    kobs=-斜率×2.303 

此外 t1/2可以按照方程[6]计算得到。 

适当的使用阿仑尼乌斯方程评估 25℃下的 k。 

对于非假一级反应行为参看 3.1。 

3． 实验结果报告 

3．1 实验结果报告 

如果有可能，测定结果报告将包含下面的的信息。 

-试样的详细说明 

-参比物得到的任何实验结果。 

-所使用分析手段的原则和细节 

-对每个测定：温度，pH值，缓冲组分以及一张包含所有浓度-时间数据点的表格 

-对于假一级反应，t1/2的 kobs值和计算过程。 

-对于非假一级反应，标出浓度求对数对时间作图实验结果 

-所有对于实验结果处理有必要的信息和观察实验结果 

3．2 实验结果处理 

如果被测物同系物的活化能实验值已知，并且有理由假设被测物活化能是在同一数量级

时，应当可以计算出可以接受的被测物速率常数（在 25℃）。 

4． 参考文献 

（1）OECD，Paris，1981，Test Guideline 111，Decision of the Council C（2） 30 finaL。 
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附录：缓冲溶液 

 A．  CLARK AND LUBS           

 下表所列出的pH值都已用Sorensen 标准方程换算过了。实际的pH值比表中的要高0.04

个单位。   

   成分                                                          pH值 

0.1M邻苯二甲酸氢钠+0.1M HCl  (20 摄氏度)   

 2.63 mL 0.1M HCl+ 50mL 邻苯二甲酸氢钠于 100 mL 水                3.8 

0.1 M 邻苯二甲酸氢钠 + 0.1M NaOH  (20 摄氏度 ) 

0.40 mL 0.1M NaOH + 50mL 邻苯二甲酸 于 100mL  水                    4.0 

3.70 mL 0.1M NaOH +50 mL 邻苯二甲酸 于 100 mL 水                   4.2 

0.1 M 磷酸二氢钾 +0.1M NaOH ( 20 摄氏度 )                           6.8 

29.63 mL 0.1 M NaOH +50mL 磷酸于 100mL 水                           7.0 

0. 1M 硼酸于 0.1M KCl + 0.1M NaOH (20 摄氏度) 

16.30mL 0.1M NaOH+50mL 硼酸于 100mL水                             8.8 

21.30mL 0.1M NaOH + 50mL硼酸于 100mL水                            9.0 

26.70mL 0.1M NaOH +50mL 硼酸于 100mL 水                            9.2 

B:KOLTHOFF AND VLEESHOUWER 成分：                            pH                

0. 1M 柠檬酸一钾盐 +0.1 M NaOH (18 摄氏度) 

2.0 mL 0.1M NaOH +50 mL 柠檬酸 于 100mL水                         3.8 

9.0 mL 0.1 M NaOH +50 mL 柠檬酸 于 100mL水                         4.0 

16.3 mL 0.1 M NaOH + 50 mL 柠檬酸于 100mL 水                       4.2 

C：SORENSEN  

  0.05 M borax +0.1 M HCl 
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C.8. 蚯蚓的毒性 

人造土壤实验 

1． 方法   

1.1 引言  

在这个实验中，测定物质被放到一种人造土壤中，蚯蚓已经在这个土壤中放置了 14天。

经过一段时期之后（一般是 7天后）这种物质的对于蚯蚓的致命效果就基本验证了。这

个实验提供了一种反映化学物质通过真皮和食物对蚯蚓短期影响的方法。 

1.2 定义和单位 

LC50: 在实验中，杀死 50%的被测生物的测定物质的浓度。 

1.3 参考物质 

参考物质一般是作为一种用于周期性确证测定系统的灵敏性没有明显改变的物质，推荐

分析纯氯乙酰胺作为参考物质。 

1.4 测定方法原理 

土壤是可变的介质，因此一种详细说明的人工土壤是需要的。把成熟的赤子爱胜蚓放在

选好的土壤中，并加不同浓度的测定物质溶液。从实验开始的 14 天后（也许 7 天后）

整个容器的容量将浓缩成碟子的容量。并且蚯蚓在每个计算过的浓缩范围内都将继续存
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活。 

1.5 定量标准 

这是一个被描述为尽可能再生的与测定物质和有机体有关的实验。实验结束时有机体的

死亡率不能超过 10%，否则实验失败。 

1.6 实验步骤 

1.6.1 所需材料 

1.6.1.1 测定培养基 

一种有详细说明的人工土壤被用做基本测定培养基。 

（A） 基本培养基（下面是占培养基干重的百分数） 

-10%石炭藓石炭块（pH值 5.5-6.0之间包括一些不可见生物和精美土层。 

-20%含有 50%以上高岭土的高岭黏土 

-大约 69%工业用石英沙(50%以上的石英沙颗粒要在 0.05×0.2 mm大小)如果石

英沙不能完全溶解在水中，每个测定容器中混合 10g石英沙和测定物质。 

-大约 1%化学纯碳酸钙，研磨成粉，用以调节溶液 pH值至 5.5-6.5 

（B） 测定培养基 

测定培养基包括基本培养基，测定培养基，蒸馏水。 

水的容量大约是基本培养基干重的 25%-42%。培养基中水的容量取决于 105

摄氏度培养基烘干恒重的质量。关键的标准是人造土壤必须干燥至没有固定水

分。混合以获取培养基和测定培养基的分离过程是很值得注意的。由测定培养

基制备培养基的过程必须记录下来。 

（C） 调节培养基 

调节培养基包括基本培养基和水。如果使用了添加剂，则附加的调节培养基就

必须包括相同数量的添加剂。 

1.6.1.2  测定容器 

 容量一升的玻璃测定装入相当于 500g 干重的湿测定或调节培养基（用带小孔

的塑料盖或塑料碟盖上） 

1.6.2  容器应该是一个有持续光照的保持温度在 18-22度的气候性室。光照强度应该在

400－800 Lux。  

实验时间是 14天，但有的时候死亡率在实验开始 7天后就可以平定出来。 
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1.6.3 实验步骤 

测定浓度  

测定物质的浓度用每单位干重的基本培养基所含测定物质重量来表示。 

范围找寻测定 

在范围找寻测定中影响死亡率从 0%-100%的浓度范围取决与在最后的测定中浓

度范围提供信息 

测定物质应该用以下浓度溶液测定：1000，100，10，1，0.1 mg(测定物质)/mg（测

定培养基） 

如果最后的实验步骤已经确定了，那么每一批浓度中的每个浓度中放 10 只蚯蚓

就足够做范围找寻测定了。 

最后的测定 

范围找寻测定结果用来选择至少 5 个浓度，这些浓度要求对生物的死亡率从

0%-100%成等比数列排列，并且他们应该有一个常量且不超过 1.8 的几何级数。

使用这一系列浓度的溶液测定 LC50并且尽可能正确的评估它的可信任限度。 

在最后的测定中至少有四批含有 10只蚯蚓的测定浓度和四个调节培养基被使用。

这些浓度梯度溶液的测定结果也就被给予了背离理论情况的标准。 

当两个比率为 1.8的连续浓度给出的死亡率为 0%-100%，那么这两个浓度就足够

显示出 LC50应存在的范围了。 

基本培养基和测定培养基的混合物 

无论什么时候，测定培养基除了水以外不能加别的添加剂。就在实验刚开始的时

候，把一种乳状液或是测定培养基的蒸馏水或其他溶剂溶液与基本培养基混合，

也可以喷洒层离法或单纯的喷雾。 

如果测定培养基不能溶解在水中，那么它就可以溶解在一种尽可能少体积合适的

有机溶剂中（例如：正已烷，丙酮，氯仿） 

溶剂完全挥发可能会引起测定培养基溶解，分散，或乳浊化。测定培养基在使用

前一定会挥发的。挥发出的水的量必须补充上。对照物必须包括相同数量的添加

剂。 

如果测定培养基不溶解，分散或乳浊化于有机溶剂中，那么把 10g石英砂与一定

重量的测定物质的混合物与干重 490g的测定培养基混合，制备干重 500g的人工
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土壤。 

对于每个测定系列，要把相当于干重 500g 的湿的培养基放在一个玻璃容器中，

并且迅速把 10只在相似的潮湿的基本培养基中放置 24小时的蚯蚓冲洗干净放在

测定培养基的表面，剩下来的水放在过滤纸上。用带小孔的塑料盖盖好容器，防

止培养基散失水分，然后在测定状态下保持 14天实验要做 14天（可能是 7天）。

培养基分布在玻璃或不锈钢的盘子上。蚯蚓就在这段时间被验证并决定了他们所

能存活的数量。如果蚯蚓对一种温和的化学刺激物没有做出任何反映，那就认为

他们已经死了。如果测定在 7天内结束，那需要在容器中重新放入培养基，并且

把原来的蚯蚓重新放在测定培养基的表面。 

1.6.4 测定有机体 

用于测定的有机体必须是成熟的 Eisenia foetida蚯蚓，大约重 300-600mg（约两个月大） 

2.   数据  

2.1  实验数据和评估 

记录：测定物质浓度以及相应的蚯蚓死亡百分比率 

如果数据适当，LC50以及可信任范围（P=0.05）应该决定于标准测定方法（LitchfieLd and 

wiLcoxon,1949,for equivaLent method）.LC50的单位应该由每千克测定培养基（干重）中

含测定物质的量来确定。 

如果浓度梯度过大以至于不能计算 LC50，那么作图评估就显的很重要了。当两个比率为

1.8的连续浓度给出的死亡率为 0%-100%，那么这两个浓度就足够显示出 LC50应存在的

范围了。 

3. 实验结果报告 

3.1 实验结果报告 

实验结果报告应尽可能包含以下内容 

          ——声明本测定与以上的测定标准相一致， 

          ——执行实验（范围找寻实验或最后的测定） 

          ——确切描述测定物质是怎样与基本测定培养基混合的 

          ——测定有机体的特征（种类，年龄，重量范围，养殖条件，供应厂商） 

          ——有关 LC50取决条件的测定方法 

          ——实验实验结果包括所有使用过的数据 
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          ——描述观察到的测定生物体在行为上的改变或征兆 

          ——对照物的死亡率 

          ——实验开始后 14天，LC50或 100%死亡率的最高浓度，以及 0%死亡率的

最低浓度 

            ——绘制浓度/灵敏度曲线 

            ——包括参照物的实验结果，无论是现在实验的，或是以前品质控制活动

中的 

 

4参考文献： 

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 207, Decision of the Council C(81)30 final. 

2) Edwards, C. A. and Lofty, ]. R., 1977, Biology of Earthworms, Chapman and  Hall, 
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3) Bouche.  M. B.,  1972, Lombriciens de  France, Ecologie et Systematique,Institut 
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1984, VerfahrensvorschLag  "Toxizitätstest am Regenwurm  Eisenia foetida  in 

künstlichem Boden', in: RudolpH/Boje, Ökotoxikologie, ecomed, Landsberg, 1986. 

附录 

实验之前蚯蚓的养殖 

30-50 只成熟的蚯蚓应放到存有新鲜培养基的养殖箱中，14 天之后在取出，这些蚯蚓也

许用于进一步的养殖。刚从茧孵化的蚯蚓等成熟后用于测定。（在指定的条件下 14天） 

养殖条件 

气候条件：18-22摄氏度，持续光照（强度：400-800 Lux ） 
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孵化箱：合适的 10到 20升的浅容器 

培养基：赤子爱胜蚓（Eisenia foetida）可以在各种动物的排泄物中孵化。这就要求我们

使用 50%石炭块，50%牛或马排泄物的混合物来作为孵化介质。这种介质的 PH 应该在

6-7之间（一般包括碳酸钙）并且只有较低的离子传导性（小于 6欧姆或 0.5%盐浓度） 

培养基必须是湿的，但不能太湿了 

以上方法不是唯一的，希望您可以想出更好的方法 

信息：赤子爱胜蚓包括两个种类，有些生物分类学者把他们分为两种生物。他们很相似，

Eisenia foetida foetida具有代表性的横断条，或是节状连接体。Eisenia foetida andrei缺少

以上特征但它有斑杂的红色。如果实验条件可以的话，Eisenia foetida andrei 可以使用，

那么其他种类的就可以使用。 

 

C.9.生物降解 

ZAHN-WELLENS 实验 

1. 测定方法 

1.1 引言 

实验目的是为了评估在静态实验条件下水溶液和无挥发性有机物质暴露在高浓度微生

物环境中可能的生物终极降解能力。 

对悬浮颗粒的物化吸附会发生，并且阐述实验结果时，它的影响也必须计算在内。 

被研究物质与浓度相关联的量为，溶解的有机碳在 50-400mg/L范围内或者需要的氧量

为 100-1000mg/L 范围内 。这些高浓度具有分析可靠性高的特点。研究物质与有毒物

质结合将延缓或抑制降解过程。 

在这种测定方法中，需要氧(COD)或溶解有机碳(DOC)的浓度的测量将用来评估测定物

质最终生物降解能力。 

实验同时，使用一种精确的分析方法会得出对研究物质（母级化学结构的消失）初级降

解能力的评估 

          这种方法仅对符合以下条件的有机测定物质有效： 

          ——在实验指定的浓度范围之内 

          ——在实验条件下可溶于水 

          ——具有可以忽略的蒸汽压 
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          ——对细菌没有抑制作用 

          ——只有在限制的范围之内可以被实验系统所吸附 

          ——不能使测定溶液形成泡沫逸出 

关于测定材料主要组成部分相关比率的信息在阐明所得到实验结果时是很有用的，尤其

在实验结果不太令人满意的情况下更是这样。 

有关测定物质对微生物的毒性的信息对低实验结果的阐述以及合适的测定浓度的选择是

很必要的。 

1.2 定义和单位 

在实验结束所得到的降解的数量应作为在 the Zahn-WeLLens实验中的降解能力记录下

来，其中： 

          DT  = 在时间 T的降解百分比 

          CA  =  实验开始三小时后在测定混合溶液中 DOC(or COD)测量实验结

果。 

          CT  =  取样时在测定混合液中 DOC(or COD)的测量结果 

         CBA  =  实验开始三小时后空白处的 DOC(or COD)测量实验结果 

          降解范围围绕在满百分比附近 

          降解百分比以实验物质的 DOC(or COD)移动百分比为开端 

          实验开始三小时后的测量实验结果和初始测量实验结果的差别对于测定物

质消失可以提供很好的指示。 

1.3 参考物质 

在一些情况下，忽略一些新的物质，参照物将变的很有用处，虽然现在还没有特别的参

照物为人们所推荐。 

1.4 测定方法原理 

活性泥土，矿物营养素，测定材料各做为单一的碳资源与水溶液在通风的一至四升的玻

璃容器中混合。把混合溶液放在黑暗的或只有散射光的屋子里，通风，并保持温度为 20-25

摄氏度 28天。降解过程由每天或其他合适的时间间隔的过滤溶液 DOC(or COD)的测量值

来监控。每个时间间隔后降解百分率或降解范围的测量值由实验开始三小时后 DOC(or 

COD)消失的比率来表达。实验结果绘制成时间对降解程度的曲线。 

如果使用了一种精确的测量方式，归于生物降解程度的母体分子浓度的改变就可以测量
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了（初级生物降解） 

1.5 定量标准 

这个实验的再现性已经在一个环状实验中得到证实 

这种测定方法的灵敏度在很大程度上取决于空白处的多样性，在一些小的范围内   也取

决于溶解有机碳的测定灵敏度和溶液中化合物的测定水平。 

1.6   实验过程描述 

1.6.1   实验准备 

1.6.1.1    反应试剂 

测定用水条件：有机碳含量小于5mg/L的食用水。钙镁离子的总浓度不超过2.7mM/L；否

则适当的稀释补加蒸馏水或其他稀释物是很必要的。 

硫酸：分析纯 

氢氧化钠溶液：分析纯 

矿物质营养溶液：溶解于一升蒸馏水中。 

氯化铵：分析纯 

二水合磷酸二氢钠：分析纯 

磷酸二氢钾：分析纯 

混合物既作为营养溶液又作为缓冲溶液 

1.6.1.2     实验仪器 

一至四升的玻璃容器（例如：圆柱型容器） 

用合适的玻璃或金属棒搅拌。（金属棒应在离容器底部5-10厘米处搅拌）也可以用7-10

厘米带磁性的金属棒替代。 

用内径为2-4毫米的玻璃管子通空气。管子的开端应该离容器底部大约一厘米 

离心分离机（3550转） 

pH计 

溶氧测量仪 

过滤纸 

过滤薄膜设备 

过滤薄膜，有0.45微米的孔隙。如果过滤薄膜既不能让碳通过也不能吸收过滤的物质，那

么这种薄膜才是合适的。 
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测量有机碳含量和氧量的仪器 

1.6.1.3    接种体的预备 

用离心法或用以上准备的水冲洗从经过生物处理得到生物中得到的活性土壤 

活性土壤必须放在一个合适的环境中。从用适当的工作废水处理过的生物处得来的土壤

是可以使用的。为了得到尽可能多的不同种类的细菌，应该把不同来源的接种体混合。

（例如：经过不同处理的生物 ，土壤，河水等）。混合物就按以上描述的处理方式进行

处理。 

为了检查活性土壤的活性请看以下的“Functional control”  

1.6.1.4      测定溶液的准备 

向测定容器中加入500 mL 测定用水，2.5 mL/L 矿物质营养溶液和活性土壤形成混合物，

再向混合物中相应的加入0.2-1.0g/L干物质。加足够的测定物质溶液使得混合物质的DOC

浓度在50-400 mg/L之间。相关的COD浓度在100-1000mg/L之间。用测定用水总共配制1-4

升溶液，总体积由测定DOC或COD所需样品数量所决定，并且这个体积对以后的分析过

程是很重要的。 

一般来说，两升的体积是合适的。至少测量容器的体积应和每一个系列相平行。在其中

放入活性土壤和矿物质营养溶液，再加入相同体积的水。 

1.6.2  实验步骤 

20-25摄氏度在黑暗或散射光照下，用磁棒或螺旋桨在测量容器中搅拌。如果需要的话，

用被棉絮过滤器或洗瓶清洁过的压缩空气通气。但必须确保土壤没有下陷，并且氧气的

浓度不小于 2 mg/ L。 

如果需要，每天都必须检查 PH值，确保 PH值在 7-8之间。 

每次取样之前都必须要用蒸馏水补充上蒸发的损失，至需要的量。测定前在容器上标上

液体应该到的体积是个很不错的方法。在每次取样之前都应该做上新的标记。第一个样

品需要三个小时为了探测出活性土壤对测定材料的吸附性。 

实验材料的减少是由每天或其他规则时间间隔 DOC或 COD的测量来监控的。从测定容

器和空白处得到的样本通过一个仔细清洗干净的过滤纸过滤。最先过滤的 5 毫升溶液应

该丢弃。难于过滤的土壤应该离心 10分钟来祛除。DOC和 COD测量至少应该是原来的

两倍。这个实验将持续 28天。 

注意：仍浑浊的样品用过滤薄膜来过滤。过滤薄膜必须不能吸附或释放任何有机物。 
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活性土壤的功能测定： 

为了检验活性土壤的功能，应该用一个包含已知物质的容器和每一系列做平行实验，二

甘醇被认为是做这个实验很好的材料。 

适应： 

如果每过一定时间（一天）做一次分析。那么适应就可以由降解曲线描绘得到。因此测

定就不需要在周末之前马上开始了。 

如果适应发生在最后阶段，那么测定应该延长直到降解结束。 

注意：如果需要得到适应土壤行为的广泛知识，那么相同的活性土壤应该再一次以以下

步骤暴露于测定材料中。 

转换通风装置，并且允许活性土壤固定下来。清除表面液体，再用两升测定用水填充，

搅动 15 分钟，再次允许固定。再一次清除表面液体后，用剩下来的土壤及和 1.6.1.4 和

1.6.2相同的材料重复实验。活性土壤也可以用离心法代替沉降法分离。 

合适的土壤可以和新鲜的土壤混合成一定浓度干重为 0.2-1 g/Litre的溶液。 

分析方法： 

一般的，样品要通过仔细清洗的过滤纸过滤。（用蒸馏水清洗） 

仍然浑浊的样本用过滤薄膜过滤。 

DOC 浓度是用 TOC 仪器双份测量样品滤出液得到。如果滤出液当天不能测量，那么必

须在冰箱中储存到第二天再测量。而且不允许长期储存。 

COD浓度的测量和 DOC浓度的测量方法相同。 

2 . 实验数据和评估 

DOC 和 COD浓度应该用 1.6.2的方法双倍测量。T时刻的降解程度应根据 1.2所给的公

式计算。 

降解的范围在最大的百分数左右，实验最后得到的降解数量记作“Zahn-Wellens 实验的

生物降解能力”。 

注意：如果在实验时间结束前已得到完整的降解过程，并且实验实验结果由第二天的第

二次分析所证实，那么实验完成。 

3.  实验结果报告 

3.1 实验结果报告 

如果可能，实验结果报告应宝库以下内容： 
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——物质的最初浓度 

       ——测定物质，如果用了参照物和空白，他们的测定结果以及其他信息。 

       ——三小时后的浓度 

       ——生物降解曲线 

       ——取样的时间地点，适应状况，使用浓度。 

       ——实验过程改变的科学原因 

3.2实验结果说明 

DOC 或 COD 一天天地减少说明测定物质正在进行生物降解。然而，在一些情况下，物

理化学吸附可以发挥一定作用，并且表明 DOC或 COD完全或部分减少的时间，在开始

的三个小时里，在意想不到的低程度中，控制和测量表面液体的不同仍然存在。 

如果生物降解和吸附之间的差别很明显，那么进一步的实验是很必要的了。这可以有很

多方法来完成，但最好的方法是用表面液体或土壤做为实验的接种体（透气性测定实验） 

在实验中给出很高的，没有吸附损失的 DOC(COD)值的测定物质应该被认为具有潜在的

生物降解能力。部分的，没有吸附损失的 DOC(COD)表明化学药品受生物降解影响。很

低或没有 DOC(COD)减少可以归于由实验物质引起的微生物的抑制作用，并且这可以由

土壤的消散，浑浊的表面液体而显露出来。这个实验还应该用更低一点浓度的测定物质

重复进行。 

使用更高精确度的分析方法或由 14C 标记的测定物质可以得到更高的灵敏度。在用 14C

的情况下，14CO2的恢复可以确定发生了生物降解过程。 

如果实验结果在初级生物降解过程中已经给出，那么，如果可能，给出化学药品结构改

变导致的母系测定物质的反应丢失的解释。 

分析方法的确认必须与空白测定过程中发现的反应相一致。 

 

4．参考文献 

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 302 B, Decision of the Council C(81) 30 final. 

(2) Annex V C.9 Degradation: Chemical  Oxygen  Demand,  Commission  Directive 

84/449/EEC, Official Journal of the European Communities, No l 251,19.9.1984. 
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附录：实验结果评估示例： 

 

有机化合物  4-乙氧基苯甲酸 

  理论测定浓度  600mg/L 

  理论 DOC  390mg/L 

  接种物  脏水处理植物 

  浓度  每升一克干测定材料 

  适应状态  不适应 

  分析  DOC-测定 

  样品取量  3 mL  

  参照物质   

  化合物的毒性  浓度小于 1000mg/L无毒性 

 

 

 

测定时

间 

 

 

空 白

DOCmL

/L 

参照物 

 

DOC   

mL/g  

  

 

DOC 

net 

mg/L    

 

 

降解程

度 

   % 

 

 

 DOC   

mg/L 

测定物

质 

 

DOC 

net 

  mg/L 

 

 

降解程

度 

   % 

  0 

  3hour 

   1day 

   2day 

   5day 

   6day 

   7day 

   8day 

   9day 

   - 

   4.0 

   6.1  

   5.0 

   6.3 

   7.4 

   11.3 

   7.8 

   7.0 

   -  

  298.0 

  294.0 

  281.2 

  270.5 

  253.3 

  212.5 

  142.5 

  35.0 

  300.0

  294.0

  282.2

  276.2

  264.2

  245.9

  201.2

  134.7

  28.0 

  - 

  2 

  6 

  8 

  12 

  18 

  33 

  55 

  91 

  - 

  371.6

  373.3

  360.0

  193.8

  143.9

  104.5

  58.9 

  18.1 

  390.0 

  367.6 

  367.2 

  355.0 

  187.5 

  136.5 

  93.2 

  51.1 

  11.1 

  - 

  6 

  6 

  9 

  52 

  65 

  76 

  87 

  97 
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10day 

   18.0   37.0 

   

  19.0 

   

  94 

   

  20.0   2.0   99 

   

 

 

 
 

 

          ExampLes of biodegradation 生物降解示例 

Degradation  降解 

Substance  物质 

Peptone  胨 

ALipHatic amine 脂肪胺 

GLycoLether 乙二醇醚 
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Time  时间 

 

 

 

ExampLes of sLudge adaptation 土壤适应性示例 

Degradation 降解 

Substance  物质 

PoLyvinyLaLcohoLe  聚乙烯醇 

Adapted 适应 

Non adapted 不适应 

Adaptation pHase 适应段 

Degradation pHase 降解段 

Endpoint 终点 
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C.10. 生物降解 

活性土壤仿真实验 

1. 测定方法 

1.1  引言 

1.1.1  一般性叙述 

本方法适用于在实验浓度范围内，符合以下条件的有机物质： 

     ——在水中的溶解度可以达到测定溶液浓度准备步骤中所必须的范围要求。 

     ——在实验条件下具有可忽略的蒸汽压 

     ——对细菌没有抑制作用 

关于测定材料主要组成部分相关比率的信息在阐明所得到实验结果时是很有用的，尤其

在实验结果不太令人满意的情况下更是这样。 

有关测定物质对微生物的毒性的信息对低实验实验结果的阐述以及合适的测定浓度的选

择是很必要的 

1.1.2 最终生物降解能力的测定（DOC或 COD分析） 

这种实验方法的目的是通过测定在 DOC浓度大于 12mg/L时,在 20mg/L时比较适合，活

性土壤样本的任意一种代谢物或测定物质的减少来测定最终生物降解能力。 

测定材料的有机碳容量必须已经确定。 

1.1.3 最初降解能力的测定 

这种测量方法的目的是测定活性土壤植物样本中物质的初级生物降解能力，浓度大约在

20mg/L，并使用一种精确的测量方法（如果分析方法和毒性考虑允许，浓度范围可以适

当的放宽）。这允许对物质初级生物降解进行评估（不包括母体的化学结构）。这个实验

方法的目的不是对实验物质矿化的测量。 

对测定物质而言，一种适当的分析方法必须是可行的。 

1.2. 定义和单位 

1. 2.1  DOC/COD分析 

物质的降解程度由下式给出： 

%100
)( 0 ×

−−
=

T
EET

DR
 

式中： 
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DR：给出的平均保留时间内相对于试样的每 DOC/COD中的降解程度。 

T  ：流入液中试样浓度，（以 mg DOC/L或 mg COD/L表示） 

E  ：测定单元流出液中 DOC(或 COD浓度)，以 mg DOC/L或 mg COD/L表示 

0E  ：空白单元中流出液中的 DOC(或 COD浓度)，以 mg DOC/L或 mg COD/L表示 

在给定的保留时间内相对于试样降解，以百分 DOC(或 COD)减少表示。 

1.2.2 专门分析 

在该给定的平均保留时间内被测物从水相(Rw)中的消除百分比 

%1000 ×
−

=
I

I
w C

CC
R

      [ ])(1 b  

式中： 

IC ：在流入测量单元中物质的浓度（mg 物质/升，由具体的分析决定） 

0C
：在流出测量单元中物质的浓度（mg 物质/升，由具体的分析决定） 

1.3. 参考物质 

当研究一种新物质时，参考物质也许是有用的；然而，这需视具体的参考物质而定。 

1.4. 测定方法原理  

对最终生物降解能力的测定，在两个活化的沉淀引导单元（OECD 试验指南单元或多孔

瓶单元）被平行运行，试样被添加到单元的流入单元（综合的或是家庭的污水），而其他

的只接受污水。在流入流出中用专门的方法对最初生物降解的分析中，只有一个单元是

有效的。 

流出中的 DOC(或 COD)浓度是被测量的，或者物质浓度由专门分析方法测定。 

决定于试样的 DOC不是被测量，而是被简单陈述。 

当 DOC(或 COD)测定进行时，最开始的分子的浓度改变是能被测量的（最初生物降解）。 

这些单元必须以双单元模式运行。 

1.5. 定量标准 

物质开始浓度决定于使用的分析类型和它的局限性。 

1.6  测定方法描述 

1.6.1 准备 
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1.6.1.1. 实验仪器 

除非使用特殊的分析，需要一对同类的单元。使用两种设备： 

OECD试验指南测定： 

仪器（附录 1）包含用于综合污水的储存管（A）,抽水泵(B)，通风管（C）, 分离器（D），

空气筒(E)，用于循环已活化的沉淀和管道(F)用于收集已处理的流出液。 

管道 A和 F必须是玻璃或是合适的塑料，并且能容纳至少 24升。泵 B必须向通风管持

续提供连续的综合性污水。在正常的操作中，分离器 D的高度应该固定以使通风管中的

体积为 3升混和液。一个烧制的充气球(G)被悬挂在管(C)圆锥的末端，通过流量表监控充

气装置鼓入的空气的量。 

空气筒 E 被放置以使来自分离器的活化的沉淀被连续的循环到通风管 C 

“多孔瓶” 

多孔瓶由可渗的多聚乙烯板（2mm厚，最大孔径 95μm）制成。他们被做成锥底为
o45 ，

直径为 14 cm的园柱体。多孔瓶被包含在不透水的管道中，其直径为 15cm，在圆柱体部

分高度为 17.2cm处有一出口，这一出口决定了壶内 3升的体积。内管顶部有一硬的由合

适塑料制成的支持环，可使内外管间有 0.5cm的流出空间。 

多孔瓶可被置于温度可控的水浴的底部。空气被充入有合适的扩散器的内管底部。 

管 A和 E必须是玻璃制的或是合适的塑料材料，且至少可容 24升。泵 B必须向通风管

提供持续的综合性污水流。提供这种要求的进入流和浓度的任何系统皆可使用。 

空闲的内多孔瓶用于代替任何在使用中被堵塞者，被堵塞的多孔瓶应用次氯酸盐溶液 24

小时浸泡以疏通，并继以大量的自来水冲洗。 

1.6.1.2. 过滤 

孔径为 45μm的膜滤设备和膜滤器。在过滤过程中既不释放碳也不吸收物质的膜滤器是

合适的。 

1.6.1.3 污水 

可使用适当的综合型供给或生活污水。 

综合型供给污水水样 

每升水中的溶解物： 

消化蛋白质：                     160 mg 

肉汁 ：                          10 mg 
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尿素：                           30 mg 

NaCL:                             7 mg 

CaCl2.2H2O:                       4 mg 

MgSO4.7H2O:                      2 mg 

K2HPO4:                          28 mg 

生活污水： 

每日应从排放的主要生活污水处理厂的主要贮存水罐中收集。 

1.6.1.4 测定物质的储备液 

试样溶液的浓度，例如 1%，应在添加到测定单元中之前而准备好。这种物质的浓度应

是确定的，以便于加入合适体积的溶液到污水中或者通过第二个泵直接加入，从而得到

规定浓度的被测液。 

1.6.1.5 细菌培养液 

注意：当使用生活污水时，可能没有必要使用低浓度细菌培养液，但应使用活化的沉淀。 

可使用一种培养液。 

给出三个合适的培养液的例子： 

(a) 来自次级流入液的细菌 

这种培养液应从来自处理主要生活污水的处理站的高质量的流液中获得，流出液在取样

和使用的空隙中应保持在有氧条件下。为准备培养液，试样应从粗糙的过滤器中过滤出，

抛弃开始的 200mL。滤出液应保持在有氧条件下直至使用。培养液应在收集的当天使用。

至少 3mL用于培养。 

(b) 复合培养液 

来自次级流入液的细菌 

见以上的描述。 

来自土壤的菌种： 

100g花园土（肥沃的，而非贫瘠的）置于 1000mL不含氯的饮用水中。（含极大量陶瓷碎

片，沙或者腐殖质的土壤不适合）搅拌后，悬浊液静置 30min。表层用粗糙的滤纸过滤，

抛弃前 200mL。滤液立即置于空气中直至使用。培养液必须在当天使用。 

来自表层水的菌种： 

更多的部分培养液来自腐殖介层表层水。试样通过粗糙的过滤纸过滤，弃去开始的
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200mL。滤出液置于空气中使用。培养液必须在收集的当天使用。 

混合相同体积的三种部分培养样品，最终的培养液即来自混合液。至少使用 3mL用于培

养。 

(c) 来自活性污泥中的细菌 

一份（不多于 3升）来自于生活污水主要处理厂露天储存罐的活化沉淀（达到 2.5g/L的

悬浊液）可用作菌种。 

1.6.2 试验步骤 

测定在室温下进行，即温度保持在 18℃和 25℃之间。 

如果合适的话，测定应在较低温度下（低至
o10 ）进行，如果待测物已降解则无需进行更

多的准备，但是若其未降解，则测定应在 18℃和 25℃之间的连续温度下进行。 

1.6.2.1 操作阶段：单元中沉淀物形成/稳定 

沉淀物生长/稳定期是在活化污泥悬浊液和使用的操作条件下单元进展到稳定状态的时

期。 

操作阶段是从样品开始加入到它的降解达到一个平台（相对于常量），这一时期不超过 6

周。 

评估期为 3 周的时间，从试样开始降解直至到达相对的稳定和通常的高值。对于那些在

开始的 6周内几乎不表现出降解的物质，评估期为接下来的 3周。 

刚开始时，用混合流入液的含菌液充满一个单元。 

充气机（和 OECD规定的检测单元中的空气筒 E）和抽水装置 B开始运行。 

没有待测物的流入液必须以 1升每小时或者 1.5升每小时的速度通过空气管(C)；这样就

导致了 3小时或 6小时的平均保留时间。 

充气速度应该被调节到管(c)中的氧气含量保持恒定在 2 mg/L. 

必须以适当的方法防止起泡。一定不能使用抑制淤泥活化的防起泡试剂。 

在通风管(c)的顶部（以及在 OECD 测定单元中沉淀管(D)基部和循环装置中）的污泥应

通过刷洗或者其他的办法至少每天一次返回到混合液中。 

当污泥不能沉降时，可以通过加入 2mL 5%三氯化铁的方法增加它的密度，如需要可以重

复。 

流出液在管(E或 F)中收集 20或 24小时，样品可在混合后取出。管(E或 F)应该被仔细清

洗。 
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为了监控整个过程的效率，积累流出液滤出液中化学需氧量(COD)或者溶解有机碳(DOC)

至少每周两次测量。滤过的流入液也同样（滤过时使用孔径为 0.45μm的膜，开始的 20mL

应被弃去） 

当得到粗糙的正常每日降解时 COD或 DOC减少应该达到平衡。 

露于空气中的罐中的含有活化沉淀的干燥物质应该每周测量两次（以 g/L表示）。单元应

该用以下两种方法之一运行：露于空气中的罐中的含有活化的沉淀的干燥物质应该每周

测量两次，或者如果多于 2.5g/L，过量的活化的沉淀应被弃去；或者给出从每一个管中

遗弃的 500mL混合液六周的平均保留时间。 

当两个单元足够稳定时的参数（过程中的效率（在 COD或 DOC降解中），沉淀浓度，沉

淀沉降能力，流出液浑浊程度等）被测量或估算时，试样应被导入到其中一个单元的流

入液中，正如 1.6.2.2. 

或者测出物应该被加入到沉淀增长期的开始阶段，特别是当沉淀被作为细菌培养液加入

的时候 

1.6.2.2. 实验步骤 

运行时期的操作条件应当被保留，足够的试样的储备液（接近 1%）应被加入到测定单元

的流入液中以得到污水中试样（接近 10 到 20DOCmg/L 或者 40mgCOD/L）的浓度，这

可由每日混合储备液到污水中或者利用单独的泵系统得到，这些浓度可以被逐渐得到。

如果试样对活化沉淀没有毒害效果，也可以测定更高的浓度。 

空白单元仅由没有加入物的流入液构成，提取适当体积的流出液用于分析和通过膜滤器

过滤（0.45μm），开始的 20mL应被弃去。 

滤过的样品应在当天分析，否则它们必须以其他适当的方法保存，例如在每 10毫升滤出

液中使用 0.05mL 1%的HgCL2或者在 2℃到 4℃下保存到 24小时或者在低于-18℃下保存

更长时间。 

在运行期，对于添加试样，不应该超过六周，评估期不应该短于三周，即为了最后实验

结果的计算应该得到 14到 20次测量。 

复合单元模式 

复合的单元应该以交换 1.5L每天来自两个单元间的沉淀通风管混合液得到（包括沉淀）。

在强吸收物质情况下，1.5L 仅来自于陈化管中的表层液被倾入到其他单元的活化后的沉

淀管内。 
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1.6.2.3. 分析 

根据不同物质的表现可采取两种不同的分析方法： 

DOC和 COD 

DOC浓度的测量应和附录 2中的 C分析或者 COD值相同 

专门分析 

试样的浓度由合适的分析方法决定。当可能时，应进行对沉淀物中物质吸收的专门测量。 

2. 实验结果和评估 

2.1. 复合单元模式 

当使用复合单元模式，每日降解程度，DR由式 1.2.1计算 

每日降解程度 DR由在菌种交换过程中的物质转运的 DRc修正，方程[2]用于 3小时，方

程[3]用于 6小时平均保留时间。 

3
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3
4

−= DRDRc
            [2] 
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           [3] 

由[4]式计算 DRc值序列的平均和标准偏差 
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               [4] 

 

式中： 

DRcs
=DRC值序列的标准偏差， 

DRc =DRc值的平均， 

n    =决定次数。 

DRc序列的离群值是由合适的统计过程消除，例如 NaLimov（6），在 95%概率水平上平

均值和离群值的标准偏差单独的 DRc集合是被重新计算的。 

最终实验结果是由方程[5]计算 
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n
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s

n α;1−±=
       [5] 
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式中： 

α;1−nt =表值 E和 0E
的 n个值对应的 t和静态置信概率 P（P=1-α），P为 95%（1）。 

实验结果被描述为在 95%置信概率下的容许限的平均、相对标准偏差和数据的自由 DRc

数值集合中离群值数值的数目和离群值的数目等等。 

DRc=98.6± 2.3%DOC消除， 

S  =4.65%DOC消除， 

n  =18, 

x  =离群值的数目。 

2.2.非复合单元模式 

单元的表现可由下式来核对： 

COD或者 DOC的消去百分比
100×

−
=

污水或

流出或污水或

DOCCOD
DOCCODDOCCOD

 

这些每日的消除量可被绘制成图形以便揭示出变化趋势，例如环境适应性。 

2.2.1. 使用 COD或 DOC测定 

每日降解程度由 1.2.1式计算 

DRc值序列的平均已经求得，此外它的标准偏差由下式计算： 

                  1

)(
1

2

−

−
=
∑
=

n

DRDR
DR

n

i
i

s

        [6] 

式中： 

DRs =DR值序列的标准偏差， 

DR =DRi值的平均， 

n    =决定次数。 

DR 序列的离群值是由合适的统计过程消除，例如 NaLimov（6），在 95%概率水平下平

均值和离群值的标准偏差单独的 DRc集合是被重新计算的。 

最终实验结果是由方程[7]计算 
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式中： 
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α;1−nt =表值 E和 0E
的 n个值对应的 t值和静态置信概率 P（P=1-α），P为 95%（1）。 

实验结果被描述为在 95%概率下的容许限的平均，相对标准偏差和数据的自由 DR 数值

集合中离群值数值的数目和离群值的数目等等。 

DR=98.6± 2.3%DOC消除， 

S  =4.65%DOC消除， 

n  =18, 

x  =离群值的数目。 

2.2.2. 使用特别的分析 

水相（Rw）中试样的消除百分比由式 1.2.1计算。 

3. 实验结果报告 

3.1 测定结果报告 

如果可能的话测定结果应该包括以下几项： 

— 给出的附录 3的表格表示出了测定的操作条件， 

— 选择的实验仪器（OECD试验指南中的或者多孔瓶）， 

— 选择的操作模式：复合单元模式或者其他， 

— 污水的种类：综合性的或生活污水—在生活污水中应该表明试样的日期和位置， 

— 使用的细菌培养液表明试样的日期和位置， 

— 当使用专门的分析时，关于分析测定方法描述， 

— 绘制 COD或 DOC的相对时间，包括操作期和估测期， 

— 作为储备液中的 COD或 DOC的试样的分析性回收， 

— 如果使用专门的分析方法时，从水相的相对期（包括运行期和估测期）绘制试样的

消除百分比， 

— 试样的平均 DOC 或 COD 消除和平均偏差计算是来自于估测期和实验结果，特别

是当在连续的操作中有试样的稳定的消除， 

— 相对期活化后沉淀浓度的图表， 

— 关于活化后沉淀的评估（过量沉淀的弃去，气泡的出现，FeCL3等）， 

— 测定中使用物质的浓度， 

— 在沉淀上所做分析的实验结果， 

— 试样和使用的参考物质的所有信息或实验结果， 
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— 实验过程中对任何变化的科学推理。 

3.2. 实验结果的解释说明 

来自水相试样的低消除可能是因为试样中有机物的抑制。这可由沉淀的消除和减少给出

的浑浊的表层液和 COD或 DOC效率的减少所揭示。 

物理和化学的吸收有时也可以起作用，在分子上的生物作用和物理的化学的吸收的不同

可由在沉淀上进行的合适的解吸附作用得到。 

在生物降解（或者部分生物降解）吸附之间的差别明显的话，需要进一步的测定。 

这可以由很多方法完成，但是最可信的方法是使用表层液作为设定背景的细菌培养液（测

定透气性的方法更好）。 

如果观察到了高的 COD或 DOC消除，它是来自于生物降解，而在低的降解中，在消除

中的生物降解中的作用尚不清楚。例如，如果一种可溶的化合物表现出了常数为 98%的

高化学吸附，则过剩的沉淀的消耗量为 10%每天，达到 40%的消除是可能的；源于化学

吸附和过剩沉淀的消除，剩余沉淀消耗率为 30%，可以达到 65%（4）。 

当使用专门的分析时，应注意到物质结构和专门分析方法之间的关系，在这种情况下，

观察到的现象不能被解释为物质的矿化作用。 

 

4. 参考文献 

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 303 A, Decision of the Council C(81) 30 final. 

2) Annex V C9 Degradation Test -Chemical Oxygen  Demand, Commission Directive 

84/449/EEC, Official Journal of the European Communities, No l 251,19.9.1984. 

3) Painter, H. A., King, E. F., WRC Porous-Pot method for assessing biodegradability, 

Technical 

Report TR70, June 1978, Water Research Centre, United Kingdom. 

4) Wierich, P., Gerike, P., The fate of soLubLe, recalcitrant, and adsorbing compounds in 

activated 

sLudge plants, Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 5, No 2, June 1981, pp. 161 to 

171. 

5) Council Directives 82/242/EEC and 82/243/EEC, OfficiaL Journal of the European 

Communities, No l 109, 22. 4. 1982, amending Council Directives 7Y404/EEC and 

73/405/EEC  on biodegradability of detergents, Official Journal of the European 
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附录 1 

图 1 

 

 

A: 储存管 (storage vessel)              E：空气筒(air lift) 

B：抽水泵 (dosing device)              F：收集器(collector) 

C：通风管(aerating chamber )（3升容量）G：充气机(aerator) 

D：陈化管(settLing vessel)               H：空气流量表(air flow meter)（选用）  
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MateriaLs: glass or waterproof plastic (hard PVC)    

物质：玻璃或者防水塑料（硬 PVC） 

hard PVC  

硬 PVC 
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附录 2 

图 1 

用于测定生物降解的仪器 

关键词：A=储存管 (storage vessel)    E=流入液收集管(effLuent collection vesseL) 

B=抽水泵 (dosing pump)      F=空气扩散装置(diffuser-stone aerator) 

C=多孔瓶(porous aeration vessel) G=空气流量表(rotameter)（选用） 

D=外部的防渗管(outer impermeable vessel)   

 
 图 2   3升多孔瓶通气管道详图 

internal diameter of porous pot 多孔瓶内径 

rim 边缘层 

seal 密封层 

internal diameter of outer pot 外瓶内径                               

not to scale 未按比例 

side of cone, inner 内部锥体边长                                

side of cone, outer 外部锥体边长 

 



 134

C.11.  生物降解 

活化污泥的呼吸抑制试验 

1. 实验方法 

1.1. 引言 

这种方法通过测量在不同浓度下试样在给定的条件下的呼吸速率描述了评价试样微生物

效果的方法。 

此方法的目的是提供快速的筛分方法，识别能相反地影响好氧的微生物的处理，并且表

现合适的在生物降解试验中使用的非抑制试样浓度的试样。 

寻找浓度范围的试验应该在最终的实验之前完成。它提供关于在主要实验中使用的浓度

的量程的信息。 

没有试样的两种对照应该被包括在实验的设计中，一个在开始而另一个在实验序列的末

尾。每一批活化的污泥也应该以参考物质核对。 

这种方法已大量用于由于水溶性和低挥发性而易于留在水中的物质。 

对于在实验介质中有有限溶解性的物质，测定 EC50值是不可能的。 

当试样有非偶合氧化磷酸化的倾向时，建立在氧气吸收上的结论可能导致错误的实验结

果。 

在进行实验时使用下列的信息可能是有用的。 

— 水溶性 

— 蒸汽压 

— 结构式 

— 试样纯净程度 

建议 

活化的污泥可能含有潜在的致病生物，应仔细加以处理。 

1.2. 定义和单位 

呼吸速率是在通气的污泥中水生微生物的氧气的消耗，大体上以毫克 O2每小时每毫克沉

淀表示。 

为计算在特定浓度下试样的抑制效果，呼吸速度以两个对照呼吸速度的平均百分比表示： 

                         
=×⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+

− 100
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式中： 

sR =试样在被测浓度下氧的消耗速率 

1cR =对照组 1中的氧消耗速率 

2cR =对照组 2中的氧消耗速率 

在这种方法中的 EC50是在这种方法描述条件中的呼吸速率为 50 %的试样的浓度。 

1.3. 参考物质 

推荐为 3,5－二氯酚，作为已知的呼吸抑制剂，常用于检查污泥的敏感性，在每次的活化

沉淀中用作参考物和用于 EC50实验。 

1.4 测定方法原理 

充满标准数量的综合性污水的活化沉淀的呼吸速率是在他们接触 30分钟或者 3小时后测

量的。在其余标准条件下试样不同浓度的相同活化的沉淀的呼吸速率也是被测量的。在

特定浓度下试样的抑制效果是以两个控制组之间的平均呼吸速度百分比表示的。EC50值

是由不同浓度下的测量计算得到的。 

1.5  定量标准 

实验结果在以下条件下有效： 

— 两个对照呼吸速率互相相差在 15% 以内 

— 3，5-二氯苯酚的 EC50（30分钟或者 3小时）在可接受的范围内，即 5 mg/L到 30 

mg/L 

1.6  测定方法描述 

1.6.1 反应物 

1.6.1.1 试样溶液  

试样溶液为在研究开始时使用储备溶液新鲜制备的。如果实验过程如下的话浓度为 0.5 

mg/L的储备液是合适的。 

1.6.1.2 对照物溶液 

例如 3，5—二氯酚的溶液以以下方法准备：0.5 g 3，5—二氯酚溶于 10 mL 1 M的 NaOH，

再用蒸馏水稀释至接近 30 mL，搅拌下加入 0.5 M  H2SO4（约使用 8 mL）到开始的沉淀

中，最后用蒸馏水稀释混合液到 1升。此时溶液的 pH 值应在 7到 8 的范围内。 

1.6.1.3 综合性污水 
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综合型供给污水水样由在 1升中溶解下列物质构成： 

— 16 g   消化蛋白质 

— 11 g   肉汁 

— 3 g    尿素 

— 0.7 g   NaCl 

— 0.4 g   CaCl2·H2O 

— 0.2 g   MgSO4·7H2O 

— 2.8 g   K2HPO4 

注解 1：这种综合性污水为在 OECD 技术实验实验结果报告“综合清洗剂中表层液体生

物降解的计划测量方法”（1976年 6月 11日）的 100倍浓度。 

注解 2：如果准备好的介质没有立即使用，它应该在 0到 4℃下暗处保存，并且在它的组

成不发生变化的情况下不多于一个星期。介质也可以在储存前先杀菌，或者在进行实验

前不长的之间内加入消化蛋白质和肉汁。使用前应将其混合好并且调好 pH值。 

1.6.2 实验仪器 

测量仪器：精确的设计不是关键。然而，应该有颈部空间并且探针应该与测量瓶瓶颈紧

密吻合。 

普通的实验设备特别是下列设备是必须的： 

— 测量仪器 

— 充气装置 

— pH计和测量设备 

— O2计 

1.6.3. 细菌液的准备 

来自处理主要生活污水的污水处理厂的活化的污泥被用作实验中的微生物培养液。 

如果需要的话，带回到实验室后，大颗粒可以短期的陈化（例如 15 min ） 除去。倾出

上层液中固体用于使用。或者，污泥以搅拌器混合几秒。 

此外，如果认为出现了抑制性的物质，污泥应以水或者等渗溶液洗，离心后，倾出上层

液（这一过程重复三次）。 

干燥称量少量污泥。从这实验结果中，悬浮固体质量在 2到 4g/L的混合液中湿污泥的量

可被计算。如果按照以下试验过程，这一水平给出了在 0.8到 1.6 g/L的试验介质的浓度。 
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如果不能在收集的当天使用污泥，每升按上述步骤准备的活化污泥应加入 50 mL综合性

污水；然后应该在 20±2℃下一直暴露于空气中直至使用。使用前应检查并调好 pH，如

果必要的话，应调至 pH6到 8。混合的悬浊液应以其前面段落所描述的方法测量。 

如果同期的污泥要求在接下来的几天时间使用（最多为 4天），在每天之后，应加入额外

的 50 mL综合性污水到每升污泥中。 

1.6.4. 实验操作 

持续/接触时间：充气条件下 30分钟或者 3个小时。 

水：                   饮用水（如果需要的话为去氯的） 

空气供应：             干净，不含油的空气。空气流量为 0.5到 1升每分钟 

测量仪器：                     一个例如 BOD烧瓶的有平坦底部的烧瓶 

氧测量器：                     合适的氧电极与一个记录器 

营养物溶液：                   合成的污水(见上) 

试样：                         试验溶液试验开始时新鲜制备 

参考物质：                     3,5-二氯苯酚(至少 3 个浓度) 

控制：                         没有试样的种菌样品 

温度：                         20±2°C 

下面给出了一个建议试验性的过程：跟踪试验和参考物质接触 3小时 

使用若干容器(例如一个 1升烧杯)。 

应该使用至少 5个浓度,由一个最好为不超过 3.2不变因子分隔。 

在 “0”时间,把合成污水进料的 16mL用水稀释到 300mL 。加入 200mL微生物培养样

品，把全部的混合物( 500mL )倒入第一个容器(首先控制 C1 )。 

试验容器应该连续地被充气已保证溶解的 O2不低于 2.5 mg/L,并且，在测量呼吸作用的速

率之前,O2集中度约为 6.5 mg/L。 

在“15分钟”( 15 分钟是任意的，只是方便间隔)，重复上面操作,除了把试样的那 100mL

储备溶液在加水到 300mL之前加入 16mL合成废水，并且加入微生物菌种到 500mL。然

后把混合液倒入第二个容器并且按上述方法通气。用不同体积的实验物质储备液以 15分

钟的间隔重复这一过程，得到一系列包含有不同浓度的测定物质的容器。最后, 第 2 控

制准备好了( C2 )。 

3 小时以后， 记录 pH 值，并把第一容器混合均匀的样品倒进测量仪器，直到 10 分钟
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时测量呼吸作用速率。 

以 15 分钟的间隔分别对每个容器中的物质进行测量,以这样的方法每个容器中物质的接

触时间是 3 个小时。 

参考物质在每批微生物菌上用同样的方法试验。 

当测量在接触 30 分钟以后进行时，不同的模式(例如超过一个氧测量仪)将是必要。 

如果需要测量化学耗氧量，需要更进一步的容器，包含试样，合成污水养料和水，但是

是没有活性的沉淀物。在 30 分钟通气时间后测量并且记录氧消耗或 3小时 (接触时间)。 

2 .数据和评价 

呼吸作用速率可从记录机在近似 6.5mg O2/L和 2.5mg O2/L之间的记录计算出, 或当呼

吸作用速率较低时从超过 10分钟的时候计算。被测量了呼吸作用率部分的呼吸作用曲线

应该是线性的。 

如果两次控制的呼吸作用率不在对方值的 15%以内，或 EC50 ( 30 分钟或 3 个小时)参

照物值不在接受范围( 5～30 mg/L对 3,5-二氯苯酚),试验是无效的并且必须重复。 

每一试验浓度中抑制物的百分含量都要被计算(参见 1.2 )。在普通对数纸（或概率对数纸）

上用抑制物的百分含量对浓度作图，EC50的值可以导出。 

95%置信限的 EC50值能使用符合规范的过程测量。 

3 .实验结果报告 

3.1 实验结果报告 

如果可能，试验实验结果报告将包含下列部分： 

——试样:化学的鉴定数据, 

——试验系统:来源，浓度，任何对活性沉淀物的预处理, 

——试验条件：在呼吸作用测量前反应混合物的 pH，试验温度，试验持续时间，参考物

质和它测量的 EC50，无活性的氧吸收(如果有)。 

——实验结果：所有测量数据，计算 EC50的抑制曲线和方法， 

EC50，如果可能，具有 95%置信概率，EC20和 EC80，所有能影响实验结果的观察和任

何偏离试验方法。 

3.2 .数据的解释 

 EC50 值应该也仅仅只能被认为是试样可能的对活性泥浆污水处理或废水微生物的毒性

的指示，因为在环境发生的复杂的相互作用不能精确地在实验室中的试验模仿。另外,对
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氨氧化有抑制作用的试样也可以产生不正常的抑制曲线。因此,这种曲线应该谨慎地解释。 

 

4.参考文献 

1) International Standard ISO 8192-1986. 

2) Broecker, B., Zahn, R., Water Research 11,1977, p. 165. 

3) Brown, D., Hitz, H. R., Schaefer, L., ChemospHere 10, 1981, p. 245. 

4) ETAD (EcoLogical and Tox.icological Association of Dyestuffs Manufacturing Industries), 

Recommended Method No 103, also described by: 

5) Robra, B., Wasserl Abwasser 117, 1976, p. 80. 

6) Schefer, W., Textilveredlung 6,1977, p. 247. 

7) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 209, Decision of the Council C(81) 30 final. 
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C.12. 生物降解 

改良 SCAS 试验 

1 .方法 

1.1 引言 

这种方法的目的是估算水溶性的，不易挥发的有机物质长时间暴露在相对高浓度的微生

物中时的最终降解的潜能。在这期间每天加入固定的污水养料维持微生物的生存能力。

（对周末要求，污水要在 4℃存储。另外,OECD的合成污水要使用确定的试验） 

在悬浮的固体上的物理化学吸附作用可能发生并且当解释实验结果时，这必须考虑(参见 

3.2 )。 

因为长时间的液相(36 小时),并且间歇性的增加养料,试验不模拟在污水处理装置中经历

的条件。实验包含了各种试样，结果表明试验有高的生物降解潜能。 

试验提供的条件对选择或改造对实验物质有降解能力的微生物很有利。（这个过程也可以

被用来生产习惯于新环境的菌种在另外的试验中使用。） 

用这个方法，测量溶解的有机碳的浓度可以用来判定试样最终的生物降解能力。这样可

以在酸化和净化以后更好的测定而不用区分总碳和无机碳的差别 。 

特定的分析方法的同时使用可以对物质主要的降解做出评价(上一步化学结构的消失)。 

这种方法仅仅对那些在试验中浓缩使用了的有机体的试样适用： 

——在水里是可溶的(至少 20mg溶解的有机体碳/升), 

——有可以忽略的蒸气压力, 

——不抑制细菌的, 

——在试验系统内不存在显著地吸附的, 

——不随试验溶液起泡而损失。 

必须确定测定物质中有机碳的含量。 

测定物质中主要成分的相对比例的信息对解释获得的实验结果将是很有用的，特别是对

于实验结果较差或处于边缘的情况。对微生物毒性的信息也许对解释实验结果较低和选

择合适的浓度是有用的。 

1. 2定义和单位 

CT    = 通气开始时，当时存在或加入澄清污水的测定有机碳的混合物的浓度 

       （毫克/升）； 
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Ct     = 通气结束时，在测定的澄清溶液中溶解的有机碳的浓度（毫克/升）； 

Cc    = 通气结束时，在对照物的澄清溶液中溶解的有机碳的浓度（毫克/升）。 

生物的降解在这种方法中定义为消失的有机碳。生物的降解可表示为： 

1.每天加入物质的总量的分解百分数Dda： 

 其中Dda=降解量/每天加入量。 

2.在每天的开始，存在的物质总量的分解百分数Dssd 

 

其中Dssd=降解量/每天开始时物质的量； 

下标i和(i+1)表示测量的日期。 

如果废水可溶性有机碳每天的种类都不同，方程式2（a）是值得选用的，而若废水可溶

性有机碳每天的种类保持相对固定则可使用2（b）。 

1.3 参考物质 

一些情况时，如考察一种新物质，参照物质也许是有用的；然而这里没有推荐的参考物

质。 

主要给出了几种化合物用环试验估价的数据（见附录1）,因此可以不时地进行方法校正，

当使用别的方法时可以与之实验结果相类比。 

1.4 实验方法原理 

将从废水处理装置中得到的活性污泥装入一个半连续的活性污泥(SCAS)装置。将试样和

民用污水加入，向这混合物中通气 23小时。然后停止通气让污泥沉淀，移去澄清液体。 

保存在空气室中的污泥然后用进一步的等量试样和污水混合，重复以上循环。 

生物降解通过测定澄清液体中溶解有机碳的含量来确定。所得值可以与从只装有沉淀废

水的对照试管中获取的液体计算值相比较。 

当使用特殊的分析方法时，根据生物降解的可测性改变母体分子的浓度（初级生物降解

能力）。 
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1.5    定量标准 

用这种基于移去溶解的有机碳的实验方法的再现性还未被确定。（当考虑初级生物降解

时，从广泛被降解的物质中获得非常精确的数据）。 

这种方法的灵敏度很大程度上取决于空白的多样性，较低程度上决定于测量溶解的有机

碳含量的精度和每次循环开始时液体中试样的含量。 

1.6   实验过程描述 

1.6.1 准备 

充分数目的干净通风装置，或者可以使用原装的 1.5 升 SCAS 的实验装置组装好每份试

样和对照物的空气进口管（见图 1）.向实验装置中提供压缩空气，通过棉花的过滤装置，

应有丰富的有机碳，用水预先饱和装置以减少蒸发损失。 

一份混合的液体样本，每升含有 1 到 4 克悬浮固体，是从主要处理民用污水的装置中的

活性污泥中获得的。每个通气装置中至少需要大约 150毫升的混合液体。 

用蒸馏水配制试样的储备溶液，浓度一般需要 400 毫升每升，以有机碳的形式表示，这

可以在每次通气循环开始当生物降解还没发生时提供浓度为 20毫克每升的试样。 

只要对微生物的毒性在允许范围内可以用较高的浓度。 

测量储备液中有机碳的含量。 

1.6.2.   实验条件 

实验必须在 20到 25℃时进行。 

使用高浓度的好氧微生物（1到 4克每升悬浮固体），36个小时的有效延迟时间。在每次

通气循环开始后的 8 小时内，污水加料中的含碳物质被广泛的氧化。此后在余下的通气

时间内污泥内部进行呼吸作用，在这段时间内试样是唯一有效的底物直到其也被完全代

谢掉。与以民用污水做为介质的每天加入料紧密相关的这些特征，为适应性和高度的生

物降解提供了非常适宜的条件。 

1.6.3.  实验操作 

主要从合适的民用活性污泥装置或实验设备中获得混合的液体样品并在实验使用之前使

它保持好氧性。在每个通气装置和对照装置中加入 150 毫升混合液体（如果使用原装的

SCAS 实验设备，将给出的体积扩大 10 倍），开始通气。23 小时之后，停止通气，让污

泥沉淀 45分钟。依次打开各容器的阀门，回收部分澄清溶液 100毫升。加入 100毫升使

用前刚得到的沉淀民用污水样品到每个仍有污泥的通气装置。重新开始通气。在这一阶
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段不加入试样，每天只把民用污水加入装置直到可从沉淀中得到澄清液体。这通常要花

费两个星期的时间，在这段时间内澄清液体中有机碳的含量在每次通气循环结束时接近

固定值。 

在这段时间结束时，混合单个沉淀物，在每个装置中加入 50毫升最终合成的污泥。 

在对照组中加入 95 毫升的沉淀污水和 5 毫升水，在实验组中加入 95 毫升沉淀污水加 5

毫升试样的储备液（400 毫克每升）。再次开始通气并持续 23 小时。然后让污泥沉淀 45

分钟，倒出澄清液体，分析其中溶解的有机碳的含量。 

在实验中，每天重复以上“加入—倒出”过程。 

在沉淀之前，有必要将容器壁清洗干净以免在液面以上有固体聚集。每个容器都要使用

各自的刮壁器或刷子以免交叉污染。 

理论上，虽然较少的分析频率是允许的，但澄清溶液中溶解有机碳的含量要每天测量。

在分析之前，液体要通过 0.45µm的过滤薄膜或离心机进行过滤。只要能保证过滤薄膜在

过滤过程中既不会释放碳又不会吸收物质就是合适的。当在离心机中时，样品的温度不

能超过 40℃。 

当试样表现出很少或没有生物降解能力时实验的长度是不能确定的，但根据经验，一般

至少 12周，但不要超过 26周。 

2.数据和计算 

将试样和参照物装置中澄清液体里溶解有机碳的值对时间作图。 

随着生物降解的完成，试样中的水平将趋近参照物。一旦两者水平之差在连续的三次测

量中保持衡定，象这样之后的测量已足够对数据进行统计，而试样的生物降解百分数也

可计算出（ daD
或 ssdD

，参见 1.2) 

3.实验结果报告 

3.1.实验结果报告 

实验结果报告应包含以下几点： 

—污水种类的所有信息，装置的种类和与试样有关的实验实验结果，使用的参考物质和

空白实验， 

—温度， 

—描述降解的曲线，计算的方式（参见 1.2） 

—活性污泥和污水取样的数据和地点，适应的状况，浓度，等等， 
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—对实验产物变化的科学解释， 

—典型现象和数据。 

3.2.实验结果的解释 

由于这种方法测定的物质将不容易被生物降解，仅仅取决于生物降解的任何溶解的有机

碳的减少将随时间逐渐变化，除非适应性出乎意料，表现为几星期后发生突然消失。 

然而，物化吸附有时将起重要的作用；这表现为在开始时加入溶解的有机碳的完全或部

分的消失。随后发生的将取决于吸附的程度和废弃的废水中悬浮固体的浓度等因素。一

般地，参照和实验澄清液体中溶解的有机碳的差异将从最初的较低值逐渐增加，并且这

种差异将在剩余的实验过程中保持在一个新的值，除非适应性发生变化。 

如果要进一步得知生物降解（或部分生物降解）与吸附的差别，需要进一步实验。这可

以有很多方法，但最方便的是用澄清液体或污泥，象菌种在基础设备的实验（最好是测

定呼吸的实验）。 

试样在实验中给出高的无吸附的 DOC消减应该被认为是潜在的生物降解。部分的，无吸

附的消减表明化学物质至少是受到一些生物降解的。 

溶解的有机碳减少很少或不减少可能是由于试样对微生物的抑制作用，也可解释为污泥

的溶解或损失，得到了浑浊的浮液。这样实验应该用较低浓度的试样重做。 

使用特殊的分析方法或使用 C14
标记的试样将大大提高灵敏度。如果使用的 C14

标记的化

合物，回收到的 2
14CO 将证实生物降解的发生。 

当实验结果给出的是初级生物降解时，要尽可能对化合物结构的变化导致相应试样母体

的减少作出解释。 

必须由空白实验得出实验结果对这种分析方法的有效性进行验证。 

4.参考文献 

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 302 A, Decision of the Council C(81) 30 final. 

附录 1 

SCAS实验：试样实验结果 

物质 
         TC  

（ lmg ） 

    ct CC −    

（ lmg ） 

  生 物 分 解

的百分比 

实验持续时间 

 4-醋酸苯胺 17.2 2.0 85 40 
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磺酸盐 

四丙烯磺酸盐 17.3 8.4 51.4 40 

4-硝基苯酚 16.9 0.8 95.3 40 

二乙基乙二醇 16.5 0.2 98.8 40 

        苯胺 16.9 1.7 95.9 40 

四羧基环戊烷 17.9 3.2 81.1 120 
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附录 2        

实验装置图     图 1 
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C.13    生物聚集：流动鱼的测定 

1.    方法 

这个生物聚集实验是OECD TG 305（1996）的翻版 

1.1.    引言 

这个方法描述了流动条件下鱼的生物聚集能力，虽然流动测定的变化特征是更好的，但

是假如确实性标准满足的话，半静止的变化特征也是可以的。 

为了满足不同的实验环境和各种特征的测定物质，这个方法给了足够的细节以便于给予

实验者足够的自由去改变实验设计。当 Log OWP
在1.5到6之间时，这种化学药剂是最好的。

（1）但是极亲脂性的试剂也可以（ Log OWP >6）生物富积因子（ BCF）有时用 BK 表示。

对于这种极亲脂性的试剂我们测得的 BK 数值应该会比稳定状况下的生物富积因子

（ SSBCF
）要大。预计我们用BINIEIN公式的话测得的生物富积因子的 Log OWP

值会有9.0

那么大。影响生物聚集能的参数有吸收率常数（ 1K ）、释放率常数（ 2K ）和稳定状况下

的生物富积因子 SSBCF
。 

用放射性物质标记可以使测量定量时更加方便。只要测出最终剩余的放射性物质（例如：

氧化或组织增溶），BCF是由母体化合物、保留的代谢物和吸收的碳所决定的。BCF并不

是完全依赖于放射性剩余，可以用获得的BCF与母体化合物进行比较组作为特别的化学

分析。  

整理一下过程，我们用放射性标记测定BCF，母体化合物和主要的代谢物如果需要的话

应该被标记。我们还可以分析和识别鱼组织中的残余物质，并进行生物聚集的研究去组

成对鱼代谢物的研究。 

1.2.   定义及单位 

生物聚集即实验物质在器官（特别在组织中）浓度的增加与物质在环境中的浓度有关。 

生物富积因子（ BCF或 BK ）在这个聚集实验的吸收阶段的任何时候都是与测定物质在
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鱼或组织的周围浓度有关的。这个浓度是被周围的化学物质所分割的。 

稳定状态的生物富积因子（ SSBCF
或 BK ） 在延长的时间里并没有明显的改变，在这段

时间里，周围测定物质的浓度是恒定未变的。 

当鱼中的物质浓度（Cf）曲线开始平行于时间轴，这时达到了平台期或者叫做稳态。取

三次样，每次至少相隔两天，Cf数值彼此相差在20%以内，并且鱼周围的环境没有什么明

显的变化时，我们说鱼中的物质稳定和平衡了，当分析合并样本时，至少需要四个连续

的分析。对于吸收慢的物质我们最好需要七天。 

可以直接从动力学比例常数（ 2

1
K

K
）计算得出动力学富积因子（BFCk）。 

辛醇-水分配系数（Pow）是平衡时正辛醇在水中的溶解比率。水生生物体的生物聚集潜力

用Pow的对数来标记。 

吸收阶段是鱼在暴露在测定物质中的时间。 

吸收率常数（K1）是鱼暴露于测定物质中时鱼中的测定物质的浓度的增长速率的数字表

达（单位：天-1）。 

释放阶段是将鱼从含有测定物质的环境中转移至不含测定物质的环境中后，对外释放测

定物质的阶段。 

释放率常数（K2）是将鱼从含有测定物质的环境中转移至不含测定物质的环境中后鱼中

的测定物质的浓度的减小速率的数字表达（单位：天-1）。 

1.3.   原理和实验方法 

实验分为两个阶段：聚集阶段和释放阶段。在聚集阶段过程中，分开的各组同类鱼放在

至少两种浓度的测定物质中，然后把它们转移到一个没有测定物质的环境中去进行释放

阶段。只要聚集阶段中在生物体内的测定物质的聚集是比较明显的（ BCF >10），那么

就需要进行释放阶段。在两个阶段时生物体内的测定物质都要进行测量。除了两种实验

浓度，我们还要有一组鱼放在一个没有测定物质但其他条件都和两组实验组相同的环境

下，用来作为“背景”。 

在没有证明平衡早已达到前聚集阶段需要进行28天，附录3的公式可以推导出聚集阶段至

少需要的天数。将鱼转移到另一个没有测定物质但其他环境相同的容器里释放阶段就开

始了。生物富积因子可以用两种方法计算， 
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一种是周围测定物质的浓度与生物体内测定物质的比值；或者水中浓度与动力学生物富

积因子的比值。 KBFC = 2

1
K

K
，是满足动力学第一定律的。如果明显不符从动力学第一

定律，那么我们就要用更加复杂的模型了（附录5）。 

如果28天都没有达到平衡，那么聚集阶段就应该延长，如果直到60天也没有达到平衡，

那么就中止聚集阶段，而进入释放阶段。 

聚集率常数、释放率常数、生物聚集因子都可以从一个把鱼和水中的测定物质浓度描述

的很好的模型中计算出来。 

BCF可以用鱼的总湿重的一个函数表示。另外，当有特殊目的时，我们还可以把鱼分成

肉和内脏两部分。对于许多有机物质，生物聚集能和和亲脂性有着明显的关系，测定物

质的生物聚集和鱼的脂肪体积也有着一致的关系。为了减少实验结果中变量的影响，我

们使用高脂性的（ Log OWP >3）物质，生物聚集就和鱼的总重和脂肪体积有关。 

条件允许的话，我们应该用相同的生物材料和脂肪体积来决定测定物质的浓度。 

1.4.   测定物质及性质 

在测定生物聚集能前，我们应该了解测定物质下面的一些信息： 

水中的溶解度； 

辛醇-水分配系数（ OWP
）； 

水解作用； 

水中的折射率； 

表面张力； 

还有以下信息需要知道：实验中测定物质对鱼种的毒性强度，最好是渐进的LC50。一个

合适的分析方法，要准确且精确，用于对实验实验结果和生物材料中测定物质定量化，

对样品的细节进行准备。还要知道水和鱼中的测定物质的最小探测限度。当用14C进行标

记时，应该要知道放射性物质的百分比与杂质的关联。 

1.5.   实验的注意事项 

为了保证实验正确有效地进行，以下几个方面要注意： 
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温度的变化要小于2℃； 

水中溶解氧的浓度不能低于饱和浓度的60%； 

在聚集阶段容器中测定物质浓度的测量值应该保持在上下20%； 

实验结束时鱼的死亡率要低于10%；当实验延长几周或几个月时，每组鱼的每月死亡率

不能超过5%，总死亡率不能超过30%。 

1.6.   参考物质 

我们可以用已知生物聚集能的参考物质检测实验进程。这里不推荐特别的化合物。 

1.7.   实验方法描述 

1.7.1.   仪器 

我们要避免使用任何部分会被溶解、吸收，或对鱼有不利作用的仪器。我们可以用矩形

或圆柱形的用化学惰性材料制得的仪器，要有一定的容积和装载率。软塑料管的使用要

减小到最小。可以用聚四氟乙烯（TefLon）、不锈钢或玻璃管。经验证明：可以使用有

高吸附系数的材料，如硅化玻璃。在这种情况下仪器才不会在实验结束后就被丢掉。 

1.7.2.   水 

在实验中使用的天然水必须是无污染且取自相同的来源的水。稀释的水必须要使被选用

进行实验的鱼存活并且不出现不正常的现象和行为。应该来说，我们要先验证鱼在这种

水中可以生存、生长、繁殖。这种水有适当的pH、硬度、总固体、总有机含碳量、最好

还有氨基盐、亚硝酸盐、碱度，对于海种鱼，还要有含盐量。如果很好的了解了这些参

数是最好的，附录1推荐了海水和淡水这些参数的最高浓度。 

在实验的过程中水应该有恒定的性质。pH值应该在6.0到8.5之间，但是给定条件的实验中

应该变化在上下0.5pH之内。为了保证稀释水不会不恰当的影响实验实验结果，或者对参

照的鱼有不利的影响，样品应该被隔离分析。要测定重金属含量（铜、铅、锌、汞）主

要的阳离子和阴离子（Ca、Mg、Na、K、CL、SO4），农药（总的有机含磷量和总的有

机含氯量）总的有机含碳量和悬浮固体。水的相对质量每三个月要测量一次，如果水的

质量在一年内保持不变，检测的频率和时间就可以适当放宽（六个月一次）。 

水的自然粒子常数总的有机含碳量应该越小越好，防止测定物质在有机物质上的吸附而
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降低它的生物有效性，最大值可允许为5mg/L。对于特殊的材料（干物质直径最小要大于

0.45μm）总的有机含碳量要小于2 mg/L。如果需要，水在使用前还应该先过滤。鱼和食

物残渣造成的水中有机碳含量应该减小到越小越好。整个实验过程中容器中水中有机含

碳量不要超过实验开始时测定物质的有机碳含量，如果超过，可以用溶解药剂。 

1.7.3.  实验溶剂 

先制得适当测定物质浓度的实验溶剂。实验溶剂应该只是将稀释水和测定物质搅动混合。

不推荐用溶剂或分散剂；虽然有时它会产生合适的浓度。溶剂可以用乙醇、甲醇、甘油、

乙二醇单甲基醚、乙二醇二甲基醚和N，N-二甲基甲酰胺。分散剂可以使用CrmopHor 

RH40，Tween 80，甲基纤维素0.01%和HCO-40。使用这些药剂时要注意它们可能会使实

验时细菌繁殖造成实验上的问题。测定物质应该用放射性标记，且应用最高的纯度（纯

度>98%） 

在实验中应有一个持续分配和稀释测定物质的储存溶液。每天每个测试通道至少改变5次

量。应该选择流动的模式，但确定性标准满足的话半静止模式也是可以的。每天的前后

48小时应对储存溶剂和稀释水进行测定，实验结果相差应该保持在20%以内。 

1.7.4.   种类的选择 

鱼的种类应该满足（1）易获得的；（2）大小合适；（3）可以满意地保存在实验室。其

他标准还有：可以有观赏性的、有商业用途的、符合生态的、有较好的反应能力的、以

及以前有过成功用途的等。 

附录2给出了推荐的鱼种。其他种类的鱼要是在实验中使用就要有适应的环境。鱼的选择

应该参照实验方法。 

1.7.5.   鱼的保存 

在实验过程中用足够的食物和一样的环境以及实验的温度使储存的鱼适应实验的环境。 

在48小时的安排时间里，记录下死亡率，以及满足以下的标准： 

一周内鱼的死亡率高于10%：抛弃全部的一组； 

一周内鱼的死亡率在5%到10%之间：让这组鱼多适应7天； 

一周内鱼的死亡率低于5%：接受这一组，但如果在接下来的7天内鱼的死亡率高于5%抛
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弃全部的一组。 

保证实验中使用的鱼没有可见的疾病或不正常的现象。抛弃有疾病的鱼。在实验过程中

或实验前两周内不要对鱼进行治疗。 

1.8.   实验过程 

1.8.1.   预备实验 

进行一个预备实验去完善决定性实验的实验条件是很有好处的，比如，选择测定物质的

浓度，聚集阶段和释放阶段的持续时间。 

1.8.2.   放入的条件 

1.8.2.1.   聚集阶段. 

实践的经验可以预测聚集阶段的持续时间（如从先前的实验中），或者利用含水的溶解

度或者辛醇-水分配系数。（附录3） 

在没有证明平衡早已达到前聚集阶段需要进行28天。如果到了28天平衡还没有达到，就

将聚集阶段延长，再进行进一步的测量， 直到达到平衡或60天。 

1.8.2.2. 释放阶段 

释放阶段持续一半时的时间对测定物质在身体中由于氧化作用而减少一般是合适的（比

如 95%）（附录 3对估计进行解释）。当达到 95%释放量需要的时间是不切实际的长时，

超过比如聚集阶段的两倍（超过 56天）我们可以用少一点的时间（直到测定物质少于平

衡时的 10%）。然而有些物质对于比“单间”鱼模型有着更加复杂的聚集和释放模式的

物质，不能象模型那样产生一阶动力学常数，需要用更长的释放阶段来确定损失速率常

数。这个时期鱼体内的测试物质浓度高于分析方法的检出限，释放阶段的时间受该浓度

的控制。 

1.8.2.3.   测定鱼的数目 

每次采样每个浓度的样品至少要有4条鱼。如果要更有力的统计实验结果，就需要更多的

鱼。 
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如果用成年的鱼，必须记录它们的雌雄、或者都在实验中使用。如果都在实验中使用，

那么在聚集阶段之前就必须把不同性别的鱼的脂肪体积记录下来；把雌鱼和雄鱼一起实

验是必要的。 

在任意一个实验中，应选用体重相似的鱼进行实验，最小的鱼不能小于最大的鱼的2/3。

因为鱼的体重和年龄对BCF有很大的影响（1），所以所有的鱼应该是相同年龄的，并且

是有相同的来源的。这些细节应该被准确记录下来。我们推荐在实验前将半样品鱼称重

以便于对实验中鱼的体重对实验的影响进行评估。 

1.8.2.4.   装载 

鱼的密度应该尽量大，以减少实验开始时CW对鱼的影响和避免溶解氧的浓度的下降。装

载率对实验鱼种要是合适的，这一点非常重要。在任何情况下，每天每公升装载0.1-1.0

克的鱼的装载率是不错的。如果测定物质的浓度可以保持在上下20%，并且溶解氧的浓

度不低于饱和时的60%，那么装载率是可以的。 

在选择合适的装载容器时，应该依据不同生活环境的鱼进行选择。比如生活在水面的鱼

比生活在深海的鱼需要有更大的顶部的鱼缸。 

1.8.2.5.   饲养 

在适应和实验阶段，合适的鱼食应该有以下特征：要知道蛋白质和脂肪的总含量，要让

鱼能保持一个健康状况和保持体重。实验过程中鱼每天要喂食量大约是体重的1-2%；这

样才能保证鱼的脂肪含量在整个实验过程中保持恒定。喂食的总数应该被重复计算，比

如每周一次以保证鱼的脂肪含量在整个实验过程中保持恒定。计算时，每个容器中鱼的

体重都应该把鱼取出计算，不要在容器中称重。 

在喂完食后一段时间（0.5-1小时）就应该对容器里的未吃完的食物和排泄物进行清扫。

容器中应保持清洁使得有机碳含量越低越好。防止有机碳对测定物质的生物聚集产生影

响。 

1.8.2.6.   光线和温度 

光照时间应该在12-16小时，温度应该适于测定鱼种。（上下2 °C）（附录2）要知道照

明光的特点。要小心测定物质在光照下的光照反应。应避免非自然光对鱼的照射，有时
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可以用一个过滤器以防止低于290nm的光线照射。 

1.8.2.7.   实验浓度 

实验中至少要有两种浓度进行实验。高浓度经常用敏感渐进的LC50的1%。至少要是可测

得浓度的10倍。 

最高实验浓度应该可以被一个敏感的急性/慢性比率，用96h LC50相除而获得（一些化学

物质的比率为3到100），如果可以，再选择其他的浓度以便于与这个浓度区分。如果1%

的LC50标准和分析下限的限制，应该考虑用十以下的因数限制或用
14C标记测定物质。 

使用溶解药剂时所有的容器中浓度应该相同并大于0.1mg/L，它和测定物质对所有有机碳

的影响是不知道的。因此，我们应该尽一切努力去避免使用这些材料。 

1.8.2.8.   控制 

与稀释水的控制有关的，如果证实一种溶解药剂对实验鱼种没有影响，那么我们就可以

使用它。 

1.8.3.   水质量的测量频率 

实验过程中，所有容器中的溶解氧，TOC，pH值和温度都应该事先测量，如果可以，总

硬度和含盐量也应该测量。溶解氧和含盐量至少应该在聚集阶段开始、中间、结束时测

量，在释放阶段至少每周测一次。TOC应该在测定开始时（聚集阶段前24或48小时前）

在放入鱼之前和聚集和释放阶段每一周进行测量。温度应该每天测量，pH值在每个阶段

开始和结束时进行测量，硬度每次实验进行测量。温度应该被连续的监测。 

1.8.4.   鱼和水的取样分析 

1.8.4.1.   鱼和水的取样步骤 

在加入鱼之前、聚集阶段和吸收阶段时，将在实验容器中取出的用于测定物质浓度的水

取样。水取的样至少是与为喂食的鱼等重的。在聚集阶段，检测测定物质的浓度以判断

是否符合有效性标准。 

在聚集阶段时，鱼至少在五种情况下要取样，在释放阶段时，有四种情况要取样。在一
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些情况下要从这些取样的数字上来精确计算 BCF的值是很困难的。简单的净化动力学表

明，我们应该更加频繁的进行取样（附录4）。如果那些数据在第一次的分析中证明是与

预计的 BCF的计算是不符的，我们就要用这些增加的数据进行计算。 

附录4中给出了一个可以接受的抽样例子。用假想的 OWP
值可以计算暴露时间占到聚集时

间95%的值。 

在聚集阶段一直取样直到28天后达到平衡阶段后。如果28天后还是没有达到平衡阶段，

就取样到60天或到平衡阶段。在开始释放阶段时要将鱼放到干净的容器中。 

1.8.4.2.   采样和样品准备 

供分析的水样可用某种方法获得，如从桶中央静止水虹吸。如果不经常用过滤和离心分

离生物不可利用的碎片和生物可利用的物质（如对某些超级脂溶性物质，LogPow>5）

(1)(5)。样品可能不适用该步骤。另外，测量时应尽量保证水槽干净。其中有机碳必须在

吸收期和持续期被监测。   

每次取样是从实验桶中取出合适数量的鱼与水（一般至少 4条）。用水快速擦干，用合适

人道的方法杀死鱼，立刻称重。 

  更可靠的方法是取样后立刻分析鱼和水，这样可避免降解和损失，然后在实验同时计

算大概的吸收率和富集率。但达到稳态应立刻分析，测定时也应避免拖延。 

当无法做到立刻分析时，样品应用合适方法保存。研究开始时，特殊测定物质贮存的合

适方法可用如低温，深度冻结，保持 4度等。 

1.8.4.3分析方法质量 

因为总的过程在很大程度上由测定物的分析方法的准确度，精密度，灵敏度决定，为满

足化学分析的精密度和重现性，以及保证水和鱼中被测物质的回收率，应使用特定的实

验检测方法。同时，要进行检查，不能在作为溶剂的水中检测被测物质。 

如有必要,获得的 CW、CF 值可用回收组和空白组数据进行校正.鱼样和水样用此方法处理

是为了防止污染和损失.(如采样仪器的吸附等). 
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1.8.4.4.鱼样的分析 

如果使用了放射性标记，那么就可分析放射性标记物的总量(如原放射物或衰变物)，否则

清理样品，单独分析原放射物。同时，无论快慢，主要产物可在静止状态或吸收末期测

定。如果放射性标记物残余总量≥1000%，以 BCF表示是可取的。对某些特定类型化学

物质，例如杀虫剂等，强烈推荐使用 BCF，以确定并且量化其降解大于稳态下鱼组织内

总沉淀的10％。如果在鱼测定中已确定并且量化降解大于稳态下鱼组织内总沉淀的10％，

那么也建议确定且量化水中的降解。 

同样推荐用定量方法确定水中的物质降解。对于每条称重的鱼应经常测定，测定化学物

质的浓度，如果不可能做到，每次采样时，集中样品可以完成但限制了应用数据的数字

化步骤，如果特殊的数字步骤是重点因素的话。测定(6)和(7)中必须包含充足数量的鱼，

以供测定使用。 

BCF应表示为总的湿重和脂含量的函数。如可能在实验开始时测定鱼的脂含量.应用合适

的方法测脂含量。(参考文献 8和 2,附录 3)，用三氯甲烷或甲醇萃取实质的推荐的好方法

(9)。各种方法给出的实验结果不同(10)，所以给出方法的细节是很重要的。有条件的话，

脂类分析最好和测定物分析使用相同的萃取剂.因为脂类在做色谱分析时常常不得不从萃

取剂中分离出。鱼中的脂含量在实验结束时与开始时相比不得超过土 25%，组织中固体

部分也应实验结果报告以便将浓度从湿重转化成干重。 

2.  数据 

2.1.   实验结果处理 

测定物在鱼(或特殊组织)中的含量对吸收期不同时间作图，可以得到吸收曲线。如果曲线

达到高稳定期或者曲线已大概逼近时间轴,稳态时 BCFss可有下式计算: 

                            Cf(稳态平均值) 

                            Cw(稳态平均值) 

如果没有稳态,也许可以采用”平衡是 80%( 2/6.1 k )或 95%(3.0/ 2k )这一冒险评价来获得足

够精确的实验结果。 

同样,富集因子( KBCF )，作为两个一级动力学常数，可以测量得到。释放速率常数 2k 经常

从释放曲线（如测定物随时间减少的曲线图）测得。聚集速率常数可以由 fC
和 kC

值（从
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聚集曲线得来，见附录 5）更好的获得 KBFC 、 2k 和 1k 的值是在电脑上用非线性评估的方

法。或者也可以用作图来求 2k 和 1k 的值。如果释放曲线明显不是线性的，可用更复杂的

模型。（附录 3）或寻求生物统计学家的意见。 

2.2.   实验结果的解释 

当测定浓度达到分析方法的极限时，应小心解释实验结果。 

清晰定义的吸收和损失曲线是高质量的生物富积数据的标志。两个测定浓度聚集/释放速

率常数的差别应小于20%。如有重大差别应记录下来，给出可能的解释。据先进的研究

表明， SBCF
确信极限可达到20%。 

3.   实验结果报告 

实验结果报告应含有下列信息： 

3.1.   测定物质 

物理性质和相关的物化性质； 

化学特征数据（如果可以应包括有机含碳量）； 

如果使用放射性标记，被标记的放射性原子的精确位置和放射性物质和其他组分各占的

百分数。 

3.2． 测定种类 

学名，血统，来源，预想，适应性，年龄，尺寸范围等等 

3.3.   测定情况 

使用测定步骤（如流动法或半静止法）； 

光源的类型、性质、光周期； 

测定设计（如数量、测定容器的大小、换水速率、平行实验组数、每个实验中的鱼的数

目、测定浓度、聚集阶段时间、鱼和水的采样频率）； 

储备液的准备和更新方法（如用溶解药剂，必须记录它们的浓度和有机碳含量）； 

测定物质的浓度，测定平均值和它们的标准偏差以及获得数据的方法。 
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稀释水的来源，预处理的描述，鱼在水中存活的现象，水的性质，pH，硬度，温度，溶

解氧的浓度，残余氯水平，总的有机碳含量，悬浮物，以及作的任何测量与实验结果。 

测量容器中水的量，pH，硬度，TOC，温度，溶解氧的浓度。 

喂养鱼的细节（例：食物种类、来源、组成——至少是脂类和蛋白质，喂养的量和频率）； 

鱼和水样的处理信息，包括准备的细节，存储，萃取，分析过程，脂含量。 

3.4.   实验结果 

任何研究实验结果； 

对照组鱼的死亡率和任何不正常行为； 

鱼的脂含量（如果有测定的话）； 

显示鱼身体中化学物质的聚集和释放曲线（包括任何测量数据），直到平衡状态； 

所有取样时 fC
和 WC

值（标准偏差、变化范围）湿重、对照组的 WC
值（包括空白、背景

组）； 

平衡期生物富积因子 SSBCF
和/或 KBFC ， 2k 和 1k 的值（包括空白组和背景组），95%的

确信度。（以上均为相应的总湿重，或特殊部分湿重表示）置信度和标准偏差，每次使

用计算实验结果/数据分析的方法。 

若使用放射性标记，如有需求，任何可观测到的中间代谢物累计应被记录，描述。 

测定中任何不正常现象，任何与步骤的偏差，任何相关信息； 

预先测定方法和仪器设计的最低检出限以对实验结果做最低估计，因为无法检出的实验

结果是无法用于计算速率的。 
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附录  1 

有效稀释水溶液的化学特性 

 试样 极限浓度 

1 颗粒物质 5mg/L 

2 有机碳总量 2mg/L 

3 未离子化的氨 1µg/L 

4 残余的氯 10µg/L 

5 有机磷农药总量 50ng/L 

6 有机氯农药总量和多氯联苯 50ng/L 

7 有机氯总量 25ng/L 

8 铝 1µg/L 

9 砷 1µg/L 

10 铬 1µg/L 

11 钴 1µg/L 

12 铜 1µg/L 

13 铁 1µg/L 

14 铅 1µg/L 

15 镍 1µg/L 

16 锌 1µg/L 

17 镉 100ng/L 

18 汞 100ng/L 

19 银 100ng/L 
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附录   2 

FISH SPECIES RECOMMENDED FOR TESTING 

建议测试鱼样 

Recommended Species建议测试鱼种类 

 Recommended range of test temperature (℃) 建议测定温度范围（℃） 

Recommended  total  Length of  test  animal(cm) 建议测定鱼样总长度（cm） 

1 Danio rerio(1) (Teleostei, Cyprinidae)  (Hamilton-Buchanan)  

Zebra – fish                       20 – 25     3.0 ±0.5 

2 PimepHales promelas (Teleostei, Cyprinidae)  (Rafinesque) 

Fathead minnow                   20 - 25      5.0 ±2.0 

3 Cyprinus carpio  (Teleostei, Cyprinidae)  (Linnaeus)  

Common   Carp                   20 - 25      5.0 ±3.0 

4 Oryzias Latipes (Teleostei, Poeciliidae)  (Temminck  andSchLegel)  

Ricefish                           20 - 25      4.0 ±1.0 

5 Poecilia  reticulata  (Teleostei, PoeciLiidae) (Peters)  

Guppy                            20 - 25       3.0 ±1.0 

6 Lepomis macrochirus  (Teleostei, Centrarchidae) (Rafinesque) 

Bluegill                           20 - 25       5.0 ±2.0 

7 Oncorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) (Walbaum) 

Rainbow trout                      13 – 17       8.0 ±4.0 

8 Gasterosteus aculeatus (Teleostei, Gasterosteidae)  (Linnaeus) 

Three-spined stickLeback              18 - 20       3.0 ±1.0 

(1) Meyer A., Orti G. (1993) Proc. Royal Society of London, Series B., Vol. 252, p. 231 

不同的江鱼和海鱼在不同国家使用名称不同，举例： 

Spot    Leiostomus xanthurus 

Sheepshead minnow  Cyprinodon variegatus 

Silverside  Menidia beryllina                                                    

Shiner perch  Cymatogaster aggregata 

English sole  ParopHrys vetulus 

Staghorn sculpin  Leptocottus armatus 



 163

Three-spined stikleback Gasterosteus aculeatus 

Sea bass Dicentracus Labrax 

BLeak ALburnus aLburnus 

总结 

以上在表格中列出的鱼种是在淡水中容易养活的和/或能存活整一年的，反之，深海的或

在海入口出的鱼种被各个国家部分的限制着。它们可以在实验室或渔场培养，在控制生

病或寄生的条件下，测定动物可以有一个健康和已知的来源。这些鱼可能来自于世界的

各个地方。 
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附件 3 

吸收和释放阶段持续时间的预测 

 

1．吸收阶段持续时间的预测 

在开始这项测定之前，k2的估计值和相应的回到某种程度稳态的时间需要通过 k2与辛醇/

水分配系数（Pow）或 k2与水溶性的经验关系获得。 

k2（天
－1）的估算值可以这样得到：例如，从下列一些经验的关系(1): 

Log10 k2 = 0.414 Log10(Pow) + 1.47(r2=0.95)        [1] 

其它的关系式见参考文献(2). 

如果分配系数（Pow）是未知的，可以将物质的水溶性代入下式来作估算(3) 

Log10 (Pow) = 0.862 Log10(s) + 0.710 (r2 = 0.994)      [2] 

这里， 

s＝溶解性（moL/L）:(n=36) 

这种关系只适用于 LogPow值在 2到 6.5之间(4). 

达到某种程度稳态的时间可以这样求得：利用 k2的估算值，通过通用的动力学方程来描

述吸收和释放(一级动力学)： 

 

或者如果 Cw是常数： 

  [3] 

当稳态被无限接近时（T—>∞）,式[3]可以被化简为(5)(6)： 

或Cf / Cw = k1 / k2 = BCF 

此时 k1 / k 2 Cw 2是鱼中浓度稳态的近似。 

[3]式可以转化为： 

或  
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利用[4]式，只要事先用式[1]或[2]就估算出 k2，就可以预计达到某种程度稳态的时间。 

作为一个指导原则，为产生统计上理想的实验数据（BCFk），吸收阶段在统计上最理想的

持续时间，是需要为鱼的测定物质的浓度的对数曲线时间达到中点的时间, 或 1.6/k2, 或 

80% 的稳态，但是至多 3.0/ k2 或 95% 的稳态.(7) 

达到80％稳态的时间是： 

802180.0 tke= 或 2
80

6.1
k

t =
         [5] 

类似的，达到 95％稳态的时间是： 

         [6] 

例如，对于一种 LogPow＝4的检测物质的吸收阶段持续时间为（利用式 1，5，6） 

Log10k2 = - 0.414.(4) + 1.47          k2 = 0.652 天－1 

或up (80 %) = 1.6/0.652,也就是 2.45 天(59 小时) 

up (95 %) = 3.0/0.652, 也就是 4.60天(110小时) 

相似的，对于一种s=10－5 moL/L (Log(s) = -5.0)的检测物质，持续时间为：利用式1，2，5，

6） 

Log10(Pow)=0.862(-5.0)+0.710=5.02 

Log10 K2 = 0.414 (5.02) + 1.47 

k2 = 0.246天－1 

up (80 %) = 1.6/0.246,也就是6.5天(156小时) 

或up (95 %) = 3.0/0.246,也就是12.2天(293小时) 

另外，表达式： 

teq=6.54 x 10 = 3 Pow + 55.31 (小时) 

可以用来计算达到有效稳态的时间。（4） 

2．释放阶段持续时间的预测 

把身体负担降到某种初始浓度的时间的预测，可以通过描述吸收和释放阶段持续时间的

普适方程中得到。（一级动力学）（1）（8） 

对于释放阶段，Cw可以认为是零，方程化简为： 

 或  
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这里 Cf,o是在释放开始阶段的浓度，达到 50％释放的时间（t50）： 

或  

类似的达到 95％释放的时间： 

 

如果 80％的吸收阶段用在第一阶段(1.6/k2),而且 95％损失在释放阶段(3.0/k2),那么释放阶

段的时间大约就是吸收阶段的两倍。 

但是重要的是要指出，这种估算基于吸收和释放模式都要遵循一级反应动力学。如果明

显的不服从，则需要引入更复杂的模型。 

 

参考文献： 

Spacie A. and Hamelink J.L. (1982) ALternative models for describing the bioconcentration of 

organics in fish. Environ. Toxicol. and Chem. 1, pp 309-320. 

Kristensen P. (1991) Bioconcentration in fish: comparison of BCF’s derived from OECD and 

ASTM testing methods; influence of particulate matter to the bioavailability of chemicals. 

Danish Water Quality Institute. 

Chiou C.T. and Schmedding D.W. (1982) Partitioning of organic  compounds in 

octanol-watersystems. Environ. Sci. Technol. 16 (1), pp 4-10. 

Hawker D.W. and Connell D.W. (1988) Influence of partition coefficient of LipopHilic 

compounds on bioconcentration kinetics with fish. Wat. Res 22 (6), pp 701-707. 

Branson D.R., Blau G.E., Alexander H.C. and Neely W.B. (1975) Transactions of the 

American Fisheries Society, 104 (4), pp 785-792. 

Ernst  W.  (1985)  Accumulation in Aquatic organisms.  In: Appraisal of tests to predict 

the environmental behaviour of chemicals. Ed. by Sheehman P., Korte F., KLein W. and 

Bourdeau P.H. Part 4.4 pp 243-255. SCOPE, 1985, John WiLey & Sons Ltd. N.Y. 

Reilly P.M., Bajramovic R., Blau G.E., Branson D.R. and Sauerhoff M.W. (1977) Guidelines 

for the  optimal  design  of  experiments  to  estimate  parameters  in  first  order  

kinetic models, Can.  J. Chem. Eng. 55, pp 614-622. 

Könemann H. and Van Leeuwen K. (1980) Toxicokinetics in fish: Accumulation and 
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Elimination of six Chlorobenzenes by Guppies. ChemospHere, 9, pp 3-19. 
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附件4 

对 LogPow＝4的检测物质 

种群密度测定采样时间的理论实例 

 

鱼样品 采样时间表 水样数 每个样品的

鱼数 

 所需的最小

频率 

附加的样品   

吸收阶段 －1 

0 

 2* 

2 

加 45－80

条鱼 

第一 0.3 0.4 2 

（2） 

4 

（4） 

第二 0.6 0.9 2 

（2） 

4 

（4） 

第三 1.2 1.7 2 

（2） 

4 

（4） 

第四 2.4 3.3 2 

（2） 

4 

（4） 

第五 4.7  

 

2 6 

释放阶段    把鱼样制成

无水化学物

质 

第六 5.0 5.3  4 

（4） 

第七 5.9 5.7  4 

（4） 

第八 9.3 11.2  4 

（4） 



 169

第九 14.0 17.5  6 

（4） 

 

* 去最小的三倍容积以后的样品水 

括号里的值表示如果附加的样品也做使用水或鱼的样品数。 

注：预先测验表明，对 LogPow＝4 的 k2估计为：0.652 天－1测定的总持续时间为：3.6×

4.6 吸收时间＝3.6×4.6天 ＝14天，“吸收时间”的估算见附件 3。 



 170

附件 5 

 

模型描述 

多数生物浓度试验数据已经被认为是合理的描述为一个简单的二维模型，就像近似鱼中

浓度的直线所表示的，在释放阶段中，当这些点被画在半对数坐标纸上。（这些点不能

被描述为直线时则需引进更复杂的模型，例如，参见Spacie和Hamelink，附件3中参考文

献1 

当k2为常数时，释放率的作图描述法 

以每份样品中检测物质的浓度对采样时间描点作图，在半对数坐标纸上作图，直线的斜

率是 k2。 

 

 
 

注意到偏离直线可能表示一种比一级反应更复杂的释放模式。为解决释放偏离一级反应

动力学，可能需要采用另一种作图方法。 

当 k1为常数时，释放率的作图描述法。 

给出 k2，计算 k1如下： 
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       [1] 
 

将浓度的对数对时间作图（在算术坐标系），描一条平滑的吸收曲线，从曲线的中点数

据读出 Cf的值。 

计算机方法求吸收和释放阶段比例系数 

求生物浓度因子和 k1k2的比例常数的参考方法是在计算机上用非线性参数估算法。这些

步骤求 k1和 k2的值只要给出一系列连续的时间浓度数据和以下模型： 

  [2] 

 

   [3] 

 

上式中 tc是吸收阶段结束的时间。 

这个过程提供 k1和 k2的标准偏差估计方法。 

因为 k2在多数情况下可以从吸收曲线相对较精确地估计出来，而且因为如果 k1和 k2被

同时估算出来，它们之间的联系十分紧密，可能较为明智的做法是先仅用释放数据求出

k2，然后利用吸收数据和非线性回归求 k1。 
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C.14. 幼鱼的生长测定 
 

1.  方法 
这里的毒性测定方法取自经济合作与发展组织(OECD) TG 215 (2000) 
1.1    引言 
这一个设计用来进行长期暴露在化学药品下对幼鱼生长的影响的测定。这种方法在欧盟

发展出来并经过其检测（1）（2）。为估定在流通条件下的化学药品对幼年的虹鳟鱼 

(Oncorynchus mykiss) 的生长效果。其他的被证明良好的种类也可能使用。举例来说，从

zebrafish (Danio rerio)2 (3)(4) 和 ricefish (medaka, Oryzias Latipes) (5)(6) 的生长测定已经

得到经验 (7)。 

参见总引言第 C部分。 

1.2     定义 

最低可观测有效浓度(LOEC)：是某种检测物质和对照组相比可观察到明显作用 p<0.05

的最低浓度。 

无可观测有效浓度(NOEC)：检测浓度低于 LOEC。 

ECx：在这种检测手段下指与对照组相比使鱼生长变化的 x%的检测物质浓度。 

装载率：单位体积水中鱼的湿重。 

数密度：单位体积中鱼的条数。 

单个鱼特定生长率：表示单个鱼相对于原始体重的生长率。 

整个容器平均特定生长率：在同一浓度下整个鱼缸中鱼群的平均生长率 

伪特定成长率: 表达个别鱼的生长率与每缸鱼平均初始体重。 

1.3    检测方法的原理 

在称重后，将处于指数增长期的幼鱼放入检测室中，暴露在将检测物质溶于水中达到非

致死浓度的溶液中，最好是流动相，若不能，就在接近半静态（静态更新）条件下。检

测持续 28 天。期间鱼食物供应很差，按照初始重量投食，可能在 14 天后重新计算食物

供应量。在检测结束后，重新称量鱼的重量。生长率的效果用回归模型来计算生长率变

化 x％的浓度。即：ECx（例如，EC10，EC20，EC30）。 
 
2 Meyer, A., Bierman, C.H. and Orti, G. (1993). The pHyLogenetic position of the zebrafish (Danio 

rerio), a modeL system in deveLopmentaL Biology: an invitation to the comparative method. Proc. 

R. Soc. Lond. B. 252, 231-236. 
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换句话说，用实验数据与对照组比较来计算 LOEC和 NOEC。 

1.4      检测物质的信息 

一个急性中毒的测定（参见测定方法 C.1.）更适宜实现这个测定中物质的选择，应该可

以采用。这暗示检测物质的水溶性和蒸汽压是已知的，而且要一个达到已知和报道中的

精度和检出限的可靠分析方法用于检测溶液中物质的定量测量。 

结构公式，物质的纯度，在水中和光照下的稳定性，Pka，Pow以及预备生物降解℃的结

果都是有用的信息。 

1.5. 检测的有效性 

为使测定有效，应用下列条件。 

－     对照组的死亡率在测定结束的时候不能超过 10%; 

－     必须充分增加对照组的平均重量，以使增长率的最小检测量比较显著。鉴定测定

表明在28天中，虹鳟鱼对照组体重的增长必须至少一半（50％）于其初始重量。例如，

初始重量1g/条（＝100％），28天后重量：≥1.5g/条（≥150%） 

－     整个测定中水中溶解氧的浓度必须至少是空气中饱和值 ASV的 60％。 

－     在测定期间水温变化不能超过±1，测定容器的温度浮动在任何时候都须在 2℃范

围内，这是物种要求的温度范围。（见附件 1）。 

1.6     测定方法描述 

1.6.1    仪器 

使用通常的测定设备，尤其是以下几种： 

－        氧气和 pH计； 

－        测定水硬度和碱度的设备； 

－        适当的控温仪器，最好能连续监控； 

－        用化学惰性的材料制成的容器，容积要考虑到装载率和数密度（见 1.8.5节和

附件 1） 

－        适当精度的天平（就是说精确到 0.5%） 

1.6.2 水 

只要检测鱼的种类能够长期生存并生长的水都可以作为测定用水。它在此测定期间的水

质应该是不变的。水的 pH值应该在 6.5到 8.5之间，但是在一个具体的测定中，pH值的

浮动不能超过±0.5个单位。推荐硬度在 140mg/L以上。为了保证稀释液不过度的影响测
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定结果（例如检测物质中的配合物影响），用于分析的样品水必须间隔采样。重金属元素

（如 Cu, Pb, Zn, Hg, Cd 和 Ni），主要阴阳离子（如 Ca, Mg, Na, K, CL 和 SO4）,农药（如

总有机磷和有机氯农药），总有机碳和固体悬浮颗粒都要作测定，例如，每三个月中稀释

液的质量要保持相对恒定。如果能够证明水质在至少一年内无变化，检测可以不必如此

频繁，间隔可以扩大（例如每六个月测一次）在附件 2 中列出了一个可接受的稀释液的

一些化学的特性。 

1.6.3     检测溶液 

选定浓度的检测溶液由储备液稀释制得。 

储备液必须用化学方法（如搅拌和超声破碎）由检测物质和稀释液用简单的混合、搅拌

等方法精确配制。为获得适当浓度的浓缩的储备液可用饱和度柱（溶解度柱）。 

为了制备合适浓度的储备液，溶剂或分散剂的使用有时有所要求。适当的溶剂例子如丙

酮，乙醇，甲醇，二甲亚砜，二甲基甲酰胺，二缩三乙二醇。适当的分散剂如 CremopHor 

RH40, Tween 80, 甲基纤维素 0.01 % 和 HCO-40。如果用容易生物降解的物质（如丙酮）

或容易挥发的化合物则需要小心照顾，因为这些物质在流动相中可能造成细菌生长的问

题。当一种溶液使用时，必须注意它对鱼的生长没有明显的影响而且与只加溶剂的对照

组相比对于幼鱼没有明显的不利作用。 

对于流动测定测定，必须要有一种连续的分配与稀释储备液的系统（如计量泵，比例稀

释器，饱和器系统）来向容器传递一系列的浓度的溶液。储备液和稀释液的流动速率要

经常核对，最好是每天，在整个测定过程中，变化不能超过 10％。鉴定测定（2）表明，

对于虹鳟鱼，测定中鱼每天的换水频率在 6升/g（见 1.8.2.2节）。 

对于半静态（可更新的）测定中，介质更新的频率依赖于检测物质的稳定性，但是推荐

每天换水。在初步稳定性测定中(见 1.4)，如果检测物质浓度在更新过程中不稳定（变化

范围在标定的 80-120 %以外，或跌至测过的初始浓度的 80％以下）时，就要考虑用流动

相。 

1.6.4   种类选择 

推荐使用虹鳟鱼(Oncorhynchus mykiss)，因为在检测（1）（2）中在其上获得的经验最多。

当然，其它有良好实证的种类也可以使用，只是测定结果要被转换为提供的适当测定条

件。例如，对斑马鱼 zebrafish  (Danio rerio)(3)(4)和 ricefish (medaka, Oryzias 

Latipes)(5)(6)(7)的经验也是可用的。如果这样，选择鱼的种类和测定方法原理在都需要
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实验结果报告出来。 

1.6.5   养鱼 

测定用鱼要从同一容器中的鱼群中选出，最好是一批卵生的。测定前将此鱼在与测定条

件相同的水质和光线中养两周。在整个测定期间喂食量至少使其每天增重 2％，最好每天

4％。放置 48小时预备期后，按照下列标准记录死亡率，。 

－     若七天中死亡率超过 10％，不要使用这批鱼。 

－     若七天中死亡率在 5％到 10％之间，让鱼再适应 7天，如果后七天中仍然超过 5

％，放弃这批鱼。 

－     死亡率在 5％以下，可以使用这批鱼。 

鱼在这测定前的两周内和测定中不能接受疾病治疗。 

1.7   测定设计 

测定设计与数字的选择和测定浓度的间隔有关，数字是指在每个浓度上的容器的个数和

每个容器中的鱼的条数。理想的测定选择应遵循以下规则： 

－      研究目的 

－      使用的统计分析方法 

－      实验原料的可用性和实验花费。 

如果可能的话，客体的描述要指定一种统计方法，这种方法用来检测变异的给定大小（例

如生长率），或者说要求估计 ECx的精度（例如 x＝10，20，30，最好不要小于 10）。没

有这，就不能给出研究规模的严格规定。 

要指出的是，最优化的统计分析手段设计（资源的最有效利用）并不一定在其他情况下

优化。那推荐用于 LOEC/ NOEC 的估计值的设计来在回归分析中并不因此同样是适用

的。 

在大多数的情况下，回归分析比方差的分析好, 原因由 StepHan 和 Rogers讨论过(8)。 然

而, 当没有发现适当的回归模型 (r2<0.9) 的时候应该用 NOEC/ LOEC。 

1.7.1   回归分析的设计 

用于回归分析的测定设计应该考虑下列重要条件： 

有效浓度 (举例来说 EC10,20,30) 和涵盖测定物质的影响范围的浓度应该被包含在测定中

的浓度范围中。当效应浓度在被测定的浓度范围的中央的时候 , 估计效应浓度的可能做

到的精密度可能将会最好。一个初步的范围测定在选择适当的测定浓度方面可能是有帮
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助的。 

为了使满意的统计模型可用，测定至少应在一个对照容器和五个附加容器中在不同浓度

下进行。在适当处，当使用溶剂时在检测系列之外，一个对照组应使用最高溶剂浓度(见

第 1.8.3 节和 1.8.4)。 

可能要使用适当的几何级数和对数级数（9）（见附件 3）检测浓度在对数空间更好。 

如果超过六个容器是有效的, 加添的容器应该要么用来提供复件要么用来内插在浓度间

隔中使其更小。这两种方法都是值得的。 

1.7.2     NOEC/LOEC的方差分析设计（ANOVA） 

最好每个浓度都有个备份，而且统计分析应该是在整个容器层次水平上的（10）。如果没

有备份缸，就不能得到超越不同鱼之间的不同缸之间的变化。但是经验（11）表明在测

定条件下不同缸间的差距比缸中鱼间的差距是非常小的。因此，一个相对可以接受的选

择是不同鱼间层次上的的统计分析。 

按照惯例，在在一个含有不超过 3.2的因子的几何级数中至少应使用五个浓度。 

通常当备份缸做测定时，备份对照缸和其中鱼的数量在每个浓度上都应是两倍，浓度的

大小应该是相等的 (12)(13) (14)。相反，如果没有备份组，对照组中鱼的条数每个浓度上

应该相等。 

如果 ANOVA 是基于容器层面上的而不是单个鱼（这个测定要求每条鱼做标记或者使用

第 2.1.2 节中提到的“伪”特定增长率），就需要足够的备份缸来求缸内不同浓度的标准

偏差。这意味着方差分析误差的自由度应至少为 5（10）。只要对照组是平行测定的实验

结果误差变化就可能偏倚, 因为问题中生长率的平均值可能变化。既然随着增加的浓度生

长率可能降低，这将导致变化率的过高估计。 

1.8    测定步骤 

1.8.1    对测定用鱼的选择和称重 

在测定前将鱼的体重的个体差异减小到最低限度是十分重要的。不同鱼种间推荐允许的

个体大小差异在附件 1中给出。测定开始时整批鱼的单个体重差异最好能在平均值的 10

％内，无论如何最多不能超过 25％。在测定前，最好对鱼的子样品进行称重，从而估计

平均重量。 

在测定前 24小时对鱼群停止供应食物。用鱼必需随机选择。用全身麻醉剂（例如，100mg/L

的 tricaine methane sulphonate (    甲基偶氮) (MS 222)，用两倍计量的碳酸氢钠中和），
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每条鱼都要按照附件 1称量湿重（用吸水纸洗干），重量在预计范围内的鱼应予以保留，

然后随即分配到检测容器中。记录每个容器中鱼的总湿重。麻醉剂的使用和处理操作（如

擦干和称重）会对幼鱼产生威胁和伤害，特别是小的的鱼种。因此对幼鱼的处理操作必

须最大限度的小心以防止对测定动物的威胁和伤害。 

在测定中的第 28天对鱼再次称重（见 1.8.6）。但是，如果认为有必要重新计算食物定额，

可以在第 14天重称（见 1.8.2.3）.其它方法如照相可以用来测定鱼的大小从而调整食物定

量。 

1.8.2     暴露条件 

1.8.2.1    持续时间 

测定的持续时间要≥28天。 

1.8.2.2  装载率和存储密度 

适当的装载率和存储密度对检测种类的鱼是非常重要的（见附件 1）如果存储密度太高，

就会产生过于拥挤的压力使鱼生长速率降低，还有可能使鱼生病。如果太低，会产生领

地行为也会影响鱼的生长。装载率必须足够低以使氧气浓度可以在不通气的条件下达到

60％ASV。检验测定（2）表明对于虹鳟鱼，在 40升的缸中放 16条 3－5g的鳟鱼是比较

合适的。推荐换水频率是 6升/克鱼/天。 

1.8.2.3    喂养 

必须给予喂养适当的食物（附件 1），采用适当的投放率以使获得适当的生长率。小心照

顾不要使水中有微生物繁殖和浑浊。对于虹鳟鱼每天 4％的生长率是可以满足这些条件的

（2）（15）（16）（17）。每天的食物定量可以分成两等份，分两次投放，间隔至少 5小时。

定量时按照测定中每缸鱼的初始总重。如果 14天后鱼的重量重称了，则重新计算食物定

量。 

称量前 24小时不喂食。 

对于没有吃掉的食物和排泄物应每天用抽水泵吸容器的底部，小心清理出缸。 

1.8.2.4    光线和温度 

光周期和水温应适合鱼种的生长（附件 1）。 

1.8.3     检测浓度 

通常，即使不考虑测定设计（1.7.2），也需要五组检测物质的浓度。预知检测物质的毒性

（如通过急性中毒测定或范围测定研究）有助于选择合适的检测浓度。如果少于五组数
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据应给出正当理由。最大浓度不能超过检测物质在水中的溶解度。 

如果在准备储备液时用到辅助溶剂，最终浓度不应高于 0.1mL/L 而且最好每缸浓度都相

同（见 1.6.3）。但是，必须尽一切努力避免使用这种物质。 

1.8.4   对照 

稀释液对照组的数量依赖测定设计（见 1.7-1.7.2节）.如果使用溶剂，那么同样数量的溶

剂对照组像稀释液一样也要包含进来。 

1.8.5   分析测定和测量的频率 

在测定中，检测物质的浓度应遵循以下规则的间隔。 

在流动相测定中，稀释液和毒剂储备液的流速要按时检测，最好每天一测，在整个测定

中变化不能超过 10％。检测物质的浓度变化不能超过标定值的±20％（即 80％－120％，

见 1.6.2和 1.6.3），建议至少在测定开始时然后每周一次的定期分析检测物质的最高和最

低浓度。如果在测定中检测物质的浓度不能保证保持在标定值的±20％以内（有赖于检测

物质的稳定性数据），就有必要把每个检测浓度都要作测定，但是注意要遵循同样方法。 

在检测物质的浓度能够保持在±20％标定值内的半静态（可更新的）测定中，建议至少在

重新准备之前和以后的每周定时分析最低和最高检测浓度。对于不能保证检测物质浓度

保持在±20％标定值范围内的测定中，就有必要遵循同样方法把每个检测浓度都作测定，

即使是更稳定的物质。 

强烈建议测定结果基于测量过的浓度。但是，如果有证据证实整个测定中溶液中测定物

质的浓度令人满意的保持在±20％标定值或测量过的初值范围内，实验结果可以基于标定

值或测量值。 

样品需要先被过滤（如用 0.45微米孔径筛），推荐用离心过滤法。但是如果物质不被过滤

器吸附，渗滤也是可以接受的。 

测定中，每个缸的溶解氧的浓度，pH值，和温度都要测量。在对照组和浓度最高的一缸

中总硬度，碱度，盐度（如果相关）要测。溶解氧，盐度（如果相关）至少要测三次（开

始，中间，结束各一次）。在半静态测定中，建议溶解氧的测定要更加频繁，最好每次换

水或者每周测一次。pH值要在开始结束时和每次换水时测量，在流动相测定中每周一次。

硬度和碱度每次测定测一次。水温最好在一缸中持续监控。 

1.8.6    观察 

重量：在测定结束时，测量每只存活的鱼的湿重（吸水纸擦干），可以整缸一起测，也可
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以单个测。整缸测比单个测好因为单个测意味着每只鱼都要做标记。如果测量单个体重

从而计算个体增长率，要选好标记技术避免使动物紧张（改用冷冻标记物是很好的，如

使用优质的有色鱼线）。 

测定中每天都要观察鱼，任何外部的反常现象（如出血，变色等）和反常行为都要记录，

死鱼要尽快取出。死鱼不要更换新的，装载率和储存密度要足够满足使每缸鱼的数量减

少不至于产生影响。但是，喂食量要作调整。 

2    实验数据和实验结果报告 

2.1   实验结果的处理 

既然测定设计到很多变量如缸数，检测浓度数，和鱼数等，建议统计员参与测定的设计

和分析测定。鉴于测定设计的选择权，统计过程的具体指导不在这里列出。 

如果整缸鱼的死亡率超过 10％，那么增长率就不要计算了。但是在所有的测定浓度中都

要给出死亡率。 

不管用什么方法来分析实验数据，核心概念是时间 t1和 t2之间的增长率 r。根据鱼是否是

单个称量的和是否要求计算每缸平均值，r有多种定义方法。 
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这里 

r1＝个体鱼的特定生长率 

r2＝每缸平均特定生长率 

r3＝“假”特定生长率 

w1，w2＝特定的鱼在时间 t1t2时特定的重量。 

Loge w1＝在测定开始时单个鱼体重的对数值。 

Loge w2＝在测定结束时单个鱼体重的对数值。 

=在测定开始时每缸中的鱼平均体重的对数值 

＝在测定结束时每缸中的鱼平均体重的对数值 

t1，t2＝测定起止时间（天）。 

r1，r2，r3可以以 28天为周期来测，（如果 14天时测了），就可以按合适的 0－14和 1－

28天为周期来测。 

2.1.1    实验结果的回归分析（浓度响应模型） 

生长率和浓度之间符合一个适当的数学关系，从而可以估计 ECx也就是说任何要求的 EC

值。用这种方法就不必要给单个鱼求 r（r1），分析可以基于整缸鱼 r的平均值 r2。后面这

种方法更好。它也更适用于最小种类的鱼。 

将每缸的特定生长率（r2）对浓度作图，来观察浓度响应关系。 

为表达在 r2 和浓度之间的关系，应该选择一个适当的模型，而且它的选择一定要有适当

的推理支持。 

如果在每个容器中存活的鱼数是不相等的, 那么适用模型的过程中，不管是简单还是非线

性，都要容许组的大小的不同。 

套用模型的方法必须使 EC20和它的方差（不管是标准偏差还是置信区间）的估算能够推

算出。适用的模型的的图形轨迹必须表示出与数据相关，使对模型的适合可以看出来（8）

（18）（19）（20）。 

2.1.2    求 LOEC估计值的实验结果分析 

如果测定包括了各个浓度的备份缸，LOEC的估计可以基于用一种特定方法（如 Dunnett 

或 Williams 的测定 (12)(13)(14)(21))对每缸平均特定增长率的方差分析（ANOVA）（见
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2.1），这种方法是以每个浓度的生长速率与对照组比较，得出产生 0.05 可能性量级上的

明显不同的最低浓度。如果参数法要求的设想不能满足－非正态分布（如在 Shapiro-Wilk

的测定中)，或异质性方差，(Bartlett的测定)，需要考虑在做 ANOVA前将实验数据转换

成同质性方差，或进行称重的 ANOVA。 

如果实验每个浓度不包括多个水槽，一个建立在水槽上的结论 ANOVA 是不可能、无意

义的。在这种情况下，一个令人接受的折中办法是将 ANOVA 建立在鱼个体‘假的’具

体生长率为 3r 。 

平均每个浓度的 3r 要和对照实验的 3r 作对比。 如前 LOEC可以决定一致。可以承认这种

方法不宽容，也不保护，不同水槽间变化大，此外再鱼个体之间有变化的理由，尽管如

此，经验显示，水槽间变化性比水槽内变化性（即鱼和鱼个体之间）小。如果分析中未

包括鱼个体，那要提供外侧鉴别法及其使用理由。 

2． 2    实验结果说明 

实验结果中将对需要对在已知的分析方法测量水平范围内的有毒浓度，或要在半稳态实

验中，何时实验物质的浓度会减少到新制备溶液和将更新溶液之间作出告戒。 

2.   3    实验结果报告 

2．3．1 实验结果报告 

实验结果报告必须包括下列信息： 

——物理性质和相关的物理-化学性质； 

——化学鉴别数据，包括纯度及对合适的实验物质定量分析的方法； 

2．3．2  实验种类 

——学名，可能性； 

——血统，尺寸，供给者，预想等等； 

2．3．3   实验条件 

——习惯上的实验步骤（例如：半稳态/更新实验，流通法，装样，生殖浓度）； 

——实验预想（如实验容器数量，实验浓度，更新的实验每个容器中，鱼的数量）； 

——繁殖溶液的准备方法和更新的频率（溶质及其浓度在使用时必须给出）； 

——标准实验浓度，测量值，测量方法和明确的容器及方法上的测量误差，及使用方法

所需的涉及实验物质在真实溶液中浓度的测量方法的证据； 

——溶剂水的性质：pH，硬度，碱度，温度，水中溶解的氧气的浓度，残余氯元素的级
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别（如已测），所有含碳有机物，悬浮的土壤，实验环境的含盐量和其他可测定的物质； 

——容器水的性质：pH，硬度，温度，水中溶解的氧气的浓度； 

——饲养的详细信息，（例如：食物种类，来源，所给数量和频率）。 

2．3．4 实验结果 

——控制有效生存标准，在每个实验浓度发生的死亡率的数据； 

——使用的统计分析法，建立在重复实验或鱼身上的统计处理数据的方法及使用此法的

理由； 

——个体的表格数据和鱼在 0、14、28 天时的平均含水槽的重量或假定的在 0——28 天

或 0——14、15——28天的生长率（如适当）； 

——更好的表格及 LOEC和 NOEC或 ECx的表格或图表统计数据的实验结果（及回归分

析和 ANOVA），可能的时候，找出明显的错误； 

——任何鱼不平常的反应迹象和任何由实验物质导致的明显可见的影响。 
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附件 1 

实验可接受的鱼的种类和合适的实验条件 

 

Species 

实验种类 

Recommend 

Test 

temperature 

可接受的实

验温度 

Photoperi

od 

(hour) 光

照 时 间

（小时） 

Recommende

d 

Rage for 

initial fish 

weight(g) 可

接受的鱼的

开始湿量（g）

Required 

Measurem

ent 

Precision

要求测量

精确度 

Loading

Rate(g/L

)装样比

率 

Stocki

ng 

Densit

y(per 

Litre )

储 备

密 度

（ 每

升） 

Food 食

物 

Test 

duration 

(days)实验

时间（天）

Recommende

d 

Species:可接

受的实验种

类 

        

Oncorhynchus 

mykiss 

Rainbow trout

虹鲑 

12.5-16.0 12-16 1-5 To nearest

100 mg 

接 近

100mg 

1.2-2.0 4 Dry 

propriet

ary 

saLmoni

d fry 

food 

28≥  

Other well 

documented 

Spcies: 其他

可接受的实

验种类 

        

Dani rerio 21-25 12-16 0.050-0.100 To nearest 0.2-1.0 5-10 Live 28≥  
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Zabrafish 

斑马鱼 

1 mg 

接近 1mg 

food 

(brachio

nus 

artemia 

Oryzia 

Latipes 

Ricefish 

(Medaka) 

21-25 12-16  To nearest

1 mg 

接近 1mg 

0.2-1.0  Live 

food 

(brachio

nus 

artemia 

28≥  
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附件 2 

一些可接受的溶于水的化学物质 

 

SUBSTANCE物质 CONCENTRATION浓度 

ParticuLate matter颗粒状物质 <20mg/L 

Total organic carbon总有机碳 <2mg/L 

Unionised ammonia未离子化的氨 <1 Lg /µ  

R\Residual chlorine残余氯元素 <10 Lg /µ  

Total organophosphorus pesticides

全部含磷有机农药 

<50ng/L 

TotaL organochlorine pesticides plus 

polychlorinated biphenyls 全部含氯有机农药

及多氯联苯 

<50ng/L 

Total organic chlorine全部含氯有机物 <25ng/L 
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附件    3              

毒性实验浓度对数表格(9) 

纵列（10到 100或 1到 10的浓度的数字） 

1 2 3 4 5 6 7 

100 100 100 100 100 100 100 

32 46 56 63 68 72 75 

10 22 32 40 46 52 56 

3.2 10 18 16 22 27 32 

1.0 4.6 10 16 22 27 32 

 2.2 5.6 10 15 19 24 

 1.0 3.2 6.3 10 14 18 

  1.8 4.0 6.8 10 13 

  1.0 2.5 4.6 7.2 10 

   1.6 3.2 5.2 7.5 

   1.0 2.2 3.7 5.6 

    1.5 2.7 4.2 

    1.0 1.9 3.2 

     1.4 2.4 

     1.0 1.8 

      1.3 

      1.0 

 

可以选择 5个浓度为一组。第 x列的中点可在 2x+1列找到。列出的值明确的描绘了重量

百分含量（mg/L或 µg/L）。如合适，数值可以乘或除 10。如果对毒性级别无法确定就必

须使用第 1列。 
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C.15 鱼在胚胎期和幼苗期的短期毒性实验 

1． 方法 

这个短期的毒性实验是重复 OECD TG 212（1998）上的。 

1． １ 引言 

这个鱼在胚胎期和幼苗期的短期毒性实验是一个将生命从受精卵到幼苗期这段时间暴露

在危险中的短期实验。在胚胎期和幼苗期没有饲料提供，而实验将这样终止，但是幼苗

仍将从卵囊中继续培养。 

本实验打算划定在测定的特殊时期和种类中足以致死的和非致死的化学物质。这个实验

将提供许多有用的信息包括：a、是一座架在致死和非致死间的桥梁；b、可以作为一个

对不完全初期生物时期或慢性毒物的审查性实验；c、对在某处耕作技术还未充分发展到

可以包括内部生长到内部饲养改变时期的物种做测定。 

可能认为只有混合鱼生命循环中所有周期的实验才可能对慢性毒物对鱼的影响作出一个

准确的评估，而且那些在生命各时期方面减少的暴光度可能会减少敏感度而因此低估了

慢性毒物。为此预计胚胎期和幼苗期实验特别是在一些高亲脂性化合物及有特殊毒性效

果的化学物质方面不如全程生命实验敏感。尽管如此，可能在 2 个实验中有一些不特殊

的有麻醉效果的物质在敏感性上有更微小的差异（1）。 

在发表这个实验之前，这种胚胎-幼苗期实验的经验多以一种叫 Danio rerio的淡水鱼（硬

骨鱼，鲤科，普通名称斑马鱼）。更多关于这个系列的实验演示的详细指导在附件 1中给

出。这个并未避开使用其他可用的经验（表格 1）。 

1．２ 定义 

最低观测影响浓度（LOEC）：是一种被观测物质在对比于对照实验有明显影响（当 p<0.05）

的情况下在测定的最低浓度。 

无观测影响浓度（NOEC）：是实验浓度中低于 LOEC的浓度。 

１．３  实验原理 

胚胎和幼苗期的鱼被暴露在一系列不同浓度的溶有实验物质的水中。在草案中，可能要

在半稳态实验和流动法实验中做出一个选择。而这个选择取决于实验物质的性质。这个

实验始于将受精卵放入实验扩展槽中而终于在任一实验扩展槽中的卵黄被幼虫全部同化

之前或饥饿死亡率超出对照之前。将致死和非致死影响与对照实验对比、评估，并测出

LOEC和 NOEC。相互地，也可以用回归分析来估计浓度而导致的百分比影响（即：LC/Ecx，
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这里 x定义为影响百分比）。 

１．４ 实验物质信息 

一个精确的毒性实验结果能更好的显示出一系列对实验的选择，是可利用的。这个实验

结果可以用在选择早期生命实验中可处理的实验浓度范围。还要知道实验物质在水中的

溶解性（包括在实验用水中的溶解性）和实验物质的饱和蒸汽压。在一个已知的、精确

实验结果报告并且限量探测的实验方案中一个可靠的物质定量分析方法是有效的。 

结构公式，物质的纯度，在水中和光照下的稳定性，Pka，Pow 以及预备生物降解的结果

都是有用的信息。 

１．５ 实验的有效性 

对一个有效的实验，应当遵循以下几点： 

所有对照实验中相关的继续存活的受精卵及相关在仅溶的容器中的量不少于附件２、３

中所定义的限制； 

在整个实验中溶解的氧气浓度必须在空气饱合含量的 60%~100%之间； 

在实验扩展槽或整个实验中任何连续几天时间水温变化不超过±℃，并且在一系列实验中

指定的温度范围内（附件 2、3）。 

1.６实验方法描述 

１．６．１实验扩展槽 

可以使用任何玻璃或其他任何化学惰性容器。容器的尺寸应大至足够允许满足投放比率

（见章节 1.7.1.2）。要求实验扩展槽在实验地区的某一随机位置。当存在实验室系统误差

时，一个对每个分步骤处理方式的分步骤预想对完全随机方案是有好处的，并能够进行

适当控制。分步骤，如使用，要注意随后的数据处理，而实验扩展槽要小心防备以外打

扰。 

１．６．２ 鱼品种的选择 

可接受的鱼的品种在表格 1A中已给出。这里不能避免使用其他种类（例如：在表格 1B

中所列出的），但实验步骤上可能不得不提供更好的实验条件来适应实验步骤。在这种条

件下实验结果报告出了选择的基本原则和实验方法。 

１．６．３养殖鱼种类的选择 

关于养殖鱼种类的细节可在 OECD TG 210和参考文献（2）、（3）、（4）、（5）、（6）中找

到。 
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１．６．４ 胚胎和幼苗的处理 

在主容器中，胚胎和幼苗是暴露在外的，在小点的容器中在侧面和底部安装网使得容器

里允许实验的水流动。那些计划好的悬浮在臂状物上的小容器使得容器上下摇动会产生

不狂暴的水流流过小容器，但总能保持有机体浸没在水中。在使用一个虹吸系统。鲑鱼

的受精卵被放在有足够幼鱼孵化后离开的孔的网或架子上。巴斯德移液管的用处是适当

地将胚胎和幼苗移到半稳态实验中并每日都重复（见章节 1.6.6）。 

在大容器中放有卵的格子或网是卵的容器。这些限制可以在幼苗孵化后移除，但要保留

一些以阻止鱼逃跑。如果有需要迁移幼苗，它们就不能暴露在空气中且网不应用来将鱼

从卵容器中放出来（对于一些易碎种类如鲤鱼，这个警告不必要）。 

对于这个迁移而安排的时间随种类而改变而且迁移并不一定是必要的。对半稳态技术，

如必要也可使用烧杯或浅底容器，并在其底部上方装一个纱网且比烧杯底略微提高一点。

如果这组容器足够满足装样要求，那迁移胚胎和幼苗是没必要的。 

１．６．５ 水 

类似列在附件 4的符合可接受的稀释物的化学性质的任何水和那些在附件 2、3中描述的

可以且可能好的展示实验效果的水都是合适的实验用水。在整个实验过程中水的性质要

不变。而 pH则只能在 5.0± 单位内波动。为保证稀释水不会不正当地影响实验实验结果

（例如与实验物质生成配位化合物），或反之影响繁殖用的卵的演示。在不同区间取样进

行分析。重金属（如 Cu、Pb、Zn、Hg、Cl、Ni）、主要的阴离子、阳离子（如 Ca2+、Mg2+、

K+、Cl-、SO4
2-）、农药（如全部含磷、含氯的有机物）、全部含碳有机物和悬浮的土壤的

含量都要准备好。例如每 3 个月测定一次以保证稀释水的性质是不变的。如能证明水质

至少一年保持不变，测定可以不必太频繁，周期可长一些（如每 6个月一次）。 

１．６．６ 实验溶液 

选择浓度的实验方法是由繁殖溶液的稀释来决定的。单纯地通过机械方式（如搅拌机和

超声波）简单的混合或摇动实验物质可以更好地为繁殖溶液做准备。饱和柱（溶解柱）

可用来完成一个浓缩的繁殖溶液。尽可能地避免使用溶剂或分散剂（溶解药剂）。尽管如

此，在一些情况下也可用该类物质制备适合繁殖的合适浓度的储备液，的例如丙酮、乙

醇、甲醇、DMF、和三甘醇二甲醚都是较好的溶剂。而 cremophor RH40、Tween 80、0.01%

甲基纤维素和 HCO40是较好的分散剂。当使用易为生物分解的药剂（如丙酮）和那些在

流通实验中因易挥发而导致细菌组合出问题的药剂时要特别注意。当使用一种溶解剂的
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时候，它绝对不能对鱼的生存构成威胁或产生在早期生命时期可观测到的不利影响。尽

管如此，在使用类似材料时尽可能避免产生任何影响。 

对半稳态技术，要进行 2 个不同的重复步骤(i)要么为新的实验准备干净的容器并在不接

触空气条件下将生存的卵和幼苗从原来的旧溶剂中迁移到新容器；(ii)要么将有机体保持

在容器中同时换一定比例（不少于 3/4）的实验用水。更新的频率取决于实验物质的稳定

性但每天换水是必要的。如果通过初步稳定性实验发现实验物质浓度再更新期间不能稳

定（即：超出标准浓度 80%~120%的范围或低于 80%），则考虑使用流通法进行实验。无

论如何，在水更新操作要小心，以免压迫幼苗。 

对流通性实验，需要一个能持续分配、稀释繁殖溶液的系统（如测量泵，比例稀释器，

饱和系统）来制备一系列浓度的展开槽。繁殖溶液和稀释水的流速要在每日不同时间段

控测并且在全部实验中变化不超过 10%。一个合适的流速要求在 24小时中流过至少 5个

实验展开槽（2）。 

1．7  测定步骤 

鱼在胚胎期和幼苗期的短期毒性实验演示中的有效信息在文献中可查得。一些例子可在

文献（7）、（8）、（9）中查得。 

１．７．１ 暴露条件 

１．７．１．１  持续时间 

这个实验最好在卵受精后 30分钟内开始。在胚盘分裂初期或胚囊初期前后将胚胎浸入实

验溶液。对于大量获得的卵不可能在受精后立刻开始实验。推迟实验会严重影响实验的

敏感度。这个实验应在受精后 8 小时开始。在暴露期幼苗禁止喂食。实验终止于任一幼

虫将卵黄完全吸收光为止或饿死率超出对照之前。持续的时间长短取决于使用的材料种

类。在附件 2、3中给出了可接受的持续时间。 

1.7.1.2装样 

在实验开始前受精卵的数量应当足以达到统计要求。它们应随机分布在整个系统中。并

且 30个受精卵，平均分配到至少 3个同样的实验扩展槽中，应当使用在每一浓度而装样

比率（每份实验溶液的生物量）应当足够低到可以溶解的氧气浓度在通风环境下至少保

持占 60%ASV（美国标准）。对流通法来说，装样比率不超过 24 小时 0.5g/L，而且要求

无论何时对溶液说不超过 5g/L。 

1.7.1.3光照和温度 
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光照时间和实验水温要适合所实验的种类（附件 2、3），使用温控仪的目的是，它可以在

附加实验容器上使用。 

1.7.2 实验浓度 

一般地，要求 5组实验物质浓度间隔恒定在不超过 3.2。在选择实验浓度的范围时，要考

虑相关的 LC50对光照时间的曲线。在一些条件下，少于 5个浓度如一些限制实验或一个

更狭小的浓度区间的用处是适当的。如果少于 5 个浓度，则要提供理由。物质浓度要高

于 96 小时 LC50或 100mg/L，低于任何一个则无须测定。在测定中水中物质高于它们溶

解度则不予实验。 

当使用一种溶剂（或分散剂）（见章节 1.6.6）时，它的最终浓度不应该高于 0.1mg/L并且

应在所在实验容器中保持一致。 

1.7.3  对照实验 

稀释水的对照实验（适当浓度）和如有关的溶剂含量（尽量重复）的对照实验应当在除

实验进程之外时进行。 

1.7.4化学分析中测定和测量的频率 

在整个实验过程中，实验物质的浓度是由规定的区间来决定的。 

在半稳态实验中，希望实验物质的浓度浮动在标准范围± 20%上下（即：在 80%~120%

范围内；见章节 1.4 和 1.6）。最低限度要求在新准备的和即将更新时的最高和最低实验

浓度要在至少 3 个不同分开的场合进行分析（即：再更新准备和在更新时，要对相同溶

液的试样进行分析）。对于那些实验物质浓度无法预计是否在正常范围内± 20%（在实验

物质稳定的基础上），就必须在新准备的和即将更新时的最高和最低实验浓度进行分析，

但要保证同一种方法（即：整个实验至少平等的在 3个平分的区间）。更新开始时实验物

质浓度的测量需要在重复的容器内每次测量浓度。测量在分开的 7 天内进行。要求实验

实验结果建立在精确的浓度上。尽管如此，如果有适当证据证明，溶液内实验物质浓度

很好的稳定在标准的或实验全程初浓度的 20%，那实验结果也可以在标准或精确的初始

值上得出。 

对流通性实验，对半稳态实验所描述的类似采样方式是合适的（但这种情况下“旧的”

溶液的测量方法是不适用的）。尽管如此，如果实验持续时间大于 7天，在第一周增加采

样场合的数量（如每 3组）来保证实验浓度稳定是适当的。 

样品要被离心或过滤（如用孔径 0.45µm）。尽管如此，然而无论离心还是过滤都不能将
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实验物质中非生物适用部分分开，样品也不必受这些条件约束。 

在整个实验中，溶解的氧气，pH，温度要在所在容器中精确测量，对照实验中的温度和

最高浓度的容器中总硬度和盐浓度也要精确测量。至少，溶解的氧气和盐浓度要测量 3

次（开始，中间，结束）。在半稳态实验中，溶解的氧气要更精确的测量，最好在每次更

新水前后或至少 1周 1次。硬度则每次实验测一次。温度应天天测量且最好在至少 1个

实验容器中继续控测。 

1.7.5 观测 

1.7.5.1 胚胎生长期 

尽可能证明胚胎期（如胚囊期）在开始就暴露在实验物质中。这样做是为了更好的保养

好卵样品。而幼生期的例子及描述的文献可在文献（2）、（5）、（10）、（11）查找到。 

1.7.5.2  孵化和继续生存 

孵化和继续生存的观测每天至少记录一次，而在实验初期（在前 3个小时则每 30分钟）

提高观察频率是可取的，而在一些情况下幸存时间比死亡数目更有意义（如：有剧烈毒

性影响时）。死去的胚胎和幼苗一旦腐烂就要迅速移除。在移除死亡个体时要千万小心，

别碰到附近的卵和幼苗或对其造成物理损伤，死亡标准依不同生命阶段而改变： 

——对卵： 特别是早期，早期的半透明着色的明显损失和改变，由蛋白质凝固或沉淀导

致的白色浑浊（不透光）物。 

——对胚胎：身体移动的终止和心跳消失，及半透明胚胎上有不透光的一系列污点出现 

——对幼苗：静止不动或呼吸消失，心跳停止或中央神经系统有白色不透光污点出现或

缺乏对机械刺激的反应。 

1.7.5.3 异常迹象 

大量幼鱼在身体上的色素沉着反常，而卵黄吸收期有足够的取决于实验持续时间和描述

的反常现象的性质所取得区间被记录下来。应当对那些自然出现的反常的胚胎和幼苗小

心观察，也应记下对照实验中那些规则的百分比次序。反常的动物死后应从容器中移除。 

1.7.5.4 反常行为 

在由实验持续时间所决定的足够区间中，那些反常，如换气过度、不协调的游动和不正

常的休眠要记录下来。这些影响，尽管数量不同，在观察时可以增加致死数据的说明即

提供了实验物质的毒性反应信息。 

1.7.5.5 长度 
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在实验结束，要测量每个个体长度。标准长、股长或全长均可。如果尾鳍腐烂或鳍上有

腐蚀，可使用标准长度。一般地，在一个运行良好的实验中，重复对照实验时长度的系

数变化应小于 20%。 

1.7.5.6 重量 

在实验结束，要测量每个个体重量。干重（在 60℃下 24小时）比湿重好。一般地，在一

个运行良好的实验中，重复对照实验时重量的系数变化应小于 20%。 

以下这些项目将在一些或全部用来作统计分析： 

——累积死亡率； 

——实验结束后健康幼苗数； 

——开始孵化和孵化结束的时间（即：在每个重复实验中有 90%孵化）； 

——每天孵化幼苗数； 

——实验残存者的长度（和重量）； 

——畸形或反常现象的幼苗数量； 

——展示出反常行为的幼苗数量。 

2.  数据和实验结果报告 

2.1 实验结果处理 

因方法要求考虑实验方法的改变如实验扩展槽的数量、浓度的数量、受精卵的数量和参

数的测定，所以要求一位统计员既计划实验又分析实验。由于方案中一些适当的选择，

特定的关于统计步骤的指导这里不再给出。 

如果 LOEC/NOEC 会被预估，那对于每组重复实验采用不同的分析方法或偶尔的表格法

来变化的进行分析是必要的。为了对个体浓度和对照实验的实验结果做倍数比较，可以

使用 Dunnett的方法（12）、（13）。其他例子也是合适的（14）、（15）。 

使用 ANOVA 的可观察影响的大小或其它步骤（即实验的能力）应当被预测好并实验结

果报告。要注意不足所有在章节 1.7.5.6中列出的观察项目适合用 ANOVA做统计分析。

例如实验结束时累积致死率和健康幼苗数量要用概率法分析。 

如果 LC/Ecx被预先估测。合适的曲线，如类似的计算曲线，适合于使用统计方法如最小

二乘法或非线性最小二乘法的数据。可以确定曲线参数以明确 LC/Ecx并且可以直接指出

它的明显错误。而这可以非常容易计算出 LC/Ecx周围的置信限。除非有更好的选择不同

置信水平的原因，应引用双侧置信 95%。适当的步骤能更好的提供一个评估缺乏拟合的
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重要性，可以使用适当曲线的图解法。回归分析对章节 1.7.5.6所有观察物均使用。 

2.2  实验结果说明 

实验结果说明要告诉在实验溶剂中以分析方法的水平限制下的测量的毒物浓度。对在溶

解物质的水的上方的浓度实验结果报告说明也要详细给出。 

2.3 实验结果报告 

实验结果报告必须包括下列信息： 

2.3.1实验物质 

——物理性质和相关的物理-化学性质； 

——化学鉴别数据，包括纯度及对合适的实验物质定量分析的方法； 

2.3.2实验种类 

——学名，血统，亲代鱼类的数目（即实验中有多少母鱼用来提供所要求的卵），来源，

受精卵的收集和随后的利用。 

2.3.3实验条件 

——习惯上的实验步骤（例如：半稳态实验，流通法，受精到实验的时间段，装样等等）； 

——实验方案（例如：实验扩展槽的数目，重复次数，每次重复胚胎数）； 

——繁殖溶液的准备方法和更新的频率（溶质及其浓度在使用时必须给出）； 

——标准实验浓度，测量值，测量方法和明确的容器及方法上的测量误差，如果实验物

质溶解在水中的浓度小于已测的，要提供涉及到测量实验浓度的测量方法。 

——溶剂水的性质：pH，硬度，碱度，温度，水中溶解的氧气的浓度，残余氯元素的级

别（如已测），所有含碳有机物，悬浮的土壤，实验环境的含盐量和其他可测定的物质； 

——容器水的性质：pH，硬度，温度，水中溶解的氧气的浓度； 

2.3.4实验结果 

——从实验物质稳定性初步得到的实验结果 

——所有可接受的可对照的标准的实验鱼种证明（附件 2、3）； 

——每日胚胎和幼虫死亡率/幸存者和全部的死亡率/生还率数据； 

——孵化天数和孵化数目的数据； 

——重量和长度的数据； 

——畸形发生率及其描述； 

——统计分析和数据处理； 
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——对使用 ANOVA分析的实验，对每个预估反应在 p=0.05时的 LOEC和 NOEC，包括

使用的统计步骤的描述和那些初查出影响的程度的迹象； 

——对用回归分析的实验，LC/Ecx和置信区间和适合计算的曲线模型。 
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表格  1A 

 

                   实验可接受的鱼的种类 

 

淡水鱼类 

Oncorhynchus mykiss 

Rainbow trout(9)(16) 虹鲑 

Danio rerio 

Zebrafish(7)(17)(18) 斑马鱼 

Cyprinus caprio 

Common carp(8)(19) 鲤鱼 

Oryzias Latipes 

Japanese ricefish/medaka(20)(21) 

PimepHaLes promeLas 

Fathead minnow(8)(22) 
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表格 1B 

                   一些其它文献曾用过的种类 

 

淡水 

 

咸水 

 

Carassius auratus 

金鱼 

 

Menidia peninsuLae 

潮水    最好的牛腿肉 

(23)(24)(25) 

  Lepomis macrochirus 

浅蓝色食用大太阳鱼 

 

CLupea harengus 

 

鲱鱼（24）（25） 

 

 

Gadus morhua 

鳕 (24)（25） 

 

 

 

Cyprinodon variegatus 

红鲈     鲤科小鱼 

(23)(24)(25) 
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附件 1 

在一个毒性测定对胚胎及 SACFRY 的表现方面的指导 

引言 

斑马鱼起源于印度 Coromandel 海岸高速流动的河流中。它是锂鱼家族一类通常的水族

馆鱼，有关它培育和照料方式的信息能在热带鱼的权威参考书中查到。LaaLe曾研究过它

在渔场研究方面的理论和应用（1）。 

鱼体长度很少超过 45 毫米。鱼体是圆柱形并带有7到9条深蓝色的斑纹，与银色相间，

这些斑纹延伸到尾部至尾鳍处。 背部是橄榄绿色。雄性较雌性个体为小。而雌性更带银

色的，且腹部更大, 显然这有利于产卵。 

成鱼能够忍受温度， pH 和水硬度的较大变动。 然而,为了使鱼体健康而产出高质量的

卵,应提供最佳的生存条件。 

在发情期间雄鱼四处找寻雌鱼然后以头对着雌鱼, 这样当卵产下后便已受精。卵是透明

的，且彼此是相互独立的, 当它们沉到底部时就有可能被父母吃掉。产卵受阳光影响。如

果早晨阳光足够的话,雌鱼通常会在黎明之后的几小时就产卵。 

每只雌鱼一次可产下几百粒卵，每两次产卵间隔一个星期。 

亲代鱼的情况,繁殖及早期发育阶段 

选择适当数量健康的鱼，然后让这些鱼在条件适宜的水中(例：附4)生活，要求在预计的

产卵期前必须生活至少2周以上。这批鱼在本次研究以前必须至少产过一次卵。鱼群的密

度在此期间不得超过1克每升。在有规律的换水或是水体净化可以允许种群密度高一点。

培养箱的温度应该维持在25±2℃，并提供各种各样的鱼食，例如，适当的商品性干食物，

或是新鲜的 hatched  Arthemia, chironomids(摇蚊),Daphnia（水蚤），白色蚯蚓

(Enchytraeids)。 

两个过程在下面有所描述, 这导致有一批健康的受精卵以保证测定： 

8条雌鱼和16条雄鱼同放在一个包含50升已稀释培养液的桶里,避免受阳光直射且尽可能

不受打扰的保持至少48个小时。在开始测定的前一天下午把一个产卵托盘放在鱼缸的底

部。这个产卵托盘由plexi-glass(聚异丁烯酸树脂)或其它合适的材料组成一个框架，5到7cm

高，一个2到5mm的粗糙的网连到顶部，同时一个10到30微米的网在底部。大量由解开的

尼龙绳组成的产卵树附在那个粗糙的网上。当鱼已被留在黑暗中12个小时之后，一束微

弱的光线就会导致开始产卵。产卵后二到四个小时，移开产卵托盘并收集产的卵。产卵
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托盘作用在于可以防止父母吃掉卵同时使收集这些卵变得容易。这些产卵的鱼在用于本

次实验前必须至少已产过一次卵。 

在预产期前至少两周把 5到 10条雄鱼和雌鱼隔离放置。5到 10天后，雌鱼的腹部变大而

且可以看到它们的生殖器乳头。雄鱼则没有乳头。产卵就在这个底部装有伪装网（如上

所说）的产卵缸内进行。这个产卵缸装满了作为溶剂的水，因此在底部网以上的水深为 5

到 10cm在预产期前一天把一条雌鱼和两条雄鱼放在缸里面，控制水温在最适合温度再高

一度。屏蔽所有的光线并把缸放在尽量不受打扰的地方。早上的一丝光线就会诱发产卵。

2到 4小时后，移开鱼并收集卵。如果卵的需求量很大，一条雌鱼产的不够多的话，就应

该同时培养几个产卵缸。通过记录这些优于测定（数量和质量）的成功产卵经历，这些

有着高产卵成功率的雌鱼就会被挑选出来饲养。 

这些卵会被转移到一个由玻璃管（内径不小于4mm)组成的测定容器里,并提供一个柔和的

抽气球。在测定容器内的水要尽可能的少。卵密度比水的大因此会下沉而落出管子，此

时要小心注意不让卵（以及幼虫）接触空气。  

在这些卵中作抽样微型试验来保证在这第一个发育的阶段里面所有卵都是一样好的。对

这些卵不准消毒。 

在受精后的24小时里卵的死亡率是最高的，一般会达到5%到40%。如果卵腐败就代表受

精或发育失败。一批卵的质量看起来似乎是由雌鱼决定的，因为一些雌鱼总是产下高质

量的卵，而另一些却相反。同样发育率和孵化率也是因雌鱼不同而异。成功的受精卵以

及卵黄囊幼虫发育得好，一般可达到90%。在25摄氏度时受精卵会孵化3到5天然后卵黄

囊会在受精后的约13天里被吸收。 

Hisaoka 和 BattLe（2）曾对胚胎的发育作过详细的定义。从卵和发育幼虫的透明度可以

看出哪些会发育成为鱼以及哪些会发育为畸形。大约在产卵后4小时，未受精的卵就可以

从受精卵中区别出来（3）。因为这个原因，卵和幼虫会被放置到一个小容量的测定器皿

里面，这样就可以用显微镜来观察。早期发育阶段的试验条件，在附录2里列出。 

理想的试验环境的pH值和水硬度分别是7.8和250 mg CaCO3/L 。 

计算和统计 

建议分两步进行。第一，死亡率，畸形发育和孵化时间应被统计分析。然后，在那些对

上述统计项没有任何影响的浓度上，鱼体的平均长度可以通过统计求出。 

这个步骤是可取的，因为毒素可以有选择性的杀死小鱼，延迟孵化时间并使畸形鱼量增



 204

大，因此导致平均鱼体长度的测量值偏差。此外，每次测量的鱼数目相同，这样也保证

了统计数值的有效性。 

LC50 及 EC50 定义 

平安生存下来卵和幼虫的百分比和修正后的死亡率符合 Abbott 公式(4)： 

)100(100 x
C

PCP
′−

−=
 

其中 

P  ＝修正后的存活率 

P′  ＝试验中集中观察到的存活率 

C  ＝控制下的存活率 

如果可能的话, 在试验结束的时候LC50 已被一个适当的方法决定。 

如果在EC50 的统计中试验的畸形率与期望值差不多，可在StepHan(5)中得到指导。 

LOEC 和 NOEC估计 

一个客观的卵和 sac-fry试验是为了与受控的非零集中相比较，即决定了LOEC.因此多方

面的比较方式应被采用。 
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附件 2 

      试验条件，持续试验时间以及测定环境条件的推荐值 

阶段 受控下幸

存 

（最小百

分比） 

规格  温度 

（摄氏

度） 

盐

份 

（0/

00） 

图片

段

(hrs) 

胚胎 幼体

试验典型

持续时间 

孵

化 

发

育 

淡水  

Brachydanio 

rerio 

 

(斑马鱼) 

25± 1 － 12-16 3-5 8-10 受精后尽

快(早期胚

囊)5天到发

育期(8-10

天) 

80 90 

Oncorhynchus 

mykiss 

 

彩虹鲑鱼 

10 )1(1±  

12 )2(1±  

- )(0 a
 30- 

35 

25- 

30 

受精后尽

快(早期胚

囊)20天到

发育期

(50-55天) 

66 70 

Cyprinus 

carpio 

 

普通锂鱼 

21-25 - 12-16 5 >4 受精后尽

快(早期胚

囊)4天到发

育期(8-9

天) 

80 75 

Oryzias Latipes 

 

鳉日本  

)1(124 ±

)2(123±

 

- 12-16 8-11 4-8 受精后尽

快(早期胚

囊)5天到发

育期(13-16

天) 

80 80 
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PimepHaLes 

promeLas 

 

笨鲦鱼 

225 ±  - 16 4-5 5 受精后尽

快(早期胚

囊)4天到发

育期(8-9

天) 

60 70 

)1(
胚胎        

)2(
幼虫     

)(a
孵化一周后保持胚胎和幼虫的黑暗环境除非它们已被检查过。然后再在温和的光线下

完成试验。 
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附表 3 

试验条件，持续时间和其它有记录的成功存活下来的样本 

 

阶段（天） 受控下幸

存 

（最小百

分比） 

规格  温度 

（摄氏

度） 

盐份 

（0/0

0） 

图片

段

(hrs)

胚胎 幼体

典型胚胎

和幼体持

续时间 

孵

化 

发

育 

淡水  

Carassius 

auratus 

 

金鱼 

24±1 － - 3-4 >4 受精后尽

快(早期胚

囊)4天到发

育期(7天) 

- 80 

Leopomis 

macrochirus 

 

Blugill 翻车

鱼 

21±1 

 

- 16 3 >4 受精后尽

快(早期胚

囊)4天到发

育期(7天) 

- 75 

咸水  

Menidia 

peninsuLae 

 

Tidewater 

silverside  

22-25 15-22 12 1.5 10 受精后尽

快(早期胚

囊)5天到发

育期(6-7

天) 

80 60 

Clupea 

harengus 

 

鲱鱼 

10±1 8-15 12 20-2

5 

3-5 受精后尽

快(早期胚

囊)3天到发

育期(23-27

60 80 
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天) 

Gadus morhua 

 

鳕 

5±1 5-30 12 14-1

6 

3-5 受精后尽

快(早期胚

囊)3天到发

育期(18天) 

60 80 

Cyprinodon 

variegatus 

 

红鲈 鲦 

25±1 15-30 12 - - 受精后尽

快(早期胚

囊)4/7天到

发育期(28

天) 

>75 80 

                  

 

附件 4 

        一些可接受的已稀释的水的化学特征 

 

物质 

 

浓度 

 

微粒 

 

有机物总量 

 

未电离的氨 

 

残留氯 

 

有机磷杀虫剂 

 

<20 mg/L 

 

<2 mg/L 

 

<1 μg/L 

<10μg/L 

<50 ng/L 

 

<50 ng/L 
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有机氯杀虫剂及多氯化联苯 

 

有机氯总量 

<25 ng/L 
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C.16   蜜蜂 - 敏锐的口头毒性测定 

1. 方法 

这个敏锐的毒性测定方法是OECD TG 213 (1998)的一个复制。 

1.1. 引言 

该毒性测定方法是一个实验室方法, 设计用来评定成年工蜂对于植物自卫物质和其它化

学物质的口头敏感性。 

在这个对于有毒物质的估计中，要求工蜂具有口头毒性敏感性，就像当工蜂暴露在一种

给定的化学物质中一样。这个口头毒性敏感性测定是用来测定杀虫剂自身和其它化学物

质对工蜂的毒性。实验结果应被用来阐述进一步研究所需要的条件。特别的，这个方法

可作为估计杀虫剂对蜜蜂的危害中的一步，基于连续的实验室内对半野生或野生蜜蜂的

毒性测定。杀虫剂可作为有效物质或规划生产品来测定。 

应该用统一的中毒标准来指明蜜蜂的敏感性和试验过程的精确性。 

1.2.定义 

口头敏感性：一剂测定物质在最大96小时内的负面作用。 

剂量：一次测定物质的剂量。剂量用测定物质的质量（微克）与测定动物的质量（蜜蜂

质量/微克）之比来表示。真正的每只蜜蜂的剂量并不能用集中喂养的剂量来计算，但是

还是可以用平均剂量来估计的（测定物质的消耗总量/一箱蜜蜂的数量）。 

LD50（平均致死量）口服：来源于口服能导致50%蜜蜂死亡的统计剂量。LD50用测定物

质的质量(微克)/蜜蜂数量来表示。对杀虫剂来说，测定物质可能既不是有效物质(a.s.)也

不是明确包含一种或多种有效物质的产品。 

死亡率：当这只动物完全不动的时候就记录下来认为其已死亡。 

1.3.测定方法原理 

成年工蜂(产蜜的蜜蜂)暴露在溶解有大量测定物质的蔗糖溶液里面。然后喂这些工蜂同样

的含有充分的测定物质的食物。在48小时内每天记录死亡率然后与参考值相比较。如果

在24到48小时内死亡率增加，同时参考死亡率保持在一个可接受的位置,即≤ 10%,可适当

延长测定时间到最多96小时。 

分析试验实验结果用来计算24小时和48小时内的LD50,如果延长时间，就是72小时和96小

时内的LD50。 

1.4. 测定的有效性 
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如果一个测定是有效的，那么它必须拥有以下两个条件： 

- 在测定最后受控下的所有蜜蜂的平均死亡率不得超过10%。 

- 中毒的LD50须详细说明。 

1.5. 测定方法描述 

1.5.1.蜜蜂的收集 

  应使用同一群的幼小工蜂，同样的年龄，同样的状况，等等。应收集喂食充分的，健

康的，最好未生过病的，蜂后的历史和生理状况都是已知的。应在早上使用的时候收集

或是测定前的傍晚收集然后保持测定环境到第二天。同一窝中收集的未孵化的也可以。

早春和晚秋时不应收集，因为此时蜜蜂处于生理改变时期。如果必须要在早春和晚秋进

行测定的话，可以把蜜蜂放置于培养箱里面，用“蜜蜂面包”(刮下来的花粉)和蔗糖溶液

喂养。蜜蜂用化学物质处理，如抗生素，抗varroa制品，等等，在最后一次处理后的至少

四周后才可以用作毒性测定。 

1.5.2.安置和喂养条件 

  使用易于清洁和通风条件良好的笼子。可以使用任何合适的材料，比如不锈钢，金属

网，塑料或一次性的木质笼子等等。最好每组十只蜜蜂装一个笼子。笼子大小应与蜜蜂

数量相应，即提供足够的空间。 

 实验室温度保持在25±2℃，蜜蜂笼子要求黑暗。相应湿度一般应保持在50-70%，试验

过程中应一直记录。处理过程，包括管理和记录可在有光的地方进行。500g/L的蔗糖溶

液作为蜜蜂的食物。在喂过一剂量之后，食物中应添加ad Libitum。喂食系统应记录每个

笼子的每次食物入口（见1.6.3.1）。可用一根玻璃管（大约50mm长10mm宽，但入口处

直径不超过2mm）喂食。 

1.5.3蜜蜂准备 

 收集来的蜜蜂随机分配在各个测定笼里面，测定笼也是随机分配在整个实验室里面。

在开始测定前2小时蜜蜂可能会饿死。因此推荐优先用缺少食物的蜜蜂做实验，这样可以

使得实验开始时所有蜜蜂肠内的容量差不多。 

1.5.4. 剂量准备 

测定物质是一个混合溶液，因此直接稀释在50%的蔗糖溶液里面。因为专业产品和物质

是低水溶性的，因此可使用对蜜蜂低毒性的有机溶剂，乳化剂和分散剂（比如丙酮，N-N-

二甲基甲酰胺，二甲基亚砜）。测定物质浓度由它的溶解性决定，而且所有的测定浓度
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要一致。不过，1%的浓度一般是合适的，而且不能低于这个浓度。 

准备一个合适的对照浓度，当使用有机溶剂或是分散剂来溶解测定物质的时候，应分别

使用下面两种受控溶液：一个水溶液，一个与测定溶液同浓度的蔗糖溶液。 

1.6. 测定步骤 

1.6.1.测定和对照溶液 

剂量和重复试验的次数要与统计学的要求一致，LD50就是至少95%的可信度。一般的，

几何级数上的5份剂量，事实上不能超过2.2，本实验要求盖住LD50的边缘。不过，稀释物

和剂量的浓度应被控制与毒性曲线（剂量对死亡率）的斜率一致，同时用来分析的实验

结果应与统计方法一致。 

至少三个同样的测定组，每组十只蜜蜂，应喂之以每个测定浓度的溶液。另一至少三个

同样的测定组，每组十只蜜蜂，用于额外测定。对照组同样应被用于溶剂/载体使用（见

1.5.4）。 

1.6.2.中毒标准 

在测定过程中应统一中毒标准。至少三份剂量应选来代替LD50的期望值。至少三组同样

的试验笼，每次装有十只蜜蜂，用于每次测定剂量。更好的中毒标准是乐果（一种有机

磷杀虫剂），文献值是口服LD50-24 h在0.10-0.35μg a.s./只（2）。不过，其它的中毒标

准也可以接受，只要它提供足够的数据来证明期望的剂量(例如对硫磷)。 

1.6.3．暴露 

1.6.3.1.剂量的管理 

 每组测定的蜜蜂应提供100到200μL 50%的含有适量测定物质的蔗糖溶液。如果必须使

用高比例的蔗糖溶液，可计算得要求有大量的低溶解性，低毒性或低浓度的溶液。每组

蜜蜂消耗的饮食总量应被控制。 

每次消耗完以后（一般3到4小时），喂食管应移开笼子，代之以另一根含有蔗糖溶液的

管子。蔗糖溶液提供 ad Libitum。对有些化合物来说，高浓度的测定液对消耗反而不利。

最多6小时后，用管子移开未消耗的食物。就可以估计已消耗的食物总量了（例如测量体

积/残留物的质量）。 

1.6.3.2.持续时间 

持续时间最好是在测定液换成蔗糖溶液后的48小时。如果死亡率在前24小时内继续按

10%上升，持续时间可延长到最多96小时，以防止死亡率超过10%。 
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1.6.4.观察 

开始测定后4小时记录死亡率，在此以后24小时和48小时（即在供给剂量后）时记录死亡

率。如果需要延长观察时间，更多的估计应间隔24小时，直到96小时，防止死亡率超过

10%。 

估计每组消耗食物的总量，比较在给定6小时内已处理过和未处理过的食物消耗比，得出

食物的可口度。 

所在测定过程中的反常现象应予记录。 

1.6.5.限制测定 

在一些笼子（比如测定物质是低毒性的）里面，可以用限制测定，使用100μg a.s./只用

来证明LD50有更好的价值。用同样的测定过程，包含三个使用同样剂量的测定组，相应

的控制条件，估计相应的食物消耗量，和相应的中毒标准。如果有死亡，又是一个完整

的学习过程。如果观察到了亚致死量（见1.6.4），应予记录。 

2．实验数据和实验结果报告 

2.1 数据 

制表总结数据，表达出处理过的每一组，以及受控下中毒标准，使用的蜜蜂数量，每个

观察时间的死亡率，有反常行为的蜜蜂数目。用适当的统计方法分析死亡率（例如概率

分析，平均移动，二项式概率）（3）（4）。在每一个推荐的时刻绘出剂量响应曲线，

计算曲线斜率，平均致死量（LD50），要求至少95%的置信度。用 Abbott  公式来修正

控制下的死亡率。如果处理过的食物没有完全消耗，应测定每组消耗的测定物质。每只

蜜蜂消耗的测定物质LD50用μg度量。 

2.2.  测定结果报告 

测定结果报告需包含以下信息： 

2.2.1. 测定物质 

- 物理性质以及相关的物理－化学性质 (如水的稳定性，蒸气压) 。 

- 化学鉴定数据，包括结构式，纯度（即对杀虫剂指纯活性物质的浓度(s)）。 

2.2.2. 测定种类 

- 学术名称，种类，近似年龄（每周），收集方法，收集日期 

- 用来收集测定蜜蜂的种群的信息，包括健康，任何的成体疾病，任何的预处理等。 

2.2.3. 测定条件 
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- 实验室的温度和湿度 

- 房间的条件，包括大小，形状，和笼子材料 

- 预储存方法和测定溶液（使用的溶液浓度） 

- 测定的设计过程，例如使用的测定浓度和数量，对照的数量；每个测定溶液和对照的

同样的笼子，以及每笼的蜜蜂数量。 

- 测定日期 

2.2.4. 实验结果 

- 进行了的浓度范围的实验结果 

- 天然数据：每个观察时间每种剂量的死亡率 

- 测定结束后的剂量－响应时间图 

- 95%置信度时LD50的值，在每个推荐的观察时刻，测定物质和中毒标准 

- 得到LD50的统计过程 

- 对照下的死亡率 

- 其它观察到或测量到的生物影响因素，例如蜜蜂的反常行为（包括拒绝测定物质），

处理和未处理组的食物消耗比 

- 任何测定过程中的偏差以及其它相关的信息 
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C.17.蜜蜂急性接触性毒性测定 

1．测定方法 

此毒性测定方法与 OECD TG 214(1998)相同。 

1．1 引言 

此测定是一种实验室测定方法。其用于估计工厂防护物及其他化学物质对工蜂产生的急

性接触性毒性的大小。 

在估计物质毒性时，例如蜜蜂暴露于某一特定化学物质时，需要确定接触毒性的大小。

本测定用于确定杀虫剂和其他化学物质的固有毒性对蜜蜂的影响。测定结果用于决定是

否需作进一步的评估。此法尤用于逐步评定杀虫剂对蜜蜂的有害影响，这一评定基于连

续进行实验室，半实地和实地实验。杀虫剂可作为一种活性物质或混合物来测定。 

为了检验蜜蜂的灵敏度和实验步骤的精度，必须采用一毒性标准。 

1．2 定义 

急性接触毒性 最大周期内（96小时）使用单剂量物质产生的不利影响。 

剂量 被测物质的使用量。用单位个数蜜蜂的用药质量（μg/bee）来描述。 

半致死量 (LD50) 是当生物与某物质接触时，统计上导致50%生物死亡的物质量。半致

死量用每只蜜蜂耗去几微克物质来表示。对杀虫剂，被测物质可能是一种活性物质或包

含一种或多种活性物质的混合物。 

死亡率 当一生物完全不动时，被视为死亡。 

1．3 测定方法原理 

工蜂在腹部被敷以一定剂量的溶于适当载体的待测物。实验为期 48小时。如死亡率在 24

到 48 小时内一直上升而控制死亡率保持于一可接受范围，如 ≤10%,可将实验时间扩至

96小时。每天记录死亡率并与控制值进行比较。分析实验结果以计算 24及 48小时内的

半致死量，以决定是否将实验时间延长至 72或 96小时。 

1．4 测定的有效性 

一有效的实验应满足下列条件： 

平均死亡率在实验结束时不可超过可控值 10%。 

半致死量的毒性标准满足指定的范围。 

1．5 测定方法描述 

1．5．1蜜蜂的选取 
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应选用同样生物地位，同一年龄，种族的年轻工蜂。被选蜜蜂应是健康，饲养良好，具

有已知家族史和生物地位的。它们或早或晚被选用，并一直保持在实验条件下。应选取

无卵蜂。由于蜜蜂的生理状态在早春或晚秋会发生变化，故尽量避免此时选蜂。如不得

不在此时实验，蜜蜂须置于孵卵器中，且以花粉和蔗糖水溶液培养一周。接触了化学物

质如抗生素等的蜜蜂在接触后四周后方可使用。 

1．5．2 居住与喂养的条件 

应提供易清洁且通风良好的巢。不锈钢，线网，塑料，万用木笼均为合适的材料.巢的大

小应以可提供足够的空间为宜.最好每巢十只蜂. 

蜜蜂应置于25±2℃的暗室中.实验过程中应记录相对湿度(正常50—70%).可在日光下进

行处理观察等操作步骤.用一喂养器盛500  g/L蔗糖水溶液作为测定期间蜜蜂的食物.喂

养器可用玻璃管(50mm长,10mm宽,一端开口且开口直径为2mm)代替. 

1．5．3 蜜蜂的准备 

选好的蜜蜂用二氧化碳或氮气麻醉以便敷以测验试剂.麻醉剂用量和时间应尽量小.测验

前垂死的蜜蜂应换为健康的. 

1．5．4 试剂的准备 

测定物质被溶于溶剂如有机溶剂或水中并置于容器中.如用有机溶剂丙酮最好但其他低毒

溶剂也可(如二甲基甲酰胺,二甲亚砜).由于水和高极性的有机化合物不溶于有机载体液,

此时应配制稀溶液(Agrl, Cittowett, Lubrol, Triton, Tween)。 

应配制适当的控制液,其中用溶剂或分散剂来溶解测定物质.采用对照组,一组用水处理,一

组用溶剂或分散剂来处理。 

1． 6测定步骤 

1．6．1测定和对照组 

用药量应满足统计上确定半致死量时置信度为 95%。正常测定要求在一几何序列中,使用

一因数不超过 2.2且包含半致死量的五剂药。但药剂数应决定于毒性曲线的斜率以及分析

实验结果的统计方法.进行范围测定可以确定药剂数. 

最小的三个测定组(每组十只蜂)施以测定浓度的药剂. 

最小的三个对照组(每组十只蜂)也要加入测定.如果对测定组使用有机溶剂,对照组也要使

用此类溶剂. 

1．6．2 毒性标准 
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测定序列中应包含毒性标准，至少三剂药用量应涵盖半致死量的值.三个最小的相同实验

巢(每巢十只蜂)每巢用以一剂药.多选二甲基苯胺为毒性标准(24小时半致死量为0.10 - 

0.30 μg a.s./bee ).但如有足够的数据以检验实验效果也可用其他的毒性标准(如硝基硫磷

酯). 

1．6．3 接触 

1．6．3．1 试剂的使用 

每只蜜蜂分别进行局部注药.蜜蜂随机的分到不同剂量,不同的控制条件的组中. 

每只蜜蜂均从背面用一容积为 1μL 的微型注射器注射药剂。如与实验相符,其他容积的

注射器也可用.此后,蜜蜂被放入巢中并供以糖水. 

1．6．3．2 测定时间 

测定时间多为 48小时.如 24到 48小时间死亡率上升了 10%以上,测定时间应延长至 96小

时以控制死亡率低于 10%. 

1．6．4 观察 

敷药后分别在 4，24，48小时记录死亡率。如须延长观察时间，则须直到 96小时为止每

隔 24小时作一次观察以便使死亡率不超过 10%。 

实验期间，所有不正常的现象均须记录。 

1．6．5 限度测定 

在某些情况下（如测定物质低毒性时），应用100 µ g  a.s./bee剂量的药剂进行限度实验

以确证半致死量大于此数值。测定组，对照组和毒性标准测定组均应采取上述步骤。如

出现死亡，则开始全面监测。观察到不致命的现象也应记录。（见1.6.4） 

2 实验数据和结果报告 

2．1 实验数据 

数据应列成表格，表中应有：测定组，对照组和毒性标准测定组；蜜蜂数量；各观测时

间的死亡以及反常蜜蜂的个数。用适当的统计方法分析蜜蜂的死亡率（如正态分析，坐

标平行，最小二乘法）(3)(4).在每个观测时间（如24，48，72，96小时）做剂效曲线，并

在置信度95%下计算曲线斜率和半致死量。对控制死亡率的校正可用Abbott’s校正法(4)(5).

半致死量应表示成每只蜜蜂几微克物质的形式。 

2．2 实验结果报告 

测定结果报告应含以下信息。 
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2．2．1被测物质 

---  物理性质和物理化学性质（如水中稳定性和蒸气压）。 

---  化学特征数据，包括结构式和纯度（对杀虫剂而言，还须给出活性物质的性质和浓

度）。 

2．2．2被测种类 

---  学名，种属，大致年龄（以周为单位），采集方法，采集时间。 

---  选蜂种群的信息，包括健康状况，成体患病情况，测定前的处理情况。 

2．2．3 测定条件 

---  实验室的温度和相对湿度。 

---  居住条件：巢的类型，大小和筑巢物质。 

---  敷药方法：包括是否应用载体溶液，麻醉剂的用量。 

---  测定设计：药剂用量，控制数，同一实验条件下的巢数，每巢的蜜蜂数。 

---  测定日期。 

2．2．4 实验结果报告 

---  范围确定实验的实验结果。 

---  原始数据：各观测时间时每种浓度测定下的死亡率。 

---  测定物质和标准物质使用后各观测时间时的半致死量（置信度 95%下的计算值）。 

---  确定半致死量的统计步骤。 

---  对照组的死亡率。 

---  观察到的其他生物现象和蜜蜂反常行为。 

---  任何与以上描述背离行为和任何相关信息。 
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C.18.组分平衡法确定吸附-解吸附 

1． 测定方法 

本实验方法与 OECD TG 106相同，应用组分平衡法确定土壤吸附-解吸附作用大小。 

1．1 引言 

测定方法考虑了一系列的实验，用于土壤吸附测定的车间  (1)(2)(3)(4) 和存在相关的国

家级指标(5)(6)(7)(8)(9)(10)(11).。 

吸附-解吸附研究可为生产提供必要的信息（物质的迁移率和它们在土，水和空气等构成

的生物圈内的分布状况）(12)(13)(14)(15)(16)(17)(18)(19)(20)(21). 。这些信息可用于预测

和估计如物质的降解率(22)(23)，转化率和被微生物吸收的百分率(24)；物质在土中的透

过 率 (16)(18)(19)(21)(25)(26)(27)(28); 在 土 中 的 挥 发 性 (21)(29)(30); 水 土 流 失 率

(18)(31)(32)。吸附数据可用于比较和建立模型(19)(33)(34)(35)。物质在固液两相分布是一

个复杂的过程，它依赖于以下因素：物质的化学性质(12)(36)(37)(38)(39)(40),土壤的特征

(4)(12)(13)(14)(41)(42)(43)(44)(45)(46)(47)(48)(49)，气候（如降雨量，气温，光照和风力）。

因此，许多物质吸附的现象和机理不能有一个简单的实验室模型来概括。尽管这一努力

不会涵盖所有情况， 但它提供了有价值的物质吸附信息。 

参看总引言。 

1．2 应用范围 

本实验方法在于估计物质在土中的吸附-解吸附行为。其目的在于获得吸着值以便预测在

不同环境下的分布效率。为此，物质的吸附平衡系数被假定为土壤性质的函数（如有机

物含量，黏土含量，土壤质地和pH值）。为了模拟自然中存在的物质与土的相互作用，必

须用尽可能多的种类的土壤。 

在此实验方法中，吸附表示物质与土壤表面接触。这里不区分不同吸附过程（物理的或

化学的）；表面促降解过程，气泡吸附或化学反应。土壤胶体（直径< 0.2μm）产生的吸

附 不 考 虑 。 对 吸 附 有 重 要 影 响 的 土 壤 参 数 有 ： 有 机 物 含 量

(3)(4)(12)(13)(14)(41)(43)(44)(45)(46)(47)(48) ， 黏 土 含 量 (3)(4)(41)(42)(43)(44)(45)(46) 

(47)(48)，土壤质地和离子化合物的pH值(3)(4)(42)。其他可能对土壤吸附-解吸附作用起

重要作用的因素有：正离子交换容量(ECEC)，无定型的铁铝氧化物含量（尤其对火山附

近和热带的土壤(4)，以及一些特殊表面(49)）。 

本实验用来估计不同种土壤（不同的有机物含量，黏土含量，土壤质地和离子化合物的
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pH值）的吸附情况。其包含三层： 

第一层：预备研究： 

 固溶比。 

 吸附平衡时间和平衡吸附量。 

 容器对实验物质的表面吸附和实验物质在测定时的稳定性。 

第二层：审查测定：在五种不同的土壤中实验同一浓度的物质，并确定该物质的分布系

数Kd和Ko。 

第三层：确定吸附等温线以确定浓度对土壤吸附的影响。 

用解吸附动力学和 Frenudlich解吸附等温线来研究解吸附（见附录一） 

1．3 定义和单位 

        符号         定义         单位 

Ati 

 

ti 

时刻的吸附百分率 

% 

 

Aeq 

 

平衡时的吸附百分率 % 

 

msads(ti ) 

 

ti 

时刻土壤表面吸附的物

质质量 

μg 

 

msads( ti ) _ 

 

∆ ti 

时间间隔内土壤表面吸

附的物质质量 

μg 

msads(eq) 

 

平衡时刻土壤表面吸附

的物质质量 

μg 

 

 

m0 

 

实验开始时试管中试剂

的质量 

μg 

mmads(ti ) 

 

ti 

时刻测定物的质量 

μg 
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maq ads eq ( ) 

 

吸附平衡时刻测定物的

质量 

μg 

msoil 

 

干土壤的质量 G 

Cst 

 

测定物溶液的质量浓度 μgcm-3 

 

C0 

 

测定物溶液的初始质量

浓度 

μgcm-3 

 

C ads(t ) 

 

分析进行至时刻ti 

时测定物溶液的质量浓

度 

μgcm-3 

 

C ads eq ( ) 

 

吸附平衡时刻土壤表面

吸附的物质的量 

μgs g-1 

 

C ads(eq) 

 

吸附平衡时刻测定物溶

液的质量浓度 

μgcm-3 

V0 

 

液相的初始体积 cm3 

 

v A 

 

测定液的体积 cm3 

 

Kd 

 

吸附分布系数 cm3 g-1 

 

 

Koc 

 

有机碳标准吸附系数 cm3 g-1 

Kom 

 

有机物标准分布系数 cm3 g-1 

K ads 

 

Freundlich吸附系数 F 

μg 1-1/n (cm3) 

1/n g-1 
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1/n 

 

Freundlich指数  

Dti 

 

Ti 

时刻解吸附百分数 

% 

D t _ 

 

∆ ti 时间间隔内解吸附百

分数 

% 

Kdes 

 

表面解吸附系数 cm3 g-1 

 

K des 

 

Freundlich解吸附系数 F 

μg 1-1/n (cm3) 

1/n g-1 

 

maq des(ti ) 

 

Ti 

时刻土壤表面解吸附的

物质质量 

μg 

maq des ti ) (_ 

 

∆ ti 

时间间隔内土壤表面解

吸附的物质质量 

μg 

mmdes(eq) 

 

解吸附平衡时刻分析手

段测得的物质的质量 

μg 

maq des eq) ( 

 

解吸附平衡时刻的物质

的总质量 

μg 

msdes( ti ) _ 

 

∆ ti 时间间隔后土壤上剩

余的物质质量 

μg 

maq A 

 

由于液体不完全位移土

壤上剩余的物质质量 

μg 

C des(eq) 解吸附平衡时刻土壤上 μgs g-1 
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 剩余的物质的量 

C des eq ( ) 

 

解吸附平衡时刻液相物

质的质量浓度 

μgcm-3 

VT 

 

解吸附实验时总的液相

的体积 

cm3 

 

VR 

 

吸附平衡时刻试管中表

面浮物的体积 

cm3 

 

v D 

 

解吸附实验时，测定液的

体积 

cm3 

 

V i 

 

解吸附实验时从试管中

取出的测定液的体积 

cm3 

 

V F 

 

解吸附平衡时从试管中

取出的测定液的体积 

cm3 

 

MB 

 

质量平衡 % 

mE 

 

土壤和试管壁上取得的

试样的总质量 

μg 

Vrec 

 

吸附平衡后试管中表面

浮物的体积 

cm3 

Pow 

 

辛醇--水分配系数  

pKa 

 

解离常数  

Sw 水中溶解度 g L-1 

1．4 测定方法原理 

   向已知浓度已知体积的物质溶液中加入事先用0.01 M CaCl2 平衡好了的土样。振摇一

段时间。悬浮的固体便被离心力分出，清夜即可用于分析。吸附在土样上的物质的量可

由实验前后溶液中物质的量的差算出。（间接方法） 

另外，吸附在土样上的物质的量可由直接分析土样来决定。（直接方法）这种逐步用适当
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溶剂萃取土样的方法多用于利用溶液中的浓度计算吸附在土样上的物质的量达不到要求

的精度的情况。具体此法可用于：测定容器表面的吸附物，物质在实验中的不稳定性，

由于低吸附产生的溶液中小浓度的变化和由于高吸附导致的溶液中物质测量达不到精度

的情况。若应用物质，则应以燃烧分析和银光记数来代替萃取方法。但液体的银光记数

不能区分原物质和转化物，因此其仅应用于测验时物质稳定的情况。 

1．5 实验物质信息 

化学试剂要求是分析纯的。建议采用已知组成的纯度为 95%以上的物质或已知光学纯度

和组成的物质。对追踪用的同位素（半衰期很短）须校正衰变。 

在进行吸附-解吸附实验之前，实验物质的下列信息应已获知： 

a 水中溶解度。 (A.6) 

b蒸气压和/或亨利常数(A.4)    

c非生物的降解：水解与 pH值的函数关系。(C.7) 

d分配系数。(A.8) 

e生物的降解(C.4)或土壤中好氧和厌氧的转化。 

f离子化合物的 pKa。 

g水溶液的光分析（紫外可见光谱，量子效应）和土壤的光降解。 

1．6 实验的实用性 

本实验可用于分析方法可准确测定的物质。实验时实验物质的稳定性是一个影响实验结

果可信度的重要参数。它在应用间接方法测量时尤为重要。因此在准备性研究时应测定

其稳定性。如测定时发现物质有转化，则在主测定时应既分析固相又分析液相。 

进行实验时，低水溶性(Sw <10-4 g L-1)和高带电性的物质由于液相浓度较低，应用分析方

法测量时精度不高而产生测量困难。关于如何处理此问题的指导参见相关部分。测定挥

发性物质时应减少实验中的损失。 

1．7 实验方法描述 

1．7．1仪器和化学试剂 

标准的实验仪器如下： 

a进行实验的试管和容器。这些容器： 

---  直接放于离心机中以减小处理和转移的错误。 

---  由惰性物质制成以减少器壁对物质的吸附。 
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b振动器：普通的振动器或与之相应的仪器。仪器应使土样在振动时保持悬浮。 

c离心机：最好为高转速（离心力大于 3000g），可控温，可从水相分离大于 0.2μm

粒径的粒子。容器在离心机中时应盖盖子以防止挥发。同时用惰性材料制成的盖子以减

少吸附。 

d选择性：过滤器，应使用无菌单一用途的0.2 μm 多孔过滤器。应注意选择过滤物质应

避免实验物质的任何损失。低溶解度物质多不用有机过滤物。 

e适于分析物质浓度的分析仪器。 

f 能获得103到110℃。温度的实验微波炉 

1．7．2土壤的特征和选样  

土样应以三个与吸附容量密切相关的参数分类：有机碳，黏土含量和土壤质地、pH值。

正如已提到的(见应用范围)一些土壤的物理化学性质也可对吸附-解吸附产生影响。 

用于土壤分类的方法是很重要的，它能对实验结果产生重要影响。因此建议依相应的ISO

方法（ISO-10390-1）土样的在0.01 M CaCl2中测定（用于吸附-解吸附实验的溶液），其他

相关特性可依据标准方法测定（ISO .Handbook of  SoilAnalysis.），这使得吸着数据的分

析可基于国际标准参数。土壤分析的标准方法可见参考文献（50—52）。为了校正土样测

定方法可采用参考土样。 

吸附-解吸附实验的土样选择的指导见表 1。七个供选土样包含了地理上大部分区域。对

于离子化合物，选样应包含一个宽的范围以便估计离子形式和非离子形式吸附的物质的

量。关于在不同测定中可选土样种数的指导见实验 1.9进行。 

若采用其它土壤分类，它们必须以相同的标准参数来分类且即使与标准不是精确相符在

性质上也应有如表 1的相似变化。 

 

 

表 1：吸附-解吸附实验的土样选择的指导 

土壤型号 范围 有机碳含量 黏土含量 土壤质地 

1 4.5 - 5.5 1.0—2.0 65--80 黏土 

2 >7.5 3.5—5.0 20—40 肥黏土 

3 5.5—7.0 1.5—3.0 15—25 肥峡土 

4 4.0—5.5 3.0—4.0 15—30 肥土 
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5 <4.0—6.0 <0.5—1.5 <10—15 肥沙 

6 >7.0 <0.5—1.0 40—65 肥黏土/黏土 

7 <4.5 >10 <10 沙/肥沙 

依据 FAO和 US体系（85） 

各变量应尽量在所给范围之内。如选择适当的土样有困难，可用比最小值更低的值。 

有机碳含量小于 0.3%的土样会干扰有机成分和吸附的相互作用。因此建议所选用的土样

有机碳含量不小于 0.3%。 

1．7．3 土样的选择和储存 

1．7．3．1 选样 

选样的方法依研究目的而不同(53)(54)(55)(56)(57)(58)。 

应从下列方面考虑： 

a)土样采集地的历史细节是必须知道的。这包括：位置，植物覆盖程度，杀虫剂的处理，

生物的引入或污染。采用ISO标准(ISO 10381-6) 进行采样应按相应的样品描述。 

b) 选 样 位 置 必 须 由 UTM(Universal  Transversal  Mercator-Projection/European  

Horizontal  Datum) 或地理坐标来确定。这能使将来重新取样或在不同分类体系下确定

土壤种类成为可能。可选用的土样深度最深为20cm。尤对土样n.7，若水平面是土面，它

应包含在采样数据中。 

土样应用容器运输，且运输时应使之处于不改变土样性质的温度下。 

1．7．3．2储存 

最好用新鲜的土样。如不可能，土样应保存在室温下干燥的环境中。土样保存时间无限

制。但保存三年以上的应在实验前进行重新分析。 

1．7．3．3土样的处理和准备 

土样保存在室温下（20-25℃）自然干燥。处理土样时用力应尽量小，以保证土壤质地的

变化尽量小。土样过筛后颗粒的大小应≤2mm。整个筛土过程应按ISO选样标准(ISO 

10381-6)进行。尽量使颗粒大小均匀，这可以保证实验结果的重复性。水分的多少由三份

土样分别于105°C 下恒重测定。所有计算中土样的质量均是除去水分的干土质量。 

1．7．4 实验试剂的准备 

实验物质溶解于由蒸馏水或去离子水配制的 0.01M CaCl2中。溶液是作为液相使用以增加

离心效果减少正离子交换。溶液的浓度应比分析检测下限高三个数量级。这种措施保证
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了实验的准确度；同时溶液的浓度应比测定物在水中的溶解度低。 

储备液应事先准备并保存在的4°C 暗室中。保存时间依测定物稳定性和浓度而定。 

对低溶解度情况  (Sw < 10-4 g /L)，当溶解困难时，须用适当的助溶剂。这种助溶剂：a

易与水混合（如甲醇，丙酮）；b浓度不超过储备液总浓度的1%，且杂质含量较少（<0.1%）；

c不与实验物质发生表面或界面的反应。使用助溶剂应能保证实验结果的正常。 

对低溶解度情况的另一种处理方法是用测定物质的溶液加入测定体系：测定物溶于有机

溶剂再加入0.01 M CaCl2。有机溶剂的量应尽量少（<0.1%）。这一方法会导致溶液的体积

无法重现。因此，由于测定物与溶液浓度在各个实验中均不同，将会引入另一个误差。 

1．8 分析方法 

1．8．1分析方法 

影响吸附测量的重要参数包括：分析液相和固相的分析方法，实验物质稳定性和纯度，

是否平衡，溶液浓度变化的大小，固溶比和平衡过程中土壤结构的变化(35)(59-62)。与之

相关的例子见附录2。 

在测定的浓度范围内应检验分析方法是否可行。实验者应自由发展有适当准确度，精度，

重现性，检测限的适当方法。如何做到此点的指导如下。 

适当容积的（如0.01 M CaCl2 100 cm3）与一定质量的土样（20g高吸附度，有机碳含量，

黏土含量）振荡4小时；这些质量和体积依赖于分析的需要，但1：5的固溶比是通常的选

择比例。混合物离心后液相被分出。加入一定体积储备液以使浓度进入一定范围。这一

体积不可超过最终体积的10%，以尽量减小对平衡的破坏。分析得到的溶液。必须进行

一个土样+ CaCl2溶液（无测定物）的空白实验以便检验分析的方法和土壤的基体效应。 

可用于吸附分析的方法包括气相色谱法(GLC)，高效液相色谱法(HPLC)，光谱(GC/ MS, 

HPLC/MS) ，荧光法。如测定结果在正常值的90%--110%之间，则是合适的。考虑到分

离后的进一步测验，方法的检出限应比正常浓度低2个数量级。 

分析方法的特征和检出限对确定实验条件尤为重要。这一方法按一般的实验思想对选择

其他解决方案提供了建议，这些方案中分析方法和实验设备可能加入一些限制。 

1．8．2 最佳固溶比的选择 

选择适当固溶比的研究与分布系数和吸附相对期望度有关。依据吸附方程和分析限度，

溶液中物质浓度的变化决定了测量的统计精度。因此，在一般的测定中，当吸附百分数

高于20%且可取度大于50%时，要规定几个比例不变(62)。同时，应保证液相的浓度足够
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大以满足精确测量的需要。在高吸附百分数下，此点尤为重要。 

一种方便的确定固溶比的方法是通过借助预研究中Kd值或估算技巧(见附录 3)来估算Kd

的值。选择适当固溶比就只须作一张一定固溶比下的固溶比图线（图 1）。在图中，假定

吸附方程是线性的。整理方程（4）得到（1）： 

或对数形式： 

 

其中: 

 

 

图 1:不同吸附百分数下土壤/溶液比与 Kd的关系 

(Soil to Sollution Ratio 土壤/溶液比 Distribution coefficient  Kd 分布系数 Kd   )                  

图1表示固溶比是不同吸附程度时Kd的函数。例如固溶比1：5且Kd为20时，吸附程度就
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为80%。相同的Kd时要达到吸附程度为50%，固溶比应为1：25。这一选择固溶比的方法

使得实验者可以灵活选择。 

最难处理的区域是那些物质被高吸附或低吸附的区域。低吸附时，建议采用1：1的固溶

比。当然对有机物含量较多的土壤可采用更低的固溶比。必须采用适当分析方法检测微

小的浓度变化，否则测量将不准确。另一方面，当分布系数很大时可采用1：100的固溶

比以便在溶液中保留一定量的物质。同时必须保证混合均匀且提供足够长的平衡时间。

一种处理当分析方法失效的极端情况的方法是应用基于值的估计方法来预测的Kd值（见

附录3）。尤其对固溶比低/极性低而Pow小于20的物质和高脂性/吸着性高而Pow >104的物

质适用。 

1.9 实验 

1.9.1温度条件 

所有实验都尽可能在介于20~25 °C之间一个恒定的温度下进行。 

离心的条件是溶液中的移动微粒大于0.2um。被认为是形成微粒的最小值并且也是固体和

胶体微粒的界限。怎样决定离心条件见附录4. 

如果离心设备不能保证离心分离微粒大于0.2um的粒子，那么可采用离心机与0.2um的滤

纸连用，进行过滤。这些滤纸应采用合适的惰性材料作成，以免造成实验物品的损失。

任何情况下都要保证过滤时无损失。任何情况下，都要保证过滤时无损失。 

1.9.2步骤1——初步研究 

进行初步研究的目的已在范围一节中给出下给出进行这种实验的仪器。 

1.9.2.1选择最佳的土壤/溶液比 

有两类土壤和三种土壤——溶液比被采用。一种土壤为高有机物，低黏土含量，另一种

相反。下列出土壤加入溶液的比例: 

 5克土壤和50cm3水溶液溶解实验（比例1/1） 

 10克土壤和50cm3水溶液溶解实验（比例1/5） 

 2克土壤和50cm3水溶液溶解实验（比例1/25） 

根据实验仪器和进行实验的方法来决定实验用土壤的最小量。但劝告至少 

用1克，最适为2克，以便获得可信赖的实验结果。 

控制实验物品用量加入0.01 M CaCl2溶液（无土壤）中，在同样实验精度下进行，以便检

查实验物品在CaCl2 中的稳定性和他在容器表面可能的吸附。 
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同样实验步骤进行空白对照实验。这是为了在分析测定干扰物或污染土壤时进行背景控

制。 

所有实验，包括控制和空白实验都要有重复性。用来做实验的样品总量应能用下面的方

法来计算。 

预备研究的方法和主要研究的相同，除了提到的以外。 

将干燥的土壤样品和最小体积45 cm3 的 0.01M CaCl2 振摇以平衡。并在实验前放置12

小时。然后将溶有实验物品的一定体积的溶液加入使最后体积更好为50 cm3 。这体积要

求：（a）应不超过50 cm3 水相的10%，为了尽可能小的改变已平衡的溶液。（b）更好的，

应使实验物品和土壤(C0)的浓度至少比分析探测限度高2个数量级。这防护措施可在发生

强吸附(> 90%)时得到精确的实验结果并决定吸附等温线。也劝用，如可能，一开始的物

质浓度(C0)不能超过溶解限度的一半。 

下面给出怎样计算储备液浓度的一个例子。假定一检测限0.01 ug cm-3 和 90%的吸附。

因此，一开始的实验物质的浓度最好为1 ug cm-3（高 2个数量级）。假定最大储备液体积

加上去，例如：5 到 45 cm3 0.01 M CaCl2平衡溶液(= 10%的储备液加到50 cm3 总体积的

水相)，储备液的浓度应为10 ugcm-3。这比分析方法的检出限高了3个数量级。 

溶液的pH应在加土壤前和后测因为它在整个吸附过程中十分重要，特别对离子型物质。 

混合振摇直到平衡。土壤的平衡时间不确定，依赖于化学物质和土壤。24小时一般已足

够（77）。在初步研究中，样品可在混合48小时后连续收集。总之，分析时间应根据实验

时间表具体安排。 

在水溶液中有两个分析实验方法的选择：（a）平行方法（b）系列方法。应强调的是，尽

管平行方法在实验上很麻烦，但数学处理却相对简单（附录5）。应根据实验设备和资源

具体选择哪种方法。 

（a） 平行方法:准备好样品和同样比例的土壤/溶液比，研究吸附动力学 

有时要可能多的时间间隔。离心后如果过滤，第一管中的水相尽可能完整的等待后再测

定，如：4小时，那么第二管在8小时后，第三管在24小时后。 

（b） 系列方法：重复样品准备每一比例的溶液中，混和物在确定的时间 

间隔分离水相。一小部分水相立即被用来分析实验物质。然后实验继续进行初始混合。

如在离心后过滤，实验室应有仪器处理过滤后的小部分水相。注意，这小部分的体积不

得超过总体积的1% ，以防改变土壤/溶液比并减弱吸附的物质的量。 
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在标称原始浓度和采样时间（ti）测定浓度的基础上，减去空白教正值，以计算每一时间

点（ti）时的吸收百分比Ati。Ati 对时间图用来估计达到平衡最大值的程度5（附录5，图

1）。并计算平衡时的Kd值。根据这Kd 值，合适的土壤/溶液比例从图1中给出，这样吸附

百分比可达到20%以上，更好的话为>50% (61)。所用方程和原理在实验数据和实验结果

报告以及附录5中给出。 

1.9.2.2.决定吸附平衡时间和平衡状态下吸附物质的量。 

如前所述，Ati或Caqads对时间做图可估算出吸附平衡程度和所吸附物质的量。附录5中图

1和2就是这种图。体系的平衡时间需达到最大值。 

如果，是一种特殊土壤，没有最大值而是稳定的上升，这是由于一些其它的复杂因素如：

生物降解和慢扩散。生物降解可通过用一消毒土壤样品重复实验得出。如果在这种情况

下还没达到平台期，实验者应寻找其它现象和原因。这可通过适当改变实验条件（温度，

摇动时间，土壤/溶液比）实现。尽管有可能达不到平衡，实验者应自行决定是否继续。 

1.9.2.3.测定容器的表面吸附和测定物质的稳定性。 

测定管表面测定物的吸附信息，像它的稳定性，可从分析控制样品获得。如果用分析方

法所得的实验结果大于标准误差，则包括无生命的降解和在测定管表面的吸附。通过用

一种已知体积的合适溶剂彻底清洗管壁并洗溶液来分析测定物可分清这两种现象。如果

在测定管的表面没有观察到吸附，证明该物质具有非生命的不稳定性。如果观察到吸附，

则改变测定管的材料是必要的。但是，在土壤/溶液实验中吸附所得的数据不能直接外推。

土壤的存在会影响这吸附。 

测定物质稳定性的额外信息可由亲代物质的决定推出。这意味着水相，土壤的萃取物和

测定管壁可用来分析测定物质，加入的待测物质的量和总的水相中待测化学物质的量不

同，土壤萃取物和测定管等同于降解或挥发或没浓缩的物质。为了进行物质平衡决定，

平衡吸附应在实验时完成。 

在土壤和土壤/溶液比中的平衡物质给出了在平衡中20%以上 ，和最好>50%。在分析完

最后一份水相中样品并找到了比例的48小时后，用离心分离此相，需要的话可过滤。水

相应尽可能多的回收，用一合适溶剂萃取实验物（萃取系数至少95%）。最后连续两次萃

取。在土壤和实验器皿中的实验物的量和物料平衡是可计算的（方程10，实验数据和实

验结果报告）。如果少于90%，则在实验测定时间表上测定物是不稳定的。总之，研究可

继续进行，考虑到实验物的不稳定性，最好在主要实验中两相都分析。 
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1.9.2.4.步骤2——在一种实验物质浓度下的吸附动力学 

按表1选5种土壤。如果合适的话，在五种土壤中初步研究中的土壤有一优点。在这种情

况下，步骤2不必重复初步研究。 

平衡时间，土壤/溶液比，土壤样品重量，接触土壤的水相体积和溶液中实验物的浓度按

初步研究的实验结果选择。应在隔了2，4，6，8（也可能10）和24小时接 

触时间之后再分析。摇动时间可延长到最大48小时已防药品需要更长的平衡时间 

                                                                     

5.水相中测定物浓度（Caqads）对时间做图也可用来估计达到平衡峰的程度（附录5，图2） 

才能得到比例实验结果。总之，分析时间不固定。 

每个实验（一土壤和一溶液）至少要有重复性以允许计出实验结果的变化。每个实验都

进行空白实验，它由土壤和0.01 M CaCl2溶液组成，没有测定物，重量     和体积相对

于那些需鉴定之物。控制样品仅用实验物质加入0.01 M CaCl2溶液中（没土壤）进行同样

实验步骤，以防意想不到的实验结果。 

吸附百分数在每个时间点Ati 或在每个时间间隔A ti （根据需要）并对时间做图。同样

计算平衡分布系数Kd 和有机碳的标准吸附系数Koc  (非极性有机化合物)。 

吸附动力学测定结果 

线性的Kd值可精确描述土壤的吸附行为（35）（78）并体现土壤中化学物质的固有迁移率。

例如：一般化学物质在Kd ≤1 cm3 g-1 被认为定性移动。类似的，一个依据Koc 值的迁

移率的分类表已被MacCaLL et aL.(16)改进。另外，过滤分类表依据Koc 和 DT-506 

(32)(79)的关系。 

同样，根据误差分析（61），Kd 值低于0.3 cm3  g-1 不能从水相减少的浓度分析出，甚

至是最好的（从精确观点看）土壤/溶液比，如1/1。这种情况下应同时分析两相，土壤和

溶液。 

对于上述论述，最好在研究土壤中化学物质的吸附行为和其潜在迁移率应连续进行以决

定体系的弗里因德里希吸附等温线，只要根据这个实验方法的草案，Kd 的精确求解是可

能的。如果Kd 乘上土壤/溶液比>0.3，只要根据水相浓度的减少（间接方法），则这个值

的精确解是可能的，或> 0.1，则根据两相同时分析可得（直接方法）（61）。 

1.9.2.5.步骤3——吸附等温线和解吸动力学/解吸等温线 

1.9.2.5.1.吸附等温线 
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用五种测定物浓度，最好两个数量级覆盖；以选择在水中溶解并考虑水的实验结果平衡

浓度。同样的土壤/溶液比也应被研究。照上述方法做吸附实验。不同之处仅在于水相在

必要时只分析一次以达到平衡像在步骤2中那样求算。溶液中的平衡浓度和吸附量由溶液

中测定物的耗尽量求算或用直接方法。每单位土壤的吸附质量对测定物平衡浓度的函数

作图（见实验数据和实验结果报告）。 

吸附等温线的实验结果 

在至今的吸附的数学模型中，弗里因德里希吸附等温线是最常被用来描述吸附过程的。

更多的有关解释的细节信息和吸附模型的重要性在参考文献（41）（45）（80）（81）（82）

中给出。 

注解：应注意不同物质的KF 值（弗里因德里希吸附系数）仅在同样单位时才可比较。 

1.9.2.5.2.解吸动力学 

实验的目的是为了调查化合物是可逆或不可逆的吸附到土壤上。这信息很重要，因为解

吸实验过程在土壤中化合物的行为研究亦很重要。另外，解吸数据可输入计算机做过滤

和溶解的模拟实验。 

如果一解吸研究是必要的，那么下面描述的研究在每个体系中进行以精确计算吸附动力

学过程的Kd 值是可能的。 

像吸附动力学研究一样，有2种解吸过程可选择：（1）平行方法（2）系列方法。应根据

实验设备和资源具体选择哪种方法。 

（1）平行方法：准备好样品和同样比例的土壤/溶液比，研究解吸动力学 

有时要尽可能多的时间间隔。最后像吸附实验一样用同样的时间间隔；总之总时间应达

到让体系达到解吸平衡。每份实验（一土壤一溶液）作一份空白实验。它由土壤和0.01 M 

CaCl2溶液组成，没有测定物，重量和体积相对于那些需鉴定之物。控制样品仅用实验物

质加入0.01 M CaCl2溶液中（没土壤）进行同样实验步骤。摇动土壤和溶液的混合物直到

吸附平衡（由前步骤2决定）。然后离心并尽可能多的去掉水相。溶液体积被等体积0.01 M 

CaCl2 溶液所取代并再次摇动第一管的水相尽可能完整的回收并在2小时后测量，那第二

管在4小时后，第三管6小时后等等，直到达到解吸平衡。 

（2）系列方法：在吸附实验后，离心并尽可能多地去掉水相，并用无测定物的等体积的

0.01 M CaCl2 代替。摇动直到解吸平衡。在这段时间内，在每个确定的时间间隔，离心

分层。一部分水相直接分析测定物，然后实验继续开始的混合。每一部分的体积应小于
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总体积的1%同样量的新鲜的0.01 M CaCl2 溶液加入混合物中以维持土壤/溶液比，并摇动

只到下一次间隔。 

解吸百分数在每个时间点(Dti)和时间间隔(D ti _ )计算（根据研究需要）并对时间 

                                                                                

6.DT-50:降解50% 测定物时间 
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做图。平衡解吸系数Kdes也算。所用方程在实验数据和实验结果报告以及附录5中给出。 

解吸动力学实验实验结果 

一般解吸百分比Dti和吸附百分比Ati对时间做图，可估计吸附过程的可逆性。如果解吸在

2倍吸附平衡时间而达到，并且解吸量多于吸附量的75%，那此吸附可看作可逆的。 

1.9.2.5.3.解吸等温线 

弗里因德里希解吸等温线由吸附等温线所用土壤决定。实验进行已在“解吸动力学”一

节中叙述，所不同只是水相在解吸平衡时只分析一次，计算解吸测定物的量。测定物仍

然像土壤吸附一样把解吸平衡对溶液中测定物平衡浓度函数做图（见实验数据和实验结

果报告和附录5）。 

2. 实验数据和结果报告 

分析数据列成表格形式（见附录6）。给出各个测量和平均求算。并给出吸附等温线图表。

计算如下所述。 

实验目的，考虑1 cm3 水溶液是1g 。土壤/溶液比被表达成以w/w 或w/vol 为单位。 

2.1.吸附 

吸附（Ati ）决定为吸附物相对于一开始总量的百分比，在实验条件下，如果测定物是

固定的并不对管壁吸附，Ati  在每个时间点ti可算，如下方程： 
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                                                        （3） 

    式中： 

   Ati =  在ti 的吸附百分比（%） 

msads = 在ti土壤中被吸附实验物质量(ug) 

    m0= 一开始实验物总质量(ug) 

   计算吸附百分比Ati 的细节信息和平行，系列方法见附录5。 

   分布系数Kd 是土壤相中物质质量和水溶液中物质质量浓度之比，在实验条件下，当

达到吸附平衡时。 
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                               （cm3g-1）(4) 

式中： 

在吸附平衡时土壤中吸附物含量(ug g-1) 

在吸附平衡时水相中物质的质量浓度(ug cm-3) 

 

  此浓度考虑空白实验校正： 

在吸附平衡时土壤吸附物质量(ug) 

在吸附平衡时溶液中物质质量(ug) 

土壤相量，干燥土壤质量（g） 

水相初始体积(cm3) 

 

   Aeq 和 Kd 关系如下： 

soileq

eq
d m

V
A

A
K 0

100 −
=

 

                                       （cm3g-1）(5) 

  式中： 

Aeq = 在吸附平衡时吸附百分数（%） 

 

  有机碳标准吸附系数Koc 与分布系数 Kd 和样品中有机碳含量： 

oc
KK doc %

100
=

 
                                 （cm3g-1）(6) 

  式中： 

  %OC = 样品中有机碳百分比(g g-1) 

 

Koc 系数是一个单值，反映了分开非极性有机化合物和土壤或沉淀和水中的有机碳化合

物的吸附与被吸收固体的有机物含量有关（7）。因此，Koc 值依赖与特殊典型的腐殖质
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部分，这部分不同于化学吸着容量，取决于起源，基因等的不同。 

2.1.1.吸附等温线 

弗里因德里希吸附等温线方程联系了吸附测定物的量和平衡时测定物浓度。（方程8） 

如下“吸附”处理数据。对每个测定管，在吸附实验（ ，别处指出x/m）测定

物含量的吸附可算。假定达到平衡并且 反映了平衡值： 

 

弗里因德里希吸附方程如（8）： 

 

化成线性形式： 

 

    式中： 

    弗里因德里希吸附系数；量纲为cm3 g-1 仅在1/n =1；其它情况， 

系数引进 量纲 ； 

n=回归常量。1/n取0.7-1.0，包括吸着数据常非线性。 

方程（8）和（9）作图。 值和1/n由方程9计算，对数方程的作用系数r2也求算。

类似图见下图： 
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       图2. 弗里因德里希吸附图，标准，线性。 

 

2.1.2.平衡物料 

平衡物料（MB）定义为被分析回收的吸附物量对实验开始的标称量的百分比。 

   如果溶剂与水混溶，数据处理有所不同。这种情况下，混合溶剂，如下“解吸”处理

数据来决定萃取回收量。如不混溶，回收量的计算另用它法。 

   吸附平衡物料MB如下求算。假定mE相应于以土壤和实验管壁萃取化合物总量；有机

溶剂： 

    

     式中： 

MB=平衡物料（%） 

mE =从土壤和在测定管壁上萃取实验物的总质量（ug） 

C0 =测定溶液一开始质量浓度(ug cm-3) 

Vrec =吸附平衡后回收表面体积(cm-3) 

2.2.解吸附 

    解吸（D）定义为在实验条件下，测定物解吸对于先前吸收的百分比： 

  
式中： 

 

=在ti的解吸百分比（%）； 

 

=在ti从土壤中解吸实验物质量（ug） 

=在吸附平衡时吸附实验物的质量（ug） 
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怎样用平行和系列模型求算Dti 见附录5。 

    表观解吸系数(Kdes)是，在实验条件下，在土壤相中物质含量何在水溶液中解吸物的

质量浓度之比，当达到解吸平衡时： 

   
    式中： 

    =解吸系数(cm3 g-1) 

=解吸平衡时土壤中解吸物质总量（ug） 

=在解吸动力学实验中水相总体积(cm3) 

计算 在附录5中的“解吸”一节中给出。 

讨论 

如果吸附实验先做并用平行方法，则方程12中的体积VT与V0一样。 

2.2.1.解吸等温线 

   解吸等温线方程联系了在土壤中仍被吸附的物质含量和在解吸平衡时溶液中实验物

的浓度（方程16）。 

   对于每根管，在解吸平衡时土壤中仍吸附物质的含量计算如下： 

 

定义为： 

 

式中： 
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=仍被土壤吸附的实验物含量(ug g-1) 

 

=水相中分析物质质量（ug） 

 

=由于不完整体积取代留下的实验物质量（ug） 

 

=在吸附平衡时物质质量（ug） 

 

 

=解吸平衡时，从测量实验物的管中取出的溶液体积(cm3) 

=在达到吸附平衡后从管中移出表面的体积和被0.01 M CaCl2溶液取代的同样体

积(cm3) 

 

   弗里因德里希解吸方程如下（16）： 

 
    写成线性形式： 

 

  式中： 

 =弗里因德里希解吸系数 
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=回归常数 

 

 =在解吸平衡时水相中物质的质量浓度(ug cm-3) 

 

方程（16）和（17）作图且 值和1/n由方程17计算。 

 

讨论： 

 

如弗里因德里希解吸或吸附幂次1/n为1，则它的连接常 将等同于吸附

或解吸的平衡常量 ，且图上的Cs 对 Caq 将成线性。如不为1，Cs 对 Caq

图将非线性且吸附和解吸常量将偏离等温线。 

2.2.2.实验结果报告。 

实验结果报告应包括如下信息： 

——完整的土壤样品鉴定 

——地理参考（经度，纬度） 

——样品日期 

——用的品种（如农业土壤，森林的，等等） 

——样品深度 

——沙，淤泥，黏土含量 

——pH值（0.01 M CaCl2） 

——有机碳含量 

——有机物含量 

——氮含量 

——C/N比 

——阳离子交换量 

——所有关于收集和贮存土壤样品的信息 

——所有关于解释吸附——解吸实验物质的信息 
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——测定每一参数的相关方法 

——作为合适实验物的信息 

——实验温度 

——离心条件 

——分析步骤 

——准备用的贮存溶剂,溶解实验样品的溶解药剂的鉴定 

——解释计算中的相关校正 

——根据表格（附录6）和图表的数据 

——所有有助于解释实验实验结果的观察信息 
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附件 1  检测图解 

（图表）

 
（图表中的文字：） 
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 建立一个合适的分析方法 

首要条件                          

可行？ 

                      

是       否    停止测定 

初步研究 

    

2 种土壤 

最佳土壤/溶液比率的选择  平衡时间的决定  容器表面吸附的检查 通过亲本的平衡检

查其稳定性 

 

是否达到平衡稳态？ 

是 

 

吸附动力学 

如果质量剩余<90%，那么待测物在测定时间范

围内是不稳定的。此时，测定可以通过对每一阶

段（土壤和水溶液）的分析来进行。  

5 种土壤 

   

3.0)V/m(*K 0soid >  （间接方法：溶液损耗的测量） 

  1.0)V/m(*K 0soid >  （直接方法：对每一相的测量） 

                                  适当地 

吸附等温线                       解吸附动力学 

                                 解吸附等温线 

 

 

 

附件 2 
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分析精度的影响和吸附实验结果的精度上的浓度改变 

从下面的表格（84）可以明显地看出：当溶液中测定物初始质量和平衡质量的差异非常

小时，平衡浓度测量 5%的误差会导致土壤样品质量（ )eq(mads
s ）计算的 50%误差和 dK

计

算的 52.4%的误差。 

                   土壤的量  g10msoil =  

                 溶液体积  
3

0 cm100V =  

)eq(mads
aq  

)g(µ  

)eq(Cads
aq  

)gcm( 1−µ  

R 
*

ads
s )eq(m

)g(µ  

*
ads
s )eq(C

)gg( 1−µ  

+
+R  *K d  

+
+R  

当 A=9% 

100 1.000 True 

vaLu

e 

10 1.00 True 

vaLue

1  

101 1.010 1% 9 0.90 10% 0.891 10.9% 

105 1.050 5% 5 0.50 50% 0476 52.4% 

109 1.090 9% 1 0.10 90% 0.092 90.8% 

当 A=55% 

50.0 0.500 True 

vaLu

e 

60.0 6.00 True 

vaLue

12.00  

50.5 0.505 1% 59.5 5.95 0.8% 11078 1.8% 

52.5 0.525 5% 57.5 5.75 4.0% 10.95 8.8% 

55.0 0.550 10% 55.0 5.50 8.3% 10.00 16.7% 

当 A=99% 

1.100 0.011 True 

vaLu

e 

108.9 10.89 True 

vaLue

990  

 

1.111 0.01111 1% 108.889 10.8889 0.01% 980 1.0% 
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1.155 0.01155 5% 108.845 10.8845 0.05% 942 4.8% 

1.21 0.0121 10% 108.790 10.8790 0.10% 899 9.2% 

 

* )eq(mads
s = 0m - )eq(mads

aq , )eq(Cads
s = soil

0
ads
aq0

m
V)]eq(CC[ −

, dK = soil

0
ads
aq

ads
s

m
V

)eq(m
)eq(m

 

)eq(mads
s =平衡时土壤相中测验物的质量， gµ ； 

)eq(mads
aq =平衡时水相中测验物的质量， gµ ； 

)eq(Cads
s =平衡时土壤相中测验物的质量分数， )gg( 1−µ ； 

)eq(Cads
aq =平衡时水相中测验物的质量浓度， )gcm( 1−µ ； 

R      = )eq(mads
aq 确定时产生的分析误差； 

+
+R     =分析误差 R造成的计算误差； 
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附录 3 

Kd的评估技术 

1. 对于相关于很多因素的 Kd，例如：Pow的值（12）（39）（63-68），水溶性数据（12）

（19）（21）（39）（68-73），或源于反相 HPLC（高效液相色谱）应用的极化数据（74-76），

评估技术使对它的预测成为可能。如表 1表 2所示，Koc和 Kom 是从如下的公式中通过

Kd间接算出的： 

oc%
100KK doc ⋅= )gcm( 13 −

      oc%
100

724.1
K

K d
om ⋅=

 

2.这些相关性的结论基于两个假设： （1）主要影响样品吸附的是土壤中的有机物质。（2）

涉及的反应大都是非极性的。其实验结果是：这些相互关系：（1）不适用于极性样品，

或者有少数例外；（2）不适用于土壤中有机物含量太少的情况。另外，虽然满意的相互

关系已经在 Pow和吸附之间（19）找到，但是不能说水溶性和吸附程度的关系（19）（21）

也一样；目前的研究是还很矛盾的。 

3．吸附系数和辛醇-水的分配系数的相互关系的一些例子，以及水溶性都个别的列在表 1

和 2中。 
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表 1 

吸附系数和辛醇-水的分配系数的相互关系的 

一些例子；更多的例子见(12)(68)。 

物质 相互关系 作者 

取代脲 Log Kom = 0.69  + 0.52 

Log Pow 

 

Briggs (1981) (39) 

 

氯代芳烃 

 

Log Koc  = - 0.779+ 

0.904 Log Pow 

 

Chiou et aL. (1983) (65) 

 

 Log  Kom = 4.4  +  

0.72 

Log Pow 

 

GerstL and MingeLgrin  

(1984) 

(66) 

 

芳烃 

 

Log Koc = -2.53  + 1.15 

Log Pow 

 

VowLes and Mantoura  

(1987) 

(67) 

表 2 

吸附分布系数和水溶性相互关系的一些例子；更多的例子见(68) (69)。 

 

化合物 相互关系 作者 

各种杀虫剂 Log Kom = 3.8 - 0.561 

Log 

Sw 

GerstL and  MingeLgrin 

(1984) (66) 

脂肪族或芳香族的氯代

物 

 

Log Kom =  (4.040 +/- 

0.038) - (0.557  +/- 

0.012) Log Sw 

Chiou et aL. (1979) (70) 

 

α-萘酚 LogKoc = 4.273  -  

0.686 

Hasset et aL. (1981) (71) 
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Log Sw 

环烷烃，脂肪族和芳香族

物质 

LogKoc = - 1.405 - 0.921 

Log Sw  - 0.00953 (mp- 

25) 

Karickhoff (1981) (72) 

 

其余多种化合物 Log Kom = 2.75 - 0.45 

Log 

Sw 

 

MoreaLe van BLade  

(1982) 

(73) 
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附件 4 

计算确定离心条件 

1.假定对球形微粒，离心时间由如下公式确定： 

)Rt/Rbln(]
)(rp

[
2
9t

aqs
22 ρρω
η

−
=

                     (1) 

为了简化, 没有完全使用SI单位(g, cm). 

如下： 

 

ω =角速度(=2 _ rpm/60), rad s-1; 

m
rp

 = 每分钟的转数； 

η = 溶液粘度，
11 cmsg −−
 ； 

rp  = 微粒半径， cm；  

sρ  = 土壤密度，
3cmg −
； 

aqρ  = 溶液密度，
3cmg −
； 

Rt  = 离心机中心转轴到离心试管顶部溶液的距离；cm； 

Rb  = 离心机中心转轴到离心试管底部溶液的距离；cm； 

Rb-Rt  = 离心试管中混浊液的长度， cm； 

 

在实际的实践中, 为保证完全地分离，我们使用双倍计算获得的时间。 

2.如果我们将粘性（η）和密度（ aqρ
）考虑为25℃水中的情况，那么方程（1）就可以

进一步简化；因而，η= 
113 cmsg1095.8 −−−× ，

3
aq cmg0.1 −=ρ

。 

那么，离心时间的计算简化为下式（2）： 

 

Rt
Rbln

)1(rp)rpm(
7.3t

s
22 −⋅

=
ρ  
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3.方程(2)显示了有两个参数在确定离心状态时是很重要的：时间和速度。为达到使特定

大小的微粒（半径0.1μm）分离的目的: (1)土壤的密度和(2)离心试管中混合物的长度

(Rb-Rt), 即 从试管底部到液面土壤微粒覆盖的长度；明显地，对以固定体积，试管中混

合物的长度和试管半径的平方有关。 

4. Fig 1显示了在不同密度 sρ (Fig.1a)和混合物的长度时离心时间 (t)对离心速度(rpm)的变

化(Fig.2a)。从Fig.1a 看来土壤密度的影响很明显；例如，对
3cmg2.1 −
密度的土壤进行标

准的离心操作，转速3000 rpm 时间大约240分钟，但对于
3cmg0.2 −
密度时仅仅需要50分

钟。类似的，从Fig 1b看，对长10厘米的样品进行标准的离心操作，转速3000 rpm 时间

大约50分钟，而对长1厘米的样品仅需7分钟。然而，最重要的是找到一个离心过滤最合

理的关系，那要求尽可能短的长度和离心后简单的分离操作。 

5. 另外，当为混合相分离定义了实验条件，最重要的是考虑有没有第三相，胶体的存在。

这些大小小于0.2μm的微粒可能会对土壤悬浊液样品整个的吸附机制产生重要影响。当

离心操作如上述一样完成了，胶体仍然留在水相并融入了水相其他分析的实验结果。这

样，关于他们的信息就丢失了。如果实验室有超速离心或设备，土壤样品的吸附或解吸

附过程会有更深的研究，包括胶体的吸附。这样，60,000 rpm 的超速离心法或100,000 

DaLtons的超滤法可被用来进行溶液，胶体，固相三相分离。测定预案也应因此而改进以

使所有的三种相都被分析到。 

 

Centrifugation speed = 离心速度； 

Centrifugation time =离心时间； 

Day = 天； 

Hour = 小时； 
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Fig. 1a. 不同土壤密度 sρ 下离心时间 (t)对离心速度(rpm)的变化.Rt = 10 cm, Rb -Rt = 10 

cm,η= 
113 cmsg1095.8 −−−× ，

3
aq cmg0.1 −=ρ at 25 °C. 

Centrifugation speed = 离心速度； 

Centrifugation time =离心时间； 

Day = 天； 

Hour = 小时； 
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Fig. 1b. 不同混合物的长度(Rb -Rt) = L时离心时间 (t)对离心速度(rpm)的变化。Rt = 10 

cm, η= 
113 cmsg1095.8 −−−× ，

3
aq cmg0.1 −=ρ  at 25 °C and

3
s cmg0.2 −=ρ

。 
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附件5 

吸附A (%)与解吸附D (%)的计算 

步骤的时间安排： 

 
 

所有的计算都有一个假设：检测物稳定且不被容器壁吸附。 

 

吸附A (%) 

 

a) 平行方法 

每一个时间里每个试管的吸附百分率都由如下方程算出： 

(%)100
m

)t(m
A

0

i
ads
s ⋅=

        （1） 

各变量计算如下： 

 

)g(VCm 000 µ⋅=              （2） 

)g(V)t(Cm)t(m 0i
ads
aq0i

ads
s µ−−=  （3） 

 

其中： 

A ti     = ti时的吸附百分率； 

)t(m i
ads
s  =分析完成的 ti时测定物的质量，

gµ ； 

0m      =开始测定时的试管中测定物的质量， gµ ； 

oC         =待测溶液的初始质量浓度，； 

)t(C i
ads
aq  =测量结束ti时水相中的物质质量浓度，

3cmg −µ ；这个浓度通过对表格中的数据

得分析来决定。 
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0V        = 土壤的测定溶液的初始体积，
3cm ； 

 

吸附百分率A ti和
)t(C i

ads
aq 对时间做图，在吸附平衡达到之后的时间也同样被决定。这些

划分分别在Fig.1和Fig.2中给出。 

 

EquiLibration time = 平衡时间 

Percentage adsorption = 吸附百分率 

 

 

Fig. 1. 吸附平衡分布图 

 

EquiLibration time = 平衡时间 

Concentration = 浓度 
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Fig.2. 水相中测定物的质量浓度 aqC
对时间图 

 

b) 连续方法 

如下的方程考虑到一小部分水相中的检测样品在详细时间间隔中的测量完成使吸附步骤

结束。 

在每一份时间间隔中，样品在固体上吸附的量计算如下： 

 

对第一个时间间隔： 011 ttt −=∆  

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⋅−=∆ A

a

0
1

ads
m01

ads
s v

V
)t(mm)t(m

    （4） 

对第二个时间间隔： 122 ttt −=∆  

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −
⋅−⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⋅=∆ A

a

A
a0

2
ads
mA

a

0
1

ads
m2

ads
s v

vV
)t(m

v
V

)t(m)t(m
     （5） 

对第三个时间间隔： 122 ttt −=∆  
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⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −
⋅−⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⋅=∆ A

a

A
a0

3
ads
mA

a

0
2

ads
m3

ads
s v

vV
)t(m

v
V

)t(m)t(m
      （6） 

对第 n个时间间隔： 1nnn ttt −−=∆  

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −−
⋅−⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ ⋅−−
⋅=∆ − A

a

A
a0

n
ads
mA

a

A
a0

1n
ads
mn

ads
s v

v)1n(V
)t(m

v
v)2n(V

)t(m)t(m
     （7） 

每一时间段的吸附百分率 itA∆ 如下计算： 

(%)100
m

)t(m
A

0

i
ads
s

ti
⋅

∆
=∆

    （8） 

当 it 时的吸附百分率： 

(%)100
m

)j(m
A

0

t

1tj

ads
s

t

i

i
⋅=

∑
∆

∆=

   （9） 

itA
和 itA∆ 的值（从研究的需要来看）与时间相关，吸附达到平衡后 

的时间也被决定。 

在平衡时间 eqt
： 

 

被吸附的检测物质量： 

∑
=∆

∆=
n

1t
i

ads
s

ads
s

i

)t(m)eq(m
       （10） 

溶液中的检测物质量： 

∑
∆

∆−=
n

t
i

ads
s0

ads
aq

i

)t(mm)eq(m
   （11） 

平衡时的吸附百分率： 

(%)100
m

)eq(m
A

0

ads
s

eq ⋅=
       （12） 

其中各参数的意义如下： 

)t(m 1
ads
s ∆

，
)t(m 2

ads
s ∆

，.... )t(m n
ads
s ∆  =分别是各时间段 1t∆ , 2t∆ , .... nt∆ 内，土壤吸附的物

质质量， gµ ； 
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)t(m 1
ads
m , )t(m 2

ads
m , .... )t(m n

ads
m  =分别是 1t ， 2t ，.... nt 时

A
av
内的物质质量， gµ ； 

)eq(mads
s  =平衡时土壤吸附的物质质量， gµ ； 

)eq(mads
aq  =平衡时溶液中的物质质量， gµ ； 

A
av  =所测部分物质的体积，

3cm ； 

itA∆  =一个时间段 it∆ 中的吸附百分率，%； 

eqA  =平衡时的吸附百分率； 

解吸附 D% 

解吸附试验的起始时间 0t  被认为是（达到吸附平衡后）检测物溶液被其最大恢复体积等

体积的0.01 M CaCl2溶液代替的时刻。 

 

a） 平行方法 

在时间点，测定物的质量从试管中 )V(i i
r 的液相中测出，而解吸附的质量由下式得到： 

A
aq1

r

0
i

des
mi

des
aq m

V
V

)t(m)t(m −⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⋅=

      （13） 

当解吸附平衡时， eqi tt =
，因此，

)eq(m)t(m des
aqi

des
aq =

。 

在一时间段 it∆ 内，解吸附的质量如下： 

∑
−

=

−=∆
1i

1j

des
aqi

des
aqi

des
aq )j(m)t(m)t(m

      （14） 

it 时的解吸附百分率： 

(%)100
)eq(m
)t(m

D ads
s

i
des
aq

ti
⋅=

   （15） 

在 it∆ 内： 

(%)100
)eq(m
)t(m

D ads
s

i
des
aq

ti
⋅

∆
=∆

    （16） 

其中： 
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itD  = it 时的解吸附百分率，%； 

it
D∆  = it∆ 内的解吸附百分率，%； 

)t(m i
des
aq  = it 时检测物的解吸附质量， gµ ； 

)t(m i
des
aq ∆  = it∆ 内检测物的解吸附质量， gµ ； 

)t(m i
des
m  = it 时检测的体积为

i
rV 的溶液中检测物的质量， gµ ； 

A
aqm  =解吸附平衡时由体积取代的不完全造成的检测物的质量残留， gµ ； 

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −
⋅=

o

R0ads
aq

A
aq V

VV
)eq(m)eq(m

    （17） 

 

)eq(mads
aq  =吸附平衡时溶液中检测物的质量， gµ ； 

RV  
=吸附平衡后脱离试管的漂浮物被同体积0.01 M CaCl2取代的体

积，
3cm ； 

i
rV  

=在解吸附动力学实验中丛试管中取出的含待测物的溶液体积，

3cm 。 

itD
和 it

D∆ 的值（从研究的需要来看）与时间相关，吸附达到平衡后 

的时间也被决定。 

b） 连续方法 

下列方程考虑了先前的步骤中以液相一小部分
A
aV
中检测物的测量为结束（见 1.9 

Performance of the test 连续方法）。假定： a) 吸附平衡后脱离试管的漂浮物被同体积 0.01 

M CaCl2取代的体积（ RV ）和 b) 实验进行中和土壤相关的液相总体积都在方程中给出： 

∑
=

−=
n

1i

A
a0T )i(vVV

   （18） 

在 it 时刻： 

一份检测物
D
av
的质量和解吸附质量通过下式计算： 

                           （19） 
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当解吸附平衡， eqi tt =
，因此，

)eq(m)t(m des
aqi

des
aq =

。 

解吸附百分率 itD
如下： 

(%)100
)eq(m
)t(m

D ads
s

i
des
aq

ti
⋅=

     (20) 

对于时间段 it∆ ： 

在一时间段中物质的解吸附的量如下计算： 

对第一个时间间隔： 011 ttt −=∆  

A
aqD

a

T
1

des
m1

des
aq m

v
V)t(m)t(m −⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⋅=∆

，
)t(m)eq(m)t(m 1

des
aq

aq
s1

des
s ∆−=    （21） 

对第二个时间间隔： 122 ttt −=∆  

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −
⋅−⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −
⋅∆−⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⋅=∆

T

D
aTA

aq
T

D
aT

1
des
aqD

a

T
2

des
m2

des
aq V

vV
m

V
vV

)t(m
v
V)t(m)t(m

， 

[ ])t(m)t(m)eq(m)t(m 2
des
aq1

des
aq

ads
s2

des
s ∆+∆−=     （22） 

对第 n个时间间隔： 1nnn ttt −−=∆  

∑
−

≠=
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
∆⋅

⋅−−
−⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ ⋅−−
⋅−⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⋅=∆

1n

1n,1i
1
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aq

T

D
aT

T

D
aTA

aqD
a

T
n

des
mn

des
aq )t(m

V
v)1n(V(

V
v)1n(V

m
v
V)t(m)t(m

∑
≠=

∆−=
n

1n,1i
i

des
aq

ads
sn

des
s )t(m)eq(m)t(m

        （23） 

最后，每一时间段的吸附百分率 it
D∆ 如下计算： 

(%)100
)eq(m
)t(m

D ads
s

i
des
aq

ti
⋅

∆
=∆

    （24） 

当 it 时的解吸附百分率： 

(%)100
)eq(m
)t(m

100
)eq(m

)j(m
D ads

s

i
des
aq

ads
s

t

1tj

des
aq

t

i

i
⋅=⋅=

∑
∆

∆=

       （25） 

各参数定义如下： 
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)t(m 1
des
s ∆

，
)t(m 2

des
s ∆

，.... )t(m n
des
s ∆  =分别是在 1t∆ 2t∆ .... nt∆ 等时间间隔之后仍吸附在土

壤上的物质质量， gµ ； 

)t(m 1
des
aq ∆

，
)t(m 2

des
aq ∆

，.... )t(m n
des
aq ∆  =分别是在 1t∆ 2t∆ .... nt∆ 等时间间隔中吸附的检测物

质量， gµ ； 

)t(m 1
des
m ， )t(m 2

des
m ，.... )t(m n

des
m  =各时刻 1t ， 2t .... 3t

时，
D
av
部分物质的质量， gµ ； 

TV  = 在解吸附动力学实验连续方法中，与土壤有关的液相总体积，
3cm ； 

A
aqm  =吸附平衡时不完全的溶液取代造成的残留检测物的质量， gµ ； 

      (26) 

 

 

RV  = 吸附平衡之后被等体积的0.01 M CaCl2溶液取代的飘浮物体积，
3cm ； 

D
av  =在解吸附动力学实验连续法进行中分析目标部分的体积，

3cm ； 

  （27） 
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附件 6 

土壤中的吸附-解吸附：数据实验结果报告单 

检测的物质： 

检测的土壤： 

土壤的干燥质量(105 ℃, 12h)：………………………………………………….% 

温度：………………………………………………………………………………% 

分析法的适宜性 

称量的土壤 g  

干燥后土壤质量 g  

溶液体积 3cm   

最终溶液的额定浓度 3cmgµ  
 

最终溶液的分析浓度 3cmgµ  
 

所使用分析方法的原理： 

分析方法的校准： 

检测的物质： 

检测的土壤 

土壤的干燥质量(105 ℃, 12h)：………………………………………………….% 

温度：………………………………………………………………………………% 

 

分析如下：  方法学  间接          平行          连续 

                    直接 

 

 

吸附检测：检测样品 

 

 符号 单位 平衡时间 平衡时间 平衡时间 平衡时间 

 

试管号码           



 272

土壤重量 - g         

土壤：干重 msoil g         

土壤中水的体积（计算得到） vws cm3         

0.01M 氯化钙溶胶与土壤平衡

时的体积 

 cm3         

储备溶液的体积 V0 cm3         

与土壤接触的液相总体积 C0 ug. 

cm-3 

        

测定溶液最初的浓度 M0 ug         

开始实验时待测物质的质量           

搅拌离心后 

直接方法 

 

 

平行的方法 

测定物质液相的

空白修正 

CAQ
A

DS 

        

连续方法 

量度测定物质的

整体质量 

mm
ads 

(tI) 

ug        

直接方法 

称出测定物质被

土壤吸收的质量 

ms
ads 

(tI) 

ug        

计算吸收 
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Ati %         吸收 

AΔti %         

方法       

吸收系数 Kd cm3

.g-1 

        

方法       

吸收系数 Koc cm3

.g-1 

     

方法       

 



 274

测定物质： 

测定的土壤： 

土壤的干重（105C0，12h）： 

温度： 

吸附测定：空白和控制 

 符号 单位 空白 空白 控制 

试管号码         

土壤重量  g       

土壤中水的

质量 

 Cm3       

0.01M 氯化钙

溶胶与土壤

平衡时的体

积 

 Cm3       

加入测定物

质的储备液

体积 

 Cm3 0 0     

总的液相体

积 

 Cm3       

最初测定物

在水相中的

浓度 

 ug.c

m3 

      

搅拌和离心后 

水相的浓度  ug.c

m3 

      

备注：如果需要的话添加表格 
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测定物质： 

测定的土壤： 

干燥的土壤重量： 

温度： 

质量平衡 

 符号 单位    

试管号码     

土壤重量  - g    

土壤干重  msoil g    

土 壤 中 水

的体积 

 Vws mL    

0.01M氯化

钙 溶 胶 与

土 壤 平 衡

时的体积 

  mL    

储 备 溶 剂

的体积 

  cm3    

与 土 壤 接

触 的 液 相

总体积 

 V0 cm3    

溶 液 最 初

浓度 

 C0 ug.cm-3    

平衡时间  - h    

搅拌和离心后 

吸 附 平 衡

后 测 定 物

质 在 液 相

中的浓度 

 Caq
ads(eq) ug.cm-3    
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平衡时间  teq h    

第一次用溶剂冲淡 

移 走 的 液

相体积 

 Vrec cm3    

增 加 的 溶

剂体积 

 Δv cm3    

第一次用溶剂萃取 

溶剂的分

析信号 

SEI var.     

溶剂中测

定物质的

浓度 

CEI ug.cm-3     

从土壤和

容器中萃

取的物质

质量 

mEI ug.cm-3     

第二次用溶剂稀释 

移取溶剂

的体积 

Vs cm3     

增加溶剂

的体积 

V cm3     

用溶剂第二次萃取 

溶剂的分

析信号 

SE2 var.     

溶剂中测

定物质的

浓度 

CE2 ug.cm-3     
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从土壤和

容器萃取

出的物质

质量 

mE2 ug     

两次萃取

出的总质

量 

mE ug     

质量平衡 MB %     
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测定物质： 

测定的土壤： 

土壤干重： 

温度： 

吸收等温线 

 

 

符号 

 

 

单

位 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

试管号码 

土壤重量 - g 

土壤干重 E g 

土壤中水的

体积 

VWS cm-3 

0.01M 氯化

钙溶胶与土

壤平衡时的

体积 

cm-3 

储 备 溶 液

的体积 

cm-3 

 与土壤接

触的液相体

积 

V0 cm-3 

溶液浓度 C0  

ug.c

m-3 

平衡时间   - h 

搅拌和离心之后 
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液 相

中 物

质 浓

度，空

白 矫

正后 

Caq
ads(

eq) 

ug.cm-

3 

温度 ℃ 

每单

位重

量土

壤吸

收的

质量 

Cs
ads(

eq) 

ug.g-1         

 

衰减分析： 

  

 KF
ads值： 

 1/n值： 

 衰减系数 r2: 

 

测定物质： 

测定的土壤： 

土壤干重： 

温度： 

 

 

跟踪分析：            间接方法 （      ） 平行方法（       ） 连续方法（   ） 

 

解吸附测定 
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 符号 单位 时间

间隔 

时间间

隔 

时间间

隔 

时间间隔 

吸附测定中的试管的号码     

 

吸附平衡时

土壤吸附的

物质质量 

Ms
ads(eq

) 

ug     

移走液相的

体积，被０.

０１Ｍ氯化

钙代替 

VR cm3     

与土壤接

触的液相

的总体积 

P

M 

 

S

M 

V0 

 

 

VT 

cm3 

 

 

cm3 

    

吸附平衡时

剩余的测定

物质的质量 

maq
A ug     

 

 

置换       

解吸附动力学 

TI时间从土

壤中解吸附

出的物质质

量 

Mm
des 

(ti) 

ug     
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Vr
i cm3     为量度

测定物

质而从

试管

（i）中

移走的

溶液体

积 

Ｐ

Ｍ 

 

 

Ｓ

Ｍ 

Va
D cm3     

TI时间从土

壤中解吸附

出的物质质

量 

maq
ads 

(Δti) 

ug     

在时间段Δ

tI中解吸附

的物质质量 

maq
ads  

(Δti) 

ug     

解吸附百分数 

在 tI解吸附

的量 

Dti %     

在时间段Δ

tI解吸附的

量 

DΔti %     

表观的解吸

附系数 

Kdes      

ＰＭ：平行方法 

ＳＭ：连续方法 
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C1 使用高效液相色谱（HPLC）对土壤和污泥的吸附系数（KOC）进行评价 

 

1. 方法 

这种方法和 OECD TG121（2000）是相同的。 

1.1引言 

在土壤和淤泥中的物质的吸附作用可以通过测定方法C.18的实验参数决定。一个重要的

参数就是吸附系数，它被定义为在吸附平衡时在土壤（或淤泥）里的物质集合和在水相

中的物质的集合的比率。吸附系数正比于土壤中有机化合物的含量，KOC指示了一种化合

物在土壤和淤泥中的有机物上的吸附容量，不同的化合物的KOC是不同的，可以做比较。

这一个参数可通过水溶性和正辛醇/水体系分配系数的相互关系估计。 

在本章中所叙述的这种实验方法使用HPLC对土壤和淤泥里的吸附系数KOC进行估计。这

种估算比用QSAR计算有更高的可靠性。作为一种估计方法它不能完全代替在18章中介绍

的组分平衡法(batch equilibrium)实验。但是估算的KOC对于选择合适的吸附/解吸附测量参

数，即第18章中根据方程3（见1.2）得到的Kd（分配系数）或Kf（FreundLich 吸附系数）。 

1.2 定义 

Kd:分配系数被定义为吸附平衡时在两相（即吸附剂（土壤或淤泥）和水相）中溶解的测

定物质的含量的比率；当在两相中的含量都用 重量/重量 表达的时候它是一个无量纲的

量。万一在水相中的含量用 重量/体积 表达，那么分配系数的量纲就是mL.g-1。Kd会因

吸附剂性质的不同而不同。 

      

          Kd=                                                    （1） 

 

 

这里： 

       Csoil=平衡时在土壤中测定物质的浓度（ug.g-1） 

     CsLud=平衡时在淤泥里的测定物质的浓度（ug.g-1） 

     Caq=平衡时在水相里的测定物质的浓度（ug.g-1,ug.mL-1）. 

 

 



 283

Kf:FreundLich吸附系数被定义为平衡时当测定物质在水相中的浓度Caq等于1时测定物质

在土壤或淤泥中的浓度（x/m）；单位是ug.g-1。这个量随吸附剂性质的不同而改变。 

          Logx/m=LogKf+1/n .LogCaq                 （2） 

这里： 

     x/m=平衡时吸附剂的量m(g)吸附测定物质的量x(ug) 

     1/n=FreundLich吸附等温线的斜度 

     Caq=平衡时测定物质在水相中的浓度(ug.mL-1) 

当 Caq=1时，Kf=Log(x/m)。 

Koc：分配系数（Kd）或 FreundLich吸附系数(Kf)正比于吸附剂中有机化合物的含量；尤

其是非离子型化合物，它对于吸附剂对一种物质的吸附程度是一个近似的指示，而且在

不同的化合物之间是不同的。依靠 Kd和 Kf这两个量，Koc可以是无量纲的或有单位mL.g-1

或 ug.g-1有机物。 

         Koc=Kd/foc(无量纲或 mL.g-1)或 Kf/foc（ug.g-1）       （3） 

Koc和 Kd的关系不总是线性的，并且 Koc值随土壤的不同而改变，但是它的可变性与 Kd

和 Kf值比已经大大的降低了。 

吸附系数(Koc)是从容量因子(k,)推论来的，对选定的化合物用 Logk对 LogKoc作图。 

                  K=(tR-tO)/tO                                (4) 

这里： 

         tR:HPLC中测定和相关物的保留时间 

         tO:HPLC中的死亡时间（见 1.8.2） 

Pow:辛醇——水体系的分配系数被定义为在正辛醇和水中溶解的物质的浓度比，它是无量

纲的值。 

          Pow=CoctanoL/Caq (=Kow)                          (5) 

1.3 参考物质 

在使用此方法之前结构式，纯度和裂分衡量（如果适当的话）都应已知。物质在水中和

有机溶剂中的溶解性，辛醇——水体系的分配系数和水解特征对于实验都是非常有用的。 

 

为了使测定物质的 HPLC 保持力数据与它的吸附系数相关联，就要建立一个 LogKoc 对

Logk的有刻度的图象。最少要有 6个相关的点，其中至少包含一个在预期值上方和一个



 284

在预期值下方的点。如果选用的参考物和测定物质在结构上是相似的，那么这种方法的

精确度可以被大大地提高。如果这些数据不可以利用，就要实验者去选择合适的标度物

质。在这种情况下，要选择一系列更普遍的在结构上互不相同的物质。一些物质的 Koc

值被列在附录表中，供参考用，表 1 关于淤泥，表 3 关于土壤。其他标度物质的选择要

被证明是适当的。 

1.4  实验原理 

HPLC 主体是一个商品 cyanopropy1 键合硅胶的分析圆柱，这种固体包括亲脂的和极性

的两极。现代的固定相主要是应用无水硅胶矩阵： 

    

       -O-Si       -CH2-CH2-CH2            -CN 

      

       硅胶           无极性区           极性区 

 

这种测量方法的原理和测定方法 A.8很相似（分配系数，HPLC法）。当测定物质变为移

动相通过圆柱时测定物质与固定相相互作用。由于移动相和固定相之间的作用，测定物

质受到阻碍而减速。固定相中的两种组成有极性和非极性部分，可与它种物质分子的极

性和非极性集团作用，类似于在土壤和淤泥中同样有吸附作用的有机物。这就使在圆柱

上的保留时间和有机物质的吸附系数建立起关系。 

pH对于吸附作用尤其是对极性物质的吸附有着很大影响。大多数的耕作土壤和灌溉用水

的 PH值都在 5.5到 7.5之间。 

对于可电离的物质，应在适当的缓冲溶液中分别做全电离和不电离形式的两个实验，只

有在 PH值为 5.5到 7.5之间时测定物的解离度至少有 10%。 

当在高效液相色谱柱上的保持力和吸附系数的关系确定以后，其他的定量的分析方法都

是不需要的，只有前者确定的保留时间是必要的。如果选用一系列的合适的内标物质和

标准的实验条件，这种方法提供了一个即快又高效的途径来评估吸附系数 Koc。 

 

1. 5测定的适用性 

只要检测系统（例如分光光度计，放射能检测器）是可用的并且在实验过程中是高效稳

定的，高效液相色谱法适合于各种化学物质（标定的或未标定的）。尤其适合于测量在其
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他实验系统中不易被研究的化学物质（例如挥发性物质；在水中不能溶解或溶解度小到

不能被其他分析方法检测的物质；在物质表面有很高亲和力的物质）。这种方法还可用于

测定未洗提过的混合物。在这种情况下，测定的混合物的 LogKoc值的上限和下限应该是

一定的。 

有时杂质对解释高效液相色谱实验结果有很大影响，但只要把测定物质的分析实验结果

确定并把它同杂质相分离就可以了。 

这种方法的被验证的物质列于附录 1 中，并且提供了属于这种类型的其他各种各样的化

学物质： 

——芳族胺（例如：氟乐灵，4-氯苯胺，3，5-二硝基苯胺，4-甲基苯胺，N-甲基苯胺，

萘胺）； 

——芳香羧酸酯（例如：安息香酸甲酯，3，5二硝基苯甲酸乙酯）； 

——芳香烃（例如：甲苯，二甲苯，乙苯，硝基苯）； 

—— 芳 氧 基 苯 氧 基 丙 酸 酯 （ 例 如 ： 二 氯 苯 氧 基 苯 氧 基 丙 酸 甲 酯 ，

fenoxaprop-ethy1,fenoxaprop-P-ethy1）； 

——苯并咪唑和咪唑杀真菌剂（例如：carbendazim,呋喃基苯并咪唑，triazixide）; 

——羧酸氨基化合 2-chlirobenzamide,N,N-dimethylbenzamide,3,5-dinitrobenzamide, 

N-methylbenzamide,2-nitrobenzamide,3-nitrobenzamide): 

——氯化烃（例如：硫丹，DDT，六氯苯，五氯硝基苯，1，2，3-三氯(代)苯）： 

——有机磷杀虫剂 （如保棉磷，乙拌磷， fenamipHos，isofenpHos，定菌磷, sulprofos, 

triazophos）； 

——苯酚类 （如苯酚，2-硝基苯酚，4-硝基苯酚，五氯苯酚，2,4,6-三氯苯酚，1-萘酚）； 

——苯基脲类衍生物 （如 isoproturon，monoLinguaLism，pencycuron）； 

——色素染料 （如酸黄 acid yellow 219，本蓝 41，direct red 81）； 

——杂环芳烃(如萘嵌戊烷，萘)； 

——1,3,5-三嗪类除草剂 （如 prometryn，proparea，西玛津，去草净）； 

——三唑衍生物  （如 tebuconazoLe， triadimefon，氯苯氧基二甲乙基三唑乙醇，

triapenthenol） 

此法对于与洗脱液或固定相反应的物质不适用，对一些可以与无机成分发生特殊相互作

用的物质（如稀土元素的簇状配合物）也不适用，对表面活性物质，无机化合物，中强
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或强有机酸和碱可能不起作用。Log K oc测定范围为 0.5~5.0。可电离的物质必须利用缓

冲流动相测量，但是必须注意避免缓冲物或被测物的析出。 

1.6 定量标准 

1.6.1 精确度 

通常，被测物的吸收系数值与组分平衡法 batch equiLibrium method测得的数值大约相差

±0.5 （见附表 1）。如果所用参照物和被测物结构相似，可以得到更高的精确度。 

1.6.2 可重复性 

测定至少进行两次。每次独立测量得出的 Log Koc值误差不超过 0.25。 

1.6.3 再现性 

目前用这种方法完成的实验均支持其正确性.一项HPLC的研究,使用了 48种物质(大多数

为杀虫剂)测得土壤的一系列可靠数据,显示了一个有效系数 R=0.95(10)(11)。 

一个由 11 个实验室参加的室内对照实验旨在改进并确认这种方法（12）。实验结果见附

表 

1.7 实验方法描述 

1.7.1 吸收系数的初步估计 

辛醇-水体系的分配系数 P OW (=K OW ),在一定范围内,水的溶解度,尤其对于非离子化物质,

可以作为吸收范围内的指示剂,因此用于初步的范围估测.若干组化学试剂的多种有效测

量方法已出版(1)(2)(3)(4)(5)(6)(7)。 

1.7.2 仪器设备 

一台装备自动脉冲泵和适宜的检测器的液相色谱仪。建议使用带有注射环的注射阀 ，使

用商品化 cyanopropyl 键合硅胶固定相(如 hypersiL和 zorbax CN)。将同种物质构成的保

护柱置于注射系统和分析柱之间，含不同填充物的分析柱的分离效果有显著差别。使用

55%甲醇水溶液作为流动相时,下述的容量因子 k1必须满足: Log K oc =3.0时,Log k1>0.0; 

Log K oc =2.0时,Log k1>-0.4. 

1.7.3 流动相 

 一些流动相已经经过实验检验,现推荐以下两种: 

——甲醇:水(V:V)=55%: 45% 

——甲醇:0.01M PH=0.6的柠檬酸缓冲液(V:V)= 55%: 45% 
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用 HPLC 等级的甲醇和蒸馏水或柠檬酸缓冲液作为固定液，使用前需经过去磁处理。采

用梯度洗脱法 isocratic eLution。如果甲醇水溶液不适用，可尝试采用其他有机溶剂水溶

液，如乙醇或乙腈水溶液。对于电离组分，建议采用缓冲措施以稳定 pH。一些有机相缓

冲体系，实验中应注意避免盐的沉淀和柱管的失效。 

不可使用离子对试剂一类的添加剂，否则会影响固相的吸收性能，而固相的改变是不可

逆的。因此，需用添加剂的实验必须使用另外的柱管完成。 

1.7.4 溶质 

被测物和参照物应溶解在流动相中。 

1.8 测定操作 

1.8.1 测定条件 

测量过程中记录温度。强烈推荐使用可控温的柱管室，以确保在校正，初估范围以及样

品测定过程中，环境的温度不变。 

1.8.2 死时间 to的测定 

有两种方法可用于测定死时间 to（参见 1.2节） 

1.8.2.1 同系物法测定死时间 

经验证，这种过程可以得到可靠而标准的 to 值。详见 testing method A8:PARTITION 

COEFFICIENT(N-OCTANOL/WATER),HPLC METHOD 

1.8.2.2 利用不残留于柱管的惰性物质测量死时间 

这项技术基于甲酰胺溶液，尿素或硝酸钠的注入。测量至少进行两次。 

1.8.3 保留时间 to的测定 

参照物的选择参见 1.3节。 

如果能确信各参照标准的保留时间不受其他参照物的影响，即可将参照物作为混合的标

准，注入以测定其保留时间。每隔一段时间（至一日两次）就应该进行一次校正，从而

估计仪器的变动误差。最好能在被测物注入前后各进行一次校准，确保保留时间不偏移。

为避免柱管超载，注入量越少越好。保留时间是确定的。 

为了提高可信度，至少应测量 2次。每次测得的 Log Koc相差不超过 0.25。 

1.8.4 评价 

根据方程 4(1.2节),容量因子 k1由参照物死时间 to和保留时间 tR求得。以参照物的 Log k1

对 Log Koc (由组分平衡法 batch equiLibrium method测得，见附录表 1，3)作图。利用此
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图，通过被测物的 Log k1 来确定其 Log Koc。如果实际实验结果显示被测物的 Log Koc

在校正范围以外，应寻找更适合的参照物重复实验。 

2．实验数据和结果报告 

实验结果报告必须包括以下内容： 

——被测物和参照物的有关特性，纯度，p Ka等； 

——设备和操作条件的描述，如分析柱和保护柱的类型及尺寸,测量方法，流动相（包

括组成，pH，测量过程中的温度范围等）； 

——死时间及其确定方法； 

——被测物，参照物的用量； 

——Log k1对 Log Koc的回归线及其曲线图； 

——测量物的平均保留时间和 Log Koc的估计值； 

——色谱图。 
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附件 

表 1 

土壤和污水淤泥的 Koc值和 HPLC放映法计算值的对比 1,2 

Substance 

物质（化学农药） 

CAS-No. Log Koc 

sewage 

sLudges 

污水淤泥

Log 

Koc 

HPL

C 

Δ Log 

Koc 

soils

土壤 

Log 

Koc 

HPL

C 

Δ 

Atrazine 阿特拉津 1912-24-9  1.66 2.14 0.48 1.81 2.2 0.39 

Linuron 利谷隆 330-55-2  2.43 2.96 0.53 2.59 2.89 0.3 

Fenthion 倍硫磷 55-38-9  3.75 3.58 0.17 3.31 3.4 0.09 

Monuron 灭草隆  150-68-5  1.46 2.21 0.75 1.99 2.26 0.27 

PHenanthrene 菲 1985-1-8 4.35 3.72 0.63 4.09 3.52 0.57 

Benzoic acid pHenyLester  

安息香酸苯酯 

93-99-2  3.26 3.03 0.23 2.87 2.94 0.07 

Benzamide 苯甲酰胺 55-21-0  1.6 1 0.6 1.26 1.25 0.01 

4-Nitrobenzamide 4-硝基苯胺 619-80-7  1.52 1.49 0.03 1.93 1.66 0.27 

AcetaniLide 乙酸苯胺 103-84-4  1.52 1.53 0.01 1.26 1.69 0.08 

AniLine 苯胺 62-53-3  1.74 1.47 0.27 2.07 1.64 0.43 

2,5-DichLoroaniLine  

2，5-二氯苯胺 

95-82-9  2.45 2.59 0.14 2.55 2.58 0.03 

1 W. Kördel, D. Hennecke, M. Herrmann  (1997).  Application  of  the  HPLC-screening 

method for the determination of the adsorption coefficient on sewage  sludges.  

Chemosphere, 

35(1/2), 121 - 128. 

2 W. Kördel, D. Hennecke, C. Franke (1997). Determination of the adsorption-coefficients 

of organic substances on sewage sLudges. ChemospHere, 35 (1/2), 107 . 119. 
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表2 

实验室（11个实验室共同参加）的内部比较实验结果 

被执行去改进和生效HPLC法1 

Koc Log Koc 物质 CAS-No. 

代号 

Log Koc  

[OECD 106]  [HPLC-方法] 

Atrazine莠去津(一

种除草剂) 

1912-24-9 1.81 78±16 1.89 

Monuron 灭 草 隆

(一种除草剂) 

150-68-5 1.99 100±8 2 

Triapenthenol 

(一种除草剂) 

77608-88-3 2.37 292±58 2.47 

Linuron利谷隆(一

种选择性除草剂) 

330-55-2 2.59 465±62 2.67 

Fenthion倍硫磷(一

种有机磷杀虫剂) 

55-38-9 3.31 2062±648 3.31 

1 W. Kördel, G. Kotthoff, J. Müller (1995). HPLC-screening method for the determination of 

the adsorption coefficient on soil-results of a ring test. Chemosphere, 30(7), 1373-1384. 

表 3 

HPLC放映方法基于土壤吸附数据的中推荐的参考物质. 

Reference substance 

参考物质 

CAS-No. 

代号 

Log Koc mean 

vaLues from 

batch 

equiLibrium 

number 

of Koc 

data 

Log 

S.D. 

source 

Acetanilide退热冰 103-84-4 1.25 4 0.48 a 

Phenol苯酚 108-95-2 1.32 4 0.7 a 

2-Nitrobenzamide 

2-硝基苯胺 

610-15-1 1.45 3 0.9 b 

N.N-dimethylbenzamide 611-74-5 1.52 2 0.45 a 
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N,N-二甲基苯胺 

4-Methylbenzamide 

4-甲基苯胺 

619-55-6 1.78 3 1.76 a 

Methylbenzoate 

苯甲酸 

93-58-3 1.8 4 1.08 a 

Atrazine莠去津 

(一种除草剂) 

1912-24-9 1.81 3 1.08 c 

Isoproturon 
34123-59-6 1.86 5 1.53 c 

3-Nitrobenzamide 

3-硝基苯胺 

645-09-0 1.95 3 1.31 b 

Aniline苯胺 62-53-3 2.07 4 1.73 a 

3,5-Dinitrobenzamide 

3，5-二硝基苯胺 

121-81-3 2.31 3 1.27 b 

Carbendazim 
10605-21-7 2.35 3 1.37 c 

Triadimenol 

氯苯氧基二甲乙基三唑乙

醇 

55219-65-3 2.40 3 1.85 c 

Triazoxide 

三？？ 

72459-58-6 2.44 3 1.66 c 

TriazopHos 

三？？ 

24017-47-8 2.55 3 1.78 c 

Linuron利谷隆 

(一种选择性除草剂) 

330-55-2 2.59 3 1.97 c 

Naphthalene萘 91-20-3 2.75 4 2.20 a 
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Endosulfan-diol 

硫丹-二醇 

2157-19-9 3.02 5 2.29 c 

Methiocarb 

灭虫威 

2032-65-7 3.10 4 2.39 c 

Acid Yellow 219 

黄酸 219 

63405-85-6 3.16 4 2.83 a 

1,2,3-TrichLorobenzene 

1，2，3-三氯(代)苯 

87-61-6 3.16 4 1.40 a 

γ-HCH 58-89-9 3.23 5 2.94 a 

Fenthion倍硫磷 

(一种有机磷杀虫剂) 

55-38-9 3.31 3 2.49 c 

Direct Red 81 

直接红 81 

2610-11-9 3.43 4 2.68 a 

PyrazopHos定菌磷 13457-18-6 3.65 3 2.70 c 

α-Endosulfanα-硫丹 

(一种烈性杀虫剂) 

959-98-8 4.09 5 3.74 c 

DiClofop-methyl 甲基-二氯

苯氧基苯氧基丙酸 

51338-27-3 4.20 3 3.77 c 

Phenanthrene菲 85-01-8 4.09 4 3.83 a 

Basic Blue 41 (mix) 

基本蓝 419 (小) 

26850-47-5 

12270-13-2 

4.89 4 4.46 a 

DDT二氯二苯三氯乙 50-29-3 5.63 1 _ b 

/a/ W. Kördel, J. Müller(1994). Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer 

Chemikalien mit der HPLC. UBA R & D Report No. 106 01 044 (1994). 

/b/ B.V. Oepen, W. KördeL, W. Klein. (1991). Chemosphere, 22, 285-304 

/c/ Data provided by industry. 

C.20  DAPHNIA MAGNA（一种水蚤）的繁殖试验 

1.   方法 



 294

这种繁殖毒性测定的方法是OECD TG 211 (1998)的一个翻版。 

1.1. 引言 

本试验的主要目的是评估的的化学因素对水蚤繁殖的产量的影响。 

1.2. 定义和单位 

母本：是那些在试验开始出现的雌性水蚤，它们的繁殖的产量是本测定研究的目标。 

后代：是本试验中由母本繁殖的那些年轻的水蚤。 

最低可观察效应浓度(LOEC)：是最低的可观测的繁殖上有重大的统计学意义且在一个规

定的暴露时期里其母本和对照对比死亡率p<0.05的试验浓度。 

然而，所有超越LOEC上的浓度有害影响一定不低于那些在LOEC内观察到的浓度。当这

两个条件不能够被满足时，一定要给出一个LOEC（和所以NOEC）被选择详尽的解释。 

没有可观察的效应浓度(NOEC)：是直接在LOEC之下的在一个规定的暴露时期里和对照

对比没有重大的统计学作用(p < 0.05)的测定浓度。 

ECx: 是测定的物质溶解在水中的浓度，其实验结果是在一个规定的暴露时期里水蚤的繁

殖有X%缩减量。 

内在增长率：是群体数量增长导致繁殖产量和特殊年龄的死亡率(20) (21) (22)的度量。在

一个稳定数量的状态它将使零。对正在增长的群体数量它将是正的而对正在减少的群体

数量而言它将的负的。显然，后者数量是不能维持的最终将导致消失。 

检出限：是最低的能检测到而不能定量测定的浓度。 

检测限：是最低的能从数量上量化的浓度。 

死亡率：出现以下稳定的情况：如，当水蚤不能游动，或搅动测定的容器后其肢体或后

腹部在内在15秒内没有可观察的运动，一个动物即被纪录成死亡。(如果用另外一种定义，

必须和参考文献一起交代。) 

1.3.     测定方法原理 

在本测定开始时年轻的年龄小于24小时的雌水蚤(母本)，被暴露在溶于水中的在浓度范围

内的测定物质。测定的持续时间是21天。在测定的最后，每一个活着的母本繁殖的后代

总共的数量被评估出来。这意味着由死去的成体繁殖的年轻的水蚤被排除在计算之外。

再生的母本产量能用另外的方法(例如，观察从第一天开始每天每个母本繁殖的后代的数

量)表达，但这些方法必须在测定的结尾记录以除在每个母本繁殖的年轻的水蚤总数之

外。被暴露在测定物质中的水蚤的生殖产量和对照对比用来得出最低可观察效应浓度
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(LOEC)和没有可观察的效应浓度(NOEC)：另外，就可能而言，数据被用一个衰退的模型

来分析用来估计引起生殖产量(例如， EC50，EC20，或EC10) x%缩减的浓度。    

存活的母本水蚤和第一代产生的时间也必须纪录下来。另外在参数上有影响的有关物质

如生长(如长度)和可能的内在的增长率也可能考虑。 

1.4.     测定物质信息 

用水蚤来完成的一个剧毒性的测定(参见C.2, Part I中的方法)实验结果应是有意义的。实

验结果对生殖测定中选择适当的浓度范围可能是有用的。 

水的溶解性和测定物质的蒸汽压应该知道，并且报告中应给出能定量测定该物质的可靠

分析方法、物质的回收率以及方法检出限。 

有关本测定的在建立测定条件上可能有用的物质的资料包含：结构式，物质的纯度，光

源的稳定性，在测定条件下pKa, Pow的稳定性和测定中已有的生物降解能力的(见 C.4中

方法)实验结果。 

1.5.     测定的有效性 

一个测定的正确性，以下的性能标准应和对照相适应： 

——测定最后(雌性水蚤)母本的死亡率不超过20%； 

——测定最后每一个母本产生的存活的后代的平均数目≥60。 

1.6.     测定方法描述 

1.6.1.    仪器 

测定容器和其它接触测定液的仪器都必须全部用玻璃或其它化学惰性的材料制造。测定

的容器通常是大烧杯。 

另外，以下设备是必需的： 

——氧气计量器（附带微电极或其它适合测量小容量样品中溶解的氧气）； 

——适当的控温装置； 

——pH计； 

——测定水的硬度的设备； 

——水中有机碳含量(TOC)测定的设备或化学需氧量(COD) 测定的设备； 

——适当的仪器来控制光源和测量光强。 

1.6.2.    有机体测定 

用在测定中的是 Straus水蚤。其他种类的水蚤可用来为它们提供适当的正确性的标准（在
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对照中的和繁殖产量相关的正确标准应和水蚤的种类相关）。如果其它种类的水蚤被采

用，必须很清楚地鉴别它们并被证明使用该类水蚤是恰当的。 

更适宜地，无性生殖应通过基因型被鉴别。研究(1)表明，无性系 A(起源于法国的 IRCHA) 

(3) 的繁殖的性能始终和用这种方法培养的情况下每一个母本产生的存活的后代的平均

数目≥60的标准相一致。然而，对一测定来说另外的无性生殖是可接受的假如水蚤培育

看起来和正确的标准相一致的话。 

在测定的开始，动物年龄应该小于24小时且不可以是最初的为繁殖而饲养的后代。他们

必须来源于一个健康的亲本（如，没有明显的症状如：高死亡率，雄性和ephippia存在，

最初的为繁殖而饲养的后代其繁殖产量的延迟减少，生物受污染等）。其亲本必须维持

一个和测定中相似的培养条件(光，温度，介质，喂食和生物活动的单位体积)。如果在测

定中水蚤培养的介质和例行的水蚤培养介质不一样，最好使每一个测定生物有一个适应

测定的介质的时期，大约3周左右（如，一代）以避免亲本的差异。 

1.6.3.   测定的介质 

据推荐，一个准确的定义的介质被用于本测定中。这能避免难以辨别的添加剂的使用（如

藻类，土壤萃取物等等），因此，应促进实验室之间的标准化。ELendt M4 (4) 和M7介

质(见附件1)已被发现适合这个目的。但是，假如水蚤培养的进展和严格的测定标准相适

应，其他的介质（如（5）（6））可被接受。 

如果介质被采用了，它包含未定义的添加剂，这些添加剂应是清楚地指明的且成分信息

应在测定结果报告中提供出来，特别是关于碳的含量，因为这可能对计量食物的供给有

贡献。据推荐，应测定为母本准备有机添加剂的总的有机碳（TOC）和/或化学需氧量

（COD），且作出在测定介质中对TOC/COD贡献的实验结果的评估。据推荐，介质中TOC

的含量(如在藻类添加之前)是在2mg/L以下（7）。 

当测定的物质包含金属成分，认识到介质的性质（如硬度，螯合容量）可能和测定物质

的毒性有关是很重要的。由于这个原因，一个准确地定义的介质是必要可取的。但是，

现在仅有的精确定义的且适合水蚤长期培养的介质是ELendt M4 和M7。两种介质都含有

螯合剂EDTA。研究表明当繁殖测定用ELendt M4 和 M7完成时镉的明显毒性比不含

EDTA时的低。M4 和 M7因此不被推荐用来完成含金属物质的测定，而其它的富含已知

的螯合剂的介质也应当避免使用。对于含金属的物质，可以选择其他介质，例如，向ASTM

再生的新鲜不含EDTA的硬水中（7）加入藻类萃取物。ASTM再生的新鲜不含EDTA的硬
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水和藻类萃取物的组合也同样适合水蚤的长期培养和测定，虽然因其附加的藻类萃取物

成分仍然发挥了一个温和螯合剂的作用。在测定的开始和过程中，溶解的氧气的浓度应

在3 mg/L以下。pH应在6-9范围内，通常在任何一次测定中其值的改变不应超过1.5个单元。

推荐硬度在140 mg/L ( 以CaCO3计)以上。以此为标准的测定已被证明繁殖性能依从有效

的标准(9) (10)。 

1.6.4.    测定溶液 

测定溶液的浓度通常是由原溶液的稀释获得。原溶液应该更适宜由溶解物质在测定的介

质中配制。 

为了配制一个适宜的浓缩的原溶液，在一些情况下可能需要使用有机的溶剂或分散剂。

但是应努力避免使用太多的原料。适合的溶剂有丙酮，乙醇，甲醇，dimethylformamide, 

triethylene 乙二醇。合适的分散剂如CremopHor RH40, 甲基纤维素0.01% 和HCO-40。在

任何情况下，溶液中测定物质不应超过在测定介质中溶解的限制。 

溶剂用来配制能计量精确的加入水中的原始的溶液。在最后的介质中，推荐的溶剂浓度

（即≤ 0.1 mL/L），上面说的溶剂将没有毒性且不会引起物质水溶性的增加。 

分散剂可能对其精确的用量和分散有帮助。在最后的介质中，推荐的溶剂浓度（≤ 0.1 

mL/L），以上列出的分散剂将没有毒性且不会引起物质水溶性的增加。 

1.7.     测定设计 

测定容器应与处理相对应且所有的测定容器后续处理应用随机的方式。如不这样做会引

起能用浓度效应分析的偏差。特别的，如果实验单元被按分析或浓度顺序处理，一些和

时间有关的影响如实验员疲劳或错误，在较高的浓度能引起较大的影响。另外，如果测

定的实验结果受到最初的或测定环境的影响，如在实验室的位置等，应考虑对实验结果

的影响。 

1.8.    步骤 

1.8.1.  暴露的状况 

1.8.1.1.持续时间 

测定持续时间是21天。 

1.8.1.2.加载 

双亲动物是个别地维持，每个测定容器一个，在每个容器中用 50-100 mL介质。大的容

器有时可能是必需的以与用来得到测定物质浓度的实验结果的分析步骤相适合， 虽然共
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享化学分析的复制是也允许的。如果使用大于 100 mL的容器，给水蚤的配给量可能需要

增加以确保足够的食物可用性和依从有效性标准。为了完全流动的测定, 选择性的设计因

为技术的原因可能被考虑过(如 10个动物一组的四组动物在一个较大的测定容器中)，但

是任何对测定设计的改变应该被实验结果报告。 

1.8.1.3.动物的数量 

对半-静态测定而言, 至少 10个个别地动物保持在各自的测定浓度中而至少 10个个别地

动物保持在对照系列中。为了完全流动的测定，40个动物分成四组，10个动物一组，各

自的测定浓度表明是适合的(1)。较小的数目的生物体测定可能被使用且推荐每个浓度下

的最小的 20个动物分开成二或更多的有相等动物数目的复制组（如，四个复制各自有五

个水蚤)。注意，在动物被分成组的测定中，在测定的结尾，将繁殖的产量表达为每个活

着的母本动物繁殖的活着的后代的总数是不合理的。在这些情况下，繁殖的产量应表达

为在测定的开始存在的每个母本动物繁殖的活着的后代的总数。 

1.8.1.4. 喂食 

对半- 静止测定, 饲养应该更适宜地每日进行,但是至少一星期三次(也就是和介质的改变

相一致)。来自这方面的偏离(举例来说，对完全流动的测定而言)应在测定结果报告中被

提及。 

在测定的过程中，母本动物的饮食应该更适宜地选用如下一个或多个海藻细胞：

（Chlorella sp）绿藻之一种 , SeLenastrum capricornutum（另一种海藻）( 现在称为

PseudokirchnerieLLa subcapitata(11)) 和 Scenedesmus subspicatus（也是一种海藻）。被供

应的饮食应该以有机碳(C)的含量为基础提供到每只母本动物。研究 (12) 表明,对水蚤

（magna）而言，在 0.1和 0.2毫克 C/水蚤/天之间的定额水平对完成的必需的后代数目是

充份符合测定的有效性标准的。饮食配额在整个测定的时期可被一致的供应，或者如果

需要, 测定的最初阶段可以较低的量供应然后在随后的测定中不断的增加来计算母本动

物的生长。在这情况，饮食配额一致仍应该保持在推荐的范围的 0.1 - 0.2的毫克 C/水蚤

/ 天里。 

如果用间接的替代物计量，如海藻的细胞数量或光的吸收率，被用满足必需的配额水平

(比较方便，因为测定碳的含量比较费时)，每个实验室必需提出它自己的与海藻类培养的

碳含量的测量替代物的计算图(参见附件 2的关于计算图物品的建议)。计算图应该至少一

年检查一次，如果藻类培养条件已经改变还应时常检查。吸光率已经被证实是一个比细
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胞数量好的碳含量的较好的替代品(13)。一个浓缩的藻类悬浮液应该被用于水蚤的喂养以

将被转移到测定容器中的海藻培养介质容积减到最少。藻类的浓度能通过先离心分离再

在蒸馏水、去离子水或水蚤培养的介质中制成悬浮液来满足。 

1.8.1.5. 光 

强度不超过15-20 µE·m-2·s-1的光照16小时。 

1.8.1.6. 温度 

测定介质的温度应该在18-22℃范围内。但是，对任何一次测定，如果可能的话，温度不

应该超过2℃的波动限制范围（如18-20，19-21，或20-22）。可以适当的使用一个附加的

容器来监测温度的变化。 

1.8.1.7. 通风 

在测定中使用的容器不能通气。 

1.8.2. 检测浓度 

通常至少有5个不超过3.2的由更适合的独立因素产生的呈几何级数排列的检测浓度，同时

应对检测浓度做适当数目的重现（见1.8.1.3）。如果使用的浓度少于5个应说明理由。在

测定方法中超过物质溶解性限制时不必测量。在设置这组浓度时，需要注意以下几点： 

如果目标是获得LOEC/NOEC, 最低浓度必须足够低以至于在该浓度下的富集不明显的

低于对照。如果不这样，将不得不减少最低浓度重新检测。 

如果目标是获得LOEC/NOEC, 最高浓度必须足够高以至于在该浓度下的富集明显的低

于对照。如果不这样，将不得不增加最高浓度重新检测。. 

如果复制品的作用的ECX 被评估，充分的浓度数据用来描述ECX将变得可取。如果复制

品的作用的EC50 被评估，最高测定浓度也将大于EC50。否则，虽然评估EC50仍然可能，

但是EC50确定的距离将很宽同时令人满意地评价已有模型的适应性也变得不太可能。 

检测浓度组中最好不包含成熟残留物上在统计上有重要影响的数据，因为这可能会仅仅

由于一个重现而变测定的天然性为一个复合的再现和要求更复杂统计分析的无希望的检

测。 

有毒待测物的预见（如急性测定和排序研究）将有助于检测浓度的选择。 

一份溶剂或分散剂可以被用来添加到检验溶液中，在测验容器中它的最终浓度不应超过

0.1 mL/L 并在所有测验容器中都相同。 

1.8.3. 对照 
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除测定系外，一个测定方法的对照系或者相关地一个包含溶剂或分散剂的对照系也应存

在。使用中，溶剂或分散剂浓度应和测定物所在容器中使用的溶液浓度相同。使用适当

数目的备用品。 

通常，在一顺利的测定中，对照中每对亲本产生的存活后代的平均数左右的波动系数应

≤ 25 %，并且需要对用个别的动物的实验设计进行实验结果报告。 

1.8.4. 测定介质的更新 

介质更新频率决定于测定物的稳定性，但应至少每周三次。如果，在最大更新时间内（3

天）从预备的稳定检测（见1.4）检测物浓度不稳定（变化超过额定80 -120 %或低于首次

测量浓度的80 %），浓度的更新应更频繁或直接使用流动测定。  

当在半稳态测定中介质更新，测定容器的第二系列应准备好，母体动物由如适当直径的

玻璃吸管转移进入。所转移含水蚤介质的体积应尽量少。 

1.8.5. 观测 

检测中的观测实验结果应被记录在数据页（见附件3和4的例子）。如果还有其他测量(见

1.3，1.8.8)便需要附加的观测。 

1.8.6. 后代 

每一对亲本产生的后代应从第一批起被转移和计数，以防它们消耗大量成体的食物。对

此方法的目的，只需要计数成活后代的数目，不过不成功孵化或死亡个体也应记录。 

1.8.7. 死亡率 

亲本的死亡率应每天纪录，至少与后代的计数同步。 

1.8.8. 其他参数 

虽然此法主要是设计为对繁殖影响的评定，但其他的影响同样可能十分的量化以进行统

计分析。生长测量因提供了可能的亚致死量影响而被高度期望，这是比单独的繁殖测量

更有用的；同样推荐测量结束时的亲本体长的测定（除尾突之外的身体长度）。其他能

测量或计算的参数如第一代（以及后面的）产生的时间，每一动物一代的数目和大小，

流产的数目，雄性的百分率和数量增长率。 

1.8.9   分析测定方法的频率 

在分别在对照组和最高试样浓度条件下，新鲜和陈旧的介质中的氧气浓度，温度，硬度

与 pH值应该至少每周测量一次。 

在实验中，试样浓度以有规律的间隔测量。 
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在试样浓度为所期望的± 20%范围内（即在 80%-120%范围内，见于 1.4和 1.8.4）的半静

态的实验中，建议分析在实验开始的第一个星期内新鲜制备和更新的最高和最低浓度试

样（特别是应该分析来自相同溶液新鲜准备并且更新过的试样）以作为最小值。 

对于试样浓度不为所期望的± 20% 范围内的实验，必须分析新鲜制备和更新的所有实验

浓度。然而，对于被测定样初始浓度不在± 20%标明浓度范围内，但是有足够的证据表明

初始溶液是稳定并且是可重现的时（特别是在初始浓度的 80% —120%范围内），实验的

第 2 和 3 周中化学分析可被减少到最高和最低实验浓度。在所有情况下，试样浓度的分

析在每个实验浓度的一个仅需重复实验一次的更新前进行。  

如果使用流动的试样，对于类似于所述的半静态实验的相似样品的处理是合适的（但是

在这种情况下不能用于测量“旧”溶液）。然而，增加第一周的取样次数（例如 3次测量）

以保证实验浓度保持在稳定是可行的。在这些种类的实验中，试样和稀释剂的流动速度

以应该每日检查。 

如果有证据表明被测定样浓度被满意的保持在标明浓度的± 20% 的范围内或者实验中始

终为被测初始浓度，实验结果可被建立在标定值或者初始测量值上。如果与标定值或者

初始浓度测量值的偏差大于±20%，实验结果可以按时间的平均计算(见附件 5)。 

2.   实验数据和结果报告 

2.1  实验结果和处理 

此实验的目的是测量试样在实验末对每对亲代动物所产生的所有存活后代的影响。每对

亲代动物所产生的所有后代应被计算到每个实验管中（特别是重复的实验）。如果，在任

何重复实验中亲代动物死亡或者是雄性，则重复实验被排除在分析外。分析建立在数目

减少的重复实验中。 

对于 LOEC和 NOEC的估计, 对于化学品对产生后代的影响，必须计算重复实验中平均

产生后代在每个浓度和淤积残留物的标准偏差，这可由方差分析（ANOVA）完成。每个

浓度的平均应该使用合适的多重比较方法和对照组的平均比较。Dunnett或者William的

实验方法可能是使有用的（14）（15）（16）（17）。必须检查方差值是均匀性的前提。建

议用图表方法完成，而不是通过正式的显著性检验（18）；合适的替代方法是使用 BartLett

实验。如果没有这样的前提的话，则应该考虑在进行 ANOVA前将数据转化为匀化的方

差，或者进行权重 ANOVA。使用 ANOVA（特别是最小显著性差异）的可检测效果的大

小应被计算并且写入实验结果报告。 
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对于导致 50%子代减少（特别是 EC50）的浓度估计，合适的曲线，例如对数曲线，应该

使用例如最小二乘法的统计方法以拟和数据。曲线应用参数表示以使 EC50 和它的标准

差可以直接估计。除非有更好的赞同不同置信限的方法，应该引用两边 95%的置信限。

拟和过程应该更好的提供评价不吻合的显著性的平均。这可以图表方式或者分割残余平

方总数为“不吻合”和完成“纯粹错误组成”并且进行显著性实验的方法完成。因为在

产生的幼体数量上处理提供的高生殖力较低生殖力容易有更大的方差。且考虑到应提供

加权观测值以反映在不同处理组中的不同的方差。 

在分析来自最终的环实验（2）的数据时，尽管可以使用其他合适的模型，对数曲线应以

以下方式拟和： 

b

x
x

cY

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+

=

0

1
 

式中： 

Y: 每对亲本动物在实验结束时的总幼体数量（对每管分别计算） 

x ：物质浓度 

c ：当 x=0时幼体数量的期望值 

0x ：群体中的 EC50 

b：斜率参数 

这一模型在大数量的环境下适用，但有不适合的例外。应该检测建议模型的有效性。 

在一些情形中，对于hormesis模型一个低的浓度可适当提高效果。 

其他的浓度效应,像是EC10或EC20也可以估计，虽然它可以使用更好的参数优化模型，

那是过去一直用来估计EC50的模型。 

2.2. 实验结果报告： 

实验结果报告一定包括下列各项: 

2.2.1.实验物质： 

- 物理性质和有关的物理化学性质； 

- 化学鉴定数据，包括纯度。 

2.2.2. 实验种类： 

- 复制 (不管是否已经遗传) ，供应者或来源( 如果已知) 和培养环境。如果一个不同种
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的水蚤magna被使用，应记录。 

2.2.3. 实验情况: 

- 实验步骤 (比如半固定或流动,体积,每升中水蚤的数目)； 

- 光周期和强度； 

- 实验设计 (比如 重复实验的次数,每升中母体的数目)； 

- 所使用的培养液的细节； 

- 如果使用过其他的有机物，要标明有机物的成分，来源，准备方法，TOC/COD的准备，

实验产生TOC/COD的判断； 

-关于培养的详细信息，包括数量 (毫克/水蚤/天) 和时间表(比如食物的类型，包括藻特

殊名称(种)，应变，培养条件)； 

-更新的储备液的方法和频率(如果使用要给出溶剂或分散剂的浓度)。 

2.2.4. 实验结果: 

从初步研究实验物质的稳定性的实验结果； 

标称实验浓度和所有的分析实验结果决定容器中实验物质的浓度(见附件4样例);这种方

法回收率和检测限也应该写入实验结果报告。 

-  实验容器中水的性质(如：合适的酸碱值，温度，溶解氧浓度，和TOC和/或COD和水

硬度)(见附件3的样例)； 

- 记录每个母体的全部活的后代(见附件3的样例)； 

- 母体死亡的时间及数目 (见附件3的样例)； 

- 控制生育的变动系数(基于在实验结束时活的母体繁殖的后代的数目)； 

- 每个母体繁殖的活的后代的总数(在每次相同的实验中)实验结束时与实验物质的浓度； 

- 繁殖的最低可见浓度效应（LOEC），包括描述统计学使用的步骤和指示多大的效应可

能被发现。和繁殖的不可见浓度效应（NOEC），LOEC/NOEC母体的死亡率应写入实验

结果报告。 

-繁殖的Ecx和置信度还有合适的模型所作的图表也用来计算，计量-效应曲线的斜率和它

的标准误差； 

- 另外观察到的生物效应或测量：观察或者测量中任何其它的生物效应应记录(比如母体

的生长)包括合理的解释； 

-解释与实验理论的偏差。 
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附件1 

准备限定的ELENDT M7 及 M4 培养液 

 

对 ELendt M7 和 M4 培养液的适应 

一些实验室已经在直接将水蚤从M4(1)转移到M7 的方面经历困难。然而，也有一些成功

的例子，用逐渐适应的方法,也就是从含30%的ELendt培养液到60% ELendt然后到100% 

ELendt。 这期间可能要一个月。 

准备 

微量元素 

含单独的微量元素储备液溶液（1）在水中应被首先准备为适当的纯度,比如去离子, 蒸馏

或反渗透制得的。从这些不同的储备液(1)制备另一个储备液(2)，包含所有的微量元素(混

合溶液)，比如： 

M4 和M7 培养液 

M4 和M7 培养液用来制备营养液，营养物和维生素见下： 
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含维生素储备液应分成小等份冷冻保存。维生素在使用之前加入培养液。 

N.B. 当准备培养液时应避免盐的沉淀,将小份储备液加入大约500-800 毫升的去离子水

然后再稀释至1升。 

N.N.B.最早关于M4的文章可在   ELendt，B.P.(1990) 找到。SeLeninm deficiency in 

crustacea; an uLtrastructuraL approach to antennaL damage in DapHnia magna straus . 
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ProtopLasma,154,25-33. 

 

附件2 

有机碳总量 (TOC) 分析及绘制藻类饲料的TOC含量图 

很明显藻类饲料的碳含量不能直接测量，但是从相互关系(如计算图)中用替代物来测量如

藻类细胞数或吸光度)。 

TOC的测量应是在高温下氧化而不是在紫外线下或用过硫化 persulphate方法(见: The 

Instrumental Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and Related  

Determinands 1979, HMSO 1980; 49 High Holborn, London WC1V 6HB)。 

因为需绘制图表，藻应该与生长培养液离心分离。测量替代物和TOC浓度在同样的3份样

品中。应做空白实验并在藻类样品TOC浓度中扣除。 

计算图超过范围的碳浓度应该是线性的。 样例见下： 

N.B. 这些不应该进行转变；实验室准备他们自己的计算图是很必要地 。 
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concentrated algal feed :浓缩藻饲料 

dry weight :干重 

correlation coefficient :相关系数 

absorbance :吸光度 

dilution :稀释 

path length: 光程 

suspension :悬浮 

distilled water :蒸馏水 
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附件3 

培养液的数据记录样例，物理/化学品监测数据 ,喂养, 

水蚤繁殖及成体的死亡率 

实验 N0: 数据 starded: 复制: 培养液: 食物的类型: 实验物质: 标称浓度 



 311

 

 *指出实验用的是哪一容器 

++在有关的表中记录成体死亡率M。  

+在有关的表中记录夭折的窝AB。  

附件4 

化学分析实验结果数据记录的样例 

(A) 标称浓度 
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(b)标称浓度的测量百分数 
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附件5 

时间-加权平均值的计算 

时间-加权平均值 

所给实验物质的浓度衰退，选择适当的浓度是必需的，代表水蚤生活浓度范围。选择应

该基于生物学和统计学。比如,如果峰值浓度对繁殖的影响最大,那么应使用最大的浓度。

然而，如果累积或较长时间的有毒物质被考虑是更重要的，然后一个平均浓度是更适合。

在这种情况，应使用一个适当的时间-加权平均值，即使这将给即时浓度带来变化。 

 
图 1: 时间-加权平均值的例子 

图 1 展示了一个共7天的（简化）实验，在第0，2，4天重复营养液。 

细的Z型线代表每个时间所对应的浓度。假设浓度的下降是指数递减过程。   

6个方块点代表浓度在观察开始和结束的值 

粗的实线指出时间-加权平均值的位置。 

时间-加权平均值是计算出来的，这样在时间-加权平均值线下面的区域和在浓度曲线下面

区域的面积是相等的。为上述例子的计算见表 1。 

表 1: 时间-加权平均值的计算 

 
Days 是重复时的天数 

Conc0 在开始时的浓度 
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Conc1 在结束时的浓度 

Ln(Conc0) 是Conc0的自然对数 

Ln(Conc1) 是ConCl的自然对数 

Area 是每个指数曲线下的面积，计算如下： 

Area= )ln()0(
1

conclconcLn
conclConc

−
−

 *Days 

时间-加权平均值(TW 值) 是总面积除以总数天数。 

当然，为了进行水蚤繁殖实验此表格要可以记录21天 

显而易见如果只在开始和结束时观测数据就不可能确定消失过程，指数级的递减。不同

的曲线会计算出不同的面积。无论如何这并不是难以置信的，在缺少其他更多的信息时

这可能是最好的。 

这项工作需要非常谨慎否则会在末期找不到任何物质而分析失败。除非可以判断物质在

溶液中消失的速度否则不可能得到曲线下面的实际面积，也不可能获得一个合理的时间-

加权平均值。 
 


