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前 言

《船舶压载水检测技术》团体标准由以下10个部分组成：
第1部分《船舶压载水检测技术 压载水取样》；
第2部分《船舶压载水检测技术 不小于50微米活性有机物检测》；
第3部分《船舶压载水检测技术 10～50微米活性有机物检测》；
第4部分《船舶压载水检测技术 生物毒性检测》；
第5部分《船舶压载水检测技术 细菌总数检测》；
第6部分《船舶压载水检测技术 大肠埃希氏菌检测》；
第7部分《船舶压载水检测技术 肠道球菌检测》；
第8部分《船舶压载水检测技术 霍乱弧菌检测》；
第9部分《船舶压载水检测技术 总残余氯检测》；
第10部分《船舶压载水检测技术  pH值检测》。
本标准根据GB/T 1.1-2009《标准化工作导则第1部分：标准的结构和编写》进行编制。
本部分为《船舶压载水检测技术》团体标准的第4部分。
本部分由中国太平洋学会东海环境分会提出。
本部分由中国太平洋学会归口。
本部分起草部门：国家海洋局东海环境监测中心、国家海洋局东海标准计量中心。
本部分主要起草人： 

船舶压载水检测技术

第4部分：生物毒性检测

1  范围

本标准规定了到港船舶压载水生物急性毒性样品的检测流程，包括样品采集、样品保存、样品预处理、检测方法、结果记录、毒性水平评价等内容。
本标准适用于到港船舶淡水、海水压载水的生物急性毒性的检测。
2  规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的，凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

ISO 11348-3-2007 Water quality-Determination of the inhibitory effect of water samples on the light emission of Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test) -Method using freeze-dried bacteria（ISO 11348-3-2007《水质-有关水样对费歇尔弧菌属（Vibrio fischeri）光发射抑制效果的测定（发光细菌试验）第3部分 使用冻干菌法》）
GB/T 14914-2006 海滨观测规范

GB 17378.4-2007 海洋监测规范 第4部分 海水分析

HJ 506-2009 水质溶解氧的测定电化学探头法
海环字[2015]29号 污水生物毒性监测技术规程发光细菌急性毒性测试-费歇尔弧菌法（试行）
3  术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1

抑制率（Inhibition rate）
水样在一定的时间和条件下与发光细菌接触后，发光细菌的发光量所降低的百分比，用H表示。

3.2

半数抑制浓度（Half inhibition concentration）
水样在一定的时间和条件下与发光细菌接触后，发光细菌的发光量减少50%的浓度（参比毒物或化合物浓度以mg/L为单位来表征，环境水样以样品液的百分浓度为单位来表征）。

4  生物毒性检测——发光细菌法
4.1  仪器和设备
生物毒性检测应有下列仪器：

a) 生物毒性快速检测仪；

b) 测试管；
c) pH计；

d) 盐度计；
e) 浊度计；
f) 溶解氧测量探头；
g) 移液器；
h) 离心机（小于8000 r/min）。
4.2  试剂

生物毒性检测应有下列试剂：

a) 发光细菌市售（费歇尔弧菌）；
b) Microtox Reconstitution Solution市售（补充液，无毒高纯水）； 
c) Diluent市售（稀释液，2% NaCl无毒溶液）；

d) 硫酸锌（ZnSO4·7H2O）；

e) 氢氧化钠溶液（1 mol/L）；

f) 盐酸溶液（1 mol/L）；

g) 氯化钠（NaCl）；
h) 去离子水或蒸馏水。

4.3  检测方法

4.3.1  样品采集
样品采集步骤如下：

a) 用聚四氟乙烯瓶采集水样，上端不得留有空气间隙，盖上瓶盖；
b) 水样采集后，常温条件下应在24 h内测试完毕；
c) 24 h内不能完成测试时，水样可在2℃~6℃下避光贮存，并于48 h内完成测试；
d) 48 h内不能完成测试时，水样可在-20℃下避光贮存，并于两周内完成测试，测定前化冻，恒温至室温后测定。
4.3.2  样品预处理
4.3.2.1 pH值调节要求如下：
a) 适宜测定的水样，其pH值的范围应为6.0~8.5；
b) 当水样pH值小于6.0时，加氢氧化钠溶液，调节pH值约为6.0~6.5；
c) 当水样pH值大于8.5时，加盐酸溶液，调节pH值约为8.0~8.5；
d) 调节pH的氢氧化钠或盐酸加入液的体积应不大于样品总体积的5%。
4.3.2.2盐度调节要求如下：
a) 适宜测定的水样盐度为20~40；
b) 若盐度小于20，则应加入氯化钠固体将盐度调整至22±2；
c) 盐度调节和测定按GB/T 14914中要求。
4.3.2.3浊度调节要求如下：
a) 样品浊度大于10 NTU，离心或过滤后测定；
b) 按GB 17378.4-2007中规定的浊度计法测定样品浊度。
4.3.2.4溶解氧调节要求如下：
a) 测试前应摇匀样品或曝气15 min，使样品溶解氧含量大于3 mg/L；
b) 按HJ 506中规定的方法测定样品溶解氧。
4.3.3  水样毒性测试

水样毒性测试步骤如下：
a) 根据样品数量，准备相应数量的测试管，置于快速毒性检测仪上，包括温度控制在4℃±3℃的复苏管、温度控制在15℃±1℃的样品管和反应管；
b) 反应管数量是样品管数量的2倍，以作平行测定；
c) 将2 mL稀释液和2 ml水样分别加入样品管，在快速毒性检测仪预冷10 min；
d) 从-18℃~-20℃的冷冻环境中取出小支发光细菌冻干粉，用预冷的0.5 mL稀释液混匀，制备成发光细菌复苏液；
e) 快速将发光细菌复苏液转移至复苏液管中，一小支冻干粉可用于检测4个反应管；
f) 如使用多个小支冻干粉，向每个冻干粉瓶中各加入0.5 mL稀释液，混匀后合并至复苏液管中充分混合；
g) 取100 μL发光细菌复苏液至各反应管中，静置15 min后检测初始发光强度I0，对照的初始发光强度记作IC0，样品初始发光强度记作IT0；
h) 快速从样品管中取900 μL对照样和待测样品，加至已加入100 μL发光细菌复苏液的反应管中充分混合，15 min后检测发光强度It，对照的15 min发光强度记作ICt，样品15 min发光强度记作ITt；
4.3.4  参比毒物的毒性测试

4.3.4.1使用参比毒物硫酸锌（ZnSO4·7H2O）评估发光细菌复苏后的相对敏感性和可靠性。
4.3.4.2参比毒物的毒性测试应不少于一个月一次，步骤同4.3.3。
4.3.4.3启用一批新的发光细菌冻干粉试剂时应进行参比毒物的毒性测试，步骤同4.3.3。
4.4  记录与计算
4.4.1  发光抑制率H计算

使用加入水样后反应15 min时的发光细菌的H进行毒性水平评价，按式（1）计算：

H=[(f·IT0)-ITt]/ (f·IT0) ×100%=1-ITt/ (f·IT0) ×100%.................（1）

式中：

IT0=测试样品的初始发光强度；

ITt=测试样品反应15 min后的发光强度；

f=反应15 min校正因子，按式（2）计算：

f=ICt/IC0.................（2）

式中：

IC0=对照样品的初始发光强度；
ICt=对照样品在反应15 min时的发光强度。
4.4.2  半数抑制浓度IC50计算
4.4.2.1发光强度的减弱可用γ量度，各个反应管中待测样品的γ值按式（3）计算：

γ=[(f·IT0)-ITt]/ITt= (f·IT0)/ITt-1.................（3）

4.4.2.2用C表征样品浓度，其中参比毒物或化合物浓度以mg/L为单位来表征，环境水样以样品液的百分浓度为单位来表征。
4.4.2.3将γ和C转换成自然对数或以10为底的对数形式，采用最小二乘法回归，然后将γ对C作图，线性拟合，按式（4）计算：

lnγ=blnC+lna.................（4）

式中：

C=样品浓度；

lna =回归直线的截距；

b=回归直线的斜率；

lnγ=对应浓度下的毒性响应。

4.4.2.4方程的显著性水平应取0.05。
4.4.2.5概率（P）小于0.05时，测试有效。
4.4.2.6发光量损失50%，即γ=1时，对应样品浓度IC50按式（5）计算：

IC50=[image: image2.png]


.................（5）
4.4.3  压载水生物毒性（发光细菌法）检测结果记录表见附录A。
4.4.4  压载水生物毒性（发光细菌法）参比毒物测试结果记录表见附录B。
4.5  毒性水平评价

4.5.1  样品毒性水平表征方法采用检测结果中的15 min发光抑制率H进行评价。
4.5.2  根据H值大小将毒性等级分为4级。
4.5.3  相应等级分为：
a) 低度毒性风险；
b) 中毒毒性风险；
c) 重毒毒性风险；
d) 高度毒性风险。
4.5.4  分级方法按表1。
表1  压载水样品毒性风险等级分级方法

	发光抑制率
	毒性等级
	毒性级别

	IC50＜30%
	Ⅰ
	低度

	30%＜IC50＜50%
	Ⅱ
	中毒

	50%＜IC50＜80%
	Ⅲ
	重毒

	80%＜IC50
	Ⅳ
	高度


4.6  质量控制和质量保证

发光细菌急性毒性测试的质量控制和质量保证要求如下：

a) 发光细菌冻干粉除初始发光强度应满足生物发光光度计要求外，对照样的反应15 min校正因子f应为0.6~1.8，否则需要更换冻干粉；

b) 检测方法的精密度：样品3次重复测定结果的变异系数应小于15%；

c) 反应15 min后，参比毒物ZnSO4·7H2O的IC50范围应为0.6 mg/L~6 mg/L。

4.7  样品保存

4.7.1  在-20 ℃下避光贮存的样品应在两周内完成测试。
4.7.2  现场检测样品应填写采样记录或标签，并粘贴在采样容器上应注明下列信息：
d) 水样编号；
e) 采样者；
f) 日期；
g) 时间；
h) 船号；
i) 采样环境：pH、盐度、浊度和溶解氧等。
4.7.3  现场检测样品应记录现场检测结果并保管。

4.8 注意事项 
4.8.1  红色、棕色或黑色的水样，在不经稀释的发光抑制率不小于80%时，该水样不适用于本标准。
4.8.2  本标准规定的检测方法所用的商品化小支菌复苏时不应使用补充液，直接添加稀释剂即可复苏，复苏后应在30 min内使用。

附录A

(规范性附录)

压载水生物毒性（发光细菌法）检测结果记录

A.1 压载水生物毒性（发光细菌法）检测结果记录表见表A.1。

表A.1   压载水生物毒性（发光细菌法）检测结果记录表
                                                                      采样时间        检测时间                                            第       页  共       页

	测试样品
	测量值
	校正因子f
	f均值

	
	初始发光强度IC0
	15min发光强度ICt
	　
	　

	空白对照
	　
	　
	　
	　
	　

	
	　
	　
	　
	　
	　

	样品编号
	站号
	稀释倍数
	测试序号
	测试值
	H(%)
	H(%)均值

	
	
	
	
	IT0
	ITt
	
	

	　
	　
	　
	1
	　
	　
	　
	　

	
	
	
	2
	　
	　
	　
	

	　
	　
	　
	3
	　
	　
	　
	　

	
	
	
	4
	　
	　
	　
	

	　
	　
	　
	5
	　
	　
	　
	　

	
	
	
	6
	　
	　
	　
	

	　
	　
	　
	7
	　
	　
	　
	　

	
	
	
	8
	　
	　
	　
	

	　
	　
	　
	9
	　
	　
	　
	　

	
	
	
	10
	　
	　
	　
	

	　
	　
	　
	11
	　
	　
	　
	　

	
	
	
	12
	　
	　
	　
	

	　
	　
	　
	13
	　
	　
	　
	　

	
	
	
	14
	　
	　
	　
	

	　
	　
	　
	15
	　
	　
	　
	　

	
	
	
	16
	　
	　
	　
	

	　
	　
	　
	17
	　
	　
	　
	　

	
	
	
	18
	　
	　
	　
	

	使用仪器：

费歇尔弧菌菌株批次：


检验者         校对者         审核者         

附录B
(规范性附录)

压载水生物毒性（发光细菌法）检测结果记录

B.1 压载水生物毒性（发光细菌法）参比毒物测试结果记录表见表B.1。

表B.1 压载水生物毒性（发光细菌法）参比毒物测试结果记录表

采样时间        检测时间                                            第       页  共       页

	测试样品
	测量值
	校正因子f
	f均值

	
	初始发光强度IC0
	15min发光强度ICt
	
	

	空白对照
	　
	　
	　
	　
	　

	
	　
	　
	　
	　
	　

	参比毒物浓度

mg/L
	测试

序号
	测试值
	γ
	H(%)
	H(%)均值

	
	
	IT0
	ITt
	
	
	

	　
	1
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	　
	　
	　
	　
	

	
	2
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	　
	　
	　
	　
	

	　
	3
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	　
	　
	　
	　
	

	
	4
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	　
	　
	　
	　
	

	　
	5
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	　
	　
	　
	　
	

	
	6
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	　
	　
	　
	　
	

	　
	7
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	　
	　
	　
	　
	

	
	8
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	　
	　
	　
	　
	

	　
	9
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	　
	　
	　
	　
	

	
	10
	　
	　
	　
	　
	　

	
	
	　
	　
	　
	　
	

	使用仪器：

费歇尔弧菌菌株批次：

	

	


检验者         校对者         审核者         
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