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前 言

为贯彻《中华人民共和国环境保护法》《中华人民共和国水污染防治法》，防治生态环

境污染，改善生态环境质量，规范水中急性毒性的现场快速测定方法，制定本标准。

本标准规定了测定地表水、地下水、生活污水、工业废水和海水中急性毒性的发光细

菌法。

本标准为首次发布。

本标准由生态环境部生态环境监测司、法规与标准司组织制订。

本标准主要起草单位：中国科学院生态环境研究中心。

本标准验证单位：云南省生态环境监测中心、北京市生态环境监测中心、湖南省生态

环境监测中心、新疆维吾尔自治区生态环境监测总站、河北省生态环境监测中心、河南省

郑州生态环境监测中心、北京众合智能检测技术服务有限公司。

本标准生态环境部202□年□□月□□日批准。

本标准自202□年□□月□□日起实施。

本标准由生态环境部解释。
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水质 急性毒性的现场快速测定 发光细菌法

1 适用范围

本标准规定了测定水中急性毒性的发光细菌法。

本标准适用于地表水、地下水、生活污水、工业废水和海水中发光细菌法急性毒性的

现场快速测定。

2 规范性引用文件

本标准引用了下列文件或其中的条款。凡是注明日期的引用标准，仅注日期的版本适

用于本标准。凡是未注明日期的引用标准，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标

准。其他文件被新文件废止、修改、修订的，新文件适用于本标准。

GB 17378.3 海洋监测规范 第 3部分:样品采集、贮存与运输

GB 17378.4 海洋监测规范 第 4部分:海水分析

GB/T 15441 水质 急性毒性的测定 发光细菌法

HJ 91.1 污水监测技术规范

HJ 91.2 地表水环境质量监测技术规范

HJ 164 地下水环境监测技术规范

HJ 589 突发环境事件应急监测技术规范

JJF 2203 水质毒性分析仪校准规范

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1

急性毒性 acute toxicity

急性毒性是水体中所有物质共存时，短期暴露发生的毒性效应，反映各种物质共暴露

对水生生物的综合影响。本方法所涉及检测方法为发光细菌法，分为明亮发光杆菌 T3小种

测试模式和费氏弧菌测试模式。

3.2

发光细菌 luminescent bacteria

在新陈代谢中，能产生发光物质的一类细菌，其发光强度与毒性物质浓度、毒性大小

呈负相关性。本方法使用的菌种为明亮发光杆菌 T3小种（Photobacterium phosphoreum sp.

strain T3）或费氏弧菌（Aliivibrio fischeri）。
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3.3

相对发光度 relative luminous intensity

加入待测样品中的受试发光细菌发光强度与对照样品中或初始（经校正）的发光细菌

发光强度的比值，以百分比（%）表示。

3.4

发光抑制率 luminescence inhibition rate

在规定条件下，受试发光细菌与待测样品接触 15 min后，其发光强度的降低量与对照

样品中或初始发光强度（经校正）的比值，以百分比（%）表示。发光抑制率=100%－相

对发光度。

4 方法原理

发光细菌体内的细菌荧光酶催化还原型的黄素单核苷酸及长链脂肪醛发生氧化，并放

出光子，发出在避光条件下肉眼可见的蓝绿光。在规定的测试条件下，将受试发光细菌与

样品接触 15 min，根据样品与对照样品中或初始（经校正）的发光细菌发光强度比值，通

过计算得到样品的发光抑制率，用发光抑制率表征样品的急性毒性。

5 干扰和消除

5.1 浑浊溶液会导致测试结果偏高，须使用 0.45 μm醋酸纤维或聚四氟乙烯滤膜进行过滤，

以去除干扰。

5.2 水样的色度会对测量结果产生影响，高色度的样品按 GB/T 15441校正色度后分析。

6 试剂和材料

除非另有说明，分析时均使用符合国家标准的分析纯试剂，实验用水为蒸馏水。

6.1 发光细菌。

6.1.1 明亮发光杆菌 T3 小种（Photobacterium phosphoreum sp. strain T3）或费氏弧菌

（Aliivibrio fischeri）冻干粉，-18℃～-20 ℃避光冷冻保存，有效期半年。有馆藏号或市售

商品均应提供菌种来源、生产批次、生产日期、规格、保存条件及保质期等信息，按要求

保存。

6.1.2 冻干粉应真空密闭包装完好，呈白色粉末状，加入菌种复苏液（6.2）复苏后，应迅

速溶解，呈乳白色，无明显悬浮颗粒物。

6.1.3 不同来源的受试发光细菌冻干粉在首次使用之前，应随机抽取其中至少 1个冻干粉

样本，按 9.2步骤复苏后的菌种悬浮液采用稀释平板法测定细胞密度，明亮发光杆菌 T3小

种应不少于 105 个/mL，费氏弧菌应不少于 107 个/mL。

6.1.4 每批次受试发光细菌冻干粉在使用之前，应随机抽取其中至少 1个冻干粉样本，开

展菌种冻干粉的质量控制、阴性对照和阳性对照试验，结果应符合 12.1、12.3和 12.4的要

求方可用于测试。
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6.2 菌种复苏液。

称取 30 g氯化钠固体溶解于 1 L水中。置于 2℃～5℃冰箱备用，保存期 1个月。

6.3 氯化钠（NaCl）。

6.4 七水合硫酸锌（ZnSO4∙7H2O）。

6.5 氢氧化钠（NaOH）。

6.6 硫代硫酸钠（Na2S2O3）。

按每 100 mL样品添加 8 mg硫代硫酸钠比例提前准备带至现场。

6.7 盐酸（HCl）：ρ＝1.19 g/mL，w∈[36.0%，38.0%]，优级纯。

6.8 氯化钠溶液：ρ（NaCl）＝0.30 g/mL。

称取 30 g氯化钠（6.3）溶解于 100 mL水中。赴现场前配好。

6.9 硫酸锌储备液：ρ（ZnSO4∙7H2O）=1000 mg/L，以 Zn2+计。

称取密封保存良好的七水合硫酸锌（6.4）4.4154 g放于烧杯中，用水溶解，转移至

1000 mL容量瓶，用水润洗烧杯 2～3次同样转入容量瓶，定容，置于 2 ℃～5 ℃冰箱备用，

保存期 6个月。

6.10 硫酸锌使用液：ρ（ZnSO4∙7H2O）=2 mg/L，以 Zn2+计。

移取 2 mL硫酸锌储备液（6.9）于 1000 mL容量瓶，用水定容至刻度。测定海水样品

时用人工海水（配置方法见附录 A）定容至刻度，赴现场前配好。

6.11 盐酸溶液：c（HCl）＝1 mol/L。
移取 8.6 mL浓盐酸（6.7），用水定容到 100 mL。赴现场前配好。

6.12 氢氧化钠溶液：c（NaOH）＝1 mol/L。
称取 4 g氢氧化钠（6.5）溶解于 100 mL水中。赴现场前配好。

6.13 广泛 pH试纸：比色卡读数范围包含 1～14。

7 仪器和设备

7.1 采样瓶：棕色磨口具塞玻璃瓶，或聚乙烯、聚丙烯、聚四氟乙烯材质的塑料瓶，容积

为 100 mL。

7.2 便携式水质毒性分析仪：可测光谱范围：420 nm～670 nm；反应时间：15 min；光子

计数范围：0 C/s～500万 C/s；按照 JJF 2203方法测定的背景噪声值＜300 C/s，发光强度测

量重复性≤5%；带控温反应模块或配备恒温培养箱。

7.3 恒温培养箱：室温 20℃~25℃（明亮发光杆菌 T3小种测试模式）或 14℃~16℃（费

氏弧菌测试模式）。

7.4 盐度计：测量范围 0～80，最小分度为 0.1。

7.5 一般常用仪器和设备。

8 样品

8.1 样品的采集和保存

按照 GB 17378.3、HJ 91.1、HJ 91.2、HJ 164和 HJ 589的相关规定采集。采样时，样
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品沿瓶壁缓慢倒入采样瓶（7.1）至过量溢出，避免产生气泡。如不能及时分析，应在

2 ℃～5 ℃下避光保存样品，并于 24 h内测定。

8.2 样品预处理

8.2.1 待测样品在试验开始前，避光平衡至 20℃～25℃（明亮发光杆菌 T3小种测试模式）

或 14℃~16℃（费氏弧菌测试模式）后用于试验。

8.2.2 若需排除余氯的影响，采集后向每个采样瓶中加入 8 mg的硫代硫酸钠（6.6）。

8.2.3 若需排除 pH的影响，通过加入盐酸溶液（6.11）或氢氧化钠溶液（6.12）将样品的

pH值调节到 6.0至 9.0。

8.2.4 样品测试过程中应调节氯化钠的加入量，高盐度应进行稀释，使待测样品中含相当

于 3%的氯化钠。样品中盐度参考 GB 17378.4 29.1盐度计法进行测量。海水样品通常不需

要调节盐度。

8.3 空白样品的制备

采用实验用水作为空白样品，也可采用经验证发光抑制率不超过±5%的水作为空白样

品。测定海水样品时用人工海水作为空白样品。

9 分析步骤

9.1 测定条件

9.1.1实验操作过程应在 5℃～30℃环境温度、相对湿度≤90% RH下进行。

9.1.2 发光细菌为明亮发光杆菌 T3小种时，测试温度为 20 ℃～25 ℃；发光细菌为费氏弧

菌时，测试温度为 14℃～16℃。

9.2 发光细菌准备

将发光细菌冻干粉（6.1）和菌种复苏液（6.2）放入 2℃～5℃冷藏箱中平衡 10 min，

按每 1 g冻干粉 20 mL菌种复苏液的比例将菌种复苏液倒入冻干粉瓶中，摇晃均匀形成菌

种悬浮液，静置后无沉淀。菌种悬浮液于 2 ℃～5 ℃条件下复苏 30 min后，备用，2 ℃～

5℃贮存条件下 6 h以内使用有效。

注：市售商品冻干粉的复苏液和菌种悬浮液的准备也可按其说明书操作，但其菌种悬浮液细胞密度应

符合 6.1.3要求。

9.3 分析方法

9.3.1 明亮发光杆菌 T3小种测试模式

设定便携式水质毒性分析仪，使其适用于明亮发光杆菌 T3小种的测试模式。

a）打开便携式水质毒性分析仪电源，静置，等待仪器预热完成。

b）按照空白样品、待测样品、阳性对照和阴性对照的顺序排列检测管，分别设置 2个
平行。
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c）向 b）中各检测管加入 200 μL氯化钠溶液（6.8），再依次加入空白样品（8.3）、

待测样品、阳性对照和阴性对照各 1800 μL，摇晃混匀后放置于检测孔位平衡 10

min。测试海水样品时在检测管中分别加入 2 mL的人工海水或待测海水样品。

d）取 50 μL明亮发光杆菌 T3小种悬浮液（9.2）依次加入到步骤 c）的各检测管中，

轻微摇晃后，迅速放置于仪器对应检测孔位或恒温培养箱中。

e）待反应 15 min后，按照菌液加入顺序依次读取各检测管的发光强度。

注：c）中具体加入体积根据不同样品盐度可变化，使最终待测样品中含相当于 3%的氯化钠。

9.3.2 费氏弧菌测试模式

设定便携式水质毒性分析仪，使其适用于费氏弧菌的测试模式。

a）打开便携式水质毒性分析仪电源，静置，等待仪器预热完成。

b）按照空白样品、待测样品、阳性对照和阴性对照的顺序排列检测管，分别设置 2个
平行。

c）向 b）中各检测管加入 100 μL氯化钠溶液（6.8），再依次加入空白样品（8.3）、

待测样品、阳性对照和阴性对照各 900 μL，摇晃混匀后放置于检测孔位平衡 10

min。测试海水样品时在检测管中分别加入 1 mL的人工海水或待测海水样品。

d）取 100 μL费氏弧菌悬浮液（9.2）加入另一组检测管中，依次置于仪器检测孔位测

试费氏弧菌菌种悬浮液的初始发光强度，空白样品管初始发光强度记为�0，待测样

品管、阳性对照管和阴性对照管的初始发光强度记为��。

e）取 900 μL步骤 c）调节好氯化钠浓度的空白样品、待测样品、阳性对照和阴性对照，

加入到步骤 d）对应的检测管中，轻微摇晃后，迅速放置于仪器对应检测孔位或恒

温培养箱中。

f）待反应 15 min后，按照样品加入顺序依次读取各检测管的发光强度。

注：c）中具体加入体积根据不同样品盐度可变化，使最终待测样品中含相当于 3%的氯化钠。

10 结果计算与表示

10.1 明亮发光杆菌 T3小种测试模式

10.1.1 样品的相对发光度按公式（1）计算：

��� = ���
���

× 100% （1）

式中：

RLI——待测样品、阳性对照和阴性对照分别与菌种悬浮液反应 15 min时的相对发光

度，%；

TtI ——待测样品、阳性对照和阴性对照分别与菌种悬浮液反应 15 min时的发光强度，

C/s；

ktI ——对照样品与菌种悬浮液反应 15 min时的发光强度，C/s。

10.1.2 样品的急性毒性（发光抑制率）按公式（2）计算：

�� = 100% − ��� （2）
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式中：

tH ——待测样品、阳性对照和阴性对照分别与菌种悬浮液反应 15 min时的发光抑制

率，%；

RLI——待测样品、阳性对照和阴性对照分别与菌种悬浮液反应 15 min时的相对发光

度，%。

注：空白样品作为对照样品。

10.2 费氏弧菌测试模式

10.2.1 校正因子按公式（3）计算：

�� = ���/�0 （3）

式中：

��——反应时间为 15 min的校正因子；如有多个空白样品，则取��的平均值���；

���——对照样品与菌种悬浮液反应 15 min时的发光强度，C/s；

�0——对照样品所用菌种悬浮液的初始发光强度，C/s。

10.2.2 待测样品、阳性对照和阴性对照所用菌种悬浮液的初始发光强度的校正值���按公式

（4）计算。

��� = ��� × �� （4）

式中：

���——待测样品、阳性对照和阴性对照所用菌种悬浮液的初始发光强度校正值，C/s；

��——待测样品、阳性对照和阴性对照所用菌种悬浮液的初始发光强度，C/s。

10.2.3 待测样品、阳性对照和阴性对照的相对发光度和急性毒性（发光抑制率）按公式

（5）和（6）计算：

��� = ���
���

× 100% （5）

�� = ���−���
���

× 100% （6）

式中：

RLI——待测样品、阳性对照和阴性对照分别与菌种悬浮液反应 15 min时的相对发光

度，%；

��——待测样品、阳性对照和阴性对照分别与菌种悬浮液反应 15 min时的发光抑制

率，%；

���——待测样品、阳性对照和阴性对照所用菌种悬浮液的初始发光强度校正值，C/s；

���——待测样品、阳性对照和阴性对照分别与菌种悬浮液反应 15 min时的发光强度，

C/s。

注：空白样品作为对照样品。

10.3 结果表示

10.3.1样品的报告结果为 2次平行测定的平均值，保留 3位有效数字。

10.3.2 报告内容应至少包括水样采集时间、测试时间、原始 pH值、使用菌种、测试模式、

发光抑制率和阴性对照、阳性对照的测试结果。
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10.3.3 发光抑制率≤30%的样品为低风险；30%<发光抑制率≤60%的样品为中风险，需进

行污染确认；发光抑制率＞60%的样品为高风险，需进行污染确认并采取应对措施。

11 有效性、敏感性与精密度

11.1 有效性及敏感性

7家实验室对阴性对照统一样品重复测定 6次，明亮发光杆菌 T3小种测试模式下发光

抑制率平均值为-3.72%～2.47%，相对发光度实验室内相对标准偏差为 1.0%～3.3%；费氏

弧菌测试模式下发光抑制率平均值为-2.80%～0.513%，相对发光度实验室内相对标准偏差

为 1.6%～3.6%，满足 12.3和 12.5要求。

7家实验室分别对阳性对照统一样品重复测定 6次，明亮发光杆菌 T3小种测试模式下

发光抑制率平均值为 93.8%～98.2%，实验室内相对标准偏差为 0.12%～1.1%；费氏弧菌测

试模式下发光抑制率平均值为 89.7%～100%，实验室内相对标准偏差为 0%～1.9%，满足

12.4和 12.5要求。

有效性及敏感性结果统计参见附录 B中表 B.1～表 B.2。

11.2 精密度

7家实验室分别对 Zn2＋浓度为 0.5 mg/L、1.0 mg/L和 2.0 mg/L的硫酸锌溶液统一样品

重复测定 6次，明亮发光杆菌 T3小种测试模式下发光抑制率的实验室内相对标准偏差分别

为 3.3%～9.4%、0.63%～6.7%、0.12%～1.1%；重复性限分别为 6.8%、8.9%、1.9%；费氏

弧菌测试模式下发光抑制率的实验室内相对标准偏差分别为 1.7%～9.3%、1.2%～5.0%、

0%～1.9%；重复性限分别为 6.7%、8.0%、3.1%。

7家实验室分别地表水 1、地下水和海水统一样品重复测定 6次，明亮发光杆菌 T3小

种测试模式下相对发光度的实验室内相对标准偏差分别为 1.3%～3.7%、0.35%～5.1%、

1.5%～2.9%；发光抑制率的重复性限分别为 9.3%、9.2%、6.4%；费氏弧菌测试模式下相

对发光度的实验室内相对标准偏差分别为 2.2%～4.3%、0.93%～4.4%、2.1%～5.5%；发光

抑制率的重复性限分别为 10%、9.6%、11%。

7家实验室分别对地表水 2、生活污水 1、生活污水 2、生活污水 3、工业废水 1、工业

废水 2统一样品重复测定 6次，明亮发光杆菌 T3小种测试模式下发光抑制率的实验室内相

对标准偏差分别为 3.3%～15%、1.4%～3.1%、1.5%～4.1%、0.70%～2.6%、1.1%～4.9%、

0.48%～1.0%；重复性限分别为 9.1%、4.7%、4.8%、2.3%、7.0%、2.1%；费氏弧菌测试模

式下发光抑制率的实验室内相对标准偏差分别为 6.9%～12%、0.71%～1.9%、1.2%～3.7%、

5.4%～7.0%、0.19%～5.6%、0.98%～3.8%；重复性限分别为 9.1%、4.7%、4.3%、6.3%、

7.3%、5.2%。

精密度结果统计参见附录 C中表 C.1～表 C.2。

12 质量保证和质量控制

12.1 菌种冻干粉的质量控制
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12.1.1 光子量测试：水样检测当天，在现场首次使用前需使用发光强度直读模式对复苏的

菌种悬浮液进行一次测试，若光子量不小于 100000 C/s则视为质量合格。

12.1.2 衰减测试：菌种悬浮液在实验温度下 15 min 后的发光强度应是初始发光强度的

0.6~1.8倍。

12.2 背景噪声

将便携式水质毒性分析仪调至发光强度直读模式，不放样品重复测试 6次，测试值均

应＜300 C/s。

12.3 阴性对照

采用空白样品（8.3）作为阴性对照，在每组分析的最后测试，其发光抑制率应不超过

±10%。

12.4 阳性对照

采用 2 mg/L（以 Zn2+计）硫酸锌使用液（6.10）作为阳性对照，其发光抑制率应≥

60%，2次平行测试的相对偏差应≤10%。

12.5 平行测定结果

每个水样均需进行 2次平行测定，发光抑制率＜30%的样品，其平行测定相对发光度

的相对偏差应≤15%；发光抑制率≥30%的样品，其平行测定发光抑制率的相对偏差应

≤15%。

13 废物处置

现场实验中产生的废液和废物应集中收集，分类保管，并做好相应标识，依法委托有

资质的单位进行处理。
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附录 A

（规范性附录）

人工海水的配制

将表 A.1中的成分按比例溶解于水中，配置成一定体积的人工海水，其电导率、盐度、

pH值等理化特性见表 A.1。

表 A.1 人工海水主要成分及其理化特性

主要成分及其理化特性指标 成分浓度及理化特性

主要成分

（g/L）

NaCl 22.0

MgCl2·6H2O 9.7
Na2SO4 3.7
CaCl2 1.0
KCl 0.65

NaHCO3 0.20
H3BO3 0.023

理化特性指标

电导率（µS/cm）（20 ℃） 47 000 ± 1 000

盐度（20 ℃） 31 ± 1

pH值 7.5 ± 0.2
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附录 B

（资料性附录）

方法有效性及敏感性

表 B.1给出了方法的阴性对照的测试结果及精密度指标。

表 B.1 方法的阴性对照结果

序号 分析方法

发光抑制率

总平均值

（%）

发光抑制率平

均值（%）

相对发光度实验

室内相对标准偏

差（%）

相对发光度实验室

间相对标准偏差

（%）

1

明亮发光杆

菌 T3小种

测试模式

0.0114 -3.72～2.47 1.0～3.3 2.3

2
费氏弧菌

测试模式
-0.516 -2.80～0.513 1.6～3.6 1.1

表 B.2给出了方法的阳性对照的测试结果及精密度指标。

表 B.2 方法的阳性对照结果

序号 分析方法

发光抑制率

总平均值

（%）

发光抑制率

平均值（%）

相对发光度实验

室内相对标准偏

差（%）

相对发光度实验室

间相对标准偏差

（%）

1

明亮发光杆

菌 T3小种

测试模式

95.6 93.8～98.2 0.12～1.1 2.0

2
费氏弧菌

测试模式
92.9 89.7～100 0～1.9 3.7
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附录 C

（资料性附录）

方法精密度

表 C.1给出了明亮发光杆菌 T3小种测试模式的重复性、再现性等精密度指标。

表 C.1 方法的精密度（明亮发光杆菌 T3小种测试模式）

序号 样品类型
总平均值

（%）

实验室内相对

标准偏差（%）

实验室间相对

标准偏差（%）

重复性限

（%）

再现性限

（%）

1

0.5 mg/L

（以 Zn2+

计）硫酸

锌溶液

33.3 3.3～9.4 6.2 6.8 8.4

2

1.0 mg/L

（以 Zn2+

计）硫酸

锌溶液

69.3 0.63～6.7 3.0 8.9 9.9

3

2.0 mg/L

（以 Zn2+

计）硫酸

锌溶液

95.6 0.12～1.1 2.0 1.9 5.7

4 地表水 1 -22.5 1.3～3.7 2.7 9.3 12

5 地表水 2 30.5 3.3～15 13 9.1 13

6 地下水 -13.2 0.35～5.1 5.5 9.2 19

7 海水 0.731 1.5～2.9 1.5 6.4 7.1

8 生活污水 1 78.5 1.4～3.1 5.6 4.7 13

9 生活污水 2 55.6 1.5～4.1 4.3 4.8 7.8

10 生活污水 3 56.3 0.70～2.6 12 2.3 18

11 工业废水 1 81.8 1.1～4.9 5.3 7.0 14

12 工业废水 2 93.0 0.48～1.0 2.7 2.1 7.4

注：地表水 1、地下水和海水样品采用相对发光度结果计算实验室内相对标准偏差和实验室

间相对标准偏差，其余结果均采用发光抑制率结果计算获得。
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表 C.2给出了费氏弧菌测试模式的重复性、再现性等精密度指标。

表 C.2 方法的精密度（费氏弧菌测试模式）

序号 样品类型
总平均值

（%）

实验室内相对

标准偏差（%）

实验室间相对

标准偏差（%）

重复性限

（%）

再现性限

（%）

1

0.5 mg/L

（以 Zn2+

计）硫酸

锌溶液

41.4 1.7～9.3 9.0 6.7 12

2

1.0 mg/L

（以 Zn2+

计）硫酸

锌溶液

67.8 1.2～5.0 2.9 8.0 9.1

3

2.0 mg/L

（以 Zn2+

计）硫酸

锌溶液

92.9 0～1.9 3.7 3.1 10

4 地表水 1 -14.1 2.2～4.3 2.1 10 11

5 地表水 2 30.6 4.9～12 12 9.1 13

6 地下水 -14.7 0.93～4.4 3.1 9.6 13

7 海水 9.36 2.1～5.5 6.7 11 20

8 生活污水 1 77.4 0.71～1.9 4.6 4.7 11

9 生活污水 2 65.7 1.2～3.7 3.8 4.3 7.9

10 生活污水 3 35.4 5.4～7.0 7.4 6.3 9.3

11 工业废水 1 92.0 0.19～5.6 5.0 7.3 14

12 工业废水 2 81.0 0.98～3.8 5.0 5.2 12

注：地表水 1、地下水和海水样品采用相对发光度结果计算实验室内相对标准偏差和实验室

间相对标准偏差，其余结果均采用发光抑制率结果计算获得。
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