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摘要 :运用 PFU 微型生物群落采样法在武汉东湖取样研究了六六六、滴滴涕、六氯苯等有机氯污染物在水中相间分

布。将PFU( Polyurethane foam unit)取样得到的挤出液,经细胞固定、超声、消解及分步萃取等不同的预处理步骤后,

用GC-ECD测定了各部分提取物中A-HCH、B-HCH、C-HCH、D-HCH、HCB、ppc-DDE等有机氯污染物的浓度。并用四膜

虫模拟试验检验了细胞固定化、消解过程对微型生物的作用效果。结果分析表明, 以上有机物主要以微型生物富

集或颗粒物强吸附形式存在于水中, 颗粒物弱吸附形式的份量较少, 而以溶解态形式存在的份量则更少。由于

PFU取样法可以将捕集的颗粒物控制在一定的粒径以下, 且具有采样方法简便、经济和对有机污染物富集系数高

的优点,因此可以作为研究水体有机污染物的简便、灵敏的采样方法。
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  2001年斯德哥尔摩国际公约提出的 12种优先

控制持久性有机污染物( Persistent organic pollutants,

简称 POPs)中, 六六六、滴滴涕、六氯苯等曾是国内

大量生产和应用的有机污染物, 因此这些有机污染

物在环境中的分布以及对生态环境产生的影响是我

国在 POPs 的环境安全与控制研究中的重要内容。

我国天然水体中 POPs的分析目前一般采用液- 液

萃取、固相萃取、固相微萃取等方法进行预处理, 然

后用 GC( Gas chromatograph)或 GC/MS( Mass Spectro-

scope)法进行测定[ 1, 2]。由于水体中大部分 POPs 具

有疏水亲脂、易于在生物体内富集的特点,因此天然

水体中有机氯污染物一般以生物积累的形式存在于

水生物相中。近些年有关水体中 POPs在水中相间

分布[ 3) 6]、生物富集的热力学模型[ 7] 和动态模

型[ 8 ) 14]的研究有不少报道,但是未见有用微型生物

群落采样法研究 POPs在水中相间分布的研究工作

报道。

环境 生 物 监测 中, 聚氨 酯 泡 沫 塑 料 块

(Polyurethane Foam Unit, 简称 PFU)被用于收集水体

中微型生物群落,该法已于1991年被颁布为国家标

准( GB/T12990-91)。本文利用 PFU吸附性强、能够

群集水体中一定粒径以下的颗粒(包括细菌、真菌、

原生动物、藻类、轮虫等有生命的微型生物和无生命

的碎屑)的特点, 将 PFU 微型生物群落采样得到的

挤出液,采用细胞固定、超声、消解及分步萃取等不

同的预处理步骤后, 用 GC-ECD( Electron capture de-

tector) 测定了各部分提取物中 A-HCH、B-HCH、

C-HCH、D-HCH、HCB、ppc-DDE等有机氯污染物的浓

度,并对这些有机氯污染物在水中相间分布进行了

初步研究。

1  材料与方法

111  仪器与试剂  实验所用试剂为分析纯, 蒸馏水

为二次蒸馏水,标样HCB的生产厂家为 BDH Chem-i

cals Ltd. , 四种 HCH 的生产厂家为 Labor Dr. Ehren-

storfer, Augsburg, Germany. ppc-DDE 由湖北省农科院

提供。采样及样品前处理所用玻璃仪器使用前经自

来水、1%丙酮超声波、洗液、自来水、蒸馏水顺序清

洗。取样烧杯使用前还需用现场水荡洗。实验所用

PFU为武汉市徐东路海绵厂生产的 32号海绵切割

而成。

HP6890气相色谱仪及 HP3398A 化学工作站。
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色谱工作条件: 30m @ 0132mm, 内膜厚 0125mm HP-1

毛细管柱, 载气: 纯度> 991999% 的高纯氮, 流量:

115mL/min; 柱温: 起始温度 100 e , 保持 2min, 以

15 e /min升温至 160 e , 以 5 e / min 升温至 170 e ,

然后以2 e / min升温至 215 e , 再以 5 e /min 升温至

220 e ,保持 2min。尾吹气: 30mL/ min, 进样口温度

250 e ,进样体积: 1LL, 检测器: 电子捕获检测器, 温

度: 270 e 。

112  采样方法及采样点布置  按 PFU 法 ( GB/

T12990-91)取样编号后用烧杯盛回。采样点为武汉

东湖湖泊生态站 1 号取样点, 位于超富营养型水

域[ 12]。

113  PFU 样品预处理和 POPs分步测定  样品回

实验室后, 立即收取 PFU 挤出液, 并按照图 1流程

进行样品预处理, 然后进行 GC测定。

图 1  PFU 样品预处理和分步萃取流程图

Fig. 1  Flowchart of PFU sample pretreatment and extraction

  样品回实验室后立即将 PFU 挤干, 挤出液中加

入磷酸缓冲液与戊二醛水溶液, 摇匀,静置 1h 以上

进行细胞固定。取 500mL 挤出液于具塞长颈烧瓶

中,加入 50mL 正己烷萃取,萃取液用 8mL 浓硫酸纯

化,上层有机相在旋转蒸发仪上浓缩至 5mL,用高纯

氮气吹脱至 2mL, 取 1LL 进样, GC-ECD测定有机物

含量, 得到溶解性与颗粒物弱吸附的有机氯污染物

(图 1中检测 1)。

为了验证第一次萃取后溶解性与颗粒物弱吸附

的有机物提取的完全程度, 将一次萃取后的水样再

加入 30mL 正己烷萃取, 有机相经同样步骤纯化浓

缩,测定有机物含量,得到第一次萃取后残留的溶解

性与颗粒物弱吸附的有机氯污染物 (图 1 中检测

2)。

分步萃取法第一次萃取的是溶解性和颗粒物弱

吸附部分(检测 1) , 第一次萃取后水相中可能还会

有部分有机物残留,第二次萃取(检测 2)的目的是

对第一次萃取的完全程度进行监测,以增加后续检

测3的可信度, 确认检测 3 反映的是后续消解过程

中释放出来的颗粒物强吸附和微型生物富集部分的

有机氯污染物。

将经过两次萃取后的水样 500mL,加入高氯酸、

冰乙酸各 60mL 消解[ 13] , 超声波处理 10min, 在 95 )

98 e 条件下水浴加热 2h进行水样的消解处理, 消解

后的水样加入正己烷 40mL 萃取, 有机相经同样步

骤纯化浓缩,测定有机氯污染物含量,得到微型生物

细胞内富集和颗粒物强吸附的有机氯污染物含量

(图 1中检测 3)。

114  水样中有机氯污染物总量的测定[ 13]  取东湖

水样摇匀后量取 1000mL, 加入高氯酸、冰乙酸各

50mL, 超声波处理 10min,在 95 ) 98 e 条件下水浴加

热 2h,用 90mL 正己烷分 3 次萃取, 合并有机相, 纯

化浓缩后用 GC-ECD 检测, 得到水样中有机氯污染

物的浓度。

115  有机氯污染物实验回收率与 PFU中有机氯污
染物的空白值  移取 5mL HCH、HCB、DDE混标, 浓

缩至约 015mL, 加 4mL 丙酮, 分散于 500mL 蒸馏水

中。按上述实验方法操作,检测几种有机氯污染物

的浓度。计算实验回收率。将 PFU 用二次蒸馏水

浸泡24h,挤干,再用二次蒸馏水浸泡 15d,按上述实

验方法检测挤出液中有机氯污染物的浓度,此为方

法空白值。
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116  细胞固定化、消解过程对微型生物的作用效果

 取 10mL 四膜虫培养液, 接种 011mL 四膜虫, 在恒

温培养箱中培养过夜。用原生动物计数框进行活体

镜检计数,每次摇匀后取样 011mL @ 2份, 两人平行

计数。移取 1mL戊二醛( 25% )、1mL 2mol/ L 磷酸缓

冲液(先摇匀) , 混匀, 加入四膜虫试验液, 摇匀后静

置1h。取 011mL @ 2份, 两人平行计数。加正己烷

1mL,摇荡 15min(模拟图 1 中第一、二次萃取) , 静

置,慢慢吸去正己烷层,摇匀后取样 011mL @ 2份, 两

人平行计数。加冰乙酸 2mL、高氯酸 2mL, 摇匀,

95 ) 98 e 水浴加热2h, 冷却,摇匀后取样镜检观察消

解 效果 。试 验 四膜 虫为 Tetrahymena thermophila

BF5。

2  结果

表 1所示为PFU 挤出液分步萃取后经 GC-ECD

测定的 A-HCH、B-HCH、C-HCH、D-HCH、HCB、ppc-DDE

的浓度。

表 1  东湖 PFU样A-HCH、B- HCH、C-HCH、D-HCH、HCB、ppc- DDE浓度( ng/mL)

Tab. 1  Concentrat ion of A-HCH、B-HCH、C-HCH、D-HCH、HCB、ppc-DDE in PFU sample from Donghu Lake

样品

Sample

检测号

Number of detection

存在形式

Phase of OCs

浓度 Concentration

HCB A-HCH B-HCH C-HCH D-HCH ppc-DDE

东湖 PFU 样 1 溶解和弱吸附之主要部分 0131 6179 0113 0131 13174 0109

2 溶解和弱吸附之残留部分 01007 01006 01002 01003 01001 01031

3 颗粒物强吸附部分和微型生物细胞内富集部分 1182 31127 1141 1119 53134 01094

PFU 空白 1+ 2+ 3 PFU样总浓度 2113 38107 1154 1150 67108 0121

PFU空白值 01205 01012 01030 01106 01017 01047

水样 水体中浓度 01074 01008 01027 01024 01566 01034

3  讨论

311  有机氯污染物的存在形式

从表 1和图 2的测定结果可见, 直接采样得到

的水样中有机氯污染物浓度远小于 PFU采样挤出

液中的有机氯污染物浓度(检测1+ 检测 2+ 检测 3) ,

这说明 PFU 采样具有对有机氯污染物明显的富集

作用, 富集系数在几十到上千倍不等。挤出液样品

中有机氯污染物远高于自然水样,可能存在两个原

因:一方面, DDE、HCH 等有机氯污染物属于脂溶性

物质
[ 14]

,在水中溶解度极低, 在水体微型生物体内

具有高的富集因子, PFU 微型生物群落采样得到的

挤出液中有大量的细菌、真菌、原生动物、藻类、轮虫

等水生微型生物。PFU 在群集微型生物群落的同

时,也富集了有机氯污染物。另一方面, PFU 采样除

了群集水体中微型生物外也捕集了水体中无生命的

碎屑颗粒物,包括有机和无机的颗粒物,这些有机和

无机的碎屑颗粒物对有机氯污染物的吸附作用也造

成有机氯污染物在PFU挤出液中的富集。因此PFU

采样的检测结果不但反映了水体中有机氯污染物的

化学浓度,也反映了水体中有机氯污染物在生物体

内的蓄积程度。

图 2  POPs的存在形式与检测的对应关系

Fig. 2  The corresponding relat ionship between detective result and speciat ion of POPs

  从表 1 的数据还可以看出 A-HCH、B-HCH、 C-HCH、D-HCH、HCB、ppc-DDE等有机氯污染物主要
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以微型生物富集或颗粒物强吸附形式存在于水中,

颗粒物弱吸附和溶解态形式存在的份量很少。

检测 1/水样的比值各物质相差较大,可能由于

PFU 挤出液成分复杂:收集的微型生物类群复杂, 种

间性质各异,加上无机碎屑的不同影响。揭示具体

原因还需要大量的专门研究。

实验回收率 HCH、HCB 为 72% ) 96%, DDE 为

90%以上。PFU空白值经检测多次, 表 1中所列为

偏大的结果, 也有低至除 HCB 外都检测不出的

( < 0101ng/ mL)。建议在取样前检测 PFU 空白值, 使

用空白值更低的 PFU。

312  细胞固定化技术用于微型生物富集有机氯污

染物的研究

用四膜虫模拟试验细胞固定化、消解过程对微

型生物的作用效果, 镜检结果固定前、后个体数为

11300) 11500个/ mL,正己烷萃取后为 10074 个/mL。

固定后未见四膜虫残缺个体。消解后未见完整或残

缺个体。细胞固定化过程中四膜虫能保持原来形

状。正己烷萃取过程中绝大部分四膜虫能保持原来

形状,有少数破裂。四膜虫消解完全。

图 3  四膜虫细胞固定化效果对比图

Fig. 3  Pictures of thermophila before and after cel-l fixing

11细胞固定化前活体; 21 细胞固定化后活体

细胞固定化技术可以以最快的速度将细胞杀

死,并保持其原来的形状、构造不变,增强细胞结构

对各种渗透压的抵抗能力, 在后续的实验操作中不

管是遇到高渗透压或低渗透压都不会发生变化。经

过细胞固定化处理后,可以使检测 1和 2得到的结

果仅代表水溶解与颗粒物弱吸附部分。

细胞固定化技术使微型生物富集态的有机污染

物在萃取过程中暂时不释放出来,实现了溶解性颗

粒物弱吸附性和微型生物富集性的有机氯污染物分

别测定。

313  PFU采样和水体颗粒物

水样中的颗粒物,包括原生动物、藻类、真菌、细

菌、轮虫等有生命的微型生物和无生命的碎屑,是水

中各种污染物迁移转化的重要介质,因此水体中颗

粒物的研究受到高度重视。汤鸿霄等[ 15]认为在不

同粒级的水体颗粒物中以小于 63Lm 粒级作为水体

颗粒物研究介质具有科学性和合理性。用 PFU 取

样,不仅能捕集到丰富的水体颗粒物,而且能够把捕

集对象控制在一定粒度以下。PFU孔径小(约100 )

150Lm
[ 16]

) ,可以限制大粒径颗粒进入, 因此是原生

动物、藻类等微型生物群集的理想场所, PFU 可以作

为研究 POPs在水体颗粒物中积累的经济、简便的采

样方法。

314  结论
测定疏水性有机污染物在水中相间分布时,可

以利用先将细胞固定再行消解的分步萃取法来克服

前处理过程中部分微型生物细胞破裂带来的分离困

难,从而将微型生物富集态与溶解态分开检测。在

水体疏水性有机污染物各相态中, 微型生物细胞内

富集和颗粒物强吸附态为主要存在形式, 颗粒物弱

吸附态占较少部分,水溶解态极少。运用微型生物

群落法采样,能够把捕集对象控制在一定粒度以下,

且具有经济、简便的特点,可以作为研究 POPs在水

体颗粒物中积累的经济、简便的采样方法。
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PARTITIONING OF ORGANIC CHLORIDE POLLUTANTS IN DIFFERENT PHASES

OFWATER IN DONGHU LAKE BY MICROBIAL COMMUNITY, PFU METHOD

WANG Xin-Hua1 , LU Xiao-Hua1 and SHEN Yun-Fen1, 2

(11Environmental Science Research Institute , Huazhong University of Science and Technology , Wuhan 430074;

21Hytrobiological Institute of Chinese Academy of Science , Wuhan 430072)

Abstract: By using microbial community PFU method, partit ioning of organic chloride pollutants such as A-HCH、B-HCH、

C-HCH、D-HCH、HCB、ppc-DDE in different phases of water in Donghu lake in Wuhan city has been studied. Organic chloride

pollutants such asA-HCH、B-HCH、C-HCH、D-HCH、HCB、ppc-DDE in PFU( polyurethane foam unit) extrusion were detected by

GC-ECD after pretreatment by sequential extraction method including cel-l fixing、supersonic and digest procedures. A cel-l fixing

stepwas designed before solvent extraction to prevent the release of organic chloride pollutants in cells because of solvent toxicity.

During cel-l fixing and digest procedure, the number of microorganisms was detected microscopically in a simulation experiment of

Tetrahymena thermophila BF5. The result shows that cel-l fixing can prevent microorganisms bursting into fragment, and microor-

ganisms will disappear thoroughly after digest. The detected results show that main part of organic chloride pollutants enriched in

micro-organisms or strong adsorb on aqueous particles, including life and non- life detritus, minority slightly adsorb on aqueous

particles, and little is in solut ion. As a sampling material to determine organic chloride pollutants in natural water body, PFU has

the merit of high enrichment coefficient and convenience. Because the particles absorbed by PFU can be controlled below certain

dimension, we suggest that PFU can be used as a sampling method for research of POPs in particles of natural water body.

Key words:PFU microbial community method;Organic chloride pollutants; Bioconcentration;Adsorb
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