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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》《中华人民共

和国海洋环境保护法》，防治生态环境污染，改善生态环境质量，规范水质发光细菌急性毒

性的测定方法，制定本标准。

本标准规定了地表水、地下水、生活污水、工业废水和海水对发光细菌的急性毒性测定

方法。

本标准与《水质 急性毒性的测定 发光细菌法》（GB/T 15441—1995）相比，主要差

异如下：

——修改了方法适用范围、方法原理、测试的菌样体积及步骤、结果计算与表示；

——增加了术语定义、水质生物毒性测定 LID法、质量保证和质量控制；

——完善了样品采集、保存和前处理方法；

——细化了受试发光细菌和生物发光光度计的技术要求。

自本标准实施之日起，原国家环境保护局 1995年 3月 25日批准发布的《水质 急性毒

性的测定 发光细菌法》（GB/T 15441—1995）在相应的国家生态环境标准实施中停止执行。

本标准的附录 A、附录 B、附录 D和附录 F～附录 H为资料性附录，附录 C和附录 E

为规范性附录。

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：江苏省常州环境监测中心、中国环境监测总站。

本标准验证单位：上海市环境监测中心、江苏省环境监测中心、浙江省生态环境监测中

心、江苏省苏州环境监测中心、江苏省泰州环境监测中心和江苏省淮安环境监测中心。

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 急性毒性的测定 发光细菌法

警告：测试中使用的氯化汞、硫酸锌等可能具有较高的毒性，测试操作时应佩戴防护器

具，避免吸入呼吸道或接触皮肤和衣物。

1 适用范围

本标准规定了使用明亮发光杆菌测定水质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、工业废水和海水对发光细菌急性毒性发光抑

制率、氯化汞毒性当量浓度、最低无效应稀释倍数和效应浓度的测定。

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

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 506 水质 溶解氧的测定 电化学探头法

HJ 1147 水质 pH值的测定 电极法

HJ 1396 水质 水温的测定 传感器法

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

试样 test sample

样品经稀释液稀释配成的可供测试的溶液。

注：样品直接用于测试时，试样即为样品。
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3.2

相对发光率 relative luminescence rate （ tT）

受试发光细菌与试样反应一定时间后，其发光强度与反应前的初始发光强度（经校正）

的比值，以百分数表示。

3.3

发光抑制率 luminescence inhibition rate （ tH ）

受试发光细菌与试样反应一定时间后，其发光强度的降低量与反应前的初始发光强度

（经校正）的比值，以百分数表示。

注：同一个试样同一次测定的发光抑制率和相对发光率（3.2）之和为 100%。

3.4

校正因子 correction factor （ k tf ）

受试发光细菌与空白对照反应一定时间后，其发光强度与反应前的初始发光强度的比值。

注：试样测试过程中， k tf 值用于修正反应前的初始发光强度，以排除发光细菌发光强度自身随时间

变化带来的影响。

3.5

效应浓度 effective concentration （ECx）

在规定条件的测试周期内，受试发光细菌发光抑制率为 x%时所对应的试样浓度。

注：例如，发光抑制率达到 50%时所对应的试样浓度为 EC50（即半数效应浓度）。

3.6

最低无效应稀释倍数 lowest ineffective dilution （LID）

在规定条件的测试周期内，受试发光细菌发光抑制率＜20%时的最低稀释倍数。

3.7

参比（毒）物 reference toxicants；reference materials

为判断测试系统有效性而使用的化学物质。可用于不同实验室之间、同一实验室内部不

同时间或不同人员之间测定结果的可比性评价。

注：本标准简称参比物，可选用氯化汞或硫酸锌为参比物。

4 方法原理

发光细菌体内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，将受试发光细菌与不同稀
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释倍数的试样反应 15 min，根据发光抑制率计算氯化汞毒性当量浓度、LID 或 EC50，以表

征样品的急性毒性。

5 干扰和消除

5.1 样品中的悬浮颗粒物会对测定结果产生影响，可静置沉淀（1 h）或离心（5000 g，10 min）

以消除影响。

5.2 样品色度会对测定结果产生影响，对于有色样品，参见附录 A进行干扰校正。

6 试剂和材料

6.1 受试发光细菌

6.1.1 受试发光细菌为明亮发光杆菌 T3（Photobacterium phosphoreum sp. strain T3，

CGMCC 1.61989或其他等同菌株）的冻干粉，-18 ℃～-20 ℃避光冷冻保存，有效期半年。

市售商品应提供菌种来源、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，加入氯化钠溶液Ⅰ（6.2.7）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、稀释后，发光细菌测试液Ⅱ（9.2.3）的初始细胞密度约为 104 个/mL，

计数方法参见附录 B。

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

验证试验，校正因子、阳性对照和阴性对照测定结果应符合 12.1～12.3的要求方可用于测试。

6.2 试剂

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。

6.2.1 氢氧化钠（NaOH）。

6.2.2 氯化钠（NaCl）。

6.2.3 氯化汞（HgCl2）。

6.2.4 七水合硫酸锌（ZnSO47H2O）。

6.2.5 盐酸（HCl）：ρ＝1.18 g/mL，w∈[36.0%，38.0%]。

6.2.6 氢氧化钠溶液：c（NaOH）＝1 mol/L。

称取 4 g 氢氧化钠（6.2.1），溶于少量水中，用水定容至 100 mL。

6.2.7 盐酸溶液：c（HCl）＝1 mol/L。

移取 8.3 mL盐酸（6.2.5），溶于少量水中，用水定容至 100 mL。

6.2.8 氯化钠溶液Ⅰ：ρ（NaCl）＝25 g/L。

称取 2.5 g氯化钠（6.2.2），溶于少量水中，用水定容至 100 mL，2 ℃～5 ℃冷藏保存。
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亦可购买与受试发光细菌（6.1）配套使用的复苏液，按要求保存。

6.2.9 氯化钠溶液Ⅱ：ρ（NaCl）＝30 g/L。

称取 3 g氯化钠（6.2.2），溶于少量水中，用水定容至 100 mL。亦可购买与受试发光

细菌（6.1）配套使用的稀释液，按要求保存。

6.2.10 氯化汞储备液：ρ（HgCl2）＝1 g/L。

称取 0.100 g氯化汞（6.2.3），溶于少量氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9），用氯化钠溶液Ⅱ定容

至 100 mL。室温避光条件保存，有效期 6个月。亦可购买市售有证标准溶液，参照标准溶

液证书保存。

6.2.11 氯化汞中间液：ρ（HgCl2）＝20 mg/L。

移取 10 mL氯化汞储备液（6.2.10），用氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）定容至 500 mL。室温避

光条件保存，有效期 6个月。

6.2.12 氯化汞工作液：ρ（HgCl2）＝2 mg/L。

移取 10 mL氯化汞中间液（6.2.11），用氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）定容至 100 mL。2 ℃～

5 ℃冷藏避光保存，有效期 6个月。

6.2.13 参比物氯化汞溶液Ⅰ：ρ（HgCl2）＝0.2 mg/L。

移取 10 mL氯化汞工作液（6.2.12），用氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）定容至 100 mL，临用现

配。

6.2.14 参比物氯化汞溶液Ⅱ：ρ（HgCl2）＝0.11 mg/L。

移取 5.6 mL氯化汞工作液（6.2.12），用氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）定容至 100 mL，临用

现配。

6.2.15 硫酸锌（以 Zn2+计）储备液：ρ（Zn2+）＝1.4 g/L。

称取 0.614 g七水合硫酸锌（6.2.4），溶于少量氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9），用氯化钠溶液

Ⅱ定容至 100 mL。2 ℃～5 ℃冷藏避光保存，有效期 6个月。

6.2.16 硫酸锌（以 Zn2+计）工作液：ρ（Zn2+）＝28 mg/L。

移取 10 mL硫酸锌储备液（6.2.15），用氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）定容至 500 mL。2 ℃～

5 ℃冷藏避光保存，有效期 6个月。

6.2.17 参比物硫酸锌（以 Zn2+计）溶液Ⅰ：ρ（Zn2+）＝2.8 mg/L。

移取 10 mL硫酸锌工作液（6.2.16），用氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）定容至 100 mL，临用现

配。

6.2.18 参比物硫酸锌（以 Zn2+计）溶液Ⅱ：ρ（Zn2+）＝1.6 mg/L。

移取 5.6 mL硫酸锌工作液（6.2.16），用氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）定容至 100 mL，临用

现配。
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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

≥250 mL。

7.2 冷藏箱：可移动，具有 2 ℃～8 ℃冷藏功能。

7.3 温度计：测量范围-5 ℃～45 ℃，最小分度≤0.1 ℃。

7.4 pH计：测量范围 0～14，最小分度为 0.1个 pH单位。

7.5 溶解氧仪：测量范围 0 mg/L～20 mg/L，最小分度为 0.1 mg/L。

7.6 盐度计：测量范围 0～80，最小分度为 0.1。

7.7 生物发光光度计：技术指标控制要求见附录 C。

7.8 测试管：与生物发光光度计（7.7）配套，玻璃材质，圆柱形，具 2 mL、5 mL两种规

格，可通过固定盖形成套管，套管示意图参见附录 A。

7.9 移液器：10 μL～100 μL、100 μL～1000 μL可调，配备相应量程的吸液嘴。

7.10 冰箱或冷库：具有 8 ℃及以下冷藏功能和-18 ℃及以下冷冻功能。

7.11 实验室常用器皿和设备。

8 样品

8.1 样品采集

8.1.1 地表水、地下水、生活污水、工业废水和海水样品的采样频次、采样时间以及采样

位置分别按 HJ 91.2、HJ 164、HJ 91.1和 GB 17378.3相关章节执行。

8.1.2 采样时，样品沿瓶壁缓慢倒入采样瓶（7.1），注意避免冲击产生气泡，直至样品在

采样瓶中过量溢出，形成凸面，盖紧瓶盖。颠倒采样瓶，观察数秒，确保瓶内无气泡，如有

气泡应重新采样。

8.1.3 宜在采样时，测定水温、pH、溶解氧、盐度等水质参数。

8.2 样品保存与运输

样品采集后，应立即置于冷藏箱（7.2）中，2 ℃～8 ℃冷藏避光保存和运输。到达实

验室后，2 ℃～8 ℃冷藏（7.10）避光保存，并在采样后的 48 h内开展测试。若不能在 48 h

内进行测试，宜采用聚乙烯、聚丙烯或聚四氟乙烯材质的塑料瓶保存和运输样品，到达实验

室后，将样品混匀后按每 500 mL 容量盛装 250 mL～350 mL 的量分装，并立即置于冰箱或

冷库（7.10）中，-18 ℃及以下冷冻保存，保存期不超过 2 个月。

8.3 样品预处理

8.3.1 温度

冷冻保存的样品可在≤25 ℃的水浴中缓慢振荡解冻，或在 2 ℃～8 ℃冷藏避光条件下

隔夜解冻。待样品完全解冻后，应尽快开展测试。测试开始前，将样品放置于设定的测试温
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度条件（9.1.1）下约 1 h，按 HJ 1396的要求测定样品温度，待温度达到设定要求后用于测

试。

8.3.2 pH

8.3.2.1 通常不调节样品 pH值。

8.3.2.2 若需排除样品 pH的影响，按 HJ 1147或 GB17378.4方法测定样品 pH值，当 pH

＜6.0或＞8.0时，使用氢氧化钠溶液（6.2.6）或盐酸溶液（6.2.7）调节样品 pH值，地表水、

地下水、生活污水、工业废水样品调节至 7.0±0.2，海水样品调节至 7.5±0.2，酸碱调节溶

液的使用量应不超过样品体积的 5%。

注：pH调节前、后的样品，均应开展测试。

8.3.3 溶解氧

8.3.3.1 通常不调节样品溶解氧浓度。

8.3.3.2 若需排除溶解氧的影响，按 HJ 506方法测定样品的溶解氧浓度，当样品的溶解氧

浓度＜3.0 mg/L 时，可采用缓慢搅拌的方式充氧，使样品溶解氧浓度≥3.0 mg/L。

注：溶解氧调节前、后的样品，均应开展测试。

8.3.4 盐度

8.3.4.1 地表水、地下水、生活污水、工业废水样品通常需要调节盐度，参照 GB 17378.4

方法测定样品盐度，当盐度＜30时，用氯化钠（6.2.2）调节样品盐度至 30±2。

8.3.4.2 海水样品通常不调节盐度，按 GB 17378.4方法测定样品盐度，当盐度＜30时，

用氯化钠（6.2.2）调节样品盐度至 30±2。

9 分析步骤

9.1 测试环境条件和仪器

9.1.1 将测试温度设置在 20 ℃～25 ℃之间，且同一批试样在测试过程中温度变化幅度≤

±1 ℃。

9.1.2 打开生物发光光度计（7.7）电源，预热 15 min，调零，备用。

9.2 发光细菌准备

9.2.1 发光细菌冻干粉复苏

打开装有发光细菌冻干粉的包装瓶，按每 0.5 g 冻干粉 1 mL的比例，用移液器（7.9）

移取一定体积预冷的氯化钠溶液Ⅰ（6.2.8），并快速注入冻干粉瓶中，充分混匀形成复苏菌

液。菌液应为乳白色均匀液体，静置后无絮凝沉淀，2 min后在避光条件下肉眼可见微弱的

蓝绿光。在 4 ℃±3 ℃条件下，复苏约 30 min，备用，4 h 以内使用有效。
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9.2.2 发光细菌测试液Ⅰ

按 1：19比例移取一定体积的复苏菌液（9.2.1）和氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9），于一支干净

的试管中混匀，形成发光细菌测试液Ⅰ，置于测试温度条件（9.1.1）下，备用。

注：例如，依次移取 100 μL复苏菌液和 1900 μL氯化钠溶液Ⅱ于干净的试管中，混匀。

9.2.3 发光细菌测试液Ⅱ

按 1：99比例移取一定体积的复苏菌液（9.2.1）和氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9），于一支干净

的试管中混匀，形成发光细菌测试液Ⅱ，置于测试温度条件（9.1.1）下，备用。

注 1：例如，依次移取 100 μL复苏菌液和 9.9 mL 氯化钠溶液Ⅱ于干净的试管中，混匀。

注 2：市售冻干粉的复苏和测试液的准备也可按其说明书操作，但其测试液细胞密度应符合 6.1.3要求。

9.3 发光抑制率测试

9.3.1 准备

以样品为试样，测定其发光抑制率，为氯化汞毒性当量浓度测试、LID测试、EC50测试

提供参考。按空白对照、样品、阳性对照、阴性对照的顺序排列测试管（7.8），分别设置 2

个平行，测试管的排列方式可参见附录 D图 D.1。

9.3.2 测定初始发光强度

依次移取 100 μL发光细菌测试液Ⅰ（9.2.2）加入排列好的测试管（9.3.1）中，按加测

试液的顺序依次将测试管放入生物发光光度计（7.7）检测舱中，测定初始发光强度（ 0I ）。

测试管之间加发光细菌测试液和测定初始发光强度的时间间隔宜保持一致，间隔时间为 5

s～20 s。

9.3.3 加样

对于非海水样品，以氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）作为空白对照和阴性对照，以参比物氯化汞

溶液Ⅱ（6.2.14）或参比物硫酸锌溶液Ⅱ（6.2.18）作为阳性对照；对于海水样品，对应的空

白对照、阳性对照和阴性对照见附录 E。按 9.3.2的顺序，依次分别移取 900 μL空白对照、

样品（8.3）、阳性对照、阴性对照加入对应的测试管（9.3.2）中，混匀。加样后即开始计

时，测试管之间加样的时间间隔与 9.3.2保持一致。

9.3.4 测定反应终止发光强度

反应时间 t = 15 min后，按 9.3.2的顺序依次测定反应终止发光强度 tI 。

9.3.5 发光抑制率计算

按 10.1计算平均发光抑制率 tH ，并根据实际需要进一步开展氯化汞毒性当量浓度测试

（9.4）、LID测试（9.5）或 EC50测试（9.6）。
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9.4 氯化汞毒性当量浓度测试

9.4.1 准备

根据 9.3.5结果，当样品的平均发光抑制率满足 0%＜ tH ＜100%时，可开展氯化汞毒

性当量浓度测试。参见附录 F要求配制系列浓度的氯化汞溶液。分别准备样品组和氯化汞溶

液组的测试管（7.8），其中，样品组测试管按空白对照Ⅰ、样品、阴性对照顺序排列，氯

化汞溶液组测试管按空白对照Ⅱ、系列浓度氯化汞溶液顺序排列，分别设置 2个平行，测试

管的排列方式可参见附录 D图 D.2。

9.4.2 测定初始发光强度

依次移取 100 μL发光细菌测试液Ⅰ（9.2.2）加入排列好的样品组测试管（9.4.1）中，

再依次移取 500 μL 发光细菌测试液Ⅱ（9.2.3）加入排列好的氯化汞溶液组测试管（9.4.1）

中，按加测试液的顺序依次将测试管放入生物发光光度计（7.7）检测舱中，测定初始发光

强度（ 0I ）。测试管之间加发光细菌测试液和测定初始发光强度的时间间隔宜保持一致，间

隔时间为 5 s～20 s。

9.4.3 加样

对于非海水样品，以氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）作为空白对照和阴性对照；对于海水样品，

对应的空白对照和阴性对照见附录 E。按 9.4.2的顺序，依次分别移取 900 μL空白对照Ⅰ、

样品（8.3）、阴性对照加入样品组对应的测试管（9.4.2）中，混匀，再依次分别移取 500 μL

空白对照Ⅱ、系列浓度氯化汞溶液（9.4.1）加入氯化汞溶液组对应的测试管（9.4.2）中，混

匀。加样后即开始计时，测试管之间加样的时间间隔与 9.4.2保持一致。

9.4.4 测定反应终止发光强度

反应时间 t = 15 min后，按 9.4.2的顺序依次测定反应终止发光强度 tI 。

9.5 LID 测试

9.5.1 样品稀释

根据 9.3.5结果，当样品的平均发光抑制率 tH ＜20%时，则无需对样品进行稀释及测试，

该样品的 LID值为 1；当样品的平均发光抑制率 tH ≥20%时，将氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）、

人工海水（附录 E）分别作为非海水样品、海水样品的稀释液，取一定量的样品加入对应的

稀释液，分别配制稀释倍数为 2倍和 3倍的试样，按两个等比级数（2、4、8、16、32等，

以及 3、6、12、24等）的稀释倍数组合逐级稀释，稀释操作示例参见附录 D图 D.3。

9.5.2 准备

按空白对照、稀释系列试样、阳性对照、阴性对照的顺序排列测试管（7.8），分别设

置 2个平行，测试管的排列方式可参见附录 D图 D.1。
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9.5.3 测定初始发光强度

依次移取 500 μL发光细菌测试液Ⅱ（9.2.3）加入排列好的测试管（9.5.2）中，按加测

试液的顺序依次将测试管放入生物发光光度计（7.7）检测舱中，测定初始发光强度（ 0I ）。

测试管之间加发光细菌测试液和测定初始发光强度的时间间隔宜保持一致，间隔时间为 5

s～20 s。

9.5.4 加样

对于非海水样品，以氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）作为空白对照和阴性对照，以参比物氯化汞

溶液Ⅰ（6.2.13）或参比物硫酸锌溶液Ⅰ（6.2.17）作为阳性对照；对于海水样品，对应的空

白对照、阳性对照和阴性对照见附录 E。按 9.5.3的顺序，依次分别移取 500 μL空白对照、

稀释系列试样（9.5.1）、阳性对照、阴性对照加入对应的测试管（9.5.3）中，混匀。加样后

即开始计时，测试管之间加样的时间间隔与 9.5.3保持一致。

9.5.5 测定反应终止发光强度

反应时间 t = 15 min后，按 9.5.3的顺序依次测定反应终止发光强度 tI 。

9.6 EC50测试

9.6.1 限度试验

根据 9.3.5结果，当样品的平均发光抑制率 Ht��� ≤50%时，应开展限度试验。设置 6 个平

行，按 9.3步骤测定样品的发光抑制率。若平均发光抑制率 Ht��� ≤50%，测试停止；若平均发

光抑制率 Ht��� ＞50%，应进一步开展预试验和正式试验。

9.6.2 预试验

当样品的平均发光抑制率 Ht��� ＞50%时，以逐级稀释倍数（即等比数列的公比）为 10配

制≥3个连续浓度的试样（如体积分数为 100%、10%、1%、0.1%、0.01%等），按 9.3.1～

9.3.4的要求进行测试，以确定发光抑制率 100%（或最大发光抑制率）～1%所对应的试样

浓度范围（体积分数）。

9.6.3 正式试验

根据预试验确定的发光抑制率 100%（或最大发光抑制率）～1%所对应的试样浓度范围，

在此范围内按一定稀释倍数（一般≤2）对样品进行逐级稀释，应至少选择 5个等比系列浓

度的试样进行正式试验。系列浓度试样中，应至少包含 50%＜ Ht��� ≤90%和 10%≤ Ht��� ＜50%

的试样各 1个。按 9.3.1～9.3.4的要求进行试样测试。
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10 结果计算与表示

10.1 发光抑制率的计算

根据空白对照的发光强度变化，按公式（1）计算校正因子 ktf 。

0

kt
kt

k

If
I

 （1）

式中： k tf ——经过反应时间 t后，空白对照的校正因子；

ktI ——经过反应时间 t后，空白对照的反应终止发光强度；

0kI ——空白对照的初始发光强度。

根据校正因子 ktf 的平行测定结果，按算术平均计算平均校正因子 ktf ，结果保留至小数

点后 2位。

按公式（2）计算试样、阳性对照、阴性对照、参比物溶液测试的初始发光强度 0I 的校

正值 ctI ：

0ct ktI I f  （2）

式中： ctI ——经校正因子校正后的初始发光强度；

0I ——未经校正的初始发光强度。

按公式（3）和公式（4）分别计算试样、阳性对照、阴性对照、参比物溶液测试的相对

发光率和发光抑制率：

100%t
t

ct

IT
I

  （3）

100%ct t
t

ct

I IH
I


 
（4）

式中： tT——经过反应时间 t后的相对发光率；

tH ——经过反应时间 t后的发光抑制率；

tI ——经过反应时间 t后的反应终止发光强度。

根据相对发光率 tT和发光抑制率 tH 的平行测定结果，按算术平均计算平均相对发光

率 tT和平均发光抑制率 tH ，结果最多保留 3位有效数字。

10.2 氯化汞毒性当量浓度的计算

按公式（5）和（6）开展参比物氯化汞溶液浓度与其发光抑制效应的线性回归分析：

t
t

t

H
T

  （5）

式中： tΓ——经过反应时间 t后，平均发光抑制率与平均相对发光率的比值。

lg lgt tc b a Γ （6）

式中： tc ——参比物氯化汞溶液浓度，mg/L；

b——斜率，计算方法参见附录 G；

a——截距，计算方法参见附录 G。
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注：当 tΓ=1.00时的 tc 值即为氯化汞在反应时间 t条件下的 EC50值，对应的 95%置信区间计算方法参

见附录 G，结果保留 2位有效数字。

参见附录 G，计算 lg tΓ与 lg tc 的相关系数 r，根据拟合数据点数量 n，查显著性检验表，

若 P ≤ 0.01且氯化汞的 15 min EC50 = 0.10 mg/L± 0.02 mg/L，则结果有效，否则应检查测

定和数据统计过程。

当 0%＜ tH 样品 （或 tT样品 ）＜100%时，按公式（5）计算样品的 t样品Γ ，按公式（7）计算

样品的氯化汞毒性当量浓度，结果保留 2位有效数字，计算示例参见附录 H。
lg10 tb a

tc
  样品 （7）

当 tH 样品 ≤0%（或 tT样品 ≥100%）或 tH 样品 = 100%（或 tT样品 = 0%）时，无法计算氯化

汞毒性当量浓度。
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10.3 LID 的确定

tH ＜20%时的最低稀释倍数，即为最低无效应稀释倍数 LID，示例参见附录 H。

10.4 EC50的计算

10.4.1 EC50的计算可按公式（5）和（6）开展样品体积分数与其发光抑制效应的线性回

归分析，根据线性相关系数 r及拟合数据点数量 n，参见附录G查显著性检验表，若P ≤ 0.05，

则结果有效，否则应检查测定和数据统计过程。当 t = 1.00 时的 ct 值即为在反应时间 t

条件下的 EC50值，对应的 95%置信区间计算方法参见附录 G，以样品的体积分数表示，结

果最多保留 3位有效数字，计算示例参见附录 H。也可采用概率单位分析、逻辑斯蒂分析等

非线性回归方法计算。

10.4.2 若数据不充分，无法计算或不需要计算 EC50时，应报告最大发光抑制率对应的最

低浓度或发光抑制率＜20%对应的最高浓度，以样品的体积分数表示，结果最多保留 3 位有

效数字。

11 有效性、敏感性与精密度

11.1 有效性及敏感性

11.1.1 6家实验室对参比物氯化汞溶液进行发光细菌急性毒性的测定，每个试样平行测定

6次，阳性对照（氯化汞终浓度 0.10 mg/L）的发光抑制率范围为 35.3%～79.9%，满足 12.2

要求；参比物氯化汞的 15 min EC50在 0.082 mg/L～0.12 mg/L 范围内，满足 12.5要求。

11.1.2 6家实验室对参比物硫酸锌溶液进行发光细菌急性毒性的测定，每个试样平行测定

6次，阳性对照（Zn2+终浓度 1.4 mg/L）的发光抑制率范围为 35.8%～60.9%，满足 12.2要

求。

11.1.3 6家实验室对阴性对照（6.2.9）进行发光细菌急性毒性的测定，每个试样平行测定

6次，发光抑制率为-9.5%～9.3%，满足 12.3要求。

11.2 精密度

11.2.1 6家实验室分别对地表水、地下水、海水、生活污水、工业废水（综合废水）进行

了发光细菌急性毒性的测定，每个试样平行测定 6次，相对发光率分别为 84.5%～105%、

80.1%～108%、80.2%～106%、58.7%～79.8%、51.7%～78.6%，实验室内相对标准偏差分

别为 2.1%～6.6%、2.7%～11%、2.0%～6.3%、4.6%～9.2%、1.9%～15%，实验室间相对标

准偏差分别为 5.2%、5.3%、6.2%、6.2%、7.5%，重复性限分别为 12%、17%、14%、13%、

16%，再现性限分别为 17%、21%、20%、17%、19%。

11.2.2 6家实验室分别对地表水、地下水、海水、生活污水、工业废水（制药废水）进行

了发光细菌急性毒性的测定，每个试样平行测定 6次，LID分别为 1、1、1、2～4、32～64，

实验室内相对标准偏差分别为 0%、0%、0%、0%～31%、13%～22%，实验室间相对标准偏

差分别为 0%、0%、0%、17%、13%，重复性限分别为 0、0、0、1.6、22，再现性限分别为
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0、0、0、1.9、26。

11.2.3 6家实验室分别对工业废水（综合废水）进行了发光细菌急性毒性的测定，每个试

样平行测定 6次，氯化汞毒性当量浓度为 0.083 mg/L～0.10 mg/L，实验室内相对标准偏差为

0%～4.9%，实验室间相对标准偏差分别为 6.2%，重复性限为 0.0065 mg/L，再现性限为 0.017

mg/L。

11.2.4 6家实验室分别对工业废水（制药废水）进行了发光细菌急性毒性的测定，每个试

样平行测定 6次，EC50为 1.4～5.9%，实验室内相对标准偏差为 6.4%～40%，实验室间相对

标准偏差为 47%，重复性限为 2.1%，再现性限为 4.4%。

11.2.5 6家实验室分别对ρ = 0.08 mg/L、ρ = 0.10 mg/L、ρ = 0.12 mg/L 的自制参比物氯化

汞模拟试样进行发光细菌急性毒性的测定，每个试样平行测定 6 次，发光抑制率分别为

21.8%～43.5%、35.3%～79.9%、85.1%～99.5%，实验室内相对标准偏差分别为 4.3%～16%、

3.5%～11%、0.26%～3.8%，实验室间相对标准偏差分别为 13%、27%、2.9%，重复性限分

别为 11%、9.0%、4.6%，再现性限分别为 16%、40%、9.0%。

11.2.6 6家实验室分别对ρ = 0.08 mg/L、ρ = 0.10 mg/L、ρ = 0.12 mg/L 的自制参比物氯化

汞模拟试样进行发光细菌急性毒性的测定，每个试样平行测定 6次，LID分别为 2、2、2，

实验室内相对标准偏差分别为 0%、0%、0%，实验室间相对标准偏差分别为 0%、0%、0%，

重复性限分别为 0、0、0，再现性限分别为 0、0、0。

11.2.7 6家实验室分别对参比物氯化汞溶液和硫酸锌溶液进行发光细菌急性毒性的测定，

每个试样平行测定 6次，参比物氯化汞 15min EC50为 0.082 mg/L～0.12 mg/L，实验室内相

对标准偏差为 6.3%～14%，实验室间相对标准偏差为 2.8%，重复性限为 0.025 mg/L，再现

性限为 0.024 mg/L；参比物硫酸锌（以 Zn2+计）15min EC50为 1.0 mg/L～2.0 mg/L，实验室

内相对标准偏差为 5.0%～18%，实验室间相对标准偏差为 21%，重复性限为 0.48 mg/L，再

现性限为 0.91 mg/L。

12 质量保证和质量控制

12.1 校正因子应符合 0.6≤ ktf ≤1.8，且平行测定结果的相对偏差应≤15%。

12.2 阳性对照（氯化汞终浓度 0.10 mg/L或 Zn2+终浓度 1.4 mg/L）的发光抑制率应符合 20%

≤ tH ≤80%。

12.3 阴性对照的发光抑制率应符合-10%≤ tH ≤10%。

12.4 相对发光率或发光抑制率平行测定结果的相对偏差应≤15%。

12.5 氯化汞毒性当量浓度测试中，参比物氯化汞的 15 min EC50应在 0.08 mg/L～0.12 mg/L

范围内。

13 测试报告

13.1 样品的类型、来源、理化特性（色、嗅、pH值、溶解氧等）、采样方法及采样时间、

保存方法及保存时间；



14

13.2 样品干扰消除（色度、颗粒物）及前处理（温度、pH值、溶解氧、盐度调节）方法；

13.3 受试发光细菌名称、来源、批号，冻干粉复苏及测试液准备方法；

13.4 仪器设备型号、状态以及温控等测试条件；

13.5 测试结果（发光抑制率或相对发光率、氯化汞毒性当量浓度、LID或 EC50等）及计

算方法；

13.6 质量保证和质量控制要求的符合性；

13.7 其他对测试过程和结果具有重要影响的信息。
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附 录 A

（资料性附录）

有色试样的测定

A.1 有色试样干扰校正测定

A.1.1 将生物发光光度计（7.7）检测舱调至套管测试模式。

A.1.2 空白对照准备。分别取 2 mL和 5 mL 测试管（7.8）各一支，将 2 mL测试管放入 5 mL

测试管之中，形成内外套管。使用移液器（7.9）往内管中加入 900μL或 500 μL氯化钠溶液

Ⅱ（6.2.9），并往外管内添加适量氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9），使外管的液面与内管含 1 mL 体

积溶液时的液面齐平，用固定盖固定。设置 2个平行。

A.1.3 有色样品准备。取 5 mL测试管（7.8）一支，加入与空白对照套管的外管（A.1.2）

中氯化钠溶液Ⅱ相同体积的有色样品。设置 2个平行。

A.1.4 使用移液器（7.9）往 2个平行空白对照套管的内管中依次加入 100 μL发光细菌测试

液Ⅰ（9.2.2）或 500 μL发光细菌测试液Ⅱ（9.2.3），混匀，立即计时，待反应 15 min后，

将套管依次放入生物发光光度计（7.7）检测舱中，测定发光强度。随即将空白对照套管的

内管依次分别取出，使用干净的吸水纸擦干外壁，放入有色样品管（A.1.3）中，用固定盖

固定，形成有色样品套管，并将套管依次放入生物发光光度计（7.7）检测舱测定发光强度。

A.1.5 若需要将样品配成不同稀释倍数的系列试样，则每个试样均应按 A.1.2～A.1.4方法

分别开展干扰校正测定。有色试样干扰校正示意图见图 A.1。

注：校正测定中发光细菌测试液与氯化钠溶液的规格和体积应与 9.3～9.6中对应测试步骤保持一致。

图 A.1 有色试样干扰校正示意图

A.2 有色试样干扰校正计算

按公式（A.1）～（A.3）计算有色试样对受试发光细菌发光强度的干扰校正值：

1 2

2
i i

i
L LL  

  （A.1）

1 1 1i iL L L   （A.2）
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2 2 2i iL L L   （A.3）

式中： iL ——有色试样 i对受试发光细菌发光强度干扰的平均校正值；

1iL ——有色试样 i对受试发光细菌发光强度干扰的校正值；

2iL —— 1iL 的平行测定结果；

1L ——受试发光细菌在空白对照套管中测得的发光强度；

2L —— 1L 的平行测定结果；

1iL ——与 1L 对应的受试发光细菌在有色试样套管中测得的发光强度；

2iL —— 1iL 的平行测定结果，与 L2对应的受试发光细菌在有色试样套管中测得的发光

强度。

A.3 有色试样干扰校正值的使用

A.3.1 根据测试目的需要，将有色试样按 9.3～9.6相应的步骤开展测试，并按 10.1公式（2）

计算初始发光强度 ctI 。

A.3.2 将初始发光强度 ctI 减去对应有色试样的干扰校正值 iL ，得到有色试样经校正后的

初始发光强度 ctI  ，即 ct ct iI I L   。

A.3.3 以 ctI  代替 ctI ，其余根据 A.3.1的测定结果，按 10.1～10.4计算。
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附 录 B

（资料性附录）

发光细菌菌液细胞密度计数方法

稀释涂布平皿计数法是微生物数量测定的常用方法。将不同稀释倍数的发光细菌菌液样

品涂布接种在固体培养基上，在特定的物理条件下培养，单细胞会生长繁殖成肉眼可见的菌

落，从而计算出原菌液中的细胞密度。

B.1 试剂

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。

B.1.1 磷酸氢二钠（Na2HPO4）。

B.1.2 磷酸二氢钾（KH2PO4）。

B.1.3 酵母浸出汁。

B.1.4 胰蛋白胨。

B.1.5 甘油（C3H8O3）。

B.1.6 琼脂。

B.1.7 明亮发光杆菌培养基。

分别称取 30 g氯化钠（6.2.2）、5 g 磷酸氢二钠（B.1.1）、1 g磷酸二氢钾（B.1.2）、

5 g酵母浸出汁（B.1.3）、5 g胰蛋白胨（B.1.4）、7 g甘油（B.1.5）、17 g琼脂（B.1.6），

溶解于 1000 mL 水中，分装于玻璃容器中，经 121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min，储存于冷暗处

备用。在 5 ℃±3 ℃冷藏避光条件下，保存时间不超过 1 个月。也可购买含上述成分的市

售成品，按要求保存。

B.1.8 无菌复苏液。

取氯化钠溶液Ⅰ（6.2.8）100 mL，经 121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min，备用。

B.1.9 无菌稀释液。

取氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）100 mL，经 121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min，备用。

B.2 仪器设备

B.2.1 高压蒸汽灭菌器。

B.2.2 恒温培养箱：温度可调，温度控制偏差≤1 ℃。

B.2.3 无菌涂布棒。

B.2.4 无菌平皿。

B.2.5 实验室常用玻璃器皿：移液管、试管等，使用前按无菌操作要求包扎，121 ℃高压

蒸汽灭菌 20 min备用。
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B.3 分析步骤

B.3.1 平板制备：将灭菌后的培养基（B.1.7）冷却至 50 ℃～55 ℃，倒入无菌平皿（B.2.4）

中，每个平皿约 25 mL。待培养基冷却凝固后，翻转平皿，使底面向上，放在室温无污染处

备用。

B.3.2 冻干粉复苏：以无菌操作方式，按每 0.5 g冻干粉 1 mL的比例，往受试发光细菌冻

干粉瓶内加入一定体积预冷的无菌复苏液（B.1.8）。用力振摇 20次～25次，使可能存在的

细菌凝团分散。

B.3.3 稀释：以无菌操作方式移取 100 μL 复苏后的菌液（B.3.2），加入盛有 9.9 mL 无菌

复苏液（B.1.9）的试管中，混匀成 1:100稀释菌液。取 1:100稀释菌液 1 mL加入盛有 9 mL

无菌稀释液的试管中，混匀成 1:1000稀释菌液。按同法依次稀释成 1:10000、1:100000稀释

菌液。移取不同浓度的稀释菌液时，每次须更换移液管。

B.3.4 接种：以无菌操作方式分别移取 100 μL 充分混匀的稀释菌液（B.3.3），分别滴加到

制备好的平板培养基（B.3.1）上，用无菌涂布棒（B.2.3）将菌液均匀涂开，静置约 15 min，

让菌液渗入培养基中，翻转平皿，使底面向上，在 23 ℃±1 ℃条件下，于恒温培养箱（B.2.2）

中培养 48 h±2 h。每个菌液浓度做 2个平皿。移取和涂布不同稀释倍数的菌液时，每次须

更换移液管和涂布棒。

B.3.5 用无菌水做实验室空白测定，培养后平皿上不得有菌落生长，否则，该次样品测定

结果无效，应查明原因后重新测定。

B.4 平皿计数

B.4.1 优先选择平均菌落数在 30～300的平皿在避光条件下进行计数，若只有一个稀释倍

数的平均菌落数符合此范围，以该平均菌落数带入公式（B.1）计算细胞密度；若有两个稀

释倍数平均菌落数在 30～300之间，分别带入公式（B.1）计算，当二者的结果比值＜2时，

以两者的平均数作为细胞密度，当≥2时，以稀释倍数较小的计算结果作为细胞密度。

B.4.2 若所有稀释倍数的平均菌落数均大于 300，以稀释倍数最大的平均菌落数带入公式

（B.1）计算细胞密度。

B.4.3 若所有稀释倍数的平均菌落数均小于 30，以稀释倍数最小的平均菌落数带入公式

（B.1）计算细胞密度。

B.4.4 若所有稀释倍数的平均菌落数均不在 30～300之间，以最接近 300或 30的平均菌落

数带入公式（B.1）计算细胞密度。

B.5 细胞密度计算

按公式（B.1）计算 1 mL 1:100稀释菌液（B.3.3）的细胞密度：

nN d
V

  （B.1）
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式中：N——1:100稀释菌液中的细胞密度，个/mL；

n——平皿计数结果，个；

V——接种体积，mL；

d——与平皿计数结果对应的稀释倍数。
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附 录 C

（规范性附录）

生物发光光度计技术指标控制要求

C.1 发光有效测定范围应覆盖波长 420 nm～670 nm的可见光区间。

C.2 具有温度控制功能，包括受试发光细菌控温培养模块（4 ℃±3 ℃）和样品测试控温

反应模块（20 ℃～25 ℃单点温度可控，温度控制偏差≤1 ℃）；若不具备温控功能，应另

外配备符合控温条件的仪器设备，如：使用具备相应控温条件的设备替代控温培养模块功能，

并将生物发光光度计放置在具备相应控温条件的实验室内开展试验。

C.3 按 JJF 2203方法测定的背景噪声值较低，对试样的相对发光率、发光抑制率等测定结

果的影响可忽略不计。具备调零功能，通过调零操作后的背景噪声值为 0；或背景噪声值相

对于发光细菌测试液（9.2）发光强度的百分比值≤0.1%。

C.4 按 JJF 2203方法测定的发光强度测量重复性≤5%。

C.5 分析有色样品须具备套管测试功能。
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附 录 D

（资料性附录）

测试管排列与测定及 LID 测试样品稀释示例

注：该示例适用于发光抑制率测试、LID测试及 EC50测试。

图 D.1 测试管排列与测定示例一（俯视图）

注：该示例适用于氯化汞毒性当量浓度测试。

图 D.2 测试管排列与测定示例二（俯视图）
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图 D.3 LID 测试样品逐级稀释示例（正视图，以 1500 μL试样为例）
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附 录 E

（规范性附录）

海水试样的测定

E.1 概述

明亮发光杆菌 T3为海洋菌，按“9 分析步骤”测试海水试样的急性毒性可能产生刺激

发光作用，影响测定结果。因此，需要对海水试样测试过程进行适当校正。

E.2 试剂

将表 D.1中的成分按比例溶解于水中，配制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 D.1。亦可购买市售人工海水，按要求保存。

表 D.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

（20 ℃）

电导率（mS/cm） 47.0 ± 1.0

盐度 31 ± 1

pH值 7.5 ± 0.2

E.3 海水试样测试

将人工海水（D.2）替代氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9），作为海水试样测试的空白对照和阴性

对照，并作为参比物溶液的溶剂和试样的稀释液，配制海水试样测试用的参比物溶液和系列

稀释试样。其余测试过程与非海水试样一致，按 9.2准备发光细菌测试液，按 9.3～9.6 开展

测试；有色海水参见附录 A进行校正测定。
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附 录 F

（资料性附录）

系列浓度氯化汞溶液配制方案

为建立参比物氯化汞溶液浓度与其发光抑制效应关系，需要配制不少于 7 个系列浓度的

氯化汞溶液。对于非海水样品测试，可按表 F.1分别移取一定体积的氯化汞工作液（6.2.12），

用氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9）稀释并定容至 100 mL，临用现配。对于海水样品测试，使用人工

海水（附录 E）代替氯化钠溶液Ⅱ（6.2.9），其余步骤同非海水样品测试中氯化汞溶液配制

方法。

表 F.1 系列浓度氯化汞溶液配制

氯化汞工作液移取体积

（mL）

氯化汞溶液系列浓度

（mg/L）

在菌样 500 μL：500 μL测试体系中

氯化汞终浓度（mg/L）

2 0.04 0.02

4 0.08 0.04

6 0.12 0.06

8 0.16 0.08

10 0.20 0.10

12 0.24 0.12

14 0.28 0.14

16 0.32 0.16

18 0.36 0.18

20 0.40 0.20

22 0.44 0.22

24 0.48 0.24
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附 录 G

（资料性附录）

线性回归分析的参数计算

试样（或参比物溶液）浓度与其发光抑制效应关系线性回归方程的斜率 b按公式（G.1）

计算：

2

(lg lg )(lg lg )
(lg lg )
t t t t

t t

c c
b

   


  



（G.1）

式中： lg t —— lg t 的算术均值；

lg tc —— lg tc 的算术均值。

回归方程的截距 a按公式（G.2）计算：

lg lgt ta c b   （G.2）

线性相关系数 r按公式（G.3）计算：

2 2

(lg lg )(lg lg )

(lg lg ) (lg lg )
t t t t

t t t t

c c
r

c c

   


   


 

（G.3）

线性相关系数 r显著性检验表见表 G.1。

表 G.1 相关系数检验表

n-2
P≤0.05时

r 的临界值（≥）

P≤0.01时

r 的临界值（≥）

1 0.997 1.000

2 0.950 0.990

3 0.878 0.959

4 0.811 0.917

5 0.754 0.874

6 0.707 0.834

7 0.666 0.798

8 0.632 0.765

9 0.602 0.735

10 0.576 0.708

11 0.553 0.684

12 0.532 0.661

13 0.514 0.641

14 0.497 0.623

15 0.482 0.606
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lgEC50的标准误差（SElgEC50）按公式（G.4）计算：


50

2 2

lgEC 2

(lg lg ) ( lg )1SE
2 (lg lg )

t t t

t t

c c
n n
  

  
   




（G.4）

式中：lg tc ——基于线性回归方程及 lg t 测试值计算得到的预测值；

n——线性回归分析的拟合数据点数量。

EC50的 95%置信区间（95%CI）按公式（G.5）计算：

0.025, 2 lgEC50SE95%CI 10 na t   （G.5）

式中：t0.025,n-2——置信度 95%（α=0.05）及自由度 n-2时的临界值，查表 G.2。

表 G.2 t分布表

n-2 t0.025 n-2 t0.025

1 12.7062 9 2.2622

2 4.3027 10 2.2281

3 3.1824 11 2.2010

4 2.7764 12 2.1788

5 2.5706 13 2.1604

6 2.4469 14 2.1448

7 2.3646 15 2.1314

8 2.3060 16 2.1199

此外，也可使用统计软件等商业化工具，直接计算线性回归分析的相关参数。
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附 录 H

（资料性附录）

测定结果计算示例

H.1 氯化汞毒性当量浓度计算示例

当 0%< tH <100%时，可使用氯化汞毒性当量浓度表征待测试样的水质发光细菌急性毒

性，计算示例见表 H.1，试样 1#和试样 2#的氯化汞毒性当量浓度分别为 0.11 mg/L 和 0.081

mg/L。

表 H.1 氯化汞毒性当量浓度测试结果计算示例

氯化汞毒性当量浓度测试 15H 15
参比物剂量效应

线性回归分析

试样的氯化汞毒

性当量浓度

（mg/L）

实际样品
试样 1# 71.3% 2.484 / 0.11

试样 2# 35.0% 0.538 / 0.081

参比物氯化

汞溶液

（mg/L）

0.04 4.0% 0.042

15 15lg 0.218 lg 1.031c    

r = 0.993

/

0.06 11.2% 0.126 /

0.08 33.8% 0.511 /

0.1 60.8% 1.551 /

0.12 79.8% 3.950 /

0.14 83.1% 4.917 /

0.16 98.1% 51.632 /

阴性对照

（氯化钠溶液 30 g/L）
1.5% / / /

注 1：空白对照的 ktf = 0.83。

注 2：取 15H 介于 10%～90%的结果开展参比物氯化汞浓度与发光抑制效应线性回归分析，r = 0.993＞r0.01

（3）=0.959，因此 P < 0.01；参比物氯化汞的 15 min EC50 = 0.093 mg/L，95%置信区间为 0.089 mg/L～

0.097 mg/L。

H.2 LID 确定示例

以 LID表征水质发光细菌急性毒性时，平均发光抑制率 tH ＜20%时的最低稀释倍数，

即为最低无效应稀释倍数 LID，测试结果示例见表 H.2。示例中，稀释倍数为 8时， 15H 为

22.1%，稀释倍数为 12时， 15H 为 15.2%，即该试样的 LID为 12。
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表 H.2 LID 测试结果示例

LID测试 15H

稀释系列试样

（稀释倍数 D）

D = 1 100%

D = 2 71.3%

D = 3 53.2%

D = 4 40.6%

D = 6 27.4%

D = 8 22.1%

D = 12 15.2%

D = 16 8.3%

D = 24 1.9%

阳性对照（氯化汞终浓度 0.01 mg/L） 55.5%

阴性对照（氯化钠溶液 30 g/L） 1.5%

注：空白对照的 ktf = 0.90。

H.3 EC50计算示例

当样品的 tH ＞50%时，可使用 EC50表征待测样品的水质发光细菌急性毒性，计算示例

见表 H.3，该样品的 15 min EC50为 14.4%，95%置信区间为 10.9%～19.0%。

表 H.3 EC50测试结果计算示例

EC50测试 15H 15
试样剂量效应

线性回归分析

样品的 EC50及 95%

置信区间

稀释系列试

样（以体积分

数计）

90% 96.3% 26.027

15 15lg 0.632 lg 0.841c    

r = 0.985

EC50：14.4%

95%CI ： 10.9% ～

19.0%

50% 80.5% 4.128

25% 65.0% 1.857

12.5% 49.8% 0.992

6.25% 24.7% 0.328

3.125% 8.2% 0.089

阳性对照

（氯化汞终浓度 0.01 mg/L）
48.6% / / /

阴性对照

（氯化钠溶液 30 g/L）
0.9% / / /

注 1：空白对照的 ktf = 0.80。

注 2：开展样品体积分数与发光抑制效应线性回归分析，r = 0.985＞r0.01（4）=0.917，因此 P < 0.01。




