《船舶压载水检测技术 第4部分   生物毒性检测》（征求意见稿）

编制说明
1、 工作简况

1、 任务来源

本标准是中国太平洋学会东海环境分会提出，根据2017年9月25日中国太平洋学会《关于同意中国太平洋学会东海环境分会开展编制“船舶压载水检测技术团体标准”工作的批复》立项。

2、 主要工作过程

a）2017年9月   向中国太平洋学会提出团体标准编制申请；
b）2017年10月  成立编制组；
c）2018年1月   确定编制内容和编制大纲；
d）2018年11月  内部技术审查会；
e）2019年8月   完成征求意见稿。
3、 主要参加单位和工作组成员

本标准负责起草单位为国家海洋局东海环境监测中心。本标准参加起草单位为国家海洋局东海环境监测中心、上海海洋大学。
2、 目的意义、标准编制原则和主要内容

1、 目的意义

随着经济发展日趋全球化，船舶航运业作为沟通世界各国的重要桥梁也在迅速发展，大量货物由船舶运往全球。每年达百亿吨的船舶压载水在全球范围转移，随着船舶压载水排放转移的还有近万的物种。因此全球环境基金组织(GEF)确定该问题是当前海洋面临的四大威胁之一，尤其是压载水中携带的浮游生物成为国际海事组织(IMO)的关注对象。IMO（国际海事组织）通过的《压载水公约》于2016年11月24日正式生效，自公约生效以来，中心就开展了压载水相关检测工作，已对压载水的浮游植物、浮游动物、细菌总数、异养菌总数、生物毒性和赤潮毒素等项目进行过相关的检测，近来正在对压载水中其他微生物（肠道球菌、霍乱球菌等）的检测进行相关的研究，以期为压载水中生物检测的标准奠定一定的数据基础。
目前船舶压载水水质情况愈发复杂，重金属、有机毒物、核辐射等引起的污染事故也频繁发生，这些情况引起了国内外对水质生态、生物安全性的高度重视。而现行的常规手段，如有毒物质的判定及浓度分析等理化分析手段已经不能解决水质安全性评价的问题。采用生物毒性测试方法评价水体的综合毒性成为水质监测特别是事故水体安全性评价的有效方法。国际上纷纷出台相关规定，要求实现对水质毒性监管和控制。我国为了保障水源水质安全，也将在近年把水质毒性纳入控制标准。本标准对船舶压载水的水质综合急性毒性的检测作了规定，利用发光细菌对压载水进行生物毒性检测，能得知压载水毒性水平，从而确定压载水水质的毒性大小。目前国际上尚未有压载水水质综合毒性检测的统一规定，本标准为船舶压载水水质综合毒性检测提供了依据。
2、 标准编制原则

本标准在结构与内容编排上根据GB/T1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写》规定进行。
本标准在制定过程中坚持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）》的原则，在确定各项指标时，综合考虑了国内试行标准《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）》等因素，力求将标准制定与技术创新结合，以期到达预期的社会效益。

3、 主要内容

3.1 《压载水检测技术》团体标准编制依据是IMO 2018年生效的《压载水公约》。

3.2  本标准的7个部分系根据IMO《压载水公约》要求的检测项目确定。

3.3  本标准系《船舶压载水检测技术》团体标准的第4部分。

3.4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。
3、 标准中涉及专利的情况

本标准不涉及专利问题。
4、 预期达到的社会效益、对产业发展的作用等情况

本标准的制定将规范我国国际航运船舶的压载水处理提供检测技术，掌握并减少外来物种的侵入，保护我国的海洋水域的环境，符合我国国际海事组织A类理事国和航运大国的身份与地位。同时，本标准将为我国海事部门提供对船舶压载水和沉淀物检测执法的标准，填补我国船舶压载水检测技术方面标准的空白。
本标准的制定对快速检测船舶压载水综合急性毒性做了规定，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。本标准操作便捷、时效高，适合船舶压载水的实际检测情况。
5、 与国际、国外对比情况

6.1生物毒性检测

生物毒性检测就是让指示生物曝露在被测水样中，根据观察到指示生物的反应生理特征改变、行为异常、死亡，而做出的水样对指示生物影响的评价。通过压载水生物毒性检测，能得知压载水毒性水平，从而确定压载水水质的毒性大小。

目前常见的生物毒性检测方法有通过鱼类、贝类、生物燃料电池、发光细菌、水蚤、藻类等这几类为指示物进行监测，适用于便携检测的主要还是发光细菌。发光细菌法能够在半小时内，快速检测出水样的急性毒性，从而确定毒性物质的相对浓度。鉴于该方法是目前唯一能在几分钟内检测毒性的方法，能够检测近2000种诸如杀虫剂、重金属之类的化学毒性物及其他毒性物的综合毒性，其和蚤类、鱼类等检测法的相关性好，在2004年就被美国环境保护署采纳为综合毒性分析方法。

从标准化的角度讲，目前只有藻类毒性和发光细菌检测技术有国际标准支持，其他生物方法即使有标准支持也不是所有的设备都遵循了标准方法。在中国以及世界范围内，发光细菌的应用最普遍。目前发光细菌应对突发事件进行生物综合毒性监测，甚至在线监测逐步得到广泛的应用。

6.2发光细菌

发光细菌有传统分类、系统分类、数值分类等几种不同的分类方法。目前发光细菌的分类普遍采用美国学者的分类方法弧菌属、发光杆菌属和异短杆菌属。根据传统分类法，发光细菌属非致病菌，是革兰氏阴性菌，对于营养条件要求不高，比较容易分离培养。发光细菌广泛分布于海洋环境中，以游离或与浮游生物、鱼类呈共栖、共生状态。其中费歇尔弧菌和明亮发光杆菌在发光细菌毒性检测应用较为广泛。

表6-1 常见发光细菌分类表

	菌属
	栖息环境
	种名

	弧菌属
	海洋
	哈维氏弧菌

	
	
	美丽弧菌Ⅰ型

	
	
	费歇尔弧菌

	
	
	火神弧菌

	
	陆地
	霍氏弧菌易北变种

	发光杆菌属
	海洋
	明亮发光杆菌

	
	
	鱼发光杆菌

	异短杆菌属
	陆地
	曼达帕姆发光杆菌

	
	
	发光异短杆菌


费歇尔弧菌的发光细菌法最先运用于化学毒性物质的检测，相较于其他细菌实验法（消化抑制、呼吸测量法、发光法、酶抑制作用法）最敏感，检测范围也很广泛。国际标准化组织在1998年颁布发光细菌（Vibrio harveyi）检测方法的标准（ISO 11348-1~2-1998），分为冻干以及新制的细菌两种检测状态；而在1999年发光细菌应用于毒性检测的标准中，规定了冻干粉的应用方法（NF T90-320-3-1999），即利用冻干粉细菌复苏之后，直接用于检测。现行的国际标准为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） 第三部分 使用冻干菌法》。
6.3技术差异
IMO《压载水公约》中并未对水质综合毒性做具体要求，本标准引用和参照国际标准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）第三部分 使用冻干菌法》，同时引用和参照国内试行标准《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）》。与国际标准相比主要技术差异如下：

（1）盐度调节和测定参照GB/T 14914-2006 《海滨观测规范》。国际标准未进行规定。
（2）浊度调节参照GB 17378.4-2007《海洋监测规范 第4部分 海水分析》。国际标准未进行规定。
（3）溶解氧调节参照HJ 506-2009 《水质溶解氧的测定电化学探头法》。国际标准未进行规定。
（4）增加了检测结果记录表，包括压载水生物毒性（发光细菌法）检测结果记录表和压载水生物毒性（发光细菌法）参比毒物测试结果记录表

（5）为统一操作步骤，以及考虑操作方便程度和不浪费发光细菌的使用，规定使用商品化小支费歇尔弧菌冻干粉。

（6）增加了毒性分级标准，目前国际上没有一个统一评价标准，综合美国Microtox毒性等级划分标准、《环境工程微生物检验手册》（毓馨）相关章节、中科院南京土壤研究所百分数等级分数标准，再结合国内试行标准《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）》，得出表所示的毒性分级标准。本标准中的生物毒性评价等级参照表6-2执行。

表6-2发光细菌毒性的分级标准

	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


6、 与现行法律、法规、规章及标准，特别是强制性标准的协调性

本标准与现行法律、法规、规章及相关标准协调一致。

7、 重大分歧意见的处理经过和依据

本标准无重大分歧意见。
8、 标准性质的建议说明

建议本标准性质为推荐性标准。

9、 贯彻标准的要求和措施建议

建议本标准批准发布后6个月后实施。

10、 废止现行相关标准的建议

无

11、 其他应予以说明事项

无
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