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前　　言

　　《海洋石油勘探开发污染物生物毒性》分为两个部分：

———第１部分：分级；

———第２部分：检验方法。

本部分为第２部分。

本部分代替ＧＢ／Ｔ１８４２０．２—２００１《海洋石油勘探开发污染物生物毒性检验方法》。

本部分与ＧＢ／Ｔ１８４２０．２—２００１相比主要变化如下：

———将“９６ｈ换水式生物毒性试验”的术语和定义修改为“静水式生物毒性试验”的术语和定义

（２００１年版的３．２，本版的３．１），增加了“半数有效浓度”的术语和定义（本版的３．４）；

———在“采样、送样和样品保存”一条中增加了关于“基液”的内容（本版的５．１．１和５．１．２．２）；

———在“实验生物”一章增加了４种实验生物及其相关内容（本版的６．１～６．４）；

———增加了“基液”和“合成基钻井液”的贮备液配制方法（本版的８．１．２．１．３和８．１．２．２）；

———增加了以生长作为观测指标的生物毒性试验方法的相关操作（本版的８．４．６．２．２）；

———修订了“结果的有效性”的部分内容（２００１年版的１０．１，本版的９．１）；

———在附录中增加了部分数据处理和结果计算的方法示例，以及生长毒性试验的原始记录表（本版

的附录Ａ～附录Ｆ）。

本部分的附录Ｂ为规范性附录，附录Ａ、附录Ｃ、附录Ｄ、附录Ｅ、附录Ｆ、附录Ｇ为资料性附录。

本部分由国家海洋局提出。

本部分由全国海洋标准化技术委员会（ＳＡＣ／ＴＣ２８３）归口。

本部分起草单位：广东省实验动物监测所、国家海洋局南海分局。

本部分起草人：黄韧、魏社林、吴进孝、郑琰晶、王颖、王国栋、周锦。

本部分所代替标准的历次版本发布情况为：

———ＧＢ／Ｔ１８４２０．２—２００１。
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海洋石油勘探开发污染物生物毒性

第２部分：检验方法

１　范围

本部分规定了海洋石油勘探开发作业中使用或生成后并排入海洋的部分污染物在生物毒性检验中

采用的试验方法，以及试验方法中有关样品的处理、实验生物、试验程序、结果判定、质量控制等要求。

本部分适用于海洋石油勘探开发作业中使用或生成后并排入海洋的钻井液、基液、钻屑和生产水的

生物毒性检验，本部分限定外的污染物的生物毒性检验可参照使用。

２　规范性引用文件

下列文件中的条款通过本部分的引用而成为本部分的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有

的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本部分，然而，鼓励根据本部分达成协议的各方研究

是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本部分。

ＧＢ１７３７８．３　海洋监测规范　第３部分：样品采集、贮存与运输

ＧＢ１７３７８．４—２００７　海洋监测规范　第４部分：海水分析

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本部分。

３．１　

静水式生物毒性试验　狊狋犪狋犻犮犫犻狅犾狅犵犻犮犪犾狋狅狓犻犮犻狋狔狋犲狊狋

试验期间内不更换试验溶液，进行观察、测定生物异常或死亡效应的试验。

３．２　

无可见影响浓度　狀狅狅犫狊犲狉狏犲犱犲犳犳犲犮狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀（犖犗犈犆）

实验生物暴露在一组不同浓度的试验溶液一定时间后，通过观察实验生物的不良影响，并比较试验

组与对照组统计分析结果，判定出对实验生物无显著影响的最大浓度。

３．３　

半数致死浓度　犺犪犾犳犾犲狋犺犪犾犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀

ＬＣ５０

在一定观察期内，造成５０％的受试生物死亡的毒物浓度。

［ＧＢ１７３７８．７—２００７，定义３．１０］

３．４　

半数有效浓度　犺犪犾犳犲犳犳犲犮狋犻狏犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀

ＥＣ５０

在一定观察期内，引起５０％受试生物产生某一特定效应，或者是实验生物的某效应指标被抑制一

半时的毒物浓度，以ＥＣ５０表示。

４　原理

海洋生物的各种生理活动受海洋环境影响，通过观察测定实验生物在一定试验期间内接触试验物

质后的异常或死亡效应，得到海洋石油勘探开发污染物对实验生物有明显影响的具体浓度。

１
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５　采样、送样和样品保存

５．１　样品的采集

５．１．１　采样数量

采样量：钻井液５Ｌ，基液５Ｌ，生产水５Ｌ；采样量应足够供３次重复试验的用量。

５．１．２　采样地点

５．１．２．１　钻井液样品从排放口或泥浆池采集。

５．１．２．２　基液样品采自贮存基液。

５．１．２．３　生产水在排放点的排放口采样。

５．２　包装、运输和贮存

５．２．１　包装

采送样品应用惰性材料制成的容器密封包装，如聚乙烯塑料桶。

５．２．２　运输

按照ＧＢ１７３７８．３的规定贮存和运输样品，受检样品应在４８ｈ内送达生物毒性实验室。

５．２．３　标签

所有样品容器上应标明样品名称、钻井代号、油井代号、生产或使用者、采样人、采样时间、采样方

式、采样数量等。

样品送达实验室后送样人应填写送样表，样品接受人应检查样品标签和包装是否完整，并对样品进

行编号、签字和记录存档。

５．２．４　贮存

生产水样品应贮存于４℃～８℃，其他样品应贮存在阴凉处。

６　实验生物

６．１　实验生物的种类

６．１．１　仔虾：中国明对虾（犉犲狀狀犲狉狅狆犲狀犪犲狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊）、斑节对虾（犘犲狀犪犲狌狊犿狅狀狅犱狅狀）、长毛明对虾（犉犲狀

狀犲狉狅狆犲狀犪犲狌狊狆犲狀犻犮犻犾犾犪狋狌狊）、脊尾白虾（犘犪犾犪犲犿狅狀犮犪狉犻狀犮犪狌犱犪）、凡纳滨对虾（犔犻狋狅狆犲狀犪犲狌狊狏犪狀狀犪犿犲犻）五种

虾的仔虾。

６．１．２　卤虫（犃狉狋犲犿犻犪）

６．１．３　蒙古裸腹蟤（犕狅犻狀犪犿狅狀犵狅犾犻犮犪）

６．１．４　裸项栉虾虎鱼（犆狋犲狀狅犵狅犫犻狌狊犵狔犿狀犪狌犮犺犲狀）

６．２　实验生物来源及品质

６．２．１　仔虾

仔虾宜实验室自繁饲养，也可自货源稳定、信誉好的苗种场购买。仔虾购入后应在实验室驯养４８ｈ

后用于毒性试验，自繁饲养的仔虾应驯化２４ｈ后用于毒性试验。应选活力好，体色透明的仔虾用于

试验。

６．２．２　卤虫

可实验室自繁收集卤虫，也可购买商品卵孵化：按１．０ｇ／Ｌ的比例取适量卤虫卵加入稀释水中，在

２５℃、盐度３０～３５、光照２０００ｌｘ～３０００ｌｘ的环境条件下充氧孵化。应取同一批次孵出的无节幼体用

于毒性试验。

６．２．３　蒙古裸腹蟤

宜实验室自繁收集。

６．２．４　裸项栉虾虎鱼

宜实验室自繁收集。

２
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６．３　实验生物饲养条件

６．３．１　仔虾

仔虾饲养的适宜条件见表１。

表１　仔虾实验室饲养条件

饲养条件 中国明对虾仔虾 斑节对虾仔虾 长毛明对虾仔虾 脊尾白虾仔虾 凡纳滨对虾仔虾

水温／℃ ２２～２５ ２７～２９ ２６～２９ ２４～２８ ２３～３０

盐度 ２５～３３ ２８～３３ ２５～３０ ２２～２８ ８～２８

ｐＨ ７．６～８．２ ７．６～８．２ ７．６～８．２ ７．９～８．６ ８．０～８．３

６．３．２　卤虫

在水温２２℃～２７℃、盐度３０～３５、自然光照的条件下培养，每天投喂盐藻、扁藻或小球藻等单

胞藻。

６．３．３　蒙古裸腹蟤

在水温２２℃～２７℃、盐度２６～３０、自然光照的条件下培养，每天投喂盐藻、扁藻或小球藻等单

胞藻。

６．３．４　裸项栉虾虎鱼

实验前１周采收受精卵并置于水温２７℃～２８℃、盐度２５～３２、ｐＨ７．６～８．２条件下充气孵化，收

集初孵仔鱼并记录孵出日期，同一批收集的仔鱼孵出时间间隔不能超过２４ｈ。仔鱼的饲养条件为水温

２５℃～３０℃、盐度２０～３０，自然光照，２日龄投喂轮虫，１５日龄后可投喂卤虫幼体或轮虫。

６．４　实验生物开始试验的日龄和观测指标

６．４．１　仔虾：小于仔虾期１０ｄ（Ｐ１０期）的仔虾，以死亡做观测指标。

６．４．２　卤虫：卤虫卵孵化２０ｈ～２４ｈ的幼体，以死亡或生长做观测指标。

６．４．３　蒙古裸腹蟤：Ⅰ龄幼体，以死亡做观测指标。

６．４．４　裸项栉虾虎鱼：３日～１０日龄的仔鱼，以死亡做观测指标。

６．５　实验生物的质量控制

６．５．１　实验生物应健康正常，驯养阶段的死亡率应小于１０％。

６．５．２　应进行标准毒物对实验生物的２４ｈ急性毒性试验，建立各批次实验生物的２４ｈＬＣ５０范围，本试

验所用标准毒物为分析纯的十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）。

７　设施和设备

７．１　设施

７．１．１　饲养实验生物的水池或水族箱等。

７．１．２　可控照明装置。

７．１．３　饲养实验生物的控温、充氧、循环清洁海水的设备，包括制冷和加热的控温设备、充气设备、循环

水设备、水过滤设备等。

７．２　试验容器及溶液体积

７．２．１　仔虾试验溶液体积应为１０００ｍＬ，试验容器可采用玻璃水槽等玻璃容器。

７．２．２　卤虫无节幼体试验溶液体积应为１００ｍＬ，试验容器可采用烧杯等玻璃容器。

７．２．３　蒙古裸腹蟤试验溶液体积应为１００ｍＬ，试验容器可采用烧杯等玻璃容器。

７．２．４　裸项栉虾虎鱼仔鱼试验溶液体积应为２００ｍＬ，试验容器可采用烧杯、水槽等玻璃容器。

７．３　环境因子测定的试剂和仪器

溶氧仪、盐度计、ｐＨ计、温度计。也可采用分光光度法测定溶解氧含量，测定的试剂和仪器应符合

ＧＢ１７３７８．４—２００７第３２章的规定。

３
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７．４　其他

高速搅拌器、显微镜、胶头滴管、量筒、手抄网、酶标板或者小离心管等。

８　试验程序

８．１　检验样品的准备

８．１．１　稀释水的准备

稀释水应清洁、无毒、水质稳定且对实验生物适宜，宜使用取自清洁无污染海区水质稳定的海水作

为稀释水。若条件不许可，可使用人工配制海水，配制成与纳污水体相同的盐度后使用。

８．１．２　贮备液的配制

８．１．２．１　钻井液贮备液的配制

８．１．２．１．１　水基钻井液

按体积比取１份钻井液加入９份稀释水，２０００ｒ／ｍｉｎ～３０００ｒ／ｍｉｎ搅拌１５ｍｉｎ，然后加水稀释为

试验组的最高浓度，继续搅拌５ｍｉｎ，静置６０ｍｉｎ后取上层悬浮液作为贮备液。

８．１．２．１．２　油基钻井液

按体积比取１份钻井液加入９份稀释水，２０００ｒ／ｍｉｎ～３０００ｒ／ｍｉｎ搅拌１５ｈ至絮状，然后加水稀

释为试验组的最高浓度，继续搅拌５ｍｉｎ，静置６０ｍｉｎ后，避开表面油膜，取水相部分作为贮备液。

８．１．２．１．３　合成基钻井液

按８．１．２．１．２的规定配制。

８．１．２．２　基液贮备液的配制

按８．１．２．１．２的规定配制。

８．１．２．３　生产水贮备液的配制

取一定体积的生产水加入稀释水中，２０００ｒ／ｍｉｎ搅拌１５ｍｉｎ，配制成预定浓度的贮备液。

８．２　组织固定液的配制

８．２．１　固定液的使用

固定液用于以生长做观测指标的生物毒性试验中生物个体的组织固定。固定液可采用中性甲醛固

定液（３％～５％）或鲁哥氏液。

８．２．２　中性甲醛固定液（３％～５％）

以ｐＨ７．２～７．４的磷酸缓冲液为溶剂配制，配制后应密封并保存在阴凉处，保存时间不超过一个

月。３％中性甲醛固定液配方：蒸馏水９２５ｍＬ，加入无水磷酸氢二钠６．５ｇ，及磷酸二氢钠４．０ｇ，充分溶

解后加入甲醛（４０％）溶液７５ｍＬ。５％中性甲醛固定液配方：蒸馏水８７５ｍＬ，加入无水磷酸氢二钠

６．５ｇ，及磷酸二氢钠４．０ｇ，充分溶解后加入甲醛（４０％）溶液１２５ｍＬ。

８．２．３　鲁哥氏液

鲁哥氏液又称碘液，配制方法：取６ｇ碘化钾溶于２０ｍＬ蒸馏水中，搅拌到完全溶解后，加入４ｇ

碘，等碘充分溶解后，加入８０ｍＬ蒸馏水，贮存在棕色试剂瓶内。

８．３　预备试验

宜选用２种或２种以上的实验生物进行试验。以死亡率为观测指标的预试验应尽量确定出全部死

亡和无死亡的浓度范围，以生长为观测指标的预试验应确定出能引起５０％以上（低于１００％）作用效果

和５０％以下（高于０％）作用效果的浓度范围。具体操作按照８．４。

８．４　正式试验

８．４．１　试验浓度设置

用贮备液和稀释水配制试验溶液，参考预试验结果设定５个等比浓度组和１个空白对照组，等比系

数不宜大于２．０，每个试验组应设４个重复，每个容器应放１０个实验生物个体。如果样品毒性较低，则

应保证试验死亡数据至少能满足计算ＬＣ５０或ＥＣ５０的最低要求。
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８．４．２　实验生物移入

８．４．２．１　仔虾

用手抄网在驯养池中随机选择实验生物并及时放入试验容器内。弃用跃出或损伤的生物。在试验

操作过程中，应在３０ｍｉｎ内完成分放实验生物。

８．４．２．２　卤虫

用胶头滴管在驯养容器随机吸取卤虫幼体，然后小心移入试验容器。尽量减少分放实验生物的时

间，尽量减少生物移入过程中对各浓度组试验溶液的稀释。

８．４．２．３　蒙古裸腹蟤

按照８．４．２．２规定的方法操作。

８．４．２．４　裸项栉虾虎鱼仔鱼

按照８．４．２．２规定的方法操作。

８．４．３　充气要求

当试验溶液的溶解氧饱和度低于６０％时，应对试验溶液进行轻微充气，充气气泡为６０个／ｍｉｎ～

１００个／ｍｉｎ。如浓度组进行充气，同样对照组也应充气。

８．４．４　试验的环境因子

试验适宜的环境条件为：水温２３℃～２８℃，盐度２０～３５，ｐＨ７．６～８．６。试验过程中水温变化范围

不应超过２℃，盐度变化范围不宜超过２，ｐＨ值变化范围不宜超过０．４。

８．４．５　饲喂

８．４．５．１　仔虾宜饲喂卤虫无节幼体，每个仔虾每天饲喂１０个卤虫无节幼体。

８．４．５．２　卤虫幼体和蒙古裸腹蟤饲喂扁藻、小球藻等单细胞藻类，藻液离心后饲喂（离心转数

３０００ｒ／ｍｉｎ～４０００ｒ／ｍｉｎ），避免加入藻液引起试验溶液体积的明显改变。

８．４．５．３　裸项栉虾虎鱼仔鱼宜饲喂轮虫，每条仔鱼每天投喂５００个轮虫，每个试验容器投喂体积不超

过０．２ｍＬ。

８．４．６　观察和记录

８．４．６．１　仔虾

毒性试验持续时间为９６ｈ，每２４ｈ观察实验生物，移去死亡个体，将死亡个体数记录在原始记录表

内，见表Ａ．１。轻触无反应或在体视显微镜下观测心脏停止跳动均可判定为死亡。

８．４．６．２　卤虫

８．４．６．２．１　以死亡为观测指标的毒性试验，持续时间为９６ｈ，每２４ｈ观察实验生物，移去死亡个体，将

死亡个体数记录在原始记录表内，见表Ａ．１。沉到容器底部的幼体在１５ｓ内仍不能游动者，即认为已

死亡。

８．４．６．２．２　以生长为观测指标的毒性试验，持续时间为７２ｈ。７２ｈ时用吸管吸出存活个体置于酶标

板或离心管中，加入鲁哥氏液或中性甲醛固定液（３％～５％）固定后，吸出卤虫置载玻片上，在４倍物镜

下用目镜测微尺观测体长，或使用显微镜摄像系统的软件进行体长测量，卤虫体长为尾凹到头部的最长

距离。将体长观测值记录在原始记录表内，见表Ａ．２。

８．４．６．３　蒙古裸腹蟤

毒性试验持续时间为７２ｈ，每２４ｈ观察实验生物，移去死亡个体，将死亡个体数记录在原始记录表

内，见表Ａ．１。沉到容器底部的蒙古裸腹蟤在１５ｓ内仍不能游动者，即认为已死亡。

８．４．６．４　裸项栉虾虎鱼仔鱼

毒性试验持续时间为９６ｈ，每２４ｈ观察实验生物，移去死亡个体，将死亡个体数记录在原始记录表

内，见表Ａ．１。体色不透明或身体弯曲，且用胶头滴管轻吹无反应的判为死亡个体。

８．４．６．５　环境因子的测定和记录

每次试验溶液配制后应测定并记录各项环境因子，如溶解氧、ｐＨ 值、水温、盐度等，结束试验时宜
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相应地测定并记录这些环境因子。测定值记录在原始记录表上，参见附录Ａ。

９　试验结果分析和判断

９．１　结果的有效性

试验溶液的溶解氧饱和度应达到６０％以上。以卤虫作为实验生物的试验，对照组的死亡率不超过

１０％；以仔虾及仔鱼作为实验生物的试验，对照组的死亡率不超过２０％。

９．２　试验结果的判定

９．２．１　试验结果判定流程

试验结果判定流程见附录Ｂ。

９．２．２　以死亡为观测指标的生物毒性试验

９．２．２．１　在大于或等于生物毒性容许值的试验浓度组未出现实验生物死亡，直接判定为大于生物毒性

容许值。

９．２．２．２　当小于生物毒性容许值的试验浓度组出现实验生物死亡，通过概率单位法、图表法等方法计

算ＬＣ５０值。概率单位法、Ｓｐｅａｒｍａｎｋａｒｂｅｒ法和ＴｒｉｍｍｅｄＳｐｅａｒｍａｎｋａｒｂｅｒ法计算ＬＣ５０值和置信区间，

作为受检物的生物毒性结果，计算方法参见附录Ｃ和附录Ｄ。

９．２．２．３　在小于生物毒性容许值的试验浓度组出现实验生物死亡，通过计算ＮＯＥＣ值辅助判定受检

物的生物毒性。对试验结果进行正态分布和方差齐次检验，参见附录Ｅ，如符合正态检验和方差齐次检

验则采用附录Ｆ的参数检验方法（Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ检验）判定ＮＯＥＣ值。如不符合正态检验或方差齐次检验

则采用附录Ｆ的非参数秩检验方法（Ｓｔｅｅｌ’ｓ多对一检验）判定ＮＯＥＣ值。

９．２．３　以生长为观测指标的生物毒性试验

通过线性内插法计算ＥＣ５０，以ＥＣ５０值作为受检物的生物毒性结果，计算方法参见附录Ｃ；可以通过

计算ＮＯＥＣ值来辅助判定受检物的生物毒性，按９．２．２．３规定的方法计算。

１０　质量控制

１０．１　批间和批内质量控制

１０．１．１　每批次试验必须同时进行标准毒物的２４ｈ生物毒性试验，通过比较ＬＣ５０值评价实验生物质量

的稳定性。

１０．１．２　保证试验过程试验环境因子的稳定性，即试验期间的水温变化不应超过２℃，盐度变化不宜超

过２，ｐＨ变化范围不应超过０．４，溶解氧饱和度应大于６０％。

１０．２　原始记录

原始记录应完整，包括采样的时间和地点、试验时间、样品的保存方法、采样和试验人员签名、试验

所用的方法和技术、质量控制记录、试验的原始资料、仪器校准和维修记录、试验报告等。

１１　检验报告

检验报告应包括检验报告表和试验报告。

检验报告表包括：送样单位、送样人、送样时间、样品名称、样品编号、样品接受人、检验依据的标准、

试验结果、出具检验结果的生物毒性试验室签章等。生物毒性检验报告表的格式参见附录Ｇ。不同试

验的检验报告应分别撰写。

试验报告包括：受试样品表观描述；稀释水、贮备液和试验溶液的配制；试验所用仪器设备；实验生

物介绍；对照组和各个浓度组死亡数；用浓度反应曲线或方程表示的试验浓度与实验生物反应的关系；

检验人签名。
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附　录　犃

（资料性附录）

生物毒性试验结果原始记录表

　　表Ａ．１为生物死亡毒性试验结果原始记录表。

表Ａ．２为生物生长毒性试验结果原始记录表。

表犃．１　７２犺／９６犺静水式生物死亡毒性试验原始记录表

受试物质： 样品编号： 送样单位：

实验生物： 送样日期： 试验日期：

检验依据： 样品表观性状：

时间 项目
对照组 组１：　　 ｍｇ／Ｌ 组２：　　ｍｇ／Ｌ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

０ｈ

存活数

水温

℃

盐度

ｐＨ

ＤＯ
ｍｇ／Ｌ

２４ｈ

存活数

水温

℃

盐度

４８ｈ

存活数

水温

℃

盐度

７２ｈ

存活数

水温

℃

盐度

９６ｈ

存活数

水温

℃

盐度

ｐＨ

ＤＯ
ｍｇ／Ｌ
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表犃．１（续）

受试物质： 样品编号： 送样单位：

实验生物： 送样日期： 试验日期：

检验依据： 样品表观性状：

时间 项目
组３：　　 ｍｇ／Ｌ 组４：　　 ｍｇ／Ｌ 组５：　　ｍｇ／Ｌ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

０ｈ

存活数

水温

℃

盐度

ｐＨ

ＤＯ
ｍｇ／Ｌ

２４ｈ

存活数

水温

℃

盐度

４８ｈ

存活数

水温

℃

盐度

７２ｈ

存活数

水温

℃

盐度

９６ｈ

存活数

水温

℃

盐度

ｐＨ

ＤＯ
ｍｇ／Ｌ

检测人： 复核人：
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表犃．２　７２犺生物生长毒性试验原始记录表

受试物质： 样品编号： 送样单位：

实验生物： 送样日期： 试验日期：

检验依据： 样品表观性状：

时间 项目
对照组 试验组１：　　 ｍｇ／Ｌ 试验组２：　　ｍｇ／Ｌ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

０ｈ

水温

℃

盐度

ｐＨ

ＤＯ
ｍｇ／Ｌ

２４ｈ

水温

℃

盐度

４８ｈ

水温

℃

盐度

７２ｈ

水温

℃

盐度

ｐＨ

ＤＯ
ｍｇ／Ｌ

体长

ｍｍ

１

２

３

４

５

６

７

８

９

１０
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表犃．２（续）

受试物质： 样品编号： 送样单位：

实验生物： 送样日期： 试验日期：

检验依据： 样品表观性状：

时间 项目
试验组３：　　 ｍｇ／Ｌ 试验组４：　　 ｍｇ／Ｌ 试验组５：　　ｍｇ／Ｌ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

０ｈ

水温

℃

盐度

ｐＨ

ＤＯ
ｍｇ／Ｌ

２４ｈ

水温

℃

盐度

４８ｈ

水温

℃

盐度

７２ｈ

水温

℃

盐度

ｐＨ

ＤＯ
ｍｇ／Ｌ

体长

ｍｍ

１

２

３

４

５

６

７

８

９

１０

检测人： 复核人：
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附　录　犅

（规范性附录）

生物毒性试验结果判定流程图

　　图Ｂ．１、图Ｂ．２、图Ｂ．３为生物毒性试验结果判定流程图。

图犅．１　以死亡为观测指标的生物毒性试验结果判定流程

图犅．２　犔犆５０的计算流程
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图犅．３　以生长为观测指标的生物毒性试验结果判定流程
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附　录　犆

（资料性附录）

犔犆５０和犈犆５０的计算方法

犆．１　犔犆５０的概率单位计算法

犆．１．１　一组生物毒性试验的数据如下，将试验的原始数据进行浓度对数转换、死亡率查表转换为概率

单位，列表见表Ｃ．１计算表。

表犆．１　计算表

浓度

％
浓度对数犡

实验生物数狀

ｉｎｄ

死亡数狉

ｉｎｄ

死亡率

％
概率单位

１．３５ ０．１３０３ ４０ １２ ３０ ４．４８

１．８０ ０．２５５３ ４０ ２４ ６０ ５．２５

２．４０ ０．３８０２ ４０ ２８ ７０ ５．５２

３．２０ ０．５０５１ ４０ ３６ ９０ ６．２８

４．２０ ０．６２３２ ４０ ４０ １００ —

对照 — ４０ ０ ０ —

　　若对照组出现死亡时还要对各个试验组的数据进行校正，按式（Ｃ．１）进行（本例中无需进行此

步骤）：

狆
犪
犻 ＝ （狆

狊
犻－狆

狊
狅）／（１－狆

狊
狅） …………………………（Ｃ．１）

　　式中：

狆
犪
犻———经过校正的第犻组的死亡率；

狆
狊
犻———观察的第犻组的死亡率；

狆
狊
狅———对照组的死亡率。

犆．１．２　以表Ｃ．１中的浓度对数犡 为横轴，概率单位为纵轴做散点图，按照最小二乘法划出拟合直线

（图Ｃ．１），标出概率单位为５时的浓度对数ｌｇ犔犆５０，本例中ｌｇ犔犆５０＝０．２４，求反对数得犔犆５０为１．７４％。

图犆．１　浓度对数和死亡概率单位关系图

犆．１．３　求浓度反应的回归方程。

犆．１．３．１　在直线上取距离较远的两个点，如取概率单位４（狔１）和６（狔２），然后在图中读出相应的狓１＝

０．０３５和狓２＝０．４４５，按式（Ｃ．２）计算斜率犫，为４．８７８。

犫＝ （狔２－狔１）／（狓２－狓１） …………………………（Ｃ．２）
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犆．１．３．２　将犫值和ｌｇ犔犆５０值代入式（Ｃ．３），计算得浓度反应的回归方程。

狔＝犢＋犫（狓－犡） …………………………（Ｃ．３）

　　式中：

狔———任一浓度组的期望概率单位；

犢———概率单位５；

狓———概率单位为狔时的浓度对数；

犡———概率单位为５时的浓度对数。

本例中：

犫＝４．８７８，犡＝０．２４

狔＝５＋４．８７８（狓－０．２４）

＝４．８７８狓＋３．８２９

犆．１．４　χ
２ 检验

χ
２ 检验的公式：

χ
２
＝∑（狉－狀狆）

２／狀狆（１－狆） …………………………（Ｃ．４）

　　式中：

狀———实验生物数；

狉———死亡数；

狆———期望死亡率；

狀狆———期望死亡数。

列出回归线χ
２ 检验表，见表Ｃ．２。

本例中自由度为２，查表得χ
２
０．０５＝５．９９，而回归线的χ

２＝１．３３９６，χ
２
０．０５＞χ

２，所以回归线符合检验。

表犆．２　回归线的χ
２检验表

狓 狀 狉 狔
犘

％
狀狆 狉－狀狆 （狉－狀狆）

２ 狀狆（１－狆）
（狉－狀狆）

２

狀狆（１－狆）

０．１３０３ ４０ １２ ４．４６４９ ２９ １１．６ ０．４ ０．１６ ８．２３６ ０．０１９４

０．２５５３ ４０ ２４ ５．０７４２ ５３ ２１．２ ２．８ ７．８４ ９．９６４ ０．７８６８

０．３８０２ ４０ ２８ ５．６８３９ ７５ ３０．０ －２．０ ４．００ ７．５００ ０．５３３３

０．５０５１ ４０ ３６ ６．２９３２ ９０ ３６．０ ０ ０ ３．６００ ０

　　χ
２ １．３３９６

犆．１．５　求ｌｇ犔犆５０的均数的标准误

犆．１．５．１　按式（Ｃ．５）求标准差犛，为０．２０５。

犛＝１／犫 …………………………（Ｃ．５）

犆．１．５．２　按式（Ｃ．６）求均数的标准误犛ｍ，为０．０２６５。

犛ｍ ＝犛／
　

狀′／槡 ２ …………………………（Ｃ．６）

　　式中：

狀′———死亡概率单位在４～６范围内所用的动物数。

犆．１．６　求ＬＣ５０的置信限：按式（Ｃ．７）求出ｌｇ犔犆５０的９５％置信限的对数值，为０．１８８１～０．２９１９，然后

取反对数得ＬＣ５０的９５％置信限为１．５４２１％～１．９５８４％。

９５％ 置信限 ＝ｌｇ犔犆５０±１．９６×犛ｍ …………………………（Ｃ．７）

犆．２　犈犆５０的线性内插计算法

犆．２．１　以某个生产水样品对卤虫生长的毒性试验为例，说明ＥＣ５０的计算方法，试验结果见表Ｃ．３。该
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试验共设五个浓度组和一个对照组，每个浓度组设六个重复处理，每个重复下１０只卤虫，将一个重复下

的１０只卤虫体长取平均值，即得该重复下的平均体长。如果某个重复下出现死亡个体，则将存活个体

的体长总和除以１０，即为该重复下的平均体长。

犆．２．２　平均值平滑处理

犆．２．２．１　以线性内插法计算ＥＣ５０需满足的前提是，随浓度增加，各浓度组观测值（体长）递减。因此在

计算ＥＣ５０之前，需对各浓度组的平均值进行平滑处理。处理前的平均值以犢犻表示，处理后的平均值以

犕犻表示。

犆．２．２．２　本例中，犢１＞犢２，则犕１＝犢１，接着比较犢２和犢３，犢２＜犢３。

表犆．３　生产水样品对卤虫生长的毒性试验结果 单位为毫米

重　复

各试验组浓度

ｇ／Ｌ

对照 ５０ １００ ２００ ４００ ８００

１ １．３１３ １．１２５ １．２６３ １．１６３ １．１２５ ０．１０８

２ １．２８８ １．１８８ １．２６９ １．２８８ ０．７７５ ０．２１９

３ １．２２５ １．１８８ １．１５３ １．２７５ １．２２５ ０．１５４

４ １．２２５ １．３７５ １．２８８ １．２３８ １．２３８ ０．３４５

５ １．３１３ １．３００ １．３２５ １．１８８ １．２８８ ０．３３２

６ １．１８８ １．２７５ １．１６７ １．２５０ １．２１３ ０．４１１

平均值犢犻 １．２５９ １．２４２ １．２４４ １．２３４ １．１４４ ０．２６２

犻 １ ２ ３ ４ ５ ６

犆．２．２．３　平均值平滑处理：

犕２ ＝犕３ ＝ （犢２＋犢３）／２＝１．２４３

犆．２．２．４　因为犢６＝０．２６２＜犢５＝１．１４４＜犢４＝１．２３３＜犢３＝１．２４３，设 犕３＝１．２４３，犕４＝１．２３３，犕５＝

１．１４４，犕６＝０．２６２，见表Ｃ．４。

犆．２．２．５　如果浓度组的平均值大于对照组，则将浓度组和对照组取平均值做为平滑平均值。

表犆．４　各浓度组平均值和平滑处理后结果

各试验组浓度犆犻

ｇ／Ｌ
犻

平均值犢犻

ｍｍ

平滑处理后的平均值犕犻

ｍｍ

对照 １ １．２５９ １．２５９

５０ ２ １．２４２ １．２４３

１００ ３ １．２４４ １．２４３

２００ ４ １．２３４ １．２３４

４００ ５ １．１４４ １．１４４

８００ ６ ０．２６２ ０．２６２

犆．２．３　由犕１＝１．２５９，计算出样品对卤虫生长起到５０％抑制效果时的体长值为０．６３０ｍｍ，由表Ｃ．４

查出，该值落在犕５ 和犕６ 之间。

犆．２．４　将犕５、犕６ 和这两个组的浓度值犆５、犆６ 代入下面的式（Ｃ．８），计算ＥＣ５０。
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犈犆ｐ＝犆犼＋［犕１×（１－狆／１００）－犕犼］×（犆犼＋１－犆犼）／（犕犼＋１－犕犼）…………（Ｃ．８）

　　式中：

狆———样品对卤虫生长的抑制百分数；

犼———试验组中样品抑制百分数小于５０的最高浓度组的编号；

犆犼———第犼组的浓度；

犆犼＋１———第（犼＋１）组的浓度；

犕犼———第犼组的平滑平均值；

犕犼＋１———第（犼＋１）组的平滑平均值。

犈犆５０＝犆５＋［犕１×（１－５０／１００）－犕５］×（犆６－犆５）／（犕６－犕５）

＝４００＋［１．２５９×（１－５０／１００）－１．１４４］×（８００－４００）／（０．２６２－１．１４４）

＝６３３．５６

　　同样方法还可计算出样品产生２５％抑制效果时的浓度犈犆２５：

犈犆２５＝犆５＋［犕１×（１－２５／１００）－犕５］×（犆６－犆５）／（犕６－犕５）

＝４００＋［１．２５８×（１－２５／１００）－１．１４４］×（８００－４００）／（０．２６２－１．１４４）

＝４９０．９３
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附　录　犇

（资料性附录）

犛狆犲犪狉犿犪狀犓犪狉犫犲狉计算法和犜狉犻犿犿犲犱犛狆犲犪狉犿犪狀犓犪狉犫犲狉计算法

犇．１　犛狆犲犪狉犿犪狀犓犪狉犫犲狉计算法

犇．１．１　原理和适用范围

ＳｐｅａｒｍａｎＫａｒｂｅｒ计算法属于非参数分析法，用于估计容许值分布的均值，当分布对称时相当

于估计其中值。当处理和校正过的试验数据满足最低浓度组（除去对照组之外）的死亡比例为０、

最高浓度组的死亡比例为１．０，并且至少有一组在０～１．０之间时，适用本方法计算 ＬＣ５０及其

９５％置信限。

犇．１．２　数据平滑处理和校正

首先观察试验数据是否满足：死亡率随着受试物浓度的升高而升高，即狆狅≤…≤狆犽（狆狅 指对照组的

死亡率，狆犽 指最高浓度组的死亡率）。如果不是就要按式（Ｄ．１）对数据进行平滑处理，当狆犻＜狆犻－１时：

狆
狊
犻－１ ＝狆

狊
犻 ＝ （狆犻＋狆犻－１）／２ …………………………（Ｄ．１）

　　式中：

狆
狊
犻———经过处理的第犻组的死亡率。

其次，若对照组出现死亡时还要按式（Ｄ．２）对平滑处理后的数据进行校正：

狆
犪
犻 ＝ （狆

狊
犻－狆

狊
狅）／（１－狆

狊
狅） …………………………（Ｄ．２）

　　式中：

狆
犪
犻———经过校正的第犻组的死亡率；

狆
狊
犻———经过平滑处理的第犻组的死亡率；

狆
狊
狅———经过平滑处理的对照组的死亡率。

犇．１．３　计算犿及犿 的估计方差犞（犿）

依据式（Ｄ．３）计算犿值，即ｌｇ犔犆５０；依据式（Ｄ．４）计算犿的估计方差犞（犿）：

犿＝∑
犽－１

犻＝１

（狆
犪
犻＋１－狆

犪
犻）（犡犻＋犡犻＋１［ ］）／２ …………………………（Ｄ．３）

犞（犿）＝∑
犽－１

犻＝２

狆
犪
犻（１－狆

犪
犻）（犡犻＋１－犡犻－１）［ ］

２ ／４（狀犻－１） ………………（Ｄ．４）

　　式中：

犡犻———第犻组浓度的以１０为底的对数值；

犽———除去对照组外的试验组数；

狀犻———第犻组的受试动物数；

狆
犪
犻———经过平滑处理和校正后的第犻组的死亡率。

犿的９５％置信限为：犿±２．０× 犞（犿槡 ），取犿 值及其置信限的反对数即可求出ＬＣ５０及ＬＣ５０的置

信限。

犇．１．４　示例

表Ｄ．１为一组９６ｈ毒性试验结果的原始数据以及平滑处理、校正后的数据结果，所有试验组的受

试动物总数均为２０只。
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表犇．１　９６犺毒性试验结果数据表

试验组

％
浓度对数

ＳｐｅａｒｍａｎＫａｒｂｅｒ法 ＴｒｉｍｍｅｄＳｐｅａｒｍａｎＫａｒｂｅｒ法

死亡数

ｉｎｄ
平滑处理 校正

死亡数

ｉｎｄ
平滑处理 校正

对照组 — １ ０．０２５ ０．０００ １ ０．０５ ０．０００

６．２５ ０．７９５９ １ ０．０２５ ０．０００ ０ ０．０５ ０．０００

１２．５０ １．０９６９ ０ ０．０２５ ０．０００ ２ ０．０６７ ０．０１３

２５．００ １．３９７９ ０ ０．０２５ ０．０００ ０ ０．０６７ ０．０１３

５０．００ １．６９９０ １３ ０．６５ ０．６４１ ０ ０．０６７ ０．０１３

１００．００ ２．００００ ２０ １．００ １．０００ １６ ０．０８ ０．０３２

　　依据数据求ｌｇ犔犆５０即犿，以及犞（犿）：

犿＝ ［（０．００００－０．００００）×（０．７９５９＋１．０９６９）］／２＋［（０．００００－０．００００）×

　（１．０９６９＋１．３９７９）］／２＋［（０．６４１０－０．００００）×（１．３９７９＋１．６９９０）］／２＋

　［（１．００００－０．６４１０）×（１．６９９０＋２．００００）］／２

＝１．６５６５

犞（犿）＝０．００００×（１－０．００００）×（１．３９７９－０．７９５９）
２／４×１９＋

　０．００００×（１－０．００００）×（１．６９９０－１．０９６９）
２／４×１９＋

　０．６４１０×（１－０．６４１０）×（２．００００－１．３９７９）
２／４×１９

＝０．００１０９８

　　依据值犿和犞（犿）确定９５％置信限为： 槡１．６５６５±２．０× ０．００１０９７＝（１．５９０３，１．７２２８）

对所得值取反对数，犔犆５０＝１０
１．６５６５＝４５．３

ＬＣ５０的９５％置信区间下限为１０
１．５９０３＝３８．９，上限为１０１．７２２８＝５２．８。

犇．２　犜狉犻犿犿犲犱犛狆犲犪狉犿犪狀犓犪狉犫犲狉计算法

犇．２．１　适用范围

当试验数据不满足概率单位计算法及ＳｐｅａｒｍａｎＫａｒｂｅｒ计算法时，方可采用ＴｒｉｍｍｅｄＳｐｅａｒｍａｎ

Ｋａｒｂｅｒ计算法。要求浓度组数据在经过平滑处理及校正后，至少有一组数据的死亡率在０～１．０之间，

并且所有浓度组的死亡率数据区间包括０．５。由于本方法比较繁杂，建议适用电脑分析。

犇．２．２　对试验数据的要求及处理方法同Ｄ．１．２。

犇．２．３　在求ＬＣ５０及其９５％置信限时，还需要计算犜狉犻犿：

犜狉犻犿 ＝犿犪狓（狆
犪
１，１－狆

犪
犽） …………………………（Ｄ．５）

　　式中：

狆
犪
１———经过处理和校正后的最低浓度组（除去对照组之外）的死亡比例；

犽———除去对照组外的试验组数；

狆
犪
犽———经过处理和校正后的最高浓度组的死亡比例。
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附　录　犈

（资料性附录）

正态性检验和方差齐性检验

犈．１　犛犺犪狆犻狉狅犠犻犾犽’狊检验

犈．１．１　原理和适用范围

ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ’ｓ检验通过用一个指标对分布的偏度、峰度进行综合检验，该方法适用于小样本资料

的正态性检验，尤其是狀≤５０时。在本试验中，一个样本指试验组中的一个重复，样本观测值指经过反

正弦方根变换的数值。

犈．１．２　把一组９６ｈ毒性试验结果的原始数据、反正弦方根变换值、平均值和方差列表（表Ｅ．１）。

表犈．１　９６犺毒性试验存活数据表

重复
对照组

ｍｇ／Ｌ

试验组

ｍｇ／Ｌ

３２ ６４ １２８ ２５６ ５１２

原始数据

Ａ １．０ ０．８ ０．９ ０．９ ０．７ ０．４

Ｂ １．０ ０．８ １．０ ０．９ ０．９ ０．３

Ｃ ０．９ １．０ １．０ ０．８ １．０ ０．４

Ｄ ０．９ ０．８ １．０ １．０ ０．５ ０．２

反正弦

方根转换

Ａ １．４１２ １．１０７ １．２４９ １．２４９ ０．９９１ ０．６８５

Ｂ １．４１２ １．１０７ １．４１２ １．２４９ １．２４９ ０．５８０

Ｃ １．２４９ １．４１２ １．４１２ １．１０７ １．４１２ ０．６８５

Ｄ １．２４９ １．１０７ １．４１２ １．４１２ ０．７８５ ０．４６４

平均值犢犻 １．３３１ １．１８３ １．３７１ １．２５４ １．１０９ ０．６０３

犛２犻 ０．００８９ ０．０２３２ ０．００６６ ０．０１５５ ０．０７６７ ０．０１１１

犻 １ ２ ３ ４ ５ ６

犈．１．３　将每个样本观测值减去其所属试验组的平均值，得到集中观测值并列表（表Ｅ．２），根据所得值

和式（Ｅ．１）计算犇（离均差平方和），犇＝０．４２６５。

表犈．２　集中观测值表

重复
对照组

ｍｇ／Ｌ

浓度组

ｍｇ／Ｌ

３２ ６４ １２８ ２５６ ５１２

Ａ ０．０８１ －０．０７６ －０．１２２ －０．００５ －０．１１８ ０．０８２

Ｂ ０．０８１ －０．０７６ ０．０４１ －０．００５ ０．１４０ －０．０２４

Ｃ －０．０８２ ０．２２９ ０．０４１ －０．１４７ ０．３０３ ０．０８２

Ｄ －０．０８２ －０．０７６ ０．０４１ ０．１５８ －０．３２４ －０．１３９
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犇＝∑
狀

犻＝１

（犡犻－珡犡）
２ …………………………（Ｅ．１）

　　式中：

狀———样本数；

犡犻———第犻个样本观测值；

珡犡———所有集中观测值的平均值。

犈．１．４　将各个集中观测值由小到大排列（表Ｅ．３）犡
（１）
≤犡

（２）
≤…≤犡

（犻），犡
（犻）为排序后的第犻个集中观

测值。根据样本数狀查ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ’ｓｔｅｓｔ系数表得犪１，犪２，…犪犽，当狀为偶数时，犽＝狀／２，当狀为奇数

时犽＝（狀－１）／２。然后依据式（Ｅ．２）计算犠 值，犠＝（０．６４４４）２／０．４２６５＝０．９７４。

表犈．３　集中观测值的秩序表

犻 犡
（犻） 犻 犡

（犻）

１ －０．３２４ １３ －０．００５

２ －０．１４７ １４ ０．０４１

３ －０．１３９ １５ ０．０４１

４ －０．１２２ １６ ０．０４１

５ －０．１１８ １７ ０．０８１

６ －０．０８２ １８ ０．０８１

７ －０．０８２ １９ ０．０８２

８ －０．０７６ ２０ ０．０８２

９ －０．０７６ ２１ ０．１４０

１０ －０．０７６ ２２ ０．１５８

１１ －０．０２４ ２３ ０．２２９

１２ －０．００５ ２４ ０．３０３

犠 ＝ ∑
犽

犻＝１

犪犻（犡
（狀－犻＋１）

－犡
（犻）［ ］）

２
／犇 …………………………（Ｅ．２）

犈．１．４．１　查ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ’ｓｔｅｓｔ分位数表得临界值犠（狀，α），比较犠 和临界值的大小并做出推断结

论。若犠＞犠（狀，α）则资料服从正态分布；若犠≤犠（狀，α），则资料不服从正态分布。本例中α＝０．０５，

狀＝２４，临界值犠（２４，０．０５）＝０．９１６≤犠＝０．９７４，因此本次毒性试验数据符合正态分布。

犈．２　犅犪狉狋犾犲狋狋’狊检验

犈．２．１　原理和适用范围

Ｂａｒｔｌｅｔｔ’ｓ检验用于多个样本方差的齐性检验，通过比较各个试验组的总体均数的变异来判定它们

之间的差异是否有统计学意义。在本试验中，一个样本指试验组中的一个重复，样本观测值指经过反正

弦方根变换的数值。该方法所计算的统计量近似服从于χ
２ 分布。

犈．２．２　一组９６ｈ毒性试验结果（见表Ｅ．１）经正态检验后证明服从正态分布，然后依据式（Ｅ．３）、

（Ｅ．４）、（Ｅ．５）计算犅值：

犅＝ ｌｎ犛２∑
犽

犻＝１

犳犻－∑
犽

犻＝１

犳犻ｌｎ犛
２（ ）犻 ／犆 ………………（Ｅ．３）

犆＝１＋１／［３（犽－１）］∑
犽

犻＝１

犳
－１
　犻－１／∑

犽

犻＝１

犳（ ）［ ］犻 ………………（Ｅ．４）
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犛２＝ ∑
犽

犻＝１

犳犻犛
２（ ）犻 ／∑

犽

犻＝１

犳犻 ……………………（Ｅ．５）

　　式中：

犳犻———各试验组的自由度，犳犻＝（狀犻－１）；

狀犻———每个试验组的重复数；

犻———包括对照组在内的试验组数（１，２，…，犽）；

犛２犻———各试验组的方差；

犆———校正系数。

计算得　犅＝［１８ｌｎ（０．０２３７）－３∑
犽

犻＝１

ｌｎ犛２犻］／１．１２９６

＝［１８×（－３．７４２４）－３×（－２４．７３７８）］／１．１２９６

＝６．０６４

犈．２．３　当多个样本满足方差相齐时，犅值近似服从自由度为（犽－１）的χ
２ 分布。当自由度为５，显著性

水平为０．０１时，查表得临界值为１５．０８６。由于犅＝６．０６４，差异不显著，故方差相齐。
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附　录　犉

（资料性附录）

犇狌狀狀犲狋狋’狊检验和犛狋犲犲犾’狊多对一秩检验

犉．１　犇狌狀狀犲狋狋’狊检验

犉．１．１　原理和适用范围

Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ检验通过比较各试验组均数和对照组均数来判定两者之间是否有统计学上的差异。本

分析方法适用于毒性试验的原始数据符合正态和方差齐次检验后的数据分析。把一组９６ｈ污染物的

毒性试验结果的原始数据、反正弦方根变换值、总和和平均值列表，见表Ｆ．１。

表犉．１　９６犺毒性试验存活数据表

重复
对照组

ｍｇ／Ｌ

试验组

ｍｇ／Ｌ

３２ ６４ １２８ ２５６ ５１２

原始数据

Ａ １．０ ０．８ ０．９ ０．９ ０．７ ０．４

Ｂ １．０ ０．８ １．０ ０．９ ０．９ ０．３

Ｃ ０．９ １．０ １．０ ０．８ １．０ ０．４

Ｄ ０．９ ０．８ １．０ １．０ ０．５ ０．２

反正弦

方根转换

Ａ １．４１２ １．１０７ １．２４９ １．２４９ ０．９９１ ０．６８５

Ｂ １．４１２ １．１０７ １．４１２ １．２４９ １．２４９ ０．５８０

Ｃ １．２４９ １．４１２ １．４１２ １．１０７ １．４１２ ０．６８５

Ｄ １．２４９ １．１０７ １．４１２ １．４１２ ０．７８５ ０．４６４

总和犜 ５．３２２ ４．７３３ ５．４８５ ５．０１７ ４．４３８ ２．４１３

平均值犡 １．３３１ １．１８３ １．３７１ １．２５４ １．１０９ ０．６０３

犻 １ ２ ３ ４ ５ ６

犌＝∑犜 １１．３１９

犉．１．２　建立ＡＮＯＶＡ（方差分析）计算表，见表Ｆ．２。

表犉．２　犃犖犗犞犃计算表

方差来源 自由度ν 离均差平方和犛犛 均方犕犛＝犛犛／ν

组间 狆－１＝５ 犛犛犅 犛犅２

组内 犖－狆＝１８ 犛犛犠 犛犠２

总数 犖－１＝２３ 犛犛犜

　　表中各项的计算公式为：

犛犛犅 ＝∑
狆

犻＝１

犜２犻／狀犻－犌
２／犖 ……………………（Ｆ．１）

犛犛犜 ＝∑
狆

犻＝１
∑

狀犻

犼＝１

犢２犻犼－犌
２／犖 ……………………（Ｆ．２）

犛犛犠 ＝犛犛犜－犛犛犅 ……………………（Ｆ．３）

犛犅２ ＝犛犛犅／（狆－１） ……………………（Ｆ．４）
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犛犠２
＝犛犛犠／（犖－狆） ……………………（Ｆ．５）

　　式中：

狆———试验组和对照组的总数；

犖———样本含量；

狀犻———第犻组。

本例中：

狀１ ＝狀２ ＝狀３ ＝狀４ ＝狀５ ＝狀６ ＝４

犖 ＝２４

犌＝∑
狆

犻＝１

犜犻＝２７．４０８

犛犛犅 ＝∑
狆

犻＝１

犜２犻／狀犻－犌
２／犖

＝１３１．４９５／４－２７．４０８
２／２４

＝１．５７４

犛犛犜 ＝∑
狆

犻＝１
∑

狀犻

犼＝１

犢２犻犼－犌
２／犖

＝３３．３００－２７．４０８
２／２４

＝２．０００

犛犛犠 ＝犛犛犜－犛犛犅 ＝２．０００－１．５７４＝０．４２６０

犛犅２ ＝犛犛犅／（狆－１）＝１．５７４／（６－１）＝０．３１５０

犛犠２
＝犛犛犠／（犖－狆）＝０．４２６／（２４－６）＝０．０２４

犉．１．３　狋值的计算，按式（Ｆ．６）进行。

按式（Ｆ．６）计算狋值：

狋＝ （犢１－犢犻）／ 犛犠２
×（１／狀１＋１／狀犻槡 ） ……………………（Ｆ．６）

　　式中：

犢１———对照组的平均存活率；

犢犻———第犻试验组的平均存活率；

狀１———对照组的重复样；

狀犻———试验组的重复样。

数据代入式（Ｆ．６）为：

狋２ ＝ （１．３３１－１．１８３）／ ０．０２４×（１／４＋１／４槡 ）＝１．３５１

　　计算得各浓度组的狋值（表Ｆ．３）。

表犉．３　狋值计算表

污染物浓度

ｍｇ／Ｌ
犻 狋犻

３２ ２ １．３５１

６４ ３ －０．３６５

１２８ ４ ０．７０３

２５６ ５ ２．０２７

５１２ ６ ６．６４６

３２

犌犅／犜１８４２０．２—２００９



犉．１．４　方差分析犜介值表（见表Ｆ．４）使用举例。当α＝０．０５时，查表Ｆ．４可知狋α 值为２．４１。那么

狋５＜２．４１，狋６＞２．４１，从而判定ＮＯＥＣ为２５６ｍｇ／Ｌ。

表犉．４　方差分析（犇狌狀狀犲狋狋’狊狋犲狊狋）犜介值表

α＝０．０５单侧检验

ν／狀 ３ ４ ５ ６ ７ ８

１５ ２．２４ ２．３６ ２．４４ ２．５１ ２．５７ ２．６２

１６ ２．２３ ２．３４ ２．４３ ２．５０ ２．５６ ２．６１

１７ ２．２２ ２．３３ ２．４２ ２．４９ ２．５４ ２．５９

１８ ２．２１ ２．３２ ２．４１ ２．４８ ２．５３ ２．５８

１９ ２．２０ ２．３１ ２．４０ ２．４７ ２．５２ ２．５７

２０ ２．１９ ２．３０ ２．３８ ２．４６ ２．５１ ２．５６

犉．２　犛狋犲犲犾’狊多对一秩检验

犉．２．１　原理和适用范围

Ｓｔｅｅｌ’ｓ检验将各试验组和浓度组编秩后，通过比较各浓度组和对照组的秩和来判定两者之间是否有

统计学的差异。本分析方法适用于毒性试验的原始数据不符合正态检验和方差齐次检验后的数据分析。

犉．２．２　分析步骤

犉．２．２．１　把一组９６ｈ污染物的毒性试验结果的原始数据、反正弦方根变换值、平均值和标准离差列

表，见表Ｆ．５。

犉．２．２．２　把每个对照组和试验组的数据进行合并，然后将对照组和每个试验组的数据从小到大排序，

统一编秩（１，２，…）。当数据相同时，秩次取位置序数的平均值；最后把所有排序结果列表，并计算每个

试验浓度组的秩和。见表Ｆ．６秩计算表。

犉．２．２．３　本例检验水平α为０．０５，试验组数（除对照组）为４，查表Ｆ．７，犜α＝１０，只有１个试验组的秩和值

等于犜α，而其余试验组的秩和值均大于犜α，所以本例中ＮＯＥＣ为１０％。符合生物毒性容许值。

表犉．５　平均值和标准离差计算表

重复
对照组

％

试验组

％

１．８ ３．２ ５．６ １０

原始数据

Ａ １．０ １．０ １．０ １．０ ０．８

Ｂ １．０ １．０ １．０ １．０ ０．８

Ｃ １．０ １．０ １．０ １．０ ０．７

Ｄ １．０ ０．９ １．０ ０．８ ０．６

反正弦

方根变换

Ａ １．４１２ １．４１２ １．４１２ １．４１２ １．１０７

Ｂ １．４１２ １．４１２ １．４１２ １．４１２ １．１０７

Ｃ １．４１２ １．４１２ １．４１２ １．４１２ ０．９９１

Ｄ １．４１２ １．２４９ １．４１２ １．１０７ ０．８８６

平均值 １．４１２ １．３７１ １．４１２ １．３３６ １．０２３

离差 ０．０ ０．００６ ０．０ ０．０２３ ０．０１１

犻 １ ２ ３ ４ ５
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表犉．６　秩计算表

重复
对照组

％

试验组

％

１．８ ３．２ ５．６ １０

Ａ １．４１２（５，４．５，５，６．５） １．４１２（５） １．４１２（４．５） １．４１２（５） １．１０７（３．５）

Ｂ １．４１２（５，４．５，５，６．５） １．４１２（５） １．４１２（４．５） １．４１２（５） １．１０７（３．５）

Ｃ １．４１２（５，４．５，５，６．５） １．２４９（１） １．４１２（４．５） １．４１２（５） ０．９９１（２）

Ｄ １．４１２（５，４．５，５，６．５） １．４１２（５） １．４１２（４．５） １．１０７（１） ０．８８６（１）

秩和 １６ １８ １６ １０

表犉．７　犜介值表

重复样
试验组数（不包括对照组）

２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

４ １１ １０ １０ １０ １０ — — —

５ １８ １７ １７ １６ １６ １６ １６ １５

６ ２７ ２６ ２５ ２５ ２４ ２４ ２４ ２３

７ ３７ ３６ ３５ ３５ ３４ ３４ ３３ ３３

８ ４９ ４８ ４７ ４６ ４６ ４５ ４５ ４４

９ ６３ ６２ ６１ ６０ ５９ ５９ ５８ ５８

１０ ７９ ７７ ７６ ７５ ７４ ７４ ７３ ７２

１１ ９７ ９５ ９３ ９２ ９１ ９０ ９０ ８９

１２ １１６ １１４ １１２ １１１ １１０ １０９ １０８ １０８

５２
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附　录　犌

（资料性附录）

生物毒性检验报告表

　　表Ｇ．１所示为生物毒性检验报告表。

表犌．１　生物毒性检验报告表 Ｎｏ．

样品名称 产品出品日期

种　类 产品编号或批号

等　级 抽（送）样表号

受检单位 检验类别

委托单位 样品数量

生产单位 抽（送）样日期

抽样地点 到样日期

来样方式 样品编号

检验依据

检

验

结

论

备　　注

　　签发人： 签发时间：

６２
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