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摘要:采用三维荧光光谱 ( EEM s)技术,结合 EEM s全光谱及特定光谱区荧光强度积分的方法,研究了九龙江口有色溶解有机物 ( CDOM )入海

过程中在来源及性质上发生的变化特征,并分析了河口外高盐度海区 CDOM各荧光组分的垂直分布特征. 结果表明,九龙江河口区 CDOM含

有类腐殖质荧光峰 A、C、M以及类色氨酸荧光峰 T1、T2,而在口外高盐度海区还观测到类酪氨酸荧光峰 B. EEM s总荧光强度积分值 ( TOT )可

作为表征河口区 CDOM浓度的一个良好指标,且优于常规的单点荧光法.从河端至外海, TOT及 CDOM各荧光团的荧光强度积分值 ( IF I)不断

减小,表明陆源输入为河口区 CDOM的主要来源.而在河口高盐度海区,类蛋白质荧光团 T1、T2在 TOT中的比例不断升高,显示了生物活动的

贡献.九龙江口外高盐度站位中层各荧光峰尤其是类蛋白质荧光峰 ( T1、T2、B)强度高于表、底层,反映了 CDOM光化学反应和生物作用的共同

影响.沉积物间隙水中 C峰极其微弱,而类蛋白质荧光峰 T1、T2、B却非常强烈,反映了沉积物中微生物活动对蛋白质的显著降解作用.
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Abs tract: Flu orescen ce E xcitation Em iss ionM atrix Spectroscopy ( EEM s) w as u sed to characterize the change in sou rce and properties ofC hrom ophoric

D issolved O rganicM ater ( CDOM ) du ring the m ixing of freshw ater and seaw ater in the J iu long River E stu ary. Both total in tegrated fluorescen ce inten sity

( TOT ) and the Integrated F luorescence In ten sity ( IFI) for every fluorophore w ere calculated in EEM s of CDOM. The vert ica l distribu tion of f luorescent

CDOM compon ents was also s tud ied for a h igh sa lin ity station ou t of the estuary ( S stat ion ) . F ive fluorophoresw ere found inCDOM from th e J iu long R iver

estu ary, includ ing th ree hum ic- like fluorescen ce peak s ( A, C, M ) and tw o tryptophan- like fluorescen ce peaks ( T1, T2) , w hile an extra tyros ine-lik e

peak was found in CDOM sam p les from the S station. Th e total in tegrated fluorescen ce intens ity ( TOT) of EEM s can b e u sed as a good index for CDOM

concen trat ion, wh ich is better th an the trad it ion al one-poin t fluorescen ce m ethod. TOT and IFI of all fluorescen t peaks d ecreased along th e salin ity

grad ient, suggest ing that f luvia l inpu tw as th e prim ary source ofCDOM in the estuary. In h igh sal in ity region s, the ratio of peakC to TOT decreasedw h ile

the ratios of tw o protein-lik e f luorophores ( T1 and T2) to TOT in creased, ind icat ing an obvious con tribut ion of b iological act ivity w ith in th is area. IF I of

all f luorescent peak s, especially the protein-lik e fluorescence peak s ( T1、T2、B ) in the m iddle layer ( 18m ) of S stationw ere h igh er than those from th e

surface layer ( 0. 5 m ) and bottom layer ( 35 m ) , suggesting th at the vertical d istribut ion of CDOM in th is station w ere con trolled by b oth CDOM

photochem is try and biological act ivity. Peak C w asw eak in the EEM s of the sed im en t pore w ater collected in S stationw h ile peaksT1、T2 and Bw ere all

very strong, ref lect ing the signif icant degradat ion of protein m aterials by m icrob ial act iv ity in surface sedim en t.

Keywords: Chromophoric D issolved Organ icM at ter( CDOM ) ; EEM s; f luorophore; in tegrated fluorescen ce; J iu long R iver E stuary
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1 引言 ( Introduct ion)

有色溶解有机物 ( CDOM )是从河流输入到海洋

中的溶解有机质的主要成分 ( Rochelle-New all

et al. , 2002; Stedmon et al. , 2000; Guo et al. , 2007;

Ca llahan et al. , 2004) , 其化学组成非常复杂 ( K irk

et al. , 1994). 在陆海相互作用的典型区域 ) ) ) 河口

区,咸淡水的相互混合形成复杂的物理化学及生物

学梯度变化特征 ( Chester, 2000 ), 对这些组成复杂

的有机质的迁移转化带来很大影响, 采用通常的有

机碳总量分析手段难以深入揭示其内在的生物地

球化学过程特征.

三维荧光光谱, 亦称激发发射矩阵光谱

( EEM s), 是近年来用于研究 CDOM的一种新型光

谱指纹分析技术 ( Cob le, 1996) , 可方便快捷地揭示

其中所含的类腐殖质和类蛋白质荧光团的组成信

息 (王志刚等, 2006; Wu et al. , 2003) .利用 EEM s技

术分析河口区 CDOM 中这些荧光团的谱峰组成及

荧光强度变化,有助于从定性和定量 2个角度同时

探究 CDOM在河口混合过程中其性质和浓度发生

的变化特征及其控制因素和机制, 对于跟踪河口冲

淡水的分布, 进而估计陆源物质输送 (如营养盐和

污染物 )对海洋生态系的影响也有很大的参考价

值.但是,国内采用 EEM s方法在河口区开展的研究

却很少 (H ong et al. , 2005).

本研究中以我国亚热带中小径流量河口的典

型代表 ) ) ) 九龙江口为例, 在国内率先采用 EEM s

全光谱及特定光谱区荧光强度积分的方法, 探讨了

陆源 CDOM与海洋 CDOM荧光组分特征及其差异,

研究了 CDOM各类荧光组分在河口区这一复杂的

陆海相互作用界面的分布变化规律, 分析了 CDOM

在从陆地向海洋迁移过程中在来源及性质上发生

的变化及其生物地球化学意义.此外,水体中 CDOM

的荧光特征研究多见于表层水体 ( Hong et a l. ,

2005;季乃云等, 2006;蒋凤华等, 2007) ,有关垂直分

布的研究报道较少 (傅平青等, 2007) , 本研究还对

九龙江口外海高盐度站位 CDOM 垂直分布特征及

主要控制因素进行了探讨.

2 材料与方法 (M ater ia ls andmethods)

2. 1 样品的采集与预处理

2. 1. 1 水样的采集与预处理  2005年 11月 26

日,于九龙江河口区沿盐度梯度设置 11个站位 (图

1) ,分别采集表层水样.为与河口区比较,于 2005年

7月 16日在河口区外的高盐度 (盐度 > 30. 5)海域

(图 1中 S站位 )采集表 ( 0. 5m )、中 ( 18m )及底层水

样 ( 35m ). 所有水样均于 4h内带回实验室立即用孔

径为 0. 2Lm 的 M illipore聚碳酸酯滤膜 ( 10% 的

M ill-iQ盐酸溶液浸泡至少 1h后用 M ill-iQ水充分淋

洗 )过滤, 滤液置于 60cm
3
棕色玻璃瓶 (预先于马弗

炉中 450e 灼烧 5h)中冷冻保存待测.

图 1 九龙江口及邻近海域采样站位图

F ig. 1 Sam p ling locat ion s in the J iu long River E stu ary and ad jacent sea

area

2. 1. 2 沉积物间隙水的采集与预处理  2005年 7

月 16日用蚌式采泥器于 S站位采集表层沉积物样

品,装于聚乙稀袋中, 密封带回实验室,离心收集间

隙水冷冻保存. 荧光测定前用 M ill-iQ水稀释 20倍

以避免荧光内过滤效应.

2. 2 样品的测定

2. 2. 1 荧光测定  荧光分析使用岛津 RF - 5301

荧光分光光度计,配 1cm石英液池. 光源选用 150W

氙弧灯, PMT电压为 700V, 激发和发射狭缝宽度均

设为 10nm, 扫描速度为 1300nm#m in
- 1
. 冷冻样品取

出后避光放置, 自然解冻至室温, 以 M ill-iQ水为空

白. 初始激发波长 ( KEx )为 220nm 时, 发射波长

( KEm )的扫描范围为 230~ 450 nm,当 KE x以 5nm间

隔依次递增至 450nm时, KEm的扫描范围以 5nm间

隔逐次递增至 465 ~ 685 nm. 运用 Surfer软件绘制

CDOM的三维荧光 ( EEM s)谱图.选用激发波长和发

射波长分别为 350nm和 450nm处的荧光强度值来

表征水体中 CDOM 的相对含量, 以 QSU单位表示

( Ferrar i et al. , 1996;郭卫东等, 2005).

EEM s总荧光强度 ( TOT )及各荧光团荧光强度

积分值 ( IFI) : 分别对三维荧光全光谱和各荧光团

(峰 )相应波长范围内的荧光强度进行积分

( Kow a lczuk et al. , 2005), 积分范围见表 1.
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表 1 各峰及 EEM s全光谱荧光强度积分范围

Tab le 1 The integral ranges of each peak intens ity and total flu orescen ce in ten sity in EEM s

荧光谱峰 荧光团 荧光强度积分范围

A UV类腐殖质 KEx = 235~ 250nm, 5nm间隔; KEm = 415~ 445nm, 1nm 间隔

C V is类腐殖质 (陆源 ) KEx = 315~ 355nm, 5nm间隔; KEm = 415~ 445nm, 1nm 间隔

M V is类腐殖质 (海洋来源 ) KEx = 290~ 310nm, 5nm间隔; KEm = 370~ 420nm, 1nm 间隔

T1 短波类色氨酸 KEx = 225~ 235nm, 5nm间隔; KEm = 335~ 390nm, 1nm 间隔

T2 长波类色氨酸 KEx = 260~ 285nm, 5nm间隔; KEm = 320~ 350nm, 1nm 间隔

B 类酪氨酸 KEx = 270~ 280nm, 5nm间隔; KEm = 305~ 310nm, 1nm 间隔

TOT
KEx = 220~ 455nm, 5nm间隔; KEm = ( 230 ~ 450 nm, 1nm间隔 )至 ( 465 ~ 685 nm, 1nm间

隔 ), 5 nm间隔

2. 2. 2 盐度测定  盐度测定采用银量滴定法, 详见

5海洋调查规范6.

3 结果 (R esults)

图 2 九龙江口高、中、低盐度站位 CDOM 的 EEM s (图中数据

单位为相对荧光强度 )

Fig. 2  CDOM EEM s in the h igh salin ity、m iddle salin ity and low

salin ity s tat ions in th e Jiu long estu ary ( data un it: relative

fluorescen ce inten sity)

3. 1 九龙江河口区 CDOM的荧光团

如图 2所示, 2005年 11月 26日航次九龙江河

口区 CDOM共观测到 5个荧光峰, 其中类腐殖质荧

光峰 3个,即 A峰、C峰和 M峰; 类蛋白质荧光峰 2

个,即 T1峰和 T2峰,均为类色氨酸荧光峰, 未观测

到类酪氨酸荧光峰.

3. 2 TOT与 CDOM常规荧光强度之间的关系

图 3为 CDOM总荧光强度积分值 ( TOT )与其

常规荧光强度 ( KEx /KEm = 350nm /450nm )表示的相

对含量之间的关系图, 不难看出两者具有非常好的

线性关系, R
2
为 0. 992, 这为 TOT 应用于河口区

CDOM的定量研究提供了可能.

图 3 EEM s全光谱荧光强度积分值 ( TOT)与 CDOM 荧光强度

(K
Ex
/K
Em
= 350nm /450nm )之间的关系

Fig. 3 The relationship betw een TOT of EEM s and the flu orescen ce

in tens ity ( KEx /KEm = 350nm /450nm ) of CDOM

3. 3 河口混合过程中 CDOM荧光组分的变化

从图 4可见,从九龙江河口区河端到海端, TOT

及 CDOM各荧光团 ( A、C、M、T1、T2峰 )的荧光强度

积分值 ( IFI)均大体呈减小趋势,在中、低盐度区 (盐

度 < 20),线性减小趋势明显,至高盐度区 (盐度 >

20), IFIA、IFIC、IFIM变化不大, 而 IFIT1、IF IT2及 TOT

均略有增加. 在河端, C峰的 IFI最高, 而在海端为

T1峰.在各站位中, T2峰的 IFI均小于其它荧光团,

A、M峰的 IFI的变化趋势几乎相同.

图 5给出了河口区各荧光峰对 EEM s贡献的变

化,从河端向外海,随着盐度的不断增加, C峰对整
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图 4 河口区 TOT及各峰荧光强度积分值 IFI随盐度的变化

Fig. 4  TOT and in tegrated f luorescence inten sity ( IFI) of each

CDOM flu orophore along the estuarine sa lin ity gradien t

个 EEM s的贡献不断降低,从河端的 5. 3%一直降至

高盐度区的 4. 0%; 而 2个类色氨酸峰 ( T1、T2峰 )

对 EEM s的贡献总体上却逐渐增加,特别是在盐度

高于 20时增幅明显.代表 UV类腐殖质的 A峰与代

表海洋类腐殖质的 M 峰对 EEM s的贡献随盐度升

高无明显变化, IF IA /TOT介于 3. 7% ~ 4. 2%之间,

均值为 4. 0%, IFIM /TOT介于 4. 0% ~ 4. 2%之间,

均值为 4. 1%.

本文还进一步研究了各类腐殖质荧光峰 (A、C、

M峰 )在 TOT中所占百分比 ( IFIA /TOT、IFIC /TOT、

IF IM /TOT)与类色氨酸荧光峰 ( T1、T2峰 )在 TOT中

所占百分比之和 ( IFI(T1+ T2 ) /TOT)之间的关系. 如图

6所示, IF IA /TOT、IFIM /TOT随 IFI( T1+ T2) /TOT的增

加无明显变化, 而 IFIC /TOT则随着 IFI( T1+ T2) /TOT

的增加逐渐降低, IF IC /TOT = - 0. 4267+ 0. 0798 @

IF I(T1+ T2 ) /TOT, R
2
为 0. 864.

3. 4 九龙江口外海高盐度站位 CDOM的垂直分布

特征

图 7给出了九龙江口外海高盐度 S站位 CDOM

荧光团的垂直分布情况.该站位的荧光团比 2005年

11月 26日河口区航次更为丰富, 除 A、B、M、T1、T2

峰外, 在表、中、底层水体均观测到 B峰 ( 类酪氨酸

荧光峰 ) . 蛋白质荧光峰 ( T1、T2、B峰 )在中层最为
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明显; 沉积物间隙水稀释 20倍后所测得的 EEM s中

明显缺失 M峰, C峰也极其微弱, 而类蛋白质荧光

峰 T1、T2和 B峰却非常强烈.图 8为 S站位各荧光

团荧光强度积分值 ( IF I)随深度的变化情况, 从图中

可推断,未稀释的间隙水中各峰 IFI远高于上覆水

体,水层分布则表现为中层 ( 18m ) > 底层 ( 35m ) >

表层 ( 0. 5m )的趋势.

图 7 九龙江口高盐度站位 CDOM三维荧光团的垂直分布 (图中数据单位为相对荧光强度 )

F ig. 7 Vert ical d istribu tion of the fluorophores of CDOM in th e station outs ide the Jiu long R iver estuary ( data un it: relative

fluorescen ce in ten sity)

图 8 九龙江口高盐度站位 TOT及各峰荧光强度积分值 IF I

的垂直变化

F ig. 8 The vert ical change of the in tegrated f luorescence in ten sity

( IF I) of th e CDOM fluorophores in the station outs ide the

Jiu long R iver estuary

4 讨论 (D iscussion)

4. 1 九龙江河口及口外海域 CDOM荧光团的比较

在九龙江河口区共观测到 A、C、M、T1和 T2等

5个荧光峰,而在高盐度的口外海域 ( S站位 ) , 除这

些峰之外还观测到 B峰,并且在表、中、底层水体及

沉积物间隙水中均有发现. C oble( 1996)对 Dabob湾

的研究也指出, B峰仅发现于一些海水样品中, 河水

样品中不存在此峰. 其原因应是在九龙江中、低盐

度区, CDOM中的陆源荧光峰信号强烈,其肩峰掩盖

了 B峰等荧光团, 使其不易被观测到.

4. 2 TOT在 CDOM定量研究中的作用

EEM s全光谱及特定光谱区荧光强度积分的方

法 (K ow alczuk et al. , 2005)是对整个 EEM s及各荧

光峰进行定量分析的一种手段,有助于研究 CDOM

在河口迁移转化过程中各荧光团的变化.图 3表明,

TOT与 CDOM 单点 ( KEx /KEm = 350nm /450nm )荧光

强度表征的含量 ( Ferrari et al. , 1996; 郭卫东等,

2005; DelV ecch io et al. , 2002)之间具有很好的线性

关系,因此, TOT也可作为河口区 CDOM 含量的新

的可靠指标.从统计角度看,由于 TOT为 CDOM 全

光谱的积分值, CDOM 中的每个荧光团的贡献均有

考虑,而单点法仅考虑了 C峰的贡献,因此,把 TOT

应用于河口区 CDOM的定量化研究将更为准确可

靠,也为研究各荧光团对 EEM s的贡献提供了可能.

4. 3 河口混合过程中 CDOM组成的变化

在九龙江口中、低盐度区, TOT及 CDOM 各荧

光团 ( A、C、M、T1、T2峰 )荧光强度积分值 ( IFI)的

线性减小,表明在该区域主要受河海水物理稀释作

用的影响.而到高盐度 (盐度 > 20)区,物理稀释作

用的影响减弱, 生物活动的影响开始显现. 实验表

明,浮游植物生长可引起水体类蛋白质荧光的增加

(吴芳, 2005) ,这应是高盐度海区 T1和 T2峰的 IFI
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乃至 TOT还略有升高的主要原因 (图 4).

随着盐度的升高, A、M峰在 TOT中所占的比例

变化不大,表明这 2个荧光团在河口区的行为主要

受水体的物理稀释混合控制.通常认为反映陆源输

入的 C峰所占的百分比不断降低, 相反与生物活动

有密切关系的类色氨酸 ( T1, T2)所占比重则呈增加

趋势 (图 5) , 且两者之间呈现反比关系 (图 6 ) .

K ow alczuk等 ( 2005)在波罗的海也观测到类似结

果,并解释为类蛋白质组分的增加与陆源类腐殖质

组分的减少有密切关系, 这种解释显然过于牵强.

由于高盐度海区絮凝作用已不明显, 而从河流输送

入海的陆源腐殖质具有很强的光化学反应活性

(H ernes& Benner, 2003; Osburn et al. , 2003;郭卫东

等, 2008) , C峰在 TOT中所占比例的减少应与其光

降解作用有关. 而 T峰所占比例的增加, 仍应是生

物来源的贡献所致.

4. 4 九龙江口外 S站位 CDOM 垂直分布的控制

因素

在九龙江河口区, 由于表层主要受控于陆源淡

水输入,而底层外海水占优势, 所以河口区 CDOM

浓度分布通常呈现表层高于底层的分布特征,在夏

季丰水期这种分层特征尤为明显 (郭卫东等,

2005) . 但是, 从图 8中不难发现, 河口外 S站位

CDOM的荧光强度分布表现出不同于河口低盐度区

的垂直分布特征, 即类腐殖质荧光 ( C、A、M峰 )和

类蛋白质荧光峰 ( T1、T2、B 峰 )均表现为中层

( 18m ) >底层 ( 35m ) >表层 ( 0. 5m ) (图 8), 这反映

了 CDOM光化学反应及生物活动的共同影响.

在 S站位表层, 由于不受高浑浊度河水输入的

影响, 水体透明度高, 采样又是在太阳紫外辐射非

常强烈的夏季进行,所以表层 CDOM很容易发生光

降解, 使一部分荧光被 /漂白 0掉 (H ernes& Benner,

2003;郭卫东等, 2008) ;而在次表层,初级生产比较

活跃, 导致类蛋白质荧光峰显著增强. Chen等

( 2004)在路易斯安娜海域也观测到类似的现象,该

海域次表层 ( 16 ~ 30m )中的 CDOM 比表层 CDOM

在生物学上具有更大的活泼性, 且拥有强烈的类蛋

白质荧光.

4. 5 沉积物间隙水中 CDOM的荧光谱峰特征

与上覆海水相比, S站位沉积物间隙水中

CDOM的 EEM s表现出 2点不同之处, 一是没有观

察到类腐殖质荧光峰 M, 二是类蛋白质荧光信号相

对于类腐殖质荧光信号非常强烈,上覆海水中 IFIC /

IFIT2比值为 1. 76, IFIC / IF IT1比值为 0. 84, 而间隙水

中 IFIC / IFIT2和 IFIC / IF IT1比值则只有 0. 18和 0. 22,

表明沉积物的成岩作用对 CDOM的荧光性质产生

了重要影响.

Coble等 ( 1998)和 Burdige等 ( 2004)均指出, M

峰代表的荧光团相对较新, 它往往产生于海洋中新

生成颗粒有机物的再矿化,而峰 C荧光团来自于较

不活性的颗粒有机物, 或通过 DOM 的成岩降解作

用形成.因此, 间隙水中的类腐殖质荧光团来自于

沉积物中老化或降解的 DOM,故观测不到峰 M.

Coble ( 1996 )、Mayer等 ( 1999 )和 Burdige等

( 2004)都曾观测到表层沉积物间隙水中存在很强

的类蛋白质荧光峰, 与本文观测结果一致. 生物活

动形成的有机质输入到沉积物表层后,在细菌等微

生物及生物细胞残留的蛋白酶作用下,有机质中含

有的大量蛋白质被水解释放出氨基酸组分, 导致类

色氨酸及类酪氨酸等类蛋白质荧光组分浓度显著

增加,并使得 IFIC / IFI( T1 + T2)及 IFIC / IFIB比值显著降

低.因此, 利用 EEM s技术, 可有效揭示沉积物间隙

水中溶解有机质的生物降解作用.

5 结论 ( Conc lusions)

1)九龙江河口区 CDOM的三维荧光峰包括类

腐殖质荧光峰 A、C、M以及类色氨酸荧光峰 T1、T2,

在口外高盐度海区样品中还观测到类酪氨酸荧光

峰 B.

2) EEM s总荧光强度积分值 ( TOT)可作为表征

河口区 CDOM浓度的一个良好指标, 且优于常规的

单点荧光法.

3)从河端至外海, 中、低盐度水体 (盐度 < 20 )

中 TOT及 CDOM各荧光基团 (A、C、M、T1、T2峰 )的

荧光强度积分值 ( IF I)呈线性减小,表明陆源输入为

河口区 CDOM的主要来源. 随着盐度的增加, C峰

所占比例不断减小而类蛋白质荧光峰 ( T1、T2)的比

例则不断升高, 表明九龙江河口区越往外海, 生物

活动对 CDOM的 EEM s贡献越大.

4)九龙江口外高盐度站位中层 TOT高于底层

和表层,且类腐殖质荧光峰 ( A、C、M )和类蛋白质荧

光峰 ( T1、T2、B )在中层最为明显,反映了 CDOM光

化学反应和生物活动的共同影响. 沉积物间隙水

CDOM稀释 20倍后所测得的 EEM s中明显缺失 M

峰, C峰也极其微弱, 而类蛋白质荧光峰 T1、T2、B

峰却非常强烈, 反映了沉积物成岩作用过程对
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