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摘要  由于在水体生态环境系统中的重要功能及化学组成和结构的复杂性, 天然溶解有机质(Dissolved 

Organic Matter, DOM)是近年来水环境研究领域的热点和难点问题之一. 分子荧光特征和分子量分布被
广泛认为是 DOM 特征研究的重要参数, 但是它们之间的关系尚不清楚. 本文联合运用分子荧光光谱,

高效液相体积排阻色谱、紫外吸收和荧光在线检测技术, 研究了贵州红枫湖和百花湖及其河水中溶解有
机质的分子荧光与分子量分布特征, 及它们之间的关系. 水体中 DOM 普遍存在两个明显的类腐殖荧光
峰(A 和 B), 但河水还存在另一个特征明显的类蛋白荧光峰(C). 研究结果表明: 类腐殖荧光物质主要由
1.0~3.0 kD 之间的小分子组分组成, 而类蛋白荧光物质主要是一些分子量大于 2.0 kD 的组分组成. 运用
高效液相体积排阻色谱技术测定 DOM分子量分布时, 估算的分子量分布特征与吸收光谱检测器的波长
选择有关.  

关键词  高效液相体积排阻色谱  溶解有机质  分子量  紫外吸收  分子荧光光谱 

天 然 水 体 中 溶 解 有 机 质 (Dissolved Organic 

Matter, 简称 DOM)是化学组成和结构十分复杂的有
机混合物, 来源于土壤和水环境中动植物残体. 一般
认为, DOM 主要由一些具有芳香结构和脂肪链碳氢
化合物组成, 含有氨基、羧基, 羟基和硫醇基等化学
官能团, 分子量从几百到几万道尔顿(Dalton, 简称
Da)不等[1]. DOM 在水体生态环境中起着重要的作用, 

它可以和金属离子相结合而减小它们的生物有效性
和对水生生物体的毒性[2,3]; 同时 DOM还可以与有机
和无机污染物结合 , 增大它们在水中的溶解性和迁
移转化能力[4]. 在饮用水处理过程中, DOM 还可以形
成有毒的消毒副产品, 例如三氯甲烷的生成潜能主
要与小到中等分子量的 DOM 有关[5,6].  

由于在水体生态环境系统中的重要作用及化学
组成和结构的复杂性, DOM 是近年来水环境研究的
热点和难点问题之一.  分子荧光特征和分子量分布
一直是 DOM 特征研究的重要参数[7~10]. 测量 DOM

分子量的方法主要有超滤膜作用、流体流动技术、大
气压渗透法、超速离心作用和凝胶渗透色谱等, 这些
方法各有优缺点 .  高效液相体积排阻色谱(High - 

Performance Size-Exclusion Chromatography, 简称
HPSEC)被广泛地应用于研究各种水环境中 DOM 分 

子量分布特征[11~17]. HPSEC 具有许多优点, 例如, 不
用对实验样品进行提取和提纯, 可以同时测量 DOM

的重均(Weight-averaged Molecular Weight, 简称 Mw)

和数均分子量 (Number-averaged Molecular Weight, 

简称 Mn), 同时实验仪器稳定、操作简单、所用的样
品量少等. 应用于 HPSEC 技术的检测器主要包括在
线 DOC 检测, 可变紫外可见波长吸收检测器和荧光
检测器. 分子荧光光谱技术研究 DOM 是基于其组分
中含有大量带有各种低能量π �π*跃迁的芳香结构或
共轭生色团以及未饱和脂肪链. DOM 包含腐殖酸、富
里酸以及各种亲水性有机酸、羧酸、氨基酸、碳水化
合物等复杂组分, 其荧光特性包含了与结构、官能
团、构型、非均质性和分子量特征等有关的信息. 荧
光光谱技术被广泛用于表征海洋、河流、湖沼和土壤
等不同来源的 DOM[18~23], 如荧光发射光谱; 固定波
长差的同步荧光光谱; 以及能够获得激发波长和发
射 波 长 同 时 变 化 时 光 谱 信 息 的 三 维 荧 光 光 谱
(Three-dimensional Excitation/Emission Matrix 

Fluorescence Spectroscopy, 简称 3DEEM)等. 相对于
其他仪器方法(如核磁共振和 GC-MS 等), 3DEEM 具
有灵敏度高, 用量少, 不破坏样品结构和可以对天然
水样进行直接测定等优点.  
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大量研究表明: DOM 分子量分布和荧光特征研
究对于理解 DOM 本身的结构、来源及其生态环境效
应有十分重要的价值[7~10,19~23]. 例如, 絮凝作用和活
性炭过滤过程对于有机物的去除效率和 DOM分子量
大小密切相关[7~8]; 小分子量 DOM 的竞争吸附作用
可以降低有机污染物的去除率[9]. 同时, 大分子量的
DOM 与金属具有较强的络合能力, 而小分子量组分
与固体颗粒的吸附作用较快[10]. Senesi 和 Miano 利用
荧光光谱识别出同一来源中不同的富里酸和胡敏酸
成分[24,25]. 荧光光谱还可以揭示不同类型荧光 DOM

的来源和化学结构特征[19~23,26]. 但是, 不同荧光特征
和分子量分布之间的内在关系仍不清楚.  

本文主要选择云贵高原湖泊 (红枫湖和百花湖)

及其河流水体为研究对象 , 联合运用高效液相体积
排阻色谱、紫外可见波长吸收和荧光在线检测及三维
激发/发射荧光光谱, 试图研究水体中DOM 分子荧光
与分子量分布特征 , 及它们之间的关系 , 讨 论 了
DOM 化学组成和结构特征.  

1  样品及实验方法 

1.1  样品采集 

湖水样品主要采集于贵州近郊的红枫湖 (HF) 

和百花湖 (BH), 两湖为贵州省主要的人工水库, 也
是 贵 阳 市 主 要 的 饮 用 水 和 工 农 业 灌 溉 用 水 水 源 . 

HF-S-0m, HF-N-0m, BH-1-0m 和 BH-2-0m 分别采于
两湖湖心表层水的位置 .  河水样品采集于城市河流
南明河, 该河流经贵阳市区 , 由于城市生活污水和工
业污水的进入, 河水已经受到污染 . 河水从上游向下
依次流经小河平桥(XHPQ)、湘雅村桥(XYCQ)和水口
寺(SHKS). 三个采样点分别为进城河段、市区河段和
出城河段. 所有样品的参数列于表 1. 腐殖酸标准物
质(HA)于 Fluka 公司购买. 水样采集后马上用事先烧
过(450℃ ,  恒温 5 h)的玻璃纤维滤膜(Waterman, 

GF/F)进行过滤, 滤液主要储存在+4℃的冰箱内供分
析备用.  

1.2  实验方法 

DOM 三 维 荧 光 光 谱 图 利 用 分 子 荧 光 光 度 仪
(Hitachi, Model F-4500)获得. 仪器参数如下, 激发光
源: 150-W 氙弧灯; PMT 电压: 700V; 信噪比>110; 激
发和发射光带通都为 5 nm; 响应时间: 自动; 扫描速
度: 1200 nm·min−1; 扫描光谱进行仪器自动校正; 激
发光波长为 220~400 nm, 发射光波长为 250~550 nm. 

样品在装入 1 cm 石英荧光样品池测定前保持温度恒
定(恒温水浴 20±1℃). 空白为 Milli-Q 超纯水. 实验
过程中使用 Milli-Q 超纯水的拉曼光谱强度监控荧光
仪 的 稳 定 性 , 没 有 发 现 明 显 的 仪 器 误 差 . 利 用
SigmaPlot 软件(SPSS)进行三维荧光光谱图像处理.  

DOM 分 子 量 的 测 定 是 在 高 效 液 相 色 谱 仪
(Hewlett Packard 1100)上进行的, HPSEC 系统主要由
高压泵、在线紫外可变波长检测器和荧光检测器
(1046A) 组成 , 并配有 20 µL  进样阀的手动进样器
(7725i). 该荧光检测器是一维荧光检测仪, 可以设定
特定的激发/发射波长 . 用于分离的色谱柱是二醇基
柱(YMC 60, 6 mm i.d×300 mm L), 色谱柱内的填料
为二醇基凝胶(silical diol, 粒径为 5 µm, 孔径为 6.0 

nm). 实验时柱温控制在 25℃, 流动相为磷酸盐缓冲
液(pH 为 6.8, 0.03 mol/L NaCl, 0.001 mol/L NaH2PO4

和 0.001 mol/L Na2HPO4), 流速为 0.5 mL·min−1. 

用于校正样品分子量的标准物质选择目前比较
公认的有机质分子量标准[14~17]: 聚苯乙烯黄酸钠(分
子量分别为 210 Da, 1.4, 4.3, 6.8 kD)以及丙酮(58 Da), 

这 些 标 准 物 质 溶 液 用 流 动 相 配 制 ,  浓 度 为 1 0 0  

mg·L−1. 标准分子量物质的 HPSEC 洗脱体积和分子
量对数之间存在显著线性关系.  根据线性关系就可
以计算出同一实验条件下样品 DOM 在某个洗脱体积 

表 1  湖泊和河流水样的水化学参数 

样品 pH 
DOC 

/mg·L−1 
DO 

/mg·L−1 
Cl− 

/mg·L−1 
Si 

/mg·L−1 
Chla 

/µg·L−1 
2NO−  

/mg·L−1 
3NO−  

/mg·L−1 
2 4H PO−  

/mg·L−1 

2
4NO −  

/mg·L−1 
XHPQ 8.36 3.94 6.10 35.6 6.75 22.6 0.168 0.55 0.26 127.0 

XYCQ 8.21 3.25 3.68 23.3 5.23 16.4 0.145 2.75 － 116.0 

SHKS 8.14 4.83 5.64 39.3 2.68 36.7 0.112 － 0.72 154.0 

HF-S-0m 8.60 2.78 7.60 5.04 0.42 41.6 0.060 1.57 － 66.01 

HF-N-0m 8.67 2.89 5.99 5.36 － 31.4 0.054 1.51 － 68.37 

BH-1-0m 8.38 2.25 7.15 5.40 0.73 36.8 0.087 1.81 － 95.86 

BH-2-0m 8.44 2.35 6.90 5.46 1.23 65.5 0.076 2.01 － 94.88 
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时的分子量, 再根据(1)~(3)式就可以求出样品 DOM

平均分子量(Mw 和 Mn)以及多分散系数ρ 
[13,14,17].  
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其中 n 表示检测器的相应次数, hi 是洗脱体积为 i 时
检测曲线的响应值, Mi 为洗脱体积为 i 的分子的分子
量, Mw 为重均分子量, Mn 为数均分子量.  

2  结果与讨论 
2.1  DOM 三维荧光光谱特征 

三维荧光光谱是在激发光谱和发射光谱同时扫
描的条件下产生的一种三维光谱图 . 图 1 为水体
DOM 的三维荧光特征. 由图可见, 湖水和河流 DOM

普遍存在两个明显的荧光峰 A 和 B: A 和 B 峰的发射
波长都在可见光区内, 在 412~434 nm 之间; 激发波
长都在紫外光范围内, 其中荧光峰 A 波长在 305~335 

nm 之间, 而荧光峰 B 在 239~241 nm 之间. 荧光峰 A

和 B 与其他水环境中发现的腐殖物质荧光峰相似[3,18], 

称为类腐殖荧光. 荧光峰 A 在湖泊水中的位置相似, 

大约为 310~314/416~417 nm; 而河水中荧光峰 A 的
位置大约在 320~335/420~425 nm 之间. 与湖水 DOM

相比, 河水 DOM 还存在第三个特殊荧光峰 C, 其激
发/发射光波长位于 Ex 278~281 nm/Em 334~353 nm 之
间(图 1). 荧光峰 C 与前人报道的蛋白物质的荧光峰
相似[14,19,21,22], 可称为类蛋白荧光.  

2.2  选择不同紫外吸收检测波长对 DOM 分子量估
算的影响 

图 2 为 XHPQ 的 DOM 和 HA 在不同紫外吸收波
长(230, 254, 280, 300 和 350 nm)检测时的 HPSEC 色
谱图. HA 的洗脱曲线是一个单峰, 在峰的两侧出现 

一些小的次峰. XHPQ 的 DOM 的洗脱曲线表现出多
个峰, 但是各个峰之间相互重叠. 这些色谱图与其他
不同成因DOM的 HPSEC 图相似[11,13]. 在不同的紫外
吸收检测波长条件下, 同一样品的 HPSEC 色谱曲线
都具有相似的形状. 但是 HPSEC 峰高随检测波长的
增大而降低, 最高峰所在的洗脱体积也随着波长的
增大而减小. 这些表明, 所测得 DOM 的分子量随选
择的检测波长的增大而逐渐增大. 

DOM 的紫外吸收主要与有机分子结构中的不饱
和共扼双键有关. 前人研究[11,13]认为: 大分子量比小
分子量的 DOM 有较高含量的芳香族和不饱和共扼双
键结构, 因此也可能具有高的单位摩尔紫外吸收强
度. 由于 DOM 的摩尔吸收率随波长的增大而减小[17], 

因此在相同的检测波长下, 大分子量 DOM 组分的吸
收率比小分子量的要高, 随着波长的增大, 这种差别
更加明显 . 同时大分子量组分的紫外吸收比较明显 , 

而小分子量组分的紫外吸收比较弱 , 在检测波长增
大时, 一部分小分子量的组分表现出没有紫外吸收 , 

所以表现出, HPSEC 峰高向大分子量方向偏移. 测得
的 XHPQ 的 DOM 和 HA 的平均分子量随波长的增大
而增大(表 2). 其中 XHPQ 的 Mw 和 Mn 相对增大的幅
度分别为 49.1%和 52.5%, HA 的 Mw 和 Mn 相对增大的
幅度分别为 12.5%和 19.4%. 因此, 用 HPSEC 对比研
究不同来源 DOM 分子量分布特征时, 必须选择相同
的紫外吸收检测波长. 

2.3  不同类型荧光物质的分子量分布特征 

为了研究不同类型荧光物质的分子量分布特征,  

我们运用 HPSEC、紫外吸收和荧光在线检测联用的
方法, 试图研究 DOM 不同分子量组分的荧光特征. 

图 3 为不同激发/发射波长时, 不同 DOM 分子量组分
的 HPSEC 荧光色谱图, 其中, A, B 和 C 曲线表示分
别以荧光峰 A, B 和 C 的激发/发射波长的 HPSEC 荧
光洗脱曲线. 

由图 3 可以看出, 类腐殖荧光物质(A 和 B)具有 

表 2  不同吸收检测波长条件下 HPSEC 测定的 DOM 平均分子量和多分散系数(ρ) 

 XHPQ   HA  
波长/nm 

Mw /Da Mn /Da p  Mw /Da Mn /Da p 

230 2318 2206 1.05  2354 1732 1.36 

254 2085 1803 1.16  2513 1843 1.36 

280 2091 1806 1.16  2501 1897 1.32 

300 2179 1875 1.16  2545 1930 1.32 

350 2174 1856 1.17  2662 2113 1.26 
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图 1  湖泊和河水中 DOM 的三维荧光光谱特征 

 

相似的分子量分布. 荧光峰 A 物质的洗脱曲线含有
3~4 个主要的吸收峰, 与荧光峰 B 物质具有相似的洗
脱性质. 这可能反映荧光峰 A 和 B 的物质分子量分 

布相似.  同时它们的起始分子量和保留时间也不完
全相同,  说明二者的分子量分布及平均分子量也不
相同. 荧光峰 C 物质的分子量分布与类腐殖荧光物 
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图 2  小河平桥(XHPQ)和腐殖酸(HA)在不同检测波长条

件下的洗脱曲线特征 
 

质的截然不同: 河水 DOM 有较小的吸收 HPSEC 色
谱图, 而湖泊水中几乎不存在吸收峰. 从图 3 可以看
出, 荧光峰 C 物质洗脱曲线的保留时间比类腐殖物
质的保留时间长,  所以其分子量比它的分子量要小 . 

由于体积排阻色谱法测得的是 DOM 的相对分子量, 

在检测波长为 Ex 280 nm/Em 340 nm 时, 标准物质的
保留时间也比其他两个峰时长, 因此, 所测量荧光峰
C 物质的分子量也较大.  

表 3 给出了 DOM 不同类型荧光物质的平均分子
量以及各分子量组分的相对百分含量. 准确估算的
分子量分布也上述讨论的结果一致. DOM 荧光峰 A

处的分子量以 3.0~1.0 kD 的组分的含量最大, 占总有
机物的 79.8%~87.2%, 其次是小于 1.0 kD, 占总有机
物的 17%~24%, 大于 3.0 kD 的分子量组分的含量最
少, 只有 1.94%~3.70%. 荧光峰 B 物质的分子量分布
以及各分子量组分的含量都与荧光峰 A 处的相似 , 

也主要集中分布小于 3.0 kD 分子量组分中. 这些说
明: DOM 中类腐殖荧光物质的组分和结构性质基本
相似, 主要是一些小分子有机物质. 类蛋白荧光物质
(荧光峰 C)的重均分子量(Mw)大于 2.0 kD, 明显高于
类腐殖荧光物质的 Mw (1685~1845 Da), 这反映了类
蛋白物质的分子量较大. 同时类腐殖荧光和类蛋白
荧光物质的多分散性系数ρ 相似, 小于 2.0, 表明这两
种类型物质分子量分布范围较窄.  

由于结构和化学组成的复杂性和研究手段的局
限性, DOM 特征研究难度较大. DOM 在水体中含量
较低, 分离和特征手段有别于常规有机分析. 分子荧
光分析和 HPSEC 被认为是目前 DOM 研究较为有效
的手段 . 我们的研究结果进一步证实: 与其他来源
DOM 相似, 红枫湖和百花湖及河流水体 DOM 也主
要存在两种类型, 类腐殖荧光和类蛋白荧光; 类腐殖
荧光又分两种, 荧光峰 A 和 B. 同时还进一步验证了

 

表 3  不同类型荧光物质 DOM 平均分子量(Da)以及各分子量组分的相对百分含量(%) 

样品 荧光峰 Mw Mn ρ >3.0 kD 3.0~2.0 kD 2.0~1.0 kD < 1.0 kD 

SHKS A 1763 1499 1.2 2.2 35.1 46.2 16.5 

 B 1685 1351 1.2 2.8 33.0 40.5 23.7 

 C 2916 1835 1.6 12.4 54.7 16.8 16.1 

XYCQ A 1820 1527 1.2 2.3 39.4 42.3 16.0 

 B 1845 1515 1.2 3.7 41.0 37.5 17.8 

 C 2975 1893 1.6 18.6 44.3 21.5 15.6 

HF-S-0m A 1848 1591 1.2 2.3 46.9 40.3 10.5 

 B 1709 1460 1.2 7.7 46.6 33.3 12.5 

HF-N-0m A 1846 1558 1.2 1.7 42.2 40.8 15.3 

 B 1788 1467 1.2 2.4 39.8 39.1 18.8 

BH-1-0m A 1824 1571 1.2 1.9 41.1 38.7 18.3 

 B 1793 1473 1.2 1.5 39.5 44.5 14.6 

BH-2-0m A 1850 1572 1.2 1.3 43.0 41.1 14.6 

 B 1834 1531 1.2 3.0 40.5 39.5 17.1 
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图 3  不同类型荧光物质的 HPSEC 曲线特征 

 

HPSEC 在研究贵州湖泊 DOM分子量的有效性; 分子
量的测定与所选择的检测波长有关. 但是, 长期以来, 

不同类型荧光物质与其结构和化学组成之间的关系
了解很少. 本项研究通过 HPSEC 与紫外吸收和分子
荧光在线检测联用的方法为以上科学问题解决提供
了新思路. 研究结果表明, 不同类型荧光物质的分子
量分布存在明显的差别 .  前人有关荧光物质来源的
研究可以基本证实我们的结论[3,11,19,22,27]. 类腐殖荧
光物质主要来源于土壤和水环境中动植物分解残体,  

其经过较长时间的降解过程可以说明它具相对较小
的分子量分布特征; 而类蛋白荧光物质一般认为是
新近生物活动来源, 未经过长期的复杂分解作用, 这 

反映了它相对较大的分子量分布特征. 
荧光峰 A 类腐殖物质广泛存在于不同来源 DOM

中. 而荧光峰 B 不常见, 一般认为也可能主要与腐殖
物质有关[27]. 但荧光峰 A 和 B 物质的化学组成和结
构一直是个谜. 我们的研究结果表明 , 类腐殖荧光中
荧光峰 A 和 B 的分子量分布基本相似 , 这可能暗示
着它们来源和结构的相似性.  

不同分子量分布特征与化学组成、结构和其他物
理特性密切相关[3,6,10,27,28], 大分子量 DOM 含有较高
的苯环结构和不饱和双键, 而小分子组分 DOM 则含
有较高的化学官能团. 因此本项研究结果对进一步
认识 DOM 特征和生态环境效应有十分重要的价值.  



 
 
 
 
 
 
 

  第 50 卷 第 24 期  2005 年 12 月  论 文 

2780   www.scichina.com 

3  结论 

本项研究结果显示了三维分子荧光及高效液相
色谱、紫外吸收和荧光在线检测联用技术在天然水体
DOM 特征研究的优越性. 不同类型荧光物质的分子
量分布存在明显的差别 ; 类腐殖荧光物质主要集中
在小于 3 kD 的小分子有机组分中, 而类蛋白荧光物
质主要分布在较大分子量的有机组分中. 本项研究
方法和结果对进一步揭示 DOM 来源、化学组成和结
构及其地球化学行为有十分重要的意义.  
致谢  本工作为国家杰出青年基金(批准号: 40525011)、
“973”课题(批准号: 2002CB412300)、国家自然科学基金(批准
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