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三维荧光光谱技术#
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$因其方便迅速'灵敏度高等一系列优点!广泛应用于表征
[>!

"在实

际应用中!

9[<<!

步骤较为繁琐!

6";"b"_

等方法相较于寻峰法虽然更加直观可靠!但是往往需要借助

!"#$"%

等数学软件!因此该研究希望借助一种新的方法能够更加简便迅速地表征
[>!

"以蘑菇湖水体

[>!

为例!基于累积性发射光谱#

"b<0

$!结合多元统计及二阶导数等方法!对
[>!

各类荧光组分及含量

进行表征"利用主成分分析#

6_"

$对
"b<0

进行因子载荷分析!并确定荧光峰的类型及其含量的差异&通过

二阶导数转换!得到二阶导数
"b<0

&通过对所有采样点二阶导数
"b<0

各荧光峰进行绝对面积积分!分析

[>!

中各组分的含量及变化&通过聚类分析!分析不同点位组分的差异性或相似性"研究表明!通过
"b<0

得到
(

类荧光峰!分别为类蛋白峰'类富里酸峰'陆源类腐殖酸峰以及腐殖酸峰"基于
"b<0

及其对荧光强

度之和的分析!可以看出蘑菇湖水体中的
[>!

主要以不稳定'易被降解的'相对分子质量较小的类蛋白及

富里酸为主!腐殖化程度由滨湖区向深湖区递减"基于
"b<0

得分图!得到
(

类荧光峰!且荧光峰中类蛋白

及类富里酸峰占主导&基于点位得分矩阵!可以说明各点位之间的荧光组分存在差异"二阶导数
"b<0

被分

为
(

个荧光波段!

[>!

以相对质量较小的有机质为主!腐殖化程度'芳香度较小!空间差异上不显著"通过

对荧光峰面积以及采样点进行聚类分析!荧光峰被分为
9

类!其中富里酸含量占比较大!且岸边采样点和位

于湖心区域的采样点之间存在差异"综上研究显示!

"b<0

相对简单迅速!能够代替
9[<<!

对
[>!

进行

表征"蘑菇湖水体
[>!

是以相对分子质量较小'不稳定'易被降解的类蛋白'类富里酸物质为主!总体上

腐殖化程度及相对分子质量具有由滨湖区向深湖区递减的趋势!但空间上差异性较小"
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$是指广

泛存在于各类水体中!能够透过
=C?(

#

B

孔径滤膜的异质性

混合物)

:

*

"

[>!

因其分子组成中含有多种活性官能团)

8

*

!

不仅参与重金属'无机盐'有毒有害物质的迁移转化!影响

地球的碳氮循环!而且能够为异养型微生物提供碳源和营

养!是水生生态系统中最活跃的组分)

9

*

"水生生态系统中的

[>!

主要来源于陆地或水体内动植物残体腐烂分解'生物

分泌物以及死亡微生物分解浸出可溶性碎屑)

?

*

!分子量从几

千到几万道尔顿不等)

(

*

"因此!不同来源及类型的
[>!

!能

够用来反应及影响水生生态系统中营养盐'重金属的地球化

学过程!从而制约水生生态系统的健康及活力"
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#三维荧光光谱$因其简便迅速'样本信息量大'

灵敏度高'低成本且不破坏样品等优点!仍然被广泛应用于

表征各类水体
[>!

的结构组成及特征变化"

"b<0

是从

9[<<!

中沿激发波长强度之和形成的发射光谱!已被用于

追踪废水处理过程中
_[>!

的变化!监测特级初榨橄榄油

在光照条件下的演变)
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*

"利用
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可以放大窄带且避免

宽带!减少光谱重叠并抑制基质造成的干扰)

F

*

!相较于
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减少了操作步骤!使得表征
[>!

的方法更加简便

迅速"

本研究主要目的(#
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的
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中推导
"b<0

!

寻找一种可以代替且更加简便的方法表征
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$使用
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#主成分分析$追踪荧光成分并研究个组分在不同采样点



的变化!#
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$利用二阶导数
"b<0

确定荧光组分及结构特征

变化!#

?

$通过对二阶导数
"b<0

中荧光峰的面积及采样点

进行聚类分析!确定
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在空间上的差异性及相似性"
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$位于新疆石河子市玛纳斯河畔西岸自然洼地!是一

座大#

%

$型引水注入式平原水库"根据蘑菇湖进出水口位

置'水库面积和形状!分别在滨湖区#

:

!

8

!
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$'浅湖区#

?

!

(

!
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$以及深湖区#

D

!
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$设置
@

个采样点位#图
:

$"分别在
@

个采样点位水下
(=XB

处!使用
d*5[4B

#

8C($

$采集
9

个

水样!完全混合在等量容器内"将混合后的水样取适量装入

避光聚乙烯水瓶中!

?h

下冷藏!运回实验室后立即进行光

谱检测"

图
9

!

蘑菇湖采样点分布图
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光谱检测

将采集到的水样进行抽滤#
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#

B

孔径的醋酸纤维滤

膜$!得到含有
[>!

的溶液!其余置于冰箱内
?h

下避光保

存待用"利用荧光分光光度计#日立
bD===

$进行光谱扫描!

参数设置依照
RL>

的研究)

F

*

"分光光度计根据仪器的拉曼

信号进行仪器自动校准!并以奎宁硫酸盐单位标准化)

DN@

*

"

为消除荧光检测中光谱受到瑞利散射和拉曼散射的影响!分

别采用手动数据置零'减去超纯水#

!-..-N̂

$荧光数据的方法

进行校正)
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*

"
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I"P.

的定义

P/+5p5&/cN7p5XY/c

等将沿着激发波长的强度之和形成

的发射光谱用于快速检测光照下特级橄榄油的演变!

R24

等

基于
P/+5p5&/cN7p5XY/c

的研究把沿着激发波长的强度之和

形成的发射光谱定义为
"b<0

)
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"图
8

为
F

&

采样点上覆水

[>!

的
9[<<!

)图
8

#

*

$*以及
"b<0

)图
8

#

'

$*"
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光谱数据分析

:C?C:

!

二阶导数

因为导数信号的幅度与原始频谱的带宽成反比!因此二

阶导数光谱可以放大窄带且避免宽带)

F

*

"

"b<0

经过二阶导

数处理后!其光峰变为光谷!光谷变为光峰!因此将二阶导

数光谱的荧光强度乘负
:

进行归一化处理)

F

*

"本研究借助
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软件实现
@

个水样的二阶导数
"b<0

!并进行光谱平

滑以消除噪声及提高分辨率"

图
;

!
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三维荧光光谱!
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统计分析

利用
6_"

对蘑菇湖水体
@

个水样的
"b<0

数据进行分

析!基于光谱载荷值进行关键因子识别!并根据水样的不同

载荷值追踪
[>!

的变化)

A

*

"使用离差平方法 #

T4+&

方法$

对荧光峰积分面积进行变量聚类和样本聚类!以欧式距离

#

<2X.-&/*5&-0,*5X/

$确定不同点位荧光峰之间的差异性或相

似性"

8

!

结果与讨论

;%9

!

I"P.

特征

根据图
8

#

*

$中
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#
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$!可以得出
(

类荧光峰"
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98(5B

$为类蛋白中的类酪氨

酸荧光峰!
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#
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!
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%

98(

!

9D=5B

$为类

蛋白中类色氨酸峰!

6/*e#
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#
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%
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!

8A=

%

98(

!

9D=

5B

$有文献将其定义为长波处类色氨酸峰!亦属于类蛋白

峰)

:=N::

*

!主要来源于微生物代谢产生的类蛋白'浮游植物等

残体分解)
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*

&

6/*e!

#
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%
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!

99=

%
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!

?:=5B

$为

陆源类腐殖酸峰!亦通常指示来自农业或废水排放的结构复

杂且稳定的有机物!这类有机物不易被微生物分解!且因为

其相对分子质量较大!易在光谱中产生红移)
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&
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#

<̀

%

<BH9?=

!

9F=
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!
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$为可见光区类富里酸

峰)
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*

!这类富里酸相对分子质量较小'荧光效率较高!

6/*e

"

#

<̀

%
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!

8F=

%

?9=

!

?(=5B

$紫外光区类富里酸峰!

这类富里酸相对分子质量较大'有机质组成较为稳定!两者

均与
[>!

中的羰基'羧基官能团的存在有关!用来指示外
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源输入)
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!
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%
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!

((=5B

$为

类腐殖酸峰!较为稳定!不易被微生物降解和利用)

:F

*

"

沿着发射波长
8D=

!

((=5B

对其荧光强度进行积累!得

到
"b<0

)图
8

#

'

$*!其中
"b<0

的荧光强度与
[>!

的荧光

峰相对应!且经过
R24

等的验证)

F

*

"在
"b<0

中#图
9

$总共

有
(

个荧光峰!在
98(5B

处对应酪氨酸峰!

9(=5B

处对应

色氨酸峰!

?==5B

处对应陆源类腐殖酸峰!

?9=5B

处对应

富里酸峰!在
?A=5B

处对应类腐殖酸峰"由图
8

#

'

$看出!

类蛋白峰#

#

$包括类酪氨酸峰#

6/*e#

:

$'类色氨酸峰#

6/*e

#

8

$以及长波处类色氨酸峰#

6/*e#

9

$!相较于其他峰!类蛋

白峰的荧光强度最大"其次为富里酸峰#

"

$和陆源类腐殖质

#

!

$!而类腐殖酸峰#

P

$最小"从不同采样点位来看!除
8

&

点位外!滨湖区#

:

&

!

9

&

$和浅湖区#

?

&

!

(

&

$的类蛋白峰荧

光强度略高于深湖区#

D

&

!

@

&

$!而其他的荧光峰强度在各个

点位的变化较为稳定!可能蘑菇湖水体中的
[>!

主要以相

对分子质量较小的'不稳定易被降解的类蛋白或类富里酸为

主"

图
!

!

U

个采样点的
I"P

光谱!

4

"及各荧光峰在各采样点的强度之和!

3

"

"#

$

%!

!

I"P.

-
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-

8#0
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+#0/.

#

4

$

40)/'(.>,+2/'(#0/(0.#/

5

+2(4*'28>+1(.*(0/

-

(4T4/(4*'.4,

-

8#0

$-

+#0/

#

3

$

;%;

!

主成分分析!

NGI

"

基于
@

个
"b<0

进行主成分分析!得到两个主成分!解

释了原始数据总方差的
AFC:DJ

"

"b<0

的得分图)图
?

#

*

$*

可以代表每个主成分的光谱波形!它们可以区分
"b<0

信号

的方差)

A

*

"

6_:

#总方差
@?C8(J

$呈现一个高峰#

?:(5B

$和

两个弱肩峰#

8@=

%

98(5B

$!其中
?:(5B

处的峰代表可见光

区类富里酸峰!

8@=

和
98(5B

处的峰则分别代表类蛋白峰和

类腐殖酸峰&

6_8

#总方差
::CA9J

$呈现两个高峰#

8F=

%

?:(

5B

$和一个弱肩峰#

9@=5B

$!其中
8F=

和
?:(5B

处分别代

表类蛋白峰和可见光区类富里酸峰!

9@=5B

处的弱肩峰代

表陆源类腐殖酸峰"

图
?

#

'

$的点位得分矩阵中可以得到四个置信椭圆!其

中!椭圆
"

包括
8

&和
9

&

#

6_:

载荷值
%

=C@(

!

=C8

'

6_8

载

荷值
'

=C9

$!椭圆
%

包括
?

&

!

(

& 和
D

&

#

=CF(

'

6_:

'
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!

=C((

'

6_8

'
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$!椭圆
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&和
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&

#
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'
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'

=C(

!
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'

6_8

'
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$!椭圆
[

只包括
F

&

#

=C:@

'
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'

=C88

!

6_8

%

=CA

$"椭圆之间的距离间接证明了各点位之间
[>!

中所含物质的差异!这可能与湖泊接受来水'采样点位置环

境不同造成的!也可以间接的证明滨湖区'浅湖区以及深湖

区
[>!

的腐殖化程度及相对分子质量可能存在差异"基于

"b<0

的得分图)图
?

#

*

$*可以看出!上覆水
[>!

中的类蛋

白'富里酸组分的含量是高于腐殖酸和陆源类腐殖质的!

图
:

!

!

4

"为
U

个样点的累积荧光发射光谱主成分分析后
NG9

和
NG;

的载荷图&!

3

"为
U

个点位的得分图
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$
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!

#
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-
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说明上覆水的
[>!

是以相对分子质量较小的类蛋白和富里

酸组分为主!腐殖化程度较弱"

;%!

!

二阶导数分析

根据
RL>

等的研究!二阶导数
"b<0

各荧光峰的绝对

面积与相关荧光物质的浓度成比例!且已经验证两者之间存

在良好的线性相关!因此二阶导数
"b<0

能够用来表征

[>!

的荧光物质)

F

*

"图
(

#

*

$为
?

&的
"b<0

!经过二阶导数

变换得到二阶导数
"b<0

图)图
(

#

'

$*!其中
"b<0

)图
(

#

*

$*

中的峰被分成五个峰"图
(X

是所有样品的
"b<0

经过二阶导

数变换'归一化处理后得到的二阶导数
"b<0

"图
(

#

X

$中!

:

&和
8

&点位的二阶导数
"b<0

出现红移!出现红移可能与

[>!

中苯环结构及羰基'羧基等官能团增多!共轭结构增

加有关)

:D

*

!也有可能
:

&

!

8

&点位
[>!

的腐殖化程度较高!

相对分子质量较大!因此在图
(

#

X

$中出现红移的现象)

::

*

"根

据图
(

#

X

$!

8D=

!

98?5B

处光谱波段对应酪氨酸峰!

98?

!

9F=5B

处对应色氨酸峰!

9F=

!

?8=5B

处对应陆源类腐殖酸

峰!

?8=

!

?@=5B

处对应富里酸峰!而
?@=

!

((=5B

处对应

腐殖酸峰"

图
?

!

!

4

"为
:

!的
I"P

光谱&!

3

"为
:

!

的二阶导数
I"P

光谱&!

*

"为全部样点的二阶导数
I"P.

"#

$

%?

!

#

4

$

#./'(I"P.

-

(*/1>,+2:

!

!#

3

$

#./'(.(*+0))(1#74/#7(I"P.+2:

!

!

40)

#

*

$

#./'(.(*+0))(1#74/#7(I"P.+2488.4,

-

8(.

图
@

!

各个组分的含量!

4

"及占比分析!

3

"

"#

$

%@

!

G+0/(0/.+2(4*'28>+1(.*(0/*+,

-

+0(0/

#

4

$

40)14/#+4048

5

.#.

#

3

$

!!

通过对二阶导数
"b<0

各荧光峰的面积进行积分!分别

用
_:

/

_(

代替酪氨酸'色氨酸'陆源类腐殖酸'富里酸'腐

殖酸荧光峰的积分面积!并得到图
F

"由图
F

#

*

$和图
F

#

'

$可

以看出!类蛋白#

_:I_8

$包括类酪氨酸和类色氨酸以及富

里酸#

_?

$所占比例较大#

=CFDm=C=:

$!而陆源类腐殖酸以及

腐殖酸所占比例较小#

=C9Am=C=?

$!说明蘑菇湖上覆水
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[>!

是以相对质量较小的有机质为主!腐殖化程度'芳香

度较小!这与上文研究结果相同"

;%:

!

聚类分析!

VGI

"

对
@

个采样点的
(

类荧光峰面积总共
?=

个数据进行数

据标准化!分别对荧光峰面积及采样点进行变量聚类)图
D

#

*

$*和样本聚类)图
D

#

'

$*"当欧式距离小于
(

时!图
D

#

*

$变

量聚类中的荧光峰的积分面积被分为
9

类"第
:

类包括
_8

!

_9

和
_(

!第
8

类包括
_:

!第
9

类包括
_?

"这可能和水体

[>!

的腐殖化程度有关!结合
8C9

节中对各荧光物质含量

的分析!富里酸#

_?

$的含量在各点位中的贡献较大!而色氨

酸#

_8

$及腐殖酸#

_9

!

_(

$的含量相近!

_:

含量最少"当欧

式距离小于
(

时!图
D

#

'

$采样点的样本聚类被分为
?

类"第

:

类包括
8

&

!

?

&

!

(

&和
@

&

!第二类包括
9

&和
D

&

!第
9

类包

括
:

&以及第
?

类包括
F

&

"根据采样点的位置#图
:

$!可以看

出
[>!

中荧光物质在空间上具有差异性!第
:

类中除
8

&

外!

?

&

!

(

&和
@

&位于采样点中心位置!第
8

类中的
9

&

!

D

&

和第
9

类中的
:

&以及第
?

类中的
F

&更靠近湖岸区域!可能

采样点和岸边的距离以及岸边的土地利用方式等也会影响

[>!

向水体的输入!也有可能靠近岸边的采样点水体较为

稳定的原因"

图
W

!

G9

'

G?

荧光峰面积的变量聚类及采样点的样本聚类

"#

$

%W

!

X41#438(*8>./(1#0

$

+2G9

/

G?28>+1(.*(0*(

-

(4T41(440).4,

-

8(*8>./(1#0

$

+2.4,

-

8#0

$-

+#0/.

9

!

结
!

论

!!

借助
9[<<!

!

"b<0

和二阶导数
"b<0

!借助
6_"

!

P_"

评估蘑菇湖水体中
[>!

的组成及变化情况"根据以上

研究得到以下结论(

#

:

$

"b<0

由于图谱简化'操作方便!可以用于表征

[>!

的荧光成分!确定组份类别!相较于
9[<<!

具有一定

的优势"

#

8

$

"b<0

通过主成分分析!得到了两个主成分"根据

"b<0

得分图!得到
?

类荧光峰!分别为可见光区类富里酸

峰'类酪氨酸峰'类腐殖酸峰及陆源类腐殖酸峰&根据得分

矩阵可知!各采样点位
[>!

主要是以相对分子质量较小的

类蛋白和富里酸组分为主!腐殖化程度较弱"

#

9

$通过对二阶导数
"b<0

及各类荧光峰的面积分析!

得到
(

个荧光峰波段!且蘑菇湖上覆水
[>!

的荧光物质在

空间上差异性不显著!

[>!

以相对质量较小的有机质为主!

腐殖化程度'芳香度较小"

#

?

$通过对荧光峰面积以及采样点进行聚类分析!当欧

式距离小于
(

时!荧光峰被分为
9

类!其中富里酸含量可能

占比较大!其次为色氨酸及腐殖酸!酪氨酸含量最少&采样

点被分为
9

类!其中靠近岸边的
9

&和
D

&分为一类!

:

&和
F

&

被分为一类!除
8

&

外采样点中心位置的
?

&

!

(

&和
@

&被聚

为一类!可能由于受岸边的距离以及岸边的土地利用方式以

及靠近岸边的采样点水体较为稳定的原因"
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