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同步荧光结合主成分与二维相关研究盐碱性土溶解性

有机质组成与结构特征
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要
!

为解决同步荧光光谱'

Ĥ H

(荧光峰重叠而产生的应用局限性!应用同步荧光技术结合二维相关与主

成分等方法!对重叠峰进行解析!研究土壤溶解性有机质'

HIOV

(组成与结构特征$选取河套灌区典型常见

的芦苇+白杨+玉米+籽瓜等四种植被覆盖的土壤为研究对象!采集四个样点的土样!每个样点按
#

#

!#

!

!#

#

5#

!

5#

#

:#

和
:#

#

=#&'

等四层采集植被下土壤!共计
":

个土样!提取溶解性有机质!检测
Ĥ H

$结果

表明瓜地和玉米地
HIOV

荧光强度大于林地和芦苇地
HIOV

的荧光强度!瓜地
HIOV

荧光强度随着土层

深度的增大而增大!而其他三种植被
HIOV

的荧光强度随着土壤深度的增大而减小!表明瓜地水浇过程中

土层以淋溶作用为主!而其他土层以渗滤作用为主$应用主成分分析方法'

KMB

(!识别出酪氨酸+色氨酸+

微生物代谢产物+富里酸和胡敏酸等
6

种荧光组分!酪氨酸荧光峰出现了红移现象!表明瓜地土壤中的酪氨

酸荧光强度明显高于其他三种植被土壤$基于二维相关光谱分析!芦苇土壤中的色氨酸与微生物代谢产物

呈正相关变化趋势!光谱波段先后变化顺序为
%;#*'

1

%%;*'

1

!A#*'

!表明组分变化顺序为富里酸
1

微

生物代谢产物
1

色氨酸*玉米土壤中富里酸与胡敏酸呈正相关!波段变化顺序为
%"=*'

1

%6#*'

1

5!#*'

1

!;5*'

!表明组分变化顺序为微生物代谢产物
1

富里酸
1

胡敏酸
1

酪氨酸*林地土壤中酪氨酸+富里酸和

胡敏酸呈正相关!波段变化顺序为
!;#*'

1

%A!*'

1

5!:*'

1

%#6*'

1

%%;*'

!表明组分变化顺序为酪氨

酸
1

富里酸
1

胡敏酸
1

色氨酸
1

微生物代谢产物*瓜地土壤中富里酸与胡敏酸呈正相关!而与酪氨酸呈负

相关!波段变化顺序为
5"#*'

1

%66*'

1

%%5*'

1

%#A*'

1

!;6*'

!表明组分变化顺序为胡敏酸
1

富里酸

1

微生物代谢产物
1

色氨酸
1

酪氨酸$因此!运用
Ĥ H

结合
KMB

与二维相关光谱分析
HIOV

的荧光光谱特

征!识别荧光组分!揭示荧光组分的空间变化规律具有十分显著的效果$

关键词
!
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HIOV

(是一种复杂混合物!具有多种生态功能和地球化学

特征!是地球多个圈层间的联系枢纽"

"

#

$

HIOV

对营养物与

污染物的迁移转化及碳循环有重要影响!

HIOV

含量与质量

深受物理+化学和生物+过程的控制"

!-5

#

$因此!

HIOV

被视

为评估生态环境的重要指标$

M

"%核磁共振+高效液相色谱+红外光谱+紫外可见光谱

与荧光光谱等被用来研究
HIOV

组成与结构特征"

6-=

#

$荧光

光谱具有检测速度快+不改变样品性状+成本低与信息量大

等优点"

;-=

#

!广泛应用于表征
HIOV

中的芳香族氨基酸+腐

殖质等荧光类物质"

A

#

$通过传统的寻峰法!

HIOV

表征类蛋

白+微生物代谢产物及腐殖酸类物质"

"#

#

$由于荧光峰的叠加

而降低了光谱的分辨率!在
HIOV

的分析应用中存在着一

定的局限性$应用二维相关方法来分析同步荧光光谱'
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!

Ĥ H

(!不仅通过放大波

段信号而分解重叠峰!而且能够区分外部扰动而引起的细微

光谱变化顺序"

"#-""

#

$此外!

KMB

已被广泛应用到
Ĥ H

中!将



复杂的光谱信号分解成线性独立分量!而且表征样本的相似

性和差异性特征$

本研究利用
Ĥ H

结合
KMB

与二维相关光谱!分析盐碱

土
IOV

组成与结构特征!揭示荧光组分的空间分异规律!

阐释荧光组分响应关系及迁移转化机制$

"

!

实验部分

!"!

!

研究区域

河套灌区位于内蒙古自治区巴彦淖尔市境内!灌区东西

长
!6#]'

!南北宽
6#]'

!总灌溉面积
6;5#]'

!

$灌区属温

带大陆性季风气候!夏季高温干旱!冬季严寒少雪$多年平

均气温在
%G;

#

;G:h

$降雨多集中在
;

+

=

月份!多为暴雨$

年均降水量为
"%#

#

!=6''

!年均蒸发量为
!#%#

#

%"=#

''

$受地质构造+灌溉+排水与气候等因素影响!灌区内土

壤盐碱化现象普遍存在$

!"9

!

样本采集

在灌区采集芦苇'

QC

(+白杨'

QI

(+玉米'

SV

(和籽瓜

'

[I

(四种植被下覆盖的土壤为研究对象!按
#

#

!#

!

!#

#

5#

!

5#

#

:#

!

:#

#

=#&'

等四层采集样品共计
":

个$土壤样

品自然风干后研磨过
"##

目筛$将
!#

7

土壤样品与
"##'Q

超纯水'

V2002-f

!电阻率为
"=G!V

(

%

&'

(混合!恒温避光连

续震荡
!5D

!用离心机
;###)

%

'2*

$"离心
"#'2*

!将上清

液过
#G56

!

'

醋酸纤维膜!得到
HIOV

溶液$

!"<

!

同步荧光测定

采用荧光分光光度计'

T23,&D2̂-;###

!

U,

9

,*

(进行同步

荧光光谱测定!激发光源为
"6#C

氙弧灯!光电倍增管电压

为
;##a

$

Ĥ H

激发波长范围为
!:#

#

656*'

!狭缝
6*'

!响

应时间为
#G6(

!波长差常数
)'

c

'

+'

$

'

+E

c66*'

!扫描速

度
!5#*'

%

'2*

$"

$

!"?

!

二维相关光谱

运用
X>,*(+2-[,]82*

大学发布的
!I(D2

7

+

软件!对
Ĥ H

数据进行二维相关光谱分析!采样点土壤剖面深度为外部扰

动因素$二维相关的读谱规则参阅相关文献"

"!

#

$

!

!

结果与讨论

9"!

!

同步荧光光谱

Ĥ H

显示出
5

个不同强度的峰'图
"

(!第一个峰在激发

波长
!:#

#

%"#*'

之间与类蛋白物质有关!而类蛋白物质与

酪氨酸和色氨酸的存在密切相关*第二个峰表示微生物代谢

产物!其波长在
%"6

#

%5#*'

之间*第三个峰与富里酸有

关!波长
%5#

#

5##*'

*第四个峰波长在
5"#

#

56#*'

之间!

与胡敏酸对应"

""

#

$芦苇与林地
HIOV

荧光强度明显小于玉

米与瓜地
HIOV

荧光强度!表明
HIOV

深受人类活动的影

响$玉米
HIOV

荧光强度明显高于瓜地
HIOV

!与玉米秸秆

含有较高的木质纤维素具有一定相关性"

"%

#

$芦苇+玉米与林

地的
HIOV

荧光强度随着土层深度的增大而减小!而瓜地

HIOV

荧光强度随着土层深度的增加而增加!表明瓜地水浇

过程中土层以淋溶作用为主!而其他土层以渗滤作用为

主"

"5

#

$

图
!

!

?

种土壤中提取的
!Q

个
DBE

样品的
J#J

#$

%

"!

!
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9"9

!

主成分分析

应用
KMB

分析
Ĥ H

数据得到因子得分与因子载荷!因

子得分与波长的关系图提供了每个
KM

的光谱波形的变化迹

象!从而识别出导致光谱信号差异的荧光团!而载荷量可以

表征样本空间分布的差异"

"#-""

#

$在
KMB

中
X,2(+)-V+

4

+)-

O0]2*

'

XVO

(决定抽样充分性!对于可接受的
KMB

!抽样充

分性应大于
#G6

!

L,)30+33

的球度检验'

1

(是检验种群相关矩

阵中变量不相关的零假设的另一个指标!观测到的显著性水

平应
4

2

#G##"

"

"#-""

#

$在本研究中!

XVO

数值是
#GA!;

!并且

4

2

#G##"

!表明
KMB

处理数据可行$

KMB

得到两个主成分'

KM(

(!占总方差的
AAG%"g

'图

!

($

KM"

'

66G5%g

(识别出
%

个荧光峰!即在波长
!;%

!

%#"

和

%!5*'

处!分别与酪氨酸+色氨酸和微生物代谢产物对

应"

""

#

$

KM!

'

5%G==g

(显示了
!

个尖峰和
"

个肩峰$第一个尖

峰'

!;;*'

(代表酪氨酸!与
KM"

相比发生了
5*'

的红移!

表明瓜地土壤中的酪氨酸荧光强度明显高于其他三种植被土

壤的酪氨酸荧光强度'图
"

(*第二个尖峰'

%::*'

(与富里酸

组分对应*

5!"*'

处的肩峰代表胡敏酸"

""

#

$每个
KM

上光谱

的负载表明每个
KM

与单个
Ĥ H

相关'图
"

(!这证明
KM

捕获

了荧光光谱的特征$

图
9

!

!Q

个土壤样品光谱波长
XA!

和
XA9

的得分图

#$

%

"9

!

J

;

-+,.'8G'I-8-)

%

,6XA!')0XA9*+3.-*37!Q*3$8*'(

;

8-*

!!

图
%

为
HIOV

同步荧光光谱的因子载荷图!对角线将所

有样本分为两个部分!左上方为玉米与瓜地土壤样本!右下

方为林地与芦苇地样本'除
SV#%

+

SV#5

(!说明农作物与非

农作物间
HIOV

荧光特征具有显著差异$以得分值
#G;

为截

点!可将对角线上方与下方各分为两个区域!如图
%

所示$

区域
&

包括
;

个样品'

QC#"-#%

!

QI#!-#5

!

SV#5

(!

KM"

负

荷
&

#G=

!

KM!

负荷
2

#G:

!说明类蛋白物质'酪氨酸和色氨

酸(荧光团占优势*区域
*

'

SV#%

!

QC#5

和
QI#"

(的
KM"

负荷量相对较高'

&

#G;6

(!与微生物代谢产物荧光团相对

应*区域
+

'

SV#"-#!

和
[I#"

(的
KM!

负荷量相比于
KM"

负

荷量较多!以富里酸为主$区域
,

'

[I#!-#5

(的
KM!

负荷
&

#G=

!

KM"

负荷
2

#G66

!三个
HIOV

样品中胡敏酸荧光团占

优势$

图
<

!

因子载荷图

#$

%

"<

!

#'+,3.83'0$)

%

0$'

%

.'(

9"<

!

同步二维相关光谱

运用
!IHD2

7

+

软件对
Ĥ H

进行二维相关分析!减少光

谱重叠的影响!分析
HIOV

组分的空间变化特征$在同步二

维相关光谱中!主对角线上的峰称为自动峰!自动峰总为正

值$自动峰代表了系统在外扰条件影响下!随着光强变化不

同区域相关光谱变化的敏感性"

"%

#

$位于对角线两侧的光谱

峰则称作交叉峰!表示自动峰间的同步变化!白色代表正相

关!阴影代表负相关!交叉峰的存在意味着自动峰间的变化

有着共同的起源"

""-"!

#

$

以土壤剖面深度为扰动因素!分析出四种植被覆盖土壤

的同步二维相关光谱图'图
5

($

QC

显示出两个显著的自动

峰'

%#%

和
%%;*'

(!且两者之间变化趋势为正相关!表明芦

苇土壤中色氨酸与微生物代谢产物呈正相关*

SV

显示出一

个显著'

%6#*'

(与一个微弱'

5!#*'

(自动峰!分别与富里酸

和胡敏酸对应!且两者间呈正相关*

QI

表现出三个自动峰

位于
!=5

!

%5:

和
5!:*'

处!分别对应酪氨酸+富里酸与胡

敏酸!且交叉峰为白色$表明三者之间均呈正相关!即富里

酸随着外扰因素土壤剖面深度的增加而减少时!酪氨酸与胡

敏酸的变化趋势与富里酸一致!这与
Ĥ H

是对应的'图
"

QI

($

[I

与其他三种植被土壤有着显著差异!表现出两个显

著自动峰'

!;6

和
%66*'

(和一个微弱自动峰'

5"#*'

($在两

个显著自动峰间的交叉峰为阴影!表明酪氨酸与富里酸呈负

相关!而富里酸与胡敏酸'

5"#*'

(呈正相关$

9"?

!

异步二维相关光谱

在异步相关光谱中!相关峰是关于主对角线反对称的!

"A5

第
!

期
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只在对角线外存在交叉峰!没有自动峰的形成$异步相关光

谱中的交叉锋特性可以帮助区分紧密靠近重叠在一起的起源

不同的峰!异步交叉峰的值可正可负"

"!-"%

#

$

图
?

!

以土壤剖面为扰动的
?

种土壤的同步二维相关光谱图

#$

%

"?

!

J

/

)+6.3)32*,G3N0$(-)*$3)'8+3..-8',$3)*

;

-+,.'

37?,

/;

-*37*3$80$*,2.1-01

/

*3$8

;

.37$8-

!!

图
6

表征的是四种植被土壤的异步二维相关光谱图!与

同步二维相关光谱图相比!组分数量表现出明显差异$在

QC

中显示出三个交叉峰'对角线上方(!位于
!A#

2

%%;

!

%!"

2

%%;

和
%%;

2

%;#

处$根据二维相关图谱解析规则!得到波段

变化顺序为
%;#*'

1

%%;*'

1

!A#*'

!表明随着扰动因素

剖面深度的变化!荧光组分的变化顺序为富里酸
1

微生物代

谢产物
1

色氨酸*

SV

的异步相关图显示出两个显著交叉峰
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$证明

微生物代谢产物变化最快!其次是富里酸+胡敏酸和酪氨

酸*
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显示四个显著交叉峰'
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!所以
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剖面中组分变化顺序为酪氨酸
1

富里酸

1

胡敏酸
1

色氨酸
1

微生物代谢产物$

[I

的异步相关光谱

相对复杂!表现出强弱不同交叉峰五个!分别位于
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!波 段 变 化 顺 序 为
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!对应荧光组

分变化顺序为胡敏酸
1

富里酸
1

微生物代谢产物
1

色氨酸
1

酪氨酸$

图
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以土壤剖面为扰动的
?

种土壤的异步二维相关光谱图
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四种植被的
HIOV

主要含有酪氨酸+色氨酸+微生物代

谢产物+富里酸和胡敏酸等
6

种荧光组分$瓜地和玉米地

HIOV

荧光强度大于林地和芦苇
HIOV

的荧光强度!瓜地

HIOV

荧光强度随着土层深度的增大而增大!而其他三种植

被
HIOV

的荧光强度随着土壤深度的增大而减小!表明瓜

地水浇过程中土层以淋溶作用为主!而其他土层以渗滤作用

为主$芦苇
HIOV

中的色氨酸与微生物代谢产物呈正相关!

且荧光组分的变化速度顺序为富里酸
1

微生物代谢产物
1

色

氨酸*玉米
HIOV

中富里酸与胡敏酸呈正相关!且微生物代

谢产物变化最快!其次是富里酸+胡敏酸和酪氨酸*林地

HIOV

中的酪氨酸+富里酸和胡敏酸呈正相关!且组分变化

顺序为酪氨酸
1

富里酸
1

胡敏酸
1

色氨酸
1

微生物代谢产

物*瓜地
HIOV

中的富里酸与胡敏酸呈正相关!而与酪氨酸

呈负相关!胡敏酸变化最快!其次是富里酸+微生物代谢产

物+色氨酸与酪氨酸$
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