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摘　要　在三维荧光光谱（ＥＥＭ）测定中，由仪器直接记录的光谱（称为未校正光谱）由于受荧光光度计光源

灯或探测器等波长特性的影响，并不是荧光物质本身的真实光谱，研究了光谱校正对腐殖酸和色氨酸ＥＥＭ

光谱特征以及传统寻峰法和新兴ＦＲＩ分析法结果的影响，结果表明：校正后，Ｅｘ／Ｅｍ＝２２０～４５０／２５０～５００

ｎｍ范围内荧光强度降低，Ｅｍ＜２５０ｎｍ范围内荧光强度增大，腐殖酸荧光峰明显“蓝移”。基于寻峰法的荧

光指数（ＦＩ）和腐殖化指数（ＨＩＸ）明显减小，自生源指数（ＢＩＸ）略增；基于ＦＲＩ分析法的反映各区域标准体积

百分比犘Ⅰ，ｎ，犘Ⅱ，ｎ和犘Ⅲ，ｎ明显上升，而犘Ⅳ，ｎ和犘Ⅴ，ｎ显著下降。因此，进行光谱校正是获得真实光谱谱图

及光谱特征不可或缺的一部分。
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引　言

　　三维荧光光谱技术（ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｅｍｉｓｓｉｏｎｍａｔｒｉｘ，ＥＥＭ）由

于灵敏度高（１０－９数量级）、样品用量小（１～２ｍＬ）、不破坏

样品结构、选择性高和操作方便等优点，被广泛应用于表征

海洋、湖泊、河流等自然水体中的溶解性有机物（ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ

ｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒ，ＤＯＭ）
［１３］，也逐渐应用于定性和定量分析给

水和废水系统中的有机污染物［４６］。由于三维荧光光谱反映

了荧光强度（ＦＩ）随激发波长（Ｅｘ）和发射波长（Ｅｍ）变化的情

况，因而能提供比传统荧光光谱更丰富的光谱信息，被称为

荧光物质的指纹。光谱特征如荧光峰强度、荧光峰斜率等和

特定区域面积可以用来识别和表征不同类型的ＤＯＭ。

由于受到激发光源或探测器光谱特性的影响，仪器直接

记录的荧光光谱通常带有这些仪器特性，并非所研究物质的

真实光谱，这样的光谱称为未校正光谱［７］。未校正光谱的谱

峰位置和谱峰强度与真实光谱都有一定区别，因此要获得真

实光谱首先必须进行光谱校正以去除仪器特性的影响。目前

大部分学者在进行ＥＥＭ光谱特征的提取和识别过程中，由

于忽视了光谱校正的重要性和必要性，基于未校正光谱分析

结果得出结论的可靠性和准确性值得商榷，这也可能是不同

学者间的研究结论存在不一致性的原因之一［８］。

本研究应用Ｍｕｒｐｈｙ等
［９］推荐的光谱校正和标准化方法

获得了腐殖酸和色氨酸的真实ＥＥＭ，探讨了光谱校正前后

ＥＥＭ光谱特征以及传统寻峰法和新兴ＦＲＩ分析法结果的差

异，阐明了光谱校正和标准化在ＥＥＭ应用中的重要性和必

要性。

１　实验部分

１１　犇犗犕样品制备与提取

腐殖酸钠（Ｈｕｍｉｃａｃｉｄｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ，Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）和Ｌ色

氨酸（Ｌｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ，天津市光复精细化工研究所）溶于去离

子水中并经０．４５μｍ滤膜过滤。溶液总有机碳浓度（ｄｉｓ

ｓｏｌｖｅｄｏｒｇａｎｉｃｃａｒｂｏｎ，ＤＯＣ）采用ＴＯＣＶＣＰＨ（岛津公司，日

本）测定，并将其浓度归一化为μｇＤＯＣ／Ｌ。

１２　光谱校正

根据日本日立Ｆ７０００型荧光分光光度计随机附带的光

谱校正工具组件校正方法，使用罗丹明Ｂ标准液，波长扫描

模式，激发光谱２００～６００ｎｍ波长扫描，获得荧光激发光谱

校正因子。而后使用扩散子，通过波长扫描模式，发射和激

发光谱２００～６００ｎｍ波长扫描，获得荧光发射光谱校正因

子。

１３　荧光光谱测定



采用０．３７ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液（ｐＨ８．０）分别将腐殖

酸溶液和色氨酸溶液稀释不同浓度梯度。稀释后溶液采用日

本岛津ＵＶ２４０１ＰＣ型紫外可见分光光度计测定紫外可见

吸收光谱，波长扫描范围为２００～７００ｎｍ、狭缝宽度１ｎｍ；

溶液的ＥＥＭ光谱采用日本日立Ｆ７０００型荧光分光光度计测

定。激发波长（Ｅｘ）为２２０～４５０ｎｍ，狭缝宽度５ｎｍ，增量５

ｎｍ；发射波长（Ｅｍ）２８０～５５０ｎｍ，狭缝宽度５ｎｍ，增量２

ｎｍ，ＰＭＴ电压７００Ｖ，扫描速度２４００ｎｍ·ｍｉｎ－１。

１４　光谱校正和标准化

采用Ｍｕｒｐｈｙ等
［９］推荐的方法对ＥＥＭ光谱进行校正和

标准化：（１）光谱校正：将原始谱图的谱峰强度乘以相应激

发波长和发射波长处的校正因子即为校正后的荧光强度，即

犉Ｃｏｒｒ＝犳
Ｅｘｃｏｒｒ

＝犳
Ｅｍｃｏｒｒ犉，式中犉为原始谱图荧光强度，犳Ｅｘｃｏｒｒ

和犳
Ｅｍｃｏｒｒ分别为相应激发和发射波长处校正因子，犉Ｃｏｒｒ为校

正后的荧光强度。（２）荧光内滤效应校正：采用溶液的紫外

可见吸收光谱对校正后的荧光强度进行荧光内滤效应校正，

即，犉ＩＦＥ＝犉Ｃｏｒｒ·１００．５
（犃Ｅｘ＋犃Ｅｍ

），式中犉ＩＦＥ为荧光内滤效应校

正后荧光强度，犃Ｅｘ和犃Ｅｍ 分别为相应激发和发射波长处的

吸光度。（３）标准化：荧光内滤效应校正后荧光强度与拉曼

峰面积比值即单位为ＲＵ的荧光强度。拉曼峰面积通过测定

ＭｉｌｌｉＱ水的发射光谱获得（Ｅｘ＝３５０ｎｍ，Ｅｍ＝３６５～４５０

ｎｍ，狭缝宽度５ｎｍ，增量１ｎｍ）。（４）光谱散射峰去除：荧光

谱图扣除空白（０．３７ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ８．０磷酸盐溶液）可去除

大部分散射峰（一级、二级瑞利散射、一级拉曼散射），其余

部分采用切割和内插的方法去除［１０］。直接从第二步开始获

得的光谱为未校正的光谱。

２　结果与讨论

２１　光谱校正因子

一般来说，光源（常用的氙灯等）在不同波长下的发射能

量并不是一个定值，发射单色器和光电倍增管的光谱特征在

所检测波长范围内不是一条直线，因此消除仪器光源、单色

器和光电倍增管的光谱特征影响，才能得到荧光物质的真实

光谱［７］。本研究所用的荧光分光光度计的光谱校正因子曲线

如图１所示。由图可知，在２５０～５００ｎｍ附近，荧光发射光

谱校正因子大约为１．０左右，波长２５０ｎｍ以下和５００ｎｍ以

上校正因子均明显大于１．０。对于荧光激发光谱校正因子，

２２０～４５０ｎｍ范围内校正因子均小于１．０，而６００ｎｍ以上，

校正因子明显增大。因此，可以想象，波长２５０～５００ｎｍ范

围，校正后荧光强度降低，而长波长处（大于５００ｎｍ）则校正

后荧光强度大幅增加。

犉犻犵１　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犮狅狉狉犲犮狋犻狅狀犳犪犮狋狅狉狅犳

犲狓犮犻狋犪狋犻狅狀犪狀犱犲犿犻狊狊犻狅狀狊狆犲犮狋狉犪

２２　光谱校正对犈犈犕荧光指数分析结果的影响

腐殖酸和色氨酸溶液的校正前后ＥＥＭ图谱如图２和图

３所示。校正后，荧光峰位置和强度均发生了明显变化。总

体上来讲，Ｅｘ／Ｅｍ＝２２０～４５０／２５０～５００范围荧光强度降

低，而Ｅｍ＜２５０ｎｍ时荧光强度增大，从而导致荧光峰位置

向低激发波长方向偏移。校正前后，荧光峰位置及强度如表

１所示。对于腐殖酸，校正前后荧光峰强度和位置的变化尤

为显著。未校正前，腐殖酸的峰位于Ｅｘ／Ｅｍ＝２８０／４３０处，

犉犻犵２　犈犈犕狊犳狅狉狌狀犮狅狉狉犲犮狋犲犱（狋狅狆）犪狀犱犮狅狉狉犲犮狋犲犱（犫狅狋狋狅犿）狊狆犲犮狋狉犪狅犳犺狌犿犻犮犪犮犻犱

（ａ）：２０００μｇＤＯＣ·Ｌ
－１；（ｂ）：１０００μｇＤＯＣ·Ｌ

－１；（ｃ）：２００μｇＤＯＣ·Ｌ
－１
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犉犻犵３　犈犈犕狊犳狅狉狌狀犮狅狉狉犲犮狋犲犱（狋狅狆）犪狀犱犮狅狉狉犲犮狋犲犱（犫狅狋狋狅犿）狊狆犲犮狋狉犪狅犳狋狉狔狆狋狅狆犺犪狀
（ａ）：６０μｇＤＯＣ·Ｌ

－１；（ｂ）：３０μｇＤＯＣ·Ｌ
－１；（ｃ）：１２μｇＤＯＣ·Ｌ

－１

犜犪犫犾犲１　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狆犲犪犽狊犳狅狉狌狀犮狅狉狉犲犮狋犲犱犪狀犱犮狅狉狉犲犮狋犲犱狊狆犲犮狋狉犪狅犳犺狌犿犻犮犪犮犻犱犪狀犱狋狉狔狆狋狅狆犺犪狀

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（μｇＤＯＣ／Ｌ）

Ｕｎｃｏｒｒｅｃｔｅｄ Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ

Ｅｘ／Ｅｍ／ｎｍ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ Ｅｘ／Ｅｍ／ｎｍ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

Ｈｕｍｉｃａｃｉｄ ２０００ ２８０／４３０ １．０６１ ２２０／４２６ １．１０２

１０００ ２８０／４３６ ０．５４７ ２２０／４１４ ０．５９４

２００ ２８０／４２８ ０．１４７ ２２０／４２８ ０．１８３

Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ６０ ２２０，２７５／３５２ ２．１９７，１．４９６ ２２０，２７５／３５０ ２．９６８，１．１７３

３０ ２２０，２７５／３５８ １．０９３，０．７６１ ２２０，２７５／３５６ １．４７５，０．５９０

１２ ２２０，２７５／３５２ ０．５０９，０．２７４ ２２０，２７５／３５２ ０．６９４，０．２１９

而校正后，峰位置“蓝移”至Ｅｘ／Ｅｍ＝２２０／４３０，并且峰值强

度有所升高。

　　ＥＥＭ荧光强度和谱峰位置的变化同样会引起反映其某

些特定性质的荧光光谱指标数值的变化。传统的荧光光谱分

析方法亦称为寻峰法（ｐｅａｋｐｉｃｋｉｎｇ），主要根据特定波长处的

荧光强度或者荧光强度比值进行定量化的表征［１１，１２］。基于

水样中陆源和微生物源荧光物质的光谱差异，ＭｃＫｎｉｇｈｔ

等［１３］引入了荧光指数（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｒａｔｉｏ，ＦＩ）用来

区分ＤＯＭ的不同来源。ＦＩ指数定义为３７０ｎｍ波长激发下，

发射波长在４５０和５００ｎｍ处的荧光强度比值，该值在１．４

左右时代表陆地或土壤源输入，而１．９左右时代表微生物活

动引起的自生来源。类似ＦＩ指数，自生源指数（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｎ

ｄｅｘ，ＢＩＸ）反映ＤＯＭ中自生贡献比例的指标，定义为２５４

ｎｍ波长激发下，发射波长在３８０和４３０ｎｍ处的荧光强度比

值［１４］。ＢＩＸ值大于１时代表生物或细菌引起的自生来源，而

介于０．６～０．７之间时代表陆地源输入或受人类影响较大。

腐殖化指数（ｈｕｍｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＨＩＸ）表征ＤＯＭ的腐殖化

程度或成熟度，定义为波长２５４ｎｍ激发下，发射波长在４３５

～４８０ｎｍ与３００～３４５ｎｍ波段内的荧光强度平均值的比

值［１５］。ＨＩＸ小于４时，说明ＤＯＭ腐殖化程度较弱，而高达

１０～１６时，则说明ＤＯＭ具有显著的腐殖质特征。

光谱校正前后荧光指数如表２所示。校正后，ＦＩ指数和

犜犪犫犾犲２　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犱犲狉犻狏犲犱犻狀犱犻犮犲狊犳狅狉狌狀犮狅狉狉犲犮狋犲犱犪狀犱犮狅狉狉犲犮狋犲犱狊狆犲犮狋狉犪狅犳犺狌犿犻犮犪犮犻犱犪狀犱狋狉狔狆狋狅狆犺犪狀

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（μｇＤＯＣ／Ｌ）

Ｕｎｃｏｒｒｅｃｔｅｄ Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ

ＦＩ ＢＩＸ ＨＩＸ ＦＩ ＢＩＸ ＨＩＸ

Ｈｕｍｉｃａｃｉｄ ２０００ １．０９８ ０．３８７ ２７．０ ０．９０５ ０．３９９ ２３．７

１０００ １．１４２ ０．４０３ １９．３ ０．９４１ ０．４１５ １７．０

２００ １．０１３ ０．４０１ ２６．２ ０．８４８ ０．４１４ ２２．８

Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ６０ ２．０６９ ０．７４９ ０．１０７ １．７０４ ０．７７２ ０．０９４

３０ １．７０８ ０．８３４ ０．１１７ １．３９８ ０．８６０ ０．１０３

１２ ０．８０５ １．２８３ ０．１７９ ０．６６７ １．３２２ ０．１５９
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ＨＩＸ指数减小，而ＢＩＸ指数略增。例如，２０００μｇＤＯＣ／Ｌ腐

殖酸溶液，校正前ＦＩ指数为１．０９８，ＨＩＸ指数为２７．０，校正

后ＦＩ指数减小为０．９０５，ＨＩＸ指数减小为２３．７；相反，校正

前ＢＩＸ指数为０．３８７，校正后ＢＩＸ指数较增大为０．３９９。总

体上讲，校正后ＦＩ指数和ＨＩＸ指数分别为校正前的０．８２４

倍和０．８７倍，而校正后ＢＩＸ指数为校正前的１．０３１倍。由此

可见，光谱校正对ＦＩ指数和ＨＩＸ指数的影响较为显著。

２３　光谱校正对犈犈犕光谱特征犉犚犐分析结果的影响

传统分析方法只用到了荧光峰位置、峰强，强度比例，

相对于三维荧光光谱数以万计的光谱数据，实际利用到的数

犉犻犵４　犉犚犐犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀犳狅狉狌狀犮狅狉狉犲犮狋犲犱（狌狀犮狅狉）犮狅犿狆犪狉犲犱

狑犻狋犺犮狅狉狉犲犮狋犲犱（犮狅狉）狊狆犲犮狋狉犪犻狀犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀犵狉犪犱犻

犲狀狋狊犳狅狉（犪）犺狌犿犻犮犪犮犻犱犪狀犱（犫）狋狉狔狆狋狅狆犺犪狀

据相对有限，因此无法定量分析复杂ＤＯＭ的细微变化。近

几年新发展起来的荧光区域综合指数 ＦＲＩ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｒｅｇｉｏｎａｌｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ，ＦＲＩ）方法综合利用整个ＥＥＭ光谱数

据，因而能定量区分ＥＥＭ的细微变化，提高了谱图的识别

能力［１６１９］。Ｃｈｅｎ等
［１９］将ＥＥＭ谱图分为５个区域：区域Ⅰ

（Ｅｘ／Ｅｍ＝２２０～２５０／２８０～３３０ｎｍ），为络氨酸类蛋白质；区

域Ⅱ（Ｅｘ／Ｅｍ＝２２０～２５０／３３０～３８０ｎｍ）；为色氨酸类蛋白

质，区域Ⅲ（Ｅｘ／Ｅｍ＝２２０～２５０／３８０～５５０ｎｍ），为类富里

酸；区域Ⅳ（Ｅｘ／Ｅｍ＝２５０～４００／２８０～３８０ｎｍ），为溶解性微

生物代谢产物；区域Ⅴ（Ｅｘ／Ｅｍ＝２５０～４００／３８０～５５０ｎｍ），

为类腐殖酸。通过计算特定区域标准体积（Φｉ，ｎ）和各区域标

准体积百分比（犘ｉ，ｎ＝１００×Φｉ，ｎ／ΦＴ，ｎ，ΦＴ，ｎ为整体区域标准

体积）反映对应区域具有特定结构荧光物质的含量和相对含

量。

光谱校正前后，ＦＲＩ指数如图４所示。总体来说，校正

后，Ⅰ，Ⅱ和Ⅲ区域标准体积百分比有所上升，而Ⅳ和Ⅴ区

域标准体积百分比显著下降。校正后，Ⅰ区络氨酸类蛋白质

犘Ⅰ，ｎ提高了２０％左右，Ⅱ区色氨酸类蛋白质犘Ⅱ，ｎ和Ⅲ区类

富里酸犘Ⅲ，ｎ均提高了５～１０％，而Ⅳ区溶解性微生物代谢产

物犘Ⅳ，ｎ和Ⅴ区类腐殖酸犘Ⅴ，ｎ分别下降了２０～３０％和１０～

２０％。并且，光谱校正前后ＦＲＩ指数变化幅度与溶液浓度有

关。例如，色氨酸浓度为６０，３０和１２μｇＤＯＣ／Ｌ时，Ⅱ区色

氨酸类蛋白质犘Ⅱ，ｎ校正后的分别提高了９．１％，８．２％和

６．７％。腐殖酸浓度为２０００，１０００和２００μｇＤＯＣ／Ｌ时，校

正后 Ｖ区类腐殖酸犘Ⅴ，ｎ分别下降了１４．４％，１４．８％和

１７．７％。

３　结　论

　　光谱校正对ＥＥＭ光谱特征以及传统寻峰法和新兴的

ＦＲＩ分析结果均有显著影响。校正后，Ｅｘ／Ｅｍ＝２２０～４５０／

２５０～５００ｎｍ范围内荧光强度降低，Ｅｍ＜２５０ｎｍ范围内荧

光强度增大，从而也导致腐殖酸荧光峰发生明显“蓝移”。

ＥＥＭ荧光强度和谱峰位置的变化同样会引起反映其某些特

定性质的荧光指标数值的变化。校正后，基于寻峰法的ＦＩ指

数和ＨＩＸ指数明显减小，而ＢＩＸ指数略增；基于ＦＲＩ分析

法的反映各区域标准体积百分比的犘Ⅰ，ｎ，犘Ⅱ，ｎ和犘Ⅲ，ｎ明显

上升，而犘Ⅳ，ｎ和犘Ⅴ，ｎ显著下降。因此，进行光谱校正是获

得真实光谱谱图及特征不可或缺的。
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ｍｅｔｈｏｄｓｈｏｗｅｄａｄｅｃｒｅａｓｅａｆｔｅｒｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ，ｗｈｉｌｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｄｅｘ（ＢＩＸ）ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｌｉｇｈｔｌｙ．犘Ⅰ，ｎ，犘Ⅱ，ｎａｎｄ犘Ⅲ，ｎｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ

ＦＲＩａｎａｌｙｓｉｓｅｘｈｉｂｉｔｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｒｅａｓｅ，ｗｈｉｌｅ犘Ⅳ，ｎａｎｄ犘Ⅴ，ｎｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔｓｐｅｃｔｒａｌｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｓｈｏｕｌｄ

ｂｅｉｎｃｌｕｄｅｄｗｈｅｎａｎａｌｙｚｉｎｇｔｈｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄｔｒｅｎｄｓｏｆｔｈｅＤＯＭｕｓｉｎｇＥＥＭ．

犓犲狔狑狅狉犱狊　Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒ；Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｅｍｉｓｓｉｏｎｍａｔｒｉｘ（ＥＥＭ）；Ｓｐｅｃｔｒａｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ；Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ；Ｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｒｅｇｉｏｎａｌｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ（ＦＲＩ）

（ＲｅｃｅｉｖｅｄＡｐｒ．２４，２０１２；ａｃｃｅｐｔｅｄＪｕｌ．４，２０１２）　　

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ
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