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摘  要: 生物磷酸盐和水分子间的氧同位素分馏主要受温度和生物活动控制, 因此磷酸盐氧同位素组成既

可以测量古温度又可以示踪磷循环。近年来磷酸盐氧同位素研究受到较多关注, 除了传统的生物体磷灰石古

温度测量外, 这些研究大多是关于磷循环的。磷酸盐的氧同位素组成可以示踪海洋中磷的源区和生物对磷的

利用效率。由于海水的组成十分复杂, 测量前必须对样品进行富集、分离和纯化处理。目前, 加州大学(Santa 

Cruz)Paytan 教授和耶鲁大学 Blake 教授的实验室已建立了海水溶解磷酸盐氧同位素的测量方法, 二者各有

优缺点。我们结合了这两种方法的优点, 并对一些步骤进行了改进, 建立了海水溶解磷酸盐氧同位素组成的

测量方法。通过向海水样品中加入 NaOH, 形成 Mg(OH)2来富集海水中的 PO4
3-, 也可同时除去部分杂质离

子和溶解有机质; 通过将 PO4
3-转化为 CePO4 沉淀来进一步除去杂质离子, 然后用阳离子交换树脂除 Ce3+, 

再通过阴离子交换树脂柱来除溶解有机质。最后将磷酸盐转换为 Ag3PO4沉淀, 在 1350℃裂解 Ag3PO4, 产生

的 O2和石墨反应形成 CO用 IRMS测定。结果显示富集、分离和纯化过程可以获得纯的 Ag3PO4颗粒, 不会

产生 PO4
3-的氧同位素分馏。测量 Ag3PO4用量仅为 0.3 mg, 标准偏差在±0.2‰~±0.3‰之间。 
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Abstract: The oxygen isotope fractionation between biogenic phosphate and water is primarily controlled by 

temperature and biological activity, so the oxygen isotope composition of phosphate (δ18OP) has been used to 

measure the paleotemperature and trace phosphorus biogeochemical cycles. Recently the study of δ18OP has    

attracted much attention. In addition to traditional biogenic apatite paleotemperature measurements, the studies are 

mostly concentrated on the phosphorus cycle. δ18OP of dissolved inorganic phosphate (DIP) is an effective proxy 

for tracing sources and biogeochemical cycle of phosphorus. Seawater composition is very complex, so the   

seawater sample must be separated and purified before the δ18OP measurement. Professor Paytan of University of 

California (Santa Cruz), and Professor Blake of Yale University have established their respective δ18OP     

measurement methods of seawater DIP, but the two method have their respective advantages and disadvantages. 

The authors combined the advantages of the two methods and modified some procedures to establish an improved 

δ18OP measurement method of seawater DIP. In this method, DIP in water samples is concentrated through 
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Mg(OH)2-PO4 co-precipitation, which can exclude a portion of the dissolved organic material (DOM) and     

interfering ions; then the resulting solution is converted to CePO4  precipitate to further separate Pi from dissolved 

salts, especially Cl-, and subsequently the solution is purified through a batch mode cation resin to remove Ce3+ 

from the solution and through anion resin column treatment to remove the dissolved organic material. Phosphate is 

converted to silver phosphate ultimately, which is in turn pyrolitically decomposed to CO at 1350  and ℃ δ18O is 

analyzed with continuous-flow isotope ration mass spectrometry (IRMS). The results show that this procedure can 

remove the interfering compounds effectively and preserve the initial oxygen isotope composition. The sample 

amount needed is 0.3 mg (Ag3PO4), with an average standard deviation between 0.2‰ and 0.3‰. 

Key words: seawater; dissolved inorganic phosphate; oxygen isotope; method 

 
 

对于所有生物来说, 磷都是一个重要的营养元

素。它在基本生化反应中都扮演着关键角色, 包括

遗传物质、能量传递、有机质结构支撑的膜及骨骼

(Ruttenberg, 2003)。磷在许多水生生态系统中都是限

制性营养元素, 因此对初级生产力有着重要的影响

(Karl et al., 2001; Wu et al., 2000; Benitez-Nelson, 
2000; Karl et al., 1997)。在地质时间尺度上通常认为

磷是海洋生态系统中最终的限制性营养元素(Tyrrell, 

1999; Toggweiler, 1999), 进而影响生物泵的效率

(Föllmi, 1996)。 

然而磷只有一个稳定同位素(31P), 在自然界主

要以正五价正磷酸盐形式存在, 因此磷循环的研究

手段相对单一。常用的方法是测量无机磷含量、总

磷含量和有机磷含量(总磷和无机磷之差)。对于沉积

物, 也可以用不同提取液将磷分为弱吸附态、氧化

物吸附态、自生磷灰石态、碎屑磷灰石态和有机磷

态(Ruttenberg, 1992)。比较有效的示踪剂是 32P和
33P(Benitez-Nelson et al., 1999), 然而由于它们的含

量低、半衰期短, 限制了它们的应用。 

在PO4
3-中P-O键长处于单键和双键之间 , 具有

颇高的稳定性(键能为 359.8 kJ·mol-1), 使PO4
3-成为

一个很稳定的结构单元。PO4
3-呈四面体结构, P位于

四面体中心 , 四个氧分别位于在四面体的四个顶

点。多种结合形式的P(V)含氧化合物都是以磷氧四

面体为结构基础。研究结果显示, 在地表温度和pH

范围内, 若没有生物或酶的作用, PO4
3-和水分子不

会发生氧交换(Liang et al., 2007; O'Neil et al., 2003; 

Lecuyer et al., 1999)。因此, 很多科学家将目标转移

至具有 3 个稳定同位素的氧, 即磷酸盐的氧同位素

组成研究。磷酸盐的氧同位素组成可用来示踪水体

中磷的来源(Young et al., 2009; Elsbury et al., 2009), 

同时也可示踪海洋中磷的生物地球化学循环过程

(Goldhammer et al., 2011; Jaisi et al., 2010; Paytan et 
al., 2007; McLaughlin et al., 2006a, b, c; Colman et al., 
2005), 是海洋磷循环研究中一个不可多得的示踪

剂。 

磷酸盐氧同位素测量要求把样品中的PO4
3-转化

为纯的Ag3PO4。海水组成十分复杂, 必须对样品进

行富集、分离和纯化, 并要求这些处理过程不会产

生氧同位素分馏。目前, 国内万德芳等(2001)建立了

地质样品磷酸盐氧同位素组成的氟化测量方法, 周

爱国等(2008)和甘义群等(2005)建立了硫酸盐氧同

位素的测量方法, 还尚未看到海水溶解磷酸盐氧同

位素组成的测量方法(林继军等 , 2010; 陈志刚等 , 

2010)。国际上只有加州大学(Santa Cruz)Paytan和耶

鲁大学Blake的实验室建立了海水溶解磷酸盐氧同

位素的测量方法(McLaughlin et al., 2004; Colman, 

2002)。Paytan实验室的方法是先用氢氧化镁共沉淀

法( agnesium-induced co precipitation, 简称MAGIC) 

(Karl et al., 1992; Thomson-Bulldis et al., 1998)来富

集海水中的溶解磷酸盐, 同时也可以去除一些杂质, 

然后用PO4
3-的特征沉淀CePO4 进一步纯化PO4

3-, 最

后用阳离子交换树脂除Ce3+, 并将PO4
3-转化成Ag3PO

后 , 用同位素比值质谱 (Isotope-ratio mass spec-

trometry IRMS)测定同位素组成。而Blake实验室则

通过多次MAGIC来去除杂质离子(特别是Cl-), 然后

用阴离子交换树脂来除溶解有机质, 最后用阳离子

交换树脂除Na和HCO3
2-, 并将PO4

3-转化成Ag3PO4

用IRMS测定。Paytan方法的优点是用PO4
3-的特征沉

淀CePO4 对除其他杂质离子具有较好的效果, 缺点

是没有专门除溶解有机质的步骤; Blake教授方法的

优点是通过阴离子交换树脂能有效地去除海水中大

部分溶解有机质, 缺点是多次MAGIC会降低磷的回

收率, 也可能会造成有机磷的水解。本研究结合了

两个实验室方法的优点, 即用阴离子树脂除溶解有

机质, 用CePO4 去除杂质离子, 并对一些步骤进行

了改进, 建立了海水溶解磷酸盐氧同位素的准确测

量方法。 

1  实验方法 

1.1  试剂与仪器 

器皿: 250 mL 聚乙烯塑料瓶, 100 mL, 50 mL 
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聚碳酸酯离心管, 50 mL玻璃烧杯,带砂芯的层析柱, 

所用器皿均在 10%(体积分数)的硝酸中浸泡, 使用

前用 Milli-Q水洗涤干净; 

试剂: BIO-RAD AG-50X8 阳离子交换树脂

(Biotechnology Grade, H+型, 100~200目); BIO-RAD 

AG1-X8阴离子交换树脂(Biotechnology Grade, OH-

型, 200~400目); KH2PO4(AR); AgNO3(AR); Ag3PO4; 

高纯氮气; Milli-Q水;  

仪器: 多管架自动平衡离心机(XiangYi L-530); 

pH计(Thermo orion Model 868); 百万分之一电子天

平 (Sartorius ME36S); 热 燃 烧 / 元 素 分 析 仪

(Thermo-Chemical Element Analyzer TC/EA) 
(Thermo Finnigan); 连续流系统 (Thermo Finnigan 

ConFloⅢ); 同位素比值质谱仪 IRMS(Thermo Fin-

nigan Delta V)。 

1.2  方法与步骤 

1.2.1  海水中PO43-的富集和纯化 

采用 MAGIC 法富集海水中的溶解无机磷

(Dissolved Inorganic Phosphate, 简称 DIP), 流程见

图 1。按与海水体积比为 1%的比例向海水样品中加

入 1 mol/L的 NaOH溶液, 形成 Mg(OH)2白色沉淀, 

充分搅拌后静置 6 h。虹吸弃去上清液, 将沉淀转移

至 100 mL 聚碳酸酯离心管中, 以 3500 r/min 的转

速离心 5 min, 弃去上清液。 

用 5 mL冰醋酸和 15～20 mL 3mol/L的 HNO3

溶液, 将离心后的 Mg(OH)2 沉淀全部溶解, 接着加

入 1 mol/L 的 CH3COONa 溶液, 调节 pH 到 5.5～6

之间。加入 3 mL 0.4 mol/L的 Ce(NO3)3溶液, 搅拌

混匀后静置 5 h。离心分离 CePO4 磷酸铈沉淀   

(3500 r/min, 5 min)。用 0.5 mol/L的 CH3COONa溶

液, 反复洗涤沉淀并离心, 直至完全去除上清液中

的 Cl-(Cl-会干扰 Ag3PO4沉淀的形成)。用 1 mol/L的

HNO3溶解 CePO4沉淀, 加入 4 mL BIO-RAD AG-50

×8阳离子交换树脂, 在摇床上振荡 10 h, 用带砂芯

的层析柱将溶液与树脂分离。该步骤未采用传统的

离子交换树脂柱 , 是因为实际海水样品处理中 , 

CePO4 沉淀加酸不会马上完全溶解, 采用摇床的物

理振荡破碎, 以及阳离子交换树脂在吸附交换 Ce3+

的同时会释放出 H+, 都会促进沉淀的溶解。 

用 1 mol/L的 NaOH溶液调节溶液 pH值至 4~6, 

将溶液通过 BIO-RAD AG1-X8 阴离子交换树脂柱, 

流速控制在 0.5 mL/min。用 35 mL 0.2 mol/L 的

NaHCO3溶液洗脱, 控制流速 0.5 mL/min。将洗脱液

接在 50 mL的带盖玻璃管中, 加入 2 mL 7 mol/L的

HNO3溶液来除 HCO3
-。 

 

图 1  海水中溶解无机磷纯化流程 
Fig. 1  Procedure for purification of dissolved inorganic 

phosphate from seawater 

 
加入 2滴溴百里酚蓝指示剂和 1 mL浓氨水, 溶

液由亮黄色变为蓝色, 再用 3 mol/L的 HNO3调节溶

液至蓝绿色, 此时溶液 pH 值约为 8.0。加入 2 mL   

2 mol/L的 AgNO3溶液, 形成亮黄色的 Ag3PO4沉淀, 

静置过夜。分离 Ag3PO4沉淀并在 60℃烘干待测。 

1.2.2  测量 

样品采用 IRMS测量。将 Ag3PO4样品(300 μg)

包入银舟(3.5 mm, Thermo), 通过自动进样器进入

TC/EA。Ag3PO4在 1350℃的条件下裂解, 释放的氧

和石墨反应形成 CO。CO 气体样品通过水阱(H2O 

trap)和 GC(气相色谱)柱纯化后, 通过连续流系统载

入质谱测量。用仪器所带软件(Isodat NT version 3.0)

对 数 据 进 行 处 理 , δ18O 值 均 是 相 对 于

VSMOW(Vienna Standard Mean Ocean Water 维也

纳标准平均海水)。实验室标准用美国地质调查局提

供的 Ag3PO4标准(MR-2, δ18O=1.6‰)刻度。 

2  结果与讨论 

2.1  试剂空白 

向无磷含镁溶液中加入实际样品处理过程中所

用到的试剂, 然后采用 2次MAGIC方法对磷进行浓

缩, 测其磷含量。无磷含镁溶液为向 1 L Milli-Q水

中加入 20 g MgCl2·6H2O配成。试剂的加入量都数倍

于实际样品处理时的用量 : NH4NO3(AR, 4 倍 ), 

CH3COONa(AR, 2 倍), NaOH(AR, 3倍), 乙酸(AR, 

10倍), 氨水(AR, 10倍)。试剂用量及结果见表 1。  
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表 1  试剂量及其磷空白值 
Table 1  Regent amount and corresponding phosphorus blank 

样品号 
无磷含镁溶液

体积 V/mL 

NH4NO3 

质量/g 
CH3COONa
质量/g 

乙酸体积 V

/mL 

氨水体积V

/mL 

第一次

NaOH质量/g 

第二次

NaOH质量/g 

含磷量 n 

/μmol 

1 1000 1.0 20 10 10 12 1.40 0.053 

2 1000 1.0 22 10 10 12 1.52 0.049 

3 1000 1.0 33* 10 10 12 1.20 0.043 

4 1000 1.0 33* 10 10 12 1.20 0.040 

5 1000 1.0 33* 10 10 12 1.20 0.045 

6 1000 1.0 33* 10 10 12 1.20 0.034 

7 1000 1.0 20 10 10 12 1.12 0.043 

注: 带*号的为 CH3COONa•3H2O, 其余皆为 CH3COONa。 

 
结果显示磷含量在 0.034～0.053 μmol之间。这

些试剂的加入量是实际样品处理时用量的    

2～10倍。实际样品磷含量一般大于 30 μmol, 因此

可认为该实验所用试剂造成的影响可以忽略不计。 

  

图 2显示 3个图谱吻合得十分好, 和 Ag3PO4标

准图谱(JCPDS, card no.: 6-505)也吻合得很好, 说明

分离纯化效果很好。 

2.3  判断由PO4
3-形成Ag3PO4时氧同位素是否分馏 

称取 16 mg Ag3PO4试剂, 用 2 mL 1 mol/L的

HNO3溶解, 然后再用溴百里酚蓝指示剂调节 pH 值

至 8.0左右, 加入过量 AgNO3溶液, 形成 Ag3PO4沉

淀, 洗涤后烘干测量其 δ18O(Ag3PO4 试剂溶解再沉

淀)。同时也用相同的 Ag3PO4 试剂不经处理直接测

其 δ18O(Ag3PO4试剂)。结果如图 3所示。 

2.2  纯化效果 

对分离纯化后形成的 Ag3PO4用 X’pert PRO X

射线衍射(X-ray diffraction XRD)进行测定。一份样

品是用 20 L厦门湾表层海水按图 1流程处理后得到

的 Ag3PO4沉淀(厦门湾表层海水)(见图 2a)。第二份

样品是 5 L海水经 MAGIC共沉淀后的上清液(无磷

海水)外加 KH2PO4 溶液按图 1 流程处理后得到的

Ag3PO4 沉淀(无磷海水+KH2PO4)(见图 2b)。第三份

样品是用 KH2PO4 溶液和 AgNO3 溶液直接形成

Ag3PO4沉淀(去离子水+KH2PO4) (见图 2c)。 

结果显示, Ag3PO4试剂直接测量 δ18O的平均值

为 8.7‰, 标准偏差为±0.2‰(n=15); 将 Ag3PO4试剂

溶解加入过量 AgNO3溶液重新形成 Ag3PO4的 δ18O

测量平均值为 8.8‰, 标准偏差为±0.2‰(n=7)。二

者在误差范围内一致, 说明在由 PO4
3-形成 Ag3PO4

时不会产生氧同位素分馏。 

 

 

 

 

图 2  Ag3PO4 的 XRD 谱图 
Fig. 2  XRD patterns of Ag3PO4 

a-厦门湾表层海水合成; b-磷空白海水加 KH2PO4试剂合成; 

c-Milli-Q水加 KH2PO4试剂合成 图 3  未经处理的 Ag3PO4 与将其溶解再沉淀          
形成 Ag3PO4 之间 δ18O 测量值的比较 a-synthesized from Xiamen bay surface seawater; b-synthesized 

from KH2PO4 regent in phosphate blank seawater; c-synthesized 
from KH2PO4 regent in Milli-Q water 

Fig. 3  Comparison in δ18O between untreated Ag3PO4        
and dissolved and reprecipitated Ag3PO4 
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2.4  判断全流程氧同位素是否分馏 

用移液枪移取 5 mL 8000 µmol/L的 KH2PO4溶

液, 调 pH为 8.0左右, 加入过量AgNO3形成Ag3PO4

沉淀, 洗涤、烘干后测量其 δ18O(KH2PO4 直接形成

Ag3PO4沉淀)。由本文 2.3节可知 PO4
3-形成 Ag3PO4

时不会产生氧同位素分馏, 因此该值即为 KH2PO4

试剂的 δ18O。 

用移液枪移取 5 mL 相同的 KH2PO4 溶液, 按 

图 1的流程处理后形成 Ag3PO4沉淀, 洗涤、烘干后

测量其 δ18O(KH2PO4 经过全流程后形成 Ag3PO4 沉

淀)。测量结果如图 4所示。 

 

图 4  KH2PO4 直接形成 Ag3PO4 与其经过全流程形成

Ag3PO4 之间 δ18O 测量值的比较 
Fig. 4  Comparison in δ18O between Ag3PO4 precipitated 

from KH2PO4 directly and Ag3PO4 precipitated from 
KH2PO4 through the entire procedure 

 
结果显示 KH2PO4 溶液加 AgNO3 直接形成

Ag3PO4 的 δ18O 平均值为 13.3‰, 标准偏差为

±0.3‰(n=8); KH2PO4 经过全流程形成 Ag3PO4 的

δ18O平均值为 13.3‰, 标准偏差为±0.2‰(n=10)。可

以看出二者在误差范围内一致, 说明本研究所采用

的富集、分离流程不会产生 PO4
3-的氧同位素分馏。 

3  结论 

本研究建立了海水中溶解磷酸盐氧同位素的测

量方法。XRD结果显示所采用的分离、纯化流程可

以获得纯的 Ag3PO4沉淀。用 KH2PO4试剂经过全流

程处理, 结果显示整个富集、分离和纯化流程不会

产生氧同位素分馏。测量 Ag3PO4用量仅为 0.3 mg, 

标准偏差在±0.2‰～±0.3‰之间。 
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