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摘要：采集安徽某酸性矿山排水(AMD)水库不同离岸距离的表水层水样,结合傅立叶变换离子回旋共振质谱(FT-ICR MS)与三维荧光光谱(EEMs)技术

对水样中溶解性有机物(DOM)来源和组分特征进行分析.三维荧光结果表明,样品中内源性色氨酸类荧光峰峰强与离岸距离正相关,且基于三维荧光特

征指数(FI,HIX,BIX)分析判断DOM主要来自于内源.FT-ICR MS在分子层面进一步表明,内源性组分(脂类,脂肪族/蛋白类,糖类)在近岸点样品DOM所

占比重相对较低(66%).AMD 中 DOM 的主要成分为 CHO(40%~50%)、CHON(25%~30%)、CHOS (22%~36%)等化合物.DOM 包含有高比例的 CHOS

化合物主要与 AMD水体高浓度硫酸盐有关. 
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Abstract：Surface water samples with different offshore distances from AMD in Anhui province were collected, and the sources and 

component characteristics of DOM in water samples were studied with Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass 

Spectrometry (FT-ICR MS) and Excitation-Emission Matrix spectroscopy (EEMs). The EEMs results showed that the fluorescence 

peak intensity of autochthonous tryptophan in the DOM sample correlated positively with the distance. The EEMs characteristic 

indexes values of FI, HIX and BIX indicated that DOM was mainly from internal sources. FT-ICR MS analysis results further 

indicated endogenous components (lipids, aliphatic/proteins, carbohydrates) in the DOM sample near the shoreside had a relatively 

low proportion of 66% at the molecular level. The main components were composed of CHO, CHON and CHOS containing 

substances. The high fraction of CHOS compounds was mainly related to the high sulfate concentration in AMD. 
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酸性矿山排水(AMD)作为典型的地球极端环

境之一,其特征是 pH值低、金属离子和硫酸盐浓度

高
[1]
,是大量极端耐酸/嗜酸微生物的生存环境,因此

亦成为生物学研究的重要模式系统
[2-3]

.AMD 进入

周围环境会污染附近土壤、水体和沉积物,对生物多

样性产生有害影响
[4]
.溶解性有机物(DOM)是一种

由生物前体衍生而来的有机分子多相混合物
[5]
,是

水生生态系统包括 AMD 中微生物的基本能量和营

养源
[6]
.DOM的组分分子量大小、结构、含量

[7]
及可

利用性
[8]
影响微生物新陈代谢途径、活性及群落结

构,在 AMD 自然演化过程中具有重要作用.目前对

于 AMD 中 DOM 的来源、组成及分布特征等尚缺

乏系统和清晰的认识. 

除了传统的化学组分分析,近年来基于光谱和

色谱建立了一系列方法用于 DOM 的分析和表征.

三维荧光光谱(EEMs)可以获得有机质的有效信息,

阐述水环境中有机物的成分
[9]
,在复杂混合物分析

中具有独特优势
[10]

.EEMs 已广泛应用于各种水

体  

[11-13]
,而电喷雾电离傅立叶变化离子回旋共振质

谱(ESI FT-ICR MS)由于其超高分辨率和质量精确

度,可用于表征不同水体中 DOM 组成和转化
[14-16]

.

其中,AMD 水体 DOM 的分子光谱表征研究仍较为

有限,研究多关注DOM中某一类化合物的光降解过

程 .例如 ,利用傅立叶变换离子回旋共振质谱

(FT-ICR MS)研究富铁坑湖中 CHOS类化合物的光 
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降解,并将 CHOS 类化合物按照降解程度进行划分,

发现大部分 CHOS 类化合物得到完全降解
[17]

;利用

FT-ICR MS研究受 AMD影响水体中 DOM的快速

光矿化研究中
[5]
,在模拟太阳光照条件下发现数小

时内超过 80%的DOM发生了光化学矿化,剩下未发

生矿化的 DOM均由小分子的高脂肪化合物组成. 

安徽东部某 AMD 水库水面面积约为 127km
2
,

形成至今已有 40 多年,适合作为研究酸性矿山排水

自然生态演化的模式水体.水质监测数据表明近年

内酸水库中溶解性有机碳和氮含量显著上升
[18-19]

,

这将有利于兼性或专一性的异养亚铁/硫氧化菌、铁

还原菌、硫酸盐还原菌等微生物的生长及代谢活动.

因此,本研究以此水库为研究对象,采集不同离岸距

离的表水样品,利用 FT-ICR-MS与 EEMs技术对提

取的 DOM进行表征,分析其来源、组成和分布特征,

讨论内源和陆源因素对DOM主要成分的影响.本文

的研究成果有利于丰富对 AMD 水体自然演化过程

的认识,为 AMD的生物修复技术提供科学支持. 

1  材料和方法 

1.1  样品采集与预处理 

于 2018年 6月 1日在水库表面离岸距离分别为

35,75,160m处选取 3个位点,记为 1、2、3号采样点(图

1).利用水样采集装置采集水面下方 0.3~0.5m处表水

样品.样品 pH值分别为 3.23,3.19,3.10.样品于冰盒中

保存(4℃)24h内运回实验室.使用0.45µm玻璃纤维滤

膜过滤,储存于 4℃的黑暗环境待测. 

 
图 1  采样点分布 

Fig.1  Distribution map of sampling points 

1.2  DOM样品预处理 

样品预处理方法按照文献[20].首先,依次使用

9mL甲醇(LC-MS 级)及 9mL酸化超纯水(pH=2)淋

洗 PPL小柱(Agilent Bond Elut PPL),再将用 HCl酸

化至 pH=2的水样以 20mL/min 流速通过 PPL小柱

(200mg,3mL);接着用 9mL 酸化超纯水淋洗 PPL 小

柱,吹氮气去除柱中水分;最后使用 5mL 高纯甲醇 

(LC-MS 级)洗脱 PPL小柱,收集获得 DOM样品,保

存于超低温冰箱(-18℃下). 

1.3  DOM样品三维荧光光谱表征 

利用三维荧光光谱仪(F-4600,日本日立)进行

光谱表征
[21]

.在EEM分析之前,使用超纯水(Milli-Q)

作为空白,以消除拉曼散射的影响.MatlabEEMCut.m

软件包去除一级和二级瑞利散射,以消除瑞丽散射

对荧光区域积分(FRI)的影响.根据EEM分析结果计

算荧光指数(FI)
[22]
、腐殖化指数(HIX)

[23]
、自生源(内

源)指数(BIX)
[24]
值,进而分析 DOM来源. 

1.4  DOM样品 ESI FT-ICR MS分析和计算 

利用 Apex ultra型 FT-ICR MS分析 DOM中分

子组成,采用电喷雾( ESI)电离,并根据分子式中不同

元素比,将分子式划分为不同的化合物种类
[25]

(表 1). 

表 1  不同种类化合物分类规则 

Table 1  The classification rules of different groups of 

compounds 

组分 分区 H/C O/C 

脂类 I 1.5~2.0 0~0.3 

脂肪族/蛋白质 II 1.5~2.2 0.3~0.67 

糖类 III 1.5~2.4 0.67~1.2 

不饱和碳氢化合物 IV 0.7~1.5 0~0.1 

木质素/富羧酸脂环分子结构 V 0.7~1.5 0.1~0.67 

单宁酸 VI 0.6~1.5 0.67~1.0 

芳香结构类物质 VII 0.2~0.7 0~0.67 

 

Van Krevelen 图谱中组分归一化方法,即为将

各区间组分所有分子离子的离子强度求和,并基于

离子强度进行归一化得到各组分相对含量. 

双键相等数(DBE)用于指示分子不饱和度
[26]

,

计算方式如下: 

 DBE=c-1/2h+1/2n+1 (1) 

式中:c、h、n为化学式 CcHhNnOoSs中碳、氢、氮原

子数.根据每个分子式中元素比和 DBE 值及其对应

的分子式强度比计算 H/Cw、O/Cw、DBEw.例如,H/Cw

的计算公式如下: 

 /
i i i

M I I= ∑   

 ( ) ( )
w i i

H H
M

C C
= ⋅∑  (2) 
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式中:Ii为第 i个分子式对应的分子强度. 

2  结果与分析 

2.1  EEMs表征 

EEMs 结果表明该 AMD 表层水 DOM 样品

共有两类荧光峰 (图 2),分别为峰 A (255~260/ 

345~360nm)、峰 B(255~260/360~370nm),均为类

色氨酸物质
[27]

.其中,1、2号采样点都鉴定出两个

峰(峰 A、峰 B),而 3号采样点仅鉴定出峰 A,但峰

强最高. 
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图 2  各采样点 DOM样品三维荧光图谱 

Fig.2  Three EEMs of DOM samples at each sampling point 

2.2  ESI FT-ICR MS分子表征 

不同采样点样品 DOM 分子量分布范围如图 3

所示.样品 DOM 分子量大多位于 200~550Da 之间,

平均分子量分别为 362.6,347.2,276.6Da. 

按照脂类、脂肪族/蛋白质、木质素/富羧酸脂

环分子结构、糖类、不饱和碳氢化合物、芳香结构

和单宁酸类物质,将 AMD样品 DOM的分子组成划

分为 7个区域,并绘制 Van Krevelen图(图 4).3个样

品中 CHO类化合物多集中分布在木质素/富羧酸脂

环分子区,CHON 类化合物在木质素/富羧酸脂环分

子区分布也相对较多,而 CHOS 类化合物在此区间

分布相对较少,所有DOM样品在不饱和碳氢化合物

区间没有分布. 
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强
度
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图 3  三个采样点 DOM的宽带负离子 ESI FT-ICRMS质 

谱图 

Fig.3  Broadband negative-ion ESI FT-ICR MS mass spectra 

of the DOM from three sampling points 
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图 4  AMD中 1、2、3号采样点 DOM样品的组成比较 

Fig.4  Comparison of the composition of DOM samples in the AMD at 1, 2 and 3 sampling points 

I:脂类; II:脂肪族/蛋白类; III:糖类; IV:不饱和碳氢化合物; V:木质素/富羧酸脂环分子; VI:单宁酸; VII:芳香结构类 
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如图 5所示,DOM样品中脂类物质相对含量最

高,且各采样点间差异较小(40%~42%).同 3 号点相

比,1、2号采样点木质素/富羧酸脂环分子的相对含

量较高分别为 18%和 15%.单宁酸类物质在 1号采

样点中相对含量相对较高(16%),在 2、3 号采样点

含量相对较低(13%).脂肪族/蛋白质类物质在 1、2、

3 号采样点处相对含量差异较大,分别为 12%、

16%、21%.糖类物质相对含量变化范围为 10%~ 

13%,而芳香结构类物质在所有样品中相对含量较

低(0~8%). 

 
图 5  AMD中 1、2、3号采样点 DOM样品组分分布 

Fig.5  DOM components distribution at 1, 2, 3 sampling 

points in the AMD 

3  讨论 

3.1  DOM来源及荧光峰差异 

水体DOM可以分为内源和外源性来源.前者与

原位初级生产密切相关,而后者源于水生系统以外

的土壤、凋落物、地面径流等
[28]

.如表 2 所示,1、2

号采样点 DOM 样品 FI 值均位于 1.4 和 1.9 之间, 

HIX 值均大于 4,BIX 值均小于 1,表明对于 1、2 号

采样点 DOM 样品组分,外源和内源性输入均有贡

献.3号采样点 DOM样品 FI值大于 1.9,HIX值小于

4,BIX值大于 1,表明其组分主要来自于内源.这主要

是跟 3 个采样点的离岸距离有关系.结合酸水库周

边环境,周边土壤的雨水淋滤是主要来源.同内源性

DOM 相比,外源性 DOM 具有更高的芳香性和腐殖

性
[29]

.1、2 号采样点 DOM 芳香性和腐殖化程度更

高.图 2中峰 A、峰 B代表的类色氨酸物质主要为藻

类及微生物降解产生,为内源性物质的荧光峰
[27]

.3

号采样点 DOM 样品的荧光峰峰强显著高于 1、2

号采样点 DOM样品,表明 3号采样点 DOM样品含

有较多色氨酸类物质.而海洋、河口、河流、水库等

水体 DOM的荧光峰类型包括类富里酸、类胡敏酸、

色氨酸类和酪氨酸类等
[30]

.这主要是AMD多处于矿

区,受外界输入影响较小,荧光类物质类型不如其它

水体丰富. 

表 2  各采样点 DOM样品的荧光特征指数 

Table 2  Fluorescence characteristic index of DOM samples at 

each point 

采样点 FI HIX BIX 

1号采样点 1.48 4.28 0.85 

2号采样点 1.63 4.06 0.98 

3号采样点 1.99 3.87 1.65 

注: FI>1.9,DOM以内源为主,FI<1.4,DOM以外源为主[22]
;HIX<4则表

示DOM以内源为主,4<HIX<6表明DOM具有较强的内源性特征

[23]
;BIX >1时,表明DOM以内源为主,0.8<BIX<1,表明存在较多的

内源DOM,0.6<BIX<0.8,表明内源性DOM较少[31]
. 

3.2  DOM组分及相关指标分析 

如图 5所示,脂类、脂肪族/蛋白类、糖类相对

含量之和显著高于外源性组分,在 1、2、3 号采样

点中相对含量之和分别为 66%、66%、75%,而这 3

类物质主要来自于内源
[32]

,表明 DOM 组分主要以

内源性组分为主,且离岸距离较远的 3 号采样点受

到更多内源影响.木质素是土壤中天然芳香有机物

的一部分,来自于容易光降解的腐烂植被,同单宁酸

都为外源性组分
[16,33]

.同其它采样点相比,这两类物

质均在 1 号采样点中相对含量最高,分别为 18%、

16%.这主要是由于不同采样点离岸距离存在差异

(1 号采样点:35m; 2 号采样点:75m; 3 号采样点: 

160m). 1 号采样点岸边附近有一片林地,受外源因

素影响,木质素等外源性组分含量相对较高.芳香结

构类物质作为一种外源性组分在所有样品中相对

含量较低(0~8%),与离岸距离没有显著联系.浮游

植物 DOM的组成主要以糖类、脂类、有机酸、含

氮化合物(蛋白质、氨基酸)和有机酸为主
[34]

,这也

暗示着AMD中DOM大部分可能来自于浮游植物.

废水及受外源影响因素较多的水体有机质中含有

较多的木质素/富羧酸脂环分子类物质,如苏旺尼

河、垃圾渗滤液 DOM中该类物质相对含量分别为

71.8%、83%,而脂类、蛋白类等物质含量较低[25]
.

与 AMD中 DOM相似,海洋中有机质以糖类、脂类、

蛋白质类组分为主
[35]

.这是因为 DOM 来源不同在

组成上有所差异
[36]

.苏旺尼河天然有机物和垃圾渗
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滤液 DOM 均来自于外源,苏旺尼河中有机物来源

于沼泽的植被和腐烂的泥炭[37]
,然而,通过利用木质

素酚作为陆源标记物研究表明,海洋中外源 DOM 比

例在 0.7%~2.4%之间
[38]

.因此,DOM 来源不同是造成

DOM组分差异的主要原因. 

 

图 6  AMD中 DOM样品参数的变化特征 

Fig.6  The variation characteristics of DOM sample 

parameters in AMD 

图 6综合比较了 1、2、3号采样点 DOM各参

数间的相关性特征.其中参数总荧光强度、FI、HIX

和 BIX均由 EEM结果所得,平均分子量及木质素、

脂类的相对含量由 FT-ICR MS结果所得(各参数均

经过归一化处理).总荧光强度随着离岸距离的增大

而增加,这是由于 AMD中 DOM以微生物源即内源

为主.此外,FI 和 BIX 等指标与离岸距离成正相关,

而 HIX、则显示出相反的规律,表明离岸距离越远内

源性组分更充足.蛋白类物质及木质素类组分相对

含量同离岸距离之间关系呈现相反趋势,也表明离

岸距离对 AMD 中 DOM 组分有一定影响,离岸越

远,DOM内源性组分相对含量越高. 

3.3  不同水体 DOM分子特征比较 

表 3比较了不同水体中DOM组分的差异.前人

研究表明,同表层海水样品相比,淡水样品具有相对

较高的 H/C 值及较低的 O/C 值[15].H/C 值是判定

DOM 稳定性的重要指标,H/C 值越高则不稳定性越

强[39],而AMD中样品具有同淡水样品相近的H/C值

及高于海水、淡水的 O/C 值.此外,同其它水体样品

相比,AMD 样品 DBE 值相对较低,具有更多含氧低

不饱和化合物且多以不稳定 DOM组分为主. 

表 3  不同来源 DOM样品的分子特征 

Table 3  Molecular characteristics of DOM samples from different sources 

水体 样品 H/Cw O/Cw DBEw 
CHO相对含

量 (%) 

CHON相对含

量 (%) 

CHOS相对含量 

(%) 

CHONS相对含

量(%) 
文献 

马尾藻海 0m 1.3 0.36 9.1 89.5 2.3 5.1 0.6 [15] 

陆架坡折带 0m 1.32 0.34 9.1 91 0.8 5.5 0.6 [15] 表层海水 

陆架坡折带 43m 1.3 0.35 9.4 89.6 1.4 6.4 0.5 [15] 

特拉华河口 0m 1.34 0.33 9.2 95.2 0.2 2.2 0.4 [15] 

特拉华河源头

0m 
1.31 0.3 8.6 91 0.2 3.1 0.7 [15] 

迪斯默尔沼泽 1.25 0.39 9.6 97.4 0.3 0.6 0.5 [40] 

小镇 1.37 0.35 7.6 91.9 总 8.1 [40] 

淡水 

切萨皮克湾大桥 1.4 0.35 7.4 90.5 总 9.5 [40] 

马尾藻海

1000m 
1.21 0.33 8.9 74.3 0.9 10.7 2.8 [15] 

深海 

威德尔海深海 1.19~1.57 0.32~0.55 5.6~8.7 - - - - [41] 

AMD 安徽某酸水库 1.32~1.38 0.43~0.57 6.12~6.72 40~50 25~30 22~36 0 本研究

 

根据 FT-ICR MS 数据结果可以将不同类型化

合物进行归一化分析,进而得到 CHO、CHON、

CHOS、CHONS 等化合物的相对含量.与其它水体

相似,AMD中仅含 C、H、O元素的分子在 DOM中

的相对含量最高.但在不同水体中相对含量略有差

异,其相对含量所占比例多少顺序为淡水>表层海水

>深海>AMD.此外,AMD 中含有更多的 CHON、

CHOS 类化合物.相对较高的 CHOS 类化合物可能

与AMD水体含有较高的硫酸盐含量有关.本研究中

脂类物质含量在各样品中最高(40%~42%),其它废

水及天然有机质[25]中脂类含量较少(<3%),而脂类物

质中含 N 脂类比例约为 12.5%[35].因此,本研究中

CHON类化合物含量相对较高可能是源于含N脂类

物质的增加. 
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3.4  DOM对 AMD水体修复的环境意义 

DOM对水体中微生物的新陈代谢
[42-43]

和金属

的环境行为
[44-45]

具有重要影响.对 AMD 水体而言,

一方面,DOM作为有机底物能够为参与 AMD修复

的异养微生物提供碳源和能源,从而对 AMD 的生

物修复过程产生影响
[42-43]

,如硫酸盐还原菌在不同

有机质构成的底物中具有不同的修复效果
[46]

.另一

方面,DOM 在金属迁移转化过程中同样发挥了重

要作用,有机质能够减缓黄铁矿的氧化速率
[47]
及加

强对砷的固定作用
[48]

,却也会促进有毒重金属如铬

的释放
[49]

.因而,DOM 在 AMD 水体修复中扮演着

重要而复杂的角色,确定AMD中DOM的来源及组

成具有重要意义.本研究表明AMD中DOM与其它

水体不同,主要为内源性组分.通常脂类物质可生物

利用性不高,此外水体中的硫酸盐还原菌相对较少,

不利于水体的自我修复.因此,若采用生物法对此水

体进行生态修复,需要外加廉价的、生物可利用性

较高的碳源. 

4  结论 

4.1  三维荧光分析结果表明,AMD中DOM主要来

自于以藻类和水体微生物代谢产生的内源性输入,

内源性色氨酸类荧光峰峰强随离岸距离的增加而

增强. 

4.2  FT-ICR MS 分析结果进一步表明,AMD 样品

DOM 中内源性组分(脂类、脂肪族/蛋白类、糖类)

在远岸点中比重更高(75%),而近岸点其相对含量较

低,表明周边环境对DOM组分的影响随离岸距离的

增加而减弱. 
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