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样品采集和保存方法对水中溶解无机碳

同位素分馏的影响

杨会，王华，吴夏，唐伟，涂林玲，应启和

(中国地质科学院岩溶地质研究所／国土资源部、广西壮族自治区岩溶动力学重点实验室，广西桂林541004)

摘要：为探明不同的样品前处理方法对水中溶解无机碳同位素的影响，寻找最佳的样品前处理方法，本文系

统研究了不同样品采集方法(顶空样品瓶和聚乙烯瓶)和保存方法(不同的温度和是否加饱和氯化汞)以及储

存时间对不同类型水样溶解无机碳同位素值的影响。结果表明：在水样类型相同的情况下，顶空瓶法较聚乙

烯瓶法采集的水样∥3c。。。值更稳定；用聚乙烯瓶采集水样，加入饱和氯化汞能抑制微生物生长，不加饱和氯

化汞的水样∥3CI)1。值变化无规律且幅度大，而加了饱和氯化汞的水样艿1 3C。值更接近初始值，但随保存温度

的升高和保存时间的推移，其占”C。。。值逐渐偏重，主要受温度升高有利于HcOi水解并释放c()：的影响；不

同类型水样在不加饱和氯化汞条件下，随保存时间加长，岩溶水的艿13C。。值较初始值偏重，混合水和非岩溶

区水占”c。。值较初始值偏轻。实验表明，用顶空样品瓶采集的水样保存100天，艿13c。。最大变化值为o．42‰；

用顶空样品瓶呆集的水样保存时间长，d”c。。值变化小，最能反映样品的初始值，是最佳的样品前处理方法。

用聚乙烯瓶采集的水样加饱和氯化汞并保存在5℃能满足样品短时间的保存。
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0 引 言

碳是陆地生态系统中最重要的生源元素，能在岩

石圈、水圈、气圈、生物圈和土壤圈之间相互转换和运

移。碳循环在水体中主要以可溶解无机碳(DIC)和

可溶解有机碳(DOC)存在，两者之间存在相互转

化[1]。溶解无机碳同位素作为揭示水中不同物质中

碳循环的重要手段，被广泛应用于定量评价碳源、碳

汇和碳通量问题[2_5]。

水中含有大量的微生物和细菌，生物体的活动能

导致水中溶解无机碳同位素值(6”CD。。)的变化。有

些水藻和水生有机体可以利用12c进行光合作用，从

而导致d13C瑚。值偏重；有些微生物能分解有机物产

生CO。导致艿13 C肌、值偏轻[6。]。为了使水样的艿¨

C。。。值保持不变，必须对采集的样品进行保存，其保

存方法主要有以下几种：①将DIC转化成碳酸盐沉

淀，避免微生物的作用[8-1叫；②在采样时可加入抑制

剂，如饱和氯化汞或硫酸铜溶液，防止微生物的生

长[11“41；③用GasbenchⅡ的顶空样品瓶取样．样品

瓶事先加入磷酸并用氦气吹扫口4_15I。碳酸盐沉淀法

所需要的样品量大，在碳酸盐快速沉淀过程中容易产

生同位素分馏现象[16。。随着连续流技术的发展，越

来越多实验室采取在线检测水中溶解无机碳同位素。

该方法所需要水样少，操作简单，需要加入抑制剂防

止微生物的生长。但Taipale和S。nninen[1朝在水样

中加入硫酸铜溶液作为抑制剂将样品保存6个月，发

现不管是否加抑制剂，水中的艿”C肌：值均增加，而用

顶空样品瓶采集的水样护c。K值变化不明显。但用

顶空样品瓶采集水样时，测量精度随着DIc浓度的

降低也降低。由于不同的水样含有的DIC浓度不一
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样，很难确定加入样品瓶中水样的体积[1“。

关于样品储存时间方面，现在还没有统一的定

论。Atekwana和Krishnamurthy[181认为只要储存

时间不超过43 d，艿13CIJI。、值变化不大。TaipaIe等[1 5]

认为水样保存在酸化的顶空样品瓶中可以保存6个

月。Li等[”1认为水样在野外用o．4“m的滤纸过滤

后保存在o～4℃存储3个月对水样中的扩CⅢ。、值的

分析结果并无显著差异。吴夏等[15]对溶解无机碳同

位素的前处理方法进行了研究，结果表明用聚乙烯瓶

法和顶空样品瓶法采集的水样碳同位素测试结果相

同，BaCl。沉淀法测得结果较另两种方法偏重。他们

对样品采集后只进行了一次实验分析，对样品的保存

时间和保存温度没有做详细研究。

本文采用不同的样品瓶(顶空样品瓶和聚乙烯

瓶)采集不同类型的水样，包括岩溶水、混合水(岩溶

水与外源水的混合)和非岩溶水，加入饱和氯化汞溶

液作为抑制剂，在不同的温度下保存，旨在系统地比

较不同的取样方法和保存方法对艿13c。。。值的影响，

为样品的预处理提供参考。

1 实验部分

1．1 水样采集

为了比较不同的预处理方法对艿13C眦，值测试结

果的影响，本文采集了含有不同HCO}浓度的岩溶

水、混合水和非岩溶区水样。2013年9月12日在毛

村地下河流域‘191选择背地坪和毛村地下河出口为研

究点(图1)。背地坪位于岩溶区，具有典型的岩溶水，

坐标位置为N25。10 757”，E110。33 735”。毛村地下河出

口为岩溶水与外源水的混合水，坐标位置为N25。11’

27”，E110。31 751”。为了与非岩溶区含低浓度DIC的

水样作比较，2014年7月10日选择广东省河源市的

东江为研究点，坐标位置为N114。42
7

36”，E23。42

24”。在野外使用Meck碱度试剂盒滴定HCO了的浓

度；使用wTw Multi3420多参数水质分析仪现场测

定采集水样的pH值和温度。水样的物理指标列于

表1。

图l 毛村水文地质图

Fig．1 Hy(1 roge()logical n1 F11)of Mf【()c Lln
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表1水样的物理指标

Table 1 Physical indicators of water samples

1．2水样预处理

在野外采样时，先将50 mL聚乙烯瓶用水样润

洗3次再取水样，每个点共取30瓶水样，其中15瓶

用注射器加入4滴饱和氯化汞溶液，取样时尽量避免

样品瓶中有气泡。用顶空样品瓶采集10瓶水样。顶

空样品瓶需要做如下处理：在顶空样品瓶中加入6滴

100％的磷酸(德国Merck公司生产)，盖好瓶盖，放

在GasbenchⅡ样品盘中，利用GC PAL自动进样器

吹扫He气540 s(纯度>99．999％)。取样时先将一

次性注射器用水样润洗3次，背地坪和毛村水样分别

取o．6 mL缓慢注入顶空样品瓶中，东江水样取

1．o mI。缓慢注入顶空样品瓶。背地坪和毛村的水样

采集回来后当天送到实验室测试。东江水样采集后

于第二天运回送到实验室测试。顶空样品瓶采集的

水样放置在温度为25±1℃的室内。聚乙烯瓶采集

的水样用黑色袋子装好后在不同的温度条件下保存：

①室温(放置在室内，室内温度每天都有变化，变化范

围为36．6～14．2℃)；②25±1℃恒温(放置在温度

为25±1℃的恒温室)；③5℃恒温(放置在温度设置

为5℃的冰箱中)。

1．3水中溶解无机碳同位素检测方法

仪器：GasBenchⅡ前处理装置：GC PAL自动进

样器，PoraPlotQ色谱柱(25 m×o．32 mm)，恒温样

品盘。检测器为MAT253稳定同位素质谱计(美国

Thermo Finnigan公司生产)。仪器控制软件为IsO—

DATNT 3．0。

工作标准溶液的配制：将一定量的碳酸氢钠溶解

在超纯水中，送到药厂封装在2 mL的安培瓶中保

存。

C0：标准气：纯度>99．999％，标定结果为艿13C

一 22．939‰。

水样的测试过程：在样品瓶中加入6滴100％的

磷酸，盖好瓶盖后放入GasBenchⅡ样品盘中，利用

GC PAI．自动进样器吹扫He气540 s；用一次性注

射器往样品瓶中加入o．6 mL样品，反应平衡20 h后

开始测量[2⋯。

水样碳同位素测试结果相对于V—PDB标准，分

析精度小于o．2‰。背地坪和毛村的水样，分别于采

样的第1、8、20、60、100天测试，东江的水样于第2、

8、25、63、100天测试，每个样品均重复测试两次取平

均值，两次测试结果误差在0．2‰以内。所有样品测

试均在国土资源部岩溶地质资源环境监督检测中心

完成。

2结果与分析

2．1不同采样方法对d”C。。。值的影响

在水样类型相同的情况下，顶空瓶法较聚乙烯瓶

法采集的水样疗”C。。。值更稳定(如图2)。用聚乙烯

瓶采集的水样随着时间的变化均有一定的波动。即

前者随时间变化小，后者随时问波动幅度大，且波动

幅度随水样的不同而有所差别。这是由于用已经加

有磷酸的顶空样品瓶采集水样，水中的DIC转化成

CO：在酸性条件下比较稳定，避免了样品在采集、运

输、保存过程中由于人为操作等外界因素影响各组分

的动态平衡导致的同位素分馏[14_151。

2．2不同温度对d13C。K值的影响

用聚乙烯瓶采集的水样在3种不同的温度条件

下保存(图2)。不加饱和氯化汞时，不同温度下没有

出现明显的规律，但差异显著；加饱和氯化汞时，5℃

的伊3Cm。值最轻，随时间推移，变化幅度最小，背地坪、

毛村、东江水保存在5℃下d13(油。值的变化范围分别

为：一14．71‰～一14．05‰、一13．75‰～一13．37‰、

一lo．69～一9．69‰；而在温度变化的室内条件下，

d”c。。。值最重，且随时间推移变幅加大，保存在室温

下艿13 C。。。值的变化范围分别为：一14．71‰～

一11．41％o、一13．75％o～一12．95％o、一10．69％。～

一7．48‰。这是由于3种不同类型的水样的DIC主

要是以HcOr的形式存在，当温度升高时有利于

HCOf的水解，释放出cO：气体，从而导致水中

艿13cDlc值偏重。

2．3 加入饱和氯化汞对艿”C肌、值的影响

东江水样采集后于第二天测试，不加饱和氯化汞

的艿13C啪值为 11．61‰，加饱和氯化汞的艿13CⅢ。值

为一10．69‰，顶空样品瓶采集的水样艿13CD。。值为一

10．77‰，说明加入饱和氯化汞的水样泸C。。。值更接

近水样的初始值。背地坪、毛村水、东江水加入饱和

氯化汞在5℃下存放20天左右，艿”CⅢ。的变化值分

别为o．23‰、o．30‰、o．34‰，均较接近水样的初始

值，说明加入饱和氯化汞保存在5℃的水样存放20
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天d13CD”值变化不明显。

加入饱和氯化汞保存在5℃下的水样随着时间

的增长泸C。”值逐渐变重，保存100天后背地坪、毛

村水、东江水艿”C。"的变化值分别为o．66‰、

0．38‰、1．OO‰。L一1在实验中也发现50 mL水样

中加入200肛I。饱和氯化汞抑制剂，随着时间的增长

占”c。。。值变重，他认为可能是由于加入的饱和氯化汞

不够，在较长的时间内不足以完全抑制微生物的生

长，微生物能够利用水中HC()；-中的1 2C进行光合作

用，从而导致占13CDIc值偏重。Taipale和sonninen[”]

在实验中加入硫酸铜溶液作为抑制剂，随着时间的增
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长艿”C。。。值也变重，他们认为是由于加入的硫酸铜

能使溶液的pH值降低，从而导致813C叫值偏重。

2．4不同类型水样的艿”C。。。值变化情况

在不加饱和氯化汞时，水样中的DIC受到微生

物的影响，从图2可以看出，不同类型的水样产生的

同位素分馏不一样。随保存时间的推移，背地坪的水

样艿13C。”值较初始值明显偏重，而毛村和东江水样

的艿13CD。。值较初始值偏轻。背地坪主要是灰岩和白

云岩，如图1所示，Tang等人[2¨采用非培养方法分

析白云岩和石灰岩表生微生物的多样一陛，发现存在多

种自养菌(如有固氮和光合作用的蓝细菌以及非产氧

20 40 60 80 100

20 40 60 80 100

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

保存时曲J／d 保存时『臼J／d

图2不同类型水样的碳同位素分析结果

Fig．2 Analytical results of carbon isotope with different types of water sampled

A背地坪水样 B一村水样c东江水样 1一不加饱和氯化汞 2一加饱和氯化汞
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的光合绿非硫细菌)，这些自养菌可以利用CO。进行

光合作用，从而导致占13 C弧值偏重。在毛村和东江

可能是由于微生物能分解有机物产生CO：从而导致

艿13 CDl(值偏轻聃17]。

在加入饱和氯化汞时，从图2看，随时间推移，放

置在室温的背地坪水样较毛村水样和东江水样偏重

显著，这可能是由于岩溶水微生物活性更强，饱和氯

化汞对岩溶水微生物的抑制作用不足，微生物利用

CO。进行光合作用，导致艿”C。。。值偏重。即，等量的

饱和氯化汞对岩溶水微生物的抑制作用和持续的时

间可能较非岩溶区的小。

3 讨 论

从实验结果看，用顶空样品瓶采集水样保存100

天，其61 3 C。。。值变化不明显，是最佳的样品保存方

法。但该方法需要了解采样区水样中DIC的浓度，

确保加入足够的水样量，若水样量太少将影响分析结

果的精度，且顶空样品瓶采集的水样只能分析一次，

若想得到平行样品的结果，必须在野外采集两瓶水

样。

用聚乙烯瓶采集的水样加入饱和氯化汞并保存

在5℃下存放20天，其d13CⅨ。值变化不大，能够满足

样品短时间保存。随着时间的增长护c眦值逐渐偏

重，不同类型的水样d”cD。。值偏重的程度不一样，对

于HC0丁含量低的水样产生的同位素分馏最大。

在本研究中加入饱和氯化汞作为抑制剂后，随着

时间的增长占13C。。。值逐渐偏重，是否与加入的饱和

氯化汞不够或是饱和氯化汞影响水中的pH值有关，

需要做进一步研究。

4 结 论

(1)用聚乙烯瓶采集的水样不加饱和氯化汞时，

不同温度下水样的艿13C眦值随时间推移没有出现明

显的变化趋势，但不同温度下的差异显著，不同类型

的水样产生的同位素分馏不一样：岩溶区的水样是

d13C。，。值较初始值偏重，混合水和非岩溶区的水样是

艿13 C眦值较初始值偏轻。

(2)用聚乙烯瓶采集的水样加入饱和氯化汞后，

水样的艿”c叫值受温度的影响比较大。保存在室温

的水样艿13 C。。。值变化最大，其次是保存在25±l℃恒

温室的，变化最小的是保存在5℃下的水样。后者在

20天内其艿13 C。，。值变化不大，随着时间的增长∥

c。，。值有所偏重。加饱和氯化汞并保存在5℃，能满

足样品短时间的保存要求。

(3)用顶空样品瓶采集的水样保存100天，艿坞

cD。。值变化不明显，能保证样品测试结果的准确性，

是样品的最佳保存方式。
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Abstract In order to research the influence of different sample preparation methods on the dissolVed inor—

ganic carbon isotope in water samples，and to estabIish the best sample preparation method，this paper sys—

tematically study the sample collection(headspace vial and polyethylene bottle)methods，storage tempera—

t ure，saLuration mercuric chloride and storage duration which affect the dissolved inorganic carbon isotope

value in different types of water samples． The results show that 813 CDIc headspace vial collection method is

more stable than the polyethylene bottle collection method for the same water type。 Using polyethylene bot—

tle collection method and adding saturated mercury chloride may inhibit the growth of microorganisms． The

占13 CDlc value irregularly varies in a big range in case of no saturated mercury chloride added． 1n contrast，the

813 CDIc value roughly stabilizes at its initial value． The value increased in the case of the relative high temper—

ature or long duration，which is mainly attributed to the release of C02 in this condition of sample preserva—

tion． Different types of water samples without saturated mercuric chloride and with prolonged preservation，

the karst water 81
3

C【)”was more positive than the original value，and the mixed water and n。n karst watcr

was negative than the original value． The experiment results show， the maximum difference of 813 C value

was merely O．42％o after 100 days of storage by using headspace vial sample collection，which is proved to be

the best way of sample coUection and preservation． In the meantime，the water sampled by p。lyethylene bot—

tle collection method and stored in a 5℃condition can last a short time to maintain the reliable 813 CDIc value．

Key words dissolved inorganic carbon isotope，isotope fractionation，pretreatment conditions，karst area
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