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摘要： 溶解有机碳 (DOC) 是研究岩溶作用强度、岩溶碳源、汇特征与岩溶碳循环过程的重要指标。利用

岩溶区 DOC 碳同位素值 (δ13CDOC)，可以精确计算岩溶流域的碳源和汇通量，这一参数对于全球气候变化研

究至关重要。鉴于岩溶区水体中 HCO3 −  含量较高，DOC 含量较低且组分复杂，目前湿氧化法应用于测定岩

溶区域水体中 δ13CDOC 值的检测方法尚未完善。本文采用 GasBench Ⅱ与同位素比质谱分析 (IRMS) 联用技术，

探讨了湿氧化法测试岩溶水体中 δ13CDOC 值的影响因素。针对不同市售纯水、顶空瓶与大气的平衡方式、

DOC 含量、水中碳酸氢根 (HCO3 −  ) 去除，研究了这些因素对44CO2 峰面积和 δ13CDOC 测量的影响。实验结果

表明：不同空白纯水产生的44CO2 峰面积存在显著差异，最大44CO2 峰面积是最小44CO2 峰面积的 3.8 倍。

采用气密针与大气平衡的方式能增强样品信号强度，同时确保样品测试结果的内精度最优。水样用磷酸酸

化至 pH＜3 时，可以消除岩溶水体中 HCO3 −  的影响。使用氮吹仪在 250mL/min 流速下吹扫 5～10min，可

以去除酸化后可能存在的游离 CO2。在使用无菌双蒸水作为空白，气密针与大气平衡，磷酸酸化至 pH＜3，
250mL/min 流速吹扫 5min 的实验条件下，对于 DOC 含量大于 2mg/L 的岩溶区水样，经过空白校正，可以

确保测试结果与标定参考值的偏差优于 0.40‰。湿氧化法测定岩溶区水样中 δ13CDOC 的结果与总有机碳分析

仪-稳定同位素质谱仪联机方法进行对比，测定结果差值小于 0.30‰。利用湿氧化法测试岩溶区高 HCO3 −  含
量的 δ13CDOC 样品能够满足测试要求。

关键词： 溶解有机碳；碳酸氢根；湿氧化法；同位素质谱法；空白样品

要点：

(1) 在岩溶区水样中加入磷酸进行酸化，并经过适当时间的吹扫，对于 DOC 含量大于 2mg/L 的样品，测试

精度优于 0.40‰。

(2) 平衡顶空瓶中样品气体的压力可以提高 δ13CDOC 信号的强度，并减少测试结果的偏差。

(3) 使用低本底的纯水产生的空白峰面积是影响低含量 DOC 水样测试结果的一个重要因素。

中图分类号： O657.63　　　　文献标识码： A

溶解有机碳 (Dissolved organic carbon，DOC)通

常是研究海洋、河流和水库等水体生物地球化学循

环中物质来源和迁移转化的重要指标［1-3］。随着对

岩溶碳循环过程研究的不断深入，研究者发现岩溶
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区具有巨大的固碳潜力，是全球碳循环的重要组成

部分［4-6］。在岩溶流域水体中，存在颗粒无机碳、颗

粒有机碳、溶解有机碳和溶解性无机碳在水体内部

相互转化，其中 DOC是水体中有机碳的主要存在形

式。DOC在岩溶流域水体中的含量虽然相对较低，

但在碳循环和生物地球化学过程中扮演着重要角色。

在岩溶流域中，低 DOC含量可能限制了微生物对有

机物的利用，影响 DOC的循环。因此，了解这些转

化过程对于评估岩溶流域碳循环及其对全球碳收支

的贡献至关重要［7-9］。特别是，岩溶区水体生态系

统中 DOC可以通过微生物的作用转化为其他形式

的碳，这些转化过程有助于维持生态系统中碳的动

态平衡，进而对碳汇的稳定性发挥关键作用［10-11］。

通过分析溶解有机碳的碳同位素值 (δ13CDOC)可以指

示岩溶水体中的多种形态碳之间的相互转化，可以

更深入地理解岩溶碳汇的过程和机理［12-14］，进而

有效地揭示岩溶流域碳的来源及其对碳循环的

贡献率［15-16］。

随着稳定同位素测试技术的持续进步，针对海

洋、地表河流等环境中 δ13CDOC 值的测试方法日益成

熟［17-18］。现阶段 δ13CDOC 测试方法主要包括三个步

骤：①样品过滤、酸化和去除产生 CO2 的过程 ；

②将样品中的 DOC氧化转化成 CO2 气体 ；③对

CO2 气体进行检测分析。在第二步中，将 DOC转化

为 CO2 的方法主要有高温氧化法和湿氧化法。其中

湿氧化法是通过添加酸处理水样，将其中无机碳转

化为 CO2 并排出，以消除无机碳的干扰。之后，向样

品中加入氧化剂，在一定的温度条件下，水中 DOC
被氧化成 CO2。元素分析仪与气体同位素质谱联用

(EA-IRMS)的高温氧化法要求将酸处理后的 DOC
水样冷冻干燥成固体进行测试，样品中含碳量需达

到几十微克至一毫克碳［19-20］。该方法对样品前处

理的要求较高，需要严格操作以确保分析结果的准

确性和可靠性。有研究者对元素分析仪进样系统、

氧化炉、检测器和数据采集软件进行改造，使其能够

测定含碳量比传统方法少三个数量级的样品，只需

41nmol的碳就能保证分析精度优于 1.0‰［21］。另

一种方法是通过激光烧蚀冷冻干燥后的小颗粒样品，

产生 CO2 进行分析，该方法仅需 65ng的碳［22］。但

这些方法都需要将几升的样品过滤、浓缩至 1～2mL，
前处理流程耗时且样品需求量大。同时，高温氧化

法产生的空白值较高，对低含量样品的影响较大，且

需要专门的仪器和耗材［23］。因此，高温氧化法在

δ13CDOC 测试中效率较低，需要配备多套外围设备，成

本高，技术复杂，难以在日常测试中普及。近年来，

总有机碳分析仪与稳定同位素质谱仪联用技术

(TOC-IRMS)开始得到应用。这种方法在线酸化处

理水样后，将其注入高温富氧的总有机碳分析仪氧

化管中，将水体中的 DOC转化为 CO2，随后由载气

引入，经过纯化、干燥和富集，最终进入稳定同位素

质谱仪进行分析测试［3］。这种改进方法能够全自

动测定海洋和淡咸水样品中的 δ13CDOC 值，并且具有

全自动操作和高通量测定的优势［24-25］。然而，该分

析系统主要针对水体中 DOC、TOC含量和 δ13C值，

测试指标相对单一，且实验成本较高，这些因素限制

了该方法在实验室中的广泛应用。因此研究者也在

不断探索新的方法和技术，以克服现有的限制，提高

分析效率和经济适用性。

现阶段的湿氧化法经过不断地改进和优化前处

理条件，已经具备运行成本低、操作简便和完全自动

化的特点。后续研究者将湿氧化法处理后的样品与

气体同位素质谱仪联用技术相结合，实现了在线连

续测试 δ13CDOC 值，对于碳含量约 3μg的水样，δ13C
的测试精度优于 0.4‰，而对于碳含量约 1.2μg的样

品，δ13C的测试精度优于 0.8‰［17］。这表明该方法

结合气体同位素质谱仪，能够快速、准确地测定淡水

中的 δ13CDOC 值。然而，针对岩溶水体中利用湿氧化

法测试 δ13CDOC 值的相关讨论尚不充分。这是由于

岩溶地区地表和地下水体中的碳主要以可溶性碳酸

盐 (Dissolved inorganic carbon，DIC)的形式存在，且

水化学类型主要为 HCO3-Ca型［26-28］；此外，岩溶区

水体中 DOC含量相对于 DIC含量较低［29］。针对

岩溶区水体中高 Ca离子是否可能会与氧化剂反应，

形成难溶的沉淀，干扰氧化过程；高 DIC导致在湿氧

化过程中产生大量的 CO2，影响样品中 δ13CDOC 值的

准确测定；低 DOC含量影响着湿氧化法可能无法准

确测定低含量的样品，这些特性均需要对湿氧化法

测定岩溶水体中 δ13CDOC 值的前处理条件进行相应

的优化。因此，本文旨在研究纯水对空白信号的影

响、顶空瓶与大气的平衡方式、无机碳去除效果等因

素，这些因素可能影响 δ13CDOC 值的测试结果。通过

使用邻苯二甲酸氢钾和碳酸氢钠配制不同溶液，模

拟岩溶水体中的 DOC和 DIC情况，以优化湿氧化法

测定岩溶水体 δ13CDOC 值的前处理条件。同时，利用

优化后的湿氧化法测定岩溶水体中 δ13CDOC 值，并与

TOC-IRMS法进行结果比对研究。本文研究目标是

明确湿氧化法测试岩溶区水体 δ13CDOC 值的最佳实

验条件，提高该方法的准确度。 
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1　实验部分 

1.1　样品信息
样品地理位置：采样地点位于浙江省杭州市富

阳区万市镇葛溪流域。该流域是钱塘江支流渌渚江

的支流，发源于浙江临安市告塘坞村张村坞，流经杭

州市富阳区，距离杭州市区直线距离大约在

54～76km。流域面积大约 400km2，其中碳酸盐岩分

布面积约占 150km2，涵盖了浙江省所有地质时代的

碳酸盐岩地层。在浙西北的葛溪流域采集了 2个岩

溶水样。样品采集后，使用 1000mL聚丙烯灭菌瓶进

行灌装，并带回实验室进行过滤处理。随后，将过滤

后的样品在 4℃ 低温条件下保存，以备后续测试

使用。 

1.2　样品前处理方法
湿氧化法的前处理流程如下：①移取 4mL样品

放入顶空瓶中；②向顶空瓶中加入 1mL氧化剂；

③加入适量的 8.5% 磷酸，调节溶液的 pH＜3；④使

用吹扫装置将顶空瓶中的 CO2 吹扫干净；⑤将顶空

瓶放置在恒温加热器上，在 100℃ 下加热 1h；⑥加热

后，将顶空瓶冷却至室温；⑦离心去除瓶盖上的水滴；

⑧将处理后的顶空瓶放置在多用途气体样品制备装

置样品盘中，平衡后使用气体同位素质谱仪进行测试

(图 1)。其中吹扫过程分为两步：第一步，在拧上顶空

瓶盖子之前，使用氮吹仪先吹扫水样中酸化产生的

游离 CO2。为了方便顶空瓶的取放并避免吹气针被

腐蚀，氮吹仪的吹气针上装配了聚四氟乙烯软管。

第二步，拧上顶空瓶盖子之后，将顶空瓶放置在多用

途气体样品制备装置样品盘中，吹扫顶空瓶顶部的

空气，以排除顶空瓶中的氧气和其他气体，确保测试的

准确性。 

1.3　实验仪器
气 体 同 位 素 质 谱仪 (MAT253型 ， 美 国

ThermoFisher公司)，配套外围设备配有：多用途气体

样品制备装置 (GasBench Ⅱ型，美国 ThermoFisher
公司)、元素分析仪 (Flash 2000型，美国 ThermoFisher
公司)，主要用于水样中 δ13CDOC 分析测试。干式氮吹

仪 (LC-DCY-24GP型，上海力辰邦西仪器科技有限

公司)，主要用于吹扫水样中游离 CO2；干式恒温器

(MK200-4型，杭州奥盛仪器有限公司)，主要用于恒

温加热样品，使氧化剂氧化水中 DOC；百万分之一天

平 (XP6型 ，Mettler  Toledo公司 )；万分之一天平

(BS224S型 ，Sartorius公司 )；超纯水仪 (Advantage
A10型，Merck Millipore公司)。 

1.4　主要试剂
溶于水的有机化合物：本实验初选邻苯二甲酸

氢钾 (KHP)、葡萄糖 (C6H12O6)作为 DOC实验的工

作标准物质。邻苯二甲酸氢钾：工作基准试剂，天津

市科密欧化学试剂有限公司生产；葡萄糖，分析纯，

国药集团化学试剂有限公司生产；过硫酸钾，优级纯，

天津市科密欧化学试剂有限公司生产；磷酸，分析纯，

成都市科隆化学品有限公司生产。

纯水：市场上销售的不同类型的水，分别为色谱

级水：厦门艾美漫妮生物科技有限公司生产；三次蒸

馏水：广州和为医药科技有限公司生产；一级超纯水：

广州和为医药科技有限公司生产；无菌双蒸水：

LABCOMS公司生产；一次蒸馏水：比克曼生物科技

有 限 公 司 生 产； 本 实 验 室 超 纯 水 ： 为 Milli-Q
Advantage A10超纯水仪制水。选择不同纯水的目

的是为了确定能够产生最低空白信号强度的纯水，

从而减少对样品检测结果的干扰。

邻苯二甲酸氢钾溶液的配制：①称取 2.1273g
邻苯二甲酸氢钾，纯水溶于 1000mL容量瓶中，定容

至刻度，得到含碳量为 1g/L的母液；②采用逐级稀释

的方法，对 1g/L的母液进行稀释，以制备不同含碳量

的 溶 液 。 首 先， 将 1g/L母 液 稀 释 至 含 碳 量 为

25mg/L的溶液。然后，进一步稀释，分别制备含碳量

为 15.0、10.0、5.0、2.0、1.0mg/L的溶液。该试剂的使用

是为了模拟不同 DOC浓度梯度的岩溶水体环境。

碳酸氢钠溶液的配制：称取 10.50g碳酸氢钠，

纯水溶于 1000mL容量瓶中，配制成含 7625mg/L的

 

实验准备 (样品、器皿)

移取样品

加磷酸酸化

吹扫 CO2

与大气平衡

恒温反应 1h

冷却至室温后离心

平衡后上机测试

图1　实验流程总体示意图
Fig. 1    Overall diagram of experimental process.
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HCO3 −  溶液。在岩溶区，水体中通常含有较高浓度

的无机碳，尤其是碳酸氢盐 (HCO3 −  )。该试剂的使

用是为了模拟岩溶水体中存在无机碳的影响。

邻苯二甲酸氢钾-碳酸氢钠混合溶液的配制：根

据岩溶区 HCO3 −  含量为 280.6mg/L，非岩溶区东江

水 HCO3 −  含量为 30.5mg/L，混合水 HCO3 −  含量为

219.6mg/L［ 30］，本实验模拟水体中 HCO3 −  的情

况［31］，配制了两种混合溶液 A和 B。A溶液含有

122mg/L的 HCO3 −  和含碳量为 5mg/L的邻苯二甲酸

氢钾：分别移取 1.25mL含碳量为 1g/L的邻苯二甲

酸 氢 钾 溶 液和 4mL  7625mg/L的 HCO3 −  溶 液 于

250mL容 量 瓶 中 ， 加 纯 水 定 容 。 B溶 液 含 有

305mg/L的 HCO3 −  和含碳量为 5mg/L的邻苯二甲酸

氢钾：分别移取 1.25mL含碳量为 1g/L的邻苯二甲

酸氢钾溶液和 10mL  7625mg/L的 HCO3 −  溶液于

250mL容量瓶中，加纯水定容。

氧化剂的配制：①称取 2.00g过硫酸钾放入烧

杯中；②加入 50mL超纯水并用玻璃棒搅拌使过硫酸

钾充分溶解；③加入 0.1mL的 85% 磷酸。配制的氧

化剂应在 24h内使用，以确保其活性。 

1.5　两种标准物质的 δ13C 值标定
碳同位素标准物质：国际原子能标准 IAEA-CH-6

(δ13C=−10.449‰)；国家一级标准物质：GBW04407
(δ13C=−22.43‰)、GBW04408(δ13C=−36.91‰)。

利用元素分析仪和气体同位素质谱仪对邻苯二

甲酸氢钾和葡萄糖两种化合物进行标定，主要步骤

为：使用 4mm×6mm的锡杯称取一定量的碳同位素

标准物质和化合物，放入元素分析仪测定碳同位素

值。利用碳同位素标准物质的真值和测量值绘制校

准曲线 (相关系数 R=0.999)，测量结果经校准后即为

邻苯二甲酸氢钾和葡萄糖的标定参考值。邻苯二甲

酸氢钾和葡萄糖的 δ13C标定参考值分别为−29.76‰
和−11.09‰(n=6)。由于岩溶水体的 δ13CDOC 值主要

分布范围为−20‰至−30‰［15-16］，因此本实验选择

邻苯二甲酸氢钾作为可溶于水的化合物进行后续实验。 

1.6　方法优化
本实验的目的是优化实验条件以提高检测结果

的准确性，方法优化内容：①纯水本底的测试：实验

首先评估了不同级别纯水对空白信号的影响。在条

件实验中，选择了本底最低的纯水用于配制溶液，以

减少实验空白值。②顶空瓶压力平衡：针对顶空瓶

吹扫后可能出现的瓶内压力过大的问题，研究了与

大气平衡的不同方法：不与大气平衡；使用双头针与

大气平衡，其中针管的一头放置在水中，以防止大气

倒灌进入顶空瓶；使用一次性注射器的针头手动扎

进瓶盖，实现与大气平衡；采用 10mL气密针与大气

平衡。③通过配制不同浓度的邻苯二甲酸氢钾溶液，

检验上述实验条件优化后的实验结果准确性。

④模拟岩溶水体中 HCO3 −  的存在，通过改变磷酸体

积和氮吹仪吹扫时间，检验 HCO3 −  的去除效果。最

后，利用优化后的实验条件对岩溶区的 2个水样进

行检测。将检测结果与 TOC-IRMS的检测结果进行

对比，以验证优化条件的有效性和可靠性。 

1.7　数据处理
检测的结果需要进行空白校正，可以根据质量

平衡原理进行校正，校正公式如下：

δ13CT×AT=δ
13CS×AS+δ

13CB×AB （1）

δ13CS= (δ13CT×AT−δ13CB×AB)/(AT−AB) （2）

式中：δ13CT 为样品测得 δ13C值 (‰)；δ13CS 为样品校正

后的 δ13C值 (‰)；δ13CB 为空白 δ13C值 (‰)；AT 为测

得样品峰面积 (Vs)；AS 为样品峰面积 (Vs)，即为测得

样品峰面积扣除空白峰面积；AB 为空白峰面积 (Vs)。 

2　结果与讨论 

2.1　不同类型的纯水对空白信号的影响
由于自然水体中 DOC含量相对较低，例如河水

中 DOC含量低至 0.4mg/L［32］，如果空白产生信号

强度过高，可能掩盖样品所产生的信号强度，在数据

处理时扣除空白峰面积从而导致检测结果的不准确。

因此在测定 δ13CDOC 值的前处理过程中，本底控制对

测试结果的准确性起着至关重要的作用。此外，在

配制 DOC溶液和氧化剂时，使用的纯水质量也会对

溶液和化学试剂产生影响。因此，本研究选取了

6种不同类型的纯水，以评估它们对空白信号的影响。

6种纯水产生的信号强度数据如表 1所示。前 5种

纯水为市售纯水，最后一种为实验室自制的超纯水

(电阻率 18.2MΩ•cm)。测试结果显示，这 6种纯水对

空白信号的影响存在显著差异。一级超纯水对空白

信号的影响最大，其44CO2 峰面积平均值为 6.1Vs，而
无菌双蒸水对空白信号的影响最小，其44CO2 峰面积

平均值为 1.6Vs，且该纯水三次测量的标准偏差最小，

仅为 0.1Vs。在本实验中纯水的最大峰面积是最小

峰面积的 3.8倍，这表明在实验过程中纯水的选择至

关重要，它直接影响到低浓度样品测试结果的准确

性和后续条件实验的结果。由此可见，湿氧化法不

仅可以有效地控制空白信号［23］，而且通过前期选

择合适的纯水，能够进一步降低空白信号对样品信
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号的影响。并且对于下一步针对 DOC含量低于

1mg/L的样品的测试提供重要参考依据。在后续实

验中，使用无菌双蒸水来配制溶液和洗涤器皿。目

前，本实验室仅研究了纯水对空白信号的影响，尚未

考虑过硫酸钾和磷酸的级别对空白的影响。在下一

步实验中，将开展化学试剂对空白影响的研究，以期

将空白信号降至最低。 

2.2　顶空瓶与大气的平衡方式对信号和 δ13CDOC 值
的影响
在进行高温燃烧法或湿氧化法的空白校正时，

需要准确计算空白相对于实际样品的质量贡献。这

是因为整个测量系统中由碳量产生的相关峰面积对

于获得准确的结果至关重要［17］。使用 GasBench Ⅱ
进行氦气吹扫顶空瓶以去除空气时，吹扫后的顶空

瓶内压力高于吹扫前的压力，这种正压力可能会影

响水样中 DOC的氧化释放、样品以及空白信号的强

度。本研究通过使用含碳量为 25mg/L的邻苯二甲

酸氢钾溶液进行实验，并将纯水当作空白样品进行

空白监测，四种不同平衡方式结果如图 2所示。实

验结果表明：不与大气平衡的邻苯二甲酸氢钾溶液

产生的44CO2 峰面积明显低于与大气平衡的峰面积

(图 2a)，这可能是由于样品瓶吹扫后高压力的氦气背

景使得释放的 CO2 被稀释，导致进入气体同位素质

谱仪的 CO2 体积减少，或者是因为顶空瓶顶部气体

压力过大，不利于 CO2 的释放。采用双头针平衡方

式产生44CO2 峰面积最高 (图 2a)，这可能是因为顶空

瓶中的氦气压力与大气完全平衡，导致反应产生的

CO2 体积稀释最小，但同时也增加了空白44CO2 峰面

积 (图 2b)，这可能会降低 DOC含量低的样品数据准

确性。手动扎针平衡和气密针扎针平衡产生的
44CO2 峰面积基本一致，但是采用气密针方法测得的
44CO2 峰面积重现性最好 (图 2a)，这可能是因为气密

针能够更精确地控制排除气体体积，从而有利于保

持每个顶空瓶中气体与大气平衡后的压力基本相同。

因此，测试样品时采用气密针与大气平衡的方

式提供了最好的 δ13CDOC 值重现性 (图 2c)，且与邻苯

二甲酸氢钾标定参考值偏差最小。不与大气平衡的

δ13CDOC 值与邻苯二甲酸氢钾标定参考值偏差最大。

选择使用气密针与大气平衡的方式可以在增加
44CO2 峰面积的同时，保持 δ13CDOC 值具有良好的重

现性，从而使得 δ13CDOC 测定值与标定值之间的偏差

最小。这种方法对于提高低 DOC含量样品的测试

准确性和可靠性具有重要意义。 

2.3　DOC 含量对 δ13CDOC 值的影响
岩溶区水体中 DOC含量通常具有较大的含量

变化范围，其范围通常在 0.87～6.89mg/L之间［29］。

在测定自然水体中 δ13CDOC 值时，结果主要受到空白

校正和氧化效率的共同影响［33］。因此，在实验过

程中产生的空白对 DOC含量和 δ13CDOC 值的测定均

有一定的影响，这种影响可以通过质量平衡进行校

正。本实验通过使用不同浓度的邻苯二甲酸氢钾配

制溶液，检测44CO2 峰面积扣除空白峰面积后与邻苯

二甲酸氢钾溶液含碳量的关系，线性回归系数达到

0.9982(图 3)。本实验说明不同浓度的邻苯二甲酸氢

钾溶液含碳量与44CO2 的峰面积呈显著的线性关系，

通过44CO2 的峰面积大小可以计算出溶解有机碳的

浓度，为溶解有机碳的浓度提供参考。

对于低浓度的邻苯二甲酸氢钾配制溶液未经过

空白校正时，δ13CDOC 测定值与标定参考值的偏差较

大，含碳量为 1mg/L、2mg/L、5mg/L的邻苯二甲酸氢

钾配制溶液 δ13CDOC 测定值与标定参考值的偏差分

别为 2.35‰、1.48‰、0.91‰。然而，经过空白校正后

偏差降低，与标定参考值的偏差分别为 0.66‰、

0.30‰、0.39‰(图 4)。这表明空白校正是提高低浓

度样品测试结果准确性的关键步骤。对于含碳量达

到 15mg/L和 25mg/L的邻苯二甲酸氢钾配制溶液，

两者的测定值与标定参考值基本一致，偏差仅为

0.15‰和 0.07‰。这说明溶液浓度越高，产生的峰面

 

表 1    不同纯水的44CO2 峰面积

Table 1    The 44CO2 peak areas of different pure water.

44CO2 峰面积 色谱级水 三次蒸馏水 一级超纯水 无菌双蒸水 一次蒸馏水 实验室超纯水

第 1次测定值 (Vs) 2.8 2.8 6.8 1.5 6.6 2.1
第 2次测定值 (Vs) 3.0 3.5 5.3 1.6 5.0 2.3
第 3次测定值 (Vs) 3.9 2.4 6.2 1.6 5.8 2.4

标准偏差 (Vs) 0.6 0.6 0.8 0.1 0.8 0.1
平均值 (Vs) 3.2 2.9 6.1 1.6 5.8 2.3

电导率 (µm/cm) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.1 0.05
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积越大，空白对其影响就越小。因此，对于低浓度样

品，空白校正尤为重要。综上所述，湿氧化方法在处

理 DOC含量高于 2mg/L的样品时，δ13CDOC 值测试

准确度可以达到 0.40‰以内。 

2.4　无机碳去除效果对 δ13CDOC 值的影响 

2.4.1　加入磷酸的体积

岩溶区水样具有 pH＞7和高 HCO3 −  含量的特

性，其HCO3 −  含量在 280.6mg/L左右变化［30］。因此，

传统湿氧化法将溶液调至 pH＜3，是否能够彻底地

消除无机碳对 δ13CDOC 值的影响，以及加入过量的磷

酸是否会导致空白值上升或是否存在其他因素影响

测试结果的准确性，这些问题亟需进行深入探讨和
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图2　不平衡、双针头平衡、手动扎针平衡和气密针平衡方式对样品44CO2 峰面积和 δ13CDOC 值的影响 (图中每种方法 4个
点代表 4份测试样品)

Fig. 2    Effects of unbalanced, dual-needle balancing, manual puncture balancing, and airtight needle balancing methods on the 44CO2

peak areas and δ13CDOC values of the samples (Each method in the graph is represented by four points, indicating four test samples).
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图3　邻苯二甲酸氢钾溶液含碳量与44CO2 峰面积的关系
Fig. 3    Relationship  between  the  carbon  content  of  potassium

hydrogen phthalate and 44CO2 peak area.
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明确。因此，在配制 122mg/L和 305mg/L两种含有

HCO3 −  的邻苯二甲酸氢钾溶液中，加入浓度为 8.5%
磷酸使溶液 pH＜ 3，研究加入磷酸体积是否对

δ13CDOC 值存在影响。本实验设计了加入 60μL、
100μL和 150μL磷酸的实验，每组三个平行样品，结果

如图 5所示。加入 8.5% 的磷酸 60μL，两种溶液中

δ13CDOC 值均为−29.43‰左右，说明加入 60μL磷酸能

够完全去除 305mg/L的 HCO3 −  。随着加入磷酸体

积增加，δ13C值的变化小于 0.15‰(图 5中 a、b)。理

论上，向样品中加入过量磷酸可以更有效地去除样

品中的 HCO3 −  。然而 ，在确保完全去除样品中

HCO3 −  的同时，应避免加入过量的磷酸，以防止由此

引起的空白信号增加。因此，邻苯二甲酸氢钾溶液

在使用磷酸酸化时，pH＜3即可满足实验需求。 

2.4.2　氦气吹扫时间

在岩溶区，通过溶蚀过程，大气和土壤中的 CO2

持续转化为岩溶水体中的 HCO3 −  。然而，HCO3 −  的
稳定性较差，部分 HCO3 −  会分解并释放出游离 CO2

进入水体［34］。与此同时，岩溶水体中 DIC含量较

高，在酸化过程中也会释放出一部分 CO2 溶解于水

体中。因此，根据岩溶区水样 HCO3 −  含量和游离

CO2 的特点 ，利用碳酸氢钠配制了 122mg/L和

305mg/L两种含 HCO3 −  的邻苯二甲酸氢钾溶液，使

用氮吹仪在流速为 250mL/min进行吹扫，分别吹扫

5min、10min、15min。经空白校正后的 δ13CDOC 结果

如图 6，对于含有相同浓度 HCO3 −  的溶液，吹扫

5min和吹扫 10min的 δ13CDOC 值测试结果基本一致

(图 6中 a，b)，这可能是因为氮吹仪的流速相对比较

高，5min就能将溶液中氧化 DOC所释放的 CO2 吹

扫干净。对于含有较高浓度的 305mg/L HCO3 −  溶液，

使用 5min同样也能将溶液中氧化 DOC所释放的

CO2 吹扫干净。当吹扫 15min时，两种溶液中的

δ13CDOC 值均出现逐渐偏正的现象，这可能是因为氮

吹仪的流速过高，吹扫时间过长导致溶液中富集12C
易挥发的有机质损失，从而使 δ13CDOC 值的检测结果

偏重。

由此可见，选择合适的吹扫时间能够有效地减

少在高纯氦气吹扫无机碳过程中，在室温下易潮解

或在低 pH值条件下易挥发的有机物被吹扫出去，从

而避免这些因素对 DOC测定结果的影响［18］。因
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Fig. 5    Effect of phosphoric acid volume on δ13CDOC value.
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图6　不同的吹扫时间对 δ13CDOC 值的影响
Fig. 6    Effect of different blowing time on δ13CDOC value.
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此使用氮吹仪进行 CO2 吹扫时 ，将时间控制在

5～10min。 

2.5　湿氧化法在岩溶区水样的应用
采样点位于浙江省杭州市富阳区万市镇的葛溪

流域。该流域覆盖了浙江省内各个时代的碳酸盐岩

地层。此外，采样点未受到人为活动的干扰，因此

DOC含量没有异常，确保了所采集样品能够代表岩

溶水体的特性。在采集的 2个水样 (样品编号为W1、
W2)中，其 HCO3 −  含量分别为 168.97mg/L、183.61
mg/L，DOC含量分别为 1.20mg/L、1.40mg/L。在比

较 TOC-IRMS方法和湿氧化法进行 δ13CDOC 值测定

时，两种方法的结果显示了较高的一致性 (表 2)。其

中 TOC-IRMS测定的 δ13CDOC 值分别为−25.38‰、

−25.12‰，而湿氧化法测定每个样品三次，其结果与

TOC-IRMS测定结果的最大差值分别为 0.29‰和

−0.28‰，表明湿氧化法在测定 δ13CDOC 值时具有较高

的准确性和重复性。

本文优化的湿氧化法测定岩溶区水样与 TOC-
IRMS测定结果之间存在一定差异。这可能是

δ13CDOC 在测试过程中，不同分析方法引入的系统误

差，或者样品的保存条件对测试结果产生影响。

因为样品在存放过程中，由于微生物的作用，δ13CDOC

值可能会发生变化。研究表明，内源性 DOC可以支

持一定比例的细菌生长代谢活动，DOC是微生物代

谢活动的主要能量来源［ 35-37］。岩溶区水体中

DOC主要来自于水生物的初级生产力、外源水和水

生生物作用对无机碳的吸收转化。水生植物、浮游

植物及自养微生物光合作用生成的 DOC可以被水

体中的异养微生物降解矿化再次形成 CO2 释放到大

气中［38-40］。

因此，为了减少微生物活动对 DOC值的影响，

采集的样品应尽快经过 0.45μm的滤膜过滤，并在 4℃
温度下保存，以减缓微生物的活动。这些措施有助

于保持样品的原始状态，减少测试误差 ，确保

δ13CDOC 值测定结果的可靠性。 

3　结论
针对岩溶水体的特性，即 pH＞7、高 HCO3 −  含

量和低 DOC含量，对传统的湿氧化法进行了优化。

通过条件实验选择的纯水降低了空白对测试结果产

生影响，δ13CDOC 检测结果经过空白校正后，能提高检

测结果的准确性。此外，确定了适合岩溶水样的最

佳酸化条件、吹扫时间和平衡方式，以消除游离 CO2

及氧化反应产生的 CO2 对结果的影响。在控制空白

样品信号强度的同时，提高了水样中 δ13CDOC 测量的

信号强度，确保了测试结果的准确性。经过优化实

验条件，该方法不仅能够有效地应用于实际样品的

分析测试，还实现了对试剂用量的有效控制。

本文针对岩溶区水体中 δ13CDOC 值的测试，对湿

氧化法进行了优化，以避免空白信号、平衡方式、无

机碳去除等因素对测试结果的干扰。然而，对于

DOC含量低于 1mg/L的极低含量自然水样的前处

理方法，可以通过低温浓缩来提升水样中单位体积

DOC的含量，但实验条件尚需进一步探究和优化。

 
致谢： 感谢审稿人对本文提出的建设性修改意见和

指导。
 

 

表 2    岩溶区样品 DOC的 δ13CDOC 值

Table 2    The δ13CDOC values in karst area samples.

样品编号

本实验 δ13CDOC 测试

结果 (‰) 标准偏差

（‰）

TOC-IRMS法

δ13CDOC 测定值

（‰）

两种方法

差值 (‰)
测定值 平均值

W1
−25.24

−25.19 0.09 −25.38
0.14

−25.24 0.14
−25.09 0.29

W2
−25.40

−25.32 0.09 −25.12
−0.28

−25.35 −0.23
−25.22 −0.10
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Influencing Factors of Dissolved Organic Carbon Isotope Determination in
Water Samples of a Karst Area by Wet Oxidation Method
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Ministry of National Resources & Guangxi Autonomous; Region/International Research Center on Karst under
the Auspices of UNESCO, Guilin 541004, China；

  2. Pingguo  Guangxi,  Karst  Ecosystem,  National  Observation  and  Research  Station,  Pingguo,  Guangxi  531406,
China）

HIGHLIGHTS
(1) Phosphoric acid was added to the water sample in a karst area for acidification, and sweeping for an appropriate

period; the test accuracy was better than 0.40‰ for the sample with DOC content greater than 2mg/L.
(2)  The  pressure  of  the  sample  gas  in  the  equilibrium  headspace  vial  plays  a  significant  role  in  enhancing  the

intensity of the δ13DOC signal and reducing the bias of the testing results.
(3)  The  blank  peak  area,  a  significant  factor  produced  by  low-background  pure  water,  is  crucial  in  affecting  the

testing results of water samples with low DOC content.

ABSTRACT： Due to the high content of HCO3 −  , low content of DOC and complex composition in the karst water,
the current wet oxidation method for the determination of δ13CDOC needs to be improved. The study examined the
impact of different pure waters, headspace bottle atmospheric equilibrium methods, DOC content, and the removal
of  bicarbonate  (HCO3 −  )  in  water  on δ13CDOC  values.  The  experimental  results  show significant  differences  in  the
44CO2 peak areas produced by different blank pure waters,  with the most prominent peak area being 3.8 times the
smallest. Using a gas-tight syringe for atmospheric equilibrium enhances the sample signal strength and ensures the
optimal  internal  precision  of  the  sample  test  results.  Acidifying  the  water  samples  to  pH<3  with  phosphoric  acid
eliminates  the  influence  of  HCO3 −    in  karst  waters.  A  nitrogen-blowing  apparatus  at  a  250mL/min  flow  rate  for
5−10min removes the free CO2 present after acidification. Under the above experimental conditions, the deviation
between the test results and the calibrated reference values for karst water samples with DOC content greater than
2mg/L is better than 0.40‰ after blank correction. The difference in the measured results of δ13CDOC in karst water
samples measured by the wet oxidation method compared to the total organic carbon analyzer-stable isotope mass
spectrometer  online  method  was  less  than  0.30 ‰.  The  BRIEF  REPORT  is  available  for  this  paper  at
http://www.ykcs.ac.cn/en/article/doi/10.15898/j.ykcs.202405130108.
KEY WORDS： dissolved organic carbon；HCO3 −；wet oxidation method；isotope mass spectrometry； blank sample

BRIEF REPORT
Significance：Dissolved  Organic  Carbon  (DOC)  is  typically  an  essential  indicator  for  studying  the  sources  and
transformation of materials in the biogeochemical cycle of water bodies such as oceans, rivers, and reservoirs[1-3]. In
a karst watershed, DOC is the main form of organic carbon. Research on the karst carbon cycle processes has found
that karst areas have a significant carbon sequestration potential and are an essential part of the global carbon cycle[4-6].
The carbon sink effect generated by different forms of carbon cannot be ignored throughout the carbon cycle process
in  the  karst  area[7-9].  In  particular,  DOC  plays  a  crucial  role  in  the  stability  of  carbon  sinks  in  the  karst  water
ecosystem [10-11]. By analyzing the δ13CDOC and its mutual transformation with DIC and POC in karst water bodies,
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we  can  gain  a  deeper  understanding  of  the  processes  and  mechanisms  of  karst  carbon  sinks[12-14],  and  effectively
reveal the sources of carbon in karst basins and their contribution rates to the carbon cycle[15-16].
　　The  high-temperature  oxidation  method  of  EA-IRMS  involves  freezing  and  drying  acid-treated  DOC water
samples into solids for testing, with a required carbon content of less than one milligram[19-20]. This method has high
requirements  for  sample  pretreatment  and  demands  strict  operation  to  ensure  the  accuracy  and  reliability  of  the
analysis  results.  Researchers  have  modified  the  elemental  analyzer  to  achieve  an  analytical  precision  better  than
1.0‰ with just 41nmol of carbon[21].  A laser ablation method on freeze-dried small particle samples requires only
65ng of carbon[22]. However, these methods necessitate filtering and concentrating several liters of sample to 1-2mL,
which is time-consuming and requires a large volume of samples. The high-temperature oxidation method produces
high blank values, significantly affecting the analysis of samples with low carbon content and requiring specialized
instruments  and  consumables[23].  The  TOC-IRMS  method,  which  involves  online  acidification  of  water  samples
followed by conversion of DOC to CO2 for analysis with a stable isotope mass spectrometer[3], offers the advantages
of  fully  automated  operation  and  high-throughput  determination  for  δ13CDOC  values  in  marine  and  fresh-brackish
water  samples[24-25].  However,  this  analytical  system  primarily  measures  DOC,  TOC  content,  and  δ13C  in  water
samples, with a relatively narrow scope of test indicators and high experimental costs, which limits its widespread
adoption in laboratories.
　　The  analysis  of  karst  water  samples  presents  unique  and  complex  challenges  for  dissolved  organic  carbon
analysis. The high concentration of Ca ions can react with oxidants, forming insoluble precipitates that interfere with
the oxidation process. Additionally, the high DIC can produce a large amount of CO2 during wet oxidation, affecting
the  accurate  determination  of  δ13CDOC  values.  The  low  DOC  can  also  hinder  the  damp  oxidation  method  from
accurately measuring samples with low DOC. These characteristics require the careful optimization of pretreatment
conditions  for  δ13CDOC  determination  in  karst  water  samples.  In  this  research,  the  addition  of  phosphoric  acid
enhances measurement precision (better than 0.40‰). Balancing the pressure of the sample gas in the headspace vial
enhances  the  δ13CDOC  signal  intensity  and  reduces  deviation.  The  blank  peak  area  produced  by  pure  water  is  an
essential factor affecting the test results of water samples with low DOC content.
Methods:  The  sampling  location  is  in  the  Gexi  watershed  of  Wanshi  Town,  Fuyang  District,  Hangzhou  City,
Zhejiang  Province.  The  watershed  covers  an  area  of  approximately  400km2,  with  about  15km2  distributed  with
carbonate  rocks,  including  all  geological  ages  of  carbonate  strata  in  Zhejiang  Province.  The  sample  pretreatment
method follows：①Take 4mL of the sample. ②Add 1mL of oxidant. ③Add 8.5% phosphoric acid until the pH is
less than 3. ④Sweep away CO2. ⑤Heat at 100℃ for 1h. ⑥Cool to room temperature. ⑦Centrifuge. ⑧Prepare for
testing, and after equilibration, use a gas isotope mass spectrometer (MAT253, ThermoFisher Scientific, USA) for
analysis.  The  calibration  process  was  conducted  on  two  compounds:  potassium  hydrogen  phthalate  and  glucose,
with δ13C values  of  −29.76‰ and −11.09‰ (n=6),  respectively.  Since  the δ13CDOC  value  of  karst  waters  mainly
ranges  from  −20‰  to  −30‰[15-16],  potassium  hydrogen  phthalate  was  selected  for  subsequent  experiments.  The
optimization  of  experimental  conditions  includes:  ①Testing  the  background  with  pure  water.  ②Equilibrating  the
pressure. ③Preparing potassium hydrogen phthalate solution to verify the accuracy. ④Testing the effectiveness of
HCO3 −    removal.  The  detection  results  require  blank  correction,  which  can  be  performed  using  the  mass  balance
principle.
Data  and  Results：The  maximum  peak  area  of  the  six  pure  water  types  was  3.8  times  the  minimum  peak  area,
indicating that the choice of pure water directly affected the accuracy of test results for low-concentration samples
and subsequent conditional experiments. When purging the headspace vial with helium to remove air, the pressure
inside the vial after purging was higher than before, and this positive pressure affected the oxidation release of DOC
in the water samples, as well as the intensity of the sample and blank signals. The study used a potassium hydrogen
phthalate solution with a carbon content of 25mg/L for experimentation and pure water as a blank sample for blank
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monitoring. The results of four different equilibrium methods shown in Fig.E.1, the airtight needle method providing
the  best  reproducibility  of  44CO2  peak  areas  and  δ13CDOC  values,  and  the  slightest  deviation  from  the  calibration
reference  value  of  potassium  hydrogen  phthalate.  The  linear  regression  coefficient  between  the  44CO2  peak  area
(after  subtracting  the  blank  peak  area)  and  the  carbon  content  in  potassium  hydrogen  phthalate  solutions  with
different concentrations reached 0.9982. Therefore, blank correction is significant for low-concentration samples. In
summary,  the  wet  oxidation method,  with  its  precision,  can achieve an accuracy of δ13CDOC  testing within 0.40‰
when processing samples with DOC content higher than 2mg/L. This method, when using phosphoric acid to acidify
solutions  (pH<3)  containing  122mg/L  of  HCO3 −    and  305mg/L  of  potassium  hydrogen  phthalate  solution,  shows
reliable results.  Using a nitrogen blowing apparatus at  a  flow rate of 250mL/min,  when the blowing time reached
15min, the δ13CDOC  in both solutions shows a gradual trend towards positive values, indicating the need to control
the blowing time between 5−10min. The high consistency of the results when comparing the TOC-IRMS and wet
oxidation methods for δ13CDOC determination further verifies the reliability of the wet oxidation method.
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Fig. E.1    Effects  of  unbalanced,  dual-needle  balancing,  manual  puncture  balancing,  and  airtight  needle  balancing  methods  on  the
44CO2 peak area and δ13CDOC values of the samples (Each method in the graph is represented by four points, indicating four

test samples).
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