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摘要!三维荧光光谱耦合平行因子分析技术%(()*+,-,.,/&可解析溶解性有机物结

构"但目前对 +,-,.,/ 拟合组分的性质尚不了解"高分辨率质谱能从分子层级解析溶

解性有机物结构#本文总结近年来三维荧光光谱技术0(()*+,-,.,/1及高分辨率质谱

技术%.2*3/-*)4&用于溶解性有机物研究进展"介绍了两种技术的表征方法和应用情

况"分析了两种技术的发展’联系以及目前面临的问题与挑战(
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溶 解 性 有 机 物 !V1AA,:Q9? )>.2-1D J2FF9>3
V)J" 是一类具有复杂化学结构的多源成分混合

物#在自然环境系统循环中起到重要作用Z![$ V)J

的组分结构特征与其来源高度相关#对 V)J 组分

结构的研究有助于解析污染物来源#探究 V)J 迁

移转化规律# 以及对水环境质量的影响 Z"/\[$ 但

V)J 的分子量%化学结构以及官能团都具有很大

的分布范围#难以对其结构进行准确详尽的表征$
因此对 V)J 组成的表征和分析成为相关研究的

关键所在$

综 述 与 专 论
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近年来! 三维荧光光谱 "!"#$$%&’($)*’+),-
.-/+#0*10)10 23014#+*1+35#技术广泛应用于水体$
土壤中 678 的表征!这种技术具有快速$灵敏度

高$前处理简单的优点9:; <=% 随着分析方法的发展!
平 行 因 子 分 析 法 &>,#,--0- ?,14+# ,),-5*’*;
>@A@.@B# 可将荧光峰分解为若干荧光拟合组

分!可更清晰地分析发色荧光峰的组成’但三维荧

光光谱技术本身存在干扰效应$荧光峰重叠$荧光

猝灭等因素影响的问题! 致使目前对 >@A@.@B
拟合组分的性质尚不清楚%

高分辨率质谱技术CD-4#,"’E" A0*+-/4’+) 8,**F
具有分辨率高$精确度高$可对未知物分子式进行

推测的优点!随着高分辨率质谱技术的发展!特别

是傅里叶变换 离 子 回 旋 共 振 质 谱 C.+/#’0# 4#,)*!
?+#( ’+) 151-+4#+) #0*+),)10 (,** *3014#+(04#5;
.GHIBAH82J技术的发展!将三维荧光光谱与傅里

叶变换离子回旋共振质谱技术结合!对 K78 的结

构进行光学及分子层级的表征! 对发色荧光峰进

行补充解释的同时可提供更多关于 K78 化学特

性的结构信息9L; MN% 本文拟对三维荧光光谱及傅里

叶变换离子回旋共振质谱技术对 K78 结构表征

的典型表征及应用进行综述! 并对两者结合的结

合运用以及优缺点$ 目前存在的挑战和问题进行

介绍%

! 三维荧光光谱耦合平行因子分析法

!"! 三维荧光光谱及常见 #$%$&$’ 拟合组分

荧光激发H发射矩阵 &?-/+#0*10)4 0O1’4,4’+)H
0(’**’+) (,4#’O# 提供了关于 K78 结构组成差异

方面的信息! 对图谱的分析方法有峰值法以及平

行因子分析法%峰值法是依靠最大荧光强度$激发

波长$ 发射波长来确定组分在图谱上的位置的一

种方法!源于 B+P-$ 等最先将 K78 中主要的荧光

峰最大激发和发射波长位置与可能的有机物联系
9QR=!典型的峰值荧光图谱如图 S 所示%

三维荧光光谱耦合平行因子分析法 &0O1’4,!
4’+)H0(’**’+) (,4#’O 3,#,--0- ?,14+# ,),-5*’*!TT8H
>UAU.UB#对分析 K78 有明显的优势!此种方法

能够在一定程度上应对荧光光谱峰重叠的问题%
>UAU.UB 法将 TT8 矩阵降维成唯一荧光适合的

荧光组分集和一个残差矩阵!从而将 TT8 图谱分

解成为若干具有化学意义组分的荧光峰 9SS=% 根据

B+P-0 的研究 9SV; SWN!目前使用 >UAU.UB 法分解出

的被定义的组分名和性质如下9SXN(

!"( 三维荧光光谱法对溶解性有机物表征的应用

及存在问题

三维荧光光谱技术已广泛应用于水环境监测

与处理领域!以探究季节$地域等因素对 K78 的

影响’识别不同水体类型’分析水体中有机污染物

可能的来源’对水处理过程进行监测!在水体$土

壤$堆肥都有广泛的应用9Y; SZ; Q[N% 在自然水体领域!
B+P-0 将三维荧光技术用于反映海洋微生物活性

对海洋 K78 的影响 \Q]N’在污染来源追溯中!吴静

将城市水体的荧光特征分为三种类型! !型具有

类腐殖质和类蛋白荧光!与自然水体相关!"型具

有类腐殖质荧光!但类蛋白质荧光的特征不明显!
#型出现的荧光峰数量最多! 且类蛋白荧光强度

显著大于类腐殖酸荧光强度! 表示此水样与经过

罗崇佳等 三维荧光与高分辨率质谱技术在溶解性有机物结构解析中的研究进展!!!

表 ! 常见荧光峰范围及其对应种类

峰 30,^ T_‘T8C)(‘)(J 种类 4530 +? */P*4,)10

a VYZ‘WQ] 类酪氨酸 !5#+*’)0H-’^0

! VYZ‘WX] 类色氨酸 !#534+3",)H-’^0

U V[]‘CW]bHX[]J Dc 腐殖酸 Dc "/(’1H-’^0

8 CdM]HWQ]J‘CWY]‘XV]J 海洋腐殖酸 (,#’)0 "/(’1H-’^0

B CWV]HW[]J‘CXV]‘Xb]J 可见腐殖酸 e’*’P-0 "/(’1H-’^0

图 ! )*+ 的主要荧光峰,(-.

表 ( 常见 #$%$&$’ 拟合组分及其对应种类

>UAU.UB
组分

Tf‘T8C)(‘)(J 对应峰 术语’性质
可生物
降解性

光化学
降解性

>Q "dYZ!dMZJ‘Xd] >0,^U 陆源类腐殖酸 低 高

>d "dYZ‘Xb] >0,^U 上部 陆源类腐殖酸 低 高

>W "WXZCdYZJ‘XW] >0,^BC>0,^UJ 陆源类腐殖酸 中 最高

>X WWZ‘XX] >0,^Bg8 海洋腐殖酸h微生物来源 高 中

>Z W]]‘WM] >0,^8gi 水生类腐殖酸h原地生成 高 中

>[ VYZ‘WW[ >0,^aj! 新近类氨基酸 最高 中
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稀释的生活污水有关!"#$! %&’( 将市政排水系统末

端溢流污水的荧光峰为 ) 个组分"发现基于 *+,
拟合组分与来源的对应指示关系" 可以对排水系

统内主要来源的快速指示与动态监测!-$!在水质在

线监测研究中"%./01’. 和 2’(3’/04( 探讨了三维

荧光法作为一种在线监测方法对饮用水及污水处

理 过 程 进 行 长 期 监 测 的 可 能 性 " 指 出 污 水 中

5’.67 荧光强度明显大于自然水体中 5’.67 的强

度" 且 5’.67 与 5’.6% 在废水生物处理过程中具

有特异性和灵敏度" 可以作处理效果检测的手段
!89: 8;$!以上这些研究都试图总结不同水体的特性荧

光特性" 以期通过水体的荧光特性变化反映水体

特性的变化" 并试图解释不同水体产生不同荧光

特性的环境影响因素" 进而反映出环境特性的变

化!
虽然三维荧光光谱法具有快速检测# 预处理

简单#反应灵敏等优点"但根据谱图存在荧光峰重

叠现象" 解释荧光峰信息仅是与类物质联系等局

限" 致使由三维荧光光谱得到的 5<=<><% 拟合

组分只能提供表面的荧光信息" 缺乏相应的分子

结构与来源的联系解释" 在一定程度上降低了荧

光 图 谱 对 来 源 进 行 解 析 的 准 确 度 和 可 信 度 !
=’’?10?. 的研究指出富里酸的分子式随来源的

不同而不同" 在地表水中的富里酸表现了更高的

羧基化程度 !@A$"<00..3 也在检测地表水中的荧光

增白剂时指出自然腐殖质的存在会对荧光图谱产

生干扰" 因为两种物质的荧光峰会在荧光图谱上

发生重叠现象!B8$! 因此为加深荧光光谱对 *+, 结

构的表征的理解"还需要进行进一步的研究!

! 高分辨率质谱法对溶解性有机物结构的

解析

!"# 傅 里 叶 变 换 离 子 回 旋 共 振 质 谱 !$%&’()&
*+"

傅里叶变换离子回旋共振质谱$>7CD%=C,E%
是当前分辨率最高的质谱" 质荷比的分辨率可达

8FCG 级" 因此 >7CD%=C,E 可以更高分辨率的对

*+, 分子层级的组分信息进行划分! 傅里叶变换

离子回旋共振分析系统相比其他质量分析系统"
在解析的精度和深度上具有明显的优势 !BB$! ,./!
0&.HH 对 >7CD%=C,E 的理论与参数设置进行了详

尽的介绍!BI$!
高分辨率质谱技术得到大量的分子名义质量

$(4?J(.H ?.00%数据"对这些数据的分析和表征是

高分辨率质谱技术对溶解性有机物结构表征的重

点! 由 >7CD%=C,E 的超高分辨率"可以在一个质

谱中检测到数千种具有不同 ? K L 值的离子"在

>7CD%=C,E 精确的质量准确度基础上"通过应用

基本化学规则 $如氮规则和双键等价物的计算规

则%"在已知可能包含的元素组成情况下"可以计

算每个质量数对应的未知物分子式! 在分子式计

算时" 迭代组合所有可能元素组成的情况进行计

算" 直到得到所有在误差范围内总质量与给定的

质量匹配的可能分子式!
一般来说" 一个质量数可能对应有多种可能

的分子式"如何对元素之间的关系进行限制"尽量

排除可能性低的分子式"选择最可能的分子式"在

高分辨率质谱法表征 *+, 中具有重要意义"目前

有多篇文献对于分子式的准确计算和识别做了探

讨!@MC@-$! N4O& 最先研究了对高分辨率质谱质量数

据进行分子式转化计算的基本方 法" 他 通 过 对

EPQ.((’’ 河中的腐殖酸与标准腐殖酸对比"发现

如果计算元素仅限于 %"2"+ 和 R" 则对于SI)F
*. 的所有质量数"分子式计算都是明确的! 如果

只包含 %"2 和 +"则公式分配对于整个质量范围

达到 8 FFF *. 都能保持准确! 如果元素组成中考

虑非含氧杂原子"如 R#5#E 等"则可能的分子式

将随着质量数的增加而显著增加" 若考虑 R#5#E
元素" 在元素组成范围为 %FC"2FC"+FC"RFCIF5FCBEFCB

的条件下"对于T GFF *. 的质量数"质量公差为 8
UU? 时"计算出了 8) 种以上不同分子式! 因此对

于可能分子式的进一步选择还需要依据其他方法

或规则"如氮规则#双键规则#同系物#8I% 同位素

规则等!B9$! 按照以上规则计算得到的分子式"通过

斯 皮 尔 曼 等 级 相 关 系 数 $EU’./?.(V0 O4//’H.1J4(
O4’WWJOJ’(1% 表示其丰度值与荧光强度的秩相关关

!!!第 !" 卷第 # 期 能 源 环 境 保 护

表 I >7CD%=C,E 分子式计算结果示例!I-$

测量值 ?KL 信噪比 分辨率 分子式 理论值 误差

I-)XFI)9) 8)XF M-;F8M %8-288+C I-)XFI)--F FXB8
I-)XF)88F 8FX- )F9G98 %B8288+-

C I-)XF)8FBG FXBF
I-)XF)MMM IX8 -B88IF %8928)+-E8

C I-)XF)MI;- FX88
I-)XF-BB- IIXM M;IGB; %8928)+;

C I-)XF-B8)G FXIF
I-)XF9-)) 8BXM )FIM-9 %BB28)+G

C I-)XF9-M8B FXI-
I-)X8F9GM MIXB M9-8I- %8;28;+9C I-)X8F9)M8 FXBG
I-)X8BI;F )XM M9MBFM %BI28;+)

C I-)X8BI-;- FXB-
I-)X8MM;8 );XB M)M-8F %BF2BI+-

C I-)X8MM;B- CFXF)
I-)X8GFII IX) IBGIIF %BM2BI+M

C I-)X8GF89I FXI;
I-)X898IB MFX9 M);BBG %B82B-+G

C I-)X898I8B FXFB
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系!可为 !"#"$%& 拟合组分的性质提供解释"
由于分子式中不同的元素含量以及元素之间

的关系与分子的结构高度相关! 根据结构的差异

可以将不同的分子式分属为不同的类别! 从而从

分子层级表征 ’() 的结构差异" 为了便于分析!
通常采用 *+, -./0/1/, 图进行表征#横坐标为 (2
& 比!纵坐标为 32& 比" 每个分子量对应的分子式

在图上表示为一个特定位置的点!按照 ’() 组分

在图上的分布呈现特定的规律!可分为脂质$蛋白

质$氨基酸$纤维素$木质素$单宁酸$超聚碳水化

合物七个区域" 在 -45 以 )6’7,+189 河 ’() 为

样本的研究中! 发现的 0+, -./0/1/, 图相邻点间

可形成数条趋势线!其中 % 线表示甲基化2脱甲基

或烷基!: 线表示加氢2脱氢化!& 线表示水化2聚
合!’ 线表示氧化2还原;<=>" 见图 <

!"! 高分辨率质谱法对溶解性有机物结构表征的

应用

3/??,/. 指出 @ABC&#B)D 是分析复杂有机物

的重要技术!可用来研究 ’() 以及腐殖物质的特

殊化学结构!如羧酸$酚等水体和陆源腐殖质的主

要构成物! 以及芳香性酮$ 醌类$ 和氢醌等参与

’() 或腐殖物质氧化还原行为的结构;EFG EH>" I7,!
947. 发现来自不同来源的污水的 0+, -./0/1/, 图

有不同的特征! 自然来源 ’() 中有 JE K的分子

式是特异的! 生化二级出水来源的 ’() 中有 LM
K的分子式是特异的!两者的 (2& 比$32& 比显著

不同!表明了不同来源水 ’() 的结构特征具有特

异性;E<>" 因此!由 0+, -./0/1/, 图可对不同来源的

’() 组成结构进行一定程度上的表征" (N,7 将

@CBCO#B)D 用于研究森林植被和土壤深度对土壤

可溶性有机物的分子组成的影响! 发现随着土壤

深度的增加! 脂质和碳水化合物的相对丰度也随

之增加!而多聚芳烃和单宁酸显著减少"<LPLF 65
深度的土壤比 FPL 65 深度的土壤含有更多的氧!
表明了含有更多氧的土壤更具有生物反应活性!
此外!3Q&"HR<G (Q&"FRL 的有机物具有更高的可生

物降解性;EE>"
!"# 高分辨率质谱法与三维荧光法结合的应用及

存在问题

S+07,/, 首次将荧光法与高分辨率质谱法相

联系用于饮用水不同处理过程中 ’() 的结构的

变化追踪! 得出了 0+, -./0/1/, 图上不同位置的

有机物与不同发射波长的荧光组分高度相关的结

论!首次通过秩相关的方法将 ’() 光学性质与质

谱 化 学 结 构 相 联 系 ;EM>" 3/.T9U.V,W 为 了 提 高 对

’() 的分子式组成的了解! 采用了 XX) 耦合高

分辨率质谱%@ABCO#B)DY法研究了季节和地域的

变化对类腐殖酸荧光和元素分子式的影响" 将高

分辨率质谱所得的结构数据用 DU/+.5+, %斯皮尔

曼等级&相关系数表征!再将 XX) 荧光强度与精

确的分子式和其相应相对质谱丰度联系" 发现荧

光峰中的类腐殖酸可以与富含氧且相对不饱和的

成分对应! 这样的成分在化学计量式上接近单宁

酸;EL>" DZV[[4,9 为了探究三维荧光图谱中不同组分

的荧光峰对应物质的分子结构!将 \V#[/6 河的河

水样品的荧光峰通过 XX)B!%#%@%O 法分解为

J 个组分! 再通过 @ABCO#B)D 识别 ]() 的分子

式并与各个荧光拟合组分对应! 表示了类腐殖酸

和类蛋白荧光峰对应的分子结构特性"此外!研究

还发现!在所有识别出的分子式中!仅有 E= K的

分子式可以与荧光拟合组分对应!余下的 L= K的

分子式可能因为不属于发色有机物而不能与荧光

组分对应;EJ>"
高分辨率质谱法在 ’() 结构表征中的关键

步骤是将 @ABCO#B)D 得到的大量分子质量数识

别为相应的可能的分子式" 由于同样的质量数存

在多种可能的分子式! 如何选择适合的分子式至

关重要"随着分子量的增加!可能的分子式也显著

增加!若考虑 ^$D 和 ! 元素等!则显著增加可能

分子式的数量!造成分子式识别的不准确"目前尚

没有一个完全定义的方法来判定准确的分子式!
可见 @ABCO#B)D 数据分析过程中最具挑战性的

图 < *+, _./0/,1/, 示意图
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问题在于! 如何在许多理论上可能的分子式中找

出正确的分子式" 研究者们致力于发展多元素分

子式计算方法" 如 !"#$%&#’() 发现一种至多含 *
个 + 及 , 个 - 条件下#通过建立数据库进行分子

式识别的方法 ./01$以及针对含较多 + 元素的样品

进行分子式识别的方法.231% 由于计算方法的限制$
目前关于 456 的分子结构特性研究多在组成元

素比较简单的 -56" 如地表水&饮用水&雨水等领

域$对于组成较为复杂人为源 456$如生活污水

方面的研究较少"

! 结语

456 是一类包含复杂结构及交互作用的溶

解性有机混合物" 456 的组成及性质与来源相

关"三维荧光技术’77689:;:<:=(可对 456 结

构进行表征$ 峰值法与平行因子分析法可对荧光

光谱数据进行分析% 但对 9:;:<:= 拟合组分的

性质尚不了解%为了对 456 组分结构特性有更清

晰的了解$需要从分子层级对 456 的结构特性进

行分析% 高分辨率质谱><?8@=;86+A具有超高质

荷比分辨率$利用超导磁场可得到精确的质量数$
从而可计算分子式组成% 但这种方法存在质谱数

据量大$ 分子式计算规则受到元素组成的限制的

问题$目前多应用于元素组成简单的物质研究$如

天然有机物% 对于多元素分子的分子式计算研究

是当前高分辨率质谱法面临的重 要 挑 战% 利 用

<?8@=;86+ 可对荧光组分对应的分子层级信息

进行分析解释$ 可以加深对 456 组成结构的理

解%
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