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摘  要: 稳定同位素技术是揭示食物网中物质的循环路径和探究消费者、生产者间的营养关系的重要方法. 但是, 不同的样品

处理方法可能引起同位素比值的变动, 使得食物网模型的建立和各研究结果间的相互比较存在一定的困难. 样品的预处理主

要分为四个环节, 即保存、分离、酸化和干燥. 在水域生态系统中, 水体中的颗粒/溶解性有机物质、细菌、浮游动物、藻类、

水生植物、鱼类及底栖动物等采集后, 通过分离纯化, 得到目的样品, −20℃冷冻保存. 对于含有无机碳酸盐的生物样品, 例如

沉积物、含有钙质结构的无脊椎生物、部分浮游生物等需要酸化处理以排除无机碳对 δ13C 测定的影响, 1mol/L HCl 滴加可以

达到很好的去除效果. 对于生物样品 δ15N 的测定则不需要酸化处理. 最后, 样品经冷冻干燥或 40−70℃低温烘干以备稳定同

位素的测定. 另外, 用福尔马林、乙醇等保存在博物馆里的样品, 对于长时间尺度上食物网的重建具有重要的生态学意义. 本

文系统总结了不同研究中样品处理过程的差异, 分析其干扰机制, 为进一步的方法学研究奠定了基础.  
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Abstract: Stable isotope analysis is commonly used in studying flows of mass and energy through food webs and trophic 

relationships in aquatic ecosystems. However, different sample processing methods can influence the measurement of these stable 

isotope rates, which may result in errors in the resulting food web models and the comparing results between different studies. In 

particular, errors may result from four different sources, that is, preservation, separation, acidification and dehydration. The collectted 

particulate/dissolved organic matter, bacteria, zooplankton, algae, hydrophyte, fish and zoobenthos were rinsed with de-ionized water 

to clean off epibionts, and then stored at −20℃. Acidification by adding 1mol/L HCl drop-by-drop was needed for carbon isotope 

analysis in samples of sediment organic matter, invertebrates with calcareous structures, and plankton. For nitrogen analysis, 

acidification should be avoided. Finally, dehydration was required by the analytical methods used in the determination of isotopic 

abundance. Both freeze-drying and drying at 40−70℃ were acceptable. In addition, materials preserved with formalin and ethanol 

stocks was suitable for current ecological applications of isotopic analysis and open up the possibility to reconstruct food webs and 

biogeochemical changes at scales of tens or hundreds of years. In this review we summarize different sample processing prior to the 

analytical determination of stable isotope ratios and the influence mechanism of some processing methods, which are fundamental 

for further methodology research. 
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近年来, 稳定同位素技术广泛地应用于水域食物网中, 用于揭示有机物质的循环路径和探究消费者 
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之间的营养关系[1-3]. 利用生物天然碳氮稳定同位素可以有效地揭示其有机物来源、消费者的食物组成以

及各生物在食物网中所处的营养级. 氮同位素在不同营养级有大约 3.4‰的富集度, 通常用来指示生物所

处的营养级; 消费者的碳同位素和其食源基本相似, 平均富集在 0.1‰-0.4‰之间, 是食物来源良好的示

踪指标[4]. 但是, 在同位素分析前, 有关样品的前处理方法在各研究中却存在很大的差异, 直接影响了结

果的准确性和客观性. 这使得稳定同位素比值在各研究间的相互比较存在很大的困难, 也不便于联合各

研究中不同生物的同位素比值去构建完整的食物网模型[5].  
通常, 差异来源主要有以下四个环节, 即样品的保存、分离、酸化和干燥. 在样品同位素测定前, 特别

是野外采集的样品, 需要采取一定保护措施诸如−20℃冷冻、直接干燥、盐浸、福尔马林或乙醇浸泡等以防

止有机物质变质. 同时, 对于食物网中较小生物要进行必要的分离与纯化. 某些生物样品含有颗粒性无机

碳, 干扰有机体碳同位素的测定, 需要采取必要的酸化措施以除去碳酸盐的影响. 最后, 干燥样品以达到测

定的要求. Bosley 和 Wainright[6]比较了经福尔马林、福尔马林/乙醇和饱和氯化汞保存几个月的样品, 发现

它们引起了 δ15N 的显著增加和 δ13C 的降低, 最后指出冷冻是保存样品的最好方法. Kaehler 和 Pakhomov[7]

也发现冷冻和低温烘干没有引起同位素比值的显著变化. 而 Lorrain 等[8]的研究表明, 冷冻引起了 δ15N 的不

确定性波动, 所以他认为直接干燥是保存样品的最好方法. 同时他发现稀酸浸泡不能有效去除有机体内的

碳酸盐, 浓酸熏蒸才是最行之有效的方法. Jacob 等[9]则认为稀酸滴加就可以达到去除碳酸盐干扰的目的.  
可见, 不同的研究得到的结论也不尽相同. 至今, 对于同位素测定的前处理方法还没有一个统一的

标准. 而国内在稳定同位素技术在食物网应用方面还处在起步阶段, 系统性的方法学探讨还鲜有报道[10]. 
因此, 本文通过系统比较不同预处理方法所引起的碳氮稳定同位素比值的差异, 分析其干扰机制, 为不

同样品的处理方法提供参考依据, 以期能为标准的预处理方法的建立做出贡献, 从而推动稳定同位素技

术在水域生态系统中的应用.  

1 样品保存 

1.1 生物样品 

妥善的保存方法是保证样品同位素比值精度的一个首要条件. 目前, −20℃冷冻是最理想的样品存贮

方法[5-6,11]. 但是野外操作很难达到这一要求. 因保存在博物馆和地壳中的生物标本对于长时间尺度上的

食物网的重建及生物地球化学过程的研究具有重要的参考价值[5,12], 所以探讨不同保存方法对稳定同位

素比值的影响意义重大.  
生物样品通常的保存方法是浸泡在10％福尔马林[5-6], 或者是75％的乙醇[5], 更为标准的方法是10％

福尔马林浸泡2周, 随后转移到70％−90％的乙醇中[6,13]. 相比于冷冻保存的样品, 福尔马林和乙醇引起了

氮稳定同位素的显著增加, 变化幅度在0.5‰−1.4‰之间[6]. 而Sarakinos等[5]研究表明防腐剂对δ15N的影响

很小. 由于两种保存剂均不含N元素, 可能的原因就是保存过程中组织水解, 物质溶出造成的. 同时, 他

还发现福尔马林保存对碳同位素比值的影响较为显著, 较冷冻样品平均贫化1.65‰, 而乙醇固定的影响

程度较小(−0.02‰±0.24‰). 这主要是由于二者对样品的影响机制不同而引起的. 首先, 样品在保存过程

中物质的选择性流失. 乙醇水解脂类, 而福尔马林水解蛋白质[6]. 脂类的碳同位素较蛋白质更为贫化[14], 所

以用福尔马林保存的样品由于蛋白质水解, 脂类相对聚集导致了整体碳同位素比值较低. 另外, 福尔马

林和乙醇都是含有碳元素的化合物, 本身同位素比值的差异可能会引起浸泡其中的样品的差异[5]. 所以

同位素测定前, 样品充分润洗后, 建议在去离子水中浸泡48h[13]. Vander Zanden等[12]统计了防腐剂对18种

鱼类和无脊椎动物同位素比值的影响, 发现福尔马林保存引起了δ13C的降低, 校正系数为−1.28‰±0.22‰; 
而对δ15N的影响波动较大, 其中鱼类为0.53‰±0.15‰, 无脊椎动物为−0.18‰ ±0.29‰. 可见, 虽然防腐保

存引起了同位素比值的变化, 但相对于生物转化的同位素分馏还较小, 通过系数矫正, 重建食物网结构, 
以揭示长时间尺度上食物网结构的历史变化[5,11-13].  

保存剂的保存时间长短对同位素比值也有影响. 保存6周对氮同位素影响不大, 再长, 变化的可能性

增大[13]. Mullin等[15]发现保存在福尔马林中的浮游动物两年内氮同位素差异不大. 样品保存还可以采用

纯度为99％的NaCl盐浸, 这是野外长途运输保存鱼类的一个最为简单易行的方法[13]. 裂解缓冲液和二甲



 
 
 
 

曾庆飞等: 稳定同位素技术应用于水域食物网的方法学研究进展 
 

 

15

基亚砜等用于基因分析的保护液会影响碳氮稳定同位素, 所以不建议使用[16].  
如果条件允许, Lorrain等[8]和Rau等[17]认为直接干燥是进行样品长期保存的首选方法. 因为他的研究

表明, 将GF/F滤膜收集的<200μm颗粒性有机物(POM)在−20℃保存后相对于直接干燥的会引起氮同位素

比值的显著变化和标准偏差的增加. 但是, Bosley[6]研究了褐虾肉直接新鲜低温干燥, −80℃冷冻保存几天

后再低温干燥(55 )℃ 和冷冻干燥三种方法对稳定同位素比值的影响, 发现均没有引起δ13C和δ15N的显著

差异(δ13C <0.3‰; δ15N<0.2‰).  
1.2 无机样品 

水体中溶解态无机碳(DIC)是浮游植物光合作用的主要碳源. 目前, 国际间对于海水中 DIC 同位素的

测定, 缺乏一个可供共同比较的标准样品, 故各实验室之间的测定结果, 是否能直接加以比较, 备受质

疑. DIC 测定所需的水样以加入饱和氯化汞溶液的 350ml 透明的 BOD 瓶密封[18], 4-7℃冷藏保存. Cole[19], 
Pace[20], Kritzberg[1]等则是将用 H2SO4 酸化到 pH=2 的水样用 10ml 的 N2 密封在 100ml 的血清瓶中, 用于

同位素的测定. 关于样品储存时间方面, Atekwana [21]认为只要不超过 43d, DI13C 比值变化不大. 林信吉[18]

的研究表明 250ml 水样中 0-2ml 饱和氯化汞溶液添加量及一星期之三个月的储存时间, 对水样中 δ13CDIC 的

分析结果并无显著差异.  

2 分离 

2.1 颗粒有机物(POM)和溶解性有机物(DOM) 

颗粒有机质和溶解性有机质是水体中两种重要的有机物质存在形式. 溶解性有机质主要来自浮游植

物光合作用的释放, 各类动物的排泄和分泌, 死亡生物残骸及粪便颗粒的分解, 动物摄食的释放等[22]. 
它是细菌二次生产进入微食物网的主要物质来源. 根据研究目的可以用不同孔径的滤膜将它们分开. 用

于同位素分析通常选择 Whatman GF/C(1.2μm)[23]和 GF/F(0.7μm)[24]玻璃纤维滤膜. 这样, 细菌、病毒和较

小的胶体颗粒就包含在溶解性有机物中. 理想情况, DOM 样品应该是经孔径<0.2μm 的滤膜以去除滤液中

细菌的干扰[25]. 由于浮游藻类的分解, 在过滤过程中不可避免会在溶液中增加额外的 DOM[23]. 过滤应该

在低压[26]或者是自然重力过滤[27]. 过滤后的水样采用冷冻干燥或真空离心的方法浓缩成固体残渣[24]. 在

设备条件无法满足的情况下, 相当的研究则采用 40-70℃低温烘干得到残渣用于同位素分析[1,19-20]. 这种

方法所需的水样不多, 1-2L 即可达到同位素测定的要求. 对于盐分较高的海水通常采用切向旋转超滤系

统, 将至少 20L 水样浓缩为 1L, 再 30℃低温蒸发至 50ml, 随后冷冻干燥[29].  
POM同位素测量对滤膜的要求比较高, 必须是能耐高温的无机材料, 通常采用经450-525˚C灼烧4h

的GF/F玻璃纤维滤膜. 水样预先应采用一定孔径的滤网预滤以除去大型浮游动物和藻类[1]. 也有研究选

择切向流旋转超滤系统收集POM, 采用0.1μm的聚砜中空纤维过滤器, 虽然认为这种方法可能有很大的

吸附损失(60％-70％)[30].  
2.2 细菌 

细菌不仅是传统食物网中的分解者, 还是微食物网中的生产者, 对水域生态系统中的物质循环和能量

转化起重要的作用[31]. 细菌稳定同位素测定的方法有: 细菌全细胞分析[1,32], 测定细菌呼吸的二氧化碳[33]

及提取细菌标志物如核酸[29,34], 肽聚糖细胞壁的氨基酸[35]或脂肪酸中的极性脂[36]等, 但这些方法各有利弊. 
细菌标志物的提取避免了培养条件人为因素的干扰, 但同时也提取到了不想要的东西, 回收率低和

工作量大等缺点[34]. 而且, 细菌标识物和整个细菌细胞碳同位素还是存在差异[35]. 细菌全细胞稳定同位

素的测定是通过原位水样培养得到的. 利用细菌的繁殖速率快, 20-30℃培养 24-48h 就可达到对数生长

期, 其生物量增殖 3-4 倍这一特性, Coffin 把细菌培养在不同碳同位素信号的有机培养基中, 发现其稳定

碳同位素比值同培养基质相似, 变化幅度在±2‰[32]. 可见, 细菌原位水样培养的方法是可行的. Kritzberg
等[1]将该方法做了改进, 把细菌培养在原位采样点的透析袋中以保证细菌生长对藻类来源的 DOC 的依赖. 
结果表明, 透析培养和玻璃容器培养二者差异不大, 细菌的碳同位素信号没有显著差异.  
2.3 浮游动物 

浮游动物是鱼类的重要饵料, 在食物网中起到承上启下的作用, 浮游动物的种群动态变化和生产力
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的高低, 对于水域生态系统结构功能以及生源要素循环都有着十分重要的影响[37]. 根据其个体的大小, 
通常分为微型浮游动物(20-200μm), 中型浮游动物(200-2000μm)等. 对浮游动物的采集, 许多研究者采

用的浮游生物网孔径≥100μm[38]. 但如果网径>150μm, 会导致桡足类无节幼体、原生动物、轮虫、软体

动物和多毛类环节动物的浮游幼虫等多种小型生物逃逸[37]. 所以, 对于淡水生态系统建议采用标准的25
号浮游生物网 (64μm) [39], 而海洋浮游动物的采集网径通常较大 . 采集到的浮游动物可以在预先经

Whatman GF/F过滤的原水中暂养以排空内容物, 但由于种种原因, 大部分的样品要在捕捞后5h内分拣和

冷冻保存[40].  
2.4 鱼类及底栖动物 

    鱼类等大型浮游生物稳定同位素的测定较为简单, 去鳞片并在背部切去一小块肌肉, 干燥后即可[28,41]. 
对于带壳生物应根据研究目的, 如果是以带壳生物作为食物时, 在测量其同位素比值时应去掉外壳, 因

外壳较难被捕食者吸收; 当作为捕食者时应保留, 因外壳同位素同样来自食物[42]. 脂类的聚集会引起组

织样品碳同位素的贫化, 所以鱼类、软体动物等在进行同位素测定前建议进行去脂处理[40]. 但是, 是否去

脂和去脂处理的标准方法至今还没有统一的定论. Schlechtriem等[43]研究了不同去脂方法, 如2:1氯仿:甲
醇(V/V), 甲醇, 汽油－乙醚等对鱼类及其食物的影响, 发现各处理方法没有引起δ13C显著差异. Murry等
[44]指出普通的去脂过程不仅提取了脂类, 还水解了其它含氮化合物从而影响了δ15N的精度, 去脂处理造

成了组织样品碳氮稳定同位素比值的提高.  
2.5 藻类、水生植物 

    藻类和高等的维管束植物是水域食物网主要的初级生产者, 也是浮游动物和草食性鱼类的重要食源. 
水生植物的采集比较简单, 分析前刷去附着在上面的藻类和寄生虫, 清洗干净即可[28]. 浓缩足量、较纯的

藻类进行稳定同位素分析, 通常的方法有光学显微镜人工挑选, 但这主要针对丝状藻和群聚藻, 特别是

在水华爆发(蓝藻、硅藻、褐藻等)出现优势藻种的时候较易采集[39]. 底栖藻类可以通过光诱的方法使其

迁徙到水体中[45]. 当水体中藻类含量较低时, 采用流式细胞仪分选浓缩[46], 或利用细胞色素标识物Chl.a
进行同位素分析[47]等, 但所需的仪器昂贵, 成本高. 因此, 目前在进行消费者食物比例分析时, 相当的研

究采用不同粒径的颗粒性有机物作为替代粗略估计消费者的食性组成[2,24,48]. 这在很大程度上掩盖了摄

食者的选择性吸收, 因为颗粒性有机物是一个包含活性藻类、浮游生物残体和陆源碎屑的复杂混合物. 
如何廉价而有效地将微型藻类和有机碎屑分开将极大地推动浮游食物网的研究. Hamilton等[49]将从GF/F
滤膜上收集到的颗粒有机物悬浮在密度为1.27g/cm3硅胶胶体中, 1000转/min离心10min, 溶液出现了分层

现象, 上层较轻的溶液主要为浮游藻类, 随后经C: Chl.和C:N两个指标验证, 其分离效率达到75％左右.  

3 酸化 

在分析沉积物和某些含有无机碳酸盐成分的生物机体时(甲壳类、软体动物等), 通常采用0.1−1 mol/L
稀盐酸浸泡或浓盐酸(12mol/L)酸雾熏蒸的方法以除去其对碳稳定同位素比值的干扰. 有研究表明, 即使

很小的无机碳含量(小于有机质总碳的5％), 就有可能引起δ13C比值1‰的增加[17]. 但是, 在是否酸化问题

上还存在很大分歧.  
Bosley和Wainright[6]用1mol/L HCl溶液对碳酸钙含量较高的片刺褐虾和无机碳相当较少的幼比目鱼

进行酸化处理, 同未酸化的样品相比, 酸化没有引起δ13C的显著变化. 这同Bunn等[42]的研究结果部分吻

合, 即用0.1 mol/L HCl没有引起对虾和海草δ13C的显著变化, 但是氮同位素比值却随着盐酸浓度、酸化后

是否用去离子水润洗而发生显著的变化. Carabel等[28]对食物网13种生物进行了细致的比较实验, 结果表

明酸化会降低沉积物(SOM), 颗粒有机质, 浮游生物和无脊椎动物的碳同位素比值, 而对氮同位素的影

响规律不一致. Lorrain等[17]比较了盐酸浸泡和熏蒸两种方法的去碳酸盐效果, 发现用12mol/L浓盐酸连续

熏蒸干燥的GF/F滤膜(<200μm POM)4h, 无机碳去除效果明显, 而且没有引起δ15N的显著变化.  
总体来说, 相对于未酸化的样品, 酸化处理引起了碳氮稳定同位素比值的降低(表1). 其中, 对氮同

位素比值的影响可能是由于组织内不同的含氮化合物如核酸、氨基酸等在酸化过程中的溶出速率和溶出

量不同造成的, 所以建议氮同位素测定时不宜酸化处理[28,50]. 10%的HCl酸洗就有可能引起软组织δ15N平
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均约3‰的降低[51]. 其次, 在去酸清洗过程中可能造成部分有机碳的损失, 从而引起碳同位素比值的降低, 
所以建议样品酸化后不进行去离子水清洗[9,28].  

表 1 盐酸(HCl)酸化对食物网生物稳定同位素比值(δ13C 和 δ15N)的影响 
Tab. 1 The effects of acidification on aquatic food web components stable isotope (δ13C and δ15N) signatures 

0.1mol/L HCl 1mol/L HCl 12mol/L HCl 熏蒸
样品 

δ13C δ15N δ13C δ15N    δ13C δ15N 
引用文献 

碳含量较少 

比目鱼 (P.americanus)   ns ns ns ns Bosley & Wainright[6]

POM 膜 a −0.8 0.1   −1.1 −0.2 Lorrain et al[8] 

POM 膜 b −0.7 0.4   −1.0 −0.4 Lorrain et al[8] 

无脊椎动物和鱼类   −0.117 −0.320   Jacob et al[9] 

海菖蒲 (E. acoroides) 0 −1.8     Bunn et al42] 

极北海带 (L. hyperborean)   −0.23 −0.12   Carabel et al[28] 

大眼鳕鱼 (Trisopterus luscus)   −0.02 −0.28   Carabel et al[28] 

章鱼 (Octopus vulgaris)   0.06 0.58   Carabel et al[28] 

欧洲螃蟹肌肉 (Polybius henslowii)   −0.74 −0.02   Carabel et al[28] 

均值 −0.75 −0.43 −0.21 −0.03 −1.05 −0.3  

均方差 0.07 1.19 0.32 0.36 0.07 1.14  

碳含量较多 

片刺褐虾 (C.septemspinosa)   ns ns ns ns Bosley & Wainright[6]

对虾 (Metapenaeus spp.) −0.3 2.9     Bunn et al[42] 

SOM    −3.99 −0.32   Carabel et al[28] 

SOM 再悬浮处理 c   −0.05 0.79   Carabel et al[28] 

SOM 再悬浮处理 a   −1.32 −0.66   Carabel et al[28] 

SPOM 膜   −3.67 −0.73   Carabel et al[28] 

100-30μm 浮游生物   −0.71 0.02   Carabel et al[28] 

300-500μm 浮游生物 c   −0.27 0.26   Carabel et al[28] 

300-500μm 浮游生物 a   0.29 −0.43   Carabel et al[28] 

500-750μm 浮游生物   −0.31 0.98   Carabel et al[28] 

欧洲螃蟹整体 (Polybius henslowii)   −2.06 −1.06   Carabel et al[28] 

普白磨面螃蟹 (Necora puber)   −0.27 0.24   Carabel et al[28] 

均值 −0.3 2.9 −1.17 −0.05    

均方差   1.46 0.64    

总平均 −0.6 0.4 −0.87 −0.05 −1.05 −0.3  

总均方差 0.26 1.93 1.29 0.56 0.07 1.14  

a : 60℃低温干燥后酸化; b: 20℃冷冻后酸化; c: 冷冻干燥后酸化; ns 代表差异不显著. 

4 干燥 

    脱水是样品进行同位素分析的必要过程. 通常的干燥方法有真空干燥、冷冻干燥和40−70℃低温烘干. 
其中唯有冷冻干燥法是保存生命物质最理想的方法[6,28]. 其基本原理是在高真空状态下, 利用升华原理, 
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使预先冻结的样品中的水份, 不经过冰的融化, 直接升华为水蒸汽以使样品干燥. 真空冷冻干燥产品确

保了生物样品中蛋白质、维生素等不变化, 易挥发热敏性成份不损失[52]. 因而能最大限度地保持原有的

物质成份有效地防止干燥过程中的氧化, 物质成份的转化和状态变化. 冻干制品成海绵状、无干缩、含

水份极少, 因而能在常温下较长时间的贮藏保存. 但由于冷冻干燥的成本较高, 而且受到仪器设备的限

制, 所以在同位素分析中普遍采用的是40−70℃低温烘干[1,19-20], 也有研究采用100℃烘48h[53]. Carabel[28]

将食物网主要组成成分分别用冷冻干燥和60℃低温干燥进行了比较分析, 发现两种干燥方法没有引起

δ13C的显著差异, 而δ15N只在13个处理样品中的2个发现了显著差异.  

5 结语 

    综上所述, 虽然相当的研究也进行了方法学研究, 但是, 至今还没有形成与不同生物种类相对应的

标准预处理方法. 事实上, 引起生物稳定性碳氮同位素比值精度主要来自两个方面, 即生物自身和处理

过程. 由于某些生物自身组织结构的特点, 脂类[40,43]、碳酸盐含量较高[6,8,28,51], 微型生物个体较小, 很难

将它们同其它生物和非生命碎屑分开[49]; 在必要的处理过程中又不可避免引起肌体其它有效组织成分的

流失[6,9,28,42,50], 或非目的成分的引入[5,29,34-35]. 所以, 知道了可能引起同位素比值的原因, 在预处理过程

中既除去杂质的干扰又减少有效成分的损失是应该遵循的原则.  
鉴于此, 总结前人的研究结果, 可以初步认为: 根据研究目的的不同, 采取一定的措施有效获取目

的样品, −20℃冷冻冷藏. 用福尔马林、乙醇等保存的样品, 施以校正系数, 对于长时间尺度上食物网的重

建也是可行的. 酸化是去除无机碳酸盐对有机质δ13C干扰的必要步骤. 对于碳酸盐含量较少的样品, 如

海草、鱼类肌肉组织、桡足类生物、POM滤膜等可以不用酸化或干燥后用12mol/L浓盐酸熏蒸4h; 而对于

无机碳含量较高的样品, 如SOM、含有钙质结构的无脊椎生物、部分浮游生物等需要用1mol/L稀盐酸滴

加的方法处理, 直至没有气泡产生, 酸化后不需要用去离子水清洗至中性. 对于生物样品δ15N的测定则

不需要酸化处理. 最后, 样品经冷冻干燥或40−70℃低温烘干以备稳定同位素的测定. 
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