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样品前处理方式对沉积物酶水解有机磷的影响∗
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摘　 要　 磷酸酶水解技术是研究沉积物有机磷形态和生物有效性的有力工具．沉积物样品处理过程对酶水

解有机磷的影响尚不清楚．为此，以天鹅湖表层沉积物为研究对象，研究了干燥方式、提取剂、提取比例、提取

时间条件对沉积物酶水解有机磷的影响特征，以寻求最佳的酶水解技术的实验条件．研究结果表明，自然风干

处理引发了有机磷水解，降低了磷酸二酯磷（Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ）含量．而冻干处理更真实地保存了沉积物有机磷形态

特征，比较合适有机磷分析．尽管 ＨＣｌ 预提取显著增大了有机磷的提取比例，但是存在 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 水解风险，因
此 ＮａＯＨ ／ ＥＤＴＡ 一步提取更适合有机磷的测定．较长的提取时间和较大固液比同样也显著增大了有机磷的提

取效率，但是同样存在 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 水解风险．研究显示 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 极不稳定，易受实验条件的影响，在实际操作中

需要特别注意．总之沉积物样品采用冷冻干燥处理，固液比 １∶ ３０，采用 ０．２５ ｍｏｌ·Ｌ－ １ ＮａＯＨ ＋ ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－ １

ＥＤＴＡ 提 ８ ｈ 更适合沉积物酶水解有机磷的分析．
关键词　 沉积物， 磷酸酶， 有机磷， 提取条件．
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水体富营养化是当今世界面临的重要环境安全问题［１⁃２］，而磷也是造成水体富营养化的关键营养元

素［３］，有机磷（ＯＰ）是湖泊总磷的重要组成部分，在沉积物中可占总磷（ＴＰ）的 ２０％—６０％［４⁃５］，在水体中

可占总磷的 ４０％—９０％［６⁃７］ ．夏季藻类大量爆发时，活性磷不足以维持藻类的生长，有机磷循环供磷的成

为活性磷主要来源［８］ ．目前对环境磷的研究主要集中在无机磷，包括磷含量、形态、吸附解吸、来源和交

换通量等的研究［９⁃１１］ ．而有机磷由于其化学结构复杂种类多样，同时受研究技术和方法的限制［１２⁃１３］，目
前人们对其认识十分有限．

酶水解技术是将有机磷分子中的 Ｐ—Ｏ—Ｐ 和 Ｃ—Ｏ—Ｐ 键通过酶催化反应使其断裂最终生成无机

磷的过程．近年来，商品化磷酸单酯酶，磷酸二酯酶和植酸酶被应用到环境有机磷的研究中［１４⁃１５］，该方法

可在较温和的实验环境下分析沉积物有机磷，从而避免了部分有机磷水解．用酶水解技术可较好地模拟

有机磷的潜在生物有效性．李凌萍［１６］利用酶水解技术研究了滇池有机磷对水污染的贡献．结果表明，入
湖河流输入湖泊可酶水解磷总量为每年 １０．０２ 吨，并且以活性单酯磷的含量最高．Ｚｈｕ 等［１７］利用酶水解

法分析了滇池表层沉积物有机磷形态及其生物有效性，发现滇池沉积物中 １２．１％—２７．２％的有机磷具

有潜在生物可利用性．为了完善酶水解技术，使得所研究的数据具有统一性和可比性，Ｈｅ 和 Ｔｕｒｎｅｒ
等［１８⁃１９］对可水解的有机磷的酶作了大量研究，研究结果表明，磷酸单酯酶能够水解聚合态磷和单酯磷，
磷酸二酯酶能够较好地水解二酯磷，植酸酶则可以水解所有的磷酯键．Ｈｅ 和 Ｈｏｎｅｙｃｕｔｔ 等研究酶水解有

机磷的培养条件的结果表明，以 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 为缓冲液，ｐＨ ＝ ９ 作为碱性磷酸酶水解有机磷的条件，以 Ｔｒｉｓ⁃
ＨＣｌ 为缓冲液，ｐＨ＝ ５ 作为植酸酶水解有机磷的条件［２０］ ．但是，对样品处理方法（如干燥方式、提取溶剂、
提取时间和比例等）对酶水解有机磷的影响尚不清楚．

滨海湿地是磷的“汇”、“源”和“转化器”，对保护近海海洋环境具有重要作用．荣成天鹅湖湿地是黄

海和渤海交汇处最重要的湿地之一，近年来，天鹅湖水质恶化，大型丝状硬毛藻滋生泛滥，湿地功能退

化［２１］ ． 本文以天鹅湖沉积物为研究对象，研究不同条件下有机磷的酶水解特征．明确了不同样品处理方

法对有机磷形态及其生物有效性影响，研究结果对水体富营养化的预防与治理及其保护近海环境具有

重要意义．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 样品采集与处理

样品供试沉积物样品为天鹅湖表层沉积物（１—１０ ｃｍ），其基本理化性质见表 １．在表 １ 中，采用 ＳＭＴ
法测定沉积物 ＴＰ 与 ＯＰ，用元素分析仪（ＶａｒｉｏＭａｘｃｎｓ） 测定 ＴＮ，沉积物 ｐＨ 值釆用酸度计法测定（测定

时的土水比为 １∶２．５）；沉积物 Ｃａ、Ｆｅ、Ａｌ、Ｚｎ 采用 ＩＣＰＳ⁃７５００ 测定．样品 Ａ 为天鹅湖的近海端，受潮汐影响

较大，沉积物有机质含量低，有机磷含量也低．而样品 Ｂ 受陆源污染和水体大型藻类影响较大，有机质含

量高，有机磷含量也较高．沉积物样品采集后用 ３ 种方法进行前处理：（１）自然风干并研磨过筛（２ ｍｍ）；
（２）未加任何处理的新鲜沉积物样品；（３）冷冻干燥并研磨过筛（２ ｍｍ）的样品采集与处理．
１．２　 沉积物有机磷提取条件单因素实验

提取剂采用两种方法：（１）用 ０．２５ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ ＋ ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤＴＡ 单独一步提取；（２）采用
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１ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＨＣｌ 预提 ２ ｈ，再用 ０．２５ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ ＋ ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤＴＡ 主提取．提取时间设定为 ８ ｈ，固液

比为 １：３０；（２）为考察提取时间影响，采用 ０．２５ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ ＋ ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤＴＡ 一步提取方法，固液

比为 １∶３０，提取时间设定为 ２、４、８、１６ ｈ；（３）为考察提取比例对酶水解有机磷的影响：将沉积物与提取

剂按照沉积物与提取剂的比例设置为 １∶８、１∶３０ 和 １∶１００，提取时间设定为 ８ ｈ，用 ０．２５ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ ＋
５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤＴＡ 一步提取．提取液经离心后过 ０．４５ μｍ 滤膜按照 １．３ 节的方法测定提取液中磷酸单

酯磷（Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ）、磷酸二酯磷（Ｄｉｅｓｔｅ⁃Ｐ）、植酸磷（Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ）．另外，取适量提取液稀释后用于 ＴＰ 和 ＩＰ
分析，ＴＰ 测定需要首先利用过硫酸钾高温消解，被提取的有机磷（ＥＯＰ）为 ＴＰ 和 ＩＰ 的差值．

表 １　 供试沉积物的理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｓｗａｎ Ｌａｋｅ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ ｐＨ

ＴＰ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＯＰ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＴＮ ／
（ｇ·ｋｇ－１）

Ｆｅ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

Ａｌ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

Ｃａ ／
（ｇ·ｋｇ－１）

Ｚｎ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

Ａ ５．２％ ８．０ ５１６．０ １４０．４ ２．７ １９８１．８ ７０６．１ ８．９ １０３．２

Ｂ １０．３％ ８．２ ７７２．４ ２０３．４ ２．４ １１２５．７ ２９２．７ １７．７ ９８．５

１．３　 沉积物酶水解有机磷的测定

选择来自 Ｓｉｇｍａ 公司的碱性磷酸酶（Ａｌｋａｌｉｎｅ Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ＡＰａｓｅ）（活性 ２８ Ｕ·ｍｇ－１）、磷酸二酯酶

（Ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ， ＰＤＥａｓｅ）（活性 ０．０２ Ｕ·ｍｇ－１）以及植酸酶（Ｐｈｙｔａｓｅ）（活性 ０．０３ Ｕ·ｍｇ－１）等 ３ 种酶，
并分别配置成活性为 １ Ｕ·ｍＬ－１的碱性磷酸酶 、０．０２ Ｕ·ｍＬ－１的磷酸二酯酶和 ０．０６ Ｕ·ｍＬ－１植酸酶．３ 种酶

溶液在合适的 ｐＨ 和温度条件下进行组合见表 ２．

表 ２　 磷酸酶组合

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ

酶溶液
Ｅｎｚｙｍｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

缓冲溶液
Ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐＨ

水解温度
Ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

可水解有机磷
Ｅｎｚｙｍｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

ＡＰａｓｅ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ ９．０ ３７ 磷酸单酯磷＋聚合态磷

ＡＰａｓｅ＋ＰＤＥａｓｅ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ ９．０ ３７ 磷酸二酯磷＋磷酸单酯磷＋聚合态磷

ＡＰａｓｅ＋ＰＤＥａｓｅ＋Ｐｈｙｔａｓｅ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ ７．０ ３７ 植酸磷＋磷酸二酯磷＋磷酸单酯磷＋聚合态磷

取 ５ ｍＬ 沉积物取提溶液于 ２５ ｍＬ 比色管中，添加 ０．５ ｍＬ 相应的磷酸酶组合溶液（表 ２）．分别加入

０．０５ ｍＬ ＭｇＣｌ２（０．００２ ｍｏｌ·Ｌ－１）、０．０５ ｍＬ ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＮ３
［２２］ ．将比色管中的混合液密封后置于恒稳摇

床中，在对应温度下（表 ２）恒温水解 １６ ｈ，取出后冷却至室温，定容后磷钼蓝比色法测定正磷酸盐含量．
根据酶水解前后的差值，得出不同的酶水解出正磷酸盐的含量即对应有机磷的含量．
１．４　 数据处理与统计分析

试验数据处理与分析采用 ＳＰＳＳ １９．０ 和 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 软件进行．

２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 样品前处理方式对沉积物有机磷酶水解的影响

３ 种样品前处理方法下（冷冻干燥、自然风干和鲜样），沉积物有机磷含量结果见表 ３．由表 ３ 得出，
不同预处理方法对湖泊沉积物总有机磷及其各形态结果的影响较大，冷冻处理方法所得含量最高，鲜样

处理方法其次，而风干处理所得结果最低．尽管鲜样更能反映自然环境中有机磷的真实情况，但是实际

操作中仍有难度．一方面，大量样品在运输和分析过程中难免有水分损失，很难保证其自然状态．另一方

面，新鲜样品很难保证样品的均匀性和代表性，因此其分析结果的重现性也较差［２３］ ．自然风干处理过程

中存在团聚体破碎化，有机质氧化都有可能导致有机磷的矿化加速，从而降低了有机磷含量［２４］ ．本研究

中风干处理后有机磷含量比冷冻处理和鲜样有机磷含量分别低 ２８％—２９％和 ９％—１０％．我们研究结果

跟周毅等［２５］ 研究结果类似，他们采用添加有机磷标样探讨了干燥温度对沉积物有机磷含量的影响，结
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果表明在较高的温度下干燥会低估有机磷的含量，建议冷冻干燥用于沉积物样品的处理，因此，从实际

操作角度上讲，冷冻干燥保存更适合沉积物有机磷分析测试．
本研究中，各种预处理对沉积物有机磷形态影响差异明显．风干和冻干可提取有机磷含量分别高于

新鲜样品可提取有机磷含量的 １３％—２６％和 ２７％．这一方面是微生物细胞随着风干样的再湿润过程而

溶解，磷的提取比例会增加［２６］；另一方面有机化合物团聚体的破坏，大量胶体有机磷被释放，导致干燥样

品有机磷的溶解度比鲜样高［２６⁃２７］ ．值得注意的是，样品干燥处理在增加磷提取率的同时也促使有机磷水解．
如表 ３ 所示，风干处理 Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 含量比鲜样高 ６％—８％，其 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 和 Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ 含量均明显低于新鲜

样品．这说明风干处理导致了部分 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 和 Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ 发生矿化，生成了活性更高的 Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ．白秀玲

等［２８］核磁测定有机磷的结果也表明，沉积物风干处理后 ＤＮＡ 含量明显减少，并且风干处理沉积物磷酸

单酯 ／磷酸二酯比例均显著增加，表明样品风干过程中磷酸二酯分解成为磷酸单酯．冷冻干燥处理得到

Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ、Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 和 Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ 含量比较接近于新鲜样品，这跟沉积物有机磷含量结果相一致．综上

所述，不同样品处理方式影响了酶水解有机磷含量，其中风干处理影响显著，引发了有机磷水解矿化，所
以不适合沉积物中有机磷的分析测试．而冷冻干燥更真实地保存了沉积物有机磷形态特征，比较合适有

机磷分析．

表 ３　 预处理方式对有机磷的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

Ｄｉｅｓｔｅ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

ＥＯＰ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＯＰ）

ＯＰ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

风干 ３４．６±４．０（３９）ａ ７．３±１．５（８）ａ １．２±０．９（１）ａ ８８．７±１．０（７２）ｂ １２４．４±１６．５ａ

Ａ 鲜样 ３２．１±４．４ （４６）ａ ２６．９±０．２（３８）ｂ ３．７±０．４（５）ｂ ７０．１±４．８（５８）ａ １１９．９±６．３ａ

冷冻 ３９．５±０．９（２９）ａ ２５．６±１．４（３９）ｂ ２．２±０．１（２）ａ ８８．８±４．４（６３）ｂ １４０．４±１７．７ａ

风干 ３３．３±０．６（５２）ａ ８．８±０．２（１４）ａ ７．８±２．０（１２）ａ ６３．６±２．６（３７）ｂ １７３．５±１０．４ａ

Ｂ 鲜样 ３１．３±２．５（５５）ａ １５．１±０．２（２７）ｂ ８．８±１．２（１６）ａ ５６．４±０．３４（３３）ａ １７１．６±１１．８ａ

冷冻 ３９．３±０．７（５５）ｂ １２．７±０．９（１８）ｂ ５．５±０．２（８）ａ ７１．７±２．４２（３５）ｃ ２０３．４±１７．７ｂ

　 　 注：数据为平均值士标准偏差．括号中数字为占可提取有机磷或总有机磷百分比．同一样品列中不同字母表示显著性水平 Ｐ＜０．０５ ｎ
＝ ３．下同．

Ｎｏｔｅ： Ａｖｅｒａｇｅ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｂｒａｃｋｅｔｓ ｉｓ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＥＯＰ ｏｒ ＯＰ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ

ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ａｔ Ｐ ＜ ０．０５， ｎ＝ ３．Ａｓ ｓａｍｅ ａｒｅ ｈｅｒｅｉｎ．

２．２　 预提取对沉积物有机磷酶水解的影响

不同提取方式下，沉积物有机磷的含量如表 ４ 所示，由表 ４ 可见，用 ＨＣｌ 预提取使主提取沉积物可

提取有机磷含量增加了 ３４．１—５１．４ ｍｇ·ｋｇ－１ ．这说明 ＨＣｌ 预提取显著提高了沉积物有机磷的回收率，可
使更多有机磷被表征．原因一方面是 ＨＣｌ 的预提作用可以去除大部分的无机磷使得有机磷的比例增加，
从而增大了提取效率［１２］；另一方面可能是 ＨＣｌ 的预提取提取了沉积物中大量 Ｆｅ、Ａｌ、Ｃａ 等金属离

子［２９］，从而降低了对有机磷吸附固定，有利于沉积物中有机磷的提取．

表 ４　 提取方式对有机磷的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

　 提取方式
　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

Ｄｉｅｓｔｅ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ
／ （ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

ＥＯＰ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＯＰ）

Ａ
ＨＣｌ 预取 ／ ＮａＯＨ ／ ＥＤＴＡ 主提取 ４５．９±１．８（３７）∗∗ １４．２±１．２（１２）∗∗ ６．１±０．５（５）∗∗ １２２．９±３．５（８８）∗∗

ＮａＯＨ ／ ＥＤＴＡ 提取 ３９．５±０．９（４４） ２５．６±１．４（２９） ２．２±０．１（２） ８８．８±４．４（６３）

Ｂ
ＨＣｌ 预取 ／ ＮａＯＨ ／ ＥＤＴＡ 主提取 ５７．９±０．１（４７）∗∗ ３．３±０．６（３）∗∗ １１．６±１．０（９）∗∗ １２３．１±５．１（６１）∗∗

ＮａＯＨ ／ ＥＤＴＡ 提取 ３９．３±０．７（５５） １２．７±０．９（１８） ５．５±０．２（８） ７１．７±２．４（３５）

不同提取方式对有机磷的形态影响差异明显，用 ＨＣｌ 预提取使得测得 Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 含量增加了



　 ３ 期 张友等：样品前处理方式对沉积物酶水解有机磷的影响 ６３９　　

１６％—４７％，Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ 含量增加了 １１０％—１７７％，Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 含量下降了 ４５％—７４％．这可能是提取过程中

在酸的作用下 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 发生了水解有关．不同有机磷对酸处理的响应不同．Ｂｏｗｍａｎ 研究表明，葡糖磷

酸、植酸、对硝基苯磷酸在强酸条件下很稳定，不容易水解［３０］ ．而 Ａｎｄｅｒｓｏｎ 结果显示 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 在强

酸条件下很容易水解［１３，３１］ ．周毅的研究结果也表明，ＨＣｌ 存在条件下，沉积物有机磷存在明显的水解过

程，会改变沉积物有机磷的分布［２５］ ．总之，ＨＣｌ 预提取提高了沉积物 Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 和 Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ 含量以及有

机磷的回收率，但存在 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 水解的风险．因此沉积物有机磷提取推荐采用 ＮａＯＨ ／ ＥＤＴＡ 提取一步提

取方式进行．
２．３　 提取时间对沉积物有机磷酶水解的影响

不同提取时间对沉积物有机磷结果影响如表 ５，提取时间对可提取有机磷的影响差异明显，有机磷

的提取率随着提取时间的延长而提高，从 ２ ｈ 到 １６ ｈ，可提取有机磷的含量增加了 ５０％—６３％，为保证

沉积物有机磷充分提取， 沉积物磷提取时间最好延长至 ８—１６ ｈ．提取时间对有机磷各形态的影响差异

显著：Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 和 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 含量从 ２ ｈ 到 ８ ｈ 分别增加了 ３２％—５７％和 ２５％—５５％，从 ８ ｈ 到 １６ ｈ 后

其含量却分别下降了 ２４％—２９％和 ３０％—３５％．这表明提取时间过长会导致 Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 和 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 水

解［１７］ ．Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ 含量跟提取时间呈负相关，从 ２ ｈ 到 １６ ｈ，Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ 含量降低了 ６７％—６９％．这说明提取过

程中 Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ 稳定性差，容易发生发生水解．提取时间既要使有机磷充分释放，又要避免提取过程中有

机磷水解．因此，８ ｈ 是沉积物有机磷酶水解最佳提取时间．

表 ５　 提取时间对有机磷的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

提取时间
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｈ

Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

Ｄｉｅｓｔｅ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

ＥＯＰ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＯＰ）

２ ２９．９±０．３（４５）ａｂ １６．５±１．５（２５）ａ ６．１±０．７（９）ｃ ６７．０±３．４（４８）ａ

Ａ
４ ３２．７±２．５（４３）ｂ ２０．４±０．１（２７）ｂ ４．７±０．４（６）ｂ ７６．１±０．４（５４）ｂ

８ ３９．５±０．９（４４）ｃ ２５．６±１．４（２９）ｃ ２．２±１．４（２）ａ ８８．８±４．４（６３）ｃ

１６ ２７．９±２．５（２８）ａ １７．９±０．１（１８）ａ ２．０±０．８（２）ａ １００．６±５．２（７２）ｄ

２ ２５．１±０．２（４５）ａ １０．１±０．７（１８）ｂ １６．０±０．９（２９）ｃ ５５．７±２．７（２７）ａ

Ｂ
４ ３１．３６±２．８（５０）ｂ １１．２±０．７（１８）ｂ ９．５±０．７（１５）ｂ ６２．３±２．２（３１）ｂ

８ ３９．３±０．７（５５）ｃ １２．７±０．９（１８）ｃ ５．５±０．２（８）ｂ ７１．７±２．４（３５）ｃ

１６ ２９．８±５．６（３３）ａｂ ８．３±０．４（９）ａ ４．９±０．５（５）ａ ９１．０±２．７（４５）ｄ

２．４　 提取剂比例对沉积物有机磷酶水解的影响

３ 种沉积物与提取剂比例对提取沉积物有机磷含量的影响如表 ６ 所示，从表 ６ 中可得，不同提取比

例下，有机磷形态及其含量差异明显．随着提取剂比例的提高，可提取有机磷含量不断增加．在 １∶１００ 提

取比例下，可提取有机磷含量分别是 １∶３０ 和 １∶１０ 的可提取有机磷含量的 １．５—２．４ 倍和 ２．５—４．２ 倍，有
机磷的回收率最高可达到 ９３％，表明大部分有机磷被表征；Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 的含量相较于 １∶３０ 和 １∶１０ 提取

剂比例分别提高了 １．１—１．９ 倍和 ２．９—９．５ 倍，Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ 的含量相应的提高了 １—１０ 倍．而 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 的含

量变化最为显著，从 １∶３０ 到 １∶１００ Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 含量发生了断崖式的下降，降低了 ９８％．Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 随提取剂

比例的变化，一方面可能说明 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 随着提取比例增加而发生了水解．另一方面也可能是随着提取剂

比例增大，提取液中浓度迅速降低，检测的灵敏度也降低，被检测出来的可能性也降低［１２］ ．总之，比例过

低可能低估 Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ、Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ 的实际含量，提取比例过高存在低估 Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ 含量的风险．因此，提取

剂比例为 １∶３０ 更适合沉积物酶水解有机磷的分析．
２．５　 天鹅湖沉积物酶水解有机磷含量

２０１５ 年 １２ 月，分别在天鹅湖河口、湖心区和入海口采集表层沉积物样品．沉积物样品采用冷冻干燥

处理，提取固液比为 １∶３０，采用 ０．２５ ｍｏｌ·．Ｌ－１ ＮａＯＨ ＋ ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤＴＡ 提取，提取时间为 ８ ｈ，所得酶

水解有机磷含量如表 ７ 所示． 天鹅湖 ＯＰ 含量为 １４０．２—２６８．８ ｍｇ·ｋｇ－１，均值为 １９１．２ ｍｇ·ｋｇ－１，其中，有
机磷含量大小顺序为：河口区＞湖心区＞入海口． ＥＯＰ 的提取率为 ４６％—６０％，Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ、Ｄｉｅｓｔｅｒ⁃Ｐ、
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Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ 含量分别为 ５． ６—２３． ８ ｍｇ·ｋｇ－１、１１． ５—３０． ９ ｍｇ·ｋｇ－１、６． ２—４９． ０ ｍｇ·ｋｇ－１，其均值分别为

１４．８ ｍｇ·ｋｇ－１、２１．１ ｍｇ·ｋｇ－１、２５．４ ｍｇ·ｋｇ－１ ．入海口受潮汐影响较大，沉积物有机质含量低，有机磷含量也

低．河口区受陆源污染影响较大，有机质含量高，有机磷含量也高．天鹅湖沉积物中生物可利用有机磷占

ＯＰ 的 ２５％—４７％（平均占 ＯＰ 的 ３５％），这说明沉积物是水体活性磷重要来源．因此，天鹅湖沉积物有机

磷的循环供磷可能是水体活性磷重要补偿机制．

表 ６　 提取比例对有机磷的影响

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

提取比例
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

Ｄｉｅｓｔｅ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

ＥＯＰ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＯＰ）

１ ∶１０ ２１．１±２．３（４１）ａ ２６．０±０．６（５１）ｂ ０．１±０．４（０）ａ ５０．８±１．８（３６）ａ

Ａ １ ∶３０ ３９．５±０．９（４４）ｂ ２５．６±１．４（２９）ｂ ２．２±０．５（２）ａ ８８．８±４．４（６３）ｂ

１ ∶１００ ８３．１±２．９（６４）ｃ ０．６±０．４（０）ａ ２４．８±２．２（１９）ｂ １３０．３±０．７（９３）ｃ

１ ∶１０ １１．１±０．５（２７）ａ １６．１±０．８（４０）ｃ １．８±０．４（４）ａ ４０．６±２．０（２０）ａ

Ｂ １ ∶３０ ３９．３±０．７（５５）ｂ １２．７±０．９（１８）ｂ ５．５±０．４（８）ｂ ７１．７±２．４（３５）ｂ

１ ∶１００ １１６．７±４．２（６８） ０．３±０．３（０）ａ １０．８±０．５（６）ｃ １７０．５±８．１（８４）ｃ

表 ７　 天鹅湖沉积物酶水解有机磷含量

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｆｒｏｍ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｓｗａｎ Ｌａｋｅ

样点
Ｓａｍｐｌｅ

Ｍｏｎｏｅｓｔｅｒ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

Ｄｉｅｓｔｅ⁃ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

（％ ｏｆ ＥＯＰ）Ｐ

Ｐｈｙｔｉｃ⁃Ｐ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＥＯＰ）

ＥＯＰ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）
（％ ｏｆ ＯＰ）

ＯＰ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

河口区 ５．６±０．８（４） １１．５±６．４（９） ４９．０±５．２（３９） １２４．６±３．６（４６） ２６８．８±１０．３

湖心区 ２３．８±４．９（３０） ３０．９±４．６（３８） ２２．４±５．８（２８） ８０．６±７．０（４９） １６４．５±６．５

入海口 １４．９±４．４（１８） ２３．９±２．９（２８） ６．２±１．５（７） ８４．７±０．２（６０） １４０．２±１０．６

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

本研究提供一种利用商品化磷酸酶研究沉积物有机磷的实验方法，该方法可以表征有机磷生物有

效性．研究结果表明，沉积物样品采用冷冻干燥处理，提取固液比为 １∶ ３０，采用 ０．２５ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ＋
５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤＴＡ 一步提取 ８ ｈ 是沉积物酶水解技术的最佳实验条件．
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