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摘　要:介形虫化石壳体被认为是反映古湖泊沉积环境的理想对象。在过去的 30 年,介形虫壳体的δ13C 和

δ18O测定已经被广泛应用到湖泊沉积古气候及古环境的重建。由于湖泊生物碳酸盐样品不同的前处理方

法可能会影响到稳定同位素测试结果的重现性和辨析率以及实验室之间数据的可比性, 采用有效的方法对

介形虫壳体进行预处理是保证介壳稳定同位素测试的一个关键环节。在总结目前常用的湖泊生物碳酸盐

稳定同位素测试样品处理方法的基础上, 通过对青海湖现代和古代沉积物中介形虫的测定, 讨论各种处理

方法对介形虫壳体稳定同位素测试结果(δ13C 和δ18O)的影响。实验表明:不同处理方法对所测介壳样品的

δ13C 值和δ18O 值不会产生大的影响,在介壳样品的稳定同位素测试之前不需要对介壳样品进行处理。
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0　引　言

介形虫是一种水生的双壳类动物, 其壳体

的稳定同位素组成记录了介形虫的生长环境信

息, 因而被认为是湖泊沉积古环境研究的主要

对象之一 。化石介壳的微量元素和稳定同位素

已被用来研究地层变化和古盐度的恢复, 定性

讨论湖泊环境及生产力的变化[ 1-11] 。如,

Deckker等[ 1]用采自澳大利亚卡奔塔利亚湾的

介形虫的Mg/Ca 和 Sr/Ca值及氧同位素(δ18O)

的变化探讨湖水盐度的变化及湖区的古环境 、

古气候的变化;夏娟娟等
[ 2]
利用活体介形虫

(Candona rawsoni)进行培养实验来研究介形虫

壳体的氧同位素分馏问题,并初步建立了温度

与壳体δ18O 值的定量关系。大量已有研究表

明,介壳稳定同位素(δ13C 和δ18O)是湖泊古气

候及古环境重建的有效方法, 可以提供湖泊水

体盐度和温度变化的较准确信息 。

然而,随着对湖泊生物碳酸盐介壳稳定同

位素地球化学研究的深入, 特别是对湖泊古气

候指标半定量—定量化研究的要求,对介形虫

壳体稳定同位素测定结果的准确性提出了更高

的要求 。

沉积物中生物碳酸盐的介壳化石由方解石

组成, 介壳的δ18O 值可以反映温度的季节变

化[ 12] ,但是对于方解石来说温度每变化 1℃,其

δ18O值仅仅变化 0.24‰左右[ 13] ,这就要求在进

行δ18O值测试时,必须保证测试数据的真实性

和准确性 。但是介壳表面很容易沾污粘土 、有

机物以及其它矿物颗粒, 这些污染物会影响到

测定结果的准确性和真实性, 使得一些环境变

化信息可能丢失或无法显现 。

在进行介壳稳定同位素测定以前, 去除样
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品表面附着的有机物以及其它污染物,目前通

常采用以下几种样品的前处理方法:①将介壳

在显微镜下用沾有去离子水的毛刷将介壳表面

的污染物去掉或去离子超声清洗[ 16-17] ;②将

壳体放入稀释的 H2O2 溶液中浸泡或者沸

煮
[ 18]

;③真空下焙烧
[ 19]
;④壳体在次氯酸溶液

中浸泡数小时[ 14] ;⑤去离子水超声清洗, 然后

用无水甲醇或无水乙醇浸泡冲洗[ 20]等等 。到

目前为止, 不同的研究者所采用的前处理方法

也不尽相同, 导致了不同实验结果的不可比

性[ 31] 。

Muriel
[ 14]
以及 Andre' a G

[ 15]
等分别讨论了

样品处理方法对海洋生物碳酸盐珊瑚礁δ13 C

和δ18O值的影响 。Muriel认为对珊瑚礁样品,

用H2O2溶液处理珊瑚礁样品后其δ
13

C和δ
18

O

值会发生改变,但是处理后的样品能反映出一

些季节性的环境变化信息,因此有必要对珊瑚

礁样品进行处理 。而 Andre' a G的结论却恰恰

相反,他认为如果将珊瑚礁样品中的有机物去

除,那么会使得珊瑚礁样品的δ13C 值偏正, 但

是, 他经过实验发现经过处理的大部分珊瑚礁

样品的δ13C值偏负, 由此得出影响珊瑚礁δ13C

值主要原因不是有机物而是一些未知的因素,

他主张在进行珊瑚礁样品碳 、氧同位素测定之

前不需要进行样品的前处理。两种观点的对立

说明对于生物成因碳酸盐样品, 进行稳定同位

素测定之前的样品前处理依然存在着诸多问

题。而对于同为生物成因碳酸盐的介形虫壳

体,不同前处理方法对其δ13C和δ18O 测定的影

响很少有人做过较系统的研究 。

通过对目前比较常见的生物碳酸盐处理方

法的对比实验,讨论更适合湖泊介壳稳定同位

素测定的样品处理方法。选择了前人所用的部

分样品处理方法进行对比研究, 并借鉴了部分

珊瑚礁样品的处理方法来评估这些处理方法对

介壳稳定同位素测定的影响。对于焙烧以及使

用次氯酸溶液处理样品的方法我们没有采用,

原因在于焙烧可能会使其发生矿物学改变而影

响到稳定同位素的测定结果[ 21] , 而使用次氯酸

钠溶液处理珊瑚礁样品会导致样品中的 CaCO3

被溶液中的Ca( OH) 2所替代
[ 22] 。

1　样品的挑选

我们选择了青海湖 Eucypris inflata 和 Lim-

nocythere inoflata两种介形虫来进行方法实验 。

所用样品来自两个部分, 一部分样品来自钻孔

样品,另一部分为 2005年 8月份采集的青海湖

现代沉积物样品 。

沉积物和钻孔样品放入 100 目筛中, 先用

自来水浸泡,然后用去离子水清洗,筛内剩余样

品室温下自然风干。样品干燥后, 在双目实体

显微镜下将表面洁净 、个体完整较透明的介壳

用细毛刷选出。因为不同温度下形成的成年壳

体体长有差异, 因此实验所选用的 Eucypris in-

flata 和Limnocythere inoflata 均按介壳体长挑选,

Eucypris inflata 体长大于0.8 mm, Limnocythere i-

noflata体长大于 0.6 mm,去离子水清洗干净的

样品分别用于本次实验 。

2　样品的处理方法

样品的前处理目的就是为了去除壳体表面

沾污的有机物以及其他污染物质,为此我们先

对去离子水处理过的介壳样品再在双目实体显

微镜下挑选出个体洁净 、无沾污的介壳用于本

次实验 。按上述体长挑选为 4等份,并分别置

入 2 ml的玻璃瓶中 。所分出的 4份样品分别

采用如下的处理方法:

①去离子水清洗后, 壳面干净的样品不再

做任何处理直接用于稳定同位素测试;

②在玻璃瓶中, 用细针管注入 1.5 ml左右

甲醇,并使样品完全浸泡于甲醇中。样品在 50

℃下浸泡大概10 min,然后用KQ-100DE型数控

超声波清洗器震荡清洗几十秒钟,清洗后的样

品再用甲醇冲洗 3到 4次;

③在玻璃瓶中, 用细针管注入 1.5 ml左右

的去离子水,在50 ℃下加热大约10 min使壳体

表面沾污的可溶物充分溶解;超声震荡几十秒

钟,用去离子水冲洗两到三次;然后,用甲醇冲

洗两到三次后注入 1.5 ml左右的甲醇, 室温下

放置 12 h后再次用甲醇冲洗两到三次;

④在玻璃瓶中, 用细针管注入 1.5 ml左右
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的去离子水,在 50 ℃下加热大约10 min使壳体

表面沾污的可溶物充分溶解;超声震荡几十秒

钟, 然后用去离子水冲洗两到三次;然后, 用

5%H2O2溶液冲洗两到三次后,注入 1.5 ml 5%

H2O2溶液, 75 ℃下加热 15 min后超声震荡几十

秒钟,用去离子水冲洗两到三次,最后再用无水

甲醇冲洗两到三次。

进行上述处理时要注意, 一定要使样品与

液体充分接触保证处理效果。超声震荡后很容

易使壳体破碎;因此在抽取液体的时候尽量注

意不要把破碎的壳体抽走而造成样品的损失 。

因为壳体密度大于甲醇的密度, 并且甲醇不会

溶蚀介壳, 因此每次处理过的样品都使用甲醇

清洗。待玻璃瓶静置几分钟后, 介壳样品均会

沉淀到瓶底,然后将残余甲醇抽走,这样可以减

少样品的损失, 并由于甲醇挥发性较强无残留,

有利于样品的快速干燥。所有经甲醇处理后的

样品均置于40 ℃下烘干 。

3　碳 、氧同位素测试

经过处理的介壳样品,每个样品取 0.05 mg

左右用于稳定同位素的测定。稳定同位素在配

备有微量碳酸盐装置的 Finigan-MAT252气体同

位素质谱仪上完成 。采用正磷酸法,首先在 70

℃真空条件下使正磷酸与介壳样品反应, 生成

的CO2用液氮冷阱收集净化后, 纯净的 CO2 气

体送入离子源, 整个实验在全自动条件下进行 。

测得的δ
18

O 值和 δ
13

C 值均采用 V-PDB标准 。

碳 、氧同位素工作标样为 TTB1, 测试误差分别

为±0.1‰和±0.2‰。

4　结果与讨论

从数理统计的角度而言, 标准偏差可以表

示数据的重现性,标准偏差越小,数据分布离平

均值越近,重现性越好;反之, 重现性就差 。本

次实验, 每种处理方法得到的 δ18O 平均值和

δ13C平均值的标准偏差如表 1和表 2 所示 。从

表1可见,介壳样品δ18O 测定值的标准偏差绝

大部分在仪器测试误差范围之内, 特别是用去

离子水和无水甲醇处理过的壳体样品δ18O值,

均在仪器测试误差允许范围( 0.2‰)内, 具有较

好的重现性 。从表 2可见, 虽然大部分介壳样

品δ13C 测定值的标准偏差超出了仪器测试误

差允许范围 ( 0.1‰) , 但是偏离程度不大 (在

0.15‰左右) ,所得数据是可以用于评价各种处

理方法对介壳δ13C测定的影响。

表1　每个介形虫壳体样品不同处理方法所测得

平均δ18O 值的标准偏差

Table 1　Standard deviations of meanδ18O for each sample

via different treatment methods

标准偏差

样号 NP MP WMP WHP

1 0.27 0.28 0.18 0.16

2 0.27 0.18 0.16 0.22

3 0.14 0.09 0.08 0.11

4 0.09 0.22 0.04 0.08

5 0.16 0.12 0.08 0.25

表2　每个介形虫壳体样品不同处理方法所测得

δ13C平均值的标准偏差

Table 2　Standard deviations of meanδ13C for each sample

via different treatment methods

标准偏差

样号 NP MP WMP WHP

1 0.20 0.22 0.18 0.16

2 0.29 0.31 0.24 0.05

3 0.16 0.19 0.15 0.20

4 0.23 0.21 0.15 0.16

5 0.12 0.19 0.10 0.12

　　NP 、MP 、WMP 、WHP 依次为去离子水清洗 、

清洗后只用甲醇处理 、清洗后再次用去离子水

和甲醇处理 、清洗后再次用去离子水和 H2O2溶

液处理 。

对于生物成因碳酸盐样品来说,在进行稳

定同位素测定时, 样品表面沾污的矿物颗粒和

粘土矿物及有机物, 会对测定样品的 δ18O 和

δ
13

C值产生影响
[ 14-15]

。如果样品沾污有机物

会使所测样品δ13C值偏负[ 18] 。通常认为, 用甲

醇及 H2O2 溶液可以去除样品沾染的有机

物[ 18, 20] ,而用去离子水超声清洗样品可以去除

样品表面沾染的一些矿物颗粒及粘土矿

物[ 16-17] 。
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对于测得样品介壳的δ18O 值, 不同处理方

法所给出的每个样品的δ18O 平均值如图 1 所

示,其变化均很小。每种处理方法所测样品与

只用去离子水清洗处理所测样品δ18O 平均值

相比, 其δ18O平均值如图 2所示 。通过图 2发

现:只用无水甲醇处理的介壳样品的δ18O平均

值在 5个样品中有 4个平均偏负 0.19‰左右,

只有一个偏正 0.1‰左右;用去离子水及无水

甲醇处理过的介壳样品的δ18O的平均值, 在 5

个样品中有两个偏负 0.1‰左右, 有 3个偏正

0.12‰左右;而用去离子水和 5%H2O2 溶液处

理过的介壳样品的δ18O 平均值, 有两个偏负

0.2‰左右, 有 3个偏正 0.1‰左右 。各种前处

理方法对介壳样品δ
18

O 值没有明显影响 。从

所有样品每种处理方法的δ
18

O 平均值来看, 每

种处理方法介壳样品的δ
18

O平均值没有很大

差别,均在仪器测试误差范围之内, 如图 3 所

示。并且, 这一结果与 Andre' a G[ 15]的实验所

发现的不同处理方法对珊瑚礁样品δ18O 平均

值无明显影响的结论是一致的 。

图 1　每个介壳样品不同处理方法的δ18O

平均值分布图

Fig.1　Meanδ18O for each sample via different

treatment methods

◆、◎、■、◇、△分别代表不同样品的δ
18

O

平均值;N 、M 、WM 、WH 依次为去离子水淘洗 、

淘洗后只用甲醇处理 、淘洗后再次用去离子水

和甲醇处理 、淘洗后再次用去离子水和H2O2 溶

液处理;N 、M 、WM 、WH 依次为去离子水清洗 、

清洗后只用甲醇处理 、清洗后再次用去离子水

和甲醇处理 、清洗后再次用去离子水和H2O2 溶

液处理。

不同处理方法对介壳 δ
13

C 值的影响是需

要关注的问题,由于有机质的存在会导致生物

碳酸盐碳同位素组成偏负。对于生物成因碳酸

盐的介形虫壳体来说,在进行稳定同位素测试

之前, 通常用 H2O2 溶液或甲醇来去除有机

质[ 2, 18] 。由于湖泊中有机质碳同位素组成偏负

( <-20‰) ,通常认为如果样品中存在有机质

并在样品制备时与碳酸盐一起参与反应会造成

测定结果较正常值偏负, 这样去除介壳表面有

机质后会使所测介壳δ13C 值较有机质干扰情

况下的介壳δ13C 值偏正 。然而,目前的研究结

果对此尚无明确的结论 。Andre' a G[ 15]在研究

处理方法对珊瑚礁样品稳定同位素测试的影响

时发现, 经过 H2O2 溶液处理的大部分珊瑚礁样

品的δ13C 值偏负。Xia等进行介形虫壳体氧同

位素分馏机制研究时发现, 用去 H2O2 溶液去除

有机质后介壳的δ13C值与不做处理介壳的δ13C

值变化很小 ( 0.1‰～ 0.3‰) , 并且没有明显的

规律[ 2] 。

本次实验,用 H2O2 溶液处理过的介壳样品

的δ13C 平均值与只用去离子水清洗处理后介

壳样品的 δ13 C 平均值相比, 3 个平均偏负

0.14‰,另外两个偏正 0.05‰左右。去除有机

质后, 介壳样品的δ13C 平均值整体呈现偏负,

只有少数偏正, 并且平均 Δδ13 C 值变化很小

( 0.05‰～ 0.14‰) 。这与 Andre' a G[ 15] 和 Xia

等[ 2]的结论是一致的。

只用无水甲醇去除有机质的介壳样品的

δ13C平均值与只用去离子水清洗处理后介壳样

品的δ13C 平均值相比, 有两个平均偏正 0.1‰

左右, 另外 3 个偏负 0.08‰。其 Δδ13C 平均值

变化很小( 0.1‰左右) ,并且没有明显的规律。

同样,去离子水和无水甲醇去除有机质的

介壳样品的 δ13C 平均值与只用去离子水清洗

处理后介壳样品的δ13C 平均值相比,有两个平

均偏正 0.1‰左右,另外 3个偏负 0.12‰左右 。

其 Δδ13C平均值变化很小( 0.1‰左右) , 并且没

有明显的规律。

我们认为造成上述去除有机质后介壳样品

的δ13C 值变化很小且无明显规律的原因有两

个:①介形虫壳体表面的有机质含量有限,不足

以对介壳样品的平均δ13C值产生影响;②介形

虫壳体表面的有机质在 70℃真空条件不会与

正磷酸发生反应 。
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图 2　处理后的样品与不处理介壳样品相比,其 Δδ18O

平均值的分布图

Fig.2　Mean Δδ18O, difference between pretreated and

untreated determinations, for each sample

图 3　所有介壳样品不同处理方法的δ18O

平均值分布图

Fig.3　Meanδ18O for all samples via different

treatment methods

图 4　每个样品不同处理方法的δ13C

平均值分布图

Fig.4　Mean δ13C for each samples via

different treatment methods

本次实验不同处理方法所给出的每个样品

的平均δ13C 平均值如图 4所示, 变化很小 。每

种处理方法与只用去离子水清洗所测样品的

δ13C 平均值相比,其 Δδ13C 平均值如图 5所示 。

从所有样品每种处理方法的介壳样品的δ13 C

平均值来看, 每种处理方法所测得的介壳样品

δ
13

C平均值差别不大, 均在仪器测试误差范围

之内( 0.1‰) ,如图 6所示 。

图 5　处理后的样品与不处理介壳样品相比, 其 Δδ13C

平均值的分布图

Fig.5　Mean Δδ13C, difference between pretreated and

untreated determinations, for each sample

图 5中 ◇、□、◆、◎、■代表不同样品的

Δδ
13

C 平均值, N 、M 、WM 、WH 依次为去离子水

清洗 、清洗后只用甲醇处理 、清洗后再次用去离

子水和甲醇处理 、清洗后再次用去离子水和

H2O2 溶液处理;

图 6　所有样品不同处理方法的δ13C平均值分布图

Fig.6　Meanδ13C for all samples via different

treatment methods

N 、M 、WM 、WH依次为去离子水清洗 、清洗

后只用甲醇处理 、清洗后再次用去离子水和甲

醇处理 、清洗后再次用去离子水和H2O2溶液处

理 。

5　结　论

青海湖湖泊介形虫样品处理实验结果表

明:不同的处理方法对所测介壳样品的δ
13

C值

和δ
18

O值不会产生大的影响 。综合考虑这些

因素,我们认为在对介形虫样品进行碳 、氧稳定

同位素测试之前, 不需要对清洗干净的介壳样

品进行处理 。值得注意的是, 在不影响同位素

测定结果的前提下, 对清洗干净的介壳样品不

做进一步的处理有如下 3个优点:①减少因对
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样品进行多次清洗而造成的大量样品的破碎和

损失;②避免多次清洗带入更多的污染物;③样

品处理方法简单,易于操作,减少了样品处理过

程中的工作量。
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Comparative Study on Sample Preparation in Carbon and Oxygen

Isotope Analyses of Lake Ostracode Shells

LI Xiang-zhong1, 2, LIU Wei-guo1, ZHANG ling1, 2, ZHANG Peng-xi3

(1.Institute of Earth Environment, Chinese Academy of Sciences, Xi' an, 710075, China;

2.Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing , 100039, China;
3.Xi ' an Branch, Qinghai Institute of Salt Lakes, Chinese Academy of Sciences, Xi ' an, 710045, China)

Abstract:Stable isotopic composition of fossil ostracode is used as an ideal proxy for paleo-lake sedimentary

environments.Over the last three decades, measurements of the δ
13

C andδ
18

O values of ostracode shells have

been extensively used in lake palaeoenvironmental reconstruction.Many methods for sample preparation have

been applied in stable isotope measurements of ostracode shells from lake sediments.However, for stable isotope

measurements of biocarbonate samples, different methods will probably affect the resolution, reproducibility and

inter-laboratory comparison of the measurement results.In this paper, previous methods of sample preparation

for biocarbonate isotopic measurements are compared, with their effects on δ13C and δ18O analyses evaluat-
ed.The results suggest that different methods will not result in remarkable differences inδ13C andδ18O mea-

surements of lake ostracode shells.Therefore, sample cleaning procedure is considered unnecessary for such

analyses.

Key words:Ostracode;Stable isotope;Sample preparation
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