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摘要:生物磷灰石壳体的磷酸根氧同位素组成是重建古温度理想指标之一,在古环境研究中具有重要意义.针对牙形石等磷灰

石量极少的情况,稳定可靠的前处理方法是分析其δ18OPO4的重要保障,目前仅有少数国外实验室已建立了相关提取分析方

法.结合这些方法的优缺点对分析步骤进行改进优化,建立了微量磷灰石的磷酸根氧同位素分析方法,通过硝酸消解磷灰石并

除去非磷酸根氧,利用KF溶液沉淀法分离Ca2+,采用氨缓冲溶液形式调节pH,并加入AgNO3 溶液以氨挥发法将PO43-转

化成Ag3PO4 结晶分离,气体稳定同位素质谱仪在线测定Ag3PO4 氧同位素组成.结果表明,方法全流程未产生明显的氧同位

素分馏,样品最低仅需0.2mg,标准偏差小于0.2‰(1σ),与目前国际报道的分析精度一致.
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Abstract:Theoxygenisotopecompositionofphosphate(δ18OPO4)inbioapatiteplaysasignificantroleinpaleo-environmental
researchasoneoftheidealproxiesforpaleo-temperaturereconstruction.However,fortracebioapatite(e.g.,conodonts),are-
liablepre-treatmenttechnologyisquiteimportantanddifficultforitsδ18OPO4analysis,resultinginanalyticaltechniqueestab-
lishedonlyinseveraloverseaslaboratories.Herewecombinetheadvantagesofthosemethodsandpresentaprotocolonthe
analysisofδ18OPO4asAg3PO4forbioapatiteoftotalsamplesizeassmallas0.2mgusingathermalconversionelementalanaly-
zer(TC/EA)coupledtoacontinuousflowisotoperatiomassspectrometer(CF-IRMS)viaaheliumstream.Ag3PO4isprecip-

itatedbyNH3buffermethodafterapatitebeingdissolvedwithnitricacid,Ca2+beingremovedwithKFsolutionandthesolu-

tionbeingneutralizedwithammoniabuffersolution.Theresultsindicatethatanalysisofδ18OPO4maintainsanexternalprecision

of±0.2‰(1σ),meetingtheinternationalanalyticalstandards.Thismethodforanalyzingδ18OPO4ofphosphateextractedfrom
bioapatiteisrobusttobeusedtoreconstructpaleo-temperature.
Keywords:bioapatite;oxygenisotopeofphosphate;analyticalmethod;biogeochemistry.
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  氧同位素是应用最广泛的古温度重建指标之

一,样品载体包括各种碳酸盐岩和磷灰石等含氧盐

矿物(王润等,2013;杨克红等,2016).生物磷灰石

矿物[Ca10(PO4,CO3)6(OH,F,Cl)2]的氧同位素比

值δ18OPO4在古温度重建方面有重要作用,海洋生物

磷灰石成分的δ18OPO4可有效恢复古海水温度(Sun
etal.,2012;QuintonandMacleod,2014;Chen
etal.,2016),陆生生物磷灰石的δ18OPO4可间接指

示年平均气温(Amiotetal.,2015;Gehleretal.,

2016).与传统研究较多的碳酸盐矿物相比,磷灰石

中磷酸根较强的P-O键更能抵抗成岩过程中与孔

隙流体发生的氧同位素交换等成岩作用影响(乔培

军等,2015),因此其反映的古温度数据更可靠.
生物磷灰石(如牙形石)的δ18OPO4在古温度重

建方面的应用是当前国际地学界的一个研究热点,
分析测定方法主要采用二次离子质谱法(SIMS)(周
丽芹等,2012)和化学提取+热转换元素分析-气体

同位素质谱法(TC/EA-IRMS,下文简称 TC/EA
法)(ElrickandWitzke,2016;Sunetal.,2016a)
两种.SIMS法不受样品量的限制,但一方面依靠选

择低杂质含量区域进行原位分析,不能完全排除含

氧杂质的干扰,另一方面由于磷灰石粒间不均匀性,
最常用标样Durango的δ18OPO4重复性在近期受到

质疑(Sunetal.,2016b);TC/EA法通过前处理提

取纯化的过程,减小了基体效应和粒间不均匀性的

影响,并且可以有效排除含氧杂质的干扰(LaPorte
etal.,2009),但微量磷灰石处理方法的建立比较

困难.国内外能够完成微量磷灰石δ18OPO4测试的实

验室十分有限,国内虽然已建立起分析磷灰石中

δ18OPO4的SIMS法(王润等,2013),但尚没有关于

TC/EA法的相关报道.
磷灰石中除磷酸根外含有碳酸根、羟基和有机

质等多种含氧的成分,这些含氧杂质容易受成岩作

用影响,也不遵守磷酸盐的氧同位素温度校准公式

(王润等,2013),因此需要尽可能排除这部分杂质干

扰.TC/EA法的前处理过程中将磷灰石中的PO43-

选择性转化成纯Ag3PO4,要求去除碳酸根、羟基和

有机质成分,并防止混入Ag2O等新的含氧杂质.此
外需精确调节适合的pH以尽可能提高微量样品处

理时PO43-回收率,并避免前处理过程发生氧同位

素分馏或强酸条件下PO43-与介质水发生氧同位素

交换.在一系列的溶解、转移和沉淀过程中,保证稳

定的高回收率和可靠的氧同位素结果,是进行微量

磷灰石δ18OPO4分析的重点和难点.表1对国外已建

立的微量磷灰石δ18OPO4分析的 TC/EA法的处理

方法、精度、回收率和优缺点等进行了比较.
本研究结合这些方法的优缺点,系统地考察了

磷酸根提取、分离富集和同位素仪器测试等条件对

氧同位素结果的影响,建立了一种适合分析微量磷

灰石δ18OPO4的测试方法.

1 实验部分

1.1 仪器、材料与试剂

详见表2.
1.2 前处理流程

图1描述了磷灰石中PO43- 的提取流程.难溶

的样品(如未细碎至200目的牙形石)可以在最高

70℃下密闭消解,并用显微镜观察以确保样品完全

溶解.
1.3 δ18OPO4测试

Ag3PO4 的δ18OPO4使用元素分析仪-气体稳

定同位素质谱仪(EA-IRMS)分析测试.称取0.2~
0.3mg的Ag3PO4(原始磷灰石需~0.2mg),包入

表1 微量磷灰石中δ18OPO4分析的TC/EA法比较

Table1 ComparisonofTC/EAmethodforδ18OPO4analysisoftraceapatite

样品量(mg) 1σ(‰) 回收率(%) 流程简介 主要优缺点 参考文献

20 0.51
(氟化法0.09) -

NaOCl除有机物,NaOH除腐殖酸,HF溶
液溶解磷灰石并沉淀Ca2+,KOH中和溶
液,银氨溶液回收PO43-.

流程简单;要求样品量大,精度
低,HF对仪器有损害

Vennemann
etal.,2002

0.10~0.45 0.15 85~97
0.5mol/LHNO3 溶解磷灰石,阳离子交
换树脂除Ca2+,浓氨水中和,AgNO3 回收

PO43-.

精度高,可分析44Ca、稀土元素
等;使用阳离子交换树脂费时
费力

LaPorteetal.,
2009

0.5~1.0 0.15 92~99
2.0mol/L HNO3 溶解 磷 灰 石,KOH 中
和,HF沉淀Ca2+,银氨溶液回收PO43-.

精度高;中和工作量大 Joachimskietal.,
2009

0.3~0.8 0.10~0.40 20~85
0.5mol/L HNO3 溶解 磷 灰 石,KOH 中
和,KF沉淀Ca2+,银氨溶液回收PO43-.

方法完整系统;溶液量低难操
作,回收率不稳定

Griffinetal.,

2015
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表2 相关的仪器、材料和试剂

Table2 Relativeinstrument,materialsandreagents

类别 仪器、材料与试剂

测试仪器 FlashHT元素分析仪+DeltaV气体稳定同位素比值质谱仪(ThermoFisher公司)

前处理设备材料
高速离心机;隔膜真空泵抽滤设备一套;移液枪(1mL);PFA 烧 杯(5mL);离 心 管
(2mL);玻璃纤维滤膜(0.45μm);阳离子交换树脂(AG50W-X12)

试剂 硝酸、硝酸银、氨水、氢氧化钾和氟化钾(分析纯)

标准样品
磷灰石标样NBS120c(NIST);磷灰石标样 NBS694(NIST);磷酸银氧同位素标样(Ele-
mentalMicroanalysis公司)

实际样品 大唇犀、三趾马和羚羊牙齿磷灰石(200目)

图1 PO43-提取流程图

Fig.1 FlowchartofPO43-extractionfromapatite

a
a
a

图2 仪器分析原理图

Fig.2 DiagramofTC/EA-CF-IRMS

3.5mm×5.0mm银杯,将银杯开口封紧,压实成小

方块,放入自动进样盘.测试时,样品将在元素分析

仪的高温裂解炉于1420℃高温下与玻璃碳反应,

Ag3PO4 中的氧被还原成CO,在90mL/minHe载

气吹扫下,经水阱除水,80℃色谱柱分离纯化后,由

ConFloIV控制进入同位素质谱仪测试其δ18O(见
图2),信号强度约2000~3000mV.数据采用

EMA公司 Ag3PO4 氧同位素标样(δ18OVSMOW =
21.7‰±0.3‰)进行单点校准.

2 分析方法与结果讨论

2.1 分析方法的改进

2.1.1 溶解条件 磷灰石可采用 HF或 HNO3 进

行溶解(见表1).使用 HF时过量的F-同时能够将

Ca2+转换为CaF2 沉淀去除,但是 HF具有强腐蚀、
高危险性,对仪器会造成伤害.本方法选择加入

0.5mL的0.40mol/L硝酸来消解磷灰石,借助消解

和离心可以基本除去CO32-、H2O和有机质等含非

磷酸根氧的成分.
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表3 不同消解温度对PO4
3- 回收率的影响

Table3 PO43-yieldsindifferentdigestiontemperature

样品名称
PO43-回收率(±1σ,n=3,%)

20℃ 70℃ 150℃
NBS120c 93.9±2.1 94.0±4.1 93.3±2.2
NBS694 92.8±0.8 93.2±1.1 92.9±1.6

  同位素交换实验表明,在低pH环境中,PO43-

与溶剂 H2O之间在低温环境(70℃以下)短期内

(70d)无 明 显 的 氧 同 位 素 交 换(O􀆳Neiletal.,

2003).实验对比了1mg样品分别在20℃(室温)、

70℃和150℃条件下溶解24h的溶解效率,结果

表明3种条件下的PO43-回收率无显著差异(表3).
因此0.5mL的0.4mol/L硝酸溶样时,可选择20~
70℃溶样24h保证完全溶解.
2.1.2 Ca2+去除方法 磷灰石溶解后,溶液中大量

存在的Ca2+会影响Ag3PO4 的结晶.本文对比了不

去除 Ca2+ 和分别使用阳离子交换树脂(AG50W-
X12,LaPorteetal.,2009)、硝酸+KF溶液(50μL
2.0 mol/L)、调 pH 后 加 KF 溶 液 (50 μL
2.0mol/L)去除Ca2+对PO43- 回收率和δ18OPO4的
影响(表4).如表所示,Ca2+的存在会导致PO43-回

收率显著降低,但对δ18OPO4影响不大,这是因为

Ca2+存在时生成的Ca3(PO4)2 无定形沉淀极易发

生物理损失,进而影响回收率,但对δ18OPO4无显著

影响.使用阳离子交换树脂或KF溶液去除Ca2+ 相

比较,PO43-的回收率和δ18OPO4无明显区别,证明

了F-沉淀法去除Ca2+ 的可靠性.考虑到阳离子交

换树脂法相对费时费力,因此本文选择KF沉淀法.
通过比较硝酸、KF溶液同时加入和中和操作后加

入KF溶液两种 KF加入方法,结果显示PO43- 的

回收率和δ18OPO4无明显区别,因此KF溶液可在溶

样时和硝酸一起加入,进而减少前处理步骤.
2.1.3 pH调节方法 本实验采用一定量2mol/L
KOH 溶 液(Joachimskietal.,2009)和0.25 mL
2.0mol/L氨水分别进行pH调节,PO43-的平均回收

率和δ18OPO4没有显著差别(表5).考虑到采用KOH
溶液调节pH时,由于强碱调节pH在中和终点的pH

表5 不同pH调节方法对NBS120cPO4
3- 回收率和δ18OPO4

的影响

Table5 AveragePO43- yieldsandδ18OPO4valuesofNBS
120cunderdifferentpHadjustmentmethods

2mol/LKOH 2mol/L氨水

回收率(±1σ,n=6,%) 91.0±1.7 93.4±2.2
δ18OVSMOW(±1σ,n=6,‰) 21.70±0.21 21.91±0.17

表6 不同结晶温度和时间对NBS120cPO4
3- 回收率的影响

Table6 AveragePO43- yieldsofNBS120coverdifferent

precipitationtemperaturesandtimes

温度
回收率(±1σ,n=3,%)

12h 24h 48h 1周

20℃(室温)27.6±4.9 79.9±2.4 91.8±0.9 (93.1±2.2)%
50℃ 55.0±3.3 93.6±2.1 92.7±1.9 -

突变现象,准确调节pH至定点工作量远大于形成缓

冲溶液的氨水,本研究采取了在消解后加入定量氨水

的方法,稍过量的氨水不仅能够调节pH,也提供了辅

助Ag3PO4 结晶均相沉淀的银氨条件.
2.1.4 Ag3PO4 结晶条件 溶液中PO43-的提纯和

回收采用氨挥发法,随着 NH3 的缓慢挥发,溶液

pH降低,Ag+ 从与 NH3 络合的状态释放出来,与

PO43-结合生成大颗粒均相Ag3PO4 结晶(LaPorte
etal.,2009).实验考察了不同结晶温度(20℃和

50℃)和时间(12h、24h、48h和1周)对NBS120c
磷酸根回收率的影响,结果表明50℃24h或20℃
48h时磷酸根基本完全沉淀(表6).
2.1.5 仪器维护 EA-IRMS在 测 定 约400个

Ag3PO4 样品后,元素分析仪中高温裂解炉玻璃碳

管外壁、ConFloIV入口的分流管以及ConFloIV
内部opensplit玻璃管和毛细管开始持续聚集黄棕

色结晶或液体污染物,进而可能导致分析精度显著

降低(Vennemannetal.,2002)甚至仪器管路堵塞.
本文通过及时对玻璃碳管、分流管和opensplit进

行清洗,同时在测样序列中插入空白样吹扫管路,可
以保护仪器并保证测试精度.
2.2 提取测试结果

2.2.1 回收率及沉淀纯度 为考察本提取方法的

表4 不同除Ca2+ 方法对NBS120cPO4
3- 回收率和δ18OPO4的影响

Table4 AveragePO43-yieldsandδ18OPO4valuesofNBS120cunderdifferentCa2+removingoptions

不除Ca2+(n=3) 使用树脂(n=6) 硝酸+KF(n=6) 后加KF(n=6)

PO43-回收率(±1σ,%) 45.9±14.3 89.1±1.5 93.4±2.2 91.4±1.9
δ18OVSMOW(±1σ,‰) 21.88±0.31 22.04±0.15 21.91±0.17 21.97±0.14
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图3 不同样品量时NBS120c和NBS694的PO43-回收率

Fig.3 AveragePO43-yieldsofNBS120candNBS694un-

derdifferentsampleamount

图4 NBS120c和 NBS694在不同PO43- 回收率下的

δ18OPO4值

Fig.4δ18OPO4valuesofNBS120candNBS694under

differentPO43-yields

回收率,对NBS120c和 NBS694两种磷灰石标样

进行不同加样量的提取和测试.加样量在0.2~
1.0mg时,PO43-回收率在75%~100%,且随样品

量的减少而降低(图3).两种标样测得的PO43-氧同

位素比值分别为δ18O120c(VSMOW)=21.9±0.14‰
(1σ,n=9)、δ18O694(VSMOW)=18.9±0.09‰(1σ,

n=9),由图4可见在75%~100%回收率的变化对

δ18OPO4无显著影响(图4).由于同位素仪器测试需

0.2~0.3mgAg3PO4,因此磷灰石样品量最低需要

约0.2mg.
化学法提纯的Ag3PO4 结晶可能混入Ag2O等

杂质使沉淀呈黑绿色,这类含氧杂质会对δ18OPO4值
造成一定影响.本研究提取的沉淀为片状或枝状结

晶,长宽约为0.1~0.5mm,颜色呈亮黄色(图5),对
比部 分 文 献(LaPorteetal.,2009;Griffinetal.,

图5 本方法均相沉淀得到的磷酸银晶体(偏光显微镜)

Fig.5 Ag3PO4crystalsprecipitatedbyhomogeneouspre-

cipitationmethod

图6 不同实验室对NBS120c的δ18OPO4提取测试结果对比

Fig.6δ18OPO4valuesofNBS120cfromdifferentlaborato-

riesanddifferentmethods
1.Vennemannetal.(2002):22.09‰±0.51‰;2.LaPorteetal.
(2009):22.4‰±0.3‰;3.Joachimskietal.(2009):22.4‰±

0.16‰;4.Halasetal.(2011):21.8‰±0.2‰;5.Rosenauetal.
(2014):21.8‰±0.4‰;6.Griffinetal.(2015):22.5‰±0.3‰;7.
本文:21.9‰±0.17‰(精度1σ)

2015)中暗黄绿色的Ag3PO4 结晶中可能含有Ag2O,
可以认为本方法提纯得到的Ag3PO4 纯度更高.
2.2.2 δ18O结果可靠性 同位素实验中,为真实反

映原始同位素比值,保证整个实验流程中不发生明

显的同位素交换或同位素分馏最根本的要求.实验

借鉴土壤磷酸盐提取方法(张晗等,2015),直接以

Ag3PO4 化学试剂作为样品,完全采用本文建立的

磷灰石分析方法进行溶解、除Ca2+和均相沉淀等操

作流程后获得 Ag3PO4 结晶,原始 Ag3PO4 试剂和

提取的Ag3PO4 结晶的δ18OVSMOW值分别为5.68‰
(n=5,1σ=0.15‰)和5.67‰(n=5,1σ=0.20‰),
提取前后基本没有发生变化,表明本方法整个实验

流程中未产生明显的分馏.此外,表4和表5的测试

结果表明本方法和其他报道方法测得的δ18O值一

致(1σ<0.5‰,Joachimskietal.,2009;LaPorte
etal.,2009),进一步说明本方法未产生明显的同
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表7 实际磷灰石样品的PO4
3- 回收率和δ18OPO4值

Table7 TheaveragePO43-yieldsandδ18OPO4valuesofpracticalsamples

样品名称 样品来源 回收率(±1σ,n=5,%) δ18OVSMOW(±1σ,n=5,‰)

DCX1 大唇犀1 95.6±2.5 10.14±0.19
DCX2 大唇犀2 96.4±1.9 10.08±0.18
SZM 三趾马 89.3±2.7 9.18±0.13
LY 羚羊 82.5±3.0 9.62±0.18

位素分馏.
不同实验室分析方法和标样选取的不同最高可

导致约2‰的δ18O 差异,进而使温度校准偏差约

4~8℃(Pucéatetal.,2010).本文方法采用EMA
公司Ag3PO4 氧同位素标样作单点校准,并与国外

其他实验室进行NBS120c的δ18OPO4对比(图6).如
图所示,本方法分析校准的NBS120cδ18OPO4值接

近Halasetal.(2011)的结果,1σ标准偏差小于报道

的平均值.
2.3 实际样品测试结果

本实验选取大唇犀、三趾马和羚羊的牙齿釉质化

石共计4个样品进行磷酸根提取和氧同位素分析.每
个样品按0.5mg加样量进行了5组平行实验(表4),
回收率按每1单位质量磷灰石产出2单位质量

Ag3PO4 进行计算.每组样品的回收率均较稳定(1σ<
5%),δ18O标准偏差均小于0.2‰(1σ),表明本方法对

实际样品提取测试的平行性和精密度较好.

3 结论

本文建立了微量磷灰石中磷酸根氧同位素的分

析方法,对溶解、提纯、结晶和仪器分析过程进行了

全面的优化.前处理提取的Ag3PO4 结晶纯度高,方
法回收率稳定,最低仅需0.2mg磷灰石样品,分析

误差小于0.2‰(1σ),整个流程未发生明显的氧同位

素分馏,对4个实际样品的提取分析进一步证实了

方法的稳定性.对比已发表的方法具有更清晰简便

的流程,分析速度快、操作便捷、重现性好,适合微量

磷灰石磷酸根氧同位素的分析,为古温度重建研究

提供了技术支撑.
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