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荧光光谱-KNN算法用于腐殖酸种类识别和定量
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摘 要： 生活饮用水及水源水中腐殖酸（HA）的种类识别和定量对消毒副产物的控制有重要

意义。为此，通过稳态瞬态荧光光谱仪提取腐殖酸的荧光特征值即荧光指数（FI）、生物源指数

（BIX）和腐殖化指数（HIX）信息，引入KNN特征值模型，建立了荧光光谱-KNN算法技术识别水中的

腐殖酸种类，并在此基础上，利用同种类腐殖酸标准物质的荧光强度与质量浓度的线性关系进行定

量研究。结果表明，该方法对水中6种腐殖酸标准物质的检出限范围为0.001~0.002 mg/L、定量限范

围为 0.003~0.006 mg/L、精密度范围为 0.29%~1.80%、准确度范围为 1.3%~3.6%，加标回收率范围为

86.5%~110%，均满足分析化学在定量方面的相关规定。在定性准确、数据可靠的条件下，利用荧光

光谱-KNN算法技术对14种不同来源的生活饮用水及水源水样品进行了腐殖酸种类和含量的调查，

结果发现，调查范围内水体中的腐殖酸均与标准物质 1R110N属于同一种类，其中水源水中的腐殖

酸浓度为 1.922~9.157 mg/L，出厂水中的腐殖酸浓度为 0.382~2.108 mg/L，水厂对腐殖酸的去除率为

44.02%~83.78%，证实了该方法在应用推广方面具有普遍适用性。
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Abstract： It is of great significance to identify and quantify humic acid in drinking water and
source water for the control of disinfection byproducts. Therefore, the fluorescence characteristic values
such as FI, BIX and HIX information of humic acid were extracted by steady/transient fluorescence
spectrometer, and K-nearest neighbor (KNN) algorithm characteristic model was introduced to establish
the fluorescence spectra-KNN algorithm to identify the humic acid species in water samples. On this
basis, the linear relationship between fluorescence intensity and mass concentration of homogeneous
humic acid standard materials was quantified. The detection limits of six humic acid reference substances
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in water samples were 0.001-0.002 mg/L, the limits of quantification were 0.003-0.006 mg/L, and the
precision, accuracy and standard recovery were 0.29%-1.80%, 1.3%-3.6% and 86.5%-110%,
respectively. All of them met the quantitative requirements of analytical chemistry. Under the condition of
accurate qualification and reliable data, the humic acid types and concentrations of 14 kinds of drinking
water and source water samples were analyzed by the fluorescence spectra-KNN algorithm. The humic
acid in the water samples under investigation belonged to the same standard substance as 1R110N,
among which the humic acid concentration in source water was 1.922-9.157 mg/L, and the humic acid
concentration in the treated water was 0.382-2.108 mg/L. The removal rates of humic acid in the water
treatment plants were 44.02%-83.78%. The results proved that the method had universal applicability in
application and promotion.

Key words： humic acid; steady/transient fluorescence spectrometer; K-nearest neighbor
algorithm; drinking water; source water

腐殖酸（HA）是水中天然有色溶解性有机质的

主要组成部分，饮用高浓度腐殖酸的水体会导致人

体患大骨节病，并且它在饮用水消毒过程中会与游

离氯生成具有致畸性、致癌性的卤代烃等消毒副产

物（DBPs）。因此，准确识别和精准定量水中的腐殖

酸至关重要。由于腐殖酸的来源具有多样性，导致

其化学组成和结构复杂多变［1］。目前常使用红外光

谱技术对腐殖酸的结构进行分析，由于水溶剂对红

外光有较强的基体干扰［2］，导致谱图错误鉴别概率

较高。定量方面，常使用总有机碳（TOC）浓度或

UV254值间接衡量腐殖酸浓度［3］，由于水中还含有其

他含碳有机物，因此定量结果无法真实反映腐殖酸

浓度。基于饮用水安全保障的需求，准确识别腐殖

酸并且进行精准定量将有助于水处理工艺的优化

以及对 DBPs生成机理的探索，是水生态环境保障

的紧要工作。

在以往研究中，常通过腐殖酸在三维荧光光谱

中特有的特征值如荧光指数（FI）、生物源指数

（BIX）和腐殖化指数（HIX）对其来源［4］、自生源贡

献［5］、腐殖化程度［6］进行判断，具备基本的定性条

件。为直观识别不同种类腐殖酸之间的特征值样

本差异，笔者引入 KNN算法（K-nearest neighbor），

通过对腐殖酸在荧光区域激发波长/发射波长（Ex/
Em）为 250~400 nm/380~550 nm中的 3个特征值建

立数学模型，计算多维空间中训练集样本与测试集

样本间的欧氏距离，利用样本间的接近程度来区分

出相似度较高的物质［7］，即最近邻元素。确定腐殖

酸种类后，利用其标准物质，通过稳态瞬态荧光光

谱技术建立其荧光强度与质量浓度的线性回归方

程，对实际水样中的腐殖酸进行精准定量。

为了确保新建方法的可靠性，从方法学的验证

步骤：线性回归方程、检出限、定量限、精密度、准确

度、加标回收率等开展论证；为了保证方法的普遍

适用性，选取生活饮用水及水源水进行实际水样的

应用，从多角度确保新建方法的可靠性和实用性，

旨在为生活饮用水安全保障工程提供重要的技术

参考。

1 材料与方法材料与方法

1. 1 仪器与试剂

FLS1000稳态瞬态荧光光谱仪（英国爱丁堡仪

器公司）。

腐殖酸标准物质购于国际腐殖酸协会，选取了

具有进入水体可能性的代表种类，包括萨旺尼河腐

殖酸（3S101H）、埃利奥特土壤腐殖酸（5S102H）、帕

霍 基 泥 炭 腐 殖 酸（1S103H）、风 化 褐 煤 腐 殖 酸

（1S104H）、萨旺尼河有机质（2R101N）和密西西比

河上游腐殖酸（1R110N）共6类。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 KNN算法对腐殖酸的种类识别技术

使用稳态瞬态荧光光谱仪在激发波长扫描范

围为 230~550 nm、发射波长扫描范围为 270~700 nm
的条件下，对 1 mg/L标准物质和实际水样的三维荧

光光谱进行采集，提取 FI、BIX、HIX特征值。FI指
激发波长为 370 nm时，发射波长在 470 nm与 520
nm处荧光强度的比值［8］；BIX指激发波长为 310 nm
时，发射波长在 380 nm和 430 nm处荧光强度的比
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值［5］；HIX指激发波长为 254 nm时，发射波长在

435~480 nm与 300~345 nm波段内荧光强度的积分

之比［6］。
将腐殖酸标准物质作为训练集，实际水样中的

腐殖酸作为测试集。标准物质训练集选取腐殖酸

标准物质的 3个特征值，每个标准物质扫描提取 6
次，包含 36组样本。实际水样测试集选取实际水样

中腐殖酸的 3个特征值，每个水样扫描提取 1次，包

含 14组样本。使用 SPSS软件建立特征值分类模

型，依据公式（1）计算欧氏距离。由于每个标准物

质提取 6次样本，当 3≤K≤6时方有意义，本研究选取

K=3进行数学建模。

d ( x,y ) = ∑
i = 1

n

( )xi - yi 2
（1）

式中：xi、yi分别为腐殖酸标准物质的特征值和

实际水样中腐殖酸的特征值；n为特征值的个数。

1. 2. 2 荧光光谱对腐殖酸的定量及方法验证

将一定量的腐殖酸标准物质溶于 0. 1 mol/L
NaOH溶液中，避光搅拌 24 h后用 0. 45 μm水相滤

膜（聚醚砜）过滤，配制成 500 mg/L的腐殖酸储备

液，储存于棕色玻璃试剂瓶中，将 pH调为 7后使用。

标准曲线浓度选取 0、0. 05、0. 1、0. 2、0. 4、0. 5、0. 8、
1 mg/L。发射波长扫描范围为 270~700 nm，步长为

0. 5 nm，测量特征波峰处的荧光强度，建立腐殖酸

质量浓度和荧光强度之间的线性关系。同时为验

证水体中腐殖酸的荧光信号是否存在内滤效应，分

别对高浓度量程的 0、0. 5、1、2、3、5、7、10 mg/L的

1R110N腐殖酸标准溶液进行荧光强度的测定，建

立标准曲线，根据线性方程的相关系数判断内滤效

应的情况。

方法验证：选取空白样品重复测定 20次，在每

种腐殖酸标准物质的荧光峰位置读取荧光强度，根

据国际人用药品注册技术协调会（ICH）关于分析方

法验证的指导原则中基于偏差和斜率的方法计算

检出限（DL）［9］。按照 ICH中偏差和斜率的方法测定

定量限（QL），其数值为检出限的 3倍。配制腐殖酸

标准物质浓度为 0. 5 mg/L的模拟水样，重复测定 7
次，根据浓度值计算相对标准偏差（RSD）和相对误

差，作为精密度与准确度的评判依据［10］。配制腐殖

酸标准物质浓度为 0. 2 mg/L的模拟水样，加标浓度

为0. 1 mg/L，计算模拟水样的加标回收率。

1. 2. 3 实际水样中腐殖酸的种类识别和定量

利用荧光光谱-KNN算法分析哈尔滨某水厂的

水源水（J1）和出厂水（C1）、济南某水厂的水源水

（J2）和出厂水（C2）、上海某水厂的水源水（J3）和出

厂水（C3）、武汉某水厂的水源水（J4）和出厂水

（C4）、重庆某水厂的水源水（J5）和出厂水（C5）、珠

海某水厂的水源水（J6）和出厂水（C6）、北京某出厂

管网水（G9和LT）的腐殖酸浓度水平，涉及 7个城市

共 14个水样。同时依据生活饮用水中腐殖酸的浓

度范围，使用标准物质配制模拟水样进行加标回收

实验。并基于水源水和出厂水中腐殖酸的浓度计

算水处理工艺对腐殖酸的去除率。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1 KNN算法对腐殖酸的种类识别

采用稳态瞬态荧光光谱仪测定的腐殖酸标准

物质的三维荧光光谱图如图1所示。
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图1 腐殖酸标准物质和实际水样的三维荧光光谱图

Fig.1 Excitation emission matrix spectroscopy of HA
standard samples and actual water samples
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从图 1可以看出，对于不同来源的腐殖酸标准

物质，其荧光峰位置、荧光强度、荧光峰型均存在明

显的差异，如 3S101H的荧光峰位置为 Ex/Em=340
nm/475 nm，而 5S102H的荧光峰位置为 Ex/Em=340
nm/540 nm。同时发现，稳态瞬态荧光光谱仪自动

扣除二倍瑞利散射峰后，在 Em=2Ex处没有溶剂的

散射荧光峰，使得荧光强度不被散射峰掩盖而能全

部显现出来。

标准物质训练集和实际水样测试集特征值如

图2所示。

a.标准物质训练集

特征值
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标
准

物
质

编
号
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b.实际水样测试集

特征值
FI BIX HIX

水
样

编
号
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J6
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J5
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J4
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图2 标准物质训练集和实际水样测试集特征值

Fig.2 Eigenvalues of standard samples training set and
actual water samples prediction set

由图 2可以看出，各类腐殖酸标准物质的 3个
特征值数值范围均不相同，如 3S101H的 FI值范围

为 0. 801~0. 844，5S102H 的 FI 值 范 围 为 0. 547~
0. 596，可见利用特征值区分不同种类的腐殖酸是

可行的。

为详细说明定性过程，从一系列测试结果中选

取珠海某水厂的水源水（J6）和出厂水（C6）为例。

图 3为利用KNN算法构建的实际水样 J6和C6测试

集与标准物质训练集的特征值分类模型。通过比

对发现，与 J6和 C6测试集欧氏距离最近的标准物

质为 1R110N，最近欧氏距离分别为 0. 778、1. 004，
而与其他标准物质特征值样本的欧氏距离较远，如

标准物质 5S102H。因此可以判断 J6、C6中的腐殖

酸与1R110N属于同一种类。

2. 2 荧光光谱对腐殖酸的定量及方法验证

为验证新建方法的可靠性，从线性回归方程、

检出限、定量限、精密度、准确度、加标回收率等 6个
方面开展论证。相关系数（R2）是判定回归方程是否
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图3 实际水样测试集与标准物质训练集的特征值分类

模型

Fig.3 KNN model of actual water samples prediction set
and standard samples training set
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可用于定量的基础，文献［11］指出，当 R2>0. 904时
（自由度 f=5，置信度为 99. 9%），回归方程中的两个

变量具备定量关系，相关系数越接近 1，变量相关性

就越高，关系越稳定。腐殖酸标准物质浓度范围在

0~1 mg/L范围内的定量回归方程和相关系数见表

1。可知，相关系数 R2最大值为 0. 999 6、最小值为

0. 999 2，满足分析化学中采用回归方程进行定量的

规定。

内滤效应会影响定量结果。根据已有研究，地

表水中的腐殖酸浓度在 10 mg/L以内，为此验证了

该浓度范围内腐殖酸标准物质 1R110N的荧光强度

与质量浓度的线性关系，结果如图 4所示。两者的

线性相关系数R2=0. 998 6，无荧光信号的减弱，符合

定量要求，不存在内滤效应。因此，本方法适用于

不受高营养盐污染的地表水中腐殖酸的定量［12］。

检出限、定量限、精密度、准确度和加标回收率

是验证方法可靠性的关键评判依据。荧光光谱-
KNN算法对水体中 6种腐殖酸的检出限范围为

0. 001~0. 002 mg/L，定量限范围为 0. 003~0. 006 mg/
L，浓度阈值满足饮用水等低污染水体中腐殖酸的

定量要求［13］。该方法的精密度范围为 0. 29%~
1. 80%，准确度范围为 1. 3%~3. 6%，符合分析化学

在定量过程中准确度和精密度均控制在 5%［10，14］的
要求。该方法的加标回收率范围为 86. 5%~110%，

符合分析化学中 80%~120%的要求［11］。综上，采用

稳态瞬态荧光光谱-KNN算法对水中腐殖酸进行定

量是可靠的。

2. 3 实际水样中腐殖酸的种类识别和定量

为验证荧光光谱-KNN算法在各类水样中的应

用效果，对 14个生活饮用水及水源水中的腐殖酸进

行种类识别与定量分析。通过将实际水样与标准

物质的批量三维荧光光谱图比对发现，14个实际水

样中腐殖酸的主荧光峰位置均在 Ex/Em=340 nm/
450 nm处，与腐殖酸标准物质 1R110N和 2R101N最

为接近。提取 14个水样中腐殖酸的特征值［见图 2
（b）］建立KNN分类模型，进行腐殖酸的种类识别，

结果见表 2。可以看出，14个实际水样中的腐殖酸

均与标准物质 1R110N同属一类，最近欧氏距离范

围为0. 563~1. 121。

使用1R110N标准物质在浓度范围为0~10 mg/L
的回归方程对 14个水样中的腐殖酸进行定量分析，

结果见表 3。可以看出，哈尔滨、济南、上海、武汉、

重庆、珠海等地水源水中的腐殖酸浓度范围为

表1 定量回归方程与相关系数

Tab.1 Regression equation and correlation coefficient

腐殖酸种类

3S101H
1S103H
1S104H
5S102H
2R101N
1R110N
注： x为腐殖酸的质量浓度，y为腐殖酸的荧光强度。

回归方程

y=26 135.712 07x+345.546 02
y=41 379.251 68x+253.024 05
y=49 626.889 72x+347.414 54
y=56 214.977 39x+562.183 62
y=39 461.387 43x+558.896 04
y=41 033.744 60x+317.197 37

相关系数R2

0.999 6
0.999 3
0.999 2
0.999 2
0.999 2
0.999 3

表2 实际水样中腐殖酸的种类识别

Tab.2 Identification of humic acid in actual water
samples

实际

水样

C1
J1
C2
J2
C3
J3
C4
J4
C5
J5
C6
J6
G9
LT
注：“1R110N-n”表示1R110N标准物质特征值的第n

次检测结果。

最近邻元素（K=3）
1

1R110N-6
1R110N-1
1R110N-6
1R110N-3
1R110N-6
1R110N-6
1R110N-6
1R110N-3
1R110N-6
1R110N-6
1R110N-6
1R110N-6
1R110N-6
1R110N-6

2
1R110N-3
1R110N-3
1R110N-3
1R110N-6
1R110N-3
1R110N-3
1R110N-3
1R110N-6
1R110N-3
1R110N-3
1R110N-3
1R110N-3
1R110N-3
1R110N-3

3
1R110N-4
1R110N-5
1R110N-7
1R110N-4
1R110N-4
1R110N-4
1R110N-4
1R110N-4
1R110N-4
1R110N-4
1R110N-4
1R110N-4
1R110N-4
1R110N-4

最近欧氏距离

1
0.563
1.121
0.908
0.831
0.847
0.629
0.817
0.645
1.074
0.634
1.004
0.778
0.671
0.906

2
0.652
1.211
1.285
1.001
1.066
0.778
0.989
0.781
1.123
0.704
1.159
0.913
0.882
1.044

3
0.890
1.278
1.428
1.122
1.297
1.053
1.237
0.938
1.367
0.985
1.376
1.171
1.109
1.294

HA浓度/（mg·L-1）
2 4 6 8 10

荧
光

强
度

200 000

150 000

100 000

50 000 y=20 427.662 55x+1 152.018 41
R2=0.998 6

0

图4 腐殖酸标准物质在10 mg/L量程内的线性回归曲线

Fig.4 Linear regression curve of humic acid standard
substance within the range of 10 mg/L
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1. 922~9. 157 mg/L，其中哈尔滨地区的浓度最高；出

厂水中的腐殖酸浓度范围为 0. 382~2. 108 mg/L，其
中济南地区的浓度最低，其次是北京地区。大部分

水厂对腐殖酸的去除率在 70%~80%之间，其中济

南某水厂对腐殖酸的去除率最高，通过调查发现该

水厂采用的是双膜净水工艺，即采用超滤膜和反渗

透膜进行深度处理，可以更好地去除原水中的有机

质、藻类、细菌、病毒等，对腐殖酸的去除效果也很

显著。武汉市某水厂对腐殖酸的去除率最低，仅为

44. 02%，该水厂采用混凝、沉淀、过滤、消毒常规处

理工艺。由此可见，双膜净水工艺对腐殖酸的去除

率远高于常规处理工艺。在此基础上，使用标准物

质 1R110N对实际水样进行加标回收实验，加标回

收率范围为82. 2%~119%，满足文献中80%~120%的

范围要求［15-16］，进一步证实了定量结果的可靠性。

3 结论结论

荧光光谱-KNN算法充分利用腐殖酸荧光特征

值的指纹识别作用和KNN算法的数据统计分类功

能，实现了准确识别生活饮用水及水源水中腐殖酸

的种类和精准定量的目的。定性结果表明，水源水

和出厂水中的腐殖酸与标准物质 1R110N同属一

类。定量结果显示，水源水与出厂水中腐殖酸的浓

度范围分别为 1. 922~9. 157 mg/L和 0. 382~2. 108
mg/L，掌握了一定区域内水源水、出厂水中腐殖酸

的浓度水平；并以腐殖酸浓度量值评价了工艺去除

率，最高为 83. 78%，最低为 44. 02%，采用双膜净水

工艺对腐殖酸的去除率远高于常规处理工艺，可为

自来水厂工艺改进提供重要参考。

目前，国际腐殖酸协会等科研、计量机构能够

提供的腐殖酸标准物质种类有限，但后续可以通过

对地表水、出厂水等水体中腐殖酸的提取纯化进一

步丰富，形成腐殖酸标准样品库，扩展应用领域，发

现新的腐殖酸输入源，进而为后续水质指标限值的

建立和工艺流程优化提供更好的技术和数据支撑。
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