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摘 � 要 � 用荧光猝灭法测定了胡敏酸 ( F luka) 与苊、菲和芘相互作用的结合常数 (KDOC ), 其 lgKDOC值分

别为 4� 4, 4� 48和 4� 89. 用同样方法测得长江水生 FA以及黑龙江水生 FA和 HA的 KDOC之间有显著差别.

HA的 KDOC一般高于 FA. 黑龙江水生 FA的 K DOC高于长江. 对同一来源的腐殖酸, 三种多环芳烃的 K DOC与

K OW呈线性相关.
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� � 溶解态天然有机物 ( DOM ) 与微量有机污染物的相互作用可以用结合常数 (K DOC ) 表征, K DOC

是反映有机污染物在溶解性有机质和水中自由态之间分配关系的常数, 对污染物的迁移活性和生物有

效性有重要意义
[ 1, 2]

. 荧光猝灭
[ 3]
是常用的 KDOC测定方法之一. 多环芳烃的共轭 �键体系决定了它们

的荧光特性, 不超过四环的多环芳烃其溶解度和荧光强度都比较高
[ 4]
, 是荧光猝灭方法的理想对象.

� � 本研究尝试建立测定腐殖酸与苊、菲、芘相互作用的 KDOC荧光猝灭法, 并用于不同来源的 FA和

HA样品的实际测定.

1� KDOC测定方法

� � 苊 ( CP, 北京化工厂 ) , 菲和芘 ( 98% , Acros), 胡敏酸 ( F luka N o�38537 /1194碳含量
49�01%, 灰份 20% ).

� � 配制 1 mg� m l
- 1
菲、苊和芘的甲醇储备液, 置于 5m l棕色试剂瓶中密封冷藏. 测试溶液用 0�01

mo l� l
- 1

NaH 2PO 4 / Na2HPO4 ( 1�1) 缓冲溶液 ( pH ~ 6�9) 稀释至所需浓度, 置于 4� 冰箱中冷藏.

稀释后甲醇带入体积不超过 0�1% , 以保证荧光测定不受影响. 实验前在黑暗处通氮 (普氮 ) 10 m in

驱氧.

� � 胡敏酸用 0�1mol� l
- 1

NaOH溶液溶解, 离心、 0�2�m滤膜过滤后于 4� 冰箱中冷藏, 测定总有机

碳 (TOC ) 含量 ( Sh imadzu 5000A) . 实验前通氮 10m in.

� � 水生腐殖酸分别取自长江 (浦口 )和黑龙江 (漠河 ) . 试样用 XAD2树脂吸附 ( pH = 2) , N aOH

( 10% ) 洗脱. 洗脱液酸化 ( HC l)、离心分离为 FA和 HA. 浓度用 TOC表征.

� � 在 8个棕色容量瓶中, 分别准确移取 5 m l (菲: 0�8 mg� l
- 1
, 苊: 0�25mg� l

- 1
, 芘: 0�08

mg� l
- 1

) 多环芳烃溶液, 依次增加腐殖酸溶液加入量 (最高浓度约 15mg� l
- 1

). 每次加入一定量的

腐殖酸后, 振摇 3 m in, 静置 1m in, 使多环芳烃与腐殖酸作用达到平衡. , 然后转移到 1 � 1 � 4 cm石

英比色皿中, 用 H itachi F�2500荧光光谱仪连续 3次读取荧光强度, 取三次读数均值为测定结果.

� � 定容后多环芳烃与腐殖酸结合非常快, 6 m in内荧光读数稳定, 光解损失不足 1%, 可忽略. 另

设置 8个仅加同样量缓冲溶液和腐殖酸的对照, 用作腐殖酸溶液的自荧光测定. 从每个样品瓶中取部

分溶液在紫外光栅分光光度计 ( 752型 ) 上测定激发波长和发射波长处的吸光度. 实测结果扣除自荧

光后进行内过滤校正.

2� 荧光光谱参数的优化
� � 在菲: 0� 800�g� l

- 1
, 苊: 0� 250�g� l

- 1
, 芘: 0� 80�g� l

- 1
的实验浓度范围内, 考察了荧光
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强度对三种多环芳烃的响应. 结果发现, 磷酸缓冲体系中荧光强度与三种多环芳烃浓度有非常精确的

定量关系:

菲: F = 10�6C + 75�6, r
2
= 0�9993

苊: F = 28�6C - 215�6, r
2
= 0�9935

芘: F = 47�2C - 64�5, r
2
= 0�9979

� � 分别测定多环芳烃的激发光谱, 并根据吸收峰的位置 (满足使多环芳烃和腐殖酸在发射波长处的

吸光度尽可能小的要求 ) 获得特定化合物的发射光谱. 图 1给出了菲的激发光谱和发射光谱. 根据实

测谱图确定苊、菲和芘的激发波长和发射波长分别为: 285nm /322nm, 294nm /365nm 和 320nm /

373nm.

图 1� 菲的激发光谱和发射光谱

F ig� 1� F luo rescence exc iting ( left) and em ission spectra ( r ight) for phenanthrene

� � 确定了激发波长和发射波长后, 比较两种光电倍增管电压 ( 400V, 700V ) 和四种入射和出射狭

缝组合 ( 2�5 /2�5nm, 2�5 /5�0 nm, 5�0 /5�0nm和 2�5 /10�0nm ) 对测定结果的影响. 三种多环芳烃的

测定结果相似, 以菲 ( 0�8mg� l
- 1

) 为例. 400V时, 2�5 /2�5nm的荧光强度为 127�6, 2�5 /5�0nm的
荧光强度为 513�5, 5�0 /5�0nm 的荧光强度为 234�7, 2�5 /10�0nm的荧光强度为 1314; 700V 时,

2�5 /2�5nm的荧光强度为 9404, 2�5 /5�0nm 的荧光强度为 > 10000, 5�0 /5�0nm 的荧光强度为 >

10000, 2�5 /10�0nm的荧光强度为 > 10000.

� � 增大狭缝宽度有利于提高信号强度, 但同时也增大了杂散光的强度, 使散射和衍射效应增强, 从

而降低仪器灵敏度. 光电倍增管电压高可使信号强度增大, 但仪器的光强上限为 10000. 据此确定的

仪器操作参数为: 入射和出射狭缝宽度均为 2�5nm, 光电倍增管电压 700V.

3� 腐殖酸 KDOC的测定

� � 分子氧可以造成多环芳烃荧光猝灭, 因此, 实验前所有溶液均通氮驱氧. 多环芳烃以及腐殖酸在

入射光和出射光波长处均有吸收, 必须在扣除自荧光的基础上进行内过滤效应校正. 本研究采用相关

文献给出的内过滤效应校正方法
[ 3]
. 校正公式为:

f = F cor /F obsd = ( 2�3dA ex /1- 10
- sA ex ) 10

- gA em ( 2�3sA em /1- 10
- sA em )

式中, d为比色池宽度, d = 1cm; s为光束宽度, s = 0�10cm; g为光束距比色池底的距离, g =

0�25cm. 当 f > 3时, 方法不能用.

� � 根据多环芳烃和胡敏酸相互作用的分配平衡关系得到的静态猝灭 S tern�Vo lmer方程为
[ 3, 4]

:

F 0 /F = 1+ K b [HA]

式中, F为溶液荧光强度, F 0为溶液的初始荧光强度 ( F, F0均为即经过内过滤效应校正后得到的

F cor ) , [HA] 为胡敏酸浓度, K b为分配常数. 当溶液中的溶解态有机质用有机碳单位表示时, 有:

K b = K DOC = [ PAH ] DOC / [ PAH ]W

式中, [ PAH ]DOC和 [ PAH ]W分别为多环芳烃的 DOC结合浓度及水相游离浓度. 以经过内过滤效应校

正后得到的 F0 /F对胡敏酸浓度作图, 用最小二乘法拟合上述方程, 其斜率即为 K DOC. 实际测定中得

到的 HA与苊、菲、芘的荧光猝灭关系如下:
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菲: y= 0�0378x+ 1�0217, R
2
= 0�9823

芘: y= 0�075x+ 1�001, R
2
= 0�991

苊: y= 0�0257x+ 1�017, R
2
= 0�9646

� � 多次重复测定得到的实测 lgK DOC均值分别为苊 4�40, 菲 4�48, 芘 4�89; 标准差分别为苊 0�07,
菲 0�06, 芘 0�04; Burkhard报道的这些化合物与胡敏酸作用的 lgKDOC值分别为苊 3, 菲 3�99� 4�63,
芘 4�91� 5�52[ 5] .
� � 对菲和芘而言, 文献中不同方法测得的 K DOC有半个数量级的波动, 可见方法的选择对结果的影响

很大. 本研究测得菲和芘的K DOC值与文献中的报道结果基本吻合. 文献中关于苊的K DOC资料很少. 仅

个别研究者用反相色谱法测定了该值
[ 5]
. 本研究采用荧光猝灭得到的数据较该文献高一个数量级. 这

样的差别很可能与方法不同有关, 也不能排除不同腐殖酸来源的差异. 同时本实验方法的测定精度受

到络合条件和仪器本身的影响, 本研究通过缓冲体系控制 pH值和离子强度等的影响, 而光解损失、

内过滤效应等则很难控制.

4� 天然水生 FA和 HA的 K DOC测定

� � 用上述方法测定黑龙江 (漠河 ) 和长江 (浦口 ) 两处水生 HA和 FA与三种多环芳烃作用的 K DOC

值. 结果列于表 1中.

表 1� 黑龙江和长江水样中提取的腐殖酸与苊、菲、芘的 lgKDOC

Table 1� lgKDOC o f acenaphthlylene, phenanthrene and pyrene w ith HA and FA from H e ilong rive r and Yang tze r ive r

PAH s HA (黑龙江水 ) FA (黑龙江水 ) FA (长江水 ) HA [ 5] FA [ 5]

苊 4�41 3�89 3�73 2�55

菲 4�63 3�85 3�78 4�70, 5�20

芘 4�74 4�35 3�93 3�64� 6�02 3�64� 5�08

� � 从表 1可以看出, 两个 FA样品的实测 K DOC显著小于取自黑龙江的 HA. 这与文献中报道的数据

一致
[ 3, 4]

. 虽然胡敏酸与富里酸的结构相似, 但后者的分子量比前者小一个数量级左右, 且分子中羧

基、酚羟基的含量更高
[ 6]
. 这些性质的差别导致 K DOC不同. 黑龙江和长江水样中 FA的 K DOC有一定差

别, 二者提取的 FA浓度分别为 769�7mg� l
- 1
和 386�9mg� l

- 1
, 但我们认为荧光猝灭应该与浓度无

关, 而二者 FA结构和成分的差别可能导致 K DOC不同.

� � 此外, 三种多环芳烃的氢原子个数相同, 碳原子数依次递增, 环数增多, 不饱和度随之递增, 因

此, 测得的 K DOC值也随之增加. 由于相同的原因, 实测 K DOC与 KOW有显著的正相关关系: 黑龙江 HA

的 r= 0�962 ( p< 0�05) , 黑龙江 FA的 r= 0�983 ( p< 0�05), 长江 FA的 r= 0�991 ( p< 0�05) .
� � 综上所述, 荧光猝灭方法可以快速有效地测定多环芳烃和溶解态有机质的结合常数. 在 pH 6�9
的磷酸缓冲溶液体系中, 苊、菲、芘与胡敏酸的结合常数分别为 4�40, 4�48和 4�89. 同样条件下测
得黑龙江 FA和 HA以及长江 FA的 K DOC值为: 苊 3�73� 4�41, 菲 3�78� 4�63, 芘 3�93� 4�74. 一般
而言, FA的 K DOC小于 HA, 三种多环芳烃的 K DOC依次为: 苊 <菲 <芘.
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DETERM INATION OFKDOC OF PHENANTHRENE,

ACENAPHTHYLENE AND PYRENE BINDING TO HUM IC

SUBSTANCES USING FLUORESCENCE QUENCHINGMETHOD

X ING Guan�hua� � XUE B ei� � H U J ing� ZHANG M eng�ni� � TAO Shu

( Laboratory for E arth Su rface Processes, C ollege of Env ironm en tal Sciences, Pek ing Un iversity, B eijing, 100871)

ABSTRACT

� � K DOC o f phenanthrene acenaphthy lene and, pyrene b inding to d isso lved hum ic substancesw ere determ ined

using fluorescence quenchingme thod. Themeasured lgKDOC of hum ic acid are 4�40, 4�48 and 4�89, respec�
t ive ly. The procedurew as used to measure theK DOC of aquatic FA from H eilong river and Yangtze river and

HA from H eilong river. D ifference in b ind ing capac ity of these samples w ere identified. K DOC of HA was

genera lly h igher than those of FA andKDOC of samples from H eilong riverw as higher than that from Y angtze riv�
er. L inear correlation betw eenKDOC andK OW was found for hum ic substances from same orig in.

� � Keywords: fluorescence quenching method, phenanthrene, acenaphthylene, py rene, hum ic sub�
stances, K DOC.
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