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摘 � 要 � 本文采用荧光猝灭法研究了不同 pH值和离子强度下胡敏酸与芘的结合常数 (K doc )的变化, 并结合

芘的特征参数 I1 /I3和原子力显微镜图像进行了分析. 结果表明, 离子强度对K doc数值的影响在不同 pH值条

件下呈现不同的规律. 酸性和碱性条件下, K
doc
随着离子强度的增大逐渐减小; 而在中性条件下, K

doc
值随

离子强度的增大, 先增大后减小 .
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� � 胡敏酸 (HA )是土壤有机质的重要组成部分, 其官能团对有机污染物的迁移、转化和降解等过程

有重要影响
[ 1, 2 ]

. 溶解态腐殖酸与菲的结合能力显著高于固态腐殖酸, 从而可减少土壤对有机污染物

的滞留作用, 增大有机污染物的溶解度和迁移性, 并直接影响到有机污染物在水 �土体系中的分配 [ 3]
,

从某种程度上增大 PAH s的潜在危害
[ 4� 6]

. 此外, 潘波等人
[ 7]
的研究证实, 利用辛醇 �水分配系数预测

水溶性有机碳与菲的结合常数时, 溶解性有机碳会导致预测结果偏低, 进而降低预测结果的可信度.

� � 本文选用具有助癌作用的芘作为目标化合物, 测定了水溶性胡敏酸与芘的结合常数 K doc, 讨论了

溶液化学条件对结合常数的影响, 并利用芘的特征参数和原子力显微镜 (AFM )进行了分析.

1� 实验部分

1�1� 实验方法
� � 2006年 10月在北京大学未名湖北岸的树林中采集约 50kg的表土 (深约 10cm )样品, 将采集的样

品剔除树枝等杂物后于室温 ( 20� )风干. 胡敏酸 (HA)样品的分离与制备采用国际腐殖质协会的分组

制备方法
[ 8]

.

� � 纯化后的胡敏酸储备液分别在 pH = 4, 7和 10的条件下离心, 取上清液作为溶解态胡敏酸, 同时

配制 20m g� l
- 1
芘的甲醇溶液作为储备液, 将两者放入 4� 冰箱中冷藏备用.

� � 利用有机碳测定仪 ( TOC�Schim adzu 5000A ) 来表征 HA的浓度, 即溶液中总有机碳的浓度 ( TOC) ;

pH计 (M ettler To ledo)调节 HA溶液的 pH值, 加尽可能少量的 HC l或 N aOH溶液调节溶液 pH值分别

为 4, 7和 10左右; 紫外 �可见分光光度计 ( 752型 )测定样品在芘的激发波长 336nm 和发射波长

374nm处的吸光值, 用于荧光猝灭中内过滤效应的校正.

� � 用荧光分光光度计 (H itachi F�2500)进行测定, 得到了 20�g� l
- 1
芘的荧光发射光谱图, 其测试条

件为: 激发波长 336nm, 扫描范围 350� 420nm, 扫描速度 1500nm� m in
- 1

, 激发和发射狭缝宽度均为

2�5nm, PMT电压 700V, 响应模式为自动. 芘的荧光光谱图有 3个明显的峰, 分别位于波长 374nm,

384nm和 394nm左右. 采用 374nm处的峰值进行定量, 同时考察了芘发射光谱两个振动带的强度比

值, 即 I1 = 373nm和 I3 = 384nm的比值 I1 /I3, 以此作为特征参数来描述芘所处的微环境极性.

1�2� K doc的测定方法

� � 每个 pH值 ( 4, 7, 10)下溶液的离子强度分别为 N aC :l 0 m ol� l
- 1

, 0�001 m ol� l
- 1

, 0�005m o l� l
- 1

和 0�01 m ol� l
- 1

. 根据预备实验的结果, 将盛有样品的 25m l具塞三角瓶放入振荡器中 (恒温 25� , 转

速 120r� m in
- 1

)振荡 30m in后取出, 用荧光分光光度计对样品的荧光发射光谱进行测定. 每组 HA与
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芘的结合平衡实验至少包括 6个 HA浓度水平, 每个浓度水平平行测定两次, 取其均值. 在荧光测定

时, 设置不含芘的 HA溶液作为空白对照.

� � 荧光猝灭方法的内过滤校正公式为:

f= F cor /F ob sd =
2�3dA ex

1- 10
- sA ex
� 10

- gA ex�
2�3sA em

1- 10
- sA em

式中, d为比色池宽度 ( 1cm ); s为激发光束宽度 ( 0�10cm ) ; g为光束距比色池底的距离 ( 0�25cm ).

� � 根据 Stern�Vo lm er方程
[ 9]

:

F 0 /F = 1+ K doc� [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均为经过内过滤效应校正后得到的 F cor ) ,

[HA ] 为溶解态胡敏酸浓度, K doc为溶解态胡敏酸与芘的结合常数. 以 F0 /F cor对胡敏酸浓度 [ HA ]

作图, 根据最小二乘法拟合得到的直线斜率可以计算出相应的结合常数
[ 2]

.

1�3� 原子力显微镜对胡敏酸结构形态的测定
� � 实验中将硅片经稀硝酸酸化后, 放入胡敏酸溶液中浸泡 1h左右, 取出风干, 在原子力显微镜

( SPI3800 /SPA400)下进行扫描测定.

2� 结果与讨论

2�1� 芘的荧光特性参数
� � 芘周围微环境中的极性越强, I1 /I3比值越大

[ 2, 10 ]
. 从图 1中可以看到, 在三个 pH值条件下, 虽

然个别点有发散, 但是总体趋势还是一致的, 随着 HA浓度增大, I1 /I3减小, 表明芘周围的极性减

小, 进而说明芘结合到了 HA的憎水性部分, 因此憎水作用在 HA与非离子芘的结合中起着非常重要

的作用. 这与 Nakash im a等
[ 2]
和李毓骐等

[ 10 ]
观察到的现象是一致的.

图 1� 不同 pH 值条件下, 芘的 I1 /I3值随 HA浓度的变化曲线

F ig� 1� Changes of I1 /I3 o f pyrene w ith HA concentration unde r d ifferent pH va lues

2�2� 不同 pH值条件下 K doc的特征

� � 由于选用的测定方法以及 HA来源的不同, 实验测得的结合常数会有半个数量级左右的波动, 本

次实验中测定的 HA与芘的结合常数 K doc分别为 4�85 ( pH = 4) , 5�00 ( pH = 7) 和 4�68 ( pH = 10) ,

其中 pH = 7的条件下 K doc为 5�00, 这与文献
[ 12]
中的报道结果基本吻合.

� � 不同 pH值条件下, HA与芘的结合常数是不同的, 这是因为 HA是带有负电荷的聚合物, 其所

含有的羧基、羟基以及磺酸基等官能团会随着 pH 值的不同而改变其存在状态. 李毓骐等
[ 10 ]
研究发

现, HA在 pH = 7的条件下最容易形成 �假胶束 � 结构, 而假胶束是芘的有利结合体, 这与本实验中

pH = 7时 HA与芘的结合常数最大相一致. 而在 pH = 4时, 由于电荷中和作用, HA会发生团聚, 形

成疏水区域. pH = 10时, HA由于去质子化作用, 分子间的静电斥力增大, 影响了 HA对芘的结合.

� � 利用原子力显微镜对 pH = 4和 pH = 7条件下的 HA构型进行了扫描, 得到相应的原子力显微镜

图像如图 2所示. 在 pH = 4时 HA呈现出聚集结合的状态, 在 pH = 10时, HA由于静电斥力作用而

分布比较均匀. 因此 pH = 4时测得的K doc要大于 pH = 10得到的 K doc. 但由于 �假胶束� 结构的存在,
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它们都小于 pH = 7时测定的 K doc. 另一方面, pH值还可能影响 HA的极性, 在较高 pH值条件下,

HA的极性会增强, 进而导致 HA与芘的结合减弱
[ 13]

.

图 2� pH为 4( a)和 7( b)条件下 HA构型的原子力显微镜图

F ig� 2� AFM im ages for d iffe rentHA conform ations under various pH va lues

2�3� 离子强度的影响
� � pH值和离子强度对 HA与芘之间结合常数的影响如图 3所示, 同一离子强度条件下, K doc变化的

总体趋势是随 pH值的增大而减小; 同一 pH值条件下, 离子强度对 K doc值的影响则不尽相同.

图 3� 不同 pH 值和离子强度下芘与 HA的结合常数

Fig�3� Pyrene b ind ing coefficien ts fo rHA at d ifferen t pH values and I

� � 本实验中氯化钠电解质的作用是作为电荷中和剂与 HA发生作用的. 随着 pH值的增大, HA的

构型从卷曲结构变化为伸展的链状结构, HA的极性也逐渐增大, 对芘的结合减弱, 因此前者能结合

更多的芘. 后者由于静电作用, 链状结构中能够结合芘的点位减少. 另一方面, 较低的离子强度有助

于中和 HA带的电荷, 使其极性减弱; 相反, 较高的离子强度下, HA又带电荷, 之间的排斥力增强,

极性也相应增强. 简言之, 外加电解质溶液是先起中和作用, 后与 HA结合使其带电.

� � pH = 4: 随着离子强度的增大, K doc逐渐减小. 带负电的溶解态 HA在酸性溶液中质子化, 当

N aC l浓度增大时, 静电斥力作用促使 HA被 N aC l排斥, 导致原来在中性条件下形成的憎水区域受到

破坏, 在一定程度上影响了 HA分子的卷曲结构, 随着 N aC l浓度的增大, 静电斥力增大, HA与芘的

结合减弱, 导致 K doc逐渐减小.

� � pH = 7: 随着离子强度的增大, K doc先增大后减小. Burkhard等
[ 11]
考察了 pH = 7左右的情况, 随

着离子强度的逐渐增大, I1 /I3比值先减小后增大, 这与本次实验中观察到的现象一致. 在 pH = 4的

时候, 0�005m o l� l
- 1

NaC l对 HA与芘的结合有负贡献, 而对 pH = 7条件下 HA与芘的结合有正贡献,

说明电荷会影响 HA的构型, 进而导致 K doc的变化. 当 N aC l浓度增大到 0�01m o l� l
- 1
的时候, K doc反

而减小, 因为此时 HA又带有正电荷.

� � pH = 10: 随着离子强度的增大, K doc逐渐减小. 这与文献
[ 13]
中描述的 HA对菲的结合规律相似.

碱性溶液中带电的 HA会与溶液中额外的 N aC l作用, 因而 N a
+
会占据更多 HA上的吸附点位, 导致
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K doc的大幅减小. 但当离子强度增大到一定程度后, K doc随离子强度的变化不明显.

3� 结论

� � 本文利用特征参数 I1 /I3比值, 并结合原子力显微镜描述了胡敏酸的微观结构形态: pH = 4时胡

敏酸呈现出聚集结合的状态, pH = 10时, 胡敏酸分子分布比较均匀. 酸性和碱性条件下, K doc随着离

子强度的增大逐渐减小; 在中性条件下, K doc值随着离子强度的增大, 先增大后减小.

参 � 考 � 文 � 献

[ 1 ] � 蒋展鹏, 廖孟钧, 腐殖质及其在环境污染控制中的作用 [ J] �环境污染与防治, 1990, 12 ( 3) � 24

[ 2 ] � N akash im a K, M ak iaM, Ish ikaw a F et al�, Fluorescence S tudies on B inding of Pyrene and ItsDerivat ives toH um ic Acid [ J] . Spectro�

ch im ica Ac ta P artA, 2007, 67� 930� 935

[ 3 ] � Lee C L, Kuo L J, Qu ant ification of th e D issolved O rgan icM atter E f fect on the S orp tion ofH yd rophob ic Organ ic Pol lutan t: App lication

of an Overa llM ech an ist ic Sorpt ion Model [ J] . Ch em osphere, 1999, 38 ( 4) � 807� 821

[ 4 ] � Y ang Y, Ratte D, Sm ets B F et al�, M ob ilizat ion of So ilOrgan icM at ter by C om plexing Agents and Imp lications for PolycyclicA rom atic

H yd rocarbon Extraction [ J] , Ch em osphere, 2001, 43� 1013� 1021

[ 5 ] � K im Y J, O sakoM, Leach ing C haracterist ics of Polycyclic A rom at icH ydrocarbons( PAH ) from Sp iked S andy Soil [ J] . Ch em osphere,

2003, 51� 387� 395

[ 6 ] � Lassen P, Pou lsen M E, Lau ridsen F S et al�, Leach ing of Selected PAH� s and H etero�Analogu ed from an O rgan icM atrix into Synthetic

G round W ater� In flu ence of D issolved H um icM aterials [ J] . Chemosph ere, 1997, 34� 335� 344

[ 7 ] � 潘波, 刘文新, 林秀梅等, 水溶性有机碳对菲吸附系数测定的影响 [ J] �环境科学, 2005, 26 ( 3) � 162� 166

[ 8 ] � S chn iterM, Organ ic Matter Extraction [A ] . In : Page AL� M ethod s of So ilAnalys is [M ] �M ad ison: W I Press, 1982, 581

[ 9 ] � Thom asD G, Edw ard C S, W llllam F G, Fluorescence Quench ing Method for Determ in ing Equ ilib rium C onstants for Polycyclic Arom atic

H ydrocarbons B ind ing to D issolved H um icM aterials [ J] . Env iron�S ci�Technol�, 1986, 20� 1162� 1166

[ 10 ] � 李毓骐, 朱亚先, 鹿贞彬等, 荧光极性探针在腐殖酸和芘相互作用研究中的应用 [ J] �厦门大学学报 (自然科学版 ) , 2007,

46 ( 1) � 59� 62

[ 11 ] � Burkhard L P, E st im at ing D isso lved O rgan ic C arbon Part ition Coefficien ts for Non ion ic O rgan ic C hem icals [ J] . Env iron�Sci�T echnol�,

2000, 34 ( 22) � 4663� 4668

[ 12 ] � Ping L F, Luo Y M, W u L H, Phenan th rene Adsorp tion by So ils T reated w ith Hum ic Sub stances under D ifferent pH And Tem perature

Cond it ions [ J] . E nvironm en tal G eochem istry andH ea lth, 2006, 28� 189� 195

[ 13] � JonesK D, T iller C L, E ffect ofSo lut ion Ch em istry on th eE xtent of B ind ing of Ph enanthrene by a SoilH um icA cid: a C om parison ofD is�

solved and C lay B ound H um ic [ J] . E nviron�S ci�T echn ol�, 1999, 33� 580� 587

EFFECTS OF pH VALUES AND ION STRENGTHSON BINDINGS

BETWEEN HUM IC ACID AND PYRENE

L IW en�hu i� � LI A i�m in� � WANG Xue�jun
(M in istry ofE du cation Laboratory ofE arth Su rface Processes, C ollege of Urban and Environm en tal S cien ces,

Pek ing U n ivers ity, Be ijing, 100871, Ch ina)

ABSTRACT

� � The fluorescence quench ing m ethod w as used to determ ine the b ind ing coe ff icients(K doc ) betw een hum ic

acid and pyrene under different pH va lues and various ion strengths�I1 /I3 w as em ployed to analyze the

var iat ions o fK doc com bined w ith im ages obta ined by atom ic force m icroscope�The exper im ent resu lts show ed

that ion strengths had significan t influence onK doc under d ifferent pH va lues�K doc decreased w ith the increasing

ion strengths under acidic or base cond itions; whereas, K doc increased f irst and then decreased under neu tra l

condition.

� � Keywords: hum ic ac id, pyrene, fluorescence quench ing, AFM, b ind ing coe ff icien.t


