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摘
!

要
!

利用同步荧光光谱%

.?.

&结合二维相关光谱%

+>d:.

&和修正
.1/26-%&'=/2

模型探究了森林土壤富

里酸%

?8

&亚组分的质子键合多相性"利用
8̂>-,

吸附树脂结合
)5

D

P

+

:

G

缓冲溶液逐步洗脱方法成功将土

壤
?8

分级为异质性低的
?8

亚组分%

?8

!

-?8

#!

&"

?8

!

-?8

#!

含有类蛋白%类酪氨酸和类色氨酸&#类富里酸

和类腐殖酸组分!且
?8

G

-?8

#!

比
?8

!

和
?8

F

含有更多含量的类蛋白组分"

?8

!

-?8

#!

中不同荧光组分的光

谱峰强受溶液碱性
*

Z

值变化的影响较为明显"

?8

!

-?8

#!

的
+>d:.

同步和异步相关谱图中自峰和交叉峰

的复杂分布与荧光组分的质子键合多相性有关"

?8

F

-?8

#!

中类蛋白#类富里酸和类腐殖酸组分因
*

Z

值变

量扰动而产生的光谱变化方向相同"在碱性
*

Z

值条件下!修正
.1/26-%&'=/2

模型定量拟合
?8

!

-?8

#!

中荧

光组分的解离常数%

*

L

5

值&!其中类酪氨酸#类色氨酸#类富里酸和类腐殖酸的
*

L

5

值范围分别为
<(##

!

,("!

%

#$(#+

!

"(!+

%

#$(<F

和
"(G$

%

#$(<!

%

B

+

$(,FD

&"

?8

!

中类酪氨酸组分的低
*

L

5

值%

<(##

&表明类酪

氨酸组分含有更多含量的芳香族结构和相邻酚基官能团"

?8

!

-?8

#!

中类色氨酸#类富里酸和类腐殖酸组分

的相似
*

L

5

值%

,("!

%

#$(<F

&与羟基苯和氨基酸的
*

L

5

值%

,($

%

#+($+

&相近!表明类色氨酸#类富里酸和类

腐殖酸组分具有相似的质子亲和力!且酚基官能团和氨基酸组分在其质子键合过程中起主要作用"

?8

!

-

?8

#!

中特定波长处荧光组分的波长连续变化顺序与其
*

L

5

值递增趋势相一致!且质子结合位点的多相性特

征同时存在于
?8

亚组分的不同荧光组分间和相同荧光组分内"

?8

!

中特定波长处类酪氨酸和类色氨酸组

分的
*

L

5

值%

<(##

%

"(#<

&小于类腐殖酸组分%

"(G$

%

"("G

&!且荧光组分的递增趋势与波长连续变化的顺序

%

+F$6=

;

+GF6=

;

D+F

%

D"$6=

&相一致"

?8

F

-?8

#!

中特定波长处类色氨酸组分#类富里酸和类腐殖酸组分

的
*

L

5

值递增趋势与波长连续变化的顺序表现出相一致的规律'

+GF6=

%

,("!

%

"(G$

&

;

!GF

%

D"F6=

%

"(,,

%

#$(#<

&

;

!F$6=
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#$(<F

&%

?8

F

和
?8

G

&!

+GF6=

%

#$(##

&

;

+"$

%

D$$6=

%

#$(!F

&%

?8

"

&和
+<F

%

!DF6=
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%
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&

;
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%

DF$6=

%

#$($<

%

#$(#!

&%

?8

#!

&"同时!

?8

#!

中同一类富里酸组分的波长和
*

L

5

值存在

!+F6=

%

"(!+

&

;

!GF

%

D+F6=

%

#$($<

%

#$(#!

&的连续变化顺序"

.?.-+>d:.

结合修正
.1/26-%&'=/2

模型具

有降低光谱重叠率和捕获光谱波长连续变化的优势!为深入研究有机质和污染物间复杂相互作用提供支撑"
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引
!

言

!!

富里酸%

?8

&是溶解性有机质%

>:e

&中一类含有羟基和

羧基等多种官能团的非均质混合物!具有较强的溶解性!移

动性和污染物亲和力(

#-!

)

"

?8

中脂肪族和芳香族等官能团的

结构和性质赋予了
?8

酸碱特性!而
?8

酸碱特性又显著影

响着
?8

的官能团形态#分子结构#构型构象和分子内反应

等!促进或制约着营养物质!重金属和有机污染物等化学物

质在环境介质中的迁移转化和生物有效性(

D-G

)

"

?8

的质子键

合能力是其酸碱特性的重要表现形式"基于酸性
*

Z

值条件

下%

*

Z#($

%

F($

&的荧光特性!河流和海洋中
>:e

或
?8

的



解离常数%

L

5

&成功拟合并用来表征其化学特性(

,-"

)

"然而!

?8

在碱性
*

Z

值条件下的
L

5

值拟合尚未系统地研究"同

时!

?8

结构的异质性和复杂性成为探究
?8

质子键合行为

的重要限制因素(

+

!

,

)

!借助
8̂>

吸附树脂结合不同类型洗

脱液将
?8

分级为低异质性的亚组分有利于深入探究
?8

的

起源#分子结构及其与化学物质相互作用机理"同步荧光光

谱%

.?.

&具有需样量少#灵敏度高#操作简便和无破坏性的

优点!广泛应用于表征河流#湖泊#土壤和沉积物来源
>:e

中芳香类化合物#不饱和脂肪烃和蛋白质等有机化合

物(

#$-##

)

"同时!

.?.

常用于建立
?8

中荧光组分与质子或重

金属间的相互结合参数(

,

)

"但是!由于
.?.

中荧光峰的重叠

现象严重!导致单一
.?.

技术无法充分反映
>:e

与质子或

重金属相互结合位点的多相性特点"二维相关光谱法%

+>

d:.

&能实现二维尺度上的光谱信号分析!具有光谱分辨率

高和光谱重叠峰简化度高的优势!能够基于光谱信号峰间变

化的相关性来探究不同物质间的相互作用(

#$

!

#+

)

"基于外扰

因素引起的两个不同光谱变量间的关系!

+>d:.

能有效识

别由外界微扰所引起的细微光谱变化顺序(

#$

!

#+

)

"

+>d:.

为

研究
>:e

在不同环境因素干扰下的结构改变和反应差异等

提供了技术支撑!在
>:e

对环境污染物吸附和解吸等研究

中具有巨大的潜在优势"

dA/6

等(

#$

)和
M̂

等(

#!

)利用紫外吸

收光谱和
.?.

结合
+>d:.

探究了
>:e

与金属离子的成键

过程"

U/6

等(

#D

)利用红外光谱结合
+>d:.

研究了施肥时间

差异性对土壤
>:e

与
8'

!l相互作用过程的影响"荧光滴定

法结合修正
.1/26-%&'=/2

模型成功拟合
>:e

与金属离子

%如
dM

+l和
Z

K

+l

&或有机污染物%如
P8Z

或菲&相互作用的

条件稳定常数(

#F-#<

)

"但是!荧光滴定法结合修正型
.1/26-

%&'=/2

模型用于拟合
?8

的碱性
L

5

值和探究其质子结合位

点的多相性的研究还不够充分"

利用
.?.

技术结合
+>d:.

和修正
.1/26-%&'=/2

模型表

征土壤
?8

亚组分的结构组成!拟合
?8

亚组分中荧光组分

的
L

5

值!探究荧光组分因碱性
*

Z

值变化扰动而引起的连

续变化方向和次序!并深入揭示荧光组分的质子结合位点的

多相性特征"

#

!

实验部分

&)&

!

"K

样品提取与分级

土壤样品采自北京鹫峰国家森林公园
$

%

#F0=

表层!

风干后将其研磨并过
+($==

孔筛!去除砾石和植物残体"

参照国际腐殖酸协会的推荐方法!将过筛后的土壤进行酸化

和碱化处理后!得富含
?8

溶液"将上述
?8

溶液吸附在

8̂>-,

树脂柱上!经
)5:Z

洗脱!蒸馏水冲洗!

Zd'-Z?

除

杂和
Z

l

-

阳离子交换树脂纯化后!冷冻干燥得
?8

固体样

品"

利用一定量的浓度为
$(#

或
$(F=&'

,

N

R#的
)5:Z

或

Zd'

溶液配置浓度均为
$(#=&'

,

N

R#

!初始
*

Z

值分别为

!($

!

F($

!

G($

!

"($

和
#!($

的
)5

D

P

+

:

G

缓冲溶液"用蒸馏水

溶解
?8

!并将其重新吸附到
8̂>-,

树脂柱上!然后利用不

同
*

Z

值的
)5

D

P

+

:

G

缓冲溶液逐步洗脱
8̂>-,

树脂柱上的

?8

!分别得到
F

种
?8

洗脱液"

F

种
?8

洗脱液分别进行

Zd'

处理%

*

Z#($

&!再用
8̂>-,

树脂吸附!依次用
$(<F

倍

树脂柱体积的蒸馏水和
!

倍树脂柱体积的浓度为
$(#=&'

,

N

R#的
)5:Z

溶液淋洗
8̂>-,

树脂!分别得
F

种
?8

碱性洗

脱液"上述
?8

碱性洗脱液分别进行
Zd'

处理%

*

Z#($

&!然

后添加
Zd'-Z?

溶液%终止浓度为
$(!=&'

,

N

R#

&进行除杂!

静止
D,A

!经
Z

l

-

饱和阳离子交换树脂纯化后!冷冻干燥得

F

种
?8

亚组分%

?8

!

!

?8

F

!

?8

G

!

?8

"

和
?8

#!

&"

&)>

!

同步荧光光谱测定

利用
#$$=N

的
e9''9-a

水分别溶解
?8

!

-?8

#!

后!过

$(++

!

=

滤膜"利用
_d':

D

溶液分别稀释过滤后的
?8

!

-

?8

#!

溶液!配置成
?8

!

-?8

#!

浓度为
#$($=

K

,

N

R#

!

_d':

D

浓度为
$($F=&'

,

N

R#的储备溶液"天然水体中
?8

浓度一

般介于
+

%

+$=

K

,

N

R#

!故选择
#$=

K

,

N

R#的
?8

!

-?8

#!

既

反映自然环境浓度下的
?8

质子键合行为!又避免
?8

在高

浓度时因发生聚合作用而导致光谱变化(

+

!

D

)

"采用滴加微量

Zd':

D

或
_:Z

溶液的方式将
?8

!

-?8

#!

储备溶液的
*

Z

值

在
G($

%

##(F

范围内以
$(F

个
*

Z

单位进行梯度调节"梯度

调节溶液
*

Z

值过程中!氮气吹扫
?8

!

-?8

#!

储备溶液各
#F

=96

!避免氧气和碳酸盐物质的缓冲作用而引起静态猝灭现

象"条件实验表明!

?8

亚组分的质子键合反应在
#F=96

内

达到平衡!保持
?8

!

-?8

#!

溶液
*

Z

值稳定
#F=96

!保证了

?8

!

-?8

#!

与质子反应完全"控制
Zd':

D

或
_:Z

溶液的体

积滴加量不超过
?8

!

-?8

#!

储备溶液体积%

#$$=N

&的
$(#i

%

A

/

A

&"实验所用
_d':

D

和
Zd'

等化学品均为分析纯"

利用荧光光谱仪%

Z9150A9?-G$$$

!

C&[

4

&

!

]5

*

56

&测定

?8

亚组分的
.?.

谱图"测定条件如下'石英比色皿池长为
#

0=

$

Tf

和
T=

波长的狭缝宽度分别为
F

和
#$6=

$

Tf

波长

范围为
+$$

%

FF$6=

!以及
Tf

和
T=

的波长间隔为
!$6=

$

扫描速度为
+D$6=

,

=96

R#

"

?8

亚组分的
.?.

减去空白

_d':

D

的
.?.

!且荧光峰波长为
Tf

值"

&)A

!

二维荧光相关光谱

基于
?8

亚组分的
.?.

数据!

+>d:.

分析生成同步和

异步相关谱图!提供更为详细的光谱变化信息(

#G

)

"同步和异

步相关谱图分别提供了光谱强度同步和顺序变化的信

息(

#G-#,

)

"

.?.

光谱变化
U

%

J

!

"

&与光谱变量%

J

&!外部变量%

"

&

和动态光谱/

U

%

J

!

"

&间的定量关系可以表示为(

#<-#G

)

/

U

%

J

!

"

&

#

U

%

J

!

"

&

*

'

U

%

J

&

L&21

=96

,

"

,

1

=5f

$

5 否则
%

#

&

其中!

'

U

%

J

&

#

#

1

=5f

*

1

=96

(

1

=5f

1

=96

U

%

J

!

"

&

7"

为参考光谱"

同步相关谱图可以定量表示为

1

%

J

#

!

J

&

#

#

1

=5f

*

1

=96

(

1

=5f

1

/

U

%

J

#

!

"

&

,

/

U

%

J

+

!

"

&

7"

%

+

&

!!

基于动态频谱和
Z9';/21

变换正交频谱/

X

%

J

+

!

"

&间相互关

系!异步相关谱图表示为

1

%

J

#

!

J

+

&

#

#

1

=5f

*

1

=96

(

1

=5f

1

/

U

%

J

#

!

"

&

,

/

X

%

J

+

!

"

&

7"

%

!

&

!!

在同步相关谱图中!自动峰和交叉峰分别出现在谱图的

主对角线和非对角线位置上"在异步相关谱图中!只有交叉

峰出现在谱图的非对角线位置!且无自动峰出现(

#$

!

#+

!

#G

)

"在

+G$!

光谱学与光谱分析
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外部扰动条件下!自动峰代表相关光谱对光谱强度变化的敏

感性!且表示符号总是正值(

#<-#G

)

"同步交叉峰和异步交叉峰

分别代表两个光谱变量%

=

#

和
=

+

&的光谱强度变化和连续变

化顺序!且表示符号是正值或负值(

#G

!

#"

)

"根据
)&75

判定理

论!若同步和异步相关谱图中交叉峰在给定波长范围内具有

相同表示符号!则变量
=

#

处光谱变化先于变量
=

+

!否则!上

述判断结果则相反(

#$

!

#G

)

"其他
+>d:.

谱图规律的判别原则

参照
)&75

理论(

#G

)

"以溶液
*

Z

值变化为外部扰动条件!

?8

!

-?8

#!

的
#$

组
.?.

数据分别进行
+>d:.

分析!得
?8

!

-

?8

#!

的同步和异步相关谱图"

&)C

!

修正
?6,2/EX.93,2

模型

在偏碱性
*

Z

值范围内!假定结合位点%

3

&与质子形成

#p#

化学模型!其质子结合反应为

ZN

l

:Z

=

N

l

Z

+

:

%

D

&

!!

在偏碱性
*

Z

值条件下!

?8

亚组分中非均相结合位点

的
L

5

值表述为

L

5

#

L

&J

(

3

)

(

>3

)(

:Z

)

%

F

&

其中!(

>3

)表示偏碱性
*

Z

值条件下质子结合平衡浓度$

(

3

)表示在偏碱性
*

Z

值条件下不参与反应的配体平衡浓度"

假定
?8

亚组分在荧光滴定过程中具有一致的荧光特

性!其荧光强度#配体总浓度%

(

N

&和(

>3

)之间关系表示为

(

>3

)

(

N

#

M

$

*

M

M

$

*

M

/67

%

<

&

其中!

M

和
M

$

分别表示特定
*

Z

值和荧光滴定开始时的荧

光强度$

M

/67

是滴定结束时的荧光强度"

在偏碱性
*

Z

值条件下!由式%

F

&和式%

<

&得

M

$

*

M

/67

M

*

M

/67

#

L

&J

L

5

(

:Z

)

$

#

%

G

&

!!

令
%

#

%

M

$

*

M

/67

&

M

$

!结合式%

G

&得

M

$

M

$

*

M

#

M

$

$

M

#

L

5

%

(

>

)

$

#

%

%

,

&

!!

修正
.1/26-%&'=/2

模型拟合偏碱性
*

Z

值条件下
?8

亚

组分的
L

5

值得(

#F

!

+$

)

M

$

$

M

#

L

5

%

(

>

)

$

#

%

%

"

&

!!

利用
.9

K

=5P'&1#+(F

软件!通过
M

$

/

$

M

和
#

/(

>

)关系

图来求算
%

和
L

5

值"

?8

亚组分中质子结合位点的差异性

导致其荧光组分表现出不同的荧光特征"基于
?8

亚组分的

同步和异步相关谱图中主要相关峰的波长数据!利用修正

.1/26-%&'=/2

模型来拟合其荧光组分
*

L

5

值%

*

Z G($

%

##(F

&"

+

!

结果与讨论

>)&

!

"K

亚组分的同步荧光光谱特征

在偏碱性
*

Z

值条件下!

?8

!

-?8

#!

的
.?.

表现出
P/5[

8

%

+D$

%

+,$6=

&!

P/5[@

%

!<$

%

!,$6=

&和
P/5[d

%

D+$

%

D,$6=

&三个主要荧光峰%表
#

&"研究表明(

#$

)

!

>:e

的
.?.

荧光特征能够反映
>:e

中类蛋白!类富里酸和类腐殖酸组

分!且类蛋白中含有类酪氨酸%

+$$

%

+F$6=

&和类色氨酸

%

+F$

%

!#$6=

&组分(

+#

)

"基于光谱峰
P/5[38-d

的波长位置!

P/5[38-d

分别表示
?8

!

-?8

#!

中类蛋白!类富里酸和类腐殖

酸组分%表
#

&

(

#$

!

+#

)

"

?8

!

-?8

#!

间
P/5[8

的荧光强度差异性

大于
P/5[@

和
P/5[d

的荧光强度差异性%表
#

&"

?8

!

和

?8

F

中
P/5[38-d

的荧光强度相近!而
?8

G

-?8

#!

中
P/5[8

的荧光强度%

+D,(,

%

+$$"($5(M(

&大于
P/5[@

和
P/5[d

的

荧光强度%

+$(G

%

+D#(!5(M(

&"

?8

亚组分中荧光峰的强度

差异表明
?8

G

-?8

#!

比
?8

!

和
?8

F

含有更多含量的类蛋白组

分!且荧光峰的强度受溶液
*

Z

值变化的影响较为明显"

表
&

!

"K

亚组分
?"?

中荧光峰的类型及位置

D*49,&

!

D

=5

,+*/-9.0*6'./+.779<.2,+0,/0,

5

,*T+'/?"?.7"K+<4E72*06'./+

荧光峰
Tf

位置/
6=

类型 峰强度/%

5(M(

&

P/5[8 +D$

%

+,$

类蛋白
+$!(#

%

+$$"($

P/5[@ !<$

%

!,$

类富里酸
""(F

%

+D#(!

P/5[d D+$

%

D,$6=

类腐殖酸
+$(G

%

,"(!

>)>

!

荧光组分质子键合位点多相性特征

在偏碱性
*

Z

值条件下!

+>-d:.

解析
?8

亚组分中荧

光组分的动态变化得同步和异步相关谱图"同步和异步相关

谱图中交叉峰以对角线为轴心对称出现!且以对角线左下方

的交叉峰特性进行分析"同步和异步相关谱图中红色和蓝色

表
>

!

"K

亚组分与质子相结合的同步和异步相关谱图中典

型峰的参数和符号

D*49,>

!

U*2*3,6,2+*/-+'

(

/+.7+

5

,0'7'0

5

,*T+'/+

=

/012./.<+

*/-*+

=

/012./.<+3*

5

+.7"K+<4E72*06'./+8'61

5

2.E

6./4'/-'/

(

?8

亚组分

峰波长

=

#

/

6=

组分类别
峰波长

=

+

%

6=

&和表示符号

+F$ +G$ +GF DF$

?8

!

+GF

类色氨酸
R

%

l

& %

l

&

D+F R

DF$

类腐殖酸
R

%

l

&

D"$ R R

?8

F

+GF

类色氨酸 %

l

&

!GF

类富里酸
R

D#$ R

D"F

类腐殖酸
R

?8

G

+GF

类色氨酸 %

l

&

!F$

类富里酸
R

?8

"

+GF

类色氨酸 %

l

&

+,$ l

!GF

类富里酸
R

D+F

类腐殖酸
R

?8

#!

+GF

类酪氨酸 %

l

&

+,$

类色氨酸
l

!+F

类富里酸
l

!GF R

D+F

类腐殖酸
R

!G$!
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图
&

!

"K

亚组分
?"?

的
>!N$?

分析

%

5#

0

/#

&'

?8

!

-?8

#!

同步相关谱图$

%

5+

0

/+

&'

?8

!

-?8

#!

异步相关谱图

J

和
U

均为波长%

6=

&

"'

(

)&

!

>!N$?*/*9

=

+'+.7?"?.7"K+<4E72*06'./+

%

5#

0

/#

&'

.

4

60A2&6&M3=5

*

3L&2?8

!

-?8

#!

$

%

5+

0

/+

&'

83

4

60A2&6&M3=5

*

3L&2?8

!

-?8

#!

J567

U

52/J5Y/'/6

K

1A3

%

6=

&

代表自峰或交叉峰的符号分别为正和负!颜色越深表示符号

特征或变化强度越明显%表
+

和图
#

&"

?8

!

的同步相关谱图

在
P/5[8

和
P/5[d

波长范围内表现出两个主要的正自峰

%

+GF

/

+GF

和
DF$

/

DF$6=

&和一个正交叉峰%

DF$

/

+GF6=

&%图

#5#

&!表明
?8

!

中类蛋白和类腐殖酸组分因
*

Z

值变量扰动

而产生相同的变化方向"

?8

F

-?8

#!

的同步相关谱图均在对角

线处表现出一个主要的正自峰%

+GF

/

+GF6=

&!表明
?8

F

-

?8

#!

中类蛋白#类富里酸和类腐殖酸组分的光谱变化随溶液

*

Z

值变化而产生相同的变化方向"同时!

?8

!

和
?8

F

的同

步相关谱图中还存在弱的正或负交叉峰%图
#5#-;#

&!表明

?8

!

和
?8

F

中荧光组分的光谱变化较为复杂且部分变化趋

势不明显"

?8

!

的同步相关谱图中对角线波长约
+GF

/

+GF

6=

处的正自峰强度略高于
?8

F

-?8

#!

%图
#5#

&!可能与类蛋

白峰的波长漂移和峰强差异有关"

!!

?8

!

的异步相关谱图中交叉峰分布复杂且无规律!表明

?8

!

中荧光组分受
*

Z

值变化的影响较大且荧光特性变化复

杂!与其同步相关光谱分析结果相一致"

?8

F

的异步相关谱

图中负交叉峰主要出现在
=

#

波长
!F$

%

FF$6=

范围和
=

+

窄

波长
+F$

%

!$$6=

范围内!其中
=

#

/

=

+

波长
!<$

%

F$$

/

!F$

%

!FF6=

范围内出现弱的正交叉峰"

?8

G

的异步相关谱图中

交叉峰分别出现在
Y

+

窄波长
+F$

%

!$$6=

范围内"

?8

"

和

?8

#!

的异步相关谱图中交叉峰出现在
=

#

波长
+<$

%

F$$6=

范围和
=

+

窄波长
+F$

%

!$$6=

范围内"

?8

!

-?8

#!

的同步和

异步相关谱图中自峰和交叉峰的复杂分布与荧光组分质子键

合的多相性有关"

ZM2

和
N//

等(

#,

)利用光谱学结合
+>d:.

探究
>:e

与
dM

+l相互作用机理时发现两者结合位点也存

在多相性分布的特点"

?8

亚组分的异步相关谱图能够揭示
=

#

和
=

+

波长随
*

Z

值变化的规律与联系"

?8

!

的异步相关谱图中分别在对角线

下方波长
+GF

/

+F$

!

D+F

/

+GF

!

DF$

/

+F$

!

D"$

/

+GF

和
D"$

/

DF$

6=

处表现出五个明显的负交叉峰%图
#5+

&"基于
)&75

判定

原则(

#G

)

!

?8

!

中荧光组分的波长连续变化顺序为
+F$6=

;

+GF6=

;

D+F

%

D"$

&

6=

和
+F$6=

;

DF$6=

;

D"$6=

!表明

?8

!

中质子结合位点的多相性分布同时体现在不同荧光组分

间和同一荧光组分中"因此!

?8

!

中荧光组分的光谱变化顺

序为类酪氨酸
;

类色氨酸
;

类腐殖酸"

?8

F

的异步相关谱图

中对角线下方波长
!GF

/

+GF

!

D#$

/

+GF

和
D"F

/

+GF6=

位置出

现三个主要的负交叉峰和弱的正交叉区域%

!<$

%

F$$

/

!F$

%

!FF6=

&%图
#;+

&"

?8

G

的异步相关谱图中对角线下方波长

!F$

/

+GF6=

位置出现一个明显的负交叉峰%图
#0+

&"基于

)&75

判定原则(

#G

)

!

?8

F

和
?8

G

中荧光组分的波长连续变化

顺序分别为
+GF6=

;

!GF

%

D"F6=

;

!F$

%

!FF6=

和
+GF6=

;

!F$6=

!说明
?8

F

和
?8

G

中荧光组分的光谱变化顺序分

别为类色氨酸
;

类腐殖酸
;

类富里酸和类色氨酸
;

类富里

酸"在波长
+GF

%

D"F6=

范围内!

?8

F

和
?8

G

中不同荧光组

分间也存在着质子结合位点的多相分布"

?8

"

的异步相关谱

图中出现一个明显的正交叉峰%

+,$

/

+G$6=

&!以及负交叉区

域%

!FF

%

DF$

/

+GF6=

&内出现两个波长为
!GF

/

+G$

和
D+F

/

+G$6=

的负交叉峰%图
#7+

&!

?8

#!

的异步相关谱图中出现

一个正交叉区域%

+,$

%

!DF

/

+<F6=

&和一个负交叉区域

%

!<$

%

DF$

/

+<F6=

&%图
#/+

&!表现出波长
+,$

/

+GF

和
!+F

/

+GF6=

的明显正交叉峰!以及
!GF

/

+GF

和
D+F

/

+GF6=

的主

要负交叉峰"因此!

?8

"

和
?8

#!

中荧光组分的波长连续变化

顺序分别为
+GF6=

;

+"$

%

D$$

%

DFF

&

6=

和
+,$

%

!DF

;

+<F

;

!<$

%

DF$6=

!表明
?8

"

和
?8

#!

中荧光组分的光谱变化顺

DG$!
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序分别为类色氨酸
;

类富里酸%类腐殖酸&和类富里酸
;

类酪

氨酸
;

类腐殖酸"结果表明!

.?.-+>d:.

方法具有降低光

谱重叠率和捕获光谱波长连续变化的优势!为深入探究荧光

组分与化学物质的相互作用机理提供技术手段和理论支撑"

>)A

!

质子亲和力与位点多相性模型分析

基于
+>d:.

同步和异步相关谱图中出现的自峰和交叉

峰的波长数据!利用修正
.1/26-%&'=/2

模型拟合得
?8

亚组

分中荧光组分的
*

L

5

值%

<(##

%

#$(<F

&和
%

值%

$(#+

%

#($$

&

%

*

ZG($

%

##(F

!

B

+

$(,FD

&%表
!

&"

+>d:.

结合修正
.1/26-

%&'=/2

模型拟合所得
?8

亚组分中荧光组分的
*

L

5

值与前

期研究中基于三维荧光光谱数据所得
>:e

的
*

L

5

值相

近(

+

)

"

表
A

!

修正
?6,2/EX.93,2

模型拟合的质子结合参数

D*49,A

!

U2.6./4'/-'/

(5

*2*3,6,2+7'66'/

(

4

=

61,3.-'7',-?6,2/EX.93,2,

;

<*6'./

?8

亚组分 峰波长/
6=

修正
.1/26-%&'=/2

模型

*

L

5 %

?8

!

+F$ <(## #($$

+GF "(#< $(#,

D+F "("G $(#+

DF$ "(G$ $(+<

D"$ R R

?8

F

+GF ,("! $(#G

!GF #$(#< $(#F

D#$ #$(#$ $(++

D"F "(,, $(+$

?8

G

+GF "(G$ $(D"

!F$ #$(<F $(+$

?8

"

+G$ #$(#+ $("+

+GF #$(## $("$

+,$ #$($, $(,F

!GF #$(!F $(#F

D+F #$(<! $(D!

?8

#!

+GF "(,$ $(GD

+,$ "(GG $(G#

!+F "(!+ $(D#

!GF #$(#! $(#!

D+F #$($< $(+#

!!

?8

!

-?8

#!

中类酪氨酸#类色氨酸#类富里酸和类腐殖酸

的
*

L

5

值范围分别是
<(##

!

,("!

%

#$(#+

!

"(!+

%

#$(<F

和

"(G$

%

#$(<!

%表
!

&"

?8

亚组分中类色氨酸#类富里酸和类

腐殖酸具有相近的
*

L

5

值!且与碱性条件下羟基苯和氨基酸

的
*

L

5

值%

,($

%

#+($+

&相近(

++

)

!结果表明类色氨酸#类富里

酸和类腐殖酸具有相似的质子亲和力!且酚基官能团和氨基

酸组分在其与质子相互结合中起到主要作用"

?8

!

中波长

+F$6=

处的类酪氨酸的
*

L

5

值%

<(##

&低于其他荧光组分的

*

L

5

值%

,("!

%

#$(<F

&%表
!

&"

?8

亚组分中相邻芳香族羧基

或羧酸基官能团!以及相邻酚基官能团的荧光特性受溶液

*

Z

值变化影响较大(

+!

)

"因此!

?8

!

中类酪氨酸可能含有更

多含量的芳香族结构和相邻酚基官能团!从而导致
?8

!

中类

酪氨酸与质子结合能力更强"

?8

亚组分中荧光组分间的不

同
*

L

5

值同样表明其质子结合位点存在多相性的特点%表

!

&"基于结合常数%

'&

K

L

&!

ZM2

等(

+D

)所研究的
>:e

与
dM

+l

相互作用过程中其荧光组分也存在类似的金属结合位点的多

相性特征"

?8

亚组分中特定波长处的荧光组分的
*

L

5

值大小与

+>d:.

分析中荧光组分的波长连续变化的顺序相一致"结

合异步相关谱图和
)&75

判断规律(

#G

)

!

?8

!

中特定波长
+F$

%

+GF6=

处的类酪氨酸和类色氨酸的
*

L

5

值%

<(##

%

"(#<

&

小于特定波长
D+F

%

D"$6=

处的类腐殖酸的
*

L

5

值%

"(G$

%

"("G

&%表
!

&!与波长连续变化的顺序
+F$6=

;

+GF6=

;

D+F

%

D"$6=

相一致%图
#

&"

?8

F

和
?8

G

中特定波长
+GF6=

处

的类色氨酸的
*

L

5

值%

,("!

%

"(G$

&依次小于特定波长
!GF

%

D"F6=

%

"(,,

%

#$(#<

&和
!F$6=

%

#$(<F

&处的类富里酸和类

腐殖酸的
*

L

5

值%表
!

&"

?8

F

和
?8

G

中荧光组分的
*

L

5

值递

增顺序与波长连续变化的顺序
+GF6=

;

!GF

%

D"F6=

;

!F$

6=

相一致%图
#

&"

?8

"

中特定波长
+G$

%

+,$6=

处的类色氨

酸的
*

L

5

值%

#$($,

%

#$(#+

&小于特定波长
!GF

%

D+F6=

处

的类富里酸和类腐殖酸的
*

L

5

值%

#$(!F

%

#$(<!

&"同时!

?8

#!

中特定波长
+GF

%

+,$6=

处的类色氨酸和特定波长
!+F

6=

处的类富里酸的
*

L

5

值%

"(!+

%

"(,$

&均小于特定波长

!GF

%

D+F6=

处的类富里酸和类腐殖酸的
*

L

5

值%

#$($<

%

#$(#!

&%表
!

&"

?8

"

和
?8

#!

中荧光组分的
*

L

5

值递增顺序分

别与波长连续变化的顺序
+GF6=

;

+"$

%

D$$6=

和
+<F

%

!DF

;

!<$

%

DF$6=

相一致%图
#

&"另外!

?8
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中同一类富里

酸组分内的波长和
*

L

5

值存在
!+F6=
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"(!+

&
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!GF

%

D+F6=

%

#$($<

%

#$(#!

&的连续变化顺序"

?8

亚组分中不同荧光组

分间和同一荧光组分%如
?8

#!

中类富里酸&内的不同
*

L

5

值

也表明其质子结合位点的多相性特征同时体现在不同荧光组

分间和同一荧光组分内"另外!

?8

!

中波长
D"$6=

处的类

腐殖酸的
*

L

5

值无法准确拟合%表
!

&!可能与其荧光强度具

有较小的变化差异值有关"

!

!

结
!

论

!!

%

#

&

?8

!

-?8

#!

含有类蛋白%类酪氨酸和类色氨酸&!类富

里酸和类腐殖酸组分"不同荧光峰存在峰强度差异性!且受

溶液碱性
*

Z

值变化的影响较为明显"

?8

G

-?8

#!

比
?8

!

和

?8

F

含有更多含量的类蛋白组分"

%

+

&利用
.?.-+>d:.

结合修正
.1/26-%&'=/2

模型定量

拟合偏碱性条件下
?8

!
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中荧光组分的
*

L

5
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?8

!

-
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*

L

5

值和
%

值范围分别是
<(##

%

#$(<F

和
$(#+

%

#($$

%

B

+

$(,FD

&"类色氨酸%

,("!

%

#$(#+

&#类富

里酸%

"(!+

%

#$(<F

&和类腐殖酸%

"(G$

%

#$(<!

&的
*

L

5

值相

近!且与羟基苯和氨基酸的
*

L

5

值%

,($

%

#+($+

&相近!表明

类色氨酸#类富里酸和类腐殖酸具有相似的质子亲和力!且

酚基官能团和氨基酸组分起到主要作用"类酪氨酸的
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5

值

%

<(##

&低于其他荧光组分的
*
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5

值%

,("!

%

#$(<F

&!与类酪

氨酸含有更多含量的芳香族结构和相邻酚基官能团有关"

FG$!

第
#$

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析



%

!

&

?8

!

-?8

#!

中荧光组分的波长连续变化顺序与特定波

长处的荧光组分的
*

L

5

值大小顺序相一致!表明不同荧光组

分间和同一荧光组分内存在质子结合位点的多相性特征"

?8

!

中特定波长处的类酪氨酸和类色氨酸的
*

L

5

值小于类

腐殖酸!与波长连续变化顺序
+F$6=

%

<(##

&

;

+GF6=

%

"(#<

&

;

D+F

%

D"$6=

%

"(G$

%

"("G

&相一致"

?8

F

-?8

#!

中特

定波长处的类色氨酸的
*

L

5

值小于类富里酸和类腐殖酸!与

波长连续变化顺序
+GF6=

%

,("!

%

"(G$

&

;

!GF

%

D"F6=

%

"(,,

%

#$(#<

&

;

!F$6=

%

#$(<F

&%

?8

F

和
?8

G

&!

+GF6=

%

#$(##

&

;

+"$

%

D$$6=

%

#$(!F

&%

?8

"

&和
+<F

%

!DF6=

%

"(!+

%

"(,$

&

;

!<$

%

DF$6=

%

#$($<

%

#$(#!

&%

?8

#!

&相一致"

同时!

?8

#!

中同一类富里酸组分内的
*

L

5

值差异性也与波长

连续变化顺序
!+F6=

%

"(!+

&

;

!GF

%

D+F6=

%

#$($<

%

#$(#!

&

相一致"

J,7,2,/0,+

(

#

)

!

@59b

!

UM?

!

9̂6

K

@

!

/15'I.09I\/

*

I

!

+$#F

!

F

'

,G+!

%

7&9

'

#$I#$!,

/

32/

*

$,G+!

&

I

(

+

)

!

.&6

K

?

!

UM?

!

M̀&?

!

/15'I.09IC&15'T6Y92&6I

!

+$#G

!

<$F-<$<

'

F,I

(

!

)

!

:cb8)̀ Z/6

K

!

V̂8:]956-2/6

!

NV) 9̂M-

4

&6

K

!

/15'

%欧阳恒!肖剑仁!林修咏!等&

I.

*

/012&30&

*4

567.

*

/0125'865'

4

393

%光谱学与光

谱分析&!

+$#,

!

!,

%

D

&'

##D<I

(

D

)

!

.&6

K

?

!

UM?

!

?/6

K

U

!

/15'I]IT6Y92&6I.09I

!

+$#,

!

GDd

'

##<I

(

F

)

!

b56e

!

@/6/7/119e?

!

_&23A96`%IU51/2\/3I

!

+$#!

!

DG

%

#D

&'

FD!"I

(

<

)

!

U56

K

]

!

Nvd

!

Z/]

!

/15'IT6Y92&6IT521A.09I

!

+$#<

!

GF

'

#I

(

G

)

!

QA56

K

Z

!

b56

K

eI.09IC&15'T6Y92&6I

!

+$#,

!

<+G

'

##,I

(

,

)

!

.&6

K

?

!

UM?

!

9̂6

K

@

!

/15'I.09IC&15'T6Y92&6I

!

+$#,

!

<#<-<#G

'

#+G"I

(

"

)

!

b56e

!

>2

4

/2>

!

_&23A96`%IdA/=&3

*

A/2/

!

+$#<

!

#D,

'

D+<I

(

#$

)

!

dA/6U

!

Z5;9;M')

!

N9M^

!

/15'IT6Y92&6I.09IC/0A6&'I

!

+$#F

!

D"

%

D

&'

+$F+I

(

##

)

!

bMZ

!

.&6

K

b

!

P56Z

!

/15'IT6Y92&6Ie&691I833/33I

!

+$#<

!

#,,

%

#$

&'

FG"I

(

#+

)

!

e5

H

;&&'C

!

ZM2]IdA/=&3

*

A/2/

!

+$#<

!

#<#

'

#"$I

(

#!

)

!

M̂Z

!

bM`

!

b56

K

N

!

/15'I]IZ5O527Ie51/2I

!

+$#!

!

+<!

'

D#+I

(

#D

)

!

U/6b

!

N9Z

!

9̂5&]

!

/15'IdA/=&3

*

A/2/

!

+$#D

!

###

'

DD#I

(

#F

)

!

@/2[&Y908 e

!

T9630A'5

K

?.`

!

&̀6O5'/Oed

!

/15'IPA&1&0AIPA&1&;9&I.09I

!

+$#+

!

#+

%

+

&'

!,DI

(

#<

)

!

ZM2]

!

]M6

K

_b

!

]M6

K

b eIU51/2\/3I

!

+$##

!

DF

%

"

&'

+"<FI

(

#G

)

!

)&75V

!

:O5[9bICJ&->9=/639&65'd&22/'519&6.

*

/012&30&

*4

I]&A6U9'/

4

g.&63

!

N17

!

+$$DIDGI

(

#,

)

!

ZM2]

!

N//@eIdA/=&3

*

A/2/

!

+$##

!

,!

%

##

&'

#<$!I

(

#"

)

!

.M@

!

aMQ

!

Z/^

!

/15'IT6Y92&6I.09IP&''M1I\/3IV61I

!

+$#<

!

+!

%

"

&'

"+!GI

(

+$

)

!

b5=53A915b

!

]5LLn\IT6Y92&6I.09IC/0A6&'I

!

+$$,

!

D+

%

#"

&'

G!GDI

(

+#

)

!

d5231/5Te

!

@297

K

/=56]

!

@5[/28

!

/15'IU51/2\/3I

!

+$#<

!

"F

'

+$FI

(

++

)

!

8'9

4

MZ)

!

)5

+

8'9

4

5]I@5

4

I]IPM2/8

**

'I.09I

!

+$$"

!

+

'

#"#I

(

+!

)

!

b56e

!

?Ma

!

N9>

!

/15'I]INM=96I

!

+$#!

!

#D+

'

#$!I

(

+D

)

!

ZM2]

!

N//@eI.09IU&2'7]I

!

+$##

!

##

%

##

&'

#,<FI

<G$!

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
!"

卷



U2.6./#'/-'/

(

O,6,2.

(

,/,'6

=

'/?.'9"<9B'0K0'-?<4E"2*06'./+a+'/

(

D8.E!'3,/+'./*9N.22,9*6'./"9<.2,+0,/0,?

5

,062.3,62

=

.:)̀ ?56-A5&

#

!

+

!

NVC96

K

-196

K

+

!

QZ8)̀ ]96

!

!

NVc.A5-3A5

+

!

?T)̀ U/9-

4

96

K

+

!

ZT]95

+

!

@8Vb96

K

-0A/6

+

"

#Id&''/

K

/&LU51/2.09/60/

!

@/9

E

96

K

)&2=5'c69Y/2391

4

!

@/9

E

96

K!

#$$,GF

!

dA965

+I.151/_/

4

N5;&251&2

4

&LT6Y92&6=/615'd291/295567\93[833/33=/61

!

dA96/3/\/3/520A8057/=

4

&LT6Y92&6=/615'.09/60/3

!

@/9

E

96

K!

#$$$#+

!

dA965

!I.0A&&'&LT6Y92&6=/615'567.5L/1

4

T6

K

96//296

K

!

dA56

K

OA&Mc69Y/2391

4

!

dA56

K

OA&M

!

+#!$$$

!

dA965

K4+62*06

!

CA/

*

2&1&6;96796

K

A/1/2&

K

/6/91

4

&LL&2/313&9'LM'Y905097

%

?8

&

3M;-L25019&63

%

?8

!

-?8

#!

&

J5396Y/319

K

51/7;

4

M3/&L

3

4

60A2&6&M3L'M&2/30/60/3

*

/0125

%

.?.

&!

0&=;96/7J91A1J&-79=/639&65'0&22/'519&63

*

/012&30&

*4

%

+>d:.

&

567=&79L9/7.1/26-

%&'=/2=&7/'Î 8>-,573&2
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