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传统的
"M\0

荧光检测法主要是借助与具有荧光光谱特征的牛血清蛋白反应而进行的间接荧光检

测"以六种被列入环境优先控制污染物的
"M\0

为例!对其苯环上
T

号位进行分子修饰!以期获得具有高荧

光光谱强度的
"M\0

衍生物!利于直接荧光检测!同时利用分子对接的方法模拟
"M\0

分子与牛血清蛋白的

结合!计算与牛血清蛋白结合后的
"M\0

分子荧光光谱强度!并将其与
"M\0

衍生物的荧光光谱强度进行比

较!筛选荧光光谱显著增强的
"M\0

衍生物!为
"M\0

衍生物的检测提供理论支持"研究结果显示&共设计

出
7%

种
"M\0

衍生物!其中
$U

种
"M\0

衍生物的荧光光谱强度增强显著'
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(!说明
"M\0

衍生

物直接荧光检测的强度相较于
"M\0

分子间接荧光检测的强度具有显著增强作用#

$U

种
"M\0

衍生物的功

能特性'以稳定性+绝缘性作为代表(受到的影响较小!且
"M\0

衍生物的环境持久性均有所降低!生物富集

性无明显变化!迁移性和毒性有不同程度的降低"此外!

"M\0

衍生物之间+与其他具有荧光特性的物质'多

环芳烃(之间不存在干扰'最小波数差大于荧光光谱检测分辨率
%j7%5&

(!占用轨道能量及最正密立根氢原

子电荷数是导致
"M\0

衍生物具有荧光光谱特性的主要控制因素"
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"M\0

(!是一种广

泛利用的增塑剂!应用于涂料+食品包装材料+润滑剂+化

肥+农药+医疗用具+儿童玩具等领域$
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"目前!

"M\0

在

水体+沉积物+空气中的污染存在已被国内外研究报道!且

"M\0

有雌激素效应!能够干扰内分泌!对人体造成神经毒

性+生殖毒性和多器官癌变等病变!严重威胁到人类及各种

生物体的健康与安全!已经引起国内外广泛关注$
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"因此!

生命体内或者环境中!

"M\0

的检测受到越来越多的重视"

美国环境保护局已经将
.

种
"M\0
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(!同 时 我 国 也 将
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确定为优先控制污染物$
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"M\0

的检测方法主要有色谱法和光谱法!但色谱检测

方法操作过程复杂!所用时间较长!不利于快速分析$
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!相

较于其他检测手段!荧光光谱法具有高灵敏度+方法简便+

强选择性等优势$
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"由于
"M\0

分子本身不能发出荧光!无

法直接利用荧光法进行检测"已有实验研究$

UOV

%通过间接荧

光法实现样品中
"M\0

的测定!但该方法定量能力差!仅适

用于
"M\0

总量的测定"应用较为广泛的传统荧光光谱法是

通过
"M\0

与蛋白质相互作用来研究蛋白质内源荧光光谱!

从而间接的实现
"M\0

的检测$
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"因此!建立一种环境友好

型的
"M\0

荧光光谱衍生分子修饰方法有重要的理论指导意

义"

分子对接方法已经被广泛地应用于小分子与蛋白质之间

相互作用的研究领域$
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!有助于在分子水平上认识两者的

作用机理和规律$
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!从而为分子修饰及衍生物开发提供指

导$
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%利用荧光光谱结合分子模拟技术分析了
T

种
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与人血清蛋白的相互作用"
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等$
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%从分子水平研究

了
"M\0

与人血红蛋白的相互作用"上述研究仅得到了两者



结合的位置信息及两者间相互作用的化学键等!但两者结合

对
"M\0

的影响并未提及!大多局限于
"M\0

与蛋白的相互

作用以及
"M\0

对蛋白的影响等"

利用荧光光谱衍生法建立一种
"M\0

分子的理论分析方

法!对
"M\0

分子进行修饰!并对其荧光光谱强度进行计算"

以六种列入优先控制污染物的
"M\0

分子为模板分子!设计

出
7%

种
"M\0

衍生物分子!通过分子对接的方法考察与牛

血清蛋白结合后
"M\0

分子的荧光光谱强度!筛选获得荧光

光谱强度显著增强的
"M\0

衍生物!并以稳定性+绝缘性作

为
"M\0

衍生物的功能特性!对其功能特性及持久性有机污

染物'
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(模型进行机理分析!旨在为今后
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光光谱研究+环境友好型
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分子设计提供重要的理论方

法"
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理论计算
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结构基础上!用
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方法计算
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衍生物分子的荧光
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对蛋白模型去除水分子!并进行加氢和加电荷处理"确定蛋

白的受体结合腔!并将配体分子融入所形成的蛋白结合腔与

蛋白进行半柔性对接"
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分子对接的评价标准

分子对接的结果以打分值'
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标准!打分值越大代表分子之间的相互作用越强!结合越稳
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衍生物的功能特性及
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特性评价方法

利用
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软件计算出
"M\0

衍生物的能量值+

正频值及能隙值!其数值分别代表稳定性及绝缘性!作为

"M\0

衍生物的功能特征"利用美国环境保护局开发的
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模型的
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衍生物荧光强度分析方法
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是将
"M\0

衍生物的量化参数作为自变量!

对荧光光谱强度值进行回归分析!建立荧光光谱强度与量化

参数相关性模型的一种方法$
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荧光光谱衍生分子修饰及其荧光光谱计算

荧光强度的大小是定量分析检测的重要依据"

"M\0

的

荧光光谱衍生分子修饰即通过衍生方法手段使本身不发荧光

的
"M\0

分子转变为能发荧光的
"M\0

衍生物!更有利于检

测"已有研究通过对
"M\0

分子结构的分析发现!保留苯环

和双酯基可使其结构完整!在苯环的
T

号位上引入取代基更

有利于合成
"M\0

衍生物$
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!通常情况下在苯环的位置上引

入给电子基团容易使得荧光强度增强"因此选取三种给电子

基团!分别为氨基'
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(这两种吸电子基团作为对比!六

种代表性
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分子共形成
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种
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衍生物!其中六种代

表性
"M\0

分子的结构见图
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分子的
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种
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衍生物的荧光光谱强度见表
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!从表
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看出!五种
!J"

衍生物中
TOF1O!J"

的荧光光谱强度最

大!

TO3F

*
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的荧光光谱强度最小#

TOF#1
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的荧光

光谱强度最大!

TO3F
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O!G"

的荧光光谱强度最小#在
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衍生物+

GG"

衍生物+

!\1"

衍生物中!*

F1

基团使得其

荧光光谱增强!

TOF1O!3F"

!

TOF1OGG"

+

TOF1O!\1"

的

荧光光谱强度最大!而吸电子基团*

3F

*

会减弱荧光#

*
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基团会使得
!\"

衍生物的荧光光谱强度增强"因此

可知!给电子基团会使得荧光光谱强度增强!吸电子基团会

使得荧光光谱强度降低!与文献结果一致$
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衍生物的荧光光谱增强效果分析
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软件利用分子对接的方法模

拟实验中
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与
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蛋白的结合!分子对接的打分值均较

高!表明
"M\0

与
G<M

蛋白能够稳定结合!对结合后的

"M\0

荧光光谱进行计算!比较
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种
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衍生物与结合后
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分子的荧光强度!荧光光谱强度的增强程度见表
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可知!相较于与
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结合后
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分子的荧
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$U-%)

和
TO31

*

O!\"

的荧光光谱强度增强了
$Z-%)

!

说明
"M\0

衍生物在满足传统荧光检测方法的同时!荧光光

谱强度增强效果显著"

!"#

#

PB2*

衍生物的功能特性及
PDP*

特性评价

*j7j$

#

"M\0

衍生物的功能特性评价

已有研究表明$

**

%

!能量值可以代表稳定性!因此对

"M\0

进行修饰后!用能量值来评价
"M\0

衍生物的稳定性!

最高占据轨道和最低占据轨道之间的能量差'能隙值&

\56?O

IWI

/

A

(可以代表绝缘性!且能隙值越大!其导电性越弱!计

算结果详见表
7

"

##

如表
7

所示!所设计的
$U

种
"M\0

衍生物中!能量值均

减小!说明
"M\0

衍生物相较于目标分子其稳定性有较大提

高#能隙值均减小!但是降低幅度较小!说明
"M\0

衍生物

稳定性升高的同时其绝缘性受到的影响较小$

*7

%

"此外还计

算了
"M\0

衍生物的正频值!表征其在环境中是否能稳定存

在!

$U

种
"M\0

衍生物正频值均大于零!说明其结构稳定!

可以在环境中稳定存在"

*j7j*

#

"M\0

衍生物的
"F"0

特性评价

利用
\":<4>D6

软件预测
$U

种
"M\0

衍生物的生物富集

性+毒性+迁移性+持久性"辛醇
k

水分配系数'

('

I

9

'c

(可以

反映
"M\0

衍生物在辛醇相和水相间的分配能力!是生物富

集性的参数$

*T

%

"半数致死浓度'

+#

-%

(是比较
"M\0

衍生物对

动物乃至人类的毒性大小的参数$

*-

%

"蒸汽压'

;

+

(是预测

"M\0

衍生物在大气中行为的重要物理化学参数!是远距离

迁移性的评价标准!

"M\0

衍生物的迁移性通常随蒸汽压的

增大而增强$

*.

%

"半衰期'

1/(CO(>C6

(代表持久性!是判断
"M\0

衍生物难易分解+在环境中滞留时间长短的重要评价指

标$

*Z

%

"

以
.

种代表性
"M\0

的
"F"0

特性参数值为基准!从表

7

分析
"M\0

衍生物的
"F"0

特性参数值可以看出!

7

种

!J"

衍生物中
TO31

*

O!J"

!

TOF1O!J"

的
;

+

值是降低

的!

('

I

9

'c

变化较小!

1/(CO(>C6

值降低了
ZVjTT)

#

V*jUV)

!

只有
TOF1O!J"

的
+#

-%

值是降低的!虽然
TOF#1

7

O!J"

的

+#

-%

值是升高的!但是升高幅度在
-)

以内#

!G"

衍生物中

只有
TOF1O!G"

的
;

+

值是降低的!

('

I

9

'c

值无明显变化!

1/(CO(>C6

值均是降低的!

TOF#1

7

O!G"

和
TOF1O!G"

的
+#

-%

值是降低的#

!3F"

衍生物中!只有
TOF1O!3F"

的
;

+

值

是降低的!

7

种
!3F"

衍生物的
('

I

9

'c

值变化不大!

1/(CO

(>C6

值+

+#

-%

值均是降低的#

TOF#1

7

OGG"

的
;

+

值和
1/(CO

(>C6

值均是降低的!

TOF#1

7

OGG"

和
TOF1OGG"

的
+#

-%

值是

下降的#

!\1"

衍生物的
;

+

值+

1/(CO(>C6

值和
+#

-%

值均是

ZUZ$
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降低的!只有
TO31

*

O!\1"

的
('

I

9

'c

值是降低的#

!\"

衍

生物中!

('

I

9

'c

值变化不大!

;

+

值+

1/(CO(>C6

值均降低!只

有
TOF1O!\"

的
+#

-%

值是降低的"

表
#

#

PB2*

衍生物的功能及
PDP*

参数值变化

+/;G%#

#

?,/(

F

%'/.%1&&@().01(/(4PDP*

8

/'/5%.%'*1&PB2*4%'03/.03%*

"M\0

K6?>a/D>a60

9'D/(

656?

IW

.

)

\56?

IW

I

/

A

.

)

8?6

b

465@

W

.

@&

k$

;

+

.

)

('

I

9

'c

.

)

1/(CO(>C6

.

)

+#

-%

.

)

TO31

*

O!J" kUj%- k$7j7- 7$jTU k-.jV7 k*UjZ- kV*jUV $$Zj*U

TOF#1

7

O!J" k$.j.- kUj-. 77j7$ -Zj.. UjZ- kZVjTT 7j-.

TOF1O!J" k$%jV7 kZj.. 77jZT kZ-jT7 $Tj7U kU%jTV k$7jZ$

TO31

*

O!G" k-jVV kVj%- Zj%- *$j*Z kVj$$ kT-jTV 7$jVV

TOF#1

7

O!G" k$*jT% k7j$Z $$jUV *TTjZU Tj** k$VjTV k%j.7

TOF1O!G" kUj$T k$jU% $$j-* k--j** .j** k*%jVT k$-jZ*

TO31

*

O!3F" kTjTZ k$$jTT .j-* *Zj%Z k%jVV k*ZjTT k-%j%%

TOF#1

7

O3F" kVj*- kUj$T Zj$$ *ZUjV- .jT* k$%jT% %

TOF1O!3F" k.j%Z kZj7- -j7% k.Vj7* Zj-7 k$%jT% k$*j-%

TO31

*

OGG" k-j7T k$%jUU Zj7* kV7j$V kUj.Z kT%jV- *%Uj$

TOF#1

7

OGG" k$$j%T kTjT7 Vj*. kUVjU. Tj*7 k$.jU$ kZjT%

TOF1OGG" kZj*- k7j** -j*V kVUjVU -jV* k$Uj$% k*-jUT

TO31

*

O!\1" kTjTZ k$7jZ$ ZjTZ k$%% k%jU$ kU%jT- k.Zj.-

TOF#1

7

O!\1" kVj*- kZj.U Vj.$ kVVjVV Zj*V kTUjU$ kTTj$*

TOF1O!\1" k.j%Z k.jZ. Zj%Z k$%% Uj-% k-Zj-T k-*jVT

TO31

*

O!\" kZj** k$TjVU *Zj*. kZVj.* k*%j%% k.Vj$% $**jT%

TOF#1

7

O!\" k$TjVT kUj7% *-jT- k7-j$% 7j%* k7VjT$ $jU$

TOF1O!\" kVjU$ kZjTT *.j7% kV%j7U .j%T kT$j7% k$Tj-T

!"J

#

PB2*

衍生物荧光光谱峰干扰分析

首先对
$U

种
"M\0

衍生物之间的荧光光谱峰之间进行

最小波数差的计算!排除内部干扰"由于多环芳烃'

A

'(

W

@

W

O

@(>@/?'&/D>@=

W

K?'@/?E'50

!

"M10

(有着较强的荧光活性!在

实际检测中会对
"M\0

衍生物产生干扰!因此在相同波长范

围内'

*T%

#

T*%5&

(选取
$.

种
"M10

分子进行外部干扰分

析"

$U

种
"M\0

衍生物和
$.

种
"M10

分子的荧光光谱峰的

分布特征结果如图
*

所示!

$U

种
"M\0

衍生物之间的最小波

数差为
%jT.5&

大于荧光光谱检测仪器的最小分辨率
%j7%

5&

$

*U

%

!加入
$.

种
"M10

分子后!

7T

种分子中的最小波数差

为
%jTT5&

也大于荧光光谱检测仪器的最小分辨率
%j7%

5&

"任意
"M\0

衍生物之间+与多环芳烃的荧光光谱峰之间

的波数差较大!在荧光光谱的可分辨范围内'

%j7%5&

(!可

以排除内部干扰及
"M10

等具有荧光特性污染物的外部干

扰"

图
!

#

PB2*

衍生物及多环芳烃荧光光谱峰的分布特征

<0

F

"!

#

=0*.'0;@.01(),/'/).%'0*.0)*1&&G@1'%*)%()%*

8

%).'/;%.6%%(PB2*4%'03/.03%*/(4PBX*

!"M

#

PB2*

衍生物荧光特征机理分析

首先利用皮尔森'

"6/?0'5

(相关性分析法对影响
"M\0

衍生物荧光光谱强度的
U

种量化参数进行了初步分析与筛

选!结果列于表
T

"
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表
J

#

荧光光谱强度及量化参数之间的
P%/'*1(

相关性分析#

#Z#Y

$

+/;G%J

#

P%/'*1()1''%G/.01(/(/G

A

*0*;%.6%%(&G@1'%*)%()%*

8

%).'/G

0(.%(*0.

A

/(4

N

@/(.0./.03%

8

/'/5%.%'*

'

#Z#Y

(

"/?/&6D6?0

&

9\ :

1FJF

:

+[JF %

:

b

1

l

b

k

b

l

"6/?0'5@'??6(/D>'5 k%j$*T %j**-

%jTU%

%%

%j-$-

%%

%j7%%

%jT%*

%

k%j7-. k%j*$-

" %j-$- %j*7$ %j%%Z %j%%T %j$%U %j%*U %j%-T %j*-T

#%

9=6@'6CC>@>65D0D/D>0D>@/((

W

0>

I

5>C>@/5Dc/0/D%j%$

"

0

"

%j%-

#

#%%

9=6@'6CC>@>65D0D/D>0D>@/((

W

0>

I

5>C>@/5Dc/0/D

A"

%j%$

##

从表
T

中可以看出!

"M\0

衍生物的最正密立根氢原子

电荷数'

b

1

l

(与其荧光光谱强度显著相关'

0

2%j%*U

"

%j%-

(!

"M\0

衍生物的最高占用轨道能量'

:

1FJF

(和最低占

用轨道能量'

:

+[JF

(与其荧光光谱强度也显著相关'

0

2

%j%%Z

"

%j%$

!

0

2%j%%T

"

%j%$

("因此!初步筛选最高占用

轨道能量+最低占用轨道能量+最正密立根氢原子电荷数这

7

种量化参数为影响
"M\0

衍生物荧光光谱强度的主要参

数"

以
7%

种
"M\0

衍生物的荧光光谱强度值为因变量!最

高占用轨道能量+最低占用轨道能量+最正密立根氢原子电

荷数这三种量化参数为自变量!利用进入回归的方法建立

"M\0

衍生物荧光光谱强度的
h<M;

模型!推导出
"M\0

衍

生物量子化学参数与其荧光光谱强度值之间的方程如式'

$

(

8(4'?60@65@6>5D650>D

W(+

.TjVZ*

-

Z*j*7Z:

+[JF

+

$7j*77:

1FJF

-

7$Uj*TZ

b

1

l

'

$

(

式'

$

(中
&2%j-Z7

'

527%

!

0

2%j%$

!

&

&>5

2%j-Z7

$

&

&

%jTTUZ

(!

<>

I

2%j%$T

'

"

%j%-

(!符合统计学要求"从式'

$

(

中可以看出!

"M\0

衍生物的最低占用轨道能量和最正密立

根氢原子电荷数的参数项系数均为正值!说明两者对
"M\0

衍生物的荧光光谱强度有正效应作用!而最高占用轨道能量

对
"M\0

衍生物的荧光光谱强度有负效应作用"通过建立荧

光光谱强度与量化参数的定量关系!可以为该类有机物的荧

光光谱强度预测+机理分析提供理论依据"

##

"M\0

衍生物荧光光谱强度值与其量子化学参数之间的

正负效应关系如图
7

所示"从图
7

可以直观的看出!最低占

用轨道能量和最正密立根氢原子电荷数对
"M\0

衍生物荧光

光谱强度的正效应作用与最高占用轨道能量对
"M\0

衍生物

荧光光谱强度的负效应作用相对比例是
7%q$

"通过比较可

知!

"M\0

的荧光衍生化的原因是最高占用轨道能量+最低

占用轨道能量及最正密立根氢原子电荷数发生改变"已有研

究表明!荧光光谱强度与占用轨道能量和电荷分布相关$

*V

%

!

该研究结果与已有研究结果一致"

图
#

#

PB2*

衍生物的荧光光谱强度与量化参数关系图

<0

F

"#

#

$%G/.01(*,0

8

;%.6%%(&G@1'%*)%()%0(.%(*0.0%*/(4

N

@/(H

.0./.03%

8

/'/5%.%'*1&PB2*4%'03/.03%*

7

#

结
#

论

##

构建了一种环境友好型高荧光光谱强度的
"M\0

衍生物

分子设计方法!主要研究结论如下&

'

$

(在列入环境优先控制的六种
"M\0

分子苯环
T

号位

引入五种取代基团进行分子修饰后!得到
7%

种具有荧光光

谱特性的
"M\0

衍生物!比较
"M\0

衍生物及与
G<M

蛋白对

接后的
"M\0

荧光光谱强度发现!

"M\0

衍生物荧光光谱强

度显著提高
$%%)

#

$U-%)

"

'

*

(具有荧光光谱特性的
"M\0

衍生物!其功能性'稳定

性+绝缘性(未受到影响!其持久性+迁移性和毒性均有不同

程度的降低!生物富集性无明显变化"

'

7

(在相同荧光光谱波长范围内'

*T%

#

T*%5&

(!具有荧

光光谱特征的
"M\0

衍生物与
"M10

'多环芳烃(之间不存在

干扰!基于
*!h<M;

的荧光特征机理分析发现!最高占用

轨道能量+最低占用轨道能量及最正密立根氢原子电荷数是

"M\0

衍生物是否具备荧光光谱特性的主要因素"
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