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摘 要
:
腐殖物质对污 染物如有毒金属元素 ( 如汞

,

铜 和铅 等 ) 及有机 污 分子荧光染物 ( 如多环 芳烃
,

有机农 药

等 )具 有络合或 吸 附作用
,

从 而 改变污 染物的存在形 式及 其 迁 移途径
,

所 以 能有效地 降低污 染物的毒性
。

近 年

来
,

用 分 子荧光 学研 究两 者 间的这种作用过程逐渐得到人 们的关注
。

本文综述 了运 用荧 光偏振技术在 腐殖物

质与污染物的相互作用领域 的研 究现状
。

荧光偏振 的研 究成果可 加深对腐殖物质与污染机理 的认识
,

能较 精

确地 定量评估 它们 之 间的作用 强度
,

了解它们 结合后 的分子构型 变化
,

有助于 了解污 染物在环境 中的生物地

球化学循环
。
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环境中的腐殖物质和溶解有机物 (I ) O M ) 能与 有机大分子的构形变化 l[,
污〕 。

s e n
es 产

〕指出
,

由溶液

污染物
,

如重 金属与有 机污染 物 ( D D T
、

多环芳烃 中分子的旋转产生的去偏振作用除受分子尺寸和形

等 )发生作用
,

从而改变 了污染物的存在形式和迁移 状控制外
,

还受一系列的分子 与环境参数
,

如本征偏

途径
,

有效降低了毒性
「

’
、

2弓。

腐殖物质或 D O M 中有 振值 尸
)

( in tr in is C p ol ar i az t io n ,

与有机物分 子结构

一些含有聚合芳香链及不饱和脂链的有机物质
,

在 有关 )
、

分子体积 V
、

荧光寿命
:

、

温度 T 和溶液粘度

一定的条件下能够发射荧光 ( 即天然荧光生色团 )
。

, 的影响
。

因此
,

应用分子荧光光谱学方 法研究天然有机物与 作为一种灵敏的
、

很有发展前景的分析技术
,

分

环境中污染物的相互作 用过程受到重视
:

上世纪七 子荧光偏振技术已被广泛用于 医学及分子生物学研

八十年代出现
,

稍后开始应用荧光偏振技术
。

分子 究
,

近年来又用于研究环境 中溶解有机质或腐殖物

荧光的偏振现象最初 由 P e
rr in[ 习 发现于 1 9 2 6 年

。

质与污染物的作用过程
。

这一技术的最大特点是无

后来他用此方法研究溶液中分子的运动及其构型变 需对样品进行物理分离
,

不破坏其分子结构
。

因此
,

化
。

荧光偏振 ( F P ) 是用平面偏振光去探 测溶液中 最适用于研究结构和 化学组 成复杂的有机质与金

分子旋转的速率变化
。

当电子力矩平行于人射偏振 属
、

有机污染物的相互作用
,

可以避免分离过程中造

光的平面时才能被分子所吸收
。

吸收了偏振光的分 成 的对分析结果 的影响
。

而且
,

由于它不受光源强

子在返 回基态时发射出与电子的迁移力矩相平行的 度波动的影响
,

因而精度非常高
。

偏振光
。

如果分子在溶液中旋转
,

那么偏振光将会 天然有机物 (其主要由腐殖酸和富里酸组成 )与

由于电子迁移力矩方位 的变化而发 生去偏振现象 环境中的污染物
,

如金属离子和有机污染物 (如多环

( d即 ol ar iz a it on )
。

因此
,

分子发射 的偏振光可与溶 芳烃
、

有机农药
、

杀虫剂等 )通过络合或疏水吸附等

液中分子旋转的速率相对应
。

而溶液中分子旋转的 方式相互作用时会使腐殖酸 ( H A )或富里酸 ( F A )的

速率又与分子的几何结构有关
,

因 为分子 的形状决 分子结构与体积发生变化
,

其荧光偏振值也随之改

定了分子旋转时的摩擦力 的大小
。

所以
,

使用荧光 变
。

通过用荧光偏振值对腐殖 酸或富里酸浓度作

偏振就可观察到与有机大分子结合的配位体浓度改 图
,

由非线性 回归可求 出腐殖物与污染物的吸附系

变时有机大分子发射 的偏振光的不 同
,

从而推断出 数 K
。

川
。
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目前荧光偏振技术在研究腐殖物质与污染物相

互作用时的应用主要集中在以下三个方面
。

(l) FA 及溶解有机物 与金属离子的络合研究
:

富里酸或溶解有机物与金属离子络合后构型发生明

显的变化
,

由于分子体积增大
,

它在溶液 中旋转速率

就会下降
,

荧光偏振值就升高
。

通过简单的数学推

导即可获得条件稳定常数 K 与荧光偏振值 尸 间的

定量关系
。

因此
,

运用荧光偏振技术研究溶解有机

物与污染物的络合或吸附作用不仅能知道它们之间

的作用大小 (条件稳定常数或吸附系数 )
,

而且可 以

了解溶解有机物的分子构型的变化
。

I a k s h m a n m sl[ 等用荧光偏振方法研究 用超滤

分离的土壤富里酸三类不同分子量的配位体与铝的

络合反应
。

这三类配位体的分子量分别为
: A 类小

于 5 0 0 道尔顿
,

B 类 5 0 0一 10 0 0 道尔顿
,

C 类 10 0 0一

1 0 0 0 。 道尔顿
。

在低浓度及低 p H 值 (3 一 5 ) 的条件

下
,

富里酸在溶液 中以平面扩展 的构型存在困
。

因

此富里酸分子的旋转速率很慢
,

而荧光偏振值较大
。

随着铝离子的加人
,

未经超滤分离的富里酸的荧光

偏振值随即下降
,

显示富里酸的构型发生改变
,

很可

能富里酸环绕在铝离子周围
,

这样其旋转时的阻力

减小
,

旋转速率增加
,

使得偏振值降低
。

同样的结果

出现在 B 类和 C 类配位体
,

它们的荧光偏振值也下

降了
,

但分子量较小的 A 类配位体在与铝结合后偏

振值反而上升
,

表 明其分子构型没有变化
。

计算的

条件稳定常数 lo g K 一 4
.

2 一 5
.

1
,

这与 lE k in
S

等 〔’ 。口

用 R ya n 和 W e b er 的荧光淬火滴定得出的 lo g K 值

基本一致
,

表明用荧光偏振研究溶解有机物与金属

离子间的相互作用能够获得可靠的结果
。

多种分 离方法 如体积 排 阻色谱 l[ `
,

`约 、

反渗透

( W o n g 等仁’ 3习)
、

X A D 树脂巨’ 4 〕并结合
’ 3
C 核磁共振及

红外光谱研究表明
,

富里酸 中不同分子量分布的配

位体所含功能团的类型及数量有差异
,

大分子量的

配位体含有较多的芳香基
、

梭基 等功能团及碳水化

合物
,

疏水较强 ; 而小分子量的配位体则具有较多的

酚基官能团和烷烃等
,

因而更具亲水性
。

本实验中
,

小分子量配位体与大分子量配位的荧光偏振值变化

完全不同
,

进一步说明它们在结构和组成上的巨大

差异
。

( 2) 富里酸或溶解有机物 ( D O M ) 与有机污染物

的吸附研究
:

如果 F A 或 D O M 吸附了有机污染物
,

其尺寸就会变大
,

使荧光团的旋转速率降低
,

导致荧

光偏振值升高
。

只要测出未被吸附有机污染物的偏

振值 ( fP ) 及被吸附有机污染物的荧光团的偏振值

(尸
b
)

,

根据公式即可求出吸附系数 K
。

荧光偏振已

被广泛用于研究腐殖物质对多环芳烃 ( P A H S )的吸

附作用「13

一
」。

R oe m
c
h 等 [ ’ 5习用荧光偏振研究代表性 的有机

污染物二蔡嵌 苯 ( cP yr l e n e ) 与富里酸 的反应过程
。

二蔡嵌苯在 7 5% 的甘油溶液 ( p H 值为 7) 中荧光偏

振值以加入的 F A 的浓度为函数作图
,

得出典型 曲

线 (在较低的富里酸浓度范围内
,

荧光偏振值随富里

酸浓度的加人而线性地增加 )
。

加人 75 % 的甘油是

为了增加二蔡嵌苯的溶解能力和降低它在溶液中的

旋转速率
,

增大偏振值 以减小实验误差
。

在相同的

实验条件下
,

在 p H 值为 2 和 1 1 时也得到同样趋势

的曲线
,

但二茶嵌苯的偏振值变化在 p H 值为 2 时

最大
,

H 时最小
,

这与溶液中 F A 在三个 p H 点
_

L不

同的构型相吻合比 , 。

在上述情况下
,

随 F A 的浓度增大
,

二蔡嵌苯的

荧光偏振值也增大
,

表明它与 F A 结合形成 了 比其

自身更大的构型
,

使之在溶液中旋转得较慢
。

假定

p er y拢 n e 一 F A 以 1 , 1 的化学计量反应
,

从公式可计

算出 p er y le en
一

F A 的吸附系数 K
。

三个 p H 值点上

计算的 K 值几乎相同
,

表明梭基和苯酚轻基的电离

并没有影响 F A 中憎水区与二蔡嵌苯的结合能力
。

这一发现进一步证实了腐殖物对有机污染物的吸附

机理是典型 的憎水吸附
。

计算 出的吸附系数 K 很

大
,

由相似性原则推测 F A 分子应有较大的憎水区
,

表明腐殖物质对有机污染物的吸附能力很大
钉̀ 5又 。

L oc h m ul l e : 等
乞’ 6〕将 已广泛用于生物大分子构

型研究的时间相关荧光 去偏振光 谱技术 (t im
e 一

d e -

p e n d
e n t f l u o r e s e e n e e d e p o l a

r iz a t i o n s p e e t r o s e o p y )

用于研究 E A 的构型变化 与溶液 p H
、

离子强度和样

品浓度的关系
。

实验结果显示
,

在低浓度和高离子

强度时
,

土壤来源的 F A 具有相同的构型
。

反之
.

在

低 p H 值 (2
.

0 和 4
.

0) 和高离子强度条件下得出的

旋转松弛时间 ( R R T )表 明
,

F A
、

以两个 明显不同的

旋转轴 ( 长轴与短轴 )的伸展构型存在
,

或者以两种

不同尺寸的组成 (一大一小 )存在
。

而在较高的 F A

浓度和高离子强度时得出的 R R T 数据表明
,

F A 具

与上述相同的构型
。

这表明在高离子强度 的溶液

中
,

提高 F A 浓度或降低溶液 p H 值都 明显有利于

F A 荧光团的聚集 ” 6〕 。

由这项实验得出关于 F A 化

学性的质的研究结果非常重要
,

因为 F A 的结构及

其与金属离子
、

疏水有机质的反应能力都强烈地受
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构型 (即分子大小和形状 )的影响
。

(3 )荧光偏振新技术在环境研究中的一些应用
:

由于天然的荧光腐殖物种类很有限
,

而且荧光强度

较弱
,

为了研究多数不发光的腐殖物与环境 中污染

物的相互作用
,

广泛利用一类能产生稳定荧光的分

子
,

把这些小分子和大分子结合起来
,

或者插人大分

子中
,

根据较小的荧光分子性质的改变
,

分析大分子

的结构
,

这类小分子称为荧光探针
。

利用腐殖物质

的荧光标记方法
,

可 以研究荧 光探针标记部位微环

境的极性
、

结构
、

分子运动
、

结合紧密程度等 ; 也可 以

利用共振能量转移原理测定基团之间的距离
。

这项

技术已广泛应用于生物学研究
,

近年来一些研究者

如 A m os it 等已把它用于环境科学研究
。

自然环境 中的大分子生物聚合物
,

如蛋白质
、

脂

类
、

聚糖等对环境有一定的污染作用
,

但生物酶的存

在能促成其降解
。

A m os it 等 二̀ 7口应用荧光偏振技术

研究 自然环境中生物聚合物在酶的作用下的水解过

程
。

这就是 荧光探针技术
。

这 个方法的基本原理

是
:

分子在溶液中是不断旋转的
,

小分子旋转得较快

而分子量大的分子旋转得较慢
。

当溶液中荧光示踪

的小分子被平面偏振光激发时
,

由于分子的快速运

动而使发射光去偏振 (荧光偏振值降低 )
。

但当这种

高速旋转的小荧光示踪分子 与一 大分 子量的受体

(如蛋白质 )结合时
,

络合物的运动就会到限制并会

变慢
,

并导致荧光偏振值增大
。

通过把有机大分子

滴人有固定浓度的小荧光示踪分子的溶 液
,

由吸附

等温线通过非线性 回归分析就可以得到络合常数 K

值
。

此外
,

与上述荧光分析技术相似 的荧光偏振技

术是竞争络合分析原理
,

即两种不同的试样 (示踪剂

和待分析的试样 )相互竟争以 争夺与一特定物质的

络合位置「’ 8飞 ,

通过荧光偏振值的变化研究样品与其

它物质的结合情况
。

A m os it 等仁’ 7〕的研究中
,

聚糖被荧光示踪
,

荧光

偏振直接用于控制水解过程中聚糖尺寸的减小
。

在

酶的作用下
,

当荧光示踪 的聚糖不断水解时荧光偏

振值连续下降
。

这种方式能完整展现生物聚合物的

水解过程
。

在进行此类研究时
,

首先应选择一个合适的荧

光示踪配位体以期 得到足够的灵敏度
,

选择原则就

是要尽量选择分子量较小 (一般小于 l 0 0 0 D a ) 的荧

光示踪剂 (这样可得到较大的偏振值 )
。

实验过程中

保持荧光示踪剂浓度不变
,

通 过改 变受体 ( 如蛋 白

质 ) 的浓度来测定偏振值
,

利用吸附等温线可求出吸

附系数 K [ ’ 8 〕
。

荧光偏振技术的局限性
:

( 1) 含聚合芳香链或不

饱和脂链的天然生色团只是腐殖物质或天然溶解物

( D O M )的一个组成部分
,

其它 的一些组分 (如一些

中性及亲水基团 )并不发荧光
。

因此
,

用荧光偏振法

尚有一定困难 ; ( 2 )对 于能强烈碎灭腐殖物或 D O M

荧光的污染物
,

如顺磁性金属离子及某些有机污染

物
,

由于 测 出 的荧 光 偏 振 值较 小 而 降 低 了 分 析

精度
。

荧光标记示踪技术和竞争络合分析原理可 克服

上述缺点
,

且能将荧光偏振方法扩展 到不发荧光的

化合物
,

如已用于研究与小分子络合 的蛋 白质的极

性及蛋白质的结构变化等仁1 8卫 ,

只要荧光示踪剂和待

测样 (不发荧光物质 ) 竞争相 同的络合位置
,

且已知

荧光示踪剂与有机大分子的络合稳定常数
,

就能计

算出待测样的条件稳定常数 K
。

荧光偏振技术在研究腐殖物质与环境中污染物

相互作用的研究尚处于起步阶段
,

应用还相对有限
,

但由于它有许多优势
,

以及荧光光谱学新技术的不

断涌现
,

这项新技术一定会取得更多成果
。

从荧光

偏振的原理看
,

这项技术在研究腐殖酸
、

富里酸的分

子构型变化方面具有任何别 的方法所没有的优势
,

而这些构型变化不管是由于它们与污染物相互作用

或是因为各种降解作用及酸性功能 团的分解引起

的
,

都能用荧光偏振方法进行研究
。

同时
,

通过荧光

偏振取得 的研究成果使我们加深了对腐殖物质与污

染物的作用机理的认识
,

能较精确地定量评估它们

之间的作用强度
,

了解它们结合后的分子构型变化
,

帮助了解 污染物在环境 中的生物地球化学循环过

程
。
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