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摘要 :随着荧光光谱技术的进展 ,三维荧光光谱被广泛应用于研究各种天然水体中溶解有机质 (包括腐殖质)的各种环境行

为.本文利用三维荧光光谱和荧光猝灭滴定技术研究河流溶解有机质与 Hg ( Ⅱ)的相互作用.结果表明 ,溶解有机质中含有的

3种类型荧光基团都能够不同程度地被 Hg(Ⅱ)猝灭 ,并采用非线性回归分析拟合出 Hg(Ⅱ)与 3种荧光基团之间的条件稳定

常数. p H值对 Hg(Ⅱ)2DOM体系具有显著影响. Cl - 对 Hg(Ⅱ)2DOM体系具有强烈的竞争作用. Ca ( Ⅱ)能够使 Hg(Ⅱ)2DOM

体系荧光增强 ,而 Mg(Ⅱ)对之影响很小.此外 ,Cu(Ⅱ)与Hg(Ⅱ)都是 DOM的荧光猝灭剂 ,但是其猝灭机理存在差异.
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Abstract :With the development of fluorescence technique , three2dimensional excitation emission matrix fluorescence spectroscopy
(3DEEM) was widely applied to characterize the nature of dissolved organic matter (DOM) in natural waters since the last decade.
3DEEM and fluorescence quenching titration were used to study the interaction between Hg(Ⅱ) and DOM. The results show that a
general decrease in intensity for individual peak A , B and C was found as concentrations of Hg(Ⅱ) increased. p H is the main parame2
ter that strongly influences the Hg(Ⅱ)2DOM complexation. The addition of Cl - ion to the Hg(Ⅱ)2DOM system caused an increase
in fluorescence intensity. The results also show that the addition of Ca( Ⅱ) solution strongly enhanced the fluorescence intensity for
humic2like fluorescence , while the protein2like fluorescence only slightly enhanced. On the contrary , no fluorescence enhancement
was found in the Hg(Ⅱ)2DOM system after the addition of Mg(Ⅱ) ion. A decrease in fluorescence emission intensity was found af2
ter the addition of Cu(Ⅱ) ion to the Hg(Ⅱ)2DOM solution.
Key words :dissolved organic matter ; three2dimensional excitation emission matrix fluorescence spectroscopy ; fluorescence quenching
titration ; complexation

　　溶解有机质 (dissolved organic matter , DOM)能

够影响水环境中痕量金属离子的物理迁移、化学转

化以及生物可利用性[1～12 ] .为了预测金属离子在水

体中的环境地球化学行为 ,研究 DOM 与金属离子

之间的相互作用就显得非常重要.荧光光谱[3 ,5 ]是

研究它们之间相互作用的比较灵敏而有效的方法之

一.而水体汞污染是一个有关生态和人类健康的全

球性问题.过去几十年中 ,人们对汞的生物地球化学

循环进行了卓有成效的工作 ,但欲彻底理解其在水

生生态系统和陆地生态系统中的迁移转化过程尚存

困难.目前 ,有机结合态汞和甲基汞的研究已成为环

境和 地 球 科 学 领 域 的 研 究 热 点 和 难 点 之

一[5 ,9 ,11 ,12 ] .近些年来 ,三维荧光光谱 ( three2dimen2
sional excitation emission matrix fluorescence spec2
t roscopy , 3DEEM)被成功应用于研究 DOM与重金

属离子的相互作用[3 ,13 ] .相对于传统的荧光光谱 ,

3DEEM的优点在于对多组分复杂体系 (如腐殖质)

中荧光光谱 (激发/发射 , Ex/ Em)重叠的对象进行

光谱识别和表征[6 ,7 ,14 ,15 ] .基于顺磁性金属离子 (如

Cu2 + ,Hg2 + ,Zn2 +等)能够使 DOM产生荧光猝灭的

原理 ,本文利用 3DEEM 和荧光猝灭滴定方法研究

了 DOM中不同荧光基团与 Hg ( Ⅱ)的配位作用.同

时 ,还研究了 p H、Cl - 、Cu ( Ⅱ) 、Ca ( Ⅱ)和 Mg ( Ⅱ)对

Hg ( Ⅱ)2DOM体系配位作用的影响.
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1　样品与方法

111　样品采集与处理

溶解有机质样品于 2003年 1 月采自贵阳市南

明河下游乌当桥.南明河是贵阳市的主要排污河流 ,

其水质受上游农田排灌以及流经贵阳市区时的城市

生活污水、工业废水等污染. DOM 样品在采集后立

即运回实验室 ,并用预先灼烧 (450℃灼烧 5h)过的

GF/ F玻璃纤维滤膜 ( Whatman , U K)过滤 ,然后保

存在 4℃冰箱里.

112　化学分析及实验

所有实验用水均为 Milli2Q 超纯水 ( Millipore ,

1812 MΩ·cm) .使用奥立龙 818型 p H计进行 p H值

测定 ;碘量法测定溶解氧 (DO) ;硅钼黄光度法测定

溶解态硅 (以 SiO2表示) ;原子吸收光谱法 (AAS)测

定 K、Na、Ca 和 Mg ;冷原子荧光法 ( CVAFS)测定

Hg( Ⅱ) ;高温催化氧化法测定溶解有机碳 (DOC)含

量 ,仪器为 High TOC Ⅱ( Elementar , Germany) .利

用高效体积排阻色谱法 ( HPSEC)测定 DOM样品的

重均分子量 M w ,色谱系统为 HP1100.

使用带有 1cm 石英荧光样品池的高灵敏度荧

光光谱分析仪 ( Hitachi F24500 , Japan)进行 3DEEM

测定.激发光源为 150W 氙弧灯 ;带通 ( bandpass) :

Ex = 5nm , Em = 10nm ;响应时间 :自动 ;扫描速度 :

1 200nm/ min ;扫描光谱进行仪器自动校正.激发波

长范围为 Ex = 250～400nm (间隔 5nm) ,发射波长

范围为 Em = 300～550nm (间隔 2nm) .样品测定前

保持温度恒定 (恒温水浴 20℃±1℃) .所测结果均

扣除实验空白 (相同条件下 Milli2Q 超纯水的

3DEEM) .应用 SigmaPlot 软件进行 3DEEM处理.

荧光猝灭滴定实验 :取 18 个 30mL 聚丙烯瓶

(Nalgene ,USA) ,后各移取 20mL 溶解有机质样品 ,

再往每个瓶中滴加浓度为 0101mol/ L 或 0105mol/ L

的 Hg (NO3) 2溶液 ,使 [ Hg2 + ]依次分布在 0μmol/ L

～ 32μmol/ L 之间. 使用 2 种浓度 ( 011mol/ L 和

1mol/ L)的 HClO4和 NaOH溶液调节样品 p H = 810

±0105 ,加入的酸碱试剂总量不超过 100μL ,忽略浓

度稀释效应.另外 ,为了检验Cu ( Ⅱ) ,Ca ( Ⅱ)和 Mg

( Ⅱ)对 Hg ( Ⅱ)2DOM的竞争作用 ,首先使 DOM样

品通过 H +型阳离子交换柱 (Dowex 50W2X8 ,Bio2
Rad A G)以去除原始水样中的主要金属离子.使用

荧光发射光谱测定竞争作用系列实验 ,激发波长 Ex

= 335nm.以上样品均置于黑暗处振荡平衡 24h 后

测定其 3DEEM及荧光发射光谱.

2　实验结果与讨论

211　溶解有机质的基本参数

样品的基本理化参数见表 1. DOC 含量为

3112mg/ L ,属于典型的河流 DOC含量范围.相对分

子量 M w为 2297.

212　溶解有机质的荧光特性

荧光特性是描述水环境中溶解有机质的来源和

组成的重要参数[6 ,7 ,14 ,15 ] .利用荧光发射光谱研究

不同来源的溶解有机质时 ,通常可得到宽而无特征

的荧光峰.而利用三维荧光光谱 (2 种表示方式 :三

维投影图 :3D plot ;等高线图 : Contour plot ,见图 1)

则可以发现 ,DOM 样品具有 3 个明显的荧光峰 :

peak A的激发波长在 310～320 nm ,发射波长在可

见光区 ;peak B 的激发波长在紫外光区 (230～250

nm) ,发射波长在可见光区 ;peak C的激发波长和发

射波长均在紫外光区.前人对 DOM 的 3DEEM 研

究表明[6 ,7 ,14 ,15 ] ,peak A ( Ex/ Em = 330/ 426 nm)属

于可见区类富里酸荧光 (visible fulvic2like) ,peak B

( Ex/ Em = 245/ 436 nm)属于紫外区类富里酸荧光

(UV fulvic2like) ,而 peak C ( Ex/ Em = 275/ 346 nm)

属于类蛋白荧光 (protein2like) .
表 1　溶解有机质样品的基本理化参数/ mg·L - 1

Table 1　Some basic characteristics of the DOM sample/ mg·L - 1

p H DO DOC K+ Na + Ca2 + Mg2 + Hg2 + /μg·L - 1 SiO2 Chla E3/ E4 M w/ Da

7190 1136 3112 6170 10146 7311 1612 01122 6127 1136 11198 2297

213　Hg ( Ⅱ)2DOM的配位作用

Yin等[2 ]的研究表明 ,在较高 p H 条件下 , Hg

(Ⅱ)以 [ Hg (OH) 2 ]0 形态存在于水溶液中 ,而且由

于 DOM 样品 Ca2 +离子浓度也很高 (见表 1) ,而

Ca2 +离子与腐殖酸的亲合力很强[16 ] ,所以 Hg ( Ⅱ)

对DOM的荧光猝灭反应比较慢.在避光条件下振

荡反应 24h后 ,随着 Hg ( Ⅱ)浓度的增加 ,DOM的 3

种荧光峰 A、B、C的荧光强度都随着 Hg ( Ⅱ)浓度的

增加而下降 (见图 1 和图 2) ,表明 Hg ( Ⅱ)与 DOM

之间发生了配位作用.

为了定量描述 Hg ( Ⅱ)2DOM配位作用 , Esteves

da Silva 以及其它学者[4 ,5 ,17 ]都假设 Hg ( Ⅱ) 与

DOM形成 1∶1配合物 ,并利用修正型 Stern2Volmer

方程[4 ]来计算配位稳定常数.公式如下 :
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图 1　乌当桥 DOM样品的三维荧光光谱图{其中 a , c为三维投影图;b, d为等高线图(a , b为原始DOM样品;c , d为加入 30μmol·L - 1[ Hg2 + ] ) }

Fig. 1　3D(top) and contour (bottom) plots of Wudangqiao DOM sample without (left) and with (right) 30μmol·L - 1[ Hg2 + ]

F0/δF = 1/ ( f K[ Hg ]) + 1/ f (1)

这里 F0和 F是 DOM样品在没有滴加 Hg(Ⅱ)以及滴

加 Hg(Ⅱ)后的荧光强度.δF = F0 - F ,而 f 是被金属

离子配位的荧光基团的比例 , K是条件稳定常数.对

于乌当桥DOM样品的 3个荧光峰 , F0/δF与 1/ Hg2 +

之间都显示出很强的线形关系 (图 3) ,结果见表 2.

图 2　Hg( Ⅱ)对 DOM中不同荧光基团的荧光猝灭作用

Fig. 2　Hg(Ⅱ) quenching titration with different fluorescent peaks

该实验表明 ,在天然水环境中 ,溶解有机质 (包

括腐殖质)的确是 Hg ( Ⅱ)的强有机配位体 ,条件稳

　　　　　　　　

图 3　DOM样品的修正型 Stern2Volmer曲线

Fig. 3　Typical modified Stern2Volmer plots for the DOM sample

定常数与其他文献报道基本一致[2 ,5 ,17 ] .更重要的是 ,

本实验结果还显示 ,农田污水和城市生活污水来源的

蛋白类物质[13 ] ,即 3DEEM中的类蛋白荧光物质 ,也

是 Hg(Ⅱ)的强配位体之一.之前 Hsu和 Sedlak[11 ]研究

指出 ,城市污水经处理后的排出液中含有强的 Hg(Ⅱ)

配位体 ,但是并未说明是类蛋白物质.

214　p H对 Hg ( Ⅱ)2DOM配位作用的影响
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表 2　三维荧光光谱中不同荧光峰的配位作用参数

Table 2　Complexation parameters of the peaks of 3DEEM spectra

peaks Ex/ Em/ nm log K f / % R 2

A 330/ 426 5101 2812 019898
B 245/ 436 5162 4412 019851
C 275/ 346 5133 3916 019911

　　在水环境中 ,p H是影响 Hg ( Ⅱ)形态主要参数

之一[12 ] .一般而言 ,在酸性 p H条件下 , Hg 以自由

态 Hg ( Ⅱ)离子存在 ;在更高 p H时 , Hg ( Ⅱ)可以水

解形成 [ Hg (OH) ] +和 [ Hg (OH) 2 ]0 .图 4 显示 ,p H

对于荧光峰 A、B和 C的影响趋势基本一致.当 p H

在 815～915 时 ,3 种荧光峰的荧光强度随 p H增大

而增大 ,之后由于 Hg ( Ⅱ)水解作用 ,荧光强度逐渐

呈下降趋势.这一现象与前人研究不同来源的 DOM

结论相符[5 ] . p H = 810 左右时 ,类腐殖酸荧光和类

蛋白荧光都被猝灭 ,说明 Hg ( Ⅱ)2DOM之间发生强

配位作用.当 p H从 715降到 410左右时 ,类蛋白荧

光 (peak C)强度比较平稳 ,与 p H关系不大 ,这与溶

解态腐殖酸键合甲基汞的行为一致[9 ] ;而 peak A和

peak B荧光强度在 p H从 715到 410过程中呈明显

上升趋势 ,说明随着溶液酸性增强 ,[ H + ]把 Hg ( Ⅱ)

从 Hg ( Ⅱ)2DOM 体系置换出来 ,导致荧光强度增

强.随着 p H从 310 降到 210 ,由于 DOM 所含酸性

基团的质子化作用 ,peak A和 peak B的荧光猝灭作

用增强.有趣的是 ,peak C显示出相反的趋势 ,说明

在 p H小于 3时 ,Hg ( Ⅱ)与类蛋白配位体之间的配

位作用几乎没有发生.

图 4　pH对 Hg( Ⅱ)2DOM配位作用体系

荧光强度的影响( [ Hg2 + ] = 15μmol·L - 1)

Fig. 4　Influence of p H on the fluorescence

of Hg(Ⅱ)2DOM complexation ( [ Hg2 + ] = 15μmol·L - 1)

215　Cl - 、Ca ( Ⅱ) 、Mg ( Ⅱ)和 Cu ( Ⅱ)对 Hg ( Ⅱ)2
DOM配位作用的影响

在天然水体中 ,同时存在着 DOM、Cl - 和 OH -

等金属离子配位体. Cl - 离子可以与 Hg ( Ⅱ)之间配

位形成 HgCl n ,其中 n值随着 Cl - 浓度变化而不同.

DOM的荧光发射光谱 ( Ex = 335nm)强度最大值约

在 Em = 430nm处.利用 Ex/ Em = 335/ 430nm处的

荧光猝灭实验结果 (见图 5)显示 ,p H = 7150或 9150

时 ,往 Hg ( Ⅱ)2DOM 体系中加入 Cl - ,都使体系荧

光强度增强 ,说明 DOM与 Cl - 之间对 Hg ( Ⅱ)存在

竞争作用 ,Cl - 的加入使 Hg ( Ⅱ)从 Hg ( Ⅱ)2DOM体

系中释放出来 ,这与 Lu和 Jaffe[5 ]的研究结果相一

致.从图 5 还可看出 ,当 p H = 7150 时 , Cl - 对 Hg

( Ⅱ)2DOM体系的竞争作用比 p H = 9150时更强.

图 5　Cl -对 Hg( Ⅱ)2DOM配位作用的影响( [ Hg2 + ] = 15μmol·L - 1)

Fig. 5　Influence of Cl - on the Hg(Ⅱ)2DOM

complexation ( [ Hg2 + ] = 15μmol·L - 1)

使用 Dowex 50W2X8 型阳离子交换树脂[5 ]去

除DOM样品中的二价和三价阳离子后发现 ,原始

DOM样品的荧光强度降低了 30 % ,说明天然水体

中存在的主要金属离子能够起到荧光增强作用.虽

然 Ca ( Ⅱ) 、Mg ( Ⅱ)等离子与 DOM的键合作用没有

Hg( Ⅱ)那么强 ,但是水体中这些主要离子含量很

高 ,对 Hg ( Ⅱ)2DOM配位作用的影响不容忽略.图 6

显示 ,Ca ( Ⅱ)能够显著增强类腐殖酸荧光 ,对类蛋

白荧光的增强作用不明显. 相反地 , Mg ( Ⅱ) 对

Hg ( Ⅱ)2DOM体系的荧光强度几乎没有影响 ,说明

在实验条件下 , Hg ( Ⅱ)和 Mg ( Ⅱ)之间与 DOM 的

竞争作用很弱 ,而 Ca ( Ⅱ)与 Hg ( Ⅱ)的竞争作用相

对较强.对于 DOM中 Cu ( Ⅱ)有机配位体的研究已

有不少[6～8 ,18 ] .应用荧光发射光谱研究 Cu ( Ⅱ)对

Hg ( Ⅱ)2DOM体系的竞争作用时发现 ,随着 Cu ( Ⅱ)

浓度增加 ,Hg ( Ⅱ)2DOM体系荧光强度减弱 (图 7) .

这是因为 Cu ( Ⅱ)是比 Hg ( Ⅱ)更强的荧光猝灭剂.

另外一个原因可能是由于 Hg ( Ⅱ) 、Cu ( Ⅱ)与 DOM

中发生配位反应的荧光基团是不一样的.在天然水

体条件下 ,Cu ( Ⅱ)主要与 DOM 中的酚基而不是酸

性更强的羧基结合[10 ] ,而 Hg ( Ⅱ)主要与 DOM 中

的含有硫醇的双齿鳌合基团以及其它含 O、N 或 S

的基团键合.因此 ,Cu ( Ⅱ)的加入能够额外地猝灭
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图 6　Ca( Ⅱ)和 Mg( Ⅱ)对 Hg( Ⅱ)2DOM配位作用的影响( [ Hg2 + ] = 15μmol·L - 1)

Fig. 6　Influence of Ca (Ⅱ) and Mg(Ⅱ) on the Hg(Ⅱ)2DOM complexation ( [ Hg2 + ] = 15μmol·L - 1)

Hg ( Ⅱ)2DOM体系的荧光.

图 7　Cu( Ⅱ)对 Hg( Ⅱ)2DOM配位作用的影响

( [ Hg2 + ] = 15μmol·L - 1 , pH= 715)

Fig. 7　Influence of Cu(Ⅱ) on the Hg(Ⅱ)2DOM complexation

( [ Hg2 + ] = 15μmol·L - 1 , p H = 715)

3　结论

应用三维荧光光谱 (3DEEM)和荧光猝灭滴定

技术研究了 Hg ( Ⅱ)与 DOM之间的相互作用.结果

表明 ,3DEEM 能够提供 DOM 中不同荧光基团与

Hg ( Ⅱ)配位的光谱信息.应用修正型 Stern2Volmer

模型可以求得不同荧光基团与 Hg ( Ⅱ)的条件稳定

常数.由于天然水体的水化学条件存在差异 ,水环境

中汞的地球化学行为受到诸如 DOM、Cl - 、Ca ( Ⅱ) 、

Mg( Ⅱ) 、Cu ( Ⅱ)等离子或配位体的影响和控制. p H

值不仅对 DOM 本身的结构和荧光特性有影响 ,而

且对 Hg ( Ⅱ)2DOM之间的相互作用具有显著影响.

Cl -能与 Hg ( Ⅱ)之间配位形成 HgCln ,所以对 Hg

( Ⅱ)2DOM体系具有强烈的竞争作用. Ca ( Ⅱ)能够

使 Hg ( Ⅱ)2DOM体系荧光增强 ,而 Mg ( Ⅱ)对之影

响很小.此外 ,本研究还表明 ,Cu ( Ⅱ)与Hg ( Ⅱ)都是

DOM的荧光猝灭剂 ,但是其猝灭机理存在差异.
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