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腐植酸与环丙沙星结合机制的多维光谱学解析研究 
杨波    张永丽    郭洪光* 

(四川大学建筑与环境学院  成都 610065) 

摘要  本工作研究了水环境中残留喹诺酮类抗生素环丙沙星(ciprofloxacin, CIP)与溶解有机物(dissolved organic matter, 
DOM)腐植酸(humic acid, HA)的结合作用机理. 采用三维荧光、傅里叶红外光谱、二维相关光谱和液体核磁共振氢谱等

技术进行表征分析. 结果表明, CIP 和 HA 的结合作用会产生明显的荧光淬灭现象, 且在 6 h 后结合开始趋于平衡. 结合

作用与 HA 表面的羟基、羧基以及酮基等官能团相关, 而 CIP 分子哌嗪环上的 H 质子是参与结合的主要位点. 此外, 影
响因素实验表明, 离子强度(ionic strength, IS)对结合作用影响较小, 而 pH 对其影响较大, 且在 pH＝5 时荧光淬灭率最

高. 荧光淬灭率与金属离子价态呈现正相关. 通过研究水体中CIP和HA的相互作用, 对于监测研究天然水体中残留抗

生素的迁移和转化提供理论依据.    
关键词  环丙沙星; 溶解有机物; 结合作用; 多维光谱; 机理研究 

 

Multi-spectroscopic Investigation on Mechanism of Binding Interaction  
between Humic Acid and Ciprofloxacin  
Bo Yang    Yongli Zhang    Hongguang Guo* 

(College of Architecture & Environment, Sichuan University, Chengdu 610065, China) 

Abstract  In this paper, the mechanism of the binding interaction between residual ciprofloxacin (CIP) and dissolved organ-
ic matter humic acid (HA) in natural water environment was systematically investigated. Various spectral analysis technolo-
gies, including the three-dimensional excitation-emission matrix spectra, fourier transform infrared (FTIR) spectra, 
two-dimensional correlation spectra (2D-COS) and liquid nuclear magnetic resonance (1H NMR) spectra techniques, were 
adopted to reveal the mechanism of the binding interaction between CIP and HA. The results suggested that the binding in-
teraction between CIP and HA resulted in significant fluorescence quenching, and the binding interaction tended to balance 
after 6 h monitored by ultraviolet (UV) differential spectroscopy. Based on the FTIR analysis, the hydroxyl, carboxyl and 
ketone groups of HA were the main contributors to the binding interaction, and the results of 2D-COS indicated that the ke-
tone groups preferentially participated in binding interaction compared to carboxyl groups. The H protons on the piperazine 
ring of CIP were identified as the main binding sites by the 1H NMR, and the comparison of fluorescence quenching rate of 
other fluoroquinolone antibiotics (norfloxacin and levofloxacin) with similar structures also verified that the piperazine ring 
played a crucial role in binding interaction. Additionally, the influence of ionic strength (IS, range 0.001—0.1) on the binding 
interaction was ignorable compared with pH. The fluorescence quenching rates increased firstly and then decreased with the 
increase of pH (range 3—11), and the fluorescence quenching rate was up to 70% at pH 5. Moreover, the fluorescence 
quenching rates were positively correlated with the valence state of metal ions (order of influence followed: Al3＋＞Zn2＋, 
Co2＋, NH4

＋, Ca2＋＞Mn2＋, Na＋, K＋). This study provides the theoretical basis and effective detection technologies for moni-
toring the migration and transformation of residual antibiotics in the natural water environment. 
Keywords  ciprofloxacin; dissolved organic matter; binding interaction; multi-spectroscopic; mechanism 

  
1  引言 

近年来, 抗生素作为抗感染类药物得到较快发展, 
其中环丙沙星(ciprofloxacin, CIP)作为第三代喹诺酮类

抗菌药物, 其抗菌性较诺氟沙星及依诺沙星强 2～4 倍, 
被广泛运用于动物体内, 以促进动物生长和预防动物生

病[1]. 然而, 由于其本身的杀菌作用, 被动物排出体外

的环丙沙星不易被微生物分解. 从而导致水体和土壤中

残留抗生素含量超标, 影响到人体健康[2]. 此外, 环丙

沙星由于其本身双电离结构特性容易吸附在其他物质

上, 其在水环境中的迁移和转化不易被有效地检测.  
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腐植酸(humic acid, HA)是水体中常见的溶解有机

物(dissolved organic matter, DOM), 其表面具有羟基、羧

基、酚羟基以及酮基等多种官能团, 能够与水体中残留

污染物发生结合作用, 从而影响污染物在水环境中的转

化和迁移[3]. 此外, 溶解态的腐植酸在水环境中部分表

面官能团容易发生电离作用, 导致其带负电荷[4], 以至

于更容易与电离后的抗生素发生相互作用. 各种分析技

术包括高效液相色谱[5]、石英晶体微天平技术[6]、表面

等离子共振技术[7]以及等温滴定微量热法[8]等被应用到

微界面的分子间作用分析, 但是由于这些技术操作步骤

复杂, 且对检测环境敏感, 限制了对有机物之间作用机

理的探究. 此外, 研究者通过坐标对数法与差额微分法

处理分子荧光、磷光及 UV (ultraviolet)光谱表征[9-11], 可
有效扩大结合态微污染物光谱响应, 从而进一步分析结

合作用, 但是关于水环境中分子结合作用的具体位点的

分析却少有研究. 荧光淬灭技术也被广泛运用到有机物

之间的结合作用分析, Pan 团队[12-13]通过研究 DOM 与

菲、萘及氧氟沙星等有机物之间的静态和动态荧光淬灭

来表征二者的结合作用.  
近年来, 傅里叶红外光谱(Fourier transform infra-

red, FTIR)和核磁共振氢谱(nuclear magnetic resonance 
hydrogen spectrum, 1H NMR)技术作为简单、响应敏感的

分析技术[14-17], 用于探究不同官能团参与反应的微弱响

应, 常被运用到非均相反应的分析中. 二维相关光谱 
(two-dimensional correlation spectra, 2D-COS)近年来也

被广泛关注, 常被用于研究环境物质间的相互作用, 它
是通过将微弱的动态光谱响应扩展到两个维度, 提高光

谱分辨率, 从而有效地判断对应基团结构变化的方向和

次序. 然而, 少有研究将傅里叶红外光谱与二维相关光

谱结合(2D-FTIR-COS)用于表征微观的有机物结合作

用.  
本工作采用荧光淬灭技术来表征 DOM 与 CIP 的相

互作用, 研究了 DOM 浓度, CIP 浓度, pH, 离子强度

(ionic strength, IS)以及金属离子对 DOM 的荧光, CIP 的

荧光以及二者结合的影响作用. 并通过结合三维荧光

(excitation-emission matrix, EEM), FTIR, 2D-COS 和 1H 
NMR 技术揭示 DOM 与 CIP 的相互作用机理.  

2  实验结果与讨论 

2.1  紫外、荧光光谱分析结合作用 
图 1a 为 HA、CIP 和 HA/CIP 溶液在波长为 225～

400 nm 范围的紫外光谱图. 可以看出, HA 没有特征紫

外吸收峰, 而 CIP 的两个特征吸收峰分别位于 275 nm
和 330 nm. 将 HA 和 CIP 混合, 并通过监测其紫外吸收

光谱在 6 h 的变化来探究 HA 与 CIP 的结合作用. 随结

合时间增加, 分别在 280～290 nm 和 345～355 nm 范围

的光谱内出现了两个微弱且规律的光谱变化, 这是由于

HA 与CIP的结合过程电子跃迁变化导致的吸光度变化, 
而不同的波长范围变化表明存在多个结合位点. 通过紫

外差分的处理方法(Eq. 1)[9], 计算紫外吸光度在波长

280～290 nm和345～355 nm范围的变化. 如图1b所示, 
HA与CIP的结合作用呈现先快后慢, 并在 6 h之后结合

作用逐渐开始趋于平衡. 基于此, 后续实验的结合平衡

时间扩大到 10 h 以保证结合平衡.  
ΔAt＝At－A0                            (1) 

ΔAt, At和A0分别为差分后的绝对紫外吸光度, 以及在结

合反应时间为 t h 和 0 h 时的紫外吸光度.  
荧光淬灭常用来评估 HA 与有机物的静态结合作 

用[18], HA 和 CIP 以及二者不同浓度比例的三维荧光光

谱如图 2 所示. 0.5 mg/L CIP 在 260～290 nm/400～500 
nm (Ex/Em)和 310～340 nm/410～475 nm 处有两个显著

的特征荧光峰(图 2a). 而相比于 CIP, HA 只在 250～300 
nm/400～550 nm 处有一个荧光强度较弱的荧光峰. 图
2c 为 0.5 mg/L CIP 和 1 mg/L HA 结合平衡后的荧光图, 
相比于单独的 CIP, 添加 1 mg/L HA 没有出现荧光叠加

的现象, 反而直接导致了 CIP 的荧光强度明显减弱. 为
了进一步验证猜想, 继续提高 HA 的浓度到 2 mg/L, CIP
的荧光强度被进一步淬灭, 表明荧光淬灭能有效表征

HA 和 CIP 的结合作用.  

 
图1  (a) HA, CIP以及HA/CIP随时间变化的紫外可见吸收光谱; (b) HA/CIP体系随时间变化的紫外吸光度差值([CIP]＝0.5 mg/L, [HA]＝2.5 mg/L) 
Figure 1  (a) The UV-vis absorption spectra of HA, CIP and HA/CIP vs. time; (b) the difference in UV-visible absorbance of HA/CIP over time ([CIP]＝
0.5 mg/L, [HA]＝2.5 mg/L) 
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图 2  三维荧光谱图: (a) 0.5 mg/L CIP; (b) 1 mg/L HA; (c) 0.5 mg/L CIP＋1 mg/L HA; (d) 0.5 mg/L CIP＋2 mg/L HA  
Figure 2  Excitation-emission matrix spectra: (a) 0.5 mg/L CIP; (b) 1 mg/L HA; (c) 0.5 mg/L CIP＋1 mg/L HA; (d) 0.5 mg/L CIP＋2 mg/L HA

2.2  HA 和 CIP 投量的影响 
探究了 HA 和 CIP 投量对于荧光淬灭率的影响, 结

果如图 3所示. 从图 3a可以看出, 随着HA的浓度从 0.1 
mg/L 逐渐增加到 4.5 mg/L, 荧光淬灭率从 3%以对数形

式逐步增加到 73%. 这主要是由于初始的 CIP 分子量远

大于初始的 HA 表面结合位点, 但是当 HA 投量逐渐增

大时, 可用于与CIP结合的位点逐渐增多, CIP的结合浓

度逐渐增大最终趋于饱和. 图 3b 表明随着 CIP 浓度从

0.25 mg/L 增加到 1.5 mg/L 时, 荧光淬灭率从 58%降低

到了 30%. 由于荧光淬灭剂 HA 的表面结合位点数量一

定, 当 CIP 浓度越大, 结合态的 CIP 浓度占比逐渐降低, 
从而导致荧光淬灭率逐渐降低. 

2.3  离子强度和 pH 的影响 
研究了离子强度分别对 DOM, CIP 荧光强度以及结

合作用的影响. 从图 4a 可以看出, 离子强度对 DOM 的

荧光强度影响较小, 但是对于 CIP 的影响较大, 呈现先

增加后降低的趋势. 当离子强度较低时(IS＝0.005～
0.05 mol/L), 荧光淬灭逐渐升高, 表明DOM与CIP结合

作用逐渐增强. 这是由于 HA 与金属离子(Mn＋)结合  
形成 HA-Mn + ,  由于金属离子的桥接作用 ,  促进了 

 

图 3  (a) HA 投量和(b) CIP 浓度对荧光淬灭率的影响(a: [CIP]＝0.25 mg/L, [HA]＝0.1～4.5 mg/L; b: [CIP]＝0.25～1.5 mg/L, [HA]＝2.5 mg/L) 
Figure 3  Effect of (a) HA dosages and (b) CIP concentrations on the fluorescence quenching (a: [CIP]＝0.25 mg/L, [HA]＝0.1—4.5 mg/L; b: [CIP]＝
0.25—1.5 mg/L, [HA]＝2.5 mg/L) 
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图 4  (a) IS 和(b) pH 对荧光淬灭率的影响([CIP]＝0.25 mg/L, [HA]＝1.25 mg/L) 
Figure 4  (a) Effect of IS and (b) pH on the fluorescence quenching rate ([CIP]＝0.25 mg/L, [HA]＝1.25 mg/L)

HA-Mn+-CIP 三元螯合物的形成, 从而提高了 CIP 的结

合浓度, 导致荧光淬灭率增加[19-20]. 然而, 当离子强度

进一步增大时(IS＝0.05～0.2 mol/L), HA 与 CIP 表面静

电双电层均被显著压缩[21], 并且体系中的阳离子与 CIP
竞争结合作用进一步增强, 占据了 HA 表面大量的结合

位点, 从而抑制了 HA 与 CIP 的结合作用. 此外, 如图

S1 所示, 较大的离子强度会显著压缩 HA 分子尺寸(随
着 IS从 0.005 mol/L增加到 0.2 mol/L, HA分子的平均尺

寸从 16146.7 nm 降低到 404.8 nm), 破坏 HA 分子结构, 
削弱了 HA 结合 CIP 的能力. 不同离子强度条件下的紫

外差分光谱结果如图 S2所示, 在 IS＝0.05 mol/L时产生

的差分光谱吸收峰最高, 而在较低/高的离子强度下峰

值相对较低, 也印证了荧光淬灭分析的结论. 
pH 对 CIP 荧光和荧光淬灭有很明显的影响, 结果

如图 4b所示. 随着 pH增加, CIP的荧光强度出现明显的

下降, 而DOM的荧光强度受 pH影响很小. pH对于荧光

淬灭率的影响呈现先升高后降低的趋势, pH 为 3 时, 荧
光淬灭率仅为42%, 但是当 pH提高到5时, 荧光淬灭率

达到最大(69%), 与 Zhao 等[16]的研究结果相似. 分析其

原因主要是CIP的双电离结构在水体中会发生官能团水

解电离(Eq. 2 和 3), 当 pH＜6.09 时, 主要存在状态为阳

离子 CIP＋, 当 pH＞8.62 时, 主要存在状态为阴离子

CIP−, 当 6.09＜pH＜8.62 时, 主要存在状态为两性离子

CIP±(图 S3)[1]. 此外, 在 pH 由 3 增加到 5 时, DOM 表面

的羧基和酚羟基脱质子作用逐渐增强, 表面电荷逐渐升

高, 结合作用逐渐增强. 所以在荧光淬灭率在 pH 从 3
增加到 5 时有显著的增强作用. 但是当 pH 继续升高时, 
CIP−逐渐增多, 由于静电相斥的效应, 导致结合作用逐

渐下降[16].  
CIP＋⇔CIP±

＋H＋   pKa1＝6.09           (2) 
CIP±⇔CIP−＋H＋    pKa2＝8.62           (3) 

2.4  不同价态的阳离子影响 
考虑到 HA 和 CIP 之间存在着显著的电荷效应, 考

察了不同价态的阳离子对结合作用的影响. 图 5a 为不

同阳离子对单独的 HA 和 CIP 荧光强度的影响, Al3＋对

HA 荧光有很强的荧光增敏作用, 荧光增强了 1.5 倍, 然
而其他金属离子对 HA 都存在荧光淬灭的作用, 其中

Co2＋和Mn2＋淬灭作用最强, 主要原因是HA与金属离子

的络合作用导致荧光淬灭. 针对 CIP, Al3＋对 CIP 荧光增

强效果更为显著, 同时 Zn2＋也能很大程度提高其荧光

强度. 除了 Co2＋以外的其他金属离子均有微弱的荧光 

 
图 5  (a) 金属离子对 CIP 和 HA 荧光强度的影响; (b) 金属离子对荧光淬灭率的影响([CIP]＝0.25 mg/L, [HA]＝2.5 mg/L) 
Figure 5  (a) Effect of various metal ions on the fluorescence intensity of both CIP and HA; (b) effect of various metal ions on the fluorescence quench-
ing ([CIP]＝0.25 mg/L, [HA]＝2.5 mg/L)
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增强作用[10]. 
图 5b 为金属离子对 HA 和 CIP 荧光淬灭率的影响, 

可以看出, Al3＋虽然对单独的HA和CIP均有荧光增强的

效果 , 但是对于二者的荧光淬灭率却抑制作用较强 ,  
Zn2＋、Co2＋、NH4

＋和 Ca2＋离子影响作用次之, 而 Mn2＋、

Na＋和K＋离子与空白对照相比影响不大. 金属离子价态

越高, 对荧光淬灭率影响越明显. 究其原因, 一方面是

金属离子由于静电驱动与 HA 结合[9], 占据了部分表面

结合位点, 导致 HA 与 CIP 的结合淬灭作用减弱; 另一

方面, 金属离子也会和抗生素发生络合作用[22], 导致

CIP 表面包裹金属离子, 减弱其与 HA 的接触作用. 

2.5  FTIR 光谱分析 
为了探究 DOM 与 CIP 的结合位点, 对比分析了不

同 m(HA)∶m(CIP)比例下的 4000～800 cm−1 范围的

FTIR 光谱图. 如图 6a 所示, 3587 和 2973 cm−1分别为

O―H 和 C―H 的伸缩振动, 这是由于样品中残留的少

量水分[23]. 图 6b 为波长 1800～800 cm−1范围的 FTIR 光

谱图, 其中位于 1631, 1444 和 1375 cm−1处的特征峰分

别为酮基拉伸, C―N 键拉伸和 N―H 弯曲振动, 而
1252, 1074 和 880～825 cm−1 范围内的特征峰分别为

COOH 的拉伸振动或者 C―OH 的变形振动, 酚基的

C―O 的拉伸振动和芳香环 C―H 的拉伸振动[24]. 相比

于单独的 HA, 随着引入的 CIP 的浓度逐渐增加, C―N
键的拉伸逐渐减弱, 而 N―H 和 COOH 处的振动逐渐增

强, 表明这些官能团在 HA 和 CIP 的结合作用中起到了

重要的作用.  
基于 FTIR(1800～1000 cm−1)的 2D-COS 光谱被用

来进一步分析不同官能团对外界扰动的敏感程度以及

参与结合作用的相对顺序[25]. 图 6c为HA/CIP二维相关

光谱同步谱, 分别在 1631, 1444, 1375 和 1252 cm−1 处存

在 4 个明显的自相关峰, 其中 1444 cm−1处的自相关峰

强度最大,表明 C―N 官能团最为敏感. 图 6d 为 HA/CIP
二维相关光谱异步谱, 可以看出, 4 个明显的正交叉相

关峰位于1631/1444, 1444/1375, 1444/1074和1375/1252, 
4 个负交叉相关峰位于 1631/1375, 1631/1074, 1444/1252
和 1375/1074. 根据 Noda 规则[26], 表 1 中的相关峰符号

变化结果表明各相关波长变化顺序为: 1444(C―N)＞
1375(N―H)＞1631(C＝O)＞1074(C―O)＞1252(COOH). 
各官能团变化顺序依次是: C―N/N―H 优先于 C＝O, 
其次是 C―O, 最后是 COOH.  

2.6  1H NMR 分析 
采用液体核磁共振氢谱(1H NMR)进一步研究 DOM

与 CIP 的结合机理, 结果如图 7a 所示. 可以看出, 芳香

族区(H1 和 H3)和双键(H2)的 H 质子信号的化学位移   
δ＞7, 而哌嗪环(H5 和 H6)和脂肪族区(H4、H7 和 H8)
的 H 质子信号在 1＜δ＜4 范围内[16]. CIP 分子结构中的

羧基和-NH 上的 H 质子信号并未被检测出 ,  根据 

 
图 6  不同 m(HA)∶m(CIP)比例在(a) 4000～800 cm−1和(b) 1800～800 cm−1范围内的 FTIR 图; (c) 2D-COS 同步谱; (d) 2D-COS 异步谱 ([CIP]＝0～
2.5 mg/L, [HA]＝2.5 mg/L) 
Figure 6  The FTIR spectra of various m(HA)∶m(CIP) at the range of (a) 4000—800 cm−1 and (b) 1800—800 cm−1; (c) synchronous and (d) asynchro-
nous maps of 2D-COS ([CIP]＝0—2.5 mg/L, [HA]＝2.5 mg/L)
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图 7   (a) 不同 m(CIP)∶m(HA)比例的核磁共振氢谱; (b) 不同 CIP 分子 H 质子的绝对化学位移([CIP]＝2 mg/mL, [HA]＝0～4 mg/mL) 
Figure 7  (a) The 1H NMR of various m(CIP)∶m(HA); (b) the absolute chemical shift of various H protons of CIP ([CIP]＝2 mg/mL, [HA]＝0—4 
mg/mL)

表 1  2D-COS 同步异步谱中交叉相关峰符号 
Table 1  Sign of each cross-peak in the synchronous and asynchronous 
maps from 2D-COS 

ṽ/cm−1 1631 1444 1375 1252 1074 
1631  －(＋) ＋(－) ＋(＋) －(－) 
1444   －(＋) －(－) ＋(＋) 
1375    ＋(＋) －(－) 
1252     －(＋) 
1074      

 
Garro Linck 等 [27]研究结果分析, 它们的化学位移在  
10＜δ＜15 范围内, 且响应较小. 随着 m(CIP)∶m(HA)
的比例逐渐减小, CIP 的核磁共振氢谱质子信号逐渐变

弱变宽, 化学位移大幅度上升, 甚至在 H6 处自旋-自旋

耦合引起的分裂峰变为一个峰. 其主要原因是由于 CIP
与 HA 的偶极结合作用, 限制了 CIP 分子的迁移率, 使
激发态的氢原子核具有更快的弛豫速度, 导致质子信号

变宽变弱[28]. 此外, 对 CIP 分子上的不同位置的 H 质子

的相对磁场位移进一步分析, 来揭示 CIP 分子与 HA 的

结合作用. 由图 7b 可以看出, 脂肪族区、芳香族和双键

的 H 质子相对磁场位移都很小, 而哌嗪环上 H5 和 H6
的高磁场位移则相对较大, 由此可以证明 CIP 哌嗪环上

的 H 质子是与 HA 结合的主要位点. 其他学者也观察到

类似的行为, 并将其归因于氢键或 π-π 共轭叠加效应, 
导致磁场中心发生偏移 , 增加了共振质子核电子屏   
蔽[16,29]. 

2.7  结合作用机理分析 
基于 1H NMR 和 2D-FTIR-COS 分析结果, CIP 的哌

嗪环结构是参与结合作用的主要官能团. 为了进一步验

证哌嗪环在氟喹诺酮类抗生素和溶解有机物结合之间

的重要作用, 分别选取了与 CIP 结构相似的诺氟沙星

(norfloxacin, NOR)和左氧氟沙星(levofloxacin, LEVO)来
进行结合作用的对比分析. CIP, NOR 和 LEVO 在结构上

的差异如图 8 所示. 可以看出, 由于结合作用导致的

CIP, NOR 和 LEVO 荧光淬灭率分别为 66.6%, 62.2%和

44.0%. 荧光淬灭率反映了 NOR 和 CIP 与 HA 的结合作

用的差异较小, 排除了 CIP 中与环丙烷基相连的 C―N
结构的作用. 而 LEVO 由于在哌嗪环上与 CIP 的显著差

异, 荧光淬灭率相比于 CIP 发生明显下降. 不同结构的

氟喹诺酮抗生素荧光淬灭率对比研究再次印证了 1H 
NMR 分析的结论.  

 

图 8  不同种类的氟喹诺酮类抗生素荧光淬灭率比较([CIP]＝[NOR]
＝[LEVO]＝0.25 mg/L, [HA]＝3 mg/L) 
Figure 8  Comparison of fluorescence quenching rates of different fluo-
roquinolone antibiotics ([CIP]＝[NOR]＝[LEVO]＝0.25 mg/L, [HA]＝3 
mg/L) 

FTIR 和 2D-COS 光谱的研究结果表明 HA 参与结

合作用的主要官能团是羧基(-COOH)和酮基(-C＝O), 
其中酮基要优先于羧基参与结合作用. 而 1H NMR 分析

结果, CIP 参与结合作用的主要官能团为分子结构上的

哌嗪环.  

3  结论 

水体中残留的氟喹诺酮类抗生素CIP会与溶解有机

物 HA 发生显著的结合作用. 通过紫外差分光谱分析表

明, 二者的结合作用先快后慢, 最后在 6 h 内趋于结合

平衡. 三维荧光结果表明 HA 与 CIP 的结合作用会导致

CIP 的荧光淬灭. 随着 HA 的浓度提高, 结合位点数逐
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渐增加, 导致 CIP 的结合浓度逐渐增加, 荧光淬灭率逐

渐增大. 由于HA的结合位点数有限, CIP的荧光淬灭率

随着 CIP 的浓度提高而降低. 当 pH 5 和 IS＝0.05 mol/L
时, HA 与CIP的结合作用最强. 金属离子对结合作用的

影响大小与金属离子的价态呈现正相关 . FTIR 和

2D-COS 光谱的结果表明 HA 参与结合作用的主要官能

团是羧基(-COOH)和酮基(-C＝O), 其中酮基要优先于

羧基参与结合作用. 而 1H NMR 分析以及不同结构的氟

喹诺酮类抗生素对比分析表明, CIP 参与结合作用的主

要官能团为结构上的哌嗪环.  

4  实验试剂和方法 

4.1  实验试剂 
环丙沙星 (CIP, ＞98% (w)), 诺氟沙星(NOR, ＞

98% (w)), 左氧氟沙星(LEVO, ＞98% (w))和腐植酸

(HA)购自西格玛奥德里奇有限公司(中国上海); 高氯酸

钠(NaClO4)、高氯酸(HClO4)、氢氧化钠(NaOH)购自科

龙化工有限公司(中国成都), 所有试剂均为分析纯. 所
有溶液均由去离子水(DI)制备.  

4.2  实验方法 
4.2.1  三维荧光(EEM) 

样品装在标准的 1 cm 石英比色皿中, 采用日立

F-7000 荧光光谱仪(Hitachi High Technologies, Tokyo, 
Japan)测定. 激发波长(Ex)和发射波长(Em)狭缝宽度均

设置为 2.5 nm. 扫描速度为 240 nm•min−1. Ex 扫描范围

200～450 nm (间隔为 5 nm), Em 扫描范围 250～550 nm 
(间隔为 1 nm). 扫描速度设置为 2400 nm/min.  
4.2.2  傅里叶红外光谱(FTIR) 

分别配制 CIP (0～2.5 mg/L)与 HA (2.5 mg/L)的混

合反应液100 mL, 在黑暗条件下结合平衡10 h后, 将反

应液进行氮气吹脱浓缩, 直至反应体积降低到 50 mL. 
然后将浓缩后的反应液转移到真空冷冻干燥机中冷冻

干燥 12 h, 再经过研磨、均质、压制, 消除样品中水分

的影响, 通过傅里叶变换红外光谱仪(FTIR, NXUS 670)
进行测定. 红外光谱记录在 4000～450 cm−1区域, 扫描

64 次, 分辨率为 4 cm−1.  
4.2.3  核磁共振氢谱(1H NMR) 

核磁共振氢谱在核磁共振光谱仪(Agilent 400-MR 
DD2 spectrometer)上进行测量. 将盐酸环丙沙星(2 mg)
和腐植酸(0～4 mg)分别加入 1.5 mL离心管, 然后加入 1 
mL 重水(D2O), 将离心管放入旋转振荡器中振荡直至固

体完全溶解, 然后转移到 NMR 管中. 所有光谱均由

MestReNova 软件处理. 化学位移变化值(Δδ):   
Δδ＝δobs－δf                          (4) 

Δδ 为 CIP 氢质子化学位移变化值; δobs 为 m(CIP)∶
m(HA)不同比例时候的化学位移, δf 为参考化学位移, 
选取 m(CIP)∶m(HA)＝1∶0 时的化学位移作为参考.  

4.2.4  荧光淬灭实验 
所有实验均在玻璃锥形瓶中进行, 通过水浴恒温振

荡器控制反应温度为室温(25 ℃). 在每组反应中, 依次

加入 HA (0～4.47 mg/L)、CIP (0～1.5 mol/L)、pH (3～
11)和离子强度 IS (0～0.2 mol/L)试剂制备成体积为 50 
mL的混合溶液. 设置对比试验仅添加HA或仅添加CIP, 
其余条件均相同. 用高氯酸(1 mol/L)和氢氧化钠(0.1 
mol/L)调节实验 pH, 用高氯酸钠(0.5 mol/L)调节离子强

度. 通过在振荡速率(100 r/min)下避光振荡 10 h. 提取

样品(0.6 mL), 用去离子水稀释5倍, 进行荧光强度检测

(λEx/λEm＝275 nm/450 nm). 总体的荧光淬灭率(Fq):  
Fq＝(F0－FCIP-HA)/F0×100%           (5) 
F0＝Σθ•FCIP＋Σβ•FHA                  (6) 
Σθ＝θpH＋θIS＋θM                       (7) 
Σβ＝βpH＋βIS＋βM                       (8) 

式中 , Fq 为总体的荧光淬灭率 ; F0 为不同影响因素

(pH/IS/金属离子)条件下的总体初始荧光; FCIP为 CIP 的

初始荧光强度; FHA为 HA 的初始荧光强度; FCIP-HA为不

同影响因素(pH/IS/金属离子)条件下结合平衡后CIP-HA
的荧光强度; Σθ和 Σβ为不同影响因素(pH/IS/金属离子)
分别对 CIP 和 HA 的荧光影响系数, 其数值为变量因素

下的 CIP(或 HA)荧光强度与初始荧光强度的比值.  
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