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抗生素与腐殖酸结合态赋存构效特征与光能谱分析
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摘 要： 天然水体中抗生素与腐殖酸（HA）的结合态赋存是有别于其自由态残留的常态化形

式，但相关构效关系存在显著差异。采取三维荧光光谱分析和透析平衡法对不同结构抗生素与HA
结合效能进行对比，基于模型化合物对比、紫外-可见光谱（UV-vis）、傅里叶红外光谱（FTIR）和核磁

共振氢谱（1H NMR）等光能谱表征方式探究了抗生素与HA的结合位点。结果表明，抗生素与HA结

合导致其荧光发生显著淬灭，四环素类抗生素对 HA 荧光淬灭率达到了 25.4%，结合性能高于磺胺

类、β-内酰胺类和氯霉素类抗生素。HA与化合物的结合在12 h后逐渐达到平衡，典型抗生素与HA
发生结合作用后形成了更为稳定的配合物。进一步明确了抗生素不同官能团与HA的结合倾向，其

排序为羰基>羧基>酚羟基，这为实际水环境中结合态抗生素的识别和分析提供了理论依据。
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Abstract： The bound state residues of antibiotics and humic acid (HA) are a common form that 

differs from their free‑state residues in natural water, and the structure-activity relationships differ 
significantly. This study compared the binding efficiency of different structures of antibiotics with HA 
using three‑dimensional fluorescence spectroscopy and the dialysis equilibrium method. Additionally, the 
binding sites of antibiotics with HA were explored through model compound comparisons, ultraviolet-
visible (UV-vis) spectroscopy, Fourier‑transform infrared (FTIR) spectroscopy, and nuclear magnetic 
resonance hydrogen spectroscopy (1H NMR). The results showed that the binding of antibiotics to HA 
significantly quenched its fluorescence. Tetracycline antibiotics had a fluorescence quenching rate of 
25.4%, which was higher than that of sulfonamides, β‑lactams, and chloramphenicol. The binding of HA 
to compounds gradually reached equilibrium after 12 hours. The interaction between typical antibiotics 
and HA resulted in the formation of more stable complexes. The study further clarified that the binding 
tendency of different functional groups on antibiotics to HA was in the order: carbonyl > carboxyl > 
phenolic hydroxyl. This finding provides a theoretical basis for the identification and analysis of 
bound‑state antibiotics in aquatic environment.
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抗生素类物质在水环境中的广泛残留，已引起

人们对长期暴露于该环境中的水生物种所面临的

生态毒性以及相关衍生耐药性的重点关注［1-2］。医

院废水处理设施及污水厂对该类物质降解的低效

性进一步扩增了其在水环境中的分布范围及检出

浓度［3-4］。与自由态残留相比，同水中共存的溶解性

有机物（DOM）结合亦是该类物质残留的常态化形

式，针对该类“结合态”残留的原位检测及光能谱特

征行为目前鲜见报道。

抗生素类物质的双电离结构特性使其能够与

DOM发生相互作用，导致其在天然水环境及水处理

工艺中的迁移转化效率受到显著影响［5］。此外，

DOM 与水中微污染物质结合对该类目标物的吸附

去除及化学转化亦会产生显著影响，尤其是在氧化

剂作用下，DOM作为电子供体能够显著影响目标物

的降解效率［6］。现有针对水环境中典型抗生素的氧

化去除工艺多基于其在水体中自由态浓度进行研

究，或采用 DOM 作为氧化剂竞争本底进行效率对

比［7］，而与DOM结合亦是抗生素在水环境中的常态

化存在形式，先前研究结果表明，抗生素与 DOM 的

相互作用方式可以通过多种机制来解释，包括疏水

作用、阳离子交换效应、静电吸引效应、电子供体/电
子受体效应和π-π共轭效应等［8］。针对不同抗生素

的结合位点与结合机制仍不明晰，且 DOM 与抗生

素结合会使得抗生素的 UV、荧光和质谱检测出现

光能谱信号的显著变化，对抗生素的精准检测识别

造成干扰［9-11］。
为深入研究水中 DOM 与典型抗生素类物质在

微界面的结合特性，选取DOM的主要核心成分腐殖

酸（HA）作为目标物，结合三维荧光光谱和透析平衡

分析方法探讨了典型结构特征抗生素与HA的结合

性能，进一步基于模型化合物为对照，结合荧光淬

灭特性、紫外-可见光谱（UV-vis）、傅里叶红外光谱

（FTIR）、核磁共振光谱探究对抗生素和带有不同基

团的模型化合物与HA的结合机制进行研究。拟基

于不同抗生素特征基团与HA的结合效能与表征分

析，阐明抗生素与 HA 结合过程的光能谱响应与构

效关系，促进新污染物在水中监测仪器的开发，为

天然水环境中该类污染物质的结合态残留全路径

迁移优化及新型去除工艺开发提供理论支持。

1 材料与方法材料与方法

1. 1　试剂与仪器

腐殖酸（分析纯）、甲醇（色谱级）和乙腈（色谱

级）购自 Sigma-Aldrich 公司；四环素（TC）、土霉素

（OTC）、阿莫西林（AMX）、氨苄西林（AMP）、磺胺

（SA）、磺胺甲恶唑（SMX）及氯霉素（CHL）均为分析

纯，购自上海阿拉丁科技有限公司；模型化合物购

自上海阿达玛斯试剂有限公司，其余试剂均为分析

纯，试验用水为超纯水（18. 25 MΩ·cm， 20 ℃）。

所用分析仪器包括UV-1780紫外-可见分光光

度计、岛津 Essentia LC-16高效液相色谱仪、PHB-4
雷磁酸度计、傅里叶红外光谱仪、AVANCE NEO 
600M核磁共振波谱仪。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　结合态抗生素溶液制备

配制 1 g/L HA 溶液（pH=7. 0±0. 5），在 4 ℃条件

下冷藏保存。将指定浓度的目标化合物和HA混合

后放入摇床中，在 25 ℃、黑暗条件下以 130 r/min的

转速搅拌 24 h以上，视为结合达到稳定平衡。选取

结合后的溶液进行后续试验或表征分析。

1. 2. 2　结合态透析平衡试验

采用透析平衡法更深入地研究抗生素与HA的

结合，该方法基于不同物质之间的尺寸差异以及大

分子物质的吸附结合能力，通过测量透析袋内外的

浓度差，计算物质之间的结合浓度，已被广泛用于

研究 DOM 与有机污染物之间的结合情况［12］。使用

型号为 Spectra/Por 6 预湿型透析袋进行透析平衡试

验，透析袋截留分子质量为 1 000 u。在试验开始前

将透析袋在去离子水中煮沸 10 min，随后用超纯水

洗涤三遍。先前研究表明，在透析袋内不加入 HA
溶液时，经过 24 h的搅拌后透析袋内外化合物溶液

浓度相等，证明透析袋对抗生素和模型化合物的吸

附可以忽略不计［13］。将装有预透析后的 10 mL HA
溶液的透析袋放入抗生素和模型化合物的溶液中，

抗生素和模型化合物的浓度调整为 5 μmol/L，用
NaOH 和 HNO3调整背景溶液 pH 至 5. 0~9. 0。使用
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摇床在 25 ℃、黑暗条件下以 130 r/min振荡 24 h直至

透析平衡。对透析袋内外的溶液进行液相色谱分

析，并计算结合浓度。

1. 3　分析方法

采用日立 F-7000 荧光光谱仪测定结合态抗生

素的三维荧光光谱，激发波长（λEx）范围为 200~500 
nm，发射波长（λEm）范围为 300~600 nm，采样时间间

隔为 5 s，光电倍增管（PMT）电压为 700 V，响应时间

为0. 01 s。
透析袋内外抗生素与模型化合物的浓度采用 

Essentia LC-16 高效液相色谱仪测定， 色谱柱采用

C18 柱（4. 6 mm×150 mm×5. 0 μm），水相为 0. 1% 甲

酸或水，有机相为乙腈或甲醇，进样体积为 20 μL，
流速设置为1 mL/min，柱温为40 ℃。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1　HA与抗生素的结合性能分析

在表征 HA 性质变化的方法中，荧光光谱法因

灵敏度高、效果直观显著、操作快速简便而被广泛

使用［14］。图 1 显示了 HA 与 OTC 和 TC 结合前后的

三维荧光光谱变化。
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图 1　HA与不同抗生素结合前后的三维荧光光谱

Fig.1　Three‑dimensional fluorescence spectra of HA 
before and after binding to various antibiotics

HA 的荧光光谱主峰位于 λEx/λEm为 280 nm/480 
nm处，具有最高的响应强度；当HA与 TC和OTC结

合后，其荧光出现了不同程度的淬灭现象。与TC结

合后，HA在 280 nm/480 nm处的主峰荧光响应强度

被淬灭了25. 4%，而在360 nm/475 nm处的次峰荧光

响应强度下降了 7. 0%。对于 OTC 而言，主峰的荧

光响应强度下降了 20. 9%。因此，在后续的试验

中，选择位于 280 nm/480 nm 处峰的荧光响应强度

作为评估HA荧光变化的主要指标。

进一步分析了HA与其他种类抗生素结合后的

三维荧光光谱数据，考察了对 HA 主峰荧光的淬灭

效果。不同抗生素与HA结合后，对HA的荧光淬灭

程度呈现出显著差异。其中CHL对HA的荧光淬灭

效果最显著，达到了30. 1%，然后依次为TC（25. 4%）、

OTC（20. 9%）、AMX（8. 7%）、SMX（8. 1%）、SA
（6. 0%）和AMP（5. 1%）。这一结果证实了抗生素与

HA之间存在相互作用，导致HA上的部分荧光响应

基团被淬灭，并且抗生素对 HA 的荧光淬灭效果与

其化合物结构密切相关。

荧光淬灭现象可分为动态淬灭和静态淬灭两

种类型。在动态淬灭中，仅发生荧光响应基团之间

的碰撞，而不涉及化学键的形成。相比之下，静态

淬灭则表明抗生素与 HA 之间确实发生了结合作

用，形成了不具有荧光响应的配合物，因此仅凭荧

光淬灭法无法准确判断抗生素与HA之间是否真正

发生了结合作用［15］。通过透析平衡法得到不同抗

生素与 HA 的结合浓度高低排序为：TC（0. 29 μmol/
L）>OTC（0. 26 μmol/L）>AMX（0. 08 μmol/L）>SMX
（0. 06 μmol/L）>SA（0. 03 μmol/L）>CHL（0. 02 μmol/
L）>AMP（0. 01 μmol/L）。值得注意的是，尽管 CHL
在荧光淬灭试验中表现出极高的荧光淬灭效果（达

到 30. 1%），但在透析平衡法中其结合浓度几乎可

以忽略不计。这是由于 CHL 的对硝基苯基部分带

有电荷，容易与HA的荧光响应基团发生离子碰撞，

从而导致荧光基团淬灭，而非通过化学键产生新的

配体。对于其他抗生素而言，透析平衡效果与荧光

淬灭效果一致，两种方法均能有效表现抗生素与

HA的结合效果并相互印证。作为结合浓度最高的

两种物质，相比OTC，TC与HA结合时展现出微弱的

优势，这主要归因于其疏水性更强，更容易与HA通

过疏水作用发生结合［16］。
不同抗生素的结构差异导致其与HA表现出不

同程度的结合倾向。特别地，四环素类抗生素相较

于磺胺类和 β-内酰胺类抗生素，表现出与 HA更优

越的结合能力。这是因为四环素类抗生素以氢化

并四苯为核心结构，其分子尺寸更大，更容易与HA
发生碰撞，同时四环素类抗生素的芳香环上具有羟
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基、羧基和羰基等多种基团，为与HA结合提供了丰

富的位点［17］。这些结构特点增强了其结合能力，使

得四环素类抗生素更容易通过氢键加成、π-π共价

键作用或配体交换与HA结合［18］。
2. 2　模型化合物与HA的结合性能

为探索抗生素结构特征对其与HA结合性能的

影响，选取含有羧基、酚羟基和羰基官能团的三类

不同模型化合物，深入探究其与 HA 之间的相互作

用差异。通过对比分析 HA 的荧光淬灭率发现，带

有羰基的模型化合物如对羟基苯乙酮、对苯二甲醛

以及对甲基苯甲醛等，相比带酚羟基和羧基的模型

化合物（如苯酚和苯甲酸），具有更显著的荧光淬灭

效果（见图2）。

进一步选择构型和官能团位置相似的化合物

进行对比。在均苯三甲酸和间三苯酚分别与HA发

生相互作用的情况下，均苯三甲酸对 HA 的荧光淬

灭率为 6. 2%，而间三苯酚的淬灭率仅为 3. 3%。这

一结果表明，羧基相较于酚羟基更倾向于与 HA 发

生相互作用。此外，对羟基苯甲醛和对羟基苯甲酸

与HA作用的对比结果显示，对羟基苯甲醛对HA的

淬灭率高达 64. 8%，而对羟基苯甲酸的淬灭率仅为

2. 8%。这一显著差异进一步证明了 HA 倾向于与

带有羰基的化合物发生相互作用。

使用透析平衡法进一步验证了不同模型化合

物与 HA的结合效果，结果如图 3所示。HA对不同

基团模型化合物的结合浓度与荧光淬灭趋势相一

致。带有羰基的模型化合物与HA的结合浓度均明

显高于主要官能团为酚羟基和羧基的模型化合物。

使用仅有差异性对位取代基的模型化合物进行结

合浓度的对比显示，HA 与对羟基苯甲酸的结合浓

度为 0. 007 μmol/L，远低于与对羟基苯乙酮（1. 28 
μmol/L）和对羟基苯甲醛的结合浓度（1. 02 μmol/L）。
以上结果表明，拥有不同官能团的模型化合物与

HA的结合倾向为羰基>羧基>酚羟基。

2. 3　pH对结合性能的影响

溶液 pH 的变化会影响化合物的电荷量、带电

基团的种类和离子存在形态，从而改变化合物与

HA 结合方式与结合位点。选取抗生素 TC 和 OTC
以及模型化合物对羟基苯甲醛（p-HBA）和对羟基

苯乙酮（p-HAP）为主要研究对象，探究了在不同 pH
条件下它们与 HA 结合后的荧光淬灭情况，结果见

图 4（a）。鉴于含有多官能团的 TC在水中电离组分

相对较多，而 p-HBA和 p-HAP则仅含有酚羟基和羰

基，在水中电离形态受 pH的影响较小，故以TC为主

要研究对象，深入探索抗生素与 HA 的结合能力与

抗生素自身结构的内在联系。根据 TC在水中的化

学平衡方程，计算并模拟了 TC在不同 pH溶液中的

离子形态分布，结果见图4（b）。

随着 pH的升高，化合物对HA的荧光淬灭率逐

渐下降，TC 的化学解离常数 pKa1、pKa2、pKa3分别为

3. 3、7. 7、9. 7。当 pH=5时，TC 对 HA 的荧光淬灭效

果最强（48. 5%）。这是由于 pKa1 < pH < pKa2 时 TC
的酮羰基发生去质子化，溶液中的TC主要以两性离

子形式存在，静电作用主导了 HA 与 TC 的结合［18］。
随着 pH 不断升高，HA 所带的负电荷也升高，化合

物与 HA 之间的静电斥力导致 p-HBA 和 p-HAP 对

HA 的荧光淬灭率降低了 13. 2% 和 5. 6%，而 TC 和

OTC 对 HA 的荧光淬灭率下降更为显著（36. 9% 和

淬灭率/%
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图2　不同模型化合物对HA的荧光淬灭率

Fig.2　Fluorescence quenching rates of HA by different 
model compounds

结合浓度/（μmol·L-1）

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

咖啡酸
苯酚

间苯三酚
对羟基苯甲酸

苯甲酸
香草酸
对苯醌

对苯二甲醛
对甲基苯甲醛
对羟基苯甲醛
对羟基苯乙酮

羰基
羧基
酚羟基
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37. 8%）。以TC为例，此时TC上的酚羟基和二甲基

氨基发生电离，水中TC–和TC2–的占比升高，与带负

电的 HA 之间的静电斥力抑制了 TC 和 HA 的结合，

此时主导的结合力为相对较弱的范德华力和氢键

作用［13］。这一结果表明，化合物的不同基团带来的

电离形态差异改变，会间接影响主导 HA 与化合物

之间的结合作用力。先前 Zhao等的研究亦发现 pH
的提高使得酚羟基和羧基发生去质子化，削弱了主

导氟喹诺酮类抗生素与HA结合的静电作用力［19］。

a. 对HA的荧光淬灭率

TC               OTC            p-HBA          p-HAP
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b. TC的离子形态分布

图4　不同pH下抗生素和模型化合物对HA的荧光淬灭率和

TC的离子形态分布

Fig.4　Fluorescence quenching rates of antibiotics and 
model compounds to HA and fractional ionic forms of TC 

at different pH

2. 4　抗生素与HA的结合位点

相较于磺胺类及β-内酰胺类抗生素，四环素类

抗生素含有更多的C=O基团，且与HA展现出更优

的结合性能，为深入探究不同结构抗生素中 C=O
官能团与HA的结合机制是否相同，对抗生素、模型

化合物与HA的结合过程及其产物进行了多维光谱

表征分析。UV-vis光谱显示，TC、OTC 和 p-HBA 中

C=O 官能团的的特征吸收峰均位于 275 nm 和 355 
nm 处。对 UV-vis 吸收光谱随时间变化进行差分，

结果见图 5。随着结合时间的增加，C=O官能团对

应的特征吸收峰的响应强度不断升高，且峰值的增

加速率不断下降，说明两者间结合效应随时间增加

逐渐趋向平衡［20］。UV-vis 光谱中位于 225 nm 处酰

胺基和芳香结构特征峰的响应强度随时间逐渐上

升，TC与HA结合的光谱中，该特征峰的位置在 12 h
后移动至 221 nm，表明其光谱出现蓝移，这可能是

C=O与HA发生结合作用，导致体系中共轭程度下

降，电子跃迁所需能量增加。
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图5　不同化合物与HA结合过程中UV-vis吸收光谱随时间

变化的差分

Fig.5　Differential UV-vis absorption spectra over time 
during binding process of different compounds with HA

2. 5　1H NMR光谱表征

采用 1H NMR 光谱进一步分析了抗生素（TC 和

OTC）、模型化合物（p-HBA和 p-HAP）与HA结合过

程中不同位点的变化，结果见图 6（以 TC 和 p-HBA
为例）。随着 HA 比例的增加，1H NMR 谱图中出现

氢信号响应减弱以及峰宽增加，表明结合过程中形

成了更为稳定的配体，增加了分子去质子化所需能

量的限制，导致激发质子的弛豫速率受到限制。在

TC 和 OTC 与 HA 的结合过程中，TC 苯环上 C=O 对

位的甲基氢和二甲基氨基氢的信号响应减弱最为

显著，其次是羧基对位和羟基对位的氢信号。这一

现象表明，在与 HA 结合时，这些官能团可能与 HA
之间存在 π-π 共轭堆积相互作用。这种相互作用
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导致官能团所连接的芳香环和双键体系向新形成

的π-π堆积平面发生偏移，使其在核磁共振氢谱中

的信号强度减弱［21］。

化学位移 δ/10-6
10 8 6 4 2 0

吸
收

强
度

a. TC与HA结合

TC∶HA=1∶2

TC∶HA=1∶1
TC∶HA=1∶0. 5

TC∶HA=1∶0

化学位移 δ/10-6
12 11 10 9 8 7 6

吸
收

强
度

b. p-HBA与HA结合

H3

p-HBA∶HA=1∶2

p-HBA∶HA=1∶1

p-HBA∶HA=1∶0. 5

p-HBA∶HA=1∶0
H2 H1

图6　不同化合物与不同浓度HA结合过程中 1H NMR光谱的

变化

Fig.6　1H NMR spectral change during binding process of 

different concentrations of HA with different compounds

随着 HA 浓度的变化，抗生素与模型化合物在

不同官能团上的氢位移呈现出差异性，这揭示了

HA与不同官能团结合的特异性［22］。选择对羟基苯

甲醛和对羟基苯乙酮作为模型化合物，计算了结合

过程中氢质子的相对位移随 HA 浓度的变化，结果

如图 7所示。在与 HA 的结合过程中，距离 C=O 最

近的氢原子表现出最为显著的低场位移，相较于其

他位置的氢原子位移高出约 0. 02×10-6。这一结果

归因于HA与化合物之间通过氢键或π-π共轭叠加

效应形成的结合作用，导致磁场中心发生偏移并增

加了共振质子核周围的电子屏蔽作用。

比例
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图7　相对化学位移随p-HBA和p-HAP与HA浓度比例变化

Fig.7　Change in chemical shifts versus HA/p-HBA and 
HA/p-HAP

2. 6　FTIR光谱表征

FTIR光谱能够用来表示化合物与HA结合过程

中官能团的变化，被普遍用于评估化合物上不同基

团与 HA 结合过程中的贡献度。使用 FTIR 光谱对

TC、OTC 及两种模型化合物与不同浓度 HA 的结合

进行分析，结果见图 8（以 TC 和 p-HBA 为例）。其

中，vC=O、vC=C、vC-H、vO-H和 vO-Hphonel表示对应官能团的拉

伸振动，δC-H表示对应键的弯曲。在 TC、OTC 与 HA
结合过程中，位于 860 cm-1和 950 cm-1的峰值响应增

加且出现了肩峰的合并，表明酚羟基参与了 HA 的

结合［23-24］。而位于 1 250~1 210 cm-1的峰值强度增

加更为显著，表明羧酸基团或苯环上的 C—O 也参

与了结合过程，且效果要显著强于O—H。随着HA
浓度的升高，对应C=O的多个峰出现合并，峰值强

度逐渐下降，峰值变化相对于其他官能团响应最为

明显。
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图8　不同化合物与不同浓度HA结合过程中 FTIR光谱变化

Fig.8　FTIR spectral change during binding process of 
different concentrations of HA with different compounds

在 p-HAP 和 p-HBA 与 HA 结合过程中，880~
680 cm⁻¹范围内代表酚羟基振动的峰值逐渐减弱直

至消失，这揭示了酚羟基可能促进了氢键的形成或

触发了其他类型的分子间相互作用，进而参与结合

作用。此外，代表苯环结构振动的 1 480~1 320 cm-1

区间出现多个红外吸收峰合并，表明分子在结合过

程中自由度降低，瞬间偶极矩变化受限，导致红外

吸收减弱，证实了化合物与 HA 之间通过共轭效应

增强了分子间的相互作用力，形成了稳定的芳香烃

配合物。位于 1 660~1 580 cm-1对应于酮羰基和醛

羰基的峰值随结合的进行表现出最明显的降低，结

合先前研究分析可得，化合物上的C=O是与HA结

合的主要作用位点，其高电负性使得化合物能通过

氢键或配体交换等相互作用与HA生成结构稳定的

结合态物质。

3 结论结论

①    不同结构的抗生素与水中腐殖酸呈现显

著的结合特异性，其中四环素呈现出优越的结合

性能。

②    基于荧光淬灭和透析平衡的联合分析表

明，带有羰基结构的抗生素相比羧基与酚羟基更易

与HA结合，且 pH在结合过程中通过影响化合物的

化学解离平衡进而影响化合物与HA的结合性能。

③    HA与化合物结合会改变化合物的光化学

特性，基于 UV-vis 光谱、¹H NMR 能谱和 FTIR 光谱

的联合分析表明，抗生素与天然水体中腐殖酸的结

合性能呈现出显著的构效相关性。
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