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分子间作用力对香豆素和乙酸与 Cu(Ⅱ)络合能力的影响 *
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摘　要　植物根系分泌物是影响植物对重金属吸收以及对重金属胁迫响应的重要因素. 根系分泌物中的

小分子有机酸、酚等有机物与重金属具有强结合力，从而影响重金属在根际土壤中的迁移和转化. 因
此，本研究探究了根系分泌物中小分子有机物香豆素和乙酸与 Cu(Ⅱ)络合的行为，通过 Xigo湿式比表

面分析仪测定弛豫时间、分子动力学模拟等方法探究了分子间存在的相互作用力. 结果表明，随有机物

浓度增加，香豆素和乙酸与 Cu(Ⅱ)单位络合量及条件稳定常数均降低，这归因于乙酸分子间—O—H与

—C=O形成氢键作用力，香豆素分子间—C=O与苯环上—C—H形成静电吸引力，这两种分子间的作用

力强于它们与 Cu(Ⅱ)结合的作用力. 乙酸与 Cu(Ⅱ)络合表现出明显的 pH依赖性，pH值越低，羧基中

H不易解离，氢键作用增强，与 Cu(Ⅱ)络合能力降低. 而香豆素分子间静电吸引作用力几乎不受 pH条

件影响. 本研究通过解析根系小分子有机物与重金属络合行为，为探究根系分泌物在介导重金属生物有

效性和迁移转化中的环境作用提供有效信息.
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Effect of intermolecular forces of coumarin and acetic acid to
complex with Cu(Ⅱ)
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Abstract　Plant  root  exudates  play  a  significant  role  in  plants'  uptake  of  heavy  metals  and  their
response to heavy metal stress. Small organic compounds such as phenols and organic acids in root
exudates  have  a  strong  affinity  with  heavy  metals,  making  them  crucial  in  the  migration  and
transformation of  heavy metals  in inter-root  soil.  This  study explores the complexation behavior of
Cu(Ⅱ)  with  small  organic  compounds  such  as  coumarin  and  acetic  acid  in  the  root  system.  The
interaction force between organic molecules was explored by measuring relaxation time using Xigo
wet-specific  surface  analyzer  and  molecular  dynamics  simulation.  The  results  indicate  that  as  the
concentration of  organic matter  increases,  the amount of  complexation and the stability constant  of
coumarin,  acetic  acid,  and  Cu(Ⅱ)  decrease.  This  is  due  to  the  hydrogen  bonding  force  formed
between  acetic  acid  molecules   —O —H  and   —C=O,  and  the  electrostatic  attraction  between
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coumarin molecules —C=O and —C—H on the benzene ring. These forces are more substantial than
those that bind to Cu(Ⅱ). The complexation of acetic acid with Cu(Ⅱ) is pH dependent. The amount
of acetic acid that complexes with Cu(Ⅱ) decreases as the pH decreases. This is because the H in the
carboxyl group is less likely to dissociate, which enhances the hydrogen bonding effect and reduces
the complexing ability with Cu(Ⅱ). The electrostatic attraction force between coumarin molecules is
not significantly affected by pH conditions. This study provides effective information for exploring
the environmental role of root exudates in mediating the bioavailability and migration transformation
of heavy metals by analyzing the complex behavior of small organic compounds in the root system
and heavy metals.
Keywords　 root  exudates， complexation  reaction， hydrogen  bonding， electrostatic  attraction，
intermolecular forces.

 

植物根系分泌物是植物在生长过程中根系向生长介质分泌质子和大量有机物质的总称[1]，是物质

交换、能量流动和信息传递过程中的媒介，影响植物对养分、重金属的吸收以及对重金属胁迫的应对

能力. 其中，植物根系释放的小分子分泌物是具有高活性官能团的有机非均相混合物，如氨基酸、有机

酸、糖、酚类等低分子量化合物[2]，具有一定的亲水性和芳香性. 它们可以通过酸化、络合和吸附等作

用与重金属离子形成稳定性不同的金属-有机配合物  [3 − 4]，从而改变重金属的活性及风险. 目前根系分

泌物与重金属的化学行为的研究主要集中于有机酸[2]，酸性官能团能解离出 H+，改变根-土界面重金属

离子的迁移能力，而芳香类化合物在根际与重金属的行为探究较少被人关注[5].
有机物与重金属的相互作用也受到有机物浓度和种类、土壤理化性质和重金属形态等因素的影

响 [6 − 7]. 其中，有机物分子间和分子内相互作用不仅会改变重金属的迁移率和性质，还会改变其与重金

属的相互作用[8]. 先前的研究表明溶解性有机物分子可以相互作用从而聚集[9 − 10]. Sutton和 Sposito[11] 提
出相对较弱的疏水和氢键相互作用促进了有机分子的自组装，芳香环的极性相互作用可能稳定得到超

分子结构 .  Tikhonov等 [12] 通过膜超滤和粒径排除色谱技术发现在 Cu（Ⅱ）和腐殖酸（HA）系统中，

HA分子间由弱分子间相互作用形成的超分子结构可以将 Cu（Ⅱ） 与 HA形成的二元配合物分离. 研究

表明有机物与重金属的结合不能单一认为是供体-受体键或离子相互作用，有机物分子间和分子内相

互作用更应该被关注. 有机分子和金属离子形成的超分子结构对环境的物理化学参数更为敏感[13].
根系分泌物在决定根际相互作用以及土壤重金属风险和微生物群落动态方面起着重要作用，但根

系分泌的有机物组分与重金属之间具体作用机理的研究仍存在不足，这可能会导致重金属行为建模和

风险评估中的不确定性[14 − 15].
本研究选定了根系分泌物中代表性小分子有机酸乙酸和芳香化合物香豆素，探究不同结构的有机

物与 Cu（Ⅱ）络合的行为机理以及有机物分子间存在的相互作用，这将为根系有机物分子间相互作用

机制提供基础信息，增强对土壤环境的深入认识，进一步为根系分泌物在介导重金属生物有效性和环

境迁移转化研究提供科学依据. 

1    材料与方法（Materials and methods）
 

1.1    实验试剂与仪器

本实验的试剂香豆素（CM，分析纯）、乙酸（AA，分析纯）、硝酸铜（分析纯）、硝酸钠（分析纯）、浓

盐酸（分析纯）、氢氧化钠（分析纯）均购于阿拉丁试剂有限公司，实验用水均为去离子水.
仪器主要使用了复合 Cu（Ⅱ）选择电极（上海雷磁仪器公司）、离子计（上海雷磁仪器公司）、pH计

（上海雷磁仪器公司）、美国 Xigo湿式比表面分析仪（仪思奇北京科技有限公司）. 

1.2    选择电极电位滴定实验

土壤中有机酸浓度范围在 1—100 mmol·kg-1[3]，为了更好地进行理论探究，本实验将有机物浓度设

置成 1—100 mg·L−1. 将 500 mg香豆素、乙酸分别溶解于 1 L背景溶液（0.01 mol·L−1 NaNO3）中作为储
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备溶液（500 mg·L−1）. 这些储备溶液在 100 mL容量瓶中稀释至 3种浓度，分别为 1、10、100 mg·L−1，然

后转移到  250 mL 烧杯中进行与  Cu（Ⅱ）络合电位滴定实验 . 将烧杯放在磁力搅拌器上，转速为

200 r·min−1 速率，以确保铜离子络合平衡，放入 Cu（Ⅱ）复合离子选择电极和 pH 计对溶液进行监测. 待
初始电位稳定后，用移液枪向烧杯中加入  0.01 mol·L−1 Cu（NO3） 2，使溶液中的  Cu（Ⅱ）浓度从  1×
10−6 mol·L−1 变化至 1×10−4 mol·L−1. 每次滴加 Cu（NO3）2 后，待离子计稳定后记录电位和 pH 值，再次滴

加直至实验结束.
在 pH 计的辅助下用 0.01mol·L−1 的 NaOH 或 HNO3 将 3种浓度的有机物溶液 pH 值调至 2，再重

复之前的步骤进行有机物与 Cu（Ⅱ）络合电位滴定实验. 游离 Cu（Ⅱ）浓度（mol·L−1）和有机物结合的

Cu（Ⅱ）浓度之间的关系通过有机物浓度（mol·g−1）归一化. 利用不同有机物与 Cu（Ⅱ）络合反应的电位

滴定的数据，通过单配体模型的形成函数公式（1）对实验数据进行分析.

ML =
LOM×K ×Mf

1+K ×Mf
（1）

其中，Mf 代表游离金属浓度，LOM 代表以络合金属浓度表示的游离配体（OM），ML 代表 OM-Cu（Ⅱ）配

合物浓度，K 为条件稳定常数. 通过利用公式（1）来计算可以得到有机物与 Cu（Ⅱ）络合反应的条件稳

定常数 K. 

1.3    弛豫时间测定

基于1H NMR技术，利用美国 Xigo湿式比表面分析仪测量不同浓度的样品溶液的弛豫时间，并利

用公式（2）计算样品的弛豫率（Rsp）.

Rsp =
T b

Tav
−1 （2）

其中，Rsp 代表样品弛豫率；Tb 代表样品弛豫时间的倒数；Tav 代表溶剂弛豫时间的倒数. 

1.4    分子动力学模拟

利用 Materials Studio 2017R2软件绘制了香豆素、乙酸的分子表面静电势图，并构建了不同有机物

分子和 Cu（Ⅱ）共存的初始模型，通过几何优化后，使用软件中 Forcite模块进行分子动力学（MD）模拟.
不同模型盒子中放入的有机物分子、水分子以及硝酸铜的数量相同. 整个仿真过程在 COMPASS II力
场和常规系综 NVT条件下实现. 每个体系模拟 2000 ps以达到平衡状态，模拟步骤为 1 fs. 

1.5    pH值变化实验

香豆素、乙酸储备溶液均稀释至 1、10、100 mg·L−1 的 3种梯度浓度. 取相同体积的每个浓度样品

分别装到 50 mL棕色小瓶中，测定 pH值，每个梯度设置 3个平行. 同一浓度样品分为两组，一种保持

原 pH值不经调整，另一种 pH值调至为 4，将这两个具有不同 pH值的样品混合，理论 pH值根据两瓶

溶液初始 pH值和体积，通过公式（3）计算得出理论 pH值，利用 pH计测定混合溶液的最终 pH值即为

实际 pH值.

pH理论 =
lg（10−pH1×V1+10−pH2×V2）

V1+V2
（3）

其中，pH1、V1 分别指的是第一种溶液测定的 pH值和体积；pH2、V2 为第二种调整 pH值为 4后的溶液

pH值和体积. 

2    结果与讨论（Results and discussion）
 

2.1    小分子根系有机物与 Cu（Ⅱ）络合特征

将不同浓度（1、10、100 mg·L−1）的香豆素和乙酸溶液分别与 Cu（Ⅱ）络合滴定，并与调整溶液

pH值为 2后的络合数据进行对比. 如图 1所示，随着有机物浓度增加有机物与 Cu（Ⅱ）络合量反而降

低. 这种现象说明有机物分子之间存在着相互作用. 这种相互作用使有机物分子间联系更加紧密，随着

有机物浓度的增加，由有机物分子间相作用形成超分子结构，Cu（Ⅱ）在络合反应体系中的竞争力降

低，进而有机物与 Cu（Ⅱ）的络合量随之降低[12].
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图 1    不同 pH环境香豆素（a）和乙酸（b）与 Cu（Ⅱ）络合曲线图

Fig.1    Complex curves of coumarin（a）, acetic acid（b） and Cu（Ⅱ） at different pH 

 

两种有机物与 Cu（Ⅱ）络合滴定数据通过单配体模型的形成函数公式（1）拟合结果如表 1所示. 反
应溶液中形成络合物的平衡常数用条件稳定常数 lg K 表示，lg K 值愈大络合物愈稳定[16]. 由拟合结果

可知，香豆素、乙酸与 Cu（Ⅱ）反应的 lg K 值均随着浓度增加而降低 . 在同一浓度下，香豆素在两种

pH环境中与 Cu（Ⅱ）反应的 lg K 值差异不大，而乙酸在 pH值为 2时与 Cu（Ⅱ）反应的 lg K 值均低于原

始 pH环境，这与两种有机物归一化后的络合曲线图现象一致. 这可能是归因于不同 pH值影响有机物

的羧基或羟基中 H的解离程度，pH值愈高则解离程度愈大[17].
 
 

表 1    单配体模型的形成函数拟合结果

Table 1    Formation function fitting results of single-ligand model
 

类别
Category

浓度 /（mg·L−1）
Concentration

CM AA

lg K R2 lg K R2

原始pH值

1 5.05 0.9088 5.56 0.9885

10 4.72 0.9999 4.07 0.9652

100 4.57 0.9999 3.84 0.9962

pH=2

1 4.97 0.9754 5.31 0.9556

10 4.72 0.9941 3.78 0.9352

100 4.51 0.9944 3.23 0.9962
 

1H NMR弛豫技术可用于测量水相中颗粒的分散程度. 通常，相同质量分数颗粒弛豫时间越短，分

散程度越高，对应的弛豫率越高[18]. 由图 2可知，原始 pH环境中的香豆素、乙酸的弛豫率均随着有机

物浓度的增加而降低，弛豫率越低，溶液中的粒子分散程度越低. 香豆素弛豫率受 pH值影响较小，同

一浓度乙酸在不同 pH条件下弛豫率波动比香豆素更显著.
 
 

图 2    香豆素与乙酸在不同 pH条件下的溶液弛豫率（* P<0.05）

Fig.2    Relaxation rate diagram of coumarin and acetic acid at different pH values （* P<0.05）
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由此表明，这两种小分子有机物随着浓度的增加，分子间存在团聚现象，低 pH环境下乙酸团聚更

明显，其分子间作用力受 pH影响更大. 先前学者通过分子动力学、动态光散射（DLS）测量等手段验证有

机物分子在水环境中的分子团聚或自形态的转变[19 − 20]，但有机物分子间作用力机制仍需进一步探讨. 

2.2    小分子根系有机物分子间作用力机制研究

为了更直观地探究有机物分子作用力机制，建立以水分子为基体，不同小分子有机物和硝酸铜共

存的模型，并通过分子动力学（MD）模拟研究了不同小分子有机物在体系中的运动状态. 图 3、4分别

显示了香豆素、乙酸与 Cu（Ⅱ）反应体系最初与最终稳定的状态（水分子隐藏）. 通过模拟前后对比，可

以观察到两个体系最终状态均出现团聚现象.
 
 

图 3    模拟箱体中香豆素与 Cu（Ⅱ）最初与最终的稳定状态
（图 A、B、C为模拟箱中初始体系状态俯、正、侧视图；图 D、E、F为最终稳定状态俯、正、侧视图）

Fig.3    The initial and final steady states of coumarin and Cu（Ⅱ） in the simulation boxes
（Figures A, B and C show the top, front, and side views of the initial system state in the simulation box; Figures D, E, and F

show the top, front, and side views of the final steady state） 

 
 

图 4    模拟箱体中乙酸与 Cu（Ⅱ）最初与最终的稳定状态
（图 A、B、C为模拟箱中初始体系状态俯、正、侧视图；图 D、E、F为最终稳定状态俯、正、侧视图）

Fig.4    The initial and final steady states of acetic acid and Cu（Ⅱ） in the simulation boxes
（Figures A, B and C show the top, front, and side views of the initial system state in the simulation box; Figures D, E, and F

show the top, front, and side views of the final steady state） 
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由于小分子根系有机物与 Cu（Ⅱ）络合体系中没有其他物质参与，香豆素、乙酸出现团聚现象应归

因于有机物分子间的相互作用力. 静电势能分布是用来研究分子间相互作用的工具. 静电势能分布图

可以直观看到分子的电荷分布和电荷相关的性质，通过分子表面上的静电势可以估计当前分子与其他

分子的静电作用，同时可以预测和解释氢键的结合模式、强度和电荷分布[20]. 由图 5所示，香豆素分子

静电势正值区域均匀的分布在—C—H区域周围，静电势负值区域分布在两个氧原子表面，静电势的

极小值点出现在—C=O区域的氧原子上方. 乙酸分子静电势正值区域极大值点出现在—O—H区域，

其次分布在—C—H区域，在—C=O区域的静电势能最低，这些原子周围的区域具有较高的负电性. 正
静电势区域与负静电势区域更易形成相互作用[21].
 
 

图 5    香豆素（a）、乙酸（b）静电势能分布图

Fig.5    Distribution of electrostatic potential energy of coumarin （a） and acetic acid （b）. 

 

根据有机物静电势能分布图及模拟体系最终状态，说明香豆素分子的静电势极小值位置吸引另一

个分子静电势极大值位置相互结合，从而明显导致其发生分子团聚. 如图 6（a）所示，香豆素分子中稳

定的含氧六元环不易开环，—C=O与环中的 O区域有较高的负静电势能，由于分子中的氧原子附近没

有连接氢原子，分子间未形成氢键作用，这表明香豆素分子间负静电势—C=O和环中 O区域与正静电

势区域—C—H区域形成静电吸引作用. 乙酸分子间作用力如图 6（b）所示，负静电势—C=O区域与正

静电势—C—H区域相互结合，即乙酸分子间形成 O…H—O氢键作用. pH环境会影响分子间的氢键

作用[22,23]，pH值越低，乙酸分子中羧基不易电离，分子间氢键作用力愈强，因此在 pH值为 2的环境中，

同一浓度乙酸与 Cu（Ⅱ）的络合量相比于原始 pH环境中的络合量更低.
 
 

图 6    香豆素（a）、乙酸（b）分子间相互作用示意图

Fig.6    Schematic diagram of the interaction force between of coumarin （a） and acetic acid（b） 

 

在体系中由于有机物分子间的氢键作用或静电吸引作用力的存在，有机物发生团聚，导致其与

Cu（Ⅱ）络合力下降. 这也解释了实验结果中随有机物浓度的提高，其与 Cu（Ⅱ）络合量减少的现象. 氢
键、静电相互作用力是有机物分子间常见的作用力，在影响有机物质构特性方面起着重要的作用 [10].
Beltran-villegas等[24] 和 Naassaoui[25] 的研究证实 α-1,3-葡聚糖和聚赖氨酸（PLL）构型的转变分别是氢键

作用力和静电斥力主导的结果，分子间相互作用力对有机物构象稳定性起着决定性作用.
为进一步证实这两种有机物分子间不同作用力的机制，本研究参照赵婧等[9] 学者的方法，比较了

理论和实测的香豆素和乙酸溶液 pH值变化. 如图 7所示，不同浓度乙酸溶液的实测 pH值始终高于理

论 pH值，而香豆素溶液中实测和理论 pH值相差不大. 由于系统中没有其他分子参与，pH值的差异与

分子间相互作用有关. 乙酸溶液实测 pH值高于理论 pH值，归因于乙酸分子间—O—H与—C=O形成

氢键作用力，浓度越高实测 pH值与理论 pH值差异越显著，说明 pH值越低，分子间氢键作用力越强.
而香豆素溶液混合后的理论 pH值与实际 pH值差异不大，则说明它分子间的作用力与氢键无关，根据
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分子动力学模拟及静电势分析，它的团聚归因于分子中正静电势的区域与负静电势区域的静电吸引作

用力.
 
 

图 7    有机物溶液混合后理论与实际 pH值差异图（ * P<0.05）

Fig.7    Comparison between theoretical and actual pH values after mixing of organic solutions （* P<0.05）
 

  

3    结论（Conclusion）

本研究表明静电吸引作用力和氢键作用力分别是香豆素和乙酸在与 Cu（Ⅱ）络合体系中出现分子

团聚的主要作用力. 随着香豆素、乙酸浓度的增加，其与 Cu（Ⅱ）单位络合量显著减少，条件稳定常数

（lg K）也相应降低. 通过弛豫率的测定以及分子动力学模拟，本研究证实小分子有机物之间存在相互

作用力而团聚，并利用静电势分析、氢键佐证实验，证实乙酸分子间—O—H与—C=O形成氢键作用

力，因此乙酸与 Cu（Ⅱ）络合表现出较明显的 pH依赖性. 同一浓度下，pH值越低，其与 Cu（Ⅱ）单位络

合量越低. 而香豆素分子间—C=O与—C—H形成的静电吸引作用力几乎不受 pH影响.
不同土壤环境有机物的分子结构与分子间相互作用特征在有机物与重金属之间行为体系中并没

有完整的记录，因此深入了解土壤根系不同有机物与重金属结合行为以及有机物分子间作用力机制，

能为根系分泌物在介导重金属生物有效性和迁移中的环境风险评估提供科学信息，有效降低重金属行

为建模和风险评估的不确定性.
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