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摘　要　　土壤腐殖质的研究已成为土壤学 、环境化学和地球化学等领域的热点方向之一。应用核磁共

振光谱(NMR)、红外光谱(IR)、荧光光谱(FS)、电子自旋共振谱(ESR)等现代分析技术 ,对在土壤腐殖质组成和

结构研究中取得的主要成果进行了综述。
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由于二氧化碳的温室效应 , 在全球变化研究中碳循环将处于一个极其重要的核心地

位〔1〕 。全球约有 1500Gt碳是以有机碳形态储存于土壤中 ,是大气碳库储量的 2倍 ,因此土

壤有机碳库储量较小幅度的变化 ,会直接对大气二氧化碳的固定或释放过程有较大的影

响〔2〕 。另外 ,土壤有机质的植物所需多种营养元素(如 N 、P)的主要来源 ,是土壤肥力的重

要组成部分 ,使土壤具有通气性 、渗透性和缓冲性。土壤有机质含多种疏水基 、亲水基和游

离基等官能团 ,是土壤中对污染物的吸附-脱附过程起主要作用的组份〔3 , 4〕 。因此 ,土壤有

机质的研究已成为土壤学 、环境化学和地球化学等领域的热点方向之一。

腐殖质是土壤有机质的主要部分 ,是土壤中所特有的一类有机物 。按其在酸碱溶液中

的溶解度分为胡敏酸 、富里酸和胡敏素 。目前 ,对腐殖质的结构存在两种认识〔5〕:1)认为胡

敏酸 、富里酸及胡敏素都包含由一个酚和部分氧化了的木质素单体和双体组成网状结构 ,其

他羧酸类 、脂肪类等有机物吸附在这种结构上。因此腐殖质的物理性质受其分子结构形状

影响 ,而化学性质则由表面的酚基和羧基等官能团决定的;2)通过扫描电镜 、黏度测定 、表面

张力测定发现胡敏酸和富里酸胶团的大小和形状受 pH 值的影响极大。由此推测不同结构

单位是依靠氢健和范氏力聚合在一起形成腐殖质的弹性海绵状结构 。当 pH 值升高时有利

于羧基和羧基的离子化 ,因此胶团会变小。这两种结构模型是在大量实验基础上推测的 ,还

需要做进一步的研究 。近年来 ,现代仪器分析技术的发展为土壤腐殖的研究提供了先进的

手段 ,从而使土壤腐殖质的研究提高到了新的水平 。取得了许多研究成果 ,本文将对此作一

概述 。

1　腐殖质的降解方法
采用水解 、氧化还原和热解方法可以提供腐殖质分子比较直观的信息 ,是研究腐殖质早

期采用的方法。缺点是在极端降解条件下发生的化学反应很复杂 ,产生的降解产物很多 ,因

此分析结果很困难。有时检测到的主要降解产物不一定是腐殖质分子的基本组成单位 ,容

易导致错误的结论。

1.1　水解方法
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有些聚合物如高聚糖 、蛋白质和核糖等可以通过水解反应而确定其组成。由于腐殖质

内部键合关系很复杂 ,大多数键通过水解反应很难断裂 ,因此腐殖质在水解反应中主要释放

蛋白质类物质和碳水化合物 。Parsons
〔6〕
研究表明在 6N HCl条件下 ,胡敏酸水解过程中会

产成 CO2 和水溶性分子(单糖 、氨基酸 、嘌呤和嘧啶等),同时单糖和氨基酸的有机物可能发

生缩合反应 ,最后 50%以上的胡敏酸发生了水解反应。

1.2　还原氧化方法

金属单质 、氢 、金属氢化物等还原剂与腐殖质发生还原降解反应 ,其中钠汞齐常被作为

还原剂。Hayes〔7〕用钠汞齐作为还原剂 ,发现土壤腐殖质的降解产物主要有九种 ,主要是苯

酚(醚)和苯酚(醚)的衍生物 ,同时还发现降解产物中有少量脂肪类有机物。原因是酚醚和

联苯结构上的取代基与苯酚基的键 、芳香醚与脂肪基的键在反应中断开了 。Cheshire
〔8〕
根

据这些实验结果认为腐殖质的网状结构是以多环芳烃类为核心 ,而其他酚类 、金属离子 、多

肽 、羧酸化合物再连接上而构成的 。

氧化铜 、碱性高锰酸钾溶液 、氯气 、硫化钠 、硝酸等氧化剂与腐殖质发生氧化反应 。用碱

性高锰酸钾和氧化铜氧化时 ,主要是脂肪羧酸和苯基羧酸类等降解产物 ,而且在不同的氧化

条件下(反应时间 、温度 、氧化剂浓度等)最后的降解产物会不同 。

1.3　热解反应

水解法和氧化还原法往往需要先将腐殖质提纯 ,这样不但会增加实验步骤 ,而且可能会

改变腐殖质的性质和组成 。热解法可以克服这些缺点 ,样品直接放在真空柱中热解 ,灰分物

质不会干扰实验 ,最后热解产物用场离子质谱仪检测。热解-场离子质谱(Py-FIMS)提供

了腐殖质分子的基本结构信息 ,各种热解产物在谱图上有特定的分子离子峰 ,已有 332种热

解产物被确定〔9〕 。依据热解方法的结果人们提出了胡敏酸单体的分子式是 C315H349N5O90

和对应的结构式 ,考虑单体发生脱水反应和脱氢反应 ,分子内的氢键作用及弱相互作用力

(范德华力等)等因素 ,还提出了胡敏酸的三聚体 、十聚体和十五聚体的分子式和结构式
〔10〕

。

热解法也存在一些问题 ,如受热解腔壁的限制 ,热解产物的量很少 ,而腐殖质很复杂 ,热

解产物是否有代表性还很难说;检测到的主要热解主产物不一定就是腐殖质的基本结构单

位;而且分子中的羧基和羟基会在腐殖质的热解过程中脱去 。后来采用烷基化试剂与羧基

和羟基发生衍生反应来保护羧基和羟基〔11〕 ,但也只能部分地保护羧基和羟基 ,不能完全避

免脱羟基反应的发生 。

表 1　腐殖质研究中常用分析方法(摘自 Gaf fney J.S.et al〔12〕)

项　目 测定 方 法

测定分子量
粘度法 、渗透压测定法 、超离心法 、凝胶过滤
法 、激光散射法 、场解吸质谱法

鉴定官能团

傅立叶变换红外光谱法 、13C核磁共振光谱

法 、电子自旋共振谱 、热解-气相色谱法 、热
解质谱法 、热解气相色谱-质谱法 、热解-

傅立叶变换红外光谱法 、滴定法

测定键位关系
阳离子交换法 、荧光法 、光声光谱法 、渗析

法 、电位滴定法

2　腐殖质的光谱分析
降解法破坏了腐殖质的原有组成 ,

同时会有很多降解产物生成 ,导致最后

实验结果很难解释。光谱法能将腐殖质

作为一个整体来研究 ,对其破坏也很少 ,

是主要的研究手段。表 1列出了测定腐

殖质性质和组成的一些常用分析方法。

2.1　核磁共振光谱

核磁共振光谱(NMR)用来研究土

壤腐殖质及其腐殖化过程已有 20年了 ,开始只能测定液体样品 ,灵敏度比较差 。只有一部

分腐殖质是可溶性的 ,实验结果的可靠性存在很大的问题 ,这就限制了它的应用 。将傅立叶
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变化技术应用到核磁共振光谱后 ,不但提高了测定有机质的灵敏度 ,消除了无机离子的干

扰 ,并且能直接测定固体样品 。这样可以在不破坏腐殖质的化学组成条件下 ,真实地反映其

结构特征 ,因此核磁共振光谱已成为腐殖质研究中重要的分析手段。

固相13C-NMR方法加深了人们对腐殖质的认识 ,取得了许多重要的研究成果〔12～ 14〕:

①腐殖质的性质和组成。腐殖质主要有羧基 、醇羟基 、酚羟基 、醌型羟基和酮型羟基等官能

团。其中富里酸含羧基 、醇羟基 、酚羟基和酮型羟基的量要比胡敏酸多 ,而胡敏酸含醌型羟

基的量要比富里酸高 。各种官能团的含量 ,对不同土壤差异较大 。Krosshavn等〔15〕研究表

明土壤腐殖质结构受到有机质的腐殖化度和地理环境的影响 ,随着腐殖化度的提高 ,土壤的

脂肪族C增加 ,羟基减少 ,羧基增加 ,而芳香C 变化没有规律 。Wershaw 和 Pinckney
〔16〕
研究

也发现腐殖质包含有植物组织的降解产物 ,因而地理环境和植被的不同会影响腐殖质的组

成。②腐殖质的各种组份的差异。表层土中胡敏酸的酚基含量较高 ,随着降解过程加剧含

量会下降;芳化度随土壤深度和降解过程会升高 ,原因是芳香基不易被降解 ,或土壤微生物

会合成出芳香化合物加入到腐殖质中。Saiz-Jimenez et al〔17〕通过核磁共振光谱法测定了

不同地点土壤样品中腐殖质 ,表明不同土壤中胡敏酸 、富里酸和胡敏酸素的结构特征相似。

胡敏酸与胡敏素的芳化度接近 ,富里酸比胡敏酸的芳化度要低。研究表明胡敏酸和富里酸

是两种类型的有机质 ,富里酸不是胡敏酸的降解产物。腐殖质中有木质素的降解产物 ,因此

腐殖质中的芳香结构可能来自木质素的降解 ,而腐殖质中链烷结构可能是角质和软木脂等

生物聚合物的后期加入;③腐殖质的网状结构模型 。通过 NMR波谱的定量分析 ,结合其他

分析方法和计算化学;构造出了胡敏酸的三维结构模型 。Schulten〔18〕通过13C-NMR数据

和热解方法提出一个胡敏酸分子的化学结构模型。胡敏酸分子的核心结构是烷基芳香基。

Zhang〔19〕也有相同的结论 。Hatcher 〔20〕　实验发现热解过程中含氧产物比例很高 ,而模型缺

少含氧官能团 ,因此这一模型需要进行修改 ,也可能根本就不对。Cool 和 Langford〔21〕通过

参差极化魔角样品自旋(CP -MAS)
13
C-NMR技术分析土壤中的腐殖质结构特征。指出

富里酸分子结构特点是:结构骨架由脂肪烃组成 ,其中芳香基是主要变化的组份 ,而变化的

含官能团化合物是糖类化合物 。而胡敏酸分子由绝大部分固定组份与很少的变化组份(芳

香基)构成;④环境科学中的应用。土壤有机质吸附污染物机理的研究是环境科学中重要的

课题之一〔22～ 25〕。用13C-NMR测定出土壤的有机质的极性碳含量 ,发现它与吸附量有直

接的关系 ,而不是早先笼统的认为有机质含量与吸附量有直接关系〔26〕。 Thorn〔27〕用15N 羟

胺标记物研究了腐殖质中羰基的衍生化反应机理 ,探讨了含氮有机污染物在土壤中的吸附 、

固定和降解过程 。由于核磁共振光谱的应用 ,使在污染物吸附机理方面的研究达到了分子

水平的微观世界;⑤地球化学意义 。由于气候 、地理位置 、植被的不同 ,腐殖质的组成存在很

大的差异 ,通过对腐殖质的研究可以了解一个地区的气候和环境的变化过程。如研究表明

沉积物中的腐殖质是藻类生物的降解产物 ,而不是早先人们认为的主要来自陆地植物。
〔15〕　N 和1H 核磁共振光谱法也被采用 ,只是应用很受限制。1H 核磁共振光谱图的直观

性很差 ,分辨率低。样品残留水会严重干扰测定 ,需要进行前处理过程[ 28] 。目前 ,对含氮有

机物的测定存在一定困难 , 15N-NMR将成为测定含氮有机物的有效方法。缺点是测定时

间较长 , 15N的丰度低(0.37%),磁旋比小 ,因此灵敏度比13C 低 50倍左右。

2.2　红外光谱

红外光谱(IR)是定性分析有机物官能团的主要手段之一 ,根据红外吸收曲线的峰位 、

峰强以及峰形来判断化合物是否存在某些官能团 。Schnitzer 和 Schuppli〔29〕用红外光谱分
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析表明腐殖质的主要官能团有羧基 、羟基和羰基等 ,用不同提取剂提取的腐殖质在分子量 、

芳化度 、主要官能团方面存在一些差异 。Wang
〔30〕
等发现不同分子量富里酸的红外光谱图

很相似 ,但也存在一些明显的差别 。认为富里酸分子量较小时其芳化度较小 ,并且羧基含量

也较高。由于红外光谱非常复杂 ,并受腐殖质提取剂的影响 ,因此对其完全解析还很困难 ,

只能部分地反映腐殖质的结构组成 。

2.3　荧光光谱

同步荧光光谱法具有谱图简单 、谱带窄 、干扰物影响小 、选择性和灵敏度高的优点 ,是一

种敏度 、无破坏性的分析方法 。土壤腐殖质的荧光强度不但与其结构(有色官能团和非饱和

键)有关 ,还与腐殖质的来源 、分子量 、溶液浓度 、pH 值 、离子强度 、温度和氧化还原电势等因

素有关〔31〕 。腐殖质是一个复杂的多组分体系 ,其荧光光谱是胶团中各种荧光团的综合表

现 ,因此只能推测出腐殖中可能存在的官能团。土壤中许多重金属离子(顺磁性)具有荧光

熄灭作用 ,荧光法能反映出无机-有机复合体之间的键位关系。Esteves
〔32〕
等研究了不同来

源的腐殖质与 Cu
2+
的相互关系。表明土壤中的胡敏酸和富里酸皆有两个结合点与 Cu

2+
复

合 ,而水相中的胡敏酸和富里酸则有 2 ～ 3个结合点。由于腐殖质的组成和来源决定其荧光

光谱的最大峰和强度 ,因此荧光法能作为鉴定胡敏酸和富里酸是否同一来源的标准方

法〔33〕。荧光光谱的峰较宽并且强度小说明腐殖质的芳化度和不饱和键较高 ,带有较多的亲

电子官能团(羰基 、羧基),并且分子量较大;荧光光谱的峰较窄并且强度大说明腐殖质的结

构简单 、分子量小 、芳化度小 、生色团少 ,带有较多的给电子官能团(羟基 、甲氧基 、氨基)。

2.4　电子自旋共振谱

电子自旋共振谱具有不破坏样品分子 ,对化学反应过程无影响 ,灵敏度高等优点 ,特别

适合于研究化学活性高 、寿命短的自由基及过渡金属化合物和配合物 。土壤有机质中相对

富含半醌类型的自由基(永久性自由基和暂时性自由基)。测定暂时性自由基时 ,通过改变

土壤的 pH值 、发生还原反应和进行辐射等方法来提高它们的寿命。这些自由基在与其他

有机 、无机物质发生反应(如聚合-解聚合反应 ,植物的生理活性和氧化还原反应)时有重要

的作用。

土壤腐殖质中自由基的电子自旋共振谱图中得不到超精细结构 ,因此提供关于自由基

化学结构方面的信息较少 。波谱分裂因子 g 是很重要的参数 ,每一个固定的样品均有它本

身的 g 因子 ,取决于样品的电子结构 。从土壤和沉积物中提取的富里酸 ,其自由基的 g 因子

在 2.0031 ～ 2.0050之间 ,表明这些自由基是半醌基连接芳香环的结构。腐殖质的自由基的

谱图有不同的线形和峰宽 ,反映了其内部结构中孤对电子离域位置的不同 ,另外自由基的浓

度 、溶剂-溶质的相互作用 、温度等因素也有影响。通过谱图可以测定自由基的浓度 ,其大

小与腐殖的腐殖化程度 、芳香度和酚基含量有关
〔34〕

。Neto
〔35〕
等研究表明土壤的 C/N 比值

越小(即腐殖化程度高),其半醌自由基含量越高。

3　小　　结
目前 ,土壤腐殖质研究中其还存在许多有待解决的问题。首先是土壤腐殖质的分离。

腐殖质是一个多组份体系 ,要对其进行准确的分析 ,需要在分离方法方面有突破性进展 ,即

提取出单一组份的腐殖质;其次是加强对胡敏素的研究 。胡敏素组成复杂 ,分离纯化困难和

酸碱不溶性等原因 ,有关胡敏素的分析资料是十分有限的。二甲亚砜-盐酸溶解它们后 ,发

现这些有机质的性质与胡敏酸和富里酸类似 ,只是其羧基较多。有人认为土壤胡敏素只不
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过是一种粘粒和胡敏酸的复合体。近年来通过对胡敏酸和胡敏素的13C-NMR光谱的研究

证实 ,它们在结构上存在明显差异 ,说明胡敏素和胡敏酸并不是同一类物
[ 36]

,这些观点还需

进一步的确认;最后是了解土壤腐殖质的环境作用 。土壤腐殖质与有机污染物结合后 ,有利

于它们进一步的降解 ,与重金属离子紧密配合 ,从而消除对动植物体的危害 ,这些从环境保

护的角度来看是非常有意义的 。
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