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摘　 要　 腐殖质是一种主要由碳、氢、氧、氮等元素构成的具有氧化还原活性的有机质， 存在丰富的官能团，
其中以酚基和羧基含量最为丰富．腐殖质的氧化还原能力与氧化还原官能团的数目和种类有关．一直以来醌

基被认为是腐殖质最重要的氧化还原官能团，对于醌基的测定是研究氧化还原官能团的重点．对于腐殖质氧

化还原官能团的研究以化学、电化学和微生物等基本方法为主．本文尝试将这些方法与光谱法（如三维荧光光

谱法、红外光谱法、核磁共振光谱法和电子自旋共振波谱法）相结合，不仅可以量化腐殖质氧化还原能力，还
能对腐殖质氧化还原官能团具体组成有完整的解释，以便全面了解腐殖质的氧化还原官能团和氧化还原

活性．
关键词　 腐殖质， 氧化还原官能团， 氧化还原能力， 三维荧光光谱法．
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腐殖质（Ｈｕｍｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ）是结构极为复杂的一类非均相高分子聚合物，广泛存在于土壤、水体、污
泥等环境中［１⁃３］ ．腐殖质在自然界中扮演着很重要的角色，在水环境系统中，它就像一个缓冲剂维持着水

中的酸碱平衡，同时又能作为 Ｃ、Ｎ 等营养物质的来源．腐殖质还可以通过氧化 ／还原、络合、吸附反应与
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重金属、有机污染物发生相互作用，从而影响污染物的迁移转化与环境归宿［４］ ．
腐殖质主要由碳、氢、氧、氮等元素构成，其分子结构中有芳香环、杂环和多环化合物．它们由碳链或

键桥连接成疏松的网状，具有较强的络合和吸附能力，能与环境中的有机污染物、重金属离子等污染物

发生物理化学反应［５］ ．关于腐殖质的结构已提出了多种设想，但缺乏统一性．Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ［２］ 认为影响腐殖

质氧化还原特性的主要官能团包括羧基（ＣＯＯＨ）、酚羟基 （ Ｐｈｅｎｏｌｉｃ ＯＨ）、苯醌 （Ｑｕｉｎｏｎｅ）、羟基醌

（Ｈｙｄｒｏｘｙ ｑｕｉｎｏｎｅ）、醇羟基（Ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ＯＨ）等．Ｓｃｏｔｔ 等［６］的研究认为（苯）醌是腐殖质中最重要的氧化还

原官能团．目前，研究人员主要应用化学方法和微生物方法研究腐殖质氧化还原特性，再结合新型的光

谱法和电化学方法推测腐殖质官能团的种类、数量及分布．腐殖质作为土壤中原生的最重要电子载体，
影响着化学循环过程，与人类迫切要解决的土壤污染问题密切相关．全面地了解腐殖质官能团的种类和

分布能提高人们对腐殖质与污染物之间的反应机制的了解，进而提高对有机物和环境污染物在生态系

统中的反应行为的预测能力．
本文拟将实验室基础方法与光谱法（如三维荧光光谱法、红外光谱法、核磁共振光谱法和电子自旋

共振波谱法）相结合，不仅可以量化腐殖质氧化还原能力，还对腐殖质氧化还原官能团具体组成进行相

对完整的解释，全面了解腐殖质的氧化还原官能团和氧化还原活性．

１　 化学方法 （Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ）
腐殖质中存在大量的氧化还原官能团．研究人员通过电位滴定法、化学还原法（利用胡敏酸与其他

氧化还原剂反应）等方法测定了腐殖质电子转移能力以及氧化还原官能团的含量．
Ｒｉｔｃｈｉｅ 和 Ｐｅｒｄｕｅ［７］通过电位滴定法量化了 １４ 种标准腐殖质官能团的含量，结果表明羧基和酚基基

团含量最为丰富．他们根据滴定曲线估算了每种样品羧基和酚基的含量．一般来说，羧基含量顺序为陆

源富里酸＞水源富里酸＞Ｓｕｗａｎｎｅｅ 河天然有机物（ＮＯＭ） ＞水源胡敏酸＞陆源胡敏酸．而富里酸和胡敏酸

酚基含量基本相同，但水体样品中酚基含量均比陆地样品含量高．Ｃｈｅｎ 等［８］研究表明，多酚丰富的 ＮＯＭ
组分比碳氢化合物丰富的组分有更强的电子接受能力，表明酚基是天然有机物主要氧化还原官能团

之一．
Ｎｏｐａｗａｎ 和 Ｎａｎｎｙ［９］通过 Ｐｄ⁃Ｈ２还原实验量化了溶解性腐殖质（包括胡敏酸和富里酸）以及多种醌

类模型化合物（图 １）的电子转移能力（ＥＣＣ），并在腐殖质模型化合物研究的基础上提出了 ２ 种新模型

结构，一种是非醌类氧化还原基团（ＮＱ），另一种是醌类氧化还原基团，其中第二种又分为具有供电子取

代基的醌类结构（Ｑ１）和既无取代基也无供电子基团的醌类结构（Ｑ２）．实验发现，非醌类氧化还原基团

（ＮＱ）的 ＥＥＣ 约占总电子转移能力的 ２１％—５６％，而对于 Ｑ１与 Ｑ２来说，取代基位置不同，ＥＣＣ 不同．胡
敏酸和富里酸均在电子转移过程中利用不同的官能团，其中一些官能团可能为非醌型结构．这表明，腐
殖质参与的电子转移过程中除了通过形成半醌自由基的机制外，还可以通过其他几种途径实现．

图 １　 醌类模式物的化学结构［１４］

Ｆｉｇ．１　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｑｕｉｎｏｎｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ［１４］
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姜杰等［１０］测定了胡敏酸与 ３ 种不同氧化还原电位（Ｅｈ）的铁矿物（水铁矿、赤铁矿、磁铁矿）的氧化

还原反应，并分析了腐殖质分子氧化还原官能团的分布规律．实验结果表明，还原态胡敏酸 Ｅｈ（Ｅｈ ＝
－６２０ ｍＶ）比原态（Ｅｈ ＝ ２４５ ｍＶ）低，原态胡敏酸的氧化还原 Ｅｈ分布比较均匀，还原态胡敏酸在 Ｅｈ＞０ 的

范围内存在易被氢气还原的官能团．此外，胡敏酸的氧化还原 Ｅｈ是不同种类和数量的氧化还原官能团

Ｅｈ的叠加值．
微生物方法常和化学方法结合起来研究腐殖质氧化还原官能团．Ｌｏｖｌｅｙ 等［１１］ 首次发现金属还原地

杆菌 Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ ｍｅｔａｌｌｉｒｅｄｕｃｅｎｓ 能厌氧还原腐殖质及其模型物，如蒽醌 ２，６⁃二磺酸 （Ａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ⁃２，６⁃
ｄｉｓｕｌｐｈｏｎａｔｅ，ＡＱＤＳ）．同时许多研究者也发现了数量颇多的微生物能从有机物和氢气转移电子到腐殖

质，腐殖质接受电子被还原，成为一种还原剂进一步还原金属，从而帮助加速有机质还原金属的过程．这
一加速效果对陆地和水环境中的污染物迁移有很大影响［２，１２］ ．大多数学者都认为是腐殖质中的醌基团

对加快铁还原速率起到了主要的作用．Ｓｃｏｔｔ 等［６］ 通过 Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ ｍｅｔａｌｌｉｒｅｄｕｃｅｎｓ 还原实验发现，腐殖质的

微生物还原产生了半醌自由基，使得腐殖质接受电子能力增强，且陆源胡敏酸的电子接受能力比水源胡

敏酸要强．这些结果表明，（苯）醌是腐殖质中最重要的氧化还原官能团，还原态醌基团是胡敏酸还原能

力的主要来源．Ｊｉａｎｇ 等［１２⁃１３］发现微生物腐殖质还原转移电子数和化学还原转移相同的电子数，结果表

明氧化还原活性官能团在电位是－４１８ ｍＶ 时也能被微生物还原．并且还发现在胡敏酸和微生物的还原

作用下产生具有强氧化性质的半醌自由基．半醌自由基将亚砷酸盐氧化为砷酸盐进而降低砷的毒性和

迁移性，反应过程中 ｐＨ 对砷的氧化还原影响较大．
微生物方法还可以从基因、蛋白质等方面进行研究，辅助化学方法推测官能团的类型．研究表明

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｏｎｅｉｄｅｎｓｉｓ ＭＲ⁃１ 的铁呼吸可能的电子传递途径为：脱氢酶→ＣｙｍＡ→ＭｔｒＡ→ＭｔｒＢ→ＯｍｃＡ ／ＭｔｒＣ
→Ｆｅ３＋ ［１４］ ．ＣｙｍＡ（一种四血红素细胞色素 Ｃ）、ＭｔｒＡ（周质空间中的一种十血红素细胞色素 Ｃ）、ＭｔｒＢ
（一种不带血红素的外膜蛋白） 、ＯｍｃＡ（外膜上的一种十血红素细胞色素 Ｃ） 和 ＭｔｒＣ（外膜上的一种十

血红素细胞色素 Ｃ） 是位于细胞膜或周质空间中重要的细胞色素 Ｃ，细胞色素 Ｃ 是多种能够传递电子

的含铁蛋白质的总称，在铁呼吸中起电子传递或作为末端还原酶的作用［１５⁃１８］ ．
Ｌｉｅｓ 等［１９］研究发现，ＣｙｍＡ 和甲萘醌类是 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｏｎｅｉｄｅｎｓｉｓ ＭＲ⁃１ 直接和间接还原矿物所必须的．

缺少 ｍｅｎＦ 基因的突变体可以通过加入甲基萘醌进行铁还原，这是因为 ｍｅｎＦ 基因编码的第一个关键步

骤是甲基萘醌的生物合成．呼吸醌广泛存在于微生物的细胞膜中，是细胞膜组成部分，在电子传递链中

起重要作用．呼吸醌主要有两类：泛醌（Ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ，ＵＱ）即辅酶 Ｑ 和甲基萘醌（Ｍｅｎａｑｕｉｎｏｎｅ，ＭＫ）即维生

素 Ｋ，二者结构如图 ２ 所示．

图 ２　 泛醌和甲基萘醌 （ＭＫ）的化学结构， Ｒ 为取代基

Ｆｉｇ．２　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ （ＵＱ） ａｎｄ ｍｅｎａｑｕｉｎｏｎｅ （ＭＫ）， ｗｈｅｒｅ Ｒ ｉｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｅｎｔ

２　 光谱法 （Ｓｐｅｃｔｒａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ）
随着分析化学的发展，目前有很多光谱技术可以分析腐殖质的结构以及其中的官能团，尤其是紫外

可见吸收光谱法 （ Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ⁃ｖｉｓｉｂｌｅ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ， ＵＶ⁃Ｖｉｓ ）、 红外光谱法 （ Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＦＴＩＲ）、三维荧光光谱法（Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ⁃ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｍａｔｒｉｘ，３ＤＥＥＭ）、核磁共振光

谱法（Ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＮＭＲ）和电子自旋共振波谱法（Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｓｐｉｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＥＳＲ）．光谱法具

有需样量少、不破坏样品、测试简单的特点，适于有机物的物理结构和化学性质的研究［２０］ ．
２．１　 紫外⁃可见吸收光谱法

对于腐殖质结构和官能团的简单分析，一般利用通过全波段扫描或测定一个或几个特定波长下腐
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殖质的吸光度，并计算比值．表 １ 总结了腐殖质紫外吸收峰的位置与官能团的关系．通过紫外吸收特征峰

可以简单判断官能团的种类，比如醌类化合物的测定波长分别为：１，４⁃苯醌的测定波长为 ２４２ ｎｍ
（２８１ ｎｍ和 ４３４ ｎｍ 也可测定）；１，２⁃萘醌的测定波长为 ２５０ ｎｍ（３３０ ｎｍ 和 ４０５ ｎｍ 也可测定），１，４⁃萘醌

的测定波长是 ３４７ ｎｍ（３９０ ｎｍ 也可测定）．其中“括号中的值”表示可以用另一种波长进行测定，而这种

波长是有机化合物另一个吸收峰的波长或干扰较少的波长［２１］ ．

表 １　 腐殖质紫外吸收峰的位置与官能团的关系［２６］

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＵＶ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅａｋｓ ｏｆ ｈｕｍｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐｓ［２６］

波长 Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ／ ｎｍ 官能团 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐｓ

２００—２２０ 烷基取代苯环结构

２２０—２４０ 单取代及双取代的苯羧基和酚基结构的 π⁃π∗跃迁

２４０—２７０ 多取代的苯羧基和酚基结构的 π⁃π∗跃迁

２７０—３２０ 各种取代结构的苯羧基和酚基结构的 ｎ⁃π∗跃迁

＞３２０ 稠环结构的苯羧基和酚基结构的 ｎ⁃π∗跃迁

目前常用指标有 Ａ２５３ ／ Ａ２０３、Ｅ４６５等．Ｅ４６５也叫色值（即波长在 ４６５ ｎｍ 处的吸光度值），一般认为 Ｅ４６５与

以下几个因素有关：①腐殖质的 Ｃ ／ Ｈ 比；②全 Ｃ 量；③相对分子质量；④芳香 Ｃ ／脂族 Ｃ 比．因此，Ｅ４６５的

大小可以反映腐殖物质的芳化程度、分子复杂程度和腐殖质颗粒相对分子质量的大小，Ｅ４６５越低，说明芳

香化度越低，颗粒相对分子质量越小，结构越简单［２２］ ．
张军政等［２３］ 采用紫外⁃可见吸收光谱法对不同填埋年限垃圾渗滤液溶解性有机质（Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ

ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ， ＤＯＭ）进行研究，结果表明 ＤＯＭ 组分中疏水酸性组分（Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ａｃｉｄｓ，ＨＯＡ）、疏水中

性组分（Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｎｅｕｔｒａｌｓ，ＨＯＮ）芳环上的取代基均以碳基、羧基、羟基为主，且 ＨＯＡ＞ＨＯＮ．而亲水性

组分（Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｍａｔｔｅｒ，ＨＩＭ）芳香环上的取代基以脂肪链为主．刘新超等［２４］ 发现腐殖质的芳香度可以

用 ２８０ ｎｍ 处的紫外吸光度值表征，若光谱在 ２８０ ｎｍ 附近出现明显的台阶则表明腐殖质存在芳香环

结构．
丁鑫等［２５］以国际标准风化褐煤胡敏酸（ＬＨＡ）为研究对象，通过 Ｅ４６５、Ｅ４６５ ／ Ｅ６６５值发现 ＬＨＡ 还原态

Ｅ４６５较原态略有下降，这意味着原态 ＬＨＡ 的芳香族化合物含量比还原态高，说明了 ＬＨＡ 分子在 Ｈ２还原

过程中芳香族化合物发生了碳骨架的断裂，使得还原后胡敏酸中芳香族化合物含量降低．此外，还通过

紫外全波段扫描鉴定了 ＬＨＡ 的发色团和共轭体系，结果表明在 ２００—７００ ｎｍ 范围内还原前后不同浓度

ＬＨＡ 都有紫外吸收，说明 ＬＨＡ 分子中含有含氧、含氮官能团和共轭双键，如羧基、醌型羰基、芳香共轭双

键等官能团．
为研究 ＤＯＭ 结构和官能团对氧化还原能力的贡献，本实验室对原态、还原态的 ＤＯＭ 进行紫外全波

段扫描．实验方法和参数设置与丁鑫等［２５］一致．从图 ３ 中可以看出，ＤＯＭ 在 １９０—７００ ｎｍ 范围内都有明

显吸收，说明 ＤＯＭ 结构中含有共轭双键和含氧、含氮官能团，如羰基、羧基和芳香共轭双键等．

图 ３　 Ｐａｈｏｋｅｅ ｐｅａｔ ＤＯＭ（ＰＰＤＯＭ）在原态及还原态下的紫外光谱

Ｆｉｇ．３　 ＵＶ⁃Ｖｉｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｐａｈｏｋｅｅ ｐｅａｔ ＤＯＭ （ＰＰＤＯＭ） ｉｎ ｎａｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｔａｔｅ
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ＤＯＭ 还原前后的紫外吸收强度随波长的增加呈先增大后减小趋势．原态 ＤＯＭ 在 ２１５—２４６ ｎｍ 范围

内吸收曲线有一定程度波动，２４６ ｎｍ 处出现强吸收峰，且最大吸光值为 ４．７；还原态 ＤＯＭ 在 ２３６ ｎｍ 处

出现强吸收峰，且最大吸光值为 ５．１．对比还原前后 ＤＯＭ 的紫外光谱，发现还原后 ＤＯＭ 最大吸收峰位置

发生蓝移．此外，在 １９０ ｎｍ 至最大吸收峰范围内，还原前后吸收曲线均随波长增加而上升．在 １９０—
２１５ ｎｍ范围内，还原前后吸收曲线形状差别不大，还原后 ＤＯＭ 吸光值略高于原态．而 ２１５ ｎｍ 至最大吸

收峰范围内，还原后 ＤＯＭ 吸收曲线较原态抬升明显．最大吸收峰处至 ７００ ｎｍ 范围内吸收曲线随波长增

加而下降．最大吸收峰处至 ４００ ｎｍ 范围内原态吸收曲线高于还原态，而 ４００—７００ ｎｍ 内还原态吸收曲

线高于原态．
ＤＯＭ 还原前后的吸收峰位置出现不同，且部分同一位置吸收峰形状有一定差异．ＤＯＭ 还原前后吸

收峰的形状、位置和峰值均发生变化，说明经过 Ｈ２还原后 ＤＯＭ 分子的结构和官能团均发生了变化．
２２０—２４０ ｎｍ 处的吸收峰表明 ＤＯＭ 含有单取代及双取代的苯羧基和酚基结构的 π⁃π∗ 跃迁；２４０—
２７０ ｎｍ处的吸收峰表明含有多取代的苯羧基和酚基结构的 π⁃π∗跃迁［２６］ ．ＤＯＭ 在 ２４０ ｎｍ 附近的吸收峰

可能是由含有 π⁃π∗共轭结构的分子（如芳香族）中，因 π⁃π∗跃迁所产生的强吸收谱带，或者是苯环上

的 Ｅ２ 带产生的．ＤＯＭ 被 Ｈ２还原后吸收峰由 ２４６ ｎｍ 处蓝移至 ２３６ ｎｍ，说明在 ＤＯＭ 还原的过程中苯羧

基结构及数量发生了变化：还原后多取代的苯羧基稍有减少，并生成了一些单取代及双取代的苯羧基．
ＤＯＭ 被 Ｈ２还原后吸收峰峰值增加，表明低能量 π⁃π∗增多，这说明 ＤＯＭ 还原的过程中有 π⁃π∗的断裂，
产生了更多的氧化还原官能团．这一结论与本课题组实验测得还原态 ＤＯＭ 氧化还原能力大于其原氧化

还原能力相一致．
２．２　 红外光谱法

在有机物中，组成化学键或官能团的原子一直处于不断振动的状态，其振动频率与红外光的振动频

率相当．因此，用红外光照射有机物时，分子中的官能团或化学键会发生振动吸收，不同的官能团或化学

键吸收频率不同．腐殖质红外光谱吸收峰的位置与官能团的关系如表 ２ 所示．Ｔｅｓａｒ 等［２７］与 Ｔｉｎｔｎｅｒ 等［２８］

采用 ＦＴＩＲ 光谱研究了填埋垃圾及渗滤液中有机物中的官能团有芳香结构、羧基、羰基及酰胺基，在填埋

过程中这些官能团均发了变化．王波等［２２］ 采用 ＦＴＩＲ 对标准胡敏酸、市售胡敏酸、辽宁泥炭土等 ５ 种物

质进行表征，实验发现 ５ 种样品中均存在着酚羟基、脂肪族烷烃结构、羧基和羧酸根．胡学斌等［２９］采集三

峡库区土壤样品分别提取腐殖质，联合红外和拉曼的分子振动光谱技术，表征了腐殖质分子结构．实验

结果显示，土壤腐殖质中以酚、醚、酯基团中 Ｃ—Ｏ 和 Ｃ—Ｃ 的伸缩、弯曲振动以及芳环上 Ｃ Ｃ 伸缩和

碳链骨架振动为主．易芬［３０］采集了北京市周边 ５ 种土壤类型（森林土、林地土、人工湿地、天然湿地及耕

地）共 １７ 个土样，并分别提取胡敏酸进行红外实验，实验结果发现不同土壤胡敏酸的红外光谱图形基本

一致，即每种土样所含官能团种类相似，但官能团含量差异很大．胡敏酸均含有较多不饱和键，主要有

１６００ ｃｍ－１附近 Ｃ Ｏ 的伸缩振动和 ２４００ ｃｍ－１附近的 Ｃ≡Ｃ 的伸缩振动．

表 ２　 腐殖质红外光谱吸收峰的位置与官能团的关系［３１］

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｗａｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＦＴＩＲ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅａｋｓ ｏｆ ｈｕｍｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐｓ［３１］

波数 Ｗａｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ／ ｃｍ－１ 官能团振动 Ｖｉｂｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐｓ

１０５０ Ｏ—Ｈ 伸缩振动

１２５０ 羧基的 Ｃ—Ｏ 的伸缩振动和 Ｏ—Ｈ 的变形振动

１４００ 酚类化合物的 Ｃ—Ｏ 的振动，酚羟基的变形振动，Ｃ—Ｏ 的对称伸缩振动

１６３０ 芳环的骨架振动、Ｃ Ｃ 吸收、Ｈ 键缔合的 Ｃ Ｏ 吸收和酰胺键等相互叠加

１７１０ 羧基和羰基官能团的 Ｃ Ｏ 伸缩振动

２４００ Ｃ≡Ｃ 的伸缩振动

３４００ （酚）羟基伸缩振动

３０００—２８００ 脂肪 Ｃ—Ｈ 伸缩振动

２．３　 三维荧光光谱法

由于腐殖质结构中含有大量未饱和脂肪链和带有各种官能团的芳香环结构，近些年来，应用

３ＤＥＥＭ 技术分析胡敏酸的结构以及其反应前后结构的变化较为频繁．３ＤＥＥＭ 技术能够获得激发波长和
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发射波长同时发射时所得的荧光峰强，而且将荧光强度表示为激发波长⁃发射波长或者是波长⁃时间等

两个变量的函数，这样能够更好地分析物质的结构以及其官能团的变化［３２⁃３３］ ．利用 ＤＯＭ 的荧光峰位置

可以判断其主要官能团的种类（表 ３）．

表 ３　 天然环境中各种溶解有机质的荧光峰位置的总结

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｅａｋ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ （ＤＯＭ） ｉｎ ｎａｔｕｒａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
荧光团
Ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅｓ

最大激发（Ｅｘ） ／ 发射（Ｅｍ）
Ｍａｘｉｍｕｍ Ｅｘ ／ Ｅｍ ／ ｎｍ

官能团推测
Ｉｎｄｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐｓ

类蛋白（Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｌｉｋｅ） Ｅｘ：２７０—２８０， ＜ ２４０ Ｅｍ：３００—３７０
芳香族氨基酸及其降解产物或结构类似物；结合

在腐殖质物质上的氨基酸残基［４０⁃４２］

类腐殖酸 （Ｈｕｍｉｃ⁃ｌｉｋｅ） Ｅｘ：３００—４４０，Ｅｍ： ４１０—５１０ 醌基［３５］

可见区类富里酸 （Ｖｉｓｉｂｌｅ ｆｕｌｖｉｃ⁃ｌｉｋｅ） Ｅｘ：３１０—３６０， Ｅｍ：３７０—４５０ 与腐殖质结构中的羰基和羧基有关［３２，４３⁃４４］ ；可
见区类富里酸荧光团代表样品多芳香性，紫外区

紫外区类富里酸 （ＵＶ ｆｕｌｖｉｃ⁃ｌｉｋｅ） Ｅｘ：２３０—２７０， Ｅｍ： ４１０—４５０ 类富里酸荧光团代表样品少芳香性［４２］

早在 １９７１ 年初，Ｄａｔｔａ 等［３４］试图应用荧光方法获取腐殖质的结构信息．研究结果表明，尽管腐殖质

的来源不同，但都表现出电子供体基团———芳香基团特征荧光光谱．Ｋｌａｐｐｅｒ 等［３５］发现，富里酸的电子接

受能力与荧光强度呈负相关，并且与 ＡＱＤＳ 和 ＡＨＤＳ 的三维荧光结果结合分析可知，醌基是导致原态与

还原态腐殖质荧光变化的原因之一．腐殖质的氧化还原活性主要归因于醌⁃氢醌（对苯二酚）基团（在还

原条件下）．Ｃｏｒｙ 等［３６］利用 ３ＤＥＥＭ 及平行因子分析法（ＰＡＲＡＦＡＣ）测定了 ３７９ 中不同的溶解性有机物，
实验检测到两种荧光团，分别为类醌荧光发色团（Ｑｕｉｎｏｎｅ⁃ｌｉｋｅ）、类蛋白质荧光发色团（Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｌｉｋｅ，包括

色氨酸荧光发色团、酪氨酸荧光发色团），有荧光特性的官能团有 ５０％的是醌类荧光发色团，不同的氧

化还原态和共轭程度导致这些醌类荧光发色团也不尽相同，并发现不同深度的溶解性有机物的结构特

性也不尽相同．Ｍａｃａｌａｄｙ 和 Ｗａｌｔｏｎ⁃ｄａｙ［３７］利用平行因子分析法以及 ３ＤＥＥＭ 分析了 ５４ 种自然有机物，发
现具有荧光特性的官能团有 ６４％—７８％的是醌类基团，所占比例高于 Ｃｏｒｙ 等［３６］研究．

姜杰等［３８］分别研究了实验室提纯胡敏酸和国际腐殖质协会胡敏酸，发现 Ｈ２还原前后胡敏酸的三

维荧光光谱有明显差异，但变化趋势相同：原态胡敏酸荧光强度明显高于还原态胡敏酸，说明胡敏酸还

原过程有类似 π⁃π∗化学键断开的结构变化．将对苯醌（对苯醌是胡敏酸氧化还原醌基官能团的代表化

合物）还原前后与胡敏酸还原前后的荧光光谱对比，发现两组变化趋势一致，这为利用荧光特性量化腐

殖质氧化还原官能团提供了基础．
Ｙａｎｇ 等［３９］量化了污泥腐殖质与不同氧化还原电位铁化合物反应的得失电子数及电子转移方向，

发现还原态污泥腐殖质相较于原态电子转移数更少，这意味着在污泥胡敏酸还原过程中有氧化还原官

能团的生成，例如醌基．半醌 ／氢醌对的氧化还原电位远高于醌 ／氢醌对，进一步 ３ＤＥＥＭ 技术显示了腐殖

质中醌基团还原生成半醌自由基．
除上述内容外，本实验室研究了土壤提纯 ＤＯＭＨ２还原前后的三维荧光光谱．化学还原方法与三维

荧光实验参数与 Ｙａｎｇ［３９］一致．标准土壤 Ｅｌｌｉｏｔｔ Ｓｏｉｌ 和 Ｐａｈｏｋｅｅ Ｐｅａｔ Ｓｏｉｌ 提纯 ＤＯＭ 原态和还原态三维荧

光光谱如图 ４ 所示．已有研究表明，利用 ３ＤＥＥＭ 对各种醌类化合物（如蒽醌、苯醌、萘醌）、ＡＱＤＳ 和

ＡＨＤＳ 进行扫描，确定了官能团的特征峰位置：激发波长在 ２００—２５０ ｎｍ 以及 ３３０—４００ ｎｍ 范围内代表

了苯型 π⁃π∗，激发波长在 ２５０—３３０ ｎｍ 范围内代表了醌型 π⁃π∗，激发波长在 ４００—４５０ ｎｍ 范围内为醌

型 ｎ⁃π∗ ．原态 ＥＳＤＯＭ 主要 Ｅｘ ／ Ｅｍ 出现在两个位置，分别为 ２７０． ０ ／ ４３５． ０ ｎｍ，荧光强度为 ３４３６；
３１０．０ ／ ４３０．０ ｎｍ，荧光强度为 ３３９１．原态 ＥＳＤＯＭ 的荧光光谱表明醌型 π⁃π∗中醌类基团的变化是影响

ＥＳＤＯＭ 氧化还原特性的主要原因．而 Ｈ２还原后 ＥＳＤＯＭ 主要的 Ｅｘ ／ Ｅｍ 出现在 ２５５．０ ／ ４３０．０ ｎｍ，荧光强

度为 ４０５２；３１０．０ ／ ４２０．０ ｎｍ，荧光强度为 ４３２０．ＥＳＤＯＭ 的还原态荧光光谱表明醌型 π⁃π∗中醌类基团是

ＥＳＤＯＭ 还原态的主要氧化还原官能团．与原态 ＥＳＤＯＭ 相比，激发波长发生轻微蓝移，且荧光强度增强，
这是由于醌基团还原后会导致荧光强度的增加［３６］ ．高荧光强度意味着还原态 ＥＳＤＯＭ 中含有更多的

π⁃π∗键．
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图 ４　 Ｈ２还原前后土壤提纯溶解性有机物（ＤＯＭ）的三维荧光光谱

Ｆｉｇ．４　 ３ＤＥＥＭ ｏｆ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ （ＤＯＭ） ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ Ｈ２ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ

　 　 原态 ＰＰＤＯＭ 荧光光谱最大的 Ｅｘ ／ Ｅｍ 出现在 ４８５．０ ／ ５５０．０ ｎｍ，荧光强度为 ６１０．８；而 Ｈ２ 还原后

ＰＰＤＯＭ 还原态 ３ＤＥＥＭ 最大的 Ｅｘ ／ Ｅｍ 出现在 ４６５．０ ／ ５３５．０ ｎｍ，荧光强度为 ５７２．７．这说明，原态和还原态

ＰＰＤＯＭ 的主要氧化还原官能团均是醌型 ｎ⁃π∗ ．还原态 ＰＰＤＯＭ 的最大激发波长出现蓝移，且荧光强度

降低．这说明经过还原后 ＰＰＤＯＭ 中官能团数量和比例发生了一定的变化．样品的荧光强度越高表明其

含有越多的 π⁃π∗键，还原后的 ＰＰＤＯＭ 荧光强度低于原态 ＰＰＤＯＭ，这意味着在 ＰＰＤＯＭ 还原过程中伴

随着 π⁃π∗键的断裂．
２．４　 核磁共振光谱法和电子自旋共振波谱法

核磁共振光谱法可直接对腐殖质的组成和结构进行分析．碳是组成腐殖质最重要的元素，因此１３Ｃ
核磁共振谱已成为腐殖质研究中主要分析手段之一［４５］ ．腐殖质的 ＣＰ⁃ＭＡＳ１３Ｃ ＮＭＲ 谱图峰主要含有４ 个

结构带：包括脂肪碳（δ＝ ０—４５，δ 为化学位移）；含氧脂肪碳（δ ＝ ４５—１１０）；芳香碳（δ ＝ １１０—１６０）；羧基

碳 ／羰基碳（δ＝ １６０—２２０） ［３２］ ．腐殖质具有结构特征与来源有关，存在于胡敏酸中的碳主要包括脂肪族和

芳香族［４６］ ．１３Ｃ核磁共振光谱法发现腐殖质主要含有醌型羟基和酮型羟基、羧基、醇羟基、酚羟基等官能

团［４５］ ．核磁共振应用虽广，但难以深入研究其化学基团之间的相互关系，所以核磁共振波谱的应用还有

待于进一步提高．
电子自旋共振波谱应用于测定自由基和顺磁性金属离子（大多数过渡金属离子和稀土离子）及其

化合物．因此电子自旋共振波谱可用于对腐殖质分子中自由基以及顺磁性金属离子的研究［４７］ ．腐殖质中

其主要的氧化还原官能团为醌基，在氧化还原过程中产生丰富的自由基［４８⁃４９］，在微生物电子转移过程中

扮演重要的作用．已有的研究表明，腐殖质的微生物还原过程产生半醌自由基，改变氧化还原电位进而

促进腐殖质氧化还原能力增大［６］ ．Ｊｉａｎｇ 等［１３］利用 ＡＱＤＳ 在与砷氧化物发生氧化还原过程监测到氧化还

原电位改变，进一步检测到半醌自由基的生成． 特定的化学计量学方法可量化腐殖质的氧化还原能力并

结合电子自旋共振波谱捕捉并量化在还原过程中生成的醌自由基量可建立腐殖质分子结构和化学反应
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之间的关系．

３　 电化学法 （Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ）
电化学法测定胡敏酸官能团是近年新兴研究方法．在电化学研究中，评估腐殖质的电子转移能力和

官能团的电化学方法包括循环伏安法、直接电化学还原与介导电势测定法等方法．电化学方法以电极作

为电子供体或受体来替代化学方法中的氧化剂或还原剂．
３．１　 循环伏安法 （Ｃｙｃｌｉｃ ｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ， ＣＶ）

Ｎｕｒｍｉ 和 Ｔｒａｔｎｙｅｋ［５０］采用循环伏安法研究了 ＮＯＭ 和 ６ 种醌类模型化合物的氧化还原性质．实验发

现 Ｇｅｏｒｇｅｔｏｗｎ ＮＯＭ 含有大量的酚基，并且醌类模型化合物与 ＮＯＭ 循环伏安曲线形状相似，这与醌类化

合物是 ＮＯＭ 主要氧化还原活性基团的观点一致．且腐殖质的电子接受能力与醌基含量呈正相关关系．
Ｆｉｍｍｅｎ 等［５１］通过直接扫描伏安法发现，陆源富里酸和微生物来源富里酸具有非常相似的电化学性能．
此外，酚羟基基团在所有 ＤＯＭ 样品中均被检测到，证明了酚羟基是 ＤＯＭ 氧化还原活性基团，它们中包

含一些氮和硫基团．实验观察到的氧化还原电位与胡桃醌类似，这与具有重叠还原氧化电位的羟基取代

芳香族化合物异构体混合物为 ＤＯＭ 氧化还原活性官能团概念模型一致．
３．２　 直接电化学还原法（Ｄｉｒｅｃｔ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ， ＤＥＲ）

直接电化学还原是以玻碳电极等为工作电极（Ｗｏｒｋｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ），在恒定电位下，通过计时库仑法

测量电极与腐殖质间的电子转移量．Ｋａｐｐｌｅｒ 等［５２］通过电化学还原对比了合成胡敏酸、水源胡敏酸、商业

胡敏酸和陆源胡敏酸氧化还原特性，结果表明商业胡敏酸还原能力最差，合成胡敏酸最强，这是因为商

业胡敏酸含有较少的氧化还原官能团，合成胡敏酸含有较多的氢醌．此外，还发现在好氧环境中存在的

胡敏酸仍具有明显的还原能力．Ａｅｓｃｈｂａｃｈｅｒ 等［５］采用直接电化学还原和介导电势法两种电化学方法评

估腐殖质氧化还原特性．实验结果表明，逐渐降低的 ＬＨＡ Ｅｈ表明 ＬＨＡ 含有氧化还原活性官能团，具有广

阔的氧化还原电位分布，并落在苯醌、萘醌、蒽醌等氧化还原电位范围内，这与假设在 ＬＨＡ 中，醌类化合

物作为 ＬＨＡ 主要氧化还原活性官能团相一致．
３．３　 介导电势测定法（Ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉｏｍｅｔｒｙ， ＭＰ）

介导电势测定法包括介导的电化学还原（Ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ，ＭＥＲ）和电化学氧化

（Ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ＭＥＯ），是指在恒定电位下，通过加入电子穿梭体来间接测定腐殖质

接受或供给电子的容量．Ａｅｓｃｈｂａｃｈｅｒ 等［５３］ 通过介导电势测定法等电化学方法证明，胡敏酸中质子平衡

减少部分与还原电位的变化支持醌基作为胡敏酸中主要电子受体这一理论．同时，陆源腐殖质中还原基

团具有较大的氧化还原电位（Ｅｈ）范围，比水陆混合腐殖质达到的 Ｅｈ值更低．随后，Ａｅｓｃｈｂａｃｈｅｒ 等［５４］ 选

取 ２，２′⁃联氮⁃二（３⁃乙基⁃苯并噻唑⁃６⁃磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）作为电子传递介质，继续应用 ＣＶ 和 ＭＥＯ 等

电化学方法量化了陆源和水生腐殖质的供电子能力．实验结果表明，与陆源腐殖质相比，水生腐殖质供

电子能力较强且得电子能力较弱．此外，腐殖质含有大量氧化后释放质子并发生不可逆后续反应的基

团．在给定的 ｐＨ 和 Ｅｈ范围内，腐殖质的供电子能力与酚含量有密切关系，而且具有抗氧化性的酚基会

减缓腐殖质和 ＮＯＭ 其他基团的氧化转化，这表明了酚基是腐殖质主要供电子基团．此外，他们认为酚基

转移到醌基的供电子率可以某种程度上代表腐殖质在环境中的氧化转化．Ｋｌüｐｆｅｌ 等［５５］ 用介导电势测定

法测量了不同的腐殖质的电子转移能力，发现腐殖质的电子转移能力与其芳香性呈正相关．

４　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）
腐殖质结构复杂，目前对于腐殖质官能团的探究主要关注于其含量及种类的确定，但对于腐殖质的

分子结构与官能团的量化及其化学性质（如氧化还原能力）之间的联系仍需进一步研究．腐殖质是非均

质的有机物，其分子结构的不同影响氧化还原官能团的分布，氧化还原电位范围进而导致其表现不同的

氧化还原能力大小．腐殖质周围环境（如温度、ｐＨ 等）及自身（腐殖质分子量的不同）的变化也会造成腐

殖质分子氧化还原官能团种类和数量的变化，因此氧化还原官能团的研究要考虑其存在的土壤环境并

与其化学性质结合深入探究对于全面了解腐殖质的结构具有现实意义．此外，目前腐殖质氧化还原官能

团的测定方法都存在一定的弊端，每种检测方法存在一定的差异，缺乏对比性．实验室测定包括微生物
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还原、化学还原、电化学还原能够准确量化腐殖质的氧化还原能力，全面了解特定腐殖质的氧化还原电

位分布范围，借助光谱学技术分析腐殖质的氧化还原官能团可以完善对其氧化还原官能（基）团的研究．
如红外 ３４００ ｃｍ－１附近代表酚羟基，紫外光区 ２４０ ｃｍ－１及可见光区 ２８０ ｃｍ－１的强吸收代表苯羧基和酚基

结构的不同电子跃迁形式三维荧光检测还原过程中的醌类 π 类荧光跃迁完善特征氧化还原官能团的

变动；电子自旋光谱可捕捉和量化还原过程中产生的半醌自由基，明确还原过程中的氧化还原电位的改

变．将光谱法与实验室测定方法结合有利于建立氧化还原能力及氧化还原官能团之间的关系，及全面了

解氧化还原过程机制，是未来探究腐殖质氧化还原活性及官能团的发展方向．
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