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摘要 采用电子顺磁共振波谱技术研究了10种代表性土壤胡敏素中持久性自由基(persistent free radicals, PFRs)的
类型与浓度. 结果表明10种土壤提取的胡敏素中均检测到PFRs, 浓度范围为0.11×1016~5.79×1016 spins/g, 其g因子均

<2.0030, 属于以碳为中心的“芳香族”类自由基. 傅里叶变换衰减全反射红外光谱、紫外可见漫反射光谱及酸性基

团分析表明, 胡敏素的芳香结构有利于PFRs的形成, 且PFRs浓度与酚羟基含量呈负相关关系(P<0.05), 但与羧基含

量呈正相关关系(P<0.05). 自旋捕获法测定了胡敏素诱导产生活性氧物种(reactive oxygen species, ROS)的能力, 10
种胡敏素中均检测到超氧自由基(平均浓度达5.25×1013 spins/g), 仅在部分样品(如红壤、黑土、栗钙土和褐土提取

的胡敏素)中检测到羟基自由基. 通过二硫苏糖醇(DTT)和1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)方法测定了胡敏素的氧

化还原性, 其氧化能力范围为24~376 nmol/(min g), 还原能力IC50的范围为0.19~1.83 g/mL. 相关分析结果表明, 胡敏

素的氧化能力与其促使产生ROS的性能直接相关, 而酚羟基是其还原能力的主要贡献基团. 进一步以双酚A(BPA)
为目标污染物, 研究了不同来源胡敏素促使BPA转化的性能. 结果显示, BPA去除率与胡敏素氧化能力呈正相关关

系(P<0.05), 而氧化能力与ROS呈正相关关系(P<0.05), 证实了ROS对BPA去除率的贡献. 这些结果为评价不同类型

土壤中胡敏素的生态环境效应提供了理论依据.
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腐殖质(humic substance, HS)作为土壤有机质中最

重要的组分, 是一种结构复杂、无定形的多聚物. 依照

HS在酸碱条件下的溶解性可分为胡敏酸、富里酸和胡

敏素3种组分[1]. HS作为具有氧化还原活性的天然有机

大分子物质, 在土壤修复过程中具有巨大的应用潜

力[2], 因而受到人们的广泛关注. 然而, 关于HS氧化还

原活性的研究主要集中在HS中的可溶性组分(腐殖酸

和富里酸)及其醌类化合物上[2,3], 关于HS中的不溶性

组分(胡敏素)在环境中作用的研究仅限于其对各种化

学物质的吸附[4,5], 对胡敏素的氧化还原性仍知之甚少.

而胡敏素具有相对较高的分子量、较大的脂族性和芳

香度、较少的甲氧基碳、羰基碳、木质素类化合物和

酚类化合物[6], 这使得胡敏素易与土壤中重金属、疏水

性有机污染物, 以及无机矿物发生键合和吸附作用[7],
从而调控营养元素的生物化学循环和有机污染物的迁

移转化过程. 因此, 充分理解胡敏素的氧化还原性及结

构特征对明确土壤中营养物质的利用效率及污染物的

环境归趋具有重要意义.
早在20世纪60年代, Rex[8]首次揭示了HS在常温常

压下带有稳定的顺磁信号, g因子在2.0025~2.0050, 是
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一类寿命较长的有机自由基, 后被定义为持久性自由

基(persistent free radicals, PFRs). 作为一类新型环境风

险物质, 前人已经证实PFRs在环境暴露引起的疾病中

的主导作用, 以及PFRs能引起比环境介质本身更强的

生物活性和毒性[9]. PFRs的毒性源于其反应活性, 其可

促使活性氧自由基(ROS)的产生. 这些ROS具有很强的

反应性, 不仅能诱导生物体发生氧化应激反应, 还可促

使污染物发生转化降解[10]. 有研究[11]报道土壤中的

PFRs可以通过电子转移促使氨基甲酸酯类农药发生降

解. 污泥中提取的腐殖质(HS)中的半醌类自由基具有

较高的氧化还原电位, 可以将电子传递给Fe(III)生成

Fe(II)[12]. Xu等人[13]发现胡敏素中的PFRs可以诱导产

生ROS, 促进Cr(VI)还原成Cr(III).
Saab和Martin-Neto[14]发现全土上的PFRs与胡敏素

上的PFRs呈正相关关系(R2=0.91), 证实胡敏素是土壤

中PFRs的主要载体. 本课题组[15]之前的研究也发现,
从泥炭土中分离出的胡敏素中PFRs浓度(8.6×1016

spins/g)远远高于腐殖酸(2.0×1016 spins/g)和富里酸

(4.6×1016 spins/g). 因此, 我们选择胡敏素为研究对象.
其次, 不同来源胡敏素的生物地球化学过程不同, 其分

子结构及含有的活性基团(如羧基、酚基、酮基等)相
对浓度也不同, PFRs特性存在较大差异, 其氧化还原能

力也不尽相同[16]. 但目前对不同土壤中胡敏素结构特

征与PFRs的相关关系仍知之甚少, 对胡敏素自由基特

性与其氧化还原能力的关系尚不明确.
鉴于此, 本研究采用傅里叶变换衰减全反射红外

光谱法(attenuated total reflection flourier transform
infrared spectroscopy, ATR-FTIR)、紫外可见漫反射(ul-
traviolet-visible, UV-Vis)及化学滴定法研究了胡敏素的

化学和结构特征; 采用电子顺磁共振波谱(electron
paramagnetic resonance, EPR)研究了胡敏素的PFRs的
类型、丰度及其反应活性; 测定了不同来源土壤胡敏

素的氧化还原能力, 同时选取土壤中常见污染物双酚A
(BPA)[17,18]为目标物, 研究了不同来源土壤胡敏素对其

转化的性能. 在此基础上, 结合数理统计方法, 阐明胡

敏素的结构特征与PFRs、ROS、氧化还原能力及BPA
去除率之间的关系, 为明确胡敏素在土壤环境中的化

学行为及环境效应提供有效的科学依据与理论支持.

1 实验

(ⅰ) 胡敏素的提取与纯化. 共采集我国10个省份

的0~20 cm的耕作层土壤样品: 江西红壤、安徽棕壤、

山西褐土、吉林黑土、内蒙古栗钙土、新疆漠土、河

南潮土、甘肃灌淤土、天津盐碱土、重庆岩性土. 随

后, 将土壤样品在常温下自然风干, 研磨后过2 mm筛

密封备用. 土壤有机碳含量采用重铬酸钾外加热法测

定[19]. 胡敏素的提取参照国际腐殖酸协会标准固态提

纯方法 [ 1 5 ] , 即将20 g土壤样品加入到含有200 mL
0.1 mol/L Na2P2O7的聚乙烯瓶中, 并向容器中通入氮

气. 充分混合后, 以120 r/min的速度震荡过夜. 处理后

的样品经离心分离, 弃去上清液, 向沉淀中加入200 mL
0.1 mol/L NaOH溶液, 振荡4 h, 静置12 h后再次离心分

离后, 弃去上清液. 上述方法重复6次后, 将沉淀物悬浮

在0.1 mol/L HCl和0.3 mol/L HF(v:v=1:1)的200 mL混合

溶液中, 震荡过夜, 去除无机成分. 经去离子水多次洗

涤至溶液中无氯离子且达到中性时, 弃去上清液, 将沉

淀部分经冷冻干燥后置于真空干燥器中储存备用. 利

用电子顺磁共振波谱法测定PFRs. 前人研究已证实标

准提纯方法不会影响胡敏素中PFRs浓度[20], 酸碱滴定

法测定胡敏素中总含氧酸性基团和羧基含量, 由差减

法算得酚羟基的含量[21], 不同类型土壤及胡敏素基本

理化性质见表1.
(ⅱ) 胡敏素样品分析与表征. 光谱学性质表征:

ATR-FTIR光谱在Bruker Vertex 70上测定, 光谱记录范

围为4000~400 cm−1, 分辨率为4 cm−1, 扫描64次. 用

Omnic 8.2软件对FTIR谱图作一级基线校正和标准化

处理的基础上, 对谱线选取特征峰, 求得各主要吸收峰

的吸收强度, 对相应的官能团进行定量化计算. 固体紫

外漫反射在日本岛津UV-2600上完成, 光谱记录范围为

200~800 nm. 在254 nm处测定吸光度, 记为SUVA254; 在
465和665 nm处分别测定吸光度, 记为E4和E6, 并计算

E4/E6值.
PFRs检测: 称取50 mg胡敏素样品于石英管中, 直

接在电子顺磁共振波谱仪(Bruker EMXmicro-6/1/P/L,
德国)上测定,仪器工作参数设置如下: X波段微波频率

9.7 GHz、微波功率2.02 mW、中心磁场3470 G、调制

振幅4.0 G、扫描宽度200 G、扫描时间30 s、扫描3次.
ROS测定: 称取20 mg胡敏素样品于样品管中, 加

入200 μL 0.1 mol/L 5,5-二甲基-1-吡咯啉-N-氧化物

(DMPO)的水溶液. 混合后, 涡旋震荡1 min, 用0.45 μm
滤膜过滤. 滤液转移到毛细管中, 用真空油脂密封. 随

后, 将毛细管装入石英管中, 在室温下测定自旋加合物

的浓度. 用二甲基亚砜(DMSO)溶液溶解的DMPO测定

超氧自由基,具体步骤同上. EPR测量参数如下:中心磁
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场3500 G、微波功率20 mW、扫描宽度200 G、扫描

时间30 s/次、扫描15次. 用SpinFit模拟EPR谱图, 对样

品PFRs和ROS进行定性定量分析.
氧化能力与还原能力的测定: 采用二硫苏糖醇

(DTT)法[22]表征胡敏素的氧化能力. 称取5 mg胡敏素样

品, 将其分散于9.8 mL 0.05 mol/L的磷酸钾缓冲液(pH
7.4)中, 于37°C条件下反应5 min, 随后加入200 μL
1 mmol/L DTT, 在37°C恒温槽中持续震荡. 每隔10 min
取400 μL的混合样品, 随后加入20 μL 1 mmol/L二硫二

硝基苯甲酸(DTNB), 使用紫外-可见分光光度计(Ther-
mo Scientific, 美国)测定412 nm处的吸光度, 以确定剩

余DTT的浓度, 空白实验(不加胡敏素)和控制实验(加
胡敏素)同时进行. 单位质量样品对DTT的消耗速率即

为氧化能力(oxidative potential, OPDTT), 单位为nmol/
(min g), 计算公式如下:

No DTT = o Abs × Abs , (1)0

0

V
V m

OP = o DTTs o DTT
×

, (2)DTT b
a
e

式中, o′Abs为412 nm处吸光度与反应时间做线性回归

的斜率; Abs0为吸光度与反应时间作线性回归的截距,
即计算出的初始吸光度; N0为加入DTT的初始摩尔数;
o′DTTs和o′DTTb分别是控制实验和空白实验清除DTT
的速率(nmol/min); Ve和Va分布代表提取体积及反应液

中所加入体积(mL); m为所称取样品质量(g).
采用1,1-二苯基-2-三硝基苯(DPPH)法测定胡敏素

的还原能力 [23]. 量取0.1 mL胡敏素溶液(100~1000
μg/mL)置于10 mL玻璃管中, 随后加入6 mL 50 μg/mL
的DPPH溶液, 遮光后置于旋转反应器上, 于室温下反

应40 min, 过0.45 μm的滤膜后于紫光可见分光光度计

上测定515 nm处的吸光值, 对DPPH的清除速率(IP, %)
计算公式如下:

A A
AIP(%) = × 100, (3)0 t

0

式中, A0为未反应时的吸光值; At为反应40 min后的吸

光值. IP(%)是胡敏素样品浓度的函数, 从中可以确定

IC50(还原50% DPPH所需的胡敏素样品的浓度), 即IC50

值越大, 胡敏素的还原能力越小.
BPA的去除: 以BPA为目标污染物, 研究胡敏素对

表 1 从不同类型土壤提取胡敏素的基本理化性质
Table 1 The physical and chemical properties of humin from different soils

土壤类型 采样点 经纬度

土壤主要组分 胡敏素元素组成及基团含量

有机碳
(g/kg) 黏粒(%) 碳(%) 氮(%) 含氧酸性基团

(mmol/g)
羧基

(mmol/g)
酚羟基
(mmol/g)

红壤 江西
28°12′N
116°56′E 6.78 36.51 38.75 2.72 2.39 0.20 2.19

棕壤 安徽
31°55′N
117°11′E 11.62 16.84 22.94 2.40 2.99 0.18 2.81

褐土 山西
37°22′N
112°28′E 13.44 17.74 56.11 5.86 0.76 0.37 0.39

黑土 吉林
43°31′N
124°48′E 19.05 30.18 50.22 4.77 1.36 0.27 1.09

栗钙土 内蒙古
41°33′N
110°01′E 9.45 10.51 23.25 2.88 2.66 0.29 2.37

漠土 新疆
43°56′N
87°16′E 11.27 9.57 31.62 3.44 2.71 0.16 2.55

潮土 河南
35°00′N
113°41′E 10.32 18.18 34.41 3.13 1.46 0.14 1.32

灌淤土 甘肃
38°52′N
100°26′E 11.18 6.66 23.56 2.57 2.82 0.17 2.65

盐碱土 天津
38°45′N
117°06′E 12.77 7.59 31.93 3.46 3.39 0.26 3.13

岩性土 重庆
29°48′N
106°24′E 10.14 24.96 25.42 2.18 3.78 0.23 3.55
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其去除作用. 称取0.1 g胡敏素置于10 mL离心管中, 随

后加入5 mL 10 mg/L的BPA溶液, 遮光后置于摇床上于

220 r/min下震荡反应, 于0、1、2、3、4、5、7 d测定

溶液中BPA的浓度. 为了保证取样均匀, 每个取样点均

取自单独的离心管, 每个处理设置3个重复. BPA浓度通

过高效液相色谱仪(Thermo Fisher Scientific U3000, 美

国)测定, 色谱柱为C-18柱. 色谱条件为: 柱温30°C、流

动相为甲醇和水(甲醇/水=70/30)、流速0.8 mL/min、进

样量100 μL、紫外检测波长225 nm.

2 结果与讨论

2.1 不同类型土壤胡敏素的光谱学表征

不同类型土壤提取胡敏素具有相似的IR特征, 但

在强度上存在明显差异. 如图1所示, 10类土壤分离的

胡敏素吸收峰主要出现在: 3536~3745 cm–1(醇类、酚

类、羧酸类的−O−H或酰胺N−H)、1550~1774 cm–1(芳
香 环 C = C 或 羧 酸 类 C O O − 或 者 类 蛋 白 质 )、
836~1303 cm–1(醇类或多糖类C−O及腐殖质提取过程

中Si−O杂质碳水化合物上的C−O)、694~830 cm–1(芳
环上的C−H)[24]. 对胡敏素红外光谱各吸收峰面积进行

积分, 根据每个吸收峰面积占所有峰面积和的百分含

量来估测其对应官能团组成的含量[25]. 由表2可知, 10
类土壤胡敏素在1003 cm–1处均有较宽的吸收带, 吸收

峰面积在89.21%以上, 说明具有较强的脂肪族特征. 褐
土和黑土在1635 cm–1处的芳香环C=C伸缩振动明显强

于其他几种类型, 说明这两种土壤胡敏素中芳香族组

分含量相对较高, 这种特殊的结构有利于PFRs的稳

定[26].
E4/E6与胡敏素的芳香度和芳香碳链的缩合程度有

关, 可以作为腐殖化程度指标[27]. E4/E6值越大, 芳香族

组分的缩合度越小, 分子结构越简单, 分子量越小[28].
从胡敏素的E4/E6比值来看, 潮土提取胡敏素高于其他

几种类型土壤来源的胡敏素, 说明潮土中胡敏素的腐

殖化程度相对较低, 胡敏素分子结构简单[29]. SUVA254

主要是由HS大分子中的芳香基团、双键C基团等富电

子位点引起, 所以SUVA254参数常被用来表征HS的芳

香性[30]. 10类土壤中分离的胡敏素的SUVA254值范围在

0.49~0.79, 黑土的SUVA254最高, 表明从黑土分离的胡

敏素腐殖化程度高. 多环芳香族基团和芳香族结构含

量较高, 表明存在较多的凝聚芳香族环, 这与红外光谱

结果相一致.

2.2 不同类型土壤胡敏素的持久性自由基特征

为了研究不同类型土壤中胡敏素PFRs的特征, 对

分离所得胡敏素样品进行EPR分析. 如图2(a)所示, 10
类土壤胡敏素的EPR谱图都呈现出单一且对称的线型,
未出现超精细分裂结构, 且g因子范围为2.0027~2.0030
(图2(b)), 是土壤、沉积物和水体中天然有机质PFRs的
典型特征[31].

电子顺磁共振信号的g因子在本质上反映了分子

内部磁场的特性, 是提供分子结构及其环境信息的重

图 1 (网络版彩色)不同类型土壤胡敏素的红外光谱. (a) 1360~4000 cm–1; (b) 600~1500 cm–1. A,红壤; B,棕壤; C,褐土; D,黑土; E,栗钙土; F,漠
土; G, 潮土; H, 灌淤土; I, 盐碱土; J, 岩性土
Figure 1 (Color online) The infrared spectra of humin from different soils. (a) 1360–4000 cm−1; (b) 600−1500 cm−1. A, Red soil; B, brown soil; C,
cinnamon soil; D, black soil; E, chestnut soil; F, desert soil; G, alluvial soil; H, irrigation-silted soil; I, saline soil; J, lithological soil
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要参数, 可反映出自由基的类型[32]. 一般来说, 对于环

境中的有机质, 依据g因子可将自由基分为3类: g因子

值<2.003, 是以碳原子为中心的自由基; g因子值>
2.004, 是以氧原子为中心的自由基; g因子值介于

2.003~2.004之间, 是碳原子为中心的自由基和以氧原

子为中心的自由基混合存在, 或是孤电子附近有含氧

官能团的碳中心自由基[33]. 根据g值判断, 不同类型土

壤提取的胡敏素PFRs均属于以碳原子为中心的“芳香

表 2 FTIR主要吸收峰的相对强度(半定量)及UV-Vis参数
Table 2 The relative intensity (semi-quantitative) of the main absorption peaks of FTIR and UV-Vis parameters

土壤类型
红外波数(cm–1) 紫外参数

3536~3745 1550~1774 836~1303 694~830 SUVA254 E4/E6

红壤 0.68 0.72 91.81 6.79 0.64 4.18

棕壤 0.33 0.37 89.36 9.75 0.53 4.08

褐土 0.33 0.88 92.76 5.43 0.77 3.38

黑土 0.46 0.86 89.21 9.47 0.79 4.25

栗钙土 0.50 0.44 90.15 8.91 0.55 4.58

漠土 0.50 0.74 89.86 8.91 0.53 4.10

潮土 0.59 0.39 91.71 7.26 0.49 4.97

灌淤土 1.17 0.43 90.23 8.21 0.61 3.80

盐碱土 0.91 0.56 90.85 7.67 0.53 3.55

岩性土 0.40 0.35 92.42 6.83 0.55 4.28

图 2 (网络版彩色)不同类型土壤胡敏素PFRs的EPR谱图(a)、g因子(b)、线宽(c)与浓度(d). A, 红壤; B, 棕壤; C, 褐土; D, 黑土; E, 栗钙土; F, 漠
土; G, 潮土; H, 灌淤土; I, 盐碱土; J, 岩性土
Figure 2 (Color online) EPR spectra (a), g factor (b), line width (c) and concentration (d) of PFRs in humin from different soils. A, Red soil; B, brown
soil; C, cinnamon soil; D, black soil; E, chestnut soil; F, desert soil; G, alluvial soil; H, irrigation-silted soil; I, saline soil; J, lithological soil
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族”自由基[34]. 此外, 线宽反映电子从自旋的激发高能

级回到低能级的时间, 即弛豫时间[35].
由图2(c)可知, 不同类型土壤胡敏素EPR谱图的线

宽范围为3~4.7 G, 以栗钙土提取的胡敏素线宽最窄, 这
与其携带的PFRs浓度较低有关, PFRs之间的距离较远,
使电子“自旋-自旋”相互作用较弱, 造成谱线变窄[36]. 值
得注意的是, 不同类型土壤胡敏素PFRs的丰度存在较

大差异, 平均值达到1.67×1016 spins/g, 这与报道的不同

土壤来源的胡敏酸和富里酸中的PFRs浓度处于同一范

围[11]. 其中, 以山西的褐土提取的胡敏素所携带的PFRs
浓度最大, 达到5.79×1016 spins/g, 以内蒙古的栗钙土提

取的胡敏素携带的PFRs浓度最小, 仅有0.11×1016 spins/
g. 这是因为褐土比其他土壤含有更多的芳香族碳和电

子共轭体系, 有利于PFRs的稳定存在[16], 这也印证了红

外光谱和紫外可见吸收光谱的结果.
由图3可知, PFRs浓度与酚羟基含量呈负相关关系

(P<0.05). 这是因为苯环上酚羟基作为取代基时供电子

能力较强, 不利于PFRs的稳定存在, 这与前人研究一

致[37]. 与羧基含量呈正相关关系(P<0.05), 这与羧基的

吸电子诱导效应有关[38]. 此外, 基团对PFRs的影响还与

其取代位置有关, 蒽醌类化合物中羧基在C-2处取代时,

会增加C-3、C-4、C-5和C-7处的PFRs浓度[39]. 由图3(c)
可知, PFRs浓度与腐殖化指数SUV254呈正相关关系

(P<0.05), 腐殖化程度越强, PFRs浓度越高, 即腐殖化

过程有利于PFRs的形成和累积. 图3(d)为红外波数

1550~1774 cm–1处的面积(即芳香族含量)与PFRs的回

归分析 , PFRs的浓度与芳香族含量呈正相关关系

(P<0.05). 有研究表明, 在芳香碳含量较高的HS中, 电

子共轭体系更为完善, 芳香环结构可以使游离电子发

生离域, 故PFRs的浓度较高[16,40]. Bayer等人[41]认为, 半
醌基团参与腐殖化过程, PFRs信号强度随着腐殖化程

度的推进而增加. 有文献[42,43]报道, 随着腐殖化程度

的进行, 羧基和芳香族含量逐渐增加, 这与本研究结果

一致.

2.3 活性氧的类型及浓度

利用自旋捕获法测定了胡敏素诱导产生ROS的能

力. 图4(a)给出了DMPO作为捕获剂时不同类型土壤胡

敏素的EPR谱图 , 并使用DMPO-OH(aN=14.3 G,
aß

H=12.7 G, aγ
H=0.61 G)和DMPO-OOH(aN=14.3 G,

aH=8.1 G)标准图谱对其进行拟合. 拟合结果发现, 仅

在红壤、褐土、黑土、栗钙土4种土壤分离的胡敏素

图 3 (网络版彩色)胡敏素PFRs与酚羟基(a)、羧基(b)、SUVA254(c)、芳香族含量(d)的回归分析. (d)图的芳香族含量为红外波数1550~1774 cm–1

处的面积
Figure 3 (Color online) Regression analyses of PFRs with phenolic hydroxyl (a), carboxyl (b) and SUVA254 (c) aromatic group (d) of humin. The
content of aromatic group in (d) meant the area at the 1550–1774 cm–1 region of infrared spectra
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中出现了1:2:2:1的4重峰信号, 也就是DMPO-OH的特

征峰, 表明羟基自由基的产生[44]. 当用DMPO的DMSO
溶液进行捕获时, 发现10种类型土壤均检测到DMPO-
OOH的特征峰信号, 表明超氧自由基的广泛存在[44].
假设ROS浓度与DMPO-ROS自旋加合物的浓度相当,
以此来量化ROS的浓度. 在黑土和红壤分离的胡敏素

中检测到的羟基自由基浓度分别为1 . 80×10 1 6和

1.37×1016 spins/g, 栗钙土和褐土分离的胡敏素中检测

到的羟基自由基浓度分别为0.80×1016和0.35×1016

spins/g.不同类型土壤分离的胡敏素中检测到的超氧自

由基浓度平均为5.25×1013 spins/g. 其中, 在灌淤土和盐

碱土分离的胡敏素中检测到的超氧自由基浓度最大,
分别为8.57×1013和7.42×1013 spins/g, 在红壤中检测到

的超氧自由基浓度最小, 仅为1.69×1013 spins/g. 不同类

型土壤分离的胡敏素中检测到的羟基自由基和超氧自

由基浓度不同, 说明不同类型土壤所携带的PFRs的反

应活性不同, 导致其对金属离子、有机污染物的迁移

转化的影响不同[13,45].
ROS的产生可归因于胡敏素中自由基与氧气的反

应. 胡敏素样品暴露在空气中, 导致碳中心自由基和氧

气之间的相互作用, 产生一些自由基中间体[46]. 吸附的

氧可以结合到有机过氧化物、醇类、醌类、烷氧基和

半醌基团中[47]. 当胡敏素样品悬浮在水溶液时, 电子从

具有反应活性的碳中心自由基或半醌自由基或氢醌基

团位点直接转移到氧上, 生成超氧自由基[48]. 超氧自由

基接受来自PFRs的电子生成H2O2, H2O2进一步与PFRs
反应或者通过单电子转移生成羟基自由基[49]. 本研究

中胡敏素中的PFRs和超氧自由基浓度之间没有明显的

相关性, 说明不同来源胡敏素携带PFRs的反应活性不

同. 因为一些结构内的PFRs可能无法与氧气接触, 发

生反应. 仅在红壤、褐土、黑土、栗钙土4种土壤分离

的胡敏素中检测到羟基自由基, 这可能与PFRs形成过

程及土壤本身性质及有关. HS中的PFRs可能是生物残

体通过化学和生物等腐殖化过程产生. 在这些过程中,
水解和脱氢反应诱导产生带有未配对电子的酚羟基、

半醌、苯胺等单元(基团), 所形成的自由基可能被HS
复杂的聚合物网络屏蔽, 亦或通过芳香族π电子系统上

的自旋陷阱离域使自由电子不易复合或发生反应, 从

而因为空间位阻在共轭苯环结构中得以稳定, 便形成

腐殖质类PFRs[14,27]. 然而, 不同来源土壤腐殖化程度不

图 4 (网络版彩色)不同类型土壤胡敏素活性氧自由基EPR谱图(a), (b)和浓度(c), (d). A, 红壤; B, 棕壤; C, 褐土; D, 黑土; E, 栗钙土; F, 漠土; G,
潮土; H, 灌淤土; I, 盐碱土; J, 岩性土
Figure 4 (Color online) EPR spectra (a), (b) and concentration (c), (d) of ROS in humin from different soils. A, Red soil; B, brown soil; C, cinnamon
soil; D, black soil; E, chestnut soil; F, desert soil; G, alluvial soil; H, irrigation-silted soil; I, saline soil; J, lithological soil
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同, 进而导致不同类型土壤胡敏素氧化还原电位[50]
、

分子结构不同[51,52], 促使其活性氧产生能力不同.

2.4 不同类型土壤胡敏素的氧化还原能力

胡敏素作为HS的重要组成部分, 是土壤中最重要

的电子载体, 其氧化还原能力在环境生物地球化学过

程中具有多方面的意义[53,54]. 如图5(a)所示, 10种土壤

胡敏素对DTT的氧化能力范围在24~376 nmol/(min g).
胡敏素在土壤中的还原能力不可忽视, 基于清除DPPH
的分光光度法作为分析还原能力的方法, 测定了10种
土壤提取的胡敏素还原能力. 如图5(a)所示, IC50值表

示还原50% DPPH所需的胡敏素的浓度, 因此, IC50值

越低, 胡敏素的还原能力越强. 10种土壤胡敏素对

DPPH均表现出一定程度的还原能力, IC50的范围为

0.19~1.83 g/mL. 这些结果表明, 在一定条件下胡敏素

在与DTT作用过程中表现出促氧化性(氧化能力), 与

DPPH作用时表现出抗氧化性(还原能力).

相关分析(表3)表明, 氧化能力与ROS浓度呈正相

关关系(P<0.01), 说明胡敏素的氧化能力主要取决于其

产生ROS能力的高低, ROS浓度越高, 氧化能力越强.
胡敏素的氧化能力可以用ROS的生成潜力表征, 这与

大气颗粒物的氧化能力及ROS的生成潜力的测定结果

一致[55]. HS中的半醌类自由基被认为是其发生电子转

移的主要原因, 醌基被认为是腐殖质中PFRs的电子受

体[56], 有报道称胡敏酸的氧化能力与PFRs浓度呈正相

关关系[57]. 而我们的研究发现, 氧化能力与PFRs的相

关性未达到显著水平, 说明醌基不是唯一的电子受体,
这与Struyk和Sposito[58]的研究结果一致. 胡敏素还原

能力的强弱取决于结构中的供氢能力或者供电子能力

大小, IC50与酚羟基含量呈负相关关系(P<0.05), 即酚羟

基含量越高, 还原能力越强. 这与前人关于木质素还原

能力的研究结果一致[59]. Chen等人[60]研究发现, 富含酚

羟基和甲氧基的有机质比富含碳水化物的有机质具有

更高的反应活性和还原能力, 同样证实了酚羟基是有

图 5 不同类型土壤胡敏素的氧化还原能力(a)和对BPA的去除率(b). A, 红壤; B, 棕壤; C, 褐土; D, 黑土; E, 栗钙土; F, 漠土; G, 潮土; H, 灌淤土;
I, 盐碱土; J, 岩性土
Figure 5 The redox capacity (a) and removal efficiency of BPA (b) of humin from different soils. A, Red soil; B, brown soil; C, cinnamon soil; D,
black soil; E, chestnut soil; F, desert soil; G, alluvial soil; H, irrigation-silted soil; I, saline soil; J, lithological soil

表 3 氧化还原能力与酸性基团及PFRs相关分析a)

Table 3 Correlation analysis of redox ability with acid groups and PFRs in humin

−OH −COOH PFRs ROS OPDTT IC50 BPA去除率

−OH 1.00

−COOH –0.42 1.00

PFRs –0.65* 0.68* 1.00

ROS –0.40 0.09 0.27 1.00

OPDTT –0.52 0.56 0.54 0.78** 1.00

IC50 –0.74* 0.50 0.72* –0.21 0.09 1.00

BPA去除率 0.10 0.28 0.09 0.52 0.67* –0.39 1.00

a) *表示在0.05水平(双侧)上显著相关; **表示在0.01水平(双侧)上显著相关
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机质中还原能力的贡献基团.
为探明胡敏素携带自由基对污染物转化性能的影

响, 选择BPA为目标污染物, 研究了其在10种土壤胡敏

素中的转化. 如图5(b)所示, 结果显示随着反应时间的

延长, 胡敏素对BPA的去除率呈现先增大后逐渐趋于

稳定的趋势. 在反应7 d后, 10种土壤胡敏素BPA的去除

率为11.06%~26.69%. 由表3可知, 胡敏素对BPA的去除

率与其氧化能力呈正相关关系(P<0.05), 而胡敏素氧化

能力与ROS具有较大的相关性, 即胡敏素氧化能力越

强, ROS生成量越大, 对BPA的去除率越高[61].

3 结论

(1) 10种土壤胡敏素中均检测到PFRs, 属于以碳原

子为中心的“芳香族”自由基. PFRs浓度范围为0.11~
5.79×1016 spins/g. 从元素分析、基团含量及光谱分析

结果来看, 与酚羟基相比, 芳香结构及羧基更有利于

PFRs的累积; 腐殖化程度越强, PFRs浓度越高. (2) 土

壤胡敏素中均可检测到超氧自由基, 浓度范围为1.69~
8.57×1013 spins/g, 但仅在部分样品(红壤、黑土、栗钙

土和褐土提取的胡敏素)中检测到羟基自由基. ROS与
PFRs的浓度未达到显著相关, 表明不同土壤类型胡敏

素PFRs的活性不同. (3) 土壤胡敏素对DTT的氧化能力

在24~376 nmol/(min g)之间, 还原能力IC50的范围为

0.19~1.83 g/mL. 氧化能力与ROS浓度呈正相关关系

(P<0.01), 表明胡敏素的氧化能力与ROS浓度的高低有

关, ROS浓度越高, 氧化还原能力越强. IC50与酚羟基含

量呈负相关关系(P<0.05), 表明酚羟基是负责还原能力

的主要基团. 土壤胡敏素对BPA的去除率与氧化能力

呈正相关关系(P<0.05), 证实了ROS对BPA去除率的

贡献.
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Summary for “土壤胡敏素的自由基特性、氧化还原性及其影响因素”

Free radical property, redox capacity, and the relevant
influencing factors of soil humin
Yafang Shi1, Ziwen Liu1, Yunchao Dai1, Hanzhong Jia1,2* & Lingyan Zhu1,2
1 College of Natural Resources and Environment, Northwest A&F University, Yangling 712100, China;
2 State Key Laboratory of Soil Erosion & Dryland Farming on the Loess Plateau, Institute of Soil & Water Conservation, Northwest A&F University,
Yangling 712100, China

* Corresponding author, E-mail: jiahz@nwafu.edu.cn

Humic substances (HS) contain considerable quantities of persistent free radicals (PFRs), which have been detected by the
electron paramagnetic resonance (EPR) technique. Among three HS fractions (humin, fulvic acid, and humic acid), humin
is recognized as the predominant fraction possessing PFRs. Most of the previous studies of HS-PFRs involved their
environmental effect; however, very few investigations have been conducted to explore the relationship among structural
characteristics, PFRs, and redox capacity of humin. To address the above-mentioned scientific questions, the types and
concentrations of PFRs in 10 representative types of soils were investigated by EPR technique. We found that humin from
different soils contained PFRs concentration of 0.11×1016–5.79×1016 spins/g and g-factors of less than 2.0030. These PFRs
were assigned as carbon-centered “aromatic-type” radicals. Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, ultraviolet-
visible, and the contents of acid groups indicated that the aromatic structure of humin was beneficial for the formation of
PFRs. The concentration of PFRs was negatively correlated with phenolic hydroxyl contents (P<0.05) and positively
correlated with carboxyl contents (P<0.01). The potential generation of reactive oxygen species (ROS) in humin was
determined by spin-trapping EPR technique. Superoxide radicals (average concentration of up to 5.25×1013 spins/g) were
detected in humin from all soils while hydroxyl radicals were detected only in the samples extracted from red soil, black
soil, chestnut soil and brown soil. The redox capacity of humin was evaluated by dithiothreitol (DTT) and 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH). The oxidation capacity of humin was in the range of 24−376 nmol/ (min g) and the IC50 was in the
range of 0.19−1.83 g/mL, and the It was shown by correlation analysis that the oxidation capacity of humin was directly
related to its ROS concentration, and phenolic hydroxyl contributed to the reduction capacity. The removal of bisphenol A
(BPA) by humins derived from 10 representative soils indicated that the removal rate of BPAwas positively correlated with
the oxidation capacity of humin (P<0.05), and the oxidation ability was positively correlated with ROS concentration
(P<0.05), confirming that the contribution of ROS to BPA removal efficiency. These results provided a theoretical basis for
evaluating the ecological and environmental effects of humin in various soil systems.

humin, persistent free radicals, reactive oxygen species, redox capacity

doi: 10.1360/TB-2020-0965

论 文

2607


