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施用化肥对土壤腐殖质结构特征的影响*
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摘 要 应用红外光谱法和1H- NMR波谱法初步研究了不同配施化肥处理条件下 HA 和 FA 的化学基

团组分,并探讨了不同施肥处理对腐殖质化学基团构成的影响。结果表明: 不同配施化肥的处理明显影响了

土壤腐殖质分子的结构和含量变化。施用化肥有利于 HA 结构的年轻化、简单化, 其影响效果为平衡施化肥

( NPK) > 不平衡施化肥( PK)。1H- NMR研究结果表明不同配施化肥处理 FA样品的谱图形态非常相似, 出峰位

置基本相同。长期平衡施化肥( NPK配施) FA中碳水化合物的H 及其它与 O、N相连的 C 上的 H 的相对含量

较高,而长期不施 N(施 PK)处理FA中烷基链烃中的 H 相对含量较高。
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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。对未开垦的土壤来说,土壤腐殖质

与作物产量之间有一种密切的关系[ 1]。腐殖质按其在

酸碱溶液中的溶解度分为胡敏酸、富里酸和胡敏素。

胡敏酸(HA)、富里酸( FA)是土壤腐殖物质的最重要组

分,在改善土壤团粒,提高和保持土壤肥力, 影响环境

等方面有着显著作用。因此对腐殖质的研究在土壤

学、环境科学、农业生产上具有重要的意义。因为胡敏

酸、富里酸的结构十分复杂,传统的化学分析方法对其

进行有效区分与测定比较困难,而且易于改变其固有

的性质,所以必须借助于现代仪器来研究。

红外光谱法是利用光学性质测定腐殖质的结构

和本性,测定时需样量很少,不破坏样品,测试简单。

红外光谱法已广泛应用于腐殖酸的研究中, 最常用

的是 KBr 压片法。Schnitzer 和 Schuppli
[ 2]
用红外光

谱分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

度和主要官能团方面存在一些差异。Wang 等[ 3]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。核磁共振(NMR)现象是 Purcel

和Black于 1946年同时发现的, 1963年被首次应用

于腐殖质的测定中[ 4] , 以后国内外已先后应用 1H

和
13

C-NMR和CP-MAS-NMR等对土壤及其它来源的

HA进行了许多研究[ 5~ 11] , 并取得了一些引人注目

的进展。实践证明, NMR波谱是研究未知有机化合

物结构的有效手段,与化学分析和色谱相比,它既不

破坏样品的结构, 也不需要标样。

应用红外光谱法研究了长期不同施肥处理对胡

敏酸结构的影响, 并且应用
1
H-NMR 波谱法对长期

不同施肥处理土壤富里酸进行了结构表征, 初步探

讨了土壤腐殖质的化学基团组成及不同施肥处理对

土壤腐殖质化学基团构成的影响, 为土壤腐殖质化

学的基础研究提供较新的资料。

1 材料与方法

1 1 试验设计

试验区设在浙江省金华市石门农场。供试水稻

田土壤为河流冲积型壤土, 其基本理化性质见表 1。

长期肥料试验自 1998年晚稻开始。采用裂区设计,

小区面积为 45 m2, 3 次重复。主区为肥料处理, 设

有 CK(不施肥)、施 PK、NK、NP、NPK配施 5个处理。

副区为不同水稻品种:杂交早稻为威优- 402,晚稻为

协优 46;常规早稻为嘉-293,晚稻为秀水11。早晚稻

插植密度均为 20 cm 20 cm。氮、磷、钾化肥分别用

尿素、过磷酸钙和氯化钾。每季施用量和方法为:早

稻氮肥 N 150 kg hm- 2, 晚稻氮肥 N 180 kg hm- 2,

50%作基肥, 25%在分蘖前期施, 25%在幼穗分化期

施;早稻和晚稻磷肥 P 25 kg hm- 2, 全部作为基肥;

早稻和晚稻钾肥K 100 kg hm- 2, 50%作基肥, 50%在
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幼穗分化期施。2003年晚稻收获后, 取杂交稻下 PK、CK、NPK 3个处理的土样, 分别编号为 1、2、3。

表 1 供试土壤的有关基本性质

Table 1 Basic properties of the testing soil

pH

( 1 1 H2O)

全氮

Total N ( g kg- 1)

速效氮

Available-N

(mg kg- 1)

有效磷

Olsen s-P

( mg kg- 1)

速效钾

Available- K

(mg kg- 1)

砂粒

Sand ( g kg- 1)

粉粒

Silt ( g kg- 1)

粘粒

Clay ( g kg- 1)

4 8 27 0 123 4 16 5 54 6 278 562 160

分别以 0 1 mol L- 1 NaOH 和混合液 ( 0 1

mol L- 1 Na4P2O7+ 0 1 mol L- 1 NaOH)为提取剂,采

用连续提取法, 将土壤有机质分为 4 个组分。土样

先用 0 1 mol L- 1 NaOH反复提取(松结态)。至提取

液几近无色后,改用混合液( 0 1 mol L
- 1

Na4P2O7+

0 1 mol L
- 1

NaOH) (稳结态)。同样至提取液几近无

色。分别按常规法调节各提取液的 pH 至 1~ 1 5使

胡敏酸沉淀析出, 然后将此去除胡敏酸后的酸液通

过XAD-8柱以分离富里酸, 如此共得到 4个有机质

组分(松结态胡敏酸HA1, 松结态富里酸 FA1和稳结

态胡敏酸 HA2, 稳结态富里酸 FA2)。分离出的 HA

和FA按常法透析袋纯化, 再转入电渗仪中纯化, 最

后冷冻脱水得到腐殖酸颗粒, 其灰分含量小于 20

g kg- 1。各组分提取操作流程简示如下图:

最后得到两种提取剂提取的 3个不同施肥处理的 6

个胡敏酸和富里酸(HA1- 1, HA1- 2, HA1- 3, HA2- 1,

HA2- 2, HA2- 3 和 FA1- 1, FA1- 2, FA1- 3, FA2- 1,

FA2- 2, FA2- 3)。

1 2 测定方法

核磁共振 1H 谱的测定: 所有核磁共振谱图均在

Bruke AMX2-500型核磁共振波谱仪上测定,磁感强度

为14 7 T, 氢核 (
1
H) 在该场强下共振频率为 500

MHz。实验采用 5 mm 样品管, 把样品溶于 0 6 ml

D2O以获得内锁信号。分别对谱图做积分处理。将

样品的总面积扣除溶剂峰的积分面积后的总H 量

假定为 100% ,将烷基链烃H、碳水化合物中H 及其

它与 O、N 相连的 C 上的H和芳香结构中的H 的积

分范围分别定为 = 0 8~ 3 3、3 3~ 6 5和 6 5~

10。用它们各自的积分值占总 H 量的%来表示它

们的相对含量。

红外光谱测定: 将制备的胡敏酸样品与 KBr 混

合后压片, 最后在 Perkin-Elmer model 621红外光谱

仪上记录各样品在 400~ 4 000 cm- 1波数范围的红

外光谱[ 12]。

2 结果与讨论

2 1 HA的红外光谱

腐殖质的红外光谱可以提供其分子结构和官能

团等方面大量的信息[ 13, 14]。对红外光谱的分析可知,

每一种官能团都有固定的吸收峰。图 1是用 NaOH

提取的胡敏酸谱图。从图 1中可以看出各个 HA均
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在3 300~ 3 400 cm- 1 (带羟基 O H 振动) , 2 900~

2 850 cm- 1 (脂肪族的 C H 的伸缩振动) , 1 650~

1 600 cm
- 1

( C O , N H 键及芳香 C C ) 和

1 540 cm- 1, 1 230 cm- 1, 1 035 cm- 1等附近有特征吸

收带,总体谱形与一般胡敏酸谱形相似,表明不同施

肥处理条件下形成的胡敏酸均具有一般胡敏酸的光

谱特征。由此说明不同施肥处理土壤胡敏酸样品具

有大致相似的骨架结构, 但是不同施肥处理胡敏酸

也存在一些差别, 表现在芳化度和官能团的含量及

组成不同。

图 1 用 NaOH 提取的不同施肥处理土壤胡敏酸红外光谱图

Fig 1 Infrared absorption spectrum of HA extracted with NaOH from soils different in fert ilization treatment

图1表明,HA在3 000~ 3 400 cm- 1有宽吸收峰,

说明有聚合 OH 存在, 在 1 710 cm- 1出现 了

C O 的伸缩振动, 表明有酮类或醛类, 结合

3 000~ 3 400 cm- 1的宽峰,说明羧基存在。从谱图可

看出,HA中含有羧基、羟基等可参与络合的活性官能

团。HA1 - 1在 3 300 cm
- 1
、2 920 cm

- 1
、1 720 cm

- 1
及

1 230 cm
- 1
附近处的吸收带较HA1 - 3强, 表明与平

衡施化肥相比,长期不平衡施化肥条件下胡敏酸分子

的脂肪族 CH2、CH3基团含量和羧基含量增加。但与

HA1 - 2相比,施肥处理的脂肪族 CH2, CH3基团含量

和羧基含量都增加,这与张付申在黄土区研究的结果

相同[ 15] ;另外,从图中可看出各施肥处理土壤的芳化

度不同,这表现在1 620~ 1 650 cm- 1的吸收带吸收强

度不同, 其强度大小为: HA1 - 1> HA1 - 2> HA1 -

3,说明 PK处理土壤的胡敏酸芳化度较强。由此可

见,不同化肥配施方式影响土壤胡敏酸分子结构的

含量。此外, 据 Dormar
[ 16]
研究指出: 胡敏酸在

2 500~ 1 800 cm
- 1
区域红外光谱曲线的斜度与其聚

合程度呈正相关, 斜度越大, 聚合程度越高。图 1

中,对照处理在 2 700~ 2 000 cm- 1曲线的斜率最大,

这似乎表明对照处理的聚合程度相对较大。1032

cm
- 1
处归属于多糖类 C O键及硅酸盐类 Si O键

的伸缩, HA1 - 2在 1 032 cm- 1附近吸收峰面积最

大,说明不施肥处理胡敏酸可能含有较多的多糖类

物质。2 920 cm- 1/ 1 720 cm- 1的对比值可反映 HA

的氧化程度[ 17]。HA1 - 3的 2 920 cm- 1/ 1 720 cm- 1

值( 1 184)小于HA1 - 1( 1 253)和 HA1 - 2( 1 619)。

这也说明了在不同施肥处理条件下,土壤腐殖质的

性质和结构产生了差异。

图2是用混合液(Na4P2O7+ NaOH)提取的不同施

肥处理土壤的胡敏酸谱图, 可见其并不完全相同于图

1。从图2可见,不同施肥处理土壤胡敏酸都有极相似

的吸收峰, 而且其吸收强度也相差不大。只有在

2 200~ 2 400 cm- 1处吸收强度明显不同,HA2 - 1> HA2

- 2> HA2 - 3,其归属于蛋白类物质
[ 18,19]

,这说明土壤

缺N越严重,其HA稳结态蛋白质组成相对含量越高。

分析2 920 cm- 1/ 1 720 cm- 1值,其结果与图1一致,HA2

- 2( 1 074) > HA2 - 1( 1 066) > HA1 - 3( 1 038)。在 1

541 cm- 1处各个谱都可以看到有一个吸收峰, 这是

由氨基的存在引起的[ 20] ;另外, 1 712 cm- 1吸收带呈

肩状峰存在, 还可能与胡敏酸中存在蛋白质、多肽和

氨基酸有关, 因为这些物质中含有羰基, 故有 1 712

cm- 1肩峰出现。由此可见, 胡敏酸中含有各

种含氮物质, 这也说明混合液的提取能力强, 提取
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图 2 用混合液( Na4P2O7+ NaOH)提取的不同施肥处理土壤胡敏酸红外光谱图

Fig 2 Infrared absorpt ion spectrum of HA extracted with Na4P2O7 andNaOH from soils different in fert ilization treatment

的HA分子量明显大于用NaOH 提取的HA, 这与前

人的研究结果一致
[ 17]
。

对比两种提取剂 NaOH 和混合液 ( Na4 P2O7 +

NaOH)提取的胡敏酸 IR光谱(见图3)。从图中可以看

出,松结态和稳结态的HA具有极相似的骨架结构和官

能团组成。稳结态的HA在1 650 cm- 1和 2 980~ 2 920

cm- 1吸收明显强于用 NaOH 提取的 HA, 而在 1 030

cm- 1处弱于NaOH提取的HA。1 540 cm- 1吸收峰的存

在,表明有碳水化合物及蛋白质的存在。图3表明稳结

态的HA含有较多的碳水化合物及蛋白质物质。另外,

2 400~ 2 200 cm- 1吸收峰的出现是因为样品中含有蛋白

质类物质。用混合液提取的HA在2 400~ 2 200 cm
- 1
有

一较强的吸收峰,而用NaOH提取的HA其强度明显减

弱,这也说明用NaOH提取的HA中蛋白类含量较低。

图 3 不同提取剂提取胡敏酸的红外光谱图 ( A:松结态; B:稳结态)

Fig 3 Infrared absorption spectrum of FA extracted with different chemical solutions from the soil (A: Loose combination; B: Stable combination)

2 2 FA
1
H - NMR谱图分析

有关 1H - NMR 的研究表明, 土壤有机质的 H

可以分为四个部分: ( 1) 脂肪链烃( = 0 8~ 3 3) ;

(2)连氧 碳上的H ( = 3 3~ 5 0) , 主要是碳水化合

物的贡献; ( 3)芳香 H, 在 6 5~ 8 1之间; ( 4)活泼H

等, 变异很大, 能为 D2O交换。图 4是不同提取剂

提取的FA 的 1H - NMR谱,除 = 4 5~ 5 0为溶剂

峰掩区外,出峰位置主要分布于 = 0 6~ 4 3区域,说

明富里酸的化学基团结构以开链烃为主。 = 0 85、

= 0 90处有共振信号归属于末端 CH3的吸收, =

1 0~ 1 4是系饱和烃中聚亚甲基链 ( CH2) n 的

贡献
[ 4]
。聚亚甲基( = 1~ 2)和末端甲基( = 0 5~
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1)的比例( n ) , 以长期施肥处理土壤特别是平衡施

肥土壤 FA最小,说明其脂族链短而多分枝, 但差异

不是很大(表 2)。 = 3 5和 = 3 6的信号主要是

碳水化合物中的糖、甲氧基的吸收, = 3 7 和 =

3 9分别是 OCH3和 COOCH3的贡献。图中高场部

分出现一些单峰说明有较多的末端甲基基团及结构

的多枝叉化,而在高场与低场之间的多重峰则反映

了土壤富里酸化学结构的复杂性。 = 6 5~ 8 1处

少量弱强度峰出现则说明富里酸中芳化 H( Ar-H)的

存在, = 6 7和 = 7 2的信号可能主要是分别与

OH 或 OR等取代基邻、对位的 Ar-H 和未取代或与

OH、OR间位Ar-H的吸收。

图 4 不同施肥处理土壤富里酸的 1H - NMR谱( a NaOH 提取; b 混合液提取)

Fig 4 1H - NMR spectra of FA from paddy soils different in fertilizat ion treatment ( a Extracted by NaOH; b Extracted by mixed solution)

从图 4中可以看出, 不同样品的谱图形态非常

相似, 出峰位置基本相同。这说明尽管长期施肥处

理造成了土壤有机质含量不同,但富里酸的化学基

团构成类型仍十分相似。不同提取剂提取的 FA的

化学基团也十分相似。

虽然各 FA 的波谱形状基本一致, 但上述化学

位移的吸收强度有明显差异。这表明 FA虽具有相

似的H 化学环境,但其各类H原子的相对含量各不

相同。由于土壤腐殖质的构成是一个很复杂的体

系,完全弄清其结构组成尚不现实
[ 21]
。各区域积分

值列于表 2, 表中数值代表了三种施肥处理土壤富

里酸的各种化学基团的相对比例。在连续种植水稻

条件下, 缺肥区土壤相应的有效养分消耗很快, 当

表 2 分布在 = 0~ 10 区域不同化学基团相对含量( % )

Table 2 Relat ive contents of different chemical groups in = 0~ 10 area ( % )

样品 Sample = 0 8~ 3 3 = 3 3~ 6 5 = 6 5~ 10 n1)

FA 1-1 72 1 24 3 3 6 2 60

FA 1-2 52 6 44 8 2 7 2 38

FA 1-3 46 6 48 6 4 8 2 23

FA 2-1 56 5 39 7 3 8 2 68

FA 2-2 48 4 47 7 3 9 2 50

FA 2-3 48 1 47 9 4 0 2 30

注:假定样本中总 H 量为 100%。1)为 ( CH2) n CH3中的 n , n

的计算参考文献[11]

Note: Suppose total H content is 100% 1 ) indicate n in the

( CH2) n CH3, counting on reference [ 11]
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2003年取样时, PK 处理消耗土壤氮素大于 CK处

理,这在我们以前的研究中已有报道[ 22]。可以推

断,在缺 N最为严重的 PK 处理的烷基链烃中的 H

的相对含量( = 0 8~ 3 3)增加,导致 FA脂族化,而

碳水化合物中的 H及其他与 O、N 相连的 C上的 H

( = 3 3~ 6 5)的相对含量明显减少,长期NPK配施

和不施肥处理均可使其 FA中碳水化合物中H 及其

他与 O、N相连 C上 H( = 3 3~ 6 5)的相对含量保

持较高水平。长期平衡施用化肥使得富里酸碳水化

合物和芳香族物质增加,而脂族物质减少。表明不

同施肥处理影响了富里酸的各种化学基团组成的相

对比例。

从表 2的积分值表明
1
H - NMR中芳香族的H

在2 7% ~ 4 0% 之间, 这明显小于前人的研究结

果
[ 8, 9]

,这可能有几种原因引起的: 一是本文富里酸

样品在测定前经过透析袋透析,这样可能造成了小

分子芳香物质透析走[ 23] ; 二主要是芳香环上的H被

非H 取代[ 24, 25] , 窦森等已研究表明 HA 加 D2 O后

Ar-H 减少,而活泼H 增加( = 3~ 6) , 说明HA 中可

能存在着一些酚酸结构单元来源的酮醇互变异构而

与D2O进行重 H 交换所致, 但对 FA芳香族的 H被

D2O交换的现象, 其原因是否与 HA一样,以后还需

进一步研究。

3 结 论

本试验结果表明, 长期不同化肥配施处理影响

土壤腐殖质分子的结构和含量,尤其是对腐殖质结

构中的脂肪族、芳香族、羟基和羧基的影响。1H-

NMR结果表明,长期平衡施用化肥( NPK)有利于提

高富里酸中碳水化合物中的 H,而长期不平衡施肥

( PK)却有利于提高FA中烷基链中的H。

土壤腐殖质的骨架结构不仅受有机肥料影响,

而且受无机化肥的影响。土壤腐殖质是一个多组分

体系,要对其进行确切的分析,还需要对腐殖质结构

作进一步深入的研究。
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EFFECT OF CHEMICAL FERTILIZER ON STRUCTURE OF SOIL HUMUS

Zhang Qichun Wang Guanghuo

( College of Environmental and Natural Resources Science , Zhejiang University, Hangzhou 310029, China)

Abstract Components of chemical groups in soil humic acids (HA) and fulvic soids( FA) isolated from soils different in

fertilization treatment were studied with the aid of infrared spectrum( IR) and 1H nuclear resonance spectroscopy( NMR) , and

effects of different fertilization treatments on chemical group structure of the humus were explored. The results show that fertiliza-

tion affected structure and content of soil humus, and aromatization degree and fraction of simple organic molecules in HA isolat-

ed from fertilized soils. The effect was greater inTreatment NPK than in Treatment PK. The 1H NMR results show that the rela-

tive content of carbonhydrate H of FA is the highest in the treatment of long balanced fertilization ( NPK treatment) , while the

relative content of aliphatic H is higher in Treatment PK.

Key words Fertilization; Humus; IR; 1H-NMR
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