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摘　要　　以祁阳红壤长期定位试验站的施用有机肥和化肥的土壤为研究对象，结合不同孔径 

（ 1  0 0 0  μ m 、 2 0  μ m  和  0 . 4 5  μ m ） 的 原 位 微 宇 宙 培 养 试 验 ， 通 过 高 效 液 相 色 谱 、 高 通 量 测

序 、 同 步 辐 射 红 外 显 微 成 像 和  X  射 线 光 电 子 能 谱 等 技 术 手 段 研 究 了 长 期 施 肥 处 理 对 红 壤 中 类

芬 顿 反 应 的 调 控 能 力 及 其 对 红 壤 有 机 碳 储 存 的 影 响 。 结 果 表 明 ， 长 期 施 用 化 肥 的 红 壤 中 H 2O 2、

H O •及 F e ( I I ) 含 量 均 显 著 高 于 长 期 施 用 有 机 肥 。 根 系 分 泌 物 和 微 生 物 的 参 与 也 能 够 调 控 H 2O 2、

H O •和 F e ( I I ) 含 量 ， 且 H 2O 2和 H O •含 量 呈 线 性 关 系 。 长 期 施 用 有 机 肥 的 红 壤 具 有 很 好 的 H 2O 2缓

冲 性 能 ， 而 长 期 施 用 化 肥 的 红 壤 可 能 由 于 发 生 了 退 化 （ 如 土 壤 有 机 质 含 量 低 ） ， H 2O 2缓 冲 性

能 较 差 。 长 期 施 用 有 机 肥 的 红 壤 中 微 生 物 丰 富 度 和 多 样 性 指 数 均 显 著 高 于 长 期 施 用 化 肥 的 红

壤 。 植 物 根 系 和 微 生 物 的 进 入 对 长 期 施 用 有 机 肥 的 红 壤 中 细 菌 群 落 结 构 影 响 较 小 ， 而 对 长 期 施

用 化 肥 的 红 壤 中 细 菌 群 落 结 构 影 响 较 大 。 长 期 施 用 有 机 肥 的 细 菌 群 落 影 响 了 土 壤 p H 、 可 溶 性

有 机 碳 、 可 溶 性 F e 和 C O 2释 放 ； 而 长 期 施 用 化 肥 的 细 菌 群 落 可 能 通 过 产 生 H 2O 2和 还 原 态 F e ( I I )

引 发 了 土 壤 中 的 芬 顿 反 应 。 根 - 土 界 面 上 黏 土 矿 物 （ 3  6 1 9  c m - 1） 、 脂 肪 碳 （ 2  9 1 4  c m - 1） 、 

羧酸碳（1 725 cm-1）、羟基碳（1 135 cm-1）的分布模式有较大差异，其中根系的出现增加了根-土界

面上Fe(II)比例。综上，本文提出了有效增加亚热带红壤土壤有机碳的概念模型。

关键词　　土壤固碳；同步辐射；微生物群落；界面过程；类芬顿反应；自由基反应

中图分类号　　S153.4　　　文献标识码　　A

全球红壤总面积约6 400 万km2，占全球土地

总面积的45.2%，主要分布在热带和亚热带地区的

发展中国家，红壤地区人口总数约占全球总人数的

一半以上［1］。据第二次土壤普查资料显示，我国

红壤地区耕地占全国的30%，而68%的红壤农田属

于中低产田，耕地有机质含量普遍偏低；同时，由

于长期对土地的不合理利用，红壤退化现象极为严

重，特别是由于化肥的长期和过量施用，导致旱

地农业生态系统中红壤有机碳含量呈现下降的趋

势［2］。土壤团聚体的物理保护作用［3］和矿物-有

机复合体的形成［4-6］被认为是土壤有机碳稳定和累

积的主要机制。据统计，在全球范围内的沉积物

中，铁氧化物可以结合/固定约21%的有机碳［7］。 
因 此 ， 传 统 观 点 认 为 酸 性 红 壤 黏 粒 含 量 高 及 铁
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铝氧化物丰富的特点有利于有机碳的稳定［8-9］； 
同时，富含的铁、铝矿物可以促进微团聚体的形

成，保护有机碳免受生物降解 ［10］。然而，同黑

土、棕壤等相比，具有很强物理化学作用保护潜力

的红壤有机碳含量却相对较低，并且在农业耕作利

用后表现出快速的退化趋势。迄今为止，尚无合适

的概念模型可以解释亚热带红壤上存在的这种矛盾

现象。

芬顿反应（Fenton reaction）是Fe(II)对H2O2的

催化，须在酸性条件下进行，H2O2利用效率低，

反应发生具有局限性，但氧化效率高。类芬顿反应

（Fenton-like reaction）是除Fe(II)以外，Fe(III)、

含铁矿物以及其他一些过渡金属如钴（Co）、镉

（Cd）、铜（Cu）、银（Ag）、锰（Mn）、镍

（Ni）等可以加速或者替代Fe(II)而对H2O2 起催化

作用的一类反应的总称，它具有适用pH范围广、催

化剂种类多等优点而广泛发生于土壤中［11］。最近

的研究表明，添加至土壤中的铁卟啉在光照条件下

可通过自由基机制增加土壤有机质分子间共价键的

形成，促进土壤有机质间的分子缩聚，进而增加其

稳定性［12］。此外，研究发现，土壤微生物普遍具

有产生胞外超氧化物（O2
•‒）的能力，这些O2

•‒在酶

的作用下进一步转化为过氧化氢（H2O2）
［13-14］；

虽然产生的O2
•‒和H2O2是弱氧化剂，但在环境中可

以发生矿物催化的类芬顿反应，进一步形成非选择

性、氧化能力极强的羟基自由基（HO •）［15-16］。

由于施用有机肥可激发土壤微生物活性、改变微生

物群落结构［17-18］，同时又提高了土壤中铁矿物的

可利用性［19］，因此，长期施肥处理可能通过改变

红壤的微生物群落结构和铁的可利用性而影响红壤

有机碳的固持。目前，国际上关于长期施肥处理影

响红壤中H2O2、HO•的含量及土壤固碳效应等方面

的研究尚未见报道。

鉴于此，本文依托中国农业科学院湖南祁阳红

壤长期定位试验站，通过设计一系列原位微宇宙试

验，研究1）长期施肥、微生物和作物根系分泌物

对红壤中H2O2、HO •和二价铁［Fe(II)］的调控作

用；2）土壤中微生物群落结构和类芬顿反应的关

联；3）H2O2对土壤释放CO2的贡献；4）土壤-根

的界面特征。研究结果将有助于深入理解红壤易退

化的机制，同时为提升红壤有机物固持、保障国家

粮食安全提供参考。

1　材料与方法

1.1　试验设计

湖 南 祁 阳 红 壤 长 期 定 位 试 验 站 始 建 于 1 9 9 0
年，具体地理位置为111°52′32″E，26°45′12″N，

海 拔 约 1 2 0  m ， 年 平 均 温 度 1 8 . 0 ℃ ， 最 高 温 度

36.6～40℃，年降水量1 250 mm，年蒸发量1 470 
mm，无霜期约300 d，采用一年两熟的小麦-玉米

轮作模式［18］。供试土壤为第四纪红土发育的红泥

土。2016年土壤的基本理化性质如下：单施有机

肥(M)处理，有机质25.3 g·kg-1，pH 5.9，全碳13.4 
g·kg-1，全铁46.7 g·kg-1，可溶性有机碳（DOC）

37.5  mg·kg -1；单施化肥（NPK）处理，有机质

18.5 g·kg-1，pH 4.6，全碳10.1 g·kg-1，全铁55.4 
g·kg-1，DOC 444.6 mg·kg-1。

微宇宙试验于2016年12月（小麦播种后一个

月）原位布置于M和NPK处理小区（图1）。图1从

左至右依次为祁阳试验田、试验中所用的埋于土壤

中的柱子和试验完成后取出的柱子。

    

注：从左到右依次为祁阳试验田、试验田埋入的柱子和试验完成后取出来的柱子 Note: The figure from left to right is the Qiyang 

experimental field, the column embedded in the experimental field, and the columns taken out after the test, respectively

图1　原位微宇宙试验

Fig. 1　In situ microcosmic experiment
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聚 氯 乙 烯 （ P V C ） 柱 子 高 1 5  c m 、 直 径 7 . 5 
cm，在柱身开2个大小相同的平行窗口，两个窗口

的表面积之和占总表面积1/2。在窗口上分别覆盖3
种不同孔径的尼龙网来构建不同处理，分别为0.45 
μm、20 μm和1 000 μm。其中，0.45 μm尼龙

网仅允许无机分子随水分流动通过；20 μm尼龙网

允许微生物、一部分小分子的有机物以及无机分子

随水分流动通过；1 000 μm尼龙网则允许植物根

系、微生物、土壤中的有机无机分子随水分的流动

通过［19-20］。试验启动时，柱子内装1 kg试验田的

原位土，然后埋于该土壤区域内。

1.2　土壤采集与基本理化性质测定

土壤样品2017年5月（小麦收割前一周）将所

有PVC柱子取回实验室，将样品预留为干湿两部

分，一部分置于阴凉处风干，研磨过10目、20目和

100目筛网；一部分鲜土保存于-80℃冰箱。

土壤基本理化性质采用常规方法 ［21］测定。

有 机 质 采 用 重 铬 酸 钾 容 量 法 测 定 ； 有 效 磷 采 用

0 .5  mol ·L -1碳酸氢钠浸提 -钼锑抗比色法测定；

pH用pH计（PHS-3D，雷磁，上海）测定（水土

比为1∶2.5）；全铁经过三酸（HNO3、HClO4和

HF）消解［25］  后利用电感耦合等离子体发射光谱

仪（ICP-AES）（安捷伦710/715，澳大利亚）检

测；全碳采用元素分析仪（Vario EL，Elementar 
G m b h ， 哈 瑙 ， 德 国 ） 测 定 。 土 壤 中 F e ( I I ) 采 用

邻 菲 罗 啉 比 色 法 检 测 ［ 2 2 ］ ； 提 取 可 溶 性 有 机 质

（ D O M ） 后 用 电 感 耦 合 等 离 子 体 原 子 发 射 光 谱

（ICP-AES）（安捷伦710/715，澳大利亚）测定

里面的可溶性铁和DOC。

1.3　 土壤中过氧化氢 (H 2O 2)与羟基自由基 (HO •) 
分析

采用文献［23］的方法，准确称取过10目筛

的新鲜土壤样品1.0 g，置于15 mL离心管中，加4 
mL 10 mmol·L-1磷酸轻轻倒转浸提2 min， 5 000 g
离心力下离心5 min，调节土壤提取液pH为6.5（用

0.1 mol·L-1 NaOH和HCl调节）。土壤过氧化氢吸

光度的测定原理是在去除背景（磷酸盐缓冲溶液

（PBS））影响的前提下，将土壤提取液分别添加

磷酸盐缓冲液和过氧化氢酶，二者之间相差的过氧

化氢吸光度进行拟化所得到的过氧化氢浓度就是土

壤中的过氧化氢浓度。

过氧化氢的吸光度（AH2O2）计算：

AH2O2 = AST1-AST2 + (ARB2-ARB1)　　　（1）

式中，AST1、AST2分别为土壤样品加相同体积的磷

酸盐缓冲液和过氧化氢酶处理的吸光度；A RB1、

ARB2 分别为磷酸盐缓冲液加相同体积的磷酸盐缓冲

液和过氧化氢酶处理的吸光度。

H2O2 (0～2 μmol·L-1)标准曲线：用30% H2O2

配成5 mmol·L-1 H2O2溶液，用10 mmol·L-1 PBS将5 
mmol·L-1 H2O2溶液稀释成4 mol·L-1 H2O2溶液作为

母液，并按照0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、

1.4、1.6、2.0 μmol·L-1的浓度梯度进行稀释。

利 用 对 苯 二 甲 酸 ( T PA ) 捕 捉 H O •生 成 荧 光 产

物 ——羟 基 对 苯 二 甲 酸  (H TPA) ［ 24 ］， 然 后 ， 采

用高效液相色谱仪(HPLC)检测荧光物质HTPA，

从而间接测定HO •的含量 ［23］。准确称取过10目

筛的新鲜土壤样品1.0 g，置于15 mL离心管中，

加4 mL 10 mmol·L-1 H3PO4，充分摇匀5 min，在

25℃以离心力4 200 g离心3 min，取上清液2 mL，

在上清液中加入20 μL 100 mmol·L-1 TPA，再在

25℃黑暗避光条件下培养24 h。培养后，将上清

液过0.45 μm滤膜，取0.5 mL滤液置于棕色液相

瓶中，随后通过  HPLC(安捷伦1260，澳大利亚)
配Eclipse XDB-C18 色谱柱(4.6 mm× 250 mm， 
5  μm)、荧光检测器 (FLD)测定。流动相用30%

的甲醇（色谱纯）配制50 mmol·L-1 KH2PO4，pH 
3.2（1 mol·L-1 NaOH和1 mol·L-1 HCl 调节），流

速为  0.7 mL·min-1，FLD检测器激发波长为  311 
nm，发射波长为425 nm，柱温25℃。HTPA与HO•

反应比例为1∶1，样品中测定的HTPA 的值即为

HO •的值。与此同时，应将HTPA的标准样品按照

适宜的浓度梯度进行稀释，所得到的峰值与已知浓

度进行拟化，以方便样品中HTPA的换算。

1.4　土壤排放二氧化碳潜力分析

准确称取过10目筛的新鲜土壤样品1.0 g，置

于25 mL的血清瓶中，加入10 mL40 nmol·L-1的

H2O2，对照组加入10 mL水，过氧化氢现配现用。

在血清瓶里充氮气5～10 min，排出瓶内空气，将

橡胶塞置于瓶口旁，随着氮气针头的慢慢抽出及时

盖住瓶口，然后用锡盖封住，用黑色塑料袋包裹，

避光，  置于25℃恒温摇床培养24 h，摇速为170 
r·min-1。培养后，利用注射器和三通阀取气，高

效气相色谱仪（GC，安捷伦7890A，澳大利亚） 
待测。
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1.5　土壤中DNA提取和高通量测序分析

称 取 0 . 5  g 新 鲜 土 壤 ， 采 用 D N A 提 取 试 剂 盒

（MoBio Laboratories，加利福尼亚州，美国），

参 照 其 操 作 说 明 提 取 土 壤 样 品 中 总 D N A ， 所 得

DNA于-20℃保存。DNA样品通过Illumina MiSeq
平台（派森诺生物科技有限公司，上海）进行16S 
rRNA测序。

1.6　根-土界面观察

同步辐射红外显微成像（SR-FTIR）：收集

NPK处理的通过1 000 μm孔径的根际土壤，首

先，采取喷雾方式喷洒蒸馏水，润湿24 h，并尽

量保持土壤颗粒的完整性［25］；然后，样品在全封

闭式快速冷冻切片机（CM1 950，徕卡，德国）

内的低温（-20℃）条件下用水包埋后进行超薄切

片(厚度为2 μm)；最后，超薄切片样品放置于低

辐射镜片（Low-E, 美国科弗里有限公司）上，带

至上海光源BL01B线站进行红外显微成像观察。

面扫参数设置：光谱范围，650～4 000 cm-1；步

长，10 μm×10 μm；分辨率，4 cm-1；扫描次

数，64次［25］；微区域精扫参数设置：光谱范围，

650～4 000 cm-1；步长，1 μm×1 μm；分辨率，

4 cm-1；扫描次数，128次［26］。

扫描电子显微镜（SEM）观察：同步辐射红

外显微成像后的超薄切片样品于磁控溅射镀膜机

（Ted Pella，加利福尼亚州，美国）喷金，并利

用SEM（S-3400N II，日本日立公司）进行形貌分 
析［27］。

X射线光电子能谱（XPS）分析：收集NPK
处 理 的 通 过 1  0 0 0  μ m 孔 径 的 根 际 土 和 非 根 际

土 ［ 2 8 ］， 利 用 玛 瑙 研 钵 研 磨 样 品 至 粒 径 小 于 2 0 0 
μm；然后，在配有Al Kα  X射线辐射检测器的

PHI 5000 Versa  Probe X射线能谱仪（UIVAC-
PHI，日本）上进行土壤颗粒表面的铁形态分析。

铁的XPS谱以C 1s的结合能（284.6 eV）作为校正

标准，利用XPSPEAK（Version 4.1）软件进行分

峰处理［27］。

1.7　数据处理

数据采用Origin 9.0和SPSS 20.0进行图形分

析处理，使用最小显著差异法( Least significant 
difference，LSD) 检验进行多重比较（P<0.05）。 
高 通 量 测 序 的 多 样 性 指 数 ， 包 括 香 农 指 数

（ S h a n n o n  i n d e x ） 、 辛 普 森 指 数 （ S i m p s o n 

i n d e x ） 、 丰 富 度 指 数 （ C h a o  1  i n d e x 、 A C E 
index），以及微生物群落与环境因子的冗余分析

（RDA）均采用R 3.1.0软件运行。

2　结　果

2.1　 长期施肥下红壤中芬顿/类芬顿反应发生的直

接证据

经过27  a的长期施肥，M处理的土壤未检测

到 H 2O 2 ，而 N P K 处 理 的 土 壤 H 2O 2浓 度 范 围 约 为

0.4～0.8 nmol·g-1（图2）。针对不同筛孔处理的

NPK处理土壤而言，通过1 000 μm孔径的土壤

H2O2浓度最高，其次是通过20 μm孔径的土壤，

而通过0.45 μm孔径的土壤H2O2浓度最低。同样

地，对于土壤中HO •而言，通过不同孔径的M处理

土壤HO •含量均显著低于NPK处理的土壤。其中，

M处理土壤和NPK处理土壤均是通过0.45 μm孔径

的土壤HO•含量最高，其次是通过20 μm孔径的土

壤，而通过1 000 μm孔径的土壤HO•含量最低。对

于土壤中Fe(II)而言，M处理的土壤Fe(II)含量显著

低于NPK处理土壤，其中，通过0.45 μm孔径的土

壤中差异尤其显著，而在通过1 000 μm孔径和20 
μm孔径的土壤之间差异相对较小。

综上，长期施肥方式可以影响红壤中芬顿 /类
芬顿反应及其相关联的H2O2、HO •及Fe(II)含量。

同时，植物根系和微生物也对芬顿 /类芬顿反应相

关联的H2O2、HO•及Fe(II)有一定程度的影响。

2.2　长期施肥下红壤的CO2释放潜力

为了评估芬顿 /类芬顿反应对长期施肥红壤中

CO2释放潜力的影响，分别添加0.4 nmol·g-1当量

的H2O2至土壤中，对照处理添加相当量的H2O；然

后，在黑暗、避光环境中培养24 h，促进土壤发生

芬顿反应。由图3可知，在M处理的土壤中，添加

H2O2和添加H2O培养的土壤释放的CO2量并无显著

差异；而在NPK处理的土壤中，添加H2O2显著促进

了CO2释放量，该结果表明长期M处理的土壤具有

很好的H2O2缓冲性能，而长期NPK处理的土壤可能

发生了退化(如土壤有机质含量低)，易于发生芬顿

/类芬顿反应，因而具有较差的H2O2缓冲性能。与

NPK处理土壤相比，M处理土壤中通过1 000 μm
孔径和20 μm孔径后释放的CO 2量更高，但通过

0.45 μm孔径的土壤释放的CO2量并无显著差别。
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2.3　 细菌群落结构与类芬顿反应和CO2释放的关联

微 生 物 具 有 产 生 O 2
• ‒的 能 力 ， 可 能 是 土 壤 中

H 2O 2的 主 要 生 物 来 源 ［ 1 3 - 1 4 ］。 为 了 验 证 细 菌 群

落 在 土 壤 芬 顿 / 类 芬 顿 反 应 中 的 关 键 作 用 ， 进

一 步 研 究 了 施 肥 措 施 和 孔 径 处 理 条 件 下 土 壤 中

细 菌 丰 度 以 及 多 样 性 指 数 ( 表 1 ) 。 由 表 1 可 知 ，

施 肥 措 施 和 孔 径 处 理 显 著 （ P < 0 . 0 5 ） 影 响 了 分

类 操 作 单 元 （ O T U s ） 、 A C E 、 C h a o 1 、 香 农 
指 数 。 通 过 不 同 孔 径 的 M 处 理 土 壤 中 O T U s 显 著

（ P < 0 . 0 5 ） 高 于 N P K 处 理 土 壤 ； 其 中 ， 以 通 过

1  0 0 0  μ m 孔 径 的 M 处 理 土 壤 中 O T U s 为 最 高 。

通 过 不 同 孔 径 的 施 肥 处 理 土 壤 中 群 落 丰 富 度 指

数ACE和Chao1的变化趋势一致，从高至底顺序

为：M-1 000 > M-0.45 > M-20 > NPK-1 000，

N PK -0 .45  >  NP K-20 ； 通 过 不 同 孔 径 的 施 肥 处

理 土 壤 中 群 落 多 样 性 香 农 指 数 的 顺 序 为 ： M - 1 
000 > M-20，M-0.45 > NPK-1 000 > NPK-20，

N P K - 0 . 4 5 。 综 上 ， 长 期 施 用 有 机 肥 红 壤 的 微

生 物 丰 富 度 和 多 样 性 指 数 均 显 著 高 于 施 用 化 肥 
红壤。

基于土壤细菌群落与环境因子之间的冗余分析

（图4）表明，RDA1及RDA2解释量分别为83.9%

和5.5%。其中RDA1将M与NPK处理土壤明显分

开。通过不同孔径的M处理土壤中细菌群落聚集

在一起，说明植物根系和微生物的进入对土壤中

细菌群落结构影响较小；而NPK处理的土壤中，

注：M、NPK分别代表长期施用有机肥和化肥处理，图柱上不同字母表示不同施肥和孔径处理间差异显著（P<0.05），误差线

表示标准差，n=3 。下同 Note: M and NPK represent long-term application of manure and inorganic fertilizer, respectively. The 

different letters above the columns indicate significant differences between fertilizations and mesh pore treatments at P<0.05. Error bar 

represents standard deviation of n=3. The same below

图2　长期施肥土壤中H2O2、HO•、可溶性Fe及Fe(II)含量

Fig. 2　Concentrations of H2O2, HO•, dissolved Fe and Fe(II) in long-term fertilized soils

注：H2O2-1 000 μm、H2O2-20 μm和H2O2-0.45 μm表示在通

过1 000 μm、20 μm和0.45 μm孔径处理的土壤中添加H2O2

进行培养，H2O为对照处理。图柱上不同字母表示不同筛孔处

理间差异显著（P<0.05）Note: H2O2-1 000 μm, H2O2-20 μm 

and H2O2-0.45 μm mean that H2O2 was added to the soil treated 

with 1 000 μm, 20 μm and 0.45 μm mesh fabric panel, and 

H2O was used as the control treatment. Significant differences 

between mesh pore treatments were determined using one-

way ANOVA’s followed by Tukey’s HSD post hoc  tests at  

P<0.05. 

图3　长期施肥红壤中二氧化碳的释放潜力

Fig. 3　Release potential of CO2 in long-term fertilized soils



http：//pedologica. issas. ac. cn

1133杨　柳等：长期施肥下红壤中类芬顿反应及其对碳储存的影响5 期

通过0.45 μm孔径与通过1 000 μm和20 μm孔径

的细菌群落差异较大，说明植物根系和微生物的进

入对土壤中细菌群落结构影响较大。M处理的细菌

群落与土壤pH、DOC、可溶性Fe和CO2释放呈正相

关关系，说明M处理的土壤细菌群落结构影响了土

壤pH、DOC、可溶性Fe和CO2释放；而NPK处理的

土壤细菌群落与土壤H2O2、HO•和Fe(II)呈正相关关

系，说明NPK处理的土壤细菌群落结构可能通过产

生H2O2、还原态Fe(II)引发了土壤中的芬顿反应，此

外，Fe(II)也可能贡献了化学途径生成H2O2和HO•。

2.4　芬顿/类芬顿反应下的土壤-根的界面特征

为研究植物根系的进入对土壤芬顿 /类芬顿反

应的影响，利用SEM结合SR-FTIR以及XPS技术研

究了施用化肥处理通过1 000 μm孔径土壤中的界

面特征（图5）。SEM（图5A）表明所观察的区域

为土壤-根的接触面, 接触面上有一个明显的断区，

上部较浅色区域为根系，且根系区域可以看出有明

显的根系纹理，而下部较深色区域为土壤颗粒；Fe 
2p3/2 XPS谱  （图5B）表明，根的出现增加了土壤-
根界面上Fe(II)比例，因此促进了土壤芬顿反应的

发生；SR-FTIR（图5C）表明，土壤-根界面上黏

土矿物（3 619 cm-1）、脂肪碳（2 914 cm-1）、羧

酸碳（1 725 cm-1）、羟基碳（1 135 cm-1）的分布

模式有较大差异，其中，根的周围含有高浓度的脂

肪碳、羟基碳，而羧酸碳似乎已经扩散至土壤颗粒

中，因而根系的进入为土壤提供了酸性环境，利于

芬顿反应的发生；土壤-根界面的微区FTIR图（图

5 d）进一步支持了SEM的观察结果，即该区域为

土壤-根的界面区域，其中，黏土矿物主要分布在

观察区域的边缘，羟基碳分布在界面，而脂肪碳、

羧酸碳分布在观察区域的中心。

3　讨　论

3.1　 长期施肥处理对红壤中芬顿/类芬顿化学反应

的影响

最近研究表明，在特定条件下，土壤中芬顿

表1　长期施肥红壤的OTUs、群落丰度以及多样性

Table 1　Shift in OTUs, richness and diversity of long-term fertilized soils

处理 Treatment OTUs
丰富度 Richness 多样性 Diversity

ACE Chao1 香农指数 Shannon

M-1 000 2 360±69a 2 653±241a 2 588±257a 9.62±0.07a

M-20 1 686±76b 1 725±117b 1 696±87b 8.98±0.02b

M-0.45 1 836±111b 1 989±280b 1 949±282b 8.97±0.08b

NPK-1 000 1 190±85c 1 263±202c 1 267±210c 8.15±0.06c

NPK-20 1 127±101c 1 230±217c 1 198±193c 7.88±0.02d

NPK-0.45 1 101±108c 1 266±244c 1 234±215c 7.76±0.08d

　　注：OTUs: 分类操作单元（97%相似性）。M-1 000、M-20和M-0.45分别为通过1 000 μm 、20 μm和0.45 μm孔径的有机肥

处理土壤，NPK-1 000、NPK -20和NPK -0.45分别为通过1 000 μm 、20 μm和0.45 μm孔径的化肥处理土壤。下同Note: OTUs: 

Operational taxonomic units (97% similarity ). M-1 000, M-20 and M-0.45 represent soil with manure applied through 1000, 20 and 

0.45μm mesh fabric panel,respectively. NPK -1 000, NPK -20 and NPK -0.45 represent soil with inorganic fertilizer applied through 1 

000, 20 and 0.45 μm mesh fabric panel, respectively. The same below

注：SI、DOC分别为土壤中可溶性铁和可溶性有机碳 Note: SI 

and DOC are soil soluble iron and dissolved organic carbon 

图4　土壤细菌群落与环境因子的冗余分析

Fig. 4　Redundancy analysis (RDA) of soil bacterial community 

and environmental factors
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或类芬顿化学反应导致的土壤有机碳分解量与生

物分解量相当［23］。然而，红壤中芬顿或类芬顿化

学反应方面的研究尚未见报道。本研究发现，红壤

中H2O2含量最高为0.7 nmol·g-1（图2），该结果较

Georgiou等［23］ 报道的希腊南部地区土壤中H2O2含

量（～0.2 nmol·g-1）略高，但较沙漠土中的H2O2

含量（5～19 nmol g-1）明显偏低。同时，本研究

发现与长期施用有机肥相比，长期施用化肥显著增

加了红壤中H2O2和Fe(II)含量，而降低了可溶性Fe
含量（图2）。该结果表明，长期施用有机肥的红

壤由于增加了Fe的可溶性/可利用性，而类芬顿反

应（式（1）～式（2））为矿物催化的界面反应，

因此，可溶性Fe的增加促进了类芬顿反应的发生，

进而导致了H2O2含量的降低。

（1）

　  　（2）

式中， 代表铁矿物表面。

与长期施用有机肥相比，长期施用化肥显著

增加了红壤中Fe(II)、H2O2和HO•含量（图2），该

结果印证了长期施用化肥红壤中芬顿反应的发生

（式（2））。RDA结果表明，H2O2与HO •显著正

相关（图4），这与Lindsey和Tarr［29］ 在富里酸和

胡敏酸体系中的研究结果一致。Page等［15］发现从

干燥的高地到湿润的低地栖息地，土壤中HO •的产

生速率随着Fe(II)和DOM浓度的增加而增加。Tong 
等 ［ 1 6 ］  也 认 为 土 壤 中 F e ( I I ) 和 可 溶 性 有 机 质

（DOM）是生成HO•的主要因子。然而，上述研究

均未涉及微生物的作用，本研究中RDA结果（图

4）同时表明H2O2与HO •的相关性是微生物介导的

过程，且Fe(II)调控着施用化肥土壤内芬顿反应的

进行，是HO•产生的主要调控因子。

微生物通过影响土壤中铁的地球化学循环过

程进而对土壤中H2O2产生影响。施肥改变了土壤

的基本性质［19］，对土壤微生物的丰度和多样性也

有着强烈的影响(表1)。采用稳定同位素原位标记

土壤微生物核酸RNA的方法，Ding等［30］的研究

结果表明，长期施用化肥处理的土壤可以显著提高

铁还原能力，而Wen等［18］进一步研究发现，长期

施用化肥显著改变了红壤中微生物群落结构，导致

微生物和针铁矿的氧化还原过程中形成更高比例的

Fe(II)。因此，与长期施用化肥的红壤相比，长期

图5　土壤-根界面观察 a) 扫描电子显微镜（SEM）图；b) Fe 2p3/2谱；c) 同步辐射红外显微成像（SR-FTIR）面扫

图；d) 微区域红外显微成像（FTIR）谱

Fig. 5　Soil - root interface observation. a) Scanning electronic microscopy (SEM) image; b) Fe 2p3/2 spectrum; c) Synchrotron 

radiation (SR)-based Fourier transform infrared (FTIR) mapping; d) Micro-FTIR (µ-FTIR)
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施用有机肥的红壤中Fe(II)含量较低，导致非生物

形成H2O2的量较少［15］。

除了铁化学和微生物外，有机质含量也会影响

土壤中H2O2。Petigara等［31］发现在有机质或锰含

量高的土壤中，H2O2降解迅速，且形成的产物HO•

较少  (小于10%)；而在有机质含量低的土壤中，

H2O2降解缓慢，且HO•为主要产物。因此，长期施

用有机肥的红壤中高的有机质含量是其H2O2迅速降

解的原因之一。在今后的研究中，不同深度、不同

季节、不同土壤性质（例如DOM ）对过氧化氢、

羟基含量的影响应该重点关注。

3.2　 类芬顿化学反应对长期施肥红壤碳排放的 
影响

土壤中产生的CO2是微生物代谢等一系列生物

化学过程的综合产物，其主要来自土壤微生物和植

物根系的呼吸作用。本研究发现无论添加水或者双

氧水培养，长期施用有机肥的土壤排放的CO2显著

较长期施化肥土壤的多，且植物根系和微生物能

参与作用的土壤（1 000 µm）排放的CO2要远远大

于仅能通过水分子和无机离子的土壤（0.45µm）

（图3），可能是由于长期施用有机肥的土壤较长

期施化肥的土壤生物量大的缘故 ［17-18］。同时，

研究结果表明在长期施用化肥的土壤中，添加0.4 
nmol·g-1当量的H2O2会显著促进土壤CO2的排放；

而 在 长 期 施 用 有 机 肥 的 红 壤 中 ， 添 加 该 当 量 的

H2O2则不会显著促进土壤CO2的排放(图3)。由于芬

顿反应在酸性条件下效果显著高于中性或近中性条

件，因此，长期施用化肥的土壤由于pH偏低，易

于发生芬顿反应而形成强氧化性的产物HO •，HO •

进一步氧化土壤有机碳，排放CO2，导致有机碳快

速分解；而长期施用有机肥的土壤则利用它的中性

土壤环境减缓芬顿反应而累积有机碳。此外，土壤

排放的CO2量与HO•、H2O2及Fe(II)含量成负相关关

系。在芬顿反应机制中，H2O2催化Fe(II)生成产物

HO •和Fe(III)，羟基自由基是目前已知氧化性最强

的活性氧自由基，其氧化还原电位达2.7 V，反应

速率常数一般高于107 mol·L-1·s-1，它能氧化土壤

有机质，排放出CO2、N2O等温室气体。

综上，长期施化肥的土壤内部环境利于芬顿反

应的进行，所生存的微生物促进铁的还原过程；长

期施有机肥的土壤内部微生物对Fe(II)氧化过程有

相对积极的作用，使得土壤具有显著抑制铁还原能

力，能够有效抑制或减缓芬顿反应，进一步使土壤

中的有机碳得到累积。

3.3　 微生物介导的类芬顿反应：对红壤有机碳固

持的启示

传统观点认为，微生物通过胞外酶的作用分

解有机物，原有的和分解的有机物与土壤中矿物作

用，形成矿物-有机复合体，导致土壤有机碳稳定

与累积［9］。但该观点难以有效解释黏粒含量高及

铁铝氧化物丰富的亚热带红壤中有机碳含量低且退

化严重的现象。基于长期定位试验站和原位微宇宙

试验的研究结果，本文提出了有效增加亚热带红壤

有机碳的概念模型(图6)。具体而言，红壤通过施

用有机物（如畜禽粪便、秸秆、有机肥），激发

土壤中的微生物［17-18］，增加红壤中铁矿物的可利

用性［19］。由于土壤微生物普遍具有产生O2
•‒的能 

力［13-14］，导致铁氧化物含量丰富的红壤发生类芬

顿反应，形成分子内共价键而促进了土壤有机碳的

稳定性［11-12］。同时，可利用铁快速转化为比表面

积大、活性高的非晶形水铁矿［19］，促进了矿物-
有机复合体的形成［4］，增加了红壤有机碳稳定与

累积。

4　结　论

基于长期定位试验站结合原位微宇宙试验，对

亚热带红壤中H2O2、HO•、铁化学、微生物群落结

构及其土壤-根界面过程进行了研究。研究发现，

长期施用化肥的红壤中H2O2、HO •及Fe(II)含量均

显著高于长期施用有机肥，根系分泌物和微生物的

参与也能够调控H2O2、HO •和Fe(II)含量，且H2O2

和HO •含量呈线性关系。长期施用有机肥的红壤具

有很好的H2O2缓冲性能，其细菌群落影响了土壤

pH、DOC、可溶性Fe和CO2释放；而长期施用化

肥的红壤具有较差的H2O2缓冲性能，其细菌群落可

能通过产生H2O2、还原态Fe(II)引发了土壤中的芬

顿反应。与长期施用化肥的红壤相比，长期施用有

机肥的红壤中通过1 000 μm孔径和20 μm孔径后

释放的CO2量更高，但通过0.45 μm孔径的土壤释

放的CO2量并无显著差别。土壤-根界面上黏土矿

物（3 619 cm-1）、脂肪碳（2 914 cm-1）、羧酸碳

（1 725 cm-1）、羟基碳（1 135 cm-1）的分布模

式有较大差异，其中，根的周围含有高浓度的脂肪
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碳、羟基碳。根的出现增加了土壤-根界面上Fe(II)
比例。提出了有效增加亚热带红壤有机碳的概念模

型。具体而言，通过施用有机物（如畜禽粪便、秸

秆、有机肥），激发红壤中的微生物和铁矿物的可

利用性，促进芬顿或类芬顿反应的发生，进而形成

分子内共价键和矿物-有机复合体而促进红壤有机

碳稳定与累积。
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Abstract　【Objective】Based on a long-term (26 years) fertilization field experiment in Qiyang, 
Hunan, China, investigations were made of influeces of long-term fertilization on Fenton-like reaction 
and soil C storage in red soil, with the aid of the techniques of high-performance liquid chromatography 
(HPLC), high flux sequencing, Synchrotron radiation Infrared microscopic imaging, X-ray photoelectron 
spectroscopy and in-situ microcosm incubation in soil pores varying in size (1 000 μm, 20 μm and 0.45 
μm). 【Method】HO • was trapped by terephthalic acid (TPA) (non-fluorescent), of which fluorescent 
product,  i .e. ,  2-hydroxylterephthalic acid (HTPA), was determined with a high-performance liquid 
chromatographer (HPLC); Soil H2O2 quantified by a modified Fe2+-xylenol orange assay; Structure of 
bacterial communities and diversity analyzed with 16S ribosomal deoxyribonucleic acid (rDNA) gene 
sequencing, and interfacial processes identified with synchrotron radiation infrared microscopic imaging and 
X-ray photoelectron spectroscopy (XPS). In the microcosm incubation experiment, Polyvinylchlorid (PVC) 
cylinders were used and covered with a replaceable 0.45, 20, or 1 000 μm mesh fabric panel separately that 
allowed nothing but microorganisms and/ or roots to grow into the test cylinders. 【Results】Concentrations 
of H2O2, HO• and Fe(II) were higher in Treatment M than in Treatment NPK, indicating that root excreta 
and microbes involved in regulating the concentrations. Meanwhile, a linear relationship between H2O2 and 
HO• was found. H2O2 buffering capability was higher in Treatment M than in Treatment NPK, suggesting 
that the soil under long-term application of NPK degraded due to depletion of soil organic matter. Besides, 
the richness and diversity of soil microbes were significantly higher in Treatment M than in Treatment 
NPK. Furthermore, the effects of plant roots and microorganisms on soil bacterial community structure 
were lower in Treatment M than in Treatment NPK. In Treatment M soil bacterial communities affected 
the release of soil pH, DOC, soluble Fe and CO2, while in Treatment NPK they induced Fenton reactions 
through production of H2O2 and reduced Fe(II). On root-soil interface, distribution of clay minerals (3 619 
cm-1), aliphatic C (2 914 cm-1), carboxylic C (1 725 cm-1) and hydroxyl C (1 135 cm-1) varied sharply in 
pattern, and the presence of roots increased the proportion of Fe(II) on the interface. 【Conclusion】These 
findings suggest that long-term manure inputs to soil initializes free-radical reaction by activating microbial 
communities and mobilizing iron, which is conducive to soil C stabilization and storage by increasing 
recalcitrance and interactions of SOC. In addition, microbe-mediated Fenton-like reaction may affect C 
storage and soil fertility. In the end of the paper, a concept model was proposed to effectively increase 
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organic carbon in subtropical red soil.
Key words　Soil carbon storage; Synchrotron radiation; Microbial community; Interfacial process; 

Fenton-like reaction; Free-radical reaction
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