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[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK13]摘 要  植物多酚可通过络合作用改变元素的存在形态。采用双因素完全随机试验设计，通过浸提试验研究表没食子儿茶素没食子酸脂（EGCG）溶液浓度、酸碱度、浓度与酸碱度互作对黄壤可溶态、游离态、无定形态和络合态铝（Al）、铁（Fe）和锰（Mn）的影响。结果表明：EGCG溶液浓度对黄壤可溶态和络合态Al、Fe、Mn及无定形态Al、Fe均产生极显著影响，EGCG溶液酸碱度对黄壤可溶态及无定形态Al、Fe、Mn均产生显著或极显著影响，EGCG溶液浓度与酸碱度对黄壤可溶态Al、Fe、Mn，无定形态和络合态Al也有极显著或显著的互作效应。相关分析结果显示，土壤中3种元素的无定形态氧化物含量与对应的可溶态氧化物含量呈显著或极显著负相关，表明EGCG溶液主要通过改变氧化物形态，特别是无定形态氧化物含量，影响元素活化，进而改变其可溶态含量；Al和Mn的活化会使土壤滤液pH降低，在pH降低幅度较大时，可能导致土壤酸化。本试验一方面为研究酸性茶园土壤酸化的来源提供了方向，另一方面也可为植物Al/Mn毒害的防治提供参考，但在利用植物多酚类物质防治土壤Al/Mn毒害的同时要处理好土壤酸化与治理毒害的关系。
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[bookmark: OLE_LINK8]铝（Al）、铁（Fe）、锰（Mn）是土壤中重要的矿质元素，其中，Fe、Mn是植物必需的微量营养元素。土壤Al、Fe、Mn主要以水溶态、交换态、矿物态（硅酸盐和氧化物，氧化物又可以分为结晶态和无定形态）和有机络合态等形态存在。尽管土壤Fe2+、Mn2+在强还原环境中常见，但在强酸性土壤中，大量的Fe、Mn也能以低价态的Fe2+、Mn2+存在，植物容易受到毒害[1]；Al为非变价元素，离子态Al，即Al3+的积累也容易导致Al毒的发生[2]。
植物多酚是一类广泛存在于植物叶、根、果等器官中的重要次生代谢产物，可以以根系分泌或枯枝落叶分解等形式进入土壤系统[3]。茶树是多酚含量较高的一种植物，茶叶中的多酚含量占总干物质的18%~36%[4]。中国是茶树原产地，在全国二十多个省（市、自治区）均有种植。截至2015年，中国茶园面积已达2.73×104 hm2，茶叶产量2.25×104 t，均已位居世界第一。伴随茶树的生长发育，茶多酚（茶树体内代谢产生的多酚）在土壤中积累[5]。茶园土壤总酚含量在1009~3730 mg kg-1之间[6]；在茶多酚组分中，以儿茶素类最多，占总量的70%~80%，儿茶素类中又以表没食子儿茶素没食子酸脂（EGCG）含量最高[7]。茶多酚及其组分易于分离提纯，有利于开展多酚-金属相互作用的研究，其含量最高、活化能力较强的组分——表没食子儿茶素没食子酸脂（EGCG）可以当“模式”多酚[3]。EGCG含有的邻位酚羟基能与许多金属离子在酸解离位点上发生配位作用而形成络合物[4, 8]；EGCG的络合作用可促进质子的不断解离，从而促进质子作用的发生[4]；EGCG除与Al、Fe、Mn发生质子作用和络合作用外，还可与高价的Fe、Mn发生还原溶解[7, 9-10]，这些作用影响土壤Al、Fe、Mn的活化和迁移，从而对植物生物有效性或毒性产生影响。
研究表明，EGCG溶液浓度和酸碱度影响土壤Al、Fe的活化量，它们均随EGCG浓度的升高而增加，同时随EGCG溶液pH的升高呈现不同程度地增加[7]；EGCG与土壤Al、Fe络合计量比也对其活化产生影响[3]。此外，EGCG溶液酸碱度对元素的影响还体现在络合物组成上，如Al3+与EGCG在不同pH的溶液中可形成络合比为1:1、2:1或3:1的络合物[11]。然而，这些报道仅仅研究了单一因素对Al、Fe、Mn活化的影响，缺乏多因素互作效应研究；目前的研究也缺乏多因素互作对土壤Al、Fe、Mn氧化物形态转化影响的探讨。鉴于此，本文采用双因素完全随机试验设计，通过土壤浸提试验，研究EGCG浓度与酸碱度互作对黄壤Al、Fe、Mn的影响，为有效控制Al/Mn毒害等提供理论依据。
1 材料与方法
1.1 供试材料
供试试剂：EGCG，购买于湖州荣凯植物提取公司，纯度大于98%。
供试土壤：黄壤，采集于四川省雅安市名山区，地理位置为30°07′19.7″ N，103°09′08.6″ E，海拔794 m，发育于第四纪更新统冰水沉积物母质。为了减少土壤有机质及多酚对研究的影响，样品采集时选择非茶园土壤，采集深度为30~50 cm，其基本化学性质见表1。
表1供试土壤的基本性质
Table 1 Basic properties of tested soil
	土壤
Soil
	pH
	有机质
OM
 (g kg-1)
	矿质全量元素
Total contents of elements
(g kg-1)
	
	游离氧化物
Free oxides
(g kg-1)
	
	无定形氧化物
Amorphous oxides 
(g kg-1)
	
	络合态氧化物
Complex oxides 
(g kg-1)

	
	
	
	Al2O3
	Fe2O3
	MnO
	
	Al2O3
	Fe2O3
	MnO
	
	Al2O3
	Fe2O3
	MnO
	
	Al2O3
	Fe2O3
	MnO

	黄壤
Yellow soil
	4.26
	11.07
	128.72
	76.64
	0.32
	
	10.68
	52.65
	0.13
	
	3.30
	2.62
	0.08
	
	1.46
	1.13
	0.02


1.2 试验设计
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK5]本试验将EGCG溶液设置成4个浓度水平和4个酸碱度水平，浓度分别为0.00、0.25、1.00和5.00 mmol L-1，记为A1、A2、A3、A4；pH分别为3.5、4.5、5.5和对照CK（去离子水，其pH为7.2），记作B1、B2、B3、B4。采用双因素完全随机试验设计，共16个处理（表2），每个处理重复3次。
具体操作步骤：（1）配置浓度分别为0.00、0.25、1.00和5.00 mmol L-1的EGCG溶液。（2）参照Li等[12]的方法配置不同浓度和酸碱度组合的浸提液：先在500 ml容量瓶中加入10 mL 0.5 mol L-1的醋酸/醋酸钠缓冲溶液，再分别加入上述不同浓度EGCG溶液，接近刻度时，用1:1 HNO3和5.0 mol L-1 NaOH分别调节pH至3.5、4.5和5.5，最后定容。（3）准确称取48份10 g过10目筛的风干土样于250 ml聚乙烯塑料瓶中，用分液器按1:10的土液比[13]分别加入100 ml上述浸提液和未调过pH的不同浓度的EGCG溶液，即CK系列（表2），用恒温振荡器在室温（25℃）下振荡24 h[14]，过滤，测定滤液中Al、Fe、Mn含量（此含量即为本文中提到的可溶态Al、Fe、Mn含量，记为Als、Fes、Mns）。将过滤后的土样在60℃[15]的烘箱中烘干48 h，用玛瑙研钵研磨，过60目筛，以备测定土壤中游离态、无定形态和络合态Al、Fe、Mn。所有操作条件均相同。
表2 EGCG浓度和酸碱度设置情况
Table 2 Combinations of concentration and pH of EGCG solution
	EGCG浓度
Concentrations of EGCG solution (mmol L-1)
	EGCG溶液pH 
The pH of EGCG solution

	
	3.5
	4.5
	5.5
	 CK

	0.00
	A1B1
	A1B2
	A1B3
	A1B4

	0.25
	A2B1
	A2B2
	A2B3
	A2B4

	1.00
	A3B1
	A3B2
	A3B3
	A3B4

	5.00
	A4B1
	A4B2
	A4B3
	A4B4


[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]注：A1、A2、A3、A4表示EGCG浓度分别为0.00、0.25、1.00、5.00mmol L-1；B1、B2、B3表示EGCG溶液pH分别为3.5、4.5、5.5，B4为CK，是去离子水自身的pH，为7.2Note: A1, A2, A3 and A4 stands for the concentrations of EGCG, 0.00, 0.25, 1.00 and 5.00mmol L-1, respectively; B1, B2 and B3 stands for pH of EGCG, 3.5, 4.5 and 5.5, respectively; and B4 represents for pH of deionized water, which is 7.2
1.3 指标及分析方法
参照文献[16]测定以下基本指标：土壤pH采用电位法测定；有机质采用K2Cr2O7-H2SO4消化法测定；土壤全量Al、Fe、Mn提取液采用HF-HClO4法消煮得到；土壤游离态Al、Fe、Mn提取液用柠檬酸钠—连二亚硫酸钠—重碳酸钠（DCB）法浸提获得，记作Ald、Fed、Mnd；土壤无定形态Al、Fe、Mn提取液用H2C2O4-(NH4)2C2O4溶液在避光条件下震荡2 h后过滤得到，记作Alo、Feo、Mno；土壤络合态Al、Fe、Mn提取液采用pH=10的Na4P2O7溶液提取，记作Alp、Fep和Mnp。用电感耦合等离子发射光谱仪（ICP-AES）测定以上提取液中各形态Al、Fe、Mn的含量。土壤滤液中的Als、Fes和Mns含量也采用ICP-AES测定。
1.4 数据处理
采用SPSS20.0软件对试验数据进行分析，其中，双因素方差分析与多重比较采用多重比较（LSD）法在0.05水平下进行，相关分析为Pearson分析。
2 结 果
2.1 EGCG浓度与酸碱度对黄壤Al的影响
Als据表3，EGCG浓度对黄壤Als含量有极显著影响，随EGCG浓度的升高，黄壤Als含量随之增加，表现为A4>A3>A2≈A1；EGCG溶液酸碱度对黄壤Als含量也有极显著影响，表现为B1的含量显著高于其他pH条件的含量；EGCG浓度×酸碱度对黄壤Als含量的互作效应极显著，高浓度低pH利于提高其含量，表现为A4B1处理含量最高，显著高于其他处理的Als含量。
表3 EGCG溶液浓度与酸碱度对黄壤Al的影响
Table 3 Effects of EGCG on Al in Yellow Earth relative to concentration and pH of the solution
	因素及互作
Main factors and interaction
	Als含量
Content of Als(mg kg-1)
	Ald含量
Content of Ald(g kg-1)
	Alo含量
Content of Alo(g kg-1)
	Alp含量
Content of Alp(g kg-1)

	浓度Concentration(mmol L-1)

	A1
	
	31.41c
	10.75
	3.78ab
	1.60a

	A2
	
	33.81c
	10.74
	3.87a
	1.38b

	A3
	
	58.56b
	10.45
	3.73b
	1.45b

	A4
	
	256.21a
	10.47
	3.47c
	1.34b

	酸碱度pH


	B1
	
	172.48a
	10.52bc
	3.47c
	1.46

	B2
	
	58.01d
	10.71ab
	3.87a
	1.33

	B3
	
	83.50b
	10.28c
	3.72b
	1.52

	B4
	
	66.01c
	10.90a
	3.80ab
	1.44

	浓度×酸碱度 Concentration×pH

	A1B1
	
	106.38f
	10.77
	3.38g
	1.64ab

	A1B2
	
	9.85ij
	10.75
	4.09a
	1.52abcd

	A1B3
	
	3.45j
	10.40
	3.82bcd
	1.55abc

	A1B4
	
	5.97ij
	11.08
	3.82bcd
	1.67a

	A2 B1
	
	107.51f
	10.62
	3.52efg
	1.52abcde

	A2B2
	
	11.57ij
	10.03
	4.09a
	1.37bcde

	A2B3
	
	3.35j
	10.18
	3.90abc
	1.38bcde

	A2B4
	
	12.81i
	11.13
	3.99ab
	1.25ef

	A3 B1
	
	143.78e
	10.04
	3.57efg
	1.35cde

	A3B2
	
	31.33h
	10.70
	3.88abcd
	1.39bcde

	A3B3
	
	11.83ij
	10.56
	3.75bcde
	1.45abcde

	A3B4
	
	47.29g
	10.49
	3.74cde
	1.60abc

	A4 B1
	
	332.24a
	10.66
	3.41fg
	1.34cde

	A4 B2
	
	179.28d
	10.35
	3.41fg
	1.08f

	A4 B3
	
	315.36b
	9.98
	3.43fg
	1.71a

	A4 B4
	
	197.96c
	10.91
	3.63def
	1.26def

	浓度 Concentration
	**
	NS
	**
	**

	酸碱度pH
	**
	**
	**
	NS

	浓度×酸碱度 Concentration×pH
	**
	NS
	*
	*


注：NS、*和**分别表示双因素试验的方差分析结果为无显著、显著和极显著差异；同一列数字后的不同小写字母表示在0.05 水平上差异显著；各形态Al均用Al2O3表达Note: NS, *and ** indicates non-significant, significant andextremely significant in the two-way analysis of variance, respectively. Different lower-case letters in the same column mean significant difference at 0.05 level. All the forms of Al are represented as Al2O3
Ald尽管黄壤Ald含量总体上随EGCG浓度的升高而降低，但EGCG浓度对黄壤Ald含量无显著影响；然而，EGCG溶液酸碱度对黄壤Ald含量有极显著影响，表现出B4显著高于B1和B3；EGCG浓度×酸碱度对黄壤Ald含量无显著互作效应（表3）。
AloEGCG浓度对黄壤Alo含量有极显著影响，随EGCG浓度从0.25 mmol L-1升高至5.00 mmol L-1，黄壤Alo含量显著减少，即A4<A3<A2≈A1；EGCG溶液酸碱度对黄壤Alo含量也有极显著影响，如B2的Alo含量显著高于B3的Alo含量，B3的Alo含量显著高于B1的Alo含量；EGCG浓度×酸碱度对黄壤Alo含量仅有显著互作效应，如A1B2和A2B2处理的Alo含量较高，显著高于A4与B1、B2、B3或B4互作的Alo含量（表3）。
AlpEGCG浓度对黄壤Alp含量有极显著影响，如A1的Alp含量显著高于其他EGCG浓度的Alp含量；EGCG溶液酸碱度对黄壤Alp含量无显著影响，而EGCG浓度×酸碱度对黄壤Alp含量的互作效应达到显著水平，A1B4、A4B3处理下的Alp含量较高，显著高于A2B4、A4B1和A4B4的Alp含量（表3）。
综上，EGCG浓度对黄壤Als、Alo和Alp含量均有极显著影响，总体而言，黄壤Als随EGCG浓度升高而显著增加，而其余形态Al含量随EGCG浓度升高而呈现下降趋势。EGCG溶液酸碱度对黄壤Als、Ald和Alo也有极显著影响，但影响方式较为复杂。EGCG浓度×酸碱度对黄壤Als的互作效应极显著，表现为高浓度低pH有利于促进黄壤Al的活化，对黄壤Alo和Alp的互作效应仅为显著水平，而对Ald无显著互作效应。对于各形态而言，表现为Ald>Alo>Alp>Als。
2.2 EGCG浓度与酸碱度对黄壤Fe的影响
Fes 如表4所示，EGCG浓度对黄壤Fes含量有极显著影响，其含量随EGCG浓度的升高而显著增加，即表现为A4>A3>A2>A1；EGCG溶液酸碱度对黄壤Fes含量也有极显著影响，表现为B3的Fes含量显著高于其他pH条件的Fes含量；EGCG浓度×酸碱度对黄壤Fes含量的互作效应极显著，表现为A4B3处理的Fes含量最高，显著高于其他处理的Fes含量。
Fed尽管黄壤Fed含量总体上随EGCG浓度或酸碱度的升高而升高，但EGCG浓度或酸碱度对黄壤Fed含量无显著影响；EGCG浓度×酸碱度对黄壤Fed含量却有显著互作效应，如A2B1的Fed含量显著低于A2与B2、B3或B4互作的Fed含量，A3B1的Fed含量显著低于A3与B2、B3或B4互作的Fed含量（表4）。
FeoEGCG浓度对黄壤Feo含量有极显著影响，当浓度从0.25 mmol L-1升高至5.00 mmol L-1时，Feo含量呈显著降低趋势；EGCG溶液酸碱度对黄壤Feo含量仅有显著影响，表现为B2或B3的Feo含量显著高于B1的Feo含量；EGCG浓度×酸碱度对黄壤Feo含量却无显著互作效应（表4）。
FepEGCG浓度对黄壤Fep含量有极显著影响，且Fep含量随着EGCG浓度的升高而显著降低，表现为A1>A2≈A3>A4；EGCG溶液酸碱度、浓度×酸碱度对黄壤Fep含量均无显著互作效应（表4）。
综上，EGCG浓度对黄壤Fes、Feo和Fep含量均有极显著影响，黄壤Als随EGCG浓度升高而显著增加，而其余形态Fe含量随EGCG浓度升高而呈下降趋势。EGCG溶液酸碱度对黄壤Fes和 Feo分别有极显著或显著影响，且均为B3显著高于B1的Fes或 Feo含量。EGCG浓度×酸碱度对黄壤Fes和Fed的互作效应分别达到极显著或显著水平。对于各形态而言，表现为Fed>Feo>Fep>Fes。







表4 EGCG溶液浓度与酸碱度对黄壤Fe的影响
Table 4 Effects of EGCG on Fe in Yellow Earth relative to concentration and pH of the solution
	因素及互作
Main factors and interaction
	Fes含量
Content of Fes(mg kg-1)
	Fed含量
Content of Fed(g kg-1)
	Feo含量
Content of Feo(g kg-1)
	Fep含量
Content of Fep(g kg-1)

	浓度Concentration(mmol L-1)

	A1
	
	0.47d
	53.55
	2.81a
	1.10a

	A2
	
	6.35c
	52.93
	2.79a
	0.90b

	A3
	
	9.03b
	53.10
	2.71b
	0.89b

	A4
	
	32.34a
	53.47
	2.61c
	0.62c

	酸碱度pH
	
	
	
	
	

	B1
	
	17.98b
	52.42
	2.67b
	0.98

	B2
	
	3.15c
	53.05
	2.78a
	0.76

	B3
	
	21.82a
	53.76
	2.75a
	0.86

	B4
	
	5.24c
	53.82
	2.73ab
	0.90

	浓度×酸碱度Concentration×pH

	A1 B1
	
	0.60g
	53.74ab
	2.69
	1.10

	A1B2
	
	0.65g
	52.67abc
	2.92
	1.13

	A1B3
	
	0.24g
	54.57a
	2.84
	1.02

	A1B4
	
	0.37g
	53.25ab
	2.80
	1.13

	A2 B1
	
	19.25c
	50.76c
	2.69
	1.11

	A2 B2
	
	2.07fg
	53.18ab
	2.85
	0.86

	A2 B3
	
	0.77g
	54.15ab
	2.84
	0.71

	A2 B4
	
	3.31efg
	53.62ab
	2.79
	0.91

	A3 B1
	
	24.94b
	50.65c
	2.70
	0.87

	A3 B2
	
	2.42fg
	53.46ab
	2.75
	0.70

	A3 B3
	
	1.97fg
	54.53a
	2.78
	1.06

	A3 B4
	
	6.80def
	53.75ab
	2.63
	0.93

	A4 B1
	
	27.13b
	54.55a
	2.60
	0.83

	A4B2
	
	7.44de
	52.90abc
	2.60
	0.35

	A4B3
	
	84.31a
	51.79bc
	2.56
	0.66

	A4B4
	
	10.48d
	54.65a
	2.68
	0.63

	浓度Concentration
	**
	NS
	**
	**

	酸碱度pH
	**
	NS
	*
	NS

	浓度×酸碱度Concentration×pH
	**
	*
	NS
	NS


注：NS、*和**分别表示双因素试验的方差分析结果为无显著、显著和极显著差异；同一列数字后的不同小写字母表示在0.05 水平上差异显著；各形态Fe均用Fe2O3表达Note: NS, *and ** indicate non-significant, significant and extremely significant in the two-way analysis of variance, respectively; Different lower-case letters in the same column mean significant difference at 0.05 level;All the forms of Fe are represented as Fe2O3
2.3 EGCG浓度与酸碱度对黄壤Mn的影响
Mns据表5， EGCG浓度对黄壤Mns含量有极显著影响，随EGCG浓度的升高，黄壤Als含量随之显著增加；EGCG溶液酸碱度对黄壤Mns含量也有极显著影响，表现为B1的Mns含量显著高于其他pH条件的Mns含量，即B1>B4>B2>B3；EGCG浓度×酸碱度对黄壤Mns含量的互作效应也极显著，表现为高浓度低pH有利于提高其含量，如A4B1处理含量最高，显著高于其他处理的Mns含量。
Mnd虽然黄壤Mnd含量随EGCG浓度的升高而增加，随EGCG溶液pH值的升高也有增加趋势，但EGCG浓度和酸碱度均对黄壤Mnd含量无显著影响，而且EGCG浓度×酸碱度对黄壤Mnd含量也无显著互作效应（表5）。
表5 EGCG溶液浓度与酸碱度对黄壤Mn的影响
Table 5 Effects of EGCG on Mn in Yellow Earth relative to concentration and pH of the solution
	因素及互作
Main factors and interaction
	Mns含量
Content of Mns(mg kg-1)
	Mnd含量
Content of Mnd(mg kg-1)
	Mno含量
Content of Mno(mg kg-1)
	Mnp含量
Content of Mnp(mg kg-1)

	浓度Concentration(mmol L-1)

	A1
	
	0.87d
	123.11
	31.39
	20.81b

	A2
	
	2.34c
	125.12
	32.29
	27.70a

	A3
	
	3.47b
	136.19
	32.36
	25.74a

	A4
	
	3.76a
	125.09
	32.92
	26.97a

	酸碱度pH
	
	
	
	
	

	B1
	
	5.80a
	118.17
	29.07c
	25.21

	B2
	
	1.72c
	126.43
	33.16b
	25.28

	B3
	
	0.45d
	142.78
	35.85a
	25.33

	B4
	
	2.47b
	122.13
	30.89c
	25.40

	浓度×酸碱度 Concentration×pH

	A1 B1
	
	1.99e
	123.68
	29.40
	19.27

	A1 B2
	
	0.69f
	119.08
	30.96
	20.08

	A1 B3
	
	0.24g
	128.05
	32.72
	20.92

	A1 B4
	
	0.55fg
	121.63
	32.49
	22.98

	A2 B1
	
	5.16c
	113.98
	28.88
	29.39

	A2B2
	
	1.90e
	132.35
	33.14
	25.29

	A2B3
	
	0.42fg
	134.64
	36.50
	27.16

	A2B4
	
	1.89e
	119.53
	30.66
	28.94

	A3 B1
	
	7.55b
	115.01
	29.59
	27.09

	A3 B2
	
	2.23e
	126.32
	33.98
	26.69

	A3 B3
	
	0.57fg
	183.08
	37.09
	26.81

	A3 B4
	
	3.55d
	120.37
	28.79
	22.36

	A4 B1
	
	8.50a
	120.01
	28.38
	25.08

	A4 B2
	
	2.06e
	127.96
	34.58
	29.07

	A4 B3
	
	0.60fg
	125.37
	37.10
	26.45

	A4 B4
	
	3.90d
	127.01
	31.62
	27.30

	浓度 Concentration
	**
	NS
	NS
	**

	酸碱度pH
	**
	NS
	**
	NS

	浓度×酸碱度 Concentration×pH
	**
	NS
	NS
	NS


注：NS、*和**分别表示双因素试验的方差分析结果为无显著、显著和极显著差异；同一列数字后的不同小写字母表示在0.05 水平上差异显著；各形态Mn均用MnO表达Note: NS, * and** indicate non-significant, significant and extremely significant in the two-way analysis of variance, respectively. Different lower-case letters in the same column mean significant difference at 0.05 level. All the forms of Mn are represented as MnO.
Mno其含量随着EGCG浓度的升高而逐渐增加，但EGCG浓度对黄壤Mno含量无显著影响；EGCG溶液酸碱度对黄壤Mno含量有显著影响，如B3的Mno含量显著高于其他pH条件的Mno含量；但EGCG浓度×酸碱度对黄壤Mno含量无显著互作效应（表5）。
MnpEGCG浓度对黄壤Mnp含量有极显著影响，表现为A1的Mnp含量显著低于其他浓度的Mnp含量；虽然Mnp含量随pH升高而升高，但EGCG溶液酸碱度对黄壤Mnp含量无显著影响；EGCG浓度×酸碱度互作对黄壤Mnp含量影响不显著（表5）。
综上，EGCG浓度对黄壤Mns和Mnp含量均有极显著影响，即EGCG浓度的改变能显著影响它们的含量；EGCG溶液酸碱度对黄壤Mns和Mno含量有极显著影响，除B4外，随EGCG溶液pH值的升高，黄壤Mns含量显著降低，而Mno含量显著升高；EGCG浓度×酸碱度互作对黄壤Mns有极显著影响，表现为高浓度低pH有利于促进黄壤Mn的溶解活化。对于各形态而言，表现为Mnd>Mno>Mnp>Mns。
2.4 EGCG浓度与酸碱度作用下黄壤Al、Fe、Mn的相关关系
由黄壤各形态Al、Fe、Mn及滤液pH的相关分析结果（表4）可知，滤液pH与Alo、Feo、Mno均呈极显著正相关，Als与Alo、Fes与Feo以及Mns与Mno间均显著或极显著负相关，表明黄壤Al、Fe、Mn的活化受其对应无定形态氧化物的影响较大。无定形Al、Fe和Mn含量因进入土壤溶液而降低，这造成滤液中Al、Fe和Mn含量相应升高，即Al、Fe和Mn被活化；也会使土壤滤液pH降低，即可能造成土壤酸化。滤液pH与Als、Mns均呈极显著负相关，表明滤液中pH受溶液中可溶性Al和Mn影响，并随它们含量的增加而降低。这是因为土壤Al被活化而进入溶液，增加了溶液中Al的含量，当Al以离子态存在于溶液时，作为致酸离子的Al离子将使溶液pH降低，而可溶性Al与可溶性Mn呈极显著正相关，因而表现出浸出液pH与Als、Mns均呈极显著负相关关系的特征。
表6 黄壤各形态Al、Fe、Mn之间的相关关系
Table 6Correlation coefficients between different forms of Al, Fe, Mn oxides in Yellow Earth (n=48)
	
	pH
	Als
	Ald
	Alo
	Alp
	Fes
	Fed
	Feo
	Fep
	Mns
	Mnd
	Mno

	Als
	-0.387**
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Ald
	-0.227
	-0.269
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Alo
	0.374**
	-0.702**
	0.324*
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Alp
	0.022
	0.031
	0.057
	-0.177
	
	
	
	
	
	
	
	

	Fes
	-0.012
	0.762**
	0.393**
	-0.457**
	0.096
	
	
	
	
	
	
	

	Fed
	0.190
	-0.134
	0.484**  
	0.123
	-0.094
	-0.328*
	
	
	
	
	
	

	Feo
	0.386**
	-0.688**
	0.251
	0.804**
	-0.077
	-0.527**
	0.182
	
	
	
	
	

	Fep
	0.018
	-0.021
	-0.044
	-0.154
	0.807**  
	-0.105
	0.006
	-0.049
	
	
	
	

	Mns
	-0.779**
	0.552**
	-0.070
	-0.413**
	0.042
	0.204
	-0.203
	-0.407**
	0.050
	
	
	

	Mnd
	0.355*
	-0.158
	-0.018
	-0.009
	-0.101
	-0.119
	0.331*
	0.062
	-0.063
	-0.248
	
	

	Mno
	0.671**
	-0.092
	-0.095
	0.178
	-0.103
	0.125
	0.190
	0.241
	-0.076
	-0.519**  
	0.392**
	

	Mnp
	-0.060
	0.173
	0.071
	-0.102
	-0.149
	0.162
	-0.021
	-0.141
	-0.121
	0.206
	0.011
	0.171


注：* ，**分别表示显著（p<0. 05）和极显著（p<0. 01）相关 Note: * and ** stands for significant correlation at the 0.05 and 0.01 levels, respectively
3 讨 论
本试验表明，EGCG浓度×酸碱度对Als、Fes、Mns含量均有极显著影响，但与浓度或酸碱度单独作用相比，Als、Fes、Mns含量的变化特征更复杂。EGCG溶液浓度的增大使得质子和有机配体数量增加，质子作用和络合作用增强[7]；在质子作用增强的同时，EGCG对Fe和Mn的还原能力也增强[10]，EGCG溶液与Al、Fe、Mn的一系列反应将使得Als、Fes、Mns含量增加。Kunito等[17]在研究日本酸性森林土时发现，可溶性Al水平随pH的降低而升高；李九玉和徐仁扣[18]的研究表明，Al的活化量随部分低分子有机酸体系pH的升高而降低；而何刚等认为，随EGCG溶液pH值的升高，质子浓度降低，其对Al、Fe的质子作用减弱，对Fe还原能力减弱，但酚羟基的解离度增加，EGCG对Al、Fe的络合作用却增强[7]。本研究中，EGCG浓度×酸碱度对Als、Fes、Mns的互作效应极显著，但它们含量变化无明显规律，表明EGCG浓度增大所引起的质子作用、络合作用或还原作用的增强与EGCG溶液pH上升所引起的质子作用、还原作用减弱和络合作用增强的差异将使得Als、Fes、Mns含量发生复杂的变化；此外，EGCG浓度、酸碱度、EGCG浓度×酸碱度均对Als、Fes、Mns有极显著影响（表3~表5），其贡献大小将在以后的研究中进一步确定。
EGCG溶液对各Al、Fe、Mn氧化物有不同影响。这是因为EGCG溶液浓度、酸碱度或EGCG浓度×酸碱度对黄壤各Al、Fe、Mn氧化物的作用存在差异（表3~表5）。如浓度对络合态Al、Fe、Mn含量均有显著影响，酸碱度对无定形态Al、Fe、Mn含量也有显著或极显著影响，却对络合态Al、Fe、Mn含量无显著影响，EGCG浓度×酸碱度对各元素不同形态的互作效应也不同。
在不同浓度和酸碱度的EGCG溶液浸提前后，黄壤Al、Fe和Mn含量均为游离态>无定形态>络合态>可溶态；就元素间相对大小而言，游离态表现为Fe>Al>Mn，无定形态或络合态均为Al>Fe>Mn，表明EGCG溶液虽然能使不同形态Al、Fe、Mn含量发生变化，但这种变化受自然成土因素的影响大于EGCG溶液对它们的影响，因此三元素含量的相对多少在EGCG溶液影响下未发生变化。一方面是因为EGCG溶液活化的Al、Fe、Mn含量较低，即使活化的元素来自无定形态氧化物，也不会使这些氧化态的相对含量高低发生变化；另一方面也可能是因为高浓度有机酸阻碍结晶态Al、Fe、Mn氧化物的形成[19]，甚至会促进结晶态的Al、Fe、Mn向弱结晶态或无定形态转化[20]，或者促进硅酸盐矿物态Al、Fe、Mn向游离态转化，为元素活化提供了来源。
[bookmark: OLE_LINK159][bookmark: OLE_LINK160][bookmark: OLE_LINK177][bookmark: OLE_LINK178][bookmark: OLE_LINK137][bookmark: OLE_LINK138][bookmark: OLE_LINK182][bookmark: OLE_LINK183]黄壤可溶态表现为Al>Fe>Mn，与土壤无定形态Al、Fe、Mn含量高低一致，可认为无定形态氧化物含量影响着黄壤Al、Fe、Mn的溶解活化，这也与表6的结论一致。溶液中的Al主要来源于交换态Al3+和游离氧化铝的溶解，一方面，黄壤中交换性Al3+含量远高于土壤中的交换性Fe2+/Fe3+[7]；另一方面，虽然黄壤游离态Fe含量高于游离态Al，但对可溶态有较大影响的无定形态Al高于无定形态Fe（表1），且无定形态是游离态中活性较高的形态。虽然EGCG对Fe3+的质子作用最强（pKaFe3+=3.82，pKaAl3+=4.40，pKaFe2+=5.80）[21]，但EGCG与Fe3+形成络合物的溶解性较Al3+差，当EGCG对Al的络合作用和质子作用之和强于对Fe的综合作用（包括对Fe3+的还原作用、质子作用、络合作用以及对Fe2+的质子作用、络合作用）时，EGCG对Al和Fe的活化作用将表现为Al>Fe。对于Fe和Mn，表现为Fe>Mn，这与何刚等[10]关于温度对Fe和Mn活化影响的结果相反，也与刘志光和徐仁扣[22]的研究不一致。这是因为虽然高价Mn的还原电位低于高价Fe[10, 23]，Mn较Fe更易发生还原反应，但还原后的Mn2+的络合物稳定常数低于还原后Fe2+的络合物稳定常数[8]，Mn2+的络合能力要弱于Fe2+；土壤中无定形态Fe含量高于无定形态Mn含量，由于无定形态氧化物是活化的主要来源，因此Fe的活化潜力较Mn大。
当溶液pH小于4.5时，溶液中的Al一般以Al3+和Al(OH)2+形式存在[24]，但EGCG能与Al形成毒性较小的[Al(LH-2)]+或[Al(LH-3)]0（L=EGCG）有机络合物[11]，且这种复合物不能跨膜运输或被根系吸收，从而缓解铝对植物的毒害[25-27]，这暗示着EGCG使Al活化而有利于降低植物Al毒。同样地，EGCG溶液对土壤Mn的活化也可能有利于减轻植物Mn的毒害。然而，要同时注意的是，EGCG的存在可增加土壤Ald含量，Ald并不一定能够形成[Al(LH-2)]+或[Al(LH-3)]0（L=EGCG）有机络合物，这种情况可能会加剧Al的毒害；另一方面，有机酸复合物在微生物作用等条件下易受到破坏，从而加剧 Al 毒和Mn毒的风险[28]。因此，加入EGCG究竟是有利于缓解植物毒害还是会加剧毒害风险，将在以后的盆栽试验研究中进行验证。
4 结 论
EGCG浓度、酸碱度、EGCG浓度与酸碱度互作均对可溶态Al、Fe、Mn有极显著影响，但它们对可溶态Al、Fe、Mn的分别贡献率应在今后的研究中进行深入探讨；此外，EGCG浓度、酸碱度、EGCG浓度与酸碱度互作对不同元素的不同氧化物的影响程度不同，这一发现可以为针对性地改变土壤某形态Al、Fe、Mn氧化物含量提供理论依据。研究还发现，黄壤无定形态Al、Fe、Mn分别是其对应的可溶态Al、Fe、Mn的来源，而且可溶态Al、Mn对黄壤滤液pH有很大影响，因此，控制土壤无定形态氧化物的含量对酸化土壤及其导致的Al/Mn毒的防治有重要意义。
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Effect of EGCG on Al, Fe and Mnin Yellow Soil Relative to Concentration and pH
ZHANGJunsi  YUANDagang†  FUHongyang WENG Qian  WANG Changquan
(College of Resources, Sichuan Agricultural University, Chengdu611130, China)
Abstract  【Objective】Plant polyphenols mayalter forms of the elements existing in soil through complexation.The study is oriented to explore effects of epigallocatechin gallate (EGCG) relative to concentration and pH and the interactions between its concentration and pH on soluble, free, amorphous and complex forms of Al, Fe and Mnin Yellow soil.【Method】A two-factor experiment laid out at random was carried out by extraction of the tested soils, of which each had 3 replicates. Firstly,soilwas collected from the 30~50 cm soil layer (surface)in a Yellow soilfield as a sample for test, air-driedand ground to pass through a 10-mesh nylon sieve.Then a total of 48 portions, 10 g each, were weighed out of the prepared soil sample and placed into 250 ml polyethylene bottles, respectively. Into the bottles, prepared EGCG solution was added, 100 mL each. Then the bottles were placed into a constant temperature oscillater for 24 h oscillationunder room temperature (25°C). At the end of the oscillation, the suspensions were filtered for extracts, which were then analyzed for soluble Al, Fe and Mn (Als, Fesand Mns). The second step was to have the remainders from filtration dried up in an oven at 60°Cfor 48 h and reground with an agate mortar to pass through a 60-mesh nylon sieve for determination of oxidized forms of Al, Fe and Mn.Free Al, Fe and Mn(Ald, Fed and Mnd), amorphous Al, Fe and Mn (Alo, Feo and Mno), complex Al, Fe and Mn (Alp, Fep and Mnp) were extracted by the dithionite-citrate-bicarbonate (DCB) method, acid ammonium oxalate (AAO) at pH=3 in the dark and Na-pyrophosphate(Na4P2O7) at pH=10, respectively. Contents of all the above-mentioned fractions of Al, Fe and Mn were determined with ICP-AES. 【Result】Concentration of the EGCG solution was found to have a very significant effect on the content of Als, Fes, Mns, Alp, Fep, Mnp, Alo or Feo in Yellow soil;and pH of the solution had a significant or extremely significant effect on the content of Als, Fes, Mns, Alo, Feo or Mno in Yellow soil, while the interaction between the two did on the content of Als, Fes, Mns, Alo, Alp or Mnd in Yellow soil. The addition of EGCGaffected the elements both in content and in form, but their relative contents did not change much. In terms of content, the soluble forms displayed an order of Al>Fe>Mn, the freeforms, did an order of Fe>Al>Mn, and the amorphous and the complex forms both followed an order of Al>Fe>Mn. However, concentration of EGCG was not a factor affecting the content of Ald, Fed and Mnd, and neither was pH of EGCG affecting the content of Fed, Mnd, Alp, Fep and Mnp, while the interaction between the two did not have much effect on the content of Ald, Mnd, Feo, Mno, Fepand Mnd in Yellow soil. Correlations analyses show that Alo, Feoand Mno was closely related to Als Fes and Mns, respectively, which suggests that EGCG solution affects mobilization of the elements by changing their oxide forms, especially the amorphous ones and hence contents of the soluble ones . The more Alo in the soil, the more Als in soil solution, and all the same with Fe and Mn. On the other hand, pH of the EGCG solution was significantly and negatively related to Als and Mns,which suggests thatreactivation of Al and Mn may lower pH of the extractant, posing a potentialrisk.【Conclusion】The study has furtherverified that the effect of EGCG solution on Al, Fe and Mn mobilization varies with its concentration and pH of the solution and interaction between the two. All the findings in this study may help orient the study on causes of soil acidification in tea gardens and serve as reference for prevention of plant Al/Mntoxication. It is, therefore, worthwhile to note when plant polyphenols are used to prevent Al/Mn toxicity, adequate attention should be given to control of soil acidification.
Key words Epigallocatechingallate(EGCG); Concentration; pH; Mineral elements;Yellow soil
[bookmark: _GoBack][bookmark: OLE_LINK6]（责任编辑：檀满枝）

http://pedologica.issas.ac.cn


