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摘要:采用室内培养实验, 观测淹水厌氧条件下分别添加及共同添加葡萄糖和不同制备来源的腐殖酸, 对红壤中铁的异化还

原作用的影响.结果表明, 红壤单独培养条件下, Fe( Ò )浓度培养前后没有发生变化.添加葡萄糖促进了铁的异化还原,培养至

12 d其 Fe( Ò )浓度为培养前的 25 倍.腐殖酸不能作为电子供体促进铁的异化还原, 单独添加时红壤中 Fe( Ò )浓度没有发生

变化, 而同时添加葡萄糖情况下,培养前期促进而后期减弱铁的异化还原, 其 Fe( Ò )浓度增幅仅为单独添加葡萄糖处理的

35% .腐殖酸的浓度对红壤中铁的异化还原作用有影响,浓度为 2100 gPkg时培养前期促进而后期减弱铁的异化还原, 低浓度时

( 0120和 01 02 gPkg)影响很小. 不同制备来源的腐殖酸对红壤中铁异化还原过程的影响不同. 培养前期, 从山西大同风化煤

( HAs)、河南巩县褐煤(HAh)和云南昆明滇池底泥( HAk)中提取的腐殖酸都促进了红壤中铁的异化还原; 培养后期, HAk 依然

发挥促进作用,其 Fe( Ò )浓度始终高于 G处理, 而添加HAs 和HAh 的处理培养至 7 d Fe( Ò )仅为单独添加葡萄糖处理的 14%

和 25% ,减弱了铁的异化还原.
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Abstract: Iron ox ide is abundant in red soil. Reduction and oxidation of iron oxide are important biogeochemical processes. In this paper, we

reported the effects of humic acid on dissimilatory iron reduction ( DISSIR ) in red soil by adding glucose or humic acid ( HA ) , under an

anaerobic condition. Results indicated that DISSIR is weak for the red soil with a low content of organic matter, Glucose that act as electron

donators promoted the process of DISSIR in red soil. HA added to soil solely didn. t accelerate the DISSIR since it couldn. t provide electron
donators to microbe. However, adding of both glucose and HA promoted the DISSIR at the beginning of the incubation but then inhibited the

process, which maybe caused by the effects of precipitation and adsorption of red soil. Concentrations of HA strongly affected the DISSIR, HA

at low concentrations( 0120 and 0102 gPkg ) had weak effects, while HA at a high concentration ( 2100 gPkg ) promoted the process at the

beginning and then inhibited it. HA extracted from different materials had distinct effects on the DISSIR. HA from Weathering coal of Datong

in Shanxi Province ( HAs) , lignite of Gongxian in Henan Province( HAh) and Dianchi Lake sediment in Kunming of Yunnan Province( HAk)

all promoted the DISSIR at the beginning of the incubation. However, at the end of incubation, HAk with a low aromaticity still promoted the

process, while HAs and HAh with a higher aromaticity weakened the DISSIR. This may be due to the increase in adsorption of soil with the

aromaticity of HA.

Key words: anaerobic submerged condition; red soil; dissimilatory iron reduction( DISSIR) ; humic acids( HA)

  氧化铁是土壤特别是亚热带土壤的重要组成部

分,其活性高且变化幅度大.作为土壤结构体的胶结

物质之一,氧化铁的活性与重金属、磷等元素的释放

迁移密切相关, 对土壤性质有重要影响
[ 1~ 3]

.亚热带

水田由于季节性淹水、排干或常年渍水,铁的氧化还

原成为水稻土形成发育和肥力演变的主导过程. 水

稻土中氧化铁的还原主要受微生物作用驱动(异化

还原) ,铁还原细菌通过氧化各种有机底物将Fe( Ó)

还原成 Fe ( Ò )
[4]
. 腐殖酸普遍存在于生物圈的土

壤、水和底泥中,由于结构复杂很难被微生物降解利

用,但是腐殖酸能够在厌氧环境中作为电子桥参与

铁的异化还原过程,在铁还原细菌和 Fe( Ó)氧化物
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之间发挥传递电子的作用. 腐殖酸所具有的这种电

子桥作用克服了铁还原细菌和铁氧化物之间所必须

的物理接触的限制性条件,加速了电子的传递,促进

了铁的微生物异化还原过程,很多研究
[ 5, 6]
证实了这

一现象的普遍存在. 然而, 在有土壤存在的条件下,

腐殖酸可能通过吸附等各种形式与矿质部分产生不

同紧密程度的结合,显著影响腐殖酸参与铁异化还

原过程中的电子传递作用. 目前关于腐殖酸在土壤

铁异化还原过程中的作用特点并不清楚.另外,腐殖

酸组成结构与其作为电子桥作用的能力之间的关系

也尚未能得到深入认识.

通过培育试验研究淹水厌氧条件下不同来源的

腐殖酸对红壤中铁的异化还原过程的影响. 这将有

助于深入了解红壤水稻土形成过程机制, 也可为寻

求合理调控土壤氧化还原状况的人为管理措施提供

科学依据.

1  材料与方法

1. 1  供试土壤

样品采自江西省鹰潭市刘家站, 地处东经

116b5c30d,北纬28d5c30d,属亚热带季风气候区, 年均
气温1718 e ,年降雨量1 785mm,年蒸发量1 318mm,

无霜期261 d.供试土壤为发育于第四纪红色黏土的

红壤,地面草本植被稀疏.先去除表土 5 cm, 多点混

合采集 5~ 20 cm 土壤, 以获得较低有机质含量样

品.样品经自然风干,挑去石块和少量植物根系, 磨

细过 0125 mm 筛备用. 供试土壤的有机碳含量为

3169 gPkg, 全氮 0135 gPkg, pH 4159, 黏粒( < 01002
mm) 375 gPkg, 全铁( Fe2O3 ) 5310 gPkg, 015 molPL HCl

可提取态Fe ( Ò+ Ó)为 019 gPkg.
112  微生物接种液的制备

采用新鲜的高肥力红壤 0~ 15 cm 水稻土制备

土壤悬液.土壤采自以上采样点临近的高产水田,有

机碳含量为 2310 gPkg, pH 512, 碱解氮 14919 mgPkg,
速效磷 1218 mgPkg, 015 molPL HCl可提取态Fe ( Ò+

Ó) 1157 gPkg.新鲜土样密封保存于冰箱中, 每次制
备土壤悬液之前, 取出新鲜土在 28 e 恒温培养 9 d

以恢复微生物活性, 然后以水土比 2B1的比例将土
壤置于振荡瓶中振荡 30 min,迅速用布氏漏斗抽滤,

收集滤液作为微生物接种液备用.

113  供试腐殖酸的提取和配制
收集山西大同风化煤、河南巩县褐煤、云南昆明

滇池底泥,采用 NaOH 提取和酸沉淀并经电渗析分

离纯化的方法获得腐殖酸样品
[ 7]
. 供试腐殖酸样品

的基本化学性状见表 1.

使用时, 将腐殖酸样品溶解于 30 mmolPL 的
       

表 1  供试腐殖酸的基本化学性状

Table 1  Basic chemical propert ies of humic acids tested

腐殖酸来源 CPg#kg- 1 NPg#kg- 1 E4 E4PE6

山西大同风化煤(HAs) 506. 7 52. 4 2. 62 2. 91

河南巩县褐煤(HAh) 508. 2 39. 4 2. 44 4. 44

云南昆明滇池底泥(HAk) 451. 2 40. 3 1. 38 2. 97

NaHCO3 溶液中,高压灭菌.

1. 4  培育试验

秤取 3. 000 0 g 干土若干份, 分别置于体积为 15

mL 的小玻璃瓶中. 设置去离子水(对照, CK)、添加

山西大同风化煤腐殖酸和P或葡萄糖(HAs、G、HAs+

G)、葡萄糖加不同浓度腐殖酸( G+ 2100 HAs、G+
0120 HAs、G+ 0102 HAs)、分别都添加葡萄糖和大同
风化煤、巩县褐煤、昆明滇池底泥腐殖酸( G+ HAs、G

+ HAh、G+ HAk)等处理,并添加 1 mL 微生物接种

液,按液土质量比 1B1补加去离子水,每处理视取样

次数设若干重复.HAh和HAk的培养浓度均为 2100
gPkg, HAs 的培养浓度视各处理要求分别为 2100、
0120和 0102 gPkg, 葡萄糖的培养浓度为21891 6 gPkg
(其含碳量与 2100 gPkg HAs的含碳量相等) . 每个小

瓶充氮气5 min除去瓶内氧气,迅速盖上胶塞, 28 e

恒温培养. 定期采样测定悬液中 Fe ( Ò ) 和总铁

浓度.

115  测定方法

在确定的取样期每处理取出 3个重复,将土壤

悬液充分摇匀,用移液枪吸取 015 mL 土壤悬液, 置
于含 415 mL 浸提液( 015 mol#L- 1

HCl)的带盖聚乙

烯管中(含浸提液的带盖聚乙烯管分别在加样前后

秤重)摇匀, 恒温 28 e 条件下浸提 24 h后,用注射器

吸取浸提液过孔径为 0122 Lm的滤膜,收集滤液,采

用邻菲罗啉比色法测定 015 mol#L- 1 HCl可提取态

Fe( Ò)和总铁含量[ 8, 9]
.

腐殖酸碳测定采用费尔恩法
[ 10]
, 腐殖酸氮测定

采用半微量开氏法
[ 7]
, 腐殖酸 E4PE6比值的测定按
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照Kononova
[ 11]
的方法进行, 腐殖酸的红外光谱测定

采用NEXUS670气相色谱-富里叶变换红外光谱联

用仪(美国) ,湿度< 70%、室温25 e 条件下进行.

本研究实验数据运用 SPSS1210 for Windows 软

件进行One-Way ANOVA分析.

2  结果与分析

211  供试腐殖酸的红外吸收光谱( IR)

腐殖酸是一类非常复杂的大分子物质, 其溶液

的E4PE6比值可用来指示腐殖酸的腐殖化、团聚化
程度和分子量大小, 根据 E4PE6比值推测山西褐煤
和云南滇池底泥腐殖酸的腐殖化程度较高, 分子结

构比河南褐煤腐殖酸相对复杂, 其官能团种类和含

量可能相对较多(表 2) . 有些研究者选择 E4值表征

腐殖物质的结构特征
[ 11~ 13]

, 根据 E4值与醌基( ) O)

的含量呈显著正相关的结果判断 3种腐殖酸的醌基

含量依次为:山西大同风化煤腐殖酸> 河南巩县褐

煤腐殖酸> 云南昆明滇池底泥腐殖酸, 醌基是腐殖

酸中作为铁异化还原过程电子桥的主要官能团
[ 14]

,

醌基含量越高越有利于促进铁异化还原过程. 比较

而言, 山西大同风化煤腐殖酸的 E4值较高, 结构较

复杂.

腐殖质( HA)中的官能团还可以通过红外光谱

( IR)进行定性分析. HA的 IR图谱中会有几个明显

的特征峰,其各区域特征吸收峰及归属见表 2
[ 15, 16]

.

表 2  腐殖酸的红外特征吸收峰及其归属

Table 2 Assignment of wave numbers to structural groups

波数范围Pcm- 1 官能团

 3 430 氢键结合的 ) OH

2 900~ 2930 脂族 C ) H 的伸缩

1 720 羧基和羰基的 C O 伸缩

1 620 芳香性 C C,氢键结合的醌基及羧基离子

1 400~ 1450
O ) H 变形、CH3 弯曲、羧基离子的不对称伸

缩和酚羟基 C ) O 键的伸缩

1 250
羧基的 ) C ) O ) 伸缩和O ) H 变形,酯基

) C ) O ) 的伸缩

1 100~ 1020 多糖或类似多糖物质的 C ) O伸缩

  不同来源腐殖酸的特征吸收峰位置和强度有差

异.图 1表明,从山西大同风化煤、河南鹤岗褐煤中

提取腐殖酸(HAs、HAh)的 IR图谱相似, 而从云南昆

明滇池底泥中提取腐殖酸( HAk)的 IR图谱则有明

显不同.HAk在2 927 cm
- 1
处的吸收峰, 其吸收强度

高于HAs 和 HAh分别在3 045 cm
- 1
和3 050 cm

- 1
处

的吸收峰, 说明 HAk的脂肪碳含量相对较高; HAk

在1 716 cm
- 1
和1 627 cm

- 1
处的吸收峰, 其吸收强度

则远远弱于HAs和HAh分别在1 709、1 593 cm
- 1
和

1 712、1 600 cm
- 1
处的吸收峰, 这表明 HAs 和 HAh

的芳香化程度相对较高,其羧基、羰基和醌基含量也

高于HAk.

图 1  腐殖酸的红外光谱图

Fig. 1 FTIR spectra of humic acids

212  腐殖酸和葡萄糖对红壤中铁异化还原的影响
通过添加 2100 gPkg山西大同风化煤腐殖酸和P

或21891 6 gPkg葡萄糖(其含碳量与 2100 gPkg HAs的
含碳量相等)进行培养,研究腐殖酸和葡萄糖对红壤

中铁异化还原的影响. 结果表明(图 2) ,淹水厌氧条

件下, 15 d培养期内对照处理( CK)和仅添加腐殖酸

的处理( HAs) 015 molPL HCl可提取态 Fe( Ò)和总铁

[ Fe ( Ò+ Ó) ]的浓度均没有发生变化.仅添加葡萄

糖的处理( G) ,培养起始没有立刻发生铁的还原,经

过 3 d培养其 Fe( Ò)的含量迅速增加;培养至 6 d,

Fe( Ò)和总铁浓度达到 1163和 2157 gPkg,分别是培
养前的 17和 219倍;至 12 d Fe( Ò)和总铁浓度达到

最高为 2153和 3133 gPkg, 是培养前的 25和 316倍,
其后趋于稳定. 同时添加葡萄糖和腐殖酸的处理

(HAs+ G) , 培养起始发生铁的还原, 3 d 内, 其 Fe

( Ò)和总铁浓度均高于其他处理, 但 3 d 后其 Fe

( Ò)和总铁浓度却低于仅添加葡萄糖( G)处理. HAs

+ G处理中 Fe( Ò)及总铁浓度随培养时间延长其
增加幅度较小,第 6 d时 Fe( Ò)和总铁浓度分别为

0162和 1150 gPkg, 是培养前的7和 116倍左右, 而其
增幅却仅为 G处理的 35%和 38 %, 其后趋于稳定.

由以上结果推测: ¹供试土壤的有机质含量低,
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图 2  添加葡萄糖( G)和腐殖酸( HAs)对红壤中铁异化还原的影响

Fig. 2 Effects of glucose and humic acid additions on dissimilatory iron reduction in red soil

不添加外源碳源则微生物不能进行铁的还原作用;

而仅添加腐殖酸,微生物对铁的还原也不明显,表明

腐殖酸不能被微生物降解以获得能源; º 培养 3 d

内HAs+ G处理的Fe( Ò)和总铁浓度显著高于其他
处理,表明在添加葡萄糖作为碳源的情况下, 腐殖酸

可以发挥电子传递的作用,促进微生物对铁的还原;

»HAs+ G处理培养 3 d后, Fe( Ò)和总铁浓度增加

幅度较小,甚至远低于 G处理. 可能的原因是, 随着

培养过程中葡萄糖降解产生有机酸使 pH 不断降低

以及 Fe( Ò)的产生使离子浓度增加, 导致腐殖酸絮

凝沉淀,更甚者由于红壤中的针铁矿和赤铁矿呈胶

膜质包被在土壤颗粒表面, 对腐殖酸产生强烈的吸

附造成其构象发生变化而扭曲凝聚形成膜
[ 17]
, 由

此,培养后期红壤粘粒表面的腐殖酸膜可能约束了

其发挥电子传递功能的官能团(醌基等) , 并阻碍了

微生物和氧化铁矿物之间的直接接触作用.可见, 虽

然采用纯溶液培养进行的研究均表明腐殖酸作为氧

化铁和微生物之间的电子传递体能够促进铁的异化

还原过程
[ 5, 6,18]

,但腐殖酸在红壤铁的异化还原过程

中传递电子的作用可能还受到吸附、络合以及絮凝

沉淀等交互反应的影响, 其表现的方式和程度十分

复杂.然而,腐殖酸在红壤铁异化还原过程中作为电

子传递体的作用应当是确定存在的.土壤腐殖酸是

土壤的重要组成部分, 腐殖酸在铁异化还原过程中

的电子传递作用意味着土壤腐殖酸可能在氧化铁矿

物的分解、铁锰淋溶淀积、潜育化作用等水稻土的形

成发育过程中发挥着重要的作用.

213  不同浓度腐殖酸对红壤中铁异化还原作用的

影响

在有葡萄糖存在的情况下,通过添加不同浓度

的腐殖酸研究浓度的变化对红壤中铁异化还原的影

响.结果表明 (图 3) , 添加 2100 gPkg HAs ( G+ 2100
HAs)的处理培养初始发生铁的还原, 而 G、G+ 0120

HAs和 G+ 0102HAs处理在培养 3 d内Fe( Ò)和总
铁浓度均未发生变化,说明 2100 gPkg的浓度水平下,
培养前期 HAs确实发挥了电子传递作用. 3 d后 G、

G+ 0120HAs和 G+ 0102HAs处理中的Fe( Ò)和总
铁浓度迅速增加, 并在第 6 d时接近最高水平并趋

于稳定;而G+ 2100 HAs处理中 Fe( Ò)和总铁浓度
的增加幅度较小, 并显著低于其它3个处理.统计分

析表明, 培养期内 G、G+ 0120 HAs和 G+ 0102 HAs
处理间的 Fe ( Ò) 和总铁浓度无显著差异 ( p >

0105) , 并在培养后期都显著高于 G+ 2100 HAs 处
理.培养至 15 d时 G、G+ 0120 HAs 和 G+ 0102 HAs
处理的 Fe( Ò)浓度分别为 2133、2154和 2127 gPkg,
比 G+ 2100HAs处理( 0177 gPkg)高出约 2倍.

实验结果表明, 腐殖酸的添加浓度不同对红壤

中铁的异化还原过程的影响有差异. 2100 gPkg HAs
在培养前期促进而培养后期抑制铁的异化还原, 而

0120或 0102 gPkg HAs 的作用却很微弱几乎没有影
响.其原因可能是培养后期,高浓度腐殖酸由于絮凝

沉淀及被土壤粘粒吸附形成膜, 其发挥电子传递作

用的官能团(醌基等)受到了约束, 且阻碍了微生物

与氧化铁矿物之间的接触,因此反而抑制了铁的异

化还原;而添加浓度较低时,腐殖酸的电子传递和沉

淀吸附作用都比较微弱, 对铁异化还原的作用不明

显.淹水厌氧条件下,到底何种浓度腐殖酸对促进红

壤中铁异化还原过程的综合作用最明显, 还需要进

行更深入的研究才能得以确定.

214  不同来源的腐殖酸对红壤中铁异化还原的
影响

腐殖酸是一类组成和结构复杂的天然高分子聚

合物.腐殖酸在土壤中的功能与其组成性质及其受

土壤的吸附状态密切相关.不同来源的腐殖酸在红

壤中对铁的异化还原过程的影响有区别. 结果表明

(图 4) , 培养前 3 d 添加了腐殖酸的处理 ( G
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图 3  不同浓度腐殖酸对红壤中铁异化还原的影响

Fig. 3 Effects of humic acid concentrations on dissimilatory iron reduction in red soil

+ HAs、G+ HAh和 G+ HAk)均发生了铁的还原, 而

未添加腐殖酸的处理( G)中 Fe( Ò)浓度变化不明

显.培养至 3 d, G处理的 Fe( Ò)含量仅为 0108 gPkg
左右,而 G+ HAs、G + HAh 和 G+ HAk 处理中 Fe

( Ò)浓度分别达到了 0120、0165 和 1117 gPkg土壤
( p< 0105) , 说明培养前期 3种腐殖酸对铁的异化还

原过程均有促进作用.而随着培养时间的延长, G处

理中 Fe( Ò)浓度迅速增加, 并高出 G+ HAs和 G+

HAh处理. 7 d 后, G 处理的 Fe( Ò)浓度达到 2101
gPkg,G+ HAs 和 G+ HAh 处理中仅为 0129和 0150
gPkg是 G处理的 14%和 25%左右, 而 G+ HAk处理

中 Fe( Ò)浓度为 2111 gPkg稍高于 G 处理. 第 16 d

时,G处理中 Fe( Ò)浓度达到 3103 gPkg是 G+ HAs

和 G+ HAh处理( 0147和0174 gPkg)的 614和 4倍左

右,此时 G+ HAk中 Fe( Ò)浓度为 3121 gPkg依然高
于 G处理.

图 4  不同来源腐殖酸对红壤中铁异化还原的影响

Fig. 4  Effects of different humic acids on dissimilatory iron reduction in red soil

  结果表明, 淹水厌氧培养条件下, 2100 gPkg添加
量,提取于山西大同风化煤( HAs)和河南鹤壁褐煤

(HAh)的腐殖酸培养前期促进而后期减弱红壤中铁

的异化铁还原过程,提取于云南昆明滇池底泥的腐

殖酸( HAk)则始终促进铁的异化还原过程. 土壤矿

物对腐殖酸的吸附与腐殖酸的性质密切相关. 疏水

力是高岭石对腐殖酸的主要吸附力,腐殖酸的芳香

化程度越高、极性越小,矿物表面对腐殖酸的亲和力

则越大
[ 19~ 21]

. Blacke等
[ 22]
指出腐殖酸中芳香族含量

越高, 土壤粘粒表面吸附的腐殖酸则越多.供试的 3

种腐殖酸的红外光谱图显示, HAh和HAk的芳香化

程度较高,而HAk相对较低,推测 3种腐殖酸沉淀并

吸附于红壤粘粒表面后形成的膜中,HAs层最厚,HAh

层与其接近,而 HAk 层最薄. 培养后期, 腐殖酸膜对

具有电子传递作用的官能团的约束及对微生物与氧

化铁矿物之间相互接触的阻碍作用, 使HAs或 HAh

反而减弱了铁的异化还原.而 HAk 的芳香化程度较

低,土壤矿物表面对HAk 的吸附作用小, HAk上官能

团的自由度较高,其电子传递作用可能依然占主导地

位,因此,HAk始终促进铁的异化还原. 比较而言,供

试的 3种腐殖酸中,制备于湖泊底泥的腐殖酸对铁异

化还原过程的促进作用最大,底泥腐殖酸的这种作用

在水体中可能会通过促进氧化铁的还原加速Fe-P的

释放从而影响水体的富营养化过程
[ 23, 24]

.
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3  结论

( 1)淹水厌氧条件下,红壤因有机质含量低而不

能发生 Fe( Ó)的异化还原. 腐殖酸不能作为微生物

的电子供体,单独添加情况下对红壤中铁的异化还

原过程没有促进作用.添加葡萄糖使红壤中 Fe( Ò)

浓度增加为培养前的 25倍左右. 同时添加腐殖酸和

葡萄糖则培养前期促进后期抑制铁的异化还原, 原

因可能是葡萄糖被降解产生有机酸以及悬液中离子

强度的增加使腐殖酸絮凝沉淀并被吸附于红壤粘粒

的特性,约束了腐殖酸上官能团的电子传递作用并

阻碍了微生物和氧化铁矿物的接触.

(2)不同浓度的腐殖酸对红壤中铁的异化还原

过程的影响存在差异. 酸性条件下腐殖酸絮凝沉淀

并被吸附于红壤粘粒表面, 使 2100 gPkg添加水平的
腐殖酸在培养前期促进而后期减弱铁的异化还原.

添加量为 0120、0102 gPkg时, 腐殖酸的吸附沉淀和
电子传递作用都较小, 对红壤中铁的异化还原过程

几乎没有影响.

(3)腐殖酸对铁的异化还原过程的影响与腐殖

酸的组成性质及环境状况密切相关. 添加浓度为

2100 gPkg的提取于山西大同风化煤( HAs)、河南巩县
褐煤(HAh)和云南昆明滇池底泥( HAk)的腐殖酸在

培养前期都有促进铁的异化还原的作用;培养后期,

HAk依然促进而 HAs 和HAh 反而减弱了红壤中铁

的异化还原过程.原因可能是HAs和 HAh 的芳香化

程度较高,腐殖酸芳香化程度越高,土壤粘粒对其吸

附性越大,形成膜越厚,对官能团的约束和对微生物

与氧化铁矿物发生接触的阻碍作用就越大. 腐殖酸

和红壤的性质都极为复杂, 两者之间复杂的交互作

用对异化铁还原过程的影响还有待进一步研究.
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