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摘  要： 腐殖酸对土壤和水体环境中铁（Fe）的还原过程有重要影响。本文采用从山西大同风化煤、河南巩县褐煤、云

南昆明滇池底泥中提取制备的腐殖酸，通过布置培育试验并接种土壤悬液，研究了不同来源的腐殖酸对无定形氧化铁异化还原

的影响。结果表明：单独添加腐殖酸对氧化铁的还原几乎没有影响；而当同时添加腐殖酸与葡萄糖时，培养基质中氧化铁的还

原过程显著加强；腐殖酸浓度越高对氧化铁还原的促进作用越明显。不同来源的腐殖酸因其复杂程度和结构不同，对氧化铁还

原的促进作用有明显差异，其中山西大同风化煤提取的腐殖酸促进作用最大，云南昆明滇池底泥和河南巩县褐煤提取的腐殖酸

之间则无显著差异。 
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铁（Fe）的微生物还原（异化还原）过程直接影

响 Fe 元素在水底沉积物、淹水土壤和地下水中的移

动和分布。Fe 的异化还原过程的强弱程度还影响到水

生环境中有毒稀有金属、可溶性 Fe 元素、P 元素的

释放，因为这些物质都通过氧化铁矿物的吸附作用而

存留于土壤或底泥中[1-4]。因此，Fe 的异化还原过程

的强弱与环境质量密切相关[5]。腐殖酸普遍存在于生

物圈的土壤[6]、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 Fe 的异化还原过程，在 Fe 还原细菌和 

Fe(III) 氧化物之间发挥传递电子的作用[7]。腐殖酸所

具有的这种电子桥的作用克服了 Fe 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 Fe 的微生物异化还原过程[8-10]。但

是，目前关于腐殖酸的组成结构与其作为电子桥作用

的能力之间的关系如何，尚未能得到深入认识。本文

采用从山西大同风化煤、河南巩县褐煤、云南昆明滇

池底泥中提取制备的腐殖酸，通过布置室内培育试验

并接种新鲜水稻土悬液，以葡萄糖作为微生物的有效

碳源，观测溶液培养条件下不同来源的腐殖酸对 Fe 

的异化还原过程的影响。结果可为深入认识腐殖酸在

Fe 异化还原过程中的作用机理，探索利用腐殖酸调

控环境物质生物化学过程提供科学参考。 

 

 

1  材料与方法 
 

1.1  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[11]。使用时，将腐殖酸

样品溶解于 30 mmol/L 的 NaHCO3 溶液中，高压灭

菌。供试腐殖酸样品的基本化学性状见表 1。 
  

表 1  供试腐殖酸的基本化学性状 

Table 1  Basic chemical properties of humic acids tested 

腐殖酸来源 C（g/kg） N（g/kg） E4 E4/E6 

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 

  

1.2  无定形氧化铁的制备[12-13] 

用 1 mol/L 的 NaOH 将 0.4 mol/L 的 FeCl3  

滴定至中性，高压灭菌，备用。 

1.3  微生物接种液的制备 

采用新鲜的 0 ~ 15 cm 高肥力红壤水稻土制备土

壤悬液。土壤采自中国科学院红壤生态实验站，有机

质含量为 39.68 g/kg，pH 5.2，碱解 N 149.94 mg/kg，

速效 P 12.75 mg/kg，0.5 mol/L HCl 可提取态 Fe 

(II+III) 1.57 g/kg。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℃ 恒温培养  9 
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天以恢复微生物活性，然后以水土比 2:1 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。 

1.4  基础无机盐培养液配置[12-13] 

按 NaHCO3 2.5 g/L、CaCl2·2H2O 0.1 g/L、KCl  

0.1 g/L、NH4Cl 1.5 g/L、NaH2PO4·H2O 0.6 g/L的组

成溶解无机盐于去离子水中，用 HCl 或 NaOH 将 

pH 调至 6.8，高压灭菌，备用。 

1.5  培育试验 

无菌操作条件下，吸取人工制备的混合均匀无定

形氧化铁溶液置于厌氧管中作为唯一 Fe 源，添加无

机盐培养液提供微生物所需的矿质元素。设置①去离

子水 (对照，CK)及添加山西大同风化煤腐殖酸和/或

葡萄糖处理（HAs、G、HAs+G、1/2（HAs+G）），②

葡萄糖加不同浓度腐殖酸处理（G、G + HAs 2.00 g/L、

G +HAs 0.20 g/L、G +HAs 0.02 g/L），③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

处理 (G、G+HAs、G+HAh、G+HAk)。每处理视取样

次数设若干重复。其中，无定形氧化铁的培养浓度为 

50 mmol/L，葡萄糖的培养浓度为 2.8916 g/L (其含碳

量与 HAs 2.00 g/L 的含碳量相等)，试验①中 HAs 的

浓度为 HA 2.00 g/L，试验③中 HAs、HAh 和 HAk 的

培养浓度为 HA 2.00 g/L。葡萄糖溶液采用细菌滤器

（＜0.22 µm）过滤除菌。以严格的厌氧操作技术接入 

1 ml 微生物接种液，然后充氮气 5 min 除去瓶内氧

气，迅速盖上胶塞，28℃ 恒温培养。定期采样测定

Fe(II) 和总 Fe 浓度。 

1.6  测定方法 

在确定的取样期每处理取出 3 个重复，充分摇 

 

匀，用移液枪吸取 1 ml 悬液，置于含 4.9 ml 浸提

液（0.5 mol/L HCl）的带盖聚乙烯管中，摇匀，恒温 

28℃ 条件下提取 1 h 后，用注射器吸取浸提液过孔

径为 0.22 µm 的滤膜，收集滤液，采用邻菲罗啉比

色法测定 0.5 mol/L HCl 可提取态 Fe(II) 和总Fe含

量，Fe(III) 浓度为总Fe浓度和Fe(II) 浓度之间的差值
[10, 14]。 

腐殖酸 C 测定采用费尔恩法[15]，腐殖酸 N 测定

采用半微量开氏法 [16]，腐殖酸光密度的测定按照 

Kononova 的方法[17]。 

本文实验数据运用 Spss 12.0 for windows 软件进

行 One-Way ANOVA 分析。 
  
2  结果与分析 
  
2.1  腐殖酸和葡萄糖在 Fe 异化还原过程的作用 

   腐殖酸和葡萄糖的结构和性质有明显差异，其在

Fe 异化还原中的作用显著不同。结果表明（图 1），对

照（CK）和仅添加腐殖酸（HAs）的处理，整个培养

期间 0.5 mol/L HCl 可提取态 Fe(III) 和 Fe(II) 的浓

度没有发生变化。但是，仅添加葡萄糖（G）的处理

则从培养的第 6 天开始，0.5 mol/L HCl 可提取态 

Fe(II) 浓度开始升高，0.5 mol/L HCl 可提取态 Fe(III) 

的浓度则降低；培养到 12 天的时候，Fe(II) 的浓度

达到最高，从初始浓度 0.101 g/L 增加至 0.621 g/L，

而 0.5 mol/L HCl 可提取态 Fe(III) 的浓度则从初始

浓度的 3.197 g/L 降低到 2.306 g/L。这显示，仅有腐

殖酸存在的条件下，微生物不能从分解腐殖酸中获得

电子而将 Fe(III) 还原成 Fe(II)；而当葡萄糖作为碳源

时，Fe 的异化还原能够顺利进行。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  添加葡萄糖 (G) 和腐殖酸 (HAs) 对悬液中氧化铁还原的影响 

Fig. 1  Effect of glucose and humic acid additions on amorphous Fe(III) reduction in suspensions 

 

同时添加葡萄糖和腐殖酸（HAs+G）的处理（包

括添加了半量腐殖酸和半量葡萄糖处理  1/2

（HAs+G）），培养初始 0.5 mol/L HCl 可提取态 Fe(II) 

浓度即逐渐升高，Fe(III) 的浓度逐渐降低；当培养进

入第 12 天时，Fe(II) 浓度的增加幅度开始趋于平缓，

此时 HAs+G 处理的 Fe(II) 浓度为 1.248 g/L，1/2
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（HAs+G）处理的 Fe(II) 浓度为 0.826 /L，分别比仅

添加葡萄糖（G）的处理高出 1 倍和 0.3 倍，而 Fe(III) 

最终浓度则都比 G 处理低。这表明，腐殖酸、葡萄糖

共存体系中，腐殖酸对 Fe 的异化还原过程有促进作用。 

以上结果表明，葡萄糖和腐殖酸对Fe异化还原

过程影响的作用机理是不同的。葡萄糖作为微生物

生长的有效碳源，其分解释放的电子，促进了Fe的

异化还原过程。而腐殖酸结构复杂，短期内很难被

微生物分解利用，只有在有效碳源（如葡萄糖）存

在的情况下，其丰富的官能团可以加速葡萄糖 

-Fe(III) 之间电子的微生物传递，促进Fe的异化还原

过程[7]。腐殖酸对Fe异化还原过程的促进作用非常

显著，1/2（HA+G）处理与G处理相比，其添加碳量

相近，但前者的有效碳源明显较低，而其氧化铁被

还原的量却高出后者 0.3 倍；所有添加葡萄糖和腐

殖酸处理的 Fe(II) 最终浓度均比G处理高，且Fe还

原过程发生时间提早了 6 天左右。 

2.2  添加不同浓度的腐殖酸对 Fe 异化还原过程的影响 

腐殖酸和葡萄糖共存体系中腐殖酸对 Fe 异化还

原的促进作用还随腐殖酸的添加浓度而变化。结果

表明（图 2），随着添加浓度升高，腐殖酸对 Fe 异

化还原的促进作用明显加强。当 HAs 的添加浓度

为 0.02 g/L 时，与 G 处理相比，两者之间 0.5 mol/L 

HCl 可提取态  Fe(III) 和  Fe(II) 浓度无明显差异

（p＞0.05）。腐殖酸浓度为 0.20 g/L 的处理在培养

的第 3 天开始有 Fe(III) 被还原，其 Fe 异化还原

时间比 G 处理提前了 3 天左右的时间；在培养的

第 6 和 12 天 Fe(II) 浓度分别达到 0.37 g/L 和 

0.73 g/L，与 G 处理相比，均达到显著差异水平（p

＜0.05），培养到第 12 天时的 Fe(II) 浓度比 G 处理 

(0.53 g/L)增加了 0.11 g/L。而腐殖酸添加浓度为 

2.00 g/L 的处理，在培养起始就有 Fe(II) 开始慢慢

生成，培养进入第 12 天后，Fe(II) 的浓度开始保持

稳定，此时溶液中 Fe(II) 的浓度为 1.25 g/L，比 G

处理 Fe(II) 的浓度 (0.62 g/L)高出 0.63 g/L，比添

加 0.20 g/L 腐殖酸的处理相对于 G 处理的增加值 

(0.11 g/L) 更是显著高出 3.7 倍。这表明，当腐殖

酸浓度低于某一定值时，可能因为其作为电子桥作

用的官能团数量过少从而在短期培育时间内不能显

示对 Fe 异化还原过程的促进作用；只有当腐殖酸

超过一定浓度水平，其对 Fe 异化还原的作用才能

明显表现。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  不同浓度腐殖酸对悬液中氧化铁还原的影响 

Fig. 2  Effect of humic acid concentrations on amorphous Fe(III) reduction in suspensions 

 

2.3  不同来源的腐殖酸对 Fe 异化还原过程的影响 

不同来源的腐殖酸由于结构和组成的差异，对 

Fe 异化还原过程的影响可能有明显不同。结果表明

（图 3），在有葡萄糖存在条件下，添加山西大同风化

煤、河南巩县褐煤、云南昆明滇池底泥中提取腐殖酸

（HAs、HAh、HAk）处理 Fe(II) 的最终浓度分别为 

1.26、0.83 和 0.97 g/L，比 G 处理 Fe(II) 的浓度

（0.25 g/L）高出 4 倍、2.3 倍和 2.9 倍。可见，3 种

不同来源腐殖酸均能显著促进 Fe 的异化还原过程，

但影响的程度存在明显差异。统计分析表明，在培养

的前 7 天内添加 HAh 和 HAs 的两个处理之间 Fe 

异化还原程度很接近 (p＞0.05)，而添加 HAk 的处理 

Fe(II) 含量显著较高 (p＜0.05)。培养进入第 10 天时

这种差异开始发生变化，此时，添加 HAh、HAs 和 

HAk 的 3 个处理 Fe(II) 浓度分别为 0.656、0.824、

0.842 g/L，添加 HAs 处理中的 Fe(II) 浓度已经接近

并在随后的培育期间内开始逐步超过添加 HAk 的处

理，恒温培养进入第 13 天后，3 种添加腐殖酸的处

理的 Fe(II) 浓度开始趋于稳定，而同时 HAs 处理的 

Fe(II) 浓度达到了 1.244 g/L，显著高于其它两个处理

(0.842 g/L、0.941 g/L)(p＜0.05)，HAh 和 HAk 两个

处理之间的 Fe(II) 浓度无显著差异 (p＞0.05)。 
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图 3  不同来源腐殖酸对悬液中氧化铁还原的影响 

Fig. 3  Effect of humic acids originated from different materials on amorphous Fe(III) reduction in suspensions 

 

造成 3 种腐殖酸影响程度不同的原因可能是腐殖

酸内所含的各种官能团组成和数量差异所致。腐殖酸

本身是一类非常复杂的大分子物质，其溶液的 E4/E6 

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[18]，根据 E4/E6 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
[19]，从而在促进Fe异化还原上的作用更明显。有些研

究者选择 E4 值表征腐殖物质的结构特征[20-21]，根据

E4 值与醌基-O百分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 Fe异化还原过程电子桥的主要

官能团，醌基含量越高越有利于促进Fe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，对Fe异化还原的促进作用也较大。但是，腐

殖酸中能够作为电子桥的官能团非常复杂，不同来源

腐殖酸对Fe异化还原的促进程度可能还受其他因素包

括伴生物质的影响，其作用机理如何，还需要更深入

的研究才能得到揭示。 
  
3  小结 
  

腐殖酸作为一类复杂的高分子有机物，来源和形成

条件的差异使不同腐殖酸之间在结构的复杂性、官能团

的种类和数量、以及化学性质等方面都有明显不同[17,22]。 

许多文献都表明腐殖酸具有促进Fe异化还原过程

的作用[7,23]。本试验结果表明，腐殖酸和葡萄糖在Fe

异化还原过程中对微生物的作用方式是不同的。在短

期培育过程中，腐殖酸不能作为微生物生长繁殖所需

的碳源参与代谢，却能在有另外有效碳源存在的厌氧

条件下作为电子桥促进微生物和氧化铁之间的相互作

用。腐殖酸浓度越高对Fe异化还原促进作用越明显。

不同来源的腐殖酸对Fe异化还原作用的影响存在差

异，其中山西大同风化煤腐殖酸促进作用最大，河南

巩县褐煤腐殖酸和云南昆明滇池底泥腐殖酸之间无显

著差异，将 3 种腐殖酸的E4/E6 比值和 E4 值进行比

较，可以推测腐殖酸腐殖化程度越高、结构越复杂、

官能团种类越多及官能团中醌基含量越高，则越有利

于促进Fe异化还原过程。 
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Effect of Humic Acids on Dissimilatory Iron Reduction in Aquatic Incubation 
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Abstract:  Humic acids have significant influences on iron reduction in soil and aquatic environment. In this paper, humic acids, extracted 

from weathering coal of Datong in Shanxi Province, lignite of Gongxian in Henan Province and Dianchi Lake sediment in Kunming of Yunnan 

Province, were used to investigate their influences on dissimilatory amorphous Fe(III) reduction in aquatic incubation experiment by inoculating soil 

suspension. Results indicated that single addition of humic acid showed small influence on iron reduction, while addition of humic acid accompanied 

with glucose intensified significantly iron reduction process in the culture medium. The effect on dissimilatory iron reduction increased with the 

increase of humic acid concentration added in the culture. Humic acids extracted from the different material had different effects on dissimilatory iron 

reduction because of the differences in the structures and complexities of thoese material, and the humic acid extracted from the weathering coal 

showed the strongest effect on dissimilatory iron reduction, but no significant difference between humic acids from lignite and lake sediment. 

Key words:  Humic acids, Iron, Dissimilatory iron reduction 


