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Abstract: By means of methods of elemental

analysis, FT-IR and solid 13C NMR, a

comparative study on the component,

elemental composition and molecular structure

of humic acid-like substances prepared from

four different raw materials and humic acids

from mineral sources were carried out. Also

the physiological activity of four humic acid-

like substances was determined by seed

germination experiment. The study results

showed that the content of fulvic acid in the

humic acid-like materials prepared from herbaceous plants (wheat straw and bamboo) was significantly higher than

that from woody plants (pine and poplar). The molecular structure of humic acid-like materials was similar to that of

mineral humic acid, because both of them had the characteristic functional groups of humic acid. Compared with

mineral humic acids, the structures of humic acid-like materials were more complex, and the types and contents of

functional groups were different. They have more aromatic structures and lower oxygen-containing functional

groups. Also, humic acid-like materials from herbaceous plants had higher aromatization degree and lower molecular

weight than those from woody plants. The results of wheat seed germination experiment showed that, when the

concentration of the humic acid-like materials was 20~40 mg/L, it can obviously promote the germination of seeds.

However the seed growth will be inhibited if the concentration was too high.

Key words: humic acid; humic acid-like; molecular structure; physiological activity; comparative study

400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

HALZ

HA

HALS

HALY

HALM

T
ra

n
sm

it
ta

n
ce

/%

Wavenumber/cm-1

250 225 200 175 150 125 100 75 50 25 0 -25

HA

HALS

HALY

HALM

Chemical shift

HALZ

In
te

n
si

ty

Molecular structure

Humic acid-like

Seed germination effect

0 5 10 20 40 80 100
0

50

100

Concentration/(mg/L)

G
er

m
in

at
io

n
/%

 36 h

 72 h
 HALZ

􀥕􀥕􀥕􀥕􀥕 􀥕􀥕􀥕􀥕􀥕生化工程 DOI: 10.12034/j.issn.1009‑606X.220291

收稿：2020-09-04，修回：2020-09-06，网络发表：2020-09-29；Received: 2020-09-04, Revised: 2020-09-06, Published online: 2020-09-29
基金项目：北京市科技计划项目(编号：Z161100001316002)；四川省战略性新兴产品项目(编号：2015GZX0006)；企业科研成果转化项目(编号：

KFA2019-181)
作者简介：尚冰凯(1994-)，男，河南省孟州市人，硕士研究生，生物工程专业，E-mail: bkshang@ipe.ac.cn；张小勇，通讯联系人， E-mail:

xyzhang@ipe.ac.cn.

引用格式引用格式：：尚冰凯, 莫海涛, 符卓旺, 等 . 类腐植酸的组分、分子结构及其生理活性研究 . 过程工程学报, 2021, 21(8): 969−975.
Shang B K, Mo H T, Fu Z W, et al. Study on humic acid-like components, molecular structure and physiological activity (in Chinese). Chin. J.
Process Eng., 2021, 21(8): 969−975, DOI: 10.12034/j.issn.1009‑606X.220291.



过 程 工 程 学 报 第 21 卷

类腐植酸的组分、分子结构及其生理活性研究
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摘 要：采用元素分析、傅立叶变换红外光谱(FT-IR)和固体 13C核磁共振等方法，对四种不同原料制备的类腐植酸与矿物源腐

植酸在组分、元素组成和分子结构方面进行了研究，通过种子萌发实验对类腐植酸的生理活性进行了测定。结果表明，以草本

植物(麦草、竹子)为原料制备的类腐植酸中，黄腐酸的含量明显高于木本植物(松木、杨木)制备的样品。类腐植酸与矿物源腐

植酸的分子结构相似，具有腐植酸的特征官能团。与矿物源腐植酸相比，类腐植酸结构更复杂，其中芳香族结构、木质素衍生

物及多糖等结构含量更多，含氧官能团含量较低，其中草本植物源制备的类腐植酸比木本植物制备的样品的芳香化程度更高，

分子量更小。小麦种子萌发研究结果显示，类腐植酸浓度为20~40 mg/L时对种子萌发起到明显的促进作用，但浓度过高反而

会抑制其生长。

关键词：腐植酸；类腐植酸；分子结构；生理活性；对比研究
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1 前 言

腐植酸是一类成分复杂的天然有机物[1]，腐植酸的

基本结构是芳环和脂环，环上连有羧基、羟基、羰基、醌

基、甲氧基等活性官能团。对腐植酸分子结构的研究始

终是有机地球化学领域的复杂性课题之一。前人对腐

植酸结构方面的研究大多集中在矿物源(泥炭、草炭、褐

煤等)及土壤水体沉积物中的腐植酸。宋海燕等[2]发现

虽然不同来源腐植酸在化学组成上具有相似之处，但由

于其生物来源和成岩环境不同，各自的结构特征明显不

同。郭瑾等[3]采用紫外光谱、红外光谱等分析手段研究

了松花江水中的天然有机物，指出该水体中的腐植酸具

有较高的不饱和性。田充等[4]研究了海洋沉积物中腐植

酸的紫外光谱特征，发现在不同 pH条件下腐植酸分子

结构发生了变化。

随着人们对腐植酸认识的加深，发现在一些人为加

工的产物中也存在着腐植酸物质。Amir等[5]在活性污

泥堆肥实验中，发现堆肥阶段不同，腐植酸结构特征存

在很大差别。Ma等[6]发现蒸煮废液中具有与腐植酸相

似化学结构的有机物质含量高达 54%~60%，并将其命

名为类腐植酸。Yao等[7]从亚硫酸铵蒸煮废液中提取出

了类黄腐酸物质，并分析了其与泥炭腐植酸的异同点。

本研究选取四种不同的植物原料，通过蒸煮制备出

4种类腐植酸，并通过元素组成、酸性基团的含量及分子

结构等腐植酸常用表征指标系统的研究了这4种类腐植

酸与矿物源腐植酸的异同点，同时使用生物法考察其生

理活性，了解其组成、分子结构和生理活性的基本特点

和规律，为该种类腐植酸的应用提供理论依据。

2 实 验

2.1 材料与试剂

竹子由四川省西龙生物质材料科技有限公司提供，

麦草、杨木、松木由山东华泰纸业股份有限公司提供，小

麦种子购自浙江勿忘农种业股份有限公司，矿物源腐植

酸(Humic acid, HA)购自山东创新腐植酸科技股份有限

公司。

氢氧化钾、浓盐酸、过氧化氢(30%)、高锰酸钾、浓硫

酸、磷酸二氢钾均为分析纯，购于北京北化精细化学品

有限责任公司，氢氧化钠(分析纯，西陇化工股份有限公

司)，氯化钡(分析纯，国药集团化学试剂有限公司)，乙酸

钙(分析纯，广东汕头市西陇化工厂)，磷酸氢二钠(分析

纯，北京化学试剂公司)。

2.2 实验设备与分析仪器

ZQS1电热蒸煮锅(陕西科技大学机械厂)，TDZ5-

WS离心机(长沙湘锐离心机有限公司)，LGJ-10E冷冻

干燥机(北京四环科学仪器厂有限公司)，智能光照培养

箱(宁波海曙赛福实验仪器厂)，UV-2802型紫外可见分

光光度计[尤尼柯(上海)仪器有限公司]，Nicolet iS5 FT-

IR 光谱仪(Thermo Fisher)，AVANCE III HD 型 500 兆固

体核磁共振波谱仪(瑞士布鲁克拜厄斯宾有限公司)，

Vario EL cube 型 Elementar 元素分析仪(德国 Elementar
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集团)。

2.3 实验方法

2.3.1 类腐植酸(BHA)的制备及含量检测

首先将草本植物原料(麦草和竹子)和木本植物原料

(松木和杨木)用氢氧化钾进行蒸煮，通过酸析[8]的方法，

从蒸煮液中提取出类腐植酸，包括竹子源类腐植酸

(Humic Acid-Like from Bamboo, HALZ)、麦草源类腐植

酸(Humic Acid-Like from Wheatgrass, HALM)、松木源类

腐植酸(Humic Acid-Like from Pine, HALS)及杨木源类

腐植酸(Humic Acid-Like from Poplar, HALY)。

按照 HG/T 3278-87, Q/S THJ02-2003, GB/T 212-91

三个标准分别测定类腐植酸样品中的水溶性腐植酸含

量，黄腐酸含量及含水量。

2.3.2 元素分析

通过Elementar元素分析仪测定四种类腐植酸样品

中的C, H, O, N, S含量。

2.3.3 酸性基团测定

采用离子交换法来测定腐植酸中的总酸性基团、酚

羟基及羧基含量。

总酸性基团的测定(氢氧化钡法)[9]：准确称取50 mg

样品于 50 mL离心管中，加入 10 mL无二氧化碳的 0.1

mol/L NaOH标准溶液充分溶解，再加入 25 mL 0.1 mol/

L的氯化钡溶液，用塞子塞住离心管并振动数分钟后离

心分离，量取上清液 25 mL，并用 0.1 mol/L盐酸标准溶

液做电位滴定，终点为pH=8.4，同时做空白实验。

总酸性基团含量 =
35(V -V0)M

25G
(1)

其中，V为滴定样品时消耗的盐酸标准溶液体积(mL)，V0

为空白试验消耗的盐酸标准溶液体积(mL)，M为盐酸标

准溶液的摩尔浓度(mol/L)，G为样品质量(g)。

羧基含量的测定方法选用乙酸钙法，具体方法为与

总酸性基团的测定方法类似的电位滴定。

酚羟基含量的测定一般使用差减法，即总酸性基团

的测定值减去羧基含量的测定值为酚羟基的含量。

2.3.4 结构测定

紫外光谱采用UV-2802型的紫外分光光度计进行

测定。取0.5 g腐植酸溶于0.1 mol/L氢氧化钠溶液中定

容至 100 mL，用移液管取 2 mL 溶液于 100 mL 容量瓶

中，稀释至刻度线，得到 10 mg/L腐植酸盐溶液，记录其

在465和665 nm处的吸光值，并做空白实验。红外光谱

使用Nicolet iS5 FT-IR光谱仪测定；核磁采用 500 M固

体核磁共振波谱仪测定。

2.3.5 种子萌发试验

用10wt%过氧化氢浸泡15 min，对种子进行消毒处

理，然后用蒸馏水冲洗5次。在培养皿底部放入一张滤

纸，加入2.5 mL配好的不同浓度的类腐植酸溶液(CK为

蒸馏水)，每个培养皿中放入预处理后的籽粒饱满大小

一致的种子20粒，再覆盖一张滤纸，加入2.5 mL溶液润

湿，在黑暗中培养，每隔12 h观察并统计萌发数，及时补

充溶液，保持滤纸湿润，并计算第三天的发芽势及第七

天的发芽率。

种子萌发标准：长粒种子—以幼芽长度达到种子长

径的一半为萌发；圆粒种子—以幼芽长度达到种子的直

径为萌发；发芽势为第n天萌发种子数占种子总数的百

分比；发芽率为总发芽数占种子总数的百分比。

2.3.6 过氧化氢酶的活力检测

缓冲液配制：甲液，称取磷酸氢二钠11.876 g溶于1

L水中；乙液，称取磷酸二氢钾 9.078 g溶于 1 L水中；使

用时，甲、乙液按体积比9:1混合。

过氧化氢酶提取：称取一定量试样(W)放入研钵中，

加少量细砂，量取缓冲液50 mL，先倒出5~10 mL于研钵

中研磨试样，然后倒入锥形瓶中，用剩余的缓冲液洗净

研钵和漏斗，再把洗液倒入锥形瓶内，振摇 2 h后，4000

r/min下离心15 min获得透明提取液。

酶活力测定：摇匀提取液，吸取 20 mL注入锥形瓶

中，加入20 ml水和3 mL 3%过氧化氢溶液，在室温下放

置10 min，加入5 mL 10%硫酸溶液，摇匀，用0.02 mol/L

高锰酸钾溶液滴定剩余的过氧化氢，记下用去的高锰酸

钾溶液体积V1 (mL)。

对照试验：取20 mL缓冲液注入锥形瓶中，加20 mL

水和3 mL 3%的过氧化氢溶液于锥形瓶中，室温下放置

20 min，再加入5 mL 10%的硫酸，摇匀，用0.02 mol/L高

锰酸钾溶液滴定，记下用去的体积V0 (mL)。

过氧化氢酶活性按下式计算：

W

CVV
X

´
´´´-

=
20

5017)( 10
          

 
(2)

式中，X为每克种子在10 min内消耗的过氧化氢毫克数

(mg/g)，17为过氧化氢的当量；C为高锰酸钾溶液的浓度

(mol/L)，50 为酶液总体积(mL)，20 为实验取酶液体积

(mL)，W为实验称取种子重量(g)。

3 结果与讨论

3.1 类腐植酸的组分

4种类腐植酸的组分含量因原料来源不同而存在差

异。由表 1所示，HALS中水溶性腐植酸含量最高，达

70.48%，远高于其他类腐植酸；但其黄腐酸含量却显著

低于HALM和HALZ。进一步分析发现，4种类腐植酸

中黄腐酸含量占总腐植酸含量依次为HALZ>HALM>
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HALY>HALS，其中草本来源的类腐植酸中黄腐酸含量

差异不大，但均显著高于木本来源的两种类腐植酸。

虽然木本原料制得的类腐植酸中水溶性腐植酸的

含量较高，但草本来源的类腐植酸中黄腐酸相对含量显

著高于木本原料。水溶性腐植酸含量及黄腐酸含量都

是衡量腐植酸生理活性的重要指标，含量越高，所具有

的生理活性越高，因此可以推测高水溶性腐植酸含量的

HALS及高黄腐酸含量的HALZ可能都具有很好的生理

活性。

3.2 结构分析及表征

3.2.1 元素分析结果以及酸性基团含量

氢元素与碳元素的原子比H/C是反映腐植酸中芳

香族结构含量的标准，数值大小与芳香族结构的含量成

反比[10,11](表2)，四种类腐植酸的H/C值远大于矿物源腐

植酸，约是矿物源腐植酸的两倍，其中以草本植物为原

料的类腐植酸中H/C比值高于木本为原料的类腐植酸，

表明以草本植物为原料的类腐植酸中的芳香族结构

较少。

同时腐植酸在波长为 465及 665 nm处的吸光度比

值E4/E6也是一个衡量腐植酸芳香化程度及分子量大小

的重要指标[12]，E4/E6与物质芳香化程度及分子量大小成

反比，其与腐植酸表观分子量M的关系[13]为

lg M =-0.0893
E4

E6

+ 5.193 (3)

因此，这五种物质的表观分子量大小为HA<HALS

<HALY<HALZ<HALM。同时分子量的大小也影响着

腐植酸的生理活性，Riebel等[14]在对类腐植酸物质的研

究中发现，类腐植酸中小分子结构不仅容易被作物吸

收，其作为自由基清除剂还具有一定的抗氧化能力，所

以从E4/E6的角度来看，四种类腐植酸中HALS生物活性

可能优于其他三种类腐植酸，但低于矿物源腐植酸。

氧元素与碳元素的原子比O/C是反映腐植酸中含

氧官能团含量的重要参数[15]。四种类腐植酸之间的O/C

比值差异不大且小于矿物源腐植酸，说明这四种类腐植

酸的结构中含氧官能团的含量较接近，但矿物源腐植酸

的含氧官能团含量高于其他几种类腐植酸。

表3是类腐植酸的酸性基团含量的测定结果。类腐

植酸与矿物源腐植酸的酸性基团在组成上具有一定的

相似性，酚羟基的含量均高于羧基含量。但矿物源腐植

酸的总酸性基团的含量及酚羟基含量比类腐植酸高约

两倍，与元素分析中O/C的结果一致。

3.2.2 FT-IR表征

类腐植酸与矿物源腐植酸在傅立叶红外光谱下显

示出典型的腐植酸吸收光谱特征，如图 1所示。5种物

质均在3425 cm-1附近出现宽峰，该峰通常由-O-H键的

伸缩振动产生；在 2927 cm-1附近出现的吸收峰与脂肪

结构上的甲基(-CH3)或亚甲基(-CH2-)中的C-H的伸展

有关，但矿物源腐植酸在该处的吸收峰不明显；在 1720

cm-1处五种物质均存在强信号吸收峰，表明其结构中均

存在羧酸和羰基如酮和醛结构[16]；在1600 cm-1处存在芳

香碳骨架(苯环结构中的C=C及共轭羰基中C=O骨架)

的伸缩振动。

5 种物质的光谱差异主要位于 1600~1000 cm-1区

域。类腐植酸在1500 cm-1附近的高吸收峰是木质素的

特征吸收峰，也为苯环中C=C的振动，说明类腐植酸中

含大量木质素结构，芳香结构较丰富；在1420 cm-1处的

吸收谱带为羧基中O-H的振动；1080~1030 cm-1附近的

信号峰[17-20]说明类腐植酸中有多糖和烯烃、炔烃的存

在。类腐植酸在1262 cm-1处的吸收峰为O-H的拉伸或

羧基中C-O形变；而木本原料的类腐植酸在 1350 cm-1

附近的吸收峰为酚羟基中O-H形变和C-O振动。

综合红外光谱分析结果，四种类腐植酸与矿物源腐

植酸相似的光谱性质反映出它们具有相似的官能团类

表1 类腐植酸的组分

Table 1 Components of HAL

Sample

HALM

HALZ

HALY

HALS

Water-soluble
humic acid/%

56.60

58.41

62.58

70.48

Fulvic acid/%

36.65

37.97

24.32

26.46

Proportion of fulvic acid
in humic acid/%

64.0

64.8

38.9

37.5

表2 类腐植酸及矿物源腐植酸的元素组成及E4/E6

Table 2 Elemental composition and E4/E6 of HAL and HA

Sample

HALM

HALZ

HALY

HALS

HA

Elemental composition/%

C

56.01

53.83

59.08

56.91

50.25

H

6.51

6.39

5.68

5.27

2.62

O

26.77

29.08

27.31

25.97

32.00

N

1.64

1.78

0.11

0.25

0.78

S

0.08

0.05

0.00

0.02

0.03

Atomic ratio

O/C

0.36

0.41

0.35

0.34

0.48

H/C

1.40

1.42

1.15

1.11

0.62

UV

E4/E6

4.462

4.559

5.555

6.642

7.075

表3 类腐植酸及矿物源腐植酸中酸性基团的分布

Table 3 Distributions of acid groups of HAL and HA

Sample

HALM

HALZ

HALY

HALS

HA

Total acid group/
(mmol/g)

3.8356

4.0777

4.2217

3.8583

6.8964

Total carboxyl/
(mmol/g)

1.8349

1.8975

1.9436

1.7413

1.8862

Total phenolic
hydroxyl/(mmol/g)

2.0007

2.1802

2.2781

2.1170

5.0102
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型，但类腐植酸中含较多的碳水化合物、木质素衍生物

及多糖等结构，且木本原料的类腐植酸中酚羟基的含量

高于另外两种类腐植酸。

3.2.3 固体 13C NMR表征

在 13C NMR分析中类腐植酸表现出明显的腐植酸

光谱特征，二者具有相同的化学迁移区间，但光谱峰相

对大小存在差异，如图2所示。根据官能团分布特征，一

般把固体 13C NMR图谱分为5个区域，即脂肪族区域(0~

50)、碳水化合物区域(50~110)、芳香族区域(110~160)、含

羧 基 化 合 物 区 域 (160~190)、含 羰 基 化 合 物 区 域

(190~200)。

五种物质在化学位移为 25, 35~40, 60, 75~80, 120~

130, 150附近均有共振峰，但信号强度有差异，说明其有

相似的碳结构，但含量不同。类腐植酸具有比矿物源腐

植酸更丰富的脂肪族结构，矿物源腐植酸的芳香族 C

(110~160)含量比四种类腐植酸高，与前面元素分析的结

果一致。对于四种类腐植酸，化学位移为25的附近均出

现由脂肪族的甲基碳和亚甲基碳引起的共振峰；化学位

移在 35~40区间出现的共振峰主要是长链脂肪族化合

物中的甲基碳，说明以草本植物制备的类腐植酸中长链

结构更多，且含量均高于矿物源腐植酸；在化学位移为

50~60区域内的强信号表明其中存在大量的木质素结

构，Aguiar等[21]从蚯蚓粪中提取的腐植酸核磁实验中也

发现了类似的结果；在 50~60 范围内的信号强度和在

140~160范围内的信号强度的差异表示了腐植酸中木质

素的比例，四种类腐植酸样品中化学位移在50~60之间

的信号强度明显高于 140~160，表明类腐植酸中木质素

成分较多；50~110的碳水化合物区域一般是由氧和氮取

代的脂族碳产生的共振峰，结合元素分析中氮元素的含

量，可以推断出该共振峰是由氧取代的脂族碳产生的，

即类腐植酸与矿物源腐植酸中均存在木质素衍生物和

碳水化合物，研究发现腐殖质也存在相似结构[21,22]。化

学位移在 120~130区间附近的共振峰是由取代的芳香

碳引起的，化学位移为150的共振峰可能是芳香醚碳、酚

醛碳、氮取代芳香碳[15,23]，表明非木原料(麦草、竹子)脂

肪族结构的含量高于木质原料，但芳香族碳的含量要比

木质原料低。

综上所述，类腐植酸较黄腐酸含有更多的碳水化合

物、木质素衍生物及较少的芳香碳和羧基碳。

3.3 生理活性

为了进一步探究类腐植酸的生理活性，实验选取了

松木及竹子为原料来制备的类腐植酸作为对象，考察其

对小麦种子萌发的影响。

通过使用不同浓度(0, 5, 10, 20, 40, 80, 100 mg/L)的

类腐植酸对小麦种子进行浸种处理后，发现类腐植酸可

以促进小麦种子的萌发，结果如图3所示。36 h时，与对

照组相比，HALZ在浓度为5, 10, 20和40 mg/L条件下显

著提高了小麦种子发芽率，分别提高了 11.59, 18.95,

27.38 和 13.69 个百分点；HALS 在浓度为 10, 20 和 40

mg/L条件下显著提高了小麦种子发芽率，分别提高了

18.88, 20.00 和 30.55 个百分点。当培养时间达到 72 h

时，不同HALZ浓度下小麦种子的发芽率差异不显著。

因而在正常培养情况下，两种类腐植酸均能有效并且安

全的促进小麦种子的提前萌发，但二者提高的效果有所

不同，36 h时，最适浓度下的HALS对小麦种子发芽势的

提升比HALZ提高了 3.17个百分点。与朱辉[24]发现的

黄腐酸含量越高，生理活性越好的结果有所差异，可能

的原因是HALZ的表观分子量远高于HALS的表观分

子量，Duarte等[25]的研究中发现类黄腐酸物质中分子量

大于一定值后，超过的部分因无法穿透生物体的细胞膜

而具有生理惰性，甚至对海洋生物具有致命性，这可能
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图1 矿物源腐植酸和类腐植酸的傅立叶红外光谱

Fig.1 FT-IR analysis of HA and HAL
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图2 矿物源腐植酸和类腐植酸的固体 13C CP-MAS
NMR

Fig.2 Solid-state 13C CP-MAS NMR of HA and HAL
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是导致最终HALS的生理活性高于HALZ的原因。小

麦种子中过氧化氢酶活性的结果(图 4)，也印证了这一

推测，当HALZ的浓度超过40 mg/L时，对小麦种子的过

氧化氢酶活性产生了明显的抑制作用。

4 结 论

通过对四种类腐植酸的化学组分、元素组成及分子

结构进行测定，并与矿物源腐植酸的相应指标进行比

较，最后采用种子萌发实验来考察类腐植酸的生理活

性。得到以下结论：

(1) 组分分析表明，以非木质材料为原料制备得到

的类腐植酸中，黄腐酸的含量要高于木质材料制备的类

腐植酸。

(2) 通过类腐植酸与矿物源腐植酸的元素分析及E4/

E6对比，结果说明类腐植酸的芳香化程度比矿物源腐植

酸高，其中非木原料(麦草、竹子)样品的芳香化程度最

高，分子量更小。

(3) 红外光谱和固体核磁测定结果表明，类腐植酸

与矿物源腐植酸均具有腐植酸特征官能团，且分子结构

非常相似，但类腐植酸中的芳香族结构、木质素衍生物

以及多糖等结构更多，含氧官能团含量较低。

(4) 小麦种子萌发实验结果显示，HALS和HALZ在

浓度 20~40 mg/L区间内显示出良好的促进种子萌发的

能力，但在高浓度下会抑制种子生长。
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图3 HALZ和HALS处理36和72 h时小麦种子的发芽率

Fig.3 Germination rate of wheat seeds treated with HALZ and HALS at 36 and 72 h
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图4 过氧化氢酶活性

Fig.4 Catalase activity of H2O2
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