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摇 摇 摘要: 摇 本研究以加拿大安大略省西南部长期田间定位试验黑土为研究对象,对进行了 29 年传统耕作

(CT83)、29 年免耕(NT83)、传统耕作 14 年后转为免耕(NT97)以及免耕 14 年后转为传统耕作(CT97)的土壤胡敏

酸及其碳、氮含量进行了分析,并运用红外光谱和核磁共振技术对胡敏酸结构进行了研究。 结果表明,随着耕作强

度及年限的增加,土壤胡敏酸及其 C 含量也增加;免耕 14 年又改回传统耕作后胡敏酸及其碳、氮含量均显著提高,
胡敏酸氧化度和芳香度开始增加;29 年免耕土壤的胡敏酸与 15 年免耕土壤相比在烷基碳、羧基碳和乙缩醛基碳含

量中表现出明显差异。 说明,与免耕相比,传统耕作促进了土壤腐殖化程度的提高,使胡敏酸的结构趋于复杂。
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Content and structural features of humic acid in black soil affected by
long鄄term no鄄tillage and conventional tillage
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摇 摇 Abstract:摇 To evaluate the effects of tillage history and changes of tillage practices on the content and structural fea鄄
tures of humic acid (HA), a 29鄄year stationary field experiment was conducted in a black soil field in southwestern
Ontario, Canada. The experiment was designed to have four tillage treatments with different tillage histories, i. e. a 29鄄year
conventional tillage beginning from 1983 (CT83), a 29鄄year no鄄tillage beginning from 1983 (NT83), a 15鄄year no鄄tillage
converted from a 14鄄year conventional tillage (NT97), a 15鄄year conventional tillage converted from a 14鄄year no鄄tillage

(CT97). Soil samples were collected from 0-10 cm soil
depth and the contents of HA, and the carbon (HA鄄C)
and nitrogen (HA鄄N) in HA were determined. Structural
features of HA were analyzed using Fourier鄄transform infra鄄
red spectroscopic (FTIS) and Solid鄄state 13C NMR spec鄄
troscopic methods. The results showed that the contents of
HA and HA鄄C increased with the increase of tillage age
and tillage intensity. When the 14鄄year no鄄tillage was con鄄
verted into conventional tillage, the contents of HA, HA鄄
C, HA鄄N, as well as the oxidizability and aromaticity of
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HA started to increase. The contents of O鄄alkyl鄄C, carboxyl鄄C, and acetal鄄C in HA differed significantly in the soils of
NT83 and NT97. The aromaticity of HA in the soils of NT83, NT97, CT97 and CT83 were 32. 1% , 36. 0% , 46. 1% and
46. 8% , respectively. The contents of microbial decomposition products were 37. 2% , 22. 9% , 21. 0 and 20. 9% in soils
of NT83, NT97, CT97 and CT83, respectively, indicating that microbial activity in soils under long鄄term no鄄tillage is more
active than that under conventional tillage. Accordingly, soil disturbance intensity tended to accelerate the aging of soil
HA. Compared to no鄄tillage, conventional tillage promoted the humification of the soil and the complication of HA struc鄄
ture.
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摇 摇 土壤有机碳(Soil organic carbon,SOC)对土壤性

质和一系列土壤过程至关重要[1鄄3],增加其含量不仅

有助于维持土壤养分和农业可持续发展,而且有利

于降低土壤 CO2排放,减缓温室效应[4]。 在当今全

球气候变化的大背景下,国际社会对农业土壤固定

大气 CO2日益关注,近年来关于农业土壤有机碳含

量及稳定性的研究报道日渐增多,其中不同耕作方

式下农田土壤作为碳“源冶或碳“汇冶的问题是关注

的焦点。 传统耕作(Conventional tillage,CT)方式下

频繁的土壤扰动可致使土壤有机碳矿化或因土壤侵

蚀而流失,最终导致农田土壤成为大气 CO2 的

“源冶 [5]。 20 世纪 60 年代以来,保护性耕作因具有

降低生产投入、保持水土、增加土壤肥力等优势而在

世界许多地区陆续实施[6]。 免耕(No tillage,NT)作
为保护性耕作的极端形式,在 CO2等温室气体含量

不断上升的背景下更是备受关注。 研究结果表明,
保护性耕作能够促进土壤有机碳固定,将 CT 转变

为 NT 是增加农业土壤有机碳的有效措施之一[7鄄8]。
West 和 Marland[9]对美国能源部的数据进行分析后

指出,传统耕作转变为免耕后,美国的土壤固碳速率

约为 300 kg / (hm2·a), C。 Kern 和 Johnson[10] 指

出,虽然由常规耕作转变为免耕并不能固定足够多

的碳来抵消工业燃料燃烧释放的碳量,但 NT 的广

泛应用将对缓解全球气候变化起到非常重要的作

用。 然而,也有大量研究发现,NT 和 CT 相比,并不

能增加土壤有机碳固定[11鄄12]。 NT 对土壤有机碳的

影响机制复杂,其结果会随耕作年限、土壤质地、气
候条件等因子而变化。

另一方面,土壤有机碳的固定不仅包括其含量

的增加,土壤有机碳质量或稳定性是至关重要的评

价指标。 活性的土壤有机碳组分在土壤中稳定性

差、易矿化,且所占比例极低;腐殖质则是土壤有机

碳的最大组成部分,它的形成与转化对土壤肥力、土
壤固碳和环境解毒均有重要意义。 其中,胡敏酸

(Humic acid,HA)又是腐殖质中最活跃的组分,对
土壤结构形成和土壤有机碳含量变化起重要作

用[13]。 国内外学者大多针对不同施肥措施下胡敏

酸的差异展开研究[14鄄16],而对不同耕作管理方式引

起的胡敏酸的变化研究还十分有限。 吕贻忠等[17]

研究发现翻耕、旋耕以及深松等耕作方式下胡敏酸

分子结构中各个基团的含量存在差异。 目前对长期

免耕下胡敏酸的含量和结构特征还了解甚少,仅赵

红等[18]报道了在中国东北黑土上 26 年的 NT 试验

对黑土胡敏酸含量及结构的影响,而对于由 NT 转

变为 CT 后胡敏酸的后续变化更是缺乏研究。
中红外光谱(Mid鄄infrared spectroscopy,MIRS)

技术是通过测量分子对红外光吸收从而得到分子

结构信息的一种检测方法,是土壤有机质特征分

析的一个重要工具。 核磁共振( Nuclear Magnetic
Resonance, NMR)技术也是有机化合物结构研究

中的重要研究手段,用 MIRS 研究腐殖质含氧功能

团特性优于 NMR 光谱,而研究腐殖质结构则往往

需要借助 NMR 技术[19] 。 目前国际上利用 MIRS
进行农业土壤有机质性质如土壤有机碳结构稳定

性的研究是土壤学领域的热点,在中国正处于刚

刚起步且逐渐升温阶段。 分析有机质结构稳定性

最 常 应 用 于 土 壤 腐 殖 质 结 构 特 性 的 研 究。
Gonz觃lez鄄P佴rez 等[20] 利用 NMR 和 MIRS 技术分析

了灰化土剖面的胡敏酸的结构特征,发现随着土

层深度的增加,烷基碳含量增加,而醛基碳、芳香

碳和酚碳含量降低,说明微生物生物量的亚甲基

逐渐富集。 顾志忙等[21]对黑土、红壤、黄棕壤等不

同土壤类型中腐殖酸进行了 MIRS 分析,综合比较

了胡敏酸含量和腐殖化程度的差异。
本研究旨在综合利用 MINS 和 NMR 技术研究

土壤 HA 含量及结构对耕作方式改变的响应,分析

长期免耕对土壤有机碳稳定性的影响,揭示农业管

理措施转变引起的土壤有机碳的变化机制,为客观
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评判保护性耕作和促进土壤有机碳固定提供理论支

持。

1摇 材料与方法

1. 1摇 研究区域与样品采集

长期耕作定位试验小区位于加拿大安大略省西

南部的加拿大农业部 Eugene Whelan 实验站,土壤

类型为 Brookston 壤质粘土,表层 15 cm 土壤砂粒、
粉粒和粘粒所占百分比含量分别为 28% 、35% 和

37% (美国制),土壤 pH 值介于6. 1 ~ 6郾 5。 因为表

层土壤坡度小于 1毅,所以土壤侵蚀和表层土壤淋失

在研究区可以忽略。 耕作试验始于 1983 年秋,每个

小区长 35 m 宽 12 m。 耕作方式有免耕(NT83)和传

统耕作(CT83),为研究耕作方式改变对土壤的影

响,从 1997 年起部分免耕小区改回传统耕作

(CT97),部分传统耕作小区改为免耕(NT97)。 种

植方式为玉米连作和玉米-大豆轮作。 土壤样品于

2012 年秋采集于玉米鄄大豆轮作的玉米种植小区。
采样深度为土壤表层 10 cm,每个耕作处理 4 个重

复。
1. 2摇 胡敏酸(HA)提取与分析

1. 2. 1摇 胡敏酸提取纯化摇 将风干后的土壤样品除

去肉眼可见砾石等杂质,取 500 g 用蒸馏水除去水

溶物和水浮物,用 0郾 1 mol / L NaOH 和 0郾 1 mol / L
Na2P2O7混合液(pH=13)提取 1 h,3 500 r / min离心

15 min,反复提取 3 次。 向上述提取液中加入 0郾 5
mol / L H2SO4调节 pH 为1郾 0 ~ 1郾 5,沉淀即为胡敏酸。
将分离得到的胡敏酸粗组分用 HCl (1 颐 1) 调到

pH=7郾 0,高速离心(8 000 r / min,20 min)去除粘粒,
反复溶解鄄沉淀 2 次。 然后将其放入半透膜中透析,
2 ~ 3 h 换一次水,用 AgNO3检测至出现少量白色沉

淀。 再转入电渗析仪中电渗析,至电流很小并阴极

室无酚酞反应为止。 将纯化完的样品进行旋转蒸发

(50 ~60 益) 至体积很小,转入 50 ml 塑料小烧杯

中,用冷冻干燥机进行冷冻干燥。
1. 2. 2摇 胡敏酸结构特征分析 对提纯的土壤胡敏酸

组分进行中红外光谱和固体13 C鄄NMR 核磁共振测

试。 红外光谱仪器为傅立叶转换红外光谱仪(Bruk鄄
er Optik GmbH, Ettlingen, Germany)。 将样品研磨

至小于 53 滋m,装入进样器并轻轻将表面压平,每个

样品压至相同程度。 测定空白为 KBr 压片,利用仪

器 HTX 探测器测得样品的 MIR 光谱。 扫描 64 次,

分辨率为 2 cm-1,扫描波数范围为500 ~ 4 000 cm-1。
固体13C鄄NMR 光谱测定仪器为德国 Bruker 公司生

产的 AV 400 固体13C 鄄NMR 波普仪,采用交叉极化鄄
魔角旋转 (CP鄄MAS)技术,13C 的共振频率为 100.
57 MHz,魔角自旋频率为 5 KHz,样品的接触时间为

2ms,循环时间为 5 s,数据点为2 048,参考标准为

啄DSS =0。
1. 3摇 数据处理

采用 SAS 9. 0 ( SAS Institute, Cary,NC) 软件

LSD 显著性差异检验进行均值比较和分析,用皮尔

森(Pearson)相关系数进行相关性分析,采用 Sigma鄄
Plot 12. 0 (Systat Software,Inc. ,Chicago,IL,USA)软
件作图。

2摇 结果与分析

2. 1摇 长期免耕及常规耕作下胡敏酸碳(HA鄄C)和
胡敏酸氮(HA鄄N)含量

摇 摇 由表 1 可以看出,4 种耕作处理对胡敏酸含量

以及胡敏酸中碳、氮的含量均产生了不同影响。 其

中胡敏酸含量在 CT83 处理的土壤中为 11. 1 g / kg,
显著高于 NT97 处理、NT83 处理和 CT97 处理(P<
0郾 05),NT97 处理与 CT97 处理没有显著差异,而
NT83 处理的胡敏酸碳含量则显著低于其他 3 种耕

作处理,比 CT83 处理低 23. 3% ,可见长期免耕不利

于胡敏酸的形成。 不同耕作方式下土壤中胡敏酸碳

含量与胡敏酸含量差异呈现类似趋势,即 HA鄄C 含

量 CT83 处理最高而 NT83 处理最低,不同的是,
NT83 处理的土壤中 HA鄄C 含量和 NT97 没有显著性

差异(P> 0郾 05);与 CT83 处理相比,CT97 处理对

HA鄄N 以及对胡敏酸中 C 和 N 百分含量均没有产生

明显影响(P>0郾 05),但显著增加了胡敏酸及胡敏酸

碳含量;而与 NT83 处理相比, CT97 处理的土壤胡

敏酸及其碳含量均显著提高(P<0郾 05)。 这与 Mar鄄
tins 等[22] 的研究结果一致。 究其原因,一方面,免
耕下每年大量秸秆还田,植物残体归还数量高于其

代谢变化容量,可导致有机物质的强新陈代谢[23],
从而使有机质形成的脂肪化合物含量较高,半醌类

自由基含量低,芳香碳含量低[24]。 传统耕作与之相

反,作物秸秆收获导致输入土壤的新鲜物料减少,从
而使得土壤的腐殖化程度较高;传统耕作下频繁的

土壤扰动加剧了活性有机碳的分解矿化[25],也是造

成其土壤腐殖化程度较高的重要原因之一。
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表 1摇 不同耕作方式下土壤胡敏酸及其碳、氮素含量

Table 1摇 Content of humic acid and its carbon and nitrogen concentrations in soils under different tillage managements in southwestern
Ontario,Canada

耕作方式 HA 含量
(g / kg,干土)

HA鄄C 含量
(g / kg,干土)

HA鄄N 含量
(g / kg,干土)

HA 含碳百分比
(% )

HA 含氮百分比
(% )

NT83 8. 52c 3. 93c 0. 37b 46. 1b 4. 33a

NT97 9. 13b 4. 31bc 0. 39b 47. 2ab 4. 27a

CT97 9. 43b 4. 63b 0. 42ab 49. 1a 4. 41a

CT83 11. 1a 5. 79a 0. 48a 52. 0a 4. 29a

同一列不同小写字母表示在 0. 05 水平上有显著差异。 NT83 表示 1983 年开始免耕试验;NT97 表示 1983 年开始传统耕作试验 1997 年改为免
耕;CT83 表示 1983 年开始传统耕作试验;CT97 表示 1983 年开始免耕试验 1997 年改回传统耕作。

2. 2摇 长期免耕及常规耕作下胡敏酸结构稳定性

特征

摇 摇 从图 1 可知,不同耕作处理下土壤胡敏酸在

3 300 cm-1(N鄄H 和 O鄄H 伸缩振动)、2 930 cm-1( >
CH2和鄄CH3基团中 C鄄H 键反对称伸缩振动)、2 610
cm-1(羧基的 C鄄O 对称伸缩振动)、1 725 cm-1(>C =
O 的伸缩振动)、1 270 cm-1(羧基中 C鄄O 伸缩和O鄄H
变形振动及醚类芳基伸缩振动)以及 830 cm-1(芳香

C鄄H 平面弯曲振动)处的吸收峰明显[26鄄28],说明各

耕作 处 理 下 土 壤 胡 敏 酸 基 本 结 构 较 为 一 致。
3 000 ~ 3 600 cm-1处的宽吸收带面积表现为 CT83
与 CT97 明显大于 NT97 与 NT83,说明前者的聚

合鄄OH含量高于后者[29]。 2 610 cm-1、1 725 cm-1、
1 270 cm-1以及 830 cm-1处吸收带也表现为随耕作

强度增加, 吸收强度增加的趋势 (CT83> CT97>
NT97>NT83),可见胡敏酸氧化程度和芳香度随耕

作扰动强度的增加而增加,长期免耕使土壤胡敏酸

氧化度和芳香度趋于降低。 吕贻忠等[17] 通过黑土

胡敏酸的红外光谱分析结果表明,翻耕处理下黑土

胡敏酸的芳香化程度高于保护性耕作,且保护性耕

作下胡敏酸的脂肪性支链增加可改变腐殖酸亲水性

能,并指出土壤腐殖质结构的演变将对土壤肥力产

生重要影响,有必要利用其他光谱手段更深入地揭

示不同耕作措施对土壤腐殖质结构的影响。
摇 摇 因此,为了更为精确地研究不同耕作方式对胡

敏酸结构特征的影响,我们借助13C鄄NMR 方法对其

各官能团吸收强度进行了分析(图 2)。 不同耕作处

理下土壤胡敏酸的核磁共振谱图可分为烷基碳

(啄0鄄45)、甲氧基碳(啄45鄄65)、烷氧碳(啄65鄄90)、乙缩

各处理见表 1 注。
图 1摇 不同耕作方式下土壤胡敏酸中红外光谱

Fig. 1摇 MIR spectra of humic acid in soils under different till鄄
age managements

醛基碳 ( 啄90鄄110 )、 芳香 碳 ( 啄110鄄145 )、 酚 氧 碳

(啄145鄄160)和羧基碳(啄160鄄185)7 个共振区域,其
中乙缩醛基碳(啄90鄄110)和酚氧碳(啄145鄄160)的共

振信号相对不明显。
摇 摇 进一步对各区域出现的位移信号进行计算

(表 2)可知,NT97 处理和 NT83 处理的土壤胡

敏酸不同有机功能团的相对含量大小为:烷基

碳、甲氧基碳和烷氧基碳含量明显高于乙缩醛

基碳、芳香碳、酚氧碳和羧基碳。 NT83 处理的

烷基碳和甲氧基碳含量显著高于 CT97 处理和

CT83 处理,其芳香碳和酚氧碳的含量则显著低

于 CT97 处理和 CT83 处理 ( P< 0郾 05 ) 。 NT83
处理与 NT97 处理土壤胡敏酸在烷基碳、羧基碳

和乙 缩 醛 基 碳 含 量 中 表 现 出 明 显 差 异。 与
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各处理见表 1 注。

图 2摇 长期免耕和常规耕作下土壤胡敏酸的13C鄄NMR 谱图

Fig. 2摇 13C鄄NMR spectra of HA in soils under long鄄term no tillage and conventional tillage

NT83 相比,CT97 处理的土壤胡敏酸中除烷氧

基碳外,其他官能团含量均发生了显著变化,脂
肪族碳含量大幅度降低而芳香碳比例显著增

加。 本研究结果不同于申艳 [30] 在中国东北黑

土上的研究结果,其原因可能是其所研究的土

壤为短期免耕,耕作方式对胡敏酸结构造成的

影响还 没 有 开 始 显 现。 NT83、 NT97、 CT97 和

CT83 下胡敏酸芳香度分别为 32 . 1% 、36 . 0% 、
46 . 1% 和 46 . 8% ,即长期免耕下胡敏酸芳香度

显著低于长期传统耕作,而脂化度则相反。 这

说明耕作扰动加速了土壤腐殖质的缩合和氧

化,使土壤胡敏酸老化,结构变得复杂,脂族性

下降,芳香性增加,这与孙本华等 [31] 的研究结

论一致。
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表 2摇 长期免耕和常规耕作下土壤胡敏酸不同官能团碳的相对含量

Table 2摇 Relative contents of carbon functional groups of HA in soils under long鄄term no tillage and conventional tillage

官能团 共振区域(ppm)
官能团碳相对含量(% )

NT83 NT97 CT97 CT83

烷基碳 0 ~ 45 24. 1a 19. 3b 14. 1c 13. 1c

甲氧基碳 45 ~ 65 18. 6a 15. 3ab 11. 4b 12. 5b

烷氧基碳 65 ~ 90 19. 5a 23. 2a 24. 5a 22. 8a

乙缩醛基碳 90 ~ 110 6. 3b 12. 1a 11. 4a 6. 8b

芳香碳 110 ~ 145 10. 7b 12. 1b 21. 4a 25. 9a

酚氧碳 145 ~ 160 7. 7b 10. 3a 10. 1a 11. 9a

羧基碳 160 ~ 185 13. 1a 7. 6b 6. 8b 7. 8b

芳香度% - 32. 1b 36. 0b 46. 1a 46. 8a

脂化度% - 67. 9a 64. 0a 53. 9b 53. 2b
各处理见表 1 注。 芳香度=(芳香碳+酚氧碳)伊100 / (烷基碳+甲氧基碳+烷氧基碳+乙缩醛基碳+芳香碳+酚氧碳); 脂化度 = 100鄄芳香度;同一
行不同小写字母表示不同耕作方式之间在 0. 05 水平上有显著差异。

摇 摇 NT83 中微生物分解后的产物(烷基碳和羧基

碳)占 37郾 2% ,木质素(芳香碳、酚基碳)占 18郾 4% ,
碳水化合物(包括甲氧基碳、烷氧碳和乙缩醛基碳)
占 44郾 4% ,可见土壤胡敏酸是以碳水化合物结构为

核心形成的。 NT83、NT97、CT97 和 CT83 处理下胡

敏酸微生物分解产物含量分别为 37郾 2% 、22郾 9% 、
21郾 0 和 20郾 9% ,表明长期免耕下微生物分解后的产

物显著高于传统耕作,且随耕作强度增加其含量逐

渐降低,这说明长期免耕下微生物活动明显比传统

耕作活跃,耕作扰动降低了微生物的活性。 NT83、
NT97、CT97 和 CT83 下胡敏酸木质素含量所占的比

例分别为 18郾 4% 、26郾 4% 、31郾 6%和 36郾 9% ,可见随

着耕作强度的增加,微生物分解产物有向木质素转

化的趋势。

3摇 结 论

耕作年限与耕作方式对土壤中胡敏酸及胡敏酸

碳产生重要影响。 随着耕作强度或耕作年限的增

加,土壤中胡敏酸及胡敏酸碳也增加,与 NT83 相

比,NT97 土壤胡敏酸含量显著提高。 与免耕相比,
传统耕作促进了土壤腐殖化程度的提高。 胡敏酸氧

化程度和芳香度亦随耕作扰动强度的增加而增加,
长期免耕使土壤胡敏酸氧化度和芳香度趋于降低,
免耕转变为传统耕作后,胡敏酸氧化度和芳香度开

始增加。 土壤胡敏酸烷基碳和羧基碳含量随免耕年

限增长而增加。 长期免耕下微生物分解后的产物显

著高于传统耕作。 以上结果说明,耕作扰动提高了

土壤的腐殖化程度,加速了土壤胡敏酸的缩合和氧

化,使土壤胡敏酸老化,结构趋于复杂,而免耕则有

助于提高土壤微生物活性,并使土壤胡敏酸脂族性

提高。
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