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摘要：【目的】研究连作玉米农田长期施用有机肥（猪粪）对黑土胡敏素（HM）结构特征的影响，比较不同

施肥量和施肥年限间的差异，为阐明 HM 在土壤肥力上的作用提供理论依据。【方法】以 1980 年建立的国家黑土肥

力与肥料效益监测基地的长期肥料试验为平台，采集定位 12 年和 25 年的 3个试验处理（①不施肥 CK；②施低量

有机肥，施猪粪 30 t·hm-2·a-1
；③施高量有机肥，施猪粪 60 t·hm-2·a-1

）土样，在 NaOH-Na4P2O7分离和 HF-HCl 脱灰处

理的基础上，应用固态
13
C 交叉极化魔角自旋核磁共振（

13
C CPMAS NMR）方法对 HM 进行结构表征。【结果】与不施

肥相比，施用有机肥后 HM 的有机碳含量增加，烷基 C比例增加，烷氧 C和芳香 C比例下降，烷基 C/烷氧 C、脂族

C/芳香 C和疏水 C/亲水 C比值增加，上述规律性随有机肥施用量的提高和施用年限的延长表现得更加明显。不施

肥处理随年限延长，HM 的有机碳含量降低，而烷基 C、烷氧 C和芳香 C 比例以及烷基 C/烷氧 C、脂族 C/芳香 C和

疏水 C/亲水 C 比值均表现出与施肥处理相同的变化规律，但其变化幅度小于施肥处理。【结论】长期施用有机肥

使土壤 HM 的结构向着烷基化和疏水性程度增加的方向发展，这对于土壤肥力的保持是有利的。 

关键词：胡敏素；黑土；长期施肥试验；有机肥；固态
13
C 核磁共振 
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Abstract: 【Objective】 In order to provide a theoretical basis for illustrating the role of humin (HM) in soil fertility, the 
structural characteristics of HM were studied after long-term application of organic fertilizer (pig manure) under continuous 
cultivation of corn in agricultural black soil, and the structural difference of HM was compared between different dosage and 
duration of organic fertilizer applied. 【Method】 The experiment was carried out based on a long-term fertilizer experiment of 
“Black Soil Fertility and Fertilizer Efficiency Long Term Monitoring Base (founded in 1980)” at Gongzhuling, Jilin Province, China. 
Soil (0-20 cm) was sampled at 1992 and 2005, respectively. The treatments included: CK (no fertilizer), O1 (low level of organic 
fertilizer at a dosage of 30 t·hm-2·a-1) and O2 (high level of organic fertilizer at a dosage of 60 t·hm-2·a-1). Soil HM were separated 
with NaOH-Na4P2O7 mixture, and then dashed with HF-HCl mixture. Solid state 13C cross polarization magic angle spinning nuclear 
magnetic resonance (13C CPMAS NMR) spectroscopy was used to characterize the chemical structure of the HM isolates. 【Result】 
Compared with CK, the organic carbon contents of HM increased after application of organic fertilizer; alkyl C also increased while 
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O-alkyl C and aromatic C decreased; the ratios of alkyl C/ O-alkyl C, aliphatic C/ aromatic C and hydrophobic C/hydrophilic C all 
increased. The above change tendency was more obvious with the increase in the dosage and the duration of organic fertilizer applied. 
With the prolonged duration for the CK treatment, the organic carbon content of HM decreased. And the change tendency of alkyl C, 
O-alkyl C, aromatic C, alkyl C/ O-alkyl C ratio, aliphatic C/ aromatic C ratio and hydrophobic C/hydrophilic C ratio of HM from CK 
were all identical with that of HM from O1 and O2 with duration, but the change extents of theirs were lower in the CK treatment. 
【Conclusion】The long-term application of organic fertilizer makes the HM structure tend to become more alkyl and hydrophobic, 
and thus is beneficial for maintaining soil fertility. 

Key words: humin; black soil; long-term fertilization experiment; organic manure; solid-state 13C NMR 
 

0  引言 

【研究意义】土壤有机质是土壤质量和健康的核

心[1]，作为其主体的腐殖物质在土壤肥力、生态环境

和地球化学循环等方面都发挥着重要作用[2]，而这些

作用又与腐殖物质本身的结构组成密切相关[3]。在土

壤腐殖物质三组分即胡敏酸（HA）、富啡酸（FA）

和胡敏素（HM）中，HM 是与无机矿物紧密结合[4]、

在任何 pH 条件的水溶液中都不溶解的腐殖物质组  
分[5]。尽管 HM 占土壤有机碳、有机氮的绝大部分，

并且在土壤肥力上发挥着重要作用[5-6]，但由于其本身

不仅是化学结构十分复杂、组成很不均一的高分子有

机化合物，而且在整体上具有相当大的非溶解性，这

使得其研究比 HA、FA 更加困难，因此目前对于 HM
结构组成的认识还十分有限。土壤培肥是提高土壤生

产力和保障农业可持续发展的重要措施，研究长期施

肥条件下土壤 HM 结构组成的变化，对于深入认识其

肥力作用以及培肥机理都具有重要意义。【前人研究

进展】关于长期施肥对土壤 HM 结构特征的影响，目

前仅见一篇报道，即 Preston 等[7]利用固态 13C 交叉极

化魔角自旋核磁共振（13C CPMAS NMR）方法，研究

了长期施用化学氮肥对种植树木的森林土壤 HM 结构

特征的影响。【本研究切入点】长期施用有机肥对土

壤 HM 结构特征的影响，目前尚未见报道。【拟解决

的关键问题】以国家黑土肥力与肥料效益监测基地为

平台，应用固态 13C CPMAS NMR 方法，研究长期施

用有机肥对种植玉米的农田土壤 HM 结构特征的影

响，为阐明其肥力作用和培肥机理提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验地点位于吉林省公主岭市的吉林省农业科学

院国家黑土肥力与肥料效益监测基地（43º30′23″ N，

124º48′33.9″ E，220 m a.s.l.）。土壤类型为发育于黄

土母质上的中层黑土，相当于美国系统分类制中的黏

化黑软土（Argaltoll）。长期定位试验从 1980 年开始，

试验前土壤（0～20 cm）的基本性质如下：有机质 28.1 
g·kg-1，全氮 1.87 g·kg-1，全磷 0.60 g·kg-1，全钾 16.5 g·kg-1，

碱解氮 124 mg·kg-1，速效磷 9.13 mg·kg-1，速效钾 121 
mg·kg-1。选取 3 个试验处理即 CK、O1 和 O2，其中

CK 为不施肥，O1 为每年施猪粪 30 t·hm-2，O2 为每年

施猪粪 60 t·hm-2。猪粪全部做底肥，于春播前撒施地表。

试验小区面积为 100 m2，3 次重复，随机排列，供试作

物为玉米。采样时间为 1992 年 5 月 1 日（定位 12 年）

和 2005 年 4 月 21 日（定位 25 年），深度为 0～20 cm。 
1.2  方法 

1.2.1  土壤HM的分离和纯化方法  称取风干土样10 g
于塑料离心管中，加入 80 ml 蒸馏水，（25±2）℃振

荡 12 h，取出后于 3 500 r/min 离心 15 min，弃去上清

液，按此方法重复处理土样 2 次。接着加入 80 ml 0.025 
mol·L-1 H2SO4，也按同样方法重复处理土样 2 次。然

后再加入 80 ml 含 5% Na2SO4·10H2O 的 0.1 mol·L-1 
NaOH-0.1 mol·L-1 Na4P2O7混合液，仍用上述相同方法

重复处理土样 8 次，直至碱提取液颜色很淡时为止，

离心管中的剩余残渣即为HM。将此HM依次用 0.5%、

2.5%、5%、10%、20%、30%和 40%（体积分数）的

HF-HCl 混合液处理 7、7、11、6、4、2 和 1 次，最后

用蒸馏水洗至无 Cl-反应（AgNO3检验），冷冻干燥，

磨细过 0.1 mm 筛。 
1.2.2  土壤 HM 的分析方法  有机碳含量用元素分析

仪（Elementar Vario EL Ⅲ）测定，灰分含量在 750℃
加热 3 h 测定。固态 13C 核磁共振波谱用瑞士 Bruker 
AV400 型核磁共振仪测定，采用交叉极化魔角自旋

（CPMAS）技术，13C 共振频率为 100.57 MHz，魔角

自旋频率为 5 kHz，接触时间为 2 ms，采样时间为 34 
ms，循环延迟时间为 5 s，数据点为 2 048 个，化学位

移用外标 2，2-二甲基-2-硅戊烷-5-磺酸钠（DSS）校

正，积分面积由仪器自动给出，各类型碳相对含量用

某化学位移区间积分面积占总积分面积的百分数表

示，旋转边带按 Conte 等[8]的方法修正。 
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2  结果与分析 

2.1  HM 的化学分析 

由表 1 可见，采用本研究的方法，所得 HM 的灰

分含量为 214.0～466.1 g·kg-1，质量提取率为 0.49%～

1.08%，有机碳含量为 345.3～514.4 g·kg-1（HF-HCl

处理后）和 4.11～10.8 g·kg-1（HF-HCl 处理前），有

机碳回收率为 41.2%～53.2%。 
与不施肥相比，施用有机肥后 HM 的灰分含量降

低，质量提取率和有机碳含量增加。随有机肥施用量

的提高和施用年限的延长，上述规律性通常表现得更

加明显，而不施肥处理则随年限延长呈相反的变化。

 

表 1  土壤 HM 的灰分含量、质量提取率、有机碳含量和有机碳回收率 

Table 1  Ash content, mass extraction rate, organic carbon (OC) content, and OC recovery rate of soil HM samples 
处理 
Treatment 

灰分 
Ash (g·kg-1) 

质量提取率 
Mass extraction rate 

(%) 

HF-HCl 处理后有机碳 
OC after HF-HCl treatment 

(g·kg-1) 

HF-HCl 处理前有机碳 
OC before HF-HCl treatment 

(g·kg-1) 

有机碳回收率 
OC recovery rate 

(%) 

1992      

CK 349.0 0.86 430.4 6.96 53.2 

O1 315.0 0.97 464.4 9.86 45.7 

O2 285.3 0.90 494.1 8.84 49.4 

2005      

CK 466.1 0.49 345.3 4.11 41.2 

O1 257.2 1.04 503.0 10.8 48.4 

O2 214.0 1.08 514.4 10.5 52.9 

有机碳回收率=[（质量提取率×HF-HCl 处理后的 HM 有机碳）/HF-HCl 处理前的 HM 有机碳]×100 

OC recovery rate=[(mass extraction rate×OC of HM after HF-HCl treatment)/OC of HM before HF-HCl treatment]×100 
 

2.2  HM 的固态 13C 核磁共振波谱分析 

下图为 HM 的固态 13C CPMAS NMR 波谱，可划

分为 4 个主要的共振区，即烷基 C 区（0～50 ppm）、

烷氧 C 区（50～110 ppm）、芳香 C 区（110～160 ppm）

和羰基 C 区（160～200 ppm）。各共振区的主要吸收

峰及其归属如下：烷基 C 区中，可以在 21～22、25～
26、31、33 和 43～44 ppm 观察到吸收峰，它们分别

为与芳环相连的 CH3、CH2、无定型（CH2）n长链 C、
晶型（CH2）n长链 C 和支链烷基 C[9]，其中以 25～26 
ppm 的吸收峰最为明显；烷氧 C 区中，54～55 ppm 为

甲氧基 C 的吸收，61～62、72～75、83～87 ppm 为碳

水化合物 C 的吸收，103～105 ppm 为双烷氧 C 的吸

收[10-11]，其中 61～62 和 72～75 ppm 又可分别归属为

碳水化合物中伯醇和仲醇基C的吸收[12]；芳香C区中， 
 

  
 

图  土壤 HM 的
13
C CPMAS NMR 波谱图 

Fig.  13C CPMAS NMR spectra of soil HM samples 
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128～132 ppm 主要是被羧基或羧甲基取代的芳香 C
以及与 O、N 等取代基间位的连 H 芳香 C 的吸收[12]，

而 150 ppm 附近的小吸收峰则为酚基 C 的信号；羰基

C 区中，主要的信号出现在 170～172 ppm，为羧酸、

酯和酰胺 C 的吸收[12]。另外，在 211～213 ppm 也观

察到有信号存在，主要是由羰基 C 产生的旋转边带的

吸收，而脂族 C 和芳香 C 对于旋转边带的贡献通常可

以忽略不计[13-14]。 
尽管 13C CPMAS NMR 波谱由于一些技术上的原

因（如不同类型 C 的 CP 效率不同以及自旋边带的影

响等等）在定量方面尚存在困难，但用于腐殖物质组

分中不同类型 C 的半定量比较被证明是可行的[11]。由

表 2 可见，土壤 HM 中烷基 C 的平均比例（48.9%）

最高，其次为烷氧 C（23.1%）和羰基 C（19.2%），

而芳香 C 的平均比例（8.74%）最低。与不施肥相比，

施用有机肥后 HM 中烷基 C 的比例增加，烷氧 C 和芳

香 C 的比例降低，羰基 C 的比例总体呈增加趋势。随

有机肥施用量的提高，HM 中烷基 C 的比例增加，烷

氧 C 和芳香 C 的比例降低，羰基 C 的比例在定位 12
年时有所降低而定位 25 年时则增加。与施肥 12 年时

相比，施肥 25 年时 HM 的烷基 C 比例较高，烷氧 C
和芳香 C 比例较低，羰基 C 比例当施低量有机肥时下

降而施高量有机肥时则增加；不施肥处理随年限延长，

HM 中烷基 C、烷氧 C 和芳香 C 的比例也表现出与施

有机肥处理相同的变化规律，同时羰基 C 的比例略有

降低，但烷基 C、烷氧 C 和芳香 C 的变化幅度（分别

为 35.4%、12.1%和 52.8%）都小于施有机肥处理的变

化幅度（分别为 53.5%～42.2%、29.3%～64.4%和

63.3%～87.9%）。 
上述不同类型 C 相对比例的变化，导致 HM 的脂

族 C/芳香 C、烷基 C/烷氧 C 和疏水 C/亲水 C 比值也

产生了规律性的变化。从表 2 可以看到，与不施肥相

比，施用有机肥后 HM 的脂族 C/芳香 C、烷基 C/烷氧

C 和疏水 C/亲水 C 比值均增加，同时随有机肥施用量

的提高和施用年限的延长进一步增加。不施肥处理随

年限延长，HM 的脂族 C/芳香 C、烷基 C/烷氧 C 和疏

水C/亲水C比值也表现出与施有机肥处理相同的变化

规律，但它们的增加幅度（分别为 140.0%、53.6%和

18.6%）都小于施有机肥处理的增加幅度（分别为

226.6%～767.2%、117.4%～299.5%和 57.7%～67.9%）。

 
表 2  土壤 HM 中不同类型 C 的分布 

Table 2  Distribution of different C types from 13C CPMAS NMR spectra of soil HM samples 

处理 
Treatment 

烷基 C 
Alkyl C 

(%) 

烷氧 C 
O-alkyl C 

(%) 

芳香 C 
Aromatic C 

(%) 

羰基 C 
Carbonyl C

(%) 

脂族 C/芳香 C 
Aliphatic C/Aromatic C

烷基 C/烷氧 C 
Alkyl C/O-alkyl C 

疏水 C/亲水 C 
Hydrophobic C/Hydrophilic C

1992        

CK 35.0 31.3 15.6 18.1 4.25 1.12 1.02 

O1 38.9 27.0 13.3 20.8 4.96 1.44 1.09 

O2 46.4 25.0 10.1 18.6 7.08 1.86 1.30 

2005        

CK 47.4 27.5 7.36 17.7 10.2 1.72 1.21 

O1 59.7 19.1 4.88 16.3 16.2 3.13 1.83 

O2 66.0 8.89 1.22 23.8 61.4 7.43 2.05 

均值 Mean 48.9 23.1 8.74 19.2 17.3 2.78 1.42 

脂族 C/芳香 C=（烷基 C+烷氧 C）/芳香 C；疏水 C/亲水 C=(烷基 C+芳香 C)/(烷氧 C+羰基 C) 
Aliphatic C/Aromatic C= (Alkyl C+O-alkyl C)/Aromatic C; Hydrophobic C/Hydrophilic C= (Alkyl C+Aromatic C)/(O-alkyl C+ Carbonyl C) 

 

3  讨论 

3.1  长期施用有机肥对土壤 HM 化学特征的影响 

表 1 中，与不施肥相比，施用有机肥后土壤 HM
的有机碳含量增加，说明施用有机肥有利于 HM 的形

成和积累，这与已有的研究结果一致[15-16]。另外，在

相同的提取条件下，施用有机肥后 HM 的灰分含量较

低，说明施用有机肥使土壤中形成了更多有机形态的

HM，HF-HCl 处理后 HM 有机碳含量和质量提取率的

增加也证实了这一点。 
虽然使用 HF-HCl 有可能改变 HM 的结构组成，

但这一处理对于降低灰分含量以及富集有机碳，进而
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提高 13C NMR 分析时的分辨率是十分必要的[17]，因此

也是目前最普遍采用的纯化 HM 的方法。从表 1 看到，

真正以有机形态存在的 HM 的数量是很少的，在本试

验条件下的质量提取率平均仅约为 0.89%。同时，尽

管经过了反复的 HF-HCl 处理，HM 的灰分含量仍在

200 g·kg-1以上，而且纯化过程导致 HM 中部分有机碳

的损失，应用本方法的有机碳回收率为 41.2%～

53.2%。而 Preston 等[7]研究中的贫有机态和富有机态

HM 组分（粗 HM 经 HF 处理后的两种物理分组组分）

的有机碳回收率分别为 14.2%～60.2%和 10.9%～

60.3%，回收率的差异可能与 HF 的处理浓度不同有

关，通常更浓的 HF 导致更低的有机碳回收率[7,18]。但

使用低浓度 HF 处理的不利之处在于，难以有效去除

HM 中的无机矿物，所获得的 HM 仍然具有很高的灰

分含量，如 Preston 等[7]用 3.5% HF 处理后，即使富有

机态 HM 部分的有机碳含量也仅为 13.9～55.5 g·kg-1，

而本研究中则达到了 345.3～514.4 g·kg-1，从而保证了

核磁共振谱图具有更高的分辨率。然而也有研究表明，

不同浓度 HF 对土壤有机碳损失的影响不显著[19]。总

的来看，HM 难于纯化确实是限制其研究的主要原因

之一，寻找更为有效的处理方法仍然是今后 HM 研究

的重要内容。 
3.2  长期施用有机肥对土壤 HM 结构特征的影响 

典型的 HM 包含有烷基 C、烷氧 C、双烷氧 C、
芳香 C 以及羧酸、酯和酰胺 C[7]。本研究的 13C CPMAS 
NMR 波谱（图）显示，黑土 HM 也具有上述典型 HM
的结构特征，其中 26 ppm 处的强吸收峰表明 HM 烷

基结构中含有较多的 CH2官能团。 
脂族C/芳香C比值可以用来反映腐殖物质分子结

构的复杂程度，该比值越高表明腐殖物质中芳香核结

构越少、脂肪族侧链越多、缩合程度越低，分子结构

越简单。本研究中 HM 脂族 C/芳香 C 比值的变化（表

2）表明，长期施用有机肥使 HM 的脂族性增强、芳

香性降低，分子结构趋于简单化。 
烷基C/烷氧C比值反映了腐殖物质烷基化程度的

高低。一般认为，烷基 C 来源于植物生物聚合物（如

角质、木栓质、蜡质）和微生物代谢产物，是难以降

解的稳定有机碳组分[12,20]，而烷氧C 则相对易于分解[12]，

因此通常用烷基C/烷氧C比值作为有机碳分解程度的

指标[20]。本研究中烷基 C/烷氧 C 比值的变化（表 2）
表明，与不施肥相比，施用有机肥后 HM 的烷基化程

度增加，有机碳分解程度较高，难分解有机碳的比例

增多，其原因可能是由于有机肥的增产作用使得更多

的作物残体进入土壤，提高了土壤微生物活性，对 HM
中烷氧 C 的利用程度增加，使烷基 C 相对富集，导致

烷基 C/烷氧 C 比值增加，从而有助于提高土壤有机碳

的稳定性。看来，对于本身就比较稳定的 HM 组分而

言，有机肥施用进一步提高了其稳定性。HM 中烷基

C/烷氧 C 比值的增加，虽然不利于土壤肥力的进一步

发挥，但对于土壤肥力的保持是有利的。Preston 等[7]

的研究表明，长期施用氮肥使土壤 HM 的烷基 C/烷氧

C 比值降低，这说明施用氮肥可能降低了土壤有机碳

的稳定性，但也可能与 HM 的分离方法、土壤类型等

不同有关。 
疏水C/亲水C比值能够反映腐殖物质疏水程度的

大小，与土壤有机碳和团聚体的稳定性密切相关，通

常该比值越大则土壤有机碳和团聚体的稳定性也越 
高[21-22]；另外，还有研究认为该比值与腐殖物质本身

的生理活性有关[23]。本研究中 HM 疏水 C/亲水 C 比

值的变化（表 2）表明，长期施用有机肥导致其疏水

程度增加，土壤有机碳和团聚体稳定性增强，与上述

烷基 C/烷氧 C 比值所反映的规律性一致。由于紧结合

态有机质[24]或 HM[22]主要控制小粒级微团聚体的形

成，因此可以认为施用有机肥对于提高小粒级微团聚

体的稳定性是有利的，而微团聚体中有机碳的转化率

低[25]可能也与 HM 的高稳定性有着直接的关系。 

4  结论 

4.1  与不施肥相比，施用有机肥后 HM 的有机碳含

量增加，烷基化程度提高，疏水程度增强，分子结构

趋于简单，并随有机肥施用量和施用年限延长表现得

更加明显，这对于增强土壤有机碳和团聚体的稳定性

是有利的，从而有利于土壤肥力的保持。 
4.2  不施肥处理随年限延长，HM 的有机碳含量降

低，烷基化程度和疏水程度的变化与施有机肥处理相

同，同时分子结构也趋于简单，但相应的变化幅度小于

施有机肥处理。 
 
致谢：感谢中国科学院长春应用化学研究所景凤英老师

在固态
13
C 核磁共振测定上给予的帮助。 
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