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摘要：以受季节性冻融过程影响显著的辽宁省棕壤和暗棕壤为研究对象，考察了冻结温度、融化温度、冻结时间和冻融次数对土壤中溶解性有

机物（ＤＯＭ）的光谱学特性的影响．结果表明：冻融处理条件下土壤中的溶解性有机碳（ＤＯＣ）含量、波长 ２５４ ｎｍ 处的紫外吸光度（ ＵＶ⁃２５４）和单

位浓度 ＤＯＣ 的紫外吸收值（ＳＵＶＡ）的变化规律相似，均随冷冻和融化温度的升高而增大，随冷冻时间的延长先减小后增大，随冻融次数的增多

而减小．冻融作用使 ＤＯＭ 的腐殖化程度提高，分子量减小．随着冷冻时间的延长，ＤＯＭ 中类富里酸荧光物质和类腐殖酸荧光物质的含量先减少

后增多；随着冻融次数的增多，ＤＯＭ 中荧光物质的含量逐渐减少．研究成果对于准确掌握冻融条件下土壤中 ＤＯＭ 的变化规律，以及实施有效

的土壤生态环境和地表水流域环境管理具有重要的理论意义和实用价值．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

溶解性有机物（Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ Ｏｒｇａｎｉｃ Ｍａｔｔｅｒ， ＤＯＭ）
是陆地生态系统中极为活跃的有机组分，是土壤圈

层与相关圈层（如生物圈、大气圈、水圈和岩石圈）
发生物质交换的重要形式，也是影响土壤形成、矿
物风化和污染物迁移的重要因素之一，在碳、氮、磷
和硫等营养元素的地球生物化学过程、成土过程、
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微生物的生长代谢过程、土壤有机质分解过程及土

壤中污染物的迁移中有重要作用（刘微等，２０１１）．它
还影响环境的酸碱特性、营养物质的有效性、污染

物质的环境行为特性（如污染物质的毒性、迁移转

化特性及生物可降解性等） （陈同斌等，１９９８）；同
时，ＤＯＭ 与水体富营养化及温室气体的排放也有着

密切的联系（沈宏等，１９９９）．ＤＯＭ 在土壤中的动态

变化不但与其来源密切相关，也受陆地生态系统中

各种环境条件变化的影响．东北地区位于我国温带

湿润、半湿润季风气候区，土壤具有季节冻结和融

化的过程．秋⁃冬和冬⁃春交替季节是土壤季节性冻融

过程发生强烈的时期．冻融作用可使土壤的物理、化
学和生物性质发生明显的变化 （ Ｆｉｔｚｈｕｇｈ ｅｔ ａｌ．，
２００１；Ｊｏｓｅｐｈ ｅｔ ａｌ．，２００８），如使土壤的疏松度增加，
促进有机物质和细菌的接触及增强酶的活化效应，
加强有机物的矿化作用等（王洋等，２００７）．以往的研

究多是围绕冻融交替对温室气体的排放、土壤的物

理性质、土壤微生物、土壤氮和碳矿化作用的影响

而展开的（Ｆｒｅｐｐａｚ ｅｔ ａｌ．，２００７）．关于冻融作用对土

壤中 ＤＯＭ 的影响的研究虽然较少，但仍有成果报

道．刘淑霞等（２００８）考察了冻融作用下黑土有机碳

数量的变化，发现冻融交替对黑土总有机碳及易氧

化有机碳影响不大，但对于溶解性有机碳（Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ
Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃａｒｂｏｎ， ＤＯＣ ） 的 影 响 较 大； 汪 太 明 等

（２０１１）利用三维荧光分析交替冻融对黑土 ＤＯＭ 光

谱特性的影响，并基于光谱特征的改变，评价了交

替冻融对黑土活性腐殖质和腐殖化程度的影响．他
们认为交替冻融能够引起黑土和暗棕壤腐殖化程

度加大，水稻土则相反（汪太明等，２０１１）．王恩姮等

（２０１０）研究了季节性冻融对典型黑土区土壤团聚

体特征的影响，发现典型黑土区季节性冻融增强了

土壤团聚体的水稳定性．然而，目前关于冻融处理参

数对土壤中 ＤＯＭ 光谱学特性的影响的研究还较少．
因此，本文以受季节性冻融过程影响显著的辽宁省

的棕壤、暗棕壤为研究对象，考察冻结温度、融化温

度、冻结时间和冻融次数对土壤中 ＤＯＭ 光谱学特

性的影响．研究成果有助于人们了解季节性冻融条

件下土壤中 ＤＯＭ 的变化规律，为增加土壤 ＤＯＭ 的

固定，提高土壤肥力，减少温室气体的排放，改善生

态环境提供理论依据；还可以为土壤生态环境、地
表水流域环境等的研究做出资料的积累；同时，对
于合理利用 ＤＯＭ 对土壤污染进行控制与修复具有

重要的指导作用．

２　 材料与方法（Ｍｅｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 样品采集

采样点分别位于辽宁省沈阳市苏家屯区陈相

村（４１°３０′３６″Ｎ，１２３°３０′１２″Ｅ）和沈阳市沈北新区石

佛村（４２°６′１８″Ｎ，１２３°１８′１８″Ｅ）．沈阳市位于中国东

北地区，辽宁中部，以平原为主，属温带半湿润地

区，全年气温在－３５ ～ ３６ ℃ 之间，受季风影响，温差

较大，四季分明，土壤类型以棕壤、暗棕壤为主．２０１４
年 ３ 月中旬，分别在陈相村和石佛村采样点采集 ０ ～
１５ ｃｍ 的表层棕壤、暗棕壤土样各 １０ ｋｇ，装入塑料

袋中带回，采样工具为铁铲，土壤样品性质见表 １．

表 １　 土壤样品性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

土壤类型 ｐＨ
电导率 ／

（μＳ·ｃｍ－１ ）
ＤＯＣ ／

（ｍｇ·ｋｇ－１ ） ＵＶ⁃２５４ ／ ｃｍ－１

棕壤（ＣＸ） ６．１３ ５０６．１ ６１．８８ ０．０７

暗棕壤（ＳＦ） ５．８９ ５７３．９ ５６．２４ ０．１３

２．２　 实验设计

将采集的暗棕壤、棕壤剔除杂物后混匀，分别

平均分成 １５ 份，棕壤样品记为 ＣＸ０ ～ ＣＸ１４，暗棕壤

样品记为 ＳＦ０ ～ ＳＦ１４．ＣＸ０ 与 ＳＦ０ 为对照样品，不做

冻融处理，其余 １ ～ １４ 号样品分为 ４ 组．第一组 １ ～ ３
号样品冷冻温度不同，冷冻温度分别设为－２６、－２０
及－１４ ℃ ，融化温度均设为 １５ ℃ ．第二组 ４ ～ ５ 号样

品融化温度不同，融化温度分别为 ４ ℃ 和 １５ ℃ ，冷
冻温度都设为－２０ ℃ ．第三组 ６ ～ １０ 号样品冷冻时间

不同，冷冻时间分别设为 １、５、１０、１７、３０ ｄ，冷冻温度

均设为－２０ ℃ ，融化温度设为 １５ ℃ ．第四组 １１ ～ １４
号样品冻融次数不同，冻融次数分别设为 １、３、５、１０
次，冷冻温度都设为－２０ ℃ ，融化温度设为 １５ ℃ ．该
组实验中每个冻⁃融循环中冻结和融化各 ２４ ｈ，即 ２
ｄ 为一个冻融周期．经冻融处理后的样品在阴凉处

风干，研磨，过 ２ ｍｍ 筛．将筛下样品以 ４０ ｇ 土∶ ３００
ｍＬ 蒸馏水的比例进行稀释溶解，恒温磁力搅拌 ０．５
ｈ，静置 ２４ ｈ 后上清液过 ０．４５ μｍ 滤膜，用棕色玻璃

瓶收集后，置于 ４ ℃冰箱内保存．
２．３　 分析方法

２．３．１　 ＤＯＣ 的测定　 ＤＯＣ 采用 Ｓｈｉｍａｄｏｕ ＴＯＣ⁃５０００
（日本岛津公司）型总有机碳分析仪测定．
２．３．２　 紫外⁃可见吸收光谱分析　 调节水样 ｐＨ ＝ ７，
然后将水样置于 １ ｃｍ 石英比色皿中，用紫外⁃可见

分光光度计（ Ｃａｒｙ ５０，美国 Ｖａｒｉａｎ 公司）进行紫外⁃
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可见吸收光谱扫描，扫描范围为 １９０ ～ ９００ ｎｍ，用高

纯水作空白．
２．３．３　 三维荧光光谱分析　 三维荧光光谱用 ＣＡＲＹ
Ｅｃｌｉｐｓｅ ＥＬ０５０７－３９２０ 型分光荧光计（美国 Ｖａｒｉａｎ 公

司）测定．测定荧光光谱时，将各个水样调节 ｐＨ ＝ ７，
以消除 ＤＯＭ 的 ｐＨ 对荧光光谱的影响．用光程为 １
ｃｍ 的石英荧光比色皿盛装样品．三维荧光光谱图的

激发波长扫描范围为 ２２０ ～ ４００ ｎｍ，发射波长扫描范

围为 ２８０ ～ ５５０ ｎｍ，激发和发射狭缝宽度均为 ５ ｎｍ，
扫描速度为 １２００ ｎｍ·ｍｉｎ－１，扫描间隔为 １ ｎｍ．同步

荧光光谱的波长扫描范围为 １９０ ～ ６００ ｎｍ，所采用的

扫描间隔为 ６０ ｎｍ．

３　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

３．１　 不同冻融处理条件下土壤中 ＤＯＣ 含量的变化

从图 １ 可以看出，暗棕壤与棕壤 ＤＯＣ 含量不

同，但变化规律相似．经冻融处理后，暗棕壤（ＳＦ） 第

一组 １ ～ ３ 号样品冷冻温度由－２６ ℃逐渐升高至－１４
℃ ，ＤＯＣ 含量随之升高，与对照样品 ＳＦ０ 相比，ＤＯＣ
含量由未冻融时的 ６１．８８ ｍｇ·ｋｇ－１依次变化为５５．９３、
５９．６２、６８．２９ ｍｇ·ｋｇ－１ ．棕壤（ ＣＸ） 第一组样品 ＤＯＣ
含量依次变为 ４５．９７、４８．４５、５９．３４ ｍｇ·ｋｇ－１，ＤＯＣ 含

量随冷冻温度的升高呈增大趋势． ＳＦ 与 ＣＸ 第二组

样品融化温度由 ４ ℃ 变为 １５ ℃ ，ＤＯＣ 含量分别增

多了 ２．８６、１１ ｍｇ·ｋｇ－１ ．ＳＦ 第三组样品在冷冻 １ ｄ 后，
其 ＤＯＣ 含量与未冻融样品相比变大，之后随冷冻时

间的增加而减少，在冷冻 １７ ｄ 后达到最小，为 ４２．７
ｍｇ·ｋｇ－１，之后呈上升趋势，到 ３０ ｄ 时增加到 ７９．５８
ｍｇ·ｋｇ－１ ．与未冻融样品相比，升高了 ２２．２％．ＣＸ 第三

组样品 ＤＯＣ 含量变化规律与 ＳＦ 相似，但 ＤＯＣ 含量

最小值出现在 １０ ｄ 左右，之后逐渐升高．与未冻融

时相比，ＣＸ１０ 样品 ＤＯＣ 含量升高了２１．２％．第四组

１１～ １４ 号样品随冻融次数增多，ＳＦ 样品在第一次冻

融后 ＤＯＣ 含 量 变 大， 之 后 逐 渐 减 少 至 ４１． ０２
ｍｇ·ｋｇ－１，降低了 ３３．７％；ＣＸ１４ 样品在经过 １０ 次冻

融循环以后，ＤＯＣ 含量由未冻融时的 ５６．２４ ｍｇ·ｋｇ－１

减少至 ３９．８７ ｍｇ·ｋｇ－１，减少了 ２９．１％．由实验结果分

析可知，冻融作用改变了土壤结构，大分子难溶有

机物暴露出来被微生物降解成可溶性有机物（曹军

等，１９９９）；过低的冷冻温度冻死了土壤中部分微生

物，使微生物量碳转化为可溶性有机碳，从而使可

溶性有机碳含量增加（汪太明等，２０１１）．冻融作用改

变了土壤结构，细根死亡导致土壤中活性物质的输

入，适宜的冻融温度提高了微生物的活性，从而使

土壤中易分解的有机碳含量增加（刘淑霞等，２００８）．
低温使土壤中不耐寒的微生物致死，同时，冻融作

用使与土壤结合的大分子量有机碳中氢键破裂或

引起土壤与有机碳结合部位的破坏，微生物量碳就

被溶解释放出来．耐寒微生物随着冻融次数的增加

而逐渐增多， ＤＯＣ 逐渐被分解转化，因而土壤中

ＤＯＣ 含量逐渐减少．

图 １　 不同冷冻温度（ａ）、不同融化温度（ｂ）、不同冷冻时间（ｃ）、不同冻融次数（ｄ）条件下冻融导致的土壤中 ＤＯＣ 含量的变化

Ｆｉｇ．１　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＤＯＣ ｉｎ ｓｏｉｌ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｆｒｅｅｚｉｎｇ⁃ｔｈａｗｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（ ａ）， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｈａｗｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（ ｂ），
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｉｍｅ（ｃ）， ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｆｒｅｅｚｉｎｇ⁃ｔｈａｗｉｎｇ ｃｙｃｌｅｓ（ｄ）

３．２　 不同冻融处理条件下土壤中 ＤＯＭ 的紫外⁃可
见吸收光谱特性的变化

ＤＯＭ 对光的吸收特性可通过紫外⁃可见吸收光

谱等光谱学手段进行表征（ Ｍｌａｄｅｎｏｖ ｅｔ ａｌ．，２０１０）．
ＤＯＣ 浓度可以提供 ＤＯＭ 的定量信息（ Ｍａｎｎ ｅｔ ａｌ．，
２０１２），而光谱学性质则可提供定性信息（ Ｉｎａｍｄａｒ
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ｅｔ ａｌ．，２０１２）．由于 ＤＯＭ 组分结构复杂（吴志皓等，
２００５），多种官能团相互干扰，其紫外⁃可见吸收光谱

均无明显特征吸收峰．
ＵＶ⁃２５４ 是指在波长为 ２５４ ｎｍ 处的单位比色皿

光程下的紫外吸光度，其值能够反映所测样品中腐

殖质类大分子有机物及含Ｃ􀪅􀪅Ｃ双键和Ｃ􀪅􀪅Ｏ双键的

芳香族化合物的多少（ Ｌｅｅｎｈｅｅｒ ｅｔ ａｌ．，２００３）． ＳＵＶＡ
可以反映出水中有机物的某些特性，如芳香性及不

饱和双键或芳香环有机物的相对含量的多少等

（Ｌｅｅｎｈｅｅｒ ｅｔ ａｌ．，２００３）． Ｎｉｓｈｉｊｉｍａ 等（ ２００４） 研究认

为，有机物在 ２５４ ｎｍ 下的紫外吸收主要代表包括芳

香族化合物在内的具有不饱和碳碳键的化合物，相
同 ＤＯＣ 浓度的有机质在该波长下吸光值的增加意

味着非腐殖质向腐殖质的转化．Ｅ２ ／ Ｅ３为波长在 ２５０
ｎｍ 和 ３６５ ｎｍ 处的吸光比（李鸣晓等，２０１０），该比

值可以很好地反映 ＤＯＭ 的腐殖酸的腐殖化、团聚

化程度和分子量分布状况（ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，２００９），Ｅ２ ／

Ｅ３越大，ＤＯＭ 的分子量越小． 有研究表明，富里酸

（ＦＡ）的 Ｅ２ ／ Ｅ３值在 ４ 左右（ Ｂａｒｒｅｔｏ ｅｔ ａｌ．，２００４），胡
敏酸（ ＨＡ） 的 Ｅ２ ／ Ｅ３ 值要比富里酸（ ＦＡ） 低（ Ｗａｎｇ
ｅｔ ａｌ．，２００９）．

从图 ２ 及图 ３ 的 ＣＸ 与 ＳＦ 中的 ＵＶ⁃２５４、ＳＵＶＡ
及 Ｅ２ ／ Ｅ３结果可以看出，ＣＸ 与 ＳＦ 第一组 １ ～ ３ 号样

品 ＵＶ⁃２５４ 与 ＳＵＶＡ 值变化趋势一致，呈增大趋势，
这说明 ＤＯＣ 的增加幅度不如 ＵＶ⁃２５４ 的增加幅度明

显．ＣＸ 与 ＳＦ 的 Ｅ２ ／ Ｅ３值都在 ２ 号样品达到最低，说
明该冷冻温度下，ＤＯＭ 分子量达到最大．第二组 ４ ～
５ 号样品 ＵＶ⁃２５４ 与 ＳＵＶＡ 变大，说明 ５ 号样品与 ４
号相比，该条件下芳香性物质含量增多，腐殖质转

化增多．ＣＸ 与 ＳＦ 的 ４ 号及 ５ 号样品 Ｅ２ ／ Ｅ３值与对照

组相比均下降，由 ４．１３ 降至 ３．４、３．４．这说明适宜的

融化温度能使土壤中富里酸（ＦＡ）不同程度地向胡

敏酸（ ＨＡ） 转化． 第三组 ６ ～ １０ 号样品 ＵＶ⁃２５４ 与

ＳＵＶＡ 随冷冻时间的增长先逐渐减少，后增大，而

图 ２　 不同冷冻温度（ａ）、不同融化温度（ｂ）、不同冷冻时间（ｃ）、不同冻融次数（ｄ）条件下冻融导致的 ＣＸ 中的 ＵＶ⁃２５４、ＳＵＶＡ、Ｅ２ ／ Ｅ３值的

变化

Ｆｉｇ．２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＵＶ⁃２５４， ＳＵＶＡ， Ｅ２ ／ Ｅ３ ｉｎ ＣＸ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｆｒｅｅｚｉｎｇ⁃ｔｈａｗｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（ ａ）， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｈａｗｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（ｂ）， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｉｍｅ（ｃ）， ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｃｙｃｌｅｓ（ｄ）

图 ３　 不同冷冻温度（ａ）、不同融化温度（ｂ）、不同冷冻时间（ｃ）、不同冻融次数（ｄ）条件下冻融导致的 ＳＦ 中的 ＵＶ⁃２５４、ＳＵＶＡ、Ｅ２ ／ Ｅ３值的

变化

Ｆｉｇ．３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＵＶ⁃２５４， ＳＵＶＡ， Ｅ２ ／ Ｅ３ ｉｎ ＳＦ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｆｒｅｅｚｉｎｇ⁃ｔｈａｗｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（ ａ）， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｈａｗｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（ｂ）， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｉｍｅ（ｃ）， ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｃｙｃｌｅｓ（ｄ）
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Ｅ２ ／ Ｅ３值大致保持动态平衡，这说明土壤微生物在

长时间的冷冻环境下有了耐寒性，降解与产生芳香

性物质与腐殖质达到平衡状态．第四组 １１ ～ １４ 号样

品 ＵＶ⁃２５４ 与 ＳＵＶＡ 随冻融次数的增加逐渐减小．这
可能说明循环冻融激发了微生物的降解活性，改变

了腐殖质类物质的稳定性，导致腐殖质类物质不断

向非腐殖质类物质转化与芳香性物质的减少．Ｅ２ ／ Ｅ３

的值却随冻融次数的增加而呈现增大趋势，这说明

土壤 ＤＯＭ 中分子量不同程度的减少，这与冻融作

用激发了微生物的降解活性这一结论不谋而合．
３．３　 不同冻融处理条件下土壤中 ＤＯＭ 的三维荧光

光谱特性的变化

三维荧光光谱是表征滤液 ＤＯＭ 的重要参数，
它能有效反映多组分复杂体系的物质组成（席北斗

等，２００９）．三维荧光光谱比起普通的荧光光谱能够

获得激发波长和发射波长同时变化时的荧光强度

信息，可对多组分复杂体系中荧光光谱重叠的对象

进行光谱表征（傅平青等，２００５）．图 ４ 各样品的三维

荧光谱图显示有 ３ 个显著荧光峰和一片“肩峰”．第
１ 个峰在激发波长 ／ 发射波长（λＥｘ ／ λＥｍ ） ＝ ２９５ ～ ３３０
ｎｍ ／ ４１１ ～ ４３４ ｎｍ 区域内，是类腐殖酸荧光峰；第 ２
个荧光峰在 λＥｘ ／ λＥｍ ＝ ２４５ ～ ２６０ ｎｍ ／ ４０５ ～ ４４０ ｎｍ 区

域内，是类富里酸荧光峰；第 ３ 个峰分布在 λＥｘ ／ λＥｍ

＝ ２８０ ｎｍ ／ ３１６ ～ ３４８ ｎｍ 区域内，是类溶解性微生物

代谢产物荧光峰．第 ４ 个峰分布在激发波长＜２４０ ｎｍ
的区域内，是类芳香族蛋白质荧光峰，但在本次实

验中以“肩峰”形式存在．以上 ４ 个荧光区域中均有

相应荧光峰出现，但类富里酸荧光峰及类腐殖酸荧

光峰较为明显．这两类荧光峰来源于土壤 ＤＯＭ 的腐

殖化过程，其强弱和峰位置与腐殖质的腐殖化程度

有关（席北斗等，２００９），同时反映了外源有机碳的

存在，而类溶解性微生物荧光峰反映了内源性有机

碳的存在（郭瑾等，２００７）．表 ２ 给出了未冻融样品和

经不同冻融处理后样品各主要荧光峰位置和强度．
由图 ４ 和表 ２ 可以看出，ＣＸ 和 ＳＦ 土壤样品中以外

源性有机物为主．

图 ４　 不同冻融处理前后各样品中 ＤＯＭ 的三维荧光谱图

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＤＯＭ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ⁃ｔｈａｗｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

　 　 图 ４ 中 １ ～ ５ 号样品反映了经过不同冻结和融

化温度的冻融处理后，棕壤与暗棕壤中 ＤＯＭ 的三

维荧光光谱结果．与未冻融样品相比，ＣＸ 和 ＳＦ 的 １
号样品在－１４、４ ℃处理下样品各荧光峰首先发生了

红移，在融化温度一定，冷冻温度逐渐降低的情况

下，类腐殖酸及类富里酸荧光峰都发生红移，ＳＦ１、
ＳＦ２ 样品中的类溶解性微生物代谢产物荧光峰消失

（图 ４ 和表 ２），可能是类富里酸荧光峰掩盖了此荧
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光峰．红移说明冻融过程中产生了新物质，土壤有机

物芳香化程度增高，峰强变大；ＣＸ 样品中的类溶解

性微生物代谢产物荧光峰红移是由于冻融过程中

产生了新物质，并形成新的荧光峰．它是由对应于高

激发波长处的类色氨酸产生的（ Ｂａｋｅｒ ｅｔ ａｌ．，２００２）．
４、５ 号样品经－２０、４ ℃处理后类腐殖酸和类富里酸

荧光峰与未冻融样品相比均发生了蓝移．研究表明

（张会平等，２００６），荧光峰蓝移，也就是说短发射波

长和高荧光强度与芳环上的给电子取代基（如羟基

和甲氧基）有关，因为这些给电子基增加了基态和

第一激发态之间的能量差．相反，长激发波长和低荧

光值与芳环上的吸电子基（如羰基和羧基）有关．

表 ２　 不同冻融处理前后各样品中 ＤＯＭ 荧光峰的位置和强度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｅａｋｓ ｏｆ ＤＯＭ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ⁃ｔｈａｗｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

样品
类腐殖酸荧光峰 类富里酸荧光峰 类溶解性微生物代谢产物荧光峰

λＥｘ ／ λＥｍ ／ ｎｍ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ａ．ｕ．） λＥｘ ／ λＥｍ ／ ｎｍ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ａ．ｕ．） λＥｘ ／ λＥｍ ／ ｎｍ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ａ．ｕ．）

ＣＸ０ ３３５ ／ ４２３ ５４．２ ２４０ ／ ４１６ ７２．４ ２８０ ／ ３１７ ４４．５

ＳＦ０ ３３５ ／ ４３２ ７９．８ ２４０ ／ ４３４ １２４．７ ２８５ ／ ３２９ ３７．５

ＣＸ１ ３２５ ／ ４２０ ６０．３ ２４０ ／ ４２６ ７８．８ ２８５ ／ ３２８ ５０．４

ＣＸ２ ３３５ ／ ４２８ ６１．３ ２４０ ／ ４３７ ９８．６ ２８５ ／ ３２５ ２５．７

ＣＸ３ ３２０ ／ ４２１ ６４．４ ２４０ ／ ４２３ ８５．０ ２８０ ／ ３１５ ５２．３

ＳＦ１ ３２５ ／ ４２０ ９２．９ ２４０ ／ ４３０ １２２．６

ＳＦ２ ３２５ ／ ４２３ ９３．４ ２４０ ／ ４２７ １１８．９

ＳＦ３ ３３０ ／ ４２９ １１０．３ ２４０ ／ ４２８ １４９．４ ２９０ ／ ３２８ ６２．４５

ＣＸ４ ３３５ ／ ４２８ ６１．３ ２４０ ／ ４３７ ９８．６ ２８５ ／ ３２５ ２５．７

ＣＸ５ ３２５ ／ ４２４ ６２．３ ２４０ ／ ４２２ ８７．５ ２８５ ／ ３２２ ４０．７

ＳＦ４ ３２５ ／ ４２３ ９３．４ ２４０ ／ ４２７ １１８．９

ＳＦ５ ３３５ ／ ４２５ １０９．４ ２４０ ／ ４２７ １５２．８ ２８５ ／ ３３０ ５７．９

ＣＸ６ ３２５ ／ ４２４ ６２．３ ２４０ ／ ４２２ ８７．５ ２８５ ／ ３２２ ４０．７

ＣＸ７ ３３０ ／ ４１５ ５３．０ ２８０ ／ ４２０ ５３．４ ２８０ ／ ３１９ ３９．３

ＣＸ８ ３３０ ／ ４２４ ４１．７ ２４０ ／ ４２０ ５７．４ ２８５ ／ ３２３ ３３．３

ＣＸ９ ３３０ ／ ４１７ ４４．３ ２４０ ／ ４２４ ６０．６ ２８５ ／ ３２３ ３３．８

ＣＸ１０ ３２５ ／ ４２２ ４５．２ ２４０ ／ ４３１ ６７．３ ２８５ ／ ３２１ ３３．９

ＳＦ６ ３３５ ／ ４２５ １０９．４ ２４０ ／ ４２７ １５２．８ ２８５ ／ ３３０ ５７．９

ＳＦ７ ３３０ ／ ４２５ ７９．３ ２３０ ／ ４２４ １２４．２ ２８５ ／ ３２８ ４５．１

ＳＦ８ ３２５ ／ ４２６ ７７．９ ２３０ ／ ４２４ １１９．８ ２７０ ／ ３０８ ３１．１

ＳＦ９ ３３０ ／ ４２９ ６３．６ ２４０ ／ ４３３ ９５．９ ２８５ ／ ３２２ ２９．０

ＳＦ１０ ３２５ ／ ４２６ ７５．８ ２４０ ／ ４２３ １１０．６ ２８５ ／ ３３１ ４３．６

ＣＸ１１ ３２５ ／ ４２４ ６２．３ ２４０ ／ ４２２ ８７．５ ２８５ ／ ３２２ ４０．７

ＣＸ１２ ３２５ ／ ４１９ ５０．１ ２４０ ／ ４２４ ７６．２ ２８５ ／ ３２２ ３２．１

ＣＸ１３ ３２５ ／ ４２０ ４４．２ ２４０ ／ ４２３ ６５．３ ２８５ ／ ３２４ ２６．６

ＣＸ１４ ３２５ ／ ４２１ ４３．６ ２４０ ／ ４２５ ６４．７ ２８５ ／ ３２４ ２５．６

ＳＦ１１ ３３５ ／ ４２５ １０９．４ ２４０ ／ ４２７ １５２．８ ２８５ ／ ３３０ ５７．９

ＳＦ１２ ３３０ ／ ４２４ ７９．０ ２３０ ／ ４２４ １３１．５ ２８５ ／ ３３１ ３１．７

ＳＦ１３ ３３５ ／ ４２５ ６８．９ ２４０ ／ ４２７ １００．１ ２８５ ／ ３２３ ３１．３

ＳＦ１４ ３３５ ／ ４２５ ６５．０ ２４０ ／ ４３６ ９８．２

　 　 ＣＸ 及 ＳＦ 的 ６ ～ １０ 号样品反映了经过不同冷

冻时长的冻融处理后，土壤中 ＤＯＭ 的三维荧光光

谱结果．由结果可以看出，经过不同冷冻时长处理

后，各荧光峰强度呈现先减小后增大的趋势．在冷冻

１０ ｄ 后，ＣＸ８ 类富里酸荧光峰和类溶解性微生物代

谢产物荧光峰的强度达到最低（图 ４ 和表 ２）．ＳＦ１０

在冷冻 ３０ ｄ 后，与未冻融样 ＳＦ０ 相比，类腐殖酸荧

光峰、类富里酸荧光峰和类溶解性微生物代谢产物

荧光峰强度由原来的 ７９． ８、１２４． ７、３７． ５ 变为７５．８、
１１０．６、４３．６，由此可以看出，类腐殖酸和类富里酸荧

光物质减少，而类溶解性微生物代谢产物荧光物质

增多．这可能说明冷冻初期，不耐寒微生物被冻死，
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微生物体内溶解性有机质被释放，造成各荧光物质

先升高，随着冷冻时间的变长，耐寒微生物逐渐适

应，并进行繁殖，继续分解土壤中溶解性有机质，不
断产生代谢产物．因而造成类腐殖酸和类富里酸荧

光峰的蓝移，类溶解性微生物代谢产物的红移．
ＣＸ 及 ＳＦ 的 １１ ～ １４ 号样品反映了经过不同冻

融次数的冻融处理后，土壤中 ＤＯＭ 的三维荧光光

谱结果．从图 ４ 可以看出，第一次冻融之后 ＣＸ１１ 与

ＳＦ１１ 样品各荧光峰强度均比未冻融样品的荧光峰

强度增大，随着循环冻融次数的增多，样品各荧光

峰强度逐渐降低．ＣＸ１４ 在经冻融循环 １０ 次以后，其
类腐殖酸荧光峰位置由 λＥｘ ／ λＥｍ ＝ ３３５ ｎｍ ／ ４２３ ｎｍ
蓝移至 λＥｘ ／ λＥｍ ＝ ４２５ ｎｍ ／ ４２１ ｎｍ；结合表 ２ 可以发

现，荧光峰强度降低至 ４３．６，与未冻融时的 ５４．２ 相

比，降低了 １９． ９％；同时，类富里酸荧光峰位置由

λＥｘ ／ λＥｍ ＝ ２４０ ｎｍ ／ ４１６ ｎｍ 红移至 λＥｘ ／ λＥｍ ＝ ２４０ ｎｍ
／ ４２５ ｎｍ，荧光峰强度与未冻融时相比则降低了

１１．９％．ＳＦ１４ 经 １０ 次冻融循环以后，类腐殖酸荧光

峰强度与未冻融时相比，降低了 １８．６％，类富里酸荧

光峰强度则降低了 ２１．２％．ＳＦ１４ 样品类溶解性微生

物代谢产物荧光峰消失，这可能是由于类芳香族蛋

白质荧光峰变强，掩盖了此处荧光峰的形成． ＳＦ１４
在 λＥｘ ／ λＥｍ ＝ ２３０ ｎｍ ／ ４２５ ｎｍ 处产生新峰，该荧光峰

属于类富里酸荧光峰．该现象可能表明了循环冻融

能促进微生物代谢活性，将相对稳定、高分子量的

芳香性类物质逐渐分解转化为低分子量、高荧光效

率的有机物质．
３．４　 不同冻融处理条件下土壤中 ＤＯＭ 的同步荧光

光谱特性的变化

三维荧光光谱包含了 ＤＯＭ 的全部指纹，但由

于 ＤＯＭ 的组成非常复杂，多种组分的荧光光谱发

生重叠，对三维荧光光谱中包含的 ＤＯＭ 结构的潜

在信息进行识别比较困难．而同步荧光法具有选择

性好、干扰少、谱图简化、灵敏度高等特点，尤其适

合对多组分混合物的分析（陈女等，２００６）．
同步荧光法在扫描过程中使激发波长和发射

波长彼此间保持固定的波长间隔（Δλ ＝λＥｍ －λＥｘ ＝常

数），在同步荧光法中，Δλ 的选择十分重要，这将直

接影响到同步荧光光谱的形状、带宽和信号强度．准
确选择某种成分的 Δλ 能够极大地提高同步荧光光

谱对多组分复杂体系中该成分的选择性 （ Ｃｈｅｎ
ｅｔ ａｌ．，２００３； Ａｌｂｅｒｔｓ ｅｔ ａｌ．， ２００４ ）． 本次试验 Δλ ＝
６０ ｎｍ．

由图 ５ 可以看出，各样品 ＤＯＭ 同步荧光谱图中

均显示两个显著的特征峰Ⅰ（λｓｙｎ ＝ ２８０ ～ ３００ ｎｍ）和

峰Ⅱ（λｓｙｎ ＝ ３３０ ～ ３５０ ｎｍ）．与三维荧光谱图比较可

知，峰Ⅰ位于类溶解性微生物代谢产物荧光区，
Ａｌｂｅｒｔｓ 等（２００４）认为该峰表示的是芳香性氨基酸

（色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸）类物质及含有芳香性

氨基酸的蛋白质．峰Ⅱ位于类腐殖酸荧光区，从图 ５
可以看出，各样品同步荧光谱图中该峰为主要荧光

峰，这与三维荧光谱图中所反映的类腐殖酸荧光物

图 ５　 不同冻融处理前后各样品中 ＤＯＭ 的同步荧光谱图

Ｆｉｇ．５　 Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＤＯＭ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ⁃ｔｈａｗｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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质为主要荧光物质一致．在第三、四组实验中，ＣＸ 与

ＳＦ 在 λｓｙｎ ＝ ３８０ ～ ４００ ｎｍ 处均可以观察到一片“肩

峰”，该峰表示的是含有稠环结构的芳香性物质，而
其他两组在该处的荧光信号较弱，这说明长时间冻

结及循环冻融更易使土壤 ＤＯＭ 中产生含有稠环结

构的芳香性物质．图 ５ 第一组与第二组中峰Ⅱ与三

维荧光谱图中类腐殖酸荧光峰变化规律不同，可能

是因为温度变化幅度较小，样品 ＤＯＭ 荧光物质含

量变化规律不明显，别的荧光峰“隐藏”了该峰结构

特性信息的显示．第三组、第四组峰Ⅱ的变化规律与

三维荧光谱图类腐殖酸荧光峰的变化规律相似，长
时间冻结及循环冻融对土壤 ＤＯＭ 中各荧光物质影

响较为显著，因而呈现相似规律．

４　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）冻融处理条件下，土壤中的 ＤＯＣ 含量随冷冻

及融化温度的升高而增大，随冷冻时间的延长而先

减小后增大，随冻融次数的增多而减小．
２） 冻融处理条件下，土壤中 ＵＶ⁃２５４ 及 ＳＵＶＡ

的变化规律与 ＤＯＣ 含量相似．冻融作用使 ＤＯＭ 的

腐殖化程度提高，分子量减小．
３）三维荧光光谱结果显示，随着冷冻时间的延

长，ＤＯＭ 中类富里酸荧光物质和类腐殖酸荧光物质

的含量先减少后增多， 并能产生新的类溶解性微生

物产物荧光物质；随着冻融次数的增多，ＤＯＭ 中荧

光物质的含量逐渐减少．同步荧光光谱结果显示，长
时间冻结及循环冻融更易使土壤 ＤＯＭ 中产生含有

稠环结构的芳香性物质．
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