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摘　要：胡敏酸是土壤有机质的重要组成部分。胡敏酸的物化结构和特性直接影响其环境地球化学行为，因此，也是胡敏酸

地球化学研究的重要内容。傅里叶变换－红外光谱是胡敏酸物化结构和性质研究的强大工具，以往的研究通常采用压片－透射

吸收法来研究分析胡敏酸的有机官能团信息。本工作采用透射－傅里叶变换－红外光谱和衰减全反射－傅里叶变换－红外光谱两

种分析方法对比研究了黄壤和石灰土中胡敏酸的有机官能团信息。结果表明，两种分析方法给出完全一致的研究结果，即：

黄壤胡敏酸脂肪碳含量较高，芳香结构含量较低；石灰土胡敏酸分子的脂肪碳含量较低，芳香结构和含氧官能团含量较高。

比较而言，衰减全反射－傅里叶变换－红外光谱操作简便，无需对待测胡敏酸样品进行预处理，可以广泛地应用于胡敏酸红外光

谱的分析。
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　　胡敏酸（Ｈｕｍｉｃ　ａｃｉｄｓ）是一类非均质的大分子
有机聚合物，它广泛分布于土壤、沉积物等地表系
统中［１］。通常它被人为的定义为溶解于碱但不溶于

酸的那一部分天然腐殖质［２］。胡敏酸的物理化学结

构复杂，研究者已提出了很多分子结构模型［３－５］。

胡敏酸构象易随其所处的环境变化而改变。大多
数土壤中溶液中，由于胡敏酸浓度不高，且土壤溶
液氢离子浓度和无机盐浓度不高，胡敏酸呈自由线
性胶体态，一旦土壤溶液的条件发生变化，胡敏酸
就可能会卷曲浓缩成纺锤状构象［６］。胡敏酸具有双
亲特性，其疏水端能够与疏水有机污染物发生相互
作用，进而影响该类污染物的迁移和转化［７］，同时，

胡敏酸的亲水端能与金属离子发生络合作用，从而
影响有毒金属离子的生物有效性［８］。统计研究发
现，胡敏酸是土壤有机质的主要组成物质，全球土
壤有机碳含量高达１５００～２０００Ｇｔ，远高于陆地植
被碳库与大气碳库之和（陆地植被碳库：４５０～６５０
Ｇｔ，大气碳库７６０Ｇｔ）［９］。鉴于这种情况，可以想

象，占土壤有机碳绝大部分（５０％～８０％）的腐殖

质，尤其是相对比较稳定的胡敏酸组分的很小变
化，将对全球碳平衡和气候变化产生重要的影响。

鉴于胡敏酸这些重要的环境地球化学特性，对胡敏
酸结构的深刻认识已经成为环境有机质地球化学

研究的热点。

为了充分揭示胡敏酸的分子结构与其环境地

球化学行为的联系，研究者不断地运用各种先进技
术手段对其结构进行表征，如傅里叶变换－红外光

谱、裂解－质谱仪和固体１３　Ｃ－核磁共振［１０］。傅里叶变

换－红外光谱作为有机物结构分析的重要工具，在胡

敏酸 的 结 构 表 征 研 究 中 有 广 泛 的 运 用［１１－１５］。

Ｊｏｓａｎａｉｄｅ等人的研究指出，虽然不能根据胡敏酸的
红外光谱建立起清晰的胡敏酸分类标准，但是不同

来源的胡敏酸红外光谱确实存在着差异［１１］。由于

胡敏酸是一种天然高度缩合的大分子有机化合物，

结构复杂，而且多种官能团的吸收频率相互叠加，

增加了解析的难度，因此，傅里叶变换－红外光谱一

般只用于胡敏酸的定性或半定量研究［１６］。同时，由

于胡敏酸对红外光谱吸收较强，以往的研究都是将
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胡敏酸与卤化物（一般为 ＫＢｒ）按一定比例混合研
磨，经压片，然后测试其透射光谱。连续波长的红
外光源照射样品后，样品中的分子会吸收特定波长
的红外光，没有被吸收的红外光到达检测器，检测
器将检测到的光信号经过模数转换，再经过傅里叶
变换，即可得到样品的常规透射－傅里叶变换－红外
光谱。常规透射－傅里叶变换－红外光谱的压片过程
复杂，且压片过程引起的样品水分的变化难于重
复，使得红外光谱图中水（缔合－ＯＨ伸缩振动）的吸
收峰不一致，极大的限制了红外光谱技术在胡敏酸
结构研究中的应用。随着技术的进步，出现了衰减
全反射（Ａｔｔｅｎｕａｔｅ　Ｔｏｔａｌ　Ｒｅｆｌｅｃｔａｎｃｅ，ＡＴＲ）红外光
谱。衰减全反射红外光谱根据红外光束由光密介
质射入光疏介质，入射角大于临界角时，光线在两
种光学介质界面上发生全反射现象的原理设计的。

图１是水平 ＡＴＲ附件的光路示意图，光密介质是
高折射指数的晶体材料，如 ＫＲＳ－５、锗、ＺｎＳｅ晶体
等，低折射指数的待测样品置于晶体材料上方，当
红外光以大于临界角的入射角从晶体里面射向晶

体与样品接触的界面时，红外光在晶体里面发生全
反射，同时在晶体反射点的外表面产生驻波，这个
驻波的振幅随空间急剧衰减而消失，称为衰减反射
波。当样品与晶体外表面接触时，在每个反射点衰
减反射波都穿入样品，样品选择性吸收，从衰减反
射波的能量变化可以得到样品吸收的信息，从而得
到样品的红外吸收光谱。衰减反射波穿入样品的
距离称为穿透深度。穿透深度 Ｄ 可用式（１）表示。

由公式（１）可以看出，入射光波长越长，穿透深度越
深；晶体的折射率越大，穿透深度越浅；样品的折射
率越大，穿透深度越深；入射角α越大，穿透深度越
浅，入射角α越小，穿透深度越深。由此可见，在用
衰减全反射附件测定样品的红外光谱时，由于短波
与长波穿透深度不同，所得到的光谱图低波数区吸
收峰的强度要比高波数区强很多，因此，要对 ＡＴＲ
附件测得的光谱进行校正，现在的红外光谱仪一般
都带有自动识别校正的功能［１７］。利用衰减全反射
红外光谱测试样品，不需要对样品进行处理，对样
品的大小、形状、含水量没有特殊要求，可实现原位
测试、实时跟踪，但衰减全反射所获得的是样品表
面的信息，对于胡敏酸这种非均质的物质来说，其
衰减全反射红外光谱是否与其红外透射光谱相似，

是否可以利用衰减全反射－傅里叶变换－红外光谱表
征胡敏酸还未见研究。本文的目的是通过比较两

种土壤胡敏酸样品的衰减全反射－傅里叶变换－红外
光谱与透射－傅里叶变换－红外光谱的异同，拓展衰
减全反射－傅里叶变换－红外光谱的应用领域。
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λ：入射波长，ｎｃ：晶体折射率，ｎｓ：样品折射率，

α：入射角。

图１　水平ＡＴＲ附件的光路示意图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ　ＡＴＲ　ｋｉｔ

１　材料与方法

１．１　胡敏酸的制备
土壤胡敏酸从黄壤和石灰土中提取，提取方法

参考国际腐殖质协会推荐方法，并做了适当修
改［１０］。即称取石灰土样品１００ｇ，记为Ｌ１；黄壤样
品１００ｇ，记为Ｙ１。首先，取土壤样品Ｌ１，放入聚四
氟乙烯的离心瓶中，先加入少量（记下体积）１Ｍ
（ｍｏｌ／Ｌ）与土壤混合，并调节ｐＨ　１～２，然后加入

０．１Ｍ，使液体体积与土壤重量达到４∶１，摇晃１ｈ，
离心（１０ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ）去除酸化上清液。残留
土壤用１ＭＮａＯＨ溶液调节ｐＨ　７后，在氮气保护
下，加入０．５ＭＮａＯＨ　４００ｍＬ，摇晃４ｈ后，离心分
离黑褐色提取液，一边搅拌，一边向提取液中添加６
Ｍ　ＨＣｌ酸化至ｐＨ１，静置１２ｈ后，离心（１０ｍｉｎ，

３５００ｒ／ｍｉｎ）得胡敏酸沉淀，舍去上清液。土壤残渣
继续加入０．５ＭＮａＯＨ 溶液反复提取，直至提取液
清亮为止。最后将所得胡敏酸合并后加入０．１Ｍ
ＫＯＨ溶液（液体体积与固体重量比约为１０∶１），并
添加适量固体ＫＣｌ，使Ｋ＋浓度达０．３Ｍ，在氮气保
护下搅拌０．５ｈ后，离心（１０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ）得
上层液体胡敏酸，沉淀为无机颗粒残渣，可丢弃。
然后加入６ＭＨＣｌ酸化胡敏酸至ｐＨ　１，静置１２小
时后得沉淀，沉淀加入混酸（０．１ Ｍ ＨＣｌ／０．３ Ｍ
ＨＦ，液体体积与固体重量比约为１０∶１）处理，摇晃

２４ｈ，如此反复处理两次后，离心弃上清液，沉淀转
入透析袋，于超纯水中透析至无Ｃｌ－后，冷冻干燥，
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记为ＨＡＬ１，放置于防潮柜中保存，待分析。对于黄
壤样品Ｙ１，胡敏酸的提取过程与石灰土提取过程基
本一致，只是黄壤样品在加入０．５ＭＮａＯＨ溶液提
取胡敏酸之前，不需要进行酸化处理，所得胡敏酸
记为 ＨＡＹ１。胡敏酸 ＨＡＬ１和 ＨＡＹ１的元素组成
通过元素分析仪获得，胡敏酸的Ｅ４／Ｅ６（胡敏酸溶
液在４６５ｎｍ与６６５ｎｍ处吸光度比值）比例采用Ａｇ－
ｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃａｒｙ　ｓｅｒｉｅｓ　ＵＶ－ＶＩＳ分光光度
计测定。胡敏酸 ＨＡＹ１，ＨＡＬ１的基本性质见
表１。

１．２　傅里叶变换红外光谱分析

１．２．１　透射光谱
胡敏酸红外透射光谱通过称取ｌ　ｍｇ样品与

１６０ｍｇ　ＫＢｒ（１０５℃烘干，光谱纯）混和研磨后压片，
研磨过程在红外恒温箱内进行，压片需要有经验的
实验人员进行指导，压制好的薄片直径１０ｍｍ，厚１
ｍｍ，放入薄片夹，然后插入红外光路插槽，进行红
外光谱透射扫描。红外光谱仪为Ｂｒｕｋｅｒ　ＶＥＲＴＥＸ
７０型傅立叶变换－红外光谱仪，分辩率４ｃｍ－１，扫描
范围４０００～４００ｃｍ－１。

１．２．２　衰减全反射光谱
胡敏酸衰减全反射－红外光谱只需将适量（约

１ｍｇ）胡敏酸样品直接放到Ｂｒｕｋｅｒ　ＶＥＲＴＥＸ　７０傅
里叶变换－红外光谱仪配制的 ＡＴＲ附件晶体面上，
旋紧螺母，压住样品，使样品紧贴晶体，然后进行扫
描，扫描精度为 ４ｃｍ－１，扫描范围 ４０００～４００
ｃｍ－１。在衰减全反射光谱模式下，仪器记录的是红
外吸光度与波数，最后要对此信号进行波长校正。

２　结果与讨论

２．１　透射－傅里叶变换－红外光谱
图２展示了胡敏酸 ＨＡＬ１和 ＨＡＹ１的透射－傅

里叶变换－红外光谱吸收图。胡敏酸红外光谱吸收
峰与胡敏酸分子内运动的对应关系为：３５００～２５００
ｃｍ－１（缔合Ｏ 伸缩振动），３０００～２８００ｃｍ－１

（ Ｃ　Ｈ 伸缩振动），１７１０ｃｍ－１（Ｃ＝Ｏ伸缩振动），

１６３０ｃｍ－１（Ｃ＝Ｃ及带氢键的 Ｃ＝Ｏ伸缩振动），

１５２５ｃｍ－１（芳香 Ｃ＝Ｃ 伸缩振动），１４５０ｃｍ－１

（ Ｃ　Ｈ 变形与弯曲），１４００ｃｍ－１（醇和羧基中ＯＨ
弯曲 振 动，酚 Ｃ　Ｏ 伸 缩 振 动），１２５０ｃｍ－１

（ Ｃ　Ｏ 伸缩振动， Ｏ　Ｈ 弯曲变形），１１７０ｃｍ－１

（醇羟基 Ｃ　Ｏ 伸缩振动），７７５ｃｍ－１（芳香环上

Ｃ　Ｈ 弯曲）［１８］。总体来说，这两种胡敏酸的透
射－傅里叶变换－红外光谱吸收图与文献中报道的图
谱基本相似，说明本次试验提取的胡敏酸与之前研
究者所用胡敏酸有非常相似的分子结构和官能团

分布，通过对比表明，本次实验获得的图谱分辨率
较高，且在３５００～２５００ｃｍ－１处，水缔合－ＯＨ伸缩振
动吸收的干扰较小，使得３０００～２８００ｃｍ－１处的吸
收更明显［２，１３，１９］，说明本次试验的研磨压片过程所
引起水分改变与之前研究者的研磨压片过程所引

起水分改变有较大差别。进一步比较胡敏酸

ＨＡＹ１和胡敏酸 ＨＡＬ１，在３０００～２８００ｃｍ－１处，胡
敏酸ＨＡＹ１比胡敏酸ＨＡＬ１的吸收强，这与表１中
胡敏酸 ＨＡＹ１的Ｅ４／Ｅ６比例所得推论较为一致，
有研究指出胡敏酸分子量大小与其Ｅ４／Ｅ６值呈负
相关［２０］，而胡敏酸分子量大小与其分子结构中脂肪
碳含量呈正相关［１３］，即分子量大的胡敏酸分子具有
较高比例的脂肪碳含量，表１中胡敏酸 ＨＡＹ１的

Ｈ／Ｃ比例较胡敏酸 ＨＡＬ１略高，但相差极小，这可
能与胡敏酸本身的含水量有关。在１６３０ｃｍ－１，

１５２５ｃｍ－１，１１７０ｃｍ－１和７７５ｃｍ－１等位置上，胡敏
酸 ＨＡＬ１比胡敏酸 ＨＡＹ１的吸收强，说明石灰土
胡敏酸分子内不饱和结构即芳香结构和含氧官能

团含量较高。这与表１中胡敏酸Ｃ／Ｏ比例数据较
为一致，同时与分子量较小的胡敏酸有较高比例的
芳香结构和含氧官能团的观点一致［１３］。

２．２　衰减全反射－傅里叶变换－红外光谱
图３展示了未矫正的胡敏酸 ＨＡＬ１和 ＨＡＹ１

的衰减全反射－傅里叶变换－红外光谱吸收图。
图中基本能够找到胡敏酸的特征吸收区段，由于水
峰的影响，使得３０００～２８００ｃｍ－１处的吸收不明显，

表１　胡敏酸基本性质

Ｔａｂｌｅ１　ｔｈｅ　ｂａｓｉｃ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｈｕｍｉｃ　ａｃｉｄｓ

名 称
元素组成 （ｗｔ％） Ａｔｏｍｉｃ　Ｒａｔｉｏ　 Ａｓｈ　Ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｃ　 Ｈ　 Ｎ　 Ｏ　 Ｈ／Ｃ　 Ｃ／Ｏ （ｗｔ％）
Ｅ４／Ｅ６

ＨＡＹ１　 ５５．０　 ６．１　 ３．７　 ３５．５　 １．３４　 ２．０６　 １．５５　 ３．８４

ＨＡＬ１　 ５３．３　 ５．９　 ５．３　 ３５．６　 １．３２　 １．９９　 ２．９９　 ５．２９
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图２　胡敏酸透射傅里叶变换红外光谱

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　Ｔ－ＦＴＩＲ　ｏｆ　ＨＡＬ１（ｕｐ）ａｎｄ　ＨＡＹ１（ｄｏｗｎ）

两种胡敏酸的红外光谱图已很难区分，同时我们还
看到，与衰减全反射－傅里叶变换－红外光谱机理推
测一致，未校正的胡敏酸红外光谱吸收图出现了随
光波长的增加，吸光度逐渐增大的趋势［１７］。图４展
示了经过校正的胡敏酸 ＨＡＬ１和 ＨＡＹ１衰减全反
射－傅里叶变换－红外光谱图。比较胡敏酸ＨＡＹ１和
胡敏酸 ＨＡＬ１的红外光谱图，在３０００～２８００ｃｍ－１

处，胡敏酸 ＨＡＹ１比胡敏酸 ＨＡＬ１的吸收强，胡敏
酸 ＨＡＬ１在此处的 Ｃ　Ｈ 振动吸收几乎被水缔合

ＯＨ 伸缩振动吸收所掩盖，而在１６３０ｃｍ－１，

１５２５ｃｍ－１，１１７０ｃｍ－１和７７５ｃｍ－１位置，胡敏酸

ＨＡＬ１比胡敏酸 ＨＡＹ１的吸收强，可见，这两种胡
敏酸的红外吸收特征也可以通过衰减全反射－傅里
叶变换－红外光谱获得。进一步对比图２与图４，我
们发现，图２ 中，在 ３５００～２５００ｃｍ－１处，水缔合

ＯＨ 伸缩振动吸收较弱，与前人研究的胡敏酸
红外光谱图差别较大，图４中，在３５００～２５００ｃｍ－１

处，水缔合 ＯＨ 伸缩振动吸收较强，对 Ｃ　Ｈ
伸缩振动的覆盖较大，这倒与先前研究者的胡敏酸
红外光谱图较为相似［２，１３，１９］。这是衰减全反射－傅

里叶变换－红外光谱与透射－傅里叶变换－红外光谱
的最大区别。本次透射－傅里叶变换－红外光谱实验
中，研磨过程在红外恒温箱内进行，本次研磨过程
对胡敏酸样品水分的改变与之前研究者研磨过程

对水分的改变肯定不一致，也无法做到一致，因此，
得到的透射－傅里叶变换－红外光谱与前人研究的胡
敏酸透射－傅里叶变换红外光谱在 ３５００～２５００
ｃｍ－１处吸收特征不一致［２，１３，１９］。仔细研究发现，前
人研究研磨压片过程并没有在红外恒温箱内进行，
而把水分作为胡敏酸的一部分同时进行分析，因
此，所获得的透射－傅里叶变换－红外光谱图中水缔
合 ＯＨ 伸缩振动吸收较强。本次衰减全反射－傅
里叶变换－红外光谱实验过程中，没有对样品就行预
处理，其获取的衰减全反射－傅里叶变换－红外光谱
图中，携带了完整的水缔合 ＯＨ 伸缩振动吸收
的信息，因此，在 ３５００～２５００ｃｍ－１处，水缔合

ＯＨ 伸缩振动吸收特征与前人研究较为一
致［２，１３，１９］。 这 说 明 水 分 含 量 可 以 作 胡 敏
酸的一个特征参数，胡敏酸水分对红外光谱的吸收
具有可重复性。胡敏酸研磨压片过程的非标准化，

８５ 地　球　与　环　境　　 ２０１４年　



图３　胡敏酸衰减全反射傅里叶变换红外光谱

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ＡＴＲ－ＦＴＩＲ　ｏｆ　ＨＡＬ１（ｕｐ）ａｎｄ　ＨＡＹ１（ｄｏｗｎ）

图４　校正胡敏酸衰减全反射傅里叶变换红外光谱

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｃａｌｉｂｒａｔｅｄ　ＡＴＲ－ＦＴＩＲ　ｏｆ　ＨＡＬ１（ｕｐ）ａｎｄ　ＨＡＹ１（ｄｏｗｎ）
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引起胡敏酸样品水分的改变不一致，极大的限制了
透射－傅里叶变换－红外光谱在胡敏酸结构分析的运
用。而在衰减全反射－傅里叶变换－红外光谱实验过
程中，无需对样品就行预处理，其获取的衰减全反
射－傅里叶变换－红外光谱图中，水缔合－ＯＨ 伸缩振
动吸收特征具有可重复性。更进一步地说明衰减
全反射－傅里叶变换－红外光谱可以替代透射－傅里
叶变换－红外光谱对胡敏酸分子结构进行定性与半
定量分析。

３　结论

通过对比黄壤胡敏酸和石灰土胡敏酸的红外

光谱分析表明，黄壤胡敏酸脂肪碳含量较高，芳香
结构较低，分子量较大，而石灰土胡敏酸分子内脂

肪碳含量较低，不饱和结构即芳香结构和含氧官能
团含量较高，分子量较小。比较透射－傅里叶变换－
红外光谱与衰减全反射－傅里叶变换－红外光谱，衰
减全反射－傅里叶变换－红外光谱不但不需要对胡敏
酸样品进行预处理，操作简单，而且能够完全再现
胡敏酸的透射－傅里叶变换－红外光谱的特征，因此，
衰减全反射－傅里叶变换－红外光谱可以用来进行胡
敏酸分子结构和官能团分析，是胡敏酸红外光谱分
析的发展方向。

致谢：我们要感谢中国科学院地球化学研究所
矿床地球化学国家重点实验室万泉研究员、博士生
李姗姗在胡敏酸红外光谱分析过程中给予的大力
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