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摘要 腐殖质作为土壤和沉积物普遍存在的天然有机物质，在生态系统物质循环和能量流动过程中至关重

要。腐殖酸分子结构中含有的醌基等活性官能团赋予腐殖质氧化还原特性，使之在环境污染物转化、土壤肥力

提升等方面发挥着关键作用。准确评价腐殖质的氧化还原能力是深入探究其环境行为和功能机制的基础。目

前，评估腐殖质氧化还原能力的主要方法包括氧化还原滴定法、电化学法和微生物法等。本文综述了氧化还原

滴定法、电化学法和微生物法的原理、实验和应用范围，深入剖析了各方法评价腐殖质氧化还原能力的优势与局

限，氧化还原滴定法操作简单但受终点判定方式影响，定量精度受限；电化学法灵敏度高但易受外部环境干扰；

微生物法能较好模拟自然条件但分析周期较长。进一步探讨了腐殖质氧化还原能力评价方法的未来发展趋势，

包括新型电化学传感器的开发、原位测量技术的优化以及多技术联用策略的应用。
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氧化还原过程是地球表生环境常见的自然现

象，多见于冲积平原、沼泽和水稻土等。土壤腐殖质

作为土壤有机质的主要组成部分，在生态系统中承

担着多项生态功能。一方面，它作为关键的有机碳

来源，不仅在碳素地球化学循环中扮演着重要角色，

还可通过螯合矿质元素和自身降解为土壤生物提供

养分，构建土壤生物群落，影响土壤的生物多样

性［1-2］。另一方面，腐殖质具有丰富的酸性官能团和

表面负电荷，作为土壤重要的氧化还原活性组分和

吸附载体，参与土壤中多数氧化还原、吸附解吸等反

应，影响污染物在环境中的迁移转化［3］。因此，腐殖

质是衡量土壤肥力和土壤质量的重要指标。

腐殖质是水、土壤和沉积物环境中最重要的电

子穿梭体之一，参与和控制着诸多环境行为，如温室

气体排放、土壤矿物还原、污染物转化等［4-6］。它是

富含酚羟基、醌基等氧化还原活性官能团的有机高

分子化合物，具有电化学活性，即电子转移能力［7-8］。

环境降水事件、河流湖泊水库溢出以及植物种植过

程中土壤淹水均会导致土壤或沉积物形成厌氧环

境，对腐殖质的氧化还原状态产生显著影响，腐殖质

分子中醌基、半醌和酚羟基发生转变，使腐殖质表现

出氧化还原能力。腐殖质氧化还原能力不仅影响其

自身理化性质和反应活性，还影响环境中的生物地

球化学过程。它能作为电子受体直接参与微生物厌

氧呼吸（即“腐殖质呼吸”），也可作为电子供体直接

还原污染物［6］，或作为电子穿梭体介导污染物的降解

转化过程［9］，促使高毒重金属的还原［10-11］和有机污

染物的生物降解［12］。此外，腐殖质的氧化还原能力

也影响着氮、磷循环，对生态系统健康和功能有着深

远影响。

腐殖质氧化还原能力在环境和农业科学中的多

重意义使得腐殖质的组成和结构［13］、来源和生

成［14］、周转与固存［15］、污染物的转化降解［11，16-17］、土

壤改良和肥力提升等多领域均涉及腐殖质氧化还原

活性研究，以促进土壤质量改善、污染治理、生态系

统稳定和农业可持续发展。量化评估腐殖质的氧化

还原能力，是解析土壤生态系统复杂性、揭示不同环

境介质条件下腐殖质的氧化还原状态的关键，便于

更好地理解腐殖质在元素地球化学循环和污染物降

解的行为和作用。由此可见，准确评价腐殖质的氧

化还原能力对解析它在各种环境过程中的作用至关

重要。根据腐殖质氧化还原能力测定原理，可将评

价方法分为化学滴定法、电化学法、微生物法、光谱

法和其他方法。本文通过系统比较不同评价方法在

原理与机制、敏感性与精确性，适用范围和局限的异

同，旨在为腐殖酸氧化还原能力测定方法的选择及
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了解腐殖质在氧化还原反应中的行为和功能提供

依据。

1　腐殖质的氧化还原能力

腐殖质因含有大量羟基、羧基、羰基等活性官基

团，表现出优越的吸附性能和氧化还原能力而备受

关注［18］。现有研究表明腐殖质氧化还原活性主要来

源于类醌基团，不同氧化还原条件下腐殖酸的醌与

氢醌可相互转化。氧化条件下，还原态氢醌经氧化

形成醌基［19］；还原条件下，氧化态醌基作为电子受体

接受氢气、有机酸盐等无机或有机物的电子经还原

形成羟醌［20-22］，进而在污染物与微生物间充当电子

穿梭体传递电子，加速污染物的还原转化降解［23］。

土壤腐殖质来源广泛、组成复杂且结构多变，因此常

以小分子醌物质作为模式分子来研究腐殖质的电子

转移能力。如图 1 所示，其中，蒽醌双磺酸盐

（AQDS ）被普遍认为是腐殖质电子中介体的模拟

物，也是最常用的模式物［24］。

环境氧化还原电势决定了氧化还原过程中腐殖

质所承担的电子传递角色。研究表明，有氧条件下

还原性功能基团依然存在［27-28］，其氧化还原电势多

在 0.32~0.78 V ［29］。Aeschbacher 等［30］研究表明，腐

殖质还原性基团在外加电压下转换为还原态。pH 
7.0 时 ，腐殖质氧化还原基团的标准还原电势

在+0.15~ −0.3 V，与常见醌模式物电势分布相似

（图 2），反映了土壤、水体等环境中腐殖酸氧化还原

反应的普遍性，体现了腐殖酸在降解有机污染物或

促进土壤重金属固定和转化过程中的功能和角色。

腐殖质的氧化还原能力很大程度取决于腐殖质

分子结构。目前对腐殖质分子质量和结构较为统一

的结论是：多芳香核形成腐殖质的中心骨架，连接着

脂肪类化合物或单一酚类化合物而形成复杂大分

子。也有研究发现，腐殖质表面可剥离出小分子组

分，可解离腐殖质小分子与本体通过氢键和非共价

键连接，卷曲装配形成超分子结合体；可解离小分子

总有机碳是原液的 2.0%，但还原能力为原液的 33
倍［32-33］。通常而言，腐殖质碳、氢含量越高则还原性

越强，富里酸（fulvic acid，FA）、胡敏酸（humic acid， 

图1 常见模式醌结构［25-26］

Fig.1 Chemical structure of quinones used as potential redox mediators

 A：1，2⁃二羟基蒽醌 Alizarin；B：蒽醌 Anthraquinone；C：1⁃磺酸蒽醌  Anthraquinone⁃1⁃sulfonic acid；D：1⁃羟基蒽醌 1⁃Hydroxyanthraqui⁃
none；E：1，4⁃萘醌 1，4⁃Naphthoquinone；F：5⁃磺酸⁃1，4⁃萘醌 5⁃Sulfo⁃1，4⁃naphthoquinone；G：2⁃羟基⁃1，4⁃苯醌 2⁃Hydroxy⁃1，4⁃benzoquinone；
H：1，4⁃苯醌 1，4⁃Benzoquinone；I：2⁃磺酸⁃1，4⁃苯醌 2⁃Sulfo⁃1，4⁃benzoquinone.

图2 pH 7.0时，常见醌模式物的氧化还原电势［31］

Fig. 2 Eh-values at pH 7.0 of quinones
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HA）和胡敏素（humin）三者氧含量依次减少而碳含

量增多，还原能力依次增强［34］。富里酸是亲水性非

均相混合物，碳氢比值相对较低，氧碳比值相对较

高，分子质量一般小于 2 ku，较胡敏酸低，但它的羧

基、酮羰基和羟基官能团含量高于胡敏酸，氧化还原

能力明显更弱［35］。早期腐殖质氧化还原能力研究多

以胡敏酸和富里酸为研究对象，随着研究的不断深

入，发现土壤和沉积物中不溶性胡敏素的氧化还原

能力对元素地球化学循环、有机污染物还原转化的

影响也是不可忽视的［36］。胡敏素结构更为复杂，现

阶段仍缺少深入的研究，但已有研究对原位固相腐

殖质的电子转移能力进行了探索［37-39］，为今后深入

研究提供了更多方向。

腐殖质氧化还原能力受其来源、pH、温度和光

照等因素影响，不同地区和生态环境形成的腐殖质

氧化还原能力差异显著。通常，泥炭腐殖质富含羧

基和酚基，赋予腐殖质较高的还原能力；河流或湖

泊的溶解性腐殖质富含酚基，具有较强的抗氧化

性［40］。除分子结构影响外，腐殖质氧化还原能力与

环境条件密切相关，具有很强的 pH 依赖性［41］。pH 
通过改变腐殖质溶解性和直接影响氧化还原体系

H+浓度，进而影响其氧化还原电势和电子转移能力。

温度和光照通过影响电子传递速率而影响腐殖质表

观氧化还原能力，较高温度加速电子传递过程，而光

照使腐殖质发生光解氧化而降低供电子能力［42］。

2　腐殖质氧化还原能力评价方法

氧化还原能力是腐殖质一个复杂而多维度的特

性，主要评价指标包括电子接受能力（electron-ac⁃

cepting capacities， EAC）、电子供给能力（electron do⁃
nor capacity，EDC）和电子转移能力（electron-trans⁃
fer capacity，ETC ）。随分析技术不断发展，评价方

法经历了多个重要发展阶段，如图3所示。20世纪初

期，通过腐殖质与有机、无机物的还原或氧化反应强

度评价腐殖质的氧化还原能力，这些研究提供了腐

殖质电子转移的初步见解［43-45］。进入 20世纪中期，

化学法已广泛用于腐殖质氧化还原能力评估［46］。化

学法将腐殖酸与不同氧化/还原剂充分反应，通过测

量吸光度、电导率、电位等定量反应产物浓度来评价

腐殖质氧化还原能力。虽然化学法提供了定量分析

腐殖质氧化还原能力的可能性，但准确度有限。20
世纪后期至今，循环伏安法、交流阻抗法、恒电流测

试法、恒电位测试法等电化学技术飞速发展，通过直

接测定腐殖质与电极间的电子传递量进一步提高了

实验的准确性和精确度，逐渐成为腐殖质氧化还原

能力评估的主流技术［25，28，47-50］ ；同时光谱技术作为

一种高分辨率、高灵敏度的分析工具，其快速发展为

腐殖质结构与氧化还原特性之间关系的精确测定提

供了有效手段［51］。近年来，微生物学方法的兴起为

研究腐殖质氧化还原能力提供了新视角，通过揭示微

生物参与有机物分解、代谢和土壤氧化还原反应，深

化了对腐殖质在土壤生物地球化学循环中功能的认

识［38，52］。根据不同方法量化表征腐殖质电子转移能

力方式的不同，将腐殖质氧化还原能力评估方法分为

3类，分别是氧化还原滴定法、电化学法和微生物法，

下面将从分析原理、常用反应物质，对仪器设备的要

求和方法局限性等方面对上述方法进行系统性介绍。

2.1　氧化还原滴定法

腐殖质电子转移能力测定化学法可追溯至腐殖

质的结构和性质研究。早期研究中，科研工作者主

要通过红外光谱、核磁共振等谱学技术研究腐殖质

的官能团特征和分子结构，重点关注它对重金属的

吸附［2］。随着对HA 元素组成、分子结构、分子质量、

官能团、胶体性质、吸附性能、光学性质和热稳定性

等理化性质认识的不断深入，研究者的兴趣逐渐转

向腐殖质的电子转移特性及其在环境和生物过程中

的作用，促进了腐殖质电子转移能力分析方法的发

图3 腐殖质氧化还原能力评价方法的发展历程

Fig.3 Development of methods for evaluating the redox capacity of humic substances
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展。氧化还原滴定法基于氧化剂/还原剂与腐殖质

相互作用时的电子转移，通过测定与腐殖质反应后

体系电势、氧化剂/还原剂或氧化/还原产物浓度的

变化来表征腐殖质的电子转移能力。常见氧化剂或

还原剂如表 1所示，试剂选择不同，测定的腐殖质氧

化还原能力差异显著。

常用的还原剂有H2S、Pd/H2、金属Zn等，反应完

全后通过还原剂残余量或还原产物浓度来定量腐殖

质电子转移能力，分为一步反应法和两步反应法。

一步反应法如 Heitmann 等［53］采用 H2S 还原泥炭胡

敏酸（pahokee peat reference humic acid， PPHA）后，

测定H2S的消耗量或H2的生成量以定量分析PPHA
的电子接受能力。间接滴定法是用还原剂还原腐殖

质后，将被还原的腐殖质继续与氧化剂反应，测定第

二步反应氧化剂的消耗量或还原产物的生成量表征

腐殖质的电子转移能力。例如，Ratasuk等［26］将不同

来源的胡敏酸、富里酸以及模式醌化合物经Pd/H2催

化还原后，继续与柠檬酸铁（Ⅲ）反应，通过测定体系

Fe（Ⅱ）浓度定量腐殖质的 ETC 。Blodau 等［54］将被

金属 Zn 还原的溶解态有机质（DOM）与氰化铁

（FeCN）反应，通过Zn的溶解量和FeCN的消耗量来

评价 DOM 的 EAC 和 EDC。由表 1 可见，氧化还原

滴定法使用不同还原剂/氧化剂还原/氧化同一腐殖

质时，所测定的电子转移能力存在差异。例如，以

H2S、Zn 及 H2/Pd 为还原剂还原 PPHA 时，测定的电

子转移能力大小为 Zn>Pd/H2>H2S。金属 Zn 在水

中表现出热力学不稳定性，易与水发生反应，以Zn为

还原剂测定的电子转移量明显高于H2S和H2/Pd［54］。

常见测量腐殖质电子转移能力的氧化剂包括柠

檬酸铁（ferric citrate）［21， 55］、六氰基高铁酸钾（potas⁃
sium hexacyanoferrate）［54］和液态 I2 

［34］等。其中，液

态 I2是氧化能力极强的氧化剂，标准电极电位远高于

环境常见电位，极可能氧化腐殖质中与电子传递无

关的有机部分。Peretyazhko 等［48］的研究也表明，以

液态 I2和六氰高铁酸钾作为氧化剂测定的电子转移

量分别高出柠檬酸铁 2 个和 1 个数量级。同一方法

测定不同腐殖质的电子转移能力也存在差异。一般

而言，影响腐殖质氧化还原特性的官能团包括羧基、

酚羟基、苯醌、羟基醌、醇羟基等［55］，而羧基含量为陆

源 富 里 酸 > 水 源 富 里 酸 > 水 源 天 然 有 机 物

（NOM）>水源胡敏酸>陆源胡敏酸［56］。因此，有必

要根据实验对象、条件和需求选择合适的氧化剂。

表1　腐殖质氧化还原能力的化学评价法比较

Table1　Comparison of chemical evaluation methods for the redox capacity of humic substances

腐殖质种类

Types of HA

AHA
SRFA
SRHA
SHHA
SHA

PPHA2

PPFA
LHA

阔叶林HA Broad-leaved 
forest HA

PPHA1

ETC 
Pd/Al2O3

pH 6.5/8.0
1.73/1.11
0.60/0.48
0.94/0.74
1.68/1.14
2.99/1.94
0.71/0.65
0.71/0.65
2.86/1.42

Pd
pH 8.0

0.88
0.13
0.53
0.75
1.46
0.37
0.37
0.78

EAC
H2S

pH 6.0/6.5
0.3/3.1

0.3/3.1

C6H5FeO7

2.17

Fe(NO₃)₃

3.17

EDC
FeCN
pH 6.5

0.33

FeCi
pH 5.0

0.11

Fe(OH)3

pH 6.0

0.23

注：PPHA1 ：pH 6.0和 6.5时分别利用硫化氢（H2S）和锌（Zn）还原；阿尔德里奇腐殖酸（AHA）、苏万尼河富里酸（SRFA）、苏万尼河腐殖

酸（SRHA）、苏万尼河疏水性酸（SHHA）、土壤腐殖酸（SHA）、泥炭地腐殖酸（PPHA2）、泥炭地富里酸（PPFA）、褐煤腐殖酸（LHA）分别在

（1）pH=8.0、纯 Pd 粉末（HA 和 FA：0.5 mg/mL）［57］；（2）pH 8.0、Pd/Al2O3 ；（3）pH 6.5、Pd/Al2O3
［26］

 条件下还原；常绿阔叶林 HA：pH=
7.0±0.1，通入H2添加钯炭催化剂，遮光振荡 72 h ［58］ 还原；某城市污水处理厂处带式压滤处理后的脱水污泥HA、FA：HA、FA与钯碳混

合，稀释至TOC至 100 mg/L，通入N2/H2（95% N2，5% H2）的混合气体 15 min，静置于厌氧培养箱遮光反应 72 h，加入柠檬酸铁，使用菲

洛嗪试剂法进行测定［59］。Note：PPHA1： H2S and Zn reduction at pH 6.0 and 6.5， respectively； AHA， SRFA， SRHA， SHHA， SHA， 
PPHA2， PPFA， LHA are respectively （1） pH=8.0，Pure Pd powder （HA and FA： 0.5 mg/mL） ［57］；（2） pH 8.0； Pd/Al2O3 （3） pH 6.5， 
Pd/Al2O3

［26］； Evergreen broad-leaved forest HA： pH=7.0±0.1， H2 was added with palladium-carbon catalyst， and the light was shaken for 
72 h［58］. HA， FA of dehydrated sludge after belt press filtration treatment at a municipal sewage treatment plant： HA and FA were mixed with 
palladium carbon， diluted to TOC to 100 mg/L， then N2/H2 （95% N2， 5% H2） was injected into the mixture for 15 min， then placed in an an⁃
aerobic incubator for light shielding reaction for 72 h， and ferric citrate was added for determination using the phallozine reagent method［59］.
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氧化还原滴定法操作简单，对设备无特殊要求，

在常规化学实验室即可实现，因此在相关研究中应

用广泛，但也存在明显的局限性。首先，该方法通过

定量参与氧化或还原反应的反应物或产物来间接确

定腐殖质的EAC和EDC，测定重复性易受实验操作

影响，需严格控制操作过程尽可能减少实验误差。

其次，添加的氧化剂和还原剂往往与质子发生交换

耦合，导致体系 pH变化而影响发生氧化还原反应的

氧化还原电位［28］。该方法耗时较长，如采用 Fe3+再

氧化定量腐殖质 EDC时，需数小时甚至数天才达到

氧化还原反应平衡［57］。

2.2　电化学法

鉴于氧化还原滴定法存在的明显缺陷，随后发

展了电化学法来评价腐殖质电子传递能力的强弱。

如图 4所示，电化学法通过电化学工作站的三电极体

系（工作电极、参比电极和对电极）向腐殖质施加外

加电压使其发生氧化还原反应，腐殖质既可作为氧

化还原反应的电子受体又可作为电子供体，与电极间

发生电子传递而形成氧化还原电流，电化学工作站直

接监测还原电流来量化腐殖质的电子转移能力。根据

电子传递方式，又可将电化学法分为直接电化学法（di⁃
rect electrochemical reduction， DER）和介导电化学法

（mediated electrochemical reduction， MER）。

直接电化学法指电子在电极与腐殖酸之间直接

传递而氧化或还原腐殖酸。Yuan 等［60］采用循环伏

安法研究了污泥堆肥中DOM的氧化还原行为，采用

计时电流法测定了 DOM 的 EAC 与 EDC，测定结果

与化学滴定法相近，但电化学法能更准确地控制实

验条件，更快捷地获取实验结果。Aeschbacher等［28］

建立了一套标准的腐殖质 EAC 与 EDC 电化学测试

装置，如图 4所示，并在直接电化学法基础上，以敌草

快［（diquat） 1，1′-Ethylene-2，2′-bipyridy］和 2，2-联
氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐（2，2′-azi⁃
no-bis（3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid）diammo⁃
nium salt，ABTS）为电极与腐殖酸间的电子穿梭体，

这种测定腐殖质 EAC 与 EDC 方法即为介导电化学

法。常见的介导物如表 2所示，作为电极与腐殖质间

的电子穿梭体，可大大加快腐殖质与电极间的电子传

递速率，减少腐殖质氧化还原反应所需时间。电化学

法测定的腐殖质转移电子量可通过电流积分得到［61］：

QEAC =
∫ Ired dt

F
mHA

（1）

QEDC =
∫ Ioxdt

F
mHA

（2）

式（1）~（2）中，I：电流，A；F：法拉第常数，

96.485 sA/mol［54］；m：腐殖质质量，g。
直接电化学法和介导电化学法评价腐殖质电子

转移能力各有优劣。前者具有操作简单、直接观察

电子转移过程等优点，但耗时较长，反应过程需要

1~2 d。介导电化学法引入介导物质加快了电子传

递过程而缩短了反应时间，为高通量分析和实时监

测提供了极大便利，但因介导物的引入，可能影响腐

殖质结构或性质、产生与腐殖质重叠的电化学信号、

改变反应体系pH、离子强度或微环境等，均能导致对

腐殖质电子转移能力评价产生偏差。使用介导电化

图4 腐殖质氧化还原能力的电化学测试（改自文献［12］）
Fig. 4 Electrochemical test of redox capacity of humic substances（Adapted from reference ［12］）

26



第 4 期 熊娟 等：腐殖质氧化还原能力评价方法及其应用

学法还原腐殖质时，样品体积通常少于 15 mL 且浓

度较低，难以获取足够的还原态腐殖酸用于后续研

究。近 10年来，电化学法成为腐殖质电子转移能力

评估的主流技术，为研究腐殖质氧化还原的电子穿

梭过程提供了诸多关键证据。Liu等［66］ 将电化学测

量与化学还原动力学相结合，采用电化学法直接测

定腐殖质的电子供体/受体容量，研究了 12种不同溶

解性腐殖质的电子转移特性，提供了更接近环境条

件的评价结果。Tan等［38］ 将土壤物理分级技术与介

导电化学测量方法相结合，利用介导电化学直接测

定这些样品的微生物可还原度，反映了土壤物理化

学保护机制对腐殖酸氧化还原特性的重要影响。现

有研究表明，在利用电化学方法测定腐殖质的电子

接受能力（EAC）时，环境中的某些组分可能会影响

测定的准确性。Li等［49］发现，亚硝酸盐（NO₂⁻）会干

扰电化学测定结果，从而影响对腐殖质氧化还原能

力的准确评价，为消除这一影响，研究引入反硝化细

菌 Pseudomonas nitroreducens 预处理样品，有效去除

了不同氧化还原状态下腐殖质样品中的 NO₂⁻，提高

了 EAC 测定的准确性和可靠性。这一优化方法增

强了电化学技术在复杂环境体系中的适用性，为更

精确地评估腐殖质的氧化还原能力提供了技术保

障。此外，不同测定方法在 EAC 评价中可能存在系

统性差异。Rincón-Rodríguez 等［67］采用介导电化学

还原法（MER）和化学氧化还原滴定法（CRT）对腐

殖酸和土壤的 EAC 进行了系统测定，并对 2种方法

的测定结果进行了对比分析，结果表明，2 种方法测

得的 EAC 值较为接近，但 CRT 法普遍高于 MER，

推测其原因在于CRT 反应时间较长，使得更多氧化

还原基团得以充分反应。这些研究表明，在评估腐

殖质氧化还原能力时，应根据实验需求选择合适的

测定方法，并在必要时优化测定条件，以提高结果的

准确性和可比性。

2.3　微生物法

微生物胞外呼吸（microbial extracellular respira⁃
tion）是近年新发现的厌氧条件下微生物能量代谢方

式，指厌氧条件下微生物在胞内彻底氧化有机物释

放电子，经胞内呼吸链传递给胞外电子受体使其还

原，同时释放能量维持微生物自身生长繁殖的过

程［68］。该代谢方式是涉及微生物细胞内与细胞外的

电子受体和电子供体之间传递的呼吸方式。

电子穿梭体是指能够在氧化还原反应中作为中

介，传递电子的化合物，是微生物胞外呼吸过程具有

氧化活性的化学物质，主要功能是促进微生物胞外

电子传递。现有研究证明胡敏酸可作为末端电子受

体，促进有机物的厌氧微生物氧化，在有机、无机化

合物的生物降解和转化中起着重要作用［69］。Lovley 
等［22］曾发现，Geobacter metallireducens 菌以乙酸为

碳源，通过厌氧呼吸来还原腐殖质。李东阳等［70］发

现，在微生物还原六氯苯体系内加入腐殖质后，有利

于脱氯反应进行，一定程度提升了六氯苯的去除效

率。刘思佳等［71］ 发现了富里酸在微生物胞外降解

五氯苯酚过程中的介导作用，其表面羟基和羧基分

别充当电子供体和电子受体的角色，显著提高了

Shewanella oneidensis MR-1还原降解五氯苯酚的效

率（>80%）。现有研究表明，微生物学方法被广泛

用于评估腐殖质在微生物介导的氧化还原反应中的

作用，特别是其作为电子穿梭体促进 Fe（Ⅲ） 还原的

表2　介导电化学法测定腐殖质电子转移量时常用的介导物质

Table 2　A mediating substances commonly used in the determination of electron transfer
 in humus by mediated electrochemical method

介导物质

Mediating substances
氰甲基紫精1,1’-Bis(cyanomethyl)-4,4′-bipyridyl，cyanomethyl 
viologen[62]

敌草快 （diquat) 1,1’-Ethylene-2,2’-bipyridyl[63-64]

9,10-蒽醌-2,6-二磺酸（AQDS) 9,10-Anthraquinone-2,6-disul⁃
fonicacid[62,65]

2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐 2,2′-azino-bis（3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid）diammonium salt
2,2′-联氨基双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸，BTS） 2,2′-Azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid

2,6-二氯酚酞（DCPIP) 2,6-Dichlorophenolindophenol
蒽醌-2-羧酸（AQC) Anthraquinone-2-carboxylic acid[66]

标准还原电位/V
Standard reduction potential

-0.14

-0.35

-0.23

+0.68

+0.22
/

特性

Quality

结构相互关联，与pH无关的单电子转移反应

水相应用方便，分子在不同氧化态间转变，是电

化学反应的重要参与者

稳定性较好和可重复性

反应速度较快，稳定性较好

迅速转移电子，可逆性
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机制。研究发现，腐殖质中的醌基官能团在微生物

驱动的电子传递过程中发挥关键作用。Li等［72］采用

电化学分析测定了不同合成醌（SQ）的 EAC 和

EDC，发现 EAC 较高的 SQ 能够显著增强 Klebsiella 
pneumoniae L17 的 Fe（Ⅲ） 还原速率和电子传递能

力，进一步验证了腐殖质作为电子穿梭体的功能。

同样，Wu等［73］研究了腐殖质在碱性细菌 Corynebac⁃
terium humireducens MFC-5 介导的氧化还原过程中

的作用，结果表明，腐殖质的 EAC 与其醌基含量密

切相关，EAC 较高的腐殖质能够有效促进 C. hu⁃
mireducens MFC-5 还原 Fe（Ⅲ） 的能力。这些研究

进一步表明，微生物学方法不仅能够定量分析腐殖

质的氧化还原能力，还能够揭示腐殖质在微生物驱

动的 Fe（Ⅲ） 还原和环境氧化还原循环中的作用，为

解析腐殖质在生物地球化学过程中的功能提供了更

深入的证据。溶解性腐殖质可在液相环境中扩散迁

移，自由穿梭于菌体和污染物之间，有效促进氧化还

原进程［12，74］。不溶性的胡敏素亦可作为电子介质在

微生物和环境污染物的间传递电子，加速污染物还

原转化。Zhang 等［75］发现水稻土和底泥中胡敏素能

参与微生物胞外呼吸，也能耦合微生物实现五氯苯

酚的还原脱氯。已报道的具有还原腐殖质能力的菌

株如表 3所示，最常见的菌株为希瓦氏菌和地杆菌；

研究者也常将微生物法与滴定法或电化学法联用来

表征腐殖质的氧化还原能力。

微生物作为土壤生态系统不可或缺的部分，对

腐殖质电子转移过程起着关键作用。利用微生物评

价电子转移能力，能深入理解土壤微生物的代谢途

径、生态功能和相互作用，有助于揭示土壤有机质循

环的具体机制，为了解土壤中微生物的电子转移能

力并进而为环境修复提供一定的参考依据。利用微

生物评价土壤中的电子转移能力具有多方面的优

势，不仅能揭示微生物的代谢途径、评估生态系统功

能，还在环境修复中具有应用潜力。此外，它还有助

于研究微生物种群的多样性和相互作用。然而，这

一方法也面临诸多挑战，包括方法的复杂性、土壤微

生物群落的异质性、实验技术的局限性以及可能的

生态风险。这要求在实际应用中，需要谨慎设计实

验并综合考虑多种环境和生态变量，以确保研究结

果的准确性和可行性。

2.4　谱学技术

化学滴定法、电化学方法和微生物法均是通过

监测氧化还原反应过程中电子转移来表征腐殖质的

氧化还原能力。腐殖酸的氧化还原活性与其分子结

构和官能团特征密切相关，相关研究常采用谱学技

术表征腐殖质结构和官能团，间接反映腐殖质的氧

化还原活性。常用的谱学技术包括紫外-可见吸收

光谱法（ultraviolet-visible spectroscopy， UV-Vis）、红

外 光 谱 法（fourier transform infrared spectroscopy， 
FTIR）、三维荧光光谱法（three-dimensional excita⁃
tion-emission matrix， 3DEEM）、核磁共振光谱法

（nuclear magnetic resonance， NMR） 和电子自旋共

振波谱法（electronspin resonance，ESR）等。上述技

术均是通过比较腐殖酸氧化还原反应前后光谱的变

化来反映腐殖酸的氧化还原活性。

紫外可见吸收光谱通过测定腐殖酸在紫外和

可见光波段的光吸收，分析其电子跃迁（如 π-π 或

n-π 跃迁），以揭示腐殖酸的分子结构特征，特别是

芳香结构信息。常用的反映腐殖酸芳香性的指标

有 SUVA254、SUVA436、E253/E203 等
［88］。SUVA254 与

腐殖质分子的不饱和Ｃ=Ｃ键有关，SUVA254越大，

不饱和Ｃ=Ｃ键越多，腐殖质还原能力增强，电子转

移能力越强。SUVA436反映腐殖质分子的醌基、半醌

基含量，醌基和半醌基是重要的电子受体，SUVA436

越大，醌基、半醌基含量越高，腐殖质氧化能力

增强。

三维荧光光谱提供分子结构和官能团信息，近

年该技术得到了广泛应用［25］。腐殖质分子含有大量

不饱和脂肪链和带各种官能团的芳香结构，三维荧

光光谱通过同时测量不同激发波长和对应发射波长

下的荧光强度，生成激发波长-发射波长的矩阵图

谱 ，从 而 研 究 腐 殖 质 的 分 子 结 构 和 官 能 团 变

化［19，51，89-90］。Chen 等［91］将 HA 和 FA 的荧光光谱分

为 5个区域，将各区域荧光强度进行体积积分，以此

计算不同区域百分比反映腐殖质的荧光组分特征

（表 4）。Ex 260~265 nm、Em 460~485 nm是典型的

腐殖酸荧光区域，通过特征峰强度变化、峰位移动、

新峰的出现或消失评估腐殖质的氧化还原能力及其

结构变化。

红外光谱通过吸收峰位置判断官能团类型，

比较腐殖质反应前后吸收峰峰位和峰强的变化，

来反映腐殖酸参与氧化还原反应官能团类型与反

应程度［93］。红外谱图中，羧基和酮基的吸收峰位

在 1 700~1 750和 2 500~3 500 cm⁻¹，羟基吸收峰位

在 3 200~3 600 cm⁻¹，芳香环、C—H 键、羰基（C=
O）/烯烃（C=C）吸收峰峰位分别在 1 500~1 600、
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2 850~2 960和 1 600~1 750 cm⁻¹。氧化过程增加羧

基和羰基吸收峰强度，减弱芳香环和烷基C—H的吸

收峰强度，而还原过程则产生相反效果。

在腐殖质氧化还原特性的表征中，光谱技术的

选择需综合考量仪器成本、样品前处理要求、操作便

捷性及表征能力等多重因素：从仪器购置成本来看，

紫外 -可见光谱（UV-Vis）和三维荧光光谱（3D-
EEM）经济实用，傅里叶变换红外光谱（FTIR）成本

适中，而核磁共振波谱（NMR）与电子顺磁共振波谱

（ESR）则因设备昂贵多限于大型研究平台；在样品

前处理方面，UV-Vis和 3D-EEM仅需溶解过滤即可

测定，FTIR依赖溴化钾压片技术，NMR需氘代试剂

溶解高纯度样品，ESR 则常需冷冻干燥以稳定自由

基信号；操作便捷性方面，UV-Vis、3D-EEM 和 FT⁃
IR 测试流程简单高效，而 NMR 和 ESR 需专业人员

解析复杂谱图；在表征能力上，UV-Vis 通过 SU⁃
VA254 等参数间接评估腐殖质氧化还原特性，3D-
EEM 解析荧光组分与官能团动态，FTIR 揭示官能

团结构演变，NMR定量分析碳骨架组成与活性基团

关联性，ESR则直接捕获自由基活性位点。因此，针

表3　腐殖质还原菌［69］

Table 3　Humic substances reducing bacteria

腐殖质还原菌 Humus reducing bacteria

希瓦氏菌

Shewanella

地杆菌

Geobacter

脱亚硫酸菌

Desulfitobacterium

发酵细菌

Fermentative 
bacterium

产甲烷菌

Methanogen

嗜热菌

Thermophile

Shewanella oneidensis MR-1[76]

Shewanella putrefaciens[77]

Shewanella sacchrophila[78]

Shewanella cinica D14 T[79]

Geobacter metallireducens[55, 80]

Geobacter sulfurreducens[80-81]

Geobacter sp.[82-83]

Desulfitobacterium dehalogenans[84]

Desulfitobacterium PCE1[84]

Desulfitobacterium chlorerespirans Co23[85]

Desulfitobacterium SDB-1[82]

Desulfitobacterium FD-1[82]

Propionibacterium freudenreichii[86]

Enterococus cecorum[86]

Lactococcus lactis[86]

Methanobacterium palusre F[87]

Methanococcus thermolithitrophicus[87]

Methanobacterium thermoautotrophicum

Methanococcus voltaei

Methanolobus vulcani PL-12/M
Methanosarcina barkeri MS
Methanosarcina cuniculi

Methanospirillum hungatei

Archaeoglobus fulgidus[87]

Methanopyrus kandleri[87]

Pyrobaculum islandicum[87]

Pyrococcus, furiosus[87]

Pyrodictium abyssi[87]

Thermococcus celer[87]

Thermotoga maritima[87]

电子供体 Electron donor

乳酸 Lactic acid

葡萄糖 Glucose
乙酸 Acetic acid
乳酸 Lactic acid
乙酸 Acetic acid
乙酸 Acetic acid

乙酸Acetic acid、丙酸Propionic acid、乳酸

Lactic acid、乙醇Ethyl alcohol
乳酸 Lactic acid，H2

乳酸 Lactic acid，H2

乙酸 Acetic acid
乙酸 Acetic acid、丙酸 Propionic acid、乙醇

Ethyl alcohol、琥珀酸 Succinic acid
乙酸 Acetic acid、丙酸 Propionic acid、琥珀

酸 Succinic acid
乙酸 Acetic acid、丙酸 Propionic acid

葡萄糖 Glucose
葡萄糖 Glucose

异丙醇 Isopropanol、H2

H2

H2

H2

H2

H2 、乙酸 Acetic acid
H2

H2

乳酸 Lactic acid、H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

电子受体 Electron acceptor
2-Hydroxy-1,4-naphthoquinone
(Lawsone)，AQDS，AQS，HA

AQDS，HA
AQDS
AQDS

AQDS，HA，HS
AQDS，HA

AQDS，HA

AQDS，HA
AQDS，HA
AQDS，HA

AQDS

AQDS

AQDS
HA
HA

AQDS
AQDS，HA
AQDS，HA

AQDS
AQDS
AQDS

AQDS，HA
AQDS，HA
AQDS，HS
AQDS，HS
AQDS，HS
AQDS，HS
AQDS，HS
AQDS，HS
AQDS，HS

注：AQDS：蒽醌双磺酸盐；HS、HA均表示腐殖质。Note：AQDS： Anthraquinone disulfonate； HS and HA represent humic substances.
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对不同研究目标可优选单一技术或采用多光谱联用

策略，以实现腐殖质氧化还原特性与环境行为的多

维度解析。

除了与光谱分析技术联用外，研究者也探索将

化学滴定法、电化学法和微生物法与其他技术联用

来评价腐殖酸的电子转移能力。Walpen 等［94］ 将流

动注射分析技术（FIA）与电化学法联合量化了溶解

性有机质中的电子供体功能基团，检测出皮摩尔级

的生育酚醋酸盐和纳克级的溶解性有机质（碳质量

浓度 <1 mg/L），但该技术操作繁琐且设备不便携，

很难用于原位检测。Yuan 等［95］开发了一种简单便

携的野外预注入［2，2'-氨基双（3-乙基苯并噻唑-6-
磺酸）］ （ABTS.+） 的测量装置，该设备预先注入

ABTS（+），能快速准确地测定不同溶解有机物的

EDC。该设备在检测限、适用溶解性有机碳浓度范

围和样品制备等方面明显优于传统的流动注射分析

技术和介导电化学氧化法，对不同分子质量腐殖质

酸 EDC的测定亦具有良好的准确性，溶解性有机质

的EDC与其化学需氧量、发色团溶解性有机质含量、

相对分子质量和腐殖化程度显著相关。

3　方法比较

化学滴定法、电化学法和微生物法在评价腐殖

质的氧化还原能力时各具优缺点，适用于不同研究

场景和目的（表 5）。化学滴定法通过测定腐殖酸与

H2S、Pd/H2、金属 Zn 等还原剂或 I2 等氧化剂［53-54，96］

反应后反应物或反应产物浓度来量化腐殖质的氧化

还原能力，是三者中最经济、最不受实验条件和设备

限制的方法。但该方法精度较低，测定结果的准确

性可能受到实验环境、样品组成及操作误差的影响，

从而导致测定值的偏差；同时，该方法无法准确区分

腐殖质的氧化还原结构单元及功能。具体而言，若

体系中含有铁（Ⅲ）（Fe³⁺）、硝酸盐（NO₃⁻）或硫酸根

（SO₄²⁻）等强氧化性物质，这些物质可能与还原剂发

生竞争性反应，导致氧化剂实际消耗量增加，使测定

值高于真实值。同时，腐殖质化学组成较复杂，其中

醌基、半醌基及多酚类化合物在氧化还原过程中可

能发生缓慢的自还原或共轭电子转移，导致反应不

完全，从而低估其氧化还原能力。碱性条件下，化学

滴定法可能诱导Fe²⁺、Mn²⁺等金属离子沉淀，降低体

系氧化还原活性物质的有效浓度，进一步影响测定

的准确性和可重复性。

电化学法利用电化学工作站，采用计时电流法，

循环伏安法或安培法等监测腐殖质氧化还原反应过

程中电子转移，通过氧化或还原电流量化腐殖质的

氧化还原能力，具有高灵敏度，量化电子传递量的优

点，实现了腐殖质氧化还原能力的定量评估，但该方

法需要电化学工作站、无氧手套箱等设备，且操作较

为复杂，易受外部环境影响［33］。微生物法利用微生

物对腐殖质的利用能力来间接反映腐殖质的氧化还

原能力。微生物在分解和利用腐殖质过程中，会根

据氧化还原能力的强弱来选择性地分解和利用不同

类型以及具有不同相对分子质量和结构的腐殖质。

微生物法通过测量微生物在腐殖质存在下的生长速

率、代谢产物或其他生物标志物，来评估腐殖质对微

生物活性的具体影响，操作相对复杂且需长时间培

养。实际应用时综合考虑各方法优劣，根据研究需

求选择分析方法，也可结合多种方法综合分析，获取

全面信息。

表5　腐殖质氧化还原能力评价方法比较

Table 5　Comparison of evaluation methods for redox capacity of humic substances

方法

Method
化学滴定法

电化学法

微生物法

成本

Cost
低

高

中等

操作难易程度

 Operational complexity 
简单

复杂

视情况

适用范围

Application
快速筛选和大规模分析

腐殖质氧化还原过程

腐殖质与微生物活动的相互作用

信息

 Information
表观还原能力

定量电子转移量

取决于微生物实验的设计和执行

表4　荧光积分区域划分及归属［92］

Table 4　Fluorescence integral region division 
and attribution

区域

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅵ

Ⅴ

Ex/nm

200~250

200~250

200~250

>250~400

>250~400

Em/nm

290~330

>330~380

>380~520

290~380

>380~520

荧光物质归属

Fluorescent component assignment
类酪氨酸物质

 Tyrosine-like fluorophores
类色氨酸物质

 Tryptophan-like fluorophores
类富里酸物质

Fulvic-like fluorophores
微生物代谢产物

 Microbial byproduct-like fluorophores
类腐殖酸物质

Humic-like fluorophores
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4　小结与展望

腐殖质是土壤、沉积物或水体主要的氧化还原

活性物质之一，可作为电子受体或电子供体，参与

污染物的氧化还原降解而影响其环境行为。本文

总结了氧化还原滴定法、电化学法和微生物法的原

理、实验步骤和应用范围，详细分析了各方法在评

估腐殖质氧化还原能力时的优势与局限。氧化还

原滴定法操作简便，但精确度有限；电化学法灵敏

度高，但容易受到外部环境干扰；微生物法能够较

好地模拟自然条件，但分析周期较长，所需时间因

实验设计和条件而异，通常包括微生物培养、反应

过程和分析检测等阶段，总耗时可能从数天到数周

不等。这些方法的分析结果为未来环境污染修复、

土壤改良、可持续农业和生态系统管理等领域提供

应用途径，推动腐殖质氧化还原能力评价技术的发

展和应用。

现有的腐殖质氧化还原能力评估方法存在技术

更新滞后、忽视生态系统层面的关联性以及应用范

围受限等问题。目前的方法缺乏与纳米、机器学习

等新兴技术的结合，未能充分探索腐殖质在土壤碳

循环和生态系统功能中的作用，也未能有效评估腐

殖质在应对气候变化和改善土壤质量方面的潜在应

用价值。未来将继续深入探索腐殖质电子转移能力

评价方法及其应用的多个方面：

1）进一步探索新型技术在腐殖质氧化还原能力

评估中的应用。随着科学技术不断进步，可以预期

新型评价方法的涌现，例如基于纳米技术的高灵敏

度传感器或结合机器学习的多模态数据处理技术，

将为腐殖质氧化还原能力的研究提供更多的可

能性。

2）更加注重腐殖质电子转移能力与土壤生态系

统功能之间的关联性。深入挖掘腐殖质与土壤微生

物、植物等生物因子之间的相互作用，解析腐殖质在

土壤碳循环、养分转化以及生态系统稳定性中的作

用机制。

3）探讨腐殖质氧化还原能力在应对气候变化、

改善土壤质量和生态系统恢复方面的潜在应用价

值，为建设健康的土壤与生态环境提供科学依据和

技术支持。
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Method for evaluating redox capacity of humic substances
and its applications

XIONG Juan,FANG Jing,XU Yun,TAN Wenfeng

College of Resources and Environment/State Key Laboratory of Soil Health Diagnosis and 
Green Restoration， Huazhong Agricultural University， Wuhan 430070， China

Abstract Humic substances， as a natural organic matter commonly present in soil and sediment， is 
crucial in the processes of biogeochemical cycling and energy flux within ecosystems.The active functional 
groups including quinones contained in the molecular structure of humic acid endow humic acid with redox 
properties， making it play a key role in the transformation of environmental pollutants and the improvement 
of soil fertility. Accurately evaluating the redox capacity of humic substances is the foundation for the in-
depth elucidation of its environmental behavior and functional mechanisms. At present， the main methods 
for evaluating the redox capacity of humic substances include redox titration， electrochemical techniques， 
and microbial assays.This article reviewed the principles， experimental protocols， and application scope of 
oxidation-reduction titration， electrochemical techniques， and microbial assays， and deeply analyzed the ad⁃
vantages and limitations of each method in evaluating the redox capacity of humic substances.The results 
showed that the redox titration is simple to operate， but its quantitative accuracy is limited by the way of de⁃
termining endpoint.Electrochemical techniques have high sensitivity but are susceptible to external interfer⁃
ence from environments. Microbial assays can simulate natural conditions well but have a longer cycle of 
analyses.The emerging trends for evaluating the redox capacity of humic substances are discussed in terms 
of developing new electrochemical sensors， optimizing in-situ measurement techniques， and implementing 
multi-modal analytical strategies.It will offer a theoretical framework for selecting appropriate methods for 
evaluating the redox capacity of humic substances from diverse sources and establishing a robust scientific 
foundation for promoting the application of humic substances in remediating environment and boosting agri⁃
cultural productivity.
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