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摘 要: 胡敏酸是土壤有机质的重要组成部分，是研究土壤有机质物理化学性质的重要环节之一。本文综述了国内外在土壤
胡敏酸研究中所采用的各种分析方法，详细论述了滴定分析方法在土壤胡敏酸官能团测定、土壤胡敏酸带电性质测定以及胡
敏酸与金属相互作用研究中的应用，并使用滴定分析法测定了贵州喀斯特地区石灰土胡敏酸中酸性官能团及其与 Ca2+形成
络合物的稳定系数。通过总结对比滴定分析法在研究胡敏酸方面的应用，本文认为现代滴定分析法在表征土壤胡敏酸物化
特性和研究土壤胡敏酸演化规律等方面具有广泛应用前景。
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土壤腐殖质是动植物残体进入土壤后，被降解

碎片在多种物理、化学以及微生物作用的共同作用
下重新聚合形成的一类复杂的非均质的有机混合

物［1］。依据腐殖质溶解特性的不同，研究者将其进
一步分为三个相对均质的组分，即 1) 富里酸( Fulvic
acid，FA) ，既可溶解于酸性溶液也可以溶解于碱性
溶液; 2) 胡敏酸( Humic acid，HA) ，只溶解于碱性溶
液，碱萃取液酸化后生成沉淀 ( pH＜2) ; 3) 胡敏素
( Humin) ，既不溶解于酸性溶液也不溶解与碱性溶
液［2］。土壤胡敏酸是土壤腐殖质的一个重要组成。
土壤胡敏酸分子结构中含有大量的活性官能团和

芳香性结构，如羧基，醇羟基以及酚羟基等，能够与

土壤中的金属元素( 如 Cu、Fe、Zn、Pb 等) 以及其他
有机物( 如酶、细菌、有机污染物等) 发生相互作用，
同时土壤胡敏酸是土壤的肥力的重要指标，影响上

覆植物生长［2－5］。因此，对土壤胡敏酸的性质特征
和演化规律以及土壤胡敏酸的环境行为的研究引

起研究人员的关注。
滴定分析法是土壤胡敏酸研究的经典方法［6］。

滴定分析法凭借操作简单、定量测定相关数据等优
点，在土壤胡敏酸物理化学性质研究中具有重要地

位。滴定分析法在土壤胡敏酸研究中的应用早期，

受仪器设备和相关理论的限制，主要用于测定土壤

有机质含量等物理参数［7］。随着现代滴定仪器的
发展与电化学理论在滴定分析法中应用，滴定分析

法逐渐扩展到土壤胡敏酸官能团组成与分布等胡

敏酸理化特性的研究中［5］。同时，基于滴定数据的
数理分析方法不断发展，使得滴定分析法也广泛应

用于土壤胡敏酸带电性质、胡敏酸与重金属或有机
污染物的相互作用等研究中。

1 土壤胡敏酸的常用分析方法
在实际研究中，由于土壤胡敏酸分子量巨大，

官能团种类繁多，结构复杂，且是一类非均质的有

机混合物。因此，想全面深入地研究土壤胡敏酸物
理化学性质存在一定困难。目前，研究人员主要采
用元素分析、红外光谱、紫外可见光谱、核磁共振以
及滴定分析等方法对胡敏酸的物理化学性质进行

综合表征。
元素分析是测定化合物的元素组成与书写化

合物结构式的关键手段。但由于胡敏酸的非均质
性，胡敏酸的元素分析数据难以推演出确定的有机

分子式［8］。红外光谱分析研究多采用傅里叶变换
红外光谱( FTIＲ) 。FTIＲ 可以对胡敏酸的结构进行
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表征，利用胡敏酸分子中官能团振动吸收能量的差

别，研究人员能够确定胡敏酸官能团的大致分布

( 表 1) ［9］。但胡敏酸作为高度缩合的天然大分子
有机混合物，化学结构复杂，使得分子中多种官能

团的红外吸收通常相互叠加，极大地增加了数据解

析的难度，因而傅里叶变化红外光谱一般只用于胡

敏酸的定性或半定量研究［10］。紫外可见分光光谱
( UV-Vis) 是另一种常用的胡敏酸分子结构分析的
工具，其利用胡敏酸分子对紫外光( 190～400nm) 与
可见光( 400～800nm) 的吸收所产生的紫外-可见光
光谱对胡敏酸的组成、结构以及含量进行相关的测
定与分析，如通常采用胡敏酸在 465nm 及 665nm
处的吸光度比值( 即 E4 /E6) 来反应胡敏酸的腐殖
化程度、官能团结构以及其在土壤中的残留时间
等［2］，但其测定结果依然受到胡敏酸分子量、pH 值
等诸多因素的影响。核磁共振( NMＲ) 技术是现代
胡敏酸结构研究中最为有效分析手段，其利用特定

原子核在强磁场下发生能级分裂，对特定频率的电

磁波产生共振吸收，从而确定物质分子结构。有研
究人员通过1H-NMＲ 对土壤有机质分析，发现富里
酸中存在 CH3、( －CH2－) n、－OCH3 以及-COOCH3 组

分［11］。随着固体 － 13C-核磁共振 ( CP /MAS － 13C-
NMＲ) 的广泛应用，研究人员归纳出土壤胡敏酸中
常见官能团的化学位移信号( 表 2) ［1，12］。虽然核磁
共振谱可以对胡敏酸分子结构进行定性与定量分

析，却不能准确反映胡敏酸的表面带电性质。

表 1 土壤胡敏酸的 FTIＲ特征吸收峰分布［9］

Table 1 Absorption peak of the function groups

of soil humic acid by FTIＲ［9］

特征吸收峰位置 / cm－1 归 属

3 400～3 300 酚羟基或醇羟基

2 930 烃类 CH2 反对称伸缩振动

2 860 烃类对称伸缩振动

1 720 羰基

1 625 芳烃骨架振动

1 540 酸仲酰胺

1 400 脂肪烃类中的-CH2，-CH3

1 150 烷氧基

900 脂类骨架振动

与上述表征测定方法不同，滴定分析能够直接

观察到体系变化，并且能够对胡敏酸进行定量分

析。滴定分析方法已被广泛应用于土壤胡敏酸含
氧官能团研究，土壤胡敏酸带电性质以及土壤胡敏

酸与金属离子相互作用等研究之中。本文将就土

壤胡敏酸常用分析方法与滴定分析法在土壤胡敏

酸研究中的应用进行综述，旨在表明现代滴定方法

在表征土壤胡敏酸物化性质等方面的应用前景。

表 2 CP /MAS-13CNMＲ 各官能团分布［1，12］

Table 2 Chemical shift of the function groups

of soil humic acid by CP /MAS-13CNMＲ［1，12］

化学位移 /ppm 归 属

0～45 脂肪碳

45～63 甲氧基碳

63～110 碳水化合物中的碳

110～160 芳香碳

160～187 羧基碳

187～220 羰基碳

2 滴定分析法在土壤胡敏酸研究中的
应用

2. 1 滴定分析法在研究土壤胡敏酸含氧官能团研
究中的应用

国内外文献报道都表明，胡敏酸含有多种不同

的活性官能团，如 COOH、酚羟基、烯醇式羟基、醌、
羟基醌、内脂、乙醚以及醇羟基等［2］。滴定分析方
法常被用于测定普通的含氧官能团的含量，其测定

原理则是以这些官能团的酸碱性质为基础。
2. 1. 1 土壤胡敏酸中羟基含量测定
胡敏酸总酸度是 COOH、酚羟基以及烯醇式羟

基的总量［2］。测定胡敏酸的总酸度，Schnitzer 提出
的 Ba( OH) 2 法 ( 氧化钡吸收法) 是最为常用的方
法。其利用 Ba( OH) 2 与胡敏酸中酸性官能团中释
放的 H+反应，过滤掉残留物质，使用标准 HCl 对滤
液进行滴定计算［13］。该方法最大的优点在于简单，
但是反应程度、氧含量等因素影响测定结果。有研
究人员使用 CH2N2 对胡敏酸进行甲基化之后，采用

Zeisel法测定甲氧基含量，最终换算为胡敏酸总酸
度，则是另一种比较有效的方法［14］。但 Farmer 与
Morrison研究发现在重金属的催化下，容易副反应，
导致胡敏酸甲基化不完全，导致测定结果偏小［15］。
为了解决甲基化不完全的问题，Wershaw 与
Pinckney提出三步甲基化方法: ( 1) 在二甲基甲酰
胺中，使用 CH2N2 将羧基和多数羟基甲基化; ( 2) 同
样在二甲基酰胺中，使用碘甲烷与具有碳负离子二

甲基亚磺酰基将额外的羟基进行烷基化; ( 3) 在二
氯甲烷中，使用 CH2N2 将前面两步中水解的酸性基

团进行甲基化［16］。另一方面，Dubach 与 Martin 等
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则使用乙硼烷来测定腐殖质中的活性氢［17］，从而计

算胡敏酸总酸度。有研究人员使用 LiAlH4 试剂( 此

前该试剂已在煤中活性氢的测定中广泛应用) 对胡

敏酸进行分析，显著提高测定结果的准确程度［2］。
2. 1. 2 土壤胡敏酸中羧基含量测定
在测定胡敏酸中所含的羧基含量时，有研究人

员提出了醋酸钙法，即使用醋酸钙与胡敏酸中的羧

基进行离子交换，然后再使用标准 NaOH 溶液对醋
酸含量进行滴定，最终计算出样品中羧基的含

量［13］。但是这种测定方法也有可能导致除羧基以
外的基团释放出质子，因此 Perdue 等建议使用醋酸
钠代替醋酸钙作为离子交换剂［18］。而酚羟基与醇
羟基的含量，则常用总酸度与羧基的含量关系就可

以计算得出。
根据研究需求选取相应的滴定分析法也很重要。

Ｒoy等研究发现，测定土壤胡敏酸酸性官能团时，电
势滴定的结果略高于电导滴定法［19］。随着研究的深
入，Borggaard通过电位滴定法区分出胡敏酸中的酚
羟基、弱羧基和强羧基三类酸性基团［20］。Arai 和
Kumada采用电导滴定法测定胡敏酸的解离常数，也
划分出三类不同的强度的酸性基团，并推测出在腐殖

质中可能含有邻苯二甲酸型结构单元［21］。同时采用
酸碱电位滴定法研究石灰土胡敏酸的酸性官能团分

布，发现土壤胡敏酸酸性官能团的含量还可能与其表

观分子量的大小相关( 表 3) ［22］。

表 3 不同分子量的石灰土胡敏酸酸性官能团分布［22］

Table 3 Acidic function group contents in humic acids

with different molecular weights［22］

样品名称
/MW

总酸度
/ ( mol /kg)

羧基
/ ( mol /kg)

酚羧基
/ ( mol /kg)

LF1( MW＞500K) 3．30 2．34 0．96

LF2( 300K＜MW＜500K) 3．77 2．83 0．94
LF3( 100K＜MW＜300K) 4．20 3．20 1．00
LF4( 50K＜MW＜100K) 4．44 3．29 1．15

LF5( MW＜50k) 5．26 3．78 1．49

2. 1. 3 胡敏酸中羰基含量测定
羰基是胡敏酸中另一类重要的含氧基团。对

于羰基含量测定，通常采用将羰基与羟胺、苯肼等
试剂反应，生成肟、腙等衍生物，然后使用高氯酸进
行回滴定的方法［23］。但胡敏酸可能与氨基合成不
能够水解的化合物，并且某些含羰基的结构 ( 如羟

基醌，芳香性的酮基等) 不能与上面所提到的羟胺、
苯肼等试剂反应［24］，使得测定结果不够准确。因

此，研究人员常采用硼氢化钠将羰基还原为醇基，

然后使用标准 HCl溶液滴定未被利用的硼氢化钠，
从而计算羰基的含量［17］。另一方面由于胡敏酸结
构复杂，使得醌酮结构中的羰基的测定较为复杂。
目前研究常用三种不同的方法对土壤胡敏酸中的

羰基进行还原: ( 1) 在酸性溶液中利用 SnCl2 进行还
原; ( 2) 在碱性溶液中利用 SnCl2 进行还原; ( 3) 在
碱性三乙醇胺溶液中，使用 Fe2+进行还原［25－27］。
Schnitzer和 Ｒiffaldi观察到，酸性条件下，SnCl2 还原
方法的测定值较高，但碱性条件下，SnCl2 还原与
Fe2+-三乙醇胺还原结果则相当一致［28］。
2. 2 滴定分析法在研究土壤胡敏酸表面带电性质
研究中的应用

土壤胡敏酸具有高分子量、多样官能团以及复
杂空间结构等特点，极易形成胶体，而土壤胡敏酸

胶体表面通常带有电荷，其表面电荷性质直接影响

土壤胡敏酸与土壤中酶、有机污染物和重金属的相
互作用。所以，准确测定土壤胡敏酸表面电荷量与
电荷分布特性也就相当重要。
酸碱滴定法( 早先被广泛应用于研究蛋白质表

面的电荷密度等方面的研究［29］) ，加之 NICA-
DONNAN模型对胡敏酸的酸碱滴定曲线进行拟合，
能够获得关于胡敏酸表面结构的信息［30］。STAT-
pH滴定法( 恒定溶液 pH 值的滴定方法) 则可以更
为深入研究胡敏酸胶体表面的质子性质［31］。当胡
敏酸表面的质子发生吸附-解吸时，必然会导致溶液
体系 pH值发生变化，加入酸碱使溶液体系的 pH值
保持不变，通过酸碱滴定剂的加入量可以计算出胡

敏酸表面质子的吸附量与释放量［32］。不过上述两
种方法只能够测定胡敏酸表面质子与 pH 变化量的
关系，却不能够准确测定土壤胡敏酸表面所带有的

绝对电荷量。聚电解质滴定法( 即用已知电荷量的
聚电解质为滴定剂滴定土壤胡敏酸，当滴定达到体

系的电势零点时，胡敏酸表面的电荷被完全中和)

根据电荷守恒原理可以计算出胡敏酸表面所带的

电荷量［33］。研究表明，STAT-pH滴定法的滴定结果
明显低于聚电解质滴定结果，因此聚电解质滴定法

更适宜于测定胡敏酸表面绝对电荷［34］。
2. 3 滴定分析法在胡敏酸解离平衡研究中的应用
土壤胡敏酸作为一类有机络合剂与聚电解质，

其质子解离过程是影响胡敏酸-金属络合过程和产
物稳定性的重要因素。电位滴定分析法常应用于
测定胡敏酸解离平衡的研究，以玻璃电极作为指示
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电极，饱和甘汞电极为参比电极，测定溶液体系 pH
值。使用铂电极测定氧化还原电位，利用标准碱溶
液进行滴定，绘制 pH-V滴定曲线，以确定滴定终点
计算解离常数［35］。滴定终点确定直接影响解离常
数的准确计算，而利用近似样条函数确定终点的数

值计算方法是较为准确的方法［36］。另一方面，胡敏
酸解离常数的准确计算在于拟合模型的选择，目前

较为成熟的数学模型有离散模型和连续亲和谱模

型。通过实验发现，使用离散模型与连续亲和谱模
型同时处理胡敏酸和富里酸的电位滴定数据，两种

模型所计算出的胡敏酸与富里酸解离常数均在误

差允许范围内［35－38］。由于胡敏酸的非均质性与结
构复杂性，要更为准确计算胡敏酸解离常数，研究

理论以及数据处理技术仍需要不断发展和改进。
2. 4 滴定分析法在胡敏酸与金属离子络合作用研
究中的应用

胡敏酸与金属离子络合作用的研究主要采用

电导滴定法与电势滴定法。电导滴定法无需离子
选择技术，滴定结果更好解释，并且能够研究更多

种类的金属离子与胡敏酸的相互作用。电势滴定
法需要使用离子选择电极，但目前可用的离子选择

电极数量较少。因此，目前实际研究中，电导滴定
法较电势滴定法更为常用，如 Makaychev 与
Motuzova就利用电导滴定法测定胡敏酸与金属盐溶
液体系等电点电导率的变化来研究胡敏酸与金属

离子的络合作用过程［39］。但两种滴定法在分析胡
敏酸与金属离子络合作用时均受到络合金属性质、
胡敏酸化学性质、酸碱条件以及溶液中的离子组成
等因素的影响［40］。
研究胡敏酸-金属络合物，胡敏酸官能团稳定常

数以及络合物稳定常数是描述络合过程热力学稳

定性的重要参数。在实际实验中，对于胡敏酸酸性
基团( 如羧基和酚羟基等) 稳定常数的测定常使用

电势滴定法［41］。而 Stevenson 等通过电势滴定法测
定腐殖酸与几种金属所形成的络合物的稳定系数，

发现高分子量低电荷密度的胡敏酸络合金属离子

能力强于低分子量高电荷密度的富里酸［42］。
Pendeya与 Singh 则通过电势滴定法测定 Fe3+与不
同来源的富里酸形成的络合物的稳定系数，发现在

土壤环境中，富里酸-Fe络合物也是相对稳定的［43］。
多种金属存在的体系中，滴定分析法能够研究体系

内胡敏酸与某种或多种金属的作用过程和变化。
采用自动电势滴定法研究石灰土剖面上土壤胡敏

酸与 Ca2+的络合作用，发现石灰土胡敏酸与 Ca2+的
络合能力与含氧官能团的含量呈正相关，与胡敏酸

的芳香性呈负相关［22］。同时发现不同表观分子量
的胡敏酸组分样品与 Ca2+络合，低分子量的胡敏酸
( 30K＜MW＜100K) 与 Ca2+的络合物的稳定系数大于
高分子量胡敏酸 ( MW＞500K) 与 Ca2+形成的络合
物，这表明胡敏酸结合 Ca2+的能力与胡敏酸分子量
呈负相关( 图 1) ［22］。

图 1 石灰土中不同分子量胡敏酸与 Ca2+作用( 据文献［22］)

Fig．1 Ｒeaction of Ca2+ with different molecular weights
of humic acids in a lime soil( After ref．［22］)

3 问题与展望
目前，滴定分析法已经能够定量测定土壤中有

机质的含量、胡敏酸官能团的组成、胡敏酸表面电
荷特性与电荷量以及金属-胡敏酸络合物的相关物
理化学参数。
近年来，滴定分析法，受到胡敏酸化学性质、实

验环境温度、体系酸碱条件以及体系离子组成等因
素的影响，其测定结果精确性饱受争议。为尽可能
提高测定数据准确性，以电化学理论为基础的滴定

方法成为土壤胡敏酸研究中的主要滴定方法，其中

电势滴定与电导滴定是两种重要的滴定方式。电
势滴定法测定体系内电势变化，辅以工作曲线能准

确测定体系内各种离子浓度，适宜于胡敏酸与金属

离子或有机污染物相互作用的研究。电导滴定法，
能够直接测定体系中电导率的变化，更适宜于胡敏

酸表面性质与官能团研究。然而随着热力学测量
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电极的发展，量热滴定法可以直接准确测定溶液体

系内的反应焓。在研究胡敏酸与金属离子或有机
污染物作用过程中，相较于电势滴定与电位滴定，

量热滴定法能更为准确测定作用过程的 ΔG、ΔH 以
及 ΔS，并精确计算作用过程的热力学常数［44－48］。
因此，量热滴定法更为适用于胡敏酸与金属离子或

有机污染物作用机理的研究。目前，滴定法还不能
准确测定胡敏酸与金属离子或有机污染物相互作

用过程的动力学参数，致使无法完整描述胡敏酸作

用过程的发生趋势。随着自动化滴定仪器的广泛
应用以及测量方法不断改进，准确测定胡敏酸与金

属离子或有机污染物相互作用过程的动力学参数

将成为滴定方法主要研究方向。
滴定分析法中，除了采用滴定直接获得相关

数据以外，对滴定数据进行数理分析则是对土壤

胡敏酸定量研究的重要基础。早先，研究人员使
用含有相似官能团的有机化合物 ( 如聚丙烯酸类

物质等) 对胡敏酸进行简化研究［2］，但测定结果与

其他测定方法获得结果差距较大。目前，NICA-
Donnan模型等模型的提出，使得直接处理土壤胡
敏酸滴定数据成为可能，这些模型被广泛应用于

土壤胡敏酸、胡敏酸电荷分布测定以及胡敏酸与
金属离子络合研究等方面，其中 NICA-Donnan 模
型是最为广泛采用的模型［30，49-50］。然而，土壤胡
敏酸的非均质性以及结构的复杂性也限制了

NICA-Donnan模型的应用。因此，提出更为合理更
为精确的模型对滴定数据进行分析，已然成为在

分析原理与实验方法之后，滴定分析法重要的发

展方向与研究重点。
综上所述，滴定法作为一类重要的经典化学分

析方法，仍是获得土壤胡敏酸相关数据的重要手段

之一。随着与其他学科紧密结合，将数据进行更为
深刻地解读，使滴定分析法将在土壤胡敏酸研究中

得到更为广泛的应用。
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Application of Titrimetric Analysis in Humic Acid of Soil

TANG Haiming1，2，XIAO Baohua1
( 1． State Key Laboratory of Environmental Geochemistry，Institute of Geochemistry，Chinese Academy of Sciences，

Guiyang 550081，China; 2． Graduate University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China)

Abstract: Humic acid is an important component of soil organic matter and is a key substance in understanding the physical-chemical
property of soil organic matter． This paper reviewed the development of titrimetric methods for characterization analysis of soil humic
acid，especially，in identification of functional groups of soil humic acid and in measurement of electric properties of soil humic acid，
and discussed the application of titrimetric analysis methods in studying interactions of humic acids and metals in soils． We employed ti-
trimetric analyses as an example to quantify acidic function group contents in humic acids from a limestone soil sample and evaluated
the complex stability of Ca2+ and different humic acid fractions． By summarizing the new progress in titration analysis method and com-
paring titration method with others，this paper concluded that the titration analysis method is an important approach and has broad ap-
plications in studying the physicochemical property and the evolution rule of soil humic acid．
Key words: soil organic matter; humic acid; characterization; titrimetric analysis method
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