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腐殖质及其模型化合物的 H2O2光化学生成研究 
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摘要：在模拟太阳光下研究了多种腐殖质及其模型化合物的过氧化氢(H2O2)生成动力学,并对其生成机制进行了探讨.结果表明不同来源或不同形式的

腐殖质在模拟太阳光照射下均能产生H2O2.不同腐殖质生成H2O2速率差异不大,范围为 6.379~15.784nmol/(L⋅min),腐殖酸生成H2O2速率略快于富里酸.

对于腐殖质模型化合物,邻苯二酚、间苯二酚、对苯二酚、苯醌、邻茴香胺、对茴香胺、水杨酸和 2,6-二甲氧基-1,4-苯醌等 8种模型化合物没有产生

明显的 H2O2,而藜芦醇、对氨基苯甲酸、3,5-二羟基苯甲酸(DHBA)、2,5-二羟基-1,4-苯醌、苯酚、苯甲酸和苯胺等 7种化合物均可检测到 H2O2产生.

但其产生 H2O2的速率差异较大,相差 1~2个数量级,生成 H2O2速率最快的化合物为 2,5-二羟基-1,4-苯醌和 DHBA,较慢的为苯酚、苯甲酸和对氨基苯

甲酸.基于腐殖质生成 H2O2机制,推测典型模型化合物 DHBA的 H2O2生成机制可能为光照条件下该化合物跃迁为单重激发态,该激发态发生分子内电

子转移,生成还原性自由基中间体,该中间体和 O2反应,生成了超氧负离子(O2·
-

),随后与水中 H+反应生成了 H2O2. 
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Abstract：The present study systematically investigated H2O2 generation kinetics and potential mechanism from irradiated humic 

substances (HS) and their model compounds under simulated sunlight. Our results indicated that all the selected HS with different 

sources or forms can produce H2O2 under irradiation, and no significant difference was observed between them, with the generation 

rate ranging from 6.379 to 15.784nmol/(L⋅min). The H2O2 generation rate from humic acid (HA) was slightly faster than that from 

fulvic acid (FA). In the case of humus model compounds, 7compounds including veratryl alcohol, p-aminobenzoic acid, 

3,5-dihydroxybenzoic acid (DHBA), 2,5-dihydroxy-1,4-benzoquinone, phenol, benzoic acid and aniline could produce detectable 

H2O2, while other compounds including catechol, resorcinol, hydroquinone, quinone, o-anisidine, p-anisidine, salicylic acid and 

2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone can’t. Nevertheless, the H2O2 generation rate from the model compounds varies from each other, 

with one or two orders of magnitude. Among them, 2,5-dihydroxyl-1,4-benquione and DHBA exhibited the highest H2O2 yields, 

while phenol, benzoic and p-aminobenzoic acid showed a relative low H2O2 generation potential. Based on the generation 

mechanism of H2O2 from HS, a possible H2O2 formation mechanism from a typical model compound, i.e. DHBA, was proposed. 

DHBA was believed to excite to a singlet state, after an intramolecular electron transfer process, giving a reducing intermediate. The 

intermediate could further react with O2 to form O2·
-

 and subsequently generate H2O2. 
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天然水体中
1
O2、·OH、H2O2、O2·

-

等活性氧物

种(ROS)与天然水中发生的光化学过程、氧化还原

过程、生物过程等有密切关系,是影响化学物质在水

环境中迁移、转化、归宿及生态效应的重要因素
[1-3]

.

相较其他 ROS,H2O2在天然水体中的浓度较高,如淡 
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水、河口、海洋等中的 H2O2浓度水平维持在 10
2
nM,

典型的浓度范围为 10~300nM
[4]
.另外,H2O2 是一种

较稳定的 ROS,其存活寿命可以高达 100h
[5]
.因此,它

的生成、积累、光化学反应以及对水环境的影响更

受人们的关注
[6-7]

. 

据报道,天然表层水体中的 H2O2主要来自于腐

殖质的光化学生成
[8]
,且腐殖质含量越高,生成 H2O2

的速率和稳定浓度越大
[9]
.腐殖质的结构十分复杂,

且不同来源和产地的腐殖质具有很大的差异
[10]

.那

么不同形式或来源的腐殖质在产生 H2O2 方面是否

有差异值得探究.通常认为腐殖质是以多元酚和醌

为核心的多聚物,其核心上有羧基、羟基、氨基等活

性官能团
[11]

,苯酚类、苯胺类、苯醌类、苯甲酸类等

基本结构单元均是腐殖质的组成成分.例如,来自于

木质素分解所产生的天然小分子有机物,如邻苯二

酚、水杨酸等,均是腐殖质的重要组成部分
[12]

.已有

研究发现腐殖质模型化合物在天然水体中普遍存

在.例如,湖水、地下水、地表水和海水中均有酚类

化合物(如苯酚、氯酚、壬基酚和烷基酚等)的检出,

浓度水平为 ng/L~µg/L
[13-15]

.这些腐殖质模型化合物

是否也是H2O2的源呢?通过调研文献发现腐殖质模

型化合物苯醌、蒽醌等醌类化合物和对苯二酚能光

化学生成 H2O2
[16]

.除此之外,国内外相关研究匮乏. 

本研究基于腐殖质的可能化学结构及前人文

献报道,选择了多种腐殖质模型化合物(表 1),考察其

在模拟太阳光照射下生成 H2O2情况,并探讨其可能

的生成机制,以期为评估天然水体中的 H2O2生成和

参与生命过程能力以及对水生生物的生态风险提

供数据支撑. 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

辣根过氧化物酶(HRP,EC 1.11.1.7,52U/mg)、

H2O2(w/w 30%),2,2’-连氮基-双-(3-乙基苯并二氢

噻唑啉-6-磺酸)二铵盐(ABTS,纯度 98%),莨菪亭(纯

度 99%)和苯酚(纯度 99%)购自 Sigma-Aldrich(St. 

Louis, MO).15种腐殖质模型化合物购自 J&K公司

(上海,中国),纯度均>98%,其基本信息见表 1. 6种不

同来源或不同形式的腐殖质购自国际腐殖质协会

(IHSS),其基本信息见表 2. 

表 1  腐殖质模型化合物的分子量和结构式 

Table 1  The molecular weight and structural formula of selected HS model compounds 

苯酚类 苯甲酸类 

苯酚 

(MW:94.04)  

苯甲酸 

(MW:122.12) 
 

邻苯二酚 

(MW:110.11) 
 

水杨酸 

(MW:138.12)  

间苯二酚 

(MW:110.11)  

3,5-二羟基苯甲酸 

(MW:154.12) 
 

对苯二酚 

(MW:110.11)  

对氨基苯甲酸 

(MW:137.14) 
 

苯胺类 苯醌类 

苯胺 

(MW:93.14)  

苯醌 

(MW:108.02) 
 

邻甲氧基苯胺 

(MW:123.15)  

2,5-二羟基-1,4-苯醌 

(MW:140.09) 
 

对甲氧基苯胺 

(MW:123.15) 
 

2,6-二甲氧基-1,4-苯醌 

(MW:168.15) 
 

芳香醇类   

藜芦醇 

(MW:168.19) 
 

  

 

腐殖质配制于去离子水中,其浓度(以总有机 碳(TOC, mg C/L)计)经 TOC 测定仪测定为 50mg 
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C/L.腐殖质模型化合物溶于去离子水中配制 1mM

的储备液.20µM 的 H2O2工作液配制方法是稀释一

定量的 30% H2O2 储备液到去离子水中,其浓度采

用高锰酸钾滴定法进行标定
[17]

.H2O2 工作液需每

天重新配置. 

1.2  实验仪器 

XPA-VII 光反应器(南京胥江机电厂 ,中国), 

CEL-NP 2000 全波段辐射计(北京师范大学光电仪

器厂,中国),岛津 5000A 分析仪(Shimadzu,日本),振

荡培养箱 (江苏太仓华美生化仪器厂 ,中国 ), 

FluoroMax-4 荧光光谱仪(Horiba,法国),高效液相色

谱仪 HPLC(Agilent 1200系列,美国). 

1.3  实验方法 

腐殖质及其模型化合物的光照实验在配备有

低温恒温槽的光反应器中进行,光源为 1000W 氙灯

(北京电光源研究所,中国),经滤光片截掉<290nm 波

长的紫外光,反应时保持水温(25±2) .℃在光照过程

中,辐射计测得反应管表面的光强,其光强保持在

(45.5±5)mW/cm
2
左右 .每种腐殖质初始浓度设为

7.2mg C/L,模型化合物初始浓度设为 0.1mmol/L,以

碳含量计为 7.2~10.8mg C/L,用 0.01mol/L磷酸盐缓

冲液(PBS, pH = 7.0)补充至 25mL,反应容器为 50mL

带有石英塞的石英管.定时从每个石英管中取出一

定量的溶液至 5mL 离心管中,用 PBS 补充至 2mL,

随后依次加入 80µL 5×10
6
mol/L莨菪亭溶液及 40µL

包括 12.5U/mL HRP和 1mmol/L苯酚的工作液,然后

室温下放入振荡培养箱中震荡 5min,把该混合液倒

入 1cm比色皿中,用荧光分光光度法测定 H2O2的表

观浓度.重复上述操作,以等量去离子水代替 HRP,作

对照组. 

3,5-二羟基苯甲酸(DHBA)直接光解产生 ROS

鉴定实验:反应体系包括 0.01mol/L PBS 缓冲液(pH 

= 7.0)、饱和浓度的 DHBA和任一种捕获剂,捕获剂

分别为·OH 的捕获剂异丙醇 100mmol/L,
1
O2捕获剂

呋喃甲醇(FFA)1mmol/L, DHBA的三重态捕获剂山

梨酸 10µmol/L 和 O2·
-

的捕获剂硝基蓝四唑(NBT) 

0.5mmol/L
[18-20]

,定时从反应体系中取出1mL样品于

液相小瓶中用 HPLC测定 DHBA浓度. 

表 2  腐殖质的性质 

Table 2  The properties of selected HS 

腐殖质 来源 简称 C H O N C/O C/H C/N O/H 

Suwannee river II SRFA 52.34 4.36 42.98 0.67 1.22 12.00 78.12 9.86 

Nordic lake NLFA 52.31 3.98 45.12 0.68 1.16 13.14 76.93 11.34 
富里酸 

(FA) 
Pony lake PLFA 52.47 5.39 31.38 6.51 1.67 9.73 8.06 5.82 

Suwannee river II SRHA 52.63 4.28 42.04 1.17 1.25 12.30 44.98 9.82 腐殖酸 

(HA) Nordic lake NLHA 53.33 3.97 43.09 1.16 1.24 13.43 45.97 10.85 

天然有机质 

(NOM) 
Suwannee river SRNOM 50.70 3.97 41.48 1.27 1.22 12.77 39.92 10.45 

 

1.4  分析方法 

H2O2 浓度测定采用过氧化物酶-莨菪亭荧光

衰减法
[5]
.设置荧光光谱仪激发波长 354nm,发射波

长 496nm.激发和发射波长狭长均设为 1nm.荧光光

谱仪定期用 100nmol/L 硫酸奎宁进行校正.在测定

前,用去离子水归零.使用标准曲线把荧光信号的

衰减转化为反应的 H2O2浓度.H2O2的定量检出限

为 5nmol/L,线性范围为 10~200nmol/L,超过线性范

围需稀释. 

用 HPLC 测定 DHBA 的浓度.检测器为紫外检

测器,检测波长为 254nm.分离柱为 Thermo BDS 

HYPERSIL C18 柱(150mm×4.6mm,5µm).流动相为

80%水相(含 1%乙酸):20%甲醇,流速为 0.3mL/min,

进样 20µL. 

1.5  数据分析 

H2O2 生成浓度随光照时间的变化采用零级动

力学模型拟合. 

 Ct=C0-kt (1) 

式中:C0是指 t=0(min)时 H2O2浓度,nmol/L;Ct指 t时

刻 H2O2浓度,nmol/L. 

ROS验证实验采用一级动力学模型拟合. 

 1
t

0
e

k
C C

−

=  (2) 

式中: C0指 t = 0时 DHBA浓度,µmol/L; C指 t时刻

DHBA浓度,µmol/L; k1是一级速率常数,min
-1
. 
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2  结果与讨论 

2.1  腐殖质的 H2O2光化学生成 

如图 1所示,随着光照时间的增加,腐殖质 H2O2

的生成量也随之增加.光照时间达 300min 时,NLHA

与 SRFA 生成的 H2O2 含量相对较多 ,约为

5000nmol/L,而 NLFA 生成的 H2O2 量最少 ,为

1700nmol/L.不同的腐殖质生成H2O2的快慢不同,可

以通过生成速率(k)来表示.从图 1可以看出 H2O2生

成量随时间变化很好的符合准零级动力学,由此得

到的 k值列于表 3.可以看出,不同来源或形式的腐殖

质 生 成 H2O2 的 速 率 范 围 为 6.379(NLFA)~ 

15.784nmol/(L⋅min) (NLHA).该速率低于 Zhang等
[21]

所报道的 10mg/L腐殖质经 302nm的紫外光照射生

成 H2O2的速率 9nmol/ (L⋅s)(即 540nmol/(L⋅min)),而

高于美国加州南部天然浴场海水中测得的 H2O2 生

成速率 44nmol/(L⋅h)(即 0.73nmol/(L⋅min))
[22]

,这可能

与腐殖质浓度、光照波长和强度有关 .从形式来

看,HA生成H2O2的速率快于 FA,这和以前的报道相

一致
[16]

. 
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图 1  模拟太阳光照射下 6种腐殖质的 H2O2生成动力学 

Fig.1  Generation kinetics of H2O2 produced by six HS under 

simulated sunlight irradiation 

表 3  模拟太阳光下 6种腐殖质生成 H2O2的速率 

Table 3  The generated rates of H2O2 from six HS under 

simulated sunlight 

腐殖质 k [nmol/(L⋅min)] 拟合方程 R
2 

SRHA 15.251 y = 15.251x 0.9975 

NLHA 15.784 y = 15.784x 0.9895 

SRNOM 15.616 y = 15.616x 0.996 

SRFA 12.575 y = 12.575x 0.9960 

PLFA 10.445 y = 10.445x 0.9992 

NLFA 6.379 y = 6.379x 0.9614 

腐殖质的 H2O2生成机制在过去 30a 得到了广

泛研究,普遍认为腐殖质在光照条件下可能通过光

致中间产物把电子转移给 O2,形成了超氧负离子

(O2
·-
),随后和水中 H

+
反应生成了 H2O2

[23-27]
.但关于

O2 如何被还原为 O2
 -
的相关机制说法不一

[21]
.目前

最可能的机制是腐殖质光照条件下跃迁为单重激

发态,该激发态作为电子受体或供体,发生分子内电

子转移形成还原性自由基中间体
[21]

[式(3)].具体来

说,该研究通过考察 O2 浓度和硼氢化钠(NaBH4)还

原作用对 SRHA及 SRFA在可见光及近紫外光照下

生成 H2O2速率及量子产率影响,探究了腐殖质和有

色可溶性有机质光化学生成 H2O2的机制.结果表明

虽然硼氢化还原反应大大减少了光吸收,但是 H2O2

量子产率基本上未受影响;表观单色和多色量子产

率先增加后减少,这表明了通过电荷转移或芳香酮/

醛的光吸收不能导致明显 H2O2光化学生成.相对于

O2,高浓度三重态捕获剂只能造成 H2O2量子产率少

量减少(山梨酸)或少量增加(Cl
-

和 Br
-

),这暗示了
1
O2

和激发的醌类三重态均不能明显地贡献于 H2O2 光

化学生成.H2O2量子产率和O2浓度的依存关系证明

了与氧气反应生成超氧化物的中间体寿命相对较

长,此中间产物也存在于厌氧环境中,且相对稳定. 

 HS+hv→
1
HS

*
→HS

±
+O2→HS

+
+O2

-
 (3) 

2.2  腐殖质模型化合物的 H2O2光化学生成 

如图 2 所示,15 种腐殖质模型化合物中有邻苯

二酚、间苯二酚、对苯二酚、苯醌、邻茴香胺、对

茴香胺、水杨酸、2,6-二甲氧基-1,4 对苯醌共 8 种

化合物未检测到生成的 H2O2,可能原因是这些化合

物没有生成 H2O2或者生成的 H2O2量低于检出限.

藜芦醇、对氨基苯甲酸、DHBA、2,5-二羟基-1,4-

对苯醌、苯酚、苯甲酸和苯胺共 7种化合物在光照

条件下生成了可检测到的H2O2,同腐殖质的H2O2生

成趋势相似,这 7 种化合物的 H2O2生成浓度随光照

时间变化曲线也均符合准零级动力学,由此得到的 k

值如表 4所示.同一浓度下,7种化合物生成 H2O2的

速率相差较大 ,其中 2,5-二羟基 1,4-对苯醌和

DHBA 生成 H2O2的速率最快,k 值分别高达 74 和

57nmol/(L⋅min),远远高于其他化合物的 H2O2 生成

速率,可能原因是苯环上的两个羟基在光化学反应

生成 H2O2的过程中起了很大的作用
[16]

.其次为苯胺

和藜芦醇,其生成速率约为 1~3nmol/(L⋅min);最后为
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苯酚、苯甲酸和对氨基苯甲酸,其生成 H2O2的速率

均<1nmol/(L⋅min). 
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图 2  模拟太阳光照射下 7种腐殖质模型化合物的 H2O2生

成动力学 

Fig.2  Generation kinetics of H2O2 produced by seven HS 

model compounds under simulated sunlight irradiation 

表 4  模拟太阳光照射下 7种腐殖质模型化合物生成 H2O2

速率 

Table 4  The generating rates of H2O2 from seven HS model 

compounds under simulated sunlight irradiation 

腐殖质模型化合物 k (nmol/L/min) 拟合方程 R
2 

2,5-二羟基-1,4-苯醌 74.575 y = 74.575x 0.9766 

3,5-二羟基苯甲酸 57.271 y = 57.271x 0.9657 

苯胺 2.709 y = 2.709x 0.9815 

藜芦醇 1.307 y = 1.307x 0.9910 

对氨基苯甲酸 0.411 y = 0.411x 0.8708 

苯酚 0.188 y = 0.188x 0.9521 

苯甲酸 0.198 y = 0.198x 0.8272 

 

DHBA 是土壤腐殖层中含量最丰富的酚酸类

化合物之一
[28]

.水体中的 DHBA主要来源于陆地,常

被作为土壤有机质的示踪物 .Sierra 等
[29]
曾使用

DHBA、2,4-二羟基苯甲酸和邻苯二甲酸等化合物

来模拟水环境中腐殖质的主要官能团.本研究结果

也表明 3,5-二羟基是水体中 H2O2重要的潜在源(图

2和表 4).因此,本文以 DHBA为模型化合物代表,探

讨了其生成 H2O2机制. 

用分子探针手段考察了 DHBA 直接光解过程

中是否产生了 ROS,结果见图 3.在分别加入异丙醇、

FFA 和山梨酸之后,与对照组单独 DHBA 体系相

比,DHBA 的光解速率常数并未发生明显变化,由此

可以推断·OH、
1
O2和

3
DHBA

*
在 DHBA直接光解过

程中所起的作用微乎其微,但当加入 NBT 后,DHBA

的光解速率常数相比对照有了明显的减小,这说明

O2·
-

对DHBA的光解起到了重要的推动作用.基于已

报道的腐殖质光化学生成 H2O2的可能机制
[21]

,推测

DHBA 在光照下生成了单重态 DHBA(
1
DHBA

*
),然

后
1
DHBA

*
发生分子内电子转移,生成了还原性的自

由基,然后该类自由基和O2反应生成O2·
-

,随后和H
+

反应生成 H2O2(公式 4-5). 

DHBA+hv→
1
DHBA

*
→DHBA

+
+O2→DHBA

+
+O⋅2

- 

  (4) 

 
2 2 2 2

2O 2H 2H O O
−

+ + → +  (5) 
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图 3  DHBA生成的 ROS验证实验 

Fig.3  ROS generation from DHBA photolysis 

3  结论 

3.1  考察的 6 种腐殖质和部分腐殖质模型化合物

在模拟太阳光照射下能产生 H2O2.各腐殖质之间生

成 H2O2 的速率差异不大 ,浓度范围为 6.379~ 

15.784nmol/(L⋅min),而各腐殖质模型化合物产生

H2O2的速率相差 1~2个数量级. 
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3.2  通过分析 DHBA 光解生成 ROS 的种类得出

O2·
-

对DHBA的光解起重要的促进作用.基于腐殖质

生成 H2O2机制,推测模型化合物 DHBA 生成 H2O2

机制可能为:在光照条件下 DHBA转化为单重态,经

分子内电子转移生成了还原性自由基中间体,再与

O2反应生成 O2 
-

,随后和 H
+
反应生成 H2O2. 
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