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摘  要  腐殖质是环境中广泛存在的富含醌基、非均相的天然有机混合物，是土壤中的主要电活性物质，在环境微生

物驱动的电子转移过程有重要作用. 本文介绍了腐殖质氧化还原活性及其电子转移能力的表征方法，并详细对比了不

同测定方法的优缺点；阐述了腐殖质介导的胞外电子传递胞外电子传递过程，其本质是环境微生物以腐殖质作为电

子受体，氧化环境中的有机小分子物质，并偶联能量的产生和支持菌体的生长，形成一种新型厌氧呼吸形式——腐殖

质呼吸；腐殖质呼吸作用产生的还原态腐殖质可以还原环境中的一些氧化态污染物质，如重金属、有机污染物和有机

染料等. 此外，腐殖质也可以介导微生物与固体电极间的电子传递，从而促进生物电化学系统中的生物电流产生. 由于

腐殖质介导的微生物胞外电子传递机制复杂，未来将主要通过现代光学和蛋白组学等最新技术来研究微生物胞外电

子传递过程以及其与腐殖质的相互作用机制；此外，采用醌基修饰等方法增强腐殖质的电子转移能力，有望加速其

介导的微生物胞外电子传递过程，以便将其应用于实际环境修复. 图3 参64
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Progress in study of humic substances: electrochemical redox characterization 
and extracellular respiration*
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Abstract   Humic substances (HS) are ubiquitous heterogeneous mixtures of natural organic macromolecules in the 
environment. They are rich in quinone moieties that provide redox activity, which is recognized as the main electrochemical 
active substances in the soil and plays an important role in extracellular electron transfer driven by environmental 
microorganisms. In this paper, we reviewed the redox activity of HS, and summarized the methods to characterize the electron 
transfer capacity of HS. We also described the advantages and disadvantages of these different measuring methods. Meanwhile, 
we described the process of extracellular electron transfer mediated by HS. In such a process, HS can function as electron 
acceptors in the microbial oxidation of small organic matters, which is coupled by the energy production for cell growth. This 
process is called humus respiration. The reduced HS produced in the humus respiration can further reduce many environmental 
pollutants including heavy metals and organic pollutants and dyes. In addition, HS can even mediate the electron transfer 
between microbial cells and solid electrodes, promoting biocurrent generation in microbial electrochemical systems. Due to the 
complex mechanism of the extracellular electron transfer mediated by HS, the advanced optics and proteomics techniques will 
be applied to further probe the interaction between microbial cells and HS in near future. On the other hand, HS modified with 
electroactive moieties is expected to enhance their electron transfer capacity, which will promote the practical application of 
HS to environmental remediation.
Keywords  humic substance; electrochemical redox activity; reversibility; electron shuttles; extracellular electron transfer; 

extrancellular respiration
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腐殖质（Humic substances，HS）是水体、土壤中动植物

残体经过长期的物理、化学、生物等作用转化而成的一类高

分子化合物[1]，是天然有机质（Natural organic matter，NOM）

中重要的组成部分 [2]. 由于腐殖质中含有多种官能团[3]，因而

腐殖质具有对金属离子的络合与螯合特性 [4]. 在腐殖质中，

参与金属络 合的官能团主要是羧基、酚羟基、羰基、氨 基

等；参与金属螯合的官能团主要是烯醇基、氨基、环氧基、

羧基等. 近年来研究发现，腐殖质因其结构中富含醌基、酚

基等基团，因而具有电化学活性，在微生物的胞外呼吸过程

中发挥重要作用. 腐殖质可作为电子穿梭体介导微生物与胞

外电子受体之间的电子传递，该功能对环境中重金属转化以

及有机污染物降解等具有重要的环境意义. 

腐殖质的结构与性质极其复杂，电子转移能力的定量

评价有助于了解腐殖质电化学特性与其结构特征的相关性. 

腐殖质有可溶和不溶等类型，其介导微生物的胞外电子传递

的能力与机制不同，现阶段对可溶腐殖质的研究较多，而对

固态腐殖质研究较少. 本文通过介绍和分析腐殖质的分类以

及电子转移能力等电化学性质的分析，归纳总结现阶段腐殖

质电化学活性的测量及介导的胞外电子传递研究进展，并提

出现阶段研究中存在的不足，展望未来腐殖质电化学活性及

其介导的胞外电子传递方面的研究方向. 

1  腐殖质的分类

腐殖质占土壤有机质的85%-90% [5]，根据在水中的颜色

以及在水和碱液中的溶解度将腐殖质分为3种类型 [6]：（1）不

溶于碱也不溶于酸为腐黑物或胡敏素（Humin，HM）；（2）
溶于碱、在pH < 2的酸液中沉淀的为黑褐色胡敏酸或腐殖酸

（Humic acid，HA）；（3）酸碱都溶的低分子组分为富里酸或

黄腐酸（Fulvic acid，FA）. 

1.1  腐殖酸
腐殖酸是腐殖质中所占比例最大的部分，天然腐殖酸按

来源主要分为土壤、水体和煤炭腐殖酸三类. 土壤腐殖酸形

成的原始物质以低等生物、动物残体、草本植物为主，并且有

矿物质参与其中，土壤腐殖酸的50%-55%是由氨基酸、己糖

胺、多环芳烃和含氧官能团构成 [7]；水体腐殖酸形成的原始

物质中低等生物所占比例较大，因此水体腐殖酸的分子量较

小 [8]；煤炭腐殖酸形成的原始物质主要是高等植物（以木本

为主），动物和矿物质参与较少，目前，煤炭腐殖酸商品化开

发提取的原料为泥炭（草炭）、褐煤和风化煤等 [9]. 

1.2  胡敏素
土壤胡敏素是与黏土矿物质紧密结合的腐殖质物质[10]，

具有酸碱不溶及大分子结构的特性，被认为是土壤中的惰性

物质. 在土壤腐殖质组分中，胡敏素占有机碳、有机氮的绝大

部分，与土壤组分之间的相互联接主要依靠氢键和共价键 [11]. 

胡敏素的分 子量大于腐殖酸分 子，含氧功能基主要包括羟

基、酚羟基、醇羟基和甲氧基等 [12].  由于胡敏素的非溶解性

和结构的复杂性，目前国内外学者对于胡敏素结构特征的研

究还很少. 

1.3  富里酸
研究发现富里酸分子量较低，与腐殖酸相比，其分子结

构中含有的碳较少，氧较多，且其酸性官能团（—COOH）的

含量也高于腐殖酸 [13]. 此外，富里酸含有的酮羰基和羟基的

数量也高于腐殖酸，因此，相比于腐殖酸，其在水溶液中具

有较强的酸性 [14]. 

2  腐殖质的电化学特性

2.1  腐殖质电子转移可逆性
腐殖质的氧化还原能力源于其结构中的氧化还原功能

基团，核磁共振 [15]、电子自旋共振 [16]和循环伏安法 [17]等现代

化学分析技术证明醌类物质是腐殖质中重要的具有氧化还

原活性组分 [16, 18-20].  如图1，醌存在对位和邻位两种形式，根

据其氧化还原程度，还原态为氢醌（Hydroquinone，QH2），

氧化态为醌（Quinone，Q），处于两者之间的为半醌自由基

（QH·）[21]，氢醌、醌、半醌之间电子传递可逆. 
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图1  醌的邻、对位结构及醌、半醌、氢醌之间电子传递可逆[21]. 
Fig. 1  Structure of para-quinones and ortho-quinones, and the reversibility 
of electron transfer between quinone, p-semiquinone radical and 
hydroquinone [21].

2.2  电子转移能力测定
腐殖 质的电子转移能力（Electron transfer capacity，

ETC），是指在一定的pH和氧化 还原电势Eh下，单位质量腐

殖 质的接受或供给电子的能力 [16, 22-23]，包括电子接受能力

（Electron accept capacity，EAC）和电子供给能力（Electron 
donor capacity，EDC）[6]，常用的有化学法和电化学法. 
2.2.1  化学方法    通过腐殖质与加入的化学试剂发生氧化还

原反应 [24-25]，根据反应平衡式或滴定氧化还原电势间接确定

腐殖质的电子转移能力. 

以Zn作还原剂、K3[Fe(CN)6]作氧化剂为例 [24]：
HS与加入的Zn反应：          

HS-Q + Zn(0) + 2H+ →HS-QH2 + Zn2+

为了测试腐殖质的电子转移可逆性，即测量腐殖质的电

子供给能力，用K3[Fe(CN)6]氧化被Zn还原了的HS：
HS-QH2  + 2[Fe(CN)6]

3- → 2[Fe(CN)6]
4- + HS-Q + 2H+

通过 对产物的定量分析，按照反应平衡式即可得到腐

殖质的电子转移能力，但是这种方法存在以下缺点：（1）在

测量中，Zn和H2O会发生反应生成H2，而H2本身是一种还原

剂，可以和HS发生如下反应，影响EAC的测量：
HS-Q + H2  → HS-QH2

因此，用锌还原腐殖 质的方法低估了腐殖 质的电子接受能
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力，并且 Zn和 H 2O发 生 反 应会 影响反 应体系的 E h与pH，Z 
Struyk等人在25 ℃，pH分别为5和7的条件下测定来源不同的

3种腐殖酸（河流、土壤、泥炭）的电子转移能力，3种腐殖酸

的Eh在pH为5时为(0.778 ± 0.017) V，pH每降低一个单位，Eh降

低(-20.0 ± 3.2) mV [18]，pH的变化也会影响腐殖酸供给电子能

力，pH = 5时为1.09-6.5 molekg-1，pH = 7时为3.3-11.5 molekg-1，

因此，在这种情况下，很难准确确定EDC、EAC的值；（2）腐

殖质和化学还原剂或氧化剂的反应速度很慢，腐殖质和Zn
的反应大于24 h达到平衡[16, 22-23]，那么测得的EAC、EDC的值

是否恰好是达到反应平衡的值很难确定；（3）化学还原剂的

使用可能会导致腐殖质发生副反应，例如络合或共价修饰

等，改变了腐殖质的化学组成与结构，从而给测量造成误差.   

2.2.2  电化学方法    现代分析电化学研究中，测量腐殖质的

电子转移能力的电化学方法包括直接电化学还原与介导电

势测定法 [16, 22-23, 26]. 电化学方法以电极作为电子受体或供体代

替化学方法中的化学还原剂或氧化剂. 

（1）直 接 电 化 学 还 原 ：直 接 电 化 学 还 原（D i r e c t 
elect rochemical reduct ion，DER)是以玻碳等为工作电极

（Working electrode，WE），在恒定电位下，通过计时库仑法

检测电极与HS间的电子转移量 [27].  袁田等将类腐殖质物质

加入磷酸缓冲液（Phosphate buffer solution，PBS）中，在氮气

环境下用计时库仑法直接测量其电子转移能力，并且提出

了测定电子循环能力的方法 [28]. 腐殖质的电子转移可逆效率

（Electron reversible rate，ERR）可用下式 [29]衡量（n为循环次

数）：

 100%
1)EAC(n

EAC...EACEACEACERR
1

n432 ×
−

++++
=

（2）介导 电 势 测 定 法：介导 电 势 测 定 法（Mediated 
potent iomet r y，MP）包 括 介导 的电化 学 还 原（Mediated 
electrochemical reduction，MER）和电化学氧化（Mediated 
electrochemical oxidation，MEO），是指在恒定的氧化还原电

势下，加入电子穿梭体间接测定腐殖 质 接受或供给电子的

容量 [30].  电子穿梭体可以介导工作电极与腐殖质之间的电子

传递，快速且可逆. EAC、EDC测量中常使用的电子穿梭体

分别为DQ（1,1’-乙撑-2,2’-联吡啶二溴盐)、MV（甲基紫精）

和ABTS（2,2-联氮-二(3-乙基 -苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐）、

DCPIP（2,6-二氯酚靛酚）[31]. 如图2，以加入DQ和ABTS作为

穿梭体测量ETC为例，电子穿梭体通过穿梭于电极和腐殖质

之间，不断发生氧化还原反应，加快了电极和腐殖质之间的

电子转移，缩短了反应平衡时间. 

将响应电流Ired、Iox带入下式，得到EAC、EDC（F = 96.485 
sA/mole

-，法拉第常数）[26]：

HS

red

m
FEAC

∫
=

dtI

HS

ox

m
FEDC

∫
=

dtI

用MP法测量了不同的腐殖质的电子转移能力，发现腐

殖质的电子转移能力与其芳香性呈正相关 [16, 23, 33]，腐殖质的

电子接受能力与醌基含量呈正相关 [31, 34]，表明醌基为腐殖质

中主要接受电子基团；腐殖 质的电子供给能力与酚 含量呈

正相关 [35-37]，表明酚为腐殖质中主要供给电子基团；腐殖质

的电子供给能力随着氧化还原电势Eh和pH的增加而增加，

表明腐殖质中含有可以在较宽范围的氧化还原电势下供给

电子的基团，并且基团的氧化伴随着质子释放 [38]；来源于水

体中的腐殖质比土壤中腐殖质具 有较高的电子供给能力、

较低的电子接受能力[33]，而土壤中腐殖质的前体木质素多于

水体 [39]，反映了木质素中具 有高含量的酚基和低含量的醌

基 [40-42]；对比于相同来源的腐殖酸和富里酸，腐殖酸比富里

酸有较高的电子接受能力（腐殖酸与富里酸的电子接受能力

大致范围分别为920-1 960 μmole
-g-1、490-1 050 μmole

-g-1）[33]. 

综上，相比于化学方法测定的电子转移能力，DER方法

具有以下优点：（1）腐殖质在工作电极还原电位下被迅速还

原，方法简单快速；（2）可同时检测还原反应过程中电子和

质子的转移，控制溶液的pH、Eh的变化 [27]；（3）以工作电极为

腐殖质的还原提供电子，缺少化学还原剂可能造成的与腐殖

质的络合和共价修饰作用 [43]，对受测腐殖质不会造成污染. 

MP法测定腐殖质的电子转移能力可以精确控制反应的氧化

还原电势Eh，使反应体系不受溶液pH的影响，反应中加入的

电子穿梭体氧化态及还原态在工作电极通过不断发生氧化

还原反应持续消耗与再生. 因此MP法可以定量氧化还原反

应的电子转移量，可判断氧化还原反应的可逆性及反应的可

逆程度，并且可研究腐殖质的还原及再氧化的动力学过程. 

通过腐殖质的电子转移能力测量中的化学法与电化学方法

图2  DQ和ABTS作为电子穿梭体，在Eh = -0.49 V和Eh = +0.61 V用介导的
电化学还原和电化学氧化法反应原理[32]. 
Fig. 2  Schematic of mediated electrochemical reduction at Eh = -0.49 V 
and oxidation at Eh = 0.61 V using DQ and ABTS, respectively [32].
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对比，得到以下启示：（1）化学方法测定腐殖质的电子转移

能力的反应达到平衡时间较长 [22]，因此得到的电子转移能力

的结果低于真实值，这就解释了为什么用化学方法测定的腐

殖质的电子转移能力比MP法测得的结果小；（2）腐殖质的

电子转移伴随着质子的摄取与释放、Eh受pH影响强烈，这反

映了溶液pH强烈影响了腐殖质电子转移的热力学，可通过精

确控制或检测pH变化，测量腐殖质的电子转移，解释腐殖质

氧化还原反应的动力学过程；（3）不同来源、化学组成不同

的腐殖质在不同Eh和pH下的氧化还原基团的电子转移能力

在未来应被研究. 

3  腐殖质介导胞外电子传递研究进展

微生物胞外呼吸是指在厌氧条件下，微生物在胞内（彻

底）氧化有机物释放电子，产生的电子经胞内呼吸链传递到

胞外电子受体，并产生能量维持微生物自身生长的过程 [44]. 

微生物胞外呼吸电子传递的方式 [45]主要包括：（1）直接接触

机制，即直接利用膜蛋白或细胞表面附属物——“纳米导线

（Nanowires）”[46]将电子传递至受体；（2）间接传递机制（电

子穿梭体介导机制），即微生物自身分泌氧化还原物质（内

生介体）或人为加入的氧化还原物质（外源介体），接受来自

微生物的电子，传递给胞外受体后，以氧化态返回再次接受

来自微生物的电子，如此往返穿梭于微生物与胞外电子受体

之间，介导电子的传递. 相比于需要通过微生物功能蛋白与

胞外电子受体接触才能发生的直接电子传递，间接电子传递

可通过电子穿梭体加速电子传递，有效提高了微生物胞外电

子传递效率，因此电子穿梭体对特定环境下终端电子受体的

循环有着极其显著的作用. 具备高氧化还原活性的人工电子

中介体有甲基紫精、蒽醌-2,6-二磺酸钠和中性红等. 腐殖质

是天然的电子中介体，能有效地加速电子在微生物和电子受

体之间的传递，使反应速率增大一到几个数量级 [47].  

腐殖质介导的胞外电子传递研究分为可溶性腐殖质和

不溶性腐殖质两部分，可溶性腐殖质包括在溶液（酸性、中

性或碱性）中可溶部分的腐殖酸、富里酸，不溶性腐殖质是

在任何pH条件下都不溶的胡敏素. 它们都具有一定的电化学

活性，能够在微生物胞外电子传递中作为电子穿梭体发挥一

定的介导作用. 

3.1  可溶性腐殖质介导的胞外电子传递
腐殖 质的研究历史多于两百年，但是 对于其结构与性

质依然 存在很多未知 [48-49]，因此在 对可溶性腐殖 质的氧化

还原活性以及电子 转移能力等相关 研究中，也会使 用其他

醌类物质作模式物进行相关研究 [49]，例如AQDS（蒽醌-2,6-
二磺酸）、NQSA（1,2-萘醌-4-磺酸盐）、BQ（1,4-苯醌）、NQ
（1,4-萘醌）、AQCA（蒽醌-2-羧酸盐）、AQS（蒽醌-2-磺酸

钠）、AQC（蒽醌-2-羧酸）、LQ（羟基萘醌）等 [50]. 图3中列出

了国际腐殖质协会（International Humic Substances Society，

IHSS）两种标准腐殖质SRHA（Suwannee River humic acids）、

LHA（Leonardite humic acid）和几种类腐殖质物质的Eh分布，

以及由微生物胞外呼吸偶联的氧化还原反应的Eh和几种典

型的有机、无机污染物降解的Eh分布. 由图可知，腐殖质由于

其涵盖宽的Eh范围，可以介导多种氧化还原反应. 

3.1.1   介导 重 金 属 还 原 反 应 　 　 武 春 媛 等 发 现 嗜 碱 菌

Corynebacterium humireducens MFC-5在腐殖质及类腐殖质

物质的介导下可以有效加速针铁矿（α-FeOOH）的还原，且

还原生成的Fe(Ⅱ)的浓度随着腐殖质及类腐殖质的电子接受

能力的增加而增加，腐殖酸和富里酸作电子穿梭体可降 解

2,4-二氯苯氧乙酸，14 d内降解率分别为26.4%、38.7% [51]. 王

秀娟在用LQ研究其对Se、Te介导还原实验中发现腐殖质类

物质可显著增强E. coli K12对Se(Ⅳ)、Te(Ⅳ)的还原效果，在无

外加介体的情况下，E. coli K12在8 h内仅能还原6.1%的Se(Ⅳ)
和9.0%的Te(Ⅳ)，而加入0.2 mmol/L的LQ后，8 h内Se(Ⅳ)和
Te(Ⅳ)的还原速率分别提高了93%和87.4% [52]. B. Kavita等发

现Bacillus sp. BT1在AQS存在下可增加Cr(Ⅵ)的还原效率，

Cr(Ⅵ)的原始浓度100、200和300 mg/L，无外加穿梭体时，
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Bacillus sp. BT1还原Cr(Ⅵ)的速率分别为0.74、0.61、0.041 mg 

L-1 h-1，加入浓度为1 mmol/L的AQS后，Bacillus sp. BT1还原
Cr(Ⅵ)的速率分别为4.03、1.53、1.64 mg L

-1 h-1 [53]. 
3.1.2  介导有机物的降解及染料脱色　　Calaudia M等用升

流式厌氧污泥床（Upflow anaerobic sludge blanket，UASB）处

理印染废水（含苯酚及活性红2），在厌氧污泥中加入腐殖质

作为氧化还原中介体后，活性红2脱色速率增加90%，苯酚氧

化率增加75% [54]. 王弋博等以Comamonas koreensis CY01为研

究对象，探索在厌氧条件下AQDS介导的2,4-D（2,4-二氯苯氧

乙酸）微生物还原脱氯过程的影响，发现AQDS加速了2,4-D
还原脱氯降解 [55]. 柳广飞等发现Shewanella oneidensis MR-1
在AQDS存在下可以加速苏丹红一号染料脱色，浓度10、50和
100 μmol/L的AQDS在10 h之后对苏丹红一号的去除效率分别

为26.4%、42.8%、54.9%，苏丹红一号的去除效率与一定浓度

范围内的AQDS的浓度呈正比 [56]；之后，他又发现100 μmol/L
的AQS可以提高Shewanella oneidensis MR-1还原石墨烯的速

率1.6-2.8倍 [57]. 
3.1.3  生物电化学系统中作电子穿梭体促进生物电流产生　

　   Lowy等人在沉积物燃料电池中以石墨为工作电极，在

沉积物中掺杂AQDS，发现AQDS促进了电流的产生，增加幅

度达5倍 [58].  李晓敏等 [59-60]用Shwanella decolorationis S12和
Aeromonas hydrophilia HS01两种铁还原菌研究类腐殖质对

针铁矿还原过程中的作用，发现类腐殖 质在氧化 还原电位

为-344 - -137mV（相对于标准氢电极，pH 7）对Fe(Ⅲ)的还原

具有加速作用，其中Shwanella decolorationis S12和Aeromonas 
hydrophilia HS01在外加AQC后还原Fe(Ⅲ)的效率分别增加了
3倍、4倍 [59]；之后她用直接电化学还原法测得AQC的EAC、
EDC分别为487.8 mmole

-(molAQC)-1、470.2 mmole
-(molAQC)-1，以

它作电子穿梭体，Klebsiella pneumoniae L17以纤铁矿作为电

子受体时，Fe(Ⅲ)还原速率增加7倍，以电极作为电子受体时，

电流从0.16 mA迅速增加到0.28 mA [60]. 

3.2  固态腐殖质介导的胞外电子传递
虽然固态腐殖质（胡敏素）分子量和基团组成与腐殖酸

差别较大，但是其同样可以作为电子传递中介体介导微生物

与胞外电子受体的电子传递. 研究发现，胡敏素作为电子穿

梭体能够加速污染物的还原转化，包括五氯酚（PCP）的脱

氯、针铁矿异化还原、硝酸盐还原等，其提供电子能力分别

为0.013、0.15、0.30 mmole
-g-1 [61]. Zhang等从水稻土和底泥沉积

物中提取了胡敏素，发现它们能够作为电子穿梭体参与微生

物的胞外电子转移，并且偶联微生物还原PCP脱氯 [62]；在生

物电化学系统中，Zhang等将胡敏素固定在石墨电极，并且加

以-500 mV的电压（相比于标准氢电极），发现固态腐殖质有

效增加微生物对PCP的还原脱氯作用，对比与加入溶解态的

电子穿梭体，固态腐殖质具有更高还原脱氯效率（Cl-/humin, 
116 μmol g

-1
 d

-1）[63]. 综上，胡敏素作为腐殖质中的一部分在污

染物降解过程中有重大作用，在未来腐殖质作为电子中介体

的研究中不能被忽略. 

4  展 望

腐殖质介导环境污染物的转化极有可能是影响污染物

环境行为及生物效应的重要机制之一，也是污染物在天然环

境中消减和解毒的重要途径 [64]，具有重要的环境意义. 未来

的研究重点应注重解决如下问题：（1）腐殖质介导的微生物

胞外电子传递机制尚未明晰，需要借助原子力显微镜、透射

电镜、荧光光谱等先进的技术以更清楚地揭示腐殖质对污

染物生物转化影响的微观机制. （2）腐殖质中醌基是重要

的具有电化学活性的基团，醌基的含量与电子转移能力成正

比. 因此，对腐殖质进行醌基修饰，增强腐殖质的电子转移

能力，加速介导反应速率也是新的研究方向. （3）现阶段研

究中，对于固态腐殖质的研究甚少，溶解态腐殖质与固态腐

殖质在结构及功能上存在很大差异，固态腐殖质电子转移能

力及介导胞外电子传递机制应被进一步研究. （4）腐殖质介

导胞外电子传递能影响地球元素的循环，如何将其扩大应用

于实际污染物处理中，需要多学科参与，也是今后研究重点. 
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