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Effects of fulvic acid on degradation of DnBP and Microbial activity in soil
LIU Si-yao1, LI Yu-shuang1,2*, HOU Yong-xia1, SONG Xue-ying1, XU Shuo1, WEI Jian-bing1, ZHAO Xiao-xu2

（1.Laboratory of Regional Pollution Environment and Ecological Rehabilitation, Ministry of Education, School of Environment, Shenyang
University, Shenyang 110044, China; 2. Laboratory of Ecological Environment and Information Atlas（Putian University）Fujian Provin⁃
cial University, School of Environmental and Biological Engineering, Putian University, Putian 351100, China）
Abstract：Phthalic acid esters commonly exist in agricultural soils in China and it has been determined that the soil is seriously polluted by
the high levels of DnBP. Fulvic acid（FA）is a type of dissolved organic matter, which is an important component of soil humus and has a
crucial effect on the environmental fate of organic pollutants in the soil. This research was conducted to determine the effects of FA on the
degradation of DnBP and soil microbial activity using the mean values from soil culture experiments. The results showed that the addition of
FA to the soil shortened the half-life of DnBP during its degradation. The half-life period of DnBP in the FA treatment group was 0.481~
0.677 times longer than that in the control treatment. FA promoted the basic basal respiration of soil, whereas the 40 mg·g-1 treatment
group with FA had the strongest promotion effect on soil respiration, which could release CO2 up to 40.87 times that of the blank control
group. Catalase activity exhibited an increasing trend with the low FA concentration（10~20 mg·g-1）and decreasing in the high FA concen⁃
tration（40~160 mg·g-1）. FA exhibited an active effect on soil dehydrogenase activity and the 40~160 mg·g-1 significantly promoted soil de⁃
hydrogenase activity. The correlation analysis results showed that the dosage of FA used in soil was positively correlated with the degrada⁃
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摘 要：为探究富里酸对有机污染物DnBP的降解和土壤微生物活性的作用，采用土壤培养试验，研究了FA对土壤中DnBP的降解

动力学过程及土壤微生物活性的影响规律。结果表明，FA的添加缩短了DnBP的降解半衰期，FA各处理组的半衰期为对照处理的

48.1%~67.7%；FA促进了土壤的基础呼吸，40 mg·g-1处理组促进作用最强，最大CO2释放量为空白对照组的40.87倍；而过氧化氢酶

活性则表现出了低浓度FA（10~20 mg·g-1）促进，高浓度FA（40~160 mg·g-1）抑制的变化趋势；FA对土壤脱氢酶活性主要表现为促进

作用，40~160 mg·g-1FA对脱氢酶活性促进作用显著。相关分析结果表明FA用量与土壤中DnBP降解率呈正相关，与过氧化氢酶活

性呈极显著负相关，与土壤呼吸强度、脱氢酶活性呈极显著正相关。通径分析结果表明FA用量与土壤中DnBP降解率之间有较强的

直接效应，还与土壤呼吸强度、土壤酶之间存在间接效应，从而影响DnBP的降解。
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邻苯二甲酸酯类（Phthalic acid esters，PAEs）又称

酞酸酯，具有较强的生殖毒性效应和内分泌干扰效

应，部分 PAEs对动物还具有致畸、致突变作用，对生

态环境构成了极大危害，对人体健康构成了严重威

胁[1-2]。周生贤[3]报告指出，我国约有 1000万 hm2耕地

受到了污染，占全国总耕地面积的 8.3%。大气沉降、

污水灌溉、垃圾堆放、塑料薄膜使用等直接或间接途

径导致土壤受到PAEs污染，使土壤成为PAEs污染物

的集合地[4-6]。调查数据表明，我国多地工业、农业区

土壤遭受了 PAEs不同程度的污染，污染水平一般在

0.09 μg·kg-1至 45.67 mg·kg-1，蔬菜基地和灌区污染相

对较为严重，在不同的PAEs组分中，邻苯二甲酸正二

丁酯（Di-n-butyl phthaiate，DnBP）和邻苯二甲酸二

（2-乙基己）酯[Di-（2-ethylhexylPhthalate，DEHP）]的
检出率和污染水平较高[7-9]。目前，环境中 PAEs的降

解主要包括非生物降解和生物降解。其中非生物降

解包括水解和光解等，而生物降解又包括好氧生物降

解与厌氧生物降解两种形式。土壤环境中PAEs难以

通过水解或光解去除，微生物降解被认为是 PAEs从
土壤环境中消减的主要途径，对影响 PAEs在环境中

的归宿起着关键作用[10]。

富里酸（Fulvic acid，FA）是广泛存在于土壤、沉

积物和水环境中的溶解性有机质，是土壤腐殖质的重

要组分之一[11]。FA的分子结构与腐殖质的其他组分

（胡敏酸和胡敏素）具有相似性，含有大量羧基、醇羟

基、酚羟基、醌型羟基和酮型羟基等官能团[12]。FA的

分子中包含疏水结构，因而其具有结合土壤中有机污

染物的能力，影响土壤有机污染物的环境归宿，引

起了环境科学及其相关领域学者们的广泛关注[13]。

Luc 等 [14]研究发现土壤或沉积物中 FA 能够明显增

强多环芳烃的水溶性，加速多环芳烃在土壤剖面中

的垂直移动。土壤淋溶试验表明，在溶解性富里酸

（FDOM）持续淋溶条件下，土壤中多环芳烃（Polycy⁃
clic aromatic hydrocarbons，PAHs）的淋失率可达到

92%左右[15]。分别从沉积物和土壤中分离出富里酸，

然后测定芘在富里酸-水体系中的KOC值，结果表明溶

解性的富里酸对芘的亲和力随自身芳香性的增加而

加强，而且富里酸的芳香性越高，KOC值越小[16]。

目前，关于腐殖质组分 FA 对土壤中 DnBP 的降

解动力学及土壤微生物活性方面的研究尚鲜见报道。

因此，本文以结构典型且在我国农业土壤中检出率和

污染水平较高的DnBP为目标污染物，采用土壤培养

试验，研究了 FA对土壤中DnBP的降解动力学过程、

土壤基础呼吸和土壤酶活性的影响规律，以期为深入

理解PAEs在土壤中的降解行为及其污染土壤生物修

复提供理论基础和数据依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试土壤采自辽宁省沈阳市新民蔬菜基地农田，

采样点地理坐标为 41°48′ 41″N、122°50′ 47″E，采样

深度 0~20 cm。将土壤样品充分混合均匀，自然风

干，研磨过 2 mm筛，保存备用。土壤类型为潮棕壤，

经测定土壤 pH为 5.81，有机质含量为 3.01%，总氮含

量为0.21%，总磷含量为0.024%。

供试富里酸（FA）购于南京都莱生物技术有限公

司；DnBP 标准溶液（1000 µg·mL-1）购于百灵威科技

有限公司；所用丙酮、二氯甲烷、正己烷等有机试剂均

为色谱纯试剂，且经色谱检验无杂峰；无水硫酸钠（分

析纯）在马弗炉中于 400 ℃条件下烘干 4 h；玻璃器皿

均用重铬酸钾洗涤液浸泡、洗净后，于 450 ℃烘 4 h，
备用。

1.2 污染土壤制备

结合本地区自然状态下土壤中富里酸的含量，设

置土壤中富里酸的处理浓度为10、20、40、80、160 mg·
g-1（分别记作 F1、F2、F3、F4、F5）。首先向每份 400 g
的土壤中加入不同质量的FA，使土壤中FA的浓度达

到设定梯度，充分混合均匀；同时设不含FA的对照处

理组（CK）。将一定量DnBP溶于丙酮中，配成设定浓

度的DnBP丙酮溶液，然后按 50 mL·kg-1土壤的比例

添加到上述土壤中，充分混合均匀，放在通风橱内室

温风干 7 d，待丙酮自然挥发后，再次充分混合均匀、

分装。土壤中DnBP处理浓度为：100 mg·kg-1。同时

每个处理保留一份 50 g左右的土壤于纸袋中，用于污

tion rate of DnBP; however, it was negatively correlated with catalase activity. It was also positively correlated with the intensity of soil res⁃
piration and dehydrogenase activity. The path analysis showed that the FA dosage used in the soil strongly affected the direct degradation
rate of DnBP in the soil with an indirect effect on the intensity of soil respiration and soil enzymes. Thus, FA affectes the degradation of Dn⁃
BP.
Keywords：phthalic acid esters; fulvic; soil basal respiration; soil enzyme activity
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染土壤中DnBP浓度测定。

1.3 土壤培养试验

准确称取 15.000±0.002 g土壤样品于 250 mL三

角瓶中，将土壤样品均匀平铺于锥形瓶底部，按土壤

田间持水量的 60% 加入纯水（从此刻开始计算培养

时间）。然后用铝箔纸封口，在铝箔纸中央打孔，放入

恒温恒湿培养箱中避光培养，培养条件为：温度

25 ℃，湿度 80%，每隔 2 d称量三角瓶的总质量，计算

水分损失量，补充水分，维持土壤含水量。每个处理

24个重复。

分别于第 5、10、15、20、25、30、35、40 d培养试验

开始时的相同时刻，将三角瓶用带有双通阀的胶塞密

封，关闭双通阀，密闭培养 24 h后在双通阀的一端连

接 50 mL注射器，打开双通阀，抽取三角瓶内的气体，

吸打混合 3次后抽取瓶内气体 20 mL，关闭双通阀，连

同三通阀一起取下注射器，防止采集的气体溢出，采

集的气体样品于 12 h内完成测试。同时采集土壤样

品，用于土壤酶活性测定和土壤中 DnBP含量分析。

用于酶活性测定的土壤置于纸袋中，放冰箱 4 ℃冷藏

保存，3 d内完成测定；用于DnBP含量测定的土壤于

室温风干，过 20目筛，冰箱冷冻保存，备测。每个处

理3个重复。

1.4 样品分析

土壤中DnBP提取采用超声波提取法[17]，提取液

中DnBP含量分析采用气相色谱法[18，20]。色谱分析条

件为：进样口温度为 250 ℃，检测器温度为 300 ℃。柱

升温程序：150 ℃保持 0.5 min，5 ℃ ·min-1 升温至

220 ℃，3 ℃·min-1升温至 255 ℃，30 ℃·min-1升温至

280 ℃，保持 10 min，载气流量为 1.2 mL·min-1。不分

流进样模式，进样体积为1 μL。以3倍信噪比作为方法

检出限，DnBP的检出限为：0.01 mg·kg-1。DnBP加标回

收率为 84.33%~94.42％，土壤空白和试剂空白中目标

化合物低于检出限，满足分析要求。

气体样品中 CO2 含量分析采用 GC-FID 法进

行[21]，气相色谱仪为CP-7890B（Agilent，USA），色谱柱

为Col2：SS-2 m×2 mm Porapak Q（60/80目），检测条件

按文献方法进行，检测器温度为 250 ℃。土壤脱氢酶

活性的测定采用TTC还原法[22]；土壤过氧化氢酶活性

的测定采用高锰酸钾滴定法[23]。

1.5 数据分析

采用 SPSS 18.0软件进行ANOVA、Pearson相关分

析，采用 Microsoft Excel 进行通径分析，采用 Original
8.5.1进行动力学曲线拟合及制图。

2 结果与讨论

2.1 DnBP在土壤中的降解动力学

将DnBP在土壤中的降解动态数据进行拟合，结

果发现其在土壤中的降解动力学符合一级反应动力

学模型（见图1），动力学方程及相关参数列于表1。如

表 1所示，DnBP的一级降解动力学方程的相关系数

（R2）均大于0.9，表明该拟合方程能够准确描述土壤中

DnBP残余量与培养时间的关系。由表中数据可以看

出，对照处理组（CK）土壤中 DnBP 降解的半衰期为

5.069 d，添加不同浓度FA各处理组的DnBP降解的半

衰 期 为 2.440~3.430 d，约 为 CK 的 48.1%~67.7%。

F1~F3（10~40 mg·g-1）处理，DnBP在土壤中的半衰期

随FA浓度的增加而缩短，而当FA的浓度进一步增加

时（80~160 mg·g-1），DnBP的降解半衰期出现了变长的

趋势。这表明FA的添加促进了土壤中DnBP的降解，

且具有明显的浓度效应，当 FA添加浓度过高时，Dn⁃
BP降解速度减慢。

PAEs具有一定的生物降解性，并且碳链越短，降

解所需要的时间越短，降解速率越快。王鑫宏[24]研究

了DnBP和DEHP在土壤中的生物降解性，降解动力

学结果表明，50、100 mg·kg-1的 DnBP 在土壤中的降

解半衰期分别为 5.28 d和 6.93 d；郭倩[25]在研究不同

浓度 DnBP 在土壤中的降解动力学时发现，当 DnBP
处理浓度为 100 mg·kg-1时，其在潮棕壤中的半衰期

为 5.87 d；这些研究结果与本研究对照处理的半衰期

相近。李丽等[26]试验证明，腐殖质加速了 PAHs的降

解，提高了微生物聚生体的矿化速率；这些研究结果

说明富里酸能够促进土壤中有机污染物的降解，与本

文研究结果相一致。

2.2 FA对土壤呼吸作用的影响

图 2为不同浓度 FA处理组土壤CO2释放量随培

养时间的变化情况。如图2所示，空白对照组（CK）土

壤呼吸强度始终保持较低水平，随培养时间的延长呈

现先快速增大而后缓慢减小的趋势。FA 处理各组

CO2释放量随培养时间的变化规律与CK类似，但 FA
处理各组土壤呼吸强度均高于对照组，说明 FA的添

加促进了土壤的基础呼吸。在培养第 5~10 d，F1~F2
（10~20 mg·g-1）处理组 CO2释放量逐渐增加，在培养

第 10 d 时，CO2 释放量达到峰值；在培养第 5~15 d，
F3~F5（40~160 mg·g-1）处理组 CO2释放量大幅增加，

在培养第 15 d时CO2释放量达到峰值，但CO2释放量

随着 FA浓度的增加而减少，F4（80 mg·g-1）处理组对
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土壤呼吸强度促进作用最大，峰值期CO2释放量约为

空白对照组的 40.87倍；而后随着培养时间的延长各

个处理CO2释放量均逐渐减少。

FA处理各组土壤呼吸强度均高于对照组，说明

FA的添加促进了土壤的基础呼吸。但土壤基础呼吸

高峰期与DnBP降解高峰期并不一致，分析其原因可

图1 DnBP在土壤中的降解动力学曲线

Figure 1 Degradation kinetics of DnBP in soil
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注：t为培养时间，d；Ct为培养 t时间时土壤中DnBP的浓度，mg·kg-1。
Note：t is the culture time, d; and Ct is the concentration of DnBP in the soil at the time of culture t, mg·kg-1.

表1 土壤中DnBP的降解动力学方程
Table 1 The kinetic equation of DnBP degradation in soil

污染处理
Pollution treatments

CK
F1
F2
F3
F4
F5

动力学方程
Kinetic equations

lnC=4.547 73-0.136 74t
lnCt=4.456 25-0.202 04t
lnCt=4.460 17-0.216 31t
lnCt=4.489 18-0.284 03t
lnCt=4.510 28-0.226 02t
lnCt=4.524 39-0.219 52t

半衰期
Half-life/d（DT50）

5.069
3.430
3.204
2.440
3.067
3.157

相关系数（R2）
Correlation coefficient（R2）

0.903
0.979
0.982
0.999
0.992
0.991
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能主要为：培养初期添加了富里酸、DnBP使土壤环境

的稳定性发生变化，土壤微生物活动随之发生改变，而

当微生物适应新的生存环境后，优势菌群大量繁殖，同

时富里酸、DnBP及其代谢产物为土壤微生物的繁殖提

供了碳源和能源，微生物活性增强，释放CO2的量随之

上升，而培养后期随着DnBP的降解及可被微生物利

用的碳源在土壤中的减少，微生物活动下降，其基础呼

吸降低，逐渐趋于稳定。孟婷婷等[27]将含有较多天然

腐植酸的褐煤添加到黑土中，其结果表明褐煤的加入

促进了土壤的基础呼吸，与本文研究结果一致。

2.3 FA对土壤酶活性的影响

2.3.1 FA对土壤过氧化氢酶活性的影响

土壤过氧化氢酶（CAT）是一种氧化还原酶，过氧

化氢酶可促使 H2O2分解为分子氧和水，清除过氧化

氢，从而使细胞免于遭受H2O2的毒害，是生物防御体

系的关键酶之一[28]。图 3为不同浓度 FA处理各组土

壤过氧化氢酶活性随培养时间的变化情况。如图 3
所示，培养第 5 d时，F1~F2（10~20 mg·g-1）处理组的

过氧化氢酶活性显著高于对照处理组（P<0.05），

F3~F5（40~160 mg·g-1）处理组的过氧化氢酶活性显

著低于对照处理组（P<0.05）；总体上表现出酶活性随

FA处理浓度的增加而减小的特征。然而，随着培养

时间的延长，除 F4~F5（80~160 mg·g-1）处理组外（P<
0.05），其余FA处理组与对照处理之间的过氧化氢酶

活性差异减小。FA处理各组过氧化氢酶活性随培养

时间的变化趋势与对照处理相似，均表现为先增大再

减小的趋势。

蔺浩然等[28]得出不同比例蚯蚓粪配施腐植酸对

土壤过氧化氢酶有促进作用，但过量使用不一定得到

理想的效果。符昌武等[29]研究结果表明，添加腐植酸

能显著影响还原酶活性、转化酶活性及根系活力，这

些研究结论与本文研究得出的结果相似。

2.3.2 FA对土壤脱氢酶活性的影响

土壤脱氢酶是各种代谢反应的常用酶，借助于有

机物的氧化反应制造能量，体现了土壤微生物的整体

活性，可以评估微生物的氧化还原能力，能够反应出

土壤微生物对有机物的降解能力的高低。图 4为不

同浓度FA处理土壤脱氢酶活性随培养时间的变化情

况。如图 4所示，培养第 5 d时，FA处理各组与对照

处理组之间差异显著（P<0.05），在培养 10~15 d，除
F1~F2（10~20 mg·g-1）处理组外，其余 FA处理组脱氢

酶活性显著高于对照处理组（P<0.05）。在培养第 15
d时，FA处理各组脱氢酶活性达到最大，F1~F2（10~
20 mg·g-1）处理组表现出酶活性随 FA处理浓度的增

加而增大的特征，而当FA用量进一步提高，即F3~F5
（40~160 mg·g-1）处理时，土壤脱氢酶活性逐渐降低。

随着培养时间的延长，FA处理组与对照处理组之间

土壤脱氢酶活性的差异减小，这一变化趋势与 FA浓

度对土壤脱氢酶活性的影响规律相似。

刘晶晶等[30]研究结果也表明随着黄腐酸用量增

图2 不同浓度FA处理土壤CO2日排放量随培养时间的

变化情况

Figure 2 Changes of CO2 emissions from soils treated with
different concentrations of FA with culture time
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图3 不同浓度FA处理土壤过氧化氢酶活性随培养时间的变化
Figure 3 Changes of catalase activity in soil treated with different concentrations of FA with culture time
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加，脱氢酶活性呈先升高后降低的趋势。这说明土壤

酶活性与FA之间具有明显的量效关系，适量施用FA
对土壤酶活性的提高有利，而少量或过量施用并不能

取得较为理想的效果。

2.4 FA用量、土壤酶活性及土壤呼吸强度与DnBP微
生物降解的相关性

由表 2可以看出，土壤中DnBP的降解率与土壤

呼吸强度、土壤脱氢酶活性之间表现出显著正相关关

系；而FA用量与土壤呼吸强度、土壤脱氢酶活性之间

呈显著正相关关系，与土壤过氧化氢酶活性表现为显

著负相关关系。土壤呼吸强度与土壤过氧化氢酶活

性呈显著负相关关系，与土壤脱氢酶活性具有显著正

相关关系。通径分析结果（表 3）显示，土壤呼吸强度

与土壤中 DnBP降解率之间的直接通径系数和综合

通径系数均较大，说明其直接作用明显，并最终表现

出强烈的综合正向作用。FA用量、土壤呼吸强度与

土壤中DnBP降解率直接通径系数较大，说明其直接

作用明显，促进了土壤中 DnBP的降解，且主要通过

过氧化氢酶活性表现出强烈的间接反向作用，说明

FA用量、土壤呼吸强度与过氧化氢酶活性之间的间

接作用对土壤中DnBP降解率影响较大；土壤脱氢酶

直接通径系数较小，但通过其与FA用量、土壤呼吸强

度、过氧化氢酶活性之间的相互作用最终表现为间接

正向作用。

FA用量FA dosage
DnBP降解率DnBP degradation rate

土壤呼吸强度Soil respiration intensity
土壤过氧化氢酶Soil catalase
土壤脱氢酶Soil dehydrogenase

FA用量
FA dosage

1

DnBP降解率
DnBP degradation rate

0.035
1

土壤呼吸强度
Soil respiration intensity

0.459**
0.312**

1

土壤过氧化氢酶
Soil catalase
-0.925**

0.105
-0.404**

1

土壤脱氢酶
Soil dehydrogenase

0.229*
0.222*
0.586**
-0.198

1

表2 FA用量与土壤中DnBP降解率、土壤呼吸强度及土壤酶活性之间的相关系数
Table 2 Correlation coefficient between FA dosage and DnBP degradation rate，soil respiration rate and soil enzyme activity in soil

注：*表示P<0.05，**表示P<0.01（Pearson相关，双侧）。
Note：* indicates P<0.05，** indicates P<0.01（Pearson correlation，bilateral）.

图4 不同浓度FA处理土壤脱氢酶活性随培养时间的变化情况
Figure 4 Changes of soil dehydrogenase activity in different concentrations of FA treated with culture time
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表3 土壤中DnBP降解率与FA用量、土壤呼吸强度、土壤酶活性之间的通径系数
Table 3 Path coefficient between DnBP degradation rate and FA dosage，soil respiration intensity and soil enzyme activity in soil

直接通径系数Direct path coefficient
间接通径系数

Coupling
diameter factor

综合通径系数Comprehensive path coefficient

FA用量FA dosage
土壤呼吸强度Soil respiration intensity

土壤过氧化氢酶Soil catalase
土壤脱氢酶Soil dehydrogenase

FA用量
FA dosage

0.619
1

0.150
-0.745
0.011
0.035

土壤呼吸强度
Soil respiration intensity

0.327
0.284

1
-0.329
0.029
0.312

土壤过氧化氢酶
Soil catalase

0.814
-0.566
-0.132

1
-0.010
0.105

土壤脱氢酶
Soil dehydrogenase

0.049
0.142
0.192
-0.161

1
0.222
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上述分析结果说明FA的施加促进了土壤微生物

活动，土壤脱氢酶活性和土壤呼吸强度的增加，使菌

群的氧化还原能力增强，从而加快了土壤中DnBP的

降解利用，缩短了DnBP在土壤中的半衰期。但随着

FA用量的增加，会导致土壤 pH降低，主要通过过氧

化氢酶的强烈反向作用，影响DnBP在土壤中的降解

过程[31]。这可能主要基于两方面原因：一方面，FA进

入土壤后，土壤外源碳含量增加，外源碳的分解向土

壤中的微生物提供了营养，促进了微生物的生命活

动[32]，从而促进了土壤中DnBP的降解；另一方面，FA
的分子中存在大量羧基、醇羟基、酚羟基、醌型羟基和

酮型羟基等活性官能团[12]，这些活性官能团与土壤中

DnBP能够发生吸附-解吸等相互作用[33]，从而能够改

善土壤微生物活性及其对土壤中DnBP的降解功能。

如 Chai等[34]报道腐殖质对 PAEs的吸附能力与 PAEs
的性质有关，腐殖质与 PAEs之间的吸附主要以非特

异的疏水作用为主；宋娇艳等[35]研究发现富里酸对邻

苯二甲酸二丁酯的吸附等温线符合 Lagergren二级反

应动力学模型，其主要吸附机制为物理吸附，其吸附

能力随着温度和 pH的上升而下降；万洋[33]研究表明

腐植酸能够与DnBP形成复合物。

3 结论

DnBP在土壤中的降解过程符合一级反应动力学

方程，FA的添加加快了DnBP的降解过程，DnBP的降

解半衰期缩短为原来的48.1%~67.7%。

FA的添加促进了土壤的基础呼吸；对过氧化氢

酶活性表现出了低浓度促进、高浓度抑制的变化特

征；土壤脱氢酶活性主要表现为促进作用，中高浓度

FA处理对脱氢酶活性促进作用显著。

FA的添加与微生物活性间存在显著相关关系，

FA与DnBP降解率之间通过与土壤呼吸强度、土壤脱

氢酶活性、土壤过氧化氢酶活性之间的间接效应和直

接效应影响土壤中DnBP的降解。
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