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Abstract：To investigate the structural features of humic acid-like（HAL）substance from corn straw during the humification process of
Trichoderma reesei, the alkaline extract of the culture product（Humic-like substances, HLS）was obtained. The extract demonstrated simi⁃
lar specificities to soil HA. Corn straw composting was simulated using solid culture. The humification process of corn straw was simulated
for a period of 30 d using two treatments：（1）adding T. reesei and（2）uninoculated control after sterilization（CK）. Samples were collected
at 0, 15 d, and 30 d for observation. The HAL substance formed by T. reesei using corn straw were analyzed using elemental composition, in⁃
frared spectroscopy, and differential thermal techniques, and the specificity was determined from comparison with soil HA. The results
showed that, compared with CK, inoculation with T. reesei significantly changed the structural characteristics of HAL substances and the ra⁃
tio of aromatics/aliphatics during humification, which is in accordance with polyphenol theory. T. reesei concentrated the elemental struc⁃
ture of the HAL substance at O/C=0.528 and H/C=1.322 on day 30, and the difference between HAL and HA was reduced by 71.08% and
49.25%, with the HAL displaying similarity with the structural characteristics of HA. In general, T. reesei can effectively promote the con⁃
version of corn straw to humus through cellulose and lignin decomposition and structural changes in HAL substances. The differences be⁃
tween the structural characteristics of soil HA and HAL from T. reesei culture decrease significantly during the humification process.
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摘 要：为探明里氏木霉（Trichoderma reesei）在腐殖化过程中，不同培养时间下利用玉米秸秆得到的培养产物（HLS）的碱提取

物——类胡敏酸（HAL）的结构特征是否具有与土壤胡敏酸相似的特异性，通过固体培养的方式模拟秸秆堆肥，在玉米秸秆中添加

里氏木霉进行为期 30 d的腐殖化培养，并以灭菌后不添加微生物的处理作为对照，在培养的 0、15、30 d采样观察研究。通过元素

组成、红外光谱及差热的技术手段对里氏木霉利用玉米秸秆形成的类胡敏酸（HAL）进行分析，与土壤的胡敏酸（HA）比较观察其

特异性。对比CK，在模拟腐殖化的过程中，接种里氏木霉可以显著改变其HAL的结构特征，其芳香性/脂族性的比例变化符合多

酚学说。里氏木霉可以在 30 d内将HAL的元素结构集中在O/C=0.528、H/C=1.322左右，与土壤HA的O/C值、H/C值差异缩减了

71.08%、49.25%，使其更加接近土壤HA的结构特征。总体来看，里氏木霉在分解矿化玉米秸秆中纤维素和木质素的同时，可以有

效促进玉米秸秆向腐殖质的转化，其形成的HAL的结构变化支持了多酚学说。里氏木霉培养下的HAL可随着腐殖化培养时间的

增加，与土壤HA的结构特征差异持续缩小，逐渐具有特异性。
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玉米秸秆作为普遍存在的农业固体废弃物，是研

究腐殖化的原材料的重点对象，而其作为木质纤维素

材料有着可再生且成本低的优势。玉米秸秆的分解

及有效转化在全球碳循环中起着重要作用。而腐殖

物质（Humus substances，HS）是腐殖化过程的最终产

物，秸秆好氧堆肥的腐殖化过程与土壤腐殖化过程相

近，是最典型的腐殖化过程[1]。作为一种环境友好型

技术，堆肥也是农业残留物处理的最佳方法之一，可

以实现高效的生物转化[2]，是农业副产品可持续管理

的重要解决方案[3]。

土壤HS具有不同于其形成前体的化学组成与结

构特征的“特异性”[4]，是经腐殖化作用形成的、具有

特异性的、多相分布的类高分子化合物[5]。在最为广

泛认可的 Schulten 等[6]提出的模型中，土壤胡敏酸

（Humic acid，HA）是由长链脂族结构链接多个芳香环

而形成，在芳香环和脂族侧链上还存在许多由羟基和

羧基所构成的活性官能团组[7]。但与长期腐殖化的

土壤相比，堆肥腐殖化的水平是较低的，相较于土壤

中“成熟”的胡敏酸，秸秆堆肥中的类胡敏酸相对“稚

嫩”[8-9]，但其中含有大量含氧基团，如羧基、酚羟基、

醇羟基、甲氧基和醌基等[10]。在类胡敏酸的分析中，

Genevini 等[11]曾提出类胡敏酸通常分为类胡敏酸

（Humic acid-like，HAL）和核心类胡敏酸（Core-hu⁃
mic acid-like，cHAL）2种。cHAL相比HAL是去除了

脂类物质后得到的胡敏酸。关于腐殖质的形成过程，

比较盛行的是多酚理论，即土壤有机质首先经微生物

作用，分解为简单的有机化合物，例如保留原来芳香

结构的多元酚类，成为腐殖质组成的结构单元，在酶

的作用下，将多元酚氧化为醌[12]，醌与含氮化合物等

缩合成为腐殖质。许多学者曾对此进行试验，发现真

菌可以有效将木质素与纤维素降解转化，并进一步形

成醌型化合物[13]。

玉米秸秆主要由纤维素、半纤维素、木质素构成，

上述三种成分之间存在各种化学键，共同构成植物细

胞壁，最终变为难降解物质[14]。通常在秸秆堆肥过程

中，真菌对上述三种成分都有较为强力的分解作用，

对玉米秸秆的矿化分解起着重要作用。在土壤有机

质中，真菌作为K策略的微生物主要分解难降解的有

机质，而细菌作为 r策略微生物更喜欢利用活性有机

质[15]。微生物的死亡残体、代谢产物（如胞外酶、胞外

多聚物等）或残留物（如几丁质、肽聚糖等）也均属于

较难分解的有机质[16]，植物残体可以这些形式彻底被

转化为土壤有机质。真菌的生物体因更难分解而对

土壤的有机库贡献更高。故使用真菌进行模拟腐殖

化，对达到植物残体的利用效益最大化更加值得研

究。木霉菌是有益真菌，可以促进有机废物利用，且

对环境无危害性[17]。里氏木霉（Trichoderma reesei）具

有出色的木质纤维素酶的生产能力[18-19]。如果选用

里氏木霉这种对玉米秸秆分解矿化表现卓越的真菌，

进行腐殖化培养，腐殖化进程是否能够被高效促进？

其培养产物类腐殖质（Humic-like substances, HLS）的

碱提取物——类胡敏酸的结构特征与土壤胡敏酸有

着怎样的差异呢？是否同样具有特异性？

针对上述疑问，本研究选择了对玉米秸秆的木质

纤维素综合利用能力较强的真菌：里氏木霉（Tricho⁃

derma reesei），通过固体好氧发酵的方式进行为期 30
d的腐殖化培养，在培养的 0、15、30 d采样观察研究。

通过元素组成、红外光谱及差热手段进行分析真菌利

用玉米秸秆得到的类腐殖质的碱提取物——类胡敏

酸，与土壤的胡敏酸的结构进行比较。以期为阐明真

菌培养玉米秸秆得到的HAL的结构特异性以及真菌

能否高效促进腐殖化进程提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

1.1.1 玉米秸秆样品概况

采样地点：吉林农业大学试验田玉米连作耕地

（43°48′ 43.57″ N，125°23′ 38.50″ E）。采样地点属于

北温带大陆性半湿润季风性气候，春秋干旱多风，夏

短多雨，冬长寒冷。温度最高月份为7月，平均23 ℃，

年均温度为 4.8 ℃，年均日照时间为 2678 h，年均降水

量为 618 mm，多集中在 7、8月。采样地点的土壤为

半湿温半淋溶土亚纲黑土类，也就是所谓的黏淀湿润

软土（Argiudolls），含碳量为 12.31 g·kg-1，C/N为 9.84，
于 2017年 10月 4日采集土壤样品，且研究对比所用

的土壤HA由该土壤制备。

采样的玉米秸秆植株品种为中金 368（采购来源

为北京金粒粒金种子有限公司），玉米种子于 2017年

4 月底播种，10 月初收获，基本性质为：秸秆有机碳

376.4 g·kg-1，全氮为 7.44 g·kg-1，全磷 7.7 g·kg-1，全钾

4.5 g·kg-1，C/N为 61.8。实验用玉米秸秆于 2017年 10
月4日采集，然后自然晾干并粉碎至0.5 cm。

1.1.2 供试微生物及微生物菌液的制备

里氏木霉（T. reesei）MCG77购买于ATCC（Ameri⁃
can Type Cilture Collection）。

首先制取菌丝，将里氏木霉接种在固体斜面试管
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中，内含 30 mL培养基。培养基采用马铃薯葡萄糖琼

脂培养基（PDA）。将接种好的试管放在 28 ℃的培养

箱中培养 72 h，即制备成功，得到成熟菌丝。向试管

中加入 2 mL无菌水，振荡 2 min，制取菌液，将上述液

体转移到灭菌试管中。通过血球计数板计数，计算浓

度并稀释，制成孢子浓度为 1×107个·mL-1的孢子悬

液，最后将菌液加入至PDA液体培养基中，以 1∶10的

比例接种，在温度 30 ℃，转速为 100 r·min-1的振荡培

养箱中振荡培养6 d，得到含有孢团菌丝体的菌液。

PDA 培养基：马铃薯（去皮）200 g·L-1，煮沸 30
min并过滤，葡萄糖：20 g·L-1，琼脂：20 g·L-1。

PDA液体培养基：马铃薯（去皮）200 g·L-1，煮沸

30 min并过滤，葡萄糖：20 g·L-1。

1.2 试验设计

1.2.1 腐殖化培养

培养组：将 25 g 秸秆粉末加入到三角瓶中后密

封。置于灭菌锅中进行灭菌处理，参数设定：温度

121 ℃，时间 40 min。经过灭菌处理后，待温度下降至

30 ℃开始加入菌液和无机矿物盐培养液（菌液 10
mL、无机盐 62.5 mL），用无菌透气性封口膜封口（能

够保证空气交换且不会有外界粉尘进入），置于恒温

振荡摇床上进行好氧发酵培养。

对照组：以灭菌后加入无机盐、不添加菌液的处

理作为空白对照CK。

试验采用G-G 17三角瓶，容积为500 mL。
恒温振荡摇床设定参数：温度 30 ℃；转速 180 r·

min-1（以达到充分振荡通气的目的）。

无机盐培养液含有：（NH2）2CO 4.2 g·L-1，（NH4）2SO4
19.6 g·L-1，CaCl2 0.028 g·L-1，KH2PO4 28 g·L-1，MgSO4
4.2 g·L-1，FeSO4·7H2O 0.07 g·L-1，MnSO4 0.021 g·L-1，

ZnSO4 0.019 g·L-1，CoCl2 4.2 g·L-1，酵母膏 7 g·L-1，

pH=5。
1.2.2 样品采集

将腐殖化培养时间设置为 0、15、30 d，共 3组，每

组时间设3个重复。

到培养时间后，分别将样品取出，在 55 ℃条件下

干燥、粉碎并混匀，全部过0.25 mm筛后备用。

1.3 测定项目与方法

1.3.1 类腐殖质的提取分组

参照土壤腐殖质组成修改法[20]，从玉米秸秆培养

样品中提取类富里酸（FAL）、类胡敏酸（HAL）和类胡

敏素（HLM）。通过重铬酸钾氧化法[21]对玉米秸秆的

总有机碳含量（TOC）及各组分的含碳量进行测定，并

计算HAL的相对含量以及其在类腐殖质中所占比例

（PQ值）。

HAL组分相对含量为该组分的有机碳含量占玉

米秸秆TOC的百分比：

HAL=HAL（g·kg-1）/TOC（g·kg-1）×100%
PQ值的计算公式：

PQ=HAL（g·kg-1）/[HAL（g·kg-1）+FAL（g·kg-1）]×
100%

比较所用的土壤腐殖质提取分组方法同上。

1.3.2 类胡敏酸的提取与纯化

腐殖化产物 HLS 中的碱提取物 HAL：提取纯化

根据国际腐殖质协会推荐方法操作[22]，具体步骤为：

将烘干后的秸秆样品称量 2.5 g加入离心管中，加入 1
mol·L-1 HCl 溶液静置 1 h 后用浓度为 0.1 mol·L-1的

HCl调节固液比为 1∶10。在 25 ℃室温条件下振荡离

心管 6次，每次约 10 min，然后低速离心弃上清液，在

离心管中加入 0.1 mol·L-1NaOH 溶液至固液比为 1∶
10，用 1 mol·L-1NaOH 调节 pH 为 13~14，立即向离心

管中充大约 30 s N2并密封。在 25 ℃室温下振荡，1
次·h-1，12次后静置过夜。静置过夜后低速离心保留

上清液HLE（Humus-like extracted），以上碱提取过程

重复 3次。用 6 mol·L-1HCl将HLE调节至 pH为 1~2，
静置过夜后低速离心沉淀即为 HAL。用较少量的

0.1 mol·L-1KOH溶解沉淀，加入KCl使K离子浓度达

到 0.3 mol·L-1，静置 1 h后高速离心去除悬浮物，用 6
mol·L-1 HCl调节pH=1.0，静置 12~16 h，高速离心弃上

清液得到沉淀为HAL，用 0.1 mol·L -1 HCl与 0.3 mol·
L-1 HF混合溶液酸洗HAL，次日经高速离心弃掉上清

液，上述混合酸洗过程共重复 3次。酸洗完成后，将

离心管中沉淀电渗析至无 Cl-（AgNO3检测），经旋转

蒸发，冻干，得到最终纯化的HAL干样品。

比较所用的土壤HA的提取纯化方法同上。

1.3.3 结构特征分析测定方法

元素组成：采用德产Vario ELIII型元素分析仪测

定，在C/H/N模式下进行测量，用差热分析中计算出

的水分和灰分对数据进行校正，其中 C、H、N元素含

量为实测值，O+S元素含量采用差减法计算。

热稳定性：采用日本岛津TA-60型热重分析仪测

定，称取样品量为 5~7 mg，在 60 mL·min-1的空气流量

条件下，以 15 ℃ · min-1 的升温速率由 35 ℃升至

700 ℃。使用仪器自带软件来进行差热分析（Differ⁃
ential Thermal Analysis，DTA）和 热 重 分 析（Thermo
Gravimetric Analysis，TG或TGA）。
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红外光谱：采用KBr压片法，在美国Nicolet AV-

360傅里叶变换红外光谱仪上进行测定，波数范围为

4000~500 cm-1，分辨率为 4 cm-1，扫描次数为 6，图谱

采用Omnic Version 8.2软件包分析，对红外谱图的特

征吸收峰进行峰面积计算，并对相对应的特征基团进

行半定量分析。

1.4 数据处理

使用Excel 2017进行数据处理，SPSS 22.0用作试

验后结果的统计分析和差异显著性检验，用 Origin
8.6绘制图谱。

2 结果与分析

2.1 不同培养时间HAL的外观及含量变化

通过图 1对于HAL的外观观察，可以发现秸秆中

提取的 HAL 是深棕色的，土壤中提取的 HA 是黑色

的，二者在颜色上有很大差异。但无论是 T. reesei处

理还是CK，HAL的颜色均会随着腐殖化培养时间的

增加而变深，而T. reesei处理在 30 d的颜色比同期CK
处理的颜色要更深，与土壤HA更加相近。

在 30 d的腐殖化过程中 2种处理的 TOC呈下降

趋势，T. reesei处理差异显著，HLM 的下降是引起

TOC下降的主要因素。通过表 1和图 2均可以发现 2
种处理的 HAL 的相对含量均随着腐殖化时间的增

加而提高，T. reesei处理差异显著。在 0 d时，类腐殖

质组分中 FAL 有机碳含量高而HAL有机碳含量低；

但在 15 d时，T. reesei处理的HAL有机碳含量已超越

了同期的 FAL；30 d时 T. reesei处理的HAL有机碳含

量与CK相比增幅更大且差异显著，其HAL的相对含

量在 30 d高达 21.49%，是CK处理 2倍左右，其PQ值

在此时也是 CK 处理的近 2 倍，非常接近土壤的 PQ

值。但土壤HA的相对含量为28.54%，仍高于HAL的

相对含量很多。

2.2 不同培养时间HAL的元素组成变化

表 2为不同时间下里氏木霉对HAL元素组成的

影响情况。HAL在腐殖化期间呈现C高O低的状态，

C 元素占 HAL 元素组成的 50% 以上。2 种处理的

HAL的C/N在培养一开始均在 18.3左右，随着腐殖化

时间的增加均呈现不同程度的下降趋势，T. reesei处

理的下降幅度大于 CK 处理，并在 30 d 时接近土壤

HA的 C/N比值；2种处理的HAL在 30 d内H元素均

图1 土壤HA与不同培养时间下HAL的外观比较

Figure 1 Comparison of the appearance between the HAL in different culture times and soil HA

图片下方文字为每个样品所对应的门赛尔土壤比色卡颜色标记
The text below the image is the color number of the Munsell Soil Color Charts for each sample

T.reesei-HAL
里氏木霉处理-类胡敏酸

0 d 15 d 30 d

深棕7.5YR 3/4 黑7.5YR 2.5/1 黑10YR 2/1

CK-HAL
对照处理-类胡敏酸

0 d 15 d 30 d

深棕7.5YR 3/4 深棕7.5YR 3/3 深棕7.5YR 3/2

CS-HAL
玉米秸秆-类胡敏酸

HA
黑土-胡敏酸

深棕7.5YR 3/4

黑2.5Y 2.5/1
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下降，O元素均增高，T. reesei处理的变化幅度更大。

通过对元素组成分析，可以简单分析和判断样品

中分子结构的变化情况。H/C可以直观地表征HA的

缩合度，O/C可以表征氧化度强弱，与含氧基团数量

成正比[23]。根据分析结果采用H/C和O/C原子比绘制

出图3，即范氏图（Van Krevelen图）。

在腐殖化培养开始时，无论是T. reesei还是CK处

理，其碱提取物HAL都处于O/C=0.482、H/C=1.471附

近的位置上；培养 15 d以后，CK处理的位置仅有微小

变化，而T. reesei处理的O/C升高，H/C下降；培养 30 d
时，CK处理的位置更加集中在O/C=0.494、H/C=1.452
的附近，而 T. reesei处理的位置却更加集中在 O/C=
0.531、H/C=1.330的附近，在 30 d内与土壤HA的O/C
差异缩减了 71.08%，H/C比值差异缩减了 49.25%，更

加接近土壤HA的结构特征。

注：小写字母不同代表各处理中差异显著（P<0.05）。下同。
Note：Different lowercase letters indicate significant differences among treatmets（P<0.05）. The same below.

表1 里氏木霉对玉米秸秆类腐殖质组分有机碳含量的影响

Table 1 Effect of T. reesei of corn straw on composition and PQ value of soil humus
处理

Treatments
空白对照

CK

里氏木霉
T. reesei

土壤Soil

培养时间
Culture time/d

0
15
30
0
15
30
—

总有机碳
TOC/g·kg-1

376.4a
373.7a
366.3a
376.4a
331.0b
316.6c
12.31

类胡敏酸
HAL/g·kg-1

23.86a
29.17ab
32.37b
23.54a
52.55b
62.03c
3.513

类富里酸
FAL/g·kg-1

41.44a
46.64ab
48.81b
41.25b
43.29c
35.27a
1.964

类胡敏素
HLM/g·kg-1

224.4a
218.9a
216.4a
223.6c
158.5b
133.7a
5.282

PQ值
PQ/%
36.54a
38.80a
39.87a
36.90a
54.83b
63.75c
64.14

不同小写字母代表处理间差异显著（P<0.05）。下同
Different lowercase letters indicate significant differences

among treatments（P<0.05）. The same below
图2 里氏木霉处理下不同培养间的HAL相对含量

Figure 2 Relative contents of HAL under T. reesei treatment in
different culture time

表2 不同培养时间下里氏木霉对HAL元素组成的影响

Table 2 Effect of T. reesei on the elemental composition of HAL in different culture time
处理Treatments
对照-类胡敏酸

CK-HAL

里氏木霉-类胡敏酸
T. reesei-HAL

土壤胡敏酸HA

培养时间Culture time/d
0
15
30
0
15
30
—

C/g·kg-1

548.0a
545.3b
542.3c
548.3a
517.2c
530.2b
525.8

N/g·kg-1

34.90b
34.74b
35.15a
34.91b
34.70b
35.86a
35.76

H/g·kg-1

67.27a
66.19b
65.62c
67.84a
60.01b
58.77c
51.31

O/g·kg-1

349.8b
354.8a
356.9a
349.0c
388.1a
375.2b
387.2

C/N
18.32a
18.31a
18.00a
18.33a
17.39b
17.25b
17.16

HA
L的

相
对

含
量

HA
L/%

0 d
15 d
30 d

空白对照CK
处理Treatments

30
25
20
15
10
5
0

a ab b
a

c
b

里氏木霉T. reesei

图3 不同培养时间下HAL中H/C和O/C的相关性

Figure 3 Correlation of H/C and O/C in HAL in
different culture time

H/C
摩

尔
比

值
H/C

0 d15 d30 d

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
O/C摩尔比值O/C

1.6

1.5

1.4

1.3

1.2

1.1

对照处理-类胡
敏酸CK-HAL

里氏木霉处理-类胡
敏酸T. reesei-HAL

土壤胡敏酸HA

0 d15 d30 d
0 d
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2.3 不同培养时间HAL的红外光谱

不同腐殖化培养时间的T. reesei、CK处理的HAL
与土壤 HA 的 FTIR 如图 4 所示。T. reesei与 CK 处理

相比在官能团区的吸收峰强度变化较大，而在指纹区

仅略有变化，特征峰的相对影响强度的半定量分析见

表3。
官能团区中 3400 cm-1 处的宽峰是由酚类 Ar-

OH、羟基或羧基的O-H振动引起。相比于CK，T. re⁃

esei处理可随着模拟腐殖化时间的增加，增加HAL的

羟基含量。2920 cm-1代表不对称脂族-CH3的C-H伸

缩振动峰，2850 cm-1代表-CH2-对称脂族C-H伸缩振

动峰[24]，1720 cm-1 则由羧基、醛或酮的 C═O 振动所

致[25]，I2920/I1720的值可以衡量脂族含量[26]。2种处理的

HAL在 2920 cm-1的吸收峰的相对强度在整个培养期

间均随时间而增加，T. reesei的增幅大于CK；T. reesei、

CK 处理在 1720 cm-1的吸收峰相对强度在 0~15 d均

增加，但在 15~30 d时 CK仍保持增加的同时 T. reesei

却下降了。T. reesei处理的 I2920/I1720值在 0~15 d下降

了 0.58，而 CK在此期间仅降了 0.05；在 15~30 d时 T.

reesei处理的 I2920/I1720值回升，较同期仍保持下降的CK
处理小 0.22。1620 cm-1及 1500 cm-1处来自芳香烃的

C═C骨架振动（呼吸），在确定是否有芳核的存在时

有重要意义。因此 I2920/I1620值可以衡量芳香性的强

弱。T. reesei处理的HAL的 I2920/I1620值在 0~15 d降低

了 0.46，在 15~30 d时下降了 0.07，而同期的 CK处理

在 30 d内仅下降了 0.06。T. reesei处理的HAL的 2项

比值在培养的 30 d过程中更接近土壤HA，但仍与土

壤HA有很大差距。

指纹区中 1230 cm-1的峰归属于芳香基团的 C-
OH振动或芳基醚和酚类的 C-O-C振动，脂族的 C-
OH振动可引起 1122 cm-1处峰[27]。2种处理在上述 2

处的吸收峰相对强度在 30 d内持续增加，其中 T. re⁃

esei处理的增幅更大。1034 cm-1处的峰可代表多糖

与类多糖物质中 C-O 的存在。T. reesei处理的 HAL
在 1034 cm-1处的相对强度随培养时间增加而持续降

低，而CK在此处无明显变化。

2.4 不同培养时间HAL的热稳定性变化

图 5是HAL的DTA及 TG曲线，HAL样品在分解

过程中表现为中温放热（326~352 ℃）和高温放热

（394~535 ℃），且 HAL 始终较土壤 HA 多一个（394~
455 ℃）高温放热峰。值得注意的是CK处理在 0 d时

DTA曲线与 T. reesei处理相似，但其从左至右的高温

放热峰较同期 T. reesei处理的分别低 24、45 ℃；15 d
时，T. reesei处理的高温放热峰发生明显变化，而 CK
处理的DTA曲线线型仍与 0 d相似；在 30 d时 CK处

理的高温峰发生了分峰现象，而 T. reesei处理在 30 d
时的DTA曲线线型则与土壤HA更加接近。T. reesei

处理的高温峰随着培养时间的增加发生了左移，并逐

处理
Treatments

对照-类胡敏酸
CK-HAL

里氏木霉-类胡敏酸
T.reesei-HAL

土壤胡敏酸HA

培养时间
Culture time/d

0
15
30
0
15
30
—

相对强度Relative intensity/%
3400
46.94
47.05
47.13
47.11
47.70
48.18
52.40

2920
3.14
3.21
3.34
3.72
3.96
4.05
2.90

2850
0.55
0.69
0.64
1.00
1.24
1.44
1.23

1720
1.96
2.06
2.38
2.32
3.88
3.44
4.74

1620
2.18
2.34
2.52
2.72
4.35
5.04
6.58

1500
0.75
0.93
1.16
0.93
1.37
1.43
0.10

1230
2.67
2.70
2.79
2.72
3.41
3.58
2.12

1122
1.29
1.34
1.37
1.30
1.49
1.54
0.56

1034
2.32
2.29
2.26
2.38
2.14
1.89
0.94

比值Ratio
2920/1720

1.60
1.55
1.40
1.60
1.02
1.18
0.61

2920/1620
1.38
1.37
1.32
1.37
0.91
0.80
0.44

表3 不同培养时间下T. reesei、CK处理下的HAL与土壤HA的FTIR光谱主要吸收峰相对强度比较

Table 3 Effects of relative intensity of the main absorption peaks in the FTIR spectrum of HA of soil，HAL by T. reesei and CK treatments
in different culture time

图4 不同培养时间T. reesei、CK处理下的HAL与
土壤HA的FTIR谱图

Figure 4 FTIR spectras of HA of soil，HAL of T. reesei and CK
treatments in different culture time

吸
光

度
Ab

sor
ban

ce

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
波数Wavenumbers/cm-1

HA
T. reesei-30 d

340
0

CK-30 d

292
0

285
0 172

0

CK-15 dCK-0 d

T. reesei-15 d
T. reesei-0 d

162
0

123
0 103
4

112
2

150
0
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渐接近土壤HA放热峰的分布位置。

表4为HAL的半定量分析，T. reesei、CK处理均随

着模拟腐殖化时间的增加，其HAL的热量高/中、失重

高/中比值在 0~15 d不同程度地增加，T. reesei在 30 d
时的失重高/中比值有微小下降，30 d内其 2项比值分

别提升了 1.539、0.378；CK处理的 2项比值在 30 d内

仅提升了0.103、0.037。
3 讨论

仅通过外观变化便可以判定，HAL 与成熟土壤

中的HA仍存在着很大的差别，但伴随着腐殖化过程

中 T. reesei对玉米秸秆的转化合成与利用，使其在外

观上更加接近了HA，缩小了原本的差异。不仅是外

观的变化，HAL的相对含量在 30 d时已经是同期CK
的2倍。Juradom等[28]发现半纤维素、纤维素和木质素

降解率比未接种微生物的堆体分别高 28%、21% 和

25%，接种微生物可以增加HS的数量从而加快腐殖

化进程。李国平等[29]认为放入微生物菌剂能够较为

显著增加胡敏酸含量。

通过对不同腐殖化时间下 HAL元素组成分析，

发现接种T. reesei可以有效降低HAL的C/N值。在腐

殖化的过程中 C和N是最重要的 2种元素，C为微生

物提供能源，N 可以提供微生物建造细胞结构[30]。

Eneji等[31]通过元素分析得出秸秆堆肥过程中类胡敏

酸的结构是 C高O低的，表明其氧化程度较低，同时

堆肥过程中有机物含量、总 C 含量一般呈减少的趋

势，但腐殖酸的相对含量是增加的。Amir等[32]通过元

素分析得出，在好氧发酵过程中HA的H含量减少，

H/C值和C/N值下降。而在本实验中，C元素在HAL
中表现为先下降后升高的变化趋势。这可以归因于

在 15~30 d的高分解阶段，释放出了一些来自其他顽

固结构（如木质素）中的一些脂族化合物。Sánchez-
Monedero等[33]曾研究表明，在堆肥过程中一些其他物

质如木质素的降解残留物被释放出来，其表现的特征

与HA类似，并会在pH=2时沉淀。

通过分析范氏图的分布状况，结合FTIR谱图，可

以得出接种T. reesei处理的HAL的O/C呈现出均值增

加又略有下降的趋势，可以归因于在 15~30 d新被释

图5 里氏木霉对HAL的DTA与TG曲线的影响

Figure 5 Effects of T.reesei on DTA and TG curves of HAL

DT
A/μ

V·
mg

-1

0 100 200 300 400 500 600
温度Temperature/℃

HA
T.reesei-30 d

CK-30 d
CK-15 d
CK-0 d

T.reesei-15 d
T.reesei-0 d

474
494503

535491455
441431

421326
351

337333
335
343
352 417

403
394

490
483

TG
/mg

0 100 200 300 400 500 600
温度Temperature/℃

HA
T.reesei-30 d
CK-30 dCK-15 d
CK-0 d

T.reesei-15 d
T.reesei-0 d

表4 不同培养时间下里氏木霉HAL及土壤HA的放热与失重比较分析

Table 4 Exothermic heat and mass loss of T. reesei’s HAL in different culture times and soil HA
处理

Treatments
对照-类胡敏酸

CK-HAL

里氏木霉-类胡敏酸
T. Reesei-HAL

土壤胡敏酸HA

时间
Time/d

0
15
30
0
15
30
—

放热量Exothermic heat/kJ·g-1

中温Medium
1.636
1.587
1.611
1.645
1.250
1.303
0.479

高温High
2.304
2.270
2.434
2.319
3.042
3.843
4.036

热量高/中比值
High/Medium ratio
of exothermic heat

1.408
1.431
1.511
1.410
2.434
2.949
8.421

失重Mass loss/mg·g-1

中温Medium
432.0
425.5
409.2
431.4
368.6
345.9
204.5

高温High
177.9
180.5
183.9
178.6
251.4
274.1
439.0

失重高/中比值
High/Medium

ratio of mass loss
0.412
0.424
0.449
0.414
0.682
0.792
2.147
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放出的氧化度较低的脂族化合物致使O/C值下降，这

与HAL在 30 d时的 I2920/I1720值和中温放热回升、失重

下降变缓的结果相符。T. reesei处理下的HAL的H/C
却能持续降低，且在 FTIR和 DTA、TG的分析结果中

显示前 0~15 d时HAL的芳香性增加速度高于 15~30
d。促成这种现象的原因是 0~15 d的腐殖化过程中，

HAL中的脂族碳易被利用，而芳香碳较稳定在此期

间被保留，即核心胡敏酸（cHAL）在此期间逐渐暴露，

致使H/C下降，这一结果符合多酚学说。Adani等[34]

将HAL分为不易被生物利用的的稳定组分（芳香碳）

和易被微生物降解的不稳定组分（脂肪族碳）研究，他

提出HAL的形成是通过不稳定部分的降解和更稳定

部分的保存而进行。但HAL的降解与合成是同时进

行的，很显然在 15~30 d时，伴随着降解过程中脂族

性物质的不断释放增多，芳香族/脂肪族的比例仍在

显著提升，这要归功于 T. reesei 的合成作用。 Jo⁃
uraiphy等[35]通过傅里叶红外光谱分析，发现HS在好

氧发酵后芳香结构增多，其来源于发酵原料和微生物

合成。Awasthi等[36]研究表明，接种真菌处理的 HAL
芳香化程度比未接种处理更高。在本研究的FTIR的

半定量分析中，T. reesei处理下的HAL在 1620 cm-1处

和 1500 cm-1处来自芳香烃的C═C骨架振动的吸收峰

强度持续增加、I2920 / I1620 比值持续降低也均可证明

HAL 的结构在模拟腐殖化的过程中芳香性持续增

加。在HAL和HLS的DTA与 TG分析中也可以发现

接种T. reesei可以在 30 d内大幅改变芳香性与脂族性

物质的比例分布，增加热稳定性。

通过观察FTIR谱图中1034 cm-1处的相对强度变

化，可以判断在 T. reesei处理下的 HAL中，多糖类物

质在 30 d内大幅下降，相对于HAL中的其他碳源，多

糖更容易被 T. reesei消耗和利用，González-Pérez等[37]

认为多糖在 HA中的含量可以表征该土壤有机质组

成与植物残体的接近程度。HA中的多糖类物质含量

越低，其腐殖质越成熟，1034 cm-1处影响强度的降低

预示着 T. reesei可以在 30 d内有效促进 HAL 向成熟

的HA转化。

4 结论

（1）在 30 d 的腐殖化过程中，接种里氏木霉（T.

reesei）可以显著改变其培养产物的碱提取物——类

胡敏酸（HAL）的结构特征，其芳香性/脂族性的比例

变化支持了多酚学说。

（2）HAL 在整个过程中随着模拟腐殖化时间的

增加，与土壤HA的特征差异持续缩小。里氏木霉可

以在 30 d内将HAL的元素结构集中在O/C=0.528、H/
C=1.322左右，与土壤HA的O/C比值、H/C比值差异

缩减了71.08%、49.25%。

（3）里氏木霉在降低HAL的脂族性、增强芳构化

程度和热稳定性方面能力很强，可以高效促进玉米秸

秆的腐殖化进程。虽然里氏木霉处理下的HAL并不

具备与土壤HA完全相同的特异性，但其可随着模拟

腐殖化时间的增加，与土壤HA的结构特征差异持续

缩小，逐渐具有特异性。为利用里氏木霉与玉米秸秆

腐殖化的应用提供参考。
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