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摘 � 要 � 用 SDS�凝胶电泳技术对落叶林土壤提取出的腐殖酸进行分级, 并应用凝胶层析分析技术测定腐殖酸

各组分的连续分布特征及表观分子量, 分子量分别为 M = 77678, M = 49923, M = 32085和 M = 16531. 结果表

明凝胶电泳和凝胶层析这两种技术可以相互补充, 能更好地了解腐殖酸类大分子物质分子量的分布情况.
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� � 很多人尝试根据腐殖酸的分子量进行分级, 凝胶层析 ( SEC)、凝胶电泳 ( PAGE) 和超滤 ( UF)

等分级手段广泛用于快速分级分子量各异的腐殖酸组分. 然而, 很多实验数据相互矛盾, 不能统一,

还不能清楚到底是哪种方法更适合腐殖酸的分级. 到目前为止, 最理想的 SEC分级的条件特别是洗

脱液还没有确定.

� � 本实验首先对腐殖酸采用碱、酸等简单手段进行初级分离, 然后将碱溶部分的腐殖酸通过凝胶电

泳和凝胶层析两种方法进一步分级, 并利用凝胶层析技术测定所得分级组分的分子量, 初步探讨了两

种分级方法的联系.

1� 实验方法
1�1腐殖酸的提取
� � 参照国际腐殖物质协会 ( IH SS) 推荐的方法, 在氮气保护下用 0�1m o l� l

- 1
的 N aOH从吉林省落

叶林土壤中分离出腐殖酸.

1�2� 腐殖酸的 SDS�聚丙酰胺凝胶电泳分级 [ 1, 2]

� � 电泳缓冲溶液为 89mm ol� l
- 1
的 Tr is�borate缓冲溶液, 凝胶由丙烯酰胺 ( A cr) 和交联剂 N, N�甲

叉双丙烯聚酰胺 ( B is) 聚合而成.

� � 加样后, 调节电流至 20mA, 电泳 1h. 电泳完毕, 将胶带剪下, 溶解于 0�1% SDS中, 24h后离

心, 上清液在透析袋中透析.

1�3� 腐殖酸的凝胶层析分级 [ 3]

� � 取 1m l蓝色葡聚糖凝胶 Sephadex G�2000 ( 2m g� m l
- 1

) , 通过 G�75凝胶层析柱, 收集洗脱液, 测

定其洗脱曲线 (紫外吸收 280nm ) , 洗脱峰顶洗出的体积即为外水体积 Vo, 内水体积 V i, 即凝胶颗粒

内部孔隙所含水相的体积, 选用一种分子量小于凝胶工作范围下限的化合物, 吸取 1m lK 2C r2O4溶液

通过 G�75凝胶层析柱, 收集其洗脱液测定其洗脱体积 V e, 则 V i = Ve - Vo.

� � 称取 2g腐殖酸样品溶解在 10m l的 4 m o l� l
- 1
尿素溶液中, 取 2m l样品在层析柱中进行洗脱层析,

(洗脱液为 4 m o l� l
- 1
尿素溶液 ), 洗脱速率为 20m l� h

- 1
, 每 3m l流出液进行紫外 -可见光光谱扫描,

记录 280nm光密度.

2� 分子量的测定

� � 将标准分子量的蛋白质用 TR IS溶解, 吸取 1m l溶液 (浓度为 2� 3 m g� m l
- 1

) 上样, 洗脱条件

与 HA相同, 根据蛋白质洗脱峰的位置, 通过紫外吸收曲线测出每种蛋白质的洗脱体积 Ve, 以蛋白分

子量对数 lgM与 Ve作标准曲线图, 模拟方程得:
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lgM = 5�0583- 0�0048Ve� � R2
= 0�9905

� � 根据 HA各组分紫外检出的洗脱峰位置得出洗脱体积, 分别由标准曲线计算样品的分子量.

3� 腐殖酸的电泳分级及分级组分的分子量测定

� � 在 DYY�6C型电泳仪上, 经过 1h电泳分离, 腐殖酸在聚丙酰胺凝胶上的分布如图 1所示.

图 1� 腐殖酸的凝胶电泳分级图

F ig� 1� E lectropho resis o f so il hum ic substance

in 10% po lyacry lam ide gel

� � 根据腐殖酸在聚丙酰胺凝胶上的迁移情况, 将

腐殖酸分为 4种分子量各异的组分, 分别为 M =

77678, M = 49923, M = 32085及 M = 16531, 这一

结论与 Posner
[ 4]
的研究基本一致.

� � 腐殖物质常用 E4 /E6的比值来表征, 是腐殖物

质分子量的特征函数, 与表观分子量对数的变化呈

负相关
[ 5, 6]

. 4种电泳分级组分的 E4 /E6比值分别为

3�71, 5�52, 6�14和 10�98, 这说明运用凝胶电泳

技术可以基于分子量的大小对土壤腐殖酸进行有效

的分级.

� � 凝胶电泳虽然能把土壤腐殖酸分为分子量各异

的不同组分, 但是这种分级方法分辨率不是很高,

分离出的组分不多, 而且加样量太少, 不利于后续

的表征分析.

4� 腐殖酸凝胶层析分级

� � 由于腐殖物质与凝胶色谱柱间的相互作用, 水及各种流动体系包括 N aC l、乙酸钠、NaOH、焦磷

图 2� 腐殖酸的 G�75凝胶洗脱曲线

Fig�2� Absorption o f hum ic substance a t 280nm by G�75

酸钠等都未获成功. Ch in
[ 7 ]
研究表明, 以往腐殖

物质的层析流出曲线是多模式性质, 主要受凝胶

固定相与腐殖物质的静电作用, 是一种非体积排

阻因素, 而不是真正分子量分布影响导致的一种

结果. 用缓冲溶液做流动相, 并添加中性电解质

如 NaC l或 KC ,l 将有效减少电荷的相互作用, 使

得腐殖物质的层析色谱有了统一的分布模式, 所

得结果更加可信.

� � 本实验选择 4 m o l� l
- 1
的尿素溶液作为流动

相, 以减少腐殖酸和凝胶的排斥和吸附作用. 从

图 2可以看出, 流出液的光吸收是连续的, 洗脱

体积在 37, 68, 109和 160m l左右时有突出峰,

这说明腐殖酸分子量的分布是连续的, 并主要集

中在 4个分子量段, 分子量分别为 M = 75980,

M = 53938, M = 34284及 M = 19511, E4 /E6比值分别为 3�65, 5�48, 6�02和 10�53, 由此可见, 用凝

胶层析法可以基于腐殖酸分子量的大小进行进一步分级.

� � 凝胶层析虽然能把土壤腐殖酸分为分子量各异的不同组分, 但是层析分级是一种连续的分离方

法, 分离时不同分子量的腐殖酸组分存在着重叠, 这就导致所分离出的腐殖酸组分的相对纯度较低.

不过, 凝胶层析方法操作比较简单, 得到分级样品量比较多, 有益于后续的表征分析.

5� 凝胶层析和凝胶电泳两种分析方法的联系

� � 将通过凝胶层析分级的组分用电泳的方法进一步的分级, 从图 3可以看出, 凝胶电泳不能把凝胶

层析得到的组分进一步的分级, 说明本实验所得到的层析分级组分的相对纯度较高.



� 4期 曲风臣等: 土壤腐殖酸 SDS�凝胶分级及表观分子量的测定 497��

图 3� 腐殖酸层析组分的凝胶电泳分级图

F ig� 3� E lectrophoresis o f so il hum ic substance�s

fraction in 10% po lyacry lam ide gel

� � 比较电泳和层析两种方法所得的腐殖酸各组分

的分子量和 E4 /E 6比值, 两种方法对应腐殖酸组分

的分子量接近, 通过电泳方法测得凝胶层析所得组

分的纯度较高, 这说明两种分级方法对土壤腐殖酸

的分级是可行的, 而且可以通过电泳方法来验证层

析分级组分的相对纯度.

6� 结论

� � ( 1) 凝胶电泳可将腐殖酸细分为 4种组分,

分子量分别为M = 77678, M = 49923, M = 32085及

M = 16531.

� � ( 2) 用凝胶层析进一步细分为, M = 75980,

M = 53938, M = 34284及 M = 19511, 与凝胶电泳得

到的对应组分的分子量和 E4 /E 6比值接近, 说明两种

方法得到的组分相似.

� � ( 3) 电泳与层析在腐殖酸分级时可以相互补充, 能更好地了解像腐殖酸一样的复杂大分子物质.
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FRACTIONATION OF THE SOIL HUM IC SUBSTANCE

BY SDS�POLYACRYLAM IDE GEL ANDMEASUREMENT OF

THE MOLECULAR WEIGHT

QU F eng�chen� � CHEN Shuo� � ZHAOH ui�m in� � ZHAO Ya�zh i� � QUAN X ie
( School of Environm en tal and B iolog ical Scien ce& Technology, Dal ian Un iversity ofT echnology, Dalian, 116024, Ch in a)

ABSTRACT

� � The so il hum ic substance, extracted from dec iduous forest soil in Jilin prov ince, w as fractionated using

SDS�po lyacry lam ide ge l electrophoresis. The successive d istribution of various fractions of hum ic substancew as

character ized using size�exc lusion chrom atography, by w hich the m o lecu lar w e ights of the four fractions w ere

tested to be 77678, 49923, 32085 and 16531, respective ly. It ind icated that these two SDS�po lyacrylam ide

gel e lectropho resis and size�exc lusion chrom atography w ere com plem entary each other in helping us better

understand them o lecu lar w eight d istribut ion of soil hum ic substance.

� � Keywords: hum ic substance, ge l e lectrophoresis, size�exclusion chrom atography, m o lecu lar w eigh.t


