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碱式水解法提取红土分子化石:
以安徽宣城更新世网纹红土为例
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摘要:红土中种类丰富的分子化石为红土古生态研究提供了直接证据,但较低含量的分子化石限制了传统索氏抽提方法的推

广应用.本次研究尝试性地运用碱式水解法提取安徽宣城更新世红土中的分子化石,在 25 g 样品中检测到了含量明显 、种类

丰富的有机物,且该方法可以显著地降低空白污染, 这说明碱式水解法在分子化石含量低的地质体(如红土 )研究中具有一定

的应用潜力.本次研究检测出除了传统索式抽提得到的正构烷烃 、脂肪酸 、脂肪醇等以外, 还提取到了二元羧酸这一重要化合

物,它的存在为网纹红土可能形成于多水环境提供了新的证据.测试样品中各类分子化石组合信息显示出红土有机物以微生

物为主的来源特征,表明网纹红土形成过程受到了微生物活动的影响,同时伴有大量低等菌 、藻来源有机质的输入, 初步结果

为红土形成环境研究提供了新的证据.
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An Optimized Alkaline Hydrolysis Method to Extract Lipid Biomarkers from Pleistocene
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Abstract:Variety of mo lecular fossils in red paleo so ls can provide direct evidence for paleo eco lo gical o rigin of red paleo so ls, but

the popula rization and application of the tr aditional Soxhlet ext raction a re limited by low content o f mo lecular fo ssils in vermicu-

lar red paleo so ls.The alkaline hydro ly tic method is tentatively emplo yed to e xtr act lipids fr om P leisto cene ve rmicular red pal-

eo so ls in Xuancheng, Anhui P rovince.Relatively high content and va riety of o rg anics have been detected in two samples with

weight of 25 g , respectively.The effect of po llution r educing is also obv ious in contra st to Soxhlet ex tr action, which w ill be po-

tential fo r the research on some geo log ical sediment with low content of o rganic matter ( such as red paleo so ls).A new kind o f

lipid bioma rker named as dicarboxyl acids is firstly found in red paleo sols due to alkaline hydroly tic me thod.I n addition, o ther

compounds extr acted by traditional Soxhlet ex traction such as n-alkanes, fa tty acids, n-alkanols a re also detected.The occur-

rence of dicarboxy l acids has put new insight into unde rstanding tha t red paleosols is possibly deve loped unde r exce ssive ly hu-

mid condition.Distribution pattern o f mo lecular fo ssils in testing sample s demonstr ate s that the org anics of red paleo sols mainly

origina te from micr obe and show s tha t the fo rmation o f red paleosols is affected by micr obial activities w ith lo ts of og anic matter

from low er bacteria and alg ae.The re sults o f our preliminary studying have provided new ev idence for the re search on the fo r-

ma tion environment of red paleo sols.
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　　网纹红土作为第四纪重要的沉积物, 在恢复我

国南方古环境 、古气候方面日益受到人们的重视.随

着全球变化研究的深入开展, 有关红土的成因 、发育

期次 、形成时代 、磁性等研究成果丰富(赵其国和杨

浩, 1995;朱照宇等, 1995;顾延生等, 2002) , 但由于

红土中生物信息相对缺乏, 早期发现的生物证据仅

有为数不多的孢粉 、旧石器 、植硅体等(顾延生等,

1997;李长安和顾延生, 1997;王伟铭等, 1997) ,这极

大地阻碍了红土地层系统的研究.随着分子地层学

的研究深入 ( Brassell et al., 1986;Meye rs and

Benson, 1988;Xie et al., 2003;谢树 成等,

2007) ,有机分子化合物被成功地引入到红土地层的

研究中来,前人利用传统索氏抽提方法对我国南方

不同红土剖面的分子化石分别进行了研究, 检测到

了种类丰富 、含量甚微的分子化石, 如正构烷烃 、脂

肪酸 、脂肪醇等,特别是相对较为稳定的正构烷烃的

特征在揭示红土形成时的植被类型 、气候 、环境特征

等方面提供了重要信息(王志远等, 2002;Xie et

al., 2003;梁斌等, 2005) .

本次研究发现红土中分子化石含量极低, 尽管

传统抽提方法有其鲜明的特点, 但在提取红土分子

化石的应用中受到了极大限制.传统经典的索氏抽

提方法,不仅需要抽提的样品量大,还需进行多次重

复操作,同时涉及到可造成环境污染的大量有机溶

剂;而且由于被测物质的浓度越来越低,稳定性随时

空变化等因素给分析检测带来了一定难度.

鉴于此,为更有效地提取红土分子化石, 本文尝

试性地采用碱式水解法, 对安徽宣城更新世网纹红

土进行条件实验.在 25 g 样品中检测到了含量明

显 、种类丰富的有机物,尤其重要的是得到了以往研

究所未提取到的二元羧酸, 为进一步研究网纹红土

形成时的古环境 、古气候和古生态提供了新的资料.

本文着重介绍碱式水解操作方法及该方法检测到的

各类分子化石, 并对该方法的重要意义进行阐述.

1　研究区的地貌和样品采集

研究区位于安徽宣城向阳村陈山红土剖面, 该

区地处长江下游水阳江南岸, 位于二级阶地之上, 属

亚热带季风湿润气候, 年均降水量是 1 143.2 ～

1 503.4 mm,年均气温是 15.4 ～ 15.9 ℃.剖面顶部

海拔 41 m,厚度约 11 m.根据岩性和结构,自上而下

可分为下蜀黄土层 、网纹红土层 、粉砂层和砾石层

(乔彦松等, 2003;梁斌等, 2005) .

样品采自 2006年 8月,由于样品质量对分析测

试结果有较大的影响, 为避免上部土壤受现代植物

影响,故从地表深处 40 cm 进行采样,每个样品间距

10 cm,室内风干后,粉碎至 0.154 mm( 100目) .

本次研究选取两块红土样品, 一块位于剖面顶

部,深度为 0.4 ～ 0.5 m ,编号为 xcfz-1, 其岩性特征

为棕红-棕黄色亚砂土 、块状结构,土体表面见黑色

铁锰膜;另一块位于剖面底部,深度为 10 ～ 10.1 m,

编号为 xcfz-2,岩性为棕黄色粘土质粉砂层, 发育灰

白色树枝状网纹, 网纹含量约 40%～ 50%, 网纹长

>5 cm,宽 2 ～ 3 cm.

2　分析方法

2.1　有机类脂物的提取

称取样品 25 g , 加入 1 mol · L
-1
氢氧化钾

( KOH )甲醇溶液, 在 80 ℃水浴锅中加热 4 h, 冷却

后过滤,用二氯甲烷( CH2Cl2 )洗涤残渣, 合并液相,

以二氯甲烷( CH2 Cl2 )萃取中性有机类脂质(重复 4

次) ;用盐酸将剩余水相调至 pH 为 1, 再用二氯甲

烷( CH 2Cl2 )萃取,得到酸性有机类脂质;然后将两

部分分别进行减压旋转蒸发浓缩.酸性组分先进行

甲酯化,然后同中性组分一起进行 BSTFA 硅烷化

后,直接进行 GC-MS分析.

需要特别指出, 红土地层中有机质的含量相对

较少,故在整个实验过程中防止人为污染是至关重

要的.所用试剂均采用进口试剂, 玻璃仪器均需在

500 ℃的马弗炉中烧 12 h 左右, 使用前再用纯化的

试剂淋洗数次.空白样品与红土样品同时进行.

2.2　GC-MS分析

气相色谱-质谱分析采用 HP6890型气相色谱

与 HP5973型质谱联用仪.色谱条件:HP-5MS 石英

毛细管柱( 30m ×0.25 mm×0.25μm) ,始温 70 ℃,

升温速率 4 ℃/min, 终温 300 ℃, 终温恒温 20 min,

进样口温度 300 ℃,进样量 1μL,载气为氦气.质谱

条件:电子轰击源,电离能量 70 eV, GC 与 MS接口

温度 280 ℃.

3　结果与讨论

利用碱式水解法进行实验操作,在空白样品的

结果分析中,没有检测出本文所讨论的各类有机物,
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图 1　安徽宣城红土剖面顶部 xcfz-1 分子化石的 GC/MS 质

量色谱

Fig.1 GC/MS mass chromatog rams o f molecula r fo ssils

fr om sample xcfz-1 at the top o f red paleo so ls pr ofile

in Xuancheng, Anhui

故实验数据相对可靠, 本实验结果主要从中性类脂

物和酸性类脂物两方面讨论.

3.1　中性类脂物

在中性条件下检测出了低碳数的正构烷烃和一

元正脂肪醇 .其正构烷烃的碳数分布范围为

C15 -C25 , 以C17为主峰 (图1 a) .在 xcfz-1样品中 ,

C20-C25之间的有机物含量明显高于 xcfz-2 样品

(图 2) .正构烷烃广泛分布于各种植物和其他生物

体中,由于来源不同, 通常具有不同的主峰碳数 、分

布类型及碳数范围.来源于藻类 、菌类等低等生物的

图 2　红土剖面中不同深度分子化石的分布模式

Fig.2 Distribution pattern of mo lecular fo ssils in different

depth of red paleo so ls profile

正构烷烃碳链较短( C13-C21 ) , 通常以 C17 、C18或 C19

为主的单峰型分布, 缺少高碳数 ( >C25 )的正构烷

烃,无明显的奇偶优势( Wakeham, 1990) .这说明了

低碳数正构烷烃主要来源于藻类 、菌类等低等生物.

一元正脂肪醇的碳数分布范围为 C12-C30 ,具有

明显的奇偶优势(图 1c) .在 xcfz-1 样品中主要呈单

峰型,以 C18为主峰分布,缺少高碳数的 C28主峰;在

xcfz-2样品中则以 C18和 C28的双峰分布, 但各碳数

的含量均明显低于 xcfz-1样品(图 2) .这种差异可

能来自不同的年代 、不同的沉积环境引起的生物源

的差异.xcfz-2样品中一元正脂肪醇的分布特征体

现了明显的混合来源, 既有来自低等菌藻类,又有源

于高等植物的蜡 (王志远等, 2002;Xie et al.,

2003) .从一元正脂肪醇在本次实验样品中的整体分

布形式看,体现了微生物源的重要贡献.

3.2　酸性类脂物

研究表明,在酸性条件下检测出了高碳数的正

构烷烃以及种类丰富的一元脂肪酸和二元羧酸.高

碳数正构烷烃的分布范围为 C26-C33 ,以 C29为主峰,

且具有明显的奇偶优势(图 1b) .值得注意的是, 高

碳数的总体含量明显低于中性条件下的低碳数, 这
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种现象在两块样品中均有体现, 在 xcfz-2样品中表

现更为突出(图 2) .陆生高等植物来源的正构烷烃

碳链较长( C23-C35 ) ,通常以 C27 、C29或 C31为主峰的

单峰型特征, 具有显著的奇偶优势( Huang et al.,

1999) .结合中性条件下检测出的低碳数正构烷烃,

说明红土样品中正构烷烃为混合来源, 其中以 C17

为主峰的低碳数正构烷烃来源于藻类 、菌类等低等

生物,具有明显奇偶优势的高碳数正构烷烃来源于

高等植物,但菌 、藻类等低等生物对红土有机质输入

的绝对优势不容忽视.

一元脂肪酸的碳数分布范围为 nC14-nC30 , 偶碳

数脂肪酸含量占绝对优势,以 nC16含量最高, 其次

是nC18和 nC14 (图 1d) .高碳数部分以 nC22或nC30含

量较高,在 xcfz-1样品中可明显看出;而在 xcfz-2样

品中高碳数部分的含量普遍很低,也无明显的偶碳

优势(图 2) .脂肪酸呈现为单峰型分布, 低碳数化合

物( ≤C20 )含量远高于高碳数部分( >C20 ) , 低碳数

饱和直链脂肪酸表现出明显的偶碳优势(黄咸雨等,

2007) .nC16 、nC18和 nC14等低碳数化合物广泛分布

于高等植物蜡 、微藻和细菌中 ( Zegouagh et al.,

1996) .然而,含量丰富的 nC14 ～ nC20偶碳数脂肪酸

可以作为原地生长微藻有机质大量输入的标志

( Johns et al., 1994) .

除此之外, 在红土样品中还检测出一些奇碳数

脂肪酸( C15 -C27 ) , 包括奇数直链饱和脂肪酸和支

链脂肪酸(主要是 nC15-nC17 , 包括异构和反异构) .

其中支链脂肪酸主要有 iC15 、aC15和 iC17和 aC17被认

为是细菌的特征标志物( Zou et al., 2006) .宣城更

新世网纹红土中,虽然支链饱和脂肪酸含量不高, 但

这些奇碳数脂肪酸的出现仍反映出红土形成过程接

受了细菌来源有机质的输入.一元脂肪酸的碳数分

布表明红土样品中有机质的输入主要来自于微生物

(图 2) .

本次实验获得的酸性类脂物二元羧酸的碳数分

布范围较广( C10-C28 ) ,在 xcfz-1中,剖面中存在单峰

和双峰两种分布模式, 以 C16为主峰, C22 、C24和 C26

为次主峰, 高碳数化合物( >C20 )具有明显的偶碳优

势(图 1e) ;在 xcfz-2中,以 C22为主峰, 缺失 C16主峰

(图 2) .有报道显示二元羧酸可能来源于泥炭高等

植物,它们在泥炭植物中以聚合物酯的形式存在

( Lehtonen and Ketola, 1993) , 二元羧酸常发现于

海相和湖相沉积物中( M atsumoto and Nagashima,

1984;张干等, 1999) ,然而 Eg linton et al.( 1968)

则把二元羧酸归因于细菌等微生物氧化一元脂肪酸

而形成.从 xcfz-1样品中低碳数化合物( ≤C20 )的二

元羧酸分布型式看与一元脂肪酸基本吻合, 而

xcfz-2中二元羧酸的分布型式与一元脂肪酸完全不

同(图 2) , 可能与红土化过程的水洗作用有关.红土

被认为是在湿热气候条件下形成的.在暖湿期 、降水

量大的时期,水洗作用强烈( Xie et al., 2003) ,水洗

的结果为首先淋滤掉低分子量的分子化石,由于此

剖面底部长期处于水洗状态,致使 xcfz-2 样品中缺

失 C16主峰.因此, 二元羧酸的存在在一定程度上可

能由于细菌等微生物氧化一元脂肪酸, 同时伴有强

烈水洗作用的影响.但在本次测试的样品中二元羧

酸的偶奇优势要小于一元脂肪酸, 说明二元羧酸更

不稳定,遭受微生物后期改造可能性更大.尽管二元

羧酸在红土剖面中的成因还有待更进一步的研究,

但有意义的是利用碱式水解法首次提取到二元羧

酸,这为认识网纹红土形成环境提供了新的证据.

4　结论

与传统方法相比, 索氏抽提法需用样品量150 ～

200 g,而碱式水解法仅需 25 g, 大大减少了采样 、碎

样工作量;节约了有机溶剂, 降低了测试成本,减少

了环境污染;此外,仅需 4 h 的加热过程, 与传统方

法72 h的抽提时间形成鲜明的对比, 缩短了整个实

验的流程,提高了实验效率.

应用碱式水解法, 在安徽宣城更新世红土中检

测出种类丰富的分子化石,不仅得到了传统抽提方

法 提取到的正构烷烃 ( C16 -C30 ) 、一元脂肪醇

( C12-C30 )和一元脂肪酸( nC14-nC30 ) ,还提取到了传

统方法未能得到的二元羧酸( C10-C28 ) , 这是红土分

子化石研究中首次检测到的有机物.本次实验样品

中得到的各类分子化石均显示出以微生物为主的来

源特征,这说明碱式水解法在分子化石含量低的地

质体研究中具有广泛的应用潜力.
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