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区分土壤中硝化与反硝化对N 2O 产生贡献的方法
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摘　要: 土壤是产生N 2O 的最主要来源之一。硝化和反硝化反应是产生N 2O 的主要机理, 由于硝化和反硝化微生物同时存

在于土壤中, 因而硝化和反硝化作用能同时产生N 2O。N 2O 的来源可通过使用选择性抑制剂, 杀菌剂以及加入的标记底物

确定。通过对生成N 2O 反应的每一步分析, 主要从抑制反应发生的催化酶和细菌着手, 总结了测量区分硝化、反硝化和

DN RA 反应对N 2O 产生的贡献方法。并对15N 标记底物法, 乙炔抑制法和环境因子抑制法作了详细介绍。
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0　引　言

N 2O 是近年来全球变暖备受关注的温室气体之

一, 据估计其全球增温潜势值为 310 (CH 4 为 21) [ 1 ]。此

外, N 2O 在大气中具有较长的滞留时间, 并参与大气中

许多光化学反应, 破坏平流层的臭氧[ 2 ]。大气中90% 的

N 2O 来自地表生物源[ 3 ]。近年研究表明, 土壤特别是农

田土壤和热带地区的土壤, 是全球最主要的N 2O 排放

源, 贡献率高达70% [ 4 ]。大气中N 2O 的浓度正以每年0.

2%～ 0. 3% 的速度递增[ 5 ]。农田化肥量的增施, 水田干

湿交替的水分管理等农田管理方式的改变和环境因子

的影响导致了土壤排放的N 2O 日益增多, 由此导致的

环境问题以及人们的健康问题也日益突出。人们对影响

N 2O 产生的环境因素, 比如土壤湿度、温度、pH、氧气浓

度、孔隙度、微生物数量等作了相当多的研究。此外对于

影响N 2O 释放的管理方式如氮肥施用类型和氮肥施用

剂量, 施肥技术和时间, 耕作方式, 其他化学肥料的使

用, 作物品种, 浇灌, 作物的秸秆和残留物还田等影响也

做了一些研究。同时, 还提出了一些控制N 2O 排放的有

效措施。但由于N 2O 产生过程的复杂性, 各个过程的难

控制性, 以及检测技术的精密性要求和方法的不成熟

性, 导致对于N 2O 不同产生过程的贡献定量研究还很

少。本文介绍了使用不同抑制剂抑制N 2O 产生的不同

过程的方法, 及使用15N 标记底物等方法, 以期通过使

用这些方法能定量研究硝化反硝化反应对N 2O 产生的

贡献。

1　土壤中产生N 2O 的途径分析

当人们首先研究土壤中产生的N 2O 时, 普遍认为

微生物参与的反硝化过程是N 2O 形成的主要机制。随

着对N 2O 生成机理的逐渐了解, 现认为硝化过程、NO -
3

异化还原成N H +
4 过程 (DN RA )和化学反硝化过程在某

种环境下也能大量产生N 2O。一些发酵细菌参与DN RA

反应过程, 导致N 2O 的生成, 但不产生N 2
[ 6- 8 ]。一些发酵

细菌能使NO -
2 还原成N 2O , 硝酸盐受到限制时支持

DN RA , 但是C 源受到限制时支持反硝化。图 1 中详细

介绍了产生N 2O 的硝化和反硝化途径及其专一性催化

酶[ 9 ]。

图 1　硝化和反硝化反应路径及其酶

F ig. 1　O utline of the pathw ay and enzym es invo lved

in n itrificat ion and den itrificat ion

2　N 2O 的生成过程中的抑制剂

2. 1　硝化抑制

由于硝化反应是在微生物作用下, 由专一性的酶催

化反应。因此抑制参与硝化反应的细菌, 以及抑制促使

硝化反应发生的每一步专一催化酶都可起到硝化抑制

的作用。硝化抑制剂是用来减缓氨态氮至硝态氮的氧

化, 以减少N H 3 挥发,NO -
3 淋溶或N 2 与N 2O 等N 损失

的元素或化合物。

2. 1. 1　硝化反应中细菌的抑制

硝化作用分两步进行, 首先由N H +
4 氧化成N 2O ,

N H 2OH 是中间产物, N 2O 可由这一步产生。参与这一

步反应的细菌称为铵氧化细菌, 亚硝化单胞菌属 (n it ro2
som onas)为此类细菌代表。第二步反应是NO -

2 氧化为

NO -
3 , 亚硝酸氧化细菌参与这一步反应, 硝化杆菌属

(n it robacter)为此类细菌的代表。这两步反应中, 只要

有一步反应被抑制, 整个硝化反应就被抑制。许多硝化
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抑制对铵氧化细菌产生毒性, 导致N H +
4 氧化成NO -

2 。其

中浓度1Pa 的C2H 2 可抑制纯培养硝化细菌欧洲亚硝化

单胞菌 (n it ro som onas eu ropaea) 的活动, 这类硝化抑制

还 有 双 氰 铵 (DCD ) , 22氯26 ( 三 氯 甲 基 ) 吡 啶

( n it rapyrin) , 包被碳化钙等。氰酸盐 (cyana te) 碘酸盐

( ioda te) 和氯酸盐 (ch lo ra te) 可抑制硝化杆菌属 (n i2
t robacter) 细菌的活动, 即抑制硝化反应过程中的NO -

2

氧化为NO -
3 这一步[ 10 ]。

2. 1. 2　硝化反应中酶的抑制

在图 1 中详细介绍了催化硝化反应每一步反应的

专一酶。由N H +
4 氧化成N H 2OH 是由氨单加氧酶专一催

化。在催化氧化反应过程中, 氨单加氧酶有一个非常广

泛的底物范围。这些底物也能抑制酶的N H 3 氧化功能。

例如, 著名的抑制剂C 2H 2 阻碍一种很强活性的不饱和

环氧化物。该环氧化物通过共价捆绑抑制氨单加氧酶。

C 2H 2 抑制N H 3 氧化物质的浓度是0. 1～ 10 Pa [ 11 ]。氟甲

烷CH 3F 和二甲醚 (d im ethyl ether) 是氨单加氧酶的另

外一种抑制剂[ 12 ]。肼 (hydrazine) 能抑制羟胺氧化还原

酶。氯酸盐抑制亚硝酸根氧化还原酶。

2. 1. 3　抑制剂的选用

在硝化反应中, 每一步反应有多种细菌参与硝化反

应, 如果只抑制了一种细菌, 还有另外其他的细菌参与

反应。但是酶具有专一性, 如果抑制了一种酶, 由该种酶

控制的该步反应就不能发生。综观图 1 硝化反应生成

N 2O 的反应过程可知, 只有抑制了氨单加氧酶, 才能阻

止硝化反应的进行, 和硝化反应中N 2O 的生成。如果考

虑提高氮肥利用率时, 以上抑制剂都可选用, 特别是像

DCD 等可作为缓释氮肥的硝化抑制剂对提高氮肥利用

率有非常好的效果。但是当考察硝化和反硝化对N 2O

产生的贡献时, 常用C 2H 2 和CH 3F 抑制剂来抑制硝化作

用。CH 3F 与乙炔相比的优点是, 乙炔在0. 1～ 10 kPa 时

抑制反硝化, 而CH 3F 只抑制硝化反应。硝化抑制的缺

点是阻止了硝酸根的形成, 因而可能影响反硝化率。

2. 2　反硝化抑制剂

有的硝化抑制不仅可抑制土壤的硝化过程, 而且还

可以抑制土壤的反硝化过程, 如乙炔, 双氰胺和包被碳

化钙等。但是由于DCD 是一种缓释氮肥, 主要起着逐渐

释放氮肥, 提高作物的吸氮利用率, 而不是真正意义上

对反硝化反应某一过程起到抑制。而包被碳化钙是一个

持续缓慢产生乙炔的过程, 其反应方程式是 CaC 2 +

2H 2O →Ca (OH ) 2+ C2H 2。随着乙炔的增多, 土壤中的酸

碱度也将发生变化, 影响N 2O 的生成。故可以说, 在衡

量硝化反硝化对N 2O 的生成贡献时, 反硝化反应中除

了环境因子和C 2H 2 抑制剂外, 目前没有专门的其他抑

制剂用来研究反硝化对N 2O 生成的贡献。C 2H 2 主要抑

制N 2O 还原为N 2 这一过程。

2. 3　杀菌剂

杀菌剂是可用来判断独立于生物因素而导致的

N 2O 生成贡献。如化学反硝化对N 2O 的产生贡献。

3　测量硝化和反硝化产生N 2O 贡献的方法

3. 1　15N 标记底物法

3. 1. 1　15N 标记法测量硝化和反硝化产生N 2O 贡献的

理论基础

土壤中N 2O 的产生绝大部分归因于硝化或反硝化

反应。因为土壤团聚体中存在厌氧和好氧微域, 导致硝

化和反硝化反应同时发生。土壤中硝化和反硝化反应对

N 2O 生成的贡献可通过不同15N 标记的NO -
3 和N H +

4 库

来研究, 每隔一定时间测量和比较N 2O、NO -
3 和N H +

4

库的丰度, 这样两个过程的相对重要性就能被确定。该

结论假设来自于硝化和反硝化库的15N 原子分数在培

养过程时能保持一致性。反硝化库的一致性最开始是通

过加入硝化抑制剂C2H 2 来测试的, 然后检测N 2O 中15N

分布随时间变化的积累量。当铵离子库处于自然丰度

时,NO -
3 库被15N 富集时, 则硝化产生的N 2O 的丰度也

是在自然丰度, 而反硝化将产生与有NO -
3 库参与反应

的同样丰度的N 2O。如果N 2O 中15N 是随机分布的, 那么

N 2O 来自于同一库源; 但是如果N 2O 中15N 是不随机分

布的, 那么N 2O 产生于一个或多个库源[ 13 ]。

3. 1. 2　与气相分析有关的计算

N 2O 分子中的15N 的含量可用离子流强度比45R

(45 Iö44 I)和46R (46 Iö44 I)来计算。其中通过45R 来计算N 2O

分子中15N 的含量可用公式 (1) 和 (3) , 其中通过46R 来

计算N 2O 分子中的15N 的含量可用公式 (2) 和 (3) 计算。

当用45R 计算的N 2O 丰度与用46R 来计算N 2O 的丰度不

一样时, 则N 2O 分子中的15N 是不随机分布, 而这种不

随机性分布暗示着N 2O 来自于两种来源的混合物。当

N 2O 分子中的15N 是不随机分布时, N 2O 分子中的15N 的

含量可用公式 (4)计算。

　15R = (45R - 17R ) ö2 (1)

15R =
- 217R ± [4 (17R ) 2 - 4 (18R - 46R ) ]1ö2

2
(2)

A tom % 15N = (100 ×15R ) ö(1 + 15R ) (3)

A tom % 15N in N 2O = 100 × (45R + 246R - 17R -

218R ) ö(2 + 245R + 246R )

(4)

式中 　N 2O 中15R、17R、18R 分别可用15R = 15N ö14N , 17R

= 17O ö16O , 18R = 18O ö16O 表示。

3. 1. 3　区分硝化和反硝化贡献的15N 标记实验技术

可以通过两种培养实验来确定硝化和反硝化对

N 2O 产生的贡献。第一种实验的测量依据是, 只用一个

标记一致的NO -
3 库为反硝化库的标记方法, 可确定硝

化反应的贡献。而第二种实验则是通过使用乙炔等硝化

抑制剂抑制硝化反应, 确定反硝化的贡献。

当一种15N 标记的底物加入时, 假定其与原来的土

壤库完全混合而形成一个丰度一致的标记库。如果N 2O

进入顶部空间或者密封包围周围正常空气, 就可以简单

地从浓度随时间变化的计算中获得通量。N 2O 产生的

来源和过程的信息数据可通过测量和比较N 2O ,N H +
4 ,
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NO -
3 库的丰度而获得。

N 2O 是从两个不同的15N 原子分数库中释放出来

的。ad (反硝化库, 假定是NO -
3 库) 和 an (硝化库, 假定

是铵离子库) , 在开始时可以忽略大气中的N 2O 含量。

混合物中的15N 分数 am 可由 (5)式计算获得

　　　　am = d õ ad + (1 - d ) an (5)

式中 　d —— 从反硝化库中获得的 N 2O 通量分数;

(1 - d ) —— 从硝化库中获得的N 2O 通量分数。如果两

个土壤库中的15N 原子分数和N 2O 混合物可通过测量

确定, 那么 d 可通过 (6) 式计算获得

d = (am - an) ö(ad - an) (6)

由于两个过程可同时一致发生, 当测量N 2O 分子

中15N 原子的分布时, 如果N 2O 分子中的15N 原子既来

自于自然丰度, 又来自于一个标记丰度的库源, 那么

N 2O 分子中15N 原子是不随机分布的。标记NO -
3 库与

标记N H +
4 库相比获得的数据信息较容易处理, 而且更

可靠。当N H +
4 库被标记时, 硝化反应将使硝酸盐丰度增

加, 因此标记N H +
4 库时,N 2O 分子中15N 原子的分布是

不能确定同时发生硝化和反硝化的。当NO -
3 库被标记

时, N 2O 分子中15N 原子折任何一个非随机分布都可归

因于同时发生的硝化和反硝化反应 (见图2a) , 或者仅仅

从两个不同丰度库中发生的反硝化反应 (见图 2b)。因

而当硝化反应被抑制时, 仅从一个NO -
3 库发生的反硝

化反应就能被测试和确定[ 13 ]。

图 2　标记15NO -
3 时影响N 2O 生成的可能的来源和路径

F ig. 2　Po ssib le sou rces and p rocesses affect ing the

en richm en t of the N 2O p roduced w hen 15NO -
3

is added to so il

直接用来测量土壤的15N 示踪技术是基于承担反

硝化的NO -
3 存在一个同位素丰度一致的单一库。现实

中的NO -
3 反硝化可能存在于不同15N 丰度的复杂库中。

当使用硝化和反硝化的N 2O 通量分数技术时进行测量

时, 必须确保N 2O 是由两个过程而不是由不同丰度的

两种硝酸盐库中的反硝化。模拟的发酵和反硝化的确定

需要对细菌的确认和计数, 因而反硝化和DN RA 中N 2O

生成的相对贡献是不可能单单通过使用15NO -
3 来确定

的。使用乙炔作为硝化抑制的处理以便阻碍N 2O 还原

酶应该是随后实验的一部分。

3. 2　乙炔抑制法

使用乙炔抑制技术是研究反硝化作用比较简单、有

效的方法。它广泛地应用于实验室培养试验和田间试

验。乙炔抑制技术具有其他方法所没有的优点: ①乙炔

抑制技术可克服以前方法中大气含有较高N 2 浓度使试

验灵敏度低的缺点; ②在培养过程中不用加入培养基等

添加物, 也不用培养太长时间; ③因为C 2H 2 是一种可溶

于水的气体, 它较容易扩散到土壤孔隙中, 使其很方便

地应用于没有被干扰的系统 (如土柱)之中。

R enald, A. Kesteret 用乙炔的短期曝露来区分土

壤中硝化和反硝化细菌产生的N 2O。当使用乙炔作为一

种硝化抑制剂来判断不同氧气浓度下的硝化和反硝化

反应的贡献时, 反硝化和化学反硝化是N 2O 排放的主

要来源[ 14 ]。K lem edtsson 发展了 PPM 方法 (parts per

m illion m ethod) , 即低浓度的乙炔用来调整硝化和反硝

化对N 2O 排放的贡献[ 15 ]。低压情况下的乙炔 (1～ 10

Pa) 用来抑制硝化。在该种情况下, 经乙炔抑制硝化作

用后, 产生的N 2O 来自反硝化作用。硝化作用产生的

N 2O 来自不加乙炔产生的N 2O 和加1～ 10 Pa 乙炔产生

的应用N 2O 之差。N 2 的产生来自加 1～ 10 kPa 乙炔与

加1～ 10 Pa 乙炔的产生量之差。

PPM 方法的主要缺点是, 反硝化细菌还原导致的

N 2O 也对乙炔很敏感。1～ 10 kPa 乙炔能普遍用于完全

控制土壤中N 2O 的还原。但由于1～ 10 Pa 的乙炔也能

大量的抑制 (10%～ 50% )土壤中硝化作用产生的N 2O。

这种发生在N 2O 还原的反应的抑制能导致对硝化细菌

产生的N 2O 低估。这种问题在土壤拥有较高的反硝化

活动时更严重, 比如大量的厌氧微域。使用PPM 方法的

缺点在一些土壤中可能被忽略, 在另外一些土壤中可能

较明显。

3. 3　环境因子抑制法

不同环境因子影响N 2O 的产生, 比如pH 值低于 5

时, 生物反硝化停止。pH 值低于6 时, 氮气产生受到抑

制。好氧情况和厌氧情况下对N 2O 的产生量的贡献有

极大的差别。L effelaar (1988) 指出, 当用 P O 2 表示土壤

中氧气的压力, P O 2, l 表示土壤中氧气压力的最低域值,

P O 2, h 表示土壤中氧压力的最高域值。如果土壤中 P O 2 ≤

P O 2, l, 仅仅只发生反硝化反应; 如果P O 2, l ≤P O 2 ≤P O 2, h ,

氧气、硝酸盐、亚硝酸盐和N 2O 都是硝化反应的电子受

体, 反硝化细菌和严格的好氧细菌都是积极的参与反

应; 如果 P O 2 ≥ P O 2, h 只有氧气是硝化反应的电子受体,

反硝化细菌和严格的好氧细菌也都是积极的参与反

应[ 16 ]。底物、温度、湿度等环境因子的抑制也将影响硝

化和反硝化反应的贡献。只要能够完全抑制硝化和反硝

化发生某一步的环境因子都有利于用来区分硝化和反

硝化产生N 2O 的贡献分析。

4　结　论

N 2O 的来源可通过使用选择性抑制剂, 杀菌剂以

及加入的标记底物确定。通过对产生N 2O 的每一步反

应的分析, 主要从抑制反应发生的催化酶和细菌着手,

总结了测量区分硝化、反硝化反应和DN RA 产生N 2O

的贡献方法。这些方法主要是15N 标记底物法, 乙炔抑

制法和环境因子抑制法。当前用15N 技术和自动气相质

谱仪是确定施肥土壤中N 2O 来源的最好的实用方法。

但由于抑制剂的加入, 会不同程度地影响其他反应生成

05 农业工程学报 2005 年　

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



过程, 常常导致低估了各过程的贡献。现在人们正在研

究和尝试着利用基于自然丰度的同位素组成变化和13N

标记技术来区分生成N 2O 的贡献。因为用13N 标记底物

时, 在没有抑制剂情况下, 也可以确定N 2O 的来源[ 17 ] ,

故今后用13N 标记底物来评价硝化和反硝化对于N 2O

释放通量的贡献的方法是很有潜力的。探索区分N 2O

生成贡献的完善方法能合理估算土壤对大气N 2O 的排

放量, 这样有利于控制农田土壤对大气排放N 2O , 减少

环境风险, 保护地球自然环境。
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M ethods for the con tr ibution s of n itr if ica tion and den itr if ica tion
to the production of n itrous ox ide from so il

Hua ng S huhui, LüJ un

(Colleg e of N a tu ra l R esou rce and E nv ironm en ta l S ciences, Z hej iang U niversity , H ang z hou 310029, Ch ina)

Abstract: M o st of n it rou s ox ide p roduced from so il. T he flux of N 2O from so il can be resu lted from n itrif ica t ion,

den it rif ica t ion o r d issim ila to ry NO -
3 reduct ion to N H +

4 (DN RA ) , and n it rif ica t ion and den it rif ica t ion are the p rim a2
ry m echan ism abou t N 2O fo rm ing. Since aerob ic and anaerob ic m icro sites can develop w ith in the sam e so il, n it rif i2
ca t ion and den it rif ica t ion cou ld be occu rring a t the sam e tim e. T heir con tribu t ion s to n it rou s ox ide em ission cou ld

d ifferen t ia te from inh ib it ing ca ta lysis enzym es and bacteria from each react ion p rocess. Som e m ethods such as
5N 2labelling the sub stra te, acetylene inh ib it ion and environm en ta l facto rs inh ib it ion are in troduced in deta il.

Key words: so il; n it rou s ox ide; n it rif ica t ion and den trif ica t ion; N 2O

15　增刊 黄树辉等: 区分土壤中硝化与反硝化对N 2O 产生贡献的方法
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