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乙炔抑制方式对潮土硝化和矿化作用的影响
①
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摘  要： 在土壤最大持水量 60% 和温度 28˚C 的实验室培养条件下，研究了乙炔的不同抑制方式（短时前期暴露/连续灌注

法）对潮土硝化、矿化作用的影响。结果显示，连续 14 天灌注 10 ml/L 或 100 ml/L 浓度乙炔完全抑制了供试潮土的硝化作用，

而将土样短时前期暴露于乙炔 12 h 后驱散乙炔，仅能保持 48 h 的抑制效果，驱散乙炔后第 3 天土样的硝化作用开始恢复，培养结

束时土样的硝化率仍可达到 99%。本研究的结果还显示，培养结束时，加入乙炔的 4 个施 N 处理其净矿化量为负值，乙炔连续抑

制方式下土样净矿化量低于乙炔短时前期暴露方式下土壤的净矿化量。因此，采用乙炔抑制技术进行研究时应当考察所采集的供

试土壤在乙炔抑制方式下的硝化活性恢复速率和矿化过程，以保证相关试验方法设计的合理性。对培养期较长的试验，采用连续

灌注乙炔，并将通风时间控制在硝化活性恢复点以前的方式是区分硝化类型较为适用的实验室方法。 
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乙炔（Acetylene，C2H2）是一种常用的自养硝化

抑制剂，在很多情况下较低的乙炔浓度（1 ~ 100 Pa）

可以抑制土壤的自养硝化作用，而异养硝化作用在更

高的乙炔浓度范围（1 ~ 10 kPa）不受抑制[1]。因此通

常通过乙炔抑制技术来判别土壤中发生的硝化作用类

型及 N2O 排放特性等[2-3]。 

长期试验和短期试验中均有研究者采用乙炔作为

自养硝化抑制剂，相应的乙炔抑制方式各有不同。在

长期试验中，有注入乙炔，持续约 3 周，直至培养结

束的方式[4-5]。也有在培养期内间隔 2 ~ 4 天取样换气，

再注入乙炔气体继续培养的方式[6-7]。上述持续或间隔

的抑制方式可能存在的问题是，如果培养过程中乙炔

作为碳源被土壤微生物代谢消耗，那么在取样前的数

天或数周内乙炔的浓度可能不足以完全抑制土壤硝化

作用，如果不能完全抑制，则可能使研究高估异养硝

化的强度。值得注意的是，采用此种乙炔抑制方式测

定自养硝化和异养硝化对 N2O 的贡献时，在换气前所

采集的培养瓶内上方气体[6-7]，如所采集的气体含有乙

炔，可能会干扰 N2O 的测定[8]，从而影响到评价结果。 

乙炔驱散后，土壤的硝化活性可以恢复。短时前

期暴露的乙炔抑制方式便是利用乙炔驱散后，土壤硝

化活性恢复前的一段抑制期来进行硝化作用及其相关 

 

 

 

 

研究，这一方式避免了乙炔对 N2O 等气体测定的干扰，

同时使得实验操作更为简便。但是不同的研究所报道

的驱散乙炔后硝化活性恢复速率不同，抑制期长短不

同。Hynes 和 Knowles[9]使用 10 kPa 乙炔作用于纯培

养环境中硝化微生物（Nitrosomonas europaea）20 h，

驱散乙炔后抑制效果保持了 200 h。Berg 等[10]报道土壤

铵氧化活性在驱散乙炔 5 ~ 7 天后恢复。Kester 等[11]采

用乙炔短时暴露的方法将石灰质砂壤土暴露于高浓度

乙炔（100 Pa ~ 10 kPa）1 ~ 24 h，驱散乙炔后抑制效果

保持了 6 天。前人研究显示不同土壤经乙炔短时前期

暴露后硝化活性的恢复速率可能不同，仍能维持的抑

制时间不同。此外，对于长达数周、数月的长期培养

的试验，驱散乙炔后保持数天的抑制效果显然是不足

够的。因此，无论是长期的还是短期的试验，无论是

持续或间隔的抑制方式，还是乙炔短时前期暴露的方

式，对采集的供试土壤采取何种乙炔抑制方式能保持

整个试验期内（取样期和培养期）乙炔的抑制效果是

一个值得注意和研究的问题，合理的乙炔抑制方式是

正确评价硝化抑制结果的前提，但目前这一研究尚不

多见，在我国几乎未见相关报道 

此外，前人的研究比较多地关注了乙炔浓度对土

壤净矿化量的影响[6, 12-14]，但很少关注乙炔不同抑制方 
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式对净矿化量的影响，乙炔抑制技术对净矿化量的变

化将影响到不同形态 N 库的大小和分布，进而影响到

对 N2O 排放的评价。 

本研究以硝化活性较高的潮土[15-17]为对象，比较

了乙炔长期连续灌注和短时前期暴露两种不同乙炔抑

制方式下的硝化、矿化过程差异，观测了经乙炔抑制

的供试潮土驱散乙炔后其硝化活性的恢复过程，评价

了不同乙炔抑制方式对长期、短期试验的适用性，以

期为有效利用乙炔抑制技术深入研究 N 素转化规律

及其影响机理提供更为合理的操作依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试土壤 

供试土壤为黄河沉积物发育而成的潮土，质地为

砂壤土，采自中国科学院封丘农业生态实验站，位于

华北平原的中心。该地区年平均降水量 605 mm，年蒸

发量 1 875 mm，年平均气温为 13.9℃，属于半干旱、

半湿润的温暖带季风气候区。有机肥试验处理，有机

肥经麦秆、大豆饼和棉仁饼堆制发酵后施用[18]。供试

潮土的 pH 值为 8.20，全 N 含量为 1.06 g/kg，有机 C

含量为 8.70 g/kg。 

1.2  试验处理 

一般认为潮土硝化作用强烈，因此本研究中潮土

设计加 N 处理。对不加 N 和加 N 的供试潮土均采用

10 ml/L 和 100 ml/L 两种浓度，并采用两种抑制方式：

乙炔短时前期暴露（向土样注入乙炔 12 h 后驱散乙炔，

开始培养）和连续灌注法（14 天培养期连续灌注乙炔，

间歇通风），观测不同浓度的乙炔不同抑制方式下潮土

硝化作用的差异。乙炔抑制供试土壤的自养硝化，在

乙炔处理下发生的土壤硝化作用为异养硝化作用。 

因此，共设计 6 个处理：①CK，对照，不加入 N

肥和乙炔抑制剂；②S，施用硫铵，N 250 mg/kg；③

S+10ml/L E_12h，短时前期暴露方式，向施 N 土壤注

入 10 ml/L 浓度的乙炔，12 h 后驱散乙炔，再具塞培养；

④S+10ml/L E_14d，连续灌注方式，向施 N 土壤注入

10 ml/L 浓度乙炔 14 天，间歇通风，补充乙炔后继续

培养；⑤S+100ml/L E_12h，短时前期暴露方式，向施

N 土壤注入 100 ml/L 浓度的乙炔，12 h 后驱散乙炔，

再具塞培养；⑥S+100ml/L E_14d，连续灌注方式，向

施 N 土壤注入 100 ml/L 浓度乙炔 14 天，间歇通风，

补充乙炔后继续培养。 

每个处理称取 10 g（烘干基重）新鲜土置于 250 ml

锥形瓶，加 N 处理加入 N 250 mg/kg 的硫铵溶液，然

后用去离子水调节至土壤最大持水量（WHC）的 60%。

短时前期暴露方式的处理注入乙炔，12 h 后驱散乙炔，

再具塞培养；长期连续灌注的处理注入乙炔后具塞密

封培养至间歇通气，除通气时间外，整个培养期瓶内

保持相应乙炔浓度，保持乙炔抑制的长期有效性。所

有样品每天去塞通气 1 h（乙炔处理和非乙炔处理分室

通气，避免干扰），通气后所有长期连续灌注的处理样

本重新注入新鲜乙炔气体后具塞。乙炔气体经 6 mol/L 

H2SO4 净化，乙炔注入方法为抽出培养瓶有效体积 10 

ml/L 的空气，再注入等量乙炔气体。所有样品 28℃ 恒

温暗光培养 14 天。每隔 3 ~ 4 天对样品补水一次，以

补充因蒸发而引起的水分损失。土样提取时间分别为

0，1，3，7，14 天。 

培养瓶按设定的培养时间进行破坏性取样以测定

土样中 NH4
+-N 和 NO3

--N 的变化。取样时随机从各土

各处理中取出 3 个培养瓶，按 1:2.5 的土液比加入相

应毫升数的 2 mol/L KCl 溶液，25℃恒温振荡 1 h，离

心、过滤，测定 NH4
+ 和 NO3

- 浓度。NH4
+-N 和 NO3

--N

的浓度用 Skalar 连续流动分析仪由比色法测定。 

土壤 pH 用 DMP22 mV/pH 计测定，土:水比为 1: 

2.5 ( v/v) ，全 N 和全 C 含量用元素分析仪（Elementar 

Analysensysteme GmbH，德国）测定，土壤颗粒组成

用激光粒度仪（Beckman Coulter）测定。 

1.3  数据分析 

乙炔处理下发生的土壤硝化作用为异养硝化作

用。有机 N 净矿化量为培养期间无机态 N（NH4
+ + 

NO3
-）含量变化；净硝化量为培养期间 NO3

- 含量变

化。硝化率定义为 NO3
--N 占无机 N（NH4

++ NO3
-）

总量的百分数。采用成对 t-test 检验土壤培养结束时 

NO3
--N 含量与培养之初的含量差异。 

2  结果与分析 

2.1 不同浓度乙炔长期或短时作用下潮土的硝化      

     作用 

在 28℃ 和 60% WHC 水分条件下培养 14 天，

对照处理（CK）的 NO3
--N 的含量仅有少量增加，

从 17.0 mg/kg 增加至 19.3 mg/kg（图 1）。加入 N 肥

后，硝化作用增强，硝化速率加快，经 14 天的培养，

净硝化量△NO3
--N为 251 mg/kg，培养结束时 NO3

--N

的含量为 271 mg/kg，硝化率达到 99%（S 处理，图

1、表 1）。 
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图 1  60% WHC 水分条件和 28℃下，10 ml/L（a） 和 100 ml/L（b）浓度乙炔两种抑制方式 

（长期灌注 14 天和短时前期暴露 12 h）下，潮土土样培养 14 天 NO3
- 含量随时间变化过程 

Fig. 1  The changes of NO3
--N contents with time during the 14 d incubation at 60% water-holding capacity and 28˚C for the fluvo-aquic  

soils treated with the long-term (14 d) or short-term (12 h) exposure to 10 ml/L(a)or 100 ml/L(b) acetylene 

 

 

表 1  60% WHC 水分条件和 28℃下，10 ml/L 和 100 ml/L 浓度乙炔连续灌注 14 天或短时前期暴露 12h 

两种乙炔作用方式下潮土的硝化率（%） 

Table 1  The nitrification ratio during the 14 d incubation at 60% water-holding capacity and 28˚C for the fluvo-aquic soils treated  

with the long-term (14 d) or short-term (12 h) exposure to 10 ml/L or 100 ml/L acetylene 

培养时间（d） CK S S + 10 ml/L E_14d S + 100 ml/L E_14d S + 10 ml/L E_12h S + 100 ml/L E_12h

0 68.7 ± 2.8 7.8 ± 0.2 7.8 ± 0.2 7.8 ± 0.2 7.8 ± 0.2 7.8 ± 0.2 

1 78.9 ± 15.9 9.6 ± 1.2 8.0 ± 0.5 8.0 ± 0.5 8.6 ± 1.2 9.0 ± 0.5 

3 86.8 ± 1.6 13.7 ± 0.3 8.2 ± 0.8 8.4 ± 0.2 9.0 ± 0.9 10.0 ± 0.1 

7 72.5 ± 6.8 25.6 ± 0.0 6.0 ± 0.6 5.9 ± 0.3 16.8 ± 4.7 25.7 ± 6.0 

14 92.5 ± 0.2 99.0 ± 0.5 5.3 ± 0.6 5.1 ± 0.2 99.2 ± 0.5 99.3 ± 0.4 

 

浓度为 10 ml/L 或 100 ml/L 的乙炔经连续灌注的

方式作用于施肥土样，整个培养期土样的 NO3
--N 含量

几乎没有增加，自养硝化作用几乎全部被抑制（图 1）。

培养结束时 10 ml/L 乙炔处理的施肥土样 NO3
--N 的含

量为11.8 mg/kg，100 ml/L 乙炔处理的施肥土样NO3
--N

的含量为 11.4 mg/kg，均低于其培养初始时（0 d）的

含量 20.2 mg/kg。第 14 天时，10 ml/L 和 100 ml/L 乙

炔处理的施肥土样硝化率分别为 5.3% 和 5.1%（表 1），

与施肥处理（S）99% 的硝化率相比，约 93% 的硝化

作用被抑制。 

但是，与乙炔连续灌注方式的结果不同，乙炔短

时前期暴露 12 h 的结果显示，自养硝化作用在整个培

养期内并没有被完全抑制。驱散乙炔后，明显的抑制

作用仅保持了 48 h（图 1）。第 3 天，10 ml/L 和 100 ml/L 

乙炔短时前期暴露12 h的施肥土样硝化率分别为9.0% 

和 10.0%（表 1），NO3
--N 的含量分别为 22.5 和 25.8 

mg/kg，与第 1 天的培养结果无显著差异（图 1、表 1）。

此后，无论乙炔浓度是 10 ml/L 还是 100 ml/L 的处理，

自养硝化作用均出现不同程度的恢复，土样中 NO3
--N

的累积呈增长趋势（图 1）。第 7 天时，10 ml/L 乙炔

短时处理的施肥土样硝化率为 16.8%，NO3
--N 的增加

至 45.2 mg/kg，比对照（CK）增加 25.5 mg/kg，仍低

于施肥处理（S）18.5 mg/kg。而 100 ml/L 乙炔短时处

理的施肥土样硝化率为 25.7%，NO3
--N 含量为 66.3 

mg/kg，比无肥对照增加 46.7 mg/kg，仍低于施肥处理

2.6 mg/kg。第 14 天时，10 ml/L 和 100 ml/L 乙炔短时

 E_12h 

 E_14d 

E_12h 

E_14d 
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处理的施肥土样硝化率均达到 99%，NO3
--N 为 253 

mg/kg，仅低于施肥处理土样约 18 mg/kg（图 1、表

1）。 

2.2  不同浓度乙炔长期或短时作用下潮土的无机态

氮变化 

对照处理（CK）在 28℃和 60% WHC 水分条件下

培养 14 天，无机态 N（NH4
+ + NO3

-）的含量无明显变

化趋势（图 2）。加入 N 肥的处理（S）经 14 天的培养，

无机态 N 略有增加，从 259 mg/kg 增加到 274 mg/kg

（图 2），净矿化量为 15 mg/kg。加入乙炔的 4 个施 N

处理，14 天培养结束时，其无机态 N 含量低于仅施 N

的处理（S），且净矿化量均为负值。10 ml/L 的乙炔连

续灌注 14 天的处理其净矿化量为 -34.3 mg/kg，100 

ml/L 乙炔连续灌注 14 天的处理其净矿化量为 -34.5 

mg/kg。10 ml/L 乙炔短时前期处理 12 h 的净矿化量仅

为 -3.71 mg/kg，100 ml/L 乙炔短时前期处理净矿化量

仅为 -3.86 mg/kg。无论是 10 ml/L 还是 100 ml/L 的乙

炔用量，连续灌注处理的无机态 N 含量显著低于短时

前期暴露 12 h 处理的含量。相同抑制方式，不同乙炔

浓度的处理的净矿化量差异不明显。 
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图 2  60% WHC 水分条件和 28℃下，10 ml/L（a）和 100 ml/L（b）浓度乙炔两种抑制方式（长期灌注 14 天和短时前期暴露 12 h）下， 

潮土土样培养 14 天无机态 N（NO3
- + NH4

+）含量随时间变化过程 

Fig. 2  The changes of total inorganic nitrogen（NO3
- + NH4

+）contents with time during the 14 d incubation at 60% water-holding capacity and 28˚C for the 

fluvo-aquic soils treated with the long-term (14 d) or short-term (12 h) exposure to 10 ml/L or 100 ml/L acetylene 

 

3  讨论 

本研究显示供试潮土的硝化活性在乙炔驱散后得

以恢复，这与前人报道一致，但恢复速率比前人报道

的恢复速率要快，供试潮土前期暴露于乙炔 12 h，驱

散乙炔后抑制效果可保持48 h（图1），在驱散乙炔第 3 

天后硝化作用出现不同程度的恢复。说明不同的土壤

乙炔抑制后硝化活性的恢复速率不同。乙炔被铵单加

氧酶（AMO）氧化成极具活性的一种物质，从而使酶

失活[19]，当 AMO 经从头合成途径（de novo protein 

synthesis）被合成时，铵氧化活性可以恢复[20]，这种

合成的速度可能因不同土壤的理化性质和土壤中微生

物的数量和种群结构不同而不同。此外，不同的微生

物群落对乙炔的敏感性可能不同[8]。土壤性质的差异

还可能影响乙炔在不同土壤中的降解特性。上述原因

均可能使乙炔抑制方式对不同土壤驱除乙炔后硝化活

性恢复的能力产生影响。 

对于短期的培养试验，利用乙炔前期暴露的方式，

可在硝化活性恢复前的抑制期内研究硝化作用类型及 

N2O 排放情况，但需明确所采集的供试土壤在乙炔抑

制技术下的硝化活性恢复速率。而对于长达数月的硝

化培养试验，数天的抑制期显然不足以达到研究目的，

因此长期的培养过程中可采用长期连续灌注乙炔的方

法（定期补充乙炔）以保持乙炔的有效浓度或抑制效

果。此外为保持培养环境内适宜的氧浓度[21-22]，补充

乙炔前应适当通风。考虑到乙炔驱除后硝化活性恢复

的可能，在通风的过程中需要合理控制通气时间以避

免硝化活性恢复对试验的干扰。 

本研究的结果还显示，培养结束时，加入乙炔的 4 

E_12h 

E_14d 

S + 10 ml/L E_12 h

S + 10 ml/L E_14 d

S + 100 ml/L E_12 h 

S + 100 ml/L E_14 d 
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个施 N 处理其净矿化量为负值，而未加入乙炔的施 

N 处理净矿化量为正值。这一结果显示 10 ml/L 和 

100 ml/L 乙炔用量可能促进了土样中生物固 N 的作

用。早期的研究也表明, 在 500 ~ 10 000 Pa 乙炔影响

下草地土壤 N 素净矿化量下降, 并且 100 ml/L 乙炔

能增加土壤矿质 N 固持[12]。乙炔可以抑制土壤自养

硝化作用, 使得 NH4
+-N 含量相对增多[ 8]。而微生物

优先利用 NH4
+-N，使得土壤微生物 N 含量有可能增

加[23]。本文的研究结果还显示，不同的乙炔抑制方式

对净矿化量存在影响，乙炔连续处理的净矿化量低于

乙炔短时前期暴露处理的净矿化量，而同一方式下 10 

ml/L 和 100 ml/L 的差异不大。乙炔可作为土壤异养

微生物生长的一种 C 源，可能促进土壤微生物 N 含

量增多[24] ，连续灌注乙炔的方式下生物固 N 的促进

作用可能更为明显。乙炔的抑制方式对土壤中矿质 N 

的分布和多少的影响将有可能影响到采用乙炔抑制技

术研究土壤 N2O 排放特性的研究评价，乙炔的抑制

方式对土壤中矿质 N 的分布和多少的影响值得进一

步研究。 
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Abstract:  The effect of long-term or short-term exposure method on the nitrification in the fluvo-aquic soils incubated at 60% water-holding 

capacity and 28˚C was firstly studied using acetylene as nitrification inhibitor. The results showed that nitrification in the fluvo-aquic soils were 

completely or nearly completely inhibited during the long-term exposure (14 d) to 10 ml/L or 100 ml/L acetylene. However, after short-term (12 h) 

exposure, partial inhibition of nitrification by acetylene was observed. The nitrification reoccurred on 3 d after the acetylene was removed and the 

nitrification ratio still reached high up to 99% at the end of the incubation, the results indicated that the net mineralization in the treatments of adding 

acetylene were negative value. The net mineralization in the treatment of the long-term exposure was lower than that of in the treatment of short-term 

exposure. Therefore, for ensuring the experiment design reasonable, it should be noticed that the recovery rate of nitrification and the changes in the 

mineralization in the sampled soil treated with acetylene inhibitor. For long incubation, it is a better method that long-term exposure to acetylene with 

periodically adding fresh air to soil, strictly controlling the aerobic time before the recovery of nitrification.    

Key words:  Fluvo-aquic soils, Acetylene inhibition method, Nitrification, Mineralization, Nitrification recovery rate 


