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摘  要：在实验室条件下，采用密闭、淹水、充 N2 的严格厌氧培养方法研究了 NO3
−-N 浓度对亚热带土壤反硝化潜

力和产物组成的影响。研究表明，在NO3
− -N 浓度为 10 ~ 200 mg /kg 范围内，该土壤的反硝化势变化于 0.024 ~ 0.224 mg/(kg⋅h) 

之间，随着 NO3
−-N 浓度的增加而呈显著线性增加(R2 = 0.94，P<0.01)。N2O 始终是反硝化的主要产物，占反硝化产物

的 56% ~ 92%；NO 是次要产物，占 6% ~ 40%。在野外原位状态下，土壤的还原条件难以达到供试实验室条件，由

此估计，亚热带森林土壤反硝化的主要产物并非 N2，而是 N2O 和 NO，这可能是该类土壤虽反硝化作用弱，但 N2O 

排放量大的主要原因。 
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土壤中的反硝化作用，包括生物反硝化和化学反

硝化，其中生物反硝化居主导地位。生物反硝化作用

是在厌氧条件下，由特定的微生物利用同一个呼吸电

子传递系统，以 NO3
− 作为电子受体，将其逐步还原

成 N2的过程
[1]。反硝化过程的生化通式可以表示为：

2NO3
− →2NO2

−→2NO→N2O→N2
[2]。反硝化过程是土

壤氮素损失的主要途径之一，同时产生氮氧化物，是

大气的重要污染源[3–6]。但在生态学意义上，反硝化

作用是防止系统活性氮失稳的一种自平衡机制，对维

持生态系统氮平衡具有重要意义。 
已有的研究表明，亚热带森林土壤反硝化作用

弱[7]，但是，热带、亚热带陆地生态系统却是 N2O的
主要排放源[8]。实验室培养研究表明，我国亚热带森林

土壤的 N2O 主要来自于异养硝化和反硝化过程[9]。因

此，研究亚热带森林土壤反硝化速率及其产物组成有

助于解释这一看似矛盾的现象。 
诸多因素影响反硝化作用及其产物，包括土壤水

分含量、氧气的有效性、温度、pH、有机碳和 NO3
−-N

含量等[10–13]。进行反硝化速率及其产物测定时，通常

需要加入一定量的 NO3
−。本文研究了 NO3

− 起始浓度对
亚热带森林土壤反硝化速率及其产物的影响，以阐明

土壤 NO3
− 含量变化对反硝化速率及其产物的影响规

律，为从实验室培养条件下的测定结果推断土壤中实

际发生的反硝化速率及其产物提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  采样地点及土壤样品采集 
供试土样采自我国福建省万木林自然保护区

(118°08′~ 118°09′E，27°02′~ 27°03′N)，位于福建省
建瓯市房道镇境内，属亚热带季风气候，四季温暖湿

润，平均气温 18.7℃，年无霜期 270 ~ 290 天，年
平均降水量 1 670 mm，年平均相对湿度 81%，年平
均日照时数 1 812.7 h。2009 年9 月，采集了细柄阿
丁枫天然林土壤作为供试样本。该供试土样有机碳含

量为 68.2 g/kg，总氮含量为 3.9 g/kg，碳氮比为 
17.7，pH 为 4.6，无定形铁含量为 3.9 g/kg。采样时，
在区域内随机选取 4 个约 4 m × 4 m 的采样区，采
集 0 ~ 20 cm 土壤样品，土壤样品充分混匀后过 2 mm
筛装入塑料自封袋中立即运回实验室，放入 4℃ 冷
库中保存备用。 
1.2  厌氧培养方法 

采用吕海霞等[14]的方法测定反硝化速率及其产

物。设置 5 个添加 NO3
− 浓度，分别为 10，20，40，

100，200 mg/kg，标记为 N10、N20、N40、N100、
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N200。操作过程如下：每一 NO3
−添加浓度，称取 9 

份相当于 10 g 烘干土重的新鲜土，将土样装入 250 ml 
的三角瓶，加入一定量的浓度为 1 g/L 的 KNO3 溶

液，使之达到设计的 NO3
− 添加浓度，再加入 10 ml 去

离子水，密封，抽真空，充 N2，反复 3 次，使培养
瓶上部空气完全被氮气取代。取其中 3 份抽取上部
空间气体 25 ml，然后注入用硫酸处理过的乙炔 25 
ml，使培养瓶上部气体中乙炔浓度达到 10% (v/v)。
振荡 15 min(250 r/min)，使乙炔充分扩散至土壤中。
为使加乙炔和不加乙炔的处理具有可比性，未加乙炔

处理也振荡 15 min。全部处理置于 25℃ 的培养箱
中培养 6 h，采集气体样本，测定培养开始后 6 h 内
的 N2O 和 NO 产生量。采气前先用手摇动 30 s，再用 
20 ml 的注射器反复抽提培养瓶中气体 3 次，使其充
分混合，然后用 2 ml 的注射器采集培养瓶上部空间气
体 1 ml，用高纯氮稀释 18.5 倍，用于 N2O 浓度的
测定；用 20 ml 的注射器采集 40 ml 气体用于 NO 
浓度的测定。取样完成后，向培养瓶中充入 41 ml 的
高纯氮气，使培养瓶内的气压维持在 1 atm。在加入 
NO3

− 后的 24，48，72，96，144，192 和 240 h，重
复加乙炔过程和以后各步骤，采集气体样本。在第一

次和最后一次气体采样后，即加入 NO3
− 后 6(0 + 6) 

和 246 (240 + 6)h 后，分别从不加乙炔的处理中任取
出 3 瓶，用于测定 NH4

+-N 和 NO3
−-N 含量。N2O 和

NO 产生量、NH4
+ 和 NO3

− 含量均为 3 次重复。 
1.3  土壤性质及气体样品测定方法 

向培养瓶中加入 2.5 mol/L KCl溶液 40 ml(使最 

终浓度为 2 mol/L)，置于摇床上(25℃、250 r/min)震
荡 1 h，提取并测定 NH4

+-N和 NO3
−-N含量。土壤 pH 

(水土比 2.5︰1)，用 DMP-2 mV/pH计测定。土壤有
机碳和全氮采用德国生产的 Elementar 碳氮元素
分析仪测定。游离氧化铁的测定采用《土壤农业化

学分析方法》介绍的方法[15]。NO浓度采用美国热电
公司生产的氮氧化物分析仪 (Thermo Scientific，
model42i NO-NO2-NOx Analyzer)测定。N2O浓度采用
日本岛津公司生产的气相色谱仪 (Shimadzu，Gas 
Chromatograph GC-14B)测定。检测器为 63Ni电子捕
获检测器(ECD)，色谱柱为 80/100 目 Porapak Q 的
填充柱。进样器、检测器以及填充柱的温度分别为

100℃、300℃ 和 65℃。 
1.4  数据处理 

数据处理中关于气体产物的计算及说明参照吕

海霞等[14]的方法，反硝化过程中，N2 的产生量为加

乙炔和未加乙炔处理 N2O产生量的差值，N2O和 NO
产生量是未加乙炔处理的测定值。方程的拟合和相应

参数的获取均在 Origin 8.5 中进行，相关性分析在
SPSS 16.0中进行。 

2  结果与分析 

2.1  培养前后 NO3
− 浓度变化 

当培养结束(246 h)，土壤中 NO3
− 浓度降低至

5.97 ~ 8.77 mg/kg，处理之间不再有显著差异(表 1)。
伴随着 NO3

− 浓度的降低，NH4
+ 浓度增加，且二者呈

显著相关(R2 = 0.96，P<0.01)。 

表 1  培养过程中无机氮浓度的变化及 CO2 的累积排放量 
Table 1  Change of inorganic nitrogen concentration during incubation and CO2 accumulative emission 

NO3
− 含量(mg/kg) NH4

+ 含量(mg/kg) 处理 

处理前 处理后 处理前 处理后 

CO2累积排放量 
(mg/kg) 

N10 7.09(1.17) 5.97(0.86) 44.61(0.32) 53.95(2.53) 1 534(140) 

N20 22.40(1.12) 6.72(0.56) 44.24(5.04) 62.72(3.12) 1 552(71) 

N40 39.39(4.83) 7.84(1.48) 46.11(3.81) 65.89(1.71) 1 362(44) 

N100 90.53(2.26) 8.77(1.17) 35.47(7.31) 72.24(2.02) 1 622(47) 

N200 170.24(2.96) 8.59(1.97) 41.63(3.97) 92.59(4.56) 1 583(32) 

注：括号内数据为标准差。 
 

2.2  N2O、NO和 N2的生成速率 
在厌氧培养过程中，有大量的 N2O 气体产生。

所有处理的 N2O 排放在培养期间都只出现了一个峰
值。随着初始 NO3

−-N 浓度的增加，排放峰值出现的
时间延后(图 1)。N10处理的 N2O排放峰值出现在培
养开始后 6 h，N20和 N40处理的 N2O排放峰值出现
在培养开始后的 30 h，N100和 N200处理的 N2O排

放峰值分别出现在 102 h和 150 h(图 1)。 
NO的排放速率较低并且在培养过程保持相对稳

定(图 1)。由加乙炔和未加乙炔处理 N2O排放量差值
计算得出的 N2排放速率很小，处理之间呈无规律的

变化。 
2.3  反硝化速率 

由于培养过程中消失的 NO3
− 并不一定全部参与 
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图 1  培养过程中 N2O，NO 和 N2 的排放速率 
Fig. 1  N2O, NO and N2 emission rates during incubation 

 
反硝化过程，所以，本研究采用气态产物的产生总量

(Nt，即 N2O、NO和 N2之和)表征土壤反硝化速率[7, 16]。

反硝化产物随培养时间 (t)而变化的规律因初始
NO3

−-N 浓度而异(图 2)，N200和 N100处理呈 S型增
长曲线，培养最初阶段反硝化产物累积速率较小，随

后为一较快增长阶段，在培养的最后阶段又趋于平

缓，可得到如下拟合公式： 
N200：Nt = 59.71−58.31/(1+(t/144.47)^4.31)(P<0.01) 
N100：Nt =57.04−55.78/(1+(t/160.13)^1.57)(P<0.01) 
低浓度处理组 N10、N20 和 N40 反硝化产物积

累速率与培养时间的关系表现为直线或对数形式，随

着培养时间的增加，反硝化产物累积量速率下降，对

应的拟合方程分别为： 
N10：Nt= 0.95+0.20×t(P<0.01) 
N20：Nt= −3.61+3.13×ln(t−1.18)(P<0.01) 
N40：Nt = −13.11+5.84×ln(t+4.77)(P<0.01) 
 

以培养期间反硝化产物平均累积速率表征反

硝化速率，供试土壤的反硝化速率变化于 0.024 ~ 
0.224 mg/(kg⋅h) 之间，与 NO3

− -N 起始浓度呈显著的
线性相关(图 3，P<0.01)。NH4

+-N的含量在培养前后
也发生了显著变化(表 1)，增加量与反硝化产物累积
排放量呈显著的线性相关(P<0.01)。 

 

图 2  培养过程中含氮气体累积排放量 
Fig. 2  Nitrogenous gases accumulative emission during incubation 

 

图 3  反硝化速率与 NO3
− -N 浓度的关系 

Fig. 3  The relationship between denitrification rate and  
nitrate concentration 

 
2.4  N2O/Nt、NO/Nt和 N2/Nt 

N2O/Nt 在 N200 处理中随培养时间有明显的增
加，在 N100 中则始终保持在较高的水平(>85%)；
N2O/Nt在较低浓度处理(N10、N20和 N40)中随培养
时间均有明显的减少(图 4)。NO/Nt 的变化规律在较
低浓度处理(N10、N20和 N40)中与 N2O/Nt相反，在
N100 中则始终保持在较低的水平(<15%)，在 N200
中随培养时间有明显的下降。N2O/Nt 的排放峰值总
体上在高 NO3

−-N 加入的处理中出现得较晚，NO/Nt
则与之相反(图 4)。 
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图 4  培养过程中 N2O，NO 和 N2 在含氮气体产物中 
所占的比例 

Fig. 4  Ratio of N2O，NO and N2 to total nitrogenous gases during 
incubation 

 
N10 处理的 N2O 总排放量占含氮气体总排放量

的比例最低(56%)，N200 最高(92%)，其他 3 个处理
介于这二者中间，所有处理的 N2O 排放量占含氮气
体总排放量的比例均维持在较高水平。N2O总排放量
占含氮气体总排放量的比例与初始 NO3

−-N 含量显著
相关(P<0.05)。不同处理中 NO占含氮气体总排放量
的比例都较低(6% ~ 40%)，与初始 NO3

−-N含量之间
呈显著负相关(P<0.01)。N2总排放量占含氮气体总排

放量的比例在 N40达到了最大的 20%，在 N100中则
没有被检测到。 

3  讨论 

本研究结果表明，福建万木林自然保护区典型

亚热带森林土壤反硝化势与土壤 NO3
− -N 的含量之

间呈显著线性相关，很多其他学者也报道了类似的

结果[17–18]。土壤有机碳、水分含量、pH、NO3
− 和 NH4

+ 

浓度、温度等均是影响反硝化作用的因素[19–20,13]。本实

验测得的反硝化速率在 0.024 ~ 0.224 mg/(kg⋅h)之间，
远低于 Wang 等[17]在同等底物浓度下(100 mg/kg)温
带季风气候区钙质土的反硝化速率 2.3 mg/(kg⋅h) ，也

低于 Swerts 等[21]报道的黏性粉砂壤土的反硝化速率

8.364 mg/(kg⋅h)。其他一些学者报道的土壤反硝化速
率介于 0.275 ~ 0.583 mg/(kg⋅h)之间 [19, 22]，也比本文

的反硝化速率高，表明该亚热带土壤具有反硝化速率

低的特点。考虑到反硝化速率与起始 NO3
− -N浓度呈

显著正相关的事实(图 3)，可以推测，该土壤在野外
原位状态下的反硝化速率应该更低于实验室测定的

速率。 
在本实验条件下，N2O始终是反硝化的主要产

物，NO和 N2是反硝化的次要产物。在相似条件下，

文献报道的反硝化产物中 N2O 所占比例介于 0.13 ~ 
0.32 [23]，0.07 ~ 0.28[24]，0.13 ~ 0.27 [17]，0.06 ~ 0.52
之间[7]，均低于该亚热带土壤反硝化产物中 N2O的比
例(0.56 ~ 0.92)。文献报道的供试土壤有较高的有机
碳含量和 pH，这可能是这些土壤反硝化产物中N2O
比例较低的主要原因[25–28]。但是不同生物气候条件

下发育生成的土壤参与反硝化作用的微生物群落

及其反硝化酶系统可能也存在差异，这需要进一步

的研究。 
N2O 占反硝化产物的比例随起始 NO3

−-N 浓度的
提高而增加的关系(P<0.05)表明，在野外原位无外加
NO3

−-N 的条件下，N2O 占反硝化产物的比例可能较
实验条件下低。但是，野外原位条件下，土壤的还原

性难以达到本实验条件下的程度。文献报道的结果表

明，反硝化产物中 N2O 的比例随着还原条件增强或
氧气浓度降低而降低 [23, 29–31]。这可能抵消添加

NO3
−-N 对 N2O 比例的影响。由此不难推测，亚热带

土壤反硝化作用弱但反硝化产生的 N2O 排放量大，
其原因在于反硝化产物中 N2O的比例大。 

本实验中发现 NH3
−-N 含量在厌气培养后明显增

加，且其增加量与 NO3
− -N减少量之间有着很好的正

相关关系(r = 0.984，P<0.01)。从文献报道的结果可
知，3个过程可能增加 NH4

+-N含量：①DNRA过程；
②NO3

− 的微生物同化和再矿化；③硝酸盐刺激有机

氮的矿化[32–33]。在本实验条件下，难以区分这 3 个
过程对 NH4

+ 的相对贡献。由于第一和第二个过程都

有利于亚热带多雨地区土壤保持无机氮，因此，这是

一个值得进一步研究的现象。 
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Effect of Soil Nitrate Concentration on Denitrification Potential and 
Products’ Composition of a Subtropical Soil 

LIU Yang1,2, ZHANG Jin-bo3, CAI Zu-cong1,3* 
(1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture (Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences), Nanjing  

210008, China; 2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing  100049, China; 3 School of Geography Science, Nanjing 
Normal University, Nanjing  210023, China) 

 

Abstract: The effects of soil nitrate concentration on denitrification potential and products’ composition were studied under 

laboratory culture, using sealed, submerged and anaerobic incubation method. The results showed that denitrification potential 

increased with the rise of nitrate concentration and a good linear relationship (R2 = 0.94, P<0.01) presented between them in the 

range of nitrate concentration of 10 to 200 mg/kg. The denitrification potentials of the experimented samples ranged from 0.024 

to 0.224 mg/(kg⋅h). N2O was always the dominant product of denitrification, accounting for 56% − 92% of the total denitrification 

products, and NO was a minor product of denitrification, accounting for 6% − 40%. Soil reduction condition of in-situ field 

should be not as strong as laboratory incubation. Therefore, the main end product of subtropical acid forest soils of China is not 

N2 but N2O and NO. This conclusion may explain the reason why this soil has a large N2O emission regardless of its low 

denitrification rate. 

Key words: Acetylene inhibition, Anaerobic incubation, Denitrification, Nitrate concentration 
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