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摘  要：本文就亚热带土壤亚铁参与反硝化的可能性进行了探讨。研究结果表明：厌氧还原条件下加入 KNO3

的处理中，Fe2+ 浓度随培养时间延长而下降，且 Fe2+ 浓度的降低和 NO3
–-N 浓度的降低呈显著正相关。预培养结束后

的亚铁浓度(In-Fe2+)和厌氧培养期间 Fe2+ 浓度降低速率与反硝化势表征指标 k、b、v7，以及与无定形铁氧化物(活性铁)

含量的显著正相关性初步证明，活性铁通过不同价态铁离子(Fe2+ 和 Fe3+)之间的转化，参与了反硝化的电子传递过程。

当有机碳等电子供体受限时，Fe2+可作为电子供体参与反硝化还原 NO3
–-N。这一结果表明，NO3

–-N 作为电子受体参与

厌氧条件下 Fe2+ 氧化成 Fe3+ 的反应可能在铁氧化物含量丰富的亚热带土壤中普遍存在。 
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还原条件下通常按 O2→MnO2→NO3
–→Fe3+→

SO4
2–→CO2的次序依次还原

[1]。根据这一原则，反硝

化培养条件下 NO3
–-N 被还原完之后，Fe3+ 被还原为

Fe2+，即 NO3
–-N浓度的降低伴随着 Fe2+ 浓度的升高，

两个过程似乎应该为相对独立的依次进行的还原过

程。然而不同价态铁之间的电子传递过程参与反硝化

过程国外已有一些文献报道，这一过程既可以是微生

物介导的[2–3]，也可以是纯化学过程[4–6]，亦或是两者

兼有。但似乎主要以微生物参与的反应过程为主[7]。

早在 1966年 Chao和 Kroontje等[8]研究表明，铁的氧

化和还原作用造成无机氮转化的复杂情况。在酸性溶

液中，NO3
–-N 可被 Fe2+还原为 N2，中间产物为 NO2

–、

NO和 N2O，这些顺序产物与生物反硝化过程出现的
相似。之后 Sahrawat[9]在含有硫酸盐的酸性稻田土壤

中发现 Fe2＋可能参与了NO3
–-N 的化学反硝化。Yamane

和 Okazaki[10]在培养实验中发现，淹水土壤中加入

NO3
–-N 后可溶性 Fe2+的降低。Komatsu等[11]也发现不

同价态的铁离子之间的转化可能参与了淹水条件下

的氮素反硝化过程。Savant 等[12]总结前人的研究工

作，提出了铁氧化物参与淹水土壤中反硝化作用的可

能性。 
以上结论均是基于温带恒电荷土壤的研究结果。

热带亚热带土壤为可变电荷土壤，其化学性质与温带

地区恒电荷土壤有诸多不同[13]。热带亚热带土壤铁

铝氧化物含量显著高于温带地区土壤[13–14]，其活性

较高的部分既是土壤可变电荷的载体，同时也为铁参

与反硝化创造了物质基础。然而关于亚热带土壤，尤

其是我国亚热带土壤中铁是否能参与氮素反硝化过

程的报道尚不多见。仅有的试验结果表明，我国亚热

带土壤无定形铁氧化物(活性铁)含量与反硝化势呈
显著正相关[15]，因此，可以推测亚热带土壤中厌氧

条件下 Fe2+有可能作为电子供体参与了反硝化过

程。为此，本研究选择易于测定的 Fe2+含量作为表

征铁参与反硝化的表观指标，研究整个培养期间

Fe2+的动态变化及其与 NO3
–-N 浓度降低的关系，以

加深对热带亚热带土壤铁循环与氮循环耦合的理解

和认识。 

1  材料和方法 

1.1  供试土壤 
供试土样采自具有典型亚热带季风湿润性气候特

征的江西省(24°29′ ~ 30°04′ N, 113°34′ ~ 118°28′E)。采
样地点详细情况见文献[15]，根据中国土壤系统分类
土壤类型为铁铝土(Ferralosols)[16]。土样涵盖 3种典
型成土母质(第四纪红土(Q)、第三纪红砂岩(S)和花岗
岩(G))与 5种主要利用方式(林地(F)、灌丛(B)、茶园
(T)、旱地(U)和稻田(R))共 15 个土壤类型组合，即
GF、GB、GT、GU、GR、SF、SB、ST、SU、SR、QF、
QB、QT、QU和 QR。依据不同土壤类型组合要求确
定相应的采样地点，每一组合的土壤类型分别选取不
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同的 3个地点采样作为 3次重复，共计 45个采样地
点。每一地点随机选取不同的 3个点采集 0 ~ 20 cm
土层土样，然后充分混合均匀作为一个地点的土

样。土样采集后于室温下风干，粉碎过 1 mm筛，放于
4℃冷库中保存备用。供试土壤理化性质见文献[15]。 
1.2  试验方法 

反硝化势的测定采用加入 KNO3 在恒温条件下

淹水厌氧密闭培养法，试验方法借鉴 Drury等[17]的方

法，并稍作改进，具体操作步骤为：称取相当于 30 g
烘干土重的过 1 mm筛风干土，装入 250 ml三角瓶中，
加蒸馏水 30 ml，用硅橡胶塞密封瓶口，于(30±1)℃下
淹水预培养 7 天，以便激活土壤微生物。预培养结
束后，随机选取 3 瓶测定土壤中的 NH4

+-N、NO3
–-N

和 Fe2+含量并作为初始值，分别表示为 In-NH4
+-N、

In-NO3
–-N和 In-Fe2+。 
其余培养瓶中注入 10 ml(含 6 mg NO3

–-N)KNO3

溶液 (相当于每 kg土含 N量 200 mg，折合施入大田
N 556 kg/hm2(按每公顷面积 20 cm 深土壤重量为
2.8×106 kg 计算))，充分混合。将三角瓶用带丁基橡
胶塞采气口的特殊硅橡胶塞盖紧并在瓶塞周围涂抹

704胶以密封瓶口。将 6个培养瓶连接到真空泵和充
N2 气装置上，从采气口将三角瓶抽成真空，通入

1.01×105Pa的高纯 N2，重复 3次，每次 10 min，最
后将采气口用 704胶密封以保证厌氧培养环境，置于
(30±1)℃下恒温黑暗条件下培养，并以此作为厌氧培
养起始时间，记做第 0 天。分别在加入 NO3

–-N后的
1、2、4、7、11、18和 28 天取样测定 NH4

+-N、NO3
–-N

和 Fe2+含量。同时设一不加 KNO3 只注入相同体积 
(10 ml)蒸馏水的处理作为空白对照。所有处理均重复
3次。 
1.3  土壤理化性质的测定 

NH4
+-N 和 NO3

–-N 含量的测定：向培养瓶中按液
土比为 4︰1加入 3 mol/L KCl溶液 80 ml(已加水量考
虑在内，使最终浓度为 2 mol/L)，于 25℃、250 r/min
下震荡提取 1 h，离心分离，过滤，收集滤液于塑料
瓶中，立即测定提取液中 NH4

+-N和 NO3
–-N含量，若

不能立即测定，则将提取液保存于 4℃的冰箱中，并
于一周内完成测定。滤液中的 NH4

+-N和 NO3
–-N含量

用荷兰生产的 SkalarplusSan流动分析仪比色测定，相
对误差为 3.9%，检测下限为 0.2 mg/L。根据标准溶
液和待测溶液的峰高计算待测液的浓度。 

无定形铁铝氧化物：采用 pH 3.0 草酸铵缓冲液
提取，ICP质谱仪(IRIS-Advan，美国产)测定[18]。 

土壤 Fe2+含量：邻菲罗啉比色法测定[18]。 
土壤有机碳和全氮测定：采用德国生产的 Elementar 

碳氮元素分析仪测定。 
1.4  数据处理和分析方法 

培养期间 NO3
–-N 浓度随培养时间降低的趋势用

一级反应方程和对数方程拟合，反硝化势用一级反应

方程速率常数(k)、对数方程回归系数(b)和 0 ~ 7 天
的 NO3

–-N 浓度平均降低速率(v7)来表征，试验结果见
文献[15]。用对数方程拟合 Fe2+ 浓度随培养时间的降

低趋势，土壤 Fe2+ 浓度降低速率表征指标和 k、b 和 
v7 以及土壤性质指标之间的关系采用相关分析方法

分析。 

2  结果与分析 

2.1  培养期间土壤中 Fe2+浓度变化 
如图 1 所示，空白对照土壤中 Fe2+ 浓度随培养

时间延长而增加，而加入 KNO3的处理土壤中 Fe2+

浓度则随培养时间延长而减少。对照中观测到 Fe2+

的升高，表明培养瓶密闭较好，能够较长时间维持厌

氧条件的存在。对全部 45 个土样的配对 t 检验结果
表明，第 7天对照和 KNO3处理土壤中 Fe2+ 浓度已分

别极显著(P<0.001)高于或低于第 0天初始值(图 1)。
在 28天的培养期间内，空白对照的 Fe2+ 测定值均极

显著(P<0.001)高于 KNO3处理。图 1还显示，培养后
期(约 7 ~ 11天后) KNO3处理土壤中 Fe2+ 浓度已降至

最低，用全培养期的 Fe2+ 浓度降低速率作为分析依

据将低估培养 7 天内的 Fe2+ 浓度降低速率，故本研

究以 0 ~ 7天的 Fe2+ 浓度变化做为数据分析的基础。 

 

图 1  厌氧培养期间 Fe2+含量变化(以 QT3 为例) 
Fig. 1  Changes of Fe2+contents during anaerobic incubation period 

(e.g. QT3) 
 

2.2  KNO3处理土壤中 Fe2+浓度降低速率 
KNO3处理的 45 个土样中 Fe2＋浓度随培养时

间(t)的降低趋势均可用对数方程拟合：[Fe2+]＝a – 
b × ln(t)，平均R2＝0.66，式中：a 为常数，b 为对数
方程回归系数，以该对数方程中回归系数  b 表示 
Fe2+ 浓度随培养时间的降低速率，b 值越大表示 
Fe2+ 浓度降低速率越快，记作 bFe。                         
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KNO3处理中，Fe2+浓度的降低和 NO3
–-N 浓度的

降低呈指数正相关关系，如图 2 所示，可用指数方

程拟合：[NO3
–-N]=a×e

2[Fe ]k +
，且达显著水平(P<0.05)，

平均 R2=0.60，式中：a 为常数，k 为指数方程速率常
数，[Fe2+] 为 Fe2+ 浓度。其中，k 表征的是培养开始后
单位 Fe2+ 浓度减少量所引起的 NO3

–-N 浓度减少量。 

 

图 2  KNO3 处理中 Fe2+ 和 NO3
–-N 浓度的关系 

Fig. 2  Correlation between Fe2+ and NO3
–-N contents in soil 

amended with NO3
–-N (e.g. QT3) 

2.3  KNO3处理土壤中 Fe2+和反硝化的关系 
由表 1 中可见，无论以对数方程中的回归系数 

bFe，还是以 0 ~ 7 天 Fe2＋平均降低速率 vFe (即培养
期间 Fe2+浓度差除以培养天数)表征 Fe2+ 随培养时

间降低的快慢程度，均与反硝化势表征指标 k、b 和 
v7 呈显著正相关，相关系数 r 分别为 0.721、0.646、
0.656、0.758、0.636 和 0.578(P<0.01)。值得注意的是，
bFe 和 vFe 也分别与 ΔNH4

+-N(培养 7 天内矿化量)和 
In-NH4

+-N (预培养结束时的 NH4
+-N 浓度，表征预培养

期矿化量)呈显著相关，相关系数 r 分别为 0.515、
0.893，0.450 和 0.752(P<0.01)。除与 Xu 和 Cai[15]

试验得到的无定形铁氧化物含量与 k 和 v7 呈显著

正相关结论一致外，无定形铁氧化物还与 In-Fe2+(预
培养结束时的 Fe2+ 浓度) (r = 0.472，P<0.01)和 Fe2+ 

的降低速率(bFe, vFe)呈正相关(r = 0.46 ~ 0.51，P<0.01)；
此外，第 0 天的 Fe2+ 初始值(In-Fe2+)也和反硝化势表征
指标 k、b 和 v7 呈显著正相关(r=0.57 ~ 0.77，P<0.01)， 

表 1  Fe2＋变化表征指标和 NO3
–-N 变化表征指标间的相关性 

   Table 1  Correlations between indicators of changes of Fe2+ and NO3
–-N  

 无定形铁氧化物 In-Fe2+ bFe vFe k b v7 ΔNH4
+-N 

In-Fe2+ 0.472**        

bFe 0.511** 0.751**       

vFe 0.455** 0.931** 0.861**      

k 0.314* 0.774** 0.721** 0.758**     

b NS 0.617** 0.646** 0.636** 0.884**    

v7 0.309* 0.568** 0.656** 0.578** 0.893** 0.815**   

ΔNH4
+-N 0.327* 0.476** 0.515** 0.450** 0.795** 0.767** 0.847**  

In-NH4
+-N 0.380** 0.656** 0.893** 0.752** 0.815** 0.715** 0.844** 0.662** 

注：*, ** 表示显著水平分别为 P<0.05 和 P<0.01(n = 45)，NS表示不显著；下同。 
 

这与 van Cleemput[19]的研究结果一致，表明无定形铁

通过其不同价态的氧化物之间的转化，参与了反硝化

的电子传递过程。 
2.4  KNO3 处理土壤中影响 Fe2+浓度变化的土壤

因素 
将表征 Fe2+ 降低速率的指标 bFe、vFe 和土壤理

化性质做相关分析发现，两者均与土壤全碳(TC)、全
氮(TN)呈显著正相关，而与碳氮比(C/N)和无定形铝
氧化物含量呈显著负相关(表 2)。无定形铁氧化物是
土壤可变电荷的活跃载体，可通过其不同价态氧化物

间的转化参与土壤中的氧化还原反应。Fe2+ 降低速率

与 C/N 和无定形铝氧化物呈负相关，表明在碳和其
他电子供体供应相对不足时 Fe2+ 有可能作为电子供

体参与反硝化的电子传递过程。 

3  讨论 

铁是地壳中第四大元素，也是氧化还原反应最活 

表 2  Fe2+降低速率表征指标与土壤性质的相关系数 
Table 2  Correlation coefficients between indicators of Fe2+ content 

reduction rate and soil properties 

 TC TN C/N 无定形铝氧化物

bFe 0.410** 0.604** –0.401** –0.333* 

vFe 0.326* 0.498** –0.380* –0.351* 

 
跃的元素之一[3]。土壤铁氢氧化物及其铁矿物是土壤

表面元素地球化学循环最为活跃的部分，通过不同价

态铁之间的转化与氮素转化过程密切联系。 
本研究中预培养结束后土壤中已经富集了由

Fe3+ 还原而来的 Fe2+，为随后厌氧条件下 Fe2+ 参与

反硝化提供了丰富的 Fe2+底物，造成 Fe2+ 的再氧化

和硝酸盐的还原。Fe2+ 呈可溶态，较不溶解的 Fe3+ 更

容易被微生物利用作为电子供体还原硝酸盐。当有机

碳等电子供体有限时，Fe2+ 可作为电子供体参与反硝

化还原 NO3
–-N。 
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本研究结果证明，厌氧环境条件下微生物利用 
NO3

–-N 或 NO2
–-N 作为电子受体氧化 Fe2+成 Fe3+，

这一现象是普遍存在的。Fe2+和 NO3
–-N 的氧化还原

反应可用下列反应方程表示：NO3
–+5Fe2++6H+→ 

1/2N2+5Fe3++3H2O[20]。这一过程既可以是化学反硝化

过程[4–6]，也可以是生物反硝化过程。Komatsu 等[11]

认为 NO3
– 首先由微生物还原为 NO2

–-N，再将 NO2
–-N 

还原为 NO，同时氧化 Fe2+，这一步反应主要是化学

过程。Fe2+ 的来源主要有两种途径，一条途径是由生

物还原 Fe3+ 得到，因为在加入 NO3
–-N 的土壤中，

Fe3+ 的化学还原受到抑制。Fe3+ 的生物还原是通过微

生物以一种类似于硝酸盐呼吸的机理利用 Fe3+ 作为

呼吸底物将其还原为 Fe2+。另外一条途径是，厌氧

条件下微生物能够利用 H2 作为电子供体来还原 Fe3+ 产

生 Fe2+[21–25]。 
厌氧条件下  Fe2+ 与  NO3

–-N 反硝化的反应过程

主要是由微生物参与的，即在中性 pH 厌氧环境下
微生物利用NO3

–-N 或 NO2
–-N 作为电子受体氧化 Fe2+

成 Fe3+。据报道能够进行厌氧 Fe2+ 氧化的反硝化菌

广泛分布于各种反硝化菌种中[7,26]，是反硝化微生物

中的重要组成成员，约占总反硝化菌的 58%[3]。自然

界中已经从淡水江河湖沉积物中检测、富集和鉴定出

这些微生物[2,27–31]。能够进行厌氧 Fe2+ 氧化的反硝

化菌主要分为两类：即光能营养型细菌[3,32–35]和化能

营养型反硝化微生物[26, 36]。在参与上述反应的化能

营养型反硝化微生物中，主要以兼性异养的微生物为

主，自养型微生物数量比兼性异养的微生物低一个数

量级，仅占其中的 2% ~ 10%[3]。微生物介导的 Fe2+与 
NO3

–-N 的反硝化反应使得在厌氧的自然生态环境条

件下也能完成铁的循环，同时造成氮素损失，因此自

然环境下其生态功能和意义还值得深入研究。 
本研究未能区分和探讨其生物学机理或化学机

理，然而从试验现象来看，厌氧条件下 Fe2+ 参与的

NO3
–-N 还原，Fe2+ 氧化成 Fe3+ 的过程，即 Fe2+ 和

NO3
–-N的耦合反应，广泛存在于供试亚热带土壤中。

在富含铁氧化物的亚热带土壤中铁的氧化还原过程

很可能是亚热带土壤中氮氧化物氧化还原反应的重

要调节因子。这一反应或许可为研究厌氧条件下的

Fe2+ 氧化以及污水脱氮提供依据。 
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Ferrous Iron Involved in Denitrification in Subtropical Soils  
Under Anaerobic Condition 

XU Yong-bo1, CAI Zu-cong2 
(1 College of Tobacco Science, Yunnan Agricultural University, Kunming  650201, China;  

2 School of Geography Science, Nanjing Normal University, Nanjing  210097, China) 

 

Abstract: The possibility of ferrous iron involved in denitrification in subtropical soils was investigated. The results 

showed that in the treatment KNO3 added under anaerobic condition, the Fe2+ concentration decreased with incubation time, and 

the decrease in Fe2+ concentration was significantly positively correlated with the reduction of NO3
–-N content. There were 

significant positive correlations between the Fe2+ concentration at the end of pre-incubation (In-Fe2+), or the decreasing rate of 

Fe2+ concentration during the anaerobic incubation period and the indicators of denitrification capacity (k, b and v7). The contents 

of amorphous Fe oxides (active iron) were also significantly positively correlated with In-Fe2+ and the decreasing rate of Fe2+ 

concentration. The correlation testified preliminarily that the active iron was involved in denitrification by the electron transfer 

between Fe2+ and Fe3+. Fe2+ could participate in NO3
–-N reduction during denitrification acted as electron donor when other 

electron donors such as organic carbon were restricted. The results also suggested that nitrate could also serve as an electron 

acceptor in the oxidation of Fe2+ to Fe3+ under anoxic conditions, indicating the reaction would probably universally exist in the 

subtropical soils which are abundant in iron oxides. 

Key words: Ferrum; Anaerobic incubation; Denitrification; Oxidation-reduction reaction 
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