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摘  要：本文综合评述了应用 15N库稀释法测定土壤氮素初级转化速率的一些关键技术，即 15N标记土壤氮库的

方法、15N 的加入量、丰度和标记物种类的选择，以及初始取样时间的确定。只有合理地运用这些关键技术，才能更

准确地测定土壤氮素初级转化速率，进而更真实地表征土壤氮素的实际周转状况。 
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自 20 世纪 50 年代 Kirkham 和 Bartholomew[1]

提出 15N稀释法测定土壤氮素初级转化速率以来，随

着计算机分析技术的发展，一些数值模型被广泛用来

测定氮素初级转化速率，使得氮转化概念模型更加接

近于真实过程。然而，运用 15N标记土壤氮库的方法

来研究土壤中氮初级转化速率仍然存在较大的不确

定因素。该法有 3个重要假设：①15N和 14N具有相

同的被微生物利用的机会；②15N均匀地标记于土壤；

③15N 和本底 14N 的平衡[2]。在实际操作中只有尽量

满足这 3个假设，才能更准确地测定土壤氮初级转化

速率。本文综合评述了应用 15N库稀释法测定土壤氮

素初级转化速率的一些关键技术，即 15N标记土壤氮

库的方法、15N的加入量、丰度和标记物种类的选择，

以及初始取样时间的确定，以期推动对土壤氮素初级

转化速率的研究。 

1  15N标记土壤氮库的方法 

如何将 15N 均匀地标记于土壤氮库是应用同位

素稀释法测定土壤氮素初级转化速率的主要技术问

题[2]。15N 的不均匀分布会使测定的初级转化速率高

于真实值[3]。目前把 15N标记到土壤氮库中可行的方

法有 3 种：①溶液混合方法(加入 15N 标记的 NH4
+-N

或 NO3
–-N 溶液到土壤中) ；②气室方法(将 15N 标记

的气体，NH3或 NO，注射到培养容器上部气体空间

中)或气体注射方法(将 15N标记气体直接注入到土壤

中)；③干粉末方法(加入 15N标记的铵盐或者硝酸盐

与惰性粉末的混合物)。 

1.1  溶液混合方法 

在室内培养条件下，通常是在土壤中加入 15N标

记的盐类溶液，调节土壤达到最佳的含水量[4–6]。虽

然该方法能够尽可能地保证 15N的均匀分布，但是会

改变土壤的水分状况及其他土壤条件，进而影响微生

物的活性，导致测定的初级转化速率偏离真实值[7–8]。

研究表明，以表层少于 2 cm深度的土壤为研究对象，

把适量的 15N标记溶液均匀地滴到土壤表面，15N能

够在土壤均匀分布[9–11]，这种方法可以减少因 15N标

记溶液加入引起的土壤水分状况及其他土壤条件改

变，进而减少对土壤微生物活性的影响[12]。当对原

状土进行标记时，用注射器把 15N标记溶液注入到原

状土柱中能够最小限度地改变土壤环境，从而准确测

得原位氮素初级转化速率[13–15]，然而每个土柱要多

孔注射才能使 15N均匀分布，这样留下的针孔，亦会

使土壤的通气性发生变化[14,16]。 

许多研究已经表明，以溶液形式把 15N加入到土

壤中会高估氮的初级转化速率[9,13–14,17–18]，主要原因

在于改变了土壤水分状况，提高了微生物的活性，因

此含水量较低的土壤不适合使用溶液混合方法[13,19]。

Davidson 等[13]也报道，当土壤水势高于1.5MPa时，
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使用该方法是不可取的。Sparling 等[14]认为质地黏重

的土壤不适合使用该方法。因此，溶液混合方法必须

限制在质地不黏重且湿润的土壤，这样测定的氮素初

级转化速率才能真实反映原位情况。当然，在室内培

养中由于不是很注重氮初级转化速率的实际大小，并

且只是通过 15N 库稀释技术进一步理解各个处理间

氮素转化的不同，15N标记溶液仍然有很广泛的应用

范围[20–22]。总体而言，无论是室内培养，还是野外

原位试验，加入 15N 标记液的体积范围应既能保证
15N的均匀分布，又能避免对土壤造成更多的扰动。

在室内培养中，可以用滴管、移液管和移液枪逐滴加

入的方式，尽量使溶液均匀分布在土壤表层；在原位

土柱试验中，可以使用注射器多孔注射的方法。 

1.2  气体注射方法或气室方法 

早在 1995 年，Stark 和 Firestone[19]就发现把土

壤暴露于 15NH3也可以标记土壤 NH4
+-N 库，且不会

改变土壤的水分状况，但是他们并没有解决如何把低

浓度的 15NH3均匀地标记于土壤中这一难题。Murphy 

等[18]首次使用了多针孔注射 15NH3 气体的气体注射

方法，并证实该方法能够均匀地标记 NH4
+-N 库，且

避免了对土壤的扰动，尤其是不改变土壤的含水量。

该方法适用于原位测定质地黏重土壤的氮素初级转

化速率[23]。气体注射方法被广泛应用于标记土壤氮

库，测定土壤氮素初级转化速率[24–25]，如 Osler 等[24]

用气体注射方法成功验证了氮初级转化速率与螨虫

群落结构之间的关系。 

此外，气室方法也是用含 15N的气体标记土壤氮

库的一种方法，就是将 15N标记的气体(NH3或 NO)，

注射到培养容器上部气体空间中，用 15NO标记土壤

NO3
–-N库[19]，用 15NH3标记 NH4

+-N库[12]。这种方法

比气体注射法简单，但是气体扩散到土柱中是一个被

动的过程，因而存在 15N 能否均匀分布的问题。

Murphy 等[12]发现与气体注射方法和溶液混合方法相

比，气室方法低估了氮的初级矿化速率。 

1.3  干粉末方法 

Willison 等[26]提出了一种新的标记方法，用硅粉

和 15N 标记的 NO3
–-N 混合物干粉末标记土壤 NO3

–-N

库，测定土壤的初级硝化速率。该方法尤其适用于氮

是限制因素的土壤，因为在此类土壤中加水很可能提

高微生物活性和矿化能力，从而增加有效态氮的数

量。与干粉末方法相比，溶液混合方法能够使初级总

硝化速率提高 13% ~ 155%(平均 84%)。 

1.4  各种标记方法比较 

Luxhoi 等[27]在比较了不同标记方法测定粗质地

土壤氮初级转化速率后，发现溶液混合方法和气体注

射方法测定的氮初级矿化速率很接近，表明了标记方

法不同不影响土壤中 NH4
+ 的产生。但是，溶液混合

方法测得的微生物同化速率是气体注射方法的两倍，

其可能原因是由于溶液混合方法使 15N分布更均匀，

有利于微生物对氮的利用。Murphy 等[12]对不同质地

土壤研究发现溶液混合方法和气体注射方法测得的

氮初级矿化速率和初级 NH4
+ 消耗速率相似，而气室

方法测定的氮初级矿化速率和 NH4
+ 消耗速率是最低

的。但是目前还没有关于土壤水分不同对气体注射方

法和溶液混合方法测定土壤氮初级转化速率的影响

研究。如果溶液混合方法带入的溶液会刺激土壤的微

生物活性，进而显著改变土壤氮初级转化速率，那么

气体注射方法就可以代替溶液混合方法测定氮初级

转化速率。总体而言，由于液体比气体更容易定量，

比固体粉末容易扩散，因此溶液混合方法是 15N标记

首选的方法。然而，土壤中加入水溶液会刺激微生物

活性，改变氮初级转化速率，从这方面看气体注射方

法和干粉末方法也有它们各自的优势[2]。 

2  15N的加入量、丰度和标记物种类 

2.1  15N加入量 

应用 15N 同位素稀释法测定土壤氮初级转化速

率的另一个重要条件，是被标记氮库浓度和丰度既要

发生明显的变化，又不能下降过快，从而保证仪器对

氮浓度和丰度的准确测定。同时，如果加入的氮量过

多又会明显改变土壤氮素转化速率，使测定结果偏离

实际情况。因此，15N的使用量和丰度也是一个重要

的技术问题。 
15N的加入量取决于土壤中被标记氮库的浓度。

Tietema 和 Wessel[28]认为加入的 15N 量不应超过土

样中初始无机氮库(NH4
+-N+NO3

–-N)的 5%。像森林土

壤和一些牧草地土壤，它们的初始 NH4
+-N 库含量比

较高，需加入的 15N标记液应是高丰度的且浓度应为

初始无机氮库(NH4
+-N+NO3

–-N)的 5% ~ 25%[29]。然而，

许多耕作土壤的本底NH4
+-N库含量比较低(N < 2 mg/kg)，

且 NH4
+-N库的周转非常迅速，常常在 2天之内[12,23]，

因此在耕作土壤中，为了满足仪器测定所需要的

丰度范围，应用 15N 量为 1 ~ 10 mg/kg (15N 丰度 > 

10%)[10,12,30]。事实上，目前对加入 15N量及丰度的选

择随意性很大，其准则是在满足同位素质谱仪对浓

度和丰度的测定要求下，尽可能地选择高丰度低浓

度的 15N加入方法。当土壤中氮含量相对较高，甚至

接近或处于基质饱和状态时，可加入高浓度的 15N标
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记，有利于 15N的均匀混合；反之，对于硝化作用和

反硝化作用速率受基质控制的土壤，加入氮有可能

促进硝化作用或反硝化作用，应加入低量的 15N标

记，尽量减少对氮转化速率的影响[6]。Watson 等[3]

用溶液混合法将 15NH4
+溶液均匀滴到土壤表面，设

置两个处理的氮加入量分别为 N 2和 15 mg/kg(15N

丰度 99.8%)，发现与 2 mg/kg的加入量处理相比，

15 mg/kg 的加入量处理的初级矿化速率较低，而

初级硝化速率相对较高。然而，Luxhøi 等 [31]采用

溶液混合方法分别在土壤中加入 NH4
+-N 1 mg/kg 

(15N丰度 99.8%)，5 mg/kg(15N丰度 18.9%)和 10 mg/kg 

(15N 丰度 9.4%)，培养了 24 h，结果表明 3 种处理

间的氮初级转化速率没有显著的差异。总体而言，施

用 15N的量应尽可能得少，避免发生因加入底物而产

生的激发效应，但是又要保证样品中有足够的氮量满

足同位素质谱仪测定 15N丰度的要求。已有学者采用

在样品前处理的最后步骤——浓缩之前加入未标记

的 NH4
+-N或者 NO3

–-N的方法，满足同位素质谱仪测

定 15N丰度时对氮量的需求[32]。 

2.2  15N丰度 

对于 15N丰度的选择没有绝对的界限，已报道的

文献中所用 15N丰度从 2% ~ 99% 各不相同。选择 15N

丰度有 3个相对的原则： 

1) 标记氮库的浓度。如果所标记氮库的浓度较

大，需要使用高丰度的标记氮化合物，以保证标记氮

库有较高的 15N丰度。特别是在野外原位试验中要求

尽可能反映土壤中氮的实际转化速率，则加入标记氮

浓度要尽量低，而标记氮的 15N丰度要足够得高。 

2) 土壤氮转化速率。当供试土壤氮转化速率比

较快时，加入的 15NH4
+-N 或 15NO3

–-N 就会很快分别

被有机氮矿化产生的 14NH4
+-N和 14NH4

+-N硝化产生

的 14NO3
–-N所稀释，导致 15N丰度快速降低，以致

同位素丰度接近氮素自然丰度，所以对氮转化速率较

快的土壤应该选择高丰度的 15N，其加入量也稍微高

一些。 

3) 经济原则。丰度越高的 15N 同位素化合物，

价格越高，所以费用也是昂贵的。1 g丰度为 99.9% 

的 (15NH4)2SO4的价格是 10% (15NH4)2SO4价格的几

倍。所以在满足试验要求条件下，尽量选择低丰度的
15N同位素化合物，以节约经费。 

2.3  15N标记物种类的选择 

早期测定土壤氮素初级转化速率常用分析计算

方法，近年来关于数值优化方法测定土壤氮初级转化

速率的报道明显增加，常用的如 Mary 等[33]开发的

FLUAZ模型和Müller等[34]开发的基于蒙特卡洛优化

计算方法的氮转化模型[35]。分析计算方法和数值优

化方法对 15N 标记物种类的选择以及培养时间长短

都有各自的要求。分析计算方法中标记 NH4
+-N 库常

用(15NH4)2SO4，也有些学者使用
15NH4Cl。标记NO3

–-N

库常用 K15NO3，这样选择的目的就是为了避免发生

底物激发效应，从而达到准确测定氮初级矿化和硝化

速率的要求。当(15NH4)2SO4标记 NH4
+-N库时，15NH4

+

不是土壤矿化过程的底物，因此不会高估初级矿化速

率，但是因其加入的 NH4
+-N是初级 NH4

+-N消耗过程

的底物，因而不可避免地高估初级 NH4
+-N消耗速率；

当 K15NO3标记 NO3
–-N 库时，15NO3

–亦不是土壤硝化

过程的底物，不会影响对初级硝化速率的测定[36]。

可见，分析计算方法中使用 15NH4NO3 和 NH4
15NO3

作为标记物是不合适的。与此相反，数值优化方法则

大多使用 15NH4NO3和 NH4
15NO3作为标记物，因其

具有强大的计算机分析能力，可以尽可能减少底物所

带来的激发效应。从严格意义上说数值优化方法并不

是 15N稀释法，而是 15N示踪法[36]。 

此外，15N标记物种类的选择与土壤施肥与否密

切相关。对于长期施氮肥的农田土壤，如果反映的是

施氮肥对土壤氮素初级转化速率的影响，那么NO3
–-N

库的标记可以选择 NH4
15NO3 或者 (NH4)2SO4 和

K15NO3，因为 NH4
+-N加入对硝化的激发作用就是研

究的目的之一；对于森林土壤，因为其基本上不施肥，

氮输入量较少，都来自于大气氮沉降以及凋落物分

解，因此 NO3
–-N库的标记物以 K15NO3最佳，同样地，

当农田土壤不施肥期间，NO3
–-N 库的标记物选择与

不施肥的森林土壤一致，避免 NH4
+-N 加入激发硝化

过程，不能代表土壤实际的氮转化状态。 

3  初始取样时间 

由于土壤会发生非生物固定 NH4
+-N，其中黏土

矿物固定 NH4
+-N非常迅速，可以固定加入的 15NH4

+-N

的 10% 以上[37–38]。Davidson 等[13]发现草地土壤灭

菌后，在 15 min之内土壤非生物固定了 30% 以上的
15NH4

+-N。所以，不是加入的 15N 都参与了氮的生物

转化，此外外源 15N与土壤 14N的平衡也需要一定的

时间，因此使用同位素稀释法测定氮的初级转化速率

时，必须确定一个合理的初始取样时间(同位素稀释

法的 0时值，t0)来计算初级转化速率。许多研究并没

有设定初始取样时间，因此他们的测定结果不能代表

土壤真实的氮素转化速率[12–13,18,39]。 

Murphy 等[18]把初始取样时间(t0)定为
15N 标记

后 2 h，这样有足够的时间发生 15N的非生物固定和

外源 15N与土壤本底 14N的平衡。不同的土壤所需的
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时间不同，所以初始取样时间(t0)是可变的，在粗质

地土壤中加入 15N后的 1、2 和 4 h取样，所测得的

氮初级矿化速率没有显著的区别。在黏粒含量高且团

聚体多的土壤中，为了提高 15N分布的均匀性，常常

要在 24 h 后进行初始取样[12,18]。Willison 等[26]发现

使用硅粉–15N标记的NO3
– 混合物测定初级硝化速率，

外源 15N与土壤 14N达到平衡需要 48 h。可见，初始

取样时间一般在标记物加入后 0.25 ~ 24 h比较适宜。 

4  小结 

同位素稀释法是测定土壤中营养元素初级转化

速率最重要的方法之一，已经被广泛地用来测定土

壤氮的初级转化速率，然而，15N标记方法研究土壤

中氮的初级转化速率仍然存在较大的不确定因素。

如何将 15N 均匀地标记于土壤中仍然是一个亟待解

决的问题，此外，加入的 15N 会影响土壤的理化性

质和微生物活性，这些都是目前该方法面临的难题，

不克服这些问题就会使测得的氮初级转化速率偏离

真实值。所以，在采用该方法研究土壤氮初级转化

速率时，需要依据土壤性质确定合适的标记方法、

氮用量、15N丰度、氮化合物种类和合适的初始取样

时间，这样才能更准确地测定土壤初级转化速率，

进而更真实地表征土壤氮素的实际周转状况。 
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Abstract: Several key techniques in calculating gross N transformation rates by 15N dilution methods were reviewed in this 

paper. Such techniques include methods of applying 15N to soil, amount, enrichment and types of 15N addition, and initial 

sampling time. Only when these techniques were applied reasonably under particular conditions, 15N dilution methods could be 

successfully to quantify gross N transformation rates and to understand the fundamental processes that regulate individual 

microbial N pathways. 
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