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摘  要：微扩散法是测定氮转化过程中铵态氮、硝态氮的 15N稳定同位素的重要方法。自 20世纪 50年代 Conway

提出微扩散法的基本原理后，随着分析技术的迅速发展，微扩散法与质谱仪测定技术相结合，被广泛应用在环境、生

态和农业领域中土壤、水体等样品的测定。虽然微扩散法与传统蒸馏法相比优点明显，但其测定结果的准确性、精密

性仍受氮回收量、同位素分馏、外源性和内源性的杂质氮污染等因素的影响。如何优化扩散体系，提高测定的准确度

是当前微扩散法应用的关注重点。本文综述了影响微扩散法的多种因素，并总结了优化微扩散体系的方法，以期推动

微扩散法在我国氮素转化研究中的应用。 
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稳定同位素示踪技术是当前环境、生态和农业各

领域研究中的一项重要技术。15N稳定同位素作为一

种示踪剂，已被广泛应用于陆地和水生态系统的氮转

化研究[1–2]。无机态氮作为氮转化过程的重要形态，

其 15N丰度的测定(特别是 NH4
+ 和 NO3

–)尤其重要[3]。

目前通用的无机氮测定方法是杜马法(Dumas)：首先

从固体或液体样品中提取出 NH4
+ 和 NO3

– 后，在与元

素分析仪联用的质谱仪(EA-IRMS)上经过一系列燃

烧、氧化和还原过程，将其转化为 N2，最后纯化后

的 N2经质谱测定其
15N 丰度[4]。如何有效、快速、

定量地从样品中提取NH4
+ 和NO3

– 是杜马法的关键步

骤。传统常用的方法是蒸馏法(Kjeldahl distillation)，

但该法需专门的设备和熟练的操作人员，操作过程费

时费力，对样品的氮量要求较高，而且蒸馏过程中易

发生样品间的交叉污染[5]。近年来，一种通过微扩散

(micro-diffusion)的方法提取样品中的NH4
+ 和NO3

– 被

国外学者广泛采用。与蒸馏法相比，该法操作明显简

化，样品制备步骤简单，样品间不易交叉污染，对氮

量要求较低，不但适用于自然丰度的样品测试，也适

合测定高 15N 丰度的示踪样品[5–7]，还能避免高温蒸

馏过程中引起的有机氮分解和同位素分馏。在国外，

微扩散法已逐渐替代了传统的蒸馏法，但在国内该法

在 15N稳定同位素样品测定上的应用仍很有限。本文

将着重围绕微扩散法的基本原理、影响微扩散法测定

结果的主要因素、优化微扩散法的方法及其在 15N稳

定同位素示踪和氮转化研究中的应用前景几方面分

别介绍。 

1  微扩散法的基本原理  

早在 1939 年，Conway 和 Cooke[8–9]就提出了应

用微扩散的方法可定量测定血液、尿液等样品中的有

机氮含量，并在 1957 年进一步总结阐述了微扩散法

的原理、主要步骤和注意事项。随后，Brooks 等[5]

及 MacKnown和 Van Sanford[10]首次将微扩散法应用

在土壤样品的 15N稳定同位素测定上。在 1990—2010

年期间，学者们对该方法做了一系列的改进，不但进

一步简化其操作步骤、缩短操作时间，而且提高了测

定结果的准确度和精密度，同时拓宽了该方法的使用

范围，提出了适合不同类型样品(高丰度或自然丰度

样品，土壤、植株或海水样品，甚至富含有机氮的样

品)的微扩散方法体系[11–14]。 

微扩散法是在一个较小体积的密闭反应容器内
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(通常为 200 ~ 600 ml)，加入一定量的样品(10 ~ 400 ml)

后，通过添加 MgO、NaOH 等碱性试剂，调节样品

溶液的 pH 为弱碱性，使 NH4
+ 转化为 NH3，并在其

挥发释放过程中，被含弱酸性吸收液(硼酸、稀硫酸、

KHSO4等)的玻璃纤维或滤纸(5 ~ 20 mm)所吸收的过

程[4–5, 9, 14]。整个扩散过程所需的时间视具体样品和

扩散条件而定，可从若干小时到 10 天不等。扩散可

在常温下(20 ~ 25℃)静置进行，也可通过加热或震荡

的方法加速扩散过程。对于 NH4
+，可在样品中直接加

入 MgO等碱性试剂；对于 NO3
–，则需要加入戴氏合

金(Devarda’s alloy)将其还原为 NH4
+，再进行扩散。扩

散完成后，将滤纸片小心取出，在无氨的环境中干燥

后，放入锡杯中包好，通过 EA-IRMS测定滤纸的 15N

稳定同位素比值，即为样品的 15N稳定同位素比值。 

2  微扩散法的主要影响因素 

与传统的蒸馏法相比，微扩散法优点明显，但要

实现对不同类型 (土壤、水体等)、浓度、丰度的样

品中 15N稳定同位素比值的准确测定，需在几个方面

进一步探讨和改进：①如何提高样品中的氮回收率，

减少扩散过程中的同位素分馏？②如何降低扩散过

程中杂质氮的污染，并选择合适的方法校正？③如何

优化扩散体系，缩短扩散所需时间？ 

2.1 氮回收量和同位素分馏  

在微扩散过程中，NH4
+ 在碱性溶液中释放出

NH3，较轻的
14N往往会先于 15N挥发出来，因此在

样品中的氮量无法完全回收的情况下，其产生的同位

素分馏效应会造成测定值低于实际值。早期有研究指

出样品中的氮量应尽量完全回收，以减少同位素分馏

造成的误差[15]。事实上，要实现氮量的 100% 回收

非常困难。微扩散过程是在密闭容器中进行，加入碱

性试剂后的放热效应，会在瓶壁和瓶盖处出现冷凝小

水珠，这些小水珠会和滤纸片竞争吸收 NH3，降低氮

的回收量[7]。那么，氮量回收不完全引起的同位素分

馏是否一定对测定结果有显著影响呢？Jensen[16]发

现，随着培养时间的延长，样品中的氮的回收量会显

著升高，但样品的 15N 丰度并无明显变化；Stark 和

Hart[14]在比较悬挂法和扩散包法时发现，同样培养条

件下悬挂法的氮回收量显著低于扩散包法，但校正后

两种方法得到的 15N atom% 值无明显差异；Sigman

等[17]在用扩散法测定海水中硝酸盐的 δ15N 值时也发

现，氮量回收不完全引起同位素分馏的误差可忽略不

计。扩散过程中的同位素分馏，并不一定是氮回收量

不完全所致，扩散距离长短、扩散速度快慢等因素，

也会产生同位素分馏。因此，在仅需测定样品 15N丰

度的情况下，100% 的氮回收量并非必要。当然，过

低的氮回收量引起的同位素分馏产生的误差的确不

可小觑，Holmes 等[21]运用扩散法测定大体积、低氮

量的海水样品中 NH4
+ 的 δ15N值时，发现培养时间长

短、样品体积变化都会显著影响 δ15N 值，加长培养

时间或减少样品体积，都可以提高样品中的氮回收

量，减小测定值和理论值的差距，因此低氮量的样品

在扩散过程中应尽量提高其氮回收量，减少同位素分

馏效应。此外，测定样品中总无机氮的丰度时，如果

样品中 NH4
+ 和 NO3

– 的 15N丰度相差较大，由于在扩

散体系中 NH4
+ 是先于 NO3

– 释放出来，这种情况下氮

量回收不完全是会引起严重的测定误差[18]。  

对微扩散法的实际操作略加改进，可以有效提高

样品中的氮回收量。由于在一定范围内氮回收量和扩

散时间呈正比，延长扩散培养时间可有效提高氮回收

率[7, 14, 16]。选择对 NH3吸收能力较强的酸性试剂，或

增加滤纸上的酸的用量或浓度，也可以有效提高氮回

收率。常见的吸收剂有稀硫酸、KHSO4 和硼酸，同

等体积下(10 μl)，2.5 mol/L的 KHSO4能吸附 350 μg 

N，而 5 mol/L的 H2SO4最多可吸附 1 400 μg N[5]。使

用水或盐溶液提取植株、土壤等固体样品的无机氮

时，含 K+ 的盐溶液较水溶液更能增加氮回收量，这

是因为水提液会在滤纸上积累过多水分，水珠的回滴

会损失部分氮[16]。减少 NH3的泄漏也可提高氮回收

量，由于 NH4
+ 释放为 NH3 的过程极为迅速，加入

MgO 等碱性试剂后应迅速盖紧瓶盖以减少氮的损

失；戴氏合金将 NO3
– 还原为 NH4

+ 的过程产生的 H2

会增加瓶内气压造成部分 NH3泄漏损失，使得 NO3
– 

的氮回收量往往低于 NH4
+[7]。目前常见的微扩散体系

有悬挂法和扩散包法，扩散包法因加液量大、密封良

好、震荡并倒置培养，可减少漏气、其他吸收源竞争、

水分过饱和等造成的氮损失，因此氮回收量高于悬挂

法[14]。对于低氮浓度的样品，除延长培养时间、加

大体积量、使用扩散包法等，也可以通过人为增加样

品中的含氮量，来提高氮的回收率[11]。 

2.2 杂质氮的干扰和校正方法的选择  

除了氮的回收量和同位素分馏效应外，外源或内

源性的杂质氮干扰也会影响微扩散法测定结果的准

确性。外源性的杂质氮主要来自于扩散过程使用的试

剂(KCl、水、戴氏合金、MgO等)、扩散器具(滤纸、

瓶子等)和大气环境中的微量 NH3；内源性的杂质氮

主要是样品中的可溶性有机氮(DON)[5–6, 14, 17, 19]。因

此，在操作上减少或避免杂质氮的干扰，并采用合适

的方法校正测定结果，有助于提高微扩散法的准确度
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和精密度。 

微扩散法使用水或 KCl 等溶液提取样品中的无

机氮，添加 MgO 等碱性试剂调节样品的 pH，对于

NO3
– 还需加入戴氏合金将其转化为 NH4

+。但诸多研

究表明，KCl、戴氏合金和 MgO 中都存在不同含量

的杂质氮。Jensen[16]在 50 ml 2 mol/L的 KCl溶液中

检出 8 μg的氮，张英利等[20]在多个批次不同品牌的

KCl试剂中检出 1.7 ~ 49.1 mg/kg的氮，这些氮多以

NH4
+ 或 NO3

– 的形态存在，对扩散法的测定结果有直

接影响；戴氏合金也含有一定量的杂质氮，Stark 和

Hart[14]在不同厂家不同批次的 0.4 g 合金中检出 3 ~ 

24 μg N，Sigman等[17]发现虽然不同品牌不同批次合

金的含氮量差异大，但其 δ15N 值较稳定，对两个品

牌合金的多次测定结果为 –7.5‰ ~ –6‰；此外，配

制溶液的蒸馏水，加入的 MgO粉末也可能含有微量

的氮。因此，为减少试剂中杂质氮的干扰，应尽量使

用优级纯的试剂和不含氮的蒸馏水(如：超纯水)，对

于 KCl、合金和 MgO等试剂的用量应根据样品的具

体情况进行优化，并尽量使用同一厂家同一批次，

研磨过筛成较细的粉末(过 300 目筛)以保证其均一

性，对于 KCl和 MgO可通过高温灼烧(450 ~ 600℃)

减少杂质氮，但戴氏合金若高温加热反而降低其还

原性[17, 21]。  

微扩散法使用酸化的滤纸吸收样品中释放的

NH3，玻璃纤维滤纸(glass-fiber filter)和纤维素滤纸

(cellulose filter)是常用的两类滤纸，但玻纤滤纸因燃

烧后易在氧化管中熔化累积，已渐渐被纤维素滤纸取

代[18]。为减少杂质氮的干扰，滤纸一般是无灰级的

定量滤纸，但仍有微量的 NH4
+ 和 NO3

– 残留，两张直

径 7 mm 的 Whatman no. 2 纤维素滤纸上可检出约

0.16 μg N。通过石英水水洗后高温烘干的方法，可除

去滤纸上的杂质氮[7, 14]。    

与蒸馏法相比，为减少样品间的交叉污染，微扩

散法通常使用一次性的容器。如果不能使用一次性容

器，则需彻底清洗以防止器皿上残留氮对样品的污

染。通常玻璃类的器皿，建议使用 0.2 mol/L H2SO4 浸

泡过夜后，自来水反复冲洗、蒸馏水润洗后烘干；塑

料类和不锈钢类器皿建议使用 0.05 mol/L 新鲜配制

的 KOH浸泡过夜后，水洗烘干；为混匀扩散体系而

加入的玻璃珠也需事先经过酸洗；取用滤纸的镊子，

每次夹取前需依次浸入 0.1 mol/L H2SO4和超纯水并

干燥后方可使用[6, 19]。微扩散的操作应在无水乙醇

擦拭过的干净铝箔纸上进行，并使用洁净的一次性

手套。  

大气环境中也含有极微量的 NH3，可能干扰样品

的测定。因此，整个微扩散操作过程应尽量在无 NH3

的环境下进行。在滤纸上滴加酸性溶液后，应减少其

暴露在大气中的时间，尽快转入扩散培养瓶中[4]。已

吸收了样品所释放的 NH3的滤纸片，应在无 NH3的

环境下干燥(盛有浓硫酸的真空干燥器或冷冻干燥)

后再包样。 

内源性杂质氮的主要来源是样品中的可溶性有

机氮(如：葡萄糖胺、氨基酸等)。在高 pH、较高温

度下进行长时间扩散培养，样品中可溶性有机氮会降

解为 NH3，直接干扰测定
[17]。Mulvaney 和 Khan[22]

在不同扩散培养时间对有机氮含量较高的土壤取样

发现，随着培养时间的延长，样品的 15N丰度先升高，

渐趋向平稳后又逐渐下降，推测是样品中的可溶性有

机氮降解为 NH3稀释了样品的实际丰度。Holmes等[21]

发现扩散培养温度过高 (≥50℃ )会促进样品中的

DON 分解，Sigman 等[17]还发现加入过多的 MgO 或

戴氏合金，也会促进 DON分解。因此，对于有机氮

含量较高的样品，应优化扩散体系，MgO、戴氏合

金用量适度，并尽量在室温下培养，样品体积也不宜

过多以缩短完成扩散所需的时间，还可增加提取液中

的盐浓度(如：4 mol/L KCl)或增加酸的用量或浓度来

加速扩散[17, 22]。此外，样品中的 DON可通过离子交

换树脂去除；对于仅测定 NO3
– 的样品，可通过加入

茚三酮将氨基氮转化为 NH3，也可加入一定量 MgO

后，在 65℃下预培养一段时间以除去样品中的有机

氮[17]。  

对于需要同时测定 NH4
+ 和 NO3

– 的 15N 值的样

品，建议尽量将样品分成两份，分别测定其 NH4
+ 和

NO3
– 的 15N 值[16]。如果需用同一份样品顺序测定，

即先加入 MgO 扩散培养后取出滤纸片测定 NH4
+ 的

15N 值，再放入新的滤纸，并加入戴氏合金和 MgO

测定 NO3
– 的 15N值，需注意 NH4

+ 残留对 NO3
– 的测定

干扰，应待 NH4
+ 扩散完全后再换入新滤纸[14]。 

要准确测定样品中 15N的丰度，除了在操作上尽

量减少外源、内源杂质氮的干扰外，可通过设置空白

对照，并选用合适的方法校正测定结果。空白对照一

般为不添加样品的提取液，在相同条件下扩散培养，估

测体系中的杂质氮量。一般选用公式(1)进行校正[14, 23]： 

m s+b b b
s

s+b b

E M M E
E

M M





    (1)  

式中：Es是校正后的样品
15N 丰度值；Em是实际测

定的样品 15N值；Ms+b是包含了杂质氮量和样品实际

氮量的总氮量；即空白对照氮量和样品氮量的总和；

Mb是空白对照的氮量；Eb是空白对照的
15N 值，氮

量的值可以是 μg，也可以是质谱仪上的信号值(mV
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或 nA)[23–24]。针对该方法未能充分考虑同等培养时间

内空白对照中的氮回收率可能远低于样品，即 Mb值

不准确，甚至可能影响 Eb值的准确性。Stark和Hart[14]

提出了另一种校正方法(公式(2))：通过已知丰度和浓

度的标准样品，在非扩散条件下的 15N值和扩散条件

下的 15N 值，来计算扩散体系中空白对照的氮量 Mb 

(公式(2))，即杂质氮量。 
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b
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          (2) 

式中：Mstd 是标准样品的已知含氮量；Estd 是通过将

标准样品直接滴加在酸化滤纸上，测定得到的 15N丰

度，即非扩散条件下标样的 15N 丰度；Em是扩散条

件下标样的 15N 丰度；Eb是空白对照的
15N 值(假定

为 0.366 3 atom%)。再将计算得到的空白氮量 Mb代

入公式(3)，就得到校正后的样品 15N丰度值 Es。 

 b m b
s m

s

M E E
E E

M


               (3) 

式中：Es为校正后的样品的
15N 值；Ms为未扩散培

养前样品的含氮量。Stark 和 Hart[14]建议，原有的校

正方法更适合氮量基本 100% 回收的扩散体系，而

在氮量回收不完全的扩散体系中，使用第二种校正方

法更为合适。此外，由于样品中氮的浓度和丰度可能

存在较大的差异，Lory和 Russelle[7]建议可配置一系

列不同浓度、丰度的标准样品，绘制出标准曲线来校

正样品的测定值，可进一步提高准确度。 

2.3 微扩散体系的优化  

与蒸馏法相比，微扩散法简化了操作流程，也无

需特定设备，但微扩散法周期较长，往往要在常温下

培养 5 ~ 10天，长时间的培养可能引起样品中可溶性

有机氮分解，因此如何加快扩散过程、缩短扩散所需

时间，一直是备受关注的问题。一般来说，影响扩散

速度快慢的主要因素是样品体积和扩散容器的大小

形状，其次培养温度、pH、溶液中的离子强度(如：

K+、Na+、CO3
2–、OH–)和操作上的改进也会影响扩散

速度[7, 9]。 

早在 1957年，Conway[9]就指出样品的表面积和

体积的比值是决定扩散速度快慢的关键。也就是说，

同样体积的样品置于大容积的培养瓶中扩散速度最

快；相同体积的培养瓶，直径大的瓶子扩散速度快；

相同培养瓶中小体积样品扩散快。低氮浓度的样品

(如：海水样品)往往需大体积量才能满足测定需要，

由于大体积的样品需较长时间完成扩散，除使用更大

体积的培养瓶提高扩散速度，还可以预浓缩提高样品

中氮的浓度，但浓缩倍数不宜过高，因样品 pH可能

随浓缩而降低，反而不利于扩散过程。Sigman 等[17]

建议海水样品的浓缩体积应为初始体积的 15% ~ 

25%。 

升高培养温度、提高样品溶液的 pH或溶液中的

离子强度也会加快扩散进程。Khan等[6]通过加热(45 ~ 

50℃)的方法实现在 1.5 ~ 5 h内对 10 ~ 20 ml 含 4 mg 

N土壤提取液的完全扩散回收，在 5 ~ 8.5 h内对 50 ~ 

100 ml 含 2 mg N 土壤提取液的扩散回收，扩散时间

从至少 1 天以上缩短为 1 ~ 8 h。但他同时也指出，

培养温度不宜过高，超过 50℃后虽然扩散速度较之

前有所提高，但氮回收率下降，超过 55℃后不但氮

回收率继续减少，扩散速度反而下降，这是因为高温

产生的大量冷凝水可能竞争并降低酸吸收 NH3 的能

力。Sigman 等[17]进一步指出，过高温度下样品内的

可溶性有机氮易降解，会影响测定结果。不同样品的

最适培养温度差异大，Mulvaney 等[19]发现当温度超

过 30℃，土壤样品的可溶性有机氮易分解，因此应

根据所测样品的自身特点筛选最适培养温度。微扩散

法需要加入碱性介质(如：MgO、NaOH、Na2CO3)调

节样品溶液的 pH，较高的 pH 不但可促进 NH3的释

放扩散，还可促进 NO3
– 转化为 NH4

+ [7, 17]。MgO因其

碱性温和最为常用，NaOH 的碱性虽强于 MgO，但

易降解有机氮，Na2CO3一般用于调节 pH 较低的样

品溶液。加大碱性物质的用量可有效提高样品溶液

pH，但有研究发现，调节水体样品的 pH 至 9.7，土

壤样品提取液的 pH至 10.5后，再升高 pH，NO3
– 转

化速度和 NH3扩散速度都没有明显变化
[17]。而且，

加入过多的碱性物质可能带入较多杂质氮，反而影响

测定结果。通过添加 KCl、K2SO4等盐溶液也能提高

样品溶液的离子强度，这些盐离子可通过水合作用结

合水分子，降低其活性，推动(4)式向右进行，促进

NH3的释放
[9]。常用几种盐溶液的扩散速度大致为：

水<1 mol/L KCl = 0.5 mol/L K2SO4 < 2 mol/L KCl < 4 mol/L 

KCl[19]。虽然提高样品溶液的盐浓度可加快扩散，但

过高的盐浓度也会促进可溶性有机氮降解，而且 KCl

等试剂中也含有不可忽视的杂质氮量。一些其他盐溶

液(如：K2CO3和 K2B2O4)虽能促进 NH3的释放，也

会增加可溶性有机氮的干扰，使用前需反复评估[25]。 

4 3 2NH OH NH H O              (4) 

此外，与静置培养相比，适度的摇床震荡或搅拌能

促进扩散进程，还可以减少壁上的冷凝水附着，增加氮

回收量。Lachouani等[26]采用 37℃ 下摇培(100 r/min)，

将扩散所需时间从 5天缩短为 3天。但若采用悬挂滤

纸法扩散培养时，应注意摇床速度不宜过高，否则溅

起的样品溶液易污染滤纸片。由于 MgO和戴氏合金
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几乎不溶于水，在扩散体系中加入玻璃珠，可辅助混

匀试剂促进扩散进程。还可在扩散体系中放入两片滤

纸片，增加吸收面积，来促进扩散、增加氮回收率[18]。 

综上所述，不难看出温度、pH 的升高，KCl、

戴氏合金等试剂用量的增加是可以加快扩散反应进

程，但也可能带来外源或内源性的杂质氮干扰。因此，

优化扩散体系不只单纯加快速度缩短时间，而是综合

考虑扩散速度、试剂用量、杂质氮干扰三方面因素，

并根据样品的特点选择最适合的扩散培养条件。值得

指出的是，目前 MgO和戴氏合金的用量通常为 0.2 ~ 

0.4 g，对于大部分样品，这个添加量是过量的，由于

MgO 和戴氏合金中含有一定量的杂质氮，可根据样

品类型酌情减少用量；不同温度条件下二者的添加量

也有区别，温度高所需的用量相对少[17]；但对于一

些有机氮含量高且成分复杂的样品，如：污水、排泄

物等，由于样品中可能存在某些还原性有机物或金属

螯合物，添加量可能不足，Mulvaney和 Khan[22]就发

现需在 25℃ 下加入 1.5 g戴氏合金，或在 45 ~ 50℃ 

下加入 0.9 g合金，才能完成对 4 mg 无机氮的扩散

回收。 

3 微扩散法的应用前景 

在国外，目前微扩散法已基本取代蒸馏法，广泛

用来提取土壤、水等样品中的 NH4
+ 和 NO3

– 并测定其

δ15N值或 15N丰度。但在国内，微扩散法在无机氮 15N

稳定同位素上的应用并不多见，且主要集中在水体样

品的测定上。肖化云和刘丛强[27]结合离子交换色层

法–微扩散法对地下水的 NO3
– 的 δ15N 值分析测定，

发现在 50℃ 时扩散 10天，氮回收率达 95% 以上，

且不会引起氮同位素分馏；胡婧和刘卫国[28]运用微扩散

法测定了水体中的NH4
+ 的 δ15N值，发现 1.50 mg/L的氯

化铵溶液 400 ml，在室温下扩散 14 天，氮回收率

>95% 且不产生氮同位素分馏；并进一步将其用于研

究水体中无机氮的污染来源[29–31]；孙建飞等[32]将微

扩散法应用于土壤 15N示踪试验中NH4
+ 和NO3

–  的测

定，提出适用于丰度和含氮量变化较大的示踪样品的

微扩散体系；Zhang等[24]将微扩散法与其他方法相结

合，提出了适用更小体积(5 ~ 10 ml)、更低 NH4
+ 浓度

(15 ~ 60 μmol/L)样品的 15N测定方法。考虑到蒸馏法

存在的局限性，推广微扩散法的应用，不但可简化操

作，节约人、物力，更可提高测定结果的准确性和灵

敏度。  

近年来在无机氮的 15N稳定同位素测定上，各种

更灵敏的新方法不断被报道，例如：通过一系列化学

反应将无机氮(NH4
+、NO3

–、NO2
–)转化为 N2O，测定

其 15N丰度的化学转化法[3, 33]；利用不含 N2O还原酶

的反硝化菌将 NO3
– 转化为 N2O的反硝化法

[34–35]；运

用铬和叠氮钠将自然丰度样品中的 NO3
– 转化为 N2O

的化学法[36–37]等等。这些方法基本通过将无机氮转

化为 N2O 气体，在与微量预浓缩装置联用的质谱仪

上测定 N2O 中的氮、氧同位素比值。虽然这些方法

的灵敏度显著优于微扩散法，但样品的预处理往往较

为繁琐，涉及微生物的培养和大量试剂的配制，有些

反应还会生成剧毒的中间产物(如：HN3)，而且样品

在质谱仪上的测定时间长(≥30 min)，测定过程需不

断添加液氮，成本较高；而微扩散法操作简单、安全，

样品是在联用元素分析仪的质谱仪(EA-IRMS)上测

定，所需测定时间短(≤10 min)，测试成本较低，适

合大批量样品测定。此外，微扩散法可与化学法或反

硝化法相结合，发展出适合不同类型样品的更高灵敏

度的测定方法：Zhang等[24]针对酸性森林土壤的 KCl

提取液中存在某些还原物质，难以用化学法(BrO–和

NH2OH)将NH4
+ 还原为N2O的问题，将土壤中的NH4

+ 

首先用微扩散法释放出来，再用化学法将滤纸片上的

NH3 转化为 N2O，测试灵敏度达 μmol/L 级别；

Lachouani 等[26]用微扩散法将微量(≥12.4 μmol/L)的

NH4
+ 从土壤中提取出来，再通过反硝化细菌或化学

转化的方法将其转化为 N2O。由此可见，微扩散法作

为一种已发展多年、较为成熟的无机氮的提取方法，

不但适合于示踪培养试验中大批量样品的 15N 丰度

测定，也可与新的方法结合，发展出适用自然丰度样

品的更为灵敏的 δ15N 值的测试方法，仍是一种极具

应用潜力的方法。  

4  结论 

在铵态氮、硝态氮的 15N稳定同位素测定上，微

扩散法已逐渐替代传统蒸馏法，但其扩散过程受氮回

收量、杂质氮等因素影响。100% 的氮回收率并非必

要，但提高氮回收量可减少氮同位素分馏，采用扩散

包法、适当延长培养时间、优化样品体积，选择合适

的酸吸收剂和盐溶液可有效提高氮回收量。外源性

(扩散试剂、器具和大气环境)和内源性(样品的 DON)

的杂质氮会影响微扩散法的结果准确性，外源杂质氮

可通过使用优级纯试剂、优化其用量、高温加热等方

法，减少试剂中的杂质氮，并充分清洁各种器具以减

少氮残留和交叉污染；内源杂质氮主要是样品中

DON 的降解，可通过对培养温度、培养时间、MgO

和戴氏合金用量的综合优化，或通过预处理去除
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DON，来减少干扰。此外，选择合适的校正方法也

有助于减少杂质氮对测定结果准确性的影响。最后，

扩散体系的优化不只是加快扩散速度、缩短培养时

间，而应综合考虑扩散速度、试剂用量、杂质氮干扰

三方面，根据样品的特点选择最合适的扩散培养条

件。总而言之，微扩散法较蒸馏法优点明显、前景广

阔，可广泛应用于无机氮 15N稳定同位素的测定，若

与其他新方法相结合，还会极大地提高测定方法的灵

敏度和准确度。 
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Abstract: Since Conway first outlined fundamental principles of micro-diffusion technique in 1957, it was then adapted to 

prepare samples for 15N isotope measurements. Currently it has been widely developed for nitrogen isotope measurements on 

ammonium (NH4
+) and nitrate (NO3

–) in solid and aqueous samples. Compared with traditional distillation method, micro-diffusion 

technique is advocated because it eliminates cross contamination and requires less operator skill and time. However, the accuracy 

and sensitivity of this technique is still limited by some factors, including N recovery, isotopic fractionation and blank size. 

Another main limitation of micro-diffusion is that the results can’t be obtained immediately because diffusion is typically 

performed for at least one to several days. Thus, how to improve the sensitivity and accuracy of this technique and accelerate the 

diffusion process have become key research focuses. In this paper, aiming to promote using micro-diffusion technique in research 

of soil nitrogen transformation, the primary principles and factors impacting this technique were briefly summarized and 

introduced. 
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