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摘  要：亚硝态氮(NO– 
2 -N)是土壤硝化和反硝化过程中很重要的一种中间产物，与土壤中含氮气体的产生密切相

关。NO– 
2 -N在土壤中的转化极其迅速，尤其在强酸性条件下 NO– 

2 -N极不稳定，2 mol/L KCl溶液提取过程中会大量发

生分解。为了更准确地研究酸性土壤中的 NO– 
2 -N变化，必须选择合适的提取剂，以实现土壤中 NO– 

2 -N的高效提取。

本文采用 15N标记方法，系统比较了不同方法提取土壤 NO– 
2 -N和 NH4

+-N 的回收率，提出了改进措施。结果显示：调

节强酸性土壤初始 pH为 6.0和 8.0处理，经 2 mol/L KCl溶液提取，提取液的 pH分别保持在 4.8和 5.8左右，显著高于

对照(3.8)。pH与振荡时间对酸性土壤 NO– 
2 -N和 NH4

+-N的回收率存在显著的交互影响。振荡时间 30 min以内，pH 6.0

和 pH 8.0处理，NO– 
2 -N的回收率最高；而振荡时间为 30 min时，未调节 pH和 pH 6.0处理 NH4

+-N的回收率最高。综合

考虑，提取土壤无机氮时，土壤/KCl悬浮液的 pH保持在 5.0 ~ 6.0，振荡时间 30 min，能同时满足对土壤 NO– 
2 -N和 NH4

+-N

的提取。对于强酸性土壤(pH<6.0)，本研究推荐使用 KCl溶液和 pH 8.4的缓冲液混合溶液(KCl溶液/缓冲液比为 4/1)作为

提取液(土/液比为 1/5)。对于 pH在 7.5以上的土壤样品，推荐使用 KCl溶液和 pH 7.5的缓冲液混合溶液(KCl溶液/缓冲

液比为 4/1)作为提取液(土/液比为 1/5)。对于 pH在 6.0 ~ 7.5的土壤样品，可以直接使用 2 mol/L KCl溶液提取。 
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亚硝态氮(NO– 
2 -N)是硝化和反硝化过程中很重要的

一种中间产物[1-2]，由于 NO– 
2 -N在土壤中的转化极其迅

速[3]，长期以来被大多数学者认为是瞬间产物，在土壤

氮的动态研究中经常被忽略[4-6]。但是当一些环境因素

导致 NO– 
2 -N的消耗速率低于产生速率时，NO– 

2 -N会在

环境中积累。土壤中积累的 NO– 
2 -N可能会引起一系列

的环境问题，NO– 
2 -N 具有一定的毒性，能降低血液的

载氧能力，导致高铁血红蛋白血症，甚至诱发硝化系统

癌变[7-8]，因此当土壤中的NO– 
2 -N进入水生生态系统时，

会对人类和其他生物的健康产生影响。此外，NO– 
2 -N

会与土壤中其他物质反应，生成 NO、NO2、N2O 和

CH3ONO等物质，可能会破坏平流层中的臭氧[9-11]，还

会引起对流层中臭氧的形成，导致酸雨、温室气体增多

等现象[1,12-13]。目前，NO– 
2 -N在食物、水体、土壤中的

来源及重要性愈加受到关注。准确地测定土壤中NO– 
2 -N

的含量，将有助于加深对土壤氮转化过程的认识。 

2 mol/L KCl溶液提取土壤无机氮是一种普遍使用

的经典方法，但在提取酸性土壤 NO– 
2 -N时，由于回收

率远低于 100%，土壤 NO– 
2 -N 含量会被大大低估[14]。

国内学者在研究土壤 NO– 
2 -N动态时，常忽略 KCl提取

剂的这一问题[8,15-17]。Stevens和 Laughlin[14]及 Homyak

等[18]尝试解决这一问题，已有的结果表明：当用去离

子水取代 2 mol/L KCl 溶液时，土壤/水悬浮液较土壤

/KCl悬浮液难过滤，而且水提取液储存过程中 NO– 
2 -N

更不稳定；改用 KOH溶液提高土壤/KCl悬浮液的 pH，

会明显增加 NO– 
2 -N的回收率，但是由于酸性土壤具有

较强的缓冲能力，振荡后提取液的 pH仍会下降，NO– 
2

-N 还是会有所损失，而且此方法操作繁琐，增加了试

验的时间。另外，pH较高的条件下，容易发生氨挥发

损失，所以需要综合考虑提取条件，以实现土壤样品

NH4
+-N、NO– 

3 -N、NO– 
2 -N的同时提取。 

为此，本文选用 5种不同 pH的土壤，研究了不

同 pH、不同提取时间对于酸性土壤中 NO– 
2 -N、NH4

+-N

回收率的影响；同时研究了不同缓冲溶液对于土壤
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/KCl悬浮液 pH的调节能力，以期简化 KOH溶液调

节土壤/KCl悬浮液 pH的繁琐过程，改进土壤 NO– 
2 -N

提取方法，同时满足 NH4
+-N、NO– 

3 -N的提取要求。 

1  材料与方法 

1.1  供试土壤 

选取 5种不同 pH的土壤，分别为江西双圳林 

场红壤(SZ，pH水 4.5)、江西龙虎山水稻土(LHS，pH水

5.2)、江苏宜兴水稻土(YX，pH水 6.2)、内蒙古锡林

浩特栗钙土(NM，pH水7.4)和四川盐亭紫色土(YT，

pH水 7.8)。采样深度为 0 ~ 15 cm，过 2 mm筛后，

一部分于 4℃保存备用，另一部分在室温下风干，

测定土壤理化性质。供试土壤的主要理化性质见

表 1。  

表 1  供试土壤基本理化性质 
Table1  Basic physical and chemical properties of tested soils 

土壤 pH(土/水=1/2.5) pHKCl(土/KCl=1/5) 有机碳(g/kg) 全氮 (g/kg) C/N NH4
+-N(mg/kg) NO– 

3 -N(mg/kg) NO– 
2 -N(μg/kg)

SZ 4.5 3.8 29.9 1.5 20.6 11.1 10.4 3.2 

LHS 5.2 4.1 7.9 0.8 9.9 8.2 5.0 5.1 

YX 6.2 4.7 11.2 1.3 8.6 1.0 4.1 18.5 

NM 7.4 6.9 16.4 1.6 10.2 2.0 11.1 83.2 

YT 7.8 7.1 25.9 1.4 18.9 2.0 7.0 32.9 

 
1.2  试验设计 

1.2.1  pH和提取时间对土壤中 NO– 
2 -N、NH4

+-N回收

率的影响试验     选取一种强酸性土壤(SZ，pH水

4.5)，称取新鲜土(相当于烘干土 20 g)置于 250 ml三

角烧瓶中。设置 pH 和提取时间交互处理试验，3 个

pH处理，即未调节 pH(pH 4.5左右)、pH 6.0、pH 8.0

处理，每个 pH处理再设置 4个提取时间，即振荡 10、

20、30、60 min，共 12个处理。每个处理分别设置
15 NO– 

2 -N和 15 NH4
+-N两组标记，即一组加入 Na15NO2

溶液(15N 丰度 2 atom%)，另外一组加入(15NH4)2SO4

溶液(15N丰度 5.34 atom%)，3次重复，共 72瓶。由

于酸性土壤中 NO– 
2 -N 背景值较低，为能准确地检测

NO– 
2 -N浓度和丰度的变化，本试验 NO– 

2 -N的加入量

为 3 mg/kg，与 Stevens 和 Laughlin[14]的研究相似；

而 NH4
+-N 的加入量参照了供试土壤 NH4

+-N 背景值

(11.1 mg/kg)，设置为 10 mg/kg。使用 KOH溶液调节

土壤/2 mol/L KCl 悬浮液 pH 到试验设定值(土/水

=1/2.5测定 pH)，迅速加入标记物后，马上按照预定

提取时间振荡提取，过滤后测定滤液中的 NH4
+-N、

NO– 
3 -N、NO– 

2 -N含量和 15 NH4
+-N、15 NO– 

2 -N中 15N丰

度，同时测定提取液 pH。 

1.2.2  pH 缓冲溶液调节提取液 pH 效果试验    配

制 pH缓冲溶液：将 1/15 mol/L的磷酸二氢钾溶液和

磷酸氢二钠溶液[19]按不同比例混合，配制成 pH 为

7.5、8.0、8.4的磷酸盐缓冲溶液。同时配制浓度为 2、

2.5和 3.33 mol/L的 KCl溶液。以 SZ、LHS、YX、

NM、YT 五种土壤为研究对象，每个土壤称取若干

份新鲜土(相当于烘干土 10 g)至 100 ml三角烧瓶中，

设置 3种处理：①对照，即不加缓冲液，直接加 50 ml 

2 mol/L KCl溶液后摇匀，静置，测定 pH，后置于摇

床，200 r/min，分别振荡 10、20、30、60 min后测定

pH；②10 ml缓冲溶液处理，即提取液为 40 ml 2.5 mol/L 

KCl溶液和 10 ml缓冲溶液混合溶液，其中 SZ和 LHS

加入 pH 8.4的缓冲溶液，YX加入 pH 8.0缓冲溶液，

NM和 YT加入 pH 7.5缓冲溶液，其余操作同①；③

20 ml缓冲溶液处理，即提取液为 30 ml 3.33 mol/L 

KCl溶液和 20 ml缓冲溶液混合溶液，其中 SZ和 LHS

加入 pH 8.4的缓冲溶液，YX加入 pH 8.0的缓冲溶

液，NM和 YT加入 pH 7.5的缓冲溶液，其余操作同

①。研究不同缓冲液处理对 pH的调节效果。 

1.2.3  土壤NO– 
2 -N动态试验    选取 SZ和YT两种

土壤，每个土壤称取新鲜土(相当于烘干土 10 g)，置

于 100 ml三角烧瓶中，共 45个瓶子，调节含水量至

40%WHC，预培养 3 d后，调节含水量至 60%WHC，

保鲜膜封口，扎孔保证通气，置于 25 ℃恒温箱培养，

并每隔 3 d 称重补水。在培养的 0、1、3、5、10 d

进行破坏性取样。设置 3种不同提取方法处理：①加

50 ml 2 mol/L KCl溶液(CK)；②加入 40 ml 2.5 mol/L 

KCl溶液和 10 ml缓冲液混合溶液(T1)；③加入 30 ml 

3.33 mol/L KCl溶液和 20 ml缓冲液混合溶液(T2)，

置于摇床，200 r/min，振荡 30 min后过滤，测定滤

液中的 NO– 
2 -N含量。 

1.3  分析方法 

NH4
+-N、NO– 

3 -N、NO– 
2 -N含量测定：使用连续流
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动分析仪(SKALAR SAN++)测定。15N 丰度测定：使

用同位素比值质谱仪(Thermo delta V plus)测定，其中
15 NH4

+-N中 15N丰度样品采用扩散法制备[20]，15 NO– 
2 -N

中 15N丰度样品采用 N2O产生法制备
[21]。土壤 pH测

定：采用 pH 计(METTLER TOLEDO S220 Seven 

Compact)测定。 

1.4  数据处理 

回收率计算： 

2 2

1 1

( 0.3663atom%)
100%

( 0.3663atom%)

Q A
R

Q A

 
 

 
 

式中：R 为回收率，%；Q1为加入的氮浓度，mg/kg；

Q2为提取测定的氮浓度，mg/kg；A1为添加的
15N

丰度，atom%；A2 为提取后测定的
15N 丰度，

atom%。  

测定得到的数据采用 Excel 2010进行数据处理，

使用方差分析(SPSS16.0)检验各处理间的差异显著

性，采用 Origin 8.0绘图。 

2  结果 

2.1  提取过程中土壤提取液 pH的变化 

表 1数据表明，2 mol/L KCl/土壤悬浊液 pH要

明显低于水/土壤悬浊液。试验 1供试土壤(SZ)2 mol/L 

KCl/土壤悬浊液 pH仅为 3.8。振荡 10 min时，不同

处理 KCl提取液的 pH均明显下降，pH 4.5、pH 6.0

和 pH 8.0处理的 pH分别为 3.8、4.8和 5.8(图 1)。之

后，提取液 pH相对稳定。 

 

图 1  不同振荡时间下提取液 pH 变化 
Fig. 1  Changes of pH values of extraction solutions under different 

shaking time 

 

2.2  不同 pH和振荡时间对酸性土壤NO– 
2-N、NH4

+- 

N回收率的影响 

试验结果表明，不同 pH处理的 NO– 
2 -N回收率

差异显著(图 2)。随着 pH的升高，NO– 
2 -N的回收率

也随之升高。未调节 pH处理(pH 4.5)，NO– 
2 -N回收

率仅为 21% ~ 63%；虽然振荡 10 min后，调节 pH

处理的 pH均大幅下降，但是 NO– 
2 -N回收率(>90%)

均显著高于未调节 pH处理。振荡时间也影响 NO– 
2 -N

的回收率(图 2)。随着振荡时间的增加，NO– 
2 -N回收

率下降，与振荡时间为 10、20、30 min相比，振荡

时间 60 min NO– 
2 -N回收率下降更多，这种现象在未

调节 pH处理尤为明显，其振荡 60 min后 NO– 
2 -N的

回收率仅为振荡 10 min 时的 30%。除振荡 60 min

外，pH 6.0和 pH 8.0处理间差异不显著，NO– 
2 -N回

收率均>92%。振荡 60 min时，pH 6.0处理 NO– 
2 -N

回收率显著低于 pH 8.0处理。双因素方差分析结果表

明，pH与振荡时间对 NO– 
2 -N的回收率存在显著的交

互影响。振荡时间 30 min以内，pH 8.0处理 NO– 
2 -N

的回收率最高，但是与 pH 6.0处理差异不显著。 

 

(图中不同小写字母表示不同 pH处理在同一振荡时间回收率差异

在 P＜0.05水平显著；不同大写字母表示同一 pH处理在不同提取

时间回收率差异在 P＜0.05水平显著；下同) 

图 2  不同 pH、不同振荡时间下 NO– 
2 -N 的回收率 

Fig. 2  Recoveries of NO– 
2 -N under different pH values and shaking 

time 
 

NH4
+-N的回收率与 NO– 

2 -N有所不同(图 3)。除振

荡 30 min处理外，调节 pH对 NH4
+-N的回收率影响

不大；而振荡时间对 NH4
+-N的回收率有显著的影响，

振荡 30 min NH4
+-N的回收率最高，显著高于其他振

荡时间，振荡 10 min和 20 min NH4
+-N的回收率最低。

双因素方差分析结果表明，pH与振荡时间对 NH4
+-N

的回收率存在显著的交互影响。振荡时间为 30 min，

未调节 pH和 pH 6.0处理回收率最高，显著高于其他

处理。 

2.3  缓冲溶液对土壤提取液 pH的影响 
加入缓冲液后，随着振荡时间的增加，所有供

试土壤的 pH均逐渐下降，特别是强酸性土壤(SZ)，

pH在振荡 10 min内就迅速下降，振荡 60 min后，
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加入 10 ml和 20 ml缓冲液处理，pH从开始的 6.18

分别下降为 5.0和 6.0。其余土壤 pH随着振荡时间

的变化幅度小于 SZ，振荡过程中 pH 均能保持在

6.0 ~ 7.0。 

2.4  NO– 
2 -N提取方法的改进效果 

结果表明，随着培养时间的增加，供试土壤中

NO– 
2 -N含量逐渐增加。强酸性土壤(SZ)添加 10 ml和

20 ml缓冲液处理提取测定的 NO– 
2 -N含量差异不大，

均明显高于 CK 处理，培养 10 d 后，测定的土壤

NO– 
2 -N含量是 CK的 2.5倍(图 5A)。四川盐亭碱性紫

色土(YT)，随着培养时间的增加，土壤中 NO– 
2 -N 含

量也逐渐增加。但是在整个培养过程中，3种不同处

理的 NO– 
2 -N含量均未有显著差异(图 5B)。 

 

图 3  不同 pH、不同振荡时间下 NH4
+-N 的回收率 

Fig. 3  Recoveries of NH4
+-N under different pH values and  

shaking time 
 

 

(图中 SZ为江西双圳林场红壤，LHS为江西龙虎山水稻土，YX为江苏宜兴水稻土， 

NM为内蒙古锡林浩特栗钙土；YT为四川盐亭紫色土) 

图 4  加入 10 ml(A)和 20 ml(B)缓冲液处理不同振荡时间下土壤 pH 的变化 
Fig. 4  Changes of soil pH under different shaking time after added 10 ml (A) and 20 ml (B) buffer solutions 

 

(CK为不加缓冲液，T1为加入 10 ml缓冲液，T2为加入 20 ml缓冲液) 

图 5  不同提取方法测定的土壤 NO– 
2 -N 含量 

Fig. 5  measured NO– 
2 -N concentrations using different extraction methods 

 
 

3  讨论 

本研究结果表明，未调节土壤/KCl悬浮液 pH条

件下，2 mol/L KCl溶液提取强酸性土壤 NO– 
2 -N的回

收率仅为 21% ~ 63%，而调节初始 pH为 6.0和 8.0

后(土/水=1/2.5)，NO– 
2 -N的回收率显著高于对照，说
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明土壤中的 NO– 
2 -N 的提取测定结果与提取液 pH 密

切相关。由于土壤的缓冲能力和 KCl 溶液的影响，

提取过程中 pH 6.0和 pH 8.0处理的土壤/KCl悬浮液

pH 保持在 4.8 和 5.8，该条件下 NO– 
2 -N 回收率均达

到 90% 以上。Nelson and Bremner[22]的研究也发现，

pH在 4.8 ~ 6.0(土/水=1/2.5)之间时 NO– 
2 -N的回收率

平均为 69%，但是当 pH为 7.1 ~ 7.8时，平均回收率

达 95%。如果考虑到 KCl溶液会明显降低悬浮液 pH，

Nelson 和 Bremner[22]的结果与本研究的结果应该基

本一致。已有的研究表明，在强酸性环境下，NO– 
2 -N

极易转化为 HNO2，HNO2随后自我分解，主要产生

NO，再进一步氧化为 NO2
[23]。当 pH升高时，NO– 

2 -N

的分解受到限制，所以 NO– 
2 -N 损失减少[17,24]。同时

NO– 
2 -N 的回收率还与提取时间有关，随着提取时间

的增加，回收率显著下降。Stevens 和 Laughlin[14]也

观测到提取时间为 10 min时NO– 
2 -N平均回收率(86%)

是提取 70 min的 3倍。本研究结果表明，pH与振荡

时间对 NO– 
2 -N 的回收率存在显著的交互影响，振荡

时间 30 min以内，提取液 pH保持在 5.0左右，NO– 
2

-N的回收率可> 92%。虽然在提取过程中保持 pH越

高(如pH 7 ~ 8之间)可以保证获得较高的NO– 
2 -N回收

率[22]，但是较高的 pH环境和长时间的振荡可能会促

进氨的挥发损失，从而低估土壤 NH4
+-N 的含量。本

研究的结果表明，提取液 pH保持在 5.0左右，振荡

时间为 30 min时，NH4
+-N的回收率最高。综合考虑，

提取酸性土壤无机氮的最优条件是：提取液 pH保持

在 5.0 ~ 6.0，振荡提取时间 30 min，能同时保证土壤

NH4
+-N和 NO– 

2 -N的提取效率。 

2 mol/L KCl溶液提取强酸性土壤 NO– 
2 -N时会

低估 NO– 
2 -N的实际含量，通过调节提取液 pH的方

法可以有效地避免这一问题。已有研究中常用的方

法是使用 KOH 溶液调节土壤/KCl 悬浮液 pH，但

是这种方法较为繁琐，而且由于酸性土壤具有较强

的缓冲能力，土壤/KCl悬浮液 pH不容易保持。相

比之下，使用低浓度的磷酸盐缓冲溶液调节 pH 方

法更简便，易于操作，并且在振荡 60 min 后都能

保持较高的 pH。本研究结果证明，磷酸盐缓冲液

能有效地保持提取过程中提取液的 pH，满足提取

条件的要求。 

目前尚未完全清楚在 2 mol/L KCl溶液提取时亚

硝酸盐发生变化的准确机制。NO– 
2 -N 的反应速率取

决于 pH、有机质、反应时间和其他至今尚未确定的

因素[14]。因此，提取过程中影响 NO– 
2 -N动态的机理

有待于深入研究，这对于进一步优化提取方法具有重

要的意义。 

4  结论 

本研究结果表明，强酸性土壤 NO– 
2 -N提取过程

中，土壤/KCl悬浮液的 pH应该保持在 5.0 ~ 6.0，振

荡时间 30 min，能同时保证土壤 NH4
+-N和 NO– 

2 -N的

提取效率。对于强酸性土壤(pH < 6.0)，推荐使用 KCl

溶液和 pH 8.4的缓冲液混合溶液(KCl溶液/缓冲液比

为 4/1)作为提取液(土/液比为 1/5)。对于 pH在 7.5以

上的土壤样品，推荐使用 KCl溶液和 pH 7.5的缓冲

液混合溶液(KCl溶液/缓冲液比为 4/1)作为提取液(土

/液比为 1/5)。对于 pH在 6.0 ~ 7.5的土壤样品，可以

直接使用 2 mol/L KCl溶液提取。 
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Abstract: Nitrite (NO– 
2 -N) is a key intermediate in both nitrification and denitrification, which is also closely related to the 

emission of nitrogen gas from soil. Since its rapid reaction in soil and instability in acidic condition, a large number of 

decomposition will occur in the extraction process using 2 mol/L KCl. In order to enhance the accuracy of study on NO– 
2 -N 

changes in the acidic soil, a more appropriate extraction method should be investigated to improve the effeciency of the nitrite 

extraction. In this study, we put forward some suggestions in improving NO– 
2 -N extraction based our resutls of NO– 

2 -N recovery 

measured by using 15N-labelling method. The results showed that pH and shaking time could both significantly affect the recovery 

of NO– 
2 -N and NH4

+-N in acidic soils. Within 30 min shaking, the recovery of NO– 
2 -N was highest in the adjusted pH 6.0 and pH 

8.0 treatments, while the recovery of ammonium was highest in the unadjusted and adjusted pH 6.0 treatments. In addition, even 

after shaking, the pH of extraction solution in the adjusted pH 6.0 and pH 8.0 treatments were maintained at about 4.8 and 5.8, 

respectively, which were significantly higher than that of control (3.8). In all, the pH of extraction solution should be adjusted to 

5.0–6.0 and shaking time should be 30 min to get a more efficient extraction of both NO– 
2 -N and NH4

+-N. For strongly acidic soils 

(pH<6.0), a mixture of KCl and pH 8.4 buffer (KCl︰buffer = 4︰1) should be used as extraction solution (the ratio of soil to 

extraction solution was 1︰5). For alkaline soils (pH≥7.5), a mixture of KCl and pH 7.5 buffer (KCl︰buffer = 4︰1) should be 

used as extraction solution (the ratio of soil to extraction solution was 1︰5). For the soil samples with pH ranged from 6.0 to 7.5, 

it can be extracted directly by 2 mol/L KCl solution. 

Key words: Nitrite; Recovery; pH buffer; Acidic soil 


