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土壤呼吸及其 13C 同位素测定方法的对比研究
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摘  要：为比较不同方法在土壤呼吸及其 13C 同位素测定中的差异，应用气相色谱仪法(GC-TCD)、稳定同位素比值质谱仪气

体进样法(Gasbench-IRMS)、甲酚红显色法(MicroResp)、碱液吸收法 4 种方法测定土壤呼吸速率，并采用 Gasbench-IRMS 法

和碱液吸收法两种方式检测土壤呼吸的 13C 同位素丰度，以期准确评估土壤呼吸及碳排放，并为相关研究提供参考。结果表

明：①两种仪器法(GC、IRMS)测定土壤呼吸速率的数值结果相近(基础呼吸)或趋势一致(诱导呼吸)，且重复性好(标准偏差分

别为 0.011、0.010 mg/(kg·h))，准确度高；MicroResp 法的测定结果与仪器测量值较为相近，但分辨率较低；碱液吸收法的测

定结果较真实值偏高(当土壤有机质含量低时)或偏低(当土壤有机质含量高时)。②在测定 CO2 中的 13C 含量上，Gasbench-IRMS

法直接测定的结果误差小(δ13C 值的标准偏差为 0.137‰)，接近实际值，可以准确地反映出土壤微生物呼吸对底物的利用状况。

综上，仪器法较化学分析法(MicroResp、碱液吸收)更能准确测定土壤呼吸及其 13C 同位素。 
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Abstract: In order to compare the differences between various methods in determining soil respiration as well as its 13C isotope, 

gas chromatograph (GC-TCD), stable isotope mass spectrometer (Gasbench-IRMS), cresol red coloration (MicroResp) and alkali 

absorption were applied to measure soil respiration rates, two methods that Gasbench-IRMS and alkali absorption were used to 

detect 13C isotope abundance in soil respiration, so as to accurately assess soil respiration and carbon emissions, and provide 

reference for related research. The results show that: 1) Soil CO2 emission rates measured by the two instrumental methods (GC 

and IRMS) are analogical (basal respiration) or trend-consistent (induced respiration), with good repeatability (standard deviation 

is 0.011, 0.010 mg /(kg·h), respectively) and high accuracy. The data from MicroResp is similar to that from apparatus, but the 

precision is relatively poor. Partial results determined through alkali absorption method are either higher (soils with low SOM 

content) or lower (soils with high SOM content) than the real values. 2) In the detection of 13CO2 abundance, the deviation 

determined by Gasbench-IRMS is small (standard deviation of the δ13C value is 0.137‰), and the results is closed to the expected 

values, can accurately reflect the utilization of surrounding substrate by soil microbes during respiration. In conclusion, the 

instrumental method can more accurately determine soil respiration and its 13C isotope than chemical analysis methods 

(MicroResp and alkali absorption). 
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与工业革命前相比，大气中 CO2 浓度增幅已经

超过了 31%[1]。作为对全球气候变暖贡献最大的温室

气体，自 1850 年以来，CO2 浓度变化已经使全球气

温上升了 0.9 ~ 1.2 ℃，并且现在正以每 10 年 0.2  ℃

的速率继续增加[2]。由温室气体引起的全球气候变暖

已经成为现今人类面临的主要环境问题之一。土壤作

为陆地生态系统中最重要的碳储存库之一，其贮存量

为 1 300 ~ 2 000 Pg C，是大气碳库的 2 倍、植物碳库

的 3 倍[3]。因此，由环境变化引起的土壤碳库的任何

细微改变都有可能对生态系统碳平衡产生显著的影

响。作为土壤碳库向大气输出碳的主要途径，土壤呼

吸是继总初级生产力之后的陆地生态系统和大气之间

的第二大碳通量[4]，其在调节大气中 CO2 浓度、介导

陆地–大气碳循环中具有一定的重要性。近些年来，土

壤向大气释放 CO2 的速率正在增加，土壤碳汇功能开

始逐渐削弱[5]。土壤呼吸能否准确测定，可能关系到

土壤碳库在技术层面上起着碳源还是碳汇的角色，从

而对计算大气 CO2 收支产生深远的影响。有关土壤呼

吸的研究出现在 20 世纪之前，但是当时的研究文献数

量很少，且并未系统化。此后，由于意识到土壤特性

会影响农作物的产量，土壤呼吸才成为了评估农业土

地生产力、量化土壤管理对土壤有机质矿化率影响的指

标，研究人员也开始研究影响土壤呼吸的因素[6]。随着

实验技术的发展，测定土壤呼吸的方法越来越多，然而，

目前的测定方法到底适用性如何？还缺乏相关报道。 

作为能够反映微生物生长和土壤有机质(SOM)

动态含量的常见指标，土壤呼吸起着十分重要的作

用。有作者通过基质诱导呼吸方法测量土壤 CO2 释

放量来评估土壤微生物生物量的大小[7]，也有研究通 

过测定土壤呼吸来估计微生物的碳维持需求[8]。土壤

CO2 排放速率的大小还可以作为判断土壤肥沃与否

的条件之一[9]。因此，考虑到其作为土壤学科研究中

最基础的指标之一，准确测定土壤呼吸量显得尤为重

要。然而，由于生态系统的复杂性和多样性，众多土

壤呼吸的测定方法各具优点与局限性。故本文就气相

色谱仪法(GC-TCD)、稳定同位素比值质谱仪气体直接

进样法(Gasbench-IRMS)、甲酚红显色法(MicroResp)、

碱液吸收法等几种较为常见的测定土壤呼吸速率的

方法进行了试验探究和总结，同时比较了两种测定土

壤呼吸中 δ13C 值的方法，从而为大气 CO2 浓度升高

环境下准确测定土壤呼吸速率及其 13C同位素给予数

据支持，并以期在今后的研究工作中，给科研人员评

估与选择土壤呼吸测定方法提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  供试土壤 

本试验通过在全国范围内选取不同有机质含量

水平(10 ~ 62 g/kg)的土壤，用于基础土壤呼吸速率测

定试验。研究样本为原采自广东湛江、云南红河、云

南普洱、四川达州、江西宜春、江苏宿迁、福建三明、

湖南湘潭、福建龙岩、浙江嘉兴、黑龙江哈尔滨等共

11 个地区的水稻土壤，并依次记为 S1、S2、S3、S4、

S5、S6、S7、S8、S9、S10、S11。各土壤样本的基

本理化性质和地理信息见表 1。 

1.2  试验方法 

本试验用以测定土壤基础呼吸速率的方法主要

为 GC-TCD 法、Gasbench-IRMS 法、MicroResp 法以

及碱液吸收法 4 种测定方式。 

表 1  供试土壤样本的基本理化性质和地理信息 
Table 1  Physical and chemical properties and geographic information of the tested soil samples 

土壤

样本 
采样地区 

 
地理位置 

 
年平均气温

( )℃  
年均降水量

(mm) 
土壤
pH 

土壤有机质
(g/kg) 

碳氮比 
 

NH4
+
-N 

(mg/kg) 
NO3

–
-N 

(mg/kg)

S1 广东湛江 110.33°E，21.13°N 23.20 1 750.0 5.82 10.40 10.43 10.72 2.39 

S2 云南红河 103.39°E，23.41°N 18.80 1 545.0 7.47 15.00 11.48 7.90 42.21 

S3 云南普洱 101.16°E，23.71°N 11.50 1 500.0 6.01 19.29 8.29 9.28 7.55 

S4 四川达州 107.37°E，30.69°N 16.15 1 100.0 6.14 25.51 10.07 12.94 9.01 

S5 江西宜春 115.15°E，28.07°N 17.20 1 680.2 5.26 30.13 12.86 6.63 7.34 

S6 江苏宿迁 118.24°E，33.98°N 14.20 910.0 7.38 35.40 12.83 10.87 12.65 

S7 福建三明 118.21°E，26.38°N 19.20 1 700.0 5.85 39.92 9.10 13.66 15.83 

S8 湖南湘潭 112.68°E，27.47°N 17.05 1 510.0 5.34 44.86 8.63 29.25 1.90 

S9 福建龙岩 116.88°E，25.14°N 19.00 1 700.0 5.50 49.34 11.88 13.54 15.61 

S10 浙江嘉兴 120.94°E，30.71°N 15.90 1 168.6 5.45 54.81 9.54 73.36 20.99 

S11 黑龙江哈尔滨 126.35°E，45.67°N 5.00 569.1 7.47 61.80 17.33 10.22 18.02 
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1.2.1  气相色谱仪法(GC-TCD)    取相当于 15 g 干

重的土壤样品(调节含水量至田间持水量的 60%，并

预培养 7 d)于 120 mL 棕色血清瓶中，加盖橡胶塞和

铝盖后在密闭黑暗环境下培养，24 h 后以温室气相色

谱仪(Agilent Technologies GC7890A，USA)检测土壤

呼吸的 CO2 释放量。土壤呼吸速率 R(C，mg/(kg·h))

通过公式计算： 

GC
GC

GC GC

16.894 48.952A
R

W T

 



 (1) 

式中：分子为该方法下测定所得的标线方程，用以计

算瓶内顶空 CO2 的含量(mg)。同理，后面涉及的所有

公式，其分子部分均为相应方法下的标线方程。因此，

A 即为每个方法中涉及的仪器所测定的 CO2 之峰面

积，W 则代表各方法中用到的土壤重量(kg)，T 即是

土壤呼吸的培养时间与仪器取样测定过程中耗费的

时间之和(h)。 

1.2.2  稳 定 同 位 素 比 值 质 谱 仪 气 体 进 样 法

(Gasbench-IRMS)   测定过程与 GC-TCD 类似：称

取 1.5 g 土壤置于 12 mL Labco 采气管，黑暗密闭环

境下培养 24 h 后上气体同位素质谱仪(ThermoFisher 

Scientific Delta V Advantage，Germany)测定。其土壤

呼吸速率通过下列公式计算： 

IRMS
IRMS

IRMS IRMS

0.5788 2.9484A
R

W T

 


  
(2) 

式中：各字母释义可见公式 (1)。 

1.2.3  甲酚红显色法(MicroResp)    该方法的实验

原理主要是以酸碱指示剂甲酚红的显色程度来判定

CO2 浓度。通过添加甲酚红显示剂于检测板孔内(每

个样品 3 个重复)，再分别将每块检测板(3 个检测孔)

放入到装有 15 g 土壤的棕色血清瓶中，经由 24 h 内

土壤呼吸释放的 CO2 所“浸染”，最后通过多功能酶

标仪(Tecan Infinite M200 Pro，Austria)来检测捕获

CO2 后的甲酚红指示剂的吸光度。该方法测定的土壤 

呼吸速率计算公式如下： 
2

M
M

203.34 28.969

24
MA

R
W

 



 (3) 

式中：AM 为酶标仪所测定的检测孔的吸光度。 

1.2.4  碱液吸收法      用碱液(NaOH或者KOH溶

液)吸收 CO2 生成盐，再用滴定法中和剩余的碱量，

最后使用差减法计算出一定时间内土壤排放的 CO2

量的测定方法[10]。本试验为方便检测，对经典的碱

液吸收法稍作改变，主要是利用稳定同位素比值质谱

仪测定碱液吸收的 CO2 含量，具体细节可见图 1。将

盛有 15 mL 0.1 mol/L NaOH 溶液的西林瓶放置于事

先称好 15 g 土壤的带密封垫的 100 mL 蓝盖瓶里，加

塞加盖培养 24 h 后取出吸收了 CO2 的碱液，转移至

15 mL 离心管密封保存。测量时取 0.5 mL 于 Labco

管，氦气冲洗顶空后再加入 0.5 mL 1 mol/L H3PO4 溶

液，以释放出吸收的 CO2。最后经由 Gasbench-IRMS

检测碳总量，并通过下列公式计算出该方法下的土壤

呼吸速率： 

0.7801 1.5544

24

A
R

W

 



碱液

碱液

碱液

 (4) 

1.2.5  土壤呼吸的 13CO2 含量测定     关于土壤呼

吸中低/高 13C 含量测定方式的比较，鉴于在野外试

验中，碱液吸收法经常被用于农田、森林等生态系统

的土壤呼吸原位动态监测 [11-12]，本试验就此对比

Gasbench-IRMS 直接测定和碱液吸收间接测定这两

种方法。间接法也必须经由稳定同位素质谱仪来分析

测定，本对比试验旨在探究碱液吸收后对碳同位素是

否造成不可忽视的影响，从而为后续研究者在野外试

验中以碱液捕获 CO2并需检测 13C含量时提供数据参

考。低 13C含量在基础土壤呼吸速率试验中一同测定，

高 13C 含量通过在土壤中加入 13C 标记物诱导土壤呼

吸来实现并测定。本试验采用 13C 丰度为 2% 的葡萄

糖溶液作为标记物，选用 S1、S4、S5、S6、S8、S11 

 

图 1  碱液吸收–IRMS 法实验流程 
Fig. 1  Experimental procedure of alkali-absorption-IRMS method 
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这 6 个水稻土壤作为研究对象。两种方法的具体操作

过程与测定土壤基础呼吸速率试验过程相似，区别在

于土壤称样后需加入 13C 标记的葡萄糖溶液(质量分

数为 2.5%)，添加比例为 0.1%。最终，两种方法的碳

同位素上机测定都通过 IRMS 完成。试验中原始土壤

以及经诱导呼吸后的土壤的 13C 含量通过 EA-IRMS

方法测定。 

两个试验分别于2021年8月和10月，在中国科学

院宁波城市环境观测研究站进行。每种测定方法中每

个土壤3组重复，同一试验的不同处理一同放置于恒

温培养箱(设置温度25 )℃ 中避光培养24 h 后取出各

自测定。 

1.3  数据处理 

所有数据经 Excel 2016 整理，并计算均值、标

准差，采用 SPSS19.0 软件对部分数据(不同有机质含

量下的基础土壤呼吸速率 )进行单因素方差分析

(ANOVA)和邓肯检验(Duncan’s test，P<0.05)，通过

OriginPro 2018 软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  基础土壤呼吸速率的测定 

由图 2 可见，前 10 个有机质含量(10 ~ 55 g/kg) 

不同的土壤，其 CO2 排放通量主要表现为：有机质

含量较高的土壤，基础呼吸速率高；有机质含量较低

的，基础呼吸速率较低。并且，根据线性回归分析图

所示，有机质含量可以解释基础土壤呼吸速率 75% 

左右的差异性，两者具有显著的正相关性(图 3A、 

 

(图中小写字母不同表示同一土壤样品不同测定方法间差异显著
(P<0.05)) 

图 2  不同有机质含量土壤的基础呼吸速率 
Fig. 2  Soil basal respiration rates with different organic matter 

contents  

 

图 3  基础土壤呼吸速率与土壤有机质含量的关系 
Fig. 3  Relationships between soil basal respiration rate and organic matter content 
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3B、3C)。然而，碱液吸收法与前 3 种测定方法相

差较大，其测定所得数据未能呈现出基础土壤呼

吸速率随有机质含量升高而增大的梯度趋势(图 2、

图 3D)。  

在 4 种基础土壤呼吸速率的方法测定中，GC- 

TCD 和 Gasbench-IRMS 的结果比较相似，重复性均

较好，测量标准偏差分别为 0.011、0.010 mg/(kg·h)。

MicroResp 所得结果与仪器测定值接近，但分辨率不

如仪器，标准偏差偏大，为 0.026 mg/(kg·h)。对于碱

液吸收法，有机质含量较低时，测定结果高于真实值，

反之则偏低；且测定的平行性不如前 3 种方法，测量

标准偏差达 0.035 mg/(kg·h)。 

2.2  土壤呼吸中低/高 13C 含量的测定 

土壤呼吸中 13C同位素的测定以 Gasbench-IRMS

法为准(图 4A)。测定结果表明，对于基础土壤呼吸，

Gasbench-IRMS 法直接测定同位素的平行性好，测

定 δ13C 值(13C 丰度)的标准偏差为 0.137‰ (碱液吸收

法为 0.929‰)。而碱液吸收法会受空气中 CO2 的影

响，在存取碱液过程中易被污染，导致 δ13C 测定值

比真值高(测定时空气 δ13C 值约为–13‰)。 

 

图 4  水稻土基础呼吸产生的 δ13C 值(A)及诱导呼吸释放的 13C-CO2 的丰度(B) 
Fig. 4  δ13C values produced by basal respiration (A) and 13C-CO2 abundances released by induced respiration (B) of paddy soils  

 
对于诱导土壤呼吸，碱液吸收法在 13C 同位素的

测定上，结果偏低，重复性差。由于加入了 13C 标记

物，土壤呼吸的 13C 丰度大大升高，因此操作过程中

一 旦 接 触 空气 ， 就 会 出现 不 同 程 度的 污 染 。

Gasbench-IRMS 法在测定含量较高的 13C-CO2 时，平

行性较基础呼吸有所降低，但依旧较为可信。该法更

加真实地反映了土壤微生物对外源加入的标记物的

利用状况(图 4B)，其 AT%值(13C 丰度)的平均测量值

高达 1.885%，宜春(S5)的 13C 含量测定值甚至达到了

1.942%，十分接近诱导底物葡萄糖溶液的 13C 丰度

(2%)。此外，除哈尔滨(S11)水稻土的 13C 含量为

1.791% 外，其余地区的土壤，其被诱导呼吸产生的
13C 含量均在 1.850% 以上。相比之下，碱液吸收法

测定结果不甚理想。达州地区(S4)土壤呼吸释放的

CO2 中 13C 含量最高，但也仅为 1.805%，远低于

Gasbench-IRMS 测定的平均值。6 个样本土壤呼吸的

AT%平均值为 1.710%，即土壤纳入底物 13C 的程度

为 85.5%。 

为探究整个试验体系中碱液的存在是否有激发

土壤微生物呼吸的作用，最终导致土壤呼吸中 13C 的

AT%值不高，我们对诱导土壤呼吸速率也进行了测

定，并加入了气相色谱仪的检测以示准确性(图 5)。

对于 Gasbench-IRMS 法，无论是基础呼吸速率或是

诱导呼吸速率，其测定结果趋势均与气相色谱仪法相

一致，甚至基础呼吸速率的数值与 GC 的几乎吻合。

然而，除湘潭(S8)外，碱液吸收法测定的其余 5 个地

区的土壤诱导呼吸速率均高于仪器的测定结果，即 

 

图 5  水稻土的土壤呼吸(基础/诱导)速率 
Fig. 5  Soil respiration rates (basal/induced) of paddy soils  
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表现为有机质含量低的土壤，其测定数值偏高(S11

除外)，正如图 2 结果所示。总的来说，图 4、5 体

现了 Gasbench-IRMS 法在土壤呼吸速率及其 13C 丰

度(基础/诱导)测定中的可靠性；而碱液吸收法可能

由于其存在的诱导作用，使得土壤呼吸速率偏高

(S1、S4、S5、S6、S11)，更高的土壤 CO2 释放量也

可能是导致该方法下测定的 13C(诱导呼吸)丰度偏低

的原因之一。 

3  讨论 

3.1  土壤有机质对基础土壤呼吸速率的影响 

土壤有机质作为陆地生态系统中最大的碳库，是

土壤微生物进行分解活动，从而为自身生长繁殖提供

所需碳源等营养物质，并向外界释放 CO2 的物质基

础[13]。有研究表明，约 80% 的土壤异养呼吸作用是

由于土壤活性有机组分被微生物分解而产生的，剩余

20% 为中性有机组分贡献[14]。因此，土微微生物种

群及其呼吸强度会受到土壤中易分解有机质的影响，

当土壤活性有机碳输入增加时，微生物可利用碳源充

足，基础土壤呼吸速率将随之增加[15-16]。闫靖华等[17]

的研究表明，土壤呼吸速率与土壤有机质含量呈正相

关，相关系数为 0.82。结合本试验结果，基础土壤呼

吸速率随土壤有机质含量升高而增大，符合两者之间

的正相关关系。另外，在本试验条件下，一定范围内

的(10 ~ 55 g/kg)土壤有机质含量与基础土壤呼吸速

率的相关系数在 0.85 左右(图 3)。然而，当有机质含

量达到一定水平后，本试验情况下有机质含量达

61.80 g/kg 时，4 种方法测得的基础土壤呼吸速率依

次为 0.104、0.130、0.240、1.734 mg/(kg·h)；除碱液

吸收法外，其余 3 种方法的测定结果都表现为土壤

CO2 释放量急剧降低。这与龚振平等[9]的研究结果一

致，即低有机质下随有机质含量升高，土壤 CO2 排

放总量升高，但有机质含量达到一定水平时(59.80 

g/kg)，基础土壤呼吸速率有降低趋势。 

3.2  土壤呼吸速率测定方法的比较 

本研究中 4 种实验室测定土壤呼吸的方法各有

优点和局限性，土壤呼吸中 13C 同位素的测定则以

Gasbench-IRMS 直接测定为优，若非实际情况或现实

条件不允许，间接测定 13C-CO2 含量时应尽可能避免

通过碱液吸收的方式收集 CO2 气体。本试验结合其

他文献研究，给出以下差异比较(表 2)。 

3.2.1  气相色谱法    有文献表明，测量土壤呼吸的

标准方法并不存在。Anderson[18]认为，测量土壤呼吸

涉及多种仪器和技术方法，其中几种技术的重复和有

效使用形成了一种伪标准化的状态，并在某种程度上

以指导方针的形式存在。气相色谱分析仪作为学者们

普遍应用的技术仪器，为测定土壤、大气中 CO2 含

量提供了一种简单、灵敏、准确的方法[19]。由于其

探测器的灵敏度和速度，允许快速并准确地测量土壤

CO2 排放[20]；与完全计算机化的采样系统相连接的配

置又赋予了该仪器易于取样的优势[21]。因此，气相

色谱(GC)经常被用来测量实验室条件下土壤的呼吸

状态[22]。另外，在一些野外的田间试验中通常也会

采用 GC 来进行实时监测[19，23]。本试验中，GC-TCD

在 4 种实验室土壤呼吸测定方法中测定结果最佳，具

有灵敏度和准确度均较高、测定范围宽 (0 .03%~ 

5.0%)、测定时间快(约 7 ~ 8 min/样品)等优点(图 2 和

表 2)。即便其存在需实验室配备相应仪器及设备的 

表 2  四种测定土壤呼吸速率及两种测定 13C-CO2 丰度的方法比较 
Table 2  Comparison of four methods in measuring soil respiration rate and two methods in measuring 13C-CO2 abundance 

指标 测定方法 培养 

方式 

检测范围 用土量(g) 所需仪器 优缺点 

GC-TCD 血清瓶 0.03% ~ 5.00% 10.0 ~ 20.0 气相色谱仪 重复性好，测定范围宽 

(适于各呼吸强度) 

Gasbench-IRMS Labco 管 0.012% ~ 1.50% 0.5 ~ 2.0 稳定同位素

质谱仪 

如需同时测定土壤呼吸速率、 

碳同位素比值时采用；价格高 

MicroResp 血清瓶 0.03% ~3.50% 5.0 酶标仪 操作简便，检测迅速；平行性 

不及仪器 

土壤呼

吸速率 

碱液吸收 蓝盖瓶  10.0 ~ 30.0 – 培养时间一致，无需特定设备；

准确度低 

直接测定
(Gasbench-IRMS) 

Labco 管 0.012% ~ 1.50% 0.5 ~ 2.0 稳定同位素

质谱仪 

真实反映微生物呼吸时底物的 13C

含量，平行性好 

13C-CO2

丰度 

间接测定  

(碱液吸收后 IRMS) 

蓝盖瓶， 

Labco 管 

 10.0 ~ 30.0 稳定同位素

质谱仪 

与直接测定结果有所出入，且平

行性较差 
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较高成本要求，仍得到了研究学者们的广泛应用，并

在一定程度上可作为其他方法测定结果的参考标准。 

3.2.2  稳定同位素比值质谱仪气体直接进样法    1919

年，阿斯顿研制了世界上第一台质谱仪。彼时质谱仪

的主要功能是可以测定出不同元素中同位素的相对

原子质量，从而肯定了同位素的普遍存在[24]。基于

质谱仪建立起来的稳定同位素技术，最初是在 20 世

纪 30 年代发展于物理学，后来逐步应用到了地质地

球化学、植物学、水环境生态学、医学等领域中[25-26]。

利用稳定碳同位素技术可以探究农业土壤、还田造林

土地(绿化)及天然草地对土壤碳动态的影响，并最终

可通过 13C 计算出绿化土壤中旧碳与新碳的比例[27]。

稳定同位素比值质谱仪(IRMS)是同位素技术中测定

分析的重要仪器，经常用于对有机碳或无机碳的同位

素定量分析[28]。作为可以测定某物质的同位素质量

及其在该物质中的相对含量的科学实验仪器，其在

土壤有机碳来源、周转周期、土壤 CO2 通量的变化

和组分区分及同位素富集等研究领域中起着重要的

作用[29]。 

此外，IRMS 还允许通过同位素比值色谱图对释

放的 CO2 量进行量化[30]。其在稳定同位素分析中均

是以气体形式进行质谱分析，因此常有气体质谱仪之

称[25]。本身为气体的 CO2 无需经过转化，通过 IRMS

的气体直接进样系统(Gasbench)便可测定出其土壤

CO2 释放量及 13C 含量。在本试验中，利用该仪器能

够精确测定土壤呼吸中低/高 13C 的含量变化(图 4)，

真实地反映出微生物呼吸利用的土壤原有机物质及

外源添加有机底物中的稳定碳同位素丰度。另外，

在土壤 CO2 排放量测定方面，Gasbench-IRMS 也能

较 为 准 确地计 算 出 基础土 壤 呼 吸速率 ， 接近

GC-TCD 的测定结果(图 2)。但由于该仪器设备价格

高，在只需测定 CO2 释放量数据的情况下，不建议

使用该方法。 

3.2.3  甲酚红显色法    MicroRespTM 法，一种通过

显色法便能够监测到土壤中的 CO2 排放过程，从而

测定碳源的利用率，并以此获悉土壤微生物群落的生

理特征的方法[31]。这提供了一种可以快速衡量微生

物生物量丰富程度的途径，即添加一系列碳源以诱导

微生物呼吸，微生物群落的多样性越大，碳源利用的

范围就越广[32]。Creamer 等[33]利用 MicroRespTM 方法

评估了欧洲 81 个不同理化参数地点的潜在微生物活

性。Drage 等[34]对这一专门用于研究土壤微生物群落

的系统进行了轻微修改，以便于探索微生物在特定药

物或其组合中的生长效率，从而研究它们对有毒含碳

化合物(如天然产物、药物或外源性化合物)的敏感

性。MicroResp 一般用于多碳源诱导呼吸，培养过程

由专用的 96 深孔板(培养板)和检测板组成，本方法

利用其测定原理，仅以血清瓶进行培养以测定基础呼

吸。在本试验的 4 种测定方法中，该方法操作简便、

检测最快速，可迅速完成大批量样品的测定。但是，

该法检测范围较窄，只能测量一定时间段内的土壤

CO2 释放量，并且重复性略差(表 2)。 

3.2.4  碱液吸收法    碱液吸收法作为测定土壤表

层 CO2 排放通量的经典方法，最初于 1927 年由

Lundegårdh[35]引入，后被广泛应用于多种生态系统土

壤 CO2 的分析[36]。多年来，在实验室中测量土壤呼

吸最普遍应用的方法就是碱液吸收法。但这种方法的

测定精度不理想，普遍出现测定结果准确性低的现

象，与实际土壤呼吸速率存在显著差异[10]。主要表

现为：有机质含量或土壤呼吸速率低时，测定结果高

于真实值；有机质含量或土壤呼吸速率高时，测定结

果低于真实值[10，37]。本试验样品除 S3、S4(有机质含

量低，但所得结果未高于真实值)，以及 S11(有机质

含量高，呼吸速率也高)外，总体上也体现出了这种

规律。此外，碱液在反复接触空气后无法维持其最初

吸收的 CO2 量，故不允许频繁测量[19]。因此为保证

土壤呼吸测定的准确性，应尽量选择除碱液吸收外的

其他方法。 

除此之外，经碱液吸收后再通过 Gasbench-IRMS

检测稳定碳同位素的含量，结果也缺乏一定的准确

性。由于碱液吸收法会有一定的(正/负)激发效应，故

而在使用该方法测定诱导呼吸释放的碳同位素含量

时尤其应当注意：一方面，碱液吸收会导致空气中的

CO2 污染待测样品(无论是培养还是测定过程中氦气

冲洗都无法消除其影响，但测定过程中空气的污染

可以通过计算法扣除)；另一方面，碱液吸收引起的

激发效应会低估或高估添加碳源的诱导呼吸速率

(图 5)，进而影响到同位素的准确测定及溯源(图 4)，

特别是对碳源激发效应的计算。另外，对于土壤基础

呼吸，碱液在存取过程中也易被空气污染，导致待测

样品的 δ13C 值比真值高。 

综上，碱液吸收法在土壤呼吸速率测定中存在较

大局限性，土壤有机质处于中等水平时，其基础呼吸

速率测定数值才与仪器法的较为接近；在 13C 同位素

丰度测定上，即便土壤呼吸速率与 GC-TCD 测定结

果相近的情况下(图 5 中 S4)，碱液吸收法仍高估或低

估了样品的 13C 含量(图 4)。因此，在条件允许的情

况下，应尽量避免碱液吸收法的使用。 
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4  结论 

1) 11 个有机质含量呈梯度水平的水稻土壤，在

以 4 种方式测定其基础土壤呼吸速率试验中，土壤

CO2 释放速率具有明显变化趋势，具体表现为：有

机质含量在 10 ~ 55 g/kg 水平范围内，基础土壤呼吸

速率呈随有机质含量升高而增大的线性变化。GC- 

TCD 法测定土壤呼吸的准确度最高，Gasbench- 

IRMS 法次之；MicroResp 法在灵敏度及重复性方面

尚有欠缺；而碱液吸收法测定结果与真实值相差最

大，准确度最低。 

2) Gasbench-IRMS法直接测定土壤呼吸的 13C含

量误差小、接近真实值，较为精确；碱液吸收后再经

同位素测定土壤呼吸的 13C 含量误差偏大，且易被空

气污染，导致自然丰度的样品同位素比值偏高而标记

样品同位素比值偏低。 

3) 测定建议：①仪器测定法的结果更真实可靠。

GC-TCD 可测定低/高强度的土壤呼吸速率，测定范

围大且不失准确性；Gasbench-IRMS 测定基础(低)土

壤呼吸速率同时可兼备同位素的测定。②MicroResp

法不需要高成本设备，操作简便，速度快，但灵敏度

有所欠缺。③碱液吸收法适合测定有机质处于中等水

平的基础土壤呼吸速率；因空气的污染问题，如需测

定呼吸释放的碳同位素丰度，则应尽量避免使用碱液

吸收法。 
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