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摘  要：反硝化作用是淹水稻田肥料氮损失的主要途径之一。采用合适的反硝化测定方法是开展稻田反硝化作用研究的前提。然而，

由于反硝化过程主要产物 N2 的大气背景值较高，以及反硝化作用具有高度时空异质性，淹水稻田反硝化作用损失氮量难以准确量

化一直是阻碍科学评价稻田气态氮损失的关键难题。本文综述了研究稻田反硝化作用的 4 种方法(乙炔抑制法、15N 同位素示踪法、

密闭培养–氦气环境法和 N2/Ar 比值–膜进样质谱法)，分析了这些方法各自的优缺点和适用性，并提出了稻田反硝化研究的参考建

议，以期推动稻田反硝化的研究。 
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Abstract: Denitrification is a microbially facilitated process where nitrate (NO– 
3 ) is reduced and ultimately produces 

dinitrogen(N2)through a series of intermediate nitrogen oxide products, i.e., nitrite, nitric oxide, nitrous oxide. Denitrification has 

long been considered as one of the major pathways of nitrogen (N) loss when N fertilizer is applied to flooded rice paddies. 

However, due to the high atmospheric background concentrations of N2, the main denitrification product, and the high 

spatio-temporal heterogeneity of denitrification, it is difficult to accurately quantify denitrification rates in flooded rice paddies, 

which hinders the scientific evaluation of N loss from paddies. The selection of appropriate methods for determination of 

denitrification is the basis for studying denitrification in paddies. In this paper, four approaches developed to measure 

denitrification in flooded rice paddies were reviewed, i.e., acetylene inhibition technique, 15N tracing method, helium 

environment-direct N2 quantification, and N2/Ar ratio-membrane inlet mass spectrometry, and the advantages, disadvantages and 

feasibility of these methods were discussed, and some suggestions were proposed in order to promote the future research of 

denitrification in paddies. 
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全球超过一半的人口以稻米为主食。全世界的稻

田面积约为 1.35 亿 hm2。其中，超过 88% 的稻田是

水田，即长期处于淹水状态。对于水稻来说，氮素是

最重要的产量限制因子[1]。因此，氮肥的施用对于满
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足水稻生长发育、保证一定稻米产量至关重要。然而，

淹水稻田氮肥利用率一直较低，一般情况下大约为

30% ~ 40%，甚至更低[2-3]。导致该现象的主要原因是

淹水稻田气态氮损失严重[4-7]。 

在稻田气态氮损失中，除了氨挥发以外，反硝化

作用是另一个重要途径，损失氮量约占施氮量的 14% 

~ 40%[4-5, 8-11]。主要原因是稻田土壤兼具氧化层和还

原层，硝化–反硝化耦合作用强烈[12-13]。土壤反硝化

过程指反硝化微生物将硝酸盐(NO– 
3 )经由亚硝酸盐

(NO– 
2 )、一氧化亚氮(NO)、氧化亚氮(N2O)等中间产物

最终还原为 N2 的过程。由于稻田长期处于淹水厌氧

状态，其反硝化作用产生的气态氮约 98% 为 N2
[4]。

因此，稻田反硝化作用一方面导致肥料氮的损失，其中

间产物会引发生态环境污染；另一方面把活性氮(包括

肥料氮)以惰性氮(N2)的形式返还大气，从而降低排入

外部环境的活性氮量及其导致的环境危害[14-15]。 

采用正确、有效的反硝化测定方法是开展稻田反

硝化作用研究的基础。尽管稻田反硝化研究已经取得

了很大进展，然而至今仍然没有一种被统一认可的标

准方法用来准确测定反硝化。主要原因有两个：①大

气中氮气含量高达 79%，在如此高背景下测定反硝化

作用的主要产物 N2 对于测定方法的精度要求很高；

②反硝化具有高度时空异质性[16]。 

本文综述了目前在湿地生态系统中应用的反硝

化速率测定方法及其优缺点，旨在为今后稻田反硝化

测定方法的合理选用和进一步发展提供参考资料。 

1  稻田反硝化作用的测定方法 

以下是目前包括稻田在内的湿地生态系统中应

用的 4 种反硝化速率测定方法介绍，包括：①乙炔抑

制法；②15N 同位素示踪法；③密闭培养–氦气环境

法；④N2 /Ar 比值–膜进样质谱法。 

1.1  乙炔抑制法 

方法原理：一定浓度的乙炔(体积浓度>1%, 常为

10%)能够抑制土壤中氧化亚氮还原酶的活性，阻断

N2O 向 N2 的还原，从而使得 N2O 成为反硝化的主

要终产物(图 1)。由于 N2O 的大气背景值很低，容易

测定，可以通过测定 N2O 的产生量来间接推算出反

硝化速率[17-18]。该方法具有简单、直接、检测灵敏度

高、成本低等优点，适用于大批量样品测定[16]。因

此，乙炔抑制法被广泛用于反硝化作用研究，特别是

反硝化潜势和反硝化酶活性的测定[19-20]。例如：丁洪

等[21]采用乙炔抑制法比较了福建省 4 种主要红壤性

水稻土的反硝化潜势，发现灰泥土、浅灰黄泥沙土和

灰黄泥土的反硝化潜势无显著差异，而黄泥土的反硝

化潜势则显著高于以上 3 种水稻土。 

 

图 1  乙炔抑制法测定反硝化原理[16] 
Fig. 1  Principle of acetylene inhibition method 

 

最早使用的乙炔抑制法是原位箱法[22-23]。由于该

法存在费时费力、难以操作的问题，后面发展了动态

土柱法。该法采用通气泵迫使乙炔在土柱中扩散，然

后通过连续测定 N2O 浓度来获得反硝化速率。该法

由于采用通气泵，对于土壤扰动大，导致测定结果的

真实性难以保证。因此，而后又发展了现在普遍采用

的静态土柱法。该法把乙炔注入到密闭的培养容器中，

通过测定 N2O 的积累速率来计算反硝化速率[24-25]。静

态土柱法相比于动态土柱法无需强制性通气，可进行

大批量样品测定。例如：Aulakh 等[26]采用静态土柱

法研究了小麦秸秆还田和绿肥作物种植对于印度旁

遮普邦稻麦轮作体系反硝化损失氮量的影响，发现：

相比于单施尿素，减量施用尿素结合小麦秸秆还田和

绿肥作物种植可以降低气态氮(N2+N2O)损失量约 N 

7 kg/hm2；水稻季的气态氮损失(N2+N2O)比小麦季高

出约 8 ~ 10 倍。 

乙炔抑制法存在难以克服的缺陷：①乙炔同时抑

制土壤硝化过程, 导致反硝化的底物硝酸盐的供给

减少，可能低估反硝化强度[27]；②在土壤碳含量较

高而 NO– 
3 -N 浓度较低时(上覆水 NO– 

3 -N 浓度小于 10 

μmol/L)，部分对乙炔不敏感的微生物对于 N2O 的还原

作用可能会有所增加，从而使得乙炔抑制效果下降[28]；

③乙炔在好氧和厌氧条件下都能发生降解，特别在厌

氧条件下的稻田土壤中，导致抑制效果下降，可能低

估反硝化强度[29]；④高浓度乙炔(大于 0.1 kPa)可能促

进反硝化产生的 NO 分解或者氧化，使得产生 N2O

的底物减少，最终低估反硝化作用[30]；⑤此外，乙炔

在饱和沉积物/土壤中扩散速率很慢，也是导致反硝化

强度被低估的重要原因[16]。李飞跃等[31]采用乙炔抑制

法测定我国南方一个典型稻作农业流域内湿地(池塘、

河流、水库)的反硝化强度仅为 N 1.3 kg/(hm2·a)。该结

果远低于相同流域分别采用质量平衡法和 N2/Ar 法的

估算值，分别约为 N 66 和 106 kg/(hm2·a) [14, 32]。显然，

乙炔抑制法可能严重低估了该流域内湿地的反硝化

强度。因此，乙炔抑制法可能不适用于测定淹水环境
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下(例如稻田)的土壤反硝化实际损失氮量[33]。 

1.2  15N 同位素示踪法 
15N 示踪法包括 15N 平衡差值法 (15N-balance 

technique) 和 15N 示踪气体直接测定法 (15N-(N2+ 

N2O))，是目前稻田反硝化测定的常用方法[13, 34-35]。
15N 平衡差值法的基本原理：假设稻田微区试验氮素

的径流、淋洗损失可忽略不计，气态氮损失可以视为

唯一氮素损失途径。将施入土壤的 15N 标记肥料氮总

量减去水稻吸收、土壤残留、氨挥发的 15N 量之和，

最后结果作为反硝化损失量，也称为表观反硝化损失

量。该方法的主要优点是水稻吸收、土壤残留、氨挥

发的 15N 量测定结果较为可靠，在不存在淋洗和径流

损失时结果可信度好[5,15]。主要缺点是施入土壤的肥

料 15N 与土壤中的背景 14N 会发生交换效应，再加上

同位素分馏效应，最终可能导致测定结果相比于真实

情况有所低估。此外，水稻吸收、土壤残留、氨挥发

等 15N 量的测定误差直接导致间接推算的反硝化损

失氮量累计误差偏高[15]。 
15N 示踪气体直接测定法原理：假设添加到土壤

中的 15N 标记肥料可以在土壤中快速均匀扩散。向土

壤中添加高丰度的 15N-NO– 
3 -N，然后通过质谱仪直接

测定排放的 15N-(N2+N2O) 来计算反硝化速率[34]。该

方法出现于 20 世纪 50 年代，具有灵敏度高、土壤

扰动较小的优点，广泛应用于各种类型土壤的反硝化

速率测定。主要缺点：①土壤的高度异质性导致 15N

标记底物很难在目标土壤中快速均匀扩散, 也就很难

确保外加 15N-NO– 
3 -N与土壤中原有NO– 

3 -N快速均匀混

合，最终导致测定结果可能与真实情况有偏差[36]。

Steingruber 等[37]报道由非均匀混合效应带来的反硝

化速率测定误差小于 10%, 小于试验系统误差；②同

位素分馏效应的发生，例如土壤微生物优先利用轻质

同位素, 也可能增加该方法测定结果的不确定性[16]；

③外加 15N 标记 NO– 
3 -N 增加土壤反硝化作用底物浓

度, 对于反硝化作用产生刺激作用。该现象在氮源相

对比较匮乏的土壤尤甚。因此，该方法更适用于氮源

相对充裕的农田土壤，例如稻田[16]。 

然而，作为以往稻田反硝化测定的两种常用方

法，二者测定结果迥异。在国际上，Buresh 和 de 

Datta[38]的研究表明，向稻田土壤中施用 15N 标记尿

素后，直接回收的 15N-(N2+N2O) 仅占施氮量的 0.1% 

~ 2.2%，但同时采用 15N 平衡差值法获得的反硝化损

失氮量却占到施氮量的 10%  56%。de Datta 等[39]

的另一项研究也发现，用 15N 标记法直接测得的稻田

表施尿素处理  15N-(N2+N2O) 释放量仅为施氮量的

0.1%，而 15N 质量收支差额扣除氨挥发和 15N-(N2+ 

N2O) 损失氮量后仍有 6% 的肥料氮去向不明。国内

的研究结果也与此类似，朱兆良[33]总结指出国内用

差值法测得稻田反硝化损失氮量占施氮量的 14% ~ 

41%，而用 15N 标记法测得的反硝化损失氮量仅为

0.1% ~ 3.7%。同样地，邹国元等[35]直接测定 15N-(N2+ 

N2O) 获得的稻田土壤反硝化氮素损失量占施氮量

的 10.7%，而通过差减法测得的损失量占施氮量的

85.7%。 

究其原因，一方面，稻田土壤本身(例如土壤空

隙和土壤溶液)会截留储藏相当大一部分反硝化产

物；相当一部分反硝化产物会通过水稻植株通气组织

排放进入大气而未被监测到。因此，15N 示踪气体直

接测定法很可能严重低估反硝化损失氮量；另一方

面，15N 平衡差值法中的总 15N 损失量是基于氮素各

个去向的测定结果来推算的。考虑到径流和淋洗损失

氮量在该方法中被忽略，再加上氮素各个去向的测定

结果不可避免存在偏差，最终导致总 15N 损失量计算

结果具有较大的累计误差(特别是土壤和植株的采样

过程来源误差高)，导致结果变异性高、可信度低[33, 38]。 

1.3  密闭培养–氦气环境法 

方法原理：将土柱置于密闭体系中培养，采用惰

性气体(He 或者 Ar)充分置换土柱内部空气以降低背

景 N2 浓度，进而采用气相色谱直接测定土壤产生的

N2O 和 N2 来计算反硝化速率[40]。密闭培养–氦气环

境法的主要优点：①采用原状土柱，对于土壤扰动相

对较小；②相比于乙炔抑制法，无需添加抑制剂，测

定结果与实际情形更加接近；③无需额外加入 15N 标

记底物，避免了 15N 同位素示踪法的诸多缺陷；④由

于是室内培养，易于控制环境条件，对于研究反硝化

的影响因素具有突出优势。例如：Arth 等 [41]采用

He+O2(79%/21%)密闭培养法直接测定了水稻淹水种

植体系的 N2 通量，并且通过添加硝化抑制剂和剪断

水下水稻茎秆处理发现硝化作用是反硝化作用的主

要底物供给来源、水稻根际是硝化–反硝化耦合作用

发生的主要区域。 

Scholefield 等[40]在 20 多年前将该法成功运用于

土壤 N2排放速率的测定，检测限约为 N 50 g(/hm2·d)。

Butterbach-Bahl 等[42]对密闭培养体系进行了改进，

成功把土壤 N2 排放通量检测限降到 N 24 g(/hm2·d)。

而后，Molstad 等[43]建立了 Robot 培养系统，该试

验体系可以实现自动采集和测定培养体系中 N2、

N2O、O2、CO2、CH4 与 NO 的排放通量。该方法被

广泛运用于土壤 N2 排放通量研究[44-46]。针对培养体
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系的固有气密性难题，Qin 等[47]将培养装置进一步加

以改进，利用两层密封罐体之间的无 N2 缓冲夹层来

降低大气中高浓度 N2 渗入对土壤排放 N2 的污染, 最

终大幅提高了培养体系的气密性，进一步降低了检测

限, 成功实现对大直径原状土柱 N2 通量的直接测定

(图 2)。 

 

图 2  双密闭气体缓冲装置示意图[47] 
Fig. 2  Schematic diagram of cylinder-in-cylinder set 

 
然而，密闭培养–氦气环境法也有其自身不足：

①保证培养体系的气密性以及气体取样免受大气中

N2 污染是成功应用该方法的关键前提，这对于体系

建立以及操作者的实验技能都具有较高的要求；②该

方法对于培养系统中背景 N2 的置换耗时耗力；③培

养体系中气体置换可能会对土壤水分、微结构等产生

未知影响；④培养体系在密闭环境下无法与外界进行

正常的物质和能量交换，例如反硝化作用产生的 N2

无法进入大气，在密闭体系内累积，影响测定结果的

可信度[16,48]。 

1.4  N2/Ar 比值–膜进样质谱法 

方法原理：由于自然水体中的溶解性 N2 背景浓

度低于大气，淹水环境(包括稻田)反硝化作用产生的

溶解性 N2 也相对易测。自然水体中的溶解性 N2 同时

源于生物过程(主要是反硝化)和物理过程(水气平

衡)；Ar 是惰性气体，不参与生物反应，其在水体中

浓度只受温度和盐度的影响。因此，水样 N2/Ar 值

的变化可以一定程度上排除物理因子变化(如温度和

盐度等变化)所导致的 N2 浓度波动，从而更好反映了

源自生物过程的 N2 浓度变化(主要是反硝化作用)。

基于此，可以通过测定水样中 N2/Ar 值，获取水样

中 N2 的浓度，进而计算反硝化速率[49]。 

Kana 等[49]最早将膜进样质谱法(membrane inlet 

mass spectrometry, MIMS)应用于水体 N2/Ar 的测定。

MIMS 主要由蠕动泵、恒温水浴、液氮冷阱、四级杆

质谱管、信号收集器、计算机系统组成。工作原理：

待测水样在蠕动泵作用下进入温度调节水浴装置，经

过温度平衡的水样进入真空冷阱系统并与半透膜接

触。水样中部分气体透过半透膜进入四级杆质谱管，

首先在电离装置作用下进行离子化，而后不同质量的

离子经过震荡电场分离后进入检测器。N2/Ar 法可在

无需添加 15N-标记底物的前提下实现对反硝化主要

产物 N2 的直接精确测定，可以在很大程度上降低 15N

示踪法的系统误差。另外，该方法对于溶解水体中

N2/Ar 的测定精度可达 0.03%，测定速度快(小于 3 

min)、进样量小(小于 7 ml)、操作简单、适用于大批

量样品测定，被美国自然科学基金委员会成立的反硝

化研究协作网专门推荐使用。MIMS 目前广泛应用于

不同类型水体环境的反硝化研究，有力推动了淹水环

境反硝化研究[32,50-52]。 

应用 MIMS 进行 N2 通量测定大多需要建立可

以模拟原位淹水环境的密闭培养系统(图 3)。该培养

系统可以模拟自然水体环境，使用原位水体流经原状

沉积物柱样，定期采集培养水样，采用 MIMS 测定

水样的 N2/Ar 比值，结合土柱横截面积和上覆水体积

来计算反硝化速率[53]。该培养装置不仅避免了对土

壤物理性状的破坏，而且有利于实现对于影响反硝化

环境因子的精确控制。 

 

图 3  模拟原位淹水环境的反硝化培养装置[53] 
Fig. 3  Experimental incubation system used to measure 

denitrification rate 

 
南京土壤研究所较早将可以模拟原位淹水环境

的培养装置结合 MIMS 应用于淹水稻田 N2 通量的直

接测定[4, 53-56]，报道淹水稻田施肥后 21 d 反硝化累计

除氮量占施氮量的 4.7%，介于以往研究采用 15N 平

衡差值法和 15N 示踪气体直接测定法(15N-(N2+N2O))获

得的结果之间。此外，MIMS 所测定的施肥后 10 d 内

反硝化平均速率为 N 0.48 kg/(hm2·d)，小于 Arth 等[41]

采用 He+O2(79%/21%)密闭培养–N2 通量法直接测定

施用尿素后 5 d 内稻田土壤反硝化强度 (N 1.15 

kg/(hm2·d))。考虑到前者施氮量小于后者(N 110 和
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190 kg/hm2)，两种方法所测定的结果较为接近。作者

通过比较氮肥深施和表施两种不同施肥方式，证实了

稻田反硝化与氨挥发确实存在互为消长关系，即：深

施虽然减少了氨挥发，同时却促进了反硝化。该工作

为准确量化稻田反硝化损失氮量提供了关键技术支

持[54]。在有效解决 N2 通量测定难题的基础上，作者

对整个水稻生长季的 3 种含氮气体(N2、NH3 和 N2O)

进行了同步监测，发现：从整个水稻生长季来看，传

统表施氮肥下 3 种含氮气体损失量分别占施氮量的

13.5% (N2)、19.1% (NH3) 和 0.2% (N2O)，共计占施

氮量的 32.8%；从不同氮肥施用时期来看，总气态氮

损失量按照基肥期、分蘖肥期、穗肥期依次降低；结

合淋洗和径流损失氮量，除去气态氮损失量和水稻吸

收氮量，推算出整个水稻生长季结束后约 20% 的肥

料氮留存在土壤中。此外，与表施相比，氮肥深施同

时降低了 3 种气态氮损失量，降幅分别为 13.3% (N2)、

14.2% (NH3) 和 42.5% (N2O)，共计降低 13.8%。同

时，深施分别提高水稻产量和氮肥利用率 13.9% 和

14.4%。该工作进一步厘清了稻田氮收支，揭示了深

施氮肥有助于减氮增效的科学内涵[4]。此外，基于

MIMS 技术，王书伟等[55-56]同样发现太湖流域典型稻

田反硝化和氨挥发损失氮量相当，分别占尿素氮施用

量的 11.9% ~ 21.8% 和 11.5% ~ 22.0%；优化施肥模

式(前氮后移)可以在降低一定氮肥用量条件下同时

实现产量增加和气态氮损失量降低[56]；生物质炭添

加同时增加反硝化和氨挥发损失氮量；硝化抑制剂添

加在降低反硝化同时反而增加氨挥发，但是总体上减

少气态氮损失量[55]。 

然而，需要指出的是，N2/Ar 法无法测定通过非

溶解途径(如气泡)排出土体的 N2，可能会低估实际反

硝化速率；原状土柱培养法毕竟不是原位测定，无法

在实验室内实现稻田系统实际环境条件的原样模拟，

获得的结果也只能尽可能接近于真实情形。例如：原

状土柱培养忽视了水稻通气组织可能发挥的重要作

用，无法模拟水稻通气组织向根系输送 O2，进而可

能削弱硝化–反硝化耦合作用[41,57]；此外，原状土柱

培养法排除了水稻根系对于无机氮的竞争吸收，可能

会高估反硝化作用强度[58-59]。因此，为了尽量使 N2/Ar

法测定的反硝化速率接近于实际情况，从田间采样到

室内培养取样的时间间隔在实际操作中应尽量缩短。 

综上所述，表 1 比较了淹水稻田反硝化速率不同

测定方法的主要优缺点和适用性。 

表 1  稻田反硝化速率不同测定方法比较 
Table 1  Comparison of denitrification determination methods in flooded rice paddies 

方法 优点 缺点 适用范围 

乙炔抑制法 操作简单、灵敏度高、重现性好、成本

低、适用于大批量样品反硝化潜势表征

及比较 

间接测定、乙炔扩散速率慢、部分抑制硝化作用、

对 N2O 还原抑制不完全、乙炔自身被降解 

旱地土壤、室内厌氧培

养、土壤硝态氮含量高

15N 同位素示

踪法 

高灵敏度、土壤受干扰较小、可区分土

壤非耦合反硝化和耦合反硝化 

15N 标记底物添加刺激反硝化、15N 标记物难以均匀

加入、标记物-15N 与土壤 14N 交换效应、同位素分

馏效应、操作复杂、成本高 

适用于原位土壤、土壤

本底氮素含量高 

密闭培养–氦

气环境法 

无外源 15N 标记物或抑制剂添加、直接测

定 N2、灵敏度高 

操作技术要求高、去除背景 N2 较难、培养装置气

密性要求高、采集气样易被污染 

原状土柱 

N2/Ar 比值–膜

进样质谱法 

测定精度高、测定速度快、进样量小、

适用于大批量样品测定 

无法测定非溶解途径(如气泡)排出 N2、培养装置气

密性要求高、设备昂贵 

淹水环境下的土壤 

 
 

2  方法展望 

水稻生产对于肥料氮的利用率较低，反硝化作用

是淹水稻田氮素损失的重要途径。研究方法的不断改

进是推动稻田反硝化作用研究的基础。目前有待深入

开展以下几个方面的研究： 

1)如何实现田间原位无扰动直接测定反硝化依

旧是稻田反硝化研究所面临的关键难题。 

2)水稻植株可以通过自身通气组织把空气中的

O2 源源不断输送到根系。因此，在水稻根际，硝化–

反硝化耦合反应活跃。另外，水稻植株本身有利于反

硝化产物 N2 从根系向大气排放。未来研究应该综合

考虑稻田土壤和水稻植株的整体 N2 排放能力。 

3)结合现有不同测定方法的优缺点，根据具体研

究目标选取合适的方法或者联合运用多种方法有望

进一步推进稻田反硝化研究。例如：水稻整个生育期

并不完全处于淹水状态，烤田是水稻生产上的一项重

要的农业措施。因此，淹水期采用 N2/Ar 法，烤田期
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则考虑选用密闭培养–氦气环境法，可能会提高稻田

反硝化测定精度。 

4)稻田反硝化具有高度时空异质性，而现有反硝

化测定方法并不适用于高频度大批量测定。未来研究

可以通过建立反硝化速率与关键控制因子的数学关

系模型来获取整个水稻生长季的反硝化动态变化规

律，从而提高反硝化损失氮量的估算精度。 

5) 反 硝 化 – 分 解 模 型 (denitrification-decompo-

sition model, DNDC 模型)是农业生态系统中一系列

控制碳和氮迁移转化的生物化学及地球化学反应机

制的计算机模拟表达。反硝化是导致氮素从土壤丢失

而进入大气的主要生物地球化学过程。目前，DNDC

模型还未见用于稻田反硝化终产物 N2 量化研究。因

此，可以尝试把 DNDC 模型发展应用于稻田反硝化

定量研究。 
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