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摘  要：土壤是 N2O的重要排放来源之一。土壤中 N2O产生途径众多、受多种因素调控，深入分析土壤 N2O产生途径才能采取针

对性的减排策略。稳定同位素技术已广泛用于研究土壤 N2O 排放，N2O 同位素异位体法是近年来新兴的研究方法。该研究方法通

过测定土壤 N2O的同位素组成(δ
15

N
SP

N2O、δ
18

ON2O和 δ
15

N
bulk

N2O)分析 N2O排放贡献，因无需添加标记物、对土壤系统干扰小、成本

低，适合在野外田间研究 N2O排放，是
15

N标记方法的有力补充。本文详细介绍了 N2O同位素异位体法的原理、质谱测定方法、

定量分析方法、影响该方法的因素及其应用前景。 
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Abstract: Soil is one of the important sources of N2O emissions. Soil N2O production pathway is numerous and regulated by 

variety of factors, in-depth analysis of soil N2O production pathway can adopt targeted emission reduction strategies. Stable 

isotope technology has been widely used to the study of soil N2O emissions, N2O isotope method is an emerging research method 

in recent years. This method analyzes N2O emission contribution by measuring the isotope composition of soil N2O (δ15NSP
N2O, 

δ18ON2O and δ15Nbulk
N2O), because not need to add markers, little interference to soil system and low in cost, it is suitable for field 

research on N2O emissions and is a powerful supplement to 15N labeling method. This paper introduces in detail the principle of 

N2O isotope method, mass spectrometry method and quantitative analysis method, the factors affecting the method and its 

application prospect.  
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鉴于对全球气候变化的关注日益增加，促进温室

气体减排已成为热点研究问题。氧化亚氮(N2O)作为

《京都协定书》规定的 6 种温室气体之一，不但会进

入平流层破坏臭氧层[1]，还会吸收红外线造成温室效

应[2]，等摩尔浓度 N2O的增温潜势是二氧化碳的 298

倍[3]，且以每年 0.73 nmol/mol的速率增加[4]。N2O在

大气中的存在寿命约为 118 ~ 131 a
[5]，对全球增温具

有长期潜在深远的影响。据报道，目前全球的总 N2O

排放量为 17.9 Tg/a，在众多 N2O排放源中，农业管

理以及自然植被下的土壤构成了全球最主要的 N2O

来源，其中自然植被土壤 N2O 排放量为 6 ~ 7 Tg/a，

占自然来源的 60%，农田土壤 N2O排放量为 4.3 ~ 5.8 

Tg/a，占人为来源的 69%
[5]。因此，准确估算土壤

N2O 排放量对于实现全球范围内 N2O 的减排具有重
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要意义。但是土壤 N2O 排放受多种微生物和非微生

物途径的影响，时空异质性显著，土壤氮转化过程极

其复杂并具有多种 N2O产生途径
[6]，只有深入溯源分

析土壤 N2O 产生途径才能采取针对性的减排策略，

减少大尺度 N2O排放量估算的不确定性
[7]。 

N2O的主要产生过程有反硝化、羟胺氧化、硝化

细菌反硝化等[7]。反硝化过程是在无氧或者微氧的条

件下，微生物将 NO3
–、NO2

–或者 N2O还原为、NO2
–、

NO、N2O或 N2，N2O是反硝化过程的中间产物，在

某些条件下是主要最终产物(如：真菌反硝化过程)
[8]。

羟胺氧化过程中 N2O 是不同形态氮氧化形成 NO3
–的

副产物，包括自养硝化和异养硝化，其中自养硝化主

要由氨氧化细菌、亚硝态氮氧化细菌驱动[9]，将 NH4
+

或 NH3经过 NO2
–氧化为 NO3

–的过程；异养硝化主要

是由一些具有异养硝化能力的真菌和细菌，将有机氮

或者 NH4
+氧化为 NO3

–的过程。硝化细菌反硝化也是

由氨氧化细菌驱动，但有别于自养硝化，是 NH4
+氧

化产生的 NO2
–进一步还原为 N2O和 N2 

[7]。此外，硝

酸盐异化还原为铵过程(DNRA)、化学反硝化过程也

产生 N2O
[10]，但一般认为这些过程对于全球 N2O 排

放的贡献较小[6]。  

迄今为止，不少科学方法已广泛应用于土壤

N2O 产生途径的区分和溯源研究中，主要包括
15

N

通量法 [11]、抑制剂法以及稳定同位素法。其中通量

法和抑制剂法最早用于区分 N2O 产生来源，但通量

法无法明确 N2O产生的过程
[2]，抑制剂法常常因为微

生物所处生长阶段不同而无法完全抑制。近年来稳定

同位素技术发展迅速，同位素标记技术(
15

N 标记)和

自然丰度技术(δ
18

ON2O、δ
15

N
bulk

N2O)开始被广泛用于区

分土壤 N2O产生途径
[12-14]。15

N标记与数值模型的结

合实现了对于土壤 N2O 产生途径的量化研究，它能

同时结合土壤氮转化过程初级转化速率和含氮气体

排放的计量变化，全面研究土壤氮转化和 N2O 产生

途径。近期开发的土壤–植物 15
N 示踪模型，更能为

量化土壤–植物系统的氮转化过程和氮转化率问题提

供可靠方法。与同位素标记技术相比，自然丰度技术

也早已用于土壤氮素转化过程的研究[15]，但在复杂

的生态系统中应用 15
N自然丰度法，易受到氮在库与

库之间转化过程中的同位素分馏作用的限制，其定量

程度处于较低水平[2]。近年来，一种通过测定 N2O同

位素异位体及两个 N原子间 15
N位点优势值(SP: site 

preference, δ
15

N
SP

N2O)的新方法[16]，已被广泛应用于土

壤、海洋的 N2O 溯源分析。与
15

N 标记法和抑制剂

法相比，它对原有系统的干扰小，更适合用于野外大

尺度研究；与传统自然丰度技术相比，它在 N2O 产

生过程中不受底物的同位素组成影响。而且不同的

N2O 产生过程，δ
15

N
SP

N2O 具有一定的差异性
[16-17]；

δ
15

N
SP

N2O与 δ
18

ON2O、δ
15

N
bulk

N2O值结合，还能为 N2O

产生途径的溯源分析提供更多信息，在适合的同位素

数值模型辅助下，可实现大田和区域尺度上量化土壤

N2O各产生途径的排放贡献。 

1  N2O的同位素异位体和位点优势值 

国际纯粹应用化学联合会 (The International 

Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC)于 2011

年将一组被重同位素取代的数量不同或者被重同位

素取代的位置不同的分子，定义为同位素异位体

(isotopocule)，它是“isotopically substituted molecules”

的缩写。因为每种元素往往有不止一种稳定同位

素，所以一种化合物通常具有多种不同的同位素异

位体 [18]。N2O分子是一个由一个 O原子和两个 N原

子形成的三原子非对称直线型结构，其中 N 元素有
14

N、15
N 两种稳定同位素；O 元素有 16

O、17
O、18

O

三种稳定同位素，理论上，N2O分子有 12种同位素，

但实际上自然丰度表现出明显差异的同位素异位体

仅 5种[19]。 

由于 N2O 是一个不对称分子，位于中心和末端

的 N 原子被称为 α-N 和 β-N
[18]或者 1-N 和 2-N

[20]，

也有用 456 和 546 来表示 N2O 的两个重要的同位素

异位体 14
N

15
N

16
O 和 15

N
14

N
16

O
[21]。在 N2O 形成过程

中，两个 NO
– 会结合形成次硝酸盐状中间体

(
–
O–N=N–O

–
)

[17]，随后一侧的 N–O 键断裂形成 N2O

分子，断键侧的 N原子位于 β位，未断键侧的 N原

子位于 α位；而在 N2O还原为 N2的过程中另一侧的

N–O 键也断裂形成 N2。由于较重的同位素原子移动

性较弱具有较高的结合能 (如 15
N–

16
O 键相较于

14
N–

16
O键结合能更高，所以 14

N–
16

O键更易断裂)，

且土壤微生物和酶对于 N–O 键的断裂也有影响，所

以在 N2O 的产生和还原过程中两次断键的差异，可

能会导致 15
N 在两个 N 原子上的分布差异[22]，这个

差异就称为位点优势值。在 N2O分子中 δ
15

N
α、δ

15
N

β、

δ
15

N
bulk和 δ15NSP

N2O值之间的换算关系如下
[18]： 

 15 bulk 15 α 15 βN = N + N 2    (1) 

15 SP 15 α 15 βN N N     (2) 

式中：δ
15

N
bulk表示两个 N 原子上的 15

N 丰度的平均

值；δ
15

N
α和 δ

15
N

β分别表示中心和末端 N 原子上的
15

N丰度。 
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在生成 N2O 的过程中，由于各个途径受到不同

微生物和酶调控的影响，产生的 δ15NSP
N2O值也会存在

差异，这些差异可为溯源分析土壤 N2O 产生途径提

供理论基础。 

2  同位素异位体方法溯源 N2O产生途径的

基本原理 

稳定同位素方法进行溯源研究的主要依据是，任

何一种元素的同位素组成都可以提供来源和形成过

程信息。有关来源的信息往往依赖于元素本身独特的

同位素组成，所以在传递过程中具有特征性，而包含

形成过程的信息往往受同位素分馏作用的影响在传

递过程中容易丢失而丧失过程特征性[22]。但是，体

现 N2O 分子中
15

N 在两个 N 原子上分布差异的

δ15NSP
N2O不受基质同位素组成的影响，且在 N2O产生

过程中 δ15NSP
N2O 可以保持不变，这一特点使得

δ15NSP
N2O成为溯源 N2O产生途径的一个重要指标

[23]。 

Sutka等[24]率先通过纯培养试验发现，自养硝化

过程和细菌反硝化过程产生 N2O 的 δ15NSP
N2O存在特

征性且差异明显，这一发现在野外和土壤培养试验中 

多次被证实。之后，又发现真菌反硝化和细菌反硝化

的 δ15NSP
N2O也存在明显差异

[25]。表 1是目前基于纯培

养试验得到的不同产生途径 N2O 的 δ
15

N
bulk

N2O、 

δ
18

ON2O和 δ
15

N
SP

N2O值，可以发现不同 N2O 产生途径

的 δ15NSP
N2O值大致可以分为两大类：第一类是硝化细

菌反硝化和反硝化途径(简称 N2OD)，数值较小，一

般在 –5.4‰ ~ 2.2‰；第二类是自养硝化、真菌反硝

化、化学反硝化和 AOA等途径(简称 N2ON)，数值较

大，一般在 28.8‰ ~ 36.8‰
[16]。δ15NSP

N2O值的这种差

异与 N2O产生过程的酶调控机制有关。以 NH2OH氧

化还原酶(HAO)和 NO还原酶(NOR)为例，二者都包

含血红素或非血红素铁(Fe)原子的催化中心。HAO

酶具有一个中心 Fe 原子 [36]，在 N2O 形成过程中

NH2OH分子顺序与同一个 Fe原子中心结合，最终产

物 N2O中的中心(α)和末端(β)N原子分别来自第二个

和第一个结合的 NH2OH分子，因同位素分馏效应，

第二个结合的 NH2OH 分子中 15
N 较第一个结合的

NH2OH分子富集，因此该过程产生 N2O的 δ
15

N
SP

N2O

值较大。然而细菌 NOR酶具有两个 Fe 原子(双核中

心)且酶之间具有相似性[37]，两个 NO分子 

表 1  不同 N2O 产生途径的 δ15Nbulk
N2O、δ18ON2O 和 δ15NSP

N2O 值 
Table 1  Values of δ15Nbulk

N2O, δ18ON2O, and δ15NSP
N2O from different N2O generation pathways 

N2O产生途径 δ15Nbulk
N2O(‰) δ18ON2O(‰) δ15NSP

N2O(‰) 来源 

细菌异养反硝化(bD) –13.8 ± 4.9 34.9 ± 6.1 –2.2 ± 3.2 Decock 等[16] 

– 37.2 ± 9.3 –4.4 ± 3.1 Toyoda等[23] 

– 9.8 ± 2.5 –0.1 ± 8.6 Sutka等[26] 

– 27 ± 3.3 – Lewicka-Szczebak等[27] 

硝化细菌反硝化(nD) –29.0 ± 6.0 9.8 ± 1.5 –1.0 ± 4.3 Decock等[16] 

–16 ± 6.0 13.5 ± 9.5 –5.1 ± 1.8 Toyoda等[23] 

18.6 ± 0.3 3.0 ± 0.1 28.9 ± 1.0 Jung等[28] 

异养硝化(hN) –9.6 ± 5.4 37.2 ± 12.5 27.7 ± 4.3 未发表数据 

真菌反硝化(fD) –9.9 ± 6.7 34.2 ± 2.9 35.2 ± 4.3 Decock等[16] 

–38.1 ± 1.6 33.3 ± 13.3 35.9 ± 2.7 Rohe等[29] 

– 35.7 ± 9.4 26.3 ± 10.5 Maeda等[30] 

– 34.3 ± 4.1 31.4 ± 8.6 Sutka等[31] 

AOB氨氧化过程(Ni) –45.5 ± 2.3 23.5 ± 1.3 31.4 ± 4.2 Decock等[16] 

– 36.4 ± 0.8 36.3 ± 2.4 Frame等[32] 

– 48.4 ± 16.6 35.1 ± 2.9 Heil等[33] 

– 29.1 ± 7.8 24.7 ± 6.6 Jung等[28] 

– 45.4 ± 11.5 35.4 ± 3.6 Yamazaki等[34] 

化学反硝化 –5.8 ± 9.2 46.5 ± 7.4 29.9 ± 1.5 Decock等[16] 

AOA产生 N2O 8.7 ± 1.5 34.0 ± 0.9 30.3 ± 1.12 Santoro等[35] 

6.1 ± 1.5 10.6 ± 0.9 30.3 ± 1.2 Jung等[28] 

羟胺氧化过程 –0.3 ± 3.4 38.8 ± 2.4 33.0 ± 1.6 Decock等[16] 

注：异养硝化的数值来源为本课题组纯培养试验未发表数据。 
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可同时与之结合形成次硝酸盐状中间体(
–
O–N=N–O

–
)，

因产生 N2O 分子的两个 N 原子几乎同时形成，

δ
15

N
SP

N2O值接近于零。真菌 NOR 酶(P405)的催化中

心仅具有单个 Fe原子[37]，两个 NO分子只能顺序与

催化中心结合，因此存在与 HAO酶类似的现象，N2O

的两个N原子上的 15
N差异明显，δ15

N
SP

N2O值较大
[17]。  

3  N2O同位素异位体的 δ15
N

SP
N2O、δ18

ON2O

和 δ15
N

bulk
N2O值的质谱测定方法  

N2O同位素异位体的测定方法早在 1974年就有

研究涉及，随后 Yoshida
[6]首次全面描述了质谱测定

N2O同位素异位体的方法。质谱分析法是运用质谱仪

器分析某种元素稳定同位素比值特征的方法，广泛应

用于农业、环境和生态等领域的研究中。质谱仪由进

样系统、离子源、质量分析器、离子接收器、真空系

统和计算机系统组成。样品气体在离子源中被灯丝发

射的慢电子轰击后，电离形成具有一定能量的离子

束，在加速电压作用下，带电离子(带电的原子、分

子或分子碎片)以一定速度进入质量分析器的磁场，

根据洛伦兹定律，在电场和磁场的共同作用下，带电

离子因质量数和所带电荷数之比(m/z)不同而分离，被

对应法拉第杯接收后，根据检测到的离子类型和束流

强度，实现对样品气体某种元素的同位素比值及其组

成的测定。 

N2O同位素异位体的测定，可通过在质谱仪上配

备能同时接收 m/z为 44的[
14

N
14

N
16

O]
+，m/z为 45的 

[
14

N
15

N
16

O]
+、[

15
N

14
N

16
O]

+、[
14

N
14

N
17

O]
+和 m/z为 46 

的 [
14

N
14

N
18

O]
+等分子离子，以及 m/z 为 30 的 

[
14

N
16

O]
+和 m/z 为 31 的[

14
N

17
O]

+ 、[
15

N
16

O]
+等碎片

离子的接收杯(图 1)，实现一次进样在 NO和 N2O两

种模式得到 δ
15

N、δ
18

O 和 δ
31

NO 的值，再经一系列

换算，计算得到 δ
15

N
α、δ

15
N

β和 δ
15

N
SP

N2O值
[17-18]。 

 

图 1  五杯模式的稳定同位素比值质谱仪示意图 

Fig. 1  Scheme of stable isotope ratio mass spectrometer in five-cup pattern 

 

3.1  质谱离子源工作条件优化 

N2O气体在离子源中，经慢电子轰击后，主要形

成 [N2O]
+ 分子离子和少量以 NO

+ 为主的碎片离子。

由于这两类离子所需的最优离子源条件可能不同，

NO
+ 的产率不高([NO]

+
/[N2O]

+
=1/3)，为保证测定结

果的稳定性和精密度，需优化离子源条件，来适当提

高 NO
+ 的产率，保证测定结果的稳定性和精密度。

改变质谱仪器的聚焦参数、离子源的电子能量和电离

室内的气压强等可以调整离子源的工作条件。质谱仪

器的聚焦参数可通过仪器的自动聚焦(autofocus)功能

实现，也可手动调节离子源的 emission、trap等参数。

电子能量变化对 [N2O]
+ 分子离子和 NO

+ 碎片离子

的产率均有显著影响(表 2)，而且不同质谱仪器上电

子能量的高低对 N2O 气体的离子谱影响并不一致：
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Toyoda 和 Yoshida
[18]发现 MAT-252 质谱仪上，测定

NO
+离子的最优电子能量为 70 ~ 86 eV，而本课题组

使用的是 Delta V Plus质谱仪，当电子能量低于 100 

eV 会导致 NO
+ 的产率过低(表 2)，造成测定结果不

准确(表 3)。 

3.2  重排因子测定 

N2O 在离子源中会发生重排，所形成的 [NO]
+ 

离子的 N原子主要来自 α-N，部分来自 β-N
[18]，引起

这种重排效应的原因目前尚不明确，推测与 N2O
+ 受

电子轰击后形成 NO
+ 的途径有关。准确测定 N2O的

同位素异位体，需要确定重排因子，它通常不受样品

浓度和丰度影响，取决于所使用的质谱仪器和离子源

条件，同一台质谱仪器在离子源条件发生变化后(如：

更换灯丝 )需要重新测定重排因子。 Toyoda 和

Yoshida
[18]、Westley等[38]发现在 MAT-252、253质谱

仪上重排因子大约为 0.07 ~ 0.09，即 [NO]
+ 离子中

有 7% ~ 9% 是来自 β-N；而 Sutka 等 [24,26]发现

IsoPrime质谱仪的重排因子可达 19.5%。 

表 2  电子能量变化对离子流强度的影响 
Table 2  Effect of electron energy on intensity of ion flow 

电子能量(eV) m/z 44信号衰减率(%) m/z 30信号衰减率(%) 

1 2 3 平均值 1 2 3 平均值 

100.0 17.52 16.08 14.83 16.14 11.98 11.28 10.79 11.35 

70.0 40.01 42.14 41.15 41.10 42.19 44.49 43.99 43.56 

注：信号衰减率均以 124 eV的离子流强度为基准计算。 

表 3  电子能量变化对 N2O 同位素异位体测定值的影响 
Table 3  Effect of electronic energy on N2O isotopocule determination 

电子能量(eV) δ
15Nbulk(‰) δ15Nα δ15Nβ SP 

测定值(‰) 平均值(‰) 测定值(‰) 平均值(‰) 测定值(‰) 平均值(‰) 

70.0 –1.686 –6.831 –6.721 3.459 3.348 10.290 10.068 

 –6.673  3.301  –9.974  

 –6.656  3.284  –9.940  

100.0 –1.686 –4.266 –4.475 0.894 0.940 –5.160 –5.252 

 –4.106  0.734  –4.840  

 –4.564  1.192  –5.756  

124.0 –1.686 –4.436 –4.444 1.064 1.072 –5.500 –5.516 

 –4.257  0.885  –5.142  

 –4.639  1.267  –5.906  

 

质谱仪器重排因子的测定一般可通过 NH4NO3

热解法和标记气体混合法实现[18]。NH4NO3热解法是

将不同丰度的 NH4
15

NO3和
15

NH4NO3加热分解生成

不同丰度的 N2O 气体，由于分解形成的 N2O 中 α-N

都来自 NO3-N，β-N都来自 NH4-N，因此可制得一系

列已知丰度的 15
NNO和 N

15
NO气体。将这些气体在

质谱仪上的测定值与其理论值绘制成一条直线，直线

的斜率即为重排因子。标记气体混合法是通过购买市

售的高丰度高纯 15
NNO和 N

15
NO气体(>99 atom%)，

将其与自然丰度的工作标准N2O气体(0.3663 atom%)

混合，即可制得一系列已知丰度的 15
NNO 和 N

15
NO

气体，再将测定得到 31
R值与 45

R值绘制成一条直线，

斜率即为重排因子。这两种方法中，NH4NO3热解法

得到的重排因子更为准确，但操作非常繁琐，需使用

特制的热解装置，而标准气体混合法操作相对简单，

目前大部分研究人员仍然选择使用标准气体混合法

测定重排因子[39–41]。本课题组使用的 Delta V Plus质

谱仪，通过标记气体混合法测定的重排因子为 0.085，

这一结果与 Toyoda和 Yoshida
[18]、Well等[40]、 Mohn

等[42]报道过的结果(0.08 ~ 0.09)一致。 

3.3  N2O工作标准气体的校准 

由于长期缺乏 N2O 国际标准气体，如何在不同

实验室内准确校准 N2O 工作标准气体，一直是困扰

研究人员的难题。虽然 NH4NO3热解生成的已知丰度

的 N2O 气体能够实现工作标准气体的校准，但这一

方法操作较繁琐，还需要特殊的热解装置，很难在每

个实验室内单独实现。在国外学者的努力下，美国地

质勘探局 2016年开始提供 USGS51和 USGS52两种

国际标准品(表 4)，研究者可直接购买标准品完成工

作标准气体的校准。需要注意的是，不同实验室对 
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表 4  N2O 国际标准品 USGS51 和 USGS52（‰） 
Table 4  N2O international standards USGS51 and USGS52 

编号 δ15Nair δ15Nα
air δ15Nβ

air δ18OVSMOW-SLAP δ15NSP
air 

USGS51 1.32 ± 0.04 +0.48 ± 0.09  +2.15 ± 0.12  +41.23 ± 0.04  –1.67  

USGS52 0.44 ± 0.02 +13.52 ± 0.04 –12.64 ± 0.05 +40.64 ± 0.03  +26.15 

注：表中数据来源于 https://isotopes.usgs.gov/lab/referencematerials.htm。 

 

USGS51和 USGS52的比对测定结果显示，δ
15

N
SP

N2O

值的测定误差较大，因此在日常测定工作中应采用

两点校正，减少测定误差 [42]。可以直接使用

USGS51 和 USGS52 进行两点校正，也可以使用能

覆盖样品 δ
15

N
SP

N2O 值范围的实验室自制标准气体

进行两点校正。 

3.4  其他测定问题 

N2O 同位素异位体的准确测定对质谱仪器的稳

定性要求较高。在实际工作中发现，极少量溶于水的

CO2 会生成 [CO]
+，干扰 [NO]

+ 的准确测定，因此

需经常更换微量预浓缩装置中的除水和 CO2 的化学

阱，也可将化学阱分成除水、除 CO2 两部分，分别

单独更换，既节约试剂又提高效率。样品气体中如果

杂质太多，会在色谱柱中逐渐累积，干扰测定结果，

加大烘烤色谱柱的频率，或在样品测定完成后反吹色

谱柱，有助于去除杂质。对于和 N2O 信号过于靠近

的杂质峰，可通过降低流速和色谱柱温度，实现有效

分离。使用稳定同位素比值质谱仪测定 N2O 同位素

异位体时，N2O 样品的信号高低，直接影响 NO
+ 碎

片离子的产率，非线性问题会显著影响测定结果，常

规的线性测试是通过一系列不同信号的矩形信号峰

完成，而样品峰是瞬时信号，要准确实现对样品峰的

线性校正，需要用同样峰形的标准气体，可通过在每

一天运行样品 N2O 的前后，分别运行一组接近样品

最高和最低浓度的 N2O 标准气体，标准气体尽量使

用与样品同一体积的样品瓶，完成线性校正。 

4  基于 δ15
N

SP
N2O和 δ18

ON2O/δ15
N

bulk
N2O的同

位素混合模型  

4.1  同位素指标的选择 

如何依据 N2O 的一系列同位素特征值(δ
15

N
SP

N2O

和 δ
18

ON2O/δ
15

N
bulk

N2O)定量分析 N2O 的排放贡献一直

备受关注。土壤 N2O 产生途径众多，虽然不少土壤

N2O产生途径的 δ
15

N
SP

N2OO值已通过纯培养试验逐渐

被发现，但是不同途径的 δ
15

N
bulk

N2O值彼此之间有所

覆盖，仅能定性区分N2O产生途径，δ
18

ON2O/δ
15

N
bulk

N2O

值可以作为 δ
15

N
SP

N2O的有力补充。Well等[40]、Toyoda

等[43]及 Koba 等[44]率先提出将 N2O 各产生途径的

δ
15

N
SP

N2O值与 δ
15

N
bulk

N2O值相结合，使用二源同位素

混合模型，通过多次两两场景假设，尝试定量区分水

体、土壤中硝化和反硝化作用途径对 N2O 的贡献。

但是后续的研究发现在封闭的系统中，δ
15

N
bulk

N2O 值

与其底物的 N 同位素组成关系密切，且底物的 15
N

组成受分馏作用的影响存在明显的时间变化[16,41]，分

馏系数 ε
15

N
bulk变化范围大。在不同的试验体系中 N

的底物种类繁多(如：不同类型有机氮以及不同形态

的无机氮)，造成底物的 δ
15

N
bulk值差异极大。水体中

底物的 δ
15

N
bulk值较均一，而土壤异质性高，各种反

应存在微域性，因此土壤中底物的 δ
15

N
bulk值并不代

表真正参与反应的底物的 δ
15

N
bulk 值[45]。与 δ

15
N

bulk

相比，N2O的
18

O同位素组成主要依赖于底物的 18
O

值，包括：O2(羟胺氧化和氨氧化过程)、H2O(反硝化

过程的 O 交换)和 NO3
–
/NO2

–
(反硝化过程)，同时也受

N2O 产生模式的 O 同位素分馏作用影响，一度认为

比 N同位素更为复杂。但是，N2O的 O底物来源较

其 N底物简单，自然条件下 O2(≥23.5‰)、H2O(–8 ~ 

0‰)和NO3
–
/NO2

–
(≤20‰)的O同位素组成有明显差异

[25]。纯培养试验结果还显示，在真菌或真菌主导的

反硝化过程中，中间产物与 H2O进行的 O交换过程

均反应较彻底，对 δ
18

ON2O值的影响不大，主要是 O

同位素的分馏过程起作用；而且真菌主导的反硝化过

程中的 O同位素分馏作用更为强烈，其 δ
18

ON2O值明

显高于细菌主导的反硝化作用[25]。因此，δ
18

ON2O 可

能比 δ
15

N
bulk

N2O更适用于土壤 N2O溯源分析。Toyoda

等[17]、Buchen 等[39]分别在自己的研究综述中指出可

以将 O同位素应用于 N2O产生过程的溯源分析，其

中后者指出 N2O的 δ
18

ON2O和 δ
15

N
SP

N2O一样，受前体

同位素的影响非常小。 

4.2  二源同位素混合模型 

N2O的同位素组成指标结合同位素混合模型，可

分析不同来源途径 N2O 的排放贡献。线性同位素混

合模型，尤其是二源线性同位素混合模型 (two- 

endmember isotope mixing model)是最常用的方法，它

可用线性方程 Y = aX + b表示，其中 Y=δ
15

N
SP

N2O，
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X=δ
18

ON2O。在二源同位素混合模型中，两个途径对

N2O的排放贡献可通过同位素混合方程 δsample = δ 途径

1 × f 途径 1 + δ 途径 2 × f 途径 2计算，δ 途径 1和 δ 途径 2的值根据

文献中不同 N2O 产生途径的纯培养试验数据得到相

应范围，f 途径 1和 f 途径 2表示两个途径对 N2O的贡献率，

f 途径 1+ f 途径 2=1
[44,46]

(图 2)。二源同位素混合模型一次

只能考虑两个来源[47]，无法将所有 N2O 产生途径放

入模型同时运行，需要对各途径两两进行场景假设分

别定量分析。因为各产生途径的 δ
15

N
SP

N2O 可分为

N2OD和 N2ON两大类，可分别从两类中选择一个途径

进行两两分析。 

但是，在反硝化过程中，N2O 会消耗还原为

N2，随着还原进程的进行，δ
15

N
SP

N2O因分馏效应发

生变化，需对这一过程进行校正，才能准确计算排

放贡献 [16]。N2O 还原过程中 δ
15

N
SP

N2O、δ
18

ON2O 和

δ
15

N
bulk

N2O 的同位素效应变化较一致，分馏系数比率

(ηred
15

N
sp

 /ηred
18

O或 ηred
15

N
sp

 /ηred
15

N)十分稳定，可作

为校正 N2O还原过程影响的指标
[40-43,44]。首先，根据

需要分析的两种 N2O产生途径的 δ
15

N
SP

N2O和 δ
18

ON2O

值，在样品值散点图上绘制出相应的端元值范围，运

用 Monte Carlo采样方法在取值范围内各取一个点连

接得到混合曲线；其次以 N2O 还原为 N2过程中
15

N

和 18
O分馏因子的稳定比值(ηred

15
N

sp
 /ηred

18
O)为斜率，

经过样品值点绘制出还原曲线的取值范围，再用

Monte Carlo采样方法在范围内取一条曲线即为该样

品点对应的还原曲线，还原曲线与混合曲线的交点即

可区分两个途径对样品 N2O 的排放贡献
[39-40,43]

(图

2)。Lewicka-Szczebak等[41]和Wu等[48]发现，在实际

土壤中 N2O 还原为 N2过程还存在两种可能(图 3)：

一是还原–混合过程(R-M)，即 N2O 先还原后混合的

过程，首先细菌反硝化途径产生的 N2O 部分还原为

N2，剩余未还原的 N2O 与硝化、真菌反硝化途径产

生的 N2O 混合；二是混合–还原过程(M-R)，即 N2O

先混合后还原的过程，各个途径产生的 N2O先混合，

接着部分N2O还原为N2。他们进一步提出了Mapping 

approach校正 N2O还原为 N2过程的方法，假设该体

系为封闭体系，根据 Rayleigh分馏方程进行校正(公

式(10))。以第一种情况为例，在线性混合模型中还

原曲线和混合曲线可分别用公式(3)、(4)表示，根据

公式(5) ~ (7)代入两个途径的 δ
15

N
SP

N2O和 δ
18

O值后，

可得还原曲线的截距 bred、混合曲线的斜率 amix和截

距 bmix。整合还原曲线和混合曲线的方程(公式(3)、

(4))，可得到二者交点的 δ
15

N
SP

N2O和 δ
18

ON2O值(公式

(8)、(9))。 

 

图 2  二源同位素混合模型概念图 

Fig. 2  Scheme of two-endmember isotope mixing model  

 

(场景 1(蓝色虚线)：混合–还原过程(M-R)；场景 2(黄色虚

线)：还原–混合过程(R-M)；a点截距：还原前各个途径产

生的混合 N2O；b点截距：细菌反硝化途径产生的 N2O部

分还原为 N2后残余的部分) 

图 3  Mapping approach校正N2O混合还原场景假设示意

图(修改自 Lewicka-Szczebak 等[41]和 Wu 等[48]) 

Fig. 3  Scheme of mapping approach to estimate magnitude of N2O 

reduction 

 

red red=a bY X   (3) 

mix mixa bY X    (4) 

red bD bD redb aY X  
 (5) 

mix sample Ni/fD sample Ni/fDa =( )/( )Y Y X X- -
 (6) 

mix sample sample mixb = aY X -
 (7) 

int mix red red mix=(b b )/(a a )X - -
 (8) 

int red int reda bY X  
  (9) 

式中：ared 是 δ15NSP
N2O 值和

18
O 的分馏系数之比

(ηred
15

N
sp

/ηred
18

O)， 该 比值 稳 定 在 2.4 ~ 2.6；

Y=δ
15

N
SP

N2O，X=δ
18

ON2O；对于细菌反硝化过程，YbD



432 土      壤 第 54卷 

http://soils.issas.ac.cn 

是细菌反硝化过程的 δ
15

N
SP

N2O值，XbD是细菌反硝化

过程的 δ
18

ON2O值，同理 YNi/fD和 XNi/fD分别是硝化或

真菌反硝化过程的 δ
15

N
SP

N2O和 δ
18

ON2O值；Xint、Yin

分别为还原曲线和混合曲线交点的 δ
18

ON2O 和

δ
15

N
SP

N2O值。 

最后，依据 Rayleigh 分馏方程，未还原的 N2O

比例(rN2O)和细菌反硝化过程的贡献(fbD)可以通过公

式(10)~(11)计算得出。 

int bD
N20

red

=exp
η

Y Y
r

 
 
 

-
 (10) 

bD sample Ni/fD int Ni/fD=( )/( )f Y Y Y Y- -  (11) 

同理，第二种场景假设的计算方法与此类似，具

体可参照Wu等[48]文章的附录。对比预测结果和实测

结果发现，一般来说还原–混合过程的场景假设其估

计值和观测值之间更加契合[39,48–50]，但也有研究对比

标记试验结果发现，部分土壤类型中混合–还原过程

场景假设的结果与观测值之间更加吻合[41,51]。 

总之，二源同位素混合模型可针对场景假设中两

种 N2O产生途径计算相对贡献，自此基于 N2O同位

素异位体同位素特征值的溯源分析方法开始向半定

量化推进。但是，简单的二源同位素线性混合模型一

次所能区分的 N2O 产生途径有限，只能进行多次场

景假设，在样本量和产生途径较多的情况下难以兼顾

数据源的不确定性，可能产生较大误差。由于样本的

同位素特征值来自于试验测定，存在一定的实验误差

和系统误差。各 N2O 产生途径的源数据整理自文献

中不同条件下的纯培养试验结果，变化范围较大，如

果将整个范围代入，与特定试验条件下的实际范围相

比也存在一定偏差。Buchen 等[39]尝试将源数据范围

全部代入计算，均发现结果的不确定性较大。这种情

况下，使用二源同位素线性混合模型难以准确量化

N2O排放贡献。 

4.3  贝叶斯同位素混合模型 

同位素混合模型不仅包括线性混合模型，也有近

年来发展迅速的基于贝叶斯统计的同位素混合模型

(如：SIAR、MixSIR等)，在 R语言的辅助下，已逐

渐应用于生态、地质等领域中食物贡献率、水分贡献

率溯源分析。其中，SIAR 发展最早，它能考虑多种

来源数据的不确定性和先验信息，而 MixSIR在样品

混合物取值非常稳定时结果更可靠，但是样品值的微

小变动容易引起贡献率结果波动[52]。2018 年 Stock

等[47]综合 SIAR模型和 MixSIR模型二者优势，在考

虑多种源不确定性和先验信息基础上，加入了随机效

应分类变量、残差和过程误差等开发出了 MixSIAR

模型，已被认为是最优的贝叶斯混合模型。虽然目前

应用该模型的研究对象都不同，但均是用于量化不同

源对于混合物(最终产物)的贡献，该模型基于 R语言

实现，通过为每个源和混合物定义均值和方差参数，

从而将源同位素值的不确定性纳入模型[53]。2020 年

Lewicka-Szczebak 等 [51]首次提出基于贝叶斯的三源

同位素值混合模型(3DI 模型)，同时使用 δ
15

N
SP

N2O、

δ
18

ON2O 和 δ
15

N
bulk

N2O 三种同位素特征值，虽然

δ
15

N
bulk

N2O 值变异性很大但依然包含了重要信息，在

同位素特征值个数不受限制的情况下，将其纳入模型

的同位素特征值数据中，可为 N2O 的溯源分析提供

更多科学依据，有助于提高分析方法的定量化水平。

该模型的核心基于 Moore和 Semmens等[53]的工作并

进行了进一步扩展，允许将输入数据的不确定性包括

到模型中，即假设来自 4个 N2O产生途径(bD、nD、

fD、和 Ni)的源数据集(δ
15

N
SP

N2O、δ
18

ON2O和 δ
15

N
bulk

N2O

值)正态分布，多次测量构成单个样本后对其进行

Monte Carlo积分，源数据的不确定性通过非归一化

似然计算中的方差输入模型。3DI模型允许同时考虑

N2O的 4种产生途径，使用基于贝叶斯框架的稳定同

位素混合模型确定最终贡献比例的概率分布。

Lewicka-Szczebak 等[51]比较了 3DI 模型、SP/O 图

(δ
15

N
SP

N2O–δ
18

ON2O)、SP/N 图(δ
15

N
SP

N2O–δ
15

N
bulk

N2O)以

及 N/O图(δ
15

N
bulk

N2O– δ
18

ON2O)的分析结果，发现 SP/O

图和 3DI模型的结果较一致，且与 15
N标记的试验结果

较吻合，且在 N2O 还原作用的估算上更优于
15

N 标记

法；与 SP/O图相比，3DI模型结果中的相关性分析更

能保证贡献率结果的准确性；SP/N 图则问题较大，输

出结果难以解释。本课题在现有 4个 N2O产生途径基

础上增加了异养硝化途径，使用 3DI 模型分析得到的 

N2O排放贡献与
15

N标记方法基本吻合(未发表数据)。

因此，3DI 模型能够更加全面地估算各 N2O 产生途径

的贡献和 N2O 残余比例 rN2O
[41]，可大幅提高基于自然

丰度的土壤 N2O溯源研究定量程度。 

4.4  不同模型方法的优势与不足 

在 N2O 同位素异位体方法的发展过程中，最初

关注不同实验室间如何准确测定 N2O 的一系列同位

素特征值 δ
15

N
SP

N2O、δ
18

ON2O和 δ
15

N
bulk

N2O，国际标准

品 USGS51 和 USGS52 的出现解决了这一问题。随

着更多 N2O 产生途径的同位素特征值的发现，研究

人员重点关注如何定量不同 N2O 产生途径的排放贡

献。从最初的仅根据 N2O产生途径端元值简单划分，

发展到二源同位素混合模型(SP/O 或 SP/N 同位素混

合模型)以及最新的贝叶斯同位素混合模型(3DI 模型)
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等研究方法。 

二源同位素混合模型，解决了只能通过 δ
15

N
bulk

N2O

端元值定性判断 N2O排放来源问题，能半定量分析两

种 N2O产生途径的贡献比例。因其核心是线性方程，

仅考虑两个 N2O来源，在一定程度上限制了模型结果

的准确性。但基于 SP/N 的二源同位素混合模型仍然

广泛应用于水生生态系统的 N2O排放研究，基于 SP/O

的二源同位素混合模型则主要应用在土壤生态系统

中。不少研究人员开展了 15
N 标记试验作为对比，证

明二源同位素混合模型可以准确估算主要的N2O产生

途径，还能准确量化 N2O的还原比例
[39, 48, 51]。 

基于 Python实现的 3DI 模型摆脱了 N2O 来源个

数的限制，能同时对多个N2O产生途径进行定量分析，

还提供了定量结果的不确定性分析，这也是运用同位

素异位体方法研究 N2O排放贡献的一大突破进展。但

是这一方法仍处于起步阶段，还存在不足：①N2O产

生途径源数据的不确定性。目前异养硝化、协同反硝

化、DNRA 等 N2O 产生途径的 δ
15

N
SP

N2O、δ
18

ON2O和

δ
15

N
bulk

N2O值尚不明确，尤其是与有机氮库有关的异养

硝化途径对土壤N2O的排放贡献不可忽略，其在林地、

草地和农田土壤中贡献率可达 25% ~ 85%，已被证明

是亚热带酸性森林土壤的主要 N2O产生途径
[54]，亟需

将其纳入源数据中，才能准确定量土壤 N2O排放贡献。

而且现有的各 N2O 产生途径源数据主要基于某几类典

型微生物纯培养，在土壤微生物中所属功能群的比例

小，源数据的准确性需要在不同类型土壤中反复验证。

需要开展大量纯培养和土壤培养试验，建立源数据库，

才能有助于评估不同生态系统、不同土壤类型中源数据

的特点和差异。②定量方法的不确定性。土壤中 N2O

的各产生过程和 N2O 还原过程同时发生，二者之间存

在复杂的相互作用[41,49]。在现有的同位素混合模型中，

当 N2O 潜在来源增加时，任何一个来源贡献的不确定

性也会增加[55]。不同类型土壤特点各异，土壤微生物

群落结构差异大，δ
15

N
bulk

N2O和 δ
18

ON2O值对不同反应底

物同位素特征的依赖性大[44]，3DI模型亟需在不同类型

土壤中开展大量对比试验，通过 15
N标记结合数值模型

的方法检验定量结果的准确性，调整模型中的参数计算

方法和假设条件，如：针对实际研究体系的 δ
18

ON2O计

算方法，以及 N2O还原为 N2过程的假设条件。 

5  同位素异位体方法溯源土壤 N2O的应用

和展望 

基于 N2O 同位素异位体组成特征溯源土壤 N2O

排放贡献，主要依据对 N2O 产生和还原过程的同位

素效应的理解[45]。从 1999年 Toyoda和 Yoshida
[18]建

立质谱测定 N2O 同位素异位体的方法后，该方法的

技术已发展成熟。近年来，激光光谱仪测定 N2O 同

位素异位体的方法发展迅速，虽然质谱仪在 δ
18

ON2O

和 δ
15

N
bulk

N2O 的测定上有明显优势，但光谱仪对

δ
15

N
SP

N2O值的测定更为稳定，且因其测定成本较低，

适合野外实地工作，备受研究人员的青睐。但是，质

谱仪所需气体量较小，可精确区分其他痕量气体的影

响，能准确校正 N2O 浓度变化引起的非线性问题，

所以目前仍然是主流测定方法。 

许多学者已将同位素异位体方法应用到不同领

域的研究中，Koba等[44]首次使用 δ
15

N
SP

N2O、δ
15

N
bulk

N2O

值，结合二源同位素混合模型，分析温带针叶林地区

地下水的 N2O 排放贡献；Toyoda 等[43]、Well 等[40]

在此基础上提出利用分馏系数比率(ηred
15

N
SP

/ ηred
18

O

或 ηred
15

N
SP

/ηred
15

N)校正 N2O 还原过程的影响，分析

了不同施肥处理下各作物种植土壤的N2O排放贡献；

Zou 等[46]运用这一方法研究了茶园土壤的 N2O 排放

贡献；Lewicka-Szczebak等[41]提出 Mapping approach

方法，区分还原混合的先后过程，考察对 N2O还原作

用校正结果的影响；Buchen等[39]首次选择 δ
15

N
SP

N2O和

δ
18

ON2O两个指标来区分不同来源 N2O排放贡献，指出

土壤类型、处理条件等都会显著影响 N2O 排放产生途

径的贡献，在研究涉及的两种土壤类型中，N2O 还原

为 N2对同位素组成有不同影响，并据此对各个场景进

行分析，得到其计算方法存在不确定性的结论[39]。 

综上，N2O同位素异位体法可实现野外原位采集

气体样品，经质谱仪或光谱仪分析得到数据，结合模

型即能得到土壤 N2O 排放贡献，与
15

N 标记方法相

比受时空限制小，易于在大尺度的野外试验中推行，

是极具潜力的新方法和新技术。虽然在定量分析上仍

有不足，但经过不断完善发展，其已开始广泛应用于

不同地区、不同土壤类型、不同处理条件下的 N2O

排放贡献分析，所以这一新兴的土壤 N2O 溯源分析

方法的应用前景十分广阔。 

1) 可与 15
N 标记方法互为补充。N2O 的同位素

异位体方法能在较大的时空尺度上半定量或定量评

估 N2O 的排放贡献，能区分细菌、真菌反硝化过程

产生的 N2O，还能定量 N2O还原为 N2的过程，有效

弥补了 15
N标记方法的不足之处。 

2) 可与 DNDC等模型相结合。基于过程机理开

发的 DNDC 生物地球化学模型被广泛用于估算区域

尺度的 N2O 排放，将 N2O 的 δ
15

N
SP

N2O、δ
18

ON2O和

δ
15

N
bulk

N2O值引入 DNDC模型，比较实际测定值和模
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型估算值，能有效率定模型参数、验证模型结果，量

化区域尺度的 N2O 排放，为制定合理、有效的 N2O

减排措施提供科学依据[56]。 

3) 可为解析 N2O 产生途径的生化机制提供信

息。N2O的 N、O同位素组成受其产生途径的生化机

制调控，δ
15

N
SP

N2O值体现 N2O 两个 N 原子上的同位

素组成差异，可作为 N2O 产生过程的分子机理的有

力佐证。在细菌反硝化过程中，NOR 酶如何催化产

生 N2O，曾有顺式(cis)和反式(trans)两种可能机制的

争论，其较低的 δ
15

N
SP

N2O值(–10‰ ~ 0‰)表明两个 N

原子上的 15
N组成差异不大，证明了反式机制的正确

性[57-58]。这一发现推动了将 N2O的同位素异位体(如：
15

N
14

N
18

O 和 14
N

15
N

18
O)作为新型示踪剂，深度解析

并量化 N2O产生途径。 

4)可尝试进一步建立更高精度的数值定量模型。

目前的二源同位素混合模型在计算不同来源排放贡

献的过程中存在明显局限性，如对源个数的限制等。

而基于贝叶斯的数值模型能同时考虑 N2O 的不同产

生和消耗途径，兼顾土壤异质性、土壤反应过程速率

差异性和底物同位素组成差异性，但模型结果的精度

还有待进一步提高，所以进一步完善以及尝试建立更

高精度的数值模型将是该领域未来的研究重点之一。 
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