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旱地反硝化作用和犖２犗排放影响因子的研究
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［摘　要］　用乙炔抑制原状土柱和模拟土柱法，研究了包括水分、碳源、氮源以及反硝化的主要决定因子水分干

湿交替对土壤Ｎ２Ｏ排放量的影响。结果表明，影响旱地土壤反硝化的主要因子是作为微生物能源和碳源的有机物

质，在碳源充足时，土壤的硝态氮含量和水分因子是限制因子；两种氮源相比较，在一定的碳含量和水分条件下，土壤

Ｎ２Ｏ排放量并不随ＮＯ３
－Ｎ加入量的增加而增大，最大Ｎ２Ｏ排放量发生在氮源加入量为３００ｍｇ／ｋｇ时；而当氮源为

ＮＯ２
－Ｎ时，土壤Ｎ２Ｏ排放量随ＮＯ２

－Ｎ加入量的增加而增大，最大排放量为ＮＯ２
－Ｎ为４５０ｍｇ／ｋｇ处理。在同等

土壤水分条件下，土壤由湿变干过程中产生的 Ｎ２Ｏ通量高于土壤由干变湿过程中的产生量；土壤由干变湿过程中

Ｎ２Ｏ通量随着土壤水充孔隙空间（ＷＦＰＳ）含量的增加而增大，但在土壤由湿变干过程中最大Ｎ２Ｏ通量并非在土壤水

分饱和状态下，而是在土壤 ＷＦＰＳ为７０％时，而后Ｎ２Ｏ排放量随土壤 ＷＦＰＳ含量的减少而降低；施肥处理土壤与不

施肥对照相比，两者的Ｎ２Ｏ通量变化趋势相同，但对照的变化幅度相对较小。
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　　Ｎ２Ｏ是重要的温室效应气体，有研究指出，１

ｍｏｌＮ２Ｏ的增温效应是ＣＯ２ 的１５０～２００倍
［１］；另

外，Ｎ２Ｏ在大气中具有较长的滞留时间并参与大气

中许多光化学反应，破坏臭氧层［２］。据估计，大气中

Ｎ２Ｏ的年逸出量为７～１０Ｍｔ（Ｎ２ＯＮ）
［３］，并以年

０．２％～０．３％的速度递增
［４］，其中７０％的Ｎ２Ｏ来源

于土 壤，农 业 的 贡 献 占 人 类 活 动 贡 献 总 量 的

８１％
［５］。土壤Ｎ２Ｏ的主要来源是土壤的硝化和反

硝化作用［６］，因此控制这些过程的物理、化学因子如

土壤硝态氮、有效碳、ｐＨ、温度以及土壤的厌氧程度

等，均影响土壤Ｎ２Ｏ排放。近年来，有关土壤温度、

氮肥用量、氮肥种类、水分、有机肥等对土壤反硝化

作用和土壤Ｎ２Ｏ排放的影响研究较多
［７１５］，但是关

于旱地土壤方面至今未见系统报道。为此，本试验

主要讨论了水分、氮源、碳源等不同影响因子，特别

是不同的氮源形态及其浓度以及土壤水分干湿交替

过程对旱地土壤反硝化产生的 Ｎ２Ｏ气态损失的影

响，旨在为旱地土壤反硝化气态损失和氧化亚氮排

放的研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验地概况

试验土壤采集自陕西省国家黄土肥力与肥料效

益监测基地，试验地为耘地３年后的灌溉地，种植方

式为小麦和玉米轮作，按当地大田耕作、施肥方式进

行管理，供试土壤为土娄土。试验地０～２００ｃｍ土体

土壤物理性粘粒含量高于２３０ｇ／ｋｇ，０～２０ｃｍ土壤

有机质含量６．２５３ｇ／ｋｇ，土壤全氮含量１．４３ｇ／ｋｇ，

硝态氮含量３．９７４ｍｇ／ｋｇ，６０～１２０ｃｍ土层土壤孔

隙度最低，土壤ｐＨ值为８．２４。

１．２　方　法

１．２．１　原状土柱的获取　根据田间测定结果，采集

Ｎ２Ｏ释放量高的施肥处理５０～６０ｃｍ原状土层
［１６］，

用乙炔抑制未扰动土柱法进行室内培养。具体方法

为：用培养罐中的不锈钢内筒和锤状取土器按剖面

层次取高度为１０ｃｍ、直径７ｃｍ的原状土，内筒下

部土壤与筒削齐后，立即将内筒置于ＰＶＣ（聚氯乙

烯）外筒内，并用带橡皮圈密闭的盖子盖好。培养罐

的体积为２５５ｃｍ３，加上土壤内的气体体积约为４０

ｃｍ３，按培养的Ｃ２Ｈ２ 浓度为培养罐总体积的５％～

１０％，用５０ｍＬ密闭型注射器注入２５ｍＬＣ２Ｈ２ 气

体（９９．９％），来回推动注射器５～６次，然后抽去２５

ｍＬ混合气体弃去，以保证培养罐中气体压力一致。

为保证土柱体的中部也完全被乙炔气体抑制，从培

养罐顶盖中部的橡皮塞上插入１个钻有２ｍｍ小孔

的大针头，后者与一个两通阀相连。用小注射器从

气阀注入１ｍＬ乙炔气体，迅速关闭气阀，培养２４

ｈ。在培养的第１，２，３，４，５，６，８，１６，１９，２１，２４ｈ，用

２ｍＬ气密性注射器分别抽取气体样品进行分析。

培养完毕后，将各个土柱所有土样在１０５℃烘干４８

ｈ，并称重。

１．２．２　影响反硝化的因子试验　试验共设５个处

理：（１）原状土（ＣＫ）；（２）原状土加蒸馏水（Ｈ２Ｏ处

理）；（３）原状土加 ＮＯ３
－Ｎ（ＮＯ３

－Ｎ处理）；（４）原

状土加Ｃ（Ｃ处理）；（５）原状土加Ｃ＋ＮＯ３
－Ｎ（Ｃ＋

ＮＯ３
－Ｎ处理）；每处理重复６次。除对照（不加任

何溶液）和 Ｈ２Ｏ处理 （４０ｍＬ）外，其余各培养罐均

加入等体积的溶液（２０ｍＬ）。加碳、氮者，每１００ｇ

土分别或同时加入０．１ｇ碳（葡萄糖）和３００μｇ

ＮＯ３
－Ｎ。为了保证溶液在土柱中分布均匀，用５

ｍＬ注射器将溶液分４个部位注入内筒两侧。Ｎ２Ｏ

通量按Ｔｉｅｄｊｉｅ方程
［１７］用Ｂｕｎｓｅｎ系数计算。

１．２．３　不同氮源对土壤Ｎ２Ｏ排放的影响　试验分

为硝态氮和亚硝态氮２种氮源，每种氮源又各设５

个氮水平，具体如下：

（１）硝态氮源。在一定的碳含量下确定不同

ＮＯ３
－Ｎ加入量对土壤反硝化作用的影响，使用的

硝态氮源为 ＮａＮＯ３，５个处理加入 ＮａＮＯ３ 的量分

别为含氮０，５０，１５０，３００和４５０ｍｇ／ｋｇ，依次计为

Ｎ０，Ｎ５０，Ｎ１５０，Ｎ３００和 Ｎ４５０，所有处理的有效碳

水平相同，加入量为１００ｍｇ／ｋｇ。

（２）亚硝态氮源。在一定的碳含量下确定不同

ＮＯ２
－Ｎ加入量对土壤反硝化作用的影响。除了使

用的氮源形式为ＮａＮＯ２ 外，其余碳、氮用量同上。

试验方法为乙炔抑制土柱培养法，培养罐大小

同１．２．１中，按土壤容重１．３０ｇ／ｃｍ
３ 计算，每罐装

土５００ｇ，重复３次。具体操作步骤如下：先将土样

按份称好装于塑料袋中，按对应处理用小型喷雾器

加入有效碳、有效氮液，并调节水分使土壤水分含量

控制在田间持水量的８０％，将处理好的土壤均匀装

入培养罐的不锈钢内筒，一边装一边压实，注意土柱

表面与筒的上下边缘齐，将内筒置于ＰＶＣ外筒中，

旋紧带有橡皮塞的盖。每个罐中按其体积加入３０

ｍＬＣ２Ｈ２ 气体，在室温下培养。分别在加入乙炔后

３，６，１２，１８，２４，３０，３６，４８ｈ用２ｍＬ气密性注射器

抽取气体样品，在气相色谱仪上分析，每个试验全过

程共取样８次。试验完毕，将每个土柱所有土样在

１０５℃下烘干４８ｈ，并分别记录烘干前后土壤的重
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量，计算水分或者Ｎ２Ｏ通量。

１．２．４　土壤水分干湿交替对土壤Ｎ２Ｏ排放的影响

　考虑到土壤质地的影响，研究者提出了与土壤反

硝化作用有密切相关的水分指标，即土壤水充孔隙

空间，其代表了土壤的水分饱和程度，一般用 ＷＦＰＳ

表示，以下水分含量均简称为土壤 ＷＦＰＳ含量。

ＷＦＰＳ／％＝（土壤重量含水量×土壤容重）÷

土壤总孔隙度，

土壤总孔隙度＝（１－土壤容重÷２．６５）。

在进行Ｎ２Ｏ定位监测的不施肥区（对照）和施

氮肥处理区［１６］各取高度为１０ｃｍ、直径为７ｃｍ的原

状土柱２０个。对于每个处理，先各取１０个土柱水

饱和２ｄ，自然控干１０～１２ｈ后加入乙炔培养，分别

在培养２和６ｈ，用２ｍＬ气密性注射器抽取气体样

品；然后分别使土壤水分含量下降到 ＷＦＰＳ为

７０％，６０％，５０％，４０％和２５％左右，采用相同的方

法培养和抽取气体样品分析。另１０个土柱模拟土

壤由干变湿的过程，即水分的调节是由 ＷＦＰＳ含量

为２５％，４０％，５０％，６０％，７０％到水分饱和状态（也

就是ｗａｔｅｒｓａｔｕｒａｔｅｄ，以下简称 ＷＳ）。每一次测定

完后强力抽风２ｈ除去残留乙炔，以确保在此期间

的土壤硝化作用能正常进行［１８］，每个土柱在水分处

理１６～２０ｈ测定土壤反硝化的量，以确保供试土壤

在水分变化后有足够时间达到最大反硝化量［１３］。

全部试验１０ｄ完成。

１．３　气体样品的采集与分析

气体样用２ｍＬ注射器提取，用丁基橡胶头堵

上针眼并迅速分析。试验前对注射器的气密性进行

试验，方法是用注射器抽取已知浓度的Ｎ２Ｏ标准气

体室温放置不同时间，然后测定注射器中气体的浓

度并与标准浓度进行比较，结果表明在取样后的６ｈ

内，样品的测定结果几乎无差异，２４ｈ后气体损失

为２０％。Ｎ２Ｏ排放量的测定采用美国 Ｖａｒｉａｎ产

ＧＣ３８００气相色谱仪，检测器为含６３Ｎｉ的电子捕获

器（ＥＣＤ），柱子为ｐｏｒａｐａｋＲ８０／１００，载气为高纯氮，

标准气为北京产９．６ｍＬ／ＬＮ２Ｏ，另外用瑞典农业

大学赠送的浓度为３２８ｎＬ／Ｌ的Ｎ２Ｏ标准气体进行

校正，样品稀释用９９．９９％的高纯氮气。

２　结果与分析

２．１　影响土壤反硝化作用的因子试验

水分（Ｈ２Ｏ）、硝态氮（ＮＯ３
－Ｎ）、碳（Ｃ）以及

碳＋ＮＯ３
－Ｎ（Ｃ＋ＮＯ３

－Ｎ）对土壤反硝化作用的影

响见图１。

图１　不同因子对土壤反硝化作用的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅｓｏｉｌｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　由图１可知，供试土壤的Ｎ２Ｏ产生量与ＮＯ３
－

Ｎ关系不大，ＮＯ３
－Ｎ处理与对照土柱的 Ｎ２Ｏ产

生量在前１６ｈ基本相同，在１７～２０ｈ才略有升高，

每克土的 Ｎ２Ｏ日通量分别是１５９ｎｇ和８６．１ｎｇ。

说明土壤本身的 ＮＯ３
－Ｎ含量已能满足反硝化作

用的需要，外源ＮＯ３
－Ｎ不是限制反硝化作用的主

要因子。水处理的Ｎ２Ｏ日通量为５４６ｎｇ／ｇ，为对照

的６．３倍，比外源ＮＯ３
－Ｎ处理高出２．５倍，这表明

与ＮＯ３
－Ｎ相比，水分对土壤反硝化作用的影响更

大，这可能是由于水分过多造成土壤含氧量下降，而

氧气多少直接影响反硝化酶的合成及其活性［１９］，也

说明较高的土壤水分含量与土壤反硝化量的增加有

一定关系［２０］。与水分相比，碳的作用更为突出。加

入葡萄糖后，土壤 Ｎ２Ｏ产生量急剧增加，日通量高

达２０．５６μｇ／ｇ，分别是水处理和外源ＮＯ３
－Ｎ处理

的３７．６倍和１３０倍。由此可见，在所有供试因子

中，土壤碳含量的高低是决定土壤反硝化作用的最

重要因子。土壤的反硝化是一个生物化学过程，碳
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是微生物活动的能源物质，碳的增加无疑提高了土

壤微生物的活性，从而提高了土壤的反硝化势。

Ｙｅｏｍａｎｓ等
［２１］研究发现，底层土壤的反硝化弱并不

是缺乏反硝化微生物，而是由于缺乏微生物活动所

需要的能源碳。由图１还可以看出，碳源充足时，加

入ＮＯ３
－Ｎ可大幅度提高Ｎ２Ｏ通量；同时加入碳源

和氮源时，土壤Ｎ２Ｏ的日通量可高达１０８．６μｇ／ｇ，

是加入碳源的５．２７倍。这与文献［３，２２］的结论相

一致。

２．２　不同氮源及其添加量对土壤Ｎ２Ｏ排放量的影

响

试验中使用的氮源为 ＮＯ３
－Ｎ和 ＮＯ２

－Ｎ，再

加上乙炔抑制了 Ｎ２Ｏ还原和土壤的硝化作用的发

生［２３］，故可以认为试验过程中测得的 Ｎ２Ｏ量均来

源于土壤的反硝化作用，Ｎ２Ｏ的体积分数或通量

（单位时间的排放量）代表了土壤的反硝化作用强

度。

２．２．１　硝态氮的影响　由图２可见，土壤 Ｎ２Ｏ排

放量并不随ＮＯ３
－Ｎ加入量的增加而持续上升，而

是在一定的范围内，Ｎ２Ｏ排放量随ＮＯ３
－Ｎ加入量

的增加而上升，达到最高量后又出现随有效氮加入

量增加而下降的趋势。反硝化强度最大的硝态氮源

处理为 Ｎ３００。这是因为当施氮量较小时，土壤

ＮＯ３
－Ｎ是土壤反硝化的限制因子，但当土壤的硝

态氮含量达到一定值后，水分和碳源将会转换成土

壤反硝化的限制因子，在这种状态下土壤氮的反硝

化量与施肥量无关，这也与高含量ＮＯ３
－Ｎ反而会

抑制反硝化作用发生的研究结果相一致［２４］。

　　Ｙｏｓｈｉｎａｒｉ等
［２５］研究表明，在实验室条件下，当

土壤的ＮＯ３
－Ｎ含量低于１００ｍｇ／ｋｇ时，反硝化速

率取决于ＮＯ３
－Ｎ含量（一级反应）；Ｋｎｏｗｌｅｓ

［２６］的

研究指出，土壤ＮＯ３
－Ｎ含量为４０～６００ｍｇ／ｋｇ，反

硝化速率不受 ＮＯ３
－Ｎ含量的影响；Ｂｕｒｔｏｎ等

［２７］

则认为，土壤ＮＯ３
－Ｎ含量与反硝化速率间无相关

关系。当ＮＯ３
－Ｎ含量较高时，ＮＯ３

－还原为ＮＯ２
－

与生成的Ｎ２Ｏ间争夺电子，使得细胞质膜内ＮＯ２
－

大量积累，从而对土壤的反硝化微生物产生毒害作

用，进而影响反硝化作用的发生［２８］。

图２　不同含量硝态氮对土壤Ｎ２Ｏ排放的影响

－－．ＮＯ；－□－．Ｎ５０；－△－Ｎ１５０；－×－．Ｎ３００；－○－．Ｎ４５０

Ｆｉｇ．２　ＳｏｉｌＮ２ＯｃｈａｎｇｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮＯ３
－ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图３　不同含量亚硝态氮对土壤Ｎ２Ｏ排放的影响

－－．ＮＯ；－□－．Ｎ５０；－△－Ｎ１５０；－×－．Ｎ３００；－○－．Ｎ４５０

Ｆｉｇ．３　ＳｏｉｌＮ２ＯｃｈａｎｇｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮＯ２
－ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２．２．２　亚硝态氮的影响　由图３可见，不同

ＮＯ２
－Ｎ添加量处理的土壤，Ｎ２Ｏ产生量均随培养

时间的延续而增加，且土壤Ｎ２Ｏ排放量随ＮＯ２
－Ｎ

添加量的增加而上升。Ｎ５０和Ｎ１５０处理在培养３０

ｈ后 Ｎ２Ｏ 排放量上升幅度急速增加，而 Ｎ３００和

Ｎ４５０处理则在培养２４ｈ后 Ｎ２Ｏ排放量就呈急速

上升趋势，说明高含量的ＮＯ２
－Ｎ有增加土壤Ｎ２Ｏ

排放的趋势。早在１９５６年就有试验证实，在厌氧条

件下反硝化过程首先利用ＮＯ２
－作为电子供体而不

是ＮＯ３
－ ［２８］，也就是说，反硝化作用产生的 Ｎ２Ｏ多

来源于ＮＯ２
－而不是ＮＯ３

－。

２．３　土壤干湿交替对土壤Ｎ２Ｏ排放量的影响

水分状况不仅影响土壤中Ｎ２Ｏ的生成量，也极

大地影响着Ｎ２Ｏ向大气的传输，在常规水分管理措

施下，土壤Ｎ２Ｏ的排放基本上来自于土壤硝化和反

硝化作用都十分强烈的干湿交替阶段。

土壤未经水分处理前，用乙炔培养法测得对照

和施肥处理的反硝化损失量（按Ｎ２ＯＮ计）分别为

９６．３２和４８０．２５μｇ／（ｈ·ｍ
２），相对应的土壤 ＷＦＰＳ

是４５％，该值与计算的土壤由湿变干过程同等 ＷＦ
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ＰＳ时反硝化总量的值接近（对照处理和施肥区分别

为１２４．８和４９５．９２μｇ／（ｈ·ｍ
２）），但与土壤由干变

湿过程中同等 ＷＦＰＳ下的值相比高１１％和１９％。

也就是说，在同等的土壤 ＷＦＰＳ含量下，土壤由湿

变干过程产生的Ｎ２Ｏ通量，高于土壤由干变湿过程

中的产生量。

　　在土壤由干变湿过程中（图４），当 ＷＦＰＳ为

２５％时，无论是对照还是施肥处理，反硝化损失的

Ｎ２ＯＮ 量 都 较 低，分 别 仅 为 ３７．５８ 和 ８１．８７

μｇ／（ｈ·ｍ
２）；而后随土壤 ＷＦＰＳ含量的增加 Ｎ２Ｏ

Ｎ量逐渐上升，但施肥处理的土壤Ｎ２ＯＮ量显著高

于对照；当水分饱和（ＷＳ）时，对照和施肥处理的

Ｎ２Ｏ通量分别为５５０．２２和１４２７．３μｇ／（ｈ·ｍ
２）。

而在土壤由湿变干过程中（图５），当土壤水分饱和

时，对照和施肥处理反硝化损失的Ｎ２ＯＮ量较未进

行水分处理前分别增加了２８０．９％和２７．９％，但此

时含量并不是反硝化产生Ｎ２ＯＮ量的最大值，其最

大值产生在 ＷＦＰＳ为７０％时，此时对照和施氮处理

的Ｎ２Ｏ通量分别为６９３．４和２３２７．５μｇ／（ｈ·ｍ
２）；

而后随着土壤 ＷＦＰＳ含量的减少，Ｎ２Ｏ量迅速下

降，当土壤 ＷＦＰＳ含量达到２４％时，对照和施氮处

理的反硝化损失量分别为５５．３５和１０１．３μｇ／（ｈ·

ｍ２）。由此可知，Ｎ２Ｏ最大排放速率出现在 ＷＰＦＳ

含量７０％时，而非水饱和状态，这与Ｒｕｄａｚ等
［２９］的

研究结果一致，原因是Ｎ２Ｏ在空气中的扩散速率是

其在水中扩散速率的１０４ 倍
［３０］，水分饱和时过多的

水分在土壤颗粒表面形成较厚的水膜，不仅影响到

反硝化产物中 Ｎ２Ｏ的产生量，而且影响到生成的

Ｎ２Ｏ在土壤中的气体扩散。统计分析表明，土壤

Ｎ２Ｏ通量与土壤 ＷＦＰＳ成正相关，对施肥处理，土

壤由湿变干过程中狉＝０．５９９（犘＜０．０１），土壤由干

变湿过程中狉＝０．９０３（犘＜０．０１）。

３　结　论

１）影响旱地反硝化的主要因子是作为微生物能

源和碳源的有机物质，在碳源充足时，土壤的硝态氮

含量和水分因子成为限制因子。

２）ＮＯ３
－Ｎ和ＮＯ２

－Ｎ两种氮源相比较，在一

定的碳含量和水分条件下，土壤反硝化强度并不随

ＮＯ３
－Ｎ含量的增加而增大，最大反硝化强度发生

在氮源加入量为３００ｍｇ／ｋｇ时；而当氮源为ＮＯ２
－

Ｎ时，土壤反硝化强度随ＮＯ２
－Ｎ加入量的增加而

增强。

３）在同等的土壤 ＷＦＰＳ含量条件下，土壤由湿

变干过程中产生的 Ｎ２Ｏ通量高于土壤由干变湿过

程；在土壤由干变湿过程中反硝化产生的Ｎ２Ｏ量随

土壤 ＷＦＰＳ含量的增加而上升；但是在土壤由湿变

干过程中产生的Ｎ２Ｏ量在 ＷＦＰＳ含量为７０％时达

到最大，而后土壤Ｎ２Ｏ排放量随土壤 ＷＦＰＳ含量的

减少而下降。施肥处理与不施肥对照 Ｎ２Ｏ通量的

变化趋势相同，但是对照的变化趋势相对较小。
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