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摘 要：综述 了氮循环过程 中的微生物作用及其研究进展 ，阐述了生物固氮、微生物吸收同化、有机氮素矿化、 

硝化和反硝化的反应机理及反应过程 中的同位素分馏，提 出了微生物驱动氮循环的简要模型。微生物驱动的 

氮循环中不N过程有不N的同位素分馏特征，生物固氮、土壤有机氮矿化过程中分馏效应小，而吸收N化、硝 

化和反硝化过程中同位素分馏较大，利用各个过程不同的同位素分馏特征可示踪含氮物质的来源、转化和迁 

移等。 
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氮循环过程中许多氮的化合物都与一系列重 

大环境问题有关，如臭氧层的破坏、水体富营养 

化、地下水污染等，氮的生物地球化学循环也是 

SCOPE和 IGBP等国际研究计划中的重要部分。 

氮形态间的转化包括生物成因和非生物成因_1 J， 

地表氮循环的建立与氮循环的平衡，微生物起了 

主导作用l_2 J。在非人为干扰生态小环境中的氮素 

输入和氮素向大气再释放过程中，微生物起着非 

常重要的作用，地表水环境中尤为明显。在微生 

物参与氮循环各个过程中氮同位素有不同的变化 

特征，同位素不同的分馏程度可用来表征氮素的 

来源、转化、迁移等。微生物驱动的氮循环不是孤 

立的，而是与 C、O、S，P等营养元素的循环密切相 

关，并且也受 Fe、Mn等元素循环的影响。国内在 

利用氮同位素 自然丰度开展氮循环的研究较少， 

本文对微生物驱动的氮循环过程以及同位素分馏 

特征加以综述。 

1 微生物在氮循环中的作用 

微生物是氮循环的驱动泵，生物固氮输入氮， 

而反硝化输出氮。一方面使氮循环不被中断，另 
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一

方面维持生态系统氮平衡。在微生物驱动的氮 

循环过程中，各氮化物来源并不单一，形态改变以 

及迁移方式也多种多样，同时也相互联系，如硝化 

与反硝化能同时产生 No2一，不同来 源的 NO2-可继 

续硝化，或反硝化以及还原反应，同化与反硝化也 

会竞争共同的底物 NO3 ，如图 1所示。微生物 

在氮循环中的作用主要包括固氮、吸收同化、氨 

化、硝化和反硝化 。 

盗  

图 1 微生物驱动的氮循环简图[3～63 

Fig．1．Microbial nitrogen cycle． 

1．1 固氮作用 

微生物在氮循环中的作用，目前研究较多的 

是生物固氮，硝化和反硝化。在生物固氮方面研 

究的重点是固氮机理[8，9l，自养固氮对氮输入的 
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贡献【10』，共生固氮过程中寄主与宿主间的营养分 

配u 。自然状态下，氮气中的氮分子都是以两个 

三键相连的氮原子组成，键能为 940．5 kJ／tool，化 

学行为极为稳定，动植物都不能直接利用。然而 

很多原核生物(Proearyote)能把分子氮还原为氨， 

生物固氮反应是原核生物专有的  ̈。固氮的总 

反应式L8 J可表述为 ： 

N2+16MgATP+8e-+8H ——2NH3+16MgADP+16Pi+H2 

(1) 

该反应是在生物固氮酶催化下完成的，固氮 

酶主要由固氮铁氧还蛋白和固氮铁钼蛋白组成， 

能在常温常压下催化固氮反应。其生化机理是， 

电子由 Fe蛋白传递到 FeMo蛋白，在质子的参与 

下，利用三磷酸腺甙(A11P，Adenosine Triphosphate) 

水解释放的能量，逐步打破 N，的三键，而还原为 

N 。固氮的微生物据其生活特性主要可分为共 

生固氮、自生固氮、联合固氮三大类_】 。在共生 

固氮中，寄主植物光合作用为原核生物提供能量， 

而固氮微生物为寄主植物提供氮源，主要有根瘤 

菌(Rhizobium)，弗氏放线菌(Frankia)等。自生固 

氮的微生物包括固氮菌(Azotobaeter)和一些蓝藻 

(Cyanobaeter)等，在水环境中固氮微生物以蓝藻为 

主。全球生物固氮的量是巨大的，至少达 2×10B 

g／a[ 
， 比自然固氮多得多。原核生物固氮对于氮 

素输入及古环境生态的改善都具有重要意义，在 

生物进化和地表环境演化过程中也起 了重要作 

用[2_x3] 

1．2 氮的吸收同化 

氮是重要的生命元素之一，是蛋白质和核酸 

组成中不可缺少的成分。由于微生物在 自然界的 

广泛分布，大量存在，世代周期短，较高的 N：C等 

特点，并且微生物不断吸收氮素以供生长需要，这 

使得微生物活体成为一个巨大的动态氮库。微生 

物对无机氮化物的吸收过程中，一般来讲优先吸 

收同化NH4 ，而不是 NO3 H J，这是由于NO ‘转化 

为 NH4 还要经历一系列生化反应耗能的缘故。 

在水体中，细菌同大型植物等竞争吸收营养盐。 

对太湖中各生态小环境的检测证明，在水生高等 

植物根际分离出来的亚硝化菌、反硝化菌的数量 

(MPN)都比敞水区高出 2个数量级以上。这表明 

水生高等植物根际的大量营养由于微生物的竞争 

性利用而减少u 。细菌可能是水体重要的第二 

生产力来源，在某些水体中能与藻类及大型植物 

的净初生产力相当，因为细菌中含有很多富氮的 

高分子化合物，如蛋白质、RNA等，氮的微生物吸 

收同化对水体 自净具有重要的意义，所以较高的 

细菌生物量对水环境氮循环有很大影响[3l。但由 

于细菌生命周期短，要准确地确定氮的通量是困 

难的。 

1．3 氨化作用 

氮化作用是微生物分解有机氮化物矿化为氨 

的过程；去氨细菌广泛分布在各生态环境，真菌在 

具有腐烂生物残体的湿地环境里分布较多，并且 

在有机氮矿化过程中有着重要作用 3。在土壤中 

的氮素大部分以有机态存在，微生物的分解促成 

了有机氮一 N}{4 一 有机氮的循环。土壤氮 

素矿化是反映土壤供氮能力的重要因素之一，也 

是 目前 国 内外 土壤 生态 学研 究的 热点 之一  ̈。 

日益增多的人为排放有机质对矿化以及微生物生 

态的影响目前研究的不多，有机质矿化的过程与 

反硝化作用密切相关，能为微生物反硝化提供能 

量 

1．4 硝化作用 

微生物能将氨氧化为硝酸盐，这个过程称为 

硝化作用。这主要是化能 自养硝化细菌完成的， 

化能 自养硝化细菌是严格的好氧微生物，通过细 

胞色素传递电子获得能量，末端电子受体为 o2， 

通过 Calvin循环固定 CO，。硝化作用可分为两个 

阶段的反应，第一阶段的反应为【17 J： 

NH3+1／202+2e‘——NH2OH+H (2) 

NH2OH+H2C卜一 N02一+5H +4e‘ (3) 

02H H20 

第二阶段的反应是： 

N0 一+H20+1／202=NO3一+H20 (4) 

第一阶段的反应由亚硝化菌完成的，第二阶段反 

应由硝化菌完成的。从(2)和(3)可以看来，硝化 

作用需要大量氧。生成的硝酸根中三个氧有两个 

来自水，一个来自氧l竭j，N 中的氢与氧生成了 

水。参照 Bergey细菌分类手册【 J(第八版)可知， 

亚硝化反应过程起主要作用的微生物有亚硝化单 

胞 菌 属 (Nitrosomonas)、亚 硝 化 螺 菌 属 

(Nitrosospira)、亚硝化球菌属(Nitrosococctts)以及亚 

硝化叶菌属(Nitrosolobus)；硝化反应过程中起主 

要作用的类群有硝化杆菌属(Nitrobaeter)、硝化刺 
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菌属(Nitrospina) 硝化球菌属(Nitrococcus)，进行 

硝化作用的两类菌都是革兰氏阴性无芽胞杆菌。 

影响硝化作用的原因除底物浓度外，还包括溶解 

氧、温度、pH、抑制剂等[ 。 

1．5 反硝化作用 

在反硝化作用过程中，NO3或 NOr作为兼性 

厌氧菌的电子受体，在厌氧条件下被还原为 N20 

或者 N2，反应途径为【4j： 

NO3‘— —+NO2‘— —  N()_——  ．N2()_——  -N2 

能够进行反硝化将 NO3还原为 N2O和 N2的细菌 

很多，反硝化细菌一般是异养型的，它们从有机质 

中获得能量和碳源，总反应式可表述为【 ： 

4NO3一+5C+2H20一-一 2N2+4HCO3一+CO2 (5) 

反硝化细菌不但在分类学上具有多样性，在生物 

化学上也具有多样性。有些反硝化细菌也能从其 

它 化 合 物 中 获 取 能 量。 如 脱 氮 硫 杆 菌 

(Tniobacillus denitrificans)在有 Fe 的含水层中脱 

氮反应式为[22 J： 

14NO3’+56FES2+4H ——7N2+loso4 +5Fe“ +2H20 

(6) 

尽管反硝化被认为仅能在厌氧条件下发生，但也 

有很多报告证实在好氧条件下存在反硝化作 

用[∞ 。所以在污水处理方面，有学者认为同 

步硝 化 反硝 化 (SND，Simultaneous Nitrification and 

Denitrification)优于顺序式 硝化反硝 化 (SQND， 

Sequential Nitrification and Denitrification)处 理 程 

序 J。由于农 业 的发展 大量 施用 无机 氮肥 ，而 

农作物吸收的并不多，土壤中微生物反硝化引起 

农田氮素的损失，有研究表明反硝化是土壤中氮 

损失的主要因素[ 。同时土壤中无机氮肥因淋 

滤、下渗等作用使地下水遭受氮素污染，而地下 

水中特定的生态环境使反硝化成为减轻地下水 

NO 污染的主要反应[ 。反硝化过程中产生了 

大量 N20[ ’ ，对温室气体 N20浓度变化有明显 

的影响。在反硝化条件下，并不是所有的 NO3-都 

会还原 为 N2O或 ，一部分 NO3-异化还 原为 

NH4 (DNRA，Dissimilatory Nitrite Reduction to 

Ammonium)。其生态学意义在于防止环境中的氮 

素过分损失，使氮素能够被贮藏，促使低氮素条 

件下氮循环不断地进行，环境中的物质、能量、信 

息仍能交流，生物才能渡过不利生态环境。 

2 微生物作用过程中的同位素分馏 

氮的稳定同位素主要有两种，HN和 N，一般 

以大气的氮 同位素分馏 为标 准，即 6 N大气= 

O[ 
。 在生物固氮的过程中， N／H N的分馏很 

少，多数人认为分馏系数一般为 0，即 6 N固氨= 

6 N★与【 
。 但是分馏强度也受多因素影响，因固 

氮微生物的种类不同有不同的分馏效应。咖啡地 

中豆角固氮的 6 N在(一2％c，一1‰)范围内l̈ ；在 

无氮培养液中，鱼腥蓝细菌(Anabaena)固氮的过 

程产生氮同位素分馏，6 N在(．2．5％。，一2％。)范围 

内【 ，总的来看分馏较小。 

微小生物吸收同化无机氮小分子过程中，其 

同位素分馏效应大。一般它们优先吸收同化HN 

化合物，这在细菌和藻类纯培养实验 中得到证 

实1 0 。无机氮基质不同，其分馏程度差别较 

大，在不同浓度 NH4 中，分馏系数 ￡在(一28．8％。、 

一5．8‰)范围内，在低浓度 NO 一中，分馏系数 ￡在 

(一9．7‰ ，-4．3％。)范围内l 34 。当培养液中氮化 

物浓度过低 ，由于氮素的充分利用，同位素分馏 

较小。生物体内转氨酶催化的生化反应也证实 

了HNH2一反应速度比 NH2一快。谷草转氨酶催 

化的谷氨酸(Glu)——天冬氨酸(Asp)转氨过程 

中，HNH2一反应的速度是 NH2一的 1．0083倍 ， 

相反，当 NH，一 从天冬氨酸转到 a一酮戊二酸过 

程 中，H NH2一反 应 的 速 度 是 NH2的 1．0017 

倍 j，这证实了生物体 内的酶学反应 中产物富 

集HN，也为解释生物地球化学系统中氮同位素 

的分布提供了生物化学证据。 

通过土壤中有机质与氨的6 N比较，土壤中 

有机质的矿化引起的同位素分馏较小，分馏系数 

￡在 ±1％e间波动。有文献报道有机氮矿化过程 

中同位素分馏系数在(一35％e，0％e)范围内，但其中 

包 括 了 硝 化 作 用过 程l ， 。在 NH4 一  

NOr— N01一过程中，总的分馏效应大。但这 

分馏效应取决于第一阶段的亚硝化反应，因为亚 

硝化反应较慢，其分馏效应较大。第二阶段硝化 

反应属于快反应，引起的同位素分馏较小。在施 

用氮肥的土壤 中，硝化作用使土壤中的残余氨富 

集15N，其分馏系数在一29％。一一12‰之间l37]。同时 

硝化作用引起的氮同位素分馏也受反应条件限 

制，如过低溶解氧的浓度，过量的有机碳化合物， 

都会使氮同位素分馏效应增大。在氮限的生态系 
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统里，由于反应的彻底性，硝化作用引起的氮同位 

素分馏效应就小些。 

在微生物反硝化作用的过程中，由于同位素 

动力学效应，巧N相对富集在未反应的 NO 。中。 

目前主要通过实验室研究来确定反硝化过程中同 

位素分馏程度，同时结合野外 同位素分馏特征来 

表述环境中的微生物反硝化程度。国外学者对于 

污水处理、农业氮肥损失、地下水污染及沉积物界 

面等发生的硝化与反硝化研究较多[24,25,27,28,38]。 

Badord等 39 J的研究表明，在含有30 mmol NO 。的 

反硝化培养基 中生长的脱氮微球菌(Paracoccus 

denitrificans)，在厌氧稳态的反应系统里的 6 N— 

NO3一， N—N20和 6巧N—N2的最大值分别达到 

15．8％e，3．39‰ 和．9 8‰ 。反 应 过 程 中各 形态 的 

6 N变化趋势如图 2。从图上可看出，脱氮微球 

菌诱导的反硝化反应过程中，HN优先参与反应， 

导致残余相反应物富集 N，产物富集 N̈。随着 

反应的进行，基质相对始态富集 N，引起产物有 

富集 N的趋势。一般反硝化过程使反应残余物 

中富集 N，分馏系数在(-4O％。，．13％o)范围内。在 

反硝化过程中6 N和 6 0的比值约为 1：2[38,40]， 

其生化机理还有待进一步研究。利用微生物反硝 

化产生的同位分馏特征可用来探讨地下水污染状 

况、反硝化程度及混合过程等。 

3 小 结 

在氮循环过程中，微生物引起元素的生物地 

球化学分异是否具有专一特征，硝化、反硝化及同 

媚 

锺 
匣 

l螽 

0 0．2 0．4 0．6 0．8 1 

消耗的NO3"量 

图 2 图2脱氮微球菌反硝化中 8 N变化[剪] 

Fig．2．8 N ofdenitrification by Paracoccus幽l n 

(注：※表示基质初始 8 N) 

化过程在污水环境、根际土壤、沉积物等微环境中 

的相互关系，生态系统中生物固氮和反硝化对氮 

循环平衡的调节机制，氮循环与其它元素的生物 

地球化学循环间的耦合机制等问题都有待进一步 

的研究。在氮循环中，氮的各形态变化相互联系， 

并且同时受环境中诸多因素影响。微生物在氮形 

态转变过程中引起氮同位素不同程度的分馏，因 

此可利用氮同位素变化特征来示踪氮的生物地球 

化学过程中微生物活动及对氮循环的反馈作用， 

环境氮的来源及氮的迁移、转化等。对微生物控 

制或引起的氮循环中氮同位素分馏的研究将是有 

关科学家将关注的科学问题，并将为氮循环的研 

究带来新的发展。 
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NⅡCRoBIAL EFI ECT oN NITR0GEN CYCLE AND NITR0GEN ISoToPE 

FRACTIONATIoN oN THE EA RTH’S SURFACE— — A REVⅡ V 

Li Siliang 一，Liu Congqiang ，Xiao Huayun 

(1．The State Key Laboratory of Environmental Geochemistry，Institute of Geochemistry，Chinese Academy of 

Sciences，Guiyang 550002；2．Graduate School of the Chinese Academy of Sciences，Beijing 100039) 

Abstract 

This study reviews microbial processes in nitrogen cycle on the Earth’S surface，and their effects on the isotope 

fractionation during nitrogen fixation，assimilation，domination，nitrification and denitrification．In this paper，a 

generalized model of mi crobial nitrogen cycle is put forward．In mi crobial nitrogen cycle，nitrogen fixation and 

domi nation result in htfle isotope fractionation． However， the nitrogen isotope fractionation associated with 

assimilation， nitrification and denitrification ale e~dendy large．Th e characteristics of isotope fractionation in 

different processes may provide much impertant information on sources，transformation and transportation of nitrogen 

compounds in surface environment． 

Key words：nitrogen cycle；mi croorganism；nitrogen isotope ；isotope fractionation 
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