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摘 要: N2O是一种重要的温室气体，是由多种微生物的硝化与反硝化作用产生，但是它产生的生物地球化学机制还不十分

清楚。本文结合 N2O产生的微生物过程，阐述了国内外利用同位素标记法、N2O 的 δ
15 N 和 δ18 O 双同位素法、N2O 的 δ

15 Nα

( 14N15N16O)和 δ15Nβ( 15N14N16O)、SP 值同位素异构体法以及多种同位素法相结合研究 N2O的产生机制及微生物过程，比较了
这些方法的优缺点，尤其重点阐述了近些年来兴起的 N2O同位素异构体计算各过程贡献比例及其判别源与汇的理论及其应

用。15N同位素富集因子法和 SP 值法也分别应用于产生 N2O的微生物群落结构、数量和活性变化的研究，以从根本上达到控
制 N2O排放量的目的。同时指出同位素方法研究 N2O产生机制的困难和不足。
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N2O在平流层形成 NO 自由基与 O3 发生反应

而破坏臭氧层［1］，是一种重要的温室气体。单个分
子 N2O引起全球变暖的效率是 CO2 的 206 倍，且对

流层 N2O浓度每年增加约 0. 26%［2］。目前国内外
对 N2O 产生机制的研究还存在很大的不确定

性［3－4］，是全球变暖重大研究领域的一个重要热点。
N2O的来源广泛，其最大的释放源为农业和森林自

然土壤环境，占 50%以上［2］，其他的释放源包括海
洋、河口、河流、地下水、湿地、草地和湖泊等水环
境。地表水环境氧恢复条件好，易发生硝化反应，
而缺氧条件如沉积物－水界面则易发生反硝化反
应［5］，N2O 是这些硝化和反硝化过程的中间产物，
是地表氮循环的重要过程。N2O产生的复杂过程与
地表环境中的有机氮、铵态氮、硝态氮等含氮化合
物密切相关，也与氧含量、温度等环境因素密切相
关［6－7］。深入研究 N2O产生的硝化和反硝化作用机
制，探索 N2O释放的源与汇，有助于了解地表环境
中氮的生物地球化学过程，更加准确地评价氮循环

的总体环境效应，也为控制 N2O 的排放提供理论和
技术支持。

1 产生 N2O的微生物过程

释放到大气中的 N2O有 70%来自于微生物的

硝化和反硝化作用，N2O 是这些微生物过程中的

副产物: ( 1) 硝化作用，N2O由好氧氨氧化细菌
［8－9］

( AOB) 和氨氧化古菌［10］( AOA) 在羟胺 ( NH2OH)

氧化成 NO－
2 期间产生( NH3→NH2OH→N2O) ; ( 2)

硝化细菌脱氮作用，N2O 是由厌氧氨氧化细菌将
NO－

2 反硝化生成 ( NH
+
4 /NH3 → NO－

2 → NO /N2 /
N2O) ; ( 3) 反硝化作用，N2O 是异养反硝化细菌在

厌氧条件下将 NO－
3 转变成 N2 过程的中间产物

( NO－
3→NO－

2→NO→N2O→N2 )
［11］; 另外，硝酸盐

异化还原为铵盐的同化作用过程也可能产生

N2O。反硝化作用在厌氧条件下进行，当前被认为

是主要的 N2O微生物源
［12］。可见，产生 N2O 的微

生物源具有多样性。但是，硝化细菌脱氮作用倾
向于出现在高氮、低碳和低氧的环境中［9］; 硝酸盐
异化还原为铵盐的过程在淡水生态系统中则比较

少见［13］。
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2 N2O产生机制的研究

2. 1 乙炔抑制法和同位素标记法
过去对 N2O 释放有关硝化作用和反硝化作用

机制 的 研 究 大 都 基 于 乙 炔 抑 制 法［14］。如
Klemedtsson 等［15］发现 10 Pa的 C2H2 可用于抑制硝

化作用，而 10 KPa的 C2H2 可用于硝化作用和反硝

化作用过程的 N2O 还原研究。但这种方法具有很
大的不可靠性，因为: ( 1) C2H2 分解; ( 2) 在 O2 参与

下，高浓度的 C2H2 催化 NO氧化成 NO－
2 ; ( 3) 如果 C

限制，C2H2 就会作为基质被反硝化过程利用; ( 4)
硝酸盐氨化作用的抑制; ( 5) 在一定条件下 C2H2 的

扩散会受到限制［16］。同位素标记法易受示踪剂的
不完全扩散和加入标记物质本身刺激的影响。
2. 2 N2O稳定同位素法
不同源产生的 N2O 应该伴随有不同的同位素

信号，比如农业无机肥料源产生的 N2O 比自然森林
土壤源产生的 N2O明显亏损

15N同位素。如果了解
这些源释放到大气中的 N2O 的同位素信号，那么就
能解释对流层中观察到的 N2O 同位素变化趋势，并
估算不同来源变化的量。
2. 2. 1 N2O的双同位素法

N2O的双同位素( δ
15N和 δ18O) 是一个强大的

示踪 N2O生物地球化学过程的工具
［17－19］，能有效辨

别 N2O 源 ( 自然和人为 ) 和 N2O 产生的微生物
过程［20－22］。
不同源排放的 N2O的双同位素组成不同，如不

同类型土壤中硝化和反硝化作用产生的 N2O 相对
于对流层大气 N2O 明显亏损

15 N 和18 O［23－24］，而海
洋、河流等水体以及非微生物源( 如生物质燃烧、化
石燃料的燃烧等) 排放的 N2O 在同位素组成上很接
近对流层大气 N2O

［23，25］。N2O 源同位素信号的不
同可以用于建立这些源对对流层 N2O 的相对贡献，
对于制定减少 N2O释放的措施是很有价值的。N2O

的 δ18O在一定程度上也能用来研究 N2O 产生的微
生物过程［26－28］，例如在细菌培养实验中，硝化细菌

( AOB) 参与 NH4
+氧化的 N2O 的 δ18 O 为 23. 5 ±

1. 3‰，比 NH2OH 氧化的 N2O 的 δ18 O ( 38. 8 ±
2. 4‰) 偏负;硝化细菌脱氮作用产生的 N2O的 δ

18O

为 9. 8±1. 5‰; 反硝化细菌产生的 N2O 的 δ
18 O 为

34. 9±6. 1‰，这些 δ18 O 明显的差异可以用来判别
N2O产生的微生物过程

［29－30］。但是在自然条件下，

需考虑水中的氧原子与 NO－
2 和 NO－

3 中氧原子发生

交换对 δ18O的影响，比如 NH3→NO－
2 过程的氧交换

值在 1‰ ～ 25‰; NO－
2 →NO－

3 过程的氧交换值为

3‰［31］。硝化或反硝化过程产生的 N2O 比它的前
体物 ( NH+

4，NO
－
3 ) 更亏损

15N 和18O ( 优先利用轻同
位素) ，但两者同位素的分馏程度不同，从硝化到反

硝化的转换能明显升高 N2O 的 δ
15 N 和 δ18 O ( δ15 N

增加 20‰～50‰，δ18O增加 10‰～25‰［27］，也就是
说反硝化作用产生的 N2O 比硝化作用产生的 N2O
有更高的 δ15N 和 δ18O［29］，结合 O2 的浓度，能较好

地区分硝化和反硝化作用。Xiong 等［32］利用 N2O

的 δ15N和 δ18O 研究种植小麦的土壤，发现反硝化
过程是冬季小麦土壤释放 N2O 的主要过程。
2. 2. 2 同位素异构体 δ15Nα 和 δ15Nβ 法

N2O同位素异构体 δ
15 Nα ( 14 N15 N16 O) 和 δ15 Nβ

( 15N14N16O) 为识别 N2O 产生的微生物过程信息提
供了更好的途径。由于产生 N2O ( NH2OH，NO，
NO－

2 ) 的前体只含有一个 N原子，这个15N即 N2O分
子内的 α位置 ( 14 N15 N16 O) ，而 β 位置 ( 15 N14 N16 O)
主要由生物化学反应过程引起的 N-O断裂决定［33］，
意味着不同的微生物过程和功能群展示不同的15 N
位置偏好［34－35］，可以用 SP( SP = δ15Nα－ δ15Nβ ) 作为

N2O产生的微生物过程的示踪指标
［36－37］。

据报道 SP 不受物质同位素的支配［38］，如在纯
培养实验中增加前体物 ( NH+

4，NO
－
3 ) 的同位素，使

产生的 N2O的 δ
15Nbulk( δ15Nbulk = ( δ15Nα+ δ15Nβ ) /2)

增加了 96‰，而 SP 仅增加了 0. 003‰，几乎保持不
变［39］，因此 SP 这个新示踪指标的一个优点是不需
要了解前体物的氮同位素组成，就能独立的用于区

分每一种氮的微生物过程。Yano 等［40］利用 SP 研
究稻田灌溉，发现 N2O 在水淹过程排放量快速增
加，且来源于反硝化过程。一般来讲，单独的硝化
与反硝化过程产生 N2O 的 SP 具有较为明显的区
别［38］，而反硝化过程与硝化－反硝化过程 ( NO－

2 还

原成 N2O) 的 SP 均为负值且较为接近［40］。例如，在
实验室纯培养研究中硝化和反硝化作用产生的 N2O
的 SP 有显著差异，羟胺氧化产生的 N2O 的 SP 为
30. 8 ± 5. 9‰～36. 3 ± 2. 4‰;硝化细菌脱氮作用产
生的 N2O的 SP 为－10. 7±2. 9‰～ 0. 1±1. 7‰; 反硝
化作用产生的 N2O 的 SP 为 － 5‰ ～ 0‰［41］。Yano
等［40］的纯培养实验发现以羟胺氧化为主的硝化作

用过程产生的 N2O 的 SP 为 31‰。Toyoda 等［42］在
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一个生物废水处理厂的有氧槽里测得 N2O 的 SP 值
为 4. 5‰，表明由羟胺氧化产生的 N2O 贡献是不重
要的。Decock 等［43］把 SP 分为 N2ON ( 羟胺氧化作

用，SP = 32. 8±4. 0‰) 和 N2OD( 硝化细菌脱氮作用

和反硝化作用，SP = －1. 6±3. 8‰) 。SP 值的测定对
于 N2O产生来源的识别是非常有用的工具，如果知
道硝化反应的 SPnit和反硝化反应的 SPdenit就可以计

算它们对 N2O 的相对贡献 ( SP = X×SPnit + ( 1-X ) ×

SPdenit，X为贡献比例)
［3］。

N2O的 δ
15Nα 和 δ15Nβ 与 δ18O的相关性也可以

用来判别 N2O还原为 N2 的程度或者说 N2O的消耗
( 当反硝化进行到一定程度) 。因为 N2O 还原为 N2

首先破坏 Nα-O 键 ( 动力学效应首先破坏轻同位
素) ，剩下的 N2O富集

18O 和15Nα，这就导致 δ18O 和
δ15Nα 有正的相关性，而 δ18O 与 δ15Nβ 或者 δ15Nbulk

则没有的相关性。Park 等［3］在自然雨林土壤和农
业土壤的实验里证实了 N2O 的消耗与它的同位素
组成有这样的对应关系。N2O 还原为 N2 的同位素

分馏程度也可以用瑞利分馏模型来估算，δx－δx0 = ε
x

×ln( ［N2O］/ ［N2O］0 ) ，x =
18O 或15 Nα，εx 是分馏系

数( ‰) ，0 表示起始值，1－( ［N2O］/［N2O］0 ) 就是
N2O消耗的分数。
2. 2. 3 多种同位素法

N2O 的双同位素( δ
15Nbulk和 δ18O) 及其同位素

异构体 δ15Nα 和 δ15Nβ 是近些年来在国际上兴起的

研究 N2O形成机制和来源的一种有效手段
［27］，主

要用于海洋［44］、农业土壤［45］和细菌培养实验［46］

等。如果以 N2O的 δ
15N 和 δ18O、SP 为主要研究手

段，结合它产生的前体物相应的氮氧同位素 δ15 N-
NH+

4、δ
15N-NO－

2 和 δ
18O-NO－

2、δ
15N-NO－

3 和 δ
18O-NO－

3

等来研究硝化与反硝化过程，将很大程地提升氮循

环机制理论基础［49］。Casciotti 等［47］利用 NO－
3 和

NO－
2 的 δ

15N和 δ18 O 对海洋缺氧区进行研究，发现
NO2

－硝化过程是 NO－
2 的主要消耗过程，并显著影响

了 NO－
3 的 δ

15N和 δ18O。Peters等［48］结合 δ15N-NO－
2

和 δ18 O-NO－
2、δ

15 N-NO－
3 和 δ

18 O-NO－
3、δ

15 N-N2O 和
δ18O-N2O以及 SP 对南极土壤和湖泊进行研究，发
现 Labyrinth的 δ15N-N2O 和 δ

18O-N2O 以及 SP 落在
NH2OH氧化和 NO－

2 反硝化过程产生 N2O 的值之
间，认为 Labyrinth 的 N2O 来源于 NH2OH 氧化和
NO－

2 反硝化过程; Lake Vanda 的 SP 落在硝化过程
与硝化－反硝化过程之间，认为 Lake Vanda 的 N2O

来源于硝化过程与硝化－反硝化过程。Tumendelger
等［49］利用 SP 的测定得出废水处理系统中 N2O 来
自于 NH2OH 氧化的贡献小于 40%，而来自于 NO－

2

还原的贡献大于 60%。因此，多种同位素手段相结
合，将能更好地反映 N2O 产生的不同微生物过程。
稳定同位素示踪技术的研究将大大提高对 N2O 产
生和释放过程的认识和对 N2O源的识别。
2. 3 N2O同位素的测定
同位素质谱仪能够测定 N2O的浓度和 δ

15Nbulk、
δ18O、δ15Nα 和 δ15Nβ 值，精度好于 0. 1‰。N2O同位
素异构体 δ15Nα 和 δ15Nβ 最早由日本科学家发现并

在日本用同位素质谱仪测定［21］。
最近由美国生产的 N2O 同位素分析仪可在野

外变化的环境条件下持续在线监测 N2O 的浓度、
δ15Nbulk、δ18 O 及同位素异构体 δ15 Nα 和 δ15 Nβ 值，

N2O回收率＞99%，无同位素分馏或其它气体成分干
扰［45，50］，是研究 N2O形成机制和来源的一种有效手
段，目前已在土壤、草地、废水等多个环境中得到
应用［50－52］。

3 应用同位素技术研究产生 N2O 的
微生物群落组成

微生物群落结构和稳定同位素都是研究环境

系统中 N2O 产生过程和机制的重要工具，也都是
判别 N2O产生的硝化与反硝化过程的重要手段，
对环境因素 ( 如气候、湿度、温度 ) 的变化都很敏
感。国际上已逐步利用同位素技术研究产生 N2O
的微生物群落组成，试图通过监测 N2O 同位素信
号预测产生 N2O 的微生物群落结构、数量和活性
的变化，以从根本上达到控制 N2O 排放量的
目的。
3. 1 15N同位素富集因子法

N2O是由不同的前体物质经过不同的微生物
群落转化而来，如硝化作用是由前体物质 NH+

4 经

过氨氧化细菌转化成 N2O，反硝化作用是由前体
物质 NO－

3 经过反硝化细菌转化成 N2O，期间
15N 同

位素富集因子( ε) 能够区分这些微生物路径［2］，就
是说不同前体物质的15 N 经过不同细菌反应产生
的 N2O的

15N同位素不同。例如，细菌纯培养实验
表明，氨氧化细菌作用的 ε 为－66. 5 ～ － 45. 3［41］，
比反硝化细菌作用的 ε( －37 ～ －10 ) 更小［41］，厌氧
氨氧化细菌作用的富集因子 ε 为－35. 7 ± 2. 7［34］

( 图 1) 。富集因子可以较好地了解微生物群落组
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成，但富集因子的测定必须依赖于前体物质的同

位素测定，而且富集因子不是常数，在计算反硝化

富集因子时也受 N2O 还原为 N2 所引起同位素升

高的影响，也就是不能准确判断反硝化微生物贡

献的比例。

图 1 不同微生物过程产生 N2O的 SP 值及
15N同位素富集因子 ε

Fig．1 Isotopic enrichment factor of 15N and SP of N2O

production by different microorganisms

3. 2 同位素异构体 SP值法
N2O 的 SP 可用于研究产生 N2O 的微生物群

落组成( 图 1) ，在细菌纯培养实验中，氨氧化细菌
产生的 N2O 的 SP 为 30. 8 ± 5. 9‰ ～ 36. 3 ±2. 4‰;
厌氧氨氧化细菌产生的 N2O 的 SP 为 － 10. 7 ±
2. 9‰～0. 1±1. 7‰; 异养反硝化细菌产生的 N2O

的 SP 为－5‰～ 0‰［41］。这些差异明显的 SP 可以
较好地区分不同的微生物组成［53］。2015 年 Maeda
等［54］在真菌培养实验中测得的 SP 为 15. 8‰ ～
36. 7‰，表明真菌反硝化作用也是 N2O 的重要来
源。2016 年 Nordmann Winther 等［55］培养海洋中
不同的反硝化细菌，发现两种反硝化细菌产生的

N2O具有不同的 SP，表明两种反硝化细菌在反硝
化过程中产生的 N2O机制有所差异。Maeda 等［56］

在牛堆肥产生的 N2O 实验中，利用不同的抑制剂
培养细菌、真菌和反硝化细菌，发现这些微生物产
生 N2O的 SP 不同，认为 N2O 主要由 nirK 反硝化
细菌产生，然而，还需要进一步辨别反硝化细菌 SP

的不同是源于 NO 转化成 N2O 还是共同反硝化的
过程。N2O的 SP 在单独利用时同样存在缺点，在
判别缺氧状态下的厌氧氨氧化细菌和反硝化细菌

的反硝化路径时有所重叠，并不能完全区分这两

个过程［57］。

4 影响 N2O同位素值的主要因素

产生 N2O的微生物具有多样性，生物过程的微

生物菌种或菌株的不同是造成 N2O的 SP 不同的根
本原因［22］。而环境因素的改变( 如 NH+

4、pH、温度、
O2、含水量等) 会影响微生物的生理过程、群落组成
和硝化活性［58－59］，从而影响 N2O的释放量和产生过
程( 路径) ［4，60］。例如，Cardenas 等 ［61］研究土壤水
分的饱和度对 N2O同位素值的影响，发现土壤水分
含量少时 N2O释放量变化较大，可能归因于微生物
对养分的竞争，主要发生硝化作用; 当土壤处于干

湿交替时，N2O 的释放量最大，反硝化作用是 N2O
的主要来源;当土壤被水淹没时，水体和土－水界面
硝化和反硝化作用都会发生。郑欠等 ［62］在研究土
壤含水量的影响时，发现高含水量的 N2O 释放量最
高，主要发生硝化作用; 中含水量主要发生反硝化

过程;低含水量前期以反硝化为主，后期以硝化作

用为主。土壤水分含量的不同影响微生物不同群
落的硝化与反硝化过程，是造成 N2O 同位素值不同
的主要原因。Mullungal ［63］研究最小氧含量大于 10
μm和大于 130 μm的两个海洋的 N2O释放，发现有
显著不同的 N2O 释放量和双同位素及同位素异构
体信号，是不同氧条件下 N2O 形成路径不同的
结果。

5 困难和不足
N2O产生的机制还存在很大的不确定性，微

生物纯培养实验在条件控制下完成，难以反映自

然条件下 N2O 产生的确切路径，同位素方法为
N2O产生机制的研究提供了良好的前景。然而，
在自然状态下也难以区分单一微生物群落产生的

特定的同位素值，使得实验室与野外数据存在差

异，因为环境因素的变化对 N2O 释放量的影响较
大。任何单一技术都会有各自的优缺点，多种手
段相结合，分子生物学技术和多种同位素技术相

结合，可以相互验证 N2O 产生的硝化与反硝化作
用机制及其相对贡献，也为氮循环提供理论

支持。
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Ｒesearch Progress on the Mechanism of N2O Production Based
on Stable Isotopic Methods
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Abstract: N2O is one of the important greenhouse gases，however，the biogeochemical mechanism of N2O production is still unclear．
Focusing on the microorganism process of N2O production，we summarized research progresses of nitration and denitrification of the

N2O production based on the δ15N and δ18O double stable isotopes，δ15Nα( 14N15N16O) and δ15Nβ( 15N14N16O) and SP values，and mul-
tiple stable isotopes of N2O production，and discussed the advantages and disadvantages of above stable isotope techniques． Particular-

ly，we described the related theories and reviewed current applications of stable isotopes and isotope isomers of N2O． The
15N stable

isotope enrichment factorization and the SP value methods were applied to decide structure，magnitude and activities of the N2O produc-
tion microbial community． In the end，we discussed the difficulty and shortage of the mechanism study on the N2O production by using
stable isotopes．
Key words: N2O; mechanism; stable isotope; research progress
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