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摘 要 反硝化细菌方法作为测试硝酸盐氮氧同位素组成的最新方法，具有可测试低浓度
水样、对样品无需特殊处理、不会交叉污染和需样量少等诸多优点而得到迅速发展。本研
究率先在国内实验室利用反硝化细菌法成功测试了硝酸盐氮氧同位素组成，将经过 5 ～ 10
d培养的反硝化细菌 Pseudomonas aureofaciens离心，然后将菌液浓缩 5 倍，再向顶空进样瓶
注入 3 mL菌液，密封后利用高纯氮气吹扫 3 h以上，注入 50 nmol NO3

－水样经过夜培养灭
活后，使用 Trace Gas Pre-concentrator-Isoprime测试 N2O同位素组成，结果表明，重现性和测
试精度与国际上类似研究接近。该方法的建立对于国内开展河流及湖泊( 水库)、降水等氮
的生物地球化学循环将起到促进作用。
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Abstract: Denitrifier method is a novel method for nitrogen and oxygen isotopic analysis of
nitrate，which has many advantages，e． g．，low nitrate water sample，simple pretreatment，no
cross-contamination，and small volume water，and obtained rapid popularization． In this study，
the method was first developed in China for nitrate isotopic measurement in our laboratory． The
denitrifier ( Pseudomonas aureofaciens) was grown in an amended medium of Tryptic Soy Broth．
After 5 － 10 days culture，the cells were harvested and concentrated 5 folds，and split into 3 mL
aliquots in 20 mL headspace vials． The vials were sealed and then purged for at least 3 h with
high-purity N2 to ensure anaerobic condition． A sample amount corresponding to 50 nmol of
nitrate was added to the sample vials，and cultured overnight to allow the complete conversion of
NO3

－ to N2O． On the following day，0． 1 － 0． 2 mL of 10 mol·L －1 NaOH was injected into the
vials to lyse the bacterium and to scrub any CO2 gas． Simultaneous δ15N and δ18O analysis of the
produced N2O was carried out by using a Trace Gas Pre-concentrator unit coupled to an IRMS
instrument． The measured data showed good reproducibility and precision，in close with the simi-
lar international studies． The establishment of this method would promote our studies in nitrogen
biogeochemical cycle in rivers and lakes ( reservoirs) and in precipitation．

Key words: denitrifier method; nitrate; nitrogen isotope; oxygen isotope．

* 中国科学院院重要方向项目( KZCX2-EW-102 ) 和国家自然科学基
金项目( 41021062 和 41173021) 资助。
＊＊通讯作者 E-mail: E-mail: lisiliang@ vip． skleg． cn
收稿日期: 2012-02-23 接受日期: 2012-05-28

水体中含氮化合物的高低影响着水质状况及水

体营养水平，一直倍受政府及学者的关注。如饮用
水中过高的氮素可能会影响人体健康，地表水中过

高氮素可能导致各种环境及生态问题( Stlnacke et
al．，1999; 刘丛强等，2007; Kendall et al．，2007 ) ，识
别氮素的来源对水体氮污染治理及水环境的管理都

具有十分重要的意义。由于氮以多种价态，多种形
式存在，不同氮形态间的地球化学性质不同，因此氮

的同位素组成变化被用作研究氮来源和转化的理想

工具。目前氮稳定同位素比值被广泛应用于各种水

生态学杂志 Chinese Journal of Ecology 2012，31( 8) : 2152 － 2157

DOI:10.13292/j.1000-4890.2012.0260



环境中示踪无机氮( NO3
－、NH4

+等) 来源迁移和转

化研究( Liu et al．，2006; Kendall et al．，2007; 岳甫均
等，2010; Li et al．，2010a，2010b) 。但单独利用氮同
位素组成辨别氮素来源及其迁移转化规律的应用受

到一定限制。硝酸盐氧同位素的使用更好地弥补了
单一同位素技术的不足( Liu et al．，2006; Kendall et
al．，2007; Li et al．，2010a) 。
水体硝态氮同位素的预处理及测试技术不断发

展完善，20 世纪 90 年代以前，主要使用消解方式
( Kjeldahl法) 作前处理来测试硝态氮同位素( Brem-
ner ＆ Edwards，1965) ，也有利用达氏合金将硝态氮
转化成铵态氮，再利用酸吸收铵生成铵盐，利用质谱

仪测试氮同位素( 扩散法，Sigman et al．，1997 ) 。20
世纪 90 年代以后，学者们开始利用阴离子树脂吸附
硝酸盐，将水中硝酸盐浓缩，然后利用 Ag2O 中和转
化成硝酸银测试硝酸银氮氧同位素的离子树脂法

( Silva et al．，2000 ) ，但离子树脂法要求水样量大，
前处理烦琐，成本较高，易受有机质影响，而且还不

适用于高盐度水体( 海水) 。21 世纪初普林斯顿大
学 Sigman教授课题组开发了利用反硝化细菌测试
硝酸盐氮同位素和氧同位素( Sigman et al．，2001;
Casciotti et al．，2002) ，该方法较之前有了极大的改
善，如测试所需 NO3

－的量较小，不受其他离子及有

机质的干扰，测试结果准确等优点，使得该方法可以

应用在氮循环中诸多方面，如在低浓度、高盐分的海
洋中开展的氮循环，以及大气氮循环等( Hasting et
al．，2003，2004; Fang et al．，2011 ) 。目前这方面研
究受到国内众多学者的关注( 毛绪美等，2006; 张翠
云等，2011) ，但还没有完全建立起来对硝酸盐氮氧
同位素同时测试的方法。本研究在已有研究的基础
上，结合实验室条件，利用 Trace Gas Pre-concentra-
tor-Isoprime仪器，在本实验室里建立了反硝化细菌
法测试水体硝酸盐氮氧同位素，为更好地开展氮循

环的研究，提供有利的技术支撑。

1 材料与方法

1. 1 实验材料
实验菌种购置于美国菌种保藏中心( ATCC) ，

中文名称为致金色假单胞菌( Pseudomonas aureofa-
ciens ATCC 13985) 。实验过程中使用的培养基为胰
蛋白大豆肉汤( Tryptic soy broth，TSB) 、胰蛋白大豆
琼脂培养基 ( Tryptic soy ager，TSA ) 。其他药品:
KNO3、NH4Cl、KH2PO4、抑泡剂、NaOH等。

1. 2 实验原理
一般情况下完全的反硝化过程为: NO3

－ →
NO2

－→NO→N2O→N2，每一过程都是在特定酶的作

用下进行。而在该方法中使用的反硝化细菌 Pseud-
omonas aureofaciens 缺乏 N2O 还原酶，因此无法将
N2O还原为 N2，使得反硝化作用最终产物为 N2O。
产物 N2O的氮氧同位素具有 NO3

－和 NO2
－中氮氧

同位素的信息，自然水体中 NO2
－的含量较少，因此

可以通过测试产物中的氮氧同位素组成来推断 /计
算水体硝酸盐同位素组成。对于这类无 N2O 还原
酶的反硝化细菌有致金色假单胞菌( P． aureofaciens
ATCC 13985) 、绿针假单胞菌( P． chlororaphis ATCC
43928) 、肾棒状杆菌( Corynebacterium nephridii ATCC
11425) 。这 3 株反硝化细菌都可以用于硝酸盐氮同
位素的测试( Sigman et al．，2001) ，对于氧同位素的
测试，Casciotti等( 2002) 发现，反硝化过程中这 3 株
细菌与水中氧存在不同程度交换的现象，其中以致

金色假单胞菌 P. aureofaciens 反硝化过程中交换百
分数较低，可应用于氧同位素的测试。
1. 3 实验条件
实验方法在已有研究( Sigman et al．，2001; Cas-

ciotti et al．，2002; Kaiser et al．，2007; Mcllvin ＆ Cas-
ciotti，2011) 的基础上，根据实验室条件进行了更改，
在所需 TSB /TSA培养基中添加无机盐，使配制的培
养基中无机盐的浓度为 10 mmol·L －1 KNO3，7. 5
mmol·L －1 NH4Cl，36 mmol·L －1 KH2PO4。无硝酸
盐的液体培养基为在原有 TSB 培养基中添加 7. 5
mmol·L －1 NH4Cl，36 mmol·L －1 KH2PO4。液体培
养基一般在接种前 1 天晚上 121 ℃灭菌 50 min，第
2 天早上进行接种。无硝酸盐的液体培养基一般在
离心当天 121 ℃灭菌 30 min。
1. 4 实验过程
菌种收到后用吸管吸取大约 0. 5 ～ 1. 0 mL培养

液，将菌球( 干粉) 混匀。在无菌条件下将菌球转移
至液体培养基中，混合均匀，吸取悬浊液接种至其他

液体培养基或斜面或平板中。培养 1 ～ 2 d 后将菌
种接种至血清瓶中做实验用菌，培养瓶放于摇床中

培养 5 ～ 10 d。
在准备样品的当天离心菌液 10 min。将上清液

倒出，使用无硝酸根的培养液将离心管内的菌球转

移到同一离心管内，再次离心。向血清瓶中加入抑
泡剂，然后使用无硝酸根的培养液将菌球充分打散，

使菌液均一。然后吸取 3 mL 的菌液至 20 mL 顶空
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瓶中，将铝盖压紧以保证顶空瓶的密封性。利用高
纯氮气以 40 mL·min －1流速吹扫至少 3 h ( Mcllvin
＆ Casciotti，2011) 。根据硝酸根含量使用气密性良
好注射器，加入约 50 nmol NO3

－过夜培养，同一样

品做 3 个平行样。第 2 天利用质谱仪测试前加入
0. 1 ～ 0. 2 mL 10 mol·L －1的 NaOH 溶液，将细菌灭
活同时固定生物作用中产生的 CO2。
1. 5 测试方法
由于 Trace-Gas本身无顶空进样系统，需做相应

连接改进，在保证连接系统密闭性较好的情况下，将

顶空瓶内产生的 N2O 气体导出，在 He 气流的作用
下分别经化学阱去除气流中的 H2O 和 CO2，利用

Trace Gas Pre-concentrator 自带的 PreCon 系统富集
N2O 即从顶空瓶中导出反应气，随后经气相色谱
( GC) 分离柱，分离开 N2O ( m/z = 44 ) 和 CO2 ( m/z
= 44) ，经分离后的样品气进入质谱测试。从样品
出峰图谱看，2 气体出峰时间相隔 40 ～ 50 s，色谱分
离柱分离效果较好。实验室现有的该测试仪器样品
信号最高可达 20 nA，仪器较为理想的测试信号在
10 nA范围内。测定的同位素值分别与国际标准相
对应:

δ样品 = ( R样品 /R标准 － 1) × 1000
式中，R样品和 R标准分别为样品和标准的

15 N / 14 N 或
18O / 16O，整个测试过程中，氮氧同位素需要校正。
测量结果是样品相对于参考气的值，但参考气不作

为样品的绝对参考，而是选择硝酸盐的国际标准物

质。同样品进行相同操作，利用标准物质的测试结
果进行校正。校正后 δ15N和 δ18 O 的值分别以大气
N2 和 SMOW标准化。以上实验均在中国科学院地
球化学所环境地球化学国家重点实验室内完成。

2 结果与分析

2. 1 不同样品用量测试
有文献报道使用该方法分析低含量 NO3

－如 20
nmol( Sigman et al．，2001; Casciotti et al．，2002 ) ，也
有采用 100 nmol用量( Xue et al．，2010 ) ，随着方法
的完善目前可以分析 1 ～ 10 nmol ( Mcllvin ＆ Cas-
ciotti，2011) 。本研究设计了一个样品用量梯度进行
测试，质谱测试结果如图 1 所示，在现有样品前处理
的条件和同等测试参数条件下，50、80、100 nmol 样
品用量所得出的同位素结果非常相近，10、20 nmol
结果显示有相对较高的氮氧同位素值。这可能是由
于加入的样品量较少，测试结果受样品本底的影响

图 1 不同样品用量国际标准测试
Fig． 1 Isotopic values of international standard in different
sample contents

较大。综合考虑样品浓度大小，仪器信号及测试稳
定性等方面，50 nmol NO3

－样品较利于操作和计算。
2. 2 标准测试
表 1 为 4 个国际标准的同位素组成推荐值

( Bhlke et al．，2003 ) ，国际标准中除 USGS-35 为
NaNO3 外，其他 3 个同位素标准都是 KNO3 固体颗

粒。分别将配制好的标准物质溶液注入瓶中，每样
测试 5 次，测试结果误差见图 2( 数据未进行校正) 。
从测试结果看，测试样的 δ15 N 的标准偏差范围在
0. 11‰ ～ 0. 43‰，δ18O 的标准偏差范围在 0. 24‰ ～
0. 38‰。标准物质测试结果重现性及测试精度均
较好。

表 1 同位素标准值
Table 1 Isotopic standard values
标准 δ15N( ‰) δ18O( ‰) δ17O( ‰)

USGS-32 180 25. 7 －
USGS-34 － 1. 8 － 27. 9 － 14. 8
USGS-35 2. 7 57. 5 51. 5
IAEA-N3 4. 7 25. 6 13. 2

图 2 同位素标准测试结果误差线图( n =5)
Fig． 2 Analysis error of isotopic values for international
standard
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2. 3 不同批次标准及样品测试结果
不同时间及批次的样品，由于反应菌株的差异，

在反硝化过程中可能会有差异，因此需要在不同批

次中加入国际标准对测试样品进行校正( Sigman et
al．，2001; Casciotti et al．，2002; Xue et al．，2010 ) 。
图 3 代表 4 个批次( 每批次同一样品测试 3 次) 的致
金色假单胞菌测试国际标准氮同位素和氧同位素未

校正测试结果。由测试结果可以看出，仪器对不同
批次细菌作用产生的 N2O 气体氮氧同位素组成相
互间有一定变化，但变化较小如 δ15N变化 ＜ 0. 5‰，
δ18O变化 ＜ 1. 8‰。存在较大差异的主要原因是同
位素组成较高或较低的标准，另外也跟不同批次同

位素分馏效应、试剂本底以及氧同位素交换、数据未
校正等因素有关。
由于反硝化过程中，同位素分馏，试剂本底以及

氧同位素交换等因素的存在，因此必须对测试结果

进行校正。校正方法可以通过与样品经相同处理过
程的国际同位素标准，来校正因同位素分馏、试剂本
底以及氧同位素交换等因素对测试结果的影响。
2. 3. 1 氮同位素数据校正 氮同位素在反硝化过
程中如果可以完全转化，转化过程中不会发生同位

素交换现象，因此只需对其进行本底校正。Sigman
等( 2001) 发现，空白对不同同位素组成的样品差异

图 3 不同批次氮、氧同位素测试结果对比( n =3)
Fig． 3 δ15N-NO3

－，δ18O-NO3
－ measure values in different

times

是很小的，因为一般空白的量 ＜ 0. 5 nmol，在样品中
所占比例较小。其研究还发现，在样品添加前，如果
仅吹扫 20 min，试剂空白比较大，吹扫 2 h 空白很大
程度上降低，可能原因是菌体会吸附 N2O 气体，为
此我们进行 3 h 的吹扫，尽量降低空白对样品的影
响。
根据同位素质量平衡原理可得:

M = S + B ( 1)
δ15NM ×M = δ15NS × S + δ15NB × B ( 2)

式中，M为测试 N2O 气体总量，S 为样品量，B 为空
白量。δ15 NM为测试 N2O 气体氮同位素值，δ

15 NS为

样品真实氮同位素值，δ15 NB为空白的氮同位素值。
对于同一批次，在加样量相同情况下，M、S 和 B 相
同。因此利用带有两国际标准的公式作差可得校正
系数 S /M。

S /M = ( δ15 NM －1 － δ15 NM －2 ) / ( δ
15 NT － 1 － δ15

NT － 2 ) ( 3)
由式( 3) 可看出，校正系数可以通过 2 种已知

同位素组成的标准物质测得。
样品氮同位素的测试结果是由 m/z 45( 14N15N16

O、15N14N16O、14N14N17O) 和 m/z 44 ( 14 N15N16O) 的比
值同参比气计算而得。由于受非质量分馏的影响一
些含氧化合物中富集17O，因此对氮同位素计算时可
能会受14 N14 N17 O 影响比较大。USGS-35 是由智利
阿塔卡马沙漠天然硝石纯化得到的，由于受非质量

分馏的影响富集17O( 表 1) ，使得测试的氮同位素结
果比真值要高。如对于高 δ18 O ( 60‰ ～ 80‰) 的雨
水样品，其 δ15 N 测试结果可能会比真实值要高出
1‰ ～ 2‰ ( Sigman et al．，2001 ) 。因此一般不使用
USGS-35 对样品氮同位素测试结果进行校正
( Coplen et al．，2004) 。
2. 3. 2 氧同位素校正 氧同位素校正过程较复杂，
除受本底的影响外，因在反硝化过程中 2 个 NO3

－

离子才可以生成一个 N2O 分子，只有 1 /6 的氧原子
转化到被测试气体中，存在同位素分馏且有与水中

氧同位素发生交换现象。Casciotti 等 ( 2002 ) 将
IAEA-N3溶解于具有不同氧同位素的水中，在相同
条件下培养，由水体 δ18 O 值与 IAEA-N3 的 δ18 O 值
变化关系得出 P. aureofaciens 氧同位素交换小于
10%，大多数低于 3%，并且在同一批次的培养中这
种同位素交换是恒定的。对于 δ18O为 20‰的样品，
如果假定交换比例为 5%，实际交换比例为 2%或
8%的样品，所产生的误差为 ± 0. 6‰。
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图 4 批次水样及标准测试结果比较
Fig． 4 Corrected values for water samples and working re-
agents in two times

虽然较氮的同位素质量平衡公式略微复杂，但

同样可以通过使用已知同位素组成的标准物质简

化，Casciotti等( 2002 ) 对氧同位素校正做了详细表
述，其中 M、S 同上，X 为硝酸盐中氧与水体氧交换
比例。在保证加样量相同的条件下，可用下列公式
进行计算:

M / ( S × ( 1 － X) ) = ( δ18OT － 1 － δ
18OT － 2 ) /

( δ18OM －1 － δ
18OM －2 ) ( 4)

δ18OT － sample = δ
18OT － 1 － ( δ

18OM －1 － δ
18OM － sample )

×M / ( S × ( 1 － X) ) ( 5)
综上所述，使用 2 种标准物质对结果进行校正，

样品测试结果在所选 2 种标准物质取值范围内。本
研究对实验室常用的工作标准和一些水样进行了 2
个不同批次测试，经较正后 δ15N同位素的取值范围
是 + 4. 2‰ ～ + 11. 8‰，δ18 O 同位素的取值范围为
－ 6. 3‰ ～ + 87. 9‰，这也是大多数样品中的氮氧同
位素取值范围。经校正后得到 δ15 N 同位素标准差
在 0. 04‰ ～ 0. 45‰，δ18 O 同位素的标准差在
0. 03‰ ～0. 31‰。从图 4 可见，2 个批次测试的相同
样品结果重现性很好，表明上述的实验条件可以也满

足大部分地表水样硝酸盐氮氧同位素分析要求。

3 结 论

培养致金色假单胞菌( Pseudomonas aureofaciens
ATCC 13985) 5 ～ 10 d后，建议离心浓缩 5 倍后注入
含有 50 nmol NO3

－水样，利用 Pre-con 系统浓缩富
集，最后进入质谱仪测试，获得稳定的结果。本研究
通过上述条件进行的样品及标准的测试结果表明标

准偏差大多数好于 0. 3‰，可满足地表水样分析要
求。本实验为国内首次开展测试硝酸盐氮氧同位素
组成的方法，对于不同水样和不同条件对测试结果

可能的影响还需要进一步的探讨。但可以明确的
是，本实验中采取的培养条件、实验预处理过程及使
用的分析系统是稳定可行的，可以满足测试要求。
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