
海北高寒草甸土壤微生物反硝化

气体损失的分析及应用
水

气相色谱法分析土壤反硝化产生的N20l

刘晓达 杜伊光 师治贤

摘  要

本文研究了用′它相色谱法测定上壤微生物反硝化作用强度的方法。对同一土玻柱反硝化

产生的 N20的 分析表明其变异系数小于 17,8%。 该方法操作简便,分离速度快, 检测灵敏

度高,进样量小,为研究反硝化作用提供了一可靠手段。
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反硝化是生态系统中氮素循环的一个重要组成部分。BcriCrnick等 (1910)、 suzu¨

ki(1912)(转引自 sahrawat等 ,1986) I社 就报道了N20是在厌氧的培养物与土壤中

由细菌产生的一种气体成分。195姓 年 Wi”er等 (转引自 sahrawat等 ,1986) 用 N“ˉ

KN0:标记法研究了土壤反硝化的气体产物,证明反硝化过程中放出 N20、 N2、 No。

现在已经确信反硝化涉及几个酶反应与化学反应,其转化顺序如下:

2EN031^→ 2匚Nu^→ 2No——>N20→ N2

由于如下的原因,达一过程显得具有重要的意义(Averill等 ,1982s sahrawat等 ,1986):

①这一过程造成植物生长的营养物的损失,大约 30%的肥料氮经由反硝化而损失。②反

硝化作用的一种产物是 NzO。 它随着人类活动的增加 (如肥料的施用等)而增加,导致

臭氧层的破坏及大气温度上升,给人类带来潜在的威胁。◎反硝化过程用于工厂废水处

理,使氮的浓度在废水排放前降低。0反硝化过程的关键中间产物是亚硝酸根离子,易

于同仲胺反应生成致癌的亚硝胺。因此测定 N20从 土壤中的释放量,不仅对研究海北定

位站生态系统氮素循环和气体损失有重要意义,而且对草场退化等都有重要的现实意义。

·中国科I院海北高寒草甸生态系统定位站基金资助项目。
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由于 Balderston等 (1976)发现乙炔可以阻断土壤微生物反硝化过程中 Nio到 N2

的转化,因此 N20含量的测定被用作反硝化氮损失的直接量度。目前,已有多种方法用

于 N20气体的分析,如气相色谱法 (Kaspcr等 ,1980,Mosicr等,1980,Parkin等 ,

198碴 )、 顶空气相色谱法 (Bymc等 ,1986)、 以及质谱法测定
15N标

记的 N2、 N20(Muˉ

lvaney等 ,1984)等。色谱固定相主要采用 Chromsorb及 Porapak系 列 〈Thompson,

1977|Kaspcr等 ,1980,Mosicr等,1980,Parkin等,198姓,Byrne等 ,1986)。  由

于质谱法所需的仪器设备不易得,而顶空法主要用于溶液中溶解的气体的分析,与一般

的气相色谱法相比需要顶空装置,采用土柱气体循环既可使土壤结构保持不变,又能对

土壤微生物反硝化进行动态观测。用气相色谱法,我们研究了反硝化作用产生的 N20在

国产固定相上的分离,用电子捕获检测器,N20的最小检测量为 0.知pm(″ /〃 )。 采用

建立的方法对海北高寒草甸生态系统不同土壤类型的反硝化作用进行了研究◇

实 验 部 分

(一)仪器及分析条件

气相色谱仪:PyC 1o4(英 国,PyC-Unicam公司)

色谱柱:均为不锈钢柱,2米 ×2毫米 (GDX-102)1.36米 ×2毫米 (还 02担体),

1.5米 ×2毫米 (TDX-01)

固定相:GDX-102、 TDX-o1,60-80目 (天津试剂
=厂

)

载气:高纯 N2;流速:60毫升/分

气体定量管:500微升

检测器:电子捕获检测器 (ECD)

温度:350° C

标准气体:N20、 99.5%,Co2、 99.99%(北京分析仪器厂)

B-1蠕动泵 (上海环球物化仪器厂)

(二 )土壤样品及处理方法

土壤样品采自中国科学院海北高寒草甸生态系统定位站,分为高山草甸土及高山灌

丛草甸土两种类型。

用取上钻取在自然状态 F的土壤柱于一塑料管中,塑料管两端用橡皮塞堵上,带回

实验室后经乙炔阻断处理,在 37°C恒温培养 24小时。分析时,使其先与 B-1蠕动泵、

气体定量管连接成一密闭循环系统,土杜气体循环后用气体定量管直接进样分析。

(三 )定性分析

采用标准样品对照保留时间定性和反硝化气体产物中加人 N20、 C2H2、 Co2气 体及
Hz0的方法定性,其分离谱图见图 1A、 B。

(四 )定量分祈

采用外标法定量,控制气体压力及注射一定量的标准气体 (Thompson,1977),配
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图 1 标准气体混合物色谱图
Fig.1 Chfoinatogran.of standard gas Inixture

1.空气(Air),2.Co2;3.NzO,d.C2H2.
柱长(Coluinn length):2】 Il x 2Ⅱln(GDX-102× A”

1.36:〖lx2】〖l【〖l(402C订fier)(B)

柱温(Co1】 :lln teinperalure):35° C(A),30° C(B)
检lml器 (Detector);ECD,159° C.150微秒(us)·
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图3 气相色谱分离 Nz0示意图
Fig.3 IIlustfative diagranl of N20. sepafated by CC 1.5.

气体流量调节阀(Adiusted valve); 2,气 体定量管 (s8:〖 lpling

l。op),3.蠕 动泵(Peristaltic pomp);在 .土壤柱(soil cor);

6.气相色诺柱(CC column);i.分 流阀 (spliting valve);

8.|1测器(Detectof(ECD)); 9.六 通it,虚线为定鱼管内充

样时的气体流路 (six-Port valvc,do"Ed line silowed tlle

gas f1ow circuit平 hen sa】 :lpling)
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制不同浓度的 N20气 体。N20的标准曲线见图 2,其最小检测量为 0.4ppm(W/W)。

由于电子捕获检测器线性范围较窄,当用此检测器检测 N20以及其它气体成分时,

浓度 (重量 ppm浓度)与烽高不成线性的范围在分析中又很有用。为了使分析数据准确

可靠,对 N20浓度较高的样品,在不改变进样量的条件下,采用注后分流、检测器加辅

助气体以保持流速恒定 (图 3), 使其浓度处于线性范围之内。 其浓度的计算方法 为:

C=(分流比 +1)C′ ,C为原浓度,C′ 为分流后略高对应的浓度,分流比 =F分 /F柱。

结 果 与 讨 论

(一)不同自谱固定相对曰体分自的形呐

对 N20气体的分离, 国内外多用 Chromsorb和 Porapak有 机高聚物系列色谱固

定相,它们需从国外进口且价格昂贵。 本实验选用国产 GDX-1o2TDX-o1及 4o2担

体进行分离,实验结果表明,空气 (N2△ Oz)、 Cob NzO、 C2H^以及水分可以在 ECD、

402填充的色谱柱上得到较好的分离 (图 1A、 B)。 因用 在02担体填充的不锈钢柱较短 ,

N20与 COz谱烽未能得到完全分离。

由公式 n有效=L/(HETP)有效可知,当有效塔板高度 HETP不变时,增加柱长,有
效塔板数即柱效成正比例增加,当柱长为 2米时,柱效提高 1.d7倍 ,完全能将 N20与

表 1 8月 份海北曰香革句不同土曰反】

Table 1 I.)enilrification intensities oF differcnt soil at I· 1aibei

反硝化速率

碴
矮蒿草草甸   (KoBr“ |cn"“ ;“s皿eado平 )V 杂类草草甸

|石 山草甸土高山草甸土   (Aipine madow soil)

KI KII
Dif KII1 FI

样品号 ^
sa:llple nunber 26

32.26

|  33

1=△
~~

20 12 13 11 25 30 8 么0
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102.5 65.09 l4,57 102.24

.V. 115.2 30.7 16.5 f5.(i

注:土玟深度:表层 了,o-15厘 米,中层 I1,15-3o厘米.下层 I【 I,3o-15厘 米
Note:soil depth:top layer 1.0-15Gln,】 田iddle layer iI. 15-3ocll, lower laycr III.3o一 奶c皿 .
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其它气体成分分离开来,而这也苛以从 CDX-1o2与 4o2担体性质的一致得到确认 (陈

为通等,1980)。 用ITDX-01填充的色谱柱分离这几种气体组分时,因吸附较强,需要在

较高温度下操作 (200° C),同时各组分谱峰拖尾,不适用于此目的。与TDX-01相比,

GDX-1o2、 在o2担体填充的色谱柱可以在接近室温的条件下 (35° C、 30°C)对各气体

组分进行分离,我们选用GDX-1o2固 定相作为色谱柱填料进行 N20气体的定量分析。

(二)检测条件的选择

电子捕获检测器的灵敏度与检测器温度有明显的依赖关系, 已有数据表明 (Wcn一

tworth等,1973;Kaspcr等,1980),ECD在 连00°C时对 N20的 响 应 为 20°C时 的

1000倍 ,且检测器在高温下操作对检测器本身清洁也有好处。实验结果表明随检测器

温度升高、枪测器对 N:o的 响应同时增大,因此检测器使用温度选择为 350° C。 检 测

器的脉冲间隔对 Nz0的灵敏度也有很大影响,实验结果表明 ECD在 50微秒下 对 N20

的灵敏度比在 500微秒下的灵敏度高约 1—
—2个数量级,在 350° C、 50微秒的操作条件

下 ECD对 N:o有最高的灵敏度。

(三 )样品中离浓度 N20含量的定量分析

ECD线性范围较窄,有的样品气体中 N20含量较高义处子非线性范围, 为了能够

化作用的强弱 (N么 o的测定,ppnl)

alpine neadow in A.ugust(Detcfinination of Nzo ppm.)

(Denitrificatio11 rate)(ng N20-N·g^Iday^l)

(Forbs lneadow)

(Alpine meadoW soil)

金露梅灌丛  (L`csip而 or rr财 fcosd bush)

高山灌丛草甸土 (Alpinc scr“ bby Incadow soiI)

FIII DII

35 24 10 1 29 53

19.38 7.77 2,21 17.20 17.80 在7.02 准5.27

17,80 49.71

DIII

45 17 59

| 512.95 79.19

81.17

262,95 】9.7在 16.在6 15.14
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。12.95  81.1t
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245.42 19.74 19.38 7.77 1.49

25么 .19 7.77 2.21

258.57 21.32 9.e2 2.2⒋ 13.38

7.77 2.24 15.29

15.29 G.0

15.29 5.25

在5.27 么.15 15.09 13,7·7

压8.36 在1.49 2.9b 15.09 15.14

53.73 么0.2`1 3.53 13.72 16,52

4b.67 40.24 】5.09 16.52

16.31

16,31
— —

|

505.82 |81.17
—̄ |—
509.39|81.17 19.77 2.09 15.29

G.0 1.1.83

255.50 20.0压 5.4 16.61 48.90 在2.50 3.32 15,09 15,d2

3.57 2.60 6,50 0.68 I  0.87 0.69 0.3在 】.35 1.24 3.09 2.58 0.97 】,15

0.7 3.2 2.5

15.96

8.6 16.1 8.8

7.59

11.6 7.5 6.3 6.1 16.1 6.奎 t.5

36.00

1d.62

11.27

5,89

52,2

181.8 5.81 5.86

36.姓 77.2 40.6

「II

31  | 37

505.82

19.7压
| 19.38

27

l

21.25

282.22

D1

49

5.25 2,96

256.38

2.96

8.C8

o.530.63

3.d i 么.3
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在线性范围内捡测而勿需取循环气体另行稀释,对柱前分流与柱后分流的效果进行了比

较。柱前分流会引起色谱峰扩展,给峰高法定量带来因难,因色谱柱气阻较大,为使载

气流量保持在 60毫升/分 ,则分流流量=60× 分流比 〈毫升/分),气体用量非常大。柱

后分流然后再给检测器加辅助气 (N2),使检测器出口气体流量保持恒定, 则能大大减

小谱蜂扩展效应,同时气体用量小于 60毫升/分 ,实验表明这一方法能较好地适应样品中

N20浓度范围大这一要求,亦即在不改变分析条件的情况下扩大了检测器的线 性范围。

(四 )分析方法的精密度及在土壤微生物反礴化作用的研究中的应用

将上样经乙炔阻断培养 2姓 小时后,用气体定量管进样分析。由表 1可见,单个土壤

桂连续测定的变异系数范围为 1,0-17,8%,但从同一个地点采得的 3个土壤柱之间的

变异性较大,变异系数范围为 16,6-115,2%,其中 Ki的变异系数最大。这一方法的精

密度与文献数据一致 (Parkin,等 1984),由 于变异性高,因此在研究农田等的反硝化作

用时需要分析较多的样品。由实验结果可知,不同植被类型土壤其反硝化速率各不相同,

高山草甸土中微生物反硝化速率明显大于高山灌丛草甸土,在不同深度的土壤中反硝化

作用也不相同,以中层最高,这与各层土壤中反硝化的底物浓度及厌氧环境都密切相关。

三、结  论

1.本方法分析土壤微生物反硝化作用中产生的 N20,操作简便、快速、重复性好,

为研究反硝化作用机理提供了一种可靠测试手段。

2.该法灵敏度高、取样量小,可多次进样而不影响样品组成。

3.土壤的结构基本保持不变,所得结果能够比较真实地反映土壤自然状态下的反硝

化作.用 强度。

攻.可以处理许多样品,研究农田等反硝化的空间与时间变异性。
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ANALYsls AND APPLICATlON OF GAs LOss DUE To

DENITRIFICATlON IN sOIL AT HAIBEI ALPINE mEADOW

【,ANALYsIs OF∶ N20 IN sOIL DENITRIFICATION BY GAs

CHROMATOGRAPHY

Liu lXiaoda,Du Yiguang and shi zhixian

(Ⅳ orr`l四 cs`PJufec"r"s″
`“

fc or召folo夕″,rhe C肪 Fcsc/Icgdc“口or scJomcos,XJ耐 Fg)

A.method was developcd for the measurclllent of intcnsitics of soil dcnitrificaˉ

tion. soil san1ples lverc got by a soil auger. .A peristaltic pu1np, a soil corc and a

samplc 1oop of gas chromatog.raph 、vcre linkcd togcther and g.as was rccirculatcd

by the pcristaltic purnp.Acetyle11e lvas added for thc mcasurement of denitrification

in the soil corc. N2C) and other componcnts in th.c g· as mixture can bc separated

on thc gDx~102c。lumn(2m.× 2mm).Postcolum.n splitting was adopted to cxtend

thc linear rangc of iECD and this also dilutcd thc concentration of N20. Cocfficic-

nts of variation for rcpcated~mcasuremcnts on tille samc soil corc wcre u.sually lcss

than 17.8%∷ . This m.cthod is casy to operatc and thc rapidity of separation, h1g.h

sensitivity and snlall sample introduction are also we11 suited.thc study of soil

denitrification.
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