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摘  要：土壤铵态氮（NH4
+-N）的 15N 同位素比值在氮转化研究中具有重要的应用价值。扩散法作为分离转化土壤 NH4

+-N

的最有效方法，其在低浓度标记丰度、自然丰度 NH4
+-N 上的应用仍有限。通过优化酸阱材料及制作方法、培养时间、反应

体积和培养温度，探讨仅使用扩散法转化、测定低浓度（≤1 mg·L–1）标记和自然丰度 NH4
+-15N 的可行性。结果发现：（1）

使用价格低廉的纯聚四氟乙烯（PTFE）膜并改进制作方式的扩散包式酸阱不仅降低成本、操作简便，且提高回收率至 99.8%。

（2）扩散法可准确、灵敏测定低至 0.2 mg·L–1 的标记 NH4
+-15N 丰度，误差低于 0.060 atom%，经校正后与理论值差距小于 0.020 

atom%；单独使用扩散法也能准确、灵敏测定大于等于 1 mg·L–1 的自然丰度 NH4
+-15N，误差小于等于 0.30‰，测定值与理论

值的差距小于 0.38‰；更低浓度的标记或自然丰度 NH4
+-15N 需将扩散法与其他方法结合。（3）加温虽能有效缩短扩散时间，

提高回收率，却也增大了杂质氮和可溶性有机氮的干扰，在实际测定中需谨慎使用。扩散法仍然是转化、测定土壤中 NH4
+-15N

丰度的有力方法，改进后的扩散法可用于不同浓度、丰度的 NH4
+-15N 测定。 

关键词：扩散法；土壤 NH4
+-15N；标记丰度；自然丰度；低浓度 
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Abstract: 【Objective】The 15N isotope ratio of NH4
+-N plays a crucial role in nitrogen transformation research and is widely 

applied to soil, water, and other samples with sufficient inorganic nitrogen content. While the diffusion method is the most 
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effective technique for isolating and transforming soil NH4
+-N, its application remains limited for low-concentration and natural 

abundance NH4
+-N. 【Method】In this study, it is aimed to evaluate the feasibility of using the diffusion method alone for 

transforming and measuring low-concentration (≤1 mg·L–1) labeled and natural abundance NH4
+-15N. To establish a diffusion 

system for rapid and accurate determination, this study improved the acid trap material and production method, incubation time, 

reaction volume, and incubation temperature. 【Result】The results demonstrated that: (1) The envelope diffusion packet acid trap 

exhibited higher nitrogen recovery (95.0%) and better precision (standard deviation <0.010 atom%) compared to suspended acid 

traps. Envelope packets fabricated from domestic high-purity polytetrafluoroethylene(PTFE)could replace imported Merck 

Millipore PTFE, reducing costs by >90%. The improved diffusion packet not only reduced the cost, simplified the operation and 

also increased N recovery to 99.8%. (2) The diffusion method accurately and sensitively measured the labeled NH4
+-15N 

concentrations as low as 0.2 mg·L–1 with an error <0.006 atom%, and the difference between the corrected and the expected value 

was <0.020 atom%. In addition, diffusion method further exhibited robust performance in natural abundance NH4
+-15N (≥

1 mg·L–1), with an error ≤0.30‰ and a deviation from the expected less than 0.38‰. (3) Expanding the sample volume to 

100 mL for low-concentration labeled samples and employing envelope packet acid traps for 8-day diffusion at 25 ℃ not only 

significantly enhanced recovery, measurement accuracy and precision, but also enabled accurate quantification of 

low-concentration NH4
+-N (≥0.2 mg·L–1) with minimal isotopic deviation (Δ15N<0.020 atom%) after correction with standards. 

For even lower concentrations of labeled or natural abundance NH4
+-N, it is advisable to combine diffusion method with additional 

methods. While heating can effectively shorten the incubation time and improve recovery, it also amplified interference from 

exogenous nitrogen impurities. And heating may lead to increase the interference of dissolved organic nitrogen (DON) in natural 

soil or water samples, necessitating cautious application during practical measurements. 【Conclusion】Overall, diffusion remains 

a powerful method for transforming and measuring NH4
+-15N in soil. This study enhances the concentration threshold and 

accuracy of labeled sample diffusion methods while significantly reducing experimental duration. The improved diffusion 

protocol can be used for measuring NH4
+-15N at different concentrations and abundances, providing a theoretical foundation for 

accurate soil inorganic nitrogen analysis. 

Key words: Diffusion; Soil NH4
+-15N; Labeled abundance; Natural abundance; Low concentration 

稳定同位素技术是研究土壤氮循环的重要方

法 [1]，铵态氮（NH4
+-N）作为重要的无机氮形态，

其氮（N）同位素丰度的准确测定对深入理解土壤

氮转化过程、植物氮源偏好以及温室气体（N2O）

排放等方面均有重要意义。从样品中有效地提取

NH4
+是准确测定土壤浸提液中 NH4

+-15N 丰度的前提[2]，

目前主要有三种土壤 NH4
+-15N 丰度分析预处理方

法：蒸馏法（Kjeldahl distillation）[3]、气体产生法[4]

和扩散法（Ammonia diffusion）[5]。蒸馏法由于所

需样品量大，且易交叉污染而被逐渐淘汰。气体产

生法是通过次溴酸钠等强氧化剂，将浸提液中的

NH4
+氧化为 N2 或 N2O，一般用于浓度适宜的标记

NH4
+-15N 丰度测定，对于低浓度或自然丰度 NH4

+，

可能因浸提液的胶体特性，无法完全氧化 NH4
+造成

同位素分馏[6]。扩散法是目前唯一可有效分离土壤

NH4
+-N 的 方 法 ， 可 单 独 或 与 其 他 方 法 联 用 测 定

NH4
+-15N 丰度[7-8]。其原理是：通过 MgO、NaOH 等

提高 pH，将 NH4
+转化为气态 NH3 后，被加酸滤纸

片收集。干燥后的滤纸片经联用元素分析仪的同位

素比值质谱仪（EA-IRMS）测定，得到 NH4
+-15N 丰

度。该方法操作简便，样品间不易交叉污染[8-10]，

适用于不同浓度、不同丰度的 NH4
+-15N 测定。  

扩散法最常用于标记 NH4
+-15N 样品转化，NH4

+-N

浓度在 1 mg·L–1 以上时单独使用扩散法（体积 20～

50 mL）即可完成转化[11-12]。低于 1 mg·L–1 的 NH4
+-N

标记样品，扩大样品体积可满足扩散 N 量要求，但

测量值与理论值之间的误差会随样品丰度升高而明

显增大[13]。然而，实际土壤环境中常有 NH4
+-N 浓度

较低的情况，如：碱性紫色土因 NH4
+-N 快速转化为

硝态氮（NO3
–-N）而浓度极低；排水期的水稻土因

硝化作用增强、与反硝化耦合，也会造成 NH��-N

浓度低[14]。低浓度下继续使用 20～50 mL 的扩散体

系，通常因氮量不足而受分馏效应及杂质氮干扰，

导致精密度和准确度显著下降[5]。虽然扩散法联合
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化学法[15-16]或反硝化细菌法[17-20]，能够大幅提高测

定低浓度 NH4
+-N 的灵敏度，但是操作步骤繁琐，涉

及多种试剂，对操作人员要求甚高，难免会增加反

应体系的空白，多个反应过程也会加剧同位素分馏[16]。

显然，单独使用扩散法仍然是分离、转化 NH4
+-N 的

最佳方法。有少量研究尝试在水体样品中使用扩散

法转化更低浓度、更大体积的 NH4
+-N[21-22]，那么在

土壤浸提液中，是否也能通过优化扩散体系，有效

提高扩散法的灵敏度和准确度，实现对更低浓度

NH4
+-15N 的测定? 

自然丰度技术在氮循环的研究中日益受到关

注，一般认为扩散法不适用于自然丰度 NH4
+-15N 测

定[6，23]。近年来，有个别研究尝试将其用于海水样

品，发现扩散体系 N 量达到 50 µg 以上，其误差（SD）

为 0.20‰～1.30‰[24]，通过浓缩样品体积再扩散，

甚至能实现 5 µmol·L–1 NO3
–的准确测定。但是，尚

不能明了扩散法能否单独用于高盐体系土壤浸提液

中自然丰度 NH4
+-15N 的测定。也有研究建议，将低

浓度的自然丰度 NH4
+先扩散法分离，经碱性过硫酸

钾（K2S2O8）或次溴酸钠（NaBrO）将其氧化为 NO3
–

或 NO2
–后，结合反硝化细菌法或化学法生成 N2O 进

行 15N 丰度测定[16–18]。其中，反硝化细菌法对反应

氮量要求极低[18]（≥10 nmol），可大幅提高测定的

灵敏度，但是扩散-氧化-反硝化涉及多个反应步骤[20]，

各类试剂中的杂质氮难免增加反应体系的空白，需

要使用极高纯度、N 杂质含量极低的试剂，才能不

影响低浓度样品的测定；每一反应步骤中的不完全

转化，亦会加剧同位素分馏，降低结果的准确度和

精密度[18]。相比之下，扩散法步骤简单、易于操作，

因此探讨其在自然丰度土壤浸提液样品中的适用

性，明确其最佳反应条件、反应浓度，有助于推动

土壤氮转化研究的方法技术。 

低浓度 NH4
+-N 样品，通常需要较大反应体积才

能获得所需的 N 量，体积变大扩散效率下降，受回

收不完全的影响和杂质氮的干扰，15N 测定值出现偏

低或偏离[25-26]。改进扩散法的回收方式有助于提高

回收率，减小误差。悬挂式和扩散包式是目前扩散

体系常见的两种酸阱。虽然悬挂式酸阱成本低廉、

制作简便，但相同培养条件下扩散包式酸阱的氮回

收率显著高于悬挂法[9]。扩散包通常由透气疏水的

聚 四 氟 乙 烯 薄 膜 （ PTFE） 制 作 ， 文 献 中 多 使 用

Millipore 公司生产的膜[27-28]，价格昂贵，为降低成

本甚至回收利用[18]。如果有性能相近却价格低廉的

替代品，可大幅节约实验成本。此外，在加大样品

体积的同时，延长培养时间也可提高回收率[9，16]，

升高培养温度可加快扩散进程、缩短周期，但可溶

性有机氮（DON）也可能转化为 NH4
+，干扰测定[12-13]。

上述均为低浓度 NH4
+-15N 扩散方法的进一步优化提

供了思路。事实上，100%的回收率并非扩散法的必

需条件[27，29]，在样品的测定结果精密度良好的情况

下，通过同批次标样的标准曲线[25]或使用测得的分

馏系数[24]，可以校正因回收不完全或杂质氮干扰的

测定结果偏差，保证低浓度 NH4
+-15N 分析的准确性。  

因此，本文的研究目的为：（1）优化酸阱设计；

（2）探讨适合土壤浸提液中低浓度标记 NH4
+-15N 的

扩散体积-培养温度-扩散时间条件；（3）探讨单独

使 用 扩 散 法 能 否 用 于 土 壤 浸 提 液 中 自 然 丰 度

NH4
+-15N 测定。 

1  材料与方法  

1.1  扩散法操作步骤 

1.1.1  酸阱制作    本试验对比了四种酸阱放置方

式：悬挂法、瓶口夹层法、信封法和双层膜法。 

悬挂式酸阱[5]（图 1a）：将回形针弯成挂钩状，

穿过硅橡胶垫圈并固定，再将垫圈在瓶盖底部按压

固定，用镊子在挂钩上穿进两片直径约 7 mm 的小

圆滤纸片（Whatman No.42 Cat No. 1442-055），每片

用移液枪均匀润湿 10 μL 的 1 mol·L–1 H2C2O4，最后

将带有硅橡胶垫圈和滤纸片的瓶盖旋紧即可密封。 

信封式酸阱（图 1c）：夹取两片滤纸片于 PTFE

膜上，同上用 10 μL 的 1 mol·L–1 H2C2O4 均匀润湿，

使用干净的镊子以信封方式密封加酸滤纸片，小心

将扩散包放入样品瓶中，确保其漂浮于样品溶液上。 

瓶口夹层式酸阱[9]（图 1b）：同上夹取两张加酸

滤纸片于一张 PTFE 膜上，再盖上一张 PTFE，将含

滤纸片的两层膜置于瓶口，旋紧瓶盖，即可在瓶口

处作为酸阱吸收 NH3。  

双层膜式酸阱（图 1d）：取一直径约为 1.5 cm

的塑料接头作为母头，在母头上放置一片 PTFE 膜

和两片加酸滤纸，再覆盖一张 PTFE 膜，用公头（直

径约为 1.8 cm）手动按压，使两层 PTFE 膜包裹住

滤纸片并将其密封在内，轻轻旋转确保膜沿整个圆
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注：PTFE 为聚四氟乙烯薄膜。a）b）c）d）分别为悬挂式酸阱、瓶口夹层式酸阱、信封式酸阱及双层膜式酸阱。Note：Figure 

a），b），c）and d）depicts the suspended acidified filter paper，the fixed polytetrafluoroethylene（PTFE）trap on the opening of the bottle，

the envelope made by PTFE and the doubling layer of PTFE trap，respectively.  

 
图 1  扩散法的酸阱制作示意图 

Fig. 1  Schematic diagrams of acid traps fabrication by diffusion method 

周密封，将扩散包放入样品瓶中。 

1.1.2  扩散法分离转化 NH4
+-15N    用 1 mol·L–1 

KCl（国药分析纯，450℃高温灼烧 48 h）配制自然

丰度或标记丰度（NH4）2SO4 溶液，实验用水均为

超纯水。根据样品溶液浓度移取适量体积于 250 mL

蓝盖瓶中，瓶内放入 3 颗玻璃珠及一个扩散包（悬

挂式酸阱直接盖上瓶盖），加入 0.3 g MgO（国药分

析纯，450℃高温灼烧 6 h）后立即旋紧摇匀，放入

恒温摇床 140 r·min–1 培养若干时间后，取出扩散包，

用镊子取出滤纸片放入 96 孔板内（悬挂法则从挂钩

上用镊子取下），放入无 NH3 的真空干燥器内至少

干燥 24 h 后[27]，用锡杯包样，通过 EA-IRMS 测定
15N 丰度，即为样品中的 NH4

+-N 的 15N 丰度。 

1.2  扩散法测定低浓度土壤标记样品 NH4
+
-15N 优

化方案 

1.2.1  酸阱优化  以往制作扩散包所用的 0.22 μm 

47 mm PTFE 膜来自 Merck Millipore 公司，价格昂

贵（每片大于等于 40 yuan）。为了能找到性能相近

且价格低廉的平替，本研究采用了透气更佳、材质

柔软的国产纯聚 PTFE 膜（海宁市桃园医疗化工仪
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器厂）（每片约 0.4 yuan），结合 1.1.1 中酸阱的不同

制作方式对比其 15N 测定值和回收率。具体如下：

用 1 mol·L–1 KCl 溶液配制 3 mg·L–1N 0.510 atom%的

（NH4）2SO4（上海化工研究院），取 20 mL 如 1.1.2

扩散，25 ℃摇床培养（以下简称“摇培”）48 h 后

干燥包样，通过 EA-IRMS 测定 15N 丰度和峰面积。

为比较不同酸阱的回收率，在锡杯中放置 2 片小圆

滤纸片，滴入 5 μL 与扩散体系 N 量相当的 0.510 

atom%的（NH4）2SO4 溶液，干燥后经 EA-IRMS 测

定得到峰面积，即为扩散体系的总氮量。 

1.2.2  培养时间和培养体积优化    在 1.2.1 基础

上选择效果最优的酸阱，将 5.200 atom%（NH4）2SO4，

配制成 0.1、0.2、0.3、0.4 和 0.5 mg·L–1 的低浓度标

记样品，25 ℃扩散摇培。首先取 50 mL，摇培扩散

2、4 d；接着，将 0.1 mg·L–1 样品扩大体积至 200 mL，

0.2～0.3 mg·L–1 样品扩大体积至 100 mL，摇培扩散

4、6、8 d。由于扩大体积后培养 8 d 的测定结果准

确度和精密度最佳，又比较了 100 mL、200 mL 体

积下扩散 8 d 的 15N 测定结果，同时设置同浓度已知

丰度的（NH4）2SO4（4.960 atom%、6.010 atom%）

作为标样，制作标准曲线校正 15N 测定结果[25]。  

1.2.3  培养温度优化    通过 1.2.1 和 1.2.2 确定了

最佳酸阱、培养时间和样品体积后，研究提高培养

温度能否缩短扩散时间、提高回收率。具体方案为：

取 0.2 mg·L–1、0.5 mg·L–1N 5.200 atom%的（NH4）2 

SO4 100 mL，在 37 ℃下扩散 3、6 d，在 50 ℃下扩

散 2、4 d，经 EA-IRMS 得到 15N 丰度和峰面积，以

探索最佳实验温度和培养时间。回收率计算同 1.2.1。 

1.3  扩散法测定自然丰度样品 δ15N-NH4
+
优化方案 

1.3.1  静置和摇培优化    扩散法很少单独用于自

然丰度 NH4
+的 δ15N 值测定，为比较静置和摇培方式

的影响，采用以下方法：实验室（NH4）2SO4 标准

样品（经 EA-IRMS 测定，δ15N-NH4
+=4.22‰±0.22‰），

以 3 mg·L–1 20 mL 和 1.2 mg·L–1 50 mL 扩散（均含

60 μg N），摇培或静置 2、4、6、8 d。所有样品均

使用 2 mol·L–1 KCl 溶液配置。 

1.3.2  培养温度优化    为了试验升高培养温度能

否缩短扩散所需时间、提高回收率，用 2 mol·L–1 KCl

溶液配置 0.2 和 0.5 mg·L–1N 的实验室（NH4）2SO4 标

准样品，以 100 mL 反应体积，分别在 37 ℃下扩散

3 d 和 6 d，在 50 ℃下扩散 2 d 和 4 d。 

1.3.3  单独扩散包法测定    以往自然丰度 NH4
+-N

样品极少单独使用扩散法。为试验 1.1.1 中优化的酸

阱扩散包能否实现对低浓度自然丰度 NH4
+-N 测定，

用 2 mol·L–1 KCl 溶液分别配置了 0.1、0.2、0.5、1.0、

2.0 mg·L–1N 的自然丰度（NH4）2SO4，摇培扩散 6 d。 

1.4  数据分析和校正 

以上实验每个处理均设置 5 个重复。 

本文中测定值与理论值的比值均利用式（1）计

算绝对差距[13]： 

 

=
E

M              （1） 

 
式中，λ 表示 15N 测定值与理论值的比值；M 表示测

量值，atom%或‰；E 表示理论值，atom%或‰。 

试验数据处理采用 SPSS 26.0 进行单因素方差

分析（ANOVA）检验差异显著性，使用 Origin 2021

进行图像绘制。 

2  结  果 

2.1  扩散法中不同酸阱对 NH4
+
-15N 测定效果的影响 

本文试验了四种不同酸阱制作方式和两种不同

价格的 PTFE 膜对 3 mg·L–1 0.510 atom% NH4
+-15N 的

测定影响，结果（图 2）表明：瓶口夹层法的 15N 测

定准确度、回收率均为最低，回收率不足 70.0%，

使用 Millipore 和纯 PTFE 膜的 15N 测定值与理论值

比值分别为 0.972 和 0.975；悬挂法回收率变化较大

（58.3%～86.9%），总体略高于瓶口夹层法，15N 测

定值很接近理论值，SD 显著降低，均不超过 0.003 

atom%；信封法制备的扩散包回收率显著上升，两

种 PTFE 膜均几乎达到 95%，15N 测定值与理论值比

值均为 0.989，SD 均小于 0.001 atom%；双层膜法的

N 回收率最高（99.8%），测定值最为接近理论值

（0.999），SD 最低（0.00011 atom％）。综上，两种

PTFE 膜性能无差异，双层膜法制作扩散包的回收

率、准确度和精密度均最高，悬挂法的准确度较好，

但回收率变化大，精密度也低于双层膜法。 

2.2  培养时间和体积对 NH4
+
-15N 测定效果的影响 

低浓度 NH4
+-N（0.1～0.5 mg·L–1）通常需要扩

大体积以满足所需氮量，扩散时间相应增加。悬挂

滤纸片长时间培养易吸水饱和回滴，反而降低回收
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率，本研究尝试了不同体积、培养时间下的信封扩

散包培养（图 3）。50 mL 低浓度样品 25 ℃摇培 2、 

 

注：图中虚线为理论丰度 0.510 atom%。F-M-P、F-P-P 为

使用 Millipore PTFE、国产纯 PTFE 制作的瓶口夹层式酸阱，

E-P-P、E-M-P 为使用纯 PTFE、Millipore PTFE 制作的信封式酸

阱，SAFP 代表悬挂式酸阱，D-P-P 代表使用纯 PTFE 制作的双

层膜式酸阱。Note：The dashed line in the figure indicates the 

expected value of 0.510 atom%. The acid traps include：F-M-P

（fixed Millipore PTFE trap on the bottle opening），F-P-P（fixed 

pure PTFE trap on the bottle opening），E-M-P（envelope made of 

Millipore PTFE），E-P-P（envelope made of pure PTFE），SAFP

（suspended acidified filter paper），and D-P-P（doubling layer of 

pure PTFE trap）. 

 
图 2  不同酸阱制作方式下测定 3 mg·L–1 0.510 atom% 

NH4
+-15N 效果对比 

Fig. 2  Comparison of the effect of determining 3 mg·L–1 0.510 
atom% NH4

+
-15N under different acid trap making methods 

 

注：图中虚线为理论丰度 5.200 atom%。下同。Note：The 

dashed line in the figure indicates expected value of 5.200 atom%. 
The same below. 

 
图 3  0.1～0.5 mg·L–1 5.200 atom%（NH4）2SO4 样品在不

同扩散时间和体积下的 15N 测定结果 

Fig. 3  15N determination of 0.1-0.5 mg·L–1 5.200 atom%（NH4）2SO4 

samples at different diffusion times and volumes 

4 d，所测 15N 丰度差异不显著（P>0.05），均低于理

论丰度（5.200 atom%），且 N 浓度越低与理论值比

值越小，仅为 0.653，精密度 SD≤0.050 atom%。将

0.1 mg·L–1 NH4
+-15N 扩 大 体 积 至 200 mL、 0.2～

0.3 mg·L–1 扩大体积至 100 mL，分别摇培 4、6、8 d。

200 mL 0.1 mg·L–1 第 4 天的 15N 测定值已较 50 mL

明显提高（P<0.001），从 3.440 atom%升高至 4.310 

atom%，SD 从 0.056 atom%减小为 0.052 atom%；培

养 8 d 的测定值明显高于 6 d 的测定值（P<0.05），

更加接近理论值。0.2～0.3 mg·L–1 NH4
+-N 也呈现出

与 0.1 mg·L–1 相似的变化趋势，100 mL 均显著高于

50 mL 的测定值（P<0.001），虽然 4、6、8 d 的差异

不如 0.1 mg·L–1 显著，但 8 d 的精密度和准确度最高。

显然，扩大样品体积、延长培养时间可提高低浓度

NH4
+-15N 测定值的准确度和精密度。 

比较 0.1～0.5 mg·L–1 NH4
+-N 在 100 mL 和

200 mL 扩散 8 d 的结果（图 4）发现，两种体积下，

不同浓度的 N 回收率变化趋势相似，均随着浓度升

高回收率增加，扩大体积并未能明显提高回收率。

不同浓度下 NH4
+-15N 的测定值也随浓度升高而增

大，且精密度较好，大于等于 0.2 mg·L–1 NH4
+-N 扩

散 8 d 后的 SD 均小于 0.060 atom%，尽管与理论值

有明显差距，经标样校正后基本与理论值吻合，校

正值与理论值比值大于等于 0.997，且 100 mL 和

200 mL 体系的校正值无明显差异；对于 0.1 mg·L–1、

200 mL 体系的校正值（5.130 atom%）已基本接近

理论值，而 100 mL 体系则明显偏离理论值（5.710 

atom%）。 

2.3  温度对 NH4
+
-15N 测定效果的影响 

升高温度可有效缩短扩散时间、提高回收率。

图 5 表明，100 mL 0.2 mg·L–1 NH4
+-N 在 37 ℃下扩

散 3 d，回收率已提高至 85%，远高于 25 ℃下扩散

8 d 的 66.3%（图 4），15N 测定值（4.552 atom%）与

25 ℃下扩散 8 d 相近（4.869 atom%，表 1）。延长

扩散时间至 6 d，回收率提高至 90%以上，15N 测定

值与 3 d 无明显区别（P>0.05）；当温度提高至 50 ℃，

培养 2 d 回收率已达 90%，与 37 ℃下 3 d 的回收率

相当（P>0.05），培养 4 d 回收率继续升高至超过
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1 0 0 % ， 但 是 1 5 N 测 定 值 与 3 7  ℃ 无 明 显 差 异

（P>0.05）。0.5 mg·L–1 NH4
+-N，37 ℃培养 3 d 和 50 ℃

培养 2 d，15N 测定值与 25 ℃下 8 d 测定值相近 

 

图 4  0.1～0.5 mg·L–1 5.200 atom%（NH4）2SO4 样品 25 ℃摇培 8 d 后的测定值、校正值和回收率（ a. 100 mL 扩散体系；

b. 200 mL 扩散体系） 

Fig. 4  The measured values，corrected values and recovery of 0.1-0.5 mg·L–1 5.200 atom%（NH4）2SO4 after 25 ℃ and 8 days diffusion（ a. 

100 mL volume；b. 200 mL volume） 

 

注：a）图中虚线为理论丰度 5.200 atom%。图中不同小写字母表示差异显著（P <0.05）。Note：The dashed line in Figure a）indicates 

the expected value of 5.200 atom%. The lowercase letters indicate significant differences（P <0.05）. 

 
图 5  0.2 mg·L–1 和 0.5 mg·L–1 NH4

+-15N 在 37 ℃和 50 ℃下（100 mL）分别扩散 3、6 d 和 2、4 d 的测定值（a）与回收率

（b） 

Fig. 5  The measured values（a）and recovery（b）of 0.2 mg·L–1 and 0.5 mg·L–1 NH4
+
-15N in 100 mL after diffusion at 37 ℃ for 3 and 6 days or 

50 ℃ for 2 and 4 days 

（P>0.05），但是加温后回收率均超过 100%。与 25 ℃

相比，加温会导致 SD 升高，0.2 mg·L–1 样品在 37 ℃

下扩散 3 d 和 6 d 的 SD 分别为 0.158 atom%和 0.212 

atom%，在 50 ℃下扩散 2 d SD 为 0.097 atom%，均

高于 25 ℃下的 SD（0.056 atom%）。 

2.4  扩散法测定自然丰度 δ15N-NH4
+
样品 

2.4.1  静置或摇培对悬挂法测定自然丰度 δ15N- 

NH4
+的影响    静置与摇培均可用于扩散法，自然

丰度 NH4
+通常需长时间扩散，本研究发现摇培更适

合自然丰度样品（图 6），NH4
+的 δ15N 测定值精密度

和准确度均随摇培时间延长而明显提高：20 mL 3 
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mg·L–1 NH4
+-N 的 δ15N 测定值在 8 d 为 4.29‰，与理

论值比值为 1.016，其 SD 从第 2 天的 1.95‰，下降

至第 8 天的 0.26‰；50 mL 1.2 mg·L–1 NH4
+-N 的 δ15N

测定值从第 2 天的 2.15‰升高至第 9 天的 4.48‰，

与理论值比值为 1.062，SD 从 0.74‰下降至 0.38‰。 

表 1  0.2 和 0.5 mg·L–1 5.200 atom% 100 mL（NH4）2SO4

样品在不同温度下扩散摇培测定值 

Table 1  The measured values of 0.2 and 0.5 mg·L–1 5.200 atom% 
100 mL（NH4）2SO4 after diffusion at different temperatures/atom% 

NH4
+
-N/ 

（mg·L–1） 
25 ℃ 8 d 37 ℃ 3 d 50 ℃ 2 d 

0.2 4.869±0.056b 4.552±0.160a 4.566±0.190a 

0.5 5.074±0.021a 4.977±0.040ab 4.978±0.030ab

注：表中数据为平均值±标准差（n = 5），同列不同字母表

示处理间差异显著（P<0.05）。Note：Values are mean±SD（n = 5）. 

Different lowercase letters in the same column mean significant 
difference between treatments at 0.05 level. 

 
与之相反，静置培养 20 mL 3 mg·L–1 NH4

+-N 的 δ15N

测定值第 2 天即为 3.81‰，随着时间延长至 8 d，

δ15N-NH4
+测定值为 4.93‰，明显高于理论值；静置

培养 50 mL 1.2 mg·L–1 NH4
+-N 的测定值第 2 天远低

于理论值，仅为–1.67‰；第 6 天升高至 3.76‰，与

理论值的比值为 0.892；第 8 天的测定值又下降至

2.76‰，且 SD 骤增至 1.65‰。因此，摇培 8 d 可较

好实现对适宜浓度的自然丰度 δ15N-NH4
+的测定。  

2.4.2  扩散包法测定低浓度自然丰度 δ15N-NH4
+ 

   扩散包法虽能用于低浓度标记样品的测定，却不

适用于低浓度自然丰度样品。扩散包法摇培 0.1～

2 mg·L–1 自然丰度 NH4
+-N 至 6 d，结果（图 7）表明：

0.1～0.2 mg·L–1δ15N-NH4
+测定值误差极大，SD 高达

4.51‰～10.58‰；0.5 mg·L–1 的测定误差减小，但与

理论值比值仍为 0.200；当浓度升高至 1 mg·L–1，与

理论值比值为 0.429；仅有当浓度为 2 mg·L–1 时，测

定值为 3.98‰，与理论值基本吻合，且 SD 仅为

0.50‰。因此，即使是回收率较好的扩散包培养 6 d，

也 无 法 实 现 浓 度 小 于 等 于 1 mg·L–1 的 自 然 丰 度

δ15N-NH4
+测定。因此，扩散法可准确测定适宜浓度

的自然丰度 δ15N-NH4
+，但对低浓度自然丰度样品并

不适用。 

 

注：图中虚线为理论丰度 4.220 atom%。下同。Note：The dashed line in the figure indicates the expected value of 4.220 atom%. The 

same below. 

 
图 6 1.2 mg·L–1 50 mL 和 3 mg·L–1 20 mL 自然丰度 δ15N-NH4

+在不同培养方式（a. 摇培；b. 静置）和时间下的悬挂扩散 

效果 

Fig. 6  Effect of different incubation types（a. shaking；b. standing）with prolonged times on δ15N-NH4
+
 values of 1.2 and 3 mg·L–1 NH4

+
-15N using 

suspending diffusion 

3  讨  论 

3.1  低氮量扩散法培养方式和条件的改进 

扩散法的准确度和精密度受 N 回收率影响，虽

无需达到 100%回收，但回收率过低会加剧同位素分

馏，加大测定误差[27]。改进酸阱制作方法、样品培

养方式和培养温度均为常见的提高回收率的方法。 

3.1.1  酸阱的改进    悬挂法[5-6]和扩散包法[2，27]

是目前最常见的两种酸阱。悬挂法操作简便、成本
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低廉，但对于低氮样品（≤50 μg N），扩散包法的

回收率（>90%）显著优于变化较大的悬挂法（57%～

98%）（图 2）。Stark 和 Hart[ 8]也发现小于等于

0.8 mg·L–1N 的样品中，扩散包法回收率明显优于悬

挂法，这是因为扩散包密封良好，避免了其他吸收

源竞争 NH3，以及滤纸吸水饱和回滴造成的氮损失[10]。 

 

图 7  0.1～2 mg·L–1 自然丰度（NH4）2SO4 信封包扩散法

摇培 6 d 的 δ15N-NH4
+测定值 

Fig. 7  The measured δ15N-NH4
+
 values of 0.1-2 mg·L–1 natural 

abundance（NH4）2SO4                                                                                                                                           

after enveloped diffusion for 6 days 

扩散包还可倒置摇培，减少瓶内气压引起的 NH3 泄

露，应是一种更适合自然丰度和低浓度标记丰度样

品的酸阱制作方式[23，27，29]。通常使用信封法制作扩

散包，操作人员需使用镊子小心包裹压实，方能有

效密封[27]，通常耗时较长。为提高效率，有研究尝

试了较为简便的瓶口夹层法[9]和双层膜法[27]。本文

中瓶口夹层法可能因蓝盖瓶瓶口和体积较大，气密

性 不 够 ， 造 成 回 收 率 最 低 且 误 差 最 大 。 不 同 于

Sigman 等[27]用金属圆筒压成的双层膜，本研究采用

了一种特殊简易装置（图 1d），可在 30 s 内完成一

个双层膜扩散包制作，且密封严实，回收率几乎为

100%，测定的结果准确度和精密度也最高。 

目前所用的扩散包材料几乎均为 Merck Millipore

公司生产的 LCWP 02500 膜[27-28]，价格昂贵，本实

验采用了无支撑的纯 PTFE 膜制作酸阱，价格约为

Millipore 膜的 0.1%，在回收率和 15N 测定准确度上

均表现良好，不添加聚丙烯作为支撑结构，延展性

好，更易于密封，几乎无空白氮，本研究认为其可

代替价格昂贵的 Milipore PTFE。 

3.1.2  培养方式、培养温度和培养体积    摇培、

静置是广泛采用的培养方法，摇培虽占用摇床，却

能加速 NH3 挥发，使酸阱在短时内获得足量氮，回

收率明显提高。在标记样品中摇培较静置培养更高

效：Saghir 等[7]发现同等氮量在 25 ℃下以 75～85 

r·min–1 摇培仅需 18、28 和 72 h，而静置则需 24、

36 和 86 h；Mulvaney 等[11]在 25 ℃静置培养需 66 h

才能回收 75～85 r·min–1 摇培 36 h 的同等氮量；

MacKown 等[12]在室温下静置扩散 50～200 μg 标记

NH4
+-15N，7 d 后回收率不足 60%，而 60 r·min–1 摇培

7 d 回收率可达 94%。由于自然丰度样品通常需要更

长时间的扩散以减少同位素分馏的影响，为避免占

用摇床，有研究推荐静置培养[29]。本研究发现，自

然丰度样品静置培养的扩散效率明显低于摇培，通

常需要大于等于 14 d 的培养（图 6），反而增加在实

际土壤样品中 DON 降解的风险。扩散的速度与摇培

速 度 有 关 [23] ， 先 前 研 究 摇 培 速 度 多 在 50 ～

100 r·min–1[12-13]，本研究提高至 140 r·min–1 后，发现

无论是足量 N 样品  20 mL（样品浓度大于等于

2 mg·L–1）还是低 N 样品 50 mL（样品浓度低于

2 mg·L–1），均可在 8 d 内完成，且测定结果的精密

度和准确度均明显提高，分别为0.26‰和0.38‰（图6），

显著低于 Stephan 和 Kavanagh[29]报道的 0.20‰～

1.30‰，也优于 Holmes 等[23]的结果。 

对于低氮量的样品，通常需要扩大样品体积以

获得足够氮量。体积增大会减小顶空，气体饱和后

扩散速率下降，因此，样品的表面积和体积的比值

是决定扩散速度的关键。在大体积实验中，本研究

发现，200 mL 回收率低于 100 mL（图 4），很可能

是 表 面 积 /体 积 比 值 降 低 减 缓 了 氮 回 收 进 度 [9] 。

Holmes 等[23]对 4 L 2 μmol·L–1 NH4
+扩散，发现回收

率下降损失的氮较体积增加的氮量更多。现有研究

大多使用不超过 200 mL 的扩散体系，偶有更大体积

的扩散需辅以加热或浓缩[21-22，27]。扩大体积也需同

时扩大培养瓶的体积，不仅增加时间成本，也增加

测试成本，所以本研究推荐样品体积应小于等于

200 mL。 

扩散法中最常使用 25 ℃室温培养，提高温度

可加速扩散、缩短时间、提高回收率，也会增大杂

质氮。Zhang 等[6]曾比较 3 个温度梯度（25 ℃、35 ℃、

45 ℃）下 2～6 mg·L–1 NH4
+-N 的扩散培养，发现

25 ℃ 下 NH4
+-15N 丰 度 相 对 最 接 近 理 论 丰 度 （ 5 
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atom%），而 35 ℃和 45 ℃下均明显低于理论丰度，

温度越高组内误差越大，杂质氮量随温度升高而明

显增加是最主要的原因。对于悬挂法，温度超过

55 ℃后，高温产生的冷凝水与酸阱竞争吸收 NH3，

反而降低回收率[12]。但是，对于极低浓度和自然丰

度的样品，所需扩散时间很长，适当提高温度有助

于提高样品处理效率，使用密封性良好的扩散包，

也能减少冷凝水的影响。Lachouani 等[16]在 37 ℃ 

下摇培（100 r·min–1），将扩散所需时间从 5 d 缩短

为 3 d。本研究发现，提高温度的确有效缩短了低

氮量的扩散时间，37 ℃3 d、50 ℃2 d 的测定结果

与 25 ℃8 d 无明显差异，但误差却明显变大（图 5）。

50 ℃下和 37 ℃下 6 d 的回收率均超过 100%（图

5），显然是扩散试剂（KCl、 MgO）和水里的杂质

氮因升温释放造成误差变大，在天然土壤或水体样

品时，升温还会促进 DON 降解[23]。Sigman 等[27]扩

散培养海水中的自然丰度 NH4
+-N、NO3

–-N 时，也建

议高温加热需控制培养时间，减少 DON 的影响。因

此，需根据具体样品情况评估加温的适用性，如需

加热，应注意控制加热时间。 

3.2  扩散法对低氮标记样品的适用性 

以往扩散法测定土壤浸提液，NH4
+-N 浓度一般

在 1 mg·L–1 以上[8-9，12]，当样品的总 NH4
+-N 含量低

于 300 μg 时，易因回收率不足而同位素分馏明显[25]。

Bradley 和 Fyles[26]利用悬挂法在室温（22 ℃）下对

20 μg N 摇动扩散 14 d，发现 15N 丰度低于实际值。

本研究也发现，对于低氮量样品，未经校正的测定结果

明显低于理论值（图 4）。低氮量标记样还易受到空白

氮的稀释和干扰[29-30]，浸提液使用的 KCl、MgO 存在

微量 NH4
+-N，使用高纯试剂也难以完全避免，需在

450 ℃下高温灼烧降低干扰[6-8，30]。土壤和水体天然样

品中的 DON 在碱性环境下易降解或被残存微生物分

解为 NH4
+，也会干扰低浓度样品的测定。 

亦有研究表明，合适的校正方法可有效降低回

收率及空白氮的影响，发现当回收率大于 45%，分

馏系数稳定，测定值线性变化，可通过标样校正[23]。

通常有三类校正方法：（1）根据实际测定的空白氮

的值进行校正[14，29]，该法工作量大，因为不同厂家

甚至同一厂家不同批次试剂中的杂质氮含量均有差

异[31]，而扩散体系中杂质氮的信号通常较低，准确

测定困难；（2）根据同位素分馏系数校正[23]，当扩

散过程进入一定进程后，分馏系数相对稳定，且不

随 NH4
+-N 浓度变化，可通过封闭系统或开放系统的

分馏方程校正，该法要明确反应进程，不同批次间

分馏系数虽较稳定，仍在一定范围内变异，可能增

加误差；（3）根据同批次操作的相近浓度、丰度标

样测定值构建标准曲线校正，该方法最早由 Lory 和

Russelle[25]提出，根据标样在扩散、非扩散下的值绘

制标准曲线，可有效避免回收率不足及空白氮的影

响，Stark 和 Hart[8]验证了该方法的精密度和准确性，

本文也用该法校正了测定数据（图 4）。 

综上，本研究发现采用扩散包法、扩大反应体

积至 100 mL、室温下培养 8 d，或 37 ℃下培养 3 d，

并经同批次同体系标准曲线校正，可准确测定土壤

浸提液中大于等于 0.2 mg·L–1 的标记 NH4
+-15N，大大

降低了扩散法测定土壤浸提液中标记 NH4
+-15N 的氮

量下限。 

3.3  扩散法在自然丰度测定中的适用性 

自然丰度 δ15N-NH4
+的测定对回收率要求更高，

Chen 和 Dittert[13] 发现，自然丰度大于等于 0.8 mg·L–1 

NH4
+-N 培养 72 h 后所有氮回收率均保持在 95%以

上，说明扩散法可能也适用于自然丰度样品。当底

物完全转化为产物时，同位素分馏可忽略，仅需排

除杂质氮干扰。Stephen 和 Kavanagh[29] 认为在分离

自然丰度的土壤 NH4
+-N 时，扩散是唯一有效、不受

其他物质干扰的方法。本研究表明，采用悬挂法或

扩散包法摇培 8 d 即可准确测定浓度在 1 mg·L–1 及

以上的自然丰度 NH4
+-N，精密度小于等于 0.50‰（图

6），低于该浓度，则需联合反硝化细菌法[18，20，32]。

即，扩散、干燥后的滤纸片加水重溶，调整为约

20 nmol N 后，使用碱性过硫酸钾将 NH4
+转化为 

NO3
–，再通过反硝化细菌 Pseudomonas aureofaciens

将其转化为 N2O
 [32]。反硝化细菌法灵敏度极高，能

实现大于等于 10 nmol N 的灵敏测定[18]，但是反应

步骤复杂，涉及试剂较多，试剂中的杂质氮也会被

灵敏检测，干扰测定结果[33]。因此，该方法的有效

性仍需进一步探讨，但是在适宜浓度范围内，选择

单独扩散法可高效、准确测定土壤浸提液中自然丰

度的 δ15N-NH4
+。  

4  结  论   

本研究优化了酸阱制作方式、培养时间、反应
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体积和培养温度，在降低实验成本、简化实验操作

的 同 时 ， 实 现 了 对 低 至 0.2 mg·L–1 土 壤 中 标 记

NH4
+-15N 的准确、灵敏测定，发现单独使用扩散法

仍可用于不低于 1 mg·L–1 自然丰度 δ15N-NH4
+的测

定。这不仅拓展了扩散法在 NH4
+-15N 测定上的适合

浓度、丰度范围，也建立了明确的扩散方法体系以

保证测定结果的准确度和灵敏度。对于更低浓度的

自然丰度、标记 NH4
+-N，扩散法仍然是分离土壤 NH4

+

的最佳方法，可再将其氧化为 NO3
–或 NO2

–后联合其

他方法测定。但是，在不影响方法灵敏度的基础上，

如何降低多种反应试剂中的杂质氮以及反应步骤中

的同位素分馏对测定结果的影响，仍然是需要深入

探讨的技术难题。 
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