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土壤 pH对硝酸根还原过程中 N2O产生的影响
*
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摘  要   采用氢氧化钠和盐酸将中性和碱性土壤分别分步调节成具有不同 pH 的系列土壤,加入等量

硝态氮后,在添加易有效碳源葡萄糖和不添加葡萄糖的厌气条件下进行培养, 测定不同处理条件下的 N2O 和

N2 产生速率。结果表明,不加碳源培养 24 h后, 原中性土壤系列中N2O的最大产生速率位于 pH 5125左右,碱

性土壤系列的该值位于 5190 左右;加入葡萄糖后, 中性土壤系列中最大 N2O产生速率的 pH 值不变, 但产生

N2 最大速率的 pH 已提高至 61 50。而碱性土壤系列中 N2O产生最大速率时的 pH 值已移至 6190 处,即碳源的

加入对产生 N2O 所需的最佳 pH 有所提高。试验还显示, 酸性条件可提高总还原气体中 N2O 所占的比例, 但

就 N2O 产生速率的绝对值来说,近中性条件仍然是最为有利的。
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  氧化亚氮( N2O)同二氧化碳、甲烷一样同属温

室气体,尽管其绝对量比二氧化碳低得多,但其单位

分子的增温潜能却是二氧化碳的 250倍[ 1]。此外,

它还可导致大气平流层中臭氧层的破坏[ 2]。已有的

研究表明, 在由人类活动所造成的 N2O 浓度增加

中,农业生产占有 70%以上的份额[ 3] , 且其中大部

分是从土壤中产生并散发出来的[ 4, 5]。土壤中N2O

的产生和散发受多种因素的影响, 其中土壤 pH 是

最主要也是最复杂的因素之一,它直接影响着参与

土壤中氮转化过程的微生物种群以及不同反应阶段

的酶活性。在农业土壤中, 大范围或微域内的 pH

变化是很经常的,如酸性土壤施用石灰、尿素水解等

均会提高土壤 pH,而长期大量施用铵态氮肥和生理

酸性肥料、酸雨等则会导致土壤 pH的降低。

有关 pH 变化影响土壤中反硝化过程以及影响

此过程中N2O产生的研究已有不少报道, 但结果颇

不一致。如Weier和 Gilliam 认为[ 6] , 产生 N2O 最大

值时的 pH [ 518, 而 Stevens 等在研究反硝化过程中

发现[ 7] ,N2O的最大产生速率出现在 pH615, 而最小

产生速率分别位于 pH 610和 pH 810左右。这些报

道之所以不一致,其主要原因可能在于他们采用了

不同的实验土壤,而未考虑不同土壤在原始理化性

质特别是微生物种群等方面的差异。本文作者认

为, 要明确 pH变化与 N2O产生之间的关系,必须尽

量排除所研究内容以外的其它因素的影响, 即应采

用同一土壤, 在通过分步改变其 pH 后, 观察 pH 变

化与 N2O产生两者间的联系,这样才能更科学地揭

示出它们的内在联系。基于这种设想,我们选用了

两种原始 pH 不同的土壤,进行了本文的研究。

1  材料与方法

采用一种近中性( pH 6150)和一种碱性旱地土壤

( pH 7175) ,将采集后的土壤在 5~ 10 e 的条件下轻微
风干并过 5 mm 筛,在小于 5 e 的条件下储藏备用。

中性土壤含全N 018 mg kg- 1,有机质1316 mg kg- 1,粘

粒70 g kg
- 1

,粉粒360 g kg
- 1

,砂粒 570 g kg
- 1

,最大持

水量(WHC)283 g kg- 1;碱性土壤含全N 110 mg kg- 1,有

机质1512 mg kg- 1,粘粒 210 g kg- 1, 粉粒 670 g kg- 1,

砂粒 120 g kg
- 1

, 最大持水量 525 g kg
- 1
。

首先大致确定土壤 pH 变化与酸碱加入量之间

的关系。分别将不等量的 1 mol L
- 1

HCl和1 mol L
- 1

NaOH加入一系列等量土壤样品中, 并用去离子水将

所有土壤样品水分含量均调至为最大持水量的 65%。
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将处理后的土壤置于 25 e 下恒温培养。10 d后,土壤

pH 值趋于稳定。对所有土壤样品的 pH值加以测定

后,得到酸碱加入量与培养后土壤 pH 之间的关系

曲线, 并据此算出要获得一定 pH 值的土壤样品时

所应加入的酸碱量。

然后进行土壤的预培养。按上述同样的培养方

法,在250 ml的磨口三角瓶中加入相当于30 g烘干土

的新鲜潮湿土样(碱性土壤 3513 g,中性土壤3212 g)。

根据前述培养试验所得到的酸碱加入量与土壤 pH

之间的关系,分别滴入酸或碱,将土壤调节成具有预

期 pH为 415、515、615、715的系列样品。每个 pH处

理设 12个重复。用粘性塑料薄膜封住三角瓶口,并

在每个薄膜上打8个直径为 015 mm的针孔, 使瓶内

气体可与外界大气进行交换, 同时阻止水分的过度

蒸发以保持瓶内水分相对恒定。样品在 25 e 恒温
条件下培养 10 d, 此间每 2 d 称重一次并补充损失

的水分。10 d后土壤 pH 稳定时, 碱性土壤系列样

品的实际 pH 值分别是 5103、5190、6192、7175; 中性

土壤系列的 pH值分别是 4157、5125、6150、7144。

考虑到许多微生物都需要有机碳作为能源,因

此在每个 pH 处理中再分设添加葡萄糖的处理,以

观察易有效碳源的加入对 N2O 产生和进一步还原

成N2的影响。由于在测定N2O时需使用N2 作为载

气,因此本试验中根据乙炔可阻止 N2O进一步还原

成N2的原理,采用通入与不通入乙炔的方法来推算

可被还原成 N2 的量。因此, 对每种土壤每个不同

pH的 12个重复而言,又分设以下 4个处理:

处理 Ñ  土壤+ KNO3;处理Ò  土壤+ KNO3+

乙炔;处理Ó  土壤+ KNO3 + 葡萄糖; 处理Ô  土

壤+ KNO3+ 葡萄糖+ 乙炔。即每个处理具有 3个

重复。对于处理 Ñ、Ò,按照NO-
3 -N 40 mg kg- 1加入

KNO3溶液,对于Ó、Ô处理,则在此基础上再按照 C

300 mg kg
- 1
的量加入 C6H12O6 溶液, 其后补加蒸馏

水调节土壤含水量至 65% WHC。将三角瓶用特殊

具孔玻璃瓶塞(玻璃塞中间的孔用橡胶垫封闭,可将

针穿透橡胶垫进行加入和抽取气体的操作)盖上, 并

事先在瓶塞周围涂抹润滑油密封以防漏气。随之将

三角瓶内原有空气抽去并充入 N2以造成厌氧环境。

所有三角瓶置于 25 e 、120 r min
- 1
的恒温振荡机上

晃动培养, 以便产生的 N2O更易扩散。24 h后, 将

处理 Ñ和处理 Ó瓶内的空气抽去再充入新的 N2。

充入N2 后立即用防漏气带阀门的针管从三角瓶中

各抽取2 ml气样分析N2O( t 0)。60 min时再从以上

各瓶中抽取 2 ml气样分析 N2O( t 60)。对于处理 Ò
和处理Ô,处理方法与处理Ñ和处理Ó相似,只是在

抽去空气并充入N2 后,再用注射器从三角瓶内抽出

30 ml N2 气, 另加入30 ml的乙炔气体。培养24 h后

更换 N2气,同样补加乙炔气体, 并立即抽取 2 ml气

样作为 t 0 值,并于60 min时再从各瓶内抽取2 ml气

样分析N2O作为 t 60。将 t 60值减去 t 0值即代表此阶

段该处理每小时释放 N2O 或 N2O+ N2 的速率, 以

N2O-N mg kg- 1 h- 1表示。抽气后立即测定土壤的

pH,无机氮( NH4
+ , NO3

--N)和易有效碳( Corg )。之

所以确定加 NO-
3 培养 24 h 后进行测定, 是因为在

预备实验中发现, 培养一天左右是 N2O 产生的高峰

期。

土壤pH测定采用0101 mol L- 1 CaCl2( W土BW水=

1B215)提取、玻璃电极测定法; 土壤无机氮 ( NH
+
4 ,

NO3
- )和易有效碳( Corg )采用 0101 mol L- 1 CaCl2 提

取、流动注射自动分析仪测定法; 所抽取气样中的

N2O、O2 用气相色谱仪分析( Gs perkin Elmer Autosys-

tem XL, ARNE4) ,其测定条件为:前置柱和分离柱分

别为 1 m 和 3 m 的填空柱( Porapak Q column) , 用N2

作为载气,流速为 30 ml min- 1,柱温 50 e , 进样温度

50 e , N2O 用 ECD ( 350 e ) 进行分析, O2 用 FID

( 230 e )进行分析(监测 O2 含量主要是为了确证整

个培养过程处于厌氧条件) , 气相色谱仪自动进行转

换测定, 并同时给出N2O、O2 的浓度值。

2  结  果
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表 1显示,不加乙炔时, pH 7175的原始土壤中N2O释

放速率最小, 仅为N 0103 mg kg- 1 h- 1。当 pH 调低

后,N2O的释放速率明显增加,至 pH 5190时, N2O的

释放速率达最大值, 为 N 1119 mg kg- 1 h- 1。进一步

降低 pH至 5103, N2O的释放速率又明显减少, 仅为 N

0131 mg kg- 1 h- 1。N2O的释放速率按大小排列为:

VN
2
O pH 5190> VN

2
O pH 6192> VN

2
O pH 5103> VN

2
O pH 7175。对

于原始 pH 6150 的土壤, 不加乙炔, pH 调高至 7144

时N2O释放速率最小, 仅为N 0101 mg kg- 1 h- 1。调

低 pH 至 5125 时, N2O 的释放速率增加到 N 0115

mg kg
- 1

h
- 1

,达到最大值。进一步降低 pH 至 4157

时,N2O 的释放速率又减至 N 0107 mg kg- 1 h- 1。

N2O的释放速率按大小排列为: pH 5125> pH 4157>
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pH 6150> pH 7144,总趋势与碱性土壤系列相似,即

最大N2O的释放速率位于 pH 5~ 6之间,而最高 pH

处理 N2O释放速率最小。

表 1  无碳源情况下 N2O和 N2 的释放速率与土壤 pH的关系( N, mg kg - 1 h- 1)

Table 1  Relationship between N2O and N2 emission rates and soil pH without glucose ( means of 3 replicates)

土壤 N2O N2O N 2O/( N2+ N2O)

Soil pH - C2H2 + C2H2 N2
1) ( % )

碱性土壤 5103 0131b 0149b 0118 6313

Alkal ine 5190 1119a 1141a 0122 8414

soil series 6192 0137b 0160b 0123 6117

( 7175) 7175 0103c 0120c 0117 1510

中性土壤 4157 0107b 0107b 0100 100  

Neutral 5125 0115a 0122a 0107 6812

soil series 6150 0103bc 0108b 0105 3715

( 6150) 7144 0101c 0106b 0105 1617

  1) N2= N2O(有乙炔with acetylene)-N2O(无乙炔without acetylene)

  加入乙炔后,两种土壤 N2O 的释放速率从顺序

上看基本没有变化, 碱性土壤上 pH 7175时依然最

低, pH 5190时保持最高,其最高与最低释放速率间

相差超过 7 倍。中性土壤 pH 7144 的处理依然最

低, pH 5125时最高,两者相差约 317倍。由表 1看,

同一土壤系列内部的不同 pH 样品之间,在 N2 的生

成速率方面没有太大的差异,这与 N2O的情况有所

不同。但就 N2O 占总还原氮( N2O+ N2 )的比例看,

两土壤均在偏酸条件下较高, 在碱性条件下较低。

这意味着不添加有效碳源时, 碱性条件更有利于

NO3
- 进一步还原成N2

[ 8]。至于两土壤处于相同 pH

时在N2O和N2 产生量上的差异,则很可能与土壤原

初的微生物区组有关。这种差异对 N2O 产生的影

响可超出土壤内 pH 变化所造成的影响。

21112  无碳源情况下土壤中的氮、碳动态   表 2

给出了无碳源情况下抽取气体样品时土壤中相应的

无机 N和 CaCl2提取的有机碳( C org )的情况。与低

pH处理相比, 两个土壤系列中高 pH 时的 NO-
3-N含

量相对较高, C org较低。高 pH 时较低的 NH+
4-N 可

由两个原因引起,一是高 pH 可导致 NH3 的挥发损

失, 二是好气预培养时, 高 pH 有利于 NH
+
4 氧化成

NO- [ 9]
3 , 这从此时具有较高的NO-

3 浓度上给予了证

实。较低的 Corg可能是由于高 pH 有利于NO-
3 的还

原[ 10~ 12] ,而参与此过程的异养微生物需消耗较多

的碳源所造成[ 13]。

表 2 无碳源情况下土壤中氮、碳的动态变化
Table 2 Dynamic of inorganic N and Corg in the soils amended with NO3

--N 40 mg kg- 1, without C2H2 and anaerobically

incubated at 25bC for 24 h ( N, mg kg- 1; C, mg kg- 1) ( means of 3 replicates)

土壤

Soil
pH NH4

+-N NO3
--N Corg

碱性土壤 5103 1111a 5010b 5114a

Alkal ine 5190 8110b 4915b 4815a

soil series 6192 0150c 5918a 1718b

( 7175) 7175 0160c 5715a 1515b

中性土壤 4157 6171a 4217b 1210a

Neutral 5125 2145b 3011c 8165b

soil series 6150 0169c 4717a 6177b

( 6150) 7144 0174c 5215a 4122c
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 表 3显示,在提供葡萄糖后,无乙炔处理的碱性土

壤系列中, 最小N2O释放速率(N2O-N, 0103 mg kg- 1

h- 1)仍发生在最高的( pH 7175)处理中(表 1) , 但最

大释放速率发生在 pH 6192, 比无碳源时最大 N2O

释放速率的相应 pH 值 5190提高了一个 pH 单位以

上, 释放速率的数值也从原来的 N2O-N 0137增至

0163 mg kg- 1 h- 1,而 pH 5190处理的相应值则从原

来的 N2O-N 1119降至 0144 mg kg- 1 h- 1。对于中性

土壤系列,N2O释放的最大与最小速率所处的 pH 未

发生改变,与不加碳源时的情况相似(表 1)。但加

入碳源后,N2O释放速率比未加碳源时均有所增加。

表 3  有碳源情况下 N2O和 N2 的释放速率与土壤 pH的关系( N, mg kg - 1 h- 1)

Table 3 Relationship between N2O and N2 emission rates and soil pH amended with glucose ( means of 3 replicates)

土壤 N2O N2O N 2O/( N2+ N2O)

Soil
pH

- C2H2 + C2H2 N2
1) ( % )

碱性土壤 5103 0133b 0154c 0121 6111

Alkal ine 5190 0144b 2162b 2118 1618

soil series 6192 0163a 4164a 4101 1316

( 7175) 7175 0103c 3121b 3118 0193

中性土壤 4157 0126b 0116c - 0110 100

Neutral 5125 0177a 0164b - 0113 100

soil series 6150 0119b 1105a 0186 1811

( 6150) 7144 0108c 0197a 0189 812

  1) N2= N2O(有乙炔with acetylene) - N 2O(无乙炔 without acetylene)

  将有无乙炔处理的情况加以对比, 碱性土壤系

列所有处理的 N2O 释放速率均明显增加, 在 pH

7175时,前者( 3121)已是后者( 0103)的 100倍以上。

由于乙炔处理中所测定到的 N2O释放速率的增量

主要来自于本应还原成 N2 的部分, 因此该结果说

明,提高 pH有助于 NO-
3 最终还原成N2。从 N2O还

原成N2 气的量看, 在提供有效碳源时, 该土壤上最

有利于形成 N2 气的 pH 处于中性附近 ( pH 6192) ,

其次是微碱性( pH 7175)和微酸性( pH 5190) ,酸性条

件( 5103)最不利于NO-
3 的还原。然而就还原气体中

N2O所占的比例而言, 酸性条件下最高( 6111 %) ,微

碱性条件下最低( 0193 % )。这与 Tidie 所得出的低

pH可抑制反硝化作用但导致 N2O比例增加的结果

相一致[ 14]。对于中性土壤, 加入乙炔后, 最大 N2O

释放速率发生在 pH 6150的处理, 意味着该土壤在

pH615左右时最有利于NO3
- 彻底还原成 N2。与未

加葡萄糖时最大N2生成速率所处的 pH 5125 (表 1)

相比, 此时的 pH 已提高了 1125个单位, 这与碱性

土壤上发生的现象颇为一致, 即加入碳源后, NO-
3

最大还原速率的所需的 pH 被明显提高了。

中性土壤系列中 pH 4157和 5125的处理, 在乙

炔处理后, N2O的释放速率反比未加乙炔时更小,即

从数值上看, N2+ N2O总量还低于 不加乙炔时 N2O

的释放速率。造成这种现象的原因很可能是加入的

乙炔在低 pH 条件下,不仅抑制了N2O向N2 的转化,

而且同时抑制了在此之前的NO3
- yNO2

- yNO yN2O

的某一转化过程。但在高 pH 情况下,这种抑制作用

较小。此外, 可能还与该种土壤的微生物组成有关,

但这些猜测还需进一步的实验加以证实。

21212  有碳源情况下土壤中的氮、碳动态   与无

碳源时(表 2)相比, 加葡萄糖后,碱性土壤系列中,

除 pH 5103的土样仍具有较高的NH4
+-N和NO3

--N

外,其余 pH 处理中这三种形态的氮均降至很低的

值, Corg的量也呈现同一趋势。联系表 3数据可知,

在加入碳源后, 较高的 pH 处理具有较大的 N2O 和

N2 生成速率,这说明高 pH 时有效碳的减少是用于

NO3
-
的还原。但在酸性较强的条件下 ( pH 5103) ,

由于NO3
- 的还原过程可能受到抑制[ 6] ,因而培养后

期土样中仍可以积累较多的无机氮和易有效碳。中

性土壤加葡萄糖后呈现了与碱性土壤同样的现象:

高 pH 处理( pH 6150和 pH 7144)的NO
-
3 和 Corg的量

均降低很多, 而在酸性较强的条件下( pH 5103和 pH

4157) , NO3
- 的还原过程受抑,后期土样中仍可以积

累较多的无机氮和易有效碳。
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表 4 有碳源情况下土壤中氮、碳的动态变化
Table 4  Dynamics of inorganic N and C org in the soils amended with

NO3
--N 40 mg kg- 1 and C 300 mg kg- 1, without C2H2 and

anaerobically incubated at 25bC for 24 h (N,mg kg- 1,

C mg kg- 1) ( means of 3 replicates )

土壤

Soil
pH NH4

+-N NO3
--N Corg

碱性土壤 5103 9125a 4318a 28711a

Alkaline 5190 1136b 0112b 7315b

soil series 6192 0111c 0129b 4419d

( 7175) 7175 0114c 0113b 5410c

中性土壤 4157 6120a 3614a 26712a

Neutral 5125 2125b 3411a 23219b

soil series 6150 0164c 1212b 12119c

( 6150) 7144 0181c 1119c 9312d

3  讨  论

人们已知, 硝酸根在还原条件下的反硝化过程

按NO-
3 yNO-

2 yNO yN2O yN2 的次序分步进行
[ 15]。

参与各反应阶段的酶分别是硝酸还原酶, 亚硝酸还

原酶,一氧化氮还原酶, 氧化亚氮还原酶[ 16]。显然,

在不同的反应阶段, 参与作用的微生物区系组成也

将发生变化。就不同土壤而言, 由于除 pH 以外其

它理化性质上存在的较大差异,土壤中原始微生物

区系组成就有所不同[ 17]。因此, 对不同土壤来说,

即使具有相似的 pH ,也很可能在微生物种群方面存

在较大的原始差异[ 18]。这样, 如采用原始 pH 不同

的土壤通过对比或统计的方法来寻求 N2O的产生

速率和 pH之间的关系显然是不合适的。本研究将

同一土壤调节成具不同 pH 的系列样品来研究此问

题,可以在一定程度上排除其它因素的干扰。由于

在所有处理的培养过程中, 未鉴测到 O2 的存在,因

此可以确认,培养过程始终处于完全厌气条件。所

得到的结果大致可分为两类, 一是不外加有效碳源

时土壤 pH 变化与 NO-
3 还原速率(包括还原成 N2O

和N2)的关系,二是外加有效碳源时两者间的关系。

当不外加碳源时,碱性和中性土壤系列中 N2O和 N2

最大生成速率的 pH 分别位于 5190和 5125(表 1) ,

与Weier 和 Gilliam[ 6]的结果类似。而过酸或过碱均

不利于它们的产生。但加入易有效碳源后,除 N2O

和N2的生成速率同时增加外,更令人感兴趣的是最

大N2O和 N2生成速率所需的 pH 值在两个土壤系

列中均提高了一个单位以上, 处于近中性的范围

( 6150和 6192)。

已有的研究表明, 在参与生成 N2O 的微生物

中, 异氧微生物起着最重要的作用[ 19]。葡萄糖作为

一种易分解的碳源,它的加入除为异氧微生物提供

所需的碳源外,还为 NO-
3 的还原提供电子, 因而可

促进反硝化作用的进行[ 20]。本实验中, 加入葡萄糖

后碱性土壤在 pH 6192,中性土壤在 pH 6150时最有

利于 N2O和N2的生成。该结果与 Stevens等
[ 7]
所提

出的反硝化过程中 N2O的最大产生速率在 pH 615

左右相一致, 而与Weier 和 Gilliam[ 6]所认为的 N2O

产生最大值时的pH [ 518的结论不相符合。本实验

中, 低 pH时 N2O所占总还原气体( N2O+ N2)的比例

最大,说明低 pH 可能对N2O进一步还原成N2 的过

程有一定的抑制作用。然而就绝对量来说, 真正对

N2O的产生作出较大贡献的 pH 还是位于近中性附

近。作者在另一篇文章中曾报道, pH的提高可增加

硝酸还原酶的活性
[ 21]

,即从理论上讲, pH 的提高至

少可为 N2O 和 N2 的产生成提供更多的反应物

NO2
- 。从这个角度出发, 作者认为 Stevens 等[ 7]的

结论更为可靠。

4  结  论

在不加入有效碳源时,最大 N2O产生速率所处

的 pH 值处于微酸性范围; 一旦加入易有效碳源后,

产生 N2O和N2 最大速率的 pH则上升一个 pH 单位

以上,处于近中性范围( pH 6150~ pH 6192)。

酸性条件提高了还原气体中 N2O所占有的比

例, 但就 N2O产生速率的绝对值来说, 近中性条件

仍然是最为有利的。
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EFFECT OF SOIL pH ON N2O PRODUCTION IN NITRATE REDUCTION

Feng Ke  Wang Zibo  Wang Xiaozhi  Zhang Suling  Wang Xiaoli

( Institute of Resource and Environment , Yangzhou University , Yangzhou, Jiangsu  225009, China)

Abstract  By adding NaOH or HCl, one neutral soil and one weakly alkaline soil was respect ively adjusted to a series of

samples with different pH1 After addition of NO3
- the soil samples were anaerobically incubated with or without glucose for 24 h1

After that N2O production rate was measured1 The results show that without glucose the optimum pH for the greatest N2O produc-

tion rate is about 5125 for the neutral soil series, and 5190 for the weakly alkaline soil series1 With glucose, however, the opt-i

mum pH for N2O production is different, at about 6150 and 6190 for the neutral soil series and the weakly alkaline soil series,

respectively, demonstrating that the addit ion of easily available carbon source has raised the optimum pH for N2O production1

The experiment results also show that acidic condition could increase the ratio of N2O to total reduced gas, as for the absolute

value of N2O production, however, the neutral condition is still more favorable1
Key words  Nitrous oxide; Soil pH; Denitrification; Soil
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