
环境化学 
Environmental Chemistry 

ISSN 0254-6108,CN 11-1844/X 

 

 

 

 

《环境化学》网络首发论文 

 
题目： 基于优化的同位素示踪法量化寡营养盐海域痕量氨氧化速率 
作者： 张伟杰，万显会，徐敏，马玉，刘丽，祝依凡，高树基 
收稿日期： 2024-01-30 
网络首发日期： 2024-08-14 
引用格式： 张伟杰，万显会，徐敏，马玉，刘丽，祝依凡，高树基．基于优化的同位素

示踪法量化寡营养盐海域痕量氨氧化速率[J/OL]．环境化学. 
https://link.cnki.net/urlid/11.1844.X.20240813.1244.016 

 
 
 
 
 

 
网络首发：在编辑部工作流程中，稿件从录用到出版要经历录用定稿、排版定稿、整期汇编定稿等阶

段。录用定稿指内容已经确定，且通过同行评议、主编终审同意刊用的稿件。排版定稿指录用定稿按照期

刊特定版式（包括网络呈现版式）排版后的稿件，可暂不确定出版年、卷、期和页码。整期汇编定稿指出

版年、卷、期、页码均已确定的印刷或数字出版的整期汇编稿件。录用定稿网络首发稿件内容必须符合《出

版管理条例》和《期刊出版管理规定》的有关规定；学术研究成果具有创新性、科学性和先进性，符合编

辑部对刊文的录用要求，不存在学术不端行为及其他侵权行为；稿件内容应基本符合国家有关书刊编辑、

出版的技术标准，正确使用和统一规范语言文字、符号、数字、外文字母、法定计量单位及地图标注等。

为确保录用定稿网络首发的严肃性，录用定稿一经发布，不得修改论文题目、作者、机构名称和学术内容，

只可基于编辑规范进行少量文字的修改。 

出版确认：纸质期刊编辑部通过与《中国学术期刊（光盘版）》电子杂志社有限公司签约，在《中国

学术期刊（网络版）》出版传播平台上创办与纸质期刊内容一致的网络版，以单篇或整期出版形式，在印刷

出版之前刊发论文的录用定稿、排版定稿、整期汇编定稿。因为《中国学术期刊（网络版）》是国家新闻出

版广电总局批准的网络连续型出版物（ISSN 2096-4188，CN 11-6037/Z），所以签约期刊的网络版上网络首

发论文视为正式出版。 
 



 

DOI:10.7524/j.issn.0254-6108.2024013001
张伟杰, 万显会, 徐敏, 等. 基于优化的同位素示踪法量化寡营养盐海域痕量氨氧化速率[J]. 环境化学, 2025, 44（6）: 1-11.

ZHANG Weijie, WAN Xianhui, XU Min, et al. Quantification of ammonia oxidation rate in the oligotrophic ocean using an optimized isotope

labeling method[J]. Environmental Chemistry, 2025, 44 （6）: 1-11.

基于优化的同位素示踪法量化寡营养盐海域痕量氨氧化速率 *

张伟杰1,2　万显会3,4　徐    敏3,4　马    玉1,2　刘    丽3,4　祝依凡3,4　高树基3,4 **

（1. 自然资源部南海调查中心，广州，510300；2. 自然资源部海洋环境探测技术与应用重点实验室，广州，510300；

3. 厦门大学近海海洋环境科学国家重点实验室，厦门，361102；4. 厦门大学海洋与地球学院，厦门，361102）

摘　要　氨氧化过程决定海洋氮素形态，产生并释放温室气体氧化亚氮，是海洋氮循环的核心路径之

一. 准确测量海洋氨氧化速率，是深入理解海洋氮循环动力过程的关键环节. 然而，受限于海洋中总体低

氨氮、低速率的特点，极大限制海洋尤其是寡营养盐海域氨氧化速率的量化，亟需采用高灵敏度和高精

度的方法提高对于痕量氨氧化速率的探测能力. 本研究利用海水中低亚硝酸盐浓度的特点，通过适量添

加亚硝酸盐，结合15N-NH4
+标记培养，采用叠氮还原法测定培养前后 NO2

−的同位素比值（δ15N-NO2
−）增

量来计算氨氧化速率，大幅降低了氨氧化速率的检出限，获得了夏季南海北部海水氨氧化速率垂直分布

剖面 . 水柱氨氧化速率为低于检出限至 133.524 nmol·L−1·d−1. 通过反硝化细菌法测定 NO2
−+NO3

−（NOx
−）

的 δ15N-NOx
−值来计算氨氧化速率对比实验发现两方法结果一致，证实了本方法的可靠性. 相较于反硝化

细菌法，叠氮还原法测试氨氧化速率平均检出限 0.002 nmol·L−1·d−1 显著低于反硝化细菌法平均检出限

0.018 nmol·L−1·d−1，从而大幅提升了对于寡营养盐海域氨氧化速率的探测能力. 利用该方法更低检测限、

且相较于细菌还原法更易于操作的特点，有望提升对于寡营养盐海域氨氧化和氮循环的探测和认知.
关键词　南海，氨氧化速率，叠氮还原法，反硝化细菌法.
中图分类号　X-1; O6　文献标识码　A

Quantification of ammonia oxidation rate in the oligotrophic ocean
using an optimized isotope labeling method
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Abstract　Ammonia oxidation determines the speciation of bioavailable nitrogen and contributes to
nitrous oxide production, representing an essential pathway of the marine nitrogen cycle. Quantitative
information  on  marine  ammonia  oxidation  rate,  thus,  is  of  critical  importance  in  understanding  the
marine  nitrogen  cycle.  Unfortunately,  our  ability  to  quantify  the  ammonia  oxidation  rate  is  largely
hindered by the low substrate concentration and low conversion rate,  calling for the urgent  need to
develop  new methods  with  higher  sensitivity  and  precision  to  measure  the  low ammonia  oxidation
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rate.  Using  a  refined  14N-NO2
−  carrier  amendment  and  15N-NH4

+  labeling  method,  we  successfully
obtained  the  ammonia  oxidation  rate  in  the  whole  water  column  of  the  South  China  Sea,  with  the
rates  varied  from  below  the  detection  limit  to  133.524  nmol·L−1·d−1.  The  measured  rates  were
comparable using azide reduction and denitrifier methods for the samples with high conversion rates.
However,  our  optimized  methods  had  higher  sensitivity  (i.e.,  0.002  nmol·L−1·d−1  in  our  refined
method  compared  to  0.018  nmol·L−1·d−1  for  the  canonical  denitrifier  method),  thus  enabling  the
detection of the low ammonia oxidation rate in the mesopelagic depths of the oligotrophic ocean. In
addition,  the  method  used  here  is  more  convenient  and  cost-efficient  than  the  denitrifier  method,
providing a step forward to measuring ammonia oxidation rate to better understand the global ocean's
nitrogen cycle.
Keywords　 South  China  Sea， ammonia  oxidation  rate， azide  reduction  method， denitrifier
method.

 

氮是重要的限制性营养盐，对海洋系统初级生产与全球气候均起到至关重要的作用. 氮的化学形

态多样，跨越 8个氧化还原价态. 各种形态氮素通过一系列过程来进行转化，其主要转化过程有：吸收

过程、再矿化过程（氨化过程）、硝化过程、反硝化过程、厌氧氨氧化过程、固氮过程等，形成复杂的海

洋氮循环网络. 硝化作用是将氨氮（NH4
+）经过亚硝酸盐（NO2

−）转化为硝酸盐（NO3
−）的过程，链接还原

态和氧化态的氮素，从而影响海洋中无机氮的形态与分布. 同时，硝化过程伴随着海洋溶解氧（DO）的

消耗[1] 和质子的产生[2]，并释放氧化亚氮 N2O[3]，直接关乎海洋生态系统健康和全球气候. 此外，由于以

NH4
+作为氮源的初级生产过程为再生生产力，而硝酸盐所支持的固碳则为新生产力[4]，硝化过程还直

接影响对于海洋再生生产力和新生产力的评估[5]. 因此，硝化过程是海洋氮循环核心路径，历来是海洋

氮循环研究的重点与前沿内容.
氨氧化是硝化过程的第一步. 传统测量氨氧化速率的方法主要有抑制剂法、同位素稀释法等. 抑

制剂法主要通过添加单独抑制亚硝酸盐氧化的抑制剂（例如氯酸盐，叠氮化物），然后设置时间序列测

试 NO2
−浓度随时间的变化，二者间的比值即为氨氧化速率[6]. 该方法的优点是简单、易操作，无需复杂

的预处理和复杂昂贵的仪器，是早期检测氨氧化的主要手段. 然而，其缺陷同样明显，即检出限高，不适

用速率较低的开阔大洋研究 . 氮同位素稀释法指添加 15NO2
−和 15NO3

−后，由于氨氧化作用导致产物

NO2
−和 NO3

−的同位素值降低，通过测量前后同位素与浓度的变化可计算氨氧化速率[7]. 此方法虽然在

一定程度上提升了氨氧化速率的检测灵敏度，但仍不足以满足开阔大洋（亚）纳摩尔等级的氨氧化速率

测试，仅适用于河口、近岸等氨氧化作用活跃的水体. 自反硝化细菌法发明以来[8]，结合15NH4
+同位素标

记培养，通过测试产物 NO2
−+NO3

−（NOx
−）的 δ15N值方法，进一步提高了氨氧化速率的测试灵敏度和精

度，大幅提升了对于海洋氨氧化速率的探测能力并迅速得以推广，成为当前海洋氨氧化速率测试的主

流方法[9 − 11]. 随着海洋氨氧化速率调查数据的累积，发现该方法仍不能量化海洋中深层极低的氨氧化

速率，其原因主要在于海洋中深层较高的 NO3
−浓度，使得培养过程中同位素的变异无法被有效探测，

亟须发展更为灵敏的方法克服这一难题，以突破中深层海洋痕量氨氧化速率探测的困境.
本文利用中深层海洋中 NO2

−的低浓度特点，通过添加适量的 NO2
−作为载体，利用叠氮还原法选择

性测试 δ15N-NO2
−而非 δ15N-NOx

−，从而进一步提高氨氧化速率的测试灵敏度. 在南海海盆运用这一方

法，并通过与细菌还原法比对，证实了该方法的可靠性，并获取了南海海盆中深层水柱的氨氧化剖面.
该方法的发展有望显著提升对于极低氨氧化速率的测试能力，从而深化对于海洋氮循环的量化与理解. 

1    材料与方法（Materials and methods）
 

1.1    航次与站位

本研究于 2016年 5月 15日到 6月 7日搭载“东方红 2号”，对夏季南海北部 11个站位的营养盐参

数和氨氧化速率进行了调查分析，调查站位分别为 A3、A8、SEATS、K4、E6、E2、N3、N8、F6、D5、
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D6（图 1）. 其中，A3、E2、N8、D5为叠氮还原法与反硝化细菌法测试氨氧化速率对比站位，K4站位为

时间序列站位，E2站 75 m层与 SEATS站 75 m层为底物动力学实验层位.
 
 

图 1    调查航次采样站位（大写字母表示断面名称）

Fig.1    Sampling stations in northern South China Sea cruise （capital letters indicate section name）
 

  

1.2    培养与样品收集

样品采集：所有水样均采用 Seabird 911 CTD和 Seabird 917 CTD的 12 L Niskin采水器采集到

4 L氟化瓶中，采样深度为常规采样深度（5 m、25 m、50 m、75 m、100 m、150 m、200 m···）.
常规加标实验：氟化瓶用海水润洗 3次后，采集 4 L水样，摇匀水样，采用 30 mL水样润洗高密度

聚乙烯瓶（Nalgene，体积 280 mL）3次后，采集平行样、取样至瓶颈处（约 264 mL），叠氮还原法添加
15N-NH4Cl和14N-NaNO2 储备液使二者在培养样品中的浓度分别为 50 nmol·L−1 和 1 μmol·L−1，反硝化细

菌法仅添加15N-NH4Cl使得最终浓度为 50 nmol·L−1. 加标后立即用针筒过滤器（0.2 μm的聚醚砜膜）过

滤以终止微生物活动，采集 40 mL培养液于 50 mL离心管中，记录此时间为 T0（培养起始时间）. 剩余

样品置于对应原位温度的培养箱中暗培养 12 h左右，暗培养原因是使得真光层样品避免光抑制的影

响以及减少与浮游植物对 NH4
+的竞争[12]，培养箱设置温度与样品原位温度相差不超过 2 ℃. 所有过滤

后的样品保存于-20 ℃ 冰箱，以便于保存与运输，以及降低液体样品渗漏与沾污的风险，冷冻样品保存

直至到实验室进一步处理.
底物动力学测试实验：在 E2站与 SEATS站的氨氧化速率极大值层 75 m层通过添加不同浓度的

15N-NH4Cl（50、100、200、500 nmol·L−1）进行米氏方程实验，添加 Na14NO2 浓度仍为 1 μmol·L−1，其余操

作同上.
时间序列培养实验：K4站位添加浓度与常规实验一致，但在该站位采用了时间序列培养，如 12、

24、36 h等，用于验证培养时间设置的合理性. 

1.3    样品分析 

1.3.1    水文与营养盐

“营养盐均在航次中或采样后尽快完成测试，避免在保存过程中出现沾污或变化 . 常量 NO2
−和

NO3
−浓度采用德国 Bran+Luebbe公司的营养盐连续自动分析仪 AA3测定 [6]，NO2

−与 NO3
−检出限分别

为 40 nmol·L−1 与 100 nmol·L−1，精密度分别为 1% （n=5）和 3% （n=5）；痕量 NO2
−和 NO3

−采用流动注射

长光程分光光度法测定（FIA-LWCC）[13]，检出限均为 2 nmol·L−1，精密度为 3.1% （n=5）. 痕量 NH4
+通过

流动分析固相萃取荧光法测定 [14]，检出限为 0.7 nmol·L−1，精密度为 3.5% （n=5） . 温度和盐度通过

Seabird 911 CTD与 Seabird 917 CTD的温度、盐度探头同步测量获得”. 

1.3.2    同位素测试

1）叠氮还原法：在酸性条件下，叠氮化钠会将 NO2
−完全转化为 N2O气体[15]，测试产物 δ15N-N2O的

值可知样品的 δ15N-NO2
−. N2O经过多用途在线气体制备和导入系统和稳定同位素比质谱仪联用（GB-

IRMS）测定其同位素比值，N含量检出限为 2 nmol，精确度为 0.20‰.
标准曲线：采用 Na15NO2（纯度 98%）和 Na14NO2（纯度 99%）配制 4组不同同位素的 NO2

−的 δ15N溶

液 （STD1—STD4） ，然后使用 KNO3 的国际标准与实验室标准通过反硝化细菌法标定 STD1—
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STD4（表 1）的 δ15N，作为叠氮还原法测量 δ15N-NO2
−的标准. 为保证仪器状态稳定，每隔 10—15个样品

插入一个标准样品进行质控，要求同位素的偏差量小于 0.5‰.
 
 

表 1    NO2
−的 δ15N标准值

Table 1    The δ15N NO2
− of the in-house standards

 

配制方法
Standard reagent preparation method

标准样品编号
Standard sample name δ15N/‰

Na15NO2与Na14NO2按照
不同比例混合

STD-1 −52.30±0.23（n=2）

STD-2 19.60±0.05（n=2）

STD-3 129.55±0.02（n=2）

STD-4 710.61±0.08（n=2）

　　n为重复次数. number of repetitions.
 

2）反硝化细菌法：反硝化细菌（Pseudomonas aureofaciens，ATCC13985）胞内缺少 N2O还原酶，无法

将 N2O还原为 N2
[8]，通过测试产物 δ15N-N2O的值可获得样品的 δ15N-NOx

−.
标准曲线：NOx

−的 δ15N标准曲线采用KNO3 的国际标准USGS34（δ15N‰=1.80），IAEA3（δ15N‰=4.70）

和 USGS32（δ15N‰=180.00）以及实验室标准 A（δ15N‰=13.80）. 

1.4    氨氧化速率计算

叠氮还原法计算氨氧化速率的算法见公式（1）：

Rate =
15CT1

NO−2
−15 CT0

NO−2

T1−T0
×

14CT0
NH+4

15CT0
NH+4

（1）

15CT0
NO−2

15CT1
NO−2

14CT0
NH+4

15CT0
NH+4

与 分别代表培养前后的 15N-NO2
−的浓度 ， T0 与 T1 代表培养前后的时间 ， 与

分别代表培养前海水本底14N-NH4
+浓度与加标的15N-NH4

+浓度.

反硝化细菌法计算氨氧化速率的算法与叠氮还原法一致，仅用细菌法测试的 δ15N-NOx
−代替叠氮

还原法测试的 δ15N-NO2
−.

氨氧化过程对于底物添加的动力学响应采用米氏方程拟合，拟合算法见公式（2）：

V = Vm×
S

(Km+S )
（2）

其中 Vm 代表底物饱和时的反应速度，Km 代表反应速度达到 0.5Vm 时的底物浓度，V 为反应速率，S 为

底物浓度（NH4
+浓度）. 

2    结果与讨论（Results and discussion）
 

2.1    实验准确性验证 

2.1.1    准确度结果

叠氮还原法测试样品 δ15N标准曲线斜率平均值为 0.455±0.005（n=19），相关系数均大于 0.999，相

对标准偏差为 1.17%. 标准曲线斜率接近且略低于 0.5（叠氮化反应产物 N2O中的两个 N原子，分别由

NO2
−和 N3

−提供，因此在 N3
−的氮同位素比值恒定时，反应产生的 N2O的 δ15Nair 与 NO2

−的 δ15N呈线性

关系，其相关曲线的理论斜率为 0.5），与历史研究成果相一致[9,15 − 16]，斜率偏低可能与试剂中含有微量

NO2
−及试验用水中溶解的 N2O有关 [16]. 反硝化细菌法测试样品 δ15N标准曲线斜率平均值为

0.934±0.003（n=6），相关系数均为 1，相对标准偏差为 0.29%. 本研究标曲斜率接近且略低于 1（反硝化细

菌法反应产物 N2O中的 N原子均由 NOx
−-提供，且转化完全，因此 N2O的 δ15Nair 与 NOx

−的 δ15Nair 呈线

性关系，其相关曲线的理论斜率为 1），与相关研究[17] 斜率 0.975—0.987之间接近.
通过标准曲线良好的线性相关性，以及每隔 10—15个样品插入 1个标准样品，要求同位素的偏差

量小于 0.5‰，以监控测试期间仪器良好的稳定性和结果的重现性，进而确保在测试期间仪器状态与测

试方法稳定，两方法均可以提供稳定、可靠的同位素测试结果. 
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2.1.2    测量精度比较

通过采用叠氮还原法对 STD1—STD4测试 NO2
−的 δ15N，进样量为 10 nmol N，重复测量 4次得出

的结果见表 2所示. 采用反硝化细菌法对 USGS34、IAEA3和 USGS32以及实验室标准 A测试 NO3
−的

δ15N，进样量为 10 nmol N，重复测量 4次得出的结果见表 2所示.
 
 

表 2    叠氮还原法和反硝化细菌法测试实验室标准 δ15N结果

Table 2    The results of measurement value δ15N determination by azide reduction method and denitrifiers method
 

标准样品编号
Standard sample name

标准值/（δ15N/‰）
Laboratory value/standard value

测定值/（δ15N/‰）
Measurement value

叠氮还原法
Azide reduction method

STD1 −52.30 −54.01±0.05（n=4）

STD2 19.60 19.82±0.12（n=4）

STD3 129.55 131.20±0.12（n=4）

STD4 710.61 709.65±0.60（n=4）

反硝化细菌法
Denitrifiers method

USGS34 −1.80 −1.98 ± 0.05（n=4）

IAEA3 4.70 4.83 ± 0.15（n=4）

A 13.80 14.10 ± 0.12（n=4）

USGS32 180.00 179.93 ± 0.41（n=4）

　　n为重复次数. n is the number of repetitions.
 

STD1—STD4的 δ15N测量精度在 0.05‰—0.60‰之间，平均值为 0.22‰，此测量精度与历史研究[18]

（0.03‰—1.10‰）一致. 国际标准 USGS34、IAEA3和 USGS32以及实验室标准 A的 δ15N的测量精度

在 0.05‰ — 0.41‰之间，平均值为 0.18‰，此测量精度与历史研究[15]（0.20‰ — 0.50‰）一致. 两方法

测定值与标准值参考值接近，可满足分析需求，且测量精度均较高. 

2.1.3    15NO2
−增量随培养时间的变化

为评估在培养过程中矿化作用造成15N-NH4
+的稀释，从而对氨氧化速率造成潜在的低估，本研究

对 K4站位全部层位开展时间序列实验（图 2）. 结果显示，在设定的培养时间内（最长达 40 h），15NO2
−浓

度随培养时间总体呈现显著的线性增长关系，表明矿化稀释效应对于本次实验的潜在影响很小. 因此，

其他非时间序列培养的层位，采用 12 h培养获取的氨氧化速率具有合理性和可靠性.
 
 

图 2    K4站全部层位培养时间与15NO2
−的关系图

（a：较低速率层位，b：较高速率层位，斜率代表氨氧化速率）

Fig.2    Increase of 15N-NO2
− against incubation time in our time-course incubation at station K4

（a:low rate layer, b: high rate layer,ammonia oxidation rate was derived as the slope） 

 

2.1.4    检出限比较
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氨氧化速率的检出限取决于底物浓度、产物浓度以及产物同位素增量，因此每个层位的样品具有

其各自的检出限. 本文拟采用以加标培养后的 δ15N值增加量高于 T0时刻的增加三倍以上的平均测量

精度[19]，按照此标准，叠氮还原法需增加 0.22×3=0.66‰，细菌法需增加 0.18×3=0.54‰，检出限的大小

与培养前加标15N-NH4
+浓度/底物14N-NH4

+的比值以及氨氧化作用产物的浓度有关. 加标15N-NH4
+浓度

/底物14N-NH4
+的比值越大，氨氧化作用产物的浓度越小，则检出限越低. 检出限的计算结果见表 3.

 
 

表 3    叠氮还原法与反硝化细菌法测量氨氧化速率检出限对比

Table 3    Comparison of detection limits of ammonia oxidation rate measured by azide reduction method and denitrifiers
method

 

站号 深度/ m
叠氮还原法检出限
/（nmol·L−1·d−1）

反硝化细菌法检出限
/（nmol·L−1·d−1） NO2

−/（μmol· L−1） NOx
−/（μmol· L−1）

Site Depth
Azide reduction
detection limits

Denitrifiers method
detection limits

A3
75 0.008 0.020 1.123 3.50

100 0.005 0.015 1.126 4.04

E2

25 0.001 — 1.016 0.02

50 0.001 — 1.012 0.03

100 0.0003 0.003 1.118 11.55

150 0.00005 0.0006 1.026 13.43

200 0.0003 0.005 1.016 17.98

500 0.001 0.027 1.020 29.29

N8
15 0.004 — 1.016 0.01

50 0.009 0.005 1.597 1.00

D5

25 0.003 0.003 1.013 0.94

50 0.003 0.002 1.014 1.01

75 0.006 0.008 1.175 1.97

100 0.004 0.019 1.079 6.87

150 0.006 0.047 1.031 10.31

200 0.002 0.019 1.018 14.81

300 0.003 0.044 1.019 21.49

400 0.001 0.028 1.013 26.53

480 0.002 0.048 1.013 28.08

630 0.003 0.064 1.017 29.56

750 0.005 0.120 1.010 32.34

最小值 0.00005 0.0006

最大值 0.009 0.120

平均值 0.002 0.027
　　1）NO2

−浓度为测定的天然浓度加人工添加的1 μmol L−1 14NO2
−浓度. The NO2

−concentration is the measured natural concentration plus
the artificially added 1 μmol L−1 14NO2

− concentration；
　　2）为便于对比，叠氮还原法E2站位25 m、50 m层与N8站15 m层未计入最小值，最大值与平均值. For the convenience of comparison,
the minimum, maximum and average values were not included in the 25 m and 50 m of station E2 and 15 m of station N8 in the azide reduction
method.
 

叠氮还原法测试检出限范围为 0.00005 — 0.009 nmol·L−1·d−1，平均值为 0.002 nmol·L−1·d−1. 此结果

低于历史研究测试结果 0.001 — 0.034 nmol·L−1·d−1[20] 与 0.020— 1.700 nmol·L−1·d−1[18]. 反硝化细菌法

测试检出限范围为 0.0006— 0.120 nmol·L−1·d−1，平均值为 0.027 nmol·L−1·d−1. 此结果低于历史研究测试

结果 0.070— 2.550 nmol·L−1·d−1[20] 与 0.010 — 0.510 nmol·L−1·d−1[21]，原因在于上述研究采用加标培养

后增加两倍最大测量精度 2.00‰来计算检出限，而本研究采用三倍平均测量精度 0.66‰与 0.54‰，因

而检出限更低. 本研究反硝化细菌法测试检出限范围与万显会[19] 采用反硝化细菌法计算硝化速率测
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试检出限范围 0.040— 0.160 nmol·L−1·d−1 在同一量级.
总体来看，大部分站位层位叠氮还原法检出限低于反硝化细菌法检出限，原因在于叠氮还原法检

测产物 NO2
−浓度小于反硝化细菌法检测产物为 NOx

−. 在产物浓度相近区域（D5站 25 m层与 50 m层，

N8站 50 m层），两方法检出限相近，甚至反硝化细菌法检出限略低于叠氮还原法检出限. 其中 E2站

150 m层两方法检出限极低的原因是 NH4
+浓度接近 0.7 nmol·L−1 检出限. 

2.1.5    两种方法测试南海水柱氨氧化速率对比

相关研究曾设置叠氮还原法和反硝化细菌法测试氨氧化速率的比对实验，但由于叠氮还原法没有

添加14NO2
−载体，导致本底 NO2

−小于 500 nmol·L−1 的样品，受亚硝酸盐氧化作用的影响，使得叠氮还原

法结果比反硝化细菌法值明显偏小 [20]. 本研究在全部培养层位的培养实验中，添加了 1 μmol·L−1

14N-NO2
−以消除亚硝酸盐氧化造成的潜在影响. 结果显示，反硝化细菌法与叠氮还原法测量的氨氧化

速率基本吻合，斜率接近 1（表 4、图 3），表明本研究的优化添加量，可有效降低亚硝氧化作用的影响.
 
 

表 4    叠氮还原法与反硝化细菌法测量氨氧化速率对比

Table 4    Comparison of ammonia oxidation rate measured by azide reduction method and denitrifiers method
 

站位
Site

深度/m
Depth

氨氧化速率-叠氮还原法/（nmol·L−1·d−1）
Ammonia oxidation rate measured by azide reduction

method

氨氧化速率-反硝化细菌法/（nmol·L−1·d−1）
Ammonia oxidation rate measured by denitrifiers

method

A3
75 73.364 ± 5.037（n=2） 67.600 ± 0.453（n=2）

100 35.877 ± 2.493（n=2） 34.739 ± 0.959（n=2）

E2

25 ND —

50 0.023 ± 0.003（n=2） —

100 0.657 ± 0.132（n=2） 0.645 ± 0.055（n=2）

150 0.010 ± 0.001（n=2） 0.010 ± 0（n=2）

200 0.003 ± 0.002（n=2） 0.005 ± 0.001（n=2）

500 ND ND

N8
15 ND —

50 58.526 ± 0.647（n=2） 58.193 ± 1.187（n=2）

D5

25 0.007 ± 0.001（n=2） ND

50 0.310 ± 0.016（n=2） 0.236

75 12.567 ± 0.429（n=2） 11.091

100 13.802 ± 1.053（n=2） 12.254

150 1.217 ± 0.023（n=2） 1.140

200 0.047 ± 0.001（n=2） 0.045

300 0.039 ± 0.0001（n=2） ND

400 0.003 ± 0.0005（n=2） ND

480 0.005 ± 0.0006（n=2） ND

630 ND ND

750 ND ND

　　1） n为重复次数. n is the number of repetitions. 2）ND, 未检出, not detected. “—”:没有数据, No data.
 

然而，在氨氧化速率较低而环境 NO3
−浓度较高的中深部水层，例如 D5站位的 300 m、400 m、

480 m，采用反硝化细菌法检测不到培养前后的 δ15N-NOx
−的显著变化，导致氨氧化速率低于检出限. 然

而，由于叠氮还原法仅测试 δ15N-NO2
−的变化，其同位素的响应更为灵敏，因而可获取氨氧化速率，表明

叠氮还原法在环境本底 NO3
−浓度较高时候具有优越性.

对 D5站位进行水柱积分可以得到，叠氮还原法水柱积分结果为 908.745 μmol·m−2·d−1，反硝化细菌

法水柱积分结果为 803.100 μmol·m−2·d−1，可见由于细菌还原法无法获取中深层低氨氧化速率，造成了水柱
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氨氧化速率的低估. 因此，在全水柱采用低检出限的叠氮还原法可以更为完整地获取氨氧化的速率剖面.
  

图 3    叠氮还原法与反硝化细菌法测量氨氧化速率对比

Fig.3    Comparison of ammonia oxidation rate measured by azide reduction method and denitrifiers method 

  

2.1.6    方法不确定性讨论

虽然本方法显著提高了海洋氨氧化速率测试的灵敏度，但是在操作过程中由于人为添加14NO2
−，

不可避免在培养与测试过程中引起不确定性. 为此，本研究在培养过程中采用同一瓶 NO2
−储备液，采

用统一的培养体积和 NO2
−添加体积，以尽可能减少在甲板培养过程中造成的偏差. 对于同位素标记物

15NH4
+，采用同样的添加方法. 此外，尽可能采用 3个时间点或以上的时间序列培养和 2个平行样重复

培养. 在样品分析过程中，同时测定了样品中实际 NO2
−浓度和 δ15N-NO2

−，并在全程中实施严格的质量

控制，确保同位素测定的准确度和精确度. 由此，降低由于试剂添加等过程引起的不确定性，获取可靠

的结果. 

2.2    叠氮还原法测试南海水柱氨氧化速率的分布与动力学特征 

2.2.1    南海氨氧化底物动力学特征

通过在 E2站与 SEATS站的 75 m层添加 0、50、100、200、500 nmol·L−1 的 15NH4
+并以 15NH4

+为横

轴， 15NH4
+氧化速率为纵轴拟合米氏方程（图 4），得到 E2站 75 m的 Vm 为 19.370 nmol·L−1·d−1，Km 为

10.7 nmol·L−1（图 4a），SEATS站 75 m的 Vm 为 5.705 nmol·L−1·d−1，Km 为 97.8 nmol·L−1（图 4b）. 这一结果

与徐敏等 [22] 在西太平洋 Km 值结果 76—2112 nmol·L−1，刘丽等 [23] 在北太平洋西部副热带环流 Km 值

8.0—43.6 nmol·L−1 等开阔大洋测定的 Km 值量级相当，证明了开阔大洋环境氨氧化微生物对于底物极

高的亲和力，且 E2站 75 m层氨氧化生物对底物亲和力比 SEATS站 75 m层更高.
 
 

图 4    E2站与 SEATS站 75 m氨氧化速率的米氏方程拟合

Fig.4    Substrate kinetic properties derived by Michaelis-Menten equation fits of ammonia oxidation rate at
75 m of station SEATS and station E2 

 
 

2.2.2    南海氨氧化速率分布特征

通过使用这一优化的培养方法和叠氮还原法，获得了夏季南海北部氨氧化速率数据，氨氧化速率

变化范围为未检出—133.525 nmol·L−1·d−1.
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水平分布：通过等密面混合模型计算发现南海北部上层的 NH4
+浓度和氨氧化速率与黑潮入侵份

额显著相关，吕宋海峡东部的寡营养盐、高浓度惰性 DON黑潮海水入侵南海后 DON被南海微生物降

解，加速了有机质矿化以及刺激了氨氧化作用[24].
垂直分布：首次获得南海北部全水柱的氨氧化速率剖面（图 5），垂直分布表现为表层低，在真光层

底部 50—100 m处出现速率极大值，然后随深度增加速率呈现指数式下降.
 
 

图 5    A8、D5、SEATS和 K4站氨氧化速率与营养盐的垂直分布
（速率为平行样的平均值，误差棒表示±标准偏差）

Fig.5    Vertical distribution of ammonia oxidation rate and nutrients at station A8、D5、SEATS and K4 station
（The rate is the average of the parallel sample, and the error bar represents±standard deviation） 

真光层上部氨氧化速率与 NH4
+浓度的关系表明，尽管在暗培养和底物加富条件下，仍然无法探测

6 期 张伟杰等：基于优化的同位素示踪法量化寡营养盐海域痕量氨氧化速率 9



到活跃的氨氧化速率，证明由于光抑制和浮游植物竞争，在真光层上部氨氧化微生物的分布较少[21, 25].
铵极大值层与氨氧化速率极大值层的一致性以及测试站位铵盐浓度与氨氧化速率的相关性（图 6a，
P<0,001）与之前研究一致[26]，表明在真光层底部和真光层以深，氨氧化过程主要受控于底物供给. 另一

方面，氨氧化速率极大值层与亚硝极大值层的一致性以及测试站位亚硝酸盐浓度与氨氧化速率的相关

性（图 6b，P<0,001）表明，氨氧化速率是亚硝极大值层产生和维持的关键过程[27]. 真光层以深，氨氧化速

率主要受限于有机质供应指数递减导致矿化产生 NH4
+底物同步下降[28]，因此真光层以下的氨氧化速

率拟合后符合马丁曲线（Martin Curve）[20, 29]. 上述结果有助于提升对于南海乃至寡营养海域的氨氧化垂

直分布特点及其关键调控机理的认知.
 
 

图 6    2016夏季南海航次所有站位氨氧化速率与铵盐（a）、亚硝酸盐（b）的相关性

Fig.6    Correlation between ammonia oxidation rate and ammonium（a） and nitrite（b） at all stations
during the 2016 South China Sea cruise 

 
 

3    结论（Conclusion）

1）通过优化的14N-NO2
−添加与15N-NH4

+同位素标记培养，结合叠氮还原法，首次获取南海北部海域

全水柱氨氧化速率剖面，各站位变化范围为未检出—133.525 nmol·L−1·d−1.
2）反硝化细菌法与叠氮还原法均具有良好的重现性与一致性，两方法测量精度均高，但产物浓度

的干扰导致反硝化细菌法平均检出限低于叠氮还原法.
3）通过水柱积分比较，叠氮还原法相对于反硝化细菌法更适用于开阔大洋全水柱剖面测试氨氧化

速率.
4）本研究建议，在研究河口与海湾等生物地球化学反应迅速、高生产力、高硝酸盐的海域，采用叠

氮还原法与反硝化细菌法测试反硝化速率均可. 但在开阔大洋低生产力，低速度的区域全水柱剖面采

用叠氮还原法可获取更低速率更为精确的氨氧化速率，反硝化细菌法则在开阔大洋真光层更为适用.
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