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N2O是一种重要的温室气体
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自然植被土壤贡献了N2O总排放量的36%，N2O自然源的60%



土壤N2O主要产生途径

(Wrage et al. 2001; Ostrom et al. 2012; Zhang et al. 2015)
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 通量法

 抑制剂法：

低浓度C2H2（between 0.1 and 10 Pa）

 稳定同位素法：

（1）富集标记方法——15N成对标记（15NH4、
15NO3）

（2）自然丰度方法


15N、18O


15N—SP，18O—SP

土壤中N2O排放贡献的区分方法



1. 富集标记方法研究土壤N2O排放贡献
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完善N2O排放模型？ ？

问题1. 土壤N2O的来源N库

N2O“管道漏气”概念模型
（Hole-in-the-pipe）

(Firestone and Davidson, 1989)



N2O

众多15N稳定同位素标记研究结果表明，一些土壤中N2O主要来源于未标记氮库，

而不是NH4和NO3 库(Rütting et al., 2010)
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完善N2O排放的管道漏气模型

Zhang et al. 2015



N2O产生量
NO3

- N2

N2O

Denitrification

问题2. 定量化

① 通过管道的总氮量？

② 各“管道”对N2O排放的贡献率？(N2O的产生途径)

③ 各“管道”的N2O产生量？

④ 各“管道”的N2O产生率？ (漏洞大小)

⑤ 影响因素？

通过“管道”的N量

“管道”上的漏洞大小



氮转化速率

净转化速率(Net transformation rate)

通过测定单位时间内氮含量净变化。

初级转化速率(Gross transformation rate)

土壤氮从一种形态转化为另一种形态的实际转化率。

氮净转化速率

氮库的净变化量

氮库的变化量

传统方法 氮初级转化速率

NO3
-

植物吸收

反硝化

微生物固定

非生物固定

淋溶

自养硝化

有机氮

NH4
+

有机氮氧化



氮净转化速率

氮库的净变化量

氮库的变化量

传统方法 算术方法

氮初级转化速率

同位素稀释法

途径数量有限

氮转化速率研究方法

数值方法

同位素成对标记

数值模型分析

氮转化复杂过程



15N标记方法+MCMC方法计算土壤氮总转化速率
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1. 成对标记

2. 数值模型

NH4，NO3，土壤有机氮
含量和丰度
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反硝化氨挥发
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 来源分析法

 反向标记法

 示踪模型法

定量方法

 通过“管道”的N量

“管道”上漏洞的大小

初级转化速率

 算术方法

 数值方法

N2O产生量/总转化N量
N2O产生速率*时间/初级转化速率*时间

 N2O产生速率/初级转化速率

各“管道”对N2O排放的贡献率

NO3
- N2

N2O

Denitrification



15N标记方法区分N2O产生过程

“管道漏气模型”的定量化

• 15NH4NO3和NH4
15NO3成对标记或增加15NH4

15NO3

• 测定NH4
+(aNH4)、NO3

-(aNO3-)、有机氮(aorg) 和N2O（aN2O）
15N丰度。

(其中：d + n + h = 1)

各“管道”对N2O排放的贡献率 orgNHNOON hanadaa  432

各“管道”的N2O排放量
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各“管道”的N2O产生率 Nrechh OONR /2

42 / NHnn OONR 

DenONR dd /2





2. N2O同位素异位体的质谱测定及应用
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44

m/z 

45

45

46
45

46

46

46

同位素异位体（Isotopomer/Isotopologue)

• 定义：化合物分子的一个位点被稳定同位素所代替，某种化合物的

同位素异位体的数目取决于构成化合物元素的种类、每种元素的同

位素数量和分子结构的对称性

• N2O：N-N-O 三原子不对称的直线型结构

N（14N、15N），O（16O、17O、18O）

理论上共有 12种同位素异位体（2*2*3=12）

只有5种具有明显的自然丰度

8种可被常规三杯配置的IRMS测定



N-N-O

α β

δ15Nα

44

m/z 

45

45

46
45

α position or 2 position：中间位

β position or 1 position：末端位

15N在中间位（α位） 14N15N16O       

15N在末端位（β位） 15N14N16O       

δ15Nbulk = (δ15Nα +δ15Nβ) / 2

SP(位点优势值) = δ15Nα - δ15Nβ

-SP：site preference

δ15Nβ

δ15Nbulk



电子能量
N-N-O

轰击
N2

+, O+, N+ (fraction to N2O
+ = 0.1, 0.03, 0.07)   

NO+ (fraction  to N2O
+ = 0.2~0.3)   

N2O
+ (75%)   

常规IRMS测定N2O的方法：

（1）化学法： N2O→N2+CO2，分别测定δ15NAir和δ18OSMOW

（2）直接测定法：需配备痕量气体预浓缩装置

Precon(Thermo Scientific Inc.)

配有m/z 44, 45, 46三杯，直接同时测定N2O的δ15NAir和δ18OSMOW

δ15Nbulk

δ15Nα

δ15Nβ

δ15Nbulk

δ15Nα
δ15Nβ, SP



碎片离子NO+ 分子离子N2O
+

• 浅灰色的离子因含两个或以上的稀有同位素原子，所占比例不显著

• m/z 32因受O2干扰，不计入

• m/z < 33 或m/z > 46的离子因含量极少，不计入

30

31

44

45

46



五杯模式下稳定同位素比值质谱示意图

分子离子（N2O
+ —m/z 44,45,46）

碎片离子（NO+—m/z 30, 31）



 NO-N2O模式下离子源条件的优化

 重排因子(rearrangement/scrambling factor)的测定

 N2O工作标准气体的校准

 其他测定问题



 NO-N2O五杯模式下离子源条件的优化

 N2O气体电离碎化形成多种离子（N2O
+, NO+, N2

+, N+, O+)，需保证碎片离子分布的稳定性

 NO+的产率仅为N2O
+的1/3，适当提高NO+产率可提高精确度

 N2O
+和NO+的最适离子源条件可能不同

改变电子能量（Electron Energy）



电子能量
(Electron 
Energy) 

离子流强度
（mV）

碎化率

m/z 30
(1×1010Ω)

m/z 31
(3×1011Ω)

m/z 44
(3×108Ω)

m/z 45
(3×1010Ω)

m/z 46
(1×1011Ω)

m/z
30/44 

m/z 
31/30 

no. of
measurements

124 eV 29470 3560 3124 2394 2191 0.2830 0.004 n=3

100 eV 25940 3137 2889 2213 2038 0.2694 0.004 n=3

70 eV 17036 2044 1874 1432 1309 0.2727 0.004 n=3

 不同电子能量下N2O的离子分布比例 （Delta V Plus）

 Toyoda et al.(1999)的测定结果 （MAT 252）



电子能量
（Electron Energy）

m/z44 信号衰减率
（%）

m/z30 信号衰减率
（%）

1 2 3 Mean 1 2 3 Mean

100 eV 17.52 16.08 14.83 16.14 11.98 11.28 10.79 11.35

70 eV 40.01 42.14 41.15 41.10 42.19 44.49 43.99 43.56

 电子能量变化对离子流强度的影响

* 均以124 eV的离子流强度为基准计算

 不同电子能量对N2O同位素异位体15N丰度的测定影响

电子能量
(eV)

δ15Nbulk

(‰)
δ15Nα

(‰)
Mean
(‰)

δ15Nβ

(‰)
Mean
(‰)

SP
(‰)

Mean
(‰)

70 eV -1.686 -6.831
-6.721

3.459
3.348

-10.290
-10.068-6.673 3.301 -9.974

-6.656 3.284 -9.940

100 eV -1.686 -4.266
-4.475

0.894
0.940

-5.160
-5.252-4.106 0.734 -4.840

-4.564 1.192 -5.756

124 eV -1.686 -4.436
-4.444 1.072 -5.516-4.257

-4.639



 重排因子(rearrangement/scrambling factor)的测定

 确定重排因子 (y) 后，可通过公式校正测定结果：

电子能量
Nβ-Nα-O

Nα-O+(主要)   

轰击 Nβ-O+(少量)   
碎片离子NO+

Nα

Nβ
O+

A是常数，A=(15Rα/15Rbulk)std

δ15Nα = δ15Nβ
obs + 2y(δ15Nα

obs - δ15Nbulk) / {A(1 - 2y)} 

δ15Nβ = δ15Nbulk + A(δ15Nbulk - δ15Nα) / (2 - A) 

 RyRyRobs
151515 )1( 

(Toyoda et al. 1999; Westley et al. 2003; Sutka et al. 2006)

 不同IRMS仪器的重排因子(y)不同: y=0.07-0.09 (MAT 252 253); y=0.19-0.27 (Isoprime)；

 重排因子不随15N丰度变化，但受离子源条件影响；



已知丰度（δ15N、δ18O、SP）的N2O气体，比较测定值和理论值

 方法一：NH4NO3热解法

NH4
15NO3               N

15NO+2H2O

15NH4NO3              
15NNO+2H2O

Real δ15Nα, β

y=0.5

y=0 无重排效应

slope=1无重排效应
14N15N16O

15N14N16O

 方法二：标记气体混合法

高纯高丰度15NNO或N15NO气体

+

高纯自然丰度N2O气体稀释

（Toyoda et al. 1999; Westley et al. 2007; Kaiser et al, 2004; Rockman et al, 2003 ）



 N2O工作标准气体的校准

 NH4NO3热解法

NH4NO3热解产生系列已知丰度的N2O气体，与工作标准N2O气体相对测定校准其δ15Nα
air和

15Nβ
air值

 Toyoda等人(1999)运用NH4NO3热解法校准工作标准N2O气体

NH4NO3热解
产率(%)

δ15Nair of 
N2 (‰)

NH4NO3生成N2O的
同位素比值

工作标准N2O气体与热
解生成N2O气体的相对

测定值（*）

校准后工作标准N2O气体
的同位素比值

*  已校正重排效应



 购买标准气体相对测定法

使用已准确校准δ15Nbulk，δ18O，δ15Nα，δ15Nβ和SP值的N2O气体作为测试样品，反标参考气。

N2O标准气体N2O参考气
1000)1/( 151515   stRRN

1000)1/( 181818  stRRO

RRR 151731 

OstdNOstdNrefref rRRrRR 2

31

2

313131 // 



 其他测定问题

CHF3→ 12C17F+对m/z 31信号有明显干扰，可通过调节流速和柱温、延长色谱柱来分离杂质，或加阀反吹去除杂质

(Rockman et al. 2003)

碳氟化合物等杂质对m/z 31的干扰



 对流层空气中N2O的SP = 18.7±2.2‰         (Toyoda et al. 1999)

测定次数 m/z 44 (mV) m/z 31 (mV) δ15NAir (‰) δ18O(‰) SP (‰)

1 574 204 6.176 44.367 20.726

2 583 207 6.138 44.718 18.702

3 555 197 6.189 44.952 19.916

4 549 195 6.183 44.824 20.142

5 544 193 6.198 44.328 20.691

6 557 197 6.189 44.276 18.172

7 565 208 6.179 44.588 19.484

8 560 205 6.165 44.763 20.989

Mean (‰) 6.177 44.602 19.853

S.D. (‰) 0.019 0.253 1.009

大气N2O样品的SP值测定



NβNα O 

N2O production： —O—N==N—O—

(中间产物）

N2O

N2O reduction to N2： N==N—O— N2

• 不同位置N-O键的断裂决定了SP值的差异；

• 键的断裂受微生物及相关的酶调控

• 不同的N2O产生途径受不同微生物和酶调控，

键断裂的位点有所差异，SP值亦不同。

N2 O source partition？

NH4
+ NH2OH

AMO HAO
NO2

-

NXR
NO3

-

NAR
NO2

-

nirK/
nirS

NO N2O N2nosZ
I+II

NO

NirK

cNor

N2O

N2O

自养硝化 异氧反硝化

自养反硝化

cNor/
qNor



• SP值基本不受底物(NH4
+, NO3

-, NO2
-)δ15N值的影响

——N2O production     (不受影响)

——N2O consumption (有一定影响) 

N2O还原为N2会引起SP值升高

• 定性、半定量分析N2O产生和消耗途径

——不同途径N2O的SP特征值(纯培养或土壤培养)

——结合δ15N, δ18O, SP评估不同途径的贡献率

(Koba et al. 2009; Toyoda et al. 2011; Well et al. 2012; Decock et al., 2013)
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> 80%N2O被还原，SP才明显升高
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N2O 产生途径 SP特征值（‰）

自养硝化 (n=18) 33.0±1.6

细菌异养反硝化 (n=26) -2.2±3.2

硝化细菌反硝化 (n=26) -1.0±4.3

真菌反硝化 (n=8) 37.0±4.3

化学反硝化 (n=8) 29.9±1.5

AOA产N2O (n=6)

异养硝化（真菌/细菌）

DNRA

30.3±1.2

待研究

39-57

• N2OD: 细菌异养反硝化、硝化细菌反硝化

N2ON:  自养硝化、真菌反硝化、AOA产N2O等

• 可作为定性或半定量区分 N2O 来源的基点

(Decock et al. 2013)

硝化作用 反硝化作用



 样品测定：底物（NH4
+,NO3

-）的浓度和δ15Nsubstrate、δ18Osubstrate值，

N2O的浓度和δ15NN2O、δ18ON2O 、SP值

 已有文献：不同N2O产生途径的分馏系数（15ε、18ε ）

N2O还原为N2的分馏系数（ 15εreduction、
18εreduction 和spεreduction ）

 不同产生途径N2O的δ15N、δ18O和SP特征值范围

 1515
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N2O 产生过程
N2O 消耗过程

定性分析

同位素异位体法分析N2O排放贡献
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 定量分析——基于二源同位素混合模型

 关键问题——如何区分N2O还原为N2过程对SP值的影响

(Koba et al. 2009; Toyoda et al. 2011; Well et al. 2012; Opdyke et al. 2009; Ostrom et al. 2012; Lewicka-Szczebak et al. 2017 )
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 场景假设（Case study）

 二源同位素混合模型分别计算每个场景(Case)下的各N2O产生途径的贡献率

Case 1 NN v.s. DD

Case 2 NN v.s. ND

Case 3 FD v.s. ND

Case 4 FD v.s. DD

Case 1 Case 2 Case 3 Case 4

贡献率（%） 贡献率（%） 贡献率（%） 贡献率（%）

DD NN NN ND FD DD FD ND

64-72 28-36 10-25 75-90 8-26 74-92 11-43 57-89

N2OD N2ON
process
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