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Robot系统测定旱地N2排放的方法优化及其与其他方法

的对比研究* 
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学院常熟农业生态实验站，江苏常熟 215555） 

摘  要：反硝化是生态系统氮循环的最后一环同时也是活性氮转化为惰性氮（N2）的最主要过程。由于空气中背景 N2 浓度

高达 78%，在如此高的背景浓度 N2 环境中直接和准确测定反硝化过程产生的微量 N2，一直是个巨大的挑战。Robot 系统

（Robotized incubation and analyzing system）是基于无 N2 背景（氦环境）的用以研究纯菌或土壤体系 N2 排放速率的方法，该

系统平台搭建简单且测定效率高，目前应用比较广泛。但该系统在运行过程中需要频繁利用微量注射器进行取样和测定，极

易造成外界 N2 的渗漏。为解决这一问题，通过使用预先置于氦环境的橡胶隔垫、采用充氦后的蒸馏水配制溶液及实施破坏

性取样的处理，对 Robot 系统测定旱地 N2 排放速率的方法进行优化，同时与乙炔抑制法和 RoFlow 系统（Robotized continuous 

flow incubation system）的测定结果进行对比。研究结果表明，通过方法优化，可以大幅降低 Robot 系统的 N2 渗漏率，方法

优化后系统的渗漏率在 0～0.78 μL·L–1·h–1 之间。优化后的 Robot 系统对碳源和氮源添加后 N2 排放速率差异的响应较好，并

且对旱地土壤 N2 排放速率的测定误差最小（0.003～0.045 mg·kg–1·d–1），显著优于乙炔抑制法（0.34～3.29 mg·kg–1·d–1）和

RoFlow 系统（0.41～1.02 mg·kg–1·d–1）。综上，优化后的 Robot 系统在测定旱地 N2 排放速率时具有 N2 渗漏率低，对外源底

物添加响应好及测定结果精确度高的特点，未来在研究旱地土壤背景 N2 排放及相关机理方面有较好的应用前景。 

关键词：N2 排放；乙炔抑制法；Robot 系统（Robotized incubation and analyzing system）；RoFlow 系统（Robotized 

continuous flow incubation system） 
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Abstract: 【Objective】The massive application of nitrogen fertilizer to agricultural soils plays an important role in ensuring the 

world’s food supply. However, it also leads to a large amount of reactive nitrogen (N) entering the environment, which strongly 

interferes with the biogeochemical cycle of N and causes a series of ecological and environmental problems. As the last step of N 

cycling, denitrification is the predominant pathway, converting reactive N into inert N (i.e., N2). However, measuring soil N2 

production from denitrification is a major challenge in terrestrial ecosystems because of the high atmospheric background N2 

concentration. Recently, direct methods for measuring N2 emission rates have been developed. Among them, robotized incubation 

and analyzing system (Robot system) which is based on N2 free headspace (i.e., helium environment) have been widely used for 

measuring N2 emission in pure denitrifying culture or soil, due to its advantage on platform construction and high throughput for 

N2 determination. Nevertheless, frequent sampling with the small-diameter steel needle is required during the operation and 

determination of the Robot system, which inevitably causes leakage of N2. This seriously interferes with the determination of low 

N2 emission rates (i.e., background N2 flux in upland soil). Therefore, to enable the Robot system to measure background N2 

emission rate in upland soil without exogenous substrate, the leakage rate of the system must be further reduced.【Method】In this 

study, helium-washed rubber septa, solutions prepared by helium-washed distilled water and destructive sampling treatments were 

explored to optimize the Robot system aiming at reducing the N2 leakage therein. Additionally, results of soil N2 emission 

determined by the optimized Robot system were compared with those of acetylene inhibition technique (AIT) and Robotized 

continuous flow incubation system (RoFlow system).【Result】Our results showed that the N2 leakage rate of the Robot system 

could be remarkably reduced by optimizing with helium-washed septa, solutions prepared by helium-washed distilled water and 

destructive sampling treatments. The N2 leakage rate was reduced to 0–0.78 μL·L–1·h–1 by the aforementioned treatments. Under 

similar treatments, the N2 emission rate measured by the acetylene inhibition method was highest, followed by the RoFlow system, 

and the Robot system had the lowest results. Furthermore, the optimized Robot system was capable of determining upland soil N2 

emissions in response to carbon and N addition, which also had the smallest standard error (0.003–0.045 mg·kg–1·d–1) compared 

with the AIT method (0.34–3.29 mg·kg–1·d–1) and RoFlow system (0.41–1.02 mg·kg–1·d–1). 【Conclusion】Overall, the optimized 

Robot system is characterized by low N2 leakage, effective response to substrate addition and good consistency in determining 

soil N2 emission. In the future, it will have a favorable application in investigating background N2 emissions and the associated 

mechanism of upland soil. 

Key words: N2 emission rate; Acetylene inhibition method (AIT); Robotized incubation and analyzing system (Robot); Robotized 

continuous flow incubation system (RoFlow) 

农业氮肥的大量施用导致大量活性氮进入环

境 [1]，引发一系列生态环境问题[2]。在自然界氮循环

过程中，反硝化过程是使活性氮以惰性氮（N2）的

形式离开土壤和水体返回大气的最主要途径[3]，土

壤和水体中的活性氮也只有转化为 N2 后对生态环

境的不利影响才能够被消除。此外，反硝化过程的

中间产物 N2O 是一种强温室气体[4-5]，对全球气候变

化有重要影响。有研究表明农田生态系统的 N2O 排

放量贡献了全球排放量的 50%以上[6]，因此，在农

田生态系统中开展有关反硝化过程的相关研究具有

非常重要的意义。 

空气中极高的背景 N2 浓度（78%）导致反硝化

过程终产物 N2 的直接测定一直是个世界性难题[7]。

虽然目前有关反硝化的研究已取得较大的进展，如

可通过膜进样质谱仪结合 N2/Ar 法对河流湖泊沉积

物以及水田反硝化产生的 N2 进行直接定量[8-10]。但

迄今仍没有一种令人满意的方法来实现对旱地 N2

排放速率的量化[11]，这是因为淹水体系上覆水的存

在能一定程度阻滞气体交换，水体溶解性 N2 浓度受

大气背景 N2 影响有限[12-13]，而在旱地则很难克服大

气背景 N2 的影响。因此，目前对于旱地 N2 排放速

率的测定多采用间接方法也即乙炔抑制法[14-15]。尽
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管存在一定的缺陷，但受限于旱地 N2 直接测定的困

难，该方法在旱地 N2 排放速率的研究中仍被广泛应

用[16-20]。 

近年来，有学者在前人旱地 N2 直接测定系统之

上进行改进，研制了更适用于旱地 N2 排放速率测定

的氦（He）环境-密闭培养及 He 环境-气体同步测定

系统[21-22]。目前最为常用的 He 环境-密闭培养系统

是 Robot 系统[22]，该系统是通过人为营造一个密闭

的环境并使用 He 或一定比例的 He/O2 混合气，对该

密闭环境的顶空进行置换，使密闭环境内的气体全

都被 He（He/O2 混合气）所取代，随后以一定的时

间间隔采集密闭环境中的顶空气体进行测定。由于

所营造的密闭环境内 N2 浓度极低，因此可通过测定

顶空气体中 N2 浓度的变化来直接定量土壤 N2 的排

放速率。除 Robot 系统外，RoFlow 系统也是近年来

旱地 N2 排放速率直接测定应用较多的方法[23]，尽管

系统构造不同，但原理上均属于 He 环境-密闭培养

系统。其中，Robot 系统主要针对纯菌培养或泥浆

样品，测定结果可反映体系内 N2 的累积排放量，测

定周期一般小于 5 d[24]；而 RoFlow 系统主要针对近

似原状土柱样品，测定结果可反映土壤 N2 排放速率

的动态变化，测定周期一般 20 d 左右，测定效率较

低[25]。由于 Robot 系统平台搭建简单且测定效率高，

因此其相比于 RoFlow 系统使用更为广泛。但是该

系统最初研制时主要针对纯菌培养体系，目的是测

定反硝化细菌在培养基中的 N2 排放速率，在这种条

件下 N2 排放速率一般较高，即使体系出现微量的

N2 渗漏也不会显著影响测定结果，因此以往研究对

Robot 系统测定过程中控制气体渗漏的限制条件关

注较少，使用 Robot 系统对土壤 N2 排放速率进行研

究时也多采用土壤提取液[26]、泥浆或添加外源底物

的土壤体系[27]。而 Robot 系统在运行过程中需要频

繁利用微量注射器进行取样和测定，极易造成外界

N2 的渗漏，进而严重干扰其对低 N2 排放速率的测

定。所以如要将 Robot 系统用于低 N2 排放速率研究

如旱地土壤背景 N2 排放速率测定时，必须进一步降

低系统的渗漏率。 

针对上述问题，本研究通过使用预先置于 He

环境的橡胶隔垫、采用充 He 后的蒸馏水配制相关

溶液并结合实施破坏性取样技术对 Robot 系统测定

旱地 N2 排放速率的方法进行优化，利用优化后的

Robot 系统测定旱地土壤背景 N2 排放速率及添加碳

源和氮源后的 N2 排放速率，并与乙炔抑制法和

RoFlow 系统测定结果进行对比，以期验证方法优化

后的 Robot 系统在测定旱地土壤背景 N2 排放速率上

的优势。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供试土壤采自中国科学院常熟生态实验站附近

试验地（31°33′16″ N，120°43′17″ E），试验地土壤

为由湖泊沉积物发育而成的水耕人为土。该区域属

于亚热带季风气候，年平均降水量 990 mm，约 60%～

70%降水发生在 6 至 9 月间，年平均气温 16.1 ℃[28]。

采集表层土壤（0～20 cm）风干，用于后续培养实

验及土壤基本理化性质测定。供试土壤 pH 为 5.82，

全碳含量 14.20 g·kg–1，全氮含量 1.35 g·kg–1，溶解

性有机碳含量 70.50 mg·kg–1， 3NO -N 含量 57.83 

mg·kg–1， 4NH -N 含量 3.41 mg·kg–1。 

1.2  试验设计 

培养实验采用同一份风干土样，共设置 5 个不

同碳氮底物浓度的添加处理，分别为：（1）仅添加

蒸馏水的对照；（2）添加 60 mg·kg–1（以 N 计，下

同）硝酸钾（KNO3）溶液；（3）添加 150 mg·kg–1 KNO3

溶液；（4）添加 60 mg·kg–1（以 C 计，下同）葡萄

糖（C6H12O6）溶液；（5）添加 60 mg·kg–1 C6H12O6

和 60 mg·kg–1 KNO3 混合溶液。每个处理设置 3 个重

复，在室温（25℃）和无氧条件下，分别采用三种

不同方法/系统（Robot 系统、乙炔抑制法和 RoFlow

系统）测定土壤 N2 排放速率。 

1.3  Robot 系统 N2 排放速率的测定 

Robot 系统主要包括三个组成模块：气体监测

模块、自动进样模块和恒温水浴模块[22]。气体监测

模块为气相色谱仪（7890B，Agilent，USA），配有

热导检测器和电子捕获检测器分别分析 N2 和 N2O

的浓度[17]。自动进样模块由自动进样器（PAL 3，

CTC Analytics AG，Switzerland）与蠕动泵（Minipuls 

3，Gilson，USA）两部分组成。恒温水浴模块为恒

温水浴箱（0～40℃）。该系统使用 He/O2 混合气置

换血清瓶内的顶空气体，然后在一定的时间间隔内

直接测定瓶内顶空 N2 的浓度变化来确定其排放量。

实验步骤如下：向 120 mL 血清瓶中加入 30 g 风干
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土（质量含水量 8%）和 3 mL 蒸馏水预培养 24 h，

预培养结束后添加 5 种不同浓度的碳氮底物溶液

（5 mL），底物添加后土壤质量含水量增至 38%，随

后使用橡胶隔垫及铝盖密封。加入底物溶液后，首

先对瓶内顶空气体进行置换：先抽真空 300 s，然后

用 He（纯度 99.999%，下同）充满，重复操作 6 次，

最后使用 10 mL 无活塞注射器（含有 2 mL 蒸馏水，

水层密封隔绝大气交换）插入瓶内平衡压力。随后

对瓶内 N2 和 N2O 浓度进行在线监测（在 0、16、22 h

进行采样测定），根据瓶内 N2 和 N2O 浓度随时间变

化的线性关系计算 N2 和 N2O 的排放速率（均以 N

计）[26]。 

1.4  Robot 系统测定 N2 排放速率方法的优化 

前期预实验表明，空气与橡胶隔垫之间的气体

渗漏、吸附在橡胶隔垫中气体的扩散、溶解在底物

溶液中的气体扩散和吸附在土壤颗粒上的气体扩散

作用均会向血清瓶中带入 N2（将这几个过程统称为

气体渗漏），并对实验过程中 N2 测定产生影响。因

此需要对以上可能的气体渗漏环节进行优化以提高

实验的精度。 

针对空气与橡胶隔垫之间的气体渗漏采用如下

方式控制：（1）由于隔垫是阻拦空气向血清瓶中扩

散的唯一介质，而多次对其穿刺取样将产生较大的

创口使渗漏量不断增加，采用破坏性取样的方式进

行取样即将每组处理设置更多的平行，所有血清瓶

只取样测定一次，可降低该环节导致的气体泄漏。

（2）在样品培养期间，由于空气与橡胶隔垫的扩散

主要是由外界空气引起，因此在培养期间将血清瓶

放入厌氧箱中（厌氧箱使用 He 作为气源，在箱体

内部营造低 N2 环境）降低外界 N2 的扩散作用，并

在橡胶隔垫外涂上一层硅橡胶可进一步阻隔外界空

气的渗漏。 

针对吸附在橡胶隔垫中气体的扩散采用如下方

式控制：考虑到气体是吸附在橡胶隔垫中因此采用

He 置换的方式处理橡胶隔垫，使橡胶隔垫预先置于

He 环境，将吸附在橡胶隔垫中的气体置换出来。具

体步骤为：向体积为 120 mL 的柱形瓶（svg100，

Nichiden-rika，Japan）中放入 20 个橡胶隔垫并密封，

接着对柱形瓶进行 He 置换（先抽真空处理 300 s 后

用 He 充满，反复进行该过程 6 次），放置 24 h 后再

进行一次 He 置换后备用。在对空气与橡胶隔垫之

间的气体渗漏采取控制措施后，为验证这两种措施

的组合处理效果，设计如下试验：向空血清瓶上安

放预先置于 He 环境的橡胶隔垫以及未预先置于 He

环境的橡胶隔垫，随后对这两种处理的空血清瓶进

行 He 置换，并采用破坏性取样方式分别在试验开

始的 36、48、60 h 对血清瓶内顶空 N2 进行测定。

通过比较上述两种处理之间的差异，确定破坏性取

样和使用预先置于 He 环境橡胶隔垫处理的组合效

果。预实验结果表明，使用未预先置于 He 环境的

橡胶隔垫，血清瓶中顶空 N2 会在 36 h 后趋于稳定，

因此将实验测定的初始时间设定为 36 h。 

在对空气与橡胶隔垫之间的气体渗漏及吸附在

橡胶隔垫中气体的扩散采取控制措施后，针对溶解

在蒸馏水与底物溶液中的气体扩散，采用如下方式

控制：对实验用的蒸馏水进行充 He 处理 3 h，并利

用充 He 后的蒸馏水配制相关溶液，设计如下两种

实验处理以验证溶解性气体扩散的平衡时间：分别

向血清瓶中放入 8 mL 充 He 后的蒸馏水（充 He 水）

和 8 mL 未充 He 的蒸馏水（非充 He 水），随后在

36、48、60 h 使用 Robot 系统对两种处理的瓶内顶

空气体进行监测。而针对吸附在土壤颗粒上的气体

扩散，由于实验中会向土壤中加入蒸馏水或底物溶

液进行培养，因此对于该扩散作用仅考虑血清瓶中

土壤加入蒸馏水或底物溶液后的 N2 扩散平衡时间，

使用该平衡时间作为正式实验的测定起始点，用以

消除溶解在底物溶液中和吸附在土壤颗粒上的气体

扩散作用。设计如下两种处理：血清瓶中加入 30 g

风干后的灭菌土（高压蒸汽灭菌，121℃，2.50 h）

并加入 8 mL 充 He 水和血清瓶中加入 30 g 风干后的

灭菌土并加入 8 mL 非充 He 水处理，分别在 36、48、

60 h 使用 Robot 系统对血清瓶的顶空气体进行监测，

以确定吸附与溶解性 N2 的平衡时间。 

1.5  乙炔抑制法测定 N2 排放速率 

乙炔抑制法测定 N2 排放速率的具体操作如

下 [15，29]：在 120 mL 的血清瓶中加入 30 g 风干土（质

量含水量 8%）和 3 mL 蒸馏水预培养 24 h，添加 5

种不同浓度的碳氮底物溶液（5 mL）并补充蒸馏水

使水土比达 1︰1，然后将血清瓶密封并使用 He 置

换瓶内顶空气体使其达到厌氧条件。将样品分为两

组，一组用注射器从瓶中取出一定体积的顶空气体

并向其中注入等体积的高纯乙炔，使顶空的乙炔浓
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度达到 10%（体积百分比），另一组不加乙炔气体作

为对照。所有血清瓶置于摇床震荡（25℃，220 r·min–1），

在 1、2、4、6 h 采集瓶中顶空气体使用配有电子捕

获检测器的气相色谱（7890A，Agilent，USA）测

定 N2O 浓度。根据瓶内 N2O 浓度随时间变化的线性

关系计算 N2O 排放速率。 

实验中 N2O 的排放速率由不加乙炔的处理确

定，而 N2 的排放速率由加乙炔与不加乙炔处理之间

排放速率的差值计算而来： 

 

2 2 2N N O N OF F F 乙炔 无乙炔-         （1） 

 
式中，FN2 为 N2 排放速率（mg·kg–1·d–1）（以 N 计）；

F 乙炔 N2O 和 F 无乙炔 N2O 分别为添加和不添加乙炔处理中

N2O 的排放速率（mg·kg–1·d–1）（以 N 计）。 

1.6  RoFlow 系统测定 N2 排放速率 

本研究所用的 RoFlow 系统主要由密封罐、中

央控制器以及气相色谱仪（7890B，Agilent，USA）

三部分组成[23，28]。该系统采用负压置换的气体置换

方式将密封罐内的顶空气体置换为 He（或一定比例

的 He/O2 混合气），然后通入一定流速的 He（或一

定比例的 He/O2 混合气）吹扫罐内顶部空间，随后

以一定的时间间隔取样直接测定密封罐内顶部空间

N2 和 N2O 实时浓度。具体流程如下：向密封罐中加

入 500 g 风干土（质量含水量 8%）和 50 mL 蒸馏水

预培养 24 h，补充加入 83 mL 的 5 种不同浓度的碳

氮底物溶液（每个处理 3 个重复），底物添加后土壤

含水量增加至 38%质量含水量，随后对体系内 N2

和 N2O 浓度进行在线监测（测定频率为 3.36 h 一次，

观测时间为 20.50 d）。计算 N2 和 N2O 排放速率： 

 

660 24
10

c f
F

m

   
         （2） 

 
式中，F 为 N2 和 N2O 的排放通量（mg·kg–1·d–1）（以

N 计）；c 为测定的 N2 浓度（μL·L–1）；f 为吹扫气体

流速（mL·min–1）；m 为培养罐内干土质量（kg）；

常数 60、24 为分转小时、小时转天的转换系数；ρ

为常温常压下 N2 和 N2O 的密度（g·L–1）（以 N 计）；

常数 106 为换算系数。 

1.7  数据处理 

采用 SPSS 18.0 对数据进行统计分析，数据以

平均值±标准差（n=3）表示。使用单因素方差分析

（ANOVA）并基于 LSD 法进行数据均值显著性检验，

文中所有图件均采用 Origin 2021 绘制。 

2  结  果 

2.1  Robot 系统反硝化潜势测定方法的优化 

对比预先置于 He 环境橡胶隔垫与未预先置于

He 环境橡胶隔垫处理组 N2 排放的差异（图 1），可

以看出使用预先置于 He 环境橡胶隔垫的血清瓶在

36 h 后 N2 含量基本不变，始终维持在较低的浓度；

而使用未预先置于 He 环境橡胶隔垫的血清瓶在

36 h 后 N2 含量仍呈现出上升的趋势，N2 含量由 36 h

的（44.47±4.58）μL·L–1 上升至 60 h 的（56.95±2.30）

μL·L–1。此外通过对比整个培养周期内两种处理血

清瓶中的 N2 含量可以看出，使用预先置于 He 环境

处理橡胶隔垫的血清瓶中 N2 含量最高为（6.67± 

0.20）μL·L–1，显著低于使用未置于 He 环境橡胶隔

垫的血清瓶中 N2 含量最低值（44.47±4.58）μL·L–1

（P<0.05）。 

 

图 1  使用预先置于 He 环境或未预先置于 He 环境橡胶隔

垫血清瓶中 N2 含量变化 

Fig. 1  Concentration of N2 in serum bottles using He-washed 
rubber septa or normal rubber septa 

进一步对比装有充 He 水和非充 He 水血清瓶中

的 N2 含量变化差异（图 2）。在培养期间装有充 He

水 的 血 清 瓶 中 N2 含 量 基 本 没 有 变 化 ， 维 持 在

（35.37±4.10～39.1±6.30）μL·L–1 之间，并且该数值

低于装有非充 He 水的血清瓶中 N2 浓度（最低浓度

为 48 h 时的测定值（47.68±13.61）μL·L–1）。而装有

非充 He 水的血清瓶中的 N2 含量在整个培养期间存
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在较大的波动，即使在 47 h 后仍有上升的趋势，N2

含量从 47 h 时的（47.68±13.61）μL·L–1 上升至 60 h

时的（54.03±8.95）μL·L–1。 

监测装有 30 g 灭菌风干土并加入 8 mL 充 He

水和非充 He 水血清瓶中 N2 含量的变化，结果见图

3。培养期间两种处理下血清瓶中 N2 含量均基本保

持不变，从 36 h 开始至结束，两组处理瓶内 N2 含

量均无显著变化，表明无论是加入充 He 水还是加

入非充 He 水的风干土均能在 36 h 后使吸附于土壤

颗粒及溶解于水中的 N2 与血清瓶的顶空气体达到

平衡。但是从 36 h 测定起始点可以看出，向灭菌风

干土加入非充 He 水的处理 N2 含量为（34.9±4.58）

μL·L–1，高于加入充 He 水处理中的 N2 含量（26.27± 

5.75）μL·L–1。 

 

图 2  装有充 He 水或非充 He 水的血清瓶中 N2 含量变化 

Fig. 2  Concentration of N2 in serum bottles with He-washed water 
or normal water 

 

图 3  装有灭菌风干土并加入充 He 水或非充 He 水的血清

瓶中 N2 含量变化 

Fig. 3  Concentration of N2 in serum bottles with soil and 
He-washed water or with soil and normal water 

2.2  三种旱地土壤 N2 排放速率测定方法比较 

整体而言，旱地土壤 N2 排放速率以乙炔抑制法

测定的结果最高，RoFlow 系统次之，而 Robot 系统

测定结果最低（图 4）。同一种处理使用不同方法测

定的结果不尽一致。RoFlow 系统测定的 N2 排放速

率 随 外 源 硝 酸 盐 添 加 量 增 加 而 升 高 ， 添 加 150 

mg·kg–1 KNO3 处理最高，为（1.26±1.02）mg·kg–1·d–1。

乙炔抑制法和 Robot 系统测定的 N2 排放速率在添加

60 mg·kg–1 KNO3 处理最高，分别为（3.14±0.34）和

（0.25±0.02）mg·kg–1·d–1。添加 150 mg·kg–1 KNO3 处

理 N2 排放速率在乙炔抑制法测定结果中显著低于

60 mg·kg–1 KNO3 处理（P<0.05），而在 Robot 系统

测定的结果中无显著差异（图 4a）。 

而对于添加了 C6H12O6 的处理，无论使用何种

测定方法测定，N2 排放速率均比仅添加蒸馏水的处

理有所升高。相对于仅添加 60 mg·kg–1 C6H12O6 的处

理而言，同时加入 60 mg·kg–1 C6H12O6 和 KNO3 的处

理中 N2 排放速率低于前者（图 4b）。在所有的处理

中，无论使用何种方法测定，N2 排放速率最高的均

为仅添加 60 mg·kg–1 C6H12O6 的处理，而不同测定方

法中，使用乙炔抑制法测得的 N2 排放速率最高，为

（6.36±0.52）mg·kg–1·d–1（图 4b）。总体上就三种测

定方法测定结果的误差而言，Robot 系统的测定误差

最 小 ， 不 同 处 理 之 间 的 误 差 范 围 在 0.003 ～

0.045 mg·kg–1·d–1（图 4）。 

与 N2 排放速率类似，同一种处理使用不同测定

方法测得的旱地土壤 N2O 排放速率也并不一致（图 5）。

相对于仅添加蒸馏水的处理来说，使用 RoFlow 系

统测定的 N2O 排放速率随着外源硝酸盐添加量增加

而升高，在外源添加 150 mg·kg–1 KNO3 处理中检出

了最高的 N2O 排放速率，为（1.89±0.01） mg·kg–1·d–1

（图 5a）。而使用乙炔抑制法和 Robot 系统测定的

N2O 排放速率则随着外源硝酸盐添加量增加而降

低，在仅添加蒸馏水的处理中检出了最高的 N2O 排

放速率，分别为（5.44±0.04）和（3.25±0.11）

mg·kg–1·d–1（图 5a）。而对于添加了 C6H12O6 的处理，

无论使用何种测定方法测定，N2O 排放速率均比仅

添加蒸馏水的处理显著升高（P<0.05）（图 5b）。使

用 乙 炔 抑 制 法 和 R o F l o w 系 统 测 定 的 仅 添 加

60 mg·kg–1 C6H12O6 处理的 N2O 排放速率显著高于

同时加入 60 mg·kg–1 C6H12O6 和 KNO3 的处理

（P<0.05），排放速率分别为（10.80±0.18）和（3.05± 
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注：AIT：乙炔抑制法；RoFlow：RoFlow 测定系统；Robot：Robot 测定系统。不同小写字母代表同一测定方法下不同处理之

间差异显著，P<0.05。Note：In the legend，AIT，RoFlow，and Robot represent the Acetylene inhibition method，Robotized continuous flow 

incubation system，and Robotized incubation and analyzing system，respectively. Within the same method，different lowercase letters above 

the bars indicate significant differences（P<0.05）among different treatments. 

 
图 4  不同处理及测定方法下 N2 排放速率 

Fig. 4  N2 emission rates under different treatments as determined by three methods 

 

注：AIT：乙炔抑制法；RoFlow：RoFlow 测定系统；Robot：Robot 测定系统。不同小写字母代表同一测定方法下不同处理之

间差异显著，P<0.05。Note：In the legend，AIT，RoFlow，and Robot represent the Acetylene inhibition method，Robotized continuous flow 

incubation system，and Robotized incubation and analyzing system，respectively. Within the same method，different lowercase letters above 

the bars indicate significant differences（P<0.05） among different treatments. 

 
图 5  不同处理及测定方法下 N2O 排放速率 

Fig. 5  N2O emission rates under different treatments as determined by three methods 

0.03）mg·kg–1·d–1（图 5b）。而使用 Robot 系统测定

的 N2O 排放速率，在同时加入 60 mg·kg–1 C6H12O6

和 KNO3 的处理中最高，排放速率为（11.66±0.12） 

mg·kg–1·d–1（图 5b）。 

对不同处理中三种测定方法的测定结果进行相

关性分析（图 6），发现乙炔抑制法测定结果与 Robot

系统测定结果存在显著的正相关关系（P<0.05），而

乙炔抑制法测定结果与 RoFlow 系统测定结果之间 
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图 6  三种 N2 排放速率测定方法测定结果的相关性分析 

Fig. 6  Correlation analysis among the results from the three methods 

不存在显著的相关关系（P>0.05）。此外 Robot 系统

的测定结果与 RoFlow 系统的测定结果之间也不存

在显著的正相关关系（P>0.05）。 

3  讨  论 

3.1  Robot 系统测定 N2 排放速率方法的优化 

在利用 Robot 系统测定血清瓶中 N2 排放速率

时，Robot 系统的研发者 Molstad 等[22]指出橡胶隔垫

中所吸附的气体可能是血清瓶中 N2 渗漏的一个重

要来源，本研究结果印证了该推测。使用预先置于

He 环境橡胶隔垫，血清瓶中初始顶空 N2 浓度显著

降低（P<0.05）（图 1）。同时，本研究结果也表明

橡胶隔垫中所吸附 N2 的释放是一个缓慢的过程，

48 h 后使用未预先置于 He 环境橡胶隔垫的血清瓶

中 N2 仍在升高，而使用预先置于 He 环境橡胶隔垫

的血清瓶，从 36 h 测定开始，瓶中的 N2 浓度就始

终维持在一个较低水平。要实现对血清瓶中 N2 的准

确测定，对橡胶隔垫进行抽真空 He 置换处理并将

其预先置于 He 环境是有效且必要的。 

此外，由于室温下水中溶解有一定浓度的 N2，

使得培养实验中在向血清瓶中加入蒸馏水以调节土

壤含水量时，会向培养体系中引入外界 N2。特别是

当对血清瓶进行 He 置换处理后，由于瓶中顶空气

体 N2 含量极低，此时溶解于水中的 N2 就会逐步扩

散出来。本研究发现，装有充 He 水的血清瓶中顶

空气体在整个培养期间内均保持在一个相对稳定的

N2 浓度，可见血清瓶中加入经过充 He 的水后，水

中溶解的 N2 可以更快与瓶中顶空气体达到交换平

衡且具有更好的平行性，可有效降低水中溶解性 N2

的渗漏（图 2）。需要指出的是，本研究结果显示，

装有非充 He 水的血清瓶在整个培养周期内的 N2 扩

散速率不稳定，瓶内 N2 含量虽然在 36 h 至 48 h 内

较为稳定，但在 60 h 时又有明显上升（图 2）。本实

验采取的是破坏性取样，每个时间点的血清瓶测定

结果与上个时间点的血清瓶并不产生关联，因此在

60 h 时装有非充 He 水血清瓶内 N2 浓度的上升应该

是由溶解于水中的 N2 向顶空扩散速度的差异导致。 

最后，从装有灭菌风干土并加入充 He 水与非

充 He 水的血清瓶中 N2 含量变化中可以发现，无论

使用充 He 水还是非充 He 水，在经过 36 h 培养后瓶

内 N2 含量均始终保持稳定（图 3）。说明在血清瓶

体系完成 He 置换后，继续培养 36 h 可以实现对吸

附于土壤颗粒和溶解于蒸馏水中的气体渗漏的良好

控制。但是从瓶内 36 h 初始 N2 浓度来看，使用灭

菌风干土加入非充 He 水的瓶内初始 N2 浓度高于灭

菌风干土加入充 He 水处理（图 3），说明加入非充

He 水的处理在气体平衡之前会释放出更多 N2，因

此最优的处理应该是向血清瓶体系中加入充 He 水

或经充 He 水配制的相关溶液。此外，虽然装有灭

菌风干土并加入充 He 水的血清瓶处理中在 36 h 后

瓶中的 N2 浓度即可保持稳定，但是考虑到不同土壤

之间的差异（如土壤质地、有机质含量及团聚体结

构等），为了尽可能在实验开始测定之前使整个血清
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瓶体系内 N2 浓度保持稳定，在血清瓶体系完成 He

置换后，继续培养 48 h 后再开始测定是一个相对合

适的起始点。王睿[21]的研究表明，在连续吹扫的条

件下去除密闭容器内土壤颗粒吸附的 N2 需要 24 h

左右的置换时间，较本实验设定的 48 h 的时长短，

由于本实验是在密闭无连续吹扫环境进行的培养，

因此体系所需的平衡时间可能有所延长。 

综合以上对 Robot 系统可能存在 N2 渗漏环节的

优化，通过向装有土样的血清瓶中加入充 He 水配

置的底物溶液，使用预先置于 He 环境的橡胶隔垫

和在培养周期内采用破坏性取样的方式进行测定，

并在整个培养周期内将样品瓶置于以 He 作为气源

的厌氧培养箱中，可大幅降低 Robot 系统的 N2 渗漏

率。Qin 等 [18]的研究表明 Robot 系统的渗漏率为

5.15 μL·L–1·h–1，而经多次实验验证，使用本文优化

后的方法进行培养测定，Robot 系统的渗漏率在 0～

0.78 μL·L–1·h–1 之间，大幅降低了渗漏率。 

3.2  三种旱地 N2 排放速率测定方法的比较 

在三种测定方法测得的所有处理 N2 排放速率

中，乙炔抑制法的测定结果最高，主要原因是乙炔

抑制法在测定过程中将水土比设定为了 1︰1 并在

摇床中震荡培养，该过程可以使反硝化微生物跟反

应底物在整个培养体系内充分接触，有利于反硝化

微生物对反应底物的高效利用，所以相对于 RoFlow

和 Robot 系统，乙炔抑制法测定的 N2 排放速率更高。

对 RoFlow 系统而言，由于测定周期更长（20 d）且

体系内土柱能更好地反映野外情况下土壤的 N2 动

态排放过程，也能够更好地捕获 N2 排放的峰值，因

此相比于 Robot 系统，其测定的 N2 排放速率更高；

相对于 RoFlow 系统，Robot 系统测定周期短、体系

内土壤质量小，只能反映短时间内土壤反硝化过程

产生 N2 的累积排放量[30]，在短时间的测定周期内可

能并不能较好地捕获 N2 的排放峰值，因此测定的

N2 排放速率结果低于 RoFlow 系统。对比三种测定

方法的测定结果，由于乙炔抑制法在测定时其条件

更加有利于土壤反硝化的发生，所以其测定结果理

论上应该是三种方法测定 N2 排放速率的上限（即最

高速率），这与我们的结果一致，表现为乙炔抑制法

的测定结果高于 RoFlow 和 Robot 系统的测定结果，

这也从侧面证明了乙炔抑制法的测定结果代表性不

如 RoFlow 和 Robot 系统测定结果。而对于不同外

源底物添加的处理来说，不同测定方法测得的 N2

排放速率响应不同。在添加外源氮的处理中，使用

RoFlow 系统和 Robot 系统测得的不同处理间的 N2

排放速率差异不显著（图 4a），这可能是受土壤背

景硝酸盐含量影响导致。在本研究中供试土壤背景

硝酸盐含量较高（57.83 mg·kg–1），此时土壤反硝化

过程可能并不受限于硝酸盐浓度，反硝化过程对于

外源硝酸盐的添加响应并不敏感，因此并没有检出

显著的处理差异。在添加外源碳的处理中，Robot

系 统 测 定 结 果 能 够 反 映 各 处 理 的 差 异 ， 仅 添 加

60 mg·kg–1 C6H12O6 处理的 N2 排放速率显著高于同

时 加 入 60 mg·kg–1 C6H12O6 和 KNO3 的 处 理

（P<0.05），而同时加入 60 mg·kg–1 C6H12O6 和 KNO3

处理的 N2 排放速率显著高于仅添加蒸馏水的处理

（P<0.05）（图 4b）。RoFlow 系统的测定结果则无法

反映外源碳处理间的差异，因此我们认为，相对于

RoFlow 系统，Robot 系统对于外源底物的添加有更

好的响应。此外，在所有处理中，N2O 的排放速率

均高于 N2 的排放速率，反硝化的产物以 N2O 为主。

这可能是由于供试土壤的低 pH 和高硝酸盐含量导

致，较低的土壤 pH 或高硝酸盐含量会抑制反硝化

过程中 N2O 还原为 N2
[28，31]，进而造成了反硝化产

物以 N2O 为主，这也一定程度上解释了为何在部分

处理的 N2 排放速率比较中，三种测定方法均未测定

出处理之间的显著差异。 

虽然乙炔抑制法采用的土水比（1︰1）与 Robot

系统测定所采用的近似田间原位含水量有所差别，

但乙炔抑制法与 Robot 系统均是在含 30 g 土壤的

120 mL 血清瓶体系中完成测定，无论是从反应体系

还是测定周期上二者都相近，因此两种方法之间的

测定结果有显著的正相关关系（图 6a）。但是对于

乙炔抑制法与 RoFlow 系统，二者无论是反应体系

还是培养条件上均差别较大，RoFlow 系统测定结果

可以更好地反映野外情况下的土壤 N2 动态排放过

程，与乙炔抑制法测定结果之间并没有显著的相关

关系（图 6b）。虽然 Robot 系统与 RoFlow 系统，二

者都是直接测定系统，但反应体系的不一致导致了

二者的测定结果差异较大也没有显著的相关关系。 

尽管 Robot 系统无法良好地反映田间真实的 N2

排放情况，但是优化后的 Robot 系统相比于乙炔抑

制法和 RoFlow 系统具有一定优势。相对于乙炔抑

制法，Robot 系统既可以实现体系内 N2 的直接测定

又能够还原一定的田间条件；相对于 RoFlow 系统，
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Robot 系统对于外源底物的添加有更好的响应且测

定效率高，虽然 Robot 系统测定结果低于 RoFlow

系统测定结果 3 倍～5 倍，但二者还处于同一数量

级上，因此 Robot 系统在机理的研究上会有更好的

应用效果。 

综合评估以上三种旱地 N2 排放速率测定方法，

我们认为优化后的 Robot 系统测定结果合理，测定

效率高，对外源底物添加的响应较好，未来在研究

旱地土壤背景 N2 排放及相关机理方面有较好的应

用前景。但是需要特别指出的是，在使用优化后的

Robot 系统进行反硝化速率研究时，为了更好地反

映田间实际情况，最好采用原状土模拟田间水分情

况下进行测定。 

4  结  论 

通过使用预先置于 He 环境的橡胶隔垫、采用

充 He 后的蒸馏水配制溶液和实施破坏性取样的处

理，可以大幅降低 Robot 系统的 N2 渗漏率，优化后

的系统渗漏率在 0～0.78 μL·L–1·h–1 之间。旱地 N2

排放速率测定中，不同实验处理之间使用乙炔抑制

法测定的 N2 排放速率最高，RoFlow 系统次之，Robot

系统最低。三种测定方法之间误差最小的为 Robot

系统，不同实验处理之间误差范围在 0.003～0.045 

mg·kg–1·d–1。整体上，相对于乙炔抑制法，优化后的

Robot 系统优势体现在可以实现 N2 的直接定量并能

还原一定的田间条件。其次，相对于 RoFlow 系统

而言，优化后的 Robot 系统对外源底物添加的响应

较好，具有更高的精确度并且测定周期短。综上，

经过优化的 Robot 系统在测定旱地 N2 排放速率时具

有 N2 渗漏率低，测定结果精确度高及对外源底物添

加响应较好的特点，未来在研究旱地土壤背景 N2

排放及相关机理的方面有较好的应用前景。 
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