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摘 要 2009年 7～8月，通过使 用乙炔抑制技 术对对虾养殖池塘的投饵区和非投饵区沉积物硝 

化与反硝化速率进行了测定 ，并同时用气相 色谱法测定 了虾塘表层 N O浓度 。结果表明，虾塘沉积 

物硝 化 、反 硝 化 和硝 酸 盐 还原 速 率 分 别为 10．70～ 337．47~mol／m ·h、1．10～17．92／xmol／m ·h、 

0．090～7．48 mmol／m。·h，虾塘表层 N。O浓度为 5．98～10．90 nmol／I ，海一气交换通量为 1．76～ 

3．89“mol／m。·d。虾塘硝化与反硝化作用较为复杂 ，不仅存在着显著的区域性差异，而且呈现 出明 

显的养殖季节变化特征 ，其中 8月中旬硝化与反硝化速率达到最高值 ，而在整个养殖季节，投饵 区硝 

化速率约为非投饵区的 2～10倍，反硝化速率约为非投饵 区的 1～4倍。反硝化作用在虾塘生态系统 

的氮循环 中扮演着重要角色，其 日无机氮去除量为 2．8O g／d，占虾塘无机氮总输入的 2．34 ，占总输 

出 的 2．56 。 
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ABSTRACT The nitrification and denitrification 

non—feeding areas of the shrimp culture pond were 

rates in the sedim ents of the feeding and 

measured by applying acetylene inhibition 

technique，and the N2 O concentration in the surface water was determined by GC—ECD during 

J uly～ August，2009．The results showed that the rates of nitrification，denitrification，and ni— 

trate reduction ranged between 10．70～337．47／~mol／m ·h，1．10～17．92 tlmol／m ·h，0．09 

～ 7．48 mmol／m ·h respectively．Concentrations of N2O in the surface water was 5．98～10．9 
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nmol／L and the air water flux of N2 O ranged between 1．76～3．89／~mol／m ·d．Nitrification 

and denitrification process in the sediments of the shrimp pond showed both significant regional 

differences and significant seasonal variations．In mid—August，nitrification and denitrification 

rates reached the highest values，and in the whole culture period，nitrification rates in the feed— 

ing area were 2～ 1 0 folds of the non feeding area。and denitrification rates in the feeding area 

were 1～ 4 folds of the non—feeding area．Denitrification played an important role in the nitrogen 

cycle of the shrimp pond ecosystem，removing inorganic nitrogen at 2．80 g／d，accounting for 

2．34 of the total input of inorganic nitrogen and 2．5 6 of the total output in the shrimp 

pond． 

KEY W ORDS Shrim p pond Sedim ent Nitrification Denitrification 

N；tro11s oxide 

我国对虾养殖业从 2O世纪 8O年代兴起至今，已形成相当规模，2009年我国对虾养殖面积高达 220 000 hm2。 

虾塘生态系统是一个半人工控制的重要的生态系统，其主要能量来源为人 工投饵。人工投饵的特点是饵料只 

有部分被对虾摄食 ，未被摄食的那部分饵料和对虾及其他生物体 的排泄物一起进入水体 。这些排泄物和大量 

残饵 ，除一部分在沉降过程中进入水体或被生物利用外 ，大部分进入沉积物中。而从沉积物 海水界面溶出的 

营养盐和有机质又直接影响着虾塘水环境的营养水平，甚至造成虾池 自身污染 ，是虾塘使用有效期缩短和虾病 

频繁发生的重要原因。 

氮是虾塘生态系统新陈代谢作用 中的关键元素之一，是虾塘生态系统营养状况的评估指标。发生在沉积 

物～水界面的硝化与反硝化作用过程，是沉积物氮素的迁移 、转化和循环的主要过程，在生态系统的物质传递和 

能量循环中扮演着重要角色。在过去 ，硝化与反硝化作用很少被考虑在养殖生态系统氮收支和环境评估模型 

之中，但据 Tanaka等(2004)和 Middelburg等 (1996)对海洋的研究结果，反硝化作用可去除海洋中 67 ～ 

8o 的含氮化合物，而对河 口海湾区的研究结果认 为硝化与反硝化作用 可清 除 2O ～60 的陆源氮负荷 

(Ogilvie et a1． 1997；Trimmer etal。 1998；Nixon etⅡZ。 l995；Stockenberg el a1． 1997；Barnes e1．a1． 

1998；Berelson eta1． 1998；Beusekom et“ ． 1998)。由此可见 ，硝化与反硝化作用在虾塘生态系统氮收支 

和环境评估模型中同样可能成为不可忽视的部分。 

为深入探究硝化与反硝化的作用机理 、影响因素和作用 ，我 国学者先后在我国的近海、河 口和海湾进行了 

研究(徐继荣等 2005、2007；王东启等 2006、2007；白 洁等 2007；李佳霖等 2009)。而硝化与反硝化过 

程在对虾养殖中后期的虾塘生态系统中的系统研究 尚鲜有报道 。对虾养殖 中后期 ，对虾个体较大，投饵量加 

大 ，残饵量和排泄物也加大 ，由于残饵和虾体排泄物的大量积累和分解使得虾塘水环境严重富营养化。为此 ， 

本文选择了对虾养殖中后期为研究时问，投饵区和非投饵区为研究站位，采用乙炔抑制法对虾塘沉积物的硝化 

与反硝化作用进行系统研究 ，估算了沉积物一水界面硝化与反硝化作用对虾塘水体氮的清除作用、N O海一气交 

换通量 ，以期为养殖池塘富营养化和温室气体排放评估提供参考。 

1 材料与方法 

1．1 试验虾塘概况 

本实验在天津立达海水资源开发有限公 司“对虾池塘精养环境综合生物修复技术体系的研究”课题(863 

计划)实验虾塘进行 。该虾塘面积 667 m ，水深约 2．0 m，内设增氧机和泡沫分离 充氧一体化设备 ，与贝类净 

化池 、藻类净化池、生物滤池等串接，采用 内循环的生态养殖模式 。养殖对象为南美白对虾，放苗时间为 5月上 

旬 ，放养密度为 75～90万尾／hm 。采用定点定时投喂，早期 日投喂 6次，按其体重的 1 9／6～3 投喂鲜活卤虫 ； 

中后 期 日投喂4次，按其体重的3 ～5 投喂配合饲料 ，具体根据实际摄食情况适 当调整 。本研究设定虾塘 
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东西两对角为投饵 区。其 面积约为虾池面积 的八分之一 

(图 1)。 

1．2 站位布设和样品采集 

2009年 7月中旬～8月底设定的研究站位均为虾塘投 

饵区和虾塘南北对角的非投饵区。 

先使用 自制采水 器采集表层水 于 55ml小 口玻璃 瓶 图1 虾塘采样站位 

中，加 1 ml HgC1。饱和溶液固定，密封瓶 El，用于测定表层 Fig．1 Sa pli g tati。 s i th。 hrimp po d 

N O浓度 。再采集 底层水 经 0．22 ftm 微孔 滤膜 (what— 

man)过滤 ，去除原养殖水体中的微生物，用于培养实验用水 。取该过滤水样 200 ml， 2O℃冷冻保存，用于测 

定 No。 、NO。 和 NH 一的含量 。再取 500 ml水制作乙炔饱和溶液 。同时使用预先校正过的 YSI~6600水质 

分析仪测定各站位的盐度、温度和溶解氧。 

为了用于研究 的沉积物样品的表面和层次结构尽可能不受扰动 ，本实验采用 了自行研制的无扰动沉积物 

采样器分别在投饵区和非投饵区等站位采集沉积物样 品。采样管 内径 (b为 80 mm，长为 1 m，材质为有机玻 

璃 。每个站点采集两个平行样 。 

1．3 测定沉积物硝化与反硝化速率的实验设计 

一 定浓度的乙炔不仅能抑制氧化亚氮还原酶的活性使反硝化过程停留在 N。o阶段 ，而且能抑制 NH 被 

氧化为 N：O，从而根据产生的 N O的量来计算出反硝化速率。而参照样和乙炔抑制样 中 NH4积累量 的差异 

就是沉积物的硝化速率 。进 而根据 乙炔抑制样 中 NO。 + NO 的总消耗量 和反硝化消耗 的差值计算 出 

NO。一+ NO 还原为氨的速率 。 

为了同时测定沉积物中的硝化 、反硝化速率和硝酸盐还原速率 ，本研究采用改进的 Kim 等(1 997)的乙炔 

抑制法。 采集表层无扰动 10 cm沉积物样品置于内径 为 50 mm、长为 50 crn的有机玻璃培养管中，缓缓注入 

250 ml过滤后 的底层水。培养实验设 乙炔抑制组 和对 照组。为 了使 乙炔抑制组 的水相 乙炔体积分数达到 

1o ，用 20 ml乙炔饱和的底层水取代培养的底层水(乙炔采用乙炔钢瓶气，经 CuSO 一H SO 一NaOH—Cu— 

SO 四级过滤)。然后用 250肚l微量注射器沿沉积物的垂直方向每隔 1 cm，透过培养管(预先打孔填充硅橡胶) 

从 4个方向注入 200 l乙炔饱和底层水。为了使管内溶解氧和营养盐均匀分布，在每个培养管距离沉积物 7 

cm处，悬置 1个磁力搅拌子。将培养管置于水浴恒温 同步培养箱中 ，培养箱的中央有 电动磁力器每 1S转 1 

圈。将水浴温度调整到与沉积物的现场温度相同，启动电磁搅拌器，开始实验 ，培养 4 h。 

在实验开始和结束时 ，按照取溶解氧的方法采集培养管内水样于 55 ml小 口玻璃瓶 中，加 1 ml HgC1 饱和 

溶液固定，密封瓶 口，用于测定 N O。剩余 的水样过 0．45／tm滤膜 ，一2O℃冷冻保存 ，用于测定 NO。一、NO。一、 

NH 的含量 。 

1．4 分 析与 测定方 法 

采样后尽快运回到实验室 ，按照海洋调查规范(GB 12763—91)测定养殖水样品的 DIN。 

氧化亚氮的测定采用顶空进样法 ，所用气相色谱仪为 GC一14B(日本岛津，配 ECD检测器)，数据处理器采 

用 N22010双通道色谱工作站(浙江大学智能信息工程研究所生产 )。色谱柱为 3 m×3 mm 的不锈钢填充柱 

(内填 8o／loo目 PorapakQ)，色谱柱温为 6O℃，进样 口温度为 100℃ ，检测器温度为 300℃。所用载气为高纯 

N ，流量为 40 mt／min，检测器基电流为 1．0 nA。 

2 结果与讨 论 

2．1 虾塘沉积物硝化与反硝化速率及其区域分布、时间变化 

虾塘的部分水 质参数见表 1。从 7月中旬至 8月底 ，温度变化范 围为 23．12～29．8o℃，盐度 为 32．25～ 
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32．80，溶解氧 IX)为 6．22～6．98 mg／I ，亚硝酸盐浓度为 0．68~14．97~Lmol／I ，铵盐为 4．93~52．03／~mol／L，硝酸 

盐为 1．16~11．87 l,mol／L。随着养殖时间的推移 ，虾塘水质参数也发生相关变化。从 7月中旬至 8月底 ，温 

度、亚硝酸盐、铵盐、硝酸盐等参数基本上呈 8月中旬前先增大、8月中旬后减小的趋势 ，而盐度和 DO变化不 

明 显 。 

表 1 虾塘的部分水质参数 

Fable 1 Some environmental parameters in water of the shrin,p pond 

时间 

Time 

温度(℃) 盐度 

Temperature Salinity 

溶解氧(rag／L) 

Dissolved oxygen 

亚硝酸盐 

Nitrite 

(umol／l ) 

铵盐 

AnlNlO~iun] 

(umol／I ) 

硝酸盐 

Nitrate 

(~mol／L) 

2009 07～15 

2009—07～30 

2009 O8一l5 

2OO9 08 30 

从 7月中旬至 8月底虾塘沉积物的硝化速率为 10．70～337．47／~mol／m h，反硝化速率为 】．10～17．92 

p~mol／m h，硝酸盐还原速率为 0．090～7．48 mmol／m h，结果见表 2。其中，投饵区沉积物的硝化、反硝化 

和硝酸盐还原速率分别为 96．34～337．47／,mol／m h、5．19～l7．92／,mol／m h、0．38～7．48 mmol／m。·h； 

非投饵区沉积物的硝化、反硝化和硝酸盐还原速率分别为 10．70～141．84／,mol／m h、1．10～15．49／lmol／m。 
· h、0．09O～6．13 mmol／m h。投饵区沉积物的硝化 、反硝化 、硝酸盐还原速率总体上比非投饵区大，但是相 

差的程度各异 。投饵区和非投饵区的硝化、反硝化、硝酸盐还原速率呈现出相同的变化趋势 ，即先变大 、到 8月 

中旬最高点后再变小的趋势。 

表 2 虾塘沉积物硝化、反硝化与硝酸盐还原速率 

Table 2 Nitrification，denitriflcation，and nitrate reduction rates of the sediment in the shrimp pond 

本研究虾塘采用东西对角为投饵区，南北对角为非投饵区，由于人_T投饵和对虾的活动导致投饵区和非投 

饵区沉积物构成有所差异。投饵区表层沉积物主要由残饵、粪便和生物残骸等构成 ，由于这些物质的腐解 ，使 

投饵区的总氮和有机质含量升高(孙 耀等 1997)，为硝化与反硝化作用提供物质来源 。另外 ，沉降于虾塘底 

部的残饵不断腐解 ，消耗了沉积物间隙水的 DO，可能提供了比非投饵区更适合于进行反硝化作用的缺氧条件 
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(Hamersley et a1． 2002)。因此 ，在各采样时间点 ，温度 、盐度 、pH、DO、水体物质浓度等相 同的情况下 ，投饵 

区沉积物硝化速率约为非投饵区的 2～10倍，投饵区沉积物反硝化速率约为非投饵区的 1～4倍(表 1和表 2)。 

虾塘沉积物硝化与反硝化速率呈现出明显的养殖季节变化特征 ，变化范围较大 。硝化速率最高值约为最 

低值的 3．5～13倍 ；反硝化速率最高值约为最低值 的 3．5～14倍。8月中旬硝化与反硝化作用最强 ，7月中旬 

硝化与反硝化作用最弱 (表 2)。这可能与控制硝化与反硝化作用进行 的主导因素——温度有关 。7月中旬 ， 

对虾处于幼虾时期 ，体长和体重较小，摄食旺盛，排粪和残饵相对较少 ，水质和底质污染较轻。而到 8月中旬 ， 

随着对虾体长增长 、体重增加 ，所需要的饵料量也增加 ，而此时白天光照较强 、温度较高(29．80 oC)(表 1)，影响 

了对虾的正常摄食。由于对虾不能正常摄食而造成 的大量残饵积累，使投饵区沉积物的有机质含量升高 ，为硝 

化与反硝化作用提供物质来源。温度是影响硝化与反硝化作用的重要 因素之一 ，而温度对反硝化速率的重要 

作用 ，不仅体现在通过影响微生物活性和反应速度决定反硝化速率 ，而且控制沉积物中耗氧速率 (Trimmer et 

“Z． 1998)。高温条件下 ，沉积物微生物活性增强，地球化学反应速度加快 ，反硝化潜力变大 (Barnes et a1． 

1998)，同时矿化和硝化反应在沉积物表层较快发生 。硝化作用在 DO和有机质等满足条件下 ，硝化速率随着 

温度的升高显著增加 ；在反硝化反应所需 NO。 一满足的条件下，反硝化速率随温度升高也 显著增加(Pattinson 

et n ． 1998)。而正是随着养殖时间的增加 ，虾塘物理 、化学 、生物等环境条件的相互作用 ，才使得硝化与反硝 

化速率呈现 出明显的时间性变化特征 。 

2．2 虾塘沉积物硝化、反硝化、还原速率与其他研究水域的比较 

沉积物硝化 、反硝化、硝酸盐还原速率与河 口海湾区相近 (表 3)，主要是 由于本实验虾塘为人工受控并经 

综合治理的新虾塘 ，水环境和底质条件较好 。其 中沉积物的硝化作用较强烈，硝化速率与珠江 口和 Tama河 口 

等相近 ，而快于大亚湾 、Hiroshima湾、Chesapeake湾和 Kysing湾等；虾塘沉积物反硝化作用较弱 ，反硝化速率 

明显慢于珠江口、Tama河口、Chesapeake湾 、Kysing湾和 以色列滩涂施肥鱼塘等；虾塘沉积物硝酸盐还原速率 

较大，与 Hiroshima湾、珠江口和 Tama河 口等相近(徐继荣等 2005、2007；Usui et＆￡． 2001；Kim et＆f． 1997； 

表 3 不同研 究水域 沉积 物硝化 、反硝化 、硝 酸盐还原速率 的结 果比较 

Table 3 Nitrification，denitrification，and nitrate reduction rates in part of the global waters 

注 ： 表示缺少数据 

ote： ：NO data 
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Hen riksen Pt nz． 1998；Hansen et a1． 1981；Schroeder 1996)。沉积物硝化与反硝化作用受沉积物环境的 

深刻影响，是物理 、化学 、生物等多种环境因子相互作用的结果。Usui等(2001)在 Tama河 口沉积物硝化与反 

硝化作用的研究结果显示 ，上覆水 NO。浓度和 DO含量可能影响硝化与反硝化作用的发生 ，而温度升高，硝 

化作用加强 ，加速了 N ()的产生。Kim等(1997)认为硝化与反硝化速率的快慢主要取决于沉积物的温度和上 

覆水的 D0浓度。而在珠江 口、大亚湾的研究结果与此相似 ，还认 为硝化和反硝化速率与沉积物中 NO。 、 

NH 的含量 、电势(Eh)值和有机质含量有关(徐继荣等 2005、2007)。 

2．3 反硝化作 用对虾塘 无机氦收 支的贡 献 

笔者参考相关文献，对该生态系统各主要生物体无机氮输入与输出量进行了估算 ，结果见表 4。反硝化作 

用 日去除无机氮量为 2．80 g／d，占虾塘无机氮总输入的 2．34 ，占总输出的 2．56％。Acosta等(1994)发现罗 

非鱼养殖池塘底泥反硝化作用氮损失只占其输入 的 1 左有 ；Brigges等(1994)估计泰国养虾池底泥反硝化作 

用加上氨挥发占氮输人的 13 左右；Seitainger等(1 993、1996)对 6个湖泊与海岸沉积物的研究结果显示 ，反 

硝化作用占氮输人的 7％～35 和 1 --36 。本研究硝化与反硝化作用 占氮输入的比例与罗非鱼养殖池塘 

和泰国养虾池的结果相近，而小于 6个湖泊和海岸的研究结果。这主要是因为本虾塘虾排泄氮占氮总输入的 

绝大部分 ，而在氮输出环节 ，浮游植物的消耗起主要作用 ，因此反硝化作用小于湖泊和海岸带的反硝化作用 。 

表 4 虾塘无机氮收支情况 

Table 4 Inorganic nitrogen budget in the shrimp pond 

2．4 我国对虾养殖水域对我国海域 N：o释放量的估算 

根据每次实验时测定的平均风速、表层海水中溶解 N ()的浓度、现场水温和盐度以及测得的大气中的 N O， 

根据 Liss等(1986)和 Wannikhof(1992)中的公式分别计算 了不 同时间的 N ()海一气交换通量及其平均值 ，结 

果见表 5(正值表示虾塘释放 N ()，负值表示虾塘吸收 N。O)。 

虾塘 Nzo海一气交换通量存在明显的时问变化 ，其 中 8月 中旬达到最高值 (表 4)。利用通量公式计算的 
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虾塘 N。O海一气交换通量平均值分别为 1．76、3．89~mol／m。·d，明显低于胶州湾年平均 Nz O海～气交换通量 

(9．29、19．20 tzmol／m ·d)、Colne河 口(266／,mol／m。·d)、东京湾 (23／2mol／m ·d)等 ，而与长江口(4．10、 

8．6O／lmol／m ·d),bIl J~(Zhang et口Z． 2006；Dong et a1． 2004；Hashimoto et n ． 1999；张 峰 2004)。 

表 5 虾塘 N：o水一气 交换通量 

Table 5 W ater air fluxes of N2 O in the shrim p pond 

3 结语 

以上研究结果表明，虾塘沉积物中的硝化与反硝化作用较为复杂 ，不仅存在着显著的时间差异 ，而且同一 

时间的不 同区域沉积 物 中的硝 化与反硝 化速率也不 同，速 率范 围分 别为 lO．70～337．47和 1．10～17．92 

“mo1／m。·h。该速率值与河 口海湾区相近 ，主要是由于本实验虾塘为人丁受控并经综合治理的新虾塘，水环 

境和底质条件较好 。 

本研究估算了反硝化作用在虾塘氮循环中的作用 ，经估算 ，反硝化作用 日去除无机氮量为 2．8O g／d，占虾 

塘无机氮总输入的 2．34 ，占总输出的 2．56 ，小于湖泊和海岸。主要是因为本虾塘虾排泄氮 占氮总输入 的 

绝大部分，而在氮输 出环节 ，浮游植物的初级生产力起到了主要作用。 

虾塘 N：o 海一气 交 换 通 量存 在 明显 的季 节 变 化 ，表 层 Nz O 年 平 均 海一气 交 换 通 量 为 1．76～ 3．89 
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