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摘  要: 运用无扰动芯样实验室内流动培养、稳定同位素示踪、同位素气态产物测定及同位素配对技术, 对太湖梅梁湾北部

到南部的 4 个梯度样点的水土界面反硝化和厌氧氨氧化速率进行研究. 结果表明, 梅梁湾内及湾外开敞湖区 4 个样点的水土

界面反硝化脱氮速率为(46.36±13.26)-(16.34±22.74)µmol/(m2·h), 厌氧氨氧化脱氮速率为(7.50±2.21)-(2.05±2.90)µmol/(m2·h). 

梅梁湾北部河口区水土界面总脱氮能力明显高于梅梁湾南部及开敞湖区. 通过对脱氮过程的进一步研究发现, 北部脱氮过程

主要以上覆水硝酸盐为底物的非耦合反硝化过程(Dw)为优势过程, 而梅梁湾外开敞湖区则以沉积物硝化过程耦合控制的反硝

化(Dn)为主. 影响 Dn、Dw 在反硝化中比重的主要因素是沉积物溶氧侵蚀深度和上覆水 NO3
-浓度的差异; 梅梁湾厌氧氨氧化脱

氮比例占总脱氮比例为 12%-14%, 湾外开敞湖区则占 11%, 影响其比例差异的主要因子是反硝化强度的大小及其反硝化中间

产物—亚硝酸盐含量的差异.  
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Abstract: Undisturbed sediment cores from four sites in Meiliang Bay were collected from north to south of Lake Taihu, then 

incubated by flow-through technique in the laboratory. The denitrification and anaerobic ammonium oxidation (anammox) rates were 

measured by stable isotope tracing technique, isotope nitrogen product measurement and isotope pairing technique. The results 

showed that denitrification and anammox rate were from 46.36±13.26 to 16.34±22.74µmol/(m2·h) in the Meiliang Bay and from 

7.50±2.21 to 2.05±2.90µmol/(m2·h) on the open lake areas out of the bay, respectively. Denitrification rates were significantly higher 

in the north of the Meiliang Bay than in the south and open lake areas. The dominated nitrogen removal process was uncoupled 

nitrification-denitrification(Dw) which utilizing nitrate in overlying water as substrate in north Meiliang Bay, and coupled 

denitrification(Dn) was dominate process in the open lake area. The concentration of NO3
- and O2 penetration depths were main 

factors affecting the distribution of Dn and Dw. The anammox proportion of the total nitrogen removal ratio was 12%-14% in the 

Meiliang Bay, and 11% out of the bay, which was correlated with the denitification rate and influenced by the intermediate product 

(nitrite) of denitrification. 
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氮是湖泊生态系统中重要的营养限制因子, 其含量的升高势必会影响到水生生态系统的结构和水生 
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生物的组成. 因此, 氮元素的水平直接影响着内陆湖泊水环境的安全, 很多湖泊都出现了很高的氮负荷, 
如太湖自 20 世纪 70 年代末就开始出现严重的氮污染, 由此可见对脱氮的研究十分重要. 近年来, 随着脱

氮研究的发展, 对其机制提出了多种假设, 如耦合硝化-反硝化脱氮(Coupled Nitrification-denitrification)、非
耦合硝化-反硝化脱氮(Uncoupled Nitrification-denitrification)和厌氧氨氧化过程(Anaerobic Ammonium 
Oxidation, Anammox). 耦合硝化-反硝化脱氮过程所需的硝酸盐主要来自沉积物中的氨氮经过硝化作

用生成 , 而非耦合硝化-反硝化脱氮过程所需的硝酸盐主要来自上覆水中 , 厌氧氨氧化是指氨氮在

缺氧的条件下通过硝态氮或亚硝态氮氧化生成氮气(NH4
++NO2

-→N2+2H2O)的过程, 氨盐和硝酸盐或

亚硝酸盐可以同步去除. 国外对厌氧氨氧化过程在海洋中的研究已经十分成熟[1-5], 但在湖泊中的研

究报道较少[6].  
由于氮气的本底值极高, 因此脱氮过程的研究进展一定程度上取决于氮气测定手段的改进. 常见的

几种研究方法有: 质量平衡法(Mass-balance Approach)、乙炔抑制法(Acetylene Inhibition Technique)、硝态

氮损耗法(Disappearance of Nitrate)、孔隙水的硝态氮进入沉积物的释放速率、含有15N的硝态氮稀释法

(Nitrate Dilution)、N2产量法(Direct measurement of N2 production)和同位素配对技术(Isotope Pairing 
Technique)[7]等. 质量平衡法是根据氮的输入与输出量估算反硝化速率, 这在大多数情况下很难取得准确

的输入输出量, 结果可信度低[8]. 乙炔抑制法利用一定浓度的乙炔抑制剂使反硝化过程停留在N2O阶

段, 根据N2O的产量估算反硝化速率. 这是最简单的方法但也有其缺点: (1)乙炔抑制了耦合硝化-反硝

化过程[9], (2)在硝态氮浓度很低或硫化物存在时会影响N2O还原酶活性[1], (3)N2O扩散到沉积物深层会还

原成N2
[10]等, 这些都会导致低估反硝化速率. 硝态氮的损耗并非只有反硝化过程, 它还可以还原为氨氮, 

所以测定硝态氮损耗的方法会高估反硝化速率[11-12]. 计算孔隙水的硝态氮进入沉积物的释放速率法与测

定硝态氮损耗法存在同样的问题. 15N标记的硝态氮稀释法也忽视了耦合硝化-反硝化过程和生物同化作

用. 直接测定N2产量法则由于N2的本底值很高, 需要非常高精度的仪器, 且无法区分不同的反硝化过程. 
同位素配对技术是将15NO3

-指示剂加入到沉积物上覆水中, 15NO3
-指示剂与上覆水中原有的14NO3

-混合并

进入到表层沉积物中. 这种技术的优点在于它可以同时揭示耦合与非耦合硝化-反硝化反应[13]的比例和

速率. 本论文结合同位素配对技术和膜接口质谱仪(Membrance Inlet Mass Spectrometry, MIMS)测定同位

素反硝化产物[14]的方法来测定反硝化速率, 并区分不同的反硝化途径. 即通过膜接口装置将溶解性气体

转化为气体形态, 直接进入质谱在线测定水样中氮气, 利用测定出的氮气同位素产物与同位素配对法计

算出耦合和非耦合的反硝化以及Anammox脱氮速率, 具有测定速度快、所需样品量少、测定灵敏度和精

度高的特点.  

1 材料与方法 

1.1 样点布设 

太湖是一个富营养化的大型浅水湖泊, 受北部梁溪河、闾江等河道输入和无锡市的影响, 位于太湖

北部的梅梁湾属于富营养化程度较高的藻型湖区, 由于入湖污染主要来自梅梁湾北部, 并向南逐渐稀释

扩散, 水体及沉积物存在自然梯度, 其中北部因接近入湖河口, 其沉积物氮磷浓度高于梅梁湾开敞湖区. 
因此, 选择梅梁湾内 3 个样点及梅梁湾外 1 个样点作为对比研究(图 1), 并便于与已有研究比较[15-16]. 其
中梅梁湾内由北向南设置 0#、1#、3#点, 湾外设置 7#点. 样点具体经纬度见表 1. 
1.2 样品采集 

2008 年 12 月在各样点采集样品, 用有机玻璃柱状采样器(内径为 77mm)采集每个样点的 3 个柱

样并现场切表层 2cm, 放入自封袋混合保存, 小心带回实验室进行样品分析. 另采集 4 根未扰动柱样, 
柱样深度不低于 10cm, 柱样上端保留原上覆水样, 两端用橡皮塞塞紧后垂直放置, 尽量无扰动的运

回实验室; 同步采集上覆水 25L, 用多参数水质测定仪(YSI 6600V2, 美国)测定现场上覆水基本理化

参数(表 1). 
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图 1 太湖梅梁湾采样点分布 
Fig.1 Location of sampling sites in Meiliang Bay of Lake Taihu 

 
表 1 采样点水体基本理化参数 

Tab.1 General character of Meiliang Bay measured by YSI 

采样点 经纬度 水深(m) 水温( )℃ 溶解氧(mg/L) 叶绿素(μg/L) 矿化度(mg/L) ORP(mV)
0# 120°12′47″, 31°32′08″ 2.5 9.0 12.14  9.1  0.379  91.6 
1# 120°10′47″, 33°30′46″ 2.0 8.3 12.30  5.1  0.323  99.1 
3# 120°11′42″, 31°29′10″ 1.8 7.7 12.02  10.0  0.358  95.2 
7# 120°11′42″, 30°21′38″ 1.4 7.6 12.14  2.5  0.333  102.4 

 

1.3 室内培养实验 

实验室内垂直放置采集的柱样, 打开上端橡皮塞, 用注射器沿着管壁尽量无扰动的注满上覆水, 放
置在与现场水温一致的水浴锅中过夜, 去除运输过程中短暂密封造成的水体溶解氧下降等因素. 用溶解

氧微电极系统(Presens, 德国)测定不同样点的溶解氧侵蚀深度. 该系统由测定主机、光线溶解氧微电极、

高分辨率三维控制器三部分组成. 溶解氧微电极为针式, 针尖直径可细至 40μm, 反应时间 1s 以内, 测定

时不消耗氧. 三维控制器垂直分辨率理论上可达到 20μm. 测完溶解氧侵蚀深度后, 对上述柱样进行无顶

空流动培养. 进水管距表层泥约 1cm, 进水管低于出水管, 通过蠕动泵将进水以恒定的流速(1ml/min)泵
入柱样中, 使流动培养的进出水循环形成垂直及水平方向的混合水流, 使上覆水充分混合, 并通过持续

流动保持上覆水中离子浓度稳定. 柱样用与现场温度一致的恒温水浴培养(7℃), 由于样点透明度均小于

水深, 因此流动培养在避光条件下进行. 流动培养的柱样作两种处理, 其中两根柱样的进水为原位采集

的湖水(对照实验), 另两根柱样的进水中加入 Na15NO3 并使最终浓度达到 100μmol/L(添加同位素实验). 
表层沉积物样烘干碾磨过筛, 用过硫酸钾法测定总氮、总磷, 烧失法测定有机物含量(LOI) (表 2).  

表 2 上覆水及沉积物化学性质 
Tab.2 Chemical properties of water and sediments from Meiliang Bay 

上覆水 沉积物 
采样点 

NO3
-(mg/L) NH4

+(mg/L) 总氮(%) 总磷(%) LOI (%) 

0# 0.78  0.47  0.208  0.0665  4.69  
1# 0.41  0.04  0.221  0.0485  5.49  
3# 0.57  0.08  0.208  0.0427  5.07  
7# 0.56  0.10  0.152  0.0326  4.35  
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1.4 测定方法 

用注射器小心采集进水样品, 在无气泡产生情况下充分溢流并装满细长的溶解性气体采集管, 出水

样品直接溢流收集, 收集的样品立即用膜接口质谱仪测定溶液中可溶性气体的量, 主要测定指标为 28N2, 
29N2, 30N2 和氧气. 另收集 12ml 进、出水样品, 经 0.45µm 醋酸纤维滤膜过滤后, 用流动注射分析仪

(Skalar-SA1000)测定 NO3
-和 NH4

+浓度.  
1.5 计算方法 

沉积物中反硝化作用发生所需的 NO3
-可能来自上覆水(Dw)或来自沉积物中的硝化作用(Dn). 这两种

过程都可以通过同位素配对技术来测定. 将 15NO3
-加入到上覆水中, 加入的 15NO3

-与上覆水和沉积物表

层中原有的 14NO3
-混合. 由这些硝酸盐产生的反硝化产物——N2 的分子量有 28, 29, 30.  

N2 的释放速率(r29, r30)[17]: 
rn=(Cn-Cn,o)V/S×60×24 

式中, Cn、Cn,o为第n次取样时出水及进水中氮气含量(mg/L); V为蠕动泵流速(ml/min); S为柱样中水-沉积

物界面面积(m2); 60, 24为时间换算因子.  
通过生成的29N2,30N2, 计算利用15NO3

-而发生的反硝化量D15
[13]:  

D15=r29+2×r30
 

利用未标记的14NO3
-产生的反硝化量D14

[12]:  
D14=D15r29/(2×r30) 

沉积物中总的反硝化量Dtot
[13]:  

Dtot= D15+D14 
通过以上的结果计算Dn, Dw速率[13]: 

Dn= Dtot- D15/ε 
Dw= D15/ε×(1-ε)  

ε=([NO3
-]a-[NO3

-]b)/[NO3
-]a 

式中, ε代表培养试验中15NO3
-的丰度, 下标a和b表示添加同位素之后和之前.  

计算厌氧氨氧化(Anammox)速率[2]:  
Atot=[r29+2×(1-ε-1)r30]ε 

A28= Atot(1-ε) 
式中, Atot代表Anammox过程生成28N2, 29N2的总通量, A28代表Anammox过程生成28N2的通量.  

2 结果与讨论 

2.1 梅梁湾水土界面反硝化的空间变化 

通过MIMS测定样品中氮气及其同位素组分, 并计算各

点的脱氮速率. 总反硝化速率(D14=Dn+Dw)在0#点最强, 速率

为46.36±13.26µmol/(m2·h)(平均值±标准差, 下同), 1#反硝化

速率为22.45±20.52µmol/(m2·h), 3#为40.30±29.71µmol/(m2·h), 
7#最弱为16.34±22.74µmol/(m2·h), 总体表现为梅梁湾北部反

硝化速率(3个点的反硝化速率均值为36.37µmol/(m2·h))高于

湾外开敞湖区(图2). 梅梁湾北部上覆水NO3
-浓度表现为北

部高南部低(表2), 但3#情况略有特殊, 与该点沉积物溶解

氧侵入深度、沉积物耗氧量等物化性质有关(详见2.2节), 
且与上覆水硝酸盐浓度有紧密联系. 通过反硝化速率与上

覆水硝酸盐含量的回归分析发现 , 反硝化速率与上覆水

NO3
-浓度显著相关(P<0.05). 即上覆水NO3

-浓度越高, 提供给反硝化的底物也越多, 相应的反硝化速

率越高.  

图2 梅梁湾不同样点的脱氮速率 
Fig.2 The fluxes of nitrogen removing in 
different sampling sites of Meiliang Bay
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2.2 耦合与非耦合反硝化过程 

梅梁湾内3个样点和湾外开敞湖区反硝化脱氮的方

式不同(图2). 梅梁湾内样点耦合(Dn)、非耦合反硝化(Dw)
速率平均值分别为19.68±6.51µmol/(m2·h)(0#、1#及3#平均

值 , 下同)和16.69±6.04µmol/(m2·h), 湾外开敞湖区则为

3.65±4.29µmol/(m2·h)(7#, 下同)和12.87±18.20µmol/(m2·h). 
一般认为, 溶解氧消失的位置是反硝化层的上界面, 

就是说溶解氧侵入深度等于反硝化层深度, 也等于沉积

物硝化层厚度, 因此对于耦合硝化-反硝化(Dn)来说, 氧
气侵蚀深度越大越有利于沉积物硝化层的硝化作用 [7], 
并进一步提高沉积物的耦合硝化-反硝化作用. 而氧气侵

蚀深度小, 沉积物上部的好氧层厚度薄, 则有利于水体

中的硝酸盐向反硝化好氧层下的反硝化层扩散, 并作为

反硝化底物形成非耦合反硝化[7]. 太湖梅梁湾及湾外开

敞湖区不同采样点沉积物的氧气的垂向剖面差异明显(图3), 其侵蚀深度范围在3.9-13mm, 大体表现为

梅梁湾内氧气侵入深度要小于开敞湖区, 王建军等在类似的研究中也发现了同样的规律[18]. 经回归分析

发现氧气侵入深度与非耦合反硝化速率呈负相关(r=-0.812), 这与Nielsen[7]在同位素配对法计算中提出

的理论依据一致.  
梅梁湾北部河口区0#的沉积物溶解氧侵蚀深度最小, 因而Dw最大(图3). 且氧气侵蚀深度空间上表现

为湾内浅开敞湖区深, 因此Dn占总脱氮速率的比值也表现为开敞湖区高(69.96%)而湾内低(3个点平均值

39.53%), 而Dw的比值则是湾内(3个点平均值47.21%)高于开敞湖区(19.85%), 也即梅梁湾北部反硝化所

需的硝酸盐主要来自上覆水中, 南部反硝化所需的硝酸盐主要来自沉积物中氨氮的硝化作用.  
非耦合硝化-反硝化(Dw)所需的NO3

-来自上覆水的扩散, 因此上覆水硝酸盐的浓度及交换速率都可

能会影响反硝化速率 [19]. 将二者与Dw值做Pearson相关性分析发现 , 上覆水NO3
-浓度与Dw显著相关

(P<0.05, r=0.997), 而硝酸盐释放速率对Dw的影响并不显著(P>0.05, r=-0.896). 因此, 在NO3
-含量高的梅

梁湾北部地区的Dw值最高, 同时也可以知道, 在NO3
-含量高的冬春季节Dw值要高于夏秋季. 耦合硝化-

反硝化(Dn)所需的NO3
-来自沉积物间隙水中NH4

+的硝化作用, 但是经相关性分析发现间隙水中NH4
+的浓

度并不制约着Dn(P>0.05), 说明耦合反硝化过程并不仅仅取决于氨氮底物的浓度, 更受沉积物硝化层的

硝化作用强弱制约.  
2.3 厌氧氨氧化的影响因子 

梅梁湾水土界面Anammox(A28)的速率由北向南依次为: 7.50±2.21µmol/(m2·h), 3.13±3.13µmol/(m2·h), 
6.34±4.84µmol/(m2·h), 2.05±2.90µmol/(m2·h). Anammox过程在整个脱氮过程中所占的比率范围由北向南

依次为14%、12%、14%和11%, 均超过10%. 许多文献报道海洋中沉积物的厌氧氨氧化脱氮在反硝化过

程中所占的比例最多可超过50%[3,5], 对海洋氮的去除起到很重要的作用. 但对湖泊而言, 由于沉积物中

往往并不缺乏有机碳, 因此以氨氮为电子供体、硝酸盐为电子受体的Anammox过程与有机碳作为电子供

体的反硝化过程竞争时, 并不能获得优势, 这一点与海洋沉积物低有机碳含量的特点有很大差异[2]. 但
本研究通过同位素示踪的方式至少证实了太湖沉积物中较高的氨氮水平下厌氧氨氧化过程的发生.  

Anammox 过程的影响因子很多, 如: 水深、温度、有机质等[2,5,20]. 梅梁湾北部和南部样点在上覆水

硝酸盐浓度和沉积物性质等的差异都很明显, 这些因素都可能会影响反硝化和 Anammox 过程[3]. 根据

Rysgaard 的研究 [3], 海洋中水深、NO3
-浓度及盐度对 Anammox 的影响最显著, 尤其是 NO3

-的浓度

(P<0.0001). 然而, 如将本研究中梅梁湾各样点的厌氧氨氧化速率与各参数做 Pearson 相关性分析(表 3), 
结果发现对于太湖梅梁湾而言, 上覆水 NO3

-浓度对厌氧氨氧化速率影响并不显著, 反而是反硝化速率对

其影响显著(P<0.0001), 反硝化速率越高厌氧氨氧化速率也越高. Rysgaard[3]的研究也表明, 当 Anammox
过程所需的 NO2

-由反硝化细菌生成, 那么反硝化速率与 Anammox 速率之间可以产生一定得相关性.  

图3 梅梁湾不同样点沉积物溶解氧侵蚀深度

Fig.3 The penetration depths of DO in different 
sampling sites of Meiliang Bay 
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表3 Anammox与各影响因素的相关关系1) 
Tab.3 Pearson correlation coefficients of anammox in Meiliang Bay 

相关因素 r P n 
水深 0.514 0.193 8 

上覆水 NO3
-浓度 0.107 0.802 8 

NO3
-交换速率 -0.404 0.321 8 

NH4
+交换速率 -0.541 0.166 8 
有机质 0.058 0.942 4 

反硝化速率(D14) 0.994 <0.0001** 8 
1) r: 相关系数; P: 显著因子, **表示显著相关. 

2.4 添加同位素对实验结果的影响 

同位素配对技术的建立基于四点假设[9]: 一是添加的15NO3
-不会干扰原位的NO3

-的反硝化过程, 有研

究表明, 15NO3
-浓度在10-400µmol/L时不会产生干扰现象. 二是来自水柱中的NO3

-所产生的反硝化(Dw
tot)

随NO3
-浓度的增高而显现增加. 三是添加的15NO3

-同时标记于水柱与沉积物中. 四是添加15NO3
-后, 在水

土界面会建立一个稳定的NO3
-浓度梯度. 为了验证本添加实验并没有影响原位的反硝化过程, 比较两者

的实验结果(图4). 经单因素方差分析表明, 添加同位素后与不添加同位素(控制组)的计算结果无显著差

异(P>0.05), 因此用同位素添加示踪的方法获取的反硝化结果能比较真实的反映原位反硝化速率, 同时

提供了不同反硝化过程的信息, 有助于深入理解不同反硝化过程对湖泊脱氮过程的贡献.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图4 原位培养和添加同位素培养的反硝化速率 
Fig.4 The fluxes of denitrification calculated from control and isotope paring incubation 

3 结论 

(1)梅梁湾内水土界面的反硝化速率高于湾外开敞湖区, 且由于沉积物溶解氧侵蚀深度和上覆水

NO3
-浓度的差异, 导致梅梁湾内以非耦合硝化-反硝化脱氮方式为主, 湾外开敞湖区以耦合硝化-反硝化

脱氮方式为主.  
(2)太湖梅梁湾Anammox过程占总的脱氮速率的 11%-14%, 分析Anammox的各个影响因素发现, 梅

梁湾反硝化速率对其影响显著.  
(3)通过比较添加与不添加同位素的实验结果表明, 添加同位素示踪的方法获取的反硝化结果能比较

真实的反映原位反硝化速率.  
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