
第 53卷    第 2期 海  洋  与  湖  沼 Vol.53, No.2 

2 0 2 2 年 3 月 OCEANOLOGIA  ET  LIMNOLOGIA  SINICA Mar., 2022 

                                            

* 国家自然科学基金, U1806211号, 42076035号, 41606093号; 中国海洋大学中央高校基本科研业务, 202072001号。罗 畅, 

硕士研究生, E-mail: 1051392235@qq.com 

① 通信作者: 宋国栋, 副教授, E-mail: gsong@ouc.edu.cn 

收稿日期: 2021-10-09, 收修改稿日期: 2021-12-02 

基于双还原体系与膜进样质谱快速测定 15N加 

富水样中15
3NO的方法* 

罗  畅1, 2, 3  宋国栋1, 2①  刘素美1, 2 
(1. 中国海洋大学  深海圈层与地球系统前沿科学中心/海洋化学理论与工程技术教育部重点实验室  山东青岛  266100;  

2. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室  海洋生态与环境科学功能实验室  山东青岛  266237; 3. 中国海洋大学化学化工学院 

  山东青岛  266100) 

摘要    海洋中的氮循环是海洋生物地球化学研究的热点领域之一, 而硝化过程是氮循环的关键一

环, 准确获取硝化速率对于丰富海洋氮循环的认识至关重要。15N标记同位素技术是目前国际上最为

广泛使用的硝化速率测定方法, 该方法的核心在于准确测定 15N 加富样品产生的 15
2NO-和 15

3NO-的

含量, 但目前的方法普遍存在测试时间较长、测试成本较高、所需样品体积较大或者检测限较高等

问题。研究以低成本的膜进样质谱作为 15N 加富样品测试设备, 建立了基于镉柱与氨基磺酸双还原

体系测定 15N加富样品中 15
3NO-含量的方法。经条件优化实验确定的具体方法: 采用 1 mol/L HCl配

制 15 mmol/L 的氨基磺酸(SA)作为反应试剂除去样品原有的 2NO- , 然后利用镉柱将 15
3NO-还原为

15
2NO- , 再按照 1︰60 (V︰V)的比例加入 SA将 15

2NO-还原为 29N2, 最终被膜进样质谱检测。此方法可

以测定的 15
3NO-样品浓度范围为 0~40 μmol/L, 其精密度为 0.3% (10 μmol/L), 并具备成本低、测定快

速(3 min/样品)、样品消耗体积小、检测限低(0.05 μmol/L)且无显著的盐效应等特点。利用该方法测得

青岛石老人 0~10 cm砂质沉积物中 15
4NH和 15

2NO-的潜在氧化速率分别为 0.08~ 0.17 nmol N/(cm3·h)

和 0.53~1.56 nmol N/(cm3·h), 验证了研究所建立的方法适用于沉积物中硝化速率的测定。 
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氮是影响海洋初级生产乃至引起生态系统改变

的关键生源要素(Gruber et al, 2008; Zhang et al, 2020), 

具有多种价态和存在形式 , 而各种氮形态之间的转

化构成了复杂的氮循环 (Casciotti, 2016)。硝酸盐

( 3NO- )是海水溶解无机氮( 4NH , 2NO- , 3NO- )中含

量最丰富的形态 , 其参与的海洋氮循环过程主要包

括同化吸收(Glibert et al, 1984)、异化硝酸盐还原(包

括反硝化、厌氧铵氧化和异化硝酸盐还原为铵 , 即

DNRA)和硝化过程(Song et al, 2013; Devol, 2015)。硝 

酸盐主要通过硝化作用产生, 一般分为两个步骤: 第

一步 4NH被氧化成 2NO- , 第二步 2NO-被氧化成 4NH , 

每一步都由不同的微生物群落所控制, 但由 NH3 直

接到 3NO- 完全的硝化途径目前也已经被证实(Daims 

et al, 2015; van Kessel et al, 2015)。 3NO-作为氮循环

过程中氧化途径的终点和还原途径的起点 , 厘清硝

化作用对硝酸盐的供给作用对于研究氮的转化十分

重要(Jenkins et al, 1984; Jäntti et al, 2011)。目前测定

硝化速率最常用和可靠的方法为 15N 标记方法, 即采
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用 15
4NH或者 15

2NO-作为底物进行培养实验, 以产物
15

2NO-和 15
3NO-的产率来衡量硝化速率(Jensen et al, 

1996; Jäntti et al, 2012; Lin et al, 2021)。因此准确测定
15

2NO-和 15
3NO-的含量就成为研究硝化过程的关键。 

测定 15
3NO-的主要方法涵盖早期的蒸馏法和扩

散法, 以及目前常用的反硝化细菌法等, 根据操作流

程、测试设备等具有不同的方法特点(表 1)。比如, 蒸

馏法(Hoering, 1957; Moore, 1974)或扩散法(Brooks et 

al, 1989)等预处理实验操作繁琐 ; 硝酸银法(Silva et 

al, 2000)和反硝化细菌法(Sigman et al, 2001)等测

试时间较长 ; 基于传统的扇区磁质谱同位素比值质

谱法 (IRMS)尽管测试精度较高 , 但测试成本也较

高。测定硝化速率的 15N 加富培养实验一般会产生

大量样品 , 目前的一些 15
3NO-分析方法难以在此研

究领域普遍推广。 

膜进样质谱仪(MIMS)是一种成本较低的用来分

析气体同位素的仪器 , 目前在氮循环研究中应用越

来越广泛。如 Groffman 等(2006)把 MIMS 用于沉积

物-水体系反硝化速率的直接测定。Yin等(2014)利用

KBrO 氧化法将 15
4NH 转化为 29N2 和

30N2, 利用

MIMS 测定, 并获得 15
4NH浓度。Moraes 等(2019)结

合硝酸盐还原酶和 MIMS 来研究沉积物中的硝化作

用。MIMS可直接测定水中溶解气体和 15N加富样品

的同位素, 具有快速简便、用样量小、不需要脱气等

优点(Kana et al, 1994; 谢成军等, 2020)。虽然 MIMS

的精密度比 IRMS低, 但可以应用于 15N加富样品的测

定。若用合适的方法将 15
3NO-转化为 MIMS可测定的

气体, 将有望实现 15N加富水样中 15
3NO-的快速测定。 

表 1  测定 15N 标记 3NO- 一些主要方法及其原理和特点 

Tab.1  Some main methods, principles, and characteristics for the determination of 15N labeled 3NO-  

方法 原理 特点 参考文献 

蒸馏法 
锌铜将 3NO-还原成 4NH 蒸馏收集, 用次

溴酸钠转化为 N2O或 N2 

操作繁琐, 预处理时间至少 1天, 需样品

体积至少几十毫升 
Hoering, 1957; Moore, 

1974 

扩散法 
锌铜合金将 3NO-还原成 4NH 进行扩散分

离, 用次溴酸钠转化为 N2O或 N2 

氨扩散样品处理需 6天时间以上, 所需样

品体积>40 mL 
Brooks et al, 1989 

硝酸银法 

盐酸洗脱阴离子交换柱硝酸盐, 用 Ag2O

中和、过滤、冷冻干燥产生无水硝酸银, 燃

烧转换成 N2 

前处理复杂至少 1天, 试剂消耗大, 分析

超 30 min/样品, 适用于离子强度低的淡水

样品 

Silva et al, 2000 

硝酸银改进法 
用特定的阴离子交换树脂柱, 减少 Ag2O

中和剂用量 

相对节约时间简化操作, 成本高耗时, 适

于淡水样品 
Xing et al, 2011 

反硝化细菌法 
反硝化细菌(N2O还原基因缺陷)将 3NO-转

化成 N2O 

细菌培养至少 1周; 3NO- <1 μmol/L时精

密度达 0.2‰; 主要测定天然水体 15
3NO-  

Sigman et al, 2001 

叠氮法 

用海绵镉将 3NO-还原成 2NO- , 再利用叠

氮酸醋酸缓冲液将 2NO-还原成 N2O; 改

进法将缓冲液稀释 

叠氮酸(HN3)有毒性和挥发性, 前处理麻

烦, 样品分析时间长(1 000 s/样品),适用于

天然同位素测定 

McIlvin et al, 2005; Tu et 
al, 2016 

高效阳离子交换法 
锌将 3NO-还原为 4NH , 分析 4NH 的

15N/14N比值 

样品体积需 15 mL, 但成本高, 测试

10 min/样品, 检测限较高, 至少

3NO- >1 μmol/L 

Gardner et al, 1995 

反应连续流四极杆

质谱技术
(RCFQMS) 

利用碘化钾试剂将 2NO-还原为 N2, 再由

质谱仪测定 

灵敏, 快速地测定 15
2N-NO- 和 3NO- , 检测

限较高 2NO- >2.17 μmol/L 
Russow et al, 1996 

无机氮制备单元与

四极质谱仪耦合
(SPINMAS) 

用三氯化钒试剂将 3NO-转化成 NO, 再由

质谱仪测定 

简单省时, 自动化反应装置成本高,检测限

较高 3NO- >0.97 μmol/L 
Stange et al, 2007 

基于膜进样质谱的

化学还原方法
(REOX/MIMS) 

用锌粉将 3NO-还原成 4NH , 然后用次溴

酸碘溶液将 4NH 氧化成 N2, 再由膜进样

质谱测定 

3NO-检测限低至 0.1 μmol/L, 快速简便, 

样品体积 15~20 mL 
Lin et al, 2021 

硝酸盐还原酶与

MIMS结合 
利用沉积物微生物将 3NO-还原成 N2, 再

由膜进样质谱仪测定 

沉积物微生物培养操作复杂, 培养时间超
20 h 

Moraes et al, 2019 
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氨基磺酸(sulfamic acid, SA)作为一种有效的还

原剂, 在酸性条件下可以快速将 2NO-转化为 N2, 以

前常被用于硝酸盐同位素分析前亚硝酸盐干扰的消

除(Granger et al, 2009), 反应式为 HNO2+(H2N)HSO3 

= H2SO4 +N2 + H2O。顺此思路, 只要预先将 15
3NO-还

原为 15
2NO- , 然后再加入 SA 发生反应, 由 15

2NO-提

供一个 15N, 然后与 SA中未经标记的 14N反应结合成

质量数为 29的 29N2, 即可实现将
15

3NO-转化为MIMS

可检测的 29N2。而利用镉柱将 3NO-还原为 2NO-是目

前国际上测定硝酸盐时最为常用的方法。由此, 建立

镉柱与氨基磺酸双还原体系, 将 15
3NO-转化为 29N2, 

并结合低成本的膜进样质谱测定 29N2, 即可实现
15

3NO-的快速分析。 

本研究基于现有的膜进样质谱仪(MIMS)对 29N2

和 30N2 的成功测定(谢成军等 , 2020)以及间接测定
15

4NH的方法开发(徐颢铭等, 2022), 拟开发基于镉

柱与氨基磺酸双还原体系测定 15N加富样品中 15
3NO-

含量的方法, 包括优化方法条件(如镉柱的还原效率、

SA 的浓度、反应体系的酸度和反应时间等), 并实现

此方法在石老人沙滩硝化过程研究的初步应用 , 可

为海洋沉积物硝化等过程研究提供有效的技术支持。 

1  材料和方法 

1.1  测定 15N加富样品中 15
3NO-的分析步骤 

测定 15
3NO-样品的方法基于镉柱与氨基磺酸双

还原体系并结合膜进样质谱, 分析测试流程如下(图

1): 取 5mL 15N 加富培养产生的 15
3NO-样品, 加入

0.1 mL SA 试剂混匀并利用高纯 He 吹扫去除样品中

原有的 15
2NO- , 再加入 0.1 mL 1 mol/L的 NaOH溶液

调节 pH; 然后加入等体积的 NH4Cl 缓冲溶液

(pH=8.5), 混匀, 以 10 mL/min 的流速经镉柱还原为
15

2NO- , 将流出液接入 6 mL Exetainer 瓶中装满, 加

入 0.1 mL SA试剂, 加盖旋紧混匀, 常温反应 10 min

后用MIMS测定 28N2, 
29N2和

30N2的信号值。
15

3NO-工

作曲线按照上述同样流程操作 , 工作曲线可用高纯

水或者盐度相近的具有低含量 3NO- 的陈化海水配

制。以 Δ29N2/ΣN2 为纵轴, 以 15
3NO-浓度为横轴绘制

工作曲线, 然后根据样品的 Δ29N2/ΣN2值计算样品中
15

3NO-浓度。Δ29N2/ΣN2为
29N2与总的 N2信号值的比

值与 15
3NO-零添加浓度时所测定的 29N2与总的 N2信

号值的比值的差值。样品中 15
2NO-的含量则通过直接

与 SA试剂反应转化成 29N2利用 MIMS进行测定。 

 

图 1  基于镉柱与氨基磺酸双还原体系并结合膜进样质谱测定 15N加富样品中 15
3NO-的简单流程 

Fig.1  A simple process for the determination of 15
3NO-  in 15N-enriched samples based on the double reduction system of cadmium 

column and aminosulfonic acid combined with membrane injection mass spectrometry 
 
整个方法涉及多项因素的条件测试 , 影响因素

和条件设定如表 2, 方法的条件测试具体步骤见

1.2~1.5, 方法对样品的应用测试见 1.6。 

1.2  镉柱还原率及还原硝酸盐浓度范围测定 

按照标准方法制备镉还原柱(中华人民共和国国

家质量监督检验检疫总局等, 2008)。将处理好的镉粒

灌装于长度 10 cm内径 3 mm的聚四氟乙烯管中, 管

上端连接 5 mL移液管枪头, 下端连接蠕动泵。配制

3NO-和 2NO-标准溶液浓度分别为 0、1、2、5、8 和

10 μmol/L, 以 10 mL/min流速进行过柱, 过柱后接收 

至 10 mL离心管, 而另一组 0、1、2、5、8和 10 μmol/L

的 2NO-标准溶液无需过柱。配制 0、0.5、1、2、5、

10、20、40、60、80、100、150和 200 μmol/L 3NO-

标准溶液 ,  均由镉柱还原为 2NO- 后 ,  将浓度高于

10 μmol/L 的溶液按理论稀释为 10 μmol/L。配制
15

3NO-和 14
3NO-标准溶液浓度分别为 0、1、2、5、8

和 10 μmol/L进行过柱。利用磺胺-萘乙二胺分光光度

法测定每条工作曲线的斜率。通过计算 3NO-和 2NO-

工作曲线的斜率的比值来评估镉柱的还原效率。 
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表 2  基于镉柱与氨基磺酸双还原(SA)体系结合膜进样质谱测定 15
3NO- 影响因素和条件设定 

Tab.2  Influencing factors and conditions for determination of 15
3NO-  by membrane injection mass spectrometry based on cadmium 

column and sulfamic acid double reduction (SA) system 

影响因素 条件设定 

镉柱还原率 配制 3NO-和 2NO-标准溶液 0、1、2、5、8、10 μmol/L 

试剂 SA浓度 0.5、1、2、4、8、16、20 mmol/L 

试剂 SA加入 HCl浓度 0、0.1、0.2、0.3、0.5、0.6、1 mol/L 

试剂 SA反应时间 10 min、20 min、30 min、1 h、2 h、4 h、6 h、8 h 

线性范围 配制 15
3NO-标准溶液 0、0.5、1、2、5、10、20、40、60、80、100、150、200 μmol/L 

精密度 配制 15
3NO-标准溶液 1和 10 μmol/L分别取 4个平行样 

盐效应 盐度为 0、5、10、15、20、25、30、35的海水配制 10 μmol/L 15
3NO-标准溶液 

 
14

2NO-过柱的目的在于监测镉柱是否存在过度还原。
15

3NO-过柱目的为检验其与 14
3NO-的工作曲线斜率

是否存在显著性差异。 

1.3  氨基磺酸浓度、试剂酸度及反应时间 
15

3NO-由镉柱还原为 15
2NO-后需要在酸性条件下

再被 SA 还原为 29N2, 为了探究适宜的 SA 试剂浓度

和酸度, 配制 SA试剂浓度梯度为 0.5、1、2、4、8、

16和 20 mmol/L, HCl浓度梯度为 0、0.1、0.2、0.3、

0.5、0.6和 1 mol/L的混合溶液, 共计 49个全因子组

合实验。将 10 μmol/L 15
3NO-使用液, 以 10 mL/min

的流速进行过柱, 过柱之后接收至 6 mL Exetainer瓶

装满。分别加入 0.1 mL 上述不同酸度和不同浓度的

SA 溶液, 利用膜进样质谱上机测试 28N2、
29N2和

30N2

的信号值, 并转化为 Δ29N2/ΣN2。并用分光光度法检测

剩余样品中 3NO-含量, 来验证 15
2NO-的转化率。从 SA

浓度和酸度实验选择优化条件, 确定适宜的 SA试剂。 

  利用 10 μmol/L 15
3NO-标准溶液, 经镉柱还原后, 

再加入 SA试剂, 设置时间梯度为 10 min、20 min、

30 min、1 h、2 h、4 h、6 h、8 h, 然后上机测试

Δ29N2/ΣN2, 验证此反应随反应时间变化的关系。 

1.4  线性范围、精密度及检测限 

线性范围: 配制 15
3NO-浓度为 0、0.5、1、2、5、

10、20、40、60、80、100、150和 200 μmol/L的标

准系列 , 经镉柱还原后 , 将流出液接入 6 mL 

Exetainer瓶中装满, 分别向瓶中加入 0.1 mL 1 mol/L 

HCl和 15 mmol/L SA溶液, 加盖旋紧, 用膜进样质谱

仪测定 29N2。以 Δ29N2/ΣN2为纵坐标, 15
3NO-标准系

列浓度为横坐标绘制工作曲线 , 通过线性拟合寻求

线性范围。 

精密度: 配制 1和 10 μmol/L 15
3NO-标准溶液由

镉柱还原后, 收集装满至 6 mL Exetainer瓶, 每个浓

度的样品取 4个平行样; 加入 SA试剂 0.1 mL上机测

定, 计算相对标准偏差。 

检测限 : 以工作曲线线性回归方程截距标准偏

差的 3倍除以斜率即检测限。 

1.5  盐效应 

使用陈化海水配制盐度梯度为 0、5、10、15、

20、25、30、35 的海水, 再与 NH4Cl 缓冲溶液 1︰1

配制 10 μmol/L 15
3NO-标准溶液, 经镉柱和 SA试剂

还原 , 上机测试并计算 Δ29N2/ΣN2, 计算相对偏差 , 

验证本方法在已优化的条件下是否存在盐效应。

实验所用陈化海水于 2016 年 5 月采自南海开阔海

域 , 盐度为 34.5, 经过 0.4 μm 醋酸纤维滤膜过滤

后避光陈化保存待用, NOx
- ( 2NO- + 3NO- )的本底小于

0.1 μmol/L, 4NH的本底小于 0.2 μmol/L, 对于本实

验中的工作曲线的配制无显著影响。 

1.6  石老人沙滩沉积物中铵氧化与亚硝酸盐氧化速

率的测定 

于 2019年 5月 15日早上 08:30 (低潮位时刻)在

青岛石老人沙滩(36°5′48″N, 120°28′25″E)获取沉积物

柱状样, 将表层 10 cm沉积物以 2 cm的垂向分辨率

现场进行分割装入密封袋中 ; 获取沉积物的同时获

取 5 L海水, 与分割好的沉积物一同保存在装有冰盒

的保温箱带回实验室进行后续实验。 

4NH 潜在氧化速率测定实验 : 对每个层次取

30 mL 沉积物加入气密性培养袋中, 加入 280 mL 海

水, 排尽培养袋中气泡, 加入 0.3 mL 100 mmol/L的
15NH4Cl 溶液, 混匀, 15

4NH最终浓度为 100 μmol/L

左右, 然后利用 10 mL注射器分别在 0, 1, 2, 4和 7 h

抽取培养袋中的样品 10 mL, 经 0.22 μm聚醚砜滤头

过滤后, 冷冻保存。按照 1.1中的步骤进行测定。 2NO-
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潜在氧化速率测定实验: 类似 4NH潜在氧化速率测

定实验, 将 Na15NO2作为所添加的
15N 标记物进行培

养, 然后按照同样的过程进行分析测试。 

样品中 15
4NH 氧化速率以 v 15

4( NH ) 表示 , 
15

2NO-氧化速率以 v 15
2( NO )- 表示, 计算公式如下:  

15 2
4

1

( NH )
V

v
V

 


.             (1) 

15 2
2

1

( NO )
V

v
V

 


.             (2) 

加富 15
4NH的样品, 以产生的 15

2NO- (或 15
3NO- )

质谱信号值(Δ29N2/ΣN2)带入
15

2NO- (或 15
3NO- )工作曲

线计算样品中 15
2NO- (或 15

3NO- )的浓度, 以 15
2NO- (或

15
3NO- )浓度对培养时间进行线性回归, 其斜率即为

15
2NO- (或 15

3NO- )产生速率 , 记为α ; 加富 15
2NO-的

样品 , 以产生的 15
3NO-质谱信号值 (Δ29N2/ΣN2)带入

15
3NO-工作曲线计算样品中 15

3NO-的浓度, 以 15
3NO-

浓度对培养时间进行线性回归, 其斜率即为 15
3NO-产

生速率, 记为β; 其中培养实验中加入沉积物的体积

记为 V1, 培养袋中沉积物与海水的混合体积为 V2。 

2  结果与讨论 

2.1  镉柱还原率 

整个方法基于镉柱 -氨基磺酸(SA)双还原体系 , 

实现由 15
3NO- 镉柱 15

2NO- SA 29N2 的转化 , 

设方法的转化率为 η, 镉柱还原率为 e,氨基磺酸还原

效率为 f, 则转化率如公式(3) 

29 15 29
2 2 2

15 15 15
3 3 2

N NO N

NO NO NO

C C C
e f

C C C




  

     .      (3) 

镉柱还原率 e≤1, SA还原效率 f≤1, 为实现转化

率 η越大, 则需 e和 f越接近 1。 

镉柱还原效率结果如图 2所示。由图 2b和 2c可

知, 2NO-已过柱和 2NO-不过柱的工作曲线斜率之比

为 0.114/0.115=99%, 可知制备的镉柱不会过度还原; 

由图 2a和 2b可知, 3NO-过柱与 2NO-过柱的工作曲线

斜率之比为 0.108/0.114=95%, 即 e=95%, 可知还原

效率较好, 满足实验要求; 而浓度高于 10 μmol/L 的

3NO-溶液, 先由镉柱还原后并按理论稀释为 10 μmol/L

后测定吸光度, 经检验符合工作曲线, 镉柱至少可还

原 200 μmol/L的 3NO-溶液。由图 2 d可知, 14
3NO-和 

 

图 2  3NO-过柱(a), 2NO-过柱(b), 2NO-不过柱(c), 14
3NO-过柱与 15

3NO-过柱(d)工作曲线 

Fig.2  Working curves of 3NO-  passed through the column (a); 2NO-  passed through the column (b); 2NO-  not passed through the 

column (c); 14
3NO-  and 15

3NO-  passed through the column (d) 
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15
3NO-过柱的斜率均为 0.109, 斜率相对偏差<0.1%, 

可知 14
3NO-和 15

3NO-过柱的结果没有显著性差异。 

2.2  15
2NO-被 SA还原时 SA试剂浓度、酸度和反应

时间影响 

实验控制 SA 试剂浓度和酸度的影响结果如图 3

所示。当HCl浓度低于 0.3 mol/L, SA浓度从 0 mmol/L

逐渐增加至 20 mmol/L, Δ29N2/ΣN2数值与本底无明显

差异(图 3a), 可知此范围条件下 15
2NO-基本未被还原; 

当HCl浓度高于 0.5 mol/L, Δ29N2/ΣN2明显增大, 并随

着 SA浓度增加而升高(图 3a); HCl浓度为 0.6 mol/L

和 1 mol/L且 SA浓度大于 8 mmol/L, Δ29N2/ΣN2数值

最大且保持不变(图 3a), 说明此条件下 15
2NO-被稳定

地还原为 29N2。通过光度法测定样品加入 SA试剂后

剩余 15
2NO- , 验证了 15

2NO- 转化率 (图 3b), 可知
15

2NO-转化率与图 3a 中 Δ29N2/ΣN2 基本对应, 证明

HCl浓度大于 0.6 mol/L且 SA浓度大于 8 mmol/L, 可

实现 15
2NO-完全转化为 29N2, 此条件下氨基磺酸还原

效率 f=100%, 整个方法的还原效率 η=95%。因此, 为

保证反应可靠进行, 选择 SA 浓度为 15 mmol/L 且

HCl浓度为 1 mol/L为 SA试剂优化条件。 
15

2NO-被 SA还原时反应时间影响如图 4所示。可

知 10 μmol/L 15
3NO-溶液在试剂条件为 15 mmol/L SA 

(1 mol/L HCl)下, 经镉柱和 SA试剂还原, Δ29N2/ΣN2数

值随时间梯度基本不变化, 测定结果的相对标准偏差

为 2%, 可知在选择的条件下测定时 15
2NO-和 SA 试剂

反应非常迅速, 加入 SA试剂后即可进行测定。 

 

图 3  不同氨基磺酸(SA)浓度(0.5~20 mmol/L)和酸度(HCl浓度 0~1 mol/L)条件下, 15
2NO-转化为 29N2的信号比值Δ29N2/ΣN2

变化(a)和 15
2NO-转化率(b) 

Fig.3  The signal ratio Δ29N2/ΣN2 variation from 15
2NO-  to 29N2 (a) and 15

2NO-  conversion (b) under different sulfamic acid (SA) 

concentration (0.5~20 mmol/L) and acidity (expressed as HCl concentration 0~1 mol/L)  
 

 

图 4  10 μmol/L 15
3NO-经镉和 15 mmol/L SA (1 mol/L HCl)

试剂还原后测试信号随时间的变化 
Fig.4  The change of test signal with time on the reduction test 

of 10 μmol/L 15
3NO-  by cadmium and 15 mmol/L SA (1 mol/L 

HCl) reagent 

2.3  线性范围、检出限和精密度  

本研究中镉柱还原硝酸盐的线性范围完全满足

需要 , 利用镉柱还原 -SA 反应测定 0~200 μmol/L 

15
3NO-线性范围(图 5)。通过线性拟合, 当 15

3NO-浓度

处于 0~40 μmol/L范围, 测定 29N2的信号值Δ29N2/ΣN2

与 15
3NO-浓度成明显线性关系 ; 当 15

3NO-浓度高于

40 μmol/L, Δ29N2/ΣN2 偏离拟合线, 因此本方法的线

性范围为 0~40 μmol/L。 

根据 15
3NO- 0~10 μmol/L的工作曲线(图 6), 计算

出该方法的检测限为 0.05 μmol/L。 

分别进行了 1 μmol/L 和 10 μmol/L 15
3NO-溶液

平行测试(n=4), 其 Δ29N2/ΣN2 相对标准偏差分别为

1.1%和 0.3%（表 3）。 
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图 5  镉柱还原-SA反应测定 15
3NO-的线性范围测试 

Fig.5  Determination of linear range of 15
3NO-  by cadmium 

column reduction-SA reaction  

 

图 6  镉柱还原-SA反应测定15
3NO-的工作曲线(0~10 μmol/L) 

Fig.6  Working curve of determination of 15
3NO-  by cadmium 

column reduction-SA reaction (0~10 μmol/L) 

表 3  15
3NO- 标准分别为 1 和 10 μmol/L 时测得 Δ29N2/ΣN2 平均值和 Δ29N2/ΣN2 标准偏差和 Δ29N2/ΣN2 相对标准偏差(n=4) 

Tab.3  Δ29N2/ΣN2 average measured at 1 and 10 μmol/L of 15
3NO-  standard and the Δ29N2/ΣN2 standard deviation and Δ29N2/ΣN2 

relative standard deviation (n = 4) 

15
3NO- /( μmol/L) Δ29N2/ΣN2平均值 Δ29N2/ΣN2标准偏差 Δ29N2/ΣN2相对标准偏差 

1   1.81×10–3 1.94×10–5 1.1% 

10 1.73×10–2 5.66×10–5 0.3% 

 
2.4  盐效应影响 

通过测定盐度范围为 0~35 的 Δ29N2/ΣN2与盐度

为 0时 Δ29N2/ΣN2信号比值计算相对误差(图 7), 表明

当盐度为 5、30 和 35, Δ29N2/ΣN2相对误差明显低于

1%, Δ29N2/ΣN2 基本未发生变化 ; 当盐度为 10~25, 

Δ29N2/ΣN2相对误差约为 2%, Δ29N2/ΣN2受到的影响也

较小。因此, 整个反应过程可视为无显著的盐效应。 

 

图 7  盐度为 0~35时 Δ29N2/ΣN2相对误差变化 
Fig.7   The relative error of Δ29N2/ΣN2 change at salinity with 

0~35 
 

2.5  石老人沙滩沉积物中潜在的铵氧化与亚硝酸盐

氧化速率 
15

4NH 加富样品中生成的 15
2NO-经测定浓度过

低 , 均<0.1 μmol/L, 与背景值之间并无显著差异。
15

4NH加富样品中 15
3NO-生成与培养时间的关系、

15
2NO-加富样品中 15

3NO-生成与培养时间的关系如

图 8a, 8b所示。可知, 沉积物 15
4NH加富在 0~10 cm

随着培养时间增加 , 除最表层沉积物 0~2 cm 外 , 
15

3NO-整体上均有升高, 发现 4NH氧化为 3NO- 的硝

化过程。沉积物 15
2NO-加富在 0~10 cm随着培养时间

增加 , 15
3NO- 均有升高 , 明显发生了 2NO- 氧化为

3NO-的硝化过程; 并且随着深度增加, 15
3NO-升高更

明显, 氧化速率更高。 

铵氧化及亚硝酸盐氧化速率与沉积物深度的关

系结果如图 9所示。石老人沙滩沉积物中存在明显的

硝化过程。沉积物 15
4NH氧化为 15

2NO-的速率难以检

测; 而沉积物 15
4NH氧化为 15

3NO-的速率变化范围为

0.08~0.17 nmol N/(cm3·h), 随着深度增加而增加 , 

8~10 cm 15
4NH氧化为 15

3NO-的速率最高; 沉积物
15

2NO-氧化为 15
3NO-的速率也有明显变化, 变化范围

为 0.53~1.56 nmol N/(cm3·h), 随着深度增加, 速率变

化小, 但在 8~10 cm速率明显高。由石老人沙滩沉积

物测得的硝化速率大小结果与一些研究相似(杜佳鑫

等, 2015; 常永凯, 2016; Chang et al, 2021)。石老人沙

滩沉积物是砂质的潮间带沉积物 , 在表面难以发现 
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图 8  15
4NH加富样品(a)和 15

2NO-加富样品(b)中 15
3NO-生成与培养时间的关系 

Fig.8  Relationship between 15
3NO-

 production and incubation time in 15
4NH -enriched samples (a) and 15

2NO- -enriched samples (b)  

 

 

图 9  15
4NH氧化为 15

3NO-及 15
2NO-氧化为 15

3NO-的速率

与沉积物深度的关系 

Fig.9  Relationship between the oxidation rate from 15
4NH  to 

15
3NO-  and 15

2NO-  to 15
3NO-  and sediment depth 

 

明显的由铵被氧化为亚硝或硝酸盐的硝化过程 , 而

沉积物 2~10 cm 则有明显的硝化过程, 将 15
4NH氧化

为 15
3NO- 的速率与深度做相关性分析 , 结果

P=0.022<0.05, 由 15
4NH氧化为 15

3NO-的速率与深度显

著相关; 而将 15
2NO-氧化为 15

3NO-的速率与深度做相

关性分析, 结果 P=0.085>0.05, 与深度无明显相关性。 

3  结论 

本研究优化了基于双还原体系与膜进样质谱测

定 15N 加富水样中 15
3NO-的方法。通过实验优化 , 

15
3NO-还原为 29N2的最佳条件为: 先用 SA 除去样品

原有的 15
2NO- , 然后利用镉柱将 15

3NO-还原为 15
2NO- , 

再加入 0.1 mL 15 mmol/L SA(HCl浓度为 1 mol/L)将
15

2NO-还原为 29N2, 最后由膜进样质谱测定
29N2, 并

通过工作曲线得出 15
2NO-的浓度。此方法测量样品快

速简便、成本低、效率高, 可测 15
3NO-浓度上限至少

可以到达 40 μmol/L, 对 15N 加富产生的大量样品测

定优势显著。石老人沙滩沉积物中存在明显的硝化过

程, 沉积物 0~10 cm 15
4NH氧化为 15

3NO-及 15
2NO-氧

化为 15
3NO-的速率变化明显, 在整体上, 随着深度增

加氧化速率增加, 由 15
4NH氧化为 15

3NO-的速率与深

度显著相关。 
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DETERMINATION OF 15
3NO-  IN 15N-ENRICHED WATER SAMPLES BASED ON 

DOUBLE REDUCTION SYSTEM IN MEMBRANE INJECTION MASS 
SPECTROMETRY 

LUO Chang1,2,3,  SONG Guo-Dong1, 2,  LIU Su-Mei1, 2 
(1. Frontiers Science Center of Deep Ocean Multispheres and Earth System/Key Laboratory of Marine Chemistry Theory and 

Technology, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266100, China; 2. Laboratory for Marine Ecology and 
Environmental Science, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao 266237, China; 3. College of 

Chemistry and Chemical Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266100, China) 

Abstract    The nitrogen cycle in the ocean is one of the hot fields of marine biogeochemistry, and nitrification process 

is a key part of the nitrogen cycle. Accurate acquisition of nitrification rate is very important to understand marine nitrogen 

cycle. The 15N labeled isotope technique is currently the most widely used method for determining the rate of nitrification 

in the world. The core of the method is to accurately determine the concentrations of 15
2NO-  and/or 15

3NO-  in the 
15N-enriched sample. However, the current methods generally have problems of long test time, high cost, large sample 

volume, and high detection limit. A robust and fast method was developed to determine the 15
3NO-  concentration in the 

15N-enriched sample with the double reduction system of cadmium column reduction and sulfamic acid (SA). All the 
15

3NO-  is converted to 29N2 and the 29N2 can be easily measured by membrane injection mass spectrometer (MIMS) with 

low cost and small volume. The specific method determined by the condition optimization experiment is: first, the 15 

mmol/L SA (dissolved in 1 mol/L HCl) as the reaction reagent remove the original 2NO- , 15
3NO-  is reduced by a 

cadmium column, and the 15 mmol/L SA (dissolved in 1 mol/L HCl) is added to the solution with a reagent: sample =1 : 60 

(V/V). The produced 29N2 can be measured by MIMS, and the original concentration of 15
3NO-  can be derived from the 

signal of 29N2. The method has a detection limit of 0.05 μmol/L for 15
3NO- , a linear range of 0~40 μmol/L, and a precision 

of 0.3% (at 10 μmol/L), with no salt effect. The potential oxidation rates of 15
4NH  and 15

2NO-  in the 0-10 cm layer of 

the sandy sediment of Qingdao Shilaoren were 0.08~0.17 nmol N/(cm3·h) and 0.53~1.56 nmol N/(cm3·h) with the method, 

respectively. The established method in this study can be applied to determine the potential rate of nitrification in 

sediments. 

Key words    15N enriched sample;  nitrification;  sulfamic acid;  membrane injection mass spectrometry 
 


