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提要 本文提出了 ” N 示踪
一

离子质谱法实测新生产力的方 法
,

并于 19 91 年 11 月一

1 9 9 2 年 5 月结合胶州湾现场调查的实际样品
,

对示踪剂量
、

培养时间
、

样品贮存
、

消解剂量和

时间
、

按离子的扩散吸收
,
以及方法的空白值

、

检出限
、

精密度和准确度等进行了实验研究
。
结

果表明
,

该法具有较高的精密度和良好的准确度
,

与经典的气体质谱法相比
,

还具有进样量少

以及可同时分析 ” N 丰度
、

总氮浓度和水中铁离子浓度等特点
,
对于含氮量极低

、

按氮再生迅

速的海洋环境中新生产力的研究
,

具有特殊的意义
。

关键词 氮吸收 同位素 质谱 新生产力

新生产力
,

作为了解生源要素生物地球化学循环过程
,

和了解海洋对大气 C O :

进而对

全球气候调节能力的重要手段而被纳人一些重大的国际性研究计划
,

如 J G O F s (全球海

洋通量联合研究 )
,

并将在全球范围内展开研究
。

新生产力的研究方法有多种
,

但大多数

是间接估计法 ( E p lP e y
,

19 8 9 )
。

迄今应用最多
,

也是最基本的实测方法是同位素示踪

法
。

这方面国外 已有不少工作 ( H a r r i s o n ,

19 8 3 ; D u g d a l e
等

, 1 9 8 6 )
,

但目前仍未形成统

一的规范方法
。

在国内
,

这方面研究尚属空 白
。

本文提出了
` ,

N 示踪
一

离子质谱法
,

开辟

了新生产力测定的一条新途径
。

材料与方法

仪器与试剂 离子质谱法
` ,

N 测定的仪器为北京信通科学仪器公 司研 制 的 s T
-

.

勺二, .吕

I M s 88 型离子质谱计 (黄庆文等
, 1 9 8 9 )

。

消解仪器为 J K 一 l 型远红外消煮炉
。

示踪剂
: K ` ,

N O
,

丰度为 9 4
.

5 5务
,

(
` ,

N味 )
2 5 0 ;

丰度为 9 5
.

2 6外
。

氧化剂
: A R 级浓

H
Z S O , 。

增温剂
: A R 级 K z S O ; 。

催化剂
: A R 级 C u S O

4 , S e 。

加速剂
:
按 K Z S O

; : C u S O
4 :

S e
~ 2 0 0 : 2 0 : l 比例配成

。

扩散剂
: A R 级 N a O H ( 1 0 m o l / L )

。

吸收剂
: G R 级 H e l

( 0
.

6 m o l / L )
。

L Z 采样与培养 浮游生物样品
,

于 1 9 91 年 11 月和 19 92 年 2 月
、

5 月采自胶州湾中

心 5 号站
。

水样用 2 0。产m 筛绢过滤以除去大型浮游动物的干扰
。

每样 l o O0 m l ,

于甲板

上流水控温模拟现场培养
。

* 中国科学院海洋研究所研究报告第 2 13 8 号
。

国家自然科学基金委资助项 目
, 3 9 2 0 0 0 2 2 号

。

本研究在样品前处理试验中曾得到南春波副研究员和彭根元副教授的支持和帮助
,
均此一并表示衷心谢忱

。
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。
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L 3 样品贮存 用 4 50一 5 00 ℃ 下经 5一 6h 灼烧过的 W ha tm na G F /F 滤膜在不高于

0
.

03 M Pa 的负压下抽滤
,

取两组膜样品分别于 一 20 ℃ 下贮存和在 60 ℃ 下干燥 48 h 后密

闭贮存
。

L 4 消解 采用 jK
e ld a hl 法消解

,

将有机氮转化为 N H才态氮
。

L S N H才的扩散吸收 将消解液定容
,

取适量于小型 C on w ay 皿之外槽
,

将 盛 有

3 00 一 4 0 0川 的吸收剂的小表面皿置于 C on w a y 皿之中心
。

在消解液中加入 8一 10 m l 扩

散剂
,

混匀后在 40 ℃ 下扩散吸收 1 h2
。

1
.

6
`

叹 丰度
、

氮浓度测定 经扩散吸收提纯的样品
,

再经低温风干浓缩至 15 一 2 5风
,

取 l一 2川 于样品靶上
,

低温风干后进样侧定
` ,

N 丰度
。

N H才浓度
、

总氮浓度可由同位素

稀释法同时测得
。

1
.

7 新生产力的计算 分别测得新生氮源 (主要是 N O了
一

N )和再生氮源 (主要是 N H才
-

N ) 现场培养前后水中和颗粒态氮的
` ,

N 丰度和氮浓度
,

按照 C o l l o s
( 1 9 8 7 ) 的 ( 8

`

)式或

B l a e k b u r n 一

C a p e r o n
模型

` ) ( L a w s ,

1 9 8 4 ) 求得两种氮源的吸收率 V 新生 和 V 再生 , V 新、 与

( v 新生 + V 再生
)之比即为 f 比

,

f 比与初级生产力之积即为新生产力
。

2 结果及分析

2
.

1 示踪剂量 由图 l 可见
,

浮游植物对 N O了
,

N H才的吸收遵循 M i hc ae ils
一

M e nt e n

动力学方程
,

N O 了
,

N H才的吸收半饱和常数 K
。

分别为 0
.

7 4产 m oI ZL 和 1
.

17 那 m ol / L ,

最

大比吸收率 v m
分别是 o

.

00 49 h--
`
和 0

.

0 1“ h
~ ` 。

由此可推算出给定误差水平下示踪剂

的限定量
。
如

,

当介质浓度等于半饱和常数时
,

欲控制加人示踪剂引起的误差低于 5并
,

” N O了的加人量应不高于 0
.

0 8那 m o l / L
, ` S

N H才的加人量应不高于 0
.

1 4祥 m ol / L
,

这分别

相当于介质浓度的 10
.

81 外和 11
.

% 并
。

.2 2 培养时间 浮游植物对 N O了
,

N H才的吸收随培养时间的变化如图 2 所示
。 1 9 91

年秋季 (图 2a ) N O了的线性吸收时间超过 1 0 h
,

N H之的线性吸收时间约为 h7 ; 1 9 9 2 年春

季 (图 Zb ) N O歹 和 N H才的线性吸收时间分别达 1 h5 和 1h2
。

可见
,

N O了 的线性吸收

时间较长
,

N H才的线性吸收时间较短
。

通常
,

培养时间在 h6 之内是适宜的
。

.2 3 样品贮存方法比较 冷冻法和干燥法贮存样品的
` ,

N 丰度和总氮含量两项指标的

分析结果见表 1 。

显著性检验表明
,

两种贮存方法的效果无明显差异
。

其中
,

冷冻法较简

便
,

贮存四周未发现明显变化
,

可作为常规贮存方法
。

表 1

T a b
.

1 C o m P a r i s o n o f

干燥法和冷冻法贮存效果比较
5 t o r a g e e f f e c t s b y d r y m e t h o d a n

d f r o z e n m e t h o d

指 标 差异显著性检验

` S
N 丰度
( % )

t ~ 0
.

6呼<
2 0 . 0 1

一 3
.

1 1

总氮含量
(胖g )

” 1
.

0 8 < 了o j z
一 3

.

1 1

1燮登三
一

…
. .

进主…色}
~ - -

卫里彭一卜塑竺
-

仁兰垫竺
一

}
{粤李卜

-

兰 一

}理{华
-

卜全兰二卜
.

竺二卫三宜
一一

{
}

.

二卫1 卜兰一一}岑牛
一

}一翌世一卜一兰卫兰 {
}
一

粤恋
一

卜
一一兰一

一
~ `

}一竺兰
二兰 }一二竺

一

一卜
一

里生巴一 {
l

~

士 燥且
斗

}
’ 2 7

·

0 0
} ”

·

2 `
1 ”

·

0 6 5

!

l) 当同时考虑 N H士再生时
, N H士的吸收率由此模型求得

。
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图 1 月交州湾秋季 ( 1 9 9 1 )浮游植物 N 吸

收率 ( V ) 与介质 N 浓度 (
`

) 的关系

F i g
.

1

a s s e m b l

N i t r o g e n u p t a k e se s b y

J i a o z h

P h v t o P l a n k t o n

o u B a y i n A u t -

u m n 1 9 9 1

e s f r o m t h e

a s f u n e t i o n s o f a m b i e n t n i t r o g e n

图 2 胶州湾浮游植物氮吸收 (以 ” N 积累表示 ) 随
`

时间的变化

F i g
.

2 T i m e一 e o u r s e a e c u m u l a t i o n o f l ,
N i n t o

P h v t o p l a n k t o n i n t h e J i a o z h o u B a v

a
·

1 9 9 1年秋季
, b一 9夕2年春季

。

C o n C e ll t 〔 a t 1 0 n s

.2 4 消解条件 消解剂量和消解时间的两因子三水平试验结果见表 2 。

方差分析 表

明
,

不论是
` ,

N 丰度还是总氮含量
,

在实验设计范围内随消解剂量和消解时间的变化均不

显著 (表 3 )
。
为降低试剂本底干扰和减少工作量

,

可视样品含氮量的高低
,

采用氧化剂

1一 2
.

s m l
、

加速剂 0
.

5一 19
、

消解时间 1一 Z h 为常规消解条件
。

表 2 不同消解条件的结果比较

T a b
.

2 C o m P a r i s o n o f d i g e s t i o n r e s u l t s a t d i f f e r e n t c o n d i t i o n s

夕当 , 、 ,二
{ 笋化剂 1叫 …
} 那速刑 “ 二全竺 }

` h 、 {

—
_ _ 、

l

—
}̀ 整塑竺

-

卜旦圣二竺兰…
… “ 7` 4

{
’ 0 ,

1
{

“ 6 4`

1
’ 0 ,

{
3

}
l

·

80 6

!
` 0 3

!

氧化剂 2
.

, m l

加速剂 l
·

0 9
氧化剂 s m l

加速剂 1
.

, g

丰度 (% ) 总氮 (拜 g ) 丰度 (% ) 总氮 (拌 g )

1
。

5 9 9

1
。

6 8 5

1
。

6 9 5

1
。

5 1 3

l
。

6 , 6

l
。

6 5 6

1 1 2

1 0 3

1 0 6

.2 5 扩散吸收效果检验 用浓 H
Z S O ;

含量为

标准液
,

经扩散吸收后测定吸收液的
` ,

N 丰度
。

一0外 (体积比 )
、 ` ,

N 丰度为 0
.

96 2 7务 的

9 个重复样的测定结果为 0
.

9 48
, 0

.

9 5 7
,

0
.

9 6 7 , 0
.

9 4 8 , 0
.

9 5 6 , 0
.

9 5 9 , 0
.

9 5 7 , 0
.

9 7 7 , 0
.

9 5 4 ; 均值为 0
·

9 5 8 ,

标准差为 0
.

0 0 9 1 (单位均为

务 )
,

变异系数为 0
.

95 务
,

平均回收率为 ”
.

, l多
。

可 见
,

扩散吸收的重现性和可靠性是良
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表 3 消解条件方差分析
; T a b

·

3 v a r i a n o e a n a l y s i s o f di g e s t i o n c o n d i t i o n

一
.

少生
-

`、 一

{一兰壁翌一阵斐竺 }
一些-兰 -

. ~

一

}尘卫 {i 一

}
一一

一
一一

j i燮些竺
-

一
-

-

,
} 扣 }罐爵 ( A ) } 2 1 0

。

0 0 , J O { 2
。

4碍 } 。 , 。 , , , 、 , n ,

}
`

-

一
一 _ `

} }
_

} }
f A气 尸 “

·

“ ,戈` , , 夕一
u ` , ,

:三卜 度 } 时 l司 ( B ) } 2
`

} 0
·

0 0 9 1 , 1 2
·

4 0 }
}

、 。 ~ }
,

l
。 , 。 , n ,

! } f n < F 。 。 ,

( 2 , 4 ) ~ 6
.

9 4
_

r

_

! 误 左 }_
_ _ , _

_

_ }
u .

些二竺兰
_ _

_
_

}
_ _ _

_ _ _ _ _

_
_

}

_
_

-
一一下

—
一

—
}

—
「一 一

一 -

一 !一一一一万万丁一 {—
- -

一一丁一一 }
} 布 l信缸( A ) 1 1 1 9

。

7 , 1 0
.

, 吕 } 。 , 。

} ”
-

一
“ ’

! { } }
诬 A久 r o

.

05 戈玉 , 叼 一
工 。 ’ J

含 氮 量 l 时间 ( B ) } 2 1 6
·

0 0 1 0
·

3 6 1

… 误 差

…
,

…
, `

·

8 8

1 {
“ “ < F 。一 ’

( , ’ 2 , 一 ` ”
’

。

好的
。

微小的丰度值降低来自 10 并体积的浓 H
Z S O ;

中微量天然丰度氮的同位素稀释作

用
。

.2 6 空白值
、

检出限与样品需求量 试剂空白
:
按氧化剂 2 m l

、

加速剂 0
.

79
,

消解 h2
,

按方法
“ 1

.

5’’ 步骤扩散吸收
,

用同位素稀释法测本底氮含量
。

材料空白
:
取冷冻贮存的滤

膜 (见方法
“ 1 3”

) 经上述方法消解和扩散吸收后测含氮量再减去试剂空白
。

试剂空白的

9 个重复样的测定值为 8
.

0 2 , 1 1
.

7 8 , 10
.

6 1 , 1 1
.

8 0
,

9
.

9 6
,

10
.

2 8 , 9
.

6 , , 1 0
.

0 4 , 2 1
.

19产 g ; 均值

为 10
·

3 7产g
,

标准差为 1
.

1 8。

膜空白仅为 0
.

0 8产g (均值 )
,

可见方法空白主要来自试剂
,

经

过高温处理后的滤膜基本上不含氮
。

由空白变异推知
,

方法检出限优于 4户 g 。

取 N 含量为 1那g / m l 的天然丰度的 N H
;

lC 溶液 10 m l
,

经扩散吸 收 后 测
` S

N 丰度
。

5次重复的结果为
,

0
.

3 6 9
,

0
.

3 7 1 , 0
.

3 5 9 , 0
.

3 6 8 , 0
.

3 7 4 ; 均值为 0
.

3 6 8 ,

标准差为 0
.

0 0 5 6 ,

变异

系数为 1
.

53 外
。

可见 1 0声g 氮的样品即可满足测定要求
。

实际测定中
,

滴到样品靶上的

氮量约为 1拼g 。

.2 7 方法精密度和准确度 取含氮量为 80 群 g 的天然丰度的尿素 8 个样品
,

经消解
、

扩
-

散吸收后测
` S

N 丰度
,

同位素稀释法测总氮量
,

结果见表 4 。

可见
,

方法精密度和准确度都

是令人满意的
。

T
a

b
.

表 4

E x a
m i n a t i o n 0 1

方法的精密度和准确度检验
t l一e p r e e i s i o n a 一1 (

1 t l l e a c c u r a e y o f t l l e m c t h o d

扛
·

|一7一9收%一.0一卜回(一10一10
样品号

{
;

{
2

{
3

…
;

}
、

…
。

…
,

…
,

{
均值

{
方差

1
变然

数

— {一…一…一…一 {一…一{一…一…— }一
一

岸兰

翼…竺…里…竺…竺全…竺…竺…竺…竺于…二竺…缨…兰
-

室i罄i…
8 `

·

,

…
8 ,

·

0

}
8 0

·

9

{
8 ,

·

3

…
8“

·

0

1
”

·

`

!
8 ,

·

’

…
` 0

·

,

…
8。

·

9”

{
’

·

’ ` 8

}
2

·

。 8

.2 8 新生产力测定实例 1 9 91 年秋季胶州湾 5 号站新生产力测定结果 (以碳表示 )
:

表层为 0
.

4 0 3 5 m g / ( m
, ·

h )
, 6

.

5 m 处为 o
.

l o 9 3 m g / ( m
, ·

h )
, 1 3

.

s m 处 为 o
.

o l o l s m g /

( m
3 ·

h )
。

3 讨论

3
.

1
` S N 示踪培养的实验条件 示踪剂量和培养时间是关系到实验结果可靠性的两个

关键问题
。

通常认为示踪剂量应低于介质浓度的 10 关 ( D u g d a l e
等

, 19 86 )
,

但未见到
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有关这个剂量标准的任何依据
。

本文从浮游植物营养吸收动力学和误差分析推出
,

当介

质氮含量高于氮吸收半饱和常数时
,

示踪剂量可略高于 10 必介质浓度
,

以便有利于缩短

培养时间和提高检测精度
。

这种情况适合于沿岸海区 (如
,

胶州湾 1 9 9 1年秋季 N O了含

量约为 l 群 m ol / L ,

N H才含量约为 5拼m o
l/ L )

。

反之
,

当介质氮含量低于氮的吸收半饱和

常数时
,

为保持相应的误差水平
,

应降低示踪剂量比例
,

直至仪器可检测水平
。

N O了和

N H才的线性吸收范围
,

随着季节
、

海区和浮游生物组成的不同而有所变化
。

胶州湾 1 9 9 1

年秋季和 1 9 9 2 年春 季浮游植物氮吸收时间曲线显示了相同的规律 : N O了线性吸收时间

较长
、

N H才线性吸收时间较短
。

但在 h6 之内计算平均吸收率均是可靠的
。

这与前人的

结论 ( H a r r i s o n ,

19 8 3 ; D u g d a l e
等

, 1 9 8 6 )是一致的
。

3
.

2
` , N 同位素的检测方法

` ,
N 丰度的测定方法有多种

,

最常用的是质谱法
。

以往的
15 N 同位素质谱测定均是气体法

,

即
,

以 K iel d a
hl 法对样品消解

,

将有机氮转化为 N H才
-

N 之后再经 iR tt e
nb 盯 g 法将 N H才一 N 转化为 N

: ,

或者采用 D u m as 法将样品 密封燃

烧直接转化为 N
Z ,

以 N :
形式进人质谱测定

。
D u m as 法是一种较为先进的方法

,

但 目前

国内尚无自动 D u m a s
法装置

,

手工 D u m a s
法制备 N : 与 K i

e l d a h l
一

R i t t e n b u r g 法一样

费时
、

且误差环节多
,

而且样品需求量大
,

要求样品含氮量不低于 30 产g ( H ar ir s o n ,

1 9 8 3 )
。

本文利用离子质谱计以 N H才形式进样测定
,

免去了由 N H才向 N :
转化的大量工作和误

差因素
,

而且样品需求量仅为气体质谱法的 粤
,

这对于含氮量极低的海洋浮游生物样品
一

一

“ ” ” -

一
”

’ 一 -
- -

一
一

`

- 一 一 ’
一 ’

一 3
’

一 一 ”
一

-
-

分析具有特别重要的意义 (减少实验水体
、

缩短操作时间
,

有利于扩大实验规模 )
。

由于

采用易于处理的 N H才形式 (以液态而不是气态 )进样
,

可方便地应用同位素稀释法侧定

样品的总含氮量
,

这为新生产力的计算提供了极为方便的条件
。
此外

,

该法还可直接用于

侮水中 N H才浓度和
` ,

N 一 N H才丰度的测定
,

这为研究浮游生物氮循环以及由 N H才再

生引起的同位素稀释效应提供了有效的手段
。

.3 3 离子质谱法的样品前处理 K ile d ha l 消解 法 的增温剂和 催化 剂 比 例 通常是

K : 5 0
; : e u s o

; : s e 一 2 0 0 : 10 : 1 ,

消解时间通常是 4 h (王福钧
, 1 9 8 9 )

。

由于浮游生物细胞

极易破碎分解
,

有机氮很容易转化为 N H才
,

因而
,

反应过分剧 烈反而会造成氮的损失 (以

N :
形式挥发 )

。

故本实验采用 K Z S O
; : c u S O

。 : S e
~ 2 0 0 : 2 0 : 1 的比例配加速剂

。

同样
,

反

应时间过长也会使中间产物 ( N执 )
Z eS o

,

分解产生 N H 3
个 和 N

:

个 而造成损失
。

本实

验证明
,

消解 1一 h2 即可使有机氮充分转化为 N H才一 N
。

消解液沸点高
、

内含物复杂
,

不利于进样分析
。

采用扩散吸收的办法将 N H才转移到

低沸点的盐酸水溶液中
,

排除杂质干扰
,

同时提高了 N H才的浓度
,

保证了分析效果
。

此外
,

当培养时间短
、

温度又低时
,

浮游植物吸收的 N O了 不能完全被同化
,

而未被同

化的 N O了在消解过程中(酸性条件下 )受热逸出
,

故此造成负误差
。

这个误差在以往的

jK
e l da hl

一

iR ett bn ur g 法中被忽略了
。

我们的研究证明
,

在某些情况下 (如冬季 )
,

这种误

差可高达 15 够
,

是不容忽视的
。

对此
,

采用铬法还原后再行消解可获得满意的效果 lo)

l) 焦念志
,
浮游植物 N O百 吸收和同化与环境因子的关系 (待发表 )

。
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1 ` , N 示踪
一
离子质谱法的关键性实验条件 示踪剂量为介质浓度的 10 务 左右 ; 培

养时间在 h6 之内 ;样品贮存可采用冷冻法 ;消解剂量
:
氧化剂 1一 2

.

5m l
,

加速剂 ( K Z S O ; :

e u s o
; : s e

~ 2 0 0 : 2 0 : x ) 0
.

,一 19 ; 消解时 I’de 在 1一 Zh ; 扩散剂量在 8一 1 0m l ; 吸收剂量

在 3 0 0一 4 0 0户 l ; 扩散吸收时间为 4 0℃ 下 1 2h
o

.4 2 离子质谱法的特点 进样量少 ;可同时分析颗粒态氮的
` S

N 丰度和浓度 ;可同时分

析介质中 N H才一 15 N 丰度和 N H才浓度 ;方法精密度和准确度较高 ; 分析速度较快 ; 仪器

造价低
。
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