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摘要：沉积物中的异化硝酸盐还原过程对于海洋氮循环起着至关重要的作用。基于15N 标记的培养技

术是目前测定沉积物异化硝酸盐还原的主要手段。准确快速测定15N 标记的产物 (29N2、 30N2) 是量化异

化硝酸盐还原各个过程速率的关键。本研究自行组装膜进样质谱系统用于29N2 和30N2 的测定，对其测

量条件进行了优化。结果表明，进样蠕动泵进样流速 0.80 mL/min，进样时间 3～3.5 min，恒温槽温度 20～25°C，

同时铜还原炉温度在 300～600°C 的条件下，29N2/28N2 和30N2/28N2 的测试精密度分别可以控制在 0.1% 和

1% 以内，比较适合29N2 和30N2 的测定。利用自组装的膜进样质谱系统结合15N 标记的培养技术研究了

青岛石老人沙滩沉积物中的异化硝酸盐还原过程。石老人沙滩沉积物不存在将硝酸盐完全还原为氮气好

氧的反硝化。厌氧铵氧化、厌氧反硝化和异化硝酸盐还原为铵 (Dissimilatory Nitrate Reduction to Ammonium,
DNRA) 的潜在速率  (以湿沉积物 N 计) 分别为 (0.05±0.01) nmol /(cm3·h)，(2.32±0.21) nmol /(cm3·h) 和

(1.02±0.15) nmol /(cm3·h)。厌氧反硝化是硝酸盐异化还原主要的贡献者，其比例接近 70%，其次是

DNRA，比例可达 30%，而厌氧铵氧化的贡献最低，仅为 1%。在 N2 产生过程中，主要贡献者是反硝化，

厌氧铵氧化的贡献仅为 2%。
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1　引言

氮是浮游植物生长的必要元素，在一定程度上限

制着海洋的初级生产。然而，人类活动已经显著影响

到自然界原有的氮循环 [1]，使得近岸海区遭受诸如富

营养化、底层水体缺氧和酸化等一系列生态环境问

题 [2– 4]。边缘海沉积物是活性氮移除的主要场所，对

于缓解近岸富营养化具有积极的意义 [5]，同时对于评

估全球海洋氮收支也至关重要 [6]。沉积物中的活性氮

移除主要依靠硝酸盐的异化还原过程实现，这些过程

包括厌氧铵氧化和反硝化，在这两个过程中硝酸盐经

过一系列异化还原最终以 N2 形式移除，在厌氧铵氧

化过程中铵氮也被移除；同时，在沉积物中还存在异

化硝酸盐还原为铵（Dissimilatory Nitrate Reduction to
Ammonium, DNRA）的过程，该过程仅仅是将硝酸盐

转化为铵盐，并未实现活性氮的移除 [7]。因此，准确量

化边缘海沉积物中异化硝酸盐还原各个过程的速率，

就成为准确评估海洋氮收支的关键所在。
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目前对于海洋沉积物异化硝酸盐还原速率的测

量，大部分的数据来源于泥质沉积物的研究，硝酸盐

在泥质沉积物间隙水中的获取依靠扩散的途径。而

近期的研究结果表明，砂质沉积物可能也是反硝化过

程进行的热点区域，在这些沉积物中，硝酸盐通过平

流输运进入沉积物，在发生反硝化时可能仍然处于氧

化环境，这种反硝化被称为好氧反硝化 [8– 9]。而对于

边缘海来说，大约 50%～60% 的区域被砂质沉积物覆

盖，如果在这些砂质沉积物中能够发生好氧反硝化，

则对于海洋氮循环的收支将会产生显著的影响 [10– 11]。

然而，好氧反硝化在砂质沉积物中是否普遍存在，目

前的研究中还尚存争议。

15NO−3
15NH+4

目前常用的测定沉积物异化硝酸盐还原过程速

率的方法是基于 15N 标记的技术 [12]。在这种技术中，

加入厌氧的沉积物中进行培养实验，然后在不

同时间点取样，测定产物中29N2、30N2 和 ，对于产

物测试的仪器一般采用气相色谱–同位素比值质谱[13–14]。

该设备的成本在早期较高，这在一定程度上限制了该

方法的推广。相对于同位素比值质谱，膜进样质谱是

一种相对实惠且较为灵敏的一种小型质谱，已被国内

外广泛应用于水体中多种气体的测定，如 N2、O2 和

Ar 等 [15–17]；该设备与15N 标记技术结合，不仅可以直接

用来测定 N2/Ar 从而直接计算 N2 产生的通量，而且也

可以用来测量 2 9N 2 和 3 0N 2，以及可以转化为 2 9N 2 和
30N2 的15N 标记产物，具有快速、灵活、所需样品体积

少等优点 [15, 18– 19]，已经被许多氮循环研究学者用于沉

积物或者水体中的反硝化、厌氧氨氧化以及 DNRA，

甚至沉积物固氮、矿化和铵同化等过程的研究 [19– 21]。

国内的一些实验室已经配备了膜进样质谱，对于该设

备的使用也有一定的介绍 [16– 17, 21]，但大都是直接采购

的商品化设备，成本依然较高，而且大多数的报道都

没有涉及到仪器使用条件的优化，或者原本膜进样质

谱的专门用途不适合 15N 标记气体样品的测试，比如

目前为走航用于水体的 O2/Ar 测定的膜进样质谱，仪

器自带的膜进样器扩散面积较大，需要 200 mL/min
左右的流速方能维持稳定的信号 [17]，显然这并不适合

小体积15N 标记氮气样品的测试。为此，在本研究中，

我们利用现有的四极杆质谱仪，自行加工了由渗透性

的硅胶薄膜管组成的膜进样器，组装了一套膜进样质

谱系统，测试并优化其性能，并利用该系统初步研究

了青岛石老人沙滩沉积物中异化硝酸盐还原过程。

2　材料与方法

2.1    自组装膜进样质谱系统组成

图 1 展示了本研究自行组装的膜进样质谱系统。

该系统主要由以下部件构成：样品瓶 (S)，进样蠕动泵

(P)，恒温水浴槽 (T)，标准样品制作系统 (R-E)，膜进样

器 (M)，冷阱 (C)，铜还原炉 (F)，离子源 (I)，四极杆质

量分析器 (Q，英国 Hiden 公司 HPR40)，二次电子倍增

检测器 (SEM) 和数据处理系统 (D)。其中样品瓶用于

盛放样品，我们选用国内外常用的 Exetainer 瓶 (6 mL
或者 12 mL，英国 Labco 公司 ) 作为样品瓶；蠕动泵

(Minipuls 2，法国 Gilson 公司) 负责将样品平稳地泵入

膜进样器，以便于将水样中的溶解气体进行分离。膜

进样器由渗透性的硅胶薄膜管组成 (外径 0.9 mm，长

度 3 cm)，其构造类似 Kana 等 [15] 的膜进样器，该装置

由作者在实验室自行加工而成。泵入膜进样器水样

中的溶解的气体在膜外高真空的吸引下扩散至四极

杆质谱系统管路中，高真空的获得由爱德华分子泵站

实现，在测试时可维持 10–7 torr （1 torr=133.322 368 4 Pa）
的真空度。为使水样中的气体能够均匀地透过硅胶

半透膜，将膜进样器置于高精度 (±0.01℃) 恒温水浴

槽中，以便于获得高精度的测试结果；此外，恒温水浴

槽的另外一个功能是用来制取标准水样，即通过恒温

搅拌水样使之与大气达到溶解平衡实现 [15, 21]。经膜进

样器分离的气体 (包含空气主要成分如 N2、O2、Ar、
CO2、H2O，以及15N 加富培养实验所产生的15N-N2、15N-
N2O 等) 进入液氮冷阱后被纯化，一些高沸点的分子

(如 H2O、CO2、N2O 以及一些有机分子) 在此被冷冻；

经纯化后的气体主要含有 N2(包含其同位素)、O2 和

Ar，然后气体样品继续进入还原铜炉 (内含装有还原
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图 1    自组装膜进样质谱系统示意图

Fig. 1    Schematic diagram of self-assembled membrane injec-

tion mass spectrometry system

从左到右的主要部件依次为：样品瓶 (S)，进样蠕动泵 (P)，恒温水

浴槽 (T)，标准样品制作系统 (R-E)，膜进样器 (M)，废液回收瓶

(W)，冷阱 (C)，铜还原炉 (F，内含一根装有还原铜丝的石英管)，抽

真空系统 (V)，离子源 (I)，四极杆质量分析器 (Q)，二次电子倍增检

测器 (SEM)，数据处理系统 (D)

The main components from left to right are: sample vial (S), injection

peristaltic pump (P), constant temperature water bath (T), standard sample

preparation system (R-E), membrane injector (M), waste recovery bottle

(W), cold trap (C), copper reduction furnace (F, containing a quartz tube

with reduced copper wire), vacuum system (V), Ion source (I), quadru-

pole mass analyzer (Q), secondary electron multiplier(SEM), data pro-

cessing system (D)
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铜丝的石英管)，氧气分子与高温的铜丝反应被除去，

以降低 O2 对测定 30N2 的干扰 [22]。还原铜炉由石英玻

璃管和可调温管式炉 (温控范围：室温至 1 000℃) 组

装而成。随后气体样品进入电离室，在此气体分子被

高温钍化铱灯丝产生的高能电子流轰击而离子化，不

同质荷比 (m/z) 的离子被四极杆质量分析器分离后经

二次电子倍增检测器检测，然后经过信号收集系统记

录信号传输到计算机进行处理。

在使用之前我们首先对自组装的膜进样质谱系

统的性能进行优化测试，这些测试包括系统的真空

度，蠕动泵的进样流速和进样时间，进样时恒温槽的

温度以及在测试 29N2/28N2 和 30N2/28N2 比值时是否受氧

气影响。

2.2    蠕动泵进样流速和进样时间测试实验

利用 20℃ 下与空气饱和的纯水采用蠕动泵进

样，设定蠕动泵进样流速为 0.40 mL/min，进样时间分

别设定为 2 min、2.5 min、3 min、3.5 min 和 4 min，分
别测定 2 8 N 2、 2 9 N 2 和 3 0 N 2 的峰高值并计算对应的
29N2/28N2 和30N2/28N2 的相对标准偏差，然后再更改蠕动

泵流速分别为 0.53 mL/min、0.67 mL/min、0.80 mL/min、
0.93 mL/min 和 1.07 mL/min，测试上述峰高值和对应

的气体同位素比值，然后综合确定最佳的进样流速和

进样时间。

2.3    进样温度测试

膜进样器对于水样中溶解气体的扩散受到温度

的影响，一般说来，高温有利于扩散的进行，而低温会

降低扩散速率。然而，温度并不是越高越好，较高的

温度对于测试的精密度会产生一定的影响。将膜进

样器置于高精度恒温槽中，分别利用 10℃、15℃、

20℃、25℃、30℃ 和 35℃ 下与空气平衡的高纯水进

样，时间为 3.5 min，对比不同温度下 N2 和 Ar 的峰高

值并计算对应的 N2/Ar 的相对标准偏差，然后评估最

佳的进样温度。

2.4    氧气的干扰实验

在测试系统中安装铜还原炉。利用管式炉的升

温程序分别控制还原铜丝的温度从室温到 800℃ 变

化，以此来检测进入质谱系统的氧气信号值与常温下

的比较，并监测不同的加热温度下29N2/28N2 和30N2/28N2

的比值，以此来验证在测试29N2/28N2 和30N2/28N2 时氧气

是否存在干扰。

2.5    石老人砂质沉积物15N 标记培养

为了探讨在砂质沉积物中的异化硝酸盐还原过

程，于 2017 年 3 月在青岛石老人沙滩 (36°06′04″N，

120°29′12″E) 获取砂质沉积物进行15N 标记的泥浆培

养实验。样品采集后立即置于有冰袋的保温盒中带

15NH+4
15NH+4

14NO−3
15NO−3

15NH+4

15NO−3

15NH+4
15NH+4

15NH+4

回实验室，然后进行有氧和厌氧条件的培养实验。对

于厌氧培养，首先将混匀后的砂质沉积物装入 3 个避

光的气密性培养袋，加入氦气除氧的海水，原位温度

预培养 1 d，以消除培养体系中残余的溶解氧和硝酸

盐 (包括亚硝酸盐)。预培养结束后，分别向 3 个培养

袋中加入不同的标记物质，分别是： (1)  ， (2)
+ 和 (3) ，混匀，使标记物质最终的浓度

均为 100 μmol/L。然后原位温度下培养 8 h，分别在 0 h、
2 h、4 h、6 h 和 8 h 利用注射器从培养袋中取样，取样

前用手将培养袋混合均匀，待大颗粒物稍微沉降后，

利用注射器抽取袋内泥浆样品注入 1 个 6 mL Exetainer
瓶中，然后加入 0.1 mL 饱和 HgCl2 用于终止微生物反

应，样品避光倒置保存用于29N2、30N2 以及 的测定[23]。

对于有氧培养实验，将混匀后的砂质沉积物装入避光

的气密性培养袋，然后加入原位底层海水，并排出培

养袋中的气泡，向培养袋加入 使标记物质最终

的浓度为 100 μmol/L，混匀，原位温度下培养 10 h，分
别在 0 h、0.5 h、1 h、2 h、4 h、6 h、8 h 和 10 h 利用注

射器进行取样，样品采集后分别转移至 2 个 6 mL Ex-
etainer 瓶中，其中一个加入溶解氧固定剂，然后在 24 h
内用 Winkler 法滴定其溶解氧含量 [24]；另外一个加入

0.1 mL 饱和 HgCl2 混匀加盖旋紧避光保存用于 29N2、
30N2 和 的测定。29N2 与30N2 样品的测试采用前面

优化好条件的膜进样质谱以直接进样测试；

测试采用碱性次溴酸钠氧化法首先将 转化为
29N2 和30N2，然后再使用上述膜进样质谱进行测定。样

品中 29N2 和 30N2 浓度的计算公式采用与 Thamdrup 和

Dalsgaard[25] 类似的公式计算，

∆mN2 =

ï( mN2

28N2

)
ti

−
( mN2

28N2

)
t0

ò
× 28N2_ti

/α, （1）
mN2

28N2

28N2_ti

15NH+4
15NH+4

15NH+4

式中 ,  Δ m N 2 表示 2 9 N 2 和 3 0 N 2 的产生浓度； 表示

29N2/28N2 或者30N2/28N2 比值；t0 与 ti 分别表示培养实验

的时间零点和取样时间点； 表示 t i 时刻样品中
28N2 的信号值；α 是转化因子，即与空气饱和的水中溶

解的 N 2 单位浓度在膜进样质谱上产生的信号值。
29N2 和30N2 的产率采用各自的浓度与时间的线性回归

斜率获得； 的浓度由转化后测出的 29N2 和 30N2 的

浓度返算而得 [19, 23]， 的产率由 浓度随时间的

线性回归斜率获得。15N 标记培养实验的产物随时间

的变化采用单因素方差检验 (One-way ANOVA) 判断

其随时间是否显著增加，利用 Sigmaplot 软件完成。

3　结果与讨论

3.1    进样流速和进样时间对信号的影响

实验结果表明蠕动泵的进样流速和进样时间对
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于本实验室组装的膜进样质谱系统的信号值均产生

影响 (图 2)。进样时间从 2.5 min 到 4.0 min，氮气的信

号值均随着蠕动泵进样流速的增加而增加，在低泵速

增加较快，在高泵速增加较为缓慢，在整个泵速范围

内， 28N2 信号的响应值变化不超过 20%，在进样流速

0.80 mL/min 以上，无论进样时间长短，28N2 的信号值

在±2% 波动。不同的进样时间在不同的蠕动泵进样

流速下信号的响应值差别并不明显，说明 2.5～4 min

的进样时间都可以满足要求。29N2 与30N2 的信号值比
28N2 的信号值低 2～3 个数量级，但均表现出与28N2 类

似的变化特征 (图略)。

而对于29N2/28N2，无论进样时间长短，在中间进样

流速下波动性较小，尤其是在进样流速为 0.67～

0.80 mL/min，进样时间在 3～3.5 min 时，29N2/28N2 的精

密度 (以变异系数表示 ) 可以控制在 0 . 1 % 以内，

0.93 mL/min 以上的进样流速，29N2/28N2 的精密度较差，这

可能与进样蠕动泵本身的波动有关。而对于30N2/28N2，

整体上其波动性要高于29N2/28N2，进样时间在 3 min 以

上，进样流速在 0.80～0.93 mL/min 时，30N2/28N2 的精密

度可以控制在 1% 以内 (图 3)。30N2/28N2 精密度与文献

报道的结果比较一致 [ 2 6 ]，这可能与 3 0 N 2 容易受到
14N16O 的干扰有关，尽管通过增加铜还原炉可以降低
14N16O 对30N2 的干扰，但并不能消除；此外，30N2/28N2 的

波动性还可能与四极杆质谱中离子源的使用年限有

关，这在以往的研究中有所报道 [26]，本实验所采用的

离子源已经使用了 2 年之久，长时间的走航测试可能

使得离子源在电离气体分子时出现一些波动，如果采

用新的离子源效果可能会有所改善。综上，在本实验

系统下所选用的进样流速为 0.80 mL/min，进样时间

为 3 min 时，29N2/28N2和30N2/28N2 的精密度分别可以控制

在 0.1% 和 1% 以内。

3.2    温度对测试性能的影响

这里我们以 N2 的信号值和 N2/Ar 比值的变异系

数为指标来探讨进样温度对测试性能的影响 (图 4)。

进样温度为 10℃ 时，N2 的信号值表现最低，15℃ 时

开始升高，之后到 30℃ 略有降低，35℃ 时又略微升

高。在 20℃ 以上，N2 信号值总体的波动在正负 1%

以内，差别不大。而对于 N2/Ar 的精密度来说，在 20～

25℃ 时变异系数最小，可达 0.05% 以下，而在 15℃ 以

下和 30℃ 以上波动性略大。这样，我们可以选择

20～25℃ 的恒温水浴进行进样以保证测试比值最优

的精密度。温度对于 N2 信号值的影响可以从两个方

面进行解释：一是温度对水中溶解气体透过半透膜扩

散性能的影响；二是温度对气体溶解度的影响。二者

的影响作用是相反的，对于前者，温度越高越有利于

气体的扩散，而对于后者，温度越高，气体在水中的溶

解度越小。这样在较低的温度下尽管气体的溶解度

较大，但是扩散的影响可能占据主导地位导致 N2 信

号响应值较低，而在中间温度，二者的影响相互抵消，

使得 20～30℃ 之间 N2 信号响应值变化不大，而温度

进一步升高，尽管气体的溶解度较低，但温度的升高
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又导致扩散性能的提高使得透过硅胶半透膜的 N2 量

增加，仪器所检测到的 N2 信号有所升高。

3.3    氧气对测试的影响

氧气对氮气同位素测试的影响如图 5 所示。随

着铜还原炉从室温 (25℃) 逐渐升高至 200℃，氧气被

快速的除去，在 300℃ 以上，氧气的去除效率达到并

保持在 99.9% 以上，说明利用铜还原炉加热的方式可

以有效地去除进样气体中的氧气，这与以往文献报道

一致 [27]。对于氮气的 3 种同位素来说，铜还原炉从室

温到 800℃，28N2 信号值基本保持不变，其波动仅为 0.6%；
29N2 信号值从室温到 600℃基本保持不变 (变异系数 CV=

0.6%)，而在 700℃ 以上， 29N2 信号表现出略微的上升

趋势； 30N2 信号值随着铜还原炉温度的升高，表现出

逐渐下降的趋势，至 300℃，30N2 信号值降低至室温值

的 70%，至 600℃，基本保持在 70% 左右，这说明氧气

的去除有效地降低了离子源内因14N16O(质量数 30) 形

成而对 3 0 N 2 检测产生的干扰 (ANOVA, P<0.05)。

600℃ 以上，30N2 信号值急剧升高，这可能是由于在高

温下原来与 Cu 反应生成的 CuO 发生少量分解，产生

的氧气在离子源内与 N 结合生成 NO 之故，因此采用

铜还原炉的最佳温度在本系统以 300～600℃ 为佳。

有报道指出，不同的四极杆质谱的离子源构成对于

O2 干扰响应的程度也不一样 [22, 27– 28]，对于新组装或新

购置的膜进样质谱如果用于 15N 标记的 29N2 和 30N2 的

测量，我们建议进行氧气干扰实验以便确定合适的铜

还原炉的使用温度。

3.4    石老人沙滩沉积物异化硝酸盐还原过程
15NH+4

NO−3

NH+4
15NH+4

14NO−3

15NO−3
15NH+4

对于厌氧条件下的培养实验来说，在添加 的

培养组，均未检测到显著的29N2 或者30N2 的产生 (图 6a，
ANOVA，P>0.05)，说明培养体系经过预培养已消除体

系内原有的 ，而且没有其他能够在厌氧条件下氧

化 的电子受体；添加 + 的培养组，检测到
2 9 N 2 显著产生 (图 6b， ANOVA， P<0 .05 )，而 3 0 N 2

并未显著产生 (图 6b，ANOVA，P>0.05)，说明厌氧铵

氧化的存在；添加 的培养组，均检测到 29N2， 30N2

和 的显著产生 (图 6c 和图 6d，ANOVA，P<0.05)，

说明在石老人砂质沉积物中存在厌氧的反硝化和

DNRA。因此，在计算厌氧铵氧化、反硝化和 DNRA
的潜在速率时需要考虑到 DNRA 对前两者的影响，

采用 Song 等 [29] 的方法进行计算。石老人砂质沉积物

厌氧铵氧化、厌氧反硝化和 DNRA 的潜在速率（以湿

沉积物 N 计）分别为（0.05±0.01）nmol/(cm3·h)、（2.32±
0.21）nmol/(cm 3·h) 和（1.02±0.15）nmol/(cm 3·h)。
显然，在硝酸盐异化还原过程中反硝化是主要的贡献

者，其比例可以接近 70%，其次是 DNRA，比例可达

30%，而厌氧铵氧化的贡献最低，仅为 1%。在 N2 产生

过程中，主要贡献者是反硝化，贡献高达 98%，厌氧铵

氧化的贡献仅为 2%。这与其他近岸海区的研究结果

比较一致 [30]。
15NO−3对于添加 的有氧培养来说，随着培养时间的

增加，溶解氧的浓度呈现逐渐降低的趋势 (图 7)，但并

未达到缺氧的状态，表明整个培养过程处于有氧状

态。在整个有氧培养过程均未观察到显著的 29N2 或

者30N2 的产生 (图 7，ANOVA, P>0.05)，这表明对于石

老人沙滩沉积物来说并不存在将硝酸盐完全还原为

氮气好氧的反硝化，这与德国北部 Wadden 海沿岸的

沉积物不同 [8]，同样，在澳大利亚的沙滩也未见好氧反

硝化的检出 [31]。这说明对于好氧反硝化来说，其在自

然界中可能并不是普遍存在。

4　结论

本研究自行组装了膜进样质谱系统，并测试优化
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了该系统的工作条件，利用该系统结合 15N 标记技术

测定了青岛石老人沙滩沉积物的异化硝酸盐还原过

程，得到的认识如下：

(1) 利用自组装的膜进样质谱系统可以用来测定
15N 标记的29N2 和30N2，在常温下进样即可，所需进样时

间较短，测量29N2/28N2 和30N2/28N2 的精密度分别可以控

制在 0.1% 和 1% 以内，仅需 2 mL 左右的样品即可实

现一次测量，非常适合15N 标记的小体积样品的测量。

(2) 水样中溶解的氧气对于 30N2 信号的测量有显

著影响 (ANOVA, P<0.05)，采用加热的铜还原炉可以

有效的降低氧气的影响，对于铜还原炉的最佳温度可

以通过实验进行确定，本组装系统以 300～600℃ 为佳。

(3) 对于石老人沙滩沉积物来说同时存在着厌氧

反硝化、厌氧铵氧化和 DNRA，而不存在将硝酸盐完

全还原为氮气好氧的反硝化。厌氧铵氧化、厌氧反

硝化和 DNRA 的潜在速率 (以湿沉积物 N 计) 分别为

(0.05±0.01) nmol/(cm3·h)， (2.32±0.21) nmol/(cm3·h)
和 (1.02±0.15) nmol/(cm3·h) 。厌氧反硝化是异化硝酸

盐还原的主要过程，其贡献比高达近 70%，其次是
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DNRA，贡献约 30%，而厌氧铵氧化的贡献不足 1%；

在 N2 移除过程中，厌氧反硝化是主要的控制过程，贡

献高达 98%，厌氧铵氧化的贡献仅为 2%。
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Self-assembled membrane injection mass spectrometry system
 and its application on the study of dissimilatory nitrate reduction

in sandy sediments

Xie Chengjun 1,2,3，Song Guodong 1,2，Liu Sumei 1,2，Tang Jiyao 1,2,3，Zhang Guiling 1,2

(1. Key Laboratory of Marine Chemistry Theory and Technology, Ministry of Education/Institute for Advanced Ocean Study, Ocean Uni-
versity 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: Dissimilatory nitrate reduction processes in sediments play a crucial role in marine nitrogen cycle. The
most popular method to determine the rates of different dissimilatory nitrate reduction processes is the 15N labeled
technique. Therefore, accurate and rapid determination the concentration of 15N-labeled products, such as 29N2 and
30N2, is the key to quantify the rate of each dissimilatory nitrate reduction process. In this study, we set up a mem-
brane injection mass  spectrometry  (MIMS) and optimize  the  operating condition of  the  MIMS for  the  determina-
tion  of 29N2 and 30N2.  The  optimization  experiment  results  indicated  that,  when  the  peristaltic  pump  for  sampling
flow rate is 0.80 mL/min, the sampling time is 3～3.5 min, the thermostat water bath temperature is 20～25℃, and
the copper reduction furnace temperature is 300～600℃, the precision (expressed in coefficient of variation) of the
measured 29N2/28N2 and 30N2/28N2 can be controlled less than 0.1% and 1%, respectively. We used the self-assembled
MIMS and combined the 15N labeling technique to study the dissimilatory nitrate reduction processes in the sandy
sediment  of  the  Shilaoren  beach  in  Qingdao.  There  is  no  significant  aerobic  denitrification  in  the  Shilaoren  sand
that can completely reduce nitrate to N2. The potential rates of anammox, anaerobic denitrification and dissimilat-
ory  nitrate  reduction  to  ammonium  (DNRA)  are  (0.05±0.01)  nmol/(cm3·h),  (2.32±0.21)  nmol/(cm3·h)  and
(1.02±0.15)  nmol/(cm3·h)  (N，wet  sed.),  respectively.  Anaerobic  denitrification  is  the  major  contributor  to  nitrate
dissimilatory reduction, with a ratio of nearly 70%, followed by DNRA, with a ratio of up to 30%, while anammox
has the lowest contribution of only 1%. In the N2 production, the main contributor is anaerobic denitrification, and
the contribution of anammox is only 2%.

Key words: membrane injection mass spectrometry (MIMS)；sandy sediment；denitrification；anammox；dissimilatory ni-
trate reduction to ammonium
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