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　　摘要：为探讨采用ＡＡ３型流动分析仪测定植株全氮的可行性和方法，以水稻为研究对象进行测试。通过改变
ＡＡ３型流动分析仪待测溶液中Ｈ２ＳＯ４浓度（≥５％ 硫酸待测液），调节缓冲液中ＮａＯＨ的量，保持反应混合液的ｐＨ值

为１３，并检验测定结果的稳定性及准确性。结果表明，调整 ＮａＯＨ用量后，不同 Ｈ２ＳＯ４用量下，样品的检测标准曲线

相关系数均在０．９９９６以上，加标回收率在９５．４０％～１０４．２％之间。通过调整ＮａＯＨ用量，可实现 ＡＡ３型流动分析仪
测定植物全氮的方法进一步完善，从而达到测试准确的目的。
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　　氮素是植株生长不可缺少的大量营养元素，其
含量能够反映植物的生长状况，对指导农业生产实

践有着极其重要的意义［１－２］。对于植物全氮的测定

主要采用凯氏定氮法，即用浓硫酸 －催化剂对样品
进行消煮分解，使氮素转化为铵根离子，然后对铵

离子进行测定［３］。目前消煮液中铵离子的定量分

析主要有蒸馏滴定法和比色法［４－５］。蒸馏滴定法一

般采用人工手段，向消煮液加入过量氢氧化钠并加

热，将铵离子蒸出并用硼酸液吸收，再经过滴定得

出铵离子浓度，目前自动凯氏定氮仪可以实现自动

消煮、蒸馏、滴定等过程。比色法包括铵离子与纳

氏试剂反应生成黄色物质，用分光光度计在４２０ｎｍ
波长下比色测定。比色法也包括次氯酸钠 －水杨
酸钠法，铵离子与次氯酸钠和水杨酸钠在碱性条件

下反应生成蓝绿色物质，在波长６６０ｎｍ处检测。
目前，连 续 流 动 分 析 仪 （ＣｏｎｔｉｎｕｏｕｓＦｌｏｗ

Ａｎａｌｙｚｅｒ，简称 ＣＦＡ）在分析实验室被大量使用，并
逐渐替代复杂的手工操作。关于 ＡＡ３流动分析仪
的研究也有报道，温云杰等使用ＡＡ３流动分析仪测
定小麦秸秆全氮含量，并与自动凯氏定氮仪进行比

较［６］。武娟等利用 ＡＡ３流动分析仪测量复混肥料
中的氨态氮含量，并对ＡＡ３流动分析仪法和国标法

进行了比较研究［７］。以上都表明 ２种方法的测定
结果没有显著差异，且流动分析仪稳定性更高。贝

美容等通过改进 ＡＡ３型连续流动分析仪的试剂配
制方法，实现橡胶叶片 Ｈ２ＳＯ４－Ｈ２Ｏ２消煮样品中
氮、磷、钾的同时测定［８］。张英利等提出植物全氮

和土壤ＡＡ３流动分析仪的测定方法，并与蒸馏滴定
法、ＦＬＡｓｔａｒ５０００方法进行比较，结果表明，利用ＡＡ３
流动分析仪测量植株和土壤的全氮含量无显著

差异［９－１０］。

ＡＡ３流动分析仪在一定领域内被许多人员研
究使用，但在实际操作中，不同测定方法的消煮过

程中浓硫酸用量是不同的，从而导致待测样品背景

酸度不一致。但是 ＡＡ３型连续流动分析仪测定植
株全氮时所附试剂配制方法以４％的硫酸浓度为样
品背景来保证反应ｐＨ值在１２．８～１３．１之间，因此
测定时根据不同的硫酸用量须要调整试剂配制以

达到测定所需的ｐＨ值。张丽萍等针对１％～５％的
硫酸浓度对试剂进行调整，来达到植物全氮的准确

测定［１０］，但是对于高于５％硫酸浓度的待测液的研
究并未报道，因此本研究针对高于５％硫酸浓度待
测液，对所附试剂配制方法和管路进行调整改进，

对ＡＡ３型流动分析仪测定植物全氮的方法作进一
步探索，以达到准确测试的目的。

１　材料与方法

１．１　样品
供试样品为水稻分蘖期植株样品，样品烘干后
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粉碎，过０．５０ｍｍ筛。
１．２　样品消煮

称取０．２０００ｇ样品至消煮管中，每个样品称量
３份，分别加入５、８、１０ｍＬ浓硫酸，摇动使硫酸与样
品混匀，放入催化剂（硫酸钾和硒粉混合物），利用

自动程序消解系统加热，升温速度５℃／ｍｉｎ，升温至
２００℃，保持 ３０ｍｉｎ，继续加热至 ３６０℃，保持
１２０ｍｉｎ。冷却至室温后用去离子水定容至１００ｍＬ。
１．３　测定不同硫酸用量消煮液中的氮浓度
１．３．１　仪器及原理　连续流动分析仪主要由进样

器、蠕动泵、化学分析模块、检测器组成，采用片段

连续流动分析技术，即将样品和试剂混合液被空气

泡均匀分割成小片段，以降低液体的扩散及样品之

间的带过污染［１１］。ＡＡ３型流动分析仪测定全氮采
用多功能ＭＴ７模块见图１，图１中括号中数字单位
为ｍＬ／ｍｉｎ。此模块包括透析器和加热池，样品和试
剂通过蠕动泵被同时输送到ＭＴ７模块中，经过透析
器过滤杂质并有一定的稀释，后依次与试剂反应，

经过加热池加速反应，最终的化合物进入检测器，

在特定波长下进行比色。

　　测定原理：在碱性条件下（ｐＨ值１２．８～１３．１），
样品消解液中的铵离子与水杨酸钠和次氯酸钠吸

收反应生成蓝色化合物，在６６０ｎｍ波长处测定，显
色液体进入比色计中进行比色，测定峰高值，与标

准曲线比较，计算得到氮浓度［１２］。

１．３．２　试剂配制　水杨酸钠溶液：称量４０ｇ水杨
酸钠溶于６００ｍＬ去离子水中，加入１ｇ硝普钠，定
容至１０００ｍＬ。

次氯酸钠溶液：取３ｍＬ有效氯含量为５．２５％
的次氯酸钠溶液于 ６０ｍＬ去离子水中，定容至
１００ｍＬ，现配现用。

缓冲溶液：分别溶解３５．８ｇＮａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ、
５０ｇ酒石酸钾钠及一定量 ＮａＯＨ（根据待测液的硫

酸浓度确定）于 ６００ｍＬ去离子水中，定容至
１０００ｍＬ，再加２ｍＬ２２％的 Ｂｒｉｊ－３５（非离子表面
活性剂，起润滑管路作用）溶液混合均匀。

进样清洗液：与待测液浓度相同的硫酸溶液。

以上所用试剂均为分析纯。

标准储备液：将４．７１７ｇ硫酸铵溶解于６００ｍＬ
去离子水中，定容至１０００ｍＬ，此为１０００ｍｇ／Ｌ的
标准储备液。

工作标准溶液：从标准储备液中分别吸取０．５、
１．０、１．５、２．０、２．５ｍＬ到１００ｍＬ容量瓶中，用进样
清洗液定容。则得到５、１０、１５、２０、２５ｍｇ／Ｌ氮的标
准溶液。

１．３．３　仪器参数设置　进样速率为５０个样品／ｈ；
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进样时间与清洗时间比为２∶１，即进样４８ｓ，清洗
２４ｓ。
１．３．４　回收率测定　回收率的测定采用标准加入
法。将同一干燥样品分别称取２份０．２０００ｇ，其中
１份加入已知氮浓度的硫酸铵标准液，相同条件下
进行前处理，分别得到样品氮浓度和检测氮浓度。

回收率计算公式：

氮回收率＝（检测氮浓度 －样品氮浓度）／加标
氮浓度×１００％。

２　结果与分析

２．１　不同消解硫酸用量下ＡＡ３流动分析仪的测定
参数

针对消解样品时不同的硫酸用量，以最终反应

条件ｐＨ值为１３为标准，对缓冲液中 ＮａＯＨ的量进
行调整，不同硫酸用量下ＡＡ３流动分析仪的测定参
数见表１。随着 Ｈ２ＳＯ４用量的增大，ＮａＯＨ用量相
应增大，以此将样品背景中过量的硫酸中和，使最

终的反应ｐＨ值保持在１３左右。３种不同硫酸用量
的标线参数见图２，经过 ＮａＯＨ用量的调整，３种不
同的硫酸用量消解样品，ＡＡ３流动分析仪所测定的
标线呈良好的线性，相关系数均达到０．９９９６以上。
同时，由表１可知，３种情况的增益均为１０，增益即
ＡＡ３流动分析仪测定浓度时软件对检测信号的放
大倍数，与显色反应的灵敏度相关。当标液最高浓

度一致且增益相同，说明３种情况下铵离子显色反
应的灵敏度没有显著差异。

表１　不同硫酸用量下ＡＡ３流动分析仪的测定参数

硫酸用量

（ｍＬ）
缓冲液ＮａＯＨ用量

（ｇ） 线性方程 标线相关系数 增益

５ ３２ ｙ＝２．９６９７ｘ＋０．０９４３ ０．９９９７ １０

８ ３８ ｙ＝２．９９０５ｘ＋０．０９１９ ０．９９９８ １０

１０ ４５ ｙ＝２．９９５４ｘ＋０．１７０５ ０．９９９６ １０
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２．２　连续流动分析仪准确度与精密度分析
将编号为１、２的２个水稻植株样品消煮液分别

进行５次全氮测定。ＡＡ３流动分析仪测定水稻植
株全氮含量重复性试验结果见表 ２。标准偏差在
００７～０．１５ｇ／ｋｇ之间；相对标准偏差在 ０．７２～
０９９％之间，均小于 １％。水稻植株全氮含量的 ５
次测量结果重复性较好。而且，样品１、２被不同硫

酸用量消解后，经仪器检测，其结果无显著差异。

　　用标准加入法测定回收率。每个不同的硫酸
用量处理分别取３个已知浓度的样品消解液，分别
加入５、１０、１５ｍｇ／Ｌ的硫酸铵标准溶液，ＡＡ３流动分
析仪回收率测定结果见表３。由表３可知，从低到
高的原始氮浓度样品，在３种不同硫酸用量下，加标
回收率均在９５．４０％～１０４．２０％之间。

表２　ＡＡ３流动分析仪测定水稻植株全氮含量重复性试验

样品号
硫酸用量

（ｍＬ）
全氮含量

（ｇ／ｋｇ）
平均值

（ｇ／ｋｇ）
标准偏差

（ｇ／ｋｇ）
相对标准偏差

（％）

１ ５ １５．２３、１５．１５、１５．４９、１５．３１、１５．１１ １５．２６ ０．１３ ０．８８

２ ５ ８．１２、８．２５、８．１８、８．１４、８．２９ ８．２０ ０．０７ ０．８８

１ ８ １５．３３、１５．１６、１５．４、１５．２１、１５．１５ １５．２５ ０．１１ ０．７２

２ ８ ８．１８、８．２７、８．１５、８．３０、８．３４ ８．２５ ０．０８ ０．９８

１ １０ １５．２６、１５．１３、１５．３９、１５．３５、１５．０９ １５．２４ ０．１３ ０．８６

２ １０ ８．１４、８．２８、８．２１、８．２５、８．３６ ８．２５ ０．０８ ０．９９

表３　ＡＡ３流动分析仪回收率测定结果

硫酸用量

（ｍＬ）
样品原始氮浓度

（ｍｇ／Ｌ）
加标氮浓度

（ｍｇ／Ｌ）
测得加标后氮浓度

（ｍｇ／Ｌ）
回收率

（％）

５ ２０．２４ ５ ２５．１６ ９８．４０

５ １７．０１ １０ ２６．９５ ９９．４０

５ ５．７０ １５ ２０．３３ ９７．５３

８ １９．１６ ５ ２４．３７ １０４．２０

８ １２．９３ １０ ２３．１２ １０１．９０

８ ７．１３ １５ ２２．０２ ９９．２７

１０ １８．２８ ５ ２３．０５ ９５．４０

１０ １１．１８ １０ ２１．３１ １０１．３０

１０ ４．９０ １５ １９．７８ ９９．２０

３　讨论与结论

３．１　ＡＡ３流动分析仪与其他仪器比较
ＡＡ３流动分析仪采用的是水杨酸钠和次氯酸

钠与铵离子产生有色化合物并在特定波段下进行

比色的原理。这种方法与一般自动凯氏定氮仪的

滴定原理不同。本研究并未与其他仪器进行测定

比较，但目前已经有研究表明流动分析仪与自动凯

氏定氮仪所测样品含量无显著差异［６］，这２种方法
优缺点比较明显。常见的全自动凯氏定氮仪通过

预设程序控制蒸馏和滴定等过程，每个样品测定时

间５～１０ｍｉｎ，每样品消耗试剂２０～３０ｍＬ。ＡＡ３流
动分析仪测定速率可设定为５０个／ｈ，每样品试剂消
耗为５～８ｍＬ，因此ＡＡ３流动分析仪具有更高效、更

低成本的优势。

３．２　ＡＡ３流动分析仪测定参数设置
ＡＡ３流动分析仪测定参数有很多，最主要的包

括进样速率、进样清洗比（单位进样周期内进样针

吸样时间和吸清洗液时间的比值）和平滑。仪器所

带方法中给定的进样速率为６０个样品／ｈ，进样清洗
比为３∶１。但是在实际操作中，由于中外药品纯度
差异等因素，直接采用方法给定的参数并不能带来

良好的测定效果。进样速率和进样清洗比值不宜

过高，否则会导致样品间相互干扰，造成样品出峰

异常，根据经验，本研究采用的进样速率为５０个样
品／ｈ，进样时间与清洗时间比为２∶１。平滑的概念
是对应的连续数据点数的平均值，一般平滑设置为

１６或３０，它可以有效消除峰值噪音带来的数据波
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动。因此适宜的参数既能保证较高的检测速度，也

能保证检测准确性。

３．３　针对不同氮含量待测液的管路调整
由于样品氮含量差异较大，而且方法中原管路

测试范围是０～２５ｍｇ／Ｌ。当待测液及标液氮含量
超出范围，反应显色会较深，影响标线的线性，进而

影响结果的准确性。

因此，需要对管路进行相应的调整，使测试范

围扩大。调整内容：将原来的进样泵管用更细型号

泵管代替。这样减少了待测液的进量，当试剂进量

不变的情况下，检测浓度就能够提升。原来进样泵

管为ｂｌｋ／ｂｌｋ型号，流速为０．３２ｍＬ／ｍｉｎ，检测范围
是０～２５ｍｇ／Ｌ，当换成ｏｒｎ／ｗｈｔ泵管（０．２３ｍＬ／ｍｉｎ）
或ｏｒｎ／ｇｒｅ（０．１ｍＬ／ｍｉｎ）泵管时，检测范围分别扩大
到０～５０ｍｇ／Ｌ、０～７５ｍｇ／Ｌ。
３．４　试剂用量的估算

ＡＡ３流动分析仪测定酸消解凯氏氮的试剂都
有一定的保质期，比如次氯酸钠溶液需要现配现

用，水杨酸钠溶液保质期为１周。为避免试剂配制
过少不够用或配制过多造成浪费，可以根据泵管流

速对试剂用量进行估算。公式如下：

试剂用量＝样品数量÷进样速率×泵管流速。
每种型号的泵管都对应固定的流速，测定酸消

解凯氏氮常用泵管包括：ｂｌｕ／ｂｌｕ（１．６０ｍＬ／ｍｉｎ）、
ｒｅｄ／ｒｅｄ（０８０ｍＬ／ｍｉｎ）、ｂｌｋ／ｂｌｋ（０．３２ｍＬ／ｍｉｎ）、
ｏｒｎ／ｗｈｔ（０．２３ｍＬ／ｍｉｎ）。若测２００个样品，进样速
率为５０个样品／ｈ，可推算需配制缓冲液３８４ｍＬ，次
氯酸钠７６．８ｍＬ，水杨酸钠 ７６．８ｍＬ。但是考虑到
前期运行试剂基线以及突发事件，需要在此基础上

再预留１～２ｈ的试剂用量，因此测定２００个样品所
需试剂用量分别为５００、１００、１００ｍＬ。

ＡＡ３流动分析仪测定植株全氮时，根据样品前
处理的硫酸用量不同，须要对试剂中缓冲液的

ＮＡＯＨ浓度进行调整，从而达到检测 ｐＨ值为 １３。
调整后测定的标线相关系数均在０．９９９６以上；不
同硫酸用量处理下，相同样品检测结果无明显差

异；检测的回收率均在９５．４０％ ～１０４．２％之间；在
检测过程中，不同的调整都能够达到良好的重复

性，重复５次的相对标准偏差均小于１％。因此，针
对不同的硫酸用量消解方法，本研究基于ＡＡ３流动
分析仪对检测植株全氮含量的方法进行改进，最终

满足检测需求。对比自动凯氏定氮仪，具有更高效

率及低试剂消耗的 ＡＡ３流动分析仪能够成为实验
室分析的更优选择，同时本研究介绍了扩大测试范

围和试剂用量估算方法，为更有效测定提供一些

经验。
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