
摘 要：试验探究了将亚硝态氮（NO-2）还原转化为一氧化氮（NO）气体与化学发光法检测 NO相结合的方法（气相转化-化学发光
法，简称 NC法）对土壤 NO-2含量测定的适用性。在室温条件下，采用浓度为 50%的冰醋酸提供酸性条件，以抗坏血酸为还原剂，将
NO-2还原为 NO气体，生成的 NO被高纯氮气载入化学发光法氮氧化物分析仪的 NO检测通道，实时记录 NO信号值并积分信号峰
面积，通过已知 NO-2浓度系列的标准曲线，确定样品中的 NO-2浓度。结果显示：NO信号值的峰面积与样品的 NO-2浓度显著正相关

（P约0.01），线性检测范围为 2耀500 滋g·L-1（以纯 N计，下同），检出限为 2 滋g·L-1，对土壤 NO-2浓度的检出限为 10 滋g·kg-1（以水土比为
5颐1计），优于比色法的检出限 15 滋g·kg-1；重复测定 10次 50 滋g·L-1标准溶液的峰面积变异系数为 1.2%，精度为 1.2 滋g·L-1（95%置
信区间），对应的土壤 NO-2浓度检测精度为 6 滋g·kg-1，优于比色法的检测精度 11 滋g·kg-1；检测已知浓度 NO-2的回收率为 90%耀
97%。与比色法相比，NC法测定酸性土壤 NO-2浓度的准确度相当，精度更优，但该方法测定碱性土壤 NO-2浓度的结果偏高，可能是碱

性土壤中大量的 Ca2+、SO2-4和 CO2-3对测定有干扰，而且 NC法测定 NO-2浓度的分析时间较比色法长，单个样品需 8耀15 min。
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Abstract：A chemiluminescence method that detects nitric oxide（NO）combined with the conversion from nitrite to NO for measuring soil
nitrite concentrations is reported. The applicability of the method is evaluated by comparing it with the colorimetry method. The chemilumi原
nescence method involves a reaction system consisting of 50% glacial acetic acid and ascorbic acid in the purge vessel. At room tempera原
ture, samples containing nitrite were injected into the purge vessel and nitrite was stoichiometrically reduced to NO by ascorbic acid under
these acidic conditions. The produced NO was swept with pure nitrogen gas into the NO analyzer and the data was recorded while chemilu原
minescence signals were generated. The concentration of nitrite in the samples was calculated by the curve between the peak areas of the NO
signals and the corresponding standard nitrite concentrations. The results showed that peak areas of chemiluminescence signals were linearly
positively correlated with the nitrite concentrations in the range of 2 to 500 滋g·L-1（P<0.01）. The lowest detection limit of this method was 2
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滋g·L-1, equivalent to10 滋g·kg-1 in soil（water颐soil=5颐1）, lower than that of the colorimetry method（15 滋g·kg-1）. This method had a good
precision of 1.2 滋g·L-1 within 95% confidence interval by repeating the measurements of standard nitrite concentration of 50 滋g·L-1 for ten
times. The corresponding precision for soil nitrite concentration（6 滋g·kg-1）was also better than that of colorimetry（11 滋g·kg-1）. The recovery
rates were in the range of 90%~97%. Compared to the colorimetry, the chemiluminescence method had the same accuracy for detecting ni原
trite concentrations in acid soils, but it overestimated the concentrations in alkaline soil because of the existence of Ca2+, SO2-4 , and CO2-3 in al原
kaline soil. Moreover, the analysis times for each soil nitrite sample were approximately 8~15 min, which is time-consuming comparing to
the colorimetry method.
Keywords：nitrite; chemiluminescence; soil; nitric oxide

亚硝态氮（NO -2）在陆地生态系统氮循环过程中

具有重要作用，参与土壤的多个氮素转化过程，如硝

化、反硝化、硝化细菌反硝化、厌氧氨氧化及硝酸盐异

化还原为铵等过程[1]，可生成一氧化氮（NO）和氧化亚
氮（N2O）等含氮气体，间接影响气候及环境。其中，NO
是大气中的高活性组分，会造成空气质量恶化，还会

导致酸雨的形成和对流层臭氧（O3）的产生[2-3]；N2O是
一种重要的温室气体，也是破坏平流层 O3的首要人
为源大气成分 [4]。土壤 NO -2还是大气中气态亚硝酸

（HONO）的重要来源 [5]，HONO 是城市污染的一种典
型代表物，大气中氢氧自由基主要来源于 HONO光
解，土壤 NO-2的含量与转化对于大气化学及气溶胶动

力学有着重要的影响[6]。此外，NO-2会通过植物进入人

体内，一方面会降低血液的载氧能力，导致高铁血红

蛋白症[7]；另一方面可与次级胺结合，形成亚硝胺，诱
发癌变[8-9]。因此，准确地测定土壤中 NO-2的含量对于

氮素循环、气候环境变化研究及人类健康评估具有重

要的影响。

测定 NO-2的方法有比色法[10-11]、荧光光度法[12-13]、
化学发光法[14-15]、气相色谱与质谱联用法[16]、离子色谱
法[17-18]和流动分析法[19-20]等。比色法最为常用，测定水
质中 NO-2含量的国标方法就是比色法[21]，其测定原理
是 NO-2在磷酸介质（pH=1.8）中与 4-氨基苯磺酰胺反
应生成重氮盐，再与 N-（1-萘基）-乙二胺二盐酸盐偶
联生成红色染料，在 540 nm波长处测定其吸光度，当
NO-2含量小于 200 滋g·L-1（以纯 N计，下同）时，吸光度
与 NO-2含量成正比。有研究者采用将 NO-2还原转化为
NO气体与化学发光法检测 NO相结合的方法（气相
转化-化学发光法，简称 NC法）测定水体及血浆中微
量的 NO-2。该方法的原理是在酸性条件下，NO-2被还

原为 NO，产生的 NO与 O3反应，生成激发态的二氧
化氮（NO2*），其在返回基态时放出的能量与 NO-2浓度

成正比，由此可对 NO-2进行定量（见反应式 1、2，其中
hv表示释放出的能量）。1980年 Cox[22]首次用该方法测
定自然水体中的 NO-2，还原剂为碘离子（I-）；之后有研

究者利用钒（V3+）作为还原剂测定海水中的 NO-2 [23-24]；
还有研究者利用抗坏血酸（Vc）作为还原剂，检测血
浆中的 NO-2浓度[25]。

NO+O3寅NO2*+O2 （反应式 1）
NO2*寅NO2+hv （反应式 2）
NO-2是活性很强的离子，极易发生反应而转化成

其他的氮素形态，因而土壤或浸提液样品中的 NO-2不

易保存，大量样品难以实现在线测定。研究中往往通

过加入稳定剂抑制微生物活性的方法保存 NO-2，但稳

定剂大多有毒性（如氯仿、氯化汞等）[26]，为此需要寻
找一个能够直接、在线测定土壤 NO-2含量的简易而安

全的方法。Nagababu等[25]采用 NC法在线测定血浆中
痕量的 NO -2，操作相对简单并具有较高的准确度

（97%）和低的检测限（0.2耀0.9 滋g·L-1）。但目前仅有少
数研究者采用 NC 法测定土壤浸提液中的 NO -2，如
Amini等[27]。NC法能否成为一种在线测定土壤中 NO-2
含量的方法是本研究关注的科学问题。本文参照

Nagababu等[28]提供的测定血浆中 NO-2的 NC法（利用
冰醋酸提供酸性条件，抗坏血酸作为还原剂），测定三

种不同酸碱度土壤的 NO-2浓度，并与比色法的测定结

果进行比较，评估该方法对于测定土壤 NO-2含量的分

析精度及适用性。

1 材料与方法

1.1 试验设计
使用亚硝酸钠（NaNO2）配制标准工作液，选取中

间浓度的标准溶液采用 NC法重复测定，通过变异系
数计算方法的精度（浓度与其 2倍变异系数的乘积）；
用浓度稀释法在 3倍信噪比时，测得 NO-2的浓度，求

得检出限；采用 NC法测定标准工作液中 NO -2的浓

度，确定该方法适宜的检测范围。

选择三种不同酸碱度的土壤，按 5颐1的水土比，
分别采用去离子水和含有 50 滋g·L-1的 NaNO2溶液
浸提，所得浸提液分别称为待测液 A和待测液 B；将
待测液 B与 50 滋g·L-1的 NaNO2溶液等体积混合，得
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表 1 供试土壤的基本理化性质
Table 1 The basic physical and chemical properties of soils

到待测液 C，以计算方法的回收率。每个土壤设置 3
次重复，以试验用水作为空白对照，待测液 A、B和 C
中的 NO-2浓度同时采用比色法和 NC法测定，并分
别计算回收率，评估 NC法测定土壤 NO -2的准确度

和适用性。

1.2 供试土壤及浸提液制备
供试土壤分别为取自湖南省长沙市金井镇小流

域（113毅20忆E，28毅33忆N）双季稻田的酸性（pH 5.4）砂质
壤土（HN）、取自湖北省十堰市西沟村（110毅37忆E，32毅
38忆N）单季稻田的酸性（pH 6.2）砂质壤土（HB）和取自
山西省永济市董村农场（34毅56忆N，110毅43忆E）的典型冬
小麦-夏玉米轮作农田的碱性（pH 8.7）壤质粘土
（SX）。土壤的基本理化性质见表 1，详细的试验点概
况及土壤性质数据请参见文献[29-31]。采回的鲜土经
风干、过筛（2 mm）、除杂、混匀后，置于室内干燥保存。

称取风干土壤样品 20.00 g置于三角瓶中，加入
100 mL去离子水或 50 滋g·L-1的 NaNO2溶液，振荡
30 min，离心（8000 r·min-1）5 min，过滤（0.45 滋m聚醚
砜膜），浸提液当天测定。

1.3 试验方法
1.3.1 NC法测定 NO-2浓度

（1）仪器和试剂
氮氧化物分析仪（42i NO-NO2-NOx，热电环境仪

器公司，中国上海），当平均读数时间为 60 s时，仪器
的检出限为 0.40 nmol·mol-1。

NaNO2标准贮备液 1（100 mg·L-1）：称取 0.492 9 g
的 NaNO2试剂溶解于去离子水中，定容至 1 L，4 益冰
箱内可保存一周。

NaNO2标准贮备液 2（1 mg·L-1）：吸取 1 mL的贮
备液 1，用去离子水定容至 100 mL，配制仅供当天使
用。

NaNO2标准工作液：吸取 0.1、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、
5.0、10.0、15.0、25.0 mL 的贮备液 2 于 50 mL 容量瓶
中，用去离子水定容，获得浓度为 2、10、20、30、40、50、

100、200、300、500 滋g·L-1的标准工作液。
50%的冰醋酸溶液：将冰醋酸和去离子水等体积

混合。

抗坏血酸溶液（0.05 mol·L-1）：称取 0.88 g抗坏血
酸溶解于 100 mL去离子水中，配制仅供当天使用。

氢氧化钠（NaOH）溶液（2 mol·L -1）：称取 80 g
NaOH溶于 1 L去离子水中。
（2）试验装置
装置由气源、反应部分、检测和数据采集三部分

组成（图 1）。气源为高纯氮气（N2，99.999%），用质量
流量控制器调节流速为 500 mL·min-1，以满足氮氧化
物分析仪的进气要求。反应部分包括两个广口瓶，一

个装有 20 mL 50%的冰醋酸溶液和 3 mL 0.05 mol·L-1

抗坏血酸溶液（反应瓶），另一个装有 20 mL 2 mol·L-1

的 NaOH溶液（除酸瓶），分别于瓶口涂上凡士林并用
橡胶塞塞紧，在反应瓶的胶塞上固定好长型针头用于

进样。检测和数据采集部分包括氮氧化物分析仪、电

脑和自动数据采集软件，该软件以 1 Hz频率将氮氧
化物分析仪的 NO浓度信号值记录到电脑中。

由于大气中常含有高浓度的 NO，尤其是雾霾天
气时大气本底的 NO 浓度能高达 100 nmol·mol-1 以
上，装置的气密性直接关系到 NO-2测定的准确性，因

此在试验前严格检查装置的气密性，保证其在试验过

程中不受外界 NO的干扰。首先检测反应部分的气密
性，在两个广口瓶瓶口涂上凡士林，塞紧胶塞，堵住胶

注：粒径划分采用国际制标准，即粘粒<0.002 mm，粉粒 0.002~0.02 mm，砂粒 0.02~2 mm。

土壤 pH（H2O） 土壤质地
不同粒径土壤的质量分数/%

有机质/g·kg-1 总氮/g·kg-1
粘粒 粉粒 砂粒

HN 5.4 砂质壤土 12.2依0.4 31.7依1.7 56.1依2.0 37.9依3.0 2.1依0.2
HB 6.2 砂质壤土 5.2依0.7 33.7依2.5 61.1依3.2 10.3依1.3 1.2依 0.1
SX 8.7 壤质粘土 31.8依0.9 38.9依1.8 29.3依2.5 11.3依0.6 1.1依0.1

图 1 气相转化-化学发光法（NC法）测定 NO-2的试验装置图

Figure 1 The device of chemiluminescence method for
determination of NO-2 concentration

高纯 N2
反应瓶 除酸瓶

过滤器
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塞一端的管路，另一端通入 0.2 MPa的 N2，将广口瓶
浸入水中，观察瓶口是否有气泡产生，若没有表明广

口瓶气密性良好；然后检测整个管路的气密性，将肥

皂水泡沫涂于管路连接处，通入 0.2 MPa的 N2观察是
否有气泡产生，若没有表明整个管路气密性良好。

（3）试验方法
将高纯 N2、装有冰醋酸和抗坏血酸的反应瓶及

装有 NaOH的除酸瓶依次连接，打开气源使 N2流经
反应部分，约 2 h后，连入氮氧化物分析仪，待反应瓶
背景 NO浓度降低至 5 nmol·mol-1以下并稳定，于室
温条件（约 25 益）下测定标准工作液和待测液中的
NO-2浓度。

用注射器吸取 1 mL标准工作液/待测液，通过长
型针头加入到反应瓶底部溶液中。反应瓶中产生的

NO随 N2进入氮氧化物分析仪，NO浓度的信号值变
化通过数据采集软件实时采集并保存到电脑中。待

NO浓度降低至 5 nmol·mol-1以下并稳定，可再次进
样测定，每次进样前用待测液润洗长型针头。每个浓

度的工作液重复测定 3次，每测定约含 500 ng NO-2 -N
样品更换一次反应瓶。

测定结束后，对标准工作液和待测液的 NO浓度
值的峰面积进行积分，通过标准工作液 NO-2浓度与其

对应峰面积的线性回归方程（公式 1），将待测样品的
峰面积带入公式 1可计算其 NO-2的浓度。

y=a·x+b （1）
式中：y为 NO-2标准工作液浓度，滋g·L-1；x为 NO-2标准

工作液相应的 NO信号值峰面积；a、b 为拟合参数。
1.3.2 比色法测定 NO-2浓度[21]

（1）仪器与试剂
分光光度计（UNICO UV-2802，尤尼柯仪器有限

公司，中国上海）

NaNO2标准贮备液 1、2的配制方法同 1.3.1。
NaNO2标准工作液：吸取 0.5、2.5、5.0、7.5、10.0 mL

的贮备液 2于 50 mL容量瓶中，用去离子水定容，获得
浓度为 10、50、100、150、200 滋g·L-1的标准工作液。

显色剂：500 mL烧杯内置入 250 mL去离子水和
50 mL磷酸（15 mol·L-1），加入 20.0 g 4-氨基苯磺酰
胺，再将 1.00 g N-（1-萘基）-乙二胺二盐酸盐溶于上
述溶液中，转移至 500 mL棕色容量瓶中，用去离子水
稀释至标线，摇匀，置于 4 益冰箱保存。
（2）试验方法
标准工作液测定：向 50 mL的标准工作液中加入

1.0 mL显色剂，密塞，摇匀，静置。20 min后、2 h以内，

在 540 nm波长处测定吸光度。
样品测定：将选定体积的样品移至 50 mL比色管

中，用水稀释至刻度线，之后的操作同标准工作液的

测定方法。

测定结束后，进行标准工作液的 NO-2浓度与相应

吸光度的线性回归。样品吸光度通过空白参比校正

后，根据回归方程计算 NO-2浓度，计算方法同 1.3.1。
（3）回收率的计算
大多研究者通过加入待测物的实测量除以加入

量来计算方法回收率[24，32]。土壤待测液 B与 A中 NO-2
浓度差减的理论值应该为浸提待测液 B 时所用的
NaNO2浓度（50 滋g·L-1），回收率（RB-A）如公式 2所示。
但土壤中加入的 50 滋g·L-1 NO-2可能被微生物消耗而

导致回收率降低。因此，本研究通过待测液 C和 B的
差值与 NO-2加入量的比值计算回收率（RC-B），如公式
3所示。

RB-A= c（B）·V S-c（A）·V S
c（NaNO2）·V 伊100 （2）

RC-B= c（C）·2·V S-c（B）·V S
c（NaNO2）·V 伊100 （3）

式中：R 为方法回收率，%；c（A）、c（B）和 c（C）分别为
待测液 A、B和 C中 NO-2的浓度，滋g·L-1；c（NaNO2）为
加入的 NaNO2标准溶液的浓度，50 滋g·L-1；V S为待测
液体积，L；V 为加入的 50 滋g·L-1 NaNO2标准溶液的
体积，L。
1.4 统计检验

采用 Microsoft Office Excel 2010进行数据的积分
处理，采用 SPSS 16.0的独立样本 t检验进行 P约0.05
水平的显著性检验，采用 Microsoft Office Excel 2010
绘图。

2 结果与分析

2.1 NC法冰醋酸浓度的选择
Nagababu等[28]采用 NC法测定血浆中NO-2浓度时，

选择 7 mL纯冰醋酸和 1 mL 0.05 mol·L-1抗坏血酸作
为反应剂，且每测定 4个 3 滋g·L-1左右的 NO-2样品

（总含氮量 1.2 ng NO-2 -N）更换一次反应瓶。考虑到土
壤的 NO-2浓度高于血浆，如曹娜等[33]观测到厌氧条件
下土壤中 NO-2浓度可达 200 滋g·L-1，本研究将反应瓶
中的反应剂体积增加 2倍，改为 20 mL 99.5%的冰醋
酸与 3 mL 0.05 mol·L-1的抗坏血酸混合，既保证对高
浓度NO-2的分析能力，又不用频繁更换反应瓶。但是

当反应罐中只装有 20 mL 99.5%冰醋酸，高纯 N2通过
反应罐进入氮氧化物分析仪时，可观测到很高的 NO
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浓度背景，最高可达 1000 nmol·mol-1，随后 NO 浓度
逐渐降低，待背景 NO信号值降至 5 nmol·mol-1且稳
定则至少需要 5 h；在此期间若晃动反应瓶或加入抗
坏血酸溶液均会导致 NO 信号值增大（至 80 nmol·
mol-1左右），待信号重新降至 5 nmol·mol-1且稳定又
需要 2 h的时间。这远高于 Nagababu等[28]给出的测样
之前的稳定时间（0.5耀1 h），如此长的稳定时间可能是
反应剂体积增加造成的。

考虑到冰醋酸在 NO-2的还原反应中只起到提供

酸性环境的作用，本研究将冰醋酸浓度稀释至 50%，
在不改变抗坏血酸浓度的条件下与其混合，即采用

20 mL 50%的冰醋酸和 3 mL 0.05 mol·L-1抗坏血酸。
结果显示反应瓶背景的 NO浓度能够在 2 h内降低至
5 nmol·mol-1以下并稳定，而且在 50%的冰醋酸条件
下重复测定 10次 50 滋g·L-1 NO-2的稳定性很好（参见

下节及图 2）。
2.2 NC法的精度、检出限和检测范围

采用 NC法重复测定 10次 50 滋g·L-1 NO-2标准工

作液，其对应的 NO信号值峰虽然有降低的趋势（图
2），但是峰面积稳定，平均值为 6 573.1依76.7（n=10），
CV为 1.2%，95%置信区间内的精度为 1.2 滋g·L-1，即
对于土壤样品的检测精度为 6 滋g·kg-1（按水土比 5颐1
计）。该结果表明，50%的冰醋酸提供的酸性环境可以
满足对 50 滋g·L-1 NO-2的 10次测定，且每测定 500 ng
NO-2 -N需更换一次反应瓶。

用浓度稀释法在 3倍背景浓度的信噪比时，测得
NO-2的检出限为 2 滋g·L-1，相当于 2 ng 的 NO -2 -N（进
样量为 1 mL）。采用 NC法测定 NO-2标准工作液系列，

浓度范围为 2耀500 滋g·L-1，其对应的氮氧化物分析仪
NO浓度信号变化如图 3a所示。每个浓度的标准工作
液重复测定 3次的 CV值介于 0.3%耀5.2%之间，平均

为 2.5%。NO-2的浓度与 NO浓度值峰面积显著正相关
（P<0.001，图 3b）。

2.3 NC法与比色法比较
同时采用 NC 法和比色法测定 3 种不同类型土

壤 NO -2浓度的结果如图 4所示。两方法测定 HB 和
HN土壤的 NO-2浓度差异不显著，但对于 SX 土壤，
NC 法的测定结果较比色法显著偏高 10.1%耀21.3%
（P约0.05）。HB和 HN土壤本底（待测液 A）的 NO-2浓

度较低，为 8.0耀8.5 滋g·L-1（比色法）和 6.2耀7.9 滋g·L-1

（NC法）；SX土壤本底的 NO -2浓度为34.6 滋g·L-1（比
色法）和 42.9 滋g·L-1（NC法），较 HB和 HN土壤高。

土壤待测液 B与 A的 NO-2浓度之差为 37.1耀50.1
滋g·L-1，其回收率 RB-A为 79.0%耀90.7%（比色法）和
93.1%耀106.6%（NC法）；土壤待测液 B与 C的 NO-2浓

度的差值为 45.2耀51.6 滋g·L-1，比色法测定三种土壤
NO-2浓度的回收率 RC-B为 92.7%耀103.1%，NC法的回
收率 RC-B为 90.3%耀96.6%（表 2）。
3 讨论

3.1 冰醋酸浓度的选择
依据 Nagababu等[28]提供的测定血浆中 NO-2浓度
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图 2 重复测定 10次 50 滋g·L-1 NaNO2标准溶液的 NO浓度图
Figure 2 The chemiluminescence concentration of NO by ten times

repeated measurement of 50 滋g·L-1 in NaNO2 standard solution

图 3 NO-2标准工作液的 NO浓度信号图（a）和标准曲线（b）
Figure 3 Chemiluminescence NO concentration of nitrite standard

solution（a）and standard curve（b）
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表 2 两种方法测定 3种土壤 NO-2浓度的回收率

Table 2 The recovery rate of NO-2 in three soils measured by both methods of colorimetry and chemiluminescence

选用的反应剂（7 mL纯冰醋酸和 1 mL 0.05 mol·L-1抗
坏血酸），本研究选择较大的反应剂体积（增加 2倍，
以满足对高浓度 NO-2样品的检测）和较低的冰醋酸浓

度（50%，以缩短反应剂背景信号的稳定时间），即反
应剂采用 20 mL 50%的冰醋酸和 3 mL 0.05 mol·L-1

抗坏血酸混合。结果显示反应剂的背景 NO信号值能
够在 2 h内稳定，而且连续重复测定 10次 50 滋g·L-1

NaNO2标准溶液的 NO信号峰面积稳定（CV为1.2%），
表明 50%冰醋酸提供的酸性条件不影响该浓度 NO-2
的还原效率，并可满足对 500 ng N含量的 NO-2测定。
3.2 NC法的精度

本研究采用 NC法，选择 50%冰醋酸提供酸性条
件，以 0.05 mol·L-1抗坏血酸作为还原剂，测定 NO-2标

准溶液浓度，检测范围为 2耀500 滋g·L-1，检出限为 2
滋g·L-1，即 10 滋g·kg-1（按水土比 5颐1计），在 95%置信
区间内的精度为 1.2 滋g·L-1。前人采用 NC法主要用
于测定水体和人体血浆中 NO -2浓度（表 3），如 Cox [22]

测定天然水体的 NO-2浓度，精度为 0.4 滋g·L-1；王燕等[24]

测定水体中 NO-2浓度的精度为 0.34 滋g·L-1；Nagababu
等[25]测定血浆中 NO-2浓度的精度为 0.16 滋g·L-1。本研
究中 NC法的检测精度为 1.2 滋g·L-1，高于前人采用
NC法的测定结果。这可能是由于不同的研究者选择
的氮氧化物分析仪、酸性条件与还原剂不同造成的。

不同的氮氧化物分析仪其测样频率和载气流速

均不同。本研究采用热电环境仪器公司出品的氮氧化

物分析仪（型号 42i），其对 NO浓度的检测频率最高
为 1 s一个数据，即 1 Hz，远低于 Nagababu等[28]采用一
氧化氮分析仪（Sievers280i，通用电气分析仪器公
司，美国）的采样频率 4 Hz。两台仪器的检测限相近
（1 nmol·mol-1左右），而高的采样频率会提高 NO-2的

检测精度。本研究所用的载气流速为 500 mL·min-1，以
满足热电环境仪器公司出品的氮氧化物分析仪的使

用要求，但该载气流速高于之前研究采用的流速

101耀300 mL·min-1（表 3）。Bateman等[34]的研究表明，

图 4 两种方法测定 3种土壤的 NO-2浓度

Figure 4 The concentrations of NO-2 measured by both methods of
colorimetry and chemiluminescence

不同小写字母表示两种方法间存在显著差异（P约0.05）
Different letters indicate significant differences between two methods

方法 土壤类型 浓度（B-A）/滋g·L-1 RB-A/% 浓度（C-B）/滋g·L-1 加标浓度/滋g·L-1 RC-B /%
比色法 HB 37.1依2.8 79.0 46.3依5.1 50 92.7

HN 42.6依1.2 90.7 50.0依0.9 50 99.9
SX 41.4依1.5 88.1 51.6依2.3 50 103.1

NC法 HB 44.3依2.2 94.3 45.2依3.7 50 90.3
HN 43.7依0.8 93.1 45.5依2.3 50 91.0
SX 50.1依3.5 106.6 48.3依4.2 50 96.6
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流速在 42耀126 mL·min-1范围时，加大流经反应瓶的
载气流速，会促进反应瓶中的 NO由液态向气态转
化，从而加快 NO气体与液体的分离速度，同时会减
少 NO在氮氧化物分析仪中与 O3的反应时间，导致
NO浓度信号值降低，但能提高方法精度；而王燕等[24]

观测到随着载气流速的增加（150耀750 mL·min-1），反
应的信号值先增大后降低，当流速为 480 mL·min-1时
信号值最大。如果信号值高导致精度欠佳，则本研究

采用大的载气流速可能是导致精度低的一个原因。但

是对于本试验，降低载气流速是否能提高方法的精

度，还有待于进一步验证。

此外，不同的研究者采用 NC法测定 NO-2浓度时选

用不同物质作为还原剂和酸性环境，如 Amini等[27]选择
碘（I-）和硫酸，王燕等[24]选择矾（V3+）和盐酸。本研究之
所以选择抗坏血酸作为还原剂，主要是因为其相对于

碘和矾来说，能更好地避免硝酸盐、亚硝胺、亚硝基硫

醇等物质的干扰 [25]，而这些物质在土壤中也普遍存
在。至于不同还原剂和酸性条件是否会影响方法的检

测精度仍需进一步研究。

3.3 NC法与比色法比较
采用 NC法测定三种不同酸碱度（pH 5.4耀8.7）土

壤中 NO-2浓度的回收率结果较好，为 90%耀97%。本研
究 NC法测定土壤 NO -2浓度的检出限和精度均优于

比色法。对于酸性土壤（HN和 HB）的 NO-2，采用 NC
法与比色法的测定结果没有显著差异，但对于碱性土

壤（SX）来说，NC 法的测定结果较比色法显著提高
11%耀24%。这可能是由土壤性质的差异导致的。HN
土壤的有机质和总氮含量明显高于 HB土壤，但两方
法测定 HN和 HB土壤的 NO-2浓度结果无显著差异，

表明有机质和总氮可能不是造成差异的原因。两方法

测定结果差异显著的 SX土壤，pH值为 8.7，高于 HN
和 HB土壤（5.4和 6.2），属于碱性土壤。Amini等[27]采

用 NC法测定土壤浸提液中的 NO-2浓度时发现，样品

中 Ca2+、SO2-4和 CO2-3会对 NO-2的测定产生一定的干扰，

而碱性土壤中上述离子的含量一般较多。这可能是导

致 NC法测定 SX土壤 NO-2浓度较比色法偏高的一个

原因。但由于本试验所用的土壤种类较少，土壤酸碱

性对测定结果的影响有待后续增加样本数量来验证。

3.4 NC法的优缺点
NC法对于土壤中 NO-2浓度的测定有以下三方面

优点：

（1）样品用量少。本试验中，考虑到土壤浸提液
中 NO-2浓度范围和操作方便等问题，采用进样量为
1 mL；若待测液的 NO-2浓度较大时，还可适当减少进

样量。

（2）不受浸提液中悬浮物质或颜色的影响。而采
用比色法测定 NO-2浓度时，需对有悬浮物或有颜色的

待测液进行前处理，过程复杂，费时费力。

（3）所需试剂容易配制，尤其针对比色法某些试
剂含有毒性而言，操作简单安全。

但 NC法较比色法也存在着不足：
（1）样品分析效率较低。本研究中 NC 法测定

NO-2样品的时间为 8耀15 min·个-1，随着样品中 NO-2浓

度的增加，分析时间也相应增加，对于批量样品测定

效率并不高。如对于 40个 NO-2样品（<100 滋g·L-1）的
测定，采用比色法仅需 1 h，而采用 NC法至少需要 6
h。
（2）系统稳定时间较长。比色法的显色仅需 20

min，而 NC 法中待反应瓶背景NO 信号值降低至 5
nmol·mol-1以下并稳定至少需要 2 h。
（3）对装置气密性要求很高，否则外界环境中 NO

的浓度会对测定造成影响，而比色法则不受环境中

NO浓度的影响。
（4）仪器维护成本较高。NC法中使用的氮氧化物

表 3 不同研究者采用 NC法测定 NO-2浓度的条件、范围和精度

Table 3 The condition，detection range, detection limit and precision for NO-2 concentration with chemiluminescence method
by different studies

还原剂 酸性条件 对象
反应温度/

益
载气流速/
mL·min-1

进样量/
mL

测样时间/
min·个-1

检测范围/
滋g·L-1 灵敏度

精度/
滋g·L-1 参考文献

碘（I-） 冰醋酸 水体 室温 170 20 5 0.015耀25 2%（10 滋g·L-1） 0.4 [22]
碘（I-） 硫酸 天然水体/土壤 室温 101 1 2 1耀10 000 1.1%（100 滋g·L-1） 2.2 [27]
矾（V3+） 盐酸 人体/植物 室温 120 20 2耀4 0.1耀8000 — — [23]
矾（V3+） 盐酸 天然水体 150 480 0.2/1 3 — 3%（5.6 滋g·L-1） 0.34 [24]

抗坏血酸（Vc） 冰醋酸 人体血液 37 300 0.1 2 0.8耀2.9 10% 0.16 [25]
抗坏血酸（Vc） 冰醋酸 土壤 室温 500 1 5耀10 2耀500 1.2%（50 滋g·L-1） 1.2 本研究
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分析仪需定期进行标定（需要标定系统及标准气体

等）及维护（更换颗粒过滤器及清洗仪器管路等），其

成本明显高于比色法中分光光度计的维护成本。

4 结论

本研究采用气相转化-化学发光法，选择 50%冰
醋酸提供酸性条件，以 0.05 mol·L-1抗坏血酸作为还
原剂，测定土壤中的 NO-2含量。该方法检测范围为 2耀
500 滋g·L-1，平均变异系数为 2.5%，在 95%置信区间
内测定精度为 6 滋g·kg-1（水土比为 5颐1），方法回收率
为 90%耀97%。该方法测定酸性土壤 NO-2含量与国标

比色法无显著差异，但可能会高估碱性土壤的NO-2含

量。气相化学发光法不受浸提液中悬浮物质或有色物

质的影响，所用试剂无毒性，但分析时间随着 NO-2浓

度的增加而增长（8耀15 min），限制了该方法的分析效
率。后续研究可考虑通过增加不同类型土壤样本、更

换不同的还原剂或降低反应流速，进一步评估该方法

的适用性，并提高方法的精度和分析效率。
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