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Abstract：Currently, efforts to prevent and control agricultural non-point source（NPS）pollution have been intensively increased in China.
Measurement technology of agricultural NPS pollution are urgent required. In this study, a perturbation diffusion flow analysis method was
proposed to measure nitrogen and phosphorus automatically, after investigating both conventional dispersion convection and forced
convection flow analysis methods. In this novel perturbation diffusion flow analysis, the sample solution and reagents were quantified using
a microsyringe pump and then passed into a chemical reaction chamber for mixing. A program-controlled peristaltic pump repeatedly
perturbs the reactant in the chemical reaction chamber. After the chemical reaction was completely stabilized, the reactant was injected
into the photoelectric detection unit to determine the concentrations of nitrogen and phosphorus. Soil samples collected from Qianjiang,
Hubei Province, were used to validate the performance of this novel perturbation diffusion flow analysis method. The experimental results
showed that the correlation coefficient of soil ammonium nitrogen measurements with a combined extractant of sodium sulfate and sodium

收稿日期：2021-12-19 录用日期：2022-04-07
作者简介：李灿（1995—），女，河南鹿邑人，硕士研究生，主要从事农业电气化与自动化研究。E-mail：lcnh_101@163.com
*通信作者：胡建东 E-mail：jdhu@henau.edu.cn
基金项目：国家重点研发计划项目（2017YFD0801204）；国家自然科学基金项目（3201890）；河南省外籍科学家工作室项目（GZS2021007）
Project supported：The National Key Research and Development Program of China（2017YFD0801204）；The National Natural Science Foundation of China

（3201890）；Henan Center for Outstanding Overseas Scientists（GZS2021007）

摘 要：随着国家对农业面源氮、磷污染防治力度的加大，土壤氮、磷测定技术迫切需要改善。本研究在对常规的扩散对流

（Dispersion convection）和强迫对流（Forced convection）流动分析方法基础上，提出了扰动扩散（Perturbation diffusion）流动分析方

法，以实现土壤氮、磷全自动化快速测定与分析。扰动扩散流动分析方法是将样品和试剂定量化后集中在化学反应腔中进行反

应，然后程序控制蠕动泵对化学反应腔中反应物进行反复扰动，待化学反应完全稳定后流入光电探测单元完成土壤氮、磷含量测

定。采用取自湖北潜江的土壤样品对扰动扩散流动分析方法进行了系统验证，实验结果表明，本研究提出的方法与常规紫外可

见分光光度法对氮、磷测定相比，基于硫酸钠和碳酸氢钠联合浸提的土壤铵态氮测量值相关系数为 0.915 5，基于氯化钙浸提的土

壤铵态氮、硝态氮和水溶性磷测量值相关系数分别为 0.998 5、0.990 1和 0.991 1。铵态氮、硝态氮和水溶性磷的检出限分别为

0.055 4、0.020 3 mg·L-1和0.008 4 mg·L-1，相对标准偏差（RSD，n=7）分别为1.8%、4.8%和1.0%。

关键词：土壤速效氮；土壤速效磷；扰动扩散；化学反应腔；吸光光谱；可调光程
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虽然大部分农业工作者已经遵从精准农业、科学

施肥的原则，但在某些地区依然存在施肥过度的问

题[1-2]，目前我国化肥消耗量约占世界的 35%，过量的

氮、磷导致水体富营养化，严重威胁人类赖以生存的

水资源[3-4]。我国不同类型土壤对于不同的作物目标

产量需要不同的施肥量[5]，过量化学肥料施用不仅对

生态环境造成破坏，还影响到作物产量[6-8]。长期过

量施肥还会引起土壤理化性状恶化，加速土壤酸

化[9-10]。据第二次全国土壤面源污染调查报告显示，

农业生产引起的河湖流域总氮、总磷面源污染量分别

占总污染量的 36.79%、50.23%[11]。因此实施科学施

肥，不仅有助于粮食产量提高，而且能极大地降低农

田面源氮、磷污染[12]。只有全面掌握土壤养分分布状

况，才能根据肥料释放规律和作物养分吸收特点等针

对性地施肥，从而提高肥料利用率[13]。

土壤氮、磷测量典型的方法有质谱法、色谱法、电

化学法和分光光度法等，其中质谱法和色谱法的测试

结果精确，但测试成本高，且需专业的操作人员[14-15]。

电化学方法的检测速度快，但是检测结果易受到待测

样品中其他离子的干扰，尤其是待测样品中有机分子

对其影响较大[16]。紫外可见分光光度法（UV-Vis
spectrophotometry）尽管操作繁杂，但方法成熟，测试

结果可靠[17]，所以仍是实验室检测氮、磷的主要方法。

目前，随着光电探测技术和自动控制技术的进步，流

动分析方法在土壤氮、磷自动化测试方面最具有潜

力[18]。按照传质过程和化学反应发生条件进行分类，

流动分析方法有扩散对流（Dispersion convection）和

强制对流（Forced convection）两种。市场化的流动分

析方法普遍采用智能机器手或者注射泵实现微量土

壤氮、磷样品自动化进样，不仅使试剂消耗量降低了

90%以上，而且减少了紫外可见分光光度法中由于操

作者带来的操作误差[19-22]。但现有流动分析方法由

于追求多样品的测试速度而没有考虑化学反应的彻

底性，导致被测对象的回收率低[23]。为此，本研究提

出扰动扩散流动分析法，在测试系统中增加集成化学

反应腔，不仅满足土壤样品快速测试，而且最大限度

地保证了化学反应完全彻底地进行。扰动扩散流动

分析法通过多通道切换阀连接多个土壤有效态氮、磷

样品和试剂，实现土壤铵态氮、硝态氮和水溶性磷依

次自动连续测量。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂

柠檬酸钠、钼酸铵购自天津永大化学试剂有限公

司；水杨酸钠、硝普钠、硫酸钠、碳酸氢钠、磷酸、氢氧

化钠、二氯异氰脲酸钠、N-1-萘基乙二胺盐酸、硫酸

锌、酒石酸锑钾、抗坏血酸、磷酸二氢钾、浓硫酸、氯化

钴、十二烷基硫酸钠购自国药集团化学试剂有限公

司；Brij-35购自合肥千盛生物科技有限公司；十水二

磷酸钠、硫酸肼购自天津市科密欧化学试剂有限公

司；硫酸铜、磺胺购自天津市大茂化学试剂厂。以上

试剂均为分析纯。实验过程所用的水均为去离子水。

铵态氮、硝态氮和水溶性磷的标准物质购自北京海岸

鸿蒙有限公司。

1.2 扰动扩散流动分析方法

扰动扩散流动分析方法构建方案如图１所示，其

构建思想是采用化学反应腔和模块化光电探测单元，

实现流动分析稳态测量。被测样品和试剂通过注射

泵精确定量化后依反应先后顺序注入化学反应腔，反

应集中在化学反应腔内进行。然后程序控制蠕动泵

正反转，提供化学反应所需要的混合动力，空气从化

学反应腔的底部泵入推动样品和试剂循环扰动，加速

其化学反应过程，待反应完成后流入光电探测单元。

扰动扩散流动分析方法涉及到复杂物理化学过

程，如扰动力学、流体扩散、对流和化学反应动力学

等。首先被测样品被注射泵注入到化学反应腔，然后

依次根据反应对象和条件注入相应的试剂。蠕动泵

正转抽取化学反应腔中反应物进入均匀螺旋环发生

扩散反应，再高速反转使其泵回化学反应腔中发生湍

流运动，加速化学反应进行。反复扰动化学反应腔中

的反应物使其化学反应到达稳定状态，最后流入模块

化光电探测单元进行土壤氮、磷含量测试。与常见流

bicarbonate was 0.915 5, compared with the conventional UV-Vis spectrophotometry in the laboratory. The correlation coefficients of soil
ammonium nitrogen, nitrate nitrogen, and water-soluble phosphorus measurements using the extractant of calcium chloride were 0.998 5,
0.990 1, and 0.9911 with a limit of detection of 0.055 4, 0.020 3 mg·L-1, and 0.008 4 mg·L-1 and relative standard deviation of 1.8%, 4.8%,
and 1.0%, respectively.
Keywords：available nitrogen in soil; available phosphorus in soil; perturbation diffusion flow analysis; chemical reaction chamber;

absorption spectrum; flexible optical length
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动分析方法只能进行瞬态测试相比，扰动扩散流动分

析方法提供了一种全新的稳态流动分析方法。

扰动扩散流动分析系统中化学反应腔和螺旋管

中样品和试剂混合反应以扩散和对流为主。根据菲

克第一定律（Fick’s first law），化学反应腔中反应物

径向和轴向质量扩散通量为[24]：

ì

í

î

ïï

ïï

JX = -D × ∂C
∂x

J r = -D × ∂C
∂r

（1）

式中：D为溶液扩散系数，m2·s-1；C为溶液扩散浓度，

kg·m-3；x为轴向距离，m；r为径向距离，m；JX和 Jr分别

为轴向和径向质量扩散通量，kg·m-2·s-1。“-”号表示

扩散方向为浓度梯度的反方向，即扩散组元由高浓度

区向低浓度区扩散。

在直流管道流动过程中，无量纲雷诺数用于判断

液体流动形式为层流或湍流，当雷诺数超过2 100时，

液体管道流动形式为湍流，反之则为层流，雷诺数计

算公式为[25]：

Re=2 × a × -
V × ρ

µ
（2）

式中：-V为管道试剂平均动流速，kg·s-1；ɑ为管道半

径，m；ρ为添加试剂密度，kg·m-3；µ为试剂动力黏度，

Pa·s。
在层流条件下，所有溶液流动都遵循平行于主方

向流线，不同直径方向流速计算公式为[26]：

V=2×-V×é
ë
êê

ù

û
úú1 - ( )ra

2
（3）

式中：r为管道距离中心径向距离，-V为管道试剂平均

动流速，ɑ为管道半径。

由于液体扩散系数D值非常低，通常约为 10-10~
10-9 m2·s-1，因此扩散通量相比于对流质量传质通量

来说，其值也非常低。在扰动扩散流动分析系统中，

蠕动泵推进液体进行扰动，流量小于 5 mL·min-1，管

半径为 0.3~0.8 mm，液体流动形式为层流（Re<150）。

根据流体动力学参数确定管子直径、长度和各器件位

置合理布局等。气泡分割测试溶液成多段，实现样品

多次连续测量，使扰动扩散流动分析方法测试土壤

氮、磷自动化。

1.3 扰动扩散流动分析系统设计

1.3.1 系统组成与结构

基于扰动扩散流动分析土壤氮、磷测定系统如图

2所示，由 3个单元组成，分别是样品和试剂量化取样

单元、化学反应腔单元和模块化光电探测单元。

被测样品和试剂取样单元由多通道电磁阀组、储

液环、微量注射泵（分辨率 0.041 5 µL）和超声液位传

感器组成。多通道电磁阀组包括试剂和样品溶液切

换电磁阀。土壤样品溶液和试剂的切换由八通道电

磁切换阀实现，电磁切换阀点到点的速度为 300 ms，
最大驱动力 1.6 N，完成待测样品的铵态氮、硝态氮和

水溶性磷依次测量。储液环由内径 1.5 mm 和外径

2.5 mm的塑料软管制成圆环形状，样品和试剂提取

完成后，储液环内充满去离子水，防止交叉污染。微

量注射泵每次抽取液体最大容量为 5 mL，步进电机

步距角为 0.9°，额定行程为 30 mm，步数为 120 000
步，线性范围为 0.017~5.000 mm·s-1，控制分辨率为

0.002 5 mm。最小进样量为 0.041 5 µL，速度为 1~50
r·min-1，重复性误差为3‰~7‰。

1.3.2 化学反应腔

化学反应腔是扰动扩散流动分析系统最重要的

图1 扰动扩散流动分析土壤氮、磷测试原理示意图

Figure 1 Schematic diagram of the principle of soil nitrogen and phosphorus testing by perturbation diffusion flow analysis
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单元。样品和试剂通过注射泵精确提取之后，蠕动

泵反复扰动化学反应腔中反应物，使其充分发生化

学反应，然后流入光电探测单元。化学反应腔结构

如图 3 所示，包括顶端盖、雾化喷头、化学反应混合

筒和下端盖。化学反应腔为石英玻璃材质，内壁涂

覆疏水涂层使液体汇集成液滴，减少液体内壁残留。

通过控制蠕动泵流量使雾化喷头喷射到化学反应腔

内壁，液体最高点距顶端盖尺寸适中。程序控制蠕

动泵首先抽取化学反应腔内反应物，然后再反转，使

溶液全部泵回化学反应腔，接着泵入一段空气，使化

学反应腔中样品和试剂充分扰动并达到反应平衡。

1.3.3 模块化光电探测单元

模块化光电探测单元由微流池、光源控制电路、

信号处理电路、光电信号采集与传输电路组成。光源

控制电路板和光电信号采集电路板分别安装在微流

池两端，信号处理电路板置于微流池侧面，各板之间

信号以RS485总线协议与主控制器通讯。由于土壤

速效氮、磷含量是一个动态变化过程，不同地域不同

时期土壤速效氮、磷含量差别较大，如低施肥和森林

土壤速效氮、磷含量普遍较低。为了满足不同情况下

测试精度要求，微流池可组成 10、20 mm 和 30 mm 3
种不同光程长，组合 LED 光源波长有 405、440、515、
550、640、880 nm和660 nm等供选择。

图2 扰动扩散流动分析法土壤氮、磷测试系统组成及结构

Figure 2 Composition and structure of soil nitrogen and phosphorus testing system by perturbation diffusion flow analysis

图3 扰动扩散流动分析法化学反应腔结构

Figure 3 Chemical reaction chamber structure of perturbation
diffusion flow analysis method

进样口Sample inlet

清洗口Washing port
顶端盖Top cover

加热膜Heating film

下端盖Lower end cap
混合送样孔Mixing sample feed hole

喷头Nozzle

透气孔Ventilationhole
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2 结果及讨论

2.1 样品和试剂取样误差

扰动扩散流动分析方法采用微量注射泵和储液

环精确提取土壤速效氮、磷样品和试剂，样品和试剂

定量化提取的准确性直接影响到扰动扩散流动分析

测试结果。为了评测取样误差，在操作系统中设定提

取量分别为 0.2、0.4 mL和 1.0 mL的去离子水，经过注

射泵注入到化学反应腔后，采用标准体积量具从化学

反应腔端接提取液，分别重复5次，测试结果如表1所

示。实验结果表明，提取样品最大绝对偏差和最大相

对偏差分别为 0.006 mL和 1.56%，满足扰动扩散流动

分析方法对取样精度要求。

2.2 蠕动泵流量校正

为了减少扰动扩散流动分析土壤速效氮、磷测定

系统中液体在管道中残留，同一个样品被气泡分割多

段进入流动系统，气泡的引入和样品流动稳定性不仅

影响气泡大小，而且影响数据采集的准确性。扰动扩

散流动分析系统中使用了多个蠕动泵，为了使不同蠕

动泵的流量保持一致，设计了蠕动泵流量校正程序，

校正实验结果如表 2 所示。校正后，平均流量值为

4.075 mL·min-1，最大绝对标准偏差和最大相对标准

偏差分别为0.029 mL·min-1和0.71%。

2.3 实际样品测量

采集湖北省国家农业环境潜江观测实验站同一

地区不同点的 10个水稻土土壤样品，对土样中铵态

氮和硝态氮和水溶性磷含量进行测定。土壤样品取

样深度为 20 cm。铵态氮测定基于靛酚蓝反应方法[27]

和纳氏试剂反应方法[28]，硝态氮测定基于重氮偶合反

应方法[29]，水溶性磷测定基于抗坏血酸还原钼蓝反应

方法[30]。选择扰动扩散流动分析土壤氮、磷测试模块

化光电探测单元光程长 20 mm，设定 PID控制器控制

温度为 37 ℃。土壤待测样品分别分成2份，一份用扰

动扩散流动分析系统进行测量，另一份采用紫外可见

分光光度计测量。用于建立铵态氮测量标准曲线的

标准溶液浓度分别为 0、1.2、1.8、2.6 mg·L-1和 3.2 mg·
L-1，土壤标准硝态氮浓度分别为 0、2、4、5 mg·L-1和 6
mg·L-1，土壤标准水溶性磷溶液浓度分别为 0、0.6、
1.2、2.0 mg·L-1和 2.6 mg·L-1。首先对标准溶液进行测

试，建立扰动扩散流动分析测试吸光度值与标准溶液

浓度校准曲线，如图 4所示。图 4a基于靛酚蓝反应方

法吸光度与标准溶液的线性相关系数为 0.992 8，基
于纳氏试剂反应铵态氮扰动扩散流动分析方法相关

系数为 0.998 1。基于硝态氮重氮偶合反应扰动扩散

流动分析测量方法相关系数为 0.994 2，基于水溶性

磷钼蓝反应扰动扩散流动分析测量方法相关系数为

0.997 9。
标准曲线建立之后，分别采用两种方法进行对比

测量。紫外可见分光光度法采用 275 nm和 220 nm测

定土壤速效氮磷含量。首先连续进行 5次空白溶液

测试，然后测量实际样品。扰动扩散流动分析土壤速

效氮磷测量值与紫外可见分光光度计测量值之间的

相关性如图5所示。

由图 5a可知，基于硫酸钠和碳酸氢钠联合浸提

纳氏试剂反应集成流动分析铵态氮测量值与常规测

量值之间的相关系数为 0.915 5，基于氯化钙浸提的土

壤铵态氮靛酚蓝反应、硝态氮重氮偶合反应和水溶性

磷钼蓝反应集成反应流动分析测试值与常规方法测

量值之间的相关系数分别为0.998 5、0.990 1和0.991 1
（图5b~图5d）。可见扰动扩散流动分析测试与常规方

法具有很好的相关性。扰动扩散流动分析能够满足

不同浸提及测量方法体系自动化分析，其通用性和可

取样设定值Sampling value/mL
0.200
0.400
1.000

测量值Measured value/mL
0.195
0.384
0.986

0.193
0.393
0.987

0.191
0.390
0.996

0.193
0.388
0.990

0.190
0.391
0.989

平均值Average value/mL
0.192
0.389
0.990

设定进样流量Setting value of the flow rate/（mL·min-1）

4.000
实际测量值Actual measured value/（mL·min-1）

1 min
4.046

5 min
4.094

10 min
4.060

15 min
4.085

20 min
4.090

平均值The average/（mL·min-1）

4.075

表2 扰动扩散流动分析进样误差

Table 2 Injection errors of perturbation diffusion flow analysis

表1 扰动扩散流动分析取样误差

Table 1 Sampling errors of perturbation diffusion flow analysis
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移植性将使其具有很好的应用前景。

2.4 检出限与精密度

测定 11次空白溶液的吸光度，计算各指标的检

出限（LOD），计算公式为LOD=3 s·b-1，（s为 11次测定

值的标准偏差，b为接近 LOD标准曲线的斜率）。通

过计算，铵态氮、硝态氮和水溶性磷的检出限分别为

0.055 4、0.020 3 mg·L-1和 0.008 4 mg·L-1，平均值分别

为 0.018 0、0.011 1 mg·L-1和 0.008 5 mg·L-1，标准偏差

分别为0.002 6、0.001 6 mg·L-1和0.000 3 mg·L-1。

扰动扩散流动土壤速效氮磷分析仪在进行铵态

氮、硝态氮和水溶性磷重复性测定中的结果显示，其

平均值（n=7）分别为 1.98、2.05 mg·L-1和 2.02 mg·L-1，

标准偏差（n=7）分别为 0.035、0.099 mg·L-1 和 0.019
mg·L-1，相对标准偏差（RSD，n=7）分别为 1.8%、4.8%
和1.0%，满足现场测试要求。

2.5 与AA3（Seal Analytical）连续流动分析方法对比

分别取铵态氮标准浓度样品为 0.25、0.50、1.00、
2.00 mg·L-1，硝态氮标准浓度样品为 0.50、1.00、2.00、
4.00 mg·L-1进行测试（n=5），对比扰动扩散流动分析法

与AA3连续流动分析方法，测试结果如表3、表4所示。

根据测试结果，在铵态氮检测方面，AA3连续流

动分析方法的最大误差是 50.80%，本方法的最大误

差是 6.00%，在检测硝态氮方面，AA3连续流动分析

方法的最大误差是 3.60%，本方法的最大误差是

6.00%，说明这两种方法具有可比性。AA3型流动分

析方法采用机器手自动化定量取样，而本方法采用注

射泵程序化定量取样，因此，在确保取样量化精度上，

本测试方法构建成本极大降低。

3 结论

（1）本研究对新颖的扰动扩散流动分析方法进行

了理论分析，构建了扰动扩散流动分析方法的实验系

统，该系统由样品和试剂量化取样单元、化学反应腔

单元和模块化光电探测单元三部分组成。

（2）采用来自于不同地区的土壤样品对扰动扩散

流动分析系统进行了实验验证，同时与实验室常规土

壤样品分析使用的紫外可见分光光度法的测定结果

进行了对比，结果表明，两者测定结果有较高的相关

性。扰动扩散流动分析系统不需要人工参与操作，极

大地减少了操作人员带来的实验误差。
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图4 扰动扩散流动分析土壤速效氮、磷校准曲线

Figure 4 Perturbation diffusion flow analysis of soil effective state nitrogen and phosphorus calibration curve

（a）铵态氮靛酚蓝反应方法
Indophenol blue method for ammonium nitrogen

（c）硝态氮重氮偶合反应法
Diazotization coupling reaction method for
nitrate nitrogen

（b）铵态氮纳氏试剂反应方法
Nessler′s reagent method for ammonium nitrogen

（d）水溶性磷钼蓝反应法
Molybdenum blue method for water-soluble
phosphorus

1851



农业环境科学学报 第41卷第8期

（3）采用标准样品与基于常规流动分析方法的

AA3型仪器进行对比，结果表明，两种方法均能够自

动化完成样品测试，在低浓度范围内，本文提出的扰

动扩散流动分析方法具有较高的测试精度。

标准铵态氮样品浓度
Concentration of standard ammonium

nitrogen sample/（mg·L-1）

0.25
0.50
1.00
2.00

AA3型AA3 method
测试结果

Test result/（mg·L-1）

0.123
0.473
0.942
1.844

相对误差
Relative error/%

50.80
5.40
5.80
7.80

本方法This study
测试结果

Test result/（mg·L-1）

0.25
0.48
0.94
1.94

相对误差
Relative error/%

0.00
4.00
6.00
3.00

标准硝态氮样品浓度
Concentration of standard nitrate nitrogen

sample/（mg·L-1）

0.50
1.00
2.00
4.00

AA3型AA3 method
测试结果

Test result/（mg·L-1）

0.518
0.976
1.967
3.936

相对误差
Relative error/%

3.60
2.40
1.65
1.60

本方法This study
测试结果

Test result/（mg·L-1）

0.53
0.94
1.92
3.91

相对误差
Relative error/%

6.00
6.00
4.00
2.25

表3 两种方法铵态氮测试结果对比

Table 3 Comparison of ammonium nitrogen test results between the two methods

常
规

铵
态

氮
测

试
方

法
Con

ven
tron

ala
mm

oni
um

nitr
oge

n
tes

tm
eth

od/（
mg

·L-1 ）

y=0.540 7x+2.119 3
R2=0.915 5

6 12 18 24 30 36
扰动扩散流动分析铵态氮测试方法Perturbation diffusion flow analysis ammoniumnitrogen test method/（mg·L-1）

25

20

15

10

5

常
规

铵
态

氮
测

试
方

法
Con

ven
tron

ala
mm

oni
um

nitr
oge

n
tes

tm
eth

od/（
mg

·L-1 ） y=1.131 3x-0.977 8
R2=0.998 5

6 12 18 24 30
扰动扩散流动分析铵态氮测试方法Perturbation diffusion flow analysis ammoniumnitrogen test method/（mg·L-1）

35

28

21

14

7

0

（a）铵态氮靛酚蓝反应方法
Indophenol blue method for ammonium nitrogen

（b）铵态氮纳氏试剂反应方法
Nessler′s reagent method for ammonium nitrogen
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（c）硝态氮重氮偶合反应法
Diazotization coupling reaction method
for nitrate nitrogen

（d）水溶性磷钼蓝反应法
Molybdenum blue method for
water-soluble phosphorus

图5 扰动扩散流动分析土壤速效氮、磷样品相关性实验验证

Figure 5 Experimental validation of correlation of soil effective state nitrogen and phosphorus samples by perturbed diffusion flow analysis

表4 两种方法硝态氮测试结果对比

Table 4 Comparison of nitrate nitrogen test results between the two methods
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