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摘　 要： 凯氏定氮法是测定植株全氮含量的经典方法， 但费时费力。 选择 ２４ 个小麦秸秆样品， 用浓 Ｈ２ ＳＯ４ －
Ｈ２Ｏ２消煮， 分别利用连续流动分析仪与全自动凯氏定氮仪测定消煮液中氮含量， 比较了两种方法测定结果， 探讨

利用连续流动分析仪测定植株样品全氮含量的可行性。 结果表明： 两种仪器测定的小麦秸秆中全氮含量无明显差

异， 彼此间呈显著线性相关， 回归直线方程为 Ｙ （连续流动分析仪 － Ｎ） ＝ ０ ８９２Ｘ （凯氏蒸馏滴定 － Ｎ） ＋ ０ ７５３，
相关系数 ｒ ＝ ０ ９４２ １ （ｎ ＝ ２４， Ｐ ＜ ０ ０１）。 连续流动分析仪测定的回收率在 ９６ ６％ ～ １０２ ３％之间， 对 ５ 个样品消

煮液中氮浓度分别重复测定 ５ 次， 相对标准偏差在 ５％ 以下。 连续流动分析仪分析速度快， 消耗试剂少， 可用于

大批量 Ｈ２ＳＯ４ － Ｈ２Ｏ２消煮的植株样品中全氮含量分析。 研究结果为采用连续流动分析仪测定植株全氮含量提供了

技术依据。
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氮是植物必需的营养元素， 是植物体内蛋白

质、 核酸、 磷脂的主要成分， 是细胞原生质的重要

成分， 氮还是植物激素及叶绿素等的成分， 氮在植

物的生命活动中占有重要的地位， 被称为植物的生

命元素［１］。 研究土壤与植物氮素营养诊断、 植物氮

素吸收利用以及作物氮肥施用效应， 都需要测定植

株样品中全氮含量。
植物全氮的测定通常采用凯氏法， 包括植物

样品消煮和待测液中铵盐定量分析两过程， 即用

硫酸 － 混合加速剂或氧化剂消煮分解样品中含氮

化合物， 使其转化为硫酸铵。 消煮液中铵盐定量

分析方法有蒸馏滴定法、 扩散法和比色法［２ － ４］ 。
蒸馏滴定法为常用标准方法， 即向消煮液中加入

过量氢氧化钠， 将铵盐转化成氨， 在加热状态下

氨随蒸馏水蒸气馏出， 吸收于过量的硼酸溶液中，
酸标准溶液滴定， 从而得到样品中全氮含量。 自

动凯氏定氮仪通过程序化实现样品消煮、 蒸馏、
滴定等过程自动化控制［５ － ６］ 。

消煮液中铵测定还可采用比色法， 如铵离子与

纳氏试剂反应， 生成黄色物质， 在 ４２０ ｎｍ 波长下

比色测定。 另外还有次氯酸 － 水杨酸比色法： 碱性

条件 （ｐＨ 值 １３ ０ 左右） 下铵和次氯酸根反应生成

氯胺， 用硝普钠催化， 氯胺与水杨酸反应形成蓝绿

色化合物， 在波长 ６６０ ｎｍ 处比色测定［２，６ － ７］。
连续流动分析仪利用次氯酸 － 水杨酸比色法原

理测定液体样品中铵［４，８］， 将复杂的手工操作简化

成仪器的自动化检测， 连续测试批量样品， 分析速

度快， 广泛应用于土壤、 肥料、 水环境、 烟草等行

业［９ － １０］。 图 １ 为连续流动化学分析仪构成图， 主要

由自动进样器、 蠕动泵、 化学分析模块、 比色计和

数据处理系统组成。 通过预设程序， 按顺序将样品

和试剂定量注入到化学反应模块中， 同时均匀注入

空气气泡， 将每一个样品分割。 样品和试剂混合，
经过透析器被过滤和稀释后， 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［１１］。 张英利等研究利用 ＡＡ３ 型连续流
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动分析仪测定土壤和植物全氮， 平均回收率为

９７ ８％ ～ １０２ ３％ ， 土壤和植物待测液中 ＮＨ４
＋ － Ｎ

的检出限分别为 ０ ０３３ ７ 和 ０ ０１６ ５ ｍｇ ／ Ｌ［１２］。 贝美

容等通过改进 ＡＡ３ 型连续流动分析仪所附试剂配制

方法， 实现对橡胶叶片 Ｈ２ ＳＯ４ － Ｈ２ Ｏ２ 消煮液中的

氮、 磷、 钾含量同时测定［１３］。

图 １　 连续流动分析仪 ＭＴ７ 模块测定 ＮＨ４
＋－ Ｎ 原理流路图

注： 括号里数字单位为 ｍＬ ／ ｍｉｎ

本实验室现有连续流动分析仪和自动凯氏定氮

仪各一台， 两种仪器测定植株氮的结果可比性如何

尚不甚清楚。 选择 ２４ 个小麦秸秆样品， 利用浓硫

酸 －双氧水消煮， 采用上述两种仪器测定消煮液中

氮含量， 比较两种方法测定结果， 为采用连续流动

分析仪测定植株全氮含量提供技术依据。

１　 材料与方法

１ １　 样品

小麦秸秆样品采自山东省聊城市高唐县， 样品

烘干后粉碎， 过 ０ ５０ ｍｍ 筛。
１ ２　 样品消煮

参照鲁如坤［２］ 的方法， 称取 ０ ２５ ｇ （精确至

０ ０００ １ ｇ） 干燥样品， 送入消煮管中， 加入 ５ ｍＬ 浓

硫酸， 摇动使硫酸与样品混匀， 静置过夜， 第二天

利用自动程序消解系统加热， 升温速度 ５℃ ／ ｍｉｎ， 升

温至 ２００℃， 保持 ３０ ｍｉｎ， 继续加热至 ３００℃， 瓶内

硫酸开始冒白烟后 １５ ｍｉｎ， 取下消煮管， 稍冷却，
滴加 ３０％ 过氧化氢， 不断摇动消煮管， 继续加热

１５ ～２０ ｍｉｎ， 如瓶内溶液仍有黑色或棕黄色， 则在消

煮管稍冷后， 再滴加过氧化氢， 随后再加热， 如此

反复处理３ ～５ 次， 直至瓶内溶液完全清亮无色为止。
然后再加热 １０ ｍｉｎ， 除去过量过氧化氢。 消煮完毕

后， 冷却， 消煮液用去离子水定容至 １００ ｍＬ。
１ ３　 自动凯氏定氮仪测定消煮液中氮含量

１ ３ １　 仪器

自动凯氏定氮仪的蒸馏仪型号： ＫｊｅｌＦｌｅｘＫ －
３６０， 配置自动滴定仪型号： ＤＬ１５， 滴定管体积

２０ ｍＬ， 分辨率 １ ／ １０ ０００， 电极 ＤＧ１１５ － ＳＣ， 电位

分辨率 ０ １ ｍＶ。
１ ３ ２　 蒸馏滴定操作

准确吸取 ２０ ００ ｍＬ 消煮液转移至自动定氮仪

专用蒸馏管中， 打开自动凯氏定氮仪和配套的自动

滴定仪开关， 打开冷凝用自来水阀， 将滴定仪上

ｐＨ 电极插入定氮仪接收瓶中。 选择仪器 “预先准

备程序”， 进行样品测定方法编辑， 设定主要参数：
加入 ４０％氢氧化钠溶液 ３０ ｍＬ、 ２０ ｇ ／ Ｌ 硼酸接收液

（ｐＨ 值 ４ ６５） ２０ ｍＬ、 蒸汽力度 １００％ 、 反应时间
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５ ｓ、 蒸馏时间 ２５０ ｓ、 蒸馏结束后自动启动滴定，
编辑完毕后保存， 按定氮仪上启动开始键， 开始自

动蒸馏滴定。 仪器测定之前， 选择 “清洗程序”，
安装干净的空样品管， 清洗仪器 ３ 次， 仪器空白值

相差 ＜ ０ ０５ ｍＬ 开始测定。
１ ４　 连续流动分析仪测定消煮液中氮

１ ４ １　 仪器

连续流动分析仪， 配置有ＭＴ７ 化学模块、 操作

软件 ＡＡＣＥ。
１ ４ ２　 操作步骤与分析条件

１ ４ ２ １　 试剂配制　 （１） 缓冲液： 溶解 ３５ ８ ｇ 磷

酸氢二钠、 ３２ ｇ 氢氧化钠和 ５０ ｇ 酒石酸钾钠至

６００ ｍＬ水中， 稀释至 １ Ｌ， 磷酸氢二钠 － 氢氧化

钠 －酒石酸钾钠缓冲体系 ｐＫａ ＝ １２ ３２； 缓冲 ｐＨ 值

范围１１ ３２ ～ １３ ３２。 混合均匀后加入 ２ ｍＬ ３０％ 聚

乙烯月桂醇醚 （Ｂｒｉｊ － ３５， 一种非离子型去污剂）
溶液。 （２） 水杨酸钠溶液： ４０ ｇ 水杨酸钠溶于 ６００
ｍＬ 蒸馏水， 加入 １ ｇ 硝普钠， 稀释至 １ ０００ ｍＬ。 溶

液混匀。 （３） 次氯酸钠溶液： 加入 ３ ｍＬ 次氯酸钠

溶液至 ６０ ｍＬ 水中。 稀释至 １００ ｍＬ， 混合均匀。
（４） 清洗液： ４％Ｈ２ＳＯ４溶液。
１ ４ ２ ２　 测定参数设置 　 选择防酸进样针和高浓

度进样管， 设置进样速率 ５０ 个样 ／ ｈ， 进样与清洗

时间比为 ２∶ １， 进样时间 ４８ ｓ， 清洗时间 ２４ ｓ。 仪

器默认设置基线和漂移校正， 自动基线参比为 ５％ ；
比色滤光片波长为 ６６０ ｎｍ， 灯强度大于 １ ０００ ｍＶ。
样品消煮液中含氮量在连续流动分析仪线性测量范

围 （ ＜ ３０ ｍｇ ／ Ｌ） 内， 无需稀释。
１ ４ ２ ３　 标准曲线制作　 用硫酸铵配制浓度 １ ０００
ｍｇ ／ Ｌ 的标准贮液， 测定时配制浓度为 ０、 ５、 １０、
１５、 ２０、 ３０ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＮＨ４

＋－ Ｎ 标准系列， 按照上述

条件进行测定， 仪器测定峰高与标准溶液 ＮＨ４
＋－ Ｎ

浓度之间进行线性回归， 制作校准曲线如图 ２ 所

示， 相关系数 Ｒ ＝ ０ ９９９ ６。
１ ４ ２ ４　 方法回收率测定 　 采用标准加入法， 分

别称取两份 ０ ２５ ｇ （精确至 ０ ０００ １ ｇ） 干燥小麦秸

秆样品， 送入消煮管中， 在其中一份加入已知氮浓

度的 （ＮＨ４） ２ ＳＯ４ 标准液， 按照 １ ２ 设定条件进行

消煮， 利用连续流动分析仪测消煮液氮浓度， 分别

得到样品氮浓度和检测氮浓度， 计算仪器测定的氮

回收率。 氮回收率 （％ ） ＝ （检测氮浓度 － 样品

氮浓度） × １００ ／加标氮浓度。

图 ２　 连续流动分析仪测定氮标准曲线

１ ５　 统计分析

将 ２４ 个样品消煮液， 分别用连续流动分析仪

和自动凯氏定氮仪测定， 两种方法测定干燥小麦秸

秆样品氮浓度数据间差异显著性采用 Ｅｘｃｅｌ 软件中

分析工具库 ｔ － 检验， 进行成对双样本均值分析，
测定数据之间进行相关分析， 利用直线方程进行回

归， 并统计分析相关系数的显著性。
连续流动分析仪测定干燥小麦秸秆氮含量重复

性实验选择 ５ 个小麦秸秆样品消煮液， 每个消煮液

重复测定 ５ 次。 测量值 Ｘｉ的算术平均值为样品全氮

估计值， 标准偏差用贝塞尔公式计算［１４ － １５］， 即：

Ｓ（ｘ） ＝ １
ｎ － １∑

ｎ

ｉ ＝ １
（ｘｉ － ｘ

－
） ２[ ]　 ｎ ＝ ５。

相对标准偏差 （ＲＳＤ） ＝ 标准偏差 ／计算结果

算术平均值 × １００％ 。

２　 结果与分析

２ １　 小麦秸秆全氮含量

图 ３ 列出了连续流动分析仪和自动凯氏定氮仪

对小麦秸秆全氮的测定结果。 两种仪器测定的 ２４
个小麦秸秆全氮含量范围分别为 ６ １９ ～ ８ ８７ ｇ ／ ｋｇ
和 ６ ０８ ～ ９ １２ ｇ ／ ｋｇ， 平均值分别为 ７ ６８ ｇ ／ ｋｇ 和

７ ６０ ｇ ／ ｋｇ。 两种方法的测定结果无显著差异， ｔ 检
验的双尾 Ｐ 值为 ０ １９５ （表 ２）。

将连续流动分析仪和自动凯式定氮仪对 ２４ 个

小麦秸秆样品全氮含量测定结果进行相关性分析

（图 ４）， 两种方法测定结果呈极显著的线性相关，
相关系数 Ｒ ＝ ０ ９４２ ０ （ｎ ＝ ２４， Ｐ ＜ ０ ０１）。 两种方

法测定数据之间回归直线方程为 Ｙ （连续流动分析

仪 － Ｎ） ＝ ０ ８９２Ｘ （凯氏蒸馏滴定 － Ｎ） ＋ ０ ７５３。
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图 ３　 连续流动分析仪和自动凯氏定氮仪

测定小麦秸秆全氮含量结果比较

表 ２　 小麦秸秆全氮含量结果 ｔ 检验

（成对双样本均值分析）

连续流动分析仪 自动凯氏定氮仪

全氮含量平均值 （ｇ ／ ｋｇ） ７ ６８ ７ ６０

方差 ０ ６５ ０ ５８

样品数 ２４ ２４

泊松相关系数 ０ ９４２ ０

假设平均差 ０

ｄｆ ２３

ｔ 值 １ ３３４

Ｐ （Ｔ≤ｔ） 单尾 ０ ０９８

ｔ 单尾临界 １ ７１４

Ｐ （Ｔ≤ｔ） 双尾 ０ １９５

ｔ 双尾临界 ２ ０６９

图 ４　 连续流动分析仪和自动凯氏定氮仪测定

小麦秸秆全氮含量结果间相关分析

２ ２ 　 连续流动分析仪测定结果准确度与精密度

分析

用标准加入法做回收率测定， 选择 ３ 份小麦秸

杆样品， 分别添加 ３、 ４ 和 ５ ｍｇ ／ Ｌ 标准硫酸铵溶液，
消煮后， 利用连续流动分析仪测定 ３ 次。 结果表明

连续流动分析仪测定的氮回收率为 ９６ ６％ ～１０２ ３％
（表 ３）。

在相同测量条件下， 利用连续流动分析仪对 ５
个样品消煮液中全氮含量分别进行了 ５ 次测量，
小麦秸杆全氮含量结果的重复性较好， 相对偏差

在１ ９６％ ～ ３ ３８％范围内， 均小于 ５％ （表 ４）。

表 ３　 连续流动分析仪测定氮回收率实验

样品 Ｎ 浓度 （ｍｇ ／ Ｌ） 加标 Ｎ 浓度 （ｍｇ ／ Ｌ） 检测 Ｎ 浓度值 （ｍｇ ／ Ｌ） 平均值 （ｍｇ ／ Ｌ） 标准回收率 （％ ）

３１ ２７ ３ ００ ３４ ５４　 ３４ ４１　 ３４ ０８ ３４ ３４ １０２ ３

８ ６２ ４ ００ １２ ７４　 １２ ６１　 １２ ７７ １２ ７１ １０２ ３

８ ７８ ５ ００ １３ ５６　 １３ ６０　 １３ ６７ １３ ６１ ９６ ６

表 ４　 连续流动分析仪测定小麦秸秆全氮含量重复性实验

样品号 小麦秸杆全氮含量 （ｇ ／ ｋｇ） 平均值 （ｇ ／ ｋｇ） 标准偏差 （ｇ ／ ｋｇ） 相对标准偏差 （％ ）

３ ７ ３７　 ７ ４５　 ７ ３７　 ７ ３１　 ７ ７６ ７ ４５ ０ １８ ２ ４１

９ ８ ７２　 ８ １２　 ８ １０　 ８ ０９　 ８ １１ ８ ２３ ０ ２８ ３ ３８

１６ ６ ２９　 ６ ５６　 ６ ３７　 ６ ５１　 ６ ２６ ６ ４０ ０ １３ ２ ０４

１９ ７ ８９　 ７ ７９　 ７ ７４　 ７ ５５　 ７ ８５ ７ ６９ ０ １５ １ ９６

２４ ７ ５１　 ７ ７７　 ７ ９６　 ７ ６６　 ７ ９６ ７ ７７ ０ ２０ ２ ５４
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３　 讨论

３ １　 连续流动分析仪测定显色反应 ｐＨ 值

连续流动分析仪测定氮原理是基于次氯酸 － 水

杨酸显色法， 即在碱性条件和硝普钠作催化剂下，
植株样品消煮液中铵盐与水杨酸钠和次氯酸钠反应

生成蓝绿色化合物， 该显色反应适宜 ｐＨ 值为 １３ ０
左右， 为确保此 ｐＨ 值， 需要根据待测液酸度预先

确定缓冲溶液中氢氧化钠用量。
本实验中， 消煮时加入 ５ ｍＬ 浓硫酸， 消煮液

最后定容至 １００ ｍＬ， 因此消煮液中硫酸体积分数

５％ ， 按 照 其 浓 度 ｃ （ Ｈ２ ＳＯ４ ） １８ ｍｏｌ ／ Ｌ 计 算，
１００ ｍＬ消 煮 液 中 ｃ （ Ｈ２ ＳＯ４ ） 为 ０ ９ ｍｏｌ ／ Ｌ， 即

［Ｈ ＋ ］ 浓度 １ ８ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ。 根据图 １ 原理流路， 在

透析器前样品管流速 ０ ３２ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 进样时间 ４８ ｓ，
每个消煮液样品进样体积为 ０ ２５６ ｍＬ， ［Ｈ ＋ ］ 含

量 ＝ １ ８ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ × ０ ２５６ ｍＬ ＝ ０ ４６０ ８ ｍｍｏｌ； 若

不计算缓冲范围， 仅以每升缓冲液中加 ３２ ｇ ＮａＯＨ
计算， ｃ（ＮａＯＨ） 为 ０ ８ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ， 缓冲液进量流

速为 ０ ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ， ［ＯＨ － ］ 含量 ＝０ ８ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ ×０ ８
ｍＬ ＝０ ６４ ｍｍｏｌ， 消煮液样品与缓冲液混合后体积

１ ０５６ ｍＬ， 这 样 最 终 ［ ＯＨ － ］ 浓 度 约 ０ １６９ ７
ｍｍｏｌ ／ ｍＬ， ｐＨ ＝１４ － ｌｇ ［ＯＨ － ］， 约等于 １３ ２。

透析器下层加入 ４％ 硫酸清洗液， 该处管流速

０ ２３ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 每次样品进样时硫酸清洗液进样体积

为 ０ ２５６ ｍＬ， ［Ｈ ＋ ］ 含量 ＝１ ８ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ ×０ ２３ ｍＬ ＝
０ ４１４ ｍｍｏｌ； 此 处 缓 冲 液 流 速 为 ０ ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
［ＯＨ － ］ 含量 ＝ ０ ８ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ × ０ ８ ｍＬ ＝０ ６４ ｍｍｏｌ，
清洗液与缓冲液混合体积 １ ０３ ｍＬ， 混合后 ＯＨ － 浓

度约 ０ ２１９ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ， ｐＨ ＝ １４ － ｌｇ ［ＯＨ － ］， 约等

于 １３ ３。 整个流程下来保证了显色反应 ｐＨ 值在

１３ ０ 左右， 满足显色要求。 如消煮时加入硫酸体积

有变， 可根据待测液的硫酸浓度计算确定缓冲液中

氢氧化钠量。
３ ２　 两种仪器使用比较

凯氏定氮法是测定植株全氮含量的经典方法。
本文用连续流动分析仪测定小麦秸株消煮液中全

氮含量， 两种方法对比， 二者的测定结果无明显

差异， 可用线性回归方程模拟， 为 Ｙ （连续流动

分析仪 － Ｎ） ＝ ０ ８９２Ｘ （凯氏蒸馏滴定 － Ｎ） ＋
０ ７５３， 相关系数为 ０ ９４２ ０ （ｎ ＝ ２４， Ｐ ＜ ０ ０１），
比较两种方法， 优缺点明显。

本研究所用自动凯氏定氮仪由预设的程序控

制蒸馏与滴定过程， 可以避免带来的人为误差，
省力， 但每个样品消煮液转移、 蒸馏、 滴定过

程测定时间约 ６ ｍｉｎ， 按照 ７ ｈ ／ ｄ 测定工作时间

计算， 每天约测定 ７０ 个样品， 还不包括酸标准

滴定溶液与硼酸接收液配制与标定时间。 测定

过程中每个样品约消耗 ２０ ～ ３０ ｍＬ ４０％ 氢氧

化钠。
连续流动分析仪依据是水杨酸比色法测定消煮

液中铵含量， 通过预定的仪器程序操作， 样品待测

液在设定的一致条件 （进样速度、 显色时间、 显色

温度、 清洗比） 下反应， 减小了人为操作误差， 比

色后检测器将信号传入电脑， 最后通过软件进行数

据处理， 无需烦琐的手工比色过程， 分析人员只需

配制显色试剂、 编辑测定程序、 整理结果报告［７］。
贝美容等计算： 用于配制标准溶液及各种试剂时间

为 ４ ｈ， 用于仪器预热及样品消化液的稀释时间为

３ ｈ， 每小时测定 ５０ 个样品， １３ ｈ （相当于 １ ５ ｄ
时间） 内可测定 ３００ 个样品消煮液中全氮含量，
这种方法高效、 省力； 至于试剂消耗， 根据图 １
连续流动分析仪原理， 每分钟两次输入缓冲液

１ ６ ｍＬ， 水 杨 酸 钠 和 次 氯 酸 钠 的 用 量 ０ ２３
ｍＬ［１３］ 。 张英利等计算每测定 １００ 个样品， 消耗缓

冲溶液约 １６０ ｍＬ， 水杨酸钠、 次氯酸钠的用量分

别为 ２５ ｍＬ， 比常规比色法消耗的试剂量明显减

少［１２］ 。 因此连续流动分析仪测定植株全氮时， 省

试剂、 污染小， 同时减小了因条件差异和手工操

作产生的误差。

４　 结论

与自动凯氏定氮仪相比， 连续流动分析仪测定

的小麦秸秆中全氮含量无明显差异， 相对标准偏差

在 ５％ 以下， 且该方法测定回收率在 ９６ ６％ ～
１０２ ３％之间。 鉴于连续流动分析仪分析速度快，
消耗试剂少的优点， 适于大批量浓硫酸 － 双氧水消

煮的植株样品中全氮含量分析。
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