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磷（P）是植物生长所必需的大量元素，在植

物的能量代谢和物质运输中起着至关重要的作用。

植物可利用的吸附磷和可溶性磷被认为是有效磷。

土壤有效磷由于其易被土壤吸附和被土壤中的铁、

铝和锰固定而表现缺乏，导致植物发育迟缓和作物

产量损失［1-2］。但农业土壤上不适当的施肥会导致

磷饱和、磷资源浪费，甚至水体富营养化等严重的

环境问题［3-5］。土壤中有效磷的测定是进行土壤营

养诊断和合理施肥，保证农林土壤肥力和质量的必

要手段。

在中性、钙质和碱性土壤中，有效磷通常采用

Olsen 法［6］测定，国际标准方法 ISO-11263［7］是

基于 Olsen 法改进的。Olsen 法测定的磷（Olsen-P）

与植物磷吸收具有相对较高的相关性［8-10］，在许多

国家得到了广泛的应用［10-12］。Olsen 法用 pH 8.50

的 0.5 mol/L NaHCO3 碱性溶液提取磷酸根离子是通

过沉淀碳酸钙、氢氧化铝和氢氧化铁来降低 Ca2+、

Fe2+ 和 Al3+ 的浓度，磷离子释放到溶液中。此外，

HCO3
- 取代吸附在颗粒表面的磷酸盐［7，13］。随后，

溶解的活性正磷酸盐含量通常通过钼蓝 - 抗坏血

酸 - 分光光度法测定［6，13-14］。

NaHCO3 提取液提取土壤中有效磷，同时也提

取了可溶有机质而导致溶液呈现黄、棕或褐色，这

种颜色变化会干扰有效磷的比色测定过程。Olsen 方

法和 ISO-11263 国际标准方法使用活性炭脱去有机

质颜色，但商用活性炭含有磷酸盐，因此，在使用

前需用 NaHCO3 溶液和去离子水洗涤数次［15］。此

外，2，4- 二硝基酚或对硝基苯酚作为酸碱指示剂

（简称指示剂）用于调节土壤提取液的 pH，减少溶

液 pH 对显色的影响［6，16］，但它们属于危险化学

品。一些学者，如 Olsen 等［6］和 Watanabe 等［16］探

究用水提取可溶性磷时，溶解的有机质没有干扰磷

的测定。Rodriguez 等［14］研究了磷钼蓝显色的最佳

酸度在 0.17 ～ 0.28 mol/L H2SO4。但 NaHCO3 提取液

浸提出的有机质颜色和土壤 pH 对 Olsen-P 测定结

果的影响却很少受到关注。各种先进的仪器因其准

确性、灵敏度和通用性而被广泛应用于有效磷的测

定，如电感耦合等离子体质谱仪（ICP-MS）［17-18］、 
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摘　要：Olsen 法是测定中性、石灰性土壤有效磷最常用的分析方法。该方法需用无磷活性炭脱去有机质颜色和用

2，4- 硝基酚或对硝基酚酸碱指示剂调节溶液酸度，这使得操作步骤繁琐而耗时，危险试剂使用易污染环境。以

Olsen 法为基础，采用钼蓝 - 抗坏血酸分光光度法测定两种国家认证标准土壤样品和采自中国北方和西北地区 15

种不同土壤类型的农业表层土壤样品的有效磷（Olsen-P）含量，其中钼锑抗显色剂中含有 5.5 mol/L（H+）H2SO4、

10 g/L 钼酸铵、0.5 g/L 酒石酸锑钾和 15 g/L 抗坏血酸。采用标准曲线中添加有机质（腐植酸）和指示剂调节溶液

酸度对磷（P）标准曲线的影响研究，在此基础上研究活性碳和指示剂对土壤样品 Olsen-P 测定结果的影响。结果

表明，在土壤有机质含量低于 45.6 g/kg 和 pH 在 6.69 ～ 9.07 范围内，不使用无磷活性炭脱去有机质颜色和不用指

示剂调节溶液酸度对 Olsen-P 的测量结果没有显著影响，相对误差在 -10.9% ～ 8.3%，并且与常规方法测定结果

具有良好的线性相关关系（y=1.0006x，R2=0.9994）。因此，土壤有机质含量和 pH 在一定范围对 Olsen-P 的测量结

果没有显著影响，并且作为干扰因素被消除，同时优化了 Olsen 法使其测定有效磷更加准确、高效和环保，从而

更好地满足农业和其他行业对土壤有效磷测定的要求。
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流动注射分析仪［19］或连续流动分析仪［20-21］，这

解决了活性炭脱去有机质颜色和指示剂调节溶液

pH 的繁琐步骤。然而，大型仪器价格昂贵且需

要配置特殊试剂，因此，实验室中最常用的方法

仍然是分光光度法。基于此，本项研究目的是在

Olsen 法浸提 - 分光光度法的基础上，（1）确定有

机质颜色对 Olsen-P 测量结果的影响；（2）确定

土壤 pH 对 Olsen-P 测定结果的影响。旨在消除

影响土壤 Olsen-P 测定的干扰因素，优化测定方

法，准确测定物理和化学性质变化范围广的土壤有 

效磷。

1　 材料与方法 

1.1　土壤样品与分析

两个国家认证标准土壤样品：潮土 SAS-6，黑

土 ASA-7a-cz。15 个农业土壤耕作层（0 ～ 20 cm）

样品，采自中国北方和西北部 11 个省份主要耕作

土壤类型。样品放于阴凉处风干，研磨通过 2 mm

筛并混合均匀，用于土壤有效磷和 pH 分析，从过

2 mm 筛土样中取出少部分样品，通过 0.25 mm 筛

用于土壤有机质分析。

土壤 pH 测定：用酸度计（型号为 Sartorius 

PB-10）通过复合电极在 1∶2.5 的土壤 / 水悬浮液

中测量。土壤有机质测定：用 Walkley 等［22］提出

的方法获得。土壤 Olsen-P：使用浓度为 0.5 mol/L 

NaHCO3 溶液（pH 8.5）以 1∶20 的土壤 / 溶液提取

土壤有效磷，并添加一定量的活性炭，将混合物摇

动 30 min 并过滤［6，23-24］，使用钼蓝 - 抗坏血酸比

色法进行分析，使用 1 cm 光径石英比色杯在紫外 -

可见分光光度计波长 880 nm 处测量样品溶液的吸

光度。

1.2　化学试剂和溶液

本研究中使用的所有试剂均为分析级纯度。

腐植酸购自 Thermo Scientific，其他试剂购自上海

Aladdin 生化技术有限公司。根据需要，使用去

离子水稀释磷（1000 mg/L）标准试剂以制备实验 

溶液。

钼锑抗试剂配制［24］：将 10 g 钼酸铵［（NH4）6

Mo7O24·4H2O］溶解在 450 mL 蒸馏水中，缓慢加

入 153 mL 浓 H2SO4，混合并冷却，然后加入 100 mL 

5 g/L 酒石酸锑钾［K（SbO）C4H4O6·1/2H2O］溶液，

混合均匀，用蒸馏水稀释至总体积 1 L，混合均匀，

将制备的溶液保存在一个棕色瓶中以避光。将 1.5 

g 抗坏血酸（C6H8O5）溶解在 100 mL 钼锑溶液中，

该溶液是在使用当天制备的。H2SO4 的最终溶液浓

度为 5.5 mol/L（H+），钼酸铵为 10 g/L，酒石酸锑

钾为 0.5 g/L，抗坏血酸为 15 g/L。

1.3　土壤有机质和 pH 影响实验

1.3.1　有机质和 pH 对磷标准曲线的影响

有机质（1.0 g/L 腐植酸）添加到 P 的标准曲

线中，具体方法如下：分别将 0.00、0.50、1.00 和

2.00 mL 的有机质添加到所需浓度范围的 4 条标准

曲线（P 0.0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 μg/mL）

中，并测量吸光度，以检测有机质对磷标准曲线的

影响。

制 备 两 组 P 标 准 曲 线（0.0、0.1、0.2、0.3、

0.4、0.5、0.6 μg/mL），其中一组使用对硝基苯酚

指示剂调节 pH，另一组不调节 pH，以检测溶液

pH 对 P 标准曲线的影响。

1.3.2　土壤有机质和 pH 对土壤 Olsen-P 的影响 

无磷活性炭购自两个制造商，分别标记为 AC1

和 AC2，对其中一个制造商的活性炭进行脱磷处

理，标记为 AC0。将活性炭（AC0、AC1 和 AC2）

作为 3 种处理添加到空白样品中，同时进行对照

（CK）实验。每次处理重复 6 次，以检测活性炭中

的磷含量。用活性炭（加 AC0 和无 AC0）和酸碱

指示剂（加指示剂和无指示剂）处理 2 种标准土

壤样品和 15 种土壤样品，以评估土壤有机质和 pH

对 Olsen-P 测定结果的影响，所有样品重复实验 

4 次。

1.4　数据处理与分析

采用 SPSS 24.0 对土壤 Olsen-P 和有机质含量

进行汇总统计。采用单因素方差分析（ANOVA）

和最小显著性差异（LSD）检验（P <0.05 为显著

性水平）来评估活性炭的效果。t 检验用于评估有

机质和酸碱指示剂 2 个因素对 Olsen-P 测定结果的 

影响。

2　结果与分析 

2.1　有机质和 pH 对磷标准曲线的影响

P 标 准 曲 线 浓 度（0.0、0.1、0.2、0.3、0.4、

0.5、0.6 μg/mL）和吸光度关系如图 1 所示，当 P

标准曲线分别添加 0.00、0.50、1.00、2.00 mL 有

机质（1.0 g/L 腐植酸）时，所有标准曲线始终表

现出显著的线性相关性（图 1a，表 1）。尽管添

加有机质在视觉上影响了磷钼蓝络合物的观察，
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表 1　添加有机质和调节 pH 的磷标准曲线方程

处理
方程 相关性

加有机质（mL） pH

0.00  不调节 Y = 0.6916×X R2 = 0.9994

调节 Y = 0.6956×X R2 = 0.9993

0.50  不调节 Y = 0.6885×X R2 = 0.9995

调节 Y = 0.6926×X R2 = 0.9994

1.00  不调节 Y = 0.6875×X R2 = 0.9995

调节 Y = 0.6910×X R2 = 0.9994

2.00  不调节 Y = 0.6764×X R2 = 0.9993

调节 Y = 0.6825×X R2 = 0.9996

但是标准曲线的吸光度没有随添加有机质的浓度变

化而变化，所有标准曲线近乎重叠为一条标准曲线

（图 1a，P>0.05），这主要是因为有机质在波长 880 

nm 处的吸收值非常微弱，由此说明，有机质的颜

色对 P 标准曲线的吸光度没有显著影响。

用对硝基苯酚指示剂对 P 标准曲线进行 pH 的

调节与不调节处理，两种处理对 P 标准曲线没有显

著差异（图 1，P>0.05），两组标准曲线的斜率近

乎一致（表 1）。因此，是否使用指示剂调节 pH 对

P 标准曲线没有显著影响。

添加不同量有机质［分别添加 0.00、0.50、

1.00 和 2.00 mL 有机质（1.0 g/L 的腐植酸）］和酸碱

指示剂对 pH 调节与不调节时，P 标准曲线的浓度

与吸光度之间呈线性关系（图 1）。

2.2　土壤有机质对土壤 Oslen-P 的影响

实验中添加有机质（腐植酸）对P标准曲线的

吸光度没有显著影响，那么，在不使用活性炭脱去

土壤有机质颜色的情况下，不同土壤的有机质含量

是否会影响Olsen-P测定的结果？与原方法进行比较

实验，活性炭对空白样品的影响见图2a，当用两种

商业无磷活性炭（AC1和AC2）处理的空白值极显

著高于CK和AC0时（P<0.001），用AC1和AC2处

理的空白值有极显著差异（P<0.001）。AC0和CK处

理的空白值之间没有显著差异（P>0.05）。因此，含

有一定量磷的活性炭可能会导致空白值高于某些土

壤样品值，并导致土壤样品有效磷测定结果的显著

误差。结果表明，从不同制造商购买的活性炭对磷

测定有影响，如果使用活性炭，需要再次进行脱磷 

处理。

实验中供试土壤样品有机质的变化范围较

大（11.4 ～ 45.6 g/kg）（表 2），但在使用指示剂

调节 pH 和无指示剂调节 pH 情况下，加 AC0 和

无 AC0 处理 17 个土壤样本的 Olsen-P 测定结果

均有较好的一致性（表 3），均分别呈现极显著

的 线 性 相 关 关 系（ 图 2a：y=0.9844x，R2=0.999； 

图 2b：y=0.9966x，R2=0.9996），通过配对样本 t 检
验 均 没 有 显 著 差 异［t=2.082，t=-0.156，P>0.05

（n=17）］。结果表明，实验中土壤有机质含量

对 Olsen-P 测定结果的影响没有显著差异。张飞 

龙［25］研究采用 Olsen 法用与不用活性炭脱去有

机质颜色，土壤有效磷的测定结果一致，Freiberg 

等［26］测定碳酸氢钠可提取磷（Olsen-P）没有用

活性炭脱去有机质颜色，这可以认为没有脱去有

机质颜色对 Olsen-P 的测定影响没有显著差异。

因此，土壤有机质含量在一定范围内不添加活性

炭脱去有机质颜色测量土壤样品的 Olsen-P 是可 

行的。
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图 1 　添加有机质和调节 pH 对 P 标准曲线的影响

注：a 为添加不同量有机质和不调节 pH 的 P 标准曲线；b 为添加不同量有机质和调节 pH 的 P 标准曲线。
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图 2　酸碱指示剂调节土壤 pH 和是否添加活性炭对测定土壤 Olsen-P 结果的关系

注：a 和 b 分别为用指示剂和无指示剂的情况下，加 AC0 和无 AC0 处理测定土壤 Olsen-P 结果的关系。其中 a 的小图为活性炭（AC）处理空白实

验，两种商用 AC 分别标记为 AC1 和 AC2；AC0 指 AC1 再次脱磷；CK 为对照。AC0 和 CK 对空白实验无显著影响。c 为 AC0 和指示剂两个因素处

理测定土壤 Olsen-P 结果的关系。

表 2　供试土壤样品的 pH 和有机质含量

土壤样品 土壤类型 pH（H2O） 有机质（g/kg）
标准土样 SAS-6 潮土 8.50±0.20 17.7±2.4

ASA-7a-cz 黑土 7.10±0.04 45.2±1.7

实际样品 潴育水稻土 8.02±0.02 17.4±0.5

典型潮土 7.62±0.06 24.6±0.8

盐化潮土 7.80±0.03 23.6±1.2

石灰性紫色土 8.64±0.04 12.3±0.0

渗育水稻土 8.31±0.01 35.2±1.2

典型灌淤土 8.20±0.00 16.1±1.0

潮灌淤土 7.80±0.02 22.8±0.9

典型黑垆土 9.07±0.08 15.1±0.4

灰褐土 8.60±0.06 15.3±0.7

灰潮土 8.33±0.02 22.0±0.5

暗黄棕壤 8.15±0.05 45.6±0.4

潮土 8.23±0.06 11.4±1.5

脱潮土 7.81±0.00 15.1±0.9

淋溶褐土 6.69±0.00 16.9±1.2

石灰性黑钙土 7.80±0.05 18.1±0.7

注：数值为平均值 ± 标准偏差（n=3）。
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2.3　土壤 pH 对 Olsen-P 测定结果的影响

土壤 Olsen-P 用对硝基苯酚酸碱指示剂调节土

壤提取液的 pH，确保在显色前土壤溶液 pH 的一致

性，但目前还没有关于土壤提取液 pH 对 Olsen-P

测定影响的研究，因此，用指示剂调节提取液 pH

与否进行比对实验。在加 AC0 和不加 AC0 情况下，

加指示剂和无指示剂测量 Olsen-P 的结果均有较好

的一致性（表 3），并且分别呈现极显著的线性相

关 性（ 加 AC0 时：y=0.9884x，R2=0.9993； 无 AC0

时：y=1.0006x，R2=0.9994）（图 2c）。通过配对样本

t 检验，在加 AC0 和无 AC0 的情况下，加指示剂和

无指示剂处理的土壤 Olsen-P 测定结果没有统计学

差异［t=1.872，t=-0.949，P>0.05（n=17）］。尽管

不同土壤类型的中性、钙质和碱性土壤的 pH 变化

范围大（pH 6.69 ～ 9.07）（表 2），但土壤提取液

的显色通常需要在一定的酸度范围内（H+ 0.35 ～ 

0.55 mol/L），根据配制的钼锑抗试剂，其酸度

约 为 0.45 mol/L［24］。 这 一 结 果 与 Olsen 等［6］ 在

《Methods of Soil Analysis》（第 2 部分）中提到的一

致，即通过用硫酸中和碳酸氢钠提取液直至 pH 达

到 5，显色溶液的酸度为 0.42 mol/L（1/2 H2SO4）。 

因此，实验研究的中性、钙质和碱性土壤本身

的 pH 对 Olsen-P 的测定影响无显著差异。这一

建 议 与 Ivanov 等［17］ 关 于 ICP-OES 和 Mehlich-3

比色测定的有效磷结果之间的差异不能归因于

土壤 pH 的结果一致。因此，可以在不使用指

示剂调节提取液 pH 的情况下测定土壤样品的 

Olsen-P。

用 AC0 是否脱去有机质颜色和用指示剂是否调

节 pH，4 种处理测量了土壤样品的 Olsen-P 含量，

结果呈现出极显著的线性相关关系（图 2），4 种处

理的结果呈现良好的一致性，2 个标准土壤样品的

测量值在允许认定值的误差范围内，相对误差分别

为 -0.8% 和 -10.2%，15 个实际土壤样品，尽管有机

质（11.4 ～ 45.6 g/kg）和 pH（6.69 ～ 9.07）存在较

大的变化范围，但测量结果与原方法比较，相对误

差在 -10.9% ～ 8.3%（表 3），且与常规方法测定结

果呈现极显著的线性相关（y=1.0006x，R2=0.9994）。

结果表明，土壤有机质含量和 pH 在一定范围内对

Olsen-P 的测定结果无显著影响。

表 3　用活性炭 AC0 和酸碱指示剂处理土壤 Olsen-P 测定的结果

土壤样品
加 AC0（mg/kg） 无 AC0（mg/kg） 相对误差 

（%）指示剂 无指示剂 指示剂 无指示剂

SAS-6 36.5±2.9 35.0±2.5 34.3±2.8 35.6±2.4 -0.8

ASA-7a-cz 138.2±1.5 137.3±1.9 137.5±1.6 136.5±1.4 -10.2

潴育水稻土 27.5±0.5 26.1±0.4 28.3±0.5 28.0±0.5 1.8

典型潮土 12.9±1.5 12.3±0.9 12.0±1.9 11.5±0.5 -10.9

盐化潮土 10.8±0.3 11.4±0.2 10.3±0.2 11.3±0.6 4.6

石灰性紫色土 10.8±0.9 11.2±1.1 11.3±0.7 11.7±0.8 8.3

渗育水稻土 21.1±0.5 20.7±0.3 20.9±0.4 21.8±0.5 3.3

典型灌淤土 148.9±6.3 146.0±9.3 144.6±9.2 145.6±4.3 -2.2

潮灌淤土 50.0±0.9 51.4±0.5 52.9±1.0 52.1±1.1 4.2

典型黑垆土 22.8±0.9 20.1±0.8 22.1±2.1 21.6±1.9 -5.3

灰褐土 55.5±3.6 53.9±2.9 54.4±1.9 53.7±2.3 -3.2

灰潮土 57.5±5.2 58.8±6.6 54.4±6.9 56.9±5.8 -1.0

暗黄棕壤 36.2±5.1 36.9±5.5 35.3±6.2 36.5±6.0 0.8

潮土 11.9±2.0 11.1±2.2 10.9±2.7 11.4±2.1 -4.2

脱潮土 120.1±3.5 118.6±2.5 119.2±3.0 118.1±2.4 -1.7

淋溶褐土 16.0±2.2 16.4±2.0 15.2±2.6 16.3±2.8 1.9

石灰性黑钙土 12.0±0.5 11.6±0.7 11.8±1.0 10.9±1.7 -9.2

注：数值表示为平均值 ± 标准偏差（n=4）。相对误差中，标准土样 SASA-6 和 ASA-7a-cz 有效磷的认定值分别为（35.9±5.23）和（152±21） 

mg/kg，相对误差为无 AC0 无指示剂处理测定值与标准土样认定值之间的相对误差；实际土样的相对误差为无 AC0 无指示剂处理测定值与加

AC0 加指示剂处理测定值之间的相对误差。
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3　结论 

对中国北方和西北方 15 个不同土壤类型的农

业耕作层土壤样品，通过与原方法比较进行土壤有

机质和 pH 对 Olsen-P 测量结果的影响研究。研究

中 15 种不同土壤类型的有机质含量低于 45.6 g/kg

和 pH 在 6.69 ～ 9.07，确定钼锑抗试剂中 H2SO4、钼

酸铵、酒石酸锑钾和抗坏血酸浓度分别为 5.5 mol/L 

（H+）、10 g/L、0.5 g/L 和 15 g/L 时，磷钼蓝显色液

的最佳酸度（H+）范围在 0.35 ～ 0.55 mol/L，土壤样

品的有机质和 pH 对 Olsen-P 的测定结果没有显著影

响，相对误差在 -10.9% ～ 8.3%。因此，土壤有机

质含量和 pH 在一定范围内可以不用活性炭脱去有

机质颜色和不用指示剂调节溶液酸度测定土壤中的

Olsen-P。本研究消除了一些测定土壤 Olsen-P 的干

扰因素，优化了 Olsen-P 方法，更加方便和环保。
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Determination of available phosphorus by Olsen method as influenced by soil organic matter and pH
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Shanshui Yuntu Technology Co.，Ltd.，Beijing 100089；3．Cultivated Land Quality Monitoring and Protection Center，

Ministry of Agriculture and Rural Affairs，Beijing 100081）

Abstract：The most widely used method for determination of available phosphorous（P） in neutral，calcareous and alkaline 

soils was Olsen method. It was cumbersome operation by using activated carbon to remove organic matter color and indicator 

（2，4-Nitrophenol or p-nitrophenolic acid） to adjust acidity.  In  this study，available P of  two national certified standard 

soils and agricultural  topsoil  samples of  fifteen different  soil  types chose  from northern and northwestern China were 

determined by Olsen method，base on molybdenum blue-ascorbic acid，in which contained 5.5 mol/L（H+）H2SO4， 

10 g/L ammonium molybdate，0.5 g/L potassium antimony tartrate and 15 g/L ascorbic acid. Adding organic matter（humic 

acid） and adjusting acidity had little effect on the result of P standard curve，and on the basis of this，the experiments were 

conducted to investigate the influences of whether adding AC0 and adjusting acidity on the results of measuring Olsen-P in soil 
samples. The results demonstrated that whether using AC0 to remove organic matter color and indicator to adjust the acidity of 

solution had no influence on the measurement results of Olsen-P with soil organic matter content below 45.6 g/kg and pH range 

of 6.69-9.07. The relative error was between -10.9%-8.3%，and had a good relationship（y=1.0006x，R2=0.9994） with the 

conventional method. So organic matter and pH of soils had no significant effect on the measurement results of Olsen-P，and 

which as interference factors were eliminated. It simultaneously showed Olsen-P method was optimized with convenient and 

environmentally friendly，and could better meet the requirements of agriculture and other industries for determination of soil 

available phosphorus.

Key words：soil available phosphorus；Olsen method；UV-vis spectroscopy；soil organic matter；soil pH
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