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摘  要：采用 DTPA溶液浸提-邻菲罗啉比色法测定土壤中有效铁的含量，探讨了此方法的最佳实验条件。结果

表明，以邻菲罗啉为显色剂，可在 510 nm处测定土壤中有效铁的含量；最适试剂用量为：每 5 ml待测液加入 100 g/L

的盐酸羟胺 1 ml，100 g/L的醋酸胺 8 ml，100 g/L的邻菲罗啉显色剂 10 ml；待测液显色最适条件为温度在 60℃下显

色 30 min；优化后的测定方法相对标准偏差 RSD<2.0%，回收率 98.6% ~ 100.2%。此法操作简便、灵敏度高、显色稳

定、回收率高，适用于测定微碱性或碱性土壤中有效铁的含量。 
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铁是植物生长发育及生命活动中必需的营养元

素之一[1]。土壤中铁含量的高低直接关系到植物能否

正常生长[2]，其中有效铁与植物的生长关系最为密

切。不同土壤中有效铁的含量不一，在石灰性土壤中

有效铁含量在 106 级，往往不能满足作物需要而出

现缺铁症状[3]。影响土壤中铁的可给性的因子很多也

很复杂，目前还难以肯定，也没有公认的统一方法[4]。

因此，测定土壤中有效铁的分布状况，以及实验过程

中对方法的优化在实际应用中具有重要的意义。 

土壤中铁的测定方法主要有原子吸收分光光度

法[5-6]、电化学分析法[7]、滴定法[8]、ICP-AES 法[9-10]、

邻啡罗啉比色法[11]。原子吸收分光光度法尽管有它

的许多优点，但其造价昂贵，而且分析人员的业务水

平也比较高，所以此方法不易推广。邻啡罗啉比色法

是测定土壤中有效铁的一种简便易行的方法，适合大

量样品的测定。邻啡罗啉比色法用于测定啤酒、葡萄

酒等酒类中铁的条件优化已有一些报道[12-14]，但用于

测定土壤中有效铁的条件优化还未见报道。在实际应

用中，有些实验条件、特别是最大吸收波长的选择决

定着方法的灵敏度和准确度，因此有必要对其实验条

件进行探讨。本文拟对最大吸收峰、试剂的最适用量、

反应温度以及反应时间等条件作进一步的研究，确定

邻啡罗啉比色法测定土壤有效铁的最佳实验条件，以

期进一步提高邻啡罗啉比色法测定土壤有效铁的精

密度和准确度，从而为诊断土攘供铁水平，指导合理

施用铁肥提供参考。 

1  材料与方法    

1.1  土样采集和处理 

于 2011 年 7 月 19 日至 11 月 18 日在天水市的

典型果园区甘谷县、清水县、秦州区和麦积区分别选

择有代表性的果园，其中有山地果园、川地果园及部

分园区，按照地形地貌、土壤类型和耕作制度，每园

采集 2 ~ 4 个点土样，每点选取果树 4 株，采集树

盘范围内的土样，采样深度 0 ~ 20、20 ~ 40 cm，共

取得土样 154 份土样带回实验室，风干，碾碎，过 2 mm 

尼龙筛后装袋备用。随机取其中部分土样为本试验所

用土样。 

1.2  实验仪器及试剂 

722S 型分光光度计(上海欣茂仪器有限公司)；

AUY220 电子天平；PHS-3D 精密 pH 计(上海精密

科学仪器有限公司)；THZ-103B 型振荡器(上海恒科

科学仪器有限公司)；DK-S24 型电热恒温水浴锅(上

海森信实验仪器有限公司)；三角瓶(250 ml)、10 ml 

的比色管、1 cm 光径比色皿等。 

DTPA 浸提剂(pH 7.30，0.005 mol/L DTPA，0.01 

mol/L CaCl2 ， 0.1 mol/L TEA) ： 准 确 称 取  

DTPA([(HOCO CH2)2NCH2·CH2]2NCH2COOH)1.967 g 
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溶于  TEA(三乙醇胺， (HOCH2CH2) 3N)14.92 g(或 

13.3 ml)和少量水，再将氯化钙(CaCl2·2H2O) 1.47 g(或

无结晶水氯化钙 1.11 g)溶于水中，一并转入 1 L 容

量瓶中，加水至约 950 ml，在 pH 计上用 6 mol/L 

HCl 调节 pH 至 7.30(每升浸提剂约需加 6 mol/L 

HCl 8.5 ml 或加入浓盐酸 4 ~ 5 ml)，最后用水定容，

贮存于塑料瓶中。浸提剂几个月内不会变质。 

铁标准液(100 mg/L和 10 mg/L)：准确称取 0.702 2 g 

Fe(NH 4)2·(SO 4)26H2O 溶于 5 ml 6 mol/L HCl中，加

热溶解，冷却后移入 1 000 ml容量瓶中，定容，摇匀，

即为 100 mg/L的铁标准液，吸取此溶液 100 ml于

1 000 ml容量瓶中，加 6 mol/L HCl 100 ml加水定容

即为 10 mg/L的铁标准液。本实验均取用 10 mg/L的

铁标准液。 

100 g/L 盐酸羟胺溶液：称 10 g 固体盐酸羟胺

(NH2OH·HCl)溶于水中，定容至 100 ml。 

邻啡罗啉显色剂：称取固体邻啡罗啉 0.1 g，溶

于 100 ml水中，若不溶可略加热。 

100 g/L乙酸钠溶液：称取乙酸钠(CH3COONa·3H2O)

固体 10 g，溶于水中，定容至 100 ml。 

本试验所用试剂均为分析纯，试验用水均为二次

蒸馏水。 

1.3  实验方法 

1.3.1  操作步骤    (1) 铁标准系列溶液的配制及

标准曲线的绘制。准确吸取 10 mg/L 铁标准溶液 0、

5、10、15、20、25 ml 于 6 个 50 ml 的容量瓶中，

加少量水冲洗瓶颈，定容，即为 0、1、2、3、4、5 mg/L

铁标准系列溶液。按待测液显色步骤进行显色，测定

吸收值(A)，以吸收值作为纵坐标，以铁(Fe)浓度作为

横坐标，作标准曲线，即得线性回归方程。注意：在

显色的过程中，由于标准液呈强酸性，pH 可能小于 3，

超出显色的最适范围，显色后，随着标准液用量的递

增，测得的吸光值可能出现从大到小的现象，因此，

这种情况下应调节溶液的 pH 使其在 3 ~ 9 范围内。   

(2) 称取过 2 mm 筛的风干土样 10.00 g 于 250 ml 

三角瓶中，加提取剂 DTPA 混合液 20 ml，在 20℃ ~ 

25℃ 温度下振荡 2 h(180 r/min)，立即过滤，取滤液

备用。 

(3) 吸取 5 ml 待测液，移入 50 ml容量瓶中，加

少量水冲洗瓶颈，加入盐酸羟胺溶液 1 ml，摇匀后加

乙酸钠溶液 8 ml，使溶液的 pH为 5，再加邻啡罗啉

显色剂 10 ml进行显色，定容，30 min后在分光光度

计上选用 510 nm波长，1 cm比色皿测定吸收值(A)。 

1.3.2  实验条件优化方案设计    本研究考察了测

量波长、盐酸羟胺用量、显色时间与温度对土壤有效

铁测定的影响。 

2  结果与讨论 

2.1  实验条件的选择 

2.1.1  测量波长的选择    吸收峰的大小决定着方

法的灵敏度，只有选择正确的波长，才能提高测定的

准确度。吸取浓度为 4 mg/L的铁标准液 5 ml，移入

50 ml容量瓶中，加入盐酸羟胺溶液 1 ml，摇匀后加

乙酸钠溶液 8 ml，再加邻啡罗啉显色剂 10 ml进行

显色，用提取剂 DTPA 混合液定容，用 1 cm的比色

皿，以试剂空白为参比，在 440 ~ 550 nm波长范围内

测定其吸光度值，绘制吸收光谱曲线(图 1)。从图 1

可以看出，铁与邻啡罗啉形成的络合物的最大吸收波

长为 510 nm。因此本试验选用 510 nm作为测定土壤

中有效铁含量的波长。 

 

图 1  最大吸收波长的选择 
Fig. 1  Selection of the maximum wavelength 

 

2.1.2  盐酸羟胺用量的选择    取 50 ml 的容量瓶

10个，编号 1 ~ 10，分别加入 1号土样提取液 5 ml，

依次分别加入 100 g/L盐酸羟胺 0、0.2、0.4、0.6、0.8、

1.0、1.2、1.4、1.6、1.8 ml，即加盐酸羟胺 0、0.02、

0.04、0.06、0.08、0.10、0.12、0.14、0.16、0.18 g，再

加入醋酸钠 8 ml和邻啡罗啉 10 ml，显色充分后，测定

不同盐酸羟胺用量时体系的吸光值。测定结果如图 2。 

 

图 2  盐酸羟胺用量对吸光度的影响 
Fig. 2  Effect of hydroxylamine hydrochloride content on 

absorbance 
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由图 2 可以看出，1 号土样提取液在同样稀释

倍数的情况下，加入盐酸羟胺的量在 0 ~ 0.8 ml 之

间时，吸光值随盐酸羟胺用量的增加而增大；加入盐

酸羟胺的量大于0.8 ml 时，随盐酸羟胺量的增加，吸

光值逐渐趋于稳定。因此，含铁量不高于 4 mg/L 时，

盐酸羟胺的最小用量为 0.8 ml。为了使反应更加充

分，操作更加方便，经济，加 1 ml 最为合理。 

2.1.3  显色时间与温度的选择    取 5只 50 ml的容

量瓶，编号 1 ~ 5，分别加入 1号土样提取液 5 ml，

每只容量瓶中分别依次加入提取剂  DTPA 混合液

20 ml，1 ml盐酸羟胺，8 ml醋酸胺，10 ml邻啡罗啉。

将 5 只容量瓶分别放入 20℃、40℃、60℃、80℃、

100℃的恒温水浴锅中保温，显色。由图 3可以看出，

显色 30 min后，60℃，80℃，100  ℃ 温度下的 3条

曲线基本重合，且吸光值基本保持不变；40℃下的曲

线 90 min后才和 60℃，80℃，100  ℃ 温度下的 3条

曲线重合且保持不变；20℃下的曲线，增长缓慢，3 h

后还不能和前 4 条曲线重合。由此可以确定，在 60℃ ~ 

100℃的温度下，显色充分且快速。因此，从节省能

源和显色的充分程度两方面综合考虑，显色的最适条

件为温度在 60℃下显色 30 min。 

 

图 3  不同温度下吸光值随时间的变化 
Fig. 3  Changes of absorbance with time under different temperatures 

      

2.2  方法的准确度、精密度分析 

2.2.1  回收率测定    取 10 mg/L铁的标准液 5 ml，

稀释 10倍后，取 5 ml于 50 ml容量瓶中，依次加入

提取剂 DTPA 混合液 20 ml，盐酸羟胺溶液 1 ml，

乙酸钠溶液 8 ml，邻啡罗啉溶液 10 ml；置于 60℃的

水浴中显色 30 min，冷却后定容，在 510 nm下测定

吸光值。测得的吸光值为 0.029，通过标准曲线计算

得含铁量为 0.098 4 mg/L，因此，铁的标准液回收率

为 98.4%。 

2.2.2  加标回收率测定     随机取土壤样品 3份，

分别是 36、55、107 号样，准确称取风干土样 10 g

置于 150 ml的三角瓶中，加DTPA混合提取液 20 ml，

震荡 2 h后过滤。取滤液 5 ml于 50 ml容量瓶中，加

入盐酸羟胺 1 ml，醋酸钠 8 ml，邻啡罗啉显色剂 10 ml，

置于 60℃的水浴中显色 30 min，冷却后定容，测定

吸光值。测定结果如表 1。通过实验测定与计算可知，

土样加标回收率为 98.6% ~ 100.2%(表 1)。 
 

表 1  方法的准确度 
Table 1  Accuracy of determination method 

土样
 

加样量
(mg/L) 

标准量
(mg/L) 

加标 
(mg/L) 

加标回收率
 

36 
55 

107

1.114 
0.326 
0.580 

1 
0.3 
0.5 

2.098 
0.627 
1.073 

98.6% 
100.2% 
98.7% 

注：加标回收率 = (加标量  标准量)/样品量 × 100%。 
 

2.2.3  精密度分析    准确称取风干土壤样品 10 g

置于 150 ml的三角瓶中，加DTPA混合提取液 20 ml，

振荡 2 h后，过滤。取滤液 5 ml于 50 ml容量瓶中，

依次加入盐酸羟胺 1 ml，醋酸钠 8 ml，邻啡罗啉显

色剂 10 ml，置于 60℃的水浴中显色 30 min，冷却后

定容，测定吸光值。计算相应土样中铁的含量(mg/kg)、

平均值和相对标准偏差 RSD%，结果见表 2。数据显

示，采用本文的方法测定土壤中的铁，相对标准偏差

在 0.4% ~ 1.1% 之间，RSD%<2.0，说明优化后的测

定方法有很高的精准度。  
 

表 2  方法的精密度(n = 3) 
Table 2  Precision of determination method 

测定值 (mg/kg) 土样

1 2 3 

平均值
(mg/kg) 

RSD% 
 

1 16.37 16.27 16.27 16.3 0.4 

2 12.44 12.54 12.64 12.54 0.8 

3 13.99 13.78 13.88 13.89 0.7 

4 8.81 8.91 8.91 8.88 0.7 

5 8.91 9.02 8.70 8.88 1.7 

6 21.97 21.87 21.76 21.87 0.5 

7 8.81 8.70 8.70 8.74 0.7 

8 7.88 7.98 7.94 7.94 0.8 

9 7.67 7.88 7.77 7.77 1.3 

10 9.84 9.74 9.94 9.84 1.1 

3  结论 

本文确定了邻啡罗啉比色法测定土壤有效铁的

最佳实验条件：每 5 ml待测液加入 100 g/L的盐酸羟

胺 1 ml，100 g/L的醋酸胺 8 ml，100 g/L的邻啡罗啉

显色剂 10 ml，在 60℃下显色 30 min，510 nm波长
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下测定。优化后的测定方法的加标回收率在 98.6% ~ 

100.2% 之间，相对标准偏差在 0.4% ~ 1.1% 之间，

具有很高的精准度。  
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Optimizing Conditions for Soil Available Iron Determination with 
Method of Phenanthroline Colorimetry 
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Abstract: In this paper the optimal conditions for the method of DTPA extraction - phenanthroline colorimetry were 

studied to measure the content of soil available iron. The results showed that the content of soil available iron could be determined 

at 510 nm by using phenanthroline as the chromogenic reagent. The optimal measuring conditions were: 1 ml of 100 g/L 

hydroxylamine hydrochloride, 8 ml of 100 g/L ammoniom acetate and 10 ml of 100 g/L phenanthroline colorimetry added into 5 ml 

of the measured sample under the temperature of 60℃ for 30 min coloration. The relative standard deviation of this method was 

less than 2.0% and recovery rates ranged from 98.6% to 100.2%. It suggested that the method is simple, fast, stable, high sensitive 

and fits for the alkaline or alkaline soil. 

Key words: Phenanthroline colorimetry, Available iron, DTPA 

 

 


