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与 Fe(III) 共存的 Fe(II) 分光光度法测定
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摘  要：  Fe(II) 的含量及变化与土壤和沉积物的氧化还原性质关系密切。当与 Fe(III) 共存时，Fe(II) 的测定往往受到干

扰。本文研究了常用显色剂 2,2’-联吡啶和菲洛嗪（Ferrozine）测定土壤 Fe(II) 时存在的问题及解决办法。结果表明，Fe(III) 可

与显色剂作用形成络合物，该络合物对 Fe(II) 测定所用波段的光线具有吸收作用，从而使 Fe(II) 浓度被过高估计。Fe(III) 对 Fe(II) 

测定的干扰程度与其浓度及所选显色剂有关。当以 2,2’-联吡啶为显色剂时，单位浓度 Fe(III)（1.0 mg/L）将导致 Fe(II) 的测定

值比实际值高 0.012 mg/L；而当菲洛嗪为显色剂时，单位浓度 Fe(III) 引起的 Fe(II) 高估值在 0.010 ～ 0.032 mg/L 之间。F- 能

够抑制 Fe(III)-显色剂络合物的形成。当 F- 的加入量超过 Fe(III) 的 4 倍时，F- 能有效地消除 Fe(III) 的干扰。实际样品的测定结

果表明，改进的 Fe(II) 分光光度法能够满足土壤及沉积物中 Fe(II) 的准确测定。 
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Fe(II) 含量及变化与土壤和沉积物的氧化还原性

质关系密切。土壤和沉积物中，Fe(III) 的含量往往较

Fe(II)高。当与这些 Fe(III) 共存时，Fe(II) 的准确测定

尤为重要。据估计，土壤和沉积物中的 Fe(II) 一般不

会超过总 Fe 的 50%，最低则不足 1%[1]。因此，在测

定土壤和沉积物中 Fe(II) 时，应充分考虑测定体系中

Fe(III) 的干扰。 

分光光度法是土壤和沉积物中 Fe(II) 测定的常规

方法之一。通常使用的显色剂有 2,2’-联吡啶[2-3]、5-磺

基水杨酸[4]、菲洛嗪[5]、4,7-二苯基-1,10-菲啰啉[6]、1,10-

菲啰啉[7]、2,4,6-三（2’-吡啶基）-1,3,5-三嗪[8-9]以及苯

基 2-吡啶酮肟[10]等。研究结果发现，当使用上述任一

显色剂测定 Fe(II) 时，Fe(III) 或多或少地会产生干扰
[7,9-12]。为了消除 Fe(III) 的干扰，出现了多种改进方法。

例如，To 等[12]曾提出先测定总 Fe 和 Fe(III)，通过两

者的差值计算 Fe(II)。Golterman 等[13]则提出利用对照

组实验，估计 Fe(III) 的干扰。也有相关文献报道，可

在测定 Fe(II) 前通过沉淀去除 Fe(III)[14]。这些方法在

实际应用时存在一定的局限性，不能广泛地用于大批

量土壤和沉积物样品的测定。 

在土壤和沉积物化学分析中，掩蔽法是一种常用

的消除物质干扰的方法。在 Fe(II) 测定时，为抑制显 

 

 

 

 

色剂与 Fe(III) 络合，针对掩蔽剂的研究已有部分报道
[9,15-16]。2,2’-联吡啶常被用作分光光度法测定 Fe(II) 的

显色剂。原因是选择性好，价格便宜[17-18]。菲洛嗪则

因测定 Fe(II) 时灵敏度高[5,19]而被广泛应用。然而，在

实际测定体系中，当 Fe(III) 含量高时，菲洛嗪不能直

接用于 Fe(II) 测定。原因是 Fe(III) 与菲洛嗪作用，生

成沉淀，影响 Fe(II)测定[11-12]。当 2,2’-联吡啶为显色剂

时，Fe(III) 是否干扰 Fe(II) 测定，则报道较少。  

本文研究了以 2,2’-联吡啶和菲洛嗪为显色剂，用

分光光度法测定土壤和沉积物中 Fe(II) 时，Fe(III) 对

测定的干扰。同时，研究了用 F- 掩蔽 Fe(III) 干扰的可

行性。在此基础上，提出了土壤和沉积物中 Fe(II) 测

定的改进方法。 

1 材料与方法 

1.1  溶液的配制 

Fe(II) 标 准 液 ： 准 确 称 取 硫 酸 亚 铁 铵

（(NH4)2Fe(SO4)2·6H2O）0.7020 g 溶于 50 ml (1+1) 硫

酸（浓硫酸与去离子水等体积混合），转移至 1 000 ml

容量瓶中加去离子水定容。此溶液的 Fe(II) 浓度为

100.0 μg/ml，用作贮备液[20]。通过对贮备液的稀释可

以得到系列 Fe(II) 标准使用液。 
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Fe(III) 标准液：称取一定量（约 0.5 g）的氯化铁

（FeCl3·6H2O）溶于 1.0 L 去离子水，得到的溶液用

作 Fe(III) 贮备液。此溶液的浓度通过标定得到。具

体步骤如下：吸取一定体积的该储备液，用盐酸羟胺

将 Fe(III) 还原为 Fe(II) 后，用菲洛嗪显色，分光光度

法测定。用 1.0 mol/L 的醋酸铵溶液将 Fe(III) 贮备液

调至 pH 5.0 后，用去离子水稀释得到 Fe(III) 系列标

准使用液。 

2 g/L 2,2’-联吡啶溶液：称取 2.0 g 2,2’-联吡啶溶

于 20 ml 95% 乙醇溶液后，用去离子水稀释至 1.0 L。 

2 g/L 菲洛嗪溶液：称取 2.0 g 菲洛嗪溶于 1.0 L 去

离子水。 

1.2  仪器 

722 型分光光度计（上海第二光学仪器厂），

M2-SpectraMax 酶标仪（molecular devices, USA）。 

1.3  实验设计 

Fe(III) 与 Fe(II) 共存时，会使 Fe(II) 的吸光度增

大，本研究中设计了一系列不同 Fe(III)/Fe(II) 比值的

实验组。即通过在已知浓度的 Fe(II) 溶液中添加不同

量的 Fe(III)，加入醋酸铵调节 pH 为 5.0 左右，分别以

2,2’-联吡啶和菲洛嗪为显色剂，在 520 nm 和 562 nm

波长下分别测定其吸光度。 

在研究 F- 对 Fe(III) 的掩蔽作用时，一方面向不同

Fe(III)/Fe(II) 比值的溶液中加入相同量的氟化铵；另一

方面，在特定浓度的 Fe(III) 溶液中，分别加入不同量

的氟化铵，测定 Fe(III) 的吸光值，以此来确定 F- 的掩

蔽效应。 

同时，为了研究 F- 是否干扰 Fe(II) 的测定，设计

了在 Fe(II) 溶液中，添加氟化铵和对照（未添加氟化

铵）的实验组别，分别测定其吸光值。 

以上实验均设计 3 个平行实验。 

2  结果与讨论 

2.1  Fe(III)-显色剂络合物的吸收光谱 

Fe(III) 的存在往往会对土壤和沉积物中 Fe(II) 的

测定产生干扰。总结以往的文献资料，干扰原因主要

包括如下几方面：①Fe(III) 与土壤和沉积物中的有机

物形成具有一定吸光能力的络合物；②在 Fe(II) 测定

的酸碱条件下，Fe(III) 水解产生系列水合物，吸附 

Fe(II) 与显色剂形成的络合物，光衍射等；③Fe(III) 的

光化学还原[21]；④Fe(III) 与显色剂反应，形成络合物
[7]。 因此，当 Fe(III) 和 Fe(II) 共存时，了解 Fe(III) 以

何种机制影响测定是必要的。 

图 1 是 Fe(II) 和 Fe(III) 分别在水、2,2’-联吡啶溶

液和菲洛嗪溶液中的吸收光谱。从图 1 中可以看出，

Fe(II)-2,2’-联吡啶络合物在波长范围 480 ~ 550 nm 内，

有明显的吸收峰，说明 Fe(II)-2,2’-联吡啶络合物对此

波段的光有较强吸收能力，所以该波段的光线常选用

于 Fe(II) 测定。由图 1 也可以看出，Fe(II)-2,2’-联吡啶

络合物的吸光度远大于 Fe(III)。可见，在此波段范围

内 Fe(III) 对 Fe(II) 测定的干扰较小。但 Fe(III) 在 2,2’-

联吡啶溶液中时，其吸光度较在水溶液中大。可能原

因是由于Fe(III) 与2,2’-联吡啶反应生成了Fe(III)-2,2’-

联吡啶络合物，该物质具有一定的吸光性。当以菲洛

嗪为显色剂时，发现 Fe(III)-菲洛嗪的吸光度还与 

Fe(III) 的浓度有关。当 Fe(III) 浓度较低时，此络合物

的吸光度相对较小；而当 Fe(III) 浓度增高时，Fe(III)-

菲洛嗪络合物的吸光度也增加，从而对 Fe(II) 测定的

干扰增大。由此看来，Fe(III)-2,2’-联吡啶、Fe(III)-菲

洛嗪的络合物对 Fe(II) 测定的干扰，并不能通过简单

的对照实验来校准。 

2.2  Fe(III) 干扰的估计 

Fe(III) 分别与 2,2’-联吡啶和菲洛嗪作用形成络

合物，从而在不同程度上使测得的 Fe(II) 浓度偏高。

实验发现，测定体系中 Fe(III) 的浓度越高，测定的 

Fe(II) 浓度则偏离实际值越远（图 2）。Fe(III) 浓度和

被过高估计的 Fe(II) 浓度之间能很好地用直线回归方

程来描述。方程斜率的意义表示单位浓度 Fe(III) 对

Fe(II) 测定引起的高估值。据计算，当以 2,2’-联吡啶

为显色剂时，单位浓度（mg/L）Fe(III) 引起 Fe(II) 浓

度偏高 0.012 mg/L；当以菲洛嗪为显色剂时，Fe(II) 浓

度被高估的值则与 Fe(III) 浓度有关。当 Fe(III) 浓度小

于 15 mg/L 时，Fe(II) 浓度高估值与以 2,2’-联吡啶为显

色剂时的接近，约为 0.010 mg/L；而当 Fe(III) 浓度高

于 15 mg/L 时，单位浓度 Fe(III) 引起的高估值高达

0.032 mg/L。这可能与 Fe(III) 和菲洛嗪形成的络合物

的溶解性有关。当 Fe(III) 浓度较低时，产生的 Fe(III)-

菲洛嗪络合物以溶解态存在，这时对 Fe(II) 测定干扰

相对较小。随着 Fe(III) 浓度的增加，Fe(III)-菲洛嗪络

合物则以胶体状态存在，对 Fe(II) 测定干扰较大。当

Fe(III) 浓度增加到一定程度时，Fe(III)-菲洛嗪络合物

就会以沉淀的形式存在，一方面此络合物会吸附 Fe(II) 

与菲洛嗪形成的络合物，另一方面会造成光衍射，致

使 Fe(II) 的测定无法进行。 
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（A 和 B 中，曲线 1 和 2 分别表示 1.12 mg/L Fe(III) 在水和 2,2’-联吡啶溶液中的吸收光谱；曲线 3 表示 1.12 mg/L Fe(II) 以 2,2’-联吡啶为显

色剂时的吸收光谱。图 C 和 D 中，曲线 1 表示 22.50 mg/L Fe(III) 在水中的吸收光谱；曲线 2 和 2’分别表示 2.25 和 7.85 mg/L 的 Fe(III) 在菲

洛嗪溶液中的吸收光谱；曲线 3 则表示 0.50 mg/L Fe(II) 以菲洛嗪为显色剂时的吸收光谱） 

图 1  Fe 的吸收光谱 

Fig. 1  Absorption spectra of various Fe species 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

（A，Fe(II)  0.92 mg/L，以 2,2’-联吡啶为显色剂的回归方程：y = 0.012x + 0.907（R2 = 0.991）； 

B，Fe(II) 0.90 mg/L，以菲洛嗪为显色剂，1 和 2 的回归方程分别为：y = 0.010x + 0.926（R2 = 0.993）和 y = 0.032x + 0.493（R2 = 0.996）） 

图 2  Fe(III) 与 Fe(II) 浓度高估值的关系 

Fig. 2  Fe(III) dependence of Fe(II) overestimation 
 

波长（nm） 波长（nm）
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Fe(III) （mg/L） Fe(III) （mg/L） 
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2.3  F- 对 Fe(III) 的掩蔽 

本实验中，采用 F- 作为掩蔽剂，测定了其在 Fe(II) 

和 Fe(III) 共存时对 Fe(III) 的掩蔽效果。根据图 3 中的

直线回归方程，可计算出 Fe(III)-2,2’-联吡啶络合物的

摩尔吸光系数为 112 L/(mol·cm)。加入 F- 后，该值减

小至 6 L/(mol·cm)。当菲洛嗪为显色剂且 Fe(III) 浓度

低于 15 mg/L 时，计算得到的 Fe(III)-菲洛嗪络合物的

摩尔吸光系数为 224 L /(mol·cm)；而 Fe(III) 浓度高于

15 mg/L 时，相应的摩尔吸光系数高达 784 L/(mol·cm)。

加入 F- 后，Fe(III)-菲洛嗪络合物的摩尔吸光系数也相

应减小。如添加足量的 F- 后，Fe(III)-菲洛嗪络合物的

摩尔吸光系数降至 17 L/(mol·cm)。由计算结果可以看

出，F- 的添加不能完全消除 Fe(III) 的干扰，且在两种

显色剂中所获得的 Fe(III) 摩尔吸光系数不同。可能的

解释是 Fe(III) 与 F- 形成的络合物本身也具有较弱的

吸光性。且在两种测定体系中，所用的测定波段不同，

从而导致得到的 Fe(III)-F 络合物的摩尔吸光系数不

同。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（A、B 中 F- 的浓度均为 0.93 g/L，A、B 中 Fe(II) 浓度分别为 0.92 和 0.90 mg/L。A 中，加 F- 与不加 F- 的吸光度与浓度的回归方程分别为：

y = 0.000 1x + 0.135（R2 = 0.987）和 y = 0.002x + 0.132（R2 = 0.988）。B 中，高浓度 Fe(III) 组、低浓度 Fe(III) 组以及添加 F- 组的吸光度与浓

度的回归方程分别为：y = 0.014x + 0.232（R2 = 0.998），y = 0.004x + 0.420（R2 = 0.989）和 y = 0.000 3x + 0.421（R2 = 0.993）） 

图 3  F-对 Fe(III) 的掩蔽效果 

Fig. 3  Efficiency of fluoride to mask Fe(III) 

 

F- 之所以能够有效降低 Fe(III) 对 Fe(II) 测定的干

扰，是因为 F- 具有较强配位能力。通过与 Fe(III) 络

合，有效地抑制 Fe(III)-显色剂络合物的生成。为确定

F- 的合适加入量及评价过量 F- 的加入是否会对 Fe(II) 

测定带来干扰，我们设计了不同 F- 加入量的实验（图

4）。结果发现，随着 F- 加入量的不断增大，Fe(III)-2,2’-

联吡啶络合物的吸光度逐渐降低。当吸光度降低到一

定程度时，继续添加 F- 将不会对溶液的吸光度产生影

响。根据计算，在测定体系中 F- 与 Fe(III) 络合的摩

尔比大约是 4:1 时，Fe(III) 对 Fe(II) 测定的干扰可以降

至最小。因此，为使 Fe(III) 的干扰降至最低，F- 的添

加量至少是 Fe(III) 的 4 倍。本实验中，当 Fe(III) 浓度

高到一定程度时，F- 也并不能完全将其掩蔽，消除干

扰。这与 Krishnamurti 等[9]和 Tamura 等[21]的结论不一 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

（Fe(III) 浓度为 0.25 mmol/L） 

图 4   F- 浓度与 Fe(III)-2,2’-联吡啶吸光度的关系 

Fig. 4  Fluoride dependence of absorbance of Fe(III)-2, 2’-bipyridine complex 

Fe(III) （mg/L） Fe(III) （mg/L） 
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致。其原因可能与测定体系的酸碱度有关。本实验的

测定体系为弱酸性，而 Krishnamurti 等和 Tamura 等的

测定体系为强酸性。 

2.4  F- 对 Fe(II)-显色剂络合物吸光度的影响 

F- 与 Fe(II) 和 Fe(III) 均能形成络合物，而与 Fe(II) 

的络合可能会影响 Fe(II) 与显色剂的相互作用，从而

影响测定结果。为此，实验以 2,2’-联吡啶为例，研究

了 F- 对 Fe(II) 显色的影响（图 5）。根据添加 F- 和对

照实验（未添加 F-）的 Fe(II) 标准吸收曲线可以发现，

Fe(II)-显色剂络合物的形成受 F- 的影响较小，可以忽

略不计。因而可以认为，F- 的加入不影响 Fe(II) 的测

定。原因是 Fe(II)-2,2’-联吡啶络合物的稳定常数（lgK 

= 17）[22]较 Fe(II)-F 的大，添加的 F- 不足以使其解离。

根据 Fe(II)-菲洛嗪络合物的稳定常数（lgK = 15.56）[23]，

可以推断，F- 对 Fe(II)-菲洛嗪络合物稳定性的影响也

较小。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（以 2, 2’-联吡啶为显色剂，加入的 F- 的浓度为 0.93 g/L，其浓度

与吸光度的回归方程为 y = 7.290x - 0.004（R2 = 0.999），对照组的回

归方程为 y = 7.294x - 0.002（R2 = 0.999）） 

图 5 添加 F- 对 Fe(II)标准曲线的影响 

Fig. 5  Standard calibration curves of Fe(II) with and without fluoride 
 

2.5  实际样品中 Fe(II) 的测定 

土壤和沉积物样品经 1.0 mol/L HCl 提取，得到

Fe(II) 和 Fe(III) 的浸提液。取一定量的浸提液（因样

品含 Fe 量不同，所取浸提液的量也不同，一般来说应

使浸提液稀释至 50.0 ml 后 Fe 的含量在 5 mg/L 以内），

用醋酸铵溶液调节 pH 至 5.0 左右，加入 2.0 ml 2 g/L 

2,2’-联吡啶（或菲洛嗪），显色 10 min 后再加入 5.0 ml 

19.5 g/L 氟化铵溶液，用去离子水定容至 50.0 ml。混

匀，5 min 后，比色。 

根据上面的测定步骤我们测定了不同土壤和沉积

物中的 Fe(II) 含量, 结果如表 1。由表 1 可以看出，传

统方法与改进方法得到的 Fe(II) 含量之间存在差异。

传统方法得到的 Fe(II) 含量偏高，特别是样品中的

Fe(II) 含量较低时，差异更明显。例如，当样品中 Fe(II) 

含量小于总 Fe 的 13.6% 时，传统方法测得的值比实际

值高出 23% ~ 72%。当 Fe(II) 含量较高时，传统方法

与改进方法得到的值之间的差别并不明显。在实际应

用中，为了使测定条件标准化，在不知道 Fe(II) 含量

的情况下，加入定量的 F-（使最终用于比色的溶液中

F- 浓度为 1 000 mg/L），可实现土壤和沉积物中 Fe(II) 

的准确测定。 

 

表 1 土壤、沉积物样品中 Fe(II) 的含量 

Table 1  Fe(II) in soils and sediments determined with 2, 2’-dipyridine 

样品 Fe(II)（传统方法）

(μmol/g) 

Fe(II)（改良方法） 

(μmol/g) 

总 Fe 

　(μmol/g ) 

土壤 1 9.9 ± 0.6 6.0 ± 0.4 925.1 ± 44.1

土壤 2 14.3 ± 0.4 8.3 ± 0.5 927.7 ± 44.6

土壤 3 12.5 ± 0.6 8.3 ± 0.3 388.7 ± 7. 0 

土壤 4 27.8 ± 1.4 20.6 ± 1.2 506.6 ± 18.5

土壤 5 50.1 ± 5.6 33.8 ± 3.7 618.7 ± 18.5

土壤 6 56.9 ± 0.9 45.9 ± 2.3 336.8 ± 23.1

沉积物 1 154.8 ± 10.1 145.0 ± 10.0 582.2 ± 37.0

沉积物 2 164.8 ± 9.2 157.3 ± 8.4 484.0 ± 17.5

  注：土壤、沉积物样品经 1.0 mol/L HCl 提取 24 h，2,2’-联吡啶为显色剂。 

3  结论 

Fe(III) 与 2,2’-联吡啶和菲洛嗪形成的络合物分别

在波长 520 nm 和 562 nm 下，都具有一定的吸光性，

干扰 Fe(II) 测定精确度。显色剂不同，干扰的机制与

程度也不同。以 2,2’-联吡啶为显色剂时，干扰的程度

可以用线性方程来表示。而以菲洛嗪为显色剂时，干

扰程度还与 Fe(III) 的浓度有关。F- 可用作 Fe(III) 干扰

的掩蔽剂。当添加的 F- 量为 Fe(III) 的 4 倍时，能够有

效地消除 Fe(III) 的干扰。根据土壤和沉积物样品测定

结果，进一步证实改进的方法能够有效地消除 Fe(III) 

的干扰。 
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Accurate Spectrometric Determination of Fe(II) Co-existing with Fe(III)  

in Soils Using 2,2’-Dipyridine or Ferrozine 
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(1 Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan  430072, China; 
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Abstract:  The amount and change of Fe(II) is tightly related to the oxidation-reduction properties of soils and sediments. Inaccurate evaluation 

commonly occurs in spectrometry because of co-existed Fe(III). In the present work, the reliable spectrometric determination of Fe(II) was 

investigated by using the alternative chromogenic reagent of 2,2’-dipyridine and ferrozine. The results indicated that co-existed Fe(III) resulted in the 

overestimation of Fe(II) due to the formation of Fe(III) complexes with chromogenic reagent, and the overestimation extent depended on Fe(III) 

concentration and the types of chromogenic reagent. When 2,2’-dipyridine was chosen, Fe(II) could be overestimated by 0.012 mg/L per mg/L Fe(III). 

If ferrozine employed, the overestimation magnitude of Fe(II) ranged from 0.010 to 0.032 mg/L per mg/L Fe(III), which depended on Fe(III) 

concentration. Fluoride ion could efficiently inhibit the formation of Fe(III) complexes with chromogenic reagents. While Fe(III) was masked 

completely, the amount of added fluoride was estimated to be at least 4 times higher than Fe(III). With the modified method, Fe(II) in extractants of 

soils and sediments could be determined with a satisfactory result. 

Key words:  Ferrous iron, Ferric iron, Spectrometry, 2,2’-Dipyridine, Ferrozine 

 


