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利用分光光度法间接测定海水中的羟胺* 
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提要    海洋生态系统中, 羟胺作为多种微生物作用的中间产物, 在氮的海洋生物地球化学循环中

起着重要作用。目前, 缺乏针对海洋中微量羟胺简便易行的测定方法。本研究借鉴海水中铁离子测

定原理 , 首次应用硫酸铁铵-邻菲罗啉法间接测定海水中微量羟胺浓度 , 确定出该方法可在 30—

120min内稳定、快速地测定微量羟胺。通过对方法不确定度的系统评价得出, 此方法灵敏度高、响

应快、稳定性和重复性好 , 操作简便 , 适于羟胺检测浓度范围为 0.020—0.800mg/L (R2=0.9996, 

P<0.0001, n=32); 天然海水中平均加标回收率达到 106.9% (RSD=1.71%)。检测室内处于培养指数增

长期的东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense)藻液发现, 羟胺主要被合成于藻细胞内部, 其胞外含

量低至检测下限附近。 
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氮是海洋生态系统中重要的生源要素 , 含氮化

合物在微生物酶的作用下发生着多种生物地球化学

过程(Brandes et al, 2007)。以往的研究者常关注于海

水中 3NO -N、 2NO -N、 4NH -N 以及 CO(NH2)2含量

的测定, 对微量还原性羟胺等含氮化合物关注不足。

羟胺作为硝酸盐异化反硝化、厌氧氨氧化和铵盐第一

步硝化作用的中间产物在氮的生物地球化学循环中

扮演着重要角色(胡安辉等, 2010; Vajrala et al, 2013), 

同时在生物代谢中羟胺作为还原态化合物成为氢的

供体(史云峰等, 2007; Brandes et al, 2007)。羟胺具有

较强的还原性 , 且没有显色剂直接与羟胺基团形成

具有一定特征显色的物质(肖松涛等, 2008), 因此间

接测定便成为一种可行之策。目前, 测定羟胺的方法

主要有碘量滴定法、电化学法、光度法、色谱法等(杨

明, 1999; 詹国庆等, 2004; Seike et al, 2004; 孙桂进

等, 2006; 李京雄等, 2013; Vajrala et al, 2013), 以上

方法均因操作繁琐、显色时间长、显色不稳定、仪器

昂贵等问题未能得到广泛应用。盐酸羟胺作为还原剂

常 被 用 于 土 壤 间 隙 水 、 海 水 、 污 水 等 水 体 

中铁含量的测定(冯媛媛等, 2004; 郝新焕, 2006; 迟

光宇等, 2008); 而硫酸铁铵-邻菲罗啉法已被用于土

壤中羟胺还原酶活性的测定(史云峰等, 2007), 且该

法已被证实在复杂体系中具有较高的准确度和精密

度(杨明, 1999; 史云峰等, 2007), 而在海水中未见羟

胺测定的应用报道。基于此, 本文应用硫酸铁铵-邻菲

罗啉法测定羟胺还原等量三价铁离子浓度的原理间

接获得海水中的微量羟胺含量, 对该方法的适用性进

行了系统检验评价, 并测定了天然海水培养东海原甲

藻(Prorocentrum donghaiense)藻液中羟胺的含量。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

仪器: T6 型新世纪紫外可见分光光度计(北京普

析通用仪器有限责任公司)。 

试剂: 1.0523g 盐酸羟胺定容至 500mL, 配制成

浓度为 1000mg/L 羟胺标准储备液, 于 4°C 冷藏, 使

用前临时配制 10mg/L的标准使用液。缓冲溶液选取

pH 值为 4.5 左右的乙酸钠-乙酸缓冲溶液(1mol/L+ 
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1mol/L), 氧化剂为硫酸铁铵(4.0mmol/L), 显色剂为

邻菲罗啉-乙醇溶液(0.01mol/L)(史云峰等, 2007)。灭

菌天然海水(取自汇泉湾, 121°C高温灭菌 20min), 东

海原甲藻藻液及 0.45μm混合纤维膜过滤液备用。 

1.2  实验设计 

1.2.1  实验原理     弱酸性条件下, 羟胺能将 Fe3+

还原为 Fe2+(公式 1), Fe2+与邻菲罗啉(简称 phen)生成

橙红色配位化合物(公式 2), 此络合物较为稳定(杨明, 

1999)。可见光谱 510nm 处具有较强的吸收峰, 通过

测定络合物吸光值获得 Fe2+浓度(杨明, 1999), 扣除

本底中 Fe2+浓度后间接获得微量羟胺浓度。 

2NH2OH + 2Fe3+=2Fe2+ + N2↑ + 2H+ + 2H2O   (1) 

     

(2)

 
1.2.2  工作曲线    分别取 10mg/L羟胺标准使用液

0.20、0.50、1.00、2.00、4.00、6.00、8.00mL于 100mL

容量瓶中 , 配制成浓度梯度依次为 0.020、0.050、

0.100、0.200、0.400、0.600、0.800mg/L 的溶液, 取

2.5mL 至 1cm 比色皿中, 分别依次加入乙酸钠-乙酸

缓冲溶液、硫酸铁铵溶液和邻菲罗啉 -乙醇溶液各

0.1mL, 混合摇匀显橙红色, 30min后在 510nm、温度

20oC 下测定其吸光值 , 每组设四重样 (史云峰等 , 

2007), 用超纯水作参比, 所有数据均为扣除空白值。 

1.2.3  加标回收实验    取灭菌天然海水 2.5mL 分

别添加 0.02、0.10、0.20mL羟胺标准使用液, 每组设

四重样, 以灭菌天然海水作为空白参比, 其他条件同

上, 最后浓度计算时需进行体积校准。 

1.2.4  稳定性实验    取灭菌天然海水 2.5mL 分别

添加 0、0.10mL羟胺标准使用液, 摇匀显色后分别在

10、30、60、120、180、1080、1440min进行测定, 每

组设四重样。 

1.2.5  藻液实验    分别取已破碎藻液及 0.45μm膜

过滤藻液 2.5mL进行以上测定, 每组设四重样。 

1.3  实验检测方法的评价 

对间接测定方法进行准确度、检测限和方法重复

性评价(曹雁平等, 2012)。利用标准偏差、变异系数

等参数评价方法的精准度。在进行两组或多组数据变

异程度比较时, 因为平均值不同, 比较其变异程度不

能采用标准偏差, 而要对相对值进行比较, 即变异系

数比较, 又称相对标准偏差。 

变异系数 CV 100%rS
с

  , rS 为被测样品符合

正态分布的标准偏差, с为测量值的平均值。 

方法检测限评价: 通常以 3倍标准偏差与检出限

附近校正曲线斜率 k 的商计算检出限, 即
3

= rS
D

k
, 

它表示被测组分浓度改变一个单位时分析信号的变

化量, 即灵敏度。 

方法重复性评价采用临界极差法。针对多个测试

结果(n≥ 2)时, 将结果极差(测量结果最大值与最小

值之差)与临界极差 CrR0.95(n)进行比较, 0.95 ( ) =rC R n  

( ) rf n S , 对于四次平行检测, 由中华人民共和国国家

标准 GB/T 11792-89 中(国家技术监督局, 1989)临界

极差系数 f(n)表查得 f(4)=3.6, 任一实验结果最大浓

度与最小浓度极差小于或等于临界极差 , 则认为检

测方法的重复性较好(李慎安, 2006; 吴孟浩, 2012)。 

2  结果与分析 

2.1  羟胺工作曲线 

实验结果表明 , 该分光光度间接测定法在羟胺

浓度为 0.020—0.800mg/L 范围内, 其浓度与吸光值

具有显著的线性相关性(y=0.2696x+0.003, R2=0.9996, 

P<0.0001, n=32, 图 1)。即使放置 24h 后吸光值有所

升高 , 但羟胺浓度与吸光值依然保持显著的线性相

关性(y=0.3256x+0.0082, R2=0.9951, P<0.0001, n=32), 

说明该方法显色在 24h内具有较好的线性稳定性。显

色 30min 后吸光值测量相对标准偏差为 0.70%—

5.13%, 平均相对标准偏差为 2.65%; 测量浓度与设

定浓度间的相对误差为2.63%—5.71%, 平均相对误

差为 1.30%(表 1)。 
 

 

图 1  羟胺溶液工作曲线 
Fig.1  The working curve of hydroxylamine 
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表 1  羟胺标准溶液测定的准确性 
Tab.1  The accuracy of hydroxylamine in standard solution 

羟胺浓度(µg/mL) 

设定浓度 检测浓度 

相对标准偏差 
(%, n=4) 

相对误差 
(%, n=4) 

0.020 0.019 4.87 2.63 

0.050 0.053 3.64 5.71 

0.100 0.102 5.13 2.00 

0.200 0.207 2.37 3.39 

0.400 0.402 0.97 0.61 

0.600 0.606 0.70 0.92 

0.800 0.793 0.78 0.89 

平均值 2.65 1.30 

 
2.2  海水加标回收试验 

为了解缓冲体系是否适合海水样品 , 分别将海

水与缓冲液(乙酸钠-乙酸)按照 50︰1、33.3︰1、25︰1、

20︰1、12.5︰1 体积比进行混合, 测得其 pH 值依次

为 4.55、4.51、4.50、4.49、4.48, 再添加硫酸铁铵后, 

pH 值分别为 4.56、4.52、4.50、4.49、4.48。以上结

果说明, 在本研究实验条件下该反应体系 pH 值较为

稳定, 适于海水样品测量。利用添加标准羟胺的溶液

与灭菌天然海水为空白进行差值比较 , 计算添加

0.20、1.00、2.00μg羟胺的回收率分别达到 105.9%、

108.1%、106.8%, 平均回收率达到 106.9%, 平均相对

标准偏差为 1.71%(表 2)。该结果表明, 在灭菌天然海

水中添加一定浓度羟胺具有较好的重现性和稳定性, 

说明该方法具有较高的准确度。 

表 2  海水中外加羟胺的回收率 
Tab.2  The recovery of hydroxylamine added in seawater 

2.5mL海水中添加羟胺量(µg) 

添加量 检测量 

相对标准偏差
(%, n= 4) 

回收率 
(%, n=4) 

0.20 0.21 3.04 105.9 

1.00 1.08 1.39 108.1 

2.00 2.14 0.70 106.8 
 

2.3  反应时间优化及稳定性试验 

对比灭菌天然海水稳定性发现 , 添加标准羟胺

溶液不影响显色时间, 显色均在 30—120min 保持稳

定(P=0.6224>0.05, n=12), 超过 120min会出现吸光值

升高现象, 差异性显著(P<0.0001, n=24), 这可能是

显色物质受到其他微量有色金属的干扰所致, 而在

1440min后吸光度出现较大增长(图 2)。所以, 选择反

应时间在 30—120min 的稳定期内进行测量。显色干

扰在以往研究中时有发生: 如海水铁元素测量中铜、

钴、镍等有色络合物离子的共存可能会影响实验后期 

 

图 2  海水及添加羟胺后的反应稳定性 
Fig.2  The reaction stability of hydroxylamine in seawater 

 

的显色, 而在溶液中添加 10倍于羟胺浓度的硝酸银、

亚硝酸银、氯化铵均对溶液吸光度无影响(杨明, 1999; 

詹国庆等, 2004; 李京雄等, 2013)。但在乙酸钠-乙酸

缓冲溶液中, 小于等于 10 倍铁浓度的铜、锌、钴、

铬及小于 2mg/L 的镍不会干扰铁的测定 (郝新焕 , 

2006), 而具有较强还原性的肼可能会对羟胺的测定

有一定影响(杨明, 1999; 肖松涛等, 2008)。据此判断

本研究间接测定法需在 120min 显色稳定期内测定完

毕, 以避免其他潜在物质的干扰。 

2.4  藻液中羟胺浓度 

将破碎后的东海原甲藻原藻液与 0.45µm 混合纤

维膜过滤后的藻液按照上述方法进行羟胺浓度的测

定 (表 3), 发现过滤后藻液中羟胺的浓度约为

0.021mg/L, 接近最低检测限 , 而破碎藻液中羟胺总

含量为 0.291mg/L (相对标准偏差 RSD=1.60%), 据此

推测羟胺主要存在于藻细胞内部 , 从而验证了羟胺

是在藻细胞内部合成 , 是藻细胞利用铵盐转化为有

机氮的重要中间体。 

表 3  东海原甲藻藻液中羟胺浓度 
Tab.3  Hydroxylamine concentration in Prorocentrum 

donghaiense solution 

羟胺浓度(mg/L) 
平均值
(mg/L)

相对标准

偏差(%)

破碎后

原藻液
0.296 0.292 0.292 0.285 0.291 1.60 

过滤后

的藻液
0.021 0.021 0.021 0.021 0.021 0.00 

 
2.5  海水中羟胺分光光度间接检测方法的评价 

利用公式计算该方法的标准偏差、测样浓度极
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差、变异系数和检出限(李慎安, 2006; 吴孟浩, 2012), 

结果如表 4。其中标准偏差 Sr值较低, 由此可确定该

方法的精确度较高; 而变异系数 CV值偏低反映出该

方法在检测低浓度羟胺时其离散性较低; 检出限 D

最低达 0.021mg/L, 相当于 0.6μmol/L NH2OH, 说明

该方法具有较高的分辨率 , 但对于痕量级羟胺测定

需进一步优化; 4 个实验的 4 次平行检测的最大浓度

与最小浓度极差分别为 0.0037、0.0111、0.0148、

0.0111mg/L, 均小于各自的重复性临界极差 CrR0.95(n)

值 0.0067、0.0168、0.0231、0.0168mg/L, 说明该方

法的重复性很好(曹雁平等, 2012)。 

表 4  间接分光光度检测羟胺法的评价 
Tab.4  The evaluating parameters of the indirect 

hydroxylamine method 

评价指标 样品 1 样品 2 样品 3 样品 4

Sr (mg/L) 0.0019 0.0047 0.0064 0.0047

CV (%) 0.64 1.60 2.03 1.16 

D (mg/L) 0.021 0.052 0.071 0.052 

CrR0.95(n) (mg/L) 0.0067 0.0168 0.0231 0.0168

极差(mg/L) 0.0037 0.0111 0.0148 0.0111

Sr: 标准偏差; CV: 变异系数; D: 检测限; CrR0.95(n): 重复性

临界极差 

 
本研究只针对同一操作者在不同实验时间和测样

条件下进行的重复性检测, 并未针对不同测样人员和

仪器进行复现性检测(李慎安, 2006)。该方法适于样品

初始 pH值在 1.5—9.5范围内, 由于测试用样品体积较

小, 无法获知盐度、温度等因素对检测限的影响, 对于

海水中更低含量羟胺浓度的测定需要进一步优化。同

时, 针对不同的测量样品需进行特定空白校准。 

3  结论 

海洋生态系统中 , 羟胺可与多种离子发生氧化

还原反应, 同时可与金属发生配位, 在细胞转录中会

作为化学诱变剂使碱基对发生改变, 引起基因突变。

所以 , 研究羟胺的测定方法不仅对获得海洋中羟胺

的转化过程至关重要 , 更为了解氮的生物地球化学

循环提供了物质佐证。本研究结果表明: 硫酸铁铵-

邻菲罗啉分光光度间接法可用于测定海水中浓度范

围在 0.020—0.800mg/L 的羟胺, 其平均相对标准偏

差为 2.65%, 平均相对误差为 1.30%, 通过添加标准

物发现该方法具有较好的重现性和稳定性 , 测定结

果准确可信。该方法显色稳定时间在 30—120min 内

无显著差异(P=0.6224>0.05, n=12)。测定东海原甲藻

藻液含量验证了羟胺在藻细胞内部合成 , 是藻细胞

利用铵盐转化为有机氮的重要中间体。通过方法不确

定度的系统评价得出该方法精确度较高 , 检测时离

散性低, 具有较高的分辨率、重复性, 不需要特殊仪

器, 且简捷易行。 
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INDIRECT DETERMINATION OF HYDROXYLAMINE IN SEAWATER IN 
SPECTROPHOTOMETRY 

LU Guang-Yuan1, 2,  SONG Xiu-Xian1,  YU Zhi-Ming1 
(1. Key Laboratory of Marine Ecology and Environmental Sciences, Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 

266071, China; 2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

Abstract    Nitrogen compounds in seawater are altered by microbial enzymes activities in many biogeochemical 

processes. However, no enough attention has been paid to minor or trace quantity of hydroxylamine in seawater, and no 

direct determination of hydroxylamine in seawater is available at present. We developed an indirect method to measure 

hydroxylamine in seawater according to the traditional measurements applied in soil and wastewater in industry. In this 

method, hydroxylamine is reduced from Fe3+ to Fe2+ under acidic condition, and then the Fe2+ ion is coordinated with 1, 

10-phenanthroline. Being well shaken and mixed, the solution would turn orange in color and an adsorption peak would be 

shown at wavelength 510nm, at which difference from the background can be measured to calculate hydroxylamine 

concentration. The method has been proven quick and accurate in high precision, and the correlation is significant in range 

of 0.02—0.8mg/L (R2=0.9996, P<0.0001, n=32). The recovery rate of 0.20, 1.00, 2.00μg hydroxylamine added into 2.5mL 

seawater reached 105.9%, 108.1%, 106.8%, respectively. We took Prorocentrum donghaiense cells as a case study, from 

which we found that hydroxylamine compound is synthesized mainly in the intracellular endoplasm, not in extracellular 

culture. 

Key words    hydroxylamine;  spectrophotometry;  nitrogen;  1, 10-phenanthroline 
 
 

 


