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淡水磷监测中钼酸铵分光光度法的改进∗

黄丰明，唐鹊辉，彭　 亮，肖利娟∗∗

（暨南大学水生生物研究中心，广州 ５１０６３２）

摘　 要： 我国现行淡水水体中磷测定方法为钼酸铵分光光度法（ＧＢ １１８９３ １９８９），该方法检测下限为 ０．０１ ｍｇ ／ Ｌ，但我国

南亚热带地区部分水体的总磷以及多数水体的溶解态磷浓度均低于 ０．０１ ｍｇ ／ Ｌ，通过对标准试样和野外水样的测定，分析

该方法在监测低磷浓度水体中可能出现的问题并提出改进方法． 结果表明：对于磷浓度低于 ０．０１ ｍｇ ／ Ｌ 的水体，国标法灵

敏度低，准确性差． 通过 ３ 个方面的改进可提高该方法测定的灵敏度和准确性：１）将消解水样体积由 ２５ ｍｌ 增加到 ５０ ｍｌ，
消解后不再进行二次稀释定容；２）改变显色剂的配制，显色剂由 １４％硫酸溶液 ５０ ｍｌ、酒石酸锑钾溶液 ５ ｍｌ、４％ 钼酸铵溶

液 １５ ｍｌ 和 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的抗坏血酸溶液 ３０ ｍｌ 混合而成，现配现用；３）将测定波长设置为 ８８０ ｎｍ． 改进后方法的灵敏度有

较大提高，能准确、有效地检测磷浓度在 ０．００３～０．０１ ｍｇ ／ Ｌ 的水样．
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磷是生物生长所必需的大量元素之一，多数淡水水体中的藻类生长主要受磷的限制［１⁃２］ ，水体中磷浓度

的变化对浮游植物总量和群落结构有重要的影响［３⁃４］ ． 当水体中溶解性磷浓度低于 ０．０１ ｍｇ ／ Ｌ 时，部分浮游

植物种类生长受到限制，浓度越低受到限制的种类越多［５］ ，因此对水体中磷的监测是浮游植物群落生态、水
质管理和水生态学研究的基础内容． 目前对磷的测定方法有很多，包括分光光度法、原子光谱法和色谱法

等［６］ ，其中钼酸铵分光光度法是测定水体中磷浓度最常见的方法，该方法因其操作简单、准确性高而被广泛

应用［７］ ，其原理是在中性条件下，用过硫酸钾消解水样，将其中所含的多种含磷化合物全部氧化成正磷酸

盐，在酸性条件下正磷酸盐和钼酸铵、酒石酸锑钾反应形成磷钼杂多酸后，立即被抗坏血酸还原生成蓝色的

络合物，可用比色法测定这种蓝色络合物的浓度［８］ ． 钼酸铵分光光度法（ＧＢ １１８９３ １９８９）的检测下限为

０．０１ ｍｇ ／ Ｌ［９］ ，但在水体中，尤其是在我国南亚热带地区淡水水体中，部分水体的总磷以及多数水体的溶解态
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磷浓度均低于 ０．０１ ｍｇ ／ Ｌ［１０⁃１２］ ． 鉴于目前大多数监测部门或研究机构多采用该方法检测水体中的磷浓度，因
此，明确该方法在监测低磷浓度水体可能出现的问题很有必要，同时迫切需要对该方法进行合理有效的改

进，提高对低磷浓度（＜０．０１ ｍｇ ／ Ｌ）水体检测的灵敏度和准确性．
从钼酸铵分光光度法的原理上分析，可以从 ３ 个方面进行改进：①改变显色剂的配制方法［１３］ ，减少显色

剂干扰；②改变测定波长，提高灵敏度；③增加水样体积，消解后不对水样进行稀释定容，而是按消解前体积

定容． 通过对标准试样和野外水样的测定，分析比较方法改进前后的灵敏度和准确性，得到更适合检测淡水

水体尤其是南亚热带地区低磷浓度水体中磷的测定方法．

１ 材料与方法

１．１ 仪器和设备

自动蒸汽灭菌锅（Ｄ⁃１ 型）用于总磷的氧化消解；分光光度计（Ｈｉｔａｃｈｉ Ｕ⁃３９００）用于测定吸光度． ５０、１００
ｍｌ 磨口比色管和 ３ ｃｍ 比色皿．
１．２ 实验试剂

实验过程中试剂用水为超纯水． 使用的化学药品包括：抗坏血酸、钼酸铵、酒石酸锑钾和过硫酸钾，均为

分析纯；硫酸为优级纯．
实验试剂的配置：１）抗坏血酸溶液（１０％ ）：将 １０ ｇ 抗坏血酸溶于水并稀释至 １００ ｍｌ；２）抗坏血酸溶液

（０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ）：将 １．７６ ｇ 抗坏血酸溶于水并稀释至 １００ ｍｌ；３）钼酸盐溶液：溶解 １３ ｇ 钼酸铵于 １００ ｍｌ 蒸馏水

中，溶解 ０．３５ ｇ 酒石酸锑钾于 １００ ｍｌ 蒸馏水中，在不断搅拌下把钼酸铵溶液徐徐加到 ３００ ｍｌ 硫酸（１ ∶ １）
中，加酒石酸锑钾溶液并且混合均匀；４）酒石酸锑钾溶液：将 ０．２７４３ ｇ 酒石酸锑钾溶于水并稀释至 １００ ｍｌ；
５）钼酸铵溶液（４％ ）：将 ４ ｇ 钼酸铵溶于水并稀释至 １００ ｍｌ；６）硫酸（１４％ ）：将 １４ ｍｌ 浓硫酸稀释至 １００ ｍｌ；
７）新显色剂：将 ５０ ｍｌ 硫酸溶液（１４％ ）、５ ｍｌ 酒石酸锑钾溶液、１５ ｍｌ 钼酸铵溶液（４％ ）和 ３０ ｍｌ 抗坏血酸溶

液（０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ）混合而成，现用现配；８）过硫酸钾溶液（５％ ）：将 ５ ｇ 过硫酸钾溶于水并稀释至 １００ ｍｌ；９）磷标

准溶液：浓度为 ５００ ｍｇ ／ Ｌ，由水利部水环境监测评价研究中心提供．
１．３ 实验方法

１）全波段扫描． 准确移取不同体积的磷标准溶液于一系列比色管中，分别加入国标显色剂和新显色剂

后放置 １５ ｍｉｎ 使其形成稳定的磷钼蓝络合物，于波长 ４５０～１０００ ｎｍ 间进行扫描，寻找磷钼蓝的最大吸收峰．
２）根据显色剂和测定波长的区别设置交叉实验，得到以下 ４ 种比色法． ａ：依次向 ５０ ｍｌ 水样中加入 １ ｍｌ

抗坏血酸溶液（１０％ ）和 ２ ｍｌ 钼酸盐溶液，上下倒转摇匀，放置 １５ ｍｉｎ 后于波长 ７００ ｎｍ 处用 ３ ｃｍ 比色皿测

定吸光度，即国标法；ｂ：向 ５０ ｍｌ 水样中加入 ４ ｍｌ 新显色剂，上下倒转摇匀，放置 １５ ｍｉｎ 后于波长 ８８０ ｎｍ 处

用 ３ ｃｍ 比色皿测定吸光度；ｃ：依次向 ５０ ｍｌ 水样中加入 １ ｍｌ 抗坏血酸溶液（１０％ ）和 ２ ｍｌ 钼酸盐溶液，上下

倒转摇匀，放置 １５ ｍｉｎ 后于波长 ８８０ ｎｍ 处用 ３ ｃｍ 比色皿测定吸光度；ｄ：向 ５０ ｍｌ 水样中加入 ４ ｍｌ 新显色

剂，上下倒转摇匀，放置 １５ ｍｉｎ 后于波长 ７００ ｎｍ 处用 ３ ｃｍ 比色皿测定吸光度．
对比在 ４ 种比色法下溶解态磷浓度的测定结果，筛选最佳比色法，测定水样中的总磷浓度．
３）根据消解方式的不同，以及上述筛选出的最佳比色法，设置 ２ 种总磷测定流程与方法．
Ｍ１：水样的消解处理参考国标法（ＧＢ １１８９３ １９８９），即准确移取水样 ２５ ｍｌ 于 ５０ ｍｌ 比色管中，向水样

中加入 ４ ｍｌ 过硫酸钾溶液进行消解后，定容至 ５０ ｍｌ 标线，以下操作同上述的最佳比色法．
Ｍ２：增加消解水样体积，即准确移取水样 ５０ ｍｌ 于 １００ ｍｌ 比色管中，向水样中加入 ８ ｍｌ 过硫酸钾溶液进

行消解后，定容至 ５８ ｍｌ，再从经消解过的水样中另取出 ２５ ｍｌ，加入 ２ ｍｌ 新显色剂，以下操作同上述的最佳

比色法．
４）标准曲线的绘制． 参照南亚热带湖库的实际磷浓度范围［１２］ ，准确移取不同体积的磷标准溶液于一系

列比色管中，以下操作同上述 ２）和 ３），以磷浓度对其吸光度分别绘制溶解态磷和总磷标准曲线．
５）加标回收实验． 设置 ３ 个梯度的低浓度磷标准试样：０．００３０±０．０００１６、０．００５３±０．０００２７ 和 ０．００８３±

０．０００４２ ｍｇ ／ Ｌ，分别用上述 ４ 种比色法及 Ｍ１、Ｍ２ 法测定样品中的磷浓度，每个样品做 ６ 个平行．
６）水样总磷浓度的测定．采集 ３ 份来自贫营养水库的水样，另通过稀释得到 ２ 份更低浓度的水样，以超
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纯水代替水样作空白，分别采用 Ｍ１、Ｍ２ 法测定总磷浓度，每个样品做 ６ 个平行．
７）数据分析．结果以平均值表示，每组所得数据用 ＡＮＯＶＡ 进行分析，统计软件为 ＳＰＳＳ １８．０，作图软件

为 Ｏｒｉｇｉｎ ８．０．

２ 结果与讨论

２．１ 吸收波长和显色剂对磷测定的影响

对磷钼蓝络合物进行全波段（４５０～１０００ ｎｍ）扫描（图 １），结果表明磷钼蓝有 ２ 个吸收峰，分别为 ７２０ ｎｍ
和 ８８０ ｎｍ 波长位置，８８０ ｎｍ 处的吸收峰要显著高于 ７２０ ｎｍ 处． 国标法中磷的测定波长为 ７００ ｎｍ，考虑到我

国水质总磷浓度的测定标准是在 １９８９ 年制定并开始实施的，当时我国使用具有此波段范围分光光度计的

实验室不是很多，如采用 ８８０ ｎｍ 作为测定标准在国内难以推广，因此选择 ７００ ｎｍ 测定波长的实用性更

强［１４］ ． 近 ２０ 年来，随着技术的发展，分光光度计的稳定性和精确性更高，分光光度计已能准确测定 ８８０ ｎｍ
处的吸光值． 在这种情况下，选择 ８８０ ｎｍ 作为磷的测定波长更具优势，尤其是对低磷浓度水体的磷测定，其
灵敏度要比使用 ７００ ｎｍ 作为测定波长更高．

图 １ 磷钼蓝全波段扫描图：Ａ）添加国标显色剂；Ｂ）添加新显色剂

Ｆｉｇ．１ Ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｍｏｌｙｂｄｅｎｕｍ ｂｌｕｅ：
Ａ）ａｄｄｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ ａｇｅｎｔ； Ｂ）ａｄｄｉｎｇ ｎｅｗ ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ ａｇｅｎｔ

对比相同磷浓度下添加 ２ 种显色剂试样的吸光值（图 １），结果表明国标显色剂的吸光值要高于新显色

剂． 添加国标显色剂的样品中钼酸铵浓度为 ０．９８ ｇ ／ Ｌ，抗坏血酸浓度为 １．８９ ｇ ／ Ｌ；添加新显色剂的样品中钼

酸铵浓度为 ０．４４ ｇ ／ Ｌ，抗坏血酸浓度为 ０．３９ ｇ ／ Ｌ． 在磷浓度测定中钼酸铵和抗坏血酸是显色剂的主要成分，
这两者在配制和添加过程中会产生一定的色度，已有文献表明过多的钼酸根会形成其他不参与显色反应的

钼盐从而影响测定结果［１５］ ． 当样品中磷浓度较少时显色不明显［１６］ ，显色剂本身的颜色会对测定造成一定干

扰． 新显色剂中各组分的浓度均低于国标显色剂，因此对吸光值的干扰要小于国标法．
２．２ ４ 种方法对溶解态磷测定的差异

２．２．１ ４ 种方法标准曲线的比较　 对比 ４ 种方法在高磷浓度（＞０．０１ ｍｇ ／ Ｌ）下的标准曲线（图 ２Ａ），４ 种方法

的 Ｒ２值均可达到 ０．９９９ 以上，浓度和吸光值之间线性关系非常好，均适用于高磷浓度水样的测定． 绘制 ４ 种

方法在低磷浓度（＜０．０１ ｍｇ ／ Ｌ）下的标准曲线（图 ２Ｂ），结果表明方法 ｂ 的 Ｒ２值为 ０．９９９，其线性关系相比于

其他 ３ 种方法更好．
方法 ｂ、ｃ 所得标准曲线的斜率比方法 ａ、ｄ 所得标准曲线的斜率明显更大（图 ２），表明 ｂ、ｃ 灵敏度更高，

方法的灵敏度和检出限有关，灵敏度越高，检出限越低［１７］ ，因此方法 ｂ、ｃ 的检出限要低于方法 ａ、ｄ． 方法 ｂ、ｃ
测定波长为 ８８０ ｎｍ，方法 ａ、ｄ 的测定波长为 ７００ ｎｍ，根据全波段扫描的结果，８８０ ｎｍ 波长的峰值要高于 ７００
ｎｍ 的峰值，因此方法 ｂ、ｃ 灵敏度的提高是由于 ８８０ ｎｍ 处吸收值更高导致的． 相对于 ７００ ｎｍ，８８０ ｎｍ 作为测

定波长时吸光值更高，对不同浓度的区分更灵敏，更适用于对低磷浓度水样的测定．
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图 ２ ４ 种方法的标准曲线和回归方程：Ａ）高磷浓度；Ｂ）低磷浓度

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｅｔｈｏｄｓ：
Ａ）ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ； Ｂ）ｌｏｗ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

比较 ４ 种方法对空白样品的测定（图 ２Ｂ），方法 ａ、ｃ 测定的吸光值明显大于方法 ｂ、ｄ． 空白值越大，将导

致最小分析信号升高［１８］ ，而随着被测组分浓度的下降，空白值对测定结果准确性的影响也越来越大［１９］ ． 方

法 ａ、ｃ 添加的是国标显色剂，方法 ｂ、ｄ 添加的是新显色剂，这与全波段扫描所得结果一致，可见新显色剂可

以减少对低磷浓度样品测定时的干扰，更适用于对低磷浓度水样的测定．
综合以上分析，方法 ｂ 的灵敏度更高和空白值更小，相对其他 ３ 种方法，更适用于对低磷浓度水样的

测定．

图 ３ ４ 种比色法测定低磷浓度标样的回收率

Ｆｉｇ．３ Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｌｏｗ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｏｕｒ ｍｅｔｈｏｄｓ

２．２．２ ４ 种方法对低浓度溶解态磷标样测定结

果的比较　 加标回收实验是化学分析中重要

的质控手段，回收率是判定结果准确度的量

化指标［２０］ ． 实验结果表明（图 ３），方法 ｂ 的回

收率与其它 ３ 种方法差异极显著（Ｆ ＝ １７．８６，
Ｐ＜０．０１），且平均值最趋近于 １００％ ，故相对于

其他 ３ 种方法，方法 ｂ 具有较高的准确性，更
适用于对低磷浓度水样的测定．

加标回收结果表明，方法 ｂ 能够准确测

定 ０．００３ ｍｇ ／ Ｌ 以上的浓度，因此本实验确定

方法 ｂ 的最低检测限可达到 ０．００３ ｍｇ ／ Ｌ． 鉴

于 ０．０１ ｍｇ ／ Ｌ 只对于部分浮游植物是磷限制

性磷浓度，而 ０．００３ ｍｇ ／ Ｌ 对于绝大多数浮游

植物是磷限制性磷浓度［５］ ，因此溶解态磷的

检测下限扩展到 ０．００３ ｍｇ ／ Ｌ，对于浮游植物

群落生态学的研究有重要意义．
在夏季，广东省多数大型水库出现稳定

水体分层，上层水体的溶解态磷浓度远低于 ０．０１ ｍｇ ／ Ｌ，例如流溪河水库、新丰江水库、高州水库夏季的溶解

态磷浓度均在 ０．００５ ｍｇ ／ Ｌ 以下［２１］ ，在这种情况下，使用方法 ｂ 进行磷浓度测定更好．
２．３ Ｍ１、Ｍ２ 法对总磷浓度测定的差异

２．３．１ Ｍ１、Ｍ２ 法标准曲线的比较　 对比 Ｍ１、Ｍ２ 法在高磷浓度（＞０．０１ ｍｇ ／ Ｌ）下的标准曲线（图 ４Ａ），其 Ｒ２值

均可达到 ０．９９９ 以上，适用于高磷浓度水样的测定． 比较 Ｍ１、Ｍ２ 法在低磷浓度（＜０．０１ ｍｇ ／ Ｌ）下的标准曲线

（图 ４Ｂ），Ｍ２ 法的 Ｒ２值为 ０．９９９，浓度和吸光值之间线性关系较好；Ｍ１ 法的 Ｒ２值为 ０．９２８，其线性关系较差．
Ｍ１ 法消解后需对水样进行二次稀释定容，即将 ２５ ｍｌ 水样定容到 ５０ ｍｌ 后再进行比色分析，而 Ｍ２ 法消



１４０８　 Ｊ． Ｌａｋｅ Ｓｃｉ．（湖泊科学），２０１６，２８（６）

解后不对水样进行稀释定容，而是按消解前体积定容后比色，因此 Ｍ１ 法的检测下限相对 Ｍ２ 法要高． 按照

方法 ｂ 的检测下限，Ｍ２ 法的检测下限仍然为 ０．００３ ｍｇ ／ Ｌ，但 Ｍ１ 法的检测下限提高到 ０．００６ ｍｇ ／ Ｌ，对低于该

限值的水样，将无法保证结果的准确性． 实验结果也表明，Ｍ１ 法在浓度为 ０．００３ 和 ０．００５ ｍｇ ／ Ｌ 处吸光值无

明显差异．

图 ４ 总磷标准曲线和回归方程：Ａ）高磷浓度；Ｂ）低磷浓度

Ｆｉｇ．４ Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ：
Ａ）ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ； Ｂ）ｌｏｗ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２．３．２ Ｍ１、Ｍ２ 法对低浓度总磷标样和野外水样测定结果的比较　 低浓度总磷标样的加标回收实验结果表明

（图 ５Ａ），相对于 Ｍ１ 法，Ｍ２ 法测定的回收率变化较小，且更趋近于 １００％ ，因此 Ｍ２ 法的准确性和稳定

性更高．
用 Ｍ１、Ｍ２ 法分别测定 ５ 份野外水样中的总磷浓度（图 ５Ｂ），表明 ２ 种方法测定的水样总磷浓度差异不

显著（Ｐ＞０．０５），但 Ｍ１ 法测得的总磷浓度总体上均高于 Ｍ２ 法． Ｍ１ 法测定低磷浓度水样时，磷浓度和吸光值

间线性相关性较差，会导致绘制的标准曲线斜率出现偏差，本实验中表现为标准曲线斜率偏小（图 ４Ｂ），因
此用该标准曲线计算出来的浓度会比实际浓度偏大，这也是 Ｍ１ 法测得的浓度高于 Ｍ２ 法的原因． 反之，若
绘制的标准曲线斜率偏大，则计算出来的浓度则会偏低． 可见 Ｍ１ 法由于消解后需要稀释定容，进一步降低

了低磷浓度样品中的磷浓度而使分光光度计对浓度差异的响应不灵敏，导致浓度和吸光值间的线性关系较

差和标准曲线绘制出现偏差，使最终测得的结果无法真实反映水样的实际浓度．

图 ５ Ｍ１ 和 Ｍ２ 法测定低浓度总磷标样的回收率（Ａ）和野外水样中的总磷浓度（Ｂ）
Ｆｉｇ．５ Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｌｏｗ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅ（Ａ） ａｎｄ

ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｅｌｄ ｓａｍｐｌｅ（Ｂ） ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｍ１ ａｎｄ Ｍ２
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综上以上分析，Ｍ２ 法相对于 Ｍ１ 法更适用于对低磷浓度水样的测定．

３ 结论

对于低磷浓度水体（总磷浓度低于 ０．０１ ｍｇ ／ Ｌ），现行的国标磷测定法（ＧＢ １１８９３ １９８９）准确性和灵敏

度均较差． 可从 ３ 个方面进行改进提高测定的准确性：１）增加消解水样体积至 ５０ ｍｌ，消解后不再进行二次

稀释定容（即 Ｍ２ 法）；２）改变显色剂的配制（即 １４％ 硫酸溶液 ５０ ｍｌ、酒石酸锑钾溶液 ５ ｍｌ、４％ 钼酸铵溶液

１５ ｍｌ 和 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的抗坏血酸溶液 ３０ ｍｌ 混合而成，现配现用），减少显色剂干扰；３）将测定波长设置为 ８８０
ｎｍ，提高灵敏度． 通过改进后，新方法能准确有效测定磷浓度在 ０．００３～０．０１ ｍｇ ／ Ｌ 范围内的水样．
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