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基于微流控和比色光谱法的水产养殖海水氨氮含量检测
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摘要：为实时、准确地获取水产养殖海水中氨氮含量，以大围网养殖海水中的氨氮为研究对象，在比色光谱法基础

上结合微流控技术进行靛酚蓝法比色反应，实现对溶液中氨氮含量的定量检测。建立数据处理后相应的模型，并

且对比了不同光谱预处理和不同样本集划分算法对建立预测模型的影响，其中多元散色校正（ＭＳＣ）后再使用小波

平滑的预处理方法结合排序法划分样本集建立的偏最小二乘（ＰＬＳ）回归模型效果最优，建模集校正标准差

（ＲＭＳＥＣ）和预测集校正标准差（ＲＭＳＥＰ）分别为 ００５６６ｍｇ／Ｌ和００６７７ｍｇ／Ｌ，相对分析误差（ＲＰＤ）为６８９３２；在

优化条件下测得方法的线性范围和检测限分别为 ０００５～１３５０ｍｇ／Ｌ和 ０００３６ｍｇ／Ｌ。对海水、自来水和养殖水

体进行加标回收实验，平均回收率在 ９４％ ～１０９％之间，相对标准偏差在 ２３％ ～５８％之间。结果表明，实验建模

效果良好，操作简单、方便，实验快速、可靠、无污染，表明利用比色光谱法结合微流控技术检测氨氮方法可行。

关键词：水产养殖；氨氮；微流控；比色法；预测模型；光谱分析

中图分类号：Ｓ９５９；Ｓ９１２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１０００１２９８（２０２０）Ｓ１０３９７０８

收稿日期：２０２０ ０８ １０　修回日期：２０２０ ０９ ２０
基金项目：国家重点研发计划项目（２０１９ＹＦＤ０９０１７００）
作者简介：时家辉（１９９７—），男，硕士生，主要从事水产养殖快速检测技术研究，Ｅｍａｉｌ：ｓｊｈ９７ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎ＠１６３．ｃｏｍ
通信作者：孙明（１９６３—），男，副教授，博士生导师，主要从事水产养殖质量安全检测技术研究，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｍｉｎｇ＠ｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡｍｍｏｎｉａＮｉｔｒｏｇｅｎｉｎＳｅａｗａｔｅｒｉｎＡｑｕａｃｕｌｔｕｒｅＢａｓｅｄｏｎ
ＭｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓａｎｄＣｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃＳｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

ＳＨＩＪｉａｈｕｉ１，２　ＹＵＹａｇｕａｎｇ１，２　ＹＡＮＧＰｕ１，２　ＤＯＮＧＦｅｎｇ１，２　ＳＵＮＭｉｎｇ１，２

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄＥｌｅｃｔｒｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８３，Ｃｈｉｎａ
２．ＣｈｉｎａＮａｔｉｏｎａｌＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＤｉｇｉｔａｌＦｉｓｈｅｒｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８３，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｏｏｂｔａｉｎｒｅａｌｔｉｍｅａｎｄａｃｃｕｒａｔｅａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅｓｅａｗａｔｅｒ，ｔａｋｉｎｇ
ａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｂｊｅｃｔ，ｔｈｅｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｉｎｄｏｐｈｅｎｏｌｂｌｕｅｍｅｔｈｏｄｗａｓｃａｒｒｉｅｄ
ｏｕｔｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｔｏｒｅａｌｉｚｅｔｈｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ．Ａｆｔｅｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｔｈｅｄａｔａ，ａｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｍｏｄｅｌ
ｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｔｒａｌｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｅｔｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ
ａｌｇｏｒｉｔｈｍｓｏｎｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄ，ｉｎｗｈｉｃｈａｆｔｅｒｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｓｃａｔｔｅｒｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓ（ＰＬＳ）ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｔｈｅｗａｖｅｌｅｔｓｍｏｏｔｈｉｎｇ
ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｍｅｔｈｏｄｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｏｒｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｔｏｄｉｖｉｄｅｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｅｔｈａｄｔｈｅｂｅｓｔｅｆｆｅｃｔ．Ｔｈｅ
ｒｏｏｔｍｅａｎｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒｏｆｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ（ＲＭＳＥＣ）ａｎｄｔｈｅｒｏｏｔｍｅａｎｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒｏｆｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
（ＲＭＳＥＰ）ｗｅｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ００５６６ｍｇ／Ｌａｎｄ００６７７ｍｇ／Ｌ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅａｎａｌｙｔｉｃａｌｅｒｒｏｒ（ＲＰＤ）ｗａｓ
６８９３２；ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｍｅａｓｕｒｅｄｕｎｄｅｒｏｐｔｉｍｉｚｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅ
０００５～１３５０ｍｇ／Ｌａｎｄ０００３６ｍｇ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｒｅｃｏｖｅｒｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔ
ｏｎｓｅａｗａｔｅｒ，ｔａｐｗａｔｅｒａｎｄａｃｑｕａｃｕｌｔｕｒｅｗａｔｅｒｂｏｄｉｅｓ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｗａｓｂｅｔｗｅｅｎ９４％ ａｎｄ
１０９％，ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｗａｓｂｅｔｗｅｅｎ２３％ ａｎｄ５８％．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｏｄｅｌｉｎｇｅｆｆｅｃｔｗａｓｇｏｏｄ，ｔｈｅｏｐｅｒａｔｉｏｎｗａｓｓｉｍｐｌｅａｎｄｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓ
ｆａｓｔ，ｒｅｌｉａｂｌｅ，ａｎｄｐｏｌｌｕｔｉｏｎｆｒｅｅ．Ｉｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆｄｅｔｅｃｔｉｎｇａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｕｓｉｎｇ
ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗａｓｆｅａｓｉｂｌｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ；ａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎ；ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ；ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ；ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｍｏｄｅｌ；ｓｐｅｃｔｒａｌ

ａｎａｌｙｓｉｓ



０　引言

实时、准确获取海水氨氮（ＮＨ３Ｎ）含量对海洋

渔业、养殖业、海洋灾害预警和海洋资源保护具有重

要意义。氨氮是水中游离氨 （ＮＨ３）和离子氨

（ＮＨ＋
４）的统称

［１］
，水体 ｐＨ值控制着两者的含量变

化，当ｐＨ值低于８７５时，离子氨含量较多，而当ｐＨ
值高于８７５时，主要以游离氨形式存在［２］

。养殖水

体中氨氮质量浓度应维持在０２０ｍｇ／Ｌ以下才能保
证养殖水生物健康成长，确保最终的水产品产量与

品质；而当质量浓度大于２００ｍｇ／Ｌ时，水生物就会
出现中毒症状，甚至大量死亡

［３－４］
。因此，为了实现

水资源的循环利用，防止水生生物受到氨氮的影响，

对海洋系统中氨氮加以检测和监测十分重要。

近几年，国内外科研人员都在研究更快更灵敏

的氨氮含量检测方法，包括分光光度法
［５］
、荧光光

谱法
［６－１０］

、化学发光法
［１１］
、电化学法

［１２］
、离子色谱

法
［１３］
等，其中分光光度法和荧光光谱法可用于检测

淡水和海水中的氨氮，而电化学法和离子色谱法不

受溶液色度的影响，多用于检测污水中的氨氮。分

光光度法是多种方法的统称，其中最经典的方法是

纳氏试剂分光光度法，也是国家标准检测方法。

纳氏试剂分光光度法是在碱性环境下，氨氮与

二氯化汞 碘化钾 氢氧化钾溶液反应生成棕色络合

物，其吸光度与溶液氨氮浓度呈线性关系。该方法

操作简单，反应灵敏，但是容易受到水中杂质的影

响，不适用于浑浊水样，同时所用试剂中碘化汞具有

毒性，不利于现场检测。文献［１４］使用该方法对水
中氨氮进行了测定，发现显色时间在 １０～３０ｍｉｎ内
测量效果最优，４０ｍｉｎ后溶液开始褪色并会导致吸
光度降低，适宜的显色温度在 ２０～２５℃之间，溶液
显色 ｐＨ值以 １１８～１２４为佳。文献［１５］研究了
该方法测定氨氮得到的标准曲线的线性关系，得出

标准曲线质量浓度范围为０～６８ｍｇ／Ｌ。文献［１６］
设计了一个即时检测系统，实现了对水质氨氮的在

线检测，能够实现数据的存储和历史记录查询功能。

采用 ＰＬＳ回归分析建立了模型，测量结果与真实值
基本吻合，对水质中、高浓度的氨氮检测更为精确。

靛酚蓝分光光度法（以下简称靛酚蓝法）属于

分光光度法的范畴。该方法主要基于贝特洛

（Ｂｅｒｔｈｅｌｏｔ）反应，其中氨氮与次氯酸盐反应生成一
氯铵，然后在亚硝基铁氰化钠的催化作用下与酚类

化合物反应，在碱性条件下生成靛酚蓝。靛酚蓝作

为染料得到广泛应用，其溶于水后可形成颜色稳定

的溶液。靛酚蓝法在测量氨氮时不涉及有毒重金属

试剂，具有对环境二次污染较小、测量灵敏度高等

特点。目前，很多在线氨氮监测仪器采用靛酚蓝

法
［１７］
。

近年来，研究人员在单个微流控芯片上进行的

分离和分析等研究加速了微流控芯片技术的发

展
［１８－２０］

。通过微通道连接各个腔室，使反应、检测

等操作都在一个芯片上实现，并在整个过程中实现

可控，在微流控芯片上实现很多功能。而且微流控

需要的试剂很少，使用成本低，检测效率高，容易制

备成便携式装置。

本文以大围网养殖海水中的氨氮为研究对象，

以微流控技术、分光光度法、化学计量学为理论基

础，建立海水中氨氮快速比色光谱检测方法，并分析

影响检测结果的因素，开发多通道微流控芯片，以期

实现高灵敏度、高选择性的快速氨氮检测。

１　材料与方法

１１　实验仪器
利用岛津 ＵＶ ２４５０型紫外可见分光光度计对

目标溶液进行连续波长下的吸光度检测。该仪器波

长范围１９０～１１００ｎｍ，分辨率 ０１ｎｍ，在室温下即
可测定。使用便携式 Ｖ １３００型光度计进行对比
检测，该仪器采用只有一个光束的光路系统，当设定

某一波长时，光度计持续不断地发出该波长下的光

束，只需将比色皿置入检测处便能即时得到该波长

下的吸光度。

１２　实验材料
实验所使用的化学试剂包括氯化铵、柠檬酸三

钠、邻苯苯酚、二氯异氰尿酸钠、亚硝基铁氰化钠、氢

氧化钠、去离子水。实验仪器包括烧杯、电子秤、容

量瓶、离心管、ｐＨ计等。
１３　微流控芯片设计

微流控芯片是在微米级的空间内对流体进行操

控的产品，使用硅、玻璃或者高分子聚合材料在几平

方厘米基底上构建微流通道，把加入试剂、稀释、混

合、反应和分离等功能集成在一块芯片上
［２１－２２］

。微

流通道有多种类型，如 Ｙ型、分流合并型、圆形空腔
型等，具有对流型通道的混合效果均优于直线型的

通道。本实验需要在通道内实现化学试剂的混合，

完成显色反应，在设计芯片时需考虑制作成本和实

际情况。由于芯片通道为微米级，液体在这种状态

下雷诺数较小，称为层流状态，液体之间仅能依靠分

子扩散进行混合，混合效果不好。为了使液体间混

合均匀，可提高雷诺数，将层流状态转变为湍流状

态，实现快速均匀混合。本实验设计的微流控芯片

在第１个入口处将液体分流，使其在第 ２个入口处
下方的十字口与其他液体混合流入主通道，可将层
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流状态转变成湍流状态，增大了雷诺数。主通道为

波浪型可使混合距离变长而且存在多个弯道，产生

的涡流运动能有效促进混合，且易于制作。因此主

通道设计为波浪型，入口为分流合并型，载玻片长为

７５ｃｍ，微流通道整体长度为４０ｃｍ，波浪型通道用
５个直径为 ０２ｃｍ的半圆组成，通道截面为矩形，
其中宽为０１ｍｍ，深为００５ｍｍ，整体如图１所示。

图 １　微流控芯片尺寸图

Ｆｉｇ．１　Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐｓｉｚｅｄｉａｇｒａｍ
　
１４　微流控芯片制作

微流控芯片通道加工方法主要有热压法、注塑

法、模塑法和 ３Ｄ打印法等。热压法是加热状态下
给模具施加一定的压力使热塑性塑料精确成型的方

法；注塑法是利用光制作技术加工出微注塑模具，用

注塑机将聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ）注入模具，固化
后与玻璃片封装的方法；模塑法是通过超声显影技

术得到所需通道部分的模具，再在模具上浇注

ＰＤＭＳ得到微流控芯片。传统的制作芯片的方法往
往成本和技术要求高，工艺复杂，３Ｄ打印技术的发
展使微流控芯片的制作简易化、个性化，而且能够实

现复杂的三维结构。３Ｄ打印法制作微流控芯片分
为直接法和间接法，直接法是打印出微通道结构的

芯片基底后打孔封装即完成芯片制作。考虑到模具

可以重复使用，采用间接法先打印模具，然后将二甲

基硅氧烷和硬化剂按比例混合均匀，注入模具，在烤

箱中烘烤使二甲基硅氧烷硬化形成 ＰＤＭＳ，再与载
玻片键合，制作完成后的实物如图２所示。

图 ２　微流控芯片实物图

Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｓｉｃａｌｉｍａｇｅｏｆｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐ
　

１５　实验步骤

在室温条件下进行实验，具体步骤如下：

（１）在离心管中加入一定量的氯化铵标准溶液

并定 容 至 ２０ｍＬ，配 制 成 ０ｍｇ／Ｌ和 ０００２～
１５ｍｇ／Ｌ共６５组梯度溶液。

（２）分别加入 ４ｍＬ柠檬酸盐溶液（０５ｇ／Ｌ）、
１ｍＬ邻苯苯酚溶液（２０ｇ／Ｌ）、１ｍＬ二氯异氰尿酸钠
溶液（１０ｇ／Ｌ），每次加入溶液前都需要摇匀混合。

（３）将混合液注入连接微流控芯片入口的注射
器中，亚硝基铁氰化钠溶液（５ｇ／Ｌ）注入连接微流控
芯片另一入口的注射器中，用注射泵以 ５∶１的速度
注入芯片，收集出口处的溶液，如图３所示。

图 ３　微流控芯片实验

Ｆｉｇ．３　Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
　
（４）取适量溶液于１ｃｍ比色皿中，在岛津 ＵＶ

２４５０型紫外可见分光光度计上采集 ４００～９００ｎｍ
的光谱数据，得到原始光谱见图４。

图 ４　样品原始光谱

Ｆｉｇ．４　Ｏｒｉｇｉｎａｌｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｓａｍｐｌｅ
　

２　结果与分析

２１　实验条件优化
影响氨氮检测的因素有体系 ｐＨ值、盐度、温度

及其他金属离子等。通过优化以上因素得到最佳实

验条件方案。

２１１　ｐＨ值
在整个反应过程中 ｐＨ值影响着显色速率、生

成物的稳定性和最大吸收波长的位置，在合适的 ｐＨ
值范围内，靛酚蓝比色反应才会充分进行，因此控制

反应的 ｐＨ值十分重要。
配制８组 ０６ｍｇ／Ｌ氨氮标准溶液和 １０ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ溶液，通过向氨氮标准溶液中滴加不同量的
ＮａＯＨ溶液调节体系的 ｐＨ值，使其分别为 ８４１、
９０２、９９６、１０３４、１０８９、１１２１、１１５８、１１９７，反应
后使用便携式 Ｖ １３００型分光光度计测量吸光度。
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如图５所示，反应体系初始 ｐＨ值为碱性，由此
可知在添加试剂时已经在溶液中同时加入了 ＮａＯＨ
溶液，说明靛酚蓝比色反应需在碱性条件下发生。

当体系 ｐＨ值逐渐增大时溶液的吸光度逐渐减小，
ＮａＯＨ的加入会影响试剂的反应，为达到较优的测
量结果，无需向反应体系中再加入 ＮａＯＨ试剂。

图 ５　吸光度与靛酚蓝法体系 ｐＨ值之间的关系

Ｆｉｇ．５　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎａｂｓｏｒｂａｎｃｅａｎｄｐＨｖａｌｕｅｏｆ

ｉｎｄｏｐｈｅｎｏｌｂｌｕｅｍｅｔｈｏｄ
　
２１２　盐度

为了探究盐度对显色反应的影响，用去离子水

配制盐度为 ０、１０％、２０％、２５％、３０％、３５％的
人工海水，用盐度不同的人工海水配制氨氮标准溶

液，每一个盐度下的氨氮质量浓度分别为 ０、００５、
０１０、０２０、０４０、０８０ｍｇ／Ｌ，共 ３６组溶液。加入所
需的试剂，待其充分反应后使用便携式 Ｖ １３００型
分光光度计测量吸光度。

表 １为不同盐度下得到的氨氮工作曲线参数，
由表１可知，当盐度逐渐增大时，工作曲线的斜率并
未发生明显的变化，截距逐渐增大。

表 １　靛酚蓝法在不同盐度下工作曲线参数

Ｔａｂ．１　Ｗｏｒｋｉｎｇｃｕｒｖｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｉｎｄｏｐｈｅｎｏｌ

ｂｌｕｅｍｅｔｈｏｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｌｉｎｉｔｉｅｓ

盐度／％ 斜率 截距 Ｒ２

０ １６５５４ ０１５６８ ０９５８８

１０ １６７２１ ０１８７５ ０９６３４

２０ １６５７９ ０１９１１ ０９７２７

２５ １６６６６ ０１９４２ ０９３２７

３０ １６７７２ ０２１６８ ０９２４５

３５ １６６７３ ０２２７２ ０９２３９

　　斜率不随盐度变化而变化，斜率整体走势趋于
平稳。说明盐度对靛酚蓝法没有太大的干扰，靛酚

蓝法可用于检测海水中的氨氮。

２１３　温度
温度使分子间碰撞频率提高从而影响着化学反

应，在一定的温度范围内，反应温度越高，显色速率

越快。但温度高于一定值时，也可能在高温碱性条

件下引起氨的挥发。本实验为研究温度对反应体系

的影响，在测量仪器可提供的温度范围内，选择反应

在１２℃、２５℃（室温）、３５℃ ３组温度下进行。
配制质量浓度为０６ｍｇ／Ｌ的氨氮标准溶液，移

取２０ｍＬ置于离心管中，依次加入试剂，混合后水浴
加热控制温度在 １２、２５、３５℃，前 １０ｍｉｎ每 ２ｍｉｎ取
反应液于比色皿中测量其在 ６９４ｎｍ处的吸光度，
１０ｍｉｎ后每 ５ｍｉｎ测量一次，测得吸光度随时间变
化的数据，绘制３条不同温度下的时间曲线。

如图 ６所示，温度不同反应速率也不相同，
１５ｍｉｎ前在同一时间点，反应时环境的温度越高，化
学反应的速率越快，在 ２０ｍｉｎ后反应逐渐趋于平
稳，温度并未改变溶液的吸光度。实验结果表明，由

于靛酚蓝法显色反应较快，温度并未大程度加快反

应速度，所以拟在室温下反应 ２０ｍｉｎ后开始测量吸
光度。

图 ６　温度对靛酚蓝法检测效果的影响

Ｆｉｇ．６　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ

ｏｆｉｎｄｏｐｈｅｎｏｌｂｌｕｅｍｅｔｈｏｄ
　
２１４　其他金属离子

选择常见的金属离子如 Ｎａ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｋ＋、

图 ７　金属离子对靛酚蓝法检测效果的影响

Ｆｉｇ．７　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓｏｎｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｄｏｐｈｅｎｏｌｂｌｕｅｍｅｔｈｏｄ

Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ａｌ３＋、Ｐｂ２＋、Ｍｎ２＋，取适量的 ９种金属离
子分别加入到氨氮标准溶液中并加入反应所需试

剂，反应后进行检测，加入到溶液中的金属离子的质

量浓度为氨氮质量浓度的１００倍，结果如图７所示。
加入 Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋后的吸光度有所下降，可能因为
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与氢氧根生成沉淀后影响了化学反应，使检测结果

偏离了预期值，而其他金属离子并未影响体系的反

应。

２２　光谱预处理方法选择
测量光谱数据时，因实验条件、实验操作和光谱

仪器工作情况等原因会使获得的原始光谱数据受到

不同程度的干扰。对这些数据选择合适的预处理方

法能有效地消除干扰的影响，利于提取有用的信息

用来建模，提高所建立模型的准确性。本研究采用

了 ＳＧ平滑、ＭＳＣ、ＳＮＶ、小波平滑和一阶微分等多种
数据处理方法，根据预处理后建立的模型及模型评

价指标来选择合适的预处理方法。图８为经过５种
方法预处理后的光谱图，原始光谱的吸收峰在

６９４ｎｍ处。ＳＧ和小波平滑后，光谱曲线高频噪声明
显得到去除，使曲线更加平滑；ＭＳＣ和 ＳＮＶ能校正
散射效应，使光谱曲线更加集中。最后用预处理后

的数据建立模型，用模型性能评价不同算法的预处

理能力。

图 ８　预处理后的光谱曲线

Ｆｉｇ．８　Ｓｐｅｃｔｒａｌｃｕｒｖｅｓａｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
　
　　将原始数据和预处理后的数据用排序法划分建
模集和预测集后建立 ＰＬＳ回归模型，并比较模型评
价指标和结果，选择最佳的预处理方法。

　　从表 ２可以看出，ＳＮＶ处理后所建立的 ＰＬＳ回
归模型评价指标有所下降，其他的预处理结果都使

预测效果有不同程度的提高，能够说明合适的预处

理方法可以去除光谱数据的噪声而提高模型的效

果。综合５项评价指标，经过 ＭＳＣ加小波平滑预处
理的光谱数据建立的模型性能最优，ＲＭＳＥＣ和
ＲＭＳＥＰ分别为００５６６ｍｇ／Ｌ和 ００６７７ｍｇ／Ｌ，与未
经过预处理的数据相比减小了 ２８６％和 １４９％，且
Ｒ２ｃ、Ｒ

２
ｐ和 ＲＰＤ均有所提高。

２３　样本集划分方法比较
合理划分建模集和预测集会提高模型的稳健

性，划分的标准是建模集和预测集的浓度范围大致

相同，最好的情况是预测集浓度范围包含在建模集

内，数据分布均匀，这样建立的模型普适性较好，能

用于溶液中氨氮浓度的检测。本研究选用排序法、

表 ２　不同预处理方法建立的氨氮浓度模型

Ｔａｂ．２　Ａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ

ｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ

预处理方法

建模集 预测集

Ｒ２ｃ
ＲＭＳＥＣ／

（ｍｇ·Ｌ－１）
Ｒ２ｐ

ＲＭＳＥＰ／

（ｍｇ·Ｌ－１）

ＲＰＤ

未预处理 ０９６９２ ００７９３ ０９６１３ ００７９６ ４８５９３

ＳＧ平滑 ０９７９５ ００６８８ ０９７１４ ００７８３ ５９６０２

ＭＳＣ ０９７７２ ００６９３ ０９７０３ ００８０４ ５８０８４

ＳＮＶ ０９４７２ ０１１０５ ０９３４０ ０１２０８ ３８６５０

小波平滑 ０９６２７ ００６９８ ０９７１５ ００７８３ ５９６４９

一阶微分 ０９７９６ ００６８７ ０９７０７ ００７９３ ５８８９９

ＭＳＣ＋ＳＧ平滑 ０９７９７ ００６８５ ０９７１６ ００７８１ ５９８０３

ＳＮＶ＋ＳＧ平滑 ０９４４８ ０１１３０ ０９３１４ ０１２３４ ３７８３２

一阶微分 ＋小波

平滑
０９７９４ ００６８９ ０９７１５ ００７８１ ５９７４７

ＭＳＣ＋小波平滑 ０９８６２ ００５６６ ０９７９４ ００６７７ ６８９３２

ＳＮＶ＋小波平滑 ０９８２１ ００６４３ ０９７３０ ００７９６ ５８６７５

ＫＳ法和 ＳＰＸＹ法３种样本集划分方法，其中样本总
数为６５，划分结果如表 ３所示。观察可知预测集的
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质量浓度范围小于建模集，初步判断 ３种划分算法
结果合理，可用于后续建模。其中排序法建模集和

预测集的平均值相差较小，而且质量浓度范围分别

为０００２～１５ｍｇ／Ｌ和０００３～１４ｍｇ／Ｌ，说明分配
较为均匀。而其他 ２种方法预测集划分集中，代表
性较差。最后建立氨氮定量模型，用 Ｒ２ｃ、ＲＭＳＥＣ、

Ｒ２ｐ、ＲＭＳＥＰ和 ＲＰＤ作为评价指标选出划分样本集
最佳方法。

表 ３　建模集和样本集分布情况

Ｔａｂ．３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍｏｄｅｌｉｎｇｓｅｔａｎｄｓａｍｐｌｅｓｅｔ

样本集

划分

方法

样本集
样本

数

氨氮质量

浓度范围／

（ｍｇ·Ｌ－１）

平均值／

（ｍｇ·Ｌ－１）

标准偏差／

（ｍｇ·Ｌ－１）

排序法
建模集 ４５ ０００２～１５ ０３９０１ ０４８８５

预测集 ２０ ０００３～１４ ０３６３７ ０４６６８

ＫＳ法
建模集 ４５ ０００５～１５ ０５４１５ ０５００５

预测集 ２０ ０００２～００９ ００２９５ ００２６０

ＳＰＸＹ法
建模集 ４５ ０００５～１５ ０５４１５ ０５００４

预测集 ２０ ０００２～００９ ００２９３ ００２６３８

２４　ＰＬＳ回归模型比较
利用ＰＬＳ回归结合上述３种样本集划分方法和

ＭＳＣ处理后再小波平滑的预处理方法，建立氨氮质
量浓度与吸光度的模型，通过评价指标对所建立的

模型进行分析，结果如表４所示。

表 ４　不同建模集划分方法结合 ＰＬＳ的氨氮质量浓度

预测模型结果比较

Ｔａｂ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｄｅｌｉｎｇｓｅｔｄｉｖｉｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓａｎｄＰＬＳ

样本划分

方法

主因

子数

建模集 预测集

Ｒ２ｃ
ＲＭＳＥＣ／

（ｍｇ·Ｌ－１）
Ｒ２ｐ

ＲＭＳＥＰ／

（ｍｇ·Ｌ－１）

ＲＰＤ

排序法 ４ ０９８６２ ００５６６ ０９７９４ ００６７７ ６８９３２

ＫＳ法 ２ ０９８１１ ００６８２ ０９７２６ ００４２９ ０６０６６

ＳＰＸＹ法 ３ ０９８１０ ００６８３ ０９７４２ ００４２７ ０６１７４

　　由表４可知，ＫＳ法和 ＳＰＸＹ法划分的预测集的
ＲＭＳＥＰ虽然较小，但是 ＲＰＤ同样偏小，仅为 ０６左
右。ＲＰＤ小于２５时模型预测效果不理想，无法用
于定量分析，故选用排序法划分样本集建立预测模

型。建立的氨氮质量浓度 ＰＬＳ回归模型结果如
图９、１０所示，达到了较好的预测效果。

２５　线性范围及检测限的确定

在优化条件下用本实验方法检测质量浓度为

０００５、００９５、０６、０８、１０５、１３５、１５、１６５ｍｇ／Ｌ
的标准样品，测量在６９４ｎｍ处的吸光度，结果如图１１
所示。由图 １１可知，氨氮质量浓度在 ０００５～

图 ９　ＰＬＳ模型建模集真实值与预测值相关关系

Ｆｉｇ．９　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍｂｅｔｗｅｅｎｔｒｕｅｖａｌｕｅａｎｄ

ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅｏｆＰＬＳｍｏｄｅｌｍｏｄｅｌｉｎｇｓｅｔ
　

图 １０　ＰＬＳ模型预测集真实值与预测值相关关系

Ｆｉｇ．１０　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍｂｅｔｗｅｅｎｔｒｕｅｖａｌｕｅａｎｄ

ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅｏｆＰＬＳｍｏｄｅｌｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓｅｔ
　

图 １１　氨氮浓度与吸光度关系曲线

Ｆｉｇ．１１　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ
　
１３５０ｍｇ／Ｌ范围内具有良好的线性关系。建立的
一元线性模型如图１２所示，决定系数 Ｒ２＝０９９７３。
检出限（３Ｎ／Ｓ；Ｎ：空白样品信号的标准差，Ｓ：标准曲
线的斜率，１３４６１）为０００３６ｍｇ／Ｌ。随后采用本检
测方法对含有 ０５ｍｇ／Ｌ氨氮的样品进行 ７次平行
测定，检测后求得结果的相对标准偏差为 ３７％，证
明本检测方法稳定且具有良好的重复性。

２６　回收率精密度检验
为验证结果的准确性，采用标准加入法检验靛

酚蓝法是否适用于实际环境水样。对海水（样本取

自莱州湾）、自来水和养殖水体（样本取自明波水产

公司）样品进行加标回收实验，分别向样品中加入
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图 １２　靛酚蓝法建立的氨氮浓度标准曲线

Ｆｉｇ．１２　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｉｎｄｏｐｈｅｎｏｌｂｌｕｅｍｅｔｈｏｄ
　
０５ｍｇ／Ｌ和１０ｍｇ／Ｌ的氨氮标准溶液，检测值和回
收率为 ７组溶液的平均值，即每一种样品配制了
２１组溶液。由表５可知，平均回收率在 ９４％ ～１０９％
之间，相对标准偏差在 ２３％ ～５８％之间，说明该
方法可用于实际水样的检测。

３　结论

（１）探究了靛酚蓝法的影响因素，得知 ｐＨ值对
该方法的影响最大，随着 ｐＨ值增加吸光度逐渐减
小，温度能加快反应，盐度对该方法几乎无影响，

Ｍｇ２＋和 Ｃａ２＋等能与氢氧根生成沉淀的高浓度金属
离子，也会对反应有一定的影响。

　　（２）比较了 ＳＧ平滑、ＭＳＣ、ＳＮＶ、小波平滑和一
　　

表 ５　靛酚蓝法检测实际样品中氨氮的回收实验结果

（ｎ＝７）

Ｔａｂ．５　Ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎ

ａｃｔｕａｌｓａｍｐｌｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｎｄｏｐｈｅｎｏｌｂｌｕｅｍｅｔｈｏｄ（ｎ＝７）

　样品
加标量／

（ｍｇ·Ｌ－１）

检测值／

（ｍｇ·Ｌ－１）
ＲＳＤ／％

平均回收

率／％

０ ００２ ３９
海水 ０５ ０４９ ３１ ９４

１０ ０９８ ５５ ９６３
０ ０００

自来水 ０５ ０５２ ２７ １０４
１０ １０９ ２３ １０９
０ ０３２ ３６

养殖水体 ０５ ０８３ ５８ １０１２
１０ １２７ ３１ ９６２

阶微分５种预处理方法，排序法、ＫＳ法和 ＳＰＸＹ法
３种划分样本集方法，通过比较 ＰＬＳ回归模型评价
指标发现，ＭＳＣ处理后小波平滑预处理效果较好，
排序法划分的建模集和预测集能覆盖所有样品范

围，所建立的模型代表性强。

（３）选取了海水、自来水和养殖水体 ３种实际
样本 进 行 加标 回收实 验，平均 回 收 率 ９４％ ～
１０９％，相对标准偏差 ２３％ ～５８％，说明该方法
可用于实际水样的检测。该方法在质量浓度为

０００５～１３５０ｍｇ／Ｌ之间时具有良好的线性关系，
检出限为０００３６ｍｇ／Ｌ，说明该方法能实现低浓度
氨氮检测。
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