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　　摘要 : 硝酸盐含量的高低是评价蔬菜安全品质的一项重要指标。目前常见的硝酸盐测试方法有分光光度

法、色谱法、毛细管电泳法、电极法、试粉法、反射仪 -试纸法。就现有蔬菜硝酸盐测定方法进行了分类 ,分别介绍

其检测原理及最新研究进展 ,并对不同测定方法的适用范围进行了比较 ,推荐几种典型的有代表性的蔬菜硝酸盐

的测定方法。
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　　硝酸盐不仅是蔬菜的营养物质、化肥的重要组

成部分、推荐施肥的参照 ,还是评价蔬菜安全品质的

一项重要指标。近半个世纪来 ,工业化程度的飞速

发展带动了化肥生产、温室大棚种植、水培和无土栽

培等技术在蔬菜生产上广泛应用。而有些蔬菜种植

者盲目使用或滥用这些高新技术 ,一味地追求经济

效益 ,忽视了蔬菜营养品质育种和综合配套栽培技

术 ,造成蔬菜安全品质严重下降。研究蔬菜硝酸盐

有害物质残留在生产、储藏、加工与流通过程中的检

测与监控分析方法 ,提供科学、准确、快速及时、公正

的检验数据和手段 ,控制安全品质差的蔬菜上市 ,对

保护消费者利益和健康至关重要。目前蔬菜硝酸盐

的测定方法多种多样 ,不同的方法其适用范围、测定

精度都不同。本文就目前常见的蔬菜硝酸盐测定方

法的原理、研究进展等逐类进行介绍 ,比较不同测定

方法的检测范围、检测限 ,并推荐几种典型的硝酸盐

测定方法。

1　测试方法的分类

蔬菜硝酸盐的测定方法根据检测原理可分为光

谱法、色谱法、离子选择电极法、毛细管电泳法等几

大类。根据测定的场合可分为实验室测定法和现场

测定法 ,现场测定要求所需仪器简单便携、样品前处

理简单或不需前处理 ,如离子电极法、试纸试粉法、

反射仪 - 硝酸根试纸法及最新的可见近红外光谱

法。根据对蔬菜的破损情况又可分为破坏性测定法

和无损测试法 ,常规需对蔬菜样品进行粉碎前处理

的测定方法属于破坏性测定方法 ,不需要对样品进

行前处理的 ,如可见近红外光谱法 ,属于无损测

试法。

2　测试方法的原理及最新研究进展

2. 1　光谱法

光谱法测定 NO3
- 的原理 :利用 NO3

- 在紫外区

220 nm的特定吸收波长或利用 NO3
- 在可见 - 近红

外波段的全波谱特征直接测定 ,或者利用酚类化合

物硝化、水杨酸反硝化、还原剂还原法等生成有色物

质 ,这些有色物质颜色的变化与 NO3
- 的量呈正相

关 ,可在可见光范围测定。这类方法的共同点就是

都需要借助于一些光谱仪器如分光光度计、光谱仪

等来测定目标物的吸光度或吸收反射光谱。根据测

定波长又可划分为可见分光光度法、紫外分光光度

法、近红外法及可见近红外光谱法。

2. 1. 1　可见分光光度法 　常用的国标法、酚二磺酸

比色法等均属于可见分光光度法。其中国标法采用

的是镉还原剂还原法 ,把 NO3
- 还原为 NO2

-
,而亚硝

酸盐的测定采用 Griess法 [ 1 ]。经典的酚二磺酸比色

法利用酚二磺酸对 NO3
- 进行硝化 ,生成的硝基酚二

磺酸在碱性条件下显稳定的黄色 ,其测定波长在

420 nm处 [ 2 ]。W ang等 [ 3 ]探讨了用柱式浓缩分光光

度法同时测定水、蔬菜样品中的硝酸盐和亚硝酸盐 ,

此方法灵敏性、选择性高 ,而且准确性高 ,操作简单 ,

可同时测定硝酸盐和亚硝酸盐。Zatar等 [ 4 ]提出了

利用磷钼蓝络合物用分光光度法测定硝酸盐和亚硝
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酸盐的一种新方法 ,该法通过硫化钠还原磷钼酸 ,生

成的磷钼蓝化合物与加入的亚硝酸盐偶氮化 ,引起

蓝色吸收光谱的减少 ,减少的程度与加入亚硝酸盐

的量成正比 ,然后在 814 nm处测定蓝色络合物的吸

收光谱。

随着现代分析仪器的不断更新和发展 ,一些先

进的仪器如连续流动分析仪与 Griess法相结合 ,拓

宽了硝酸盐测定的样品多样性 ,使其能够测定一些

更为复杂样品中的硝酸盐 ,这是分光光度法研究中

的一个新热点。Kazemzadeh等 [ 5 ]使用连续流动分

光光度法同时测定多种样品中的硝酸盐和亚硝酸

盐 ,亚硝酸盐和硝酸盐测定的范围分别为 0. 003～

2. 00μg/m l、0. 030～2. 00μg/m l。Monser等 [ 6 ]利用

流动注射分析方法 ,在 820 nm处分光测定磷钼蓝络

合物的吸收光谱来同时测定硝酸盐和亚硝酸盐 ,测

定快速、简单 ,并且不受 pH值限制 ,硝酸盐和亚硝

酸盐的测定范围分别为 0. 06～1. 6μg/m l、0. 05～

1. 15 μg/m l, 测定的极限分别为 0. 01 μg/m l和

0. 025μg/m l。Kazemzadeh等 [ 7 ]利用亚硝酸盐与番

红 O反应形成重盐 ,重盐引起橘红色的溶液在酸性

介质中变成蓝色 ,在 520 nm处有吸收光谱 ,来测定

亚硝酸盐和硝酸盐 ,测定范围分别是 0. 000 1～3. 00

μg/m l和 0. 005～3. 40μg/m l,测定的极限分别为

0. 5 mg/m l和 3 mg/m l。Andrade等 [ 8 ]首先把硝酸盐

和亚硝酸盐还原为 NO,再在酸性介质中和 Fe
2 +及

硫氰酸盐发生反应生成 FeSCNNO
+

,该复合物在

460 nm处的最大吸收峰与硝酸盐的浓度成正比 ,然

后用流动注射的方法来同时测定蔬菜样品中的亚硝

酸盐和硝酸盐 ,测定范围分别为 0. 30～3. 00 mg/L

和 1. 00～10. 00 mg/L,测定极限分别为 13 mg/kg和

20 mg/kg,每小时可分析样品 30～40个 ,需样量为

5. 0 g,精度和准确度均可达到要求。

2. 1. 2　紫外分光光度法 　应用最普遍的就是根据

NO3
- 在紫外的吸收波长直接测定 220 nm和 275 nm

的吸收度 ,用校正吸光度查得 NO3
- 浓度。冷家峰

等 [ 9 ]提出在弱碱性氯化铵缓冲溶液中振荡提取新

鲜蔬菜中硝酸盐 ,用亚铁氰化钾和硫酸锌作沉淀剂。

罗雪华等 [ 10 ]提出在弱碱性饱和硼砂溶液中沸水浴

提取新鲜蔬菜中硝酸盐 ,用亚铁氰化钾和乙酸锌作

沉淀剂。这 2种方法提取的硝酸盐均采用双波长紫

外分光光度法测定 ,两者的测定结果无显著差异 ,准

确度和精密度均符合试验要求 [ 11 ]。

此外 ,紫外分光光度法和其他先进的分析仪器

及方法相结合 ,提高了测试的灵敏度和速度 ,拓宽了

测定领域。如紫外分光光度法和离子色谱法结合 ,

可用来测定肉制品、奶粉、蔬菜中的硝酸盐和亚硝酸

盐 , NO2
- - N、NO3

- - N的检出限分别为 4μg /L和

10μg /L
[ 12 ]。紫外法和毛细管电泳法结合起来可

同时测定蔬菜和肉类食品的亚硝酸盐和硝酸盐含

量 ,不需添加任何物质 ,检出限很低 ,结果的再现性

和回收率均较高 [ 13 ]。

2. 1. 3　近红外法及可见近红外光谱法 　可见近红

外光谱分析技术的不断发展 ,被越来越多地应用到

植物养分等含量的无损测试中去。王多加等 [ 14 - 15 ]

运用傅里叶变换近红外光谱仪 ,以二阶导数处理光

学数据 ,用偏最小二乘法进行统计分析 ,对蔬菜全植

株、完整叶片和剁碎叶片硝酸盐的无损直接快速测

定方法进行了尝试研究 ,结果表明 ,用近红外光谱法

测定蔬菜中硝酸盐含量是可行的 ,测试结果与国标

方法具有较好的可比性 ,相关系数在 0. 97以上 ,相

对误差在 10%以下 ,且无任何检测材料消耗 ,检测 1

个样品仅需 1 m in。 Ito等 [ 16 ] 2003年就利用日本所

有萝卜品种的可见 - 近红外光谱 (接触模式和非接

触模式 )与萝卜体内对应的硝酸盐含量的关系进行

了研究 ,发现硝酸盐含量与 560、902、964、904 nm的

二阶对数倒数光谱 ( d
2

log 1 /R )多元线性相关 (MR

= 0. 929, SEC = 675 mg/L ) ,单一 560 nm波段的二

阶对数倒数光谱和硝酸盐含量的相关性也很好

( r = - 0. 888接触模式 , - 0. 858非接触模式 )。随

后在绿叶蔬菜青根菜上进行了研究 ,发现 514 nm和

硝酸盐含量呈正相关 ,尽管有叶绿素和类胡萝卜素

的存在 ,但在 514 nm附近并没有发现他们的干扰 ,

实测值与光谱法的预测值之间的相关系数高达 0.

90,说明可见近红外光谱法能被用来无损估测蔬菜

的硝酸盐含量 [ 17 ]。

2. 2　色谱法、毛细管电泳法和电极法

这 3种方法都是利用了分离技术得到纯的

NO3
- 离子 ,其 NO3

- 离子强度与吸光强度、电导值或

吸光值的变化成正比关系 ,通过测定物与 NO3
- 离子

标准物的比较来计算。其中色谱法主要是利用柱层

析前处理分离技术 ,毛细管电泳法应用毛细管分离

技术 ,离子电极法则是利用离子对电极的选择性 ,使

NO3
- 离子与其他离子分开。

早在 1986年 , Pentchuk等 [ 18 ]就用单柱离子色

谱同时测定蔬菜中的 NO3
- 和 Cl

- 含量 ,研究发现 ,

对硝酸盐含量高的蔬菜品种如生菜等 ,淋洗液用 1. 5
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mmol/L葡萄糖酸 + 1. 5 mmol/L硼酸、pH值 8. 6比

较适合 ,对硝酸盐含量比较低的蔬菜品种如黄瓜、卷

心菜等 ,用 1. 0 mmol/L邻苯二甲酸、pH值 5. 2则比

较合适。Zhou等 [ 19 ]用单柱离子色谱法同时测定蔬

菜中的 Cl- 、NO3
- 和 SO4

2 - ,发现硝酸盐的检出限和

测定范围分别为 0. 63μg/m l和 0～90μg/m l,平均

回收率为 97. 0% ～104%。杨敏等 [ 20 ]利用离子色谱

测定了多种蔬菜的硝酸盐含量 ,发现离子色谱法的

线性范围为 0. 1 ～100. 0 mg/L,检出限为 0. 05

mg/L ,操作简单、快速、基本干扰少、灵敏准确。 Ito

等 [ 21 ]则用离子色谱同时测定菠菜中的硝酸盐和有

机酸浓度。

毛细管电泳法能使无机离子迅速分离 ,也被用

来测试蔬菜中硝酸盐含量。J im idar等 [ 22 ]用水混合

稀释提取样品中的阴离子 ,用毛细管电泳法来间接

测定硝酸盐和亚硝酸盐 ,并以官方的 AOAC法 (琼

斯还原后分光光度法测试 )为对照 ,对 2种方法的

检出限、检测范围、精度和准确度进行了比较 ,发现

电泳法的检出限非常低 ,精度、准确度与对照方法相

当。Marshall等 [ 23 ]提出了利用毛细管电泳法直接同

时测定多种食品样品中硝酸盐和亚硝酸盐含量的方

法。Oztekin等 [ 13 ]则用聚乙烯亚胺包裹的毛细管使

NO3
- 和 NO2

- 分离 ,用紫外直接同时测定蔬菜和肉

类食品的硝酸盐和亚硝酸盐的含量 ,与比色法相比 ,

此法不需添加任何物质 ,具有时间短、电解液和样品

消耗少等优点。

Badea等 [ 24 ]用纤维醋酸膜或用聚乙烯膜改进的

铂金电极和流动注射分析组装 ,快速地批量测定食

品、土壤、蔬菜及肥料中的亚硝酸盐和硝酸盐 ,且不

需要任何反应物质。Consalter等 [ 25 ]用 0. 01 mol/L

CuSO4 提取蔬菜样品后 ,用离子选择电极测定了胡

萝卜、野生菊苣、菠菜、欧芹、芹菜等蔬菜的硝酸盐含

量 ,回收率平均为 104% , 变异系数为 2. 2% ～

6. 7%。汪建飞等 [ 26 ]则用硫酸钾为提取剂 ,以硫酸

银为掩蔽剂 ,用国产的 403型硝酸根离子选择电极

测定了多种蔬菜的硝酸盐含量 ,并和酚二磺酸比色

法和硝酸试粉法进行了比较 ,发现 3种方法之间无

显著性差异 ,电极法的测定线性范围宽 ,硝酸盐含量

为 8 ×10
- 5 ～8 ×10

- 1
mol/L都可被直接测定 ,回收

率为 97. 53% ～103. 76%。

2. 3　试粉法、反射仪 -试纸法

目前比较流行的硝酸盐速测方法是硝酸盐试粉

法和硝酸盐试纸法。硝酸盐试粉法和试纸法均是利

用偶氮反应的原理进行显色 ,然后根据颜色深浅或

比色的方法测定硝酸盐的含量。Singh
[ 27 ]对 B ray提

出的植株组织中硝酸盐的快速定性测定法进行了改

进 ,用比色计在 540 nm处测定其溶液的吸光值以用

于植株硝酸盐的定量测定。杜应琼等 [ 28 ]在 Singh等

方法的基础上对硝酸盐试粉法又进行了改进 ,提出

了以水作为提取溶剂 ,混合试粉 (柠檬酸 ∶一水硫

酸锰 ∶无水对氨基苯磺酸 ∶N - 1 - 萘乙二胺盐酸

盐 ∶细锌粉 = 30 ∶4 ∶1. 6 ∶0. 8 ∶1) 加入量为 0. 1 g

的改进试粉法 ,试验证明 ,改进后不仅大大增加了测

定的准确性 ,且降低了检测下限 ,但不能用于紫外法

测定 ,否则可能会因色素干扰而使结果严重偏高。

硝酸试粉法的测定范围是 0. 5～20 mg/L。硝酸盐

试纸条是德国人 Kuhnert在 1970年发明的 ,主要由

硝酸盐反应试剂 (显色剂、还原剂、有机酸 )、助剂

(抗氧化剂、热稳定剂、表面活性剂 )和 PVC塑料板

组成。试纸条结合配套使用的反射仪 ,可使硝酸盐

的测定在短时间内迅速完成。目前根据不同的显色

反应配方 ,硝酸盐试纸条的检测范围有 3～90 mg/L

和 25～450 mg/L 2种。研究表明 ,用反射仪 - 硝酸

根试纸法的测定结果与国标法、连续流动分析法、离

子色谱法等极显著线性相关 [ 29 - 32 ]。

2. 4　其他方法

其他可用来测定蔬菜硝酸盐含量的方法有极谱

法、电子顺磁共振法、催化动力学法等。极谱法测定

的精度和准确度可与比色法相媲美 ,其线性范围是

2 ×10 - 6 ～12 ×10 - 6 mol/L,回收率为 85. 4% ～

107. 4% ,测定范围为 751～10 806 mg/kg,该法的相

对偏差低于 7% ,需要样品量 5. 0 g,检出限为 39

mg/kg蔬菜鲜重 [ 33 ]。电子顺磁共振法测定蔬菜中

硝酸盐和亚硝酸盐 ,其线性关系 NO2
- 可达 2 500

μg/m l, NO3
- 可达 16 000μg/m l,具有高选择性和高

灵敏性的特点 [ 34 ]。门瑞芝等 [ 35 ]研究了甲基橙动力

学法测定水、肉制品和蔬菜中的硝酸盐和亚硝酸盐 ,

在紫外光照射下甲基橙褪色程度与硝酸盐和亚硝酸

盐含量均成正比 ,该法首先测定二者的总量 ,然后在

氨基磺酸存在下测定硝酸盐的量 ,再差减求得亚硝

酸盐的量 ,工作曲线范围为 0～1. 6μg/m l NO3
- (或

NO2
- )。

3　讨论

蔬菜硝酸盐定量测定的干扰因素很多 ,主要来

自色素、无机阴阳离子、抗坏血酸、有机酸等几个方
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面 ,色素的存在干扰比色方法的测定 ,而无机阴阳离

子和有机酸类干扰色谱法的测定 ,抗坏血酸的存在

可显著降低样品提取液中 NO2
- 浓度 ,使测定结果偏

低 ,偏低的幅度与抗坏血酸的量和提取液消解加热

的温度呈正相关。由于绝大部分蔬菜中硝酸盐的含

量较高 ,如果只为单一硝酸盐的含量测定 ,应选择离

子柱过滤清除干扰 ,采用专一性、重复性和准确性好

的方法 ,如离子选择电极法、光谱比色法等。对于光

谱法中还原比色分析定量检测 ,应尽量避免用水直

接提取或加热消解作为鲜菜的提取方法 ,建议选择

碱性缓冲液或甲醇 - 水作为提取剂 ,以确保测定结

果的真实性 [ 36 ]。如进行低含量硝酸盐样品的分析 ,

则需要选择高灵敏度的色谱检测法 ,为避免阴离子

的影响 ,可选用 1. 7 mmol/L NaHCO3 和 1. 8 mmol/L

Na2 CO3 的碱性缓冲液作为淋洗液 [ 20 ]。尽管用色谱

检测法如高压液相色谱法的分离时间较长 ,通常在

20 m in以内 ,但此法可以根据需要解决一个样品中

多种阴离子的同时定量和痕量分析。

经典的酚二磺酸比色法灵敏度高 ,但受有机物

和 Cl
- 的干扰 ,无法在短期内进行大批量样品分析。

国标法可以很专一地对蔬菜或蔬菜制品中浓度为

50～3 000 mg/kg的硝酸根离子进行测定 [ 36 ]
,但操

作冗长费时 ,需用多种化学试剂 ,不适宜大批量样品

的检测 ,且还原剂镉对环境存在威胁。色谱法具有

快速、灵敏、选择性好 ,前处理简单等优点 ,但要求样

品溶液硝酸盐浓度不能过高 ,需稀释后再进样测定 ,

还须用滤膜滤去色素、有机酸等有机物 ,此外仪器比

较昂贵。离子电极法测定所用的设备简单 ,且能进

行连续快速的测定。反射仪法和试粉法虽然对蔬菜

硝酸盐的定量检测结果灵敏度不如实验室的分析方

法高 ,但能满足现场检测的需要。不同的测定方法

其精度、灵敏度也不相同 , Ito等 [ 37 ]同时对反射仪

法、离子电极法、高效液相色谱法 ( HPLC)、高效毛

细管电泳法 (CE)进行了比较 ,发现不同方法测定的

硝酸盐含量高低不一 ,当稀释比率为 100倍时 ,离子

电极法 ≥反射仪法 > HPLC = CE;离子电极法和反

射仪法的测定结果随稀释倍数的变化而变化 ,在

100倍稀释液的测定结果要高于 50倍的 ;在高浓度

范围内 ,旧离子电极的测定结果易高于新电极 ;毛细

管电泳法最好在 100倍稀释液、24 ℃下进行自动进

样测定 ,其测定结果与 HPLC比较一致。这就要求

我们根据自己的实际需要具体分析 ,选择相应的硝

酸盐测定方法。

4　小结

综上所述 ,蔬菜硝酸盐的测定方法日益增多。

分光光度法所用仪器设备简单、价廉 ,灵敏度也较

高 ,其研究方法具有实用性和可操作性 ,易于在基层

单位使用。近年来随着连续流动分析技术的发展 ,

分光光度法与连续流动分析技术相结合 ,大大提高

了方法的灵敏度 ,可同时测定硝酸盐和亚硝酸盐 ,操

作更简便、快速 ,消耗的反应液和样品量更少 ,已成

为光谱分析法研究的一个新热点 ,具有广泛的前景。

紫外分光光度法的优点是不经分离可直接同时测定

硝酸盐和亚硝酸盐 ,具有较好的选择性 ,操作简便。

电子顺磁共振法、色谱法、毛细管电泳法对仪器的要

求较高 ,但其测定的灵敏度高 ,在某些方面的开发应

用也具有良好的前景。离子电极法、试粉法、反射仪

-试粉法可满足蔬菜硝酸盐现场测定的需要。随着

可见近红外光谱分析技术及高光谱的发展 ,利用可

见 -近红外波段的全波谱技术来无损测定蔬菜硝酸

盐含量也是目前研究的热点之一。
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