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显色液组成对二氧化氮检测结果的比较分析

罗曦芸

(上海博物馆文物保护与考古科学实验室 上海 2侧〕2 3 1)

摘要
:
用吸收采样法分析检测空气中二氧化氮时

,

亚硝酸根离子的显色反应直接关系到检测结果的灵敏度和检测下

限
。

显色液的主要成分为重氮化试剂和偶合试剂
。

为了提高检测灵敏度和寻找优化的显色体系
,

本工作 比较了对氨

基苯磺酞胺和 N
一 1 一蔡乙二胺盐酸盐组成的显色液在不同浓度比和不同酸性介质中 (磷酸 州

二 1
,

5 和 1 : 1 盐酸 州
<

0
.

5) 对 N街 的显色情况
。

实验结果表明
,

当显色剂浓度适量
,

用磷酸为酸性介质 (声
= 1

.

5) 时
,

短时间显色更快速灵

敏
。

合适的显色液组成为
:
对氨基苯磺酞胺 4梦L

,
N 一 1 一蔡乙二胺盐酸盐 0

.

伪酬L
,

磷酸 28
111
1/ L

。

本工作还比较了 Sa lZ
-

~ 显色剂对同一标准系列亚硝酸根的测定结果
,

经线性回归分析得出
:
S
吕】z m a 刀

显色剂具有显色稳定等优点
,

但用于

二氧化氮固体吸收剂的分析时
,

显色灵敏度偏低
。
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空气中二氧化氮除仪器检测之外
,

通常采用各

种吸收剂吸收
,

用分光光度法分析定量
。

吸收剂按

物理状态可分为液体吸收剂和固体吸收剂
。

我国二

氧化氮检测的标准方法
一 Sal

z

~ 法就采用含有显色

剂的水溶液为吸收剂
。

固体吸收剂是指将对二氧化

氮气体具有特定吸收或起化学反应的试剂涂渍在固

体载体上
,

通过动力或气体扩散作用富集二氧化氮

气体
。

无论液体吸收剂或 固体吸收剂
,

气相 N仇 通

常在吸收剂中转化为 N街 离子
,

亚硝酸根离子进一

步与显色剂作用生成红色偶 氮化合物
,

在一定波长

下用分光光度法分析检测
。

显色反应是二氧化氮检

测中的主要方面之一
。

显色液的主要成分为重氮化

试剂和偶合试剂
。

其中 N 一 l 一蔡乙二胺盐酸盐在

N--Oz 检测中被广泛用作偶合剂
,

常用的重氮化试剂

有 :
对氨基苯磺酸和对氨基苯磺酞胺

。

Sal

~
法采

用对氨基苯磺酸为重氮化试剂
,

而一些采用 固体吸

收剂的研究报道 「̀
一 3 〕中

,

则采用对 氨基 苯磺酞胺为

重氮试剂
,

在不同的酸性介质如磷酸或盐酸 中显色

定量
。

为了得到优化的显色条件
,

本工作采用因子

分析法 比较不同显色剂配比
、

酸性介质对分析结果

的影响
,

通过制作标准 曲线
,

比较不同显色剂对二氧

化氮的检测 限和检测灵敏度的影响
。

2 材料和方法

2
.

1 试 剂

分析时均采用分析纯试剂和高纯水
。

试剂 1 : N 一 1 一蔡乙二胺盐酸盐水溶液
,

1
.

0岁oL

试剂 2 :
对氨基苯磺酸 5

.

0留L
,

N 一 1 一蔡 乙二胺

盐酸盐水溶液 0
.

05 岁 ;L 冰 乙酸 50 m U L ( S
a l z in a l l 显

色剂 )
。

试 剂 3 :
对 氨基 苯磺 酞胺 10

.

0扩 ;L 浓 磷 酸

5 0 m l丫L
o

试剂 4 : 对氨 基苯 磺酞 胺 or
.

0岁;L 1 : 1 盐酸

5 0 I n l了 L
o

试剂 5 : 亚硝酸钠标准储备液 250 gm N--Oz / oL

试剂 6 : 亚硝酸钠标准工作液 s gm N--Oz / oL

试剂 7 : 亚硝酸钠标准工作液 l gm N街 / oL

试剂 8 : 亚硝酸钠标准工作液 0
.

25 gm N街 / oL

2
.

2 仪 器

C卿 5 0 Se an UV 一 v i s ib l e s伴 e t or p h o t

ome
et r ,

l e m

比色皿
,

检测波长 : 540 lnn
。

2
.

3 标准 曲线的绘制

取 25 mL 具塞 比色管
,

各加 0
.

9 9 固体吸收剂
,

依次加人试剂 6 为 0
,

1
.

0
,

2
.

0
,

3
.

0
,

4
.

0
,

5
.

OnIL
,
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各加纯水为 10
.

0
,

9
.

0
,

8
.

0
,

7
.

0
,

6
.

0
,

5
.

OnIL
,

盖好

塞子
,

强烈震荡 l m in
,

放置 2 0 n〕i n
,

待固体下沉后
,

从

各管中心吸取 Zm L 于另一 组 比色管 中
,

分别依次加

入不同显色剂
。

配制成的标 准系列含 N街 的浓度

分别 0
.

0
,

0
.

1
,

0
.

2
,

0
.

3
,

0
.

4
,

0
.

SnIL
。

混匀
,

暗处

放置 20 m in( 室温 18 ℃ )
,

用 I c m 比色皿在波长 540 nln
处以纯水为参比测定吸光度

,

以 N --Oz 浓度价唱 / m )L

为横坐标
,

以各管 的吸光 度为纵坐标
,

绘制标准 曲

线
。

3 结果与讨论

3
.

1 以对氨基苯磺酞胺为重氮试剂的显色条件

比较

实验 中主要考虑了对氨基苯磺 酞胺
、

N 一 1 一
蔡

乙 二胺盐酸盐 的用量 以及酸性 介质 的选择
,

利用

因子设计分别对 0
.

05 mg N街 / L 和 0
.

2mg N--oz / L

(分别吸取 2而 试剂 8 和试剂 7 于 25
l t l
L 具塞 比色

管中作为样 品
,

按 配比设计加入显色剂
,

用与显色

剂对应浓度酸稀 释样 品至 or n lL
,

分析显色液 中各

因素对样 品吸光 度测定 值的影 响
,

结果 如表 1 所

不
。

表 1 分光光度法测定 N街 的因子设计表

T曲 le 1 F a c ot r
de is gn of det

e
ict gn N-(\ 场 月x 考e

otr p ho ot me
ter

吸收液

配比

5 N C A A
,

试剂 3 试剂 4 试剂 l 0
.

05 n

酬街 / L 0
.

2 n唱卜街 / L

0
.

0 56 2

0
.

05 35

0 05 86

0 05 醉

0
.

0 3必

0
.

03 4D

0
.

《科9 8

0
.

04 8 7

0
.

23 70

4603237024232423加2000000

0
.

22 3 6

0
.

22 2 8

注 :

s( 对氨基苯磺酞胺 )
:

(
一
)表示用量为 4

.

0毗
,

显色液中浓度为 4
.

0岁 L ; (
+
)表示用量为 6 0mL

,

显色液中浓度为 6
.

0岁 L
,

N( N 一 l 一
蔡乙

二胺盐酸盐 )
:

(
一
)表示用量为 o

.

4mL
,

显色液中浓度为 0
.

以『 L
,

( 十 )表示用 量为 0
.

6毗
,

显 色液中浓度 为 0
.

06 盯;L 创酸性介质 )
:

(
一
)磷酸

,

(
+
)l

: 1盐酸
,

A
、

刃分别表示 0
.

05 和 0
.

2n l gN街 / L 时的吸光度值

主效应及交叉效应计算式如下
:

主效应 ( s )
= 「( A Z + 左4 + 连6 + A s

) 交叉效应 ( s e )
= 「( A S + 注6 + A 3 + A 」

)
一
( 八

1 + A 3 + 注5 + 注 7
)〕辫

一
(A

7 + 八5 + A 4 + A Z
)」辫

主效应 ( N )
= 「( A 3 + 注4 + 连7 + 注8

) 交叉效应 ( N C )
=
[ ( A

S + A : + A Z + A I
)

一
(注

1 + 注 2 + 通5 + 注6
)」辫 一

(通
6 + 通 5 + 通4 + 滩 3

)」阵

主效应 ( e )
=
[ ( A

S + 注6 + 注7 + 注s
) 三交叉效应 ( SN C )

=
[ ( A

S + 注5 + A 3 + 注2
)

一
( A

I + A Z + A 3 + A 4
) ] 4/

一
( A

7 + A 6 + A 4 + A l
)」4/

交叉效应 ( s N )
== 「( A S + A S + A 4 十 A l

) 上式中
,

A 下的角码数字代表不 同吸收液配比
一
( A

7 + A 6 + A 3 + A Z
) ]辫 的序号

。

分析结果如表 2 和表 3 所示 :

表 2 当 刊0 -2 为 0
.

05
I n
群 L 时各种效应顺序排列表

T a b le 2 1 l
l e e

ffe d
sen iat on of d il玉三er nt fa C tor W l

l e n N街 15 0
.

05
111
岁 L

效应名称

效应数值 ( A ) 一 0
.

0 1叨
一 0

.

(X〕2 1 一 0
.

以洲)5 0
.

(X助2 0
.

〕以只 0
.

(均5 7 0
.

00 84

表 3 当 N街 为 0
.

2
11 1
梦 L 时各种效应顺序排列表

T a b le 3 1 1
训王 e

ffe
e t se ir iat on of id ffe er nt fac otr

认 11e n N --Oz 15 0
.

2 1119 / L

效应名称

效应数值 (川 ) 一 0
.

0 2 2 1 一 0
.

(1 )钊〕 一 0
.

(又又】5 0
.

X() 13

SN C
,

NC
,

N
`

)
,

(1 〕24 0
.

(洲从〕 0
.

(】更〕5
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为了进一步排除实验 中的不定因素的干扰
,

本

工作参照正态分布图构造步骤对这些效应进行统计

估算
,

结果如图 1所示
。

对于有 T 个数据的系列
,

累积概率 P * =
( i

-

0
.

5 )
x 100 % T

。

图中
, -

一 为 NO牙 / L = 0
.

05 11 19 / L

时的效应分布
,

—
为 N--oz / L = o

.

Zm扩 L 时的效 应

分布
。

从图 1看出
,

效应 (S 对氨基苯磺酞胺 )
、

SN c( 对

氨基苯磺酞胺
、

N 一 1 一蔡乙 二胺盐 酸盐 和不 同酸性

介质的三交叉效应 )
、

Sc( 不同酸性介质与对氨基苯

磺酞胺的交叉效应 )
、

NS (对氨基苯磺酞胺与 N 一 1 -

茶乙二胺盐酸盐的交叉效应 )正好落在一条直线上
,

说明它们对实验结果的影响很小
,

可 以忽略
。

N (N
-

1 一蔡乙二胺盐酸盐 )
,

N (C 不同酸性介质与 N 一 1 一蔡

乙二胺盐酸盐的交叉效应 )对实验结果具有正效应
,

C (不同酸性介质的效应 )对实验结果具有负效应
。

N N
,

92
.

9

78
.

6

6 4 4

1111111111111
///

八 `̀̀̀̀

///////////// ///
/////////

NNNNNNNNNNNNNNN C N C
,,,,,
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_

:殊
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犷
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_

7

2 1
.

4

一

0
,

0 2 ·
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.

0 1 0 刀2

图 1 各种效应正态分布图

珑
.

1 N o n n
al sc h侧〕

1 of id ffe
r e
nt fa c l ( ” 名

从 图 1还可以看出
,

( l) 当显色液 中各组成的含

量为
:
对氨基苯磺酞胺为 4岁 L

,

N 一 1 一蔡乙二胺盐酸

盐为 0
.

06 岁 L
,

以磷 酸为介 质时 ( PH
= 1

.

5 )
,

对同一

浓度样品测定的灵敏度最高
,

而且显色速度快
。

( 2 )

亚硝酸根与对氨基苯磺酞胺的重氮化反应虽然要求

在强酸下进行
,

但若酸性过强
,

则不利于后续的显色

反应
,

所 以用 :1 1盐酸为酸性介质 ( p H 小于 0
.

5 )
,

在

规定时 间内显色
,

对 同一浓度 样 品的测定 结果偏

低
。

3
.

2 两种显色剂的比较

显色剂 1组成
:
对氨基苯磺酞胺 4

.

0酬L
,

N 一 1 -

蔡乙二胺盐酸盐 0
.

04 岁 L
,

磷酸 28 I n F L
。

显色剂 2 组成
:
对氨基苯磺酸 4

.

0扩;L N 一 1 一蔡

乙二胺盐酸盐水溶液 0
.

04 群 L
,

冰乙酸 40
n
宙 oL

两种显 色剂对不 同 N --oz 浓度样 品的测定结果

如表 4 所示 ; 以吸光度 A 为因变量
,

经线性回归得出

标准 曲线 方程
,

检测灵 敏 度 和检测 下 限
,

结果 如

表 5
。
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表4 显色剂对测定值( A) 的影响

T a b 】e4 Th
e d e t e e

ti
o n

re
s

血infl ~
ed 场d i 玉re nt

c

olo
r 。昭

e nt

显色剂 浓度介
Zg

.

mL
-

sd 自
护

%

0
.

《好拓 0
.

〕刃 0
,

《X刃8 0
.

0 1 1 0
.

0 12 1 0
.

X() 1 12 10
.

9

0
.

1伪8 0
.

10 37 0
.

107 8 0
.

119 8 0
.

12 18 0
.

田 76 3 6
.

90

01l07o.0

0
.

2 0
.

2 20 1 0
.

19 39 0
.

2 1肠 0
.

2 《刃 1 0
.

2 (刃 1 0
.

2 l 9’7 0
.

(1为88 4
.

7 0

0
.

3 0
.

3 145 0
.

3(X珍 0
.

3 103 0
.

3 16 5 0
.

325 1 0
.

00 84 6 2
.

7 1

0
.

4 0
.

4 12 5 0
.

4D 13 叨26

4叭犯

0
.

4 118

3肠 2

4 202 0
.

42 4 8 0
.

《X珍3 2 2
.

30

0
.

5 0
.

49 7 3 0
.

49 16 0 0
.

5田5 0
.

5 10 5 0
.

5 123

A平 均

0
.

0 103

0
.

1 112

0
.

2 1 15

0
.

3 123

0
.

4 12 2

0
.

5《叉)5 0
.

以刃2 0 80

斜率吸光度
0

.

97 0 8 0
.

98 57 0
.

9’7 l 3 0
.

卯 25 0
.

99 8 6 以)科 0
.

987 2 0
.

0 139 8 42
/滩

.

m L
一 ’

浓度小 9
.

毗
一 ’

A平均 sd CV%

0
.

X() 85 0
.

田8 3 0
.

(X刃5 0
.

《l 刃 0
.

00 89 0
.

X() 1 12 13
.

3

0
.

0 8 12 0
.

08 13

仪万3

0 8 05 0
.

田1 1 0
.

0 85 8 0
.

08 3 3

0
.

2 0
.

165 9 0
.

16 39 0
.

15 74 0
.

17 89 0
.

175 5 0
.

17 3 8

0
.

3 0
.

2 66 2 0
.

26 59 0
.

2 8 15 0
.

2 8《料 0
.

27 9 5

0
.

仪四只

0
.

仪 )8 16

0
.

〕刃3 7

4
.

8 2

4
.

8 3

3
.

44

0839008416922722
0000

0
.

4 0
.

3 1以 0
.

3田 8

25 97

3以3 0
.

3 189 0
.

3 166 0
.

30 8 7 0
.

3 115

0
.

5 0
.

3 97 6 0
.

39 3 8 0
.

3 8 97 0
.

4 113 0
.

川万8 0
.

40 19 0
.

《 刃2

0
.

田5 3 8

0
.

00 8四

1
.

7 2

2
.

能

斜率吸光度
0

.

7 8 10 0 77 57 0
.

7 68 8 0
.

79 86 0
.

7 96 1 0
.

7 84 8 0 784 2 0
.

0 115 7 48
扣 9

.

和L
一 ’

表 5 两种显色剂对 N街 的显色灵敏度和检测限

T a b le 5 eS sin t ivi yt a n d li而 t of t w o
ki

n d s of c ol or er ag
e nt

显色剂 回归方程 和相关系数 灵敏度 (吸光度 ) / 楷
.

mL
一 ` 定性检测下限 /腮

·

mL
一 ’ 定量检测下限 /腮

·

毗
一 ’

A 二 0
.

9 87 2 C + 0
.

0 129
r 二 0

.

望巡)

A = 0
.

7 84 2 C + 0
.

Ol l s r = 0
.

卯 6

0
.

9 8 72

0
.

7 84 2

oo 34

〔X科3

0
.

0 1 13

0
.

0 143

注 : 表中检测限按 n 〕p八( :推荐值计算川
。

表 5 结果显示
:
由显色剂 1得 到的标准曲线检

测灵敏度高于显色剂 2
,

虽然样品空 白值略高
,

但由

于灵敏度高
,

所以检测限仍较低
。

4 结论

( l) 在由对氨基苯磺酞胺和 N 一 1 一蔡乙二胺盐

酸盐组成的显色液中
,

当显色剂适量时
,

用磷酸为酸

性介质时
,

对 N --Oz 的显色灵敏
。

显色液配 比为
:
对

氨基苯磺酞胺 4
.

0岁 L
,

N 一 1 一
蔡 乙 二胺 盐 酸 盐

0
.

06 留L
,

磷酸 28 I n l / oL

( 2 ) Sa l
z l l l a r l 显色液在用溶液作为吸收剂时

,

具

有显色稳定等优点
,

但用作固体吸收显色中
,

灵敏度

偏低
。
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文 摘
·

分子技术在太平洋地区古代鱼骨分类上的最新应用

到目前为止
,

对于太平洋考古遗址出土的古代鱼类骨头的种属判别
,

通常还是依赖于相对有限数量的骨架构件的形态来

分析
。

但是相较于其他物种而言
,

鱼类之间形态上的差异很有 限
,

这就经常使对太平洋地区古代鱼骨的分类
,

只能精确到

“

科
”

的水平
,

有时偶尔能达到
“
属

” 。

这种相对来说不太精确的分类
,

很有可能会把史前人类的捕鱼状况及其生存方式的某些

重要信息给掩盖掉
。

新西兰奥克兰大学人类学系太平洋古生态研究实验室的 A
.

iN
e
l
l o
l
S

等人运用一种新的分子技术
,

解决了

这个问题
,

成功地对库克岛南部 为 t u t a ik 岛上的考古出土鱼骨进行分类
,

精度达到了
“

种
” 。

此项技术最初是运用在对鳍科鱼的分类上
。

它通过对 16
5
核酪体核酪核酸基因中的线粒体 DN (A

11吐〕NA )的提取
、

放大
、

排序和分析来对古代鱼进行分类
。

根据现代文献资料中方法与基础理论方面的进度
,

该方法被应用于库克岛南部 iA ut t a 拓 岛

上的考古出土鱼骨
。

研究中
,

他们选择了 12
5
和 16。线粒体基因来进行分析

,

因为它们的变异率较低
,

而且在不同鱼种之间的

保存状况基本相同
,

这些特性就使它们较易用来进行种类之间的 比较
。

实验首先采集了当地现存已知鱼种的样本
,

按照 Meye sr ( 1989) 的标准进行分类
,

并拍照存档
。

标木的软组织用消毒过的

解剖刀和镊子去除并放在 70 % 乙醇中
。

现代参照集的实验室处理
:

从现代组织样本中提取所有基因组 DNA
,

接着用多聚酶链式反应放大 16 5
区段线粒体基因组

。

所有放大的代 R 产物放在用澳乙非吮染色的 2 %琼脂糖中
,
1 x

AT 缓冲凝胶 ( 0
.

5拜岁毗 嗅乙非吮 )
,

透过紫外光可 以被观察到
。

所有 DNA 的排序都使用了应用生物系统 3 77 自动排序机
,

eS que cn her v3
.

1
.

1 软件包 ( eG ne C do es 公司 )并用肉眼校正
。

古代鱼骨样本选择
:
为了避免对相同个体重复采样

,

在实验分析中扩最好采用相同的骨架构件
,

如果构件成对的情况下
,

要采用其中一边的构件
。

实验还考虑到了骨头密度对基因物质的保存影响巨大
,

所以在实验分析中采用 了相对较理想的鱼

的右上领骨
。

实验发现骨头重量对核酸保留情况影响不大
,

而 日照和风化对核酸保留状况影响巨大
。

对古代鱼骨样本的实验室处理
:
在处理过程中要特别注意防止样品被现代物质污染

。

在提取基因前
,

所有考古样本表面

用消过毒的细砂纸打磨
,

去掉所有表面污染物
。

然后用 100 % 乙醇清洗
,

用消毒过的研钵磨成细粉后放置在消过毒的 ZinL E p
-

禅以玩迁试管中
。

参照 M iat
s
oo

一

骊ht 的方法
,

采用肌基硫氰酸硅提取法
,

进行提取
。

然后
,

用多聚酶链式反应放大 16 5
区段线粒

体基因组
。

所有放大的 咒R 产物放在用澳乙非吮染色的 2 %琼脂糖中
,
1 x

AT 缓冲凝胶 ( 0
.

5尸g/ 毗 澳乙非陡 )
,

透过紫外光可

以被观察到
。

所有 DNA 排序都使用 了应用生物系统 3 77 自动排序机
。

从样本产生 了多种序列
,

从而可粗略了解排序误差在产生序列

变异中的作用
。

最后
,

所有成功测出的序列都用肉眼与现代标本的序列作比较
,

来确定鱼骨的种属
。
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