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流动注射 Ferene 分光光度法测定海水中溶解态铁的方法优化 

王洪亮, 刘保华, 丁忠军, 于凯本 

(国家深海基地管理中心, 山东 青岛 266061) 

摘要: 热液流体中溶解态铁是海水原位测量的重要参数之一。本研究采用 Ferene 分光光度法, 搭建流

动注射分析系统, 优化进样条件、显色条件, 实现了热液流体中溶解态铁的在线测定。结果表明, 测定

Fe(II)时, Ferene、缓冲液浓度分别为 8×10–3、0.4 mol/L, Ferene、样品流速分别为 0.8、0.6 mL/min, 显

色盘管长度为 40 cm 时, 方法的灵敏度、检测限最佳; 测定 Fe(III)时, Ferene、缓冲液、抗坏血酸浓度

分别为 1×10–2、0.5、0.01 mol/L, Ferene/抗坏血酸、样品流速均为 1.0 mL/ min, 还原、显色盘管长度均

为 40 cm 时 , 方法的灵敏度、检测限最佳。最佳实验条件下 , Fe(II)、Fe(III)在 0.2~10 μmol/L 和

0.5~16μmol/L 范围内, 工作曲线回归方程分别为 A= 0.0834 C+ 0.0564(μmol/L, n= 8, R² = 0.997)和 A = 

0.0478C + 0.0423(μmol/L, n= 8, R² = 0.997)。Fe(II)、Fe(III)检测限分别为 24、39 nmol/L, 相对标准偏差

分别为 0.8%、1.2%(n=10), 加标回收率为 97.9%~103.0%。共存离子实验表明, 流体中的 Na+、Mn2+、

Cu2+、Cu+不会对测量造成干扰。 
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Fe(II)、Fe(III)组成的溶解态铁, 是海洋中重要的

生物营养元素, 是热液流体中的主要元素和海底热

液活动及其演化的主要示踪剂之一[1-2], 在喷口生物

区浓度范围为 0~10 μmol/L[3], 影响并控制以化学能

合成为基础的热液口生态系统[4]。高温、酸性的热液

流体与低温、微碱性、富氧的海水混合时, Fe(II)易氧

化为 Fe(III), 半衰期为 1.6~1.8 h[5], 同时 Fe(II)易与

水体中的 S2–反应生成 FeS 并从水体中沉淀[4]。溶解

态铁可与热液羽状流中的有机配体络合, 通过长距

离(>2 000 km)运输, 增加大洋中铁的浓度, 因此热

液活动可能是溶解态铁的主要来源之一[6]。 

基于传感器的原位测量技术可减小水样采集、

样品转移、实验操作等过程中的污染, 避免采样过

程中因温度、压力等变化造成的测量浓度、化学形

态变化[7], 获取高密度、长时间序列数据[8], 是研究

深海热液活动及热液极端生态系统的有效技术手

段。传感器原位测量深海热液中溶解态铁时多采用

进样管装配过滤器(0.45 μm滤膜)方式[9]排除流体中

颗粒物的影响, 灵敏度和出限是影响原位测量的关

键因素[9-10]。 

测量溶解态 Fe(III)时, 一般将其还原为 Fe(II)

后进行测定 [11]。Ferrozine 分光光度法是原位测量

Fe(II)最常见的方法之一 [10-12], 其摩尔吸光系数为

27 900 L/(mol·cm)。基于 Ferrozine分光光度法和流动注

射分析, 部分原位传感器已用于海水中溶解态铁的原

位测量[2-3]。Ferene与 Fe(II)形成[FeII(fer)3]
4–, 在最大吸

收波长 593 nm处的摩尔吸光系数为 35 500 L/(mol·cm), 

因此理论上 Ferene 分光光度法测定溶解态铁应具

有更好的灵敏度和检出限 , 但目前的研究和应用

仍较少。  

流动注射分析(Flow injection analysis, FIA) 是

一种成熟的分析方法, 常用分光光度法、荧光光度法

等联用, 分析速度快, 方法的检出限与进样条件、显

色条件等有关[9-11, 13]。本文基于流动注射分析-Ferene

分光光度法, 优化进样速度、显色条件等, 增加方法

的灵敏度 , 降低检出限 , 为热液流体原位溶解态铁

化学传感器的研制奠定基础。 
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1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1.1.1  仪器 

BS100-1A+DG-2B 型蠕动泵(保定思诺流体科技

有限公司 ); C65-3186I 型六位选择阀 (美国 VICI 

Valco公司); PX-2型氘灯、QE65000型光谱仪、FIA- 

ZSMA-20-PE 型流通池(光程长度 2 cm, 美国 Ocean 

Optics 公司 )。氙灯 -流通池 -光谱仪由 QP600- 

1-UV-VIS 型光纤(美国 Ocean Optics 公司)连接。反

应盘管(直径为 60 mm)由 PTFE 管(内径 0.8 mm, 外

径 1.6 mm)弯曲组成。流路通道由 PTFE管、1057型

三通(美国 Beionfluid公司)连接。 

1.1.2  试剂 

Fe(II)标准溶液: (NH4)2Fe (SO4)2·12H2O用纯水配制

成浓度为 10 mmol/L的标准储备液, 加入体积分数为 1%

的浓HCl。用时蒸馏水稀释, 并利用 1%(v/v)HCl调节 pH

到 2.0, 同时加入Na2SO3到 1 μmol/L防止 Fe(II)的氧化。 

Fe(III)标准溶液: NH4Fe(SO4)2·12H2O 用纯水配

制成浓度为 10 mmol/L 的标准储备液。加入体积分

数为 1%的浓 HCl。用时蒸馏水稀释 , 并利用

1%(v/v)HCl调节 pH到 2.0。 

Ferene(呋喃三嗪二钠盐, 美国 Sigma 公司, 分

析纯)用 1︰1 醋酸-醋酸钠缓冲液配制成。Ferene 浓

度及缓冲液浓度、抗坏血酸浓度见表 1, 使用时溶液

pH值均调至 2.0。所用试剂均为分析纯, 实验用纯水

经 Millipore超纯水系统处理。 

1.2  实验方法 

测定溶解态 Fe(II)时, 由六位选择阀 SV 选择进

入蒸馏水/样品/标准溶液, 与显色试剂 R在三通 T中

汇合, 在显色混合盘管MCF中混合并发生显色反应, 

经流通池 FC, 由氙灯 L、光谱仪 SP测定后排出, 如

图 1(a)所示。测定溶解态 Fe(III)时, 利用抗坏血酸 A

在还原混合盘管 MCR 中将 Fe(III)还原为 Fe(II)后进

行测定, 如图 1(b)所示。 

 
表 1  实验设计中影响参数变化范围 
Tab. 1  Description and levels of the influencing factors in the experimental design 

溶解态物质 影响因子 单位 最小值 最大值 中心值 变量数 

Ferene浓度 mol/L 2×10–3 8×10–3 5×10–3 4 

缓冲液浓度 mol/L 0.1 0.4 0.25 4 

Ferene流速 mL/min 0.2 0.8 0.5 4 

显色盘管长度 cm 40 160 100 4 

Fe(II) 

样品流速 mL /min 0.6 1.2 1.1 4 

Ferene浓度 mol/L 2×10–3 10×10–3 6×10–3 5 

缓冲液浓度 mol/L 0.1 0.5 0.3 5 

抗坏血酸浓度 mol/L 0.01 0.05 0.03 5 

Ferene/抗坏血酸流速 mL /min 0.2 0.8 0.5 5 

还原盘管长度 cm 40 200 120 5 

Fe(III) 

显色盘管长度 cm 40 200 120 5 

 
选择[FeII(fer)3]

4–的最大吸收波长 593 nm为检测

波长, 无吸收的 810 nm 为校正波长, 以消除纹影效

应(Schlieren effect)和光强波动引起的测量误差[9, 13]。

双光路吸光度的计算公式如下:  
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810 810
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I I

A
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      (1) 

式中, A为吸光度, I593、I810分为 593、810 nm时光的强度。 

测量时 , 以蒸馏水作为参比 , 用蒸馏水与显色

试剂的混合液所得的、相对于参比的吸光度作为基

线, 以基线的标准偏差(Bs)作为噪音, 评价测量方法

的检出限。标准溶液浓度分别为 2、5、10 μmol/L时, 

用标准溶液与显色试剂显色后所得到的、相对于基

线的吸光度与浓度的比值, 分别记为 S2、S5、S10, 作

为评价灵敏度的定量依据。计算公式分别为 
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图 1  FIA流路图 

Fig. 1  Schematic diagram of FIA system 

(a) 测定溶解态 Fe(II); (b) 测定溶解态 Fe(III) 

(a) Determination of Fe(II); (b) Determination of Fe(III) 
SV.六位选择阀(6-Position selection valve); S. 样品(Sample); St 1~4. 标

准溶液(Standard solution); R. 显色试剂(Color-forming reagent); A. 

抗坏血酸 (Ascorbic acid); T. 三通 (Tee); MCR. 还原混合盘管

(Reduction mixing coil); MCF. 显色混合盘管(Color- forming mix-

ing coil); P. 蠕动泵(Peristaltic pump); L. 氙灯(Xenon lamp); SP. 光

谱仪(Spectroscopy); FC. 流通池(Flow cell); W. 废液(Waste) 
 
采用正交实验方法, 优化流动注射分析-Ferene

法的影响参数。 Fe(II)实验中 , 主要影响参数为

Ferene 及缓冲液浓度、Ferene 及样品流速、显色盘

管长度[9-11]。Fe(III)实验中, 考虑到现场使用环境和

蠕动泵条件限制, 我们固定样品流速为 1.0 mL/min, 

并固定 Ferene 及抗坏血酸流速为同一流速, 主要影

响参数为 Ferene、缓冲液及抗坏血酸浓度、Ferene

及抗坏血酸流速、还原及显色混合盘管长度[10-11]。

正交实验中实验参数的变化范围如表 1所示。 

2  结果与讨论 

2.1  实验参数的优化 

利用 SPSS 软件 (V16.0, SPSS Inc., Chicago, 

USA), 采用多元线性回归方法, 分析影响参数对基

线和吸光度的影响因子。Fe(II)、Fe(III)分析结果分

见表 2、表 3。 

实验结果表明, Fe(II)的 Bs、S2、S5变化范围分

别为 8.4×10–4~3.3×10–4、4.0×10–5~8.8×10–2、1.6×10–3~ 

8.0×10–2; Fe(III)的 Bs、 S5、 S10 变化范围分别为

7.1×10–4~3.9×10–3、5.3×10–3~8.6×10–2、6.7×10–3~ 8.6× 

10–2。在本实验中, 尽管络合剂 Ferene是过量的, 但

络合剂浓度的增加, 保证 Fe(II)及 Fe(III)还原后生成

的 Fe(II)处于充分络合状态 , 减少因解离造成的

[FeII(fer)3]
4–浓度下降[10, 14]。因此 Ferene浓度的增加, 

显著增大 Bs、S2、S5、S10。醋酸缓冲液浓度的增加, 同

样增大 Bs、S2、S5、S10。这可能是因为缓冲液增加了

Ferene的稳定性[14], 从而增加了 Ferene的有效浓度。 

抗坏血酸是 Fe 吸收促进剂, 可与 Fe(II)发生络合

反应[15]。Fe(III)实验中, 抗坏血酸浓度为 0.01 mol/L时, 

可充分还原 Fe(III)到 Fe(II), 因此过量抗坏血酸会抑

制 Ferene的络合, 从而降低吸光度值和灵敏度。Fe(II)

实验中, Ferene 流速增加, 而其他条件不变, 相当于

增加了反应混合物中 Ferene 的浓度, 同时降低了

Fe(II)的浓度。由于 Ferene浓度的增加可以增大 Bs、

S2、S5, 而 Fe(II)浓度的减小可以降低 Bs、S2、S5。

二者的协同作用, 导致 Ferene 流速的增加, 对 Bs、

S2、S5的影响相对较小。同样, 样品流速增加, 而其

他条件不变, 相当于增加了反应混合物中 Fe(II)的浓 

 
表 2  Fe(II)实验参数的影响评估 
Tab. 2  Estimated effects of each experimental factor of Fe(II) 

Bs S2 S5 影响因子 
影响系数 % 影响系数 % 影响系数 % 

最优值 

平均值 0.00167  0.0470  0.0431   

Ferene浓度 0.078 4659 1.79 3810 1.15 2669 8×10–3mol/L 

缓冲液浓度 0.002 119 0.182 387 0.168 390 0.4 mol/L 

Ferene流速 0.001 60 0.071 151 0.069 160 0.8 mL/min 

显色盘管长度 0 0 8.43E-05 0 7.45E-05 0 40 

样品流速 0.001 60 –0.025 –53 –0.023 –53 0.6 mL/min 

注: 黑体部分代表, 置信度水平为 95%(2σ)时, 存在显著性差异。基线标准偏差(1σ)为 0.0008, S2标准偏差为 0.031, S5标准偏差为 0.029; 

相对效应(%)指相对平均水平的百分数 
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表 3  Fe(III)实验参数的影响评估 
Tab. 3  Estimated effects of each experimental factor of Fe(III) 

Bs S5 S10 影响因子 
影响系数 % 影响系数 % 影响系数 % 

最优值 

平均值 0.00158  0.0374  0.0452   

Ferene浓度 0.002 127 2.60 6955 2.67 5898 1×10–2mol/L

缓冲液浓度 0.001 63 0.100 267 0.077 170 0.5 mol/L 

抗坏血酸浓度 0.012 759 –0.567 –1516 –0.146 –323 0.01 

Ferene/抗坏血酸流速 0 0 0.025 67 0.021 46 1.0 mL/min 

还原盘管长度 1.50E-06 0 7.38E-05 0 6.42E-08 0 40 

显色盘管长度 9.78E-07 0 7.40 E-06 0 1.50E-05 0 40 

注: 黑体部分代表, 置信度水平为 95%(2σ)时, 存在显著性差异; 基线标准偏差(1σ)为 0.00073, S5标准偏差为 0.025, S10标准偏差为 0.021; 相对

效应(%)指相对平均水平的百分数 

 
度, 同时降低了 Ferene 的浓度。由于 Ferene 浓度的

减小可以降低 Bs、S2、S5, 而 Fe(II)浓度的增加可以

增大 Bs、S2、S5。二者的协同作用, 同样导致样品流

速的增加, 对 Bs、S2、S5的影响相对较小。Fe(III)实

验中, Ferene/抗坏血酸流速的增加, 同样是 Ferene、

抗坏血酸浓度的增加和 Fe(II)浓度的减少之间的协

调作用。由于抗坏血酸浓度的增加同样可降低 S2、

S5, 因此该影响系数相对 Fe(II)较低。还原盘管和显

色盘管长度对 Bs、S2、S5、S10影响不大, 这表明 40 cm

长度可满足 Ferene与 Fe(II)、Fe(III)的充分还原、混

合及络合反应。 

结果表明, Ferene、缓冲液浓度分别为 8×10–3、

0.4 mol/L, Ferene、样品流速分别为 0.8、0.6 mL/min, 

显色混合盘管长度为 40 cm 时, Fe(II)原位测量实验

条件最佳 ; Ferene、缓冲液、抗坏血酸浓度分别为

1×10–2、0.5、0.01 mol/L, Ferene/抗坏血酸、样品流

速均为 1.0 mL/min, 还原、显色盘管长度均为 40 cm

时, Fe(III)原位测量实验条件最佳。 

2.2  共存离子的影响 

以±5%偏差为限, 分别选取 2 μmol/L Fe(II)、

5 μmol/L Fe(III)标准溶液进行干扰实验。Fe(II)干扰

实验中, 考虑到 Fe3+可以氧化水体中的 SO3
2–, 因此

在同样的实验条件 , 在不添加 SO3
2–的情况下进行

Fe3+的干扰实验。结果显示, 200倍的 Fe3+对 Fe(II)的

测定无干扰。同时, 2000 倍的 Na+; 100倍的 Mn2+; 20 

倍的 Cu2+、Cu+对 Fe(II)、Fe(III)测定均无干扰。考

虑实际热液流体中 Fe/Cu的比值为 30～170[16], 因此

共存离子不会影响现场测量。 

2.3  方法的准确度 

2.3.1  工作曲线、检出限与精密度 

最佳实验条件下, Fe(II)、Fe(III)在 0.2~10 μmol/L

和 0.5~16 μmol/L范围内, 工作曲线回归方程分为 A= 

0.0834 C + 0.0564(μmol/L, n= 8, R² = 0.997)和 A= 

0.0478 C + 0.0423(μmol/L, n= 8, R² = 0.997)。对空白

溶液平行测定 5 次, 以 3 倍信噪比计算检出限, 结

果见表 4。由于抗坏血酸的加入, 降低了反应混合物 

 
表 4  溶解态铁检出限的比较 
Tab. 4  Comparation of detection limits of dissolved iron 

溶解态物质 检出限/(nmol/L) 显色试剂 光程长度/cm 参考文献 

Fe(II) 27  Ferrozine 10  [2] 

Fe(II)+ Fe(III) 300  Ferrozine 3  [3] 

Fe(II) 20  Ferene 14  [9] 

Fe(II) 60  Ferrozine 3  [10] 

Fe(II)+ Fe(III) 100  Ferrozine 3  [10] 

Fe(II) 27.25  Ferrozine 500  [17] 

Fe(II) 24  Ferene 2  本文 

Fe(III) 39  Ferene 2  本文 
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中 Fe(II)的浓度, 因此 Fe(III)工作曲线的斜率相对较

低, 而检出限相对较高。 

由表 4 可知, 本方法的检出限与文献 2、9、17

相当, 而优于文献 3、10。由于本文中的光程为 2 cm, 

因此 , 在同样的光程长度下 , 使用优化后的实验条

件, 应可获得更低的检出限。 

连续测定 2 μmol/L Fe(II)、5 μmol/L Fe(III)标准

溶液各 10 次 , 计算的相对标准偏差(RSD)分别为

0.8%、1.2%。 

2.3.2  加标回收实验 

对样品进行加标回收实验 , 分别加入 Fe(II)、

Fe(III)标准溶液, 进行 4 次平行测定, 每个平行测定

3 次, 计算所得平均回收率在 97.9%~103.0%, 结果

见表 5。 

 
表 5  加标回收实验 
Tab.5  Standard recovery test 

溶解态物质 加标浓度/(μmol/L) 平均回收值/(μmol/L) 平均回收率/% 

1.00 1.02 102.0 

2.00 2.03 101.5 

4.00 3.97 99.3 
Fe(II) 

8.00 7.83 97.9 

1.00 1.03 103.0 

2.00 1.99 99.5 

4.00 4.02 100.5 
Fe(III) 

8.00 7.89 98.6 

 

3  结论 

(1) 通过各项实验条件探索 , 建立了流动注射

分析法测定热液流体中溶解态 Fe 的方法, 并确定了

实验的最佳反应条件, 即: 测定 Fe(II)时, Ferene、缓

冲液浓度分为别 8×10–3、0.4 mol/L, Ferene、样品流

速分别为 0.8、0.6 mL/min, 显色盘管长度为 40 cm; 

测定 Fe(III)时, Ferene、缓冲液、抗坏血酸浓度分别

为 1×10–2、0.5、0.01 mol/L, Ferene/抗坏血酸、样品流

速均为 1.0 mL/min, 还原、显色盘管长度均为 40 cm。 

(2) 最佳实验条件下, Fe(II)、Fe(III)在 0.2~10 μmol/L

和 0.5~16 μmol/L范围内, 工作曲线回归方程分为 A= 

0.0834 C + 0.0564(μmol/L, n= 8, R² = 0.997)和 A= 

0.0478 C + 0.0423(μmol/L, n= 8, R² = 0.997)。Fe(II)、

Fe(III)检测限分别为 24、39 nmol/L, 相对标准偏差分别

为 0.8%、1.2%(n=10), 加标回收率为 97.9%~103.0%。 

(3) 共存离子实验表明, 热液流体中的 Na +、

Mn2+、Cu2+、Cu+共存离子均不会对 Fe(II)、Fe(III)

的测量造成干扰。 
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Abstract: In this study, we adapted and optimized the ferrozine method flow injection analysis to perform an in situ 

analysis of dissolved iron. Optimal conditions were achieved for Fe(II) when the Ferene reagent (8 × 10−3 mol/L in a 

0.4-mol/L acetic/acetate buffer) was flowing at 0.8 mL/min, the sample flow rate was 0.6 mL, and the reaction coil 

length was 40 cm. Moreover, optimal conditions were obtained for Fe(III) when the Ferene reagent (1 ×10−2 mol/L 

in a 0.5-mol/L acetic/acetate buffer), the ascorbic acid reducing solution (0.01 mol/L), and the sample were flowing 

at 1.0 mL/min, and the length of the reaction and reduction coils were 40 cm. Under these conditions, the calibra-

tion curves were A = 0.0834 C + 0.0564(μmol/L, n = 8, R² = 0.997) for Fe(II) and A = 0.0478 C + 0.0423 (μmol/L, 

n = 8, R² = 0.997) for Fe(III). The limits of detection and relative standard deviations were 24 nmol/L, 0.8% (n = 10) 

for Fe(II) and 39 nmol/L, 1.2% (n = 10) for Fe(III). The recovery was in the range 97.9%103.0%. The results 

showed that, using this method, there was no significant interference for Na+, Cu2+, Mn2+, and Cu+. 
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