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多波长萤光分光光度法
’

(一)

黄贤智 许金钧

(厦门大学)

本文叙述 了作者提出的多波氏萤光分光光度法的原理
, ‘

已可应用于三组分和三组 分

萤光混合物的同时测 定或分别测定
。

对于萤光发射光谱相互重叠的双组分或多组分萤光混合物的同时侧定
,

经典的萤光分光
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光度法往往感到无能为力
。

虽然近十多年来新发展起来的同步萤光分光光度法 (s y此hr0 0
0u

,

lu o r 3 s 。: s 。 3
ac

。 : p 二 tro m o tr y) 能付多组 分萤光混合物进行同时测定
,

但它需要具有激发单

色券扣览村维色得民谁龙行同 步目奋为麦光分光光变计
二‘一 ‘〕,

而一般简易型的萤光分光光度

计则难以采用
,

为使一股萤光分光光度计亦能对多组分萤光混合物不经分离地 同时测定
,

作

者应用近叭于分子吸收光谱中的双波长分光光度法原理
〔“, 6 “,

建立多波长萤光分光光度 祛
。

本文叙述了其方法原理
,

具体测定实例见另文
。

一
、

双波长莹光法测定两组分萤光混合物

假设溶液中含有和两种萤光物质
,

它们有如图 1 所示的萤光发射光谱
,

发射光谱中的重

、\|‘

At’.
萤光强度

\\、

盈部分其萤光强度”有良好的加和性 (稀溶液

中
,

其蜚光强度往往有良好的加和性 )
。

那么

A 和 B 组分的测定可按如下方法进行
。

(一 ) A 组分的测定

1
.

当 A 组分于参比波长 久
2

的萤光 强

度为零时

若 A 和 B 组分有如图 1 所示的萤光发

射光谱
,

A 组分的测定可选择其萤光峰附近的

波长 久:
为萤光强度测定波长

。

此时测得的萤

光强度为 A 组分和 B 组分在波长 又
:

的萤光

强度之和
,

即
:

F , 1 刁+ B = F , IA + F , I B (1 )

移项得
:

F , IA = F ; l月 + B 一 F 、, B (2 )

式中
:

尸 A

产切 为 A 和 B 组分于波长 久,
的萤

光强度之和
,

F七 通
为 A 组分于波长 久,

的萤光强度
;

F , , ”
为 B 组分于波长 只:

的萤光强度
。

从 波长

图 1 萤光物质 A 和 B 的萤光发射光谱
。

曲线 A 为 A 组分的萤光发射光潜 ;

曲线 B 为 B 组分的萤光发射光 i普:

曲线 A + B 为 A 和 B 两组分共存时

的萤光发射光谱

门

中国科学院科学基金资助的课题
* *
由于仪器俭测到的萤光信号与光源

、

单色器
、

光电倍增管及仪器的灵敏度有关
.

所哈测到的信号

为萤龙川对强)变
.

为了叙述方便
.

下文简称为萤 龙强 !变
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为了清除 B 组分对 刀 组分测定的干扰
,

可于 只;
划一直线垂直于波长轴并交于 B 组

分发射光谱的
a
点

,

由 a 点划一直线平行于波长轴并交于 B 组分发射光谱的 b 点
,

再由 b

点划一垂直于波 长轴并与之相交于波长 久
:

处
。

所得的图形
a b 久

:
只

:

为一长方形
,

线段
a 久: =

b久
: ,

这意味着 B 组分在 几,

和 只
2

处的萤光强度相等
,

即 F , 1” 二 F , 2 ” 。

由于 F , I

A+ 刀
和

F勺 刀 可分别由实验测得
,

所以可由式 (2 ) 计算得 F , , “ ,

然后由 F , , 才一 C ,
工作曲线查出

样品中 A 组分的含量 C Ao

2
.

当 A 组分于 久
2

的萤光强度不等于零时

设 A 和 B 组分的萤光发射光谱如图 2
。

由图 2 可知
,

虽然 B 组分在测定波长 几
:

和

参比波长 从的萤光强度相等
,

可是 A 组分在 久:

的萤光强度不等于零
,

在 又
:

测得的萤光

强度不是 F 柱 “ ,

而是 F 勺月 十“ ,

故式 (2 ) 应改写为

、.产、J尹OJ刀任
沙

r、了‘
、

移项得
:

F , z A = F , z A 十 B 一 F , 2月 十 B + F * 2 月

△F = F , , 月 一 F , 2
一

哎= F , , A 十B 一 F , 2
·

咬+ B

光萤强险

人、
卜�、、门f

、J
子、J尹、J产

八b厅才R�
矛‘、‘了、了.、

根据萤光强度公式
:

F = K l
。

功a b c ( 5 )

式中
:

尸 为测得的萤光强度
;

K 为与仪器检测特性有关的常数
;

I
。

为激发光强度
;

价
、

为被测物质的萤光效率
;

a
为被测物质的吸光系数

;

b 为液池的光程长度
,

c
为被测物质的浓度

。

可知
,

当仪器
、

测量条件以及被测物质确定之

后
,

尤
、

10
、

必
、 a 和 b 均为常数

,

尤 I
o

ab 的

积亦为一常数 (以 K
‘

表示之 )
,

则式 ( 5) 可

改写为
:

F 二
K

‘C

/ \

图 2 萤光物质 A 和 B 的萤光发射光谱 ;

B 组分于 又
:
和 又:

的萤光强度相等

那么 F , ; 才
和 F 勺A 可写为

:

凡
I A =

K
1
C A

凡
ZA = K

Z
C 、

△尸 」 = 尸, IA 一 尸勺月 = (尤
, 一 K

:
) C A

= k C A

可见
,

A 组分的 △F “
正比于其浓度 C 月 。

由于 尸 , , 月 十 刀
和 F , : 月+ 刀

可分别于波长

实验测得
,

所以由式 ‘4) 可得 △F A 。

最后
,

可由样品的 △ F 月
值和 △F 月 ~ C ,

查出样品中 月 组分的含量
。

显然
,

B 组分的干扰己被消除
。

(二 ) B 组分的测定

1
.

当组分 B 的萤光强度于 久:
为零时

( 9 )

久;
和 从

工作曲线
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萤光度强

图 3 萤光物质 A 和 B 的萤光发射光谱

时 A 组 分于 又
:
和 几

:
的萤光强度相等

图 4 萤光物质 A
、

B 和 C 的萤光发射

光谱
。

曲线 A
、

B
、

c 和 A 十 B 十C

分别代表相应组分的萤光发射光 谱

和混合物的萤光发射光谱

方法原理与 月 组分测定法 1 相拟
,

可于 B 组分的光发射峰附近选择 又
;

并测 量其萤

光强度 F 勺A+ ” ,

而后由 A 组分的萤光发射光谱线找出与 又:
等萤光强度的 又

2 (见图 3 ) ,

再由式 ( 1 0 ) 计算出 F , , B :

F , ; B = F , : 月 + B 一 F , 2 月 ( 1 0 )

式中 F , : 月 十 刀
和 F , : “

分别由实笋测得
。

由试样的 F * : 刀
值和 F , , 刀一 C ,

工作曲线查出

B 组分的含量
。

2
.

当 B 组分的萤光强度不为零时

方法原理与 A 组分测定 2 相似
,

这样可于 久;
和 久

2

测得 F , 1月十 刀 和 F 。“ + ” ,

然后由

式 ( 1 1 ) 求得△F 气

△F B = F , I B 一 F , ZB = F , 、月+ B 一 F , : A + ” ( 1 1 )

(因为 F , : “ = F , : , )

最后由△F B
和 △F B ~ C B

工作曲线查出 B 组分的含量
。

二
、

多波法测定三组分萤光混合物

假设
:

(1 ) 被测定的溶液中有 A
、

B 和 C 三种蜚光物质共存
,

它们的萤光强 度 有良

好的加和性
; ( 2) A

、

B 和 C 组分及 A 十 B + C 组分有图 4 所示的发射光谱
。

那么 A
、

B

和 C 组分的测定可按下述的方祛进行
。

( 一 ) A 组分的测定

1
.

选择 又;
为测定波

一

诀

由图 4 可知
,

于 只
:

处 B 和 C 组分均无萤光
,

它们对 A 组分的测定不干扰
。

攀
,

选择 从
,

为测定波长
,

从
‘

为参比波长
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由图 4 可知
,

久
, ‘

位于 A 组分的萤光峰波长
,

方法灵敏度较高
,

但于 久
’:
测得的查光

强度为 A 组分和 B 组分于 丸
‘

的萤光强度之和
,

需找合适的 凡
‘

并测 量 其 萤 光 强 度

(F , , , ” 二 F 招
, “) 才能扣除 B 组分的千扰

。

此外还得注意到 C 组分在 从
‘

的萤光强度为

零
,

否则由于 C 组分的存在可能使 A 组分的测定结果略有偏低
。

(二 ) B 组分的测定

根据 A
、

B 和 C 组分的萤光发射光谱
,

可选择 B 组分的萤光峰为测定波长 久: (见图

5 )
。

由图 5 看出
,

在 久
,

处 A 和 C 组分对 B 组分测定干扰较小
,

但在此波长 下 测得

的萤光强度仍是三者之和
,

即

F , ; A + B + c 二 F , 工A + F : ‘B + F , : c (1 2 )

为消除 A 和 C 组分对 B 组分测定的干扰
,

可于 A 和 C 组分的萤光发射 光 谱 的

几:
波长位置

,

找出相应的等萤光强度波长 几
2

和 几:
作为参比波长

,

此时
:

F , ; 月 = F ,三A ; F , : C = F , 3 c

若 B 组分于 又3 的萤光强度为零
,

F 勺方 可由式 (1 2) 求得
1 ,

然后由 尸 ,

尸一 C ,
工作

曲线查 出 B 组分的含量
。

若 B 组分于 久
3

的萤光强度不为零
,

可改用式 (1 3 ) 求得△F 刀

△F 刀 = F , : , ‘一 F
, 2 刀 二 F * , 月+ 刀 + c 一 F , ZA 一 F , s B + c (1 3 )

然后由△F 刀一 C
,

工作曲线杳出 B 组分的含量
。

(三 ) C 组分的测定

和 B 组分的测定相似
,

可选择 C 组分的萤光发射峰为测定波长 只
, 。

由图 6 可知
,

于

又;
测得的萤光强度为 A

、

B 和 C 三者之 和
。

为消除 A 和 B 组分对 C 组分测 定 的干

扰
,

可于 B 和 且 组分的萤光发射光谱上找出各自与 久:
等萤光强度的波长 只

:

和 礼
,

即
:

F 勺召 = F 勺气 F 勺A = F 勺月

weeelll!|leel1||1||黄犯强产
卜

、�

义

尸

//
了

图 S B 组分测定时
,

又
,

、

从 和 又: 的选择 图 6

申图 6 可看出
,

只2

测得的萤光强度并非仅是 B

C 咨几分侧定时
,

又
, 、

又
: 、

又
。
和 又

;
的选择

组分的萤光强度
,

而是 B 和 A 组分



实验技术与管理

的蜚光强度之和即
:

F , Z A 十 B = F : Z A + F , : B

但 F枉 , = F 、A (等萤光强度波长 )
,

几厂 可由实验测得
,

所以于波长 久
:

测得的萤光强度

可写为
:

F , 一二
十 B 十c == F , x月 + F , IB + F * Ic

= F , s月 + (F , 2通 辛 B 一 F , 一月 ) + F , , c

移项得
:

F * Ic = F , , 注 + 刀+ c 一 F , s
·

4 一 F , Z J + B + F , ‘A (IJ )

式中 F , ; 月 十 刀 + C 、

F ,

厂
、

F , : A+ 刀
和 F ,

厂 可分别于波长 又1 、

只
3 、 又:

和 久
‘

实验测得
,

所

以 F ,

厂 可由式 (l 4) 计算出
。

最后由 F ,

厂一 C 。
工作曲线查出 C 组分的含量

。

结 果 与 讨 论

综上所述
,

只要根据有关蜚光物质的发射光谱
,

选择适宜的测定波长 久
,

和 参 比 波 长

久: ‘久。 或 久‘)
,

就有可能通过多波 长萤光法简便地同时测定两组分或三组分萤光物质
。

根据萤光分析的一般规律
,

可预料
,

多波长萤光法有其局限性
:

(1) 采用不同的萤光分

光光度计时
,

由于其单色器和光电倍增管的光谱特性不尽相同
,

所选用的测定波长 只,
和参

比波长 从
、
只3
或 又

‘

必然不尽相
,

其具体波长应由实验确定
,

不能彼此乱套用
; (2 ) 被测

物质的浓度不宜过大
,

否则可出现萤光自吸现象
; (3) 各种组分浓度不可相差太大

,

否则测

定的误差较大
。

(1 9 8 5 年 3 月 2 1 日收稿 )
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语言程序的转换己不成向题
。

公式变曲线程

序与 SD X 对曲线的处理功能相结合
,

开辟

了一个新天地
。

尚待解决的问题是
:

¹ 扩大内存
。

用户

可用内存仅 15 K ,

须使用间接寻址方法借用

内存区
,

或使用复盖
、

矢量操作等技术压缩

字典内容
。

º解决方便的调用方法
,

寻求一

个先经编译随时可用 PR O G 调用的程序的

编译方法
。

( 6 ) 测控

R S一23 2 通道可以对非红外 操 作进行

监控或数据处理
。

尚未开展有关 的 接 口
,

A / D 转换及控制软件的研究与开发
。

此外
,

尚有 120 0 5 与 T M O N 之间数据

转换软件的开发待解决
。

软件开发需多方面知识
,

要付出艰辛的

劳动
,

需各单位广泛协作
。

希望 FTI 尺用户

协会及有关方面给予组织
、

支持与赞助
。

(软件程序及原理见 《S D x F T一限 软

件及操作手册》 1一5 册 )
。

( 1 9 85 年 6 月 6 日收稿 )


