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微机控制多功能荧光分光计的研制
¹

李耀群 黄贤智
‘化 学 系 )

摘要 报道一种微机控制带恒能量同步扫描和可变角同步扫描的多功能荧光分光计
.

本仪器可测绘激发光谱
、

发射光谱
、

兰种同步光谱咆括固定波长法
、

恒能量法
、

可变角法),

一
、

二阶导数光谱及同步一 导数光谱等
.

关键词 微机控制
,

荧光分光计
,

光谱

荧光分析法灵敏度高
.

扯择性好
,

已成为现代分析化学
、

尤其是超微量和痕量分析领域中

不可缺少的测试工具
.

同步荧光法是多组分荧光物质同时分析的有效手段
.

恒能量同步荧光法 l,周

和可变角同步荧光法P] 具有比固定波长同步荧光法更加优越的特点
,

可惜国内外尚无现成的商品

化仪器
,

致使该法未能得到广泛的研究和应用
.

目前国外仅有少数几个小组进行实验室研究
,

国

内尚未见开展这方面的工作
.

为此
,

我们在本实验室研制荧光分光计的基础上l’l. 设计出多功能荧
光分光计

.

该仪器采用微机控制
,

可侧绘荧光激发谱
、

发射谱
、

各种同步谱(固定波长法
、

可变

角法和恒能量法 )
、

一
、

二阶导数光谱及同步一导数谱
.

所设计的软件系统使各种功能的选择非

常方便
,

仪器可用于多方面的荧光分析研究工作
,

其中可变角同步一导数荧光法
、

恒能量同步一导

数荧光法国内外未见报道
、

1 基本原理
在经典的荧光分析法中

,

利用固定激发单色仪出射波长
,

扫描发射单色仪出射波长而测绘得

荧光体的发射光谱 ;利用固定发射单色仪出射波长
,

扫描激发单色仪的出射波长得荧光体的激发

谱 同步荧光分析在实验技术上与前者的差别在于同时扫描激发波长以cx) 与发射波长似cm ), 并检

测相应的荧光信号
,

测绘得的谱图即为同步谱
.

根据扫描方式的不同
,

同步荧光分析法又可分为

固定波长法
、

可变角法和恒能量法
,

固定波长同步荧光法已较为成熟
,

该法系让激发和发射单

色仪的波长差 △双△又二 又。一兔cx探持固定地进行同时扫描
,

所得谱图称为固定波长同步谱
.

可变

角同步荧光法则让两单色仪波长分别以固定速度扫描
,

但两单色仪波长扫描速度不同
,

从而得波

长差 八兄对波长的线性变化
,

以便达到最佳的光谱分辨
,

所得谱图即为可变角同步谱
.

顾名思义
,

恒能量同步荧光法是激发和发射同时扫描过程中
,

保持两者具有固定的能量差
,

也即保持一恒定

的彼数差△, 关系
. ’

有关恒能量同步荧光法详见另文傲

2 仪器设计
2. 1 仪器结构

仪器方框图见 Fi g
.

1
,

工作原理如下 :由光源发射出的光束经透镜组聚焦和单色仪色散后照射

于液池
,

液池中的荧光物质受激发而发射出荧光
,

荧光经单色仪色散后照射于光电倍增管

PM T, PM T 把荧光信号转化为电信号后于记录仪记录或数字电压表显示
.
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l S c he m a tie d ia g ra m o f th七 功 stru m e n t

本仪器的光源采用 x Q一‘00 w 氮灯 ;激发单色仪和发射单色仪为 w Y F 平面光栅单色

仪
,

1 20 0 线 / m m
,

波长精度为 士 1 o m
,

激发和发射单色仪波长范围均为 22 0 一 8沁
n m

.

狭锋为插

片形式
,

有 0- 5
,

1
.

0
,

2. O m m 等规格
.

一般荧光分光计采用同步电机带动单色仪扫描
,

难以进行各种扫描速度变换
,

为满足恒能量

和可变角扫描需要
,

我们改用步进电机
,

并且采用微机控制
一

微机通过接 口电路送出脉冲信号给

驭动电路
,

驱书
!
电路输出按一定相位分配方式的放大脉冲信号驱动步进电机运转

,

从而带动单
.

色

仪波长扫描
.
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!|
采用荔枝 11 微型机

,

它与 A pp le ll p一u s

微机完全兼容
.

接 口 电路由 PG 一0 65 1 / 0

卡和 7 4 L S05 集电极开路输出的反相著脚
成

.

步进电机驱动电路 由 C H 2 50 环形脉冲

分配器和 二级功放电路组成
,

步进 电机为

45 BF3 / 3 B 型
.

根据光谱扫描方式的不同
,

充分利用 I / 0 卡的 s y 6 5 2 2 多功能接口适

配器内部二个定时器 T l 和 T Z 的不同功能

进行脉冲控制
.

在恒能量同步光谱扫描中
,

利用 T Z 又于T l产生的方波脉冲进行计数
,

以

控制 T l发出的脉冲个数
.

T l 通过引腿 P称7

输出连续脉冲信号驱动激发单色仪扫描
.

而

发射单色仪则由输出口的高低电平软件延时

形成连续脉冲信号而得到扫描驱动
.

2. 2 光谱扫描软件系统
恒能量同步扫描软件的设计基于如下方

式:在扫描过程中
,

固定激发单色仪的扫描速

度
,

不断改变发射单色仪扫描速度
,

而发射单 只9. 2

色仪扫描速度的变化大小就由恒能量扫描要求决定
‘

软件以模块形式组合而成
,

使于调试和扩展功能
.

T o tal b lo e k d ia g r am o f th e Pr o gr am

程序采用高级语言 (B A劝C )和汇编语言
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(6 50 2) 混编而成
.

Fi g. 2 为程序总框图
.

B A sTc 程序完成实验参数键盘输人
、

处理及显示等功

能
,

汇编语言程序完成脉冲信号输出实现光谱扫描
.

设有四段汇编语言子程序
,

即激发单色仪扫

描程序
,

发射单色仪同时固定速度扫描程序
,

以及激发和发射单色仪恒能量同步扫描程序
.

BA
-

sI C 语言程序根据设定要求调用汇编语言子程序
.

各种光谱模块均可改变波长扫描范围 D
,

重复扫描和反向扫描
.

做重扫和改变 D 试验时计

算机自动判断是否经过反扫
,

若不必反扫
,

计算机控制单色仪返回扫描起始位置筹待
.

每次扫描

后微机响铃提示实验者光谱扫描完毕
,

显示屏上指示出当前单色仪波长位置等仪器状况
‘

恒能量同步光谱模块增设了改变恒能量差值△不
,

显示及打印激发和发射波长对应表等功能
.

当选择改变八、项时
,

微机控佑叹单色仪回到发射单色仪的波长和激发单色仪的波长相同位聋
,

当

输人新的断后
,

单色仪白动调开一定波长间隔
,

等待开始扫描光谱
.

可变角同步光谱模块增设了选择和改变发射单色仪扫描速度
,

显示及打印激发与发射波长

对应表功能
.

发射单色仪扫描速度可输人正或负值
.

若其值为负
,

作出的谱图为
“

相向扫描
“
可变

角同步光谱
.

3 性能测试
3

.

1 仪器灵敏度
、

稳定度的测试

灵敏度 以水溶剂拉曼光信噪比 s / N 作为仪器灵敏度衡量标准
.

经测试
,

其 s / N ) 2 5(激

发波长 3 50 n ln ), 接近于一般商品荧光分光计
.

稳定度 用 0
.

5 p p m 奎宁(0 .0 5 m ol / 1 H Zso .)为检测液
,

以 3功 n m 光激发
,

读取 4 50
n m 处

的荧光信号
,

反复试验 11 次
,

其荧光信号波动值在土 1% 之内
,

37 7 38 1 △讶= 16 oo em
一 1

△犷= 3 IO0c m -

4 25

30 0

F ig 3

3 40 380 42 0 4 60
34 0 38 0 34 0 3 80

又/ n m 屯 / n m

Flu o r。父 e n优 e x e ita tio n a n d

e 一n iss io n sPe e tra o f a n t hr a c忆n e

Fig 4 C o n sta n t e n er罗 $yo ch ro n o u s
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1 2 激发光谱
、

发射光谱及固定波长同步光谱的测绘

1 990 年

,

绘制了多种多核芳香烃如葱
、

蔡
、

花等以及维生素 B Z 、

B 。的激发光谱
,

发射光谱和固定

波长同步光谱
,

经和日立 850 型荧光分光计对照实验
,

其光谱均基本吻合
,

Fi g
.

3 为本机绘出的

慈的激发和发射光谱
.

由图可见仪器分辨性能良好
.

3 3 恒能量同步光谱的测绘
以慈为例

,

取葱标准溶液
,

用恒能量差为 1 600 c m 一‘和 3 100 cm
一‘进行恒能量同步扫描

,

记录

其光谱
.

Fiz. 4 即为慈恒能量同步光谱淇谱图与文献[2l 基本一致
,

利用本仪器绘解花
、

咔哇的

恒能量同步光谱
,

亦收到满意效果
.

本仪器已成功地用于蕙
、

蔡
、

龙三组分混合物的恒能量同步荧光分析
.

3. 4 可变角同步荧光光谱的测绘
以维生素 B ,

和 B‘进行可变角同步谱
的扫描试验

.

以 ;cx
、

又二 扫描速度分别为
12 0 n rn / 垃in 及 110

.

57 九 m / m in
,

和 以

人x, 孟。 扫描速度分别 为 60 n m / m in 及
164

·

‘8 乒m / m in 进行同步扫描
.

部分光

谱测绘结果见 Fi g
.

5
.

由于 85 0 型荧光分光

计不具备此功能
,

文献中未见记载而无法

比较
.

但按所定的激发和发射单色仪扫描

速度进行可变角同步扫描
,

光潜能选择性

地出现荧光峰来判断
,

可知其可变角同步
扫描是可行的

.

F琢 5

‘ } B‘

3. 5 导数光谱的测绘

2 80 320 36 0 400 钊0 4 80

1cx / nrn
. ~ “甲一‘- - 山- 曰‘~ 州肠一

3科 3‘1 4 1--8 4 55 4 9 1 52 8

弋 / ‘
物ri a b址i n g le syn ehr o n o u s 印“让a o f vitam in

B: an d B ‘ (a ) 浇。120 n m / m in
,

福 1 10
.

57二 / m 泣

把电子微分器串接于荧光信号输出和记录仪之间
,

而后扫描光谱
,

即可获得各种导数光谱
.

木仪器除了能象日立 850 型或 6 50 型荧光分光计一样进行导数激发光谱
、

导数发射光谱和固定
波长同步一导数光谱的测绘外

,

还可进行可变角同步一导数光谱
、

恒能量同步导数光谱的测绘
.

经试验
,

结果均达到要求
.

本工作曾得到化学系卓向东老师和校精密仪器厂郑 元
、

昊尊水
、

吴易明等同志的支持和帮助
,

谨致谢意
.
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