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摘  要 

本论文根据可变角同步荧光技术理论 利用数值与计算机方法对仪器产生

的荧光激发发射光谱矩阵进行再处理 获得可变角同步荧光光谱以及非线性可

变角同步荧光光谱  

 
    本论文由以下三部分组成: 

第一部分  可变角同步荧光光谱 

第二部分  Fluowave的研制与功能介绍 

第三部分  Fluowave在多组份体系中的应用 

 
    第一部分全面深入地阐述了可变角同步荧光光谱技术理论 同步扫描荧光

光谱是由 Lloyd [1] 首先提出的以同步波长扫描技术所获得的荧光光谱 同步波

长扫描技术 即是指在扫描过程中 激发和发射单色器以相同或不同速率同时

进行扫描 同步扫描荧光光谱可以分为三类  

l 固定波长同步荧光光谱(CWSSF) 
l 恒能量同步荧光光谱(CESSF) 

l 可变角同步荧光光谱(VASSF) 

VASSF 还可以分为的可变波数同步荧光光谱(VAESSF)和波长域中的可变波长同

步荧光光谱(VAWSSF) 在能量域中的荧光光谱 无论是激发 发射光谱 CESSF

还是 VAESSF 都呈高斯分布 可以分别用不同的高斯分布函数来表示 CWSSF 与

部分 VAWSSF 在能量域中的中可以近似为高斯分布 因此可以用高斯分布函数来

构造这些同步荧光光谱 但仍然无法构造各种情况下的荧光光谱 相对于

CESSF 的 VAESSF 的有利之处不在于它可能使 峰变窄 而是它有能力使扫

描路径经过混合物中某荧光物质的峰值处 或者避开原有的干扰峰 有利于改

善方法的选择性 非线性 VAESSF/VAWSSF大都采用折线为扫描路径 它可以
在一次扫描过程中 扫描经过所有待测峰 并可以有选择地避开干扰峰 有利

于多组份同时测定  

导数技术的引入可以提高这些同步光谱方法用于实际分析的分辨率和选

择性  

 
 第二部分全面介绍了自行开发的 Fluowave 三维荧光光谱可边角处理软件

的α版本的功能和研制开发过程 由于用于恒能量和可变角同步荧光法的荧光
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分光计难以获得 且在仪器设计方面 要实现这些功能比起普通的荧光计难度

要大许多 因而限制了这方面的研究和应用 我们自行研制的 Fluowave在现有

的仪器条件所产生的三维荧光激发发射矩阵数据中 按照所需的可变角路径截

取荧光数据 并绘制可变角荧光光谱 它使今后的荧光分析工作者无需再特别

购置额外的用于可边角同步荧光法的荧光分光计 而可以直接实现所需功能

Fluowave的设计思路早在 1984年就由 Clark等人提出 但被认为是耗时的和不
宜于实际应用的 这是由于当初计算机的计算能力远不如现在的强大 同时光

谱新技术的推出使得获得三维光谱的时间大为缩短 原来需要几个小时甚至更

多的时间来获得的三维光谱数据现在只要转眼间即可获得 现在普通微机的计

算能力绝不亚于当时的小型机甚至接近中型计算机的计算能力 处理这些三维

数据所需时间也在转瞬之间 并且软件技术的发展使得 Fluowave能够使用户无
需作特殊训练即可轻松操作使用  

该软件以 VB5.0为开发环境 以 Windows 95 为运行环境 用户界面友好

全鼠标操作 Fluowave以荧光分光光度计上 现阶段为 Hitachi F 4500荧光分

光光度计 产生的原始的三维荧光数据文件为数据来源 绘制三维等高线荧光

光谱 并可以利用鼠标在该等高线荧光光谱或其它荧光光谱上的随意位置获取

当前位置的激发 发射坐标及相应的荧光值 以及绘制当前鼠标位置所在的激

发光谱 发射光谱 用鼠标在该等高线图上划直线和折线所相应产生的可变角

同步荧光光谱和非线性可变角同步荧光光谱 所产生的三维 可变角 非线性

可变角谱图数值可以以 ASCII码形式输出 谱图坐标可随意更改 具有同等参

数的谱图可重叠显示 可变角/非线性可变角路径可存储并反复调用 可以即时
扣除三维背景  

 

 第三部分 Fluowave 在多组份体系中的应用是以现实体系 蒽 胺蒽与

Perylene的混合体系为例来更细致的讲述 Fluowave的实际用途 分别对各个单

组份的三维等高线荧光光谱以及它们相互重叠的情况进行研究 我们选择出一

条较合适的非线性可变角路径 对三个组份进行测定 结果良好 接着 通过

考察被测定点在不同浓度的干扰物质存在时的荧光强度值变化情况 对该方法

进行可靠性评估 三个组份相互间的干扰都没有趋势性 属偶然误差 在不考

虑其它存在物质的干扰下 用以上所选择的 NLVAW 路径可以对蒽 胺蒽和

Perylene进行同时测定  

另外 还可以选择不同的 NLVAW 扫描路径 分别进行评估比较 找出最

好的扫描路径用于定量测定  

 总之 Fluowave以其友好的界面 简单的操作以及特有的 无需特殊仪器
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即可获得 VAW 和 NLVAW 光谱的功能 为分析工作者们提供了一个灵活的工
具和有力的方法 配合其它一些图形软件以及数据处理软件 或者是加入导数

多元线性分析等化学计量学方法 可以使 Fluowave更好地发挥他的功能 同时

也将因此推动 VAWSSF及 NLVAWSSF的进一步研究和推广 Fluowave现在仅

为 1.0α版本 许多功能尚未开发 同时也存在不少问题需要不断修正  
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第一部分 可变角同步荧光光谱 

 

第一章   前 言 

 

常用的发光 荧光或磷光 分

析中 一般只获得两种基本类型

的光谱 激发光谱和发射光谱

同步扫描荧光光谱是由 Lloyd [1] 

首先提出的以同步波长扫描技

术所获得的荧光光谱 同步波长

扫描技术 即是指在扫描过程

中 激发和发射单色器以相同或

不同速率同时进行扫描 后者亦
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称为可变角同步荧光扫描技术  

 

一. 同步荧光光谱 

分子的荧光强度是激发波长

发射波长和荧光寿命三个独立

变量的方程 因而潜在地 荧光

分析法的选择性较分光光度法

好 但事实证明 这一理论上的

选择性优势常难以实现 其原因

在于激发和发射光谱的特征峰

较宽 而且在时域中测量需要有

特殊的仪器 因而长期以来 人
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们一直在探索如何发挥荧光光

谱可测量参量多 选择性好的潜

在优势  

比较显著的研究成果有  

1 利用低温使谱带变窄[3] 

2 获取完整的激发 发射光谱

矩阵[4] 

3 导数光谱[5] 

4 同步扫描技术[1, 6-9] 

同步荧光光谱可以由荧光强度

对光子能量(cm-1)的高斯分布来
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构造 其峰位置 峰宽和荧光强

度可以通过在能量域中的固定

波长同步扫描和可变角同步扫

描获得 激发和发射光谱的线性

变换和乘积也可产生适当的同

步荧光光谱 在波长域中也可获

得类似的结果 因为在波长域中

产生的激发-发射光谱矩阵(以下

称 EEM)中的一条直线在能量域

的 EEM 中大致是一条直线 仅

仅基于被分析物的激发和发射

光谱 分析家们就可以选择这些
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不同的扫描条件 以在多组份分

析中获得更强的信号值和更好

的分辨率 [2] 

 

二. 同步荧光光谱的种类 

1 固定波长同步荧光光谱(CWSSF) 

   这是为首先被提出[1] 且最

为常用的同步扫描方法 其特

点是在扫描过程中保持激发波

长和发射波长的差额为一个恒

定值∆λ 这种光谱技术是最容

易实现的 因为大多数荧光分
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光光度计上的单色器都是可以

以相同的扫描速度(nm/s)进

行扫描 只需设置各自的初始

波长 然后同时进行扫描即可

不依靠计算机的控制而获得

CWSSF 光谱  CWSSF 与常规荧

光光谱比较 具有光谱简化

特征峰变窄的优点 可以有效

地减小光谱重量和散射光的影

响  
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2 恒能量同步荧光光谱(CESSF) 

与 CWSSF 相应 CESSF 是将

CWSSF 中的波长域换成了能量

域 即在扫描过程中 激发光

与发射光保持恒定的能量

(cm-1)差别 ∆ν≡常数 该技术

最早由 Inman 和 Winefordner

等提出[10] CESSF 在理论上比

CWSSF 更为简单化 但是可能

是由于仪器的原因 CESSF 的

研究开发较少[ 9 ]  
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3 可变角同步荧光光谱(VASSF) 

CESSF 和 CWSSF 在扫描过程

中 激发和发射光分别保持其

能量(cm-1) 或波长(nm) 差恒

定 且分别在能域中或波长域

中的 EEM 上 表示成斜率为 1

的直线 可变角则是这一特例

的扩展 即它不再拘泥于斜率

为 1 的直线 而是斜率可变的

直线 不同的斜率代表着不同

的激发和发射单色器的扫描速

率之比 VASSF 还可以分为能
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域中的可变波数同步荧光光谱

(VAESSF)和波长域中的可变

波长同步荧光光谱(VAWSSF)  

  以下将讨论 3 个主要问题  

(1) Inman 等应用于 CESSF [6]

的由 Lloyd & Evett 提出的

高斯模型[11]是如何扩展用于

VAESSF  

(2) CESSF 和 VAESSF 方程是

如何用来近似 CWSSF 和

VAWSSF [2] 
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