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荧光分光光度计的功能开发*
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摘　要　固、液体吸收光谱测量的附件是由光阑、负透镜、全反射棱镜、吸收池组成的光学系

统。将它配置到进口荧光分光光度计上 ,可以扩展其功能, 使其具有紫外分光光度计( UV )的功

能, 能够测量固体、液体样品的透射光谱和吸收光谱。
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1　引　言

为了给一些旧的科学仪器注入新的活力,就要对其进行功能开发。通常情况下,分子吸

收光谱是通过 UV 分光光度计这一专用光谱仪进行测量的。荧光分光光度计是测量发光材

料的荧光光谱和激发光谱的专用仪器。为了扩大荧光分光光度计的功能,我们设计出固、液

体吸收光谱测量附件将其配置到荧光分光光度计上, 使它也具有 UV 分光光度计的功能,

能够测量吸收光谱和透射光谱。

2　原　理

一束强度为 I o 的光束从空气中入射到介质上,在空气与物质界面上发生反射,光束进

入介质以后经衍射、折射、散射会改变传播方向。当光在介质中传播时,随着光程的增加被介

质的吸收也增加, 这样只有部分光能够透过介质,按照能量守衡定律下式应该成立

I o= I r + I a+ I t ( 1)

式中 I r 为反射光强度, I a 为吸收光强度, I t 为透射光强度。Lambert-Beer 定律给出了溶液

的吸光度为:

A = L g ( 1/ T )
[ 1]

( 2)

即

A = L g ( I o/ I ) = EcL [ 2]
( 3)
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式中 E为吸收物质的摩尔吸光系数, c为溶液的浓度, L 为光通过吸收物质的光程, T 为透过

率,从上式可以看到,测定出物质的透过率,再通过式( 2)可以得到物质的吸光度。

当光束以 A角入射到不透明的固体表面时,其透射光强 I t 可以认为是零,那么不被吸

收的光将按着反射率以 A反射角被反射回空气中,那么( 1)式变为

I o= I r+ I a ( 4)

( 4)式两边同除 I o,并定义反射率 R= I r / I o,其吸收率 a为

a= 1- R ( 5)

根据以上原理设计出固、液体吸收光谱测量附件的光路图如图 1所示。荧光分光光度计激发

图 1　固、液体吸收光谱测量附件光路

1. 光阑　2. 负透镜　3. 全反射棱镜

4. 吸收池架　5. 光阑　6. 固体样品架

Fig . 1　Light pa th of mea suring accessory of solid

and liquid absorption spectra

1. light ga te　2. negat iv e lens　3. to tal reflect ion prism

4. abso rption cell stand　5. light gat e　6. solid sample st and

单色光通过光阑1,负透镜 2变成平行光,经

全反射棱镜 3转向 90°角, 单色光通过吸收

池 4经光阑 5照射到荧光单色仪的入射狭

缝上, 首先把溶剂装入吸收池 4中,通过激

发单色仪与荧光单色仪同步扫描测量, 可测

得光源通过溶剂的透射光谱 I t j并存入计算

机中。把溶液装入吸收池 4中, 采用同步扫

描测量, 可测得溶液的透射光谱 I ty 亦存于

计算机中。再通过 I ty/ I t 运算,便得到了液

体状态下的溶质透射率 T。通过绘图仪画出

谱图。溶质的吸光度 A由( 2)式,通过计算机

运算得到。

测量不透明固体样品时,从池架上取下

吸收池 4, 将用同步扫描测得的 Xe灯光源光谱 I o 存入计算机,再将固体样品装入固体样品

架 6的样品室中,用固体样品架替换全反射棱镜,仍用同步扫描以测得样品的反射光谱 I r ,

也存入计算机中,由 R= I r/ I o 运算得到固体样品的反射率 R ,通过( 5)式运算得到吸收率

a。

3　实　验

3. 1　光谱实验

液体样品和透明固体样品的透射光谱,吸收光谱是用日立 F-4000型荧光分光光度计配

置固、液体吸收光谱测量附件及岛津 UV-200型分光光度计进行测量。不透明固体样品反射

光谱和吸收光谱也采用配置了固、液体吸收光谱测量附件的 F-4000型荧光分光光度计进行

测量。

F-4000型荧光分光光度计的测试参数:

激发带通⋯⋯1. 5nm ;　　　　　　　发射带通⋯⋯1. 5nm ;

扫描速度⋯⋯240mm/ m in; 响应时间⋯⋯2s;

波长范围⋯⋯300nm , 750nm ; 特式模式⋯⋯同步扫描。
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为了避免强光对接收系统的损伤,测量时要在激发光单色仪出射狭缝的滤光片夹上插入减

光板( F-4000的附件)。

UV -200型分光光度计的测量参数:

激发带通⋯⋯2. 0nm

发射带通⋯⋯2. 0nm

波长范围⋯⋯300nm , 750nm

3. 2　样　品

血卟啉是北京中药研究所生产, 配制成5×10
- 6
mol/ mL 水溶液。Y- 430滤光片是日立

F-4000的附件。

4　结果与讨论

图 2中的短线为 Y-430滤光片的透射光谱,其结果和用岛津 UV-200型分光光度计测

量的结果(点线)一样。图 3示出了浓度为 5×10- 6
mol/ mL 血卟啉( HPD)的透射率, 短线为

采用固、液体吸收光谱率测量附件的测试结果; 实线为 UV-200分光光度计测量结果; 点线

为 UV -200分光光度计增加了 670nm 截止滤光片的测量结果。由图可以看到短线与点线的

结果基本一致。

图 2　Y-430滤光片的透射光　　　　　　　　　图 3　HPD 的透射光谱谱

Fig. 2　T ran smis sion spect rum of Y-430 fil t er　　　　　　Fig. 3　Transmiss ion spect rum of HPD

图 4　茄子叶片的反射光谱

Fig. 4　Reflect ion spect rum of b lade of eg gplant

　　图 4示出了茄子叶片的反射光谱, 其吸收

峰同文献报导一致。从以上结果可以看到荧光

分光光度计配置了固、液体测量附件后便具有

了 UV 分光光度计的功能, 而且可以测量不透

明固体样品的吸收光谱。

( 5)式是一种理想状况,任何固体表面均不

会达到理想的平面。界面的平面度,材料的颗粒

度、均匀度等均会引起误差,但对试样的定性分

析来说是有意义的。
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Functional Development of Spectrof luorophotometer

Meng Jiw u　Ren Xinguang　Yin Shouli
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Abstract　This tex t , r elates an accessory that measures so lid-absorpt ion and liquid-ab-

sor pt ion spect ra, it s opt ical mesuring system w as made up o f light g ate, negat ive lens, to-

tal ref lect ion pr ism and abso rpt ion cell. When ia w as f it t ing a spect ro fluorophotometer

( HitachiF-4000) can develop using w ays. as a U V spect rophotometer , t ransmission and

absorpt ion spect ra f rom so lid and liquid samples can bemeasure.

Key words　 spect rof luo rophotometer 　 UV spect rophotometer 　 absorpt ion spectr um

transmission spect rum
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