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简介

与紫外 / 可见吸收分光
光度法相比，荧光法具

有更高的灵敏度，因此

常被用于特定的分析工

作中。荧光的灵敏度还有进一步提升的空间——前提是研究材料在选用的波长区域内

拥有较高的量子效率。由于荧光分子具有特征的激发波长和发射波长，因此可调整

仪器设置使其能够检测到目标化合物，故而使用荧光也更加具有选择性。

荧光法是一种相对技术——也就是说，在进行定量测定时，需要对浓度已知的材料进

行比较来测定。参比标准物可以是一个，也可以是一组。使用一组参比标准物的好

处在于能够验证分析实验是否在线性范围内完成，以及是否存在内滤光效应（荧光

被样品自身吸收）。观察到的荧光强度（通常用 RFU——相对荧光单位表示）也与仪

器的狭缝宽度、检波器增益（电压）、光源功率等的设置有关。不同的仪器（即使

由同一个生产商生产，且使用看上去完全相同的光学系统）会给出不同的结果，并

且各个生产商采用的纵坐标尺度不同，因此，RFU 绝对值上存在差异并不能用于仪
器的质量的评判。 

荧光分光光度计仪器性能验证

模块—助力药物分析、工业分

析领域的数据完整性认证
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图 1、Spectrum FL验证模块。

荧光分光光度计验证

与其它更加绝对的技术相比（例如吸收光谱法），前

述提到的技术考虑因素使得仪器性能的验证更具有挑

战性。实验室，尤其是承接分析工作的实验室，为了

获得资格鉴定（如英国皇家认可委员会 UKAS、国际
标准 ISO 17025），需要能够证明他们在分析实验中使
用的仪器已经通过验证，且能够完全满足分析实验的

要求。不幸的是，制药市场（仪器验证最主要的驱动

因素之一）只是一个相对较小（与吸收光谱法相比）

的子市场，因此仪器检验所采用的材料、方法范围上

有更多局限。这之所以会成为一个问题，也是有原因

的。首先，用于调查研究的样品必须能够自主发出荧

光，或与其它物质反应并生成（衍生出）荧光物（例如，

非荧光组胺与邻苯二甲醛反应产生能发出高度荧光的

化合物）。其次，还需要考虑吸光性化合物对荧光造

成掩盖和猝灭。这些都限制了荧光在一般性质保 / 质
控分析实验中的应用。

《美国药典》方法 <853>（美国药典第 40 节）1 就荧

光分光光度计性能的测定提供了一些指导。用于

FL6500和 FL8500的 Spectrum FL软件配备了验证模
块，能够用于测试仪器的关键规格。

Spectrum FL验证模块

Spectrum FL 软件配备了验证模块，能够用于测试仪器的
关键规格。它们是：

• 拉曼光谱带峰位

• 拉曼光谱带灵敏度

• 发射波长准确性

• 发射波长重现性

• 激发波长精度

• 激发波长重现性

• 杂散光

这一模块很直观，为用户提供全程引导。此外可以选择进

行单项测试，无需每次都将全部检查项运行一遍。验证模

块如图 1所示。

测定灵敏度

确定灵敏度时，先将激发波长固定在 350 nm 并使用 10 
nm 狭缝宽度扫描纯水样品在 397 nm 左右的拉曼峰，然

后测定峰值波长处的噪声，由此测定出信噪比，最后得到

灵敏度结果。

为了方便起见，纯水参比标准品封存在比色皿中出售（防

止随时间滋生微生物），某些具有水质（电导率）认证。

类似地，有些参比标准品有序列号，而有些则没有。
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图 2、密封的纯水参比标准品（L2251293）。

图 3、六块装荧光盒块套装（部件号：52019600）。
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测定发射波长准确性和重复性

测定仪器灵敏度最常用的方法是使用密封纯水的石英池，

并检查瑞利——廷德尔峰位置（Rayleigh-Tyndall）和拉曼
峰位。这种方法非常简单，但是同时也最不严谨，因为观

察到的峰位取决于两个单色器的位置，并且存在两个单色

器同时出错的可能性。尽管如此，这仍然不失为一种快速

检查仪器波长准确性的实用方法。

最好的方法是采用经过校准的带有锐线发射的光源（如汞

（Hg）灯或汞氩灯）。汞氩灯在长波长端有额外的锐线。
采用这种光源的主要优势在于，谱线不受干扰（即保持固

定不动），且正因为是线光源，因此不会受到发射校正不

充分导致的误差的影响——特别是波长大于 650 nm 的波

段，在这种情况下，由于检测器对峰截止，可导致非线光

源的峰位发生明显偏移。若波峰为宽峰，则偏移值可达到

50 nm或以上。

使用光源的主要缺点是相对校准参比标准品成本高，但这

是测定波长准确性和重复性最好的方法。

测定激发波长精度和再现性

一旦顺利完成发射波长的校准后，激发波长的校准工作就

会相对容易些。要校准激发波长，可将聚四氟乙烯漫射附

件（随仪器一同提供）插入样品的位置，然后设置发射光

单色器到达一系列波长，通过使用激发光单色器扫描，即

可完成校准。

两个单色器达到相同波长时会出现高强度的瑞利——廷德尔

散射峰。这一位置应该与固定的发射波长相对应（达到指

定的单色器的波长准确性时）。

测定杂散光

从广义上来说，杂散光是指出现在光束中用户选定波长以

外的光。杂散光最大的可能来源之一是由强烈的氙灯光源

产生（脉冲或连续）的复色光，能够从激发光单色器中“漏

出”，然后以杂散光的形式出现。杂散光能够引起光谱假象，

例如在光谱中出现微小的肩峰或其它类似特征。

可以使用充满高浓度罗丹明 101 的三角池（部件号：
L2251366）杂散光滤光器，测得波长为 240 nm和 300 nm
的杂散光。

荧光块套装

我们提供了一套荧光材料。这些材料并非参比标准物，且

不带证书，但在检查仪器是否正常工作仍然非常实用。

荧光块在美国药典 USP<853> 中有所涉及，因此是允许
作为验证体系的一部分在美国药典保护下的制药实验室中

使用的。荧光块由聚甲基丙烯酸甲酯掺入少量多种化合物

制成，如蒽、对三联苯、卵苯、罗丹明、铕等（后者用于

时间分辨延迟荧光和磷光测定）抛光而成。

未来趋势

一些团队正在研究用于校准荧光分光光度计的替代性材

料。德国的联邦材料研究所（BAM）2 正在研究使用量子

点（材料的纳米粒子，如碲化镉 CdTe，将其设计为特定
尺寸后，能够得到精确的发射波长）。


