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荧光分光光度计试行检定规程

    本规程适用于新制造、使用中和修理后的单光束、双光束荧光分
光光度计 (以下简称仪器)的检定.仪器分为三类:A类是用滤光片
获得激发单色光的单光束仪器，B类是用光栅获得激发单色光的单光

束仪器，c类是双光束仪器.

                          一 概 述

    某些物质被一种波长的光照射之后，会发射出比照射波长稍长的

光.这种光称为荧光.荧光弧度与该物质的浓度有如下关系:
                        F=k}}lo(1一e一’Lò

式中: 尸-一荧光强度，

        k/— 仪器常数，

        劝— 量子效率，

        I0- 激发光强度，

        e— 荧光物质的眼尔吸收系数，
        无— 液层的厚度，

        。一一荧光物质的浓度.
    对子给定物质来说，当激发光的波长和强度固定、液层的厚度固

定、溶液的浓度较低时，荧光强度与荧光物质的浓度c有如下简单的
关系.

                                          F= kc

    仪器就是根据上述原理，用来测定荧光物质的性质和含量的分析

仪器.

    仪器主要由光Mg系统、激发单色器系统、禅品室、发射单色器系
统、探恻器系统和显示记录仪组成.

二 技 术 要 求

外观与初步检查
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    了1仪器应有下列标志:仪器名称、型号、制造厂名、出厂时间

和仪器编号

    1,2仪器应平稳地置于工作台J_各紧固件均应紧固良好.各d9
节旋钮、按键和开关均能正常工作，无松动现象。电缆线的插接件均

应紧密配合，接触良好.外观不应有妨4正常工作的机械损伤。
    1,3仪器的波长度盘、狭缝带宽刻度，指示仪表度盘的刻线、刻

字应粗细均匀清晰.故o仪器的数字显示不应断线和缺线.
    了，4带记录仪的仪器，记录仪的满量程时间应符合出厂要求.记

录仪绘图画线应清晰、不间断.

    1,5仪器所配荧光池各透光面应光洁，不得有灰尘、油污、划痕

及任何裂纹。

    1,6A尘仪f "ii}所配滤光片，其透光而不得有灰尘、油污、划痕或

斑点。

    2波长准确度与T复性
    2,1仪器波长的准确度和重复性应符合表1的要求。

表 )

子t器 肇

(nm)

波 Y.准 确 度 1 暇士2。。 家士队肠

一t>lr Yc . } } f}

    3 分辨率

    仪器应能分辨汞365,02, 365,48, 366,33 nm三条谱线.
    对最小带宽>0.5n。的仪器不进行此项检定.

    4 滤光片的透光特性
    A类仪器配置的玻璃滤光片或千涉滤光片，其透光特性应符合出

厂说明规定的指标.ri, C类仪器不进行此项检定.

    5 检出极限与信噪比

    5,1用硫酸奎宁标准解掖 (0,05 mol/L硫酸作溶剂)测定的检

出极限应符合表2的要求。
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    衰 2

ISdIF&M (s/mL)只              厂一‘J一Ls...}一，?’’一
              } ex]。tl一

    5.2未测定检出极限的仪器，必须用二次蒸溜水的拉曼峰进行信

噪比 (SIN)的检定.技术要求参照出厂说明的指标.已进行检出极

限测定的仪器，不进行此项检定.

    6 线性误差

    仪器的线性误差应符合表3的要求。

班 3

一，a gr} Nil    I      A 一’}’B一日’C
线 性 i&差 《 士，，0肠 ‘ 士2.0肠

    ， 稳定度

    7.1电源电乐220 V变化士22V时.所引起荧光强度示值变化应

符合表4耍求.

    7.2在10 min内零线漂移应符合表4要求。

    7.3荧光强度示值上限在10 mrn内的漂移应许合龙4要隶。

班 4

电压变化

零线 称

5士!。5肠

              }

心士I.肠肠

8 重 终 卜

仪a R4且炎光光谱峰值a度的重汉性应符合表5的A求。



共20页 第4页 打C 537-88

. 5

仪 器 烫 别

篮 复 f     _̀...    <1.59b 氏 ._⋯G 1.09b
    9 光谱校正误差

    带光谱校正的B, C类仪器在指定光谱校正的波长范围内误差不
大于12.0%.

    10 双光束补偿
    C类仪器的双光束补偿优于f 5.0%.

    11 荧光池的成套性

    配套使用的荧光池的配套误差应不大于1.0%.
    12 绝缘电阻

    仪器在不工作的状态下，试验电压500 V时，电源进线与壳休之

间的绝缘电阻不小于20 MO.

里 检 定 条 件

    13 检定环境条件
    13.1环境温度20 1 1017，且相对稳定。相对湿度不大于859/0.

电源电压220 1 22 V.
    13.2仪器应平稳地放在工作台上。无强光直射在仪器上.
    13.3仪器周围无强磁场、电场千扰，无振动，无强气泣影响。

    13.4检定前仪器应预热20 min.

    14检定设备
    14.1便携式笔型低压石英汞灯或高压石英汞灯‘其光谱线波长

值见附录1.
    14.2工作标准荧光池，其配套误差应不大子0.58%

    14.3秒表.分度值。.Is.
    14.4调压变压器 (300 VA).

    14.5试验电压500 V的兆欧表。
    14.6配制标准溶液所需的设备及器材见附录2.
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    15 工作标准溶液

一 15,1 0,05 mol/L硫酸溶液.
    15.2以。.05 mol/L硫酸作溶剂的硫酸奎宁标准溶液，

别为:5x10'", 1x10', 2x10-', 4x10-', 6x10"'
和1 x 10-' g/mL.

其浓度分

8 x 10'

                  四 检定项目与检定方法

    拓 新仪器应全面进行第1-12条的检定。使用中和修理后的仪

器，无特殊必要时可不进行第4, 7.1,，和妞条的枪定。

17 外观与初步检查按第1条要求进行。
18 披长准确度与波长重复性

    18.1激发单色器波长准确度与重复性

    18.1.1 A类仪器不进行此项检定.
    18.1.2将发射单色器置零级位置，灯室内正确安好笔型汞灯.

将没反射板校正具放入样品室.响应时间 “快”，扫描速度 r6漫”或

手动，使用实际可行的最窄狭缝宽度.
    18.1 ,3以附录1汞谱线作参考波长.允许从附录表1-1中任选

分布均匀的五条谱线作参考波长.从短波向长波方向对激发单色器扫

描。电表或记录仪最大读数时的波长为测量值，连续测量三次.按

18.1.4计算波长准确度和重复性.
    18.1.4按下式计算波长正确度，

、·夸匀‘，一，，(·“ ‘，，
式中: A,- 波长测t值，

        4，— 汞灯参考波长值.
    按下式计算波长重复性:

    。:二max卜一誉3
    按下式计算波长准确度:

                      U,=△‘士6,

(nm) (2)

(nm) (3)
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    18.2发射单色器波长准确度与眼复性

    18,2,1将激发单色器波长置零级位置.其余条件同18, 1,2.

    18,2,2检定方法参照 18.1,3.

    18,2,3计算方法参照 18.1.4.

    19 分辨率

    19,1激发单色器的分辨率

    19,1.1检定条件同18,1,2.

    19,1,2扫描激发单色器应能分辨出承三线365.02, 365,48右

366.33 nm所对应的侧量峰值.
    19.2发射单色器的分辨率
    19.2.1检定条件同18.1.2.

    19.2.2扫描发射单色器应能分拼出汞三线365.02, 365.48和

366.33 nm所对应的测量峰流.
    20 滤光片的透光特性

    用波长准确度高于1nm的分光光度计，测定滤光片在各波长的

透射比.绘制透时比一波长特性曲线 (见图儿).曲线的峰值Ty所对

应的波长凡二即为巾心波长的测量值.

几l入M几:

    滤光片峰值波长谋差:
                △，二久一久al    (nm)

式中: R一滤龙片峰fft波长的标称似.

(4)
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    对应Tu/2的波长为A,和Az,则滤光片的华宽度为:
                  Aw=d一d,    (nm)                (5)

    21 检出极限与信噪比

    21.1检出极限

    21.1.1以0.05 mol/L硫酸溶液作空白，根据仪器类别选取对应

浓度的硫酸奎宁标准溶液作样品.灵敏度置高档，选择适当的狭缝宽
度。将激发波长置于350 nm,扫描发到波长找出测量峰值对应的

浇，，。将发射波长固定在Alm.

    21,1.2分别对空白溶液和标准样品溶液连续交替十一次测定。

如果测量中有一次被认为是山于外界干扰或操作失误而引起粗大误

差，必须将该测量数据剔除.

    21.13由下式计算每次测定的荧光漫度:
                    F，二F�一F', u                     (6)

式中: F,，一一标准溶液的荧光强度，

        F‘。一 一空白溶液的荧光强度。

    山F式计算炎光强度测量平均值:

\I F,I,- (7)

式中

式,p

    ‘，一测量次数.
由下式计39-单次测量的标准偏差:

{名 (F:一, )z
                    S二

              V

    12一 测量次效。
由下式汁异检出极 比

(8)

摊一 1

D‘一令‘2S (9)

式中。 Dl.一 一检出极限，指仪器能给比的二倍于标准偏差读数的

              标准溶液浓度
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          。— 标准浴液的浓度.

    21,2信噪比 ((SIN)

    、咒激发波长350 nn，激发和发射狭缝宽度10 nn.用二次燕馏
水，调节灵敏度使发射波长为397 nn 时，仪器示值在40%左右.发
射波长退回到300 nm,调仪器零位.扫描发射单色器，记录300-

430 nm发射光谱曲线.发射波长397 nm附近的峰值即为S,然后在
峰值处记录2 min，记录噪声曲线波动最大的峰一峰值即为N。:
    22 线性误差

    22,1置激发波长350 nn，发射波长450 nm, P! 0,05 mol/L硫

酸溶液作空白，调节仪器灵敏度和狭缝宽度，使表6中浓度最大的溶

液示值在90 附近。

衰 6 硫酸密宁标准溶液 (g/mL)

标 准 溶 液 编

    22,2交rf测定空自和各浓度标准溶液的荧rL强度.每种溶液重
复测y}.三次.

    22,3由式 (6),  (7)计算每次测量的荧光强度及侧量平均值.
由下式计算平均荧光系数k,

““;鑫Fr,u c, (10)

式中

F,-c,--
浓度为c，的溶液对应的荧光强度测量平均值，
标准溶液的浓度。

由下式计算线性误差:

。_/  ,-kc, /xkc,，。。“ (11)

稳定度

1置激发波长和发射波长为450 nm,放入浪反射板，调节灵

幻

23

敏度和伙缝使示值为90 .用调压变压器改变输入电压220122 V,
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记录仪器示值的变化。

    23,2 INI节灵敏度中等程度.关闭光闸门，高压S00 V时M节示

值为零.词记录笔读数为10%左右.记录10 min内的曲线漂移。作
记录仪器，观察电表示值的变化.

    23,3置激发波长和发射波长为450 nm,置激发和发射狭缝宽度

为 0 nm,漫反射板放入样品室，调高压750 V,调节灵敏度使示值

为90%,见光3 min后，观察10 min内示值的变化，对记录式仪

器，记录其曲线的变化.

    24 光谱峰值强度的重复性

    置激发波民350 nm,激发和发射狭缝宽度为10 mm, 用1 x 10-7

9加L的硫酸奎宁溶液，调节灵敏度，使发射波长为450 nn 时，示
值在80%左右。见光3 min后，对发射波长从365 run至500 mm 重
复扫描兰次.

    由下式计算重复性.

。，=一卜一夸aF。! (12)

式中， F:— 每次测量荧光峰值。

    25 光谱校正误差
    25,1激发光谱校正

    按仪器光谱校正说明书进行光谱校正误差检定。‘
    25,2发射光谱校正

    按仪器光谱校正说明一朽进行光谱校正误差检定。
    26 双光束补偿

    26,1将1 x 10-0B/m1.硫酸奎宁标准溶液装入配对的荧光池中。
仪器状态:一〔作方式 “能量”，光谱校正 “表观”，响应 ，4"p .置激

发波长350 nm,狭缝宽度10 nm.置发射波长450 nn,

    26,2放好样品室挡光板，将一只荧光池放入样 品室.打开样品

室盖，调节记录笔至50%处。将工作方式改为“示差”，使高压指示

为600 V,盖上样品室盖，打开光门.调灵敏度和发射狭缝宽度，使
示值为90%左右。扫描355-560 nn 发射光谱曲线。
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    26.3将另一只荧光池放入参考室.测量条件同26.2,重新扫描

355-560 nm发射光谱曲线.
    26,4由图2中a，。值按下式计算双光束补偿误差:

AF= fa一50{
b一so

x 100% (13)

60 口 b    F

图 2

    27荧光池的成套性
    27.1用检定合格的炎光分光光度计进行荧光1d.成套性的检定二
    27.2置激发彼长350 nm,发射波长450 nm.荧光池中装入

1x10-e口rt: t硫酸王宁，放入光路时带有标志的一面正对进光方向.
将仪器示位调 .̀95%,侧IR其它各炙光池的示值.凡示值差不大于

1.0%的荧光池可以配成一套.
    29 绝缘电阻

    在仪器电碑输入电路与外壳之间，用500 V兆欧表测定绝缘电

M.

    29 对于测址方式没有完全包括在本规程范围内的其他类型的荧

光分光光度计，其主要折标参照上述检定方法进行检定.技t要求参
照仪器说明书给出的指标，

                  五 检定结果的处理

3。 上述检定的各项数据均应记录在检定记录纸上.
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    31经检定符合本规程规定的仪器发给检定证协 不符今本规.}i

规定的仪器发给检定结果通知书，并写明不合格项目的故端.
    32 检定周期为一年.在此期间，当条件改变 (例如tqUe光源

灯、光电倍增管等)或对测量结果有怀疑时，都应进行检定。
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附 录

                      汞灯的参考波长

    低戌汞灯光谱线的参考波长及相对近似强度列在表卜1中.高压

汞灯也具有表1一1中的全部谱线.

    衰 1一1

波长(。m) ，对强，{，长(nm) 相对强度 波长(nm) 相对强度

蒸     [ 365一02 艺8

l

      435.日3 8石

  一一} l0

              一

646.07 60

，tZ.5，   一一 肠 67日.06
一

盆5

3!，.!5 15 } { 579.07 10
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附录 2

检定用临时工作标准溶液的配制价

1 试剂

班 2-1

试 剂 名 称 硫 酸 秦 宁

(Cu o H�O,N, ),·HxSO,，2H,O 112 SO,

-

一
782.93 98.03

一一4}  t牙                    I-分一。Y,t-
2 设备与器材

使用的滴定管、侈液管、无分度吸管、容量瓶须经if-最部门校

正

. 2-2

$邵     Yd   ##阿同 一 卜
供 箱

滴定管

移液管

6Om工 」
smL 】

烧 杯 100,500,5 ooo mL 若干

分析关ifi
最大称几209

分度植0.01 mg
l

250.500,1 000 ML 一各

各

3  0.05 mol/L硫酸溶液的配制

*一旦国家计P.部门发布了荧光标准物质，即应荣用。
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    5 000 mL的烧杯中加入足够量的二次蒸馏水.用滴定管取浓硫酸
13. 6 mL,注入烧杯中.添加二次燕馏水至5 000 mL,搅拌均匀后放

置备用.配两次共10 000 ML 0.05 mol/L硫酸溶液以备用.

    4硫酸奎宁标准溶液的配制 。
    4.1酉己制1 000 mL浓度为1 x 10-6g/ml.硫酸奎宁挤液

    将硫酸奎宁固体试剂在千燥器中放置24h以上.在分析天平上

用称量瓶精确称取 10.00 mg的硫酸奎宁.用少量0.05 mol/L硫酸溶

液溶解后，倾入500 mL的烧杯中.再用0.05 mol/L硫酸溶液冲洗三

次，冲洗液也倾入烧杯.将烧杯中的溶液倾入1 000 mL的容量瓶.

用。.05 mol/L硫酸溶液冲洗三次，冲洗液也倾入容量瓶.然后用

0.05 mol/L硫酸稀释至刻度线，并摇动均匀.
    4.2配制5 000 mL浓度为1 x 10-'g/mL硫酸奎宁溶液

    用无分度吸管取50mL1x10-0目mL硫酸奎宁溶液，倾入500:一、

容量瓶中 加0.05 mol/L硫酸溶液于刻度线，并摇动均匀.
    4.3依次类推配制其他浓度的硫酸奎宁标准溶液.所需标准母液

的体积与浓度见表2-3.为了清楚明了，将1x1。一曰mL V A溶液
也列入 表内

趁 2-3

  Sf:  i4?标准吧 」_ 竺取标‘.煞‘一~
浓度 (

/X 10

1又 if

1X 10

2 又 10

4 X 10

e 火 1 C,

6 X I日 1x10'-1 X 10-6X w--二一‘600026

丁A2$llf*112 (mL)600二一矍(g/mL)   I                 Fh16tj*$d (mL)I X 10'3                 60

进一月李
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4.4在深色的玻璃瓶中贮存高浓度的标准溶液。溶液应避光、低

温、密封保存。稀标准溶液应现用现配.浓溶掖有效明为半年。
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附录 3

检定 记录格 式

仗 器 名 称 丫- 型 号 !
{

  2

  2.1

几，

外观与初步检查
波长正确度与波长重复性
激发单色器

书厅于r
2.2发射单色器

3 分辨率

檄发单色器;
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月...种 ......侧 .........口.........，..... 一 一 一 n.，.‘..~ 中 .....- ......口....‘........ .J.曰， 林 一 一 ~ 一料 ‘。‘ 一

发射单色器，

4  7!k光片透光特性
一 分 ，一 助 ~~ . . . . ..一 - .，. ，一 “一 一 一 . 一 ， .一 一 ~ ~ ~ 一

                              油 光 片 号

RR Cum)        AWYC (S)   u    9K (nm)    I    1tt (56)
入竺 { 入， }一 oz__}

5 检出极限与信噪比
5.1检出极限

夕=_ S二_ D1=_ g/mL

一一一一一一一一一

.一一一一一一一一

?一阵
匡

二平. 二二引一二二

一一」匕 1--一一 }一

二全一 {二
      ii 」

__j_ 一
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5.2信噪比

S
                        l

N { SIN

{

6 线性

    k=

FI[ F1 Fio F}生 P， F，。F，，!;，{F, 口

-一 一-

r—

一二
尸.，~ 一 一

一— 一

一—
一_ 一

}一一 一

二
      一

          一

          一

{ 一丁’，一二 一}一
一} l

， 稳 定度

10min 220-288 V }220-242 v

稳定度 (肠) -一 1— 一
8 重复性

        } 。} ， } d,

              } }

， 光谱校丑iii差

      激发:__

10 双光束补偿

发射: %

月... ...............~ 目. .. ~ ~ 目口 .~ ， 扮 . ，.. .

AF (;$)
一

|

-·
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11 荧光池的配套性

黄 光 池 号

荧 光 示 值(肠)

差 rift( 肠)

{一”厂一」)’:’{_二_兰_{

」_一__之二一万一__二_:
绝缘电阻

R = M 9
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附录

检定结果通知书 (反面)格式

检 定 结 果

观

长 准

    辨

确 度_

率‘

外

波

分


