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Spectrophotometric Analysis 

使用同步荧光法进行分离分析 
Separation Analysis by Synchronous Fluorescence Spectroscopy 

 

LAAN-A-RF-C007

多组分样品的分离分析可以借助荧光光度计的同步荧光光谱

法来实现。在激发光谱测定中，先固定荧光波长，然后扫描激发

分光器的波长；在荧光光谱测定中，则先固定激发波长，然后扫

描荧光分光器的波长。而在同步荧光光谱测定中，错开激发和荧

光分光器的开始扫描波长，将两波长差（Δ λ）保持为固定值，按

照相同扫描速度同时对两侧分光器进行扫描并测定。检测器接收

到的是由激发分光器波长激发而发射的与激发波长偏移 Δ λ 处荧

光发射波长的强度，通过选择合适的 Δ λ 可以进行目标成分的分离。 

本文向您介绍同步荧光法的原理，以及使用图 1 所示的荧光

分光光度计 RF-6000 对多环芳香族化合物的混合样品进行分析的

示例。 

 
图 1 荧光分光光度计 RF-6000 

RF-6000 Spectrofluorophotometer 

 

 

 

 

 同步荧光法的定义 
Synchronous Fluorescence Spectroscopy 

同步荧光法的原理如下所示 1）。将照射到荧光物质的激发光

波长设为 λ’，将 EM（λ）定义为荧光的强度分布图（荧光光谱）。

荧光波长λ的荧光光度值 I（λ）取决于 EM（λ）。并且与 λʹ激发的

荧光物质散发的光亮度 R λ’成正比。 

 
 I（λ）= k1 R λ’ EM（λ） （1）

 

此处，k1 为系数。当荧光物质的浓度很低时，通过公式（2）

计算 R λ’。 

 
 R λ’ = k2ε（λ’）c d I0（λ’）φ（λ’） （2）

 

此处，k2 为系数；ε（λ’）为吸光系数；c 为荧光物质的浓度；

d 为光程长；I0（λ’）为激发光的强度；φ（λ’）为荧光物质的量子

产率。 

ε（λ’）I0（λ’）φ（λ’）的乘积作为激发函数，将激发光谱作为

EX（λ’）时，可以通过公式（3）计算。 

 
 EX（λ’）= k3ε（λ’）I0（λ’）φ（λ’） （3）

此处，k3 为系数。 

根据公式（1）、（2）、（3），同步荧光光谱的强度 

IS（λ’, λ）可以通过公式（4）计算。 

 
 IS（λ’, λ）= K c d EX（λ’）EM（λ） （4）

 

此处，K = k1 k2 k3-1。 

在同步荧光光谱测定中，因为激发波长与荧光波长的波长差

（Δ λ）固定，所以 

 
 λ – λ’ = Δ λ（一定） （5）

 

根据公式（4）、（5）， 

 
 IS（λ’, λ）= K c d EX（λ’）EM（λ’ + Δ λ） （6）

 

或者 

 
 IS（λ’, λ）= K c d EX（λ – Δ λ）EM（λ） （7）

 

根据以上公式，同步荧光光谱作为 λ 和 λ’的函数计算得到。 

强度图也会因 Δ λ 的变化而发生变化。
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图 2 同步荧光光谱的示意图 
Schematic Diagram of Synchronous Fluorescence Spectra 

 

 

 

为了从视觉上理解同步荧光法，图 2 显示了虚拟激发光谱和

荧光光谱。 

假设通过波长 λ1 激发时，根据波长 λEM 计算得到强度 F1 的荧

光光谱。将激发波长设为 λ2 时，可以通过波长 λEM 获得与强度 F1

的荧光光谱相似的强度 F2 的荧光光谱。 

对于该激发光谱和荧光光谱，通过两个光谱的波长差 

Δ λ（= λEM -λ1）同时扫描激发波长和荧光波长，从而测定同步荧

光光谱。激发波长为 λ4 时，波长 λEM 的荧光强度为 F4，但是，因

为在同步荧光光谱测定中，荧光波长为移动了Δ λ的 λ7（= λ4 + Δ λ），

所以强度 F4 的荧光光谱 λ7 的荧光强度即为同步荧光光谱的强度。

同样，当激发波长为 λ3 时，波长 λEM 强度 F3 的荧光光谱 

λ6（= λ3 + Δ λ）的荧光强度即为同步荧光光谱的强度。由此，如果

在激发波长和荧光波长的间隔保持在 Δ λ 的状态下进行扫描，则可

以得到如红线所示的同步荧光光谱。 

如图 2 所示，同步荧光光谱与原荧光光谱相比，半宽度变窄，

并且，将 Δ λ 设为激发光谱和荧光光谱的波长差时，同步荧光光谱

的峰强度会达到最大。 

 多环芳烃化合物的同步荧光光谱测定 
Synchronous Fluorescence Spectra of Polycyclic Aromatic 
Compounds 

制备芘（浓度 2.9 μg/mL）、苯并(a)芘（浓度 1.6 μg/mL）、

苯并(k)荧蒽（浓度 2.0 μg/mL）的环己烷溶液，使用荧光分光光度

计 RF-6000 进行测定。表 1 为测定条件；图 3 为测定结果。由此

可知，芘、苯并(a)芘、苯并(k)荧蒽的激发波长分别为 335 nm、 

385 nm、308 nm。在上述浓度下测定时，苯并(k)荧蒽的荧光强度

最大，大约是荧光强度最小的芘的 40 倍。为了更加容易确认芘和

苯并(a)芘的荧光光谱，放大了图 3 的荧光光谱（图 4）。 

在同步荧光法中，为了使芘的峰强度变为最大，将芘的荧光

光谱中最大峰强度的波长（382 nm）和芘的激发波长（335 nm）

之差（47 nm）作为为激发和荧光分光器的波长差。图 5 为根据该

波长差测定得到的芘、苯并(a)芘、苯并(k)荧蒽的同步荧光光谱；

表 2 为测定条件。由此可知，苯并(k)荧蒽和芘的最大峰强度比大

约减少到 8 倍，芘的峰强度相对提高，并且高度分离了芘的峰。 
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图 3 芘（红色）、苯并(a)芘（蓝色）、苯并(k)荧蒽（黑色）的荧光光谱 
Fig. 3 Fluorescence Spectra of Pyrene (Red), Benzo[a]pyrene (Blue) and 

Benzo[k]fluoranthene (Black) 

 

 

 

图 4 图 3 的荧光光谱放大图 
Expanded Fluorescence Spectra from Fig. 3 

 

 

 

图 5 芘（红色）、苯并(a)芘（蓝色）、苯并(k)荧蒽（黑色）的 
同步荧光光谱 

Synchronous Fluorescence Spectra of Pyrene (Red), Benzo[a]pyrene (Blue) 
and Benzo[k]fluoranthene (Black) 

 

 

 

图 6 使芘的浓度发生变化的同步荧光光谱 
芘的浓度 红色：0.145 μg/mL；绿色：0.29 μg/mL；黑色：0.435 μg/mL 

Synchronous Fluorescence Spectra of Pyrene Measured at Three 
Concentrations Red: 0.145 μg/mL, Green: 0.29 μg/mL, Black: 0.435 μg/mL 

 

表 1 测定条件 
Analytical Conditions 

仪器 : 荧光光谱仪 RF-6000 
光谱类型 : 荧光光谱 
数据间隔 : 1.0 nm 
扫描速度 : 600 nm/min 
带宽 : Ex 3 nm, Em 3 nm 
灵敏度 : 低 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
表 2 测定条件 

Analytical Conditions 

仪器 : 荧光光谱仪 RF-6000 
光谱类型 : 同步荧光光谱 
数据间隔 : 1.0 nm 
扫描速度 : 200 nm/min 
带宽 : Ex 3 nm, Em 3 nm
灵敏度 : 低 
激发和荧光的波长差 : 47 nm 
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图 7 芘的峰面积和浓度的关系 
Relationship Between Peak Area and Concentration for Pyrene 

 

取三支带刻度试管，分别加入 1 mL、2 mL 和 3 mL 的芘的环

己烷溶液。然后三支试管再分别加入 1 mL 苯并(a)芘和 1 mL 苯并

(k)荧蒽的环己烷溶液，最后用环己烷将其定容为 20 mL。溶液中

各成分浓度见表 3。 

与图 5相同，将激发和荧光分光器的波长差设定为 47 nm后，

测定上述溶液的同步荧光光谱。图 6 为测定结果。测定条件与表 2

相同。 

在图 6 的波长 361 nm 和 391 nm 之间划上基线，计算基线上

方的峰面积。图 7 为峰面积与芘的浓度关系。由图可知，线性良

好，可以进行分离定量。 

 

 总结 
Conclusion 

综上所述，使用 RF-6000 的同步荧光光谱测定功能可以进行

混合物的分离。因为同步荧光法通过选择适当的波长差分离混合

物，所以可以在各种领域发挥作用。 

 

 

 

 

 

 

 

 

参考文献 1）T. Vo-Dinh, Anal. Chem. 50 (1978) 396. 

表 3 溶液中的各成分浓度 
Concentration of Each Component in the Solution 

 各成分浓度值 

芘 
(μg/mL) 

苯并(a)芘 
(μg/mL) 

苯并(k)荧蒽 
(μg/mL) 

1#  0.145 0.08 0.1 
2#  0.29 0.08 0.1 
3#  0.435 0.08 0.1 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 15%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Japan Standard v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.7
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /JPN <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


