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摘　要　研究了罗丹明 6G (R 6G)的荧光光谱、共振散射光谱和吸收光谱,讨论了共振光散射与共振荧

光的区别与联系。在罗丹明6G水溶液的三维荧光等高线光谱中,瑞利散射线与荧光等高线有部分相交。共

振散射峰 (544nm )介于荧光激发峰 (530nm )和发射峰 (552nm )之间。由光偏振实验,测得R 6G 共振散射光

谱544nm 处的偏振度P 为0. 0105。上述实验结果证明, R 6G 的共振散射峰主要是共振荧光。共振光散射信

号随pH 值增大而增强的机理是R 6G酸碱平衡移动导致荧光型体的形成。由于自吸收的影响,荧光强度、共

振散射光强度与R 6G浓度之间不是严格的线性关系。
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1　引言
当紫外光照射到某些物质的时候,这些物质会吸收紫外光,自身发射出不同颜色和不同强度的

可见光,而当紫外光停止照射时,这种自身发出的光线也随之很快地消失,这种光线称为荧光[1 ]。利

用这种能够反映物质特性的荧光来对该物质进行定性和定量分析的方法称为荧光分析法; 共振光

散射 (R esonance L igh t Scat tering, RL S)技术是∃Κ= 0的同步荧光技术[2 ]。这两种技术最主要的优

势是灵敏度高和选择性好[3—5 ] ,但荧光与共振光散射之间既有区别又有联系[6 ]。本文研究了罗丹明

6G (R hodam ine 6G,简称R 6G,结构见图1)的荧光、共振光散射和吸收光谱的特性与机理。实验证

明, R 6G 水溶液的共振光散射主要是共振荧光,荧光强度和共振光散射强度随浓度增大而增强,但

由于自吸收的影响,并不是线性关系。同时溶液pH 值的改变可以导致R 6G 水溶液的酸碱平衡移

动。

图 1　R 6G分子结构
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2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

L S55 荧光分光光度计 (美国 PE 公司) , TU 21901 双光束紫外可见分光光度计 (北京普析公

司) , FA 1104电子分析天平 (江苏泰兴市电子仪器厂) , pH S23C 型精密pH 计 (上海精雷磁仪器厂)。

R 6G (分析纯) :以水配制成0. 5göL 溶液; 3mo löL HC l标准溶液; 1. 0mo löL 的N aC l溶液;实验

用水为二次蒸馏水。

2. 2　实验方法

在一系列25mL 比色管中,分别加入N aC l溶液、R 6G 溶液和HC l标准溶液,以水稀释至刻度,

摇匀,扫描三维荧光光谱,三维同步荧光光谱,以激发波长Κex等于发射波长Κem扫描共振散射光谱,

扫描二维荧光光谱和吸收光谱,进行光偏振实验。

3　结果与讨论
3. 1　R6G水溶液的三维荧光光谱

在400—650nm 之间,以∃Κex= 5nm 间隔扫描R 6G 水溶液的三维荧光光谱,如图2所示。a 是投

影图, a 中每条曲线表示在特定激发波长Κex下,荧光强度随发射波长Κem的变化, a 中的“驼峰”是荧

光峰,“脊梁峰”是瑞利散射峰,二者相交的部分是共振散射峰; b是等高线图, b中横坐标为荧光发

射波长Κem ,纵坐标为激发波长Κex ,平面上的点表示由两个波长所决定的荧光强度,将荧光强度相等

的各个点连结起来,便构成了由一系列等强度线组成的等高线光谱图,等高线自外向内表示荧光强

度逐步增强, b中的“指纹区”是荧光等高线,从左下角到右上角 (对角线上)有一条光谱线,是R 6G

溶液的瑞利散射所产生的,这条线在波长较短的部分 (左下角)较强,而在波长较长部分 (右上角)较

弱,这是由于瑞利散射强度与入射光波长的4次方 (Κ4)成反比[7 ] ,在瑞利散射线上各点的Κex= Κem。

图 2　R 6G 的三维荧光光谱
a——投影图; b——等高线图。

CR6G= 4. 0ΛgömL ; pH 0. 44; 0. 1mo löL N aC l;狭缝2. 6nm ö2. 6nm;电压650V ; ∃Κex= 5nm;扫描速度400nm öm in。

从b中可以找出R 6G 的三维特征荧光峰的定量信息 (Κem = 552nm , Κex = 530nm , I = 798) ,瑞利

散射线与荧光等高线在 521—562nm 之间相交,这表明对R 6G 水溶液而言,在 521—562nm 波长范

围内,当激发波长与发射波长相等时,所得到的发射光包括瑞利散射光和共振荧光 (因为Κex= Κem )。

这说明,用共振光散射技术 (即∃Κ= 0的同步荧光技术)所测得的共振散射光谱包括瑞利散射和共

振荧光。瑞利散射在各测量波长都存在,而共振荧光只在一定的波长范围内存在。对R 6G 水溶液而
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言,产生共振荧光的波长范围是521—562nm ,共振荧光最强的波长 (共振荧光峰)是544nm。一般认

为,共振荧光在气体和结晶中有可能发生,而在溶液中,由于溶剂的相互作用使能量损失,所观察到

的荧光波长总是大于激发光的波长,不大可能观察到共振荧光[8 ]。但图2表明, R 6G 溶液可以产生

较强的共振荧光。

3. 2　R6G水溶液的三维同步荧光光谱

在350—600nm 之间,同步波长∃Κ从0—140nm 变化 (∃Κ= Κem - Κex) ,扫描间隔∃Κ相差5nm ,扫

描R 6G 水溶液的三维同步荧光,如图3所示。c是投影图, c中每条曲线表示在特定同步步长∃Κ下的
荧光强度,它反映了激发波长Κex和发射波长Κem同步变化对荧光强度的影响。d 是等高线图,从d 中

可以找到三维特征同步荧光峰的信息 (∃Κ= 25nm , Κem = 527nm ,强度 I = 656. 6) ,最大共振散射峰的

信息 (∃Κ= 0, Κem = 544nm ,强度 I = 395. 1) ,这些信息可以作为同步荧光法和共振散射法定量测量

的信息。

图 3　R 6G三维同步荧光光谱

c——投影图; d——等高线图。

CR6G= 4ΛgömL ; pH 0. 92;狭缝2. 5nm;电压650V ;扫描速度400nm öm in;扫描间隔5nm。

图 4　R 6G的荧光激发光谱 (1)、发射光谱 (2)和

共振散射光谱 (3)

CR6G= 4. 0ΛgömL , pH 0. 92, 0. 1mo löL N aC l,

ΚexöΚem = 530nm ö552nm ,

狭缝2. 5nm ö2. 5nm;电压650V ;扫描速度600nm öm in。

3. 3　R6G水溶液的二维荧光与共振散射光谱

图 4绘出了R 6G 水溶液的荧光激发光谱、发射光

谱和共振散射光谱。由图 4 可见, R 6G 的荧光激发峰

( 1)位于 530nm , 发射峰 (2)位于 552nm , 共振散射峰

(3)位于544nm ,共振散射峰介于荧光激发峰和发射峰

之间。由于R 6G 的激发光谱和发射光谱有相当大的重

叠,而且重叠部位正好是共振散射峰的位置。因此,共

振散射峰包含共振荧光。联系图2考虑,可知图4中的

共振散射峰就是图 2b中瑞利散射线与荧光等高线相

交的部分, 在共振散射峰以外的波长区域, 散射光较

弱,是瑞利散射。

3. 4　光偏振实验

利用光偏振实验,可以进一步鉴别R 6G 共振散射

光谱中的荧光成分。散射光是完全偏振光,在偏振光激发下,荧光体所发射的荧光亦是偏振光。但

是,小分子在粘度小的水溶剂中旋转扩散很快,因此可使荧光消偏。通过测量R 6G 共振散射光的偏
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图 5　R 6G的共振散射偏振光谱

CR6G= 4. 0ΛgömL ; pH 0. 92; 0. 1mo löL N aC l;

狭缝4nm ö4nm;电压650V ;扫描速度600nm öm in。

1—— i‖; 2—— i⊥; 3—— I⊥; 4—— I‖。

振度,可以鉴别其是否为共振荧光光偏振。实验方法如

下:将激发偏振器E x 的取向置为 00,发射偏振器Em 的

取向分别置为 00 和 900,所观测到的发射强度分别用 I‖

和I⊥表示;将激发偏振器E x 的取向置为900,发射偏振器

Em 的取向分别置为00 和900,所观测到的发射强度分别

用 i⊥和 i‖表示。如此扫描R 6G 水溶液的共振散射偏振光

谱,如图5所示。

测定图 5中 544nm 处发射光强度,按下式计算荧光

偏振P :

P = ( I‖- G I⊥) ö( I‖+ G I⊥)

式中: G= i⊥öi‖;理论上,散射光的P 值等于1, P 值小于

1 为部分偏振或消偏振, P 值为零不偏振。表 1 列出了

R 6G 水溶液和N aC l对照溶液的P 值。
表 1　R6G的共振散射光偏振实验

物质 Κ(nm ) i‖ i⊥ I⊥ I‖ G P

4ΛgömL R 6G 544 496. 49 524. 74 697. 33 773. 09 1. 0609 0. 0220

0. 1mo löLN aC l 450 59. 20 22. 09 36. 35 378. 16 0. 3731 0. 9308

　　由表1可见,N aC l溶液的P 值为0. 9308,主要是散射光。R 6G 水溶液的P 值为0. 0220,小于1

但大于零,表明在最大散射波长544nm 处, R 6G 的共振散射光主要是消偏振的共振荧光,同时也有

瑞利散射。

图 6　荧光强度和共振光散射强度与

酸度的关系

CR6G= 4. 0ΛgömL , 0. 1mo löL N aC l;

Κex- 530nm;狭缝2. 5nm ö2. 5nm;

电压650V ;扫描速度600nm öm in。

3. 5　溶液酸度对R6G荧光强度和共振光散射的影响

固定R 6G 溶液浓度,改变H + 浓度,测量共振光散射和

荧光强度,如图6。比较图6中两条曲线的变化趋势, R 6G 荧

光强度与共振光散射强度随H + 浓度升高而同时减小,可见

二者变化的机理是相关联的。

3. 6　酸碱度对R6G水溶液吸收光谱的影响

固定R 6G 浓度,改变溶液酸碱度,绘制R 6G 水溶液的

吸收光谱,如图 7所示。a 是在碱性溶液中的吸收光谱,随

着OH - 浓度的增加,最大吸收波长从526nm 紫移至512nm。

b是在酸性溶液中的吸收光谱,随着H + 浓度的增加,最大

吸收波长从526nm 红移至532nm。综合a、b两图可知,随着

pH 值的减小 (从左到右) , R 6G 水溶液的吸光度先增加后

减小,而且a 图在470nm 处形成一等色点。这些光谱特征表

明溶液的酸碱性影响了R 6G 羧基质子的离解平衡:

HL + + H + H 2L 2+ (1)

HL + + OH - H 2O + L (2)

平衡形体HL + 的最大吸收波长为526nm。在酸性条件下 (1) , R 6G 苯环上羧基和胺基质子化,

R 6G 分子主要以H 2L 2+ 形式存在。在碱性条件下 (2) ,羧酸质子离解, R 6G 分子主要以羧酸盐L 形

式存在。
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综合图6和图7可以推知, R 6G 的荧光光谱、共振散射光谱和吸收光谱随pH 的改变均与R 6G

的酸碱平衡移动有关,都是由于各型体平衡浓度的变化。

图 7　R 6G在不同pH 溶液中的吸收光谱

a——碱性溶液; b酸性溶液。

CR6G= 4. 0ΛgömL ; 0. 1mo löL N aC l;扫描间隔2nm ,中速;以水作空白。

3. 7　荧光强度、同步荧光强度和共振散射强度与R6G浓度的关系

根据2. 1和2. 2确定的最佳测定波长,绘出该波长处荧光强度、同步荧光强度和共振散射强度

图 8　荧光强度和共振光散射强度与

R 6G浓度的关系

1——荧光, Κem 552nm; 2——同步荧光,

∃Κ= 25nm , Κnm 527nm; 3——共振散射。

Κem 544nm; pH 3. 8, 0. 1mo löL N aC l;电压650V ;

狭缝3nm ö3nm;扫描速度600nm öm in。

与R 6G 浓度之间的关系,如图 8。从图 8可见,荧光强度、同

步荧光强度和共振散射强度与R 6G 浓度之间不是严格的线

性关系,但三者的强度随溶液浓度的变化趋势很相似,即浓

度越大,荧光强度、同步荧光强度和共振散射强度的变化越

平缓,这说明影响三者强度偏离线性的因素是相同的。其原

因是R 6G 的荧光峰、共振散射峰均与吸收峰有一定程度的

重叠 (图4) , R 6G 的发光性质受到其自吸收的影响。浓度越

大,发射光被自吸收越严重,荧光强度、同步荧光强度和共

振散射强度随浓度的改变就越小。

4　结论
由以上实验结果和理论分析,可以得出如下结论: (1)

R 6G 的共振光散射主要是共振荧光; (2) R 6G 共振光散射

增强的机理是由于溶液pH 的改变导致荧光型体的形成;

(3) 由于R 6G 自身吸光的影响,荧光强度和共振光散射与

浓度之间不是严格的线性关系; (4) 用不同的平面去切图22a 三维荧光光谱曲面,可以得到不同的

二维光谱图 (平面和曲面的交线)。用垂直Κem轴的平面去切三维荧光光谱曲面,可以得到一系列荧

光激发光谱; 用垂直Κex轴的平面去切,可以得到一系列荧光发射光谱; 用沿瑞利散射峰的对角面去

切 (∃Κ= 0) ,可以得到共振散射光谱; 用平行于瑞利散射峰对角面的平面去切 (平行间隔为∃Κ) ,可

以得到一系列同步步长为∃Κ的同步荧光光谱;用垂直荧光强度I 轴的平面去切,就可以得到三维荧

光等高线图。由此可见,三维荧光、三维同步荧光和共振散射之间有密切联系,影响三者的因素有相

同之处。
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Spectrophotom etr ic Stud ies on Three-Fluorescence and
Resonance Sca tter ing of Rhodam ine 6G

X IA Guo2Chao　TAO H u i2L in
(D ep t. of M ateria l and Chem ica l E ng i. , Gu ilin Institu te of T ech. , Gu ilin, Guang x i 541004, P. R. Ch ina)

Abstract 　 F luo rescence, resonance ligh t sca t tering ( RL S ) and ab so rp t ion spectra of

R hodam ine 6G (R 6G) have been studied to discu ss the difference and rela t ion sh ip betw een RL S

and resonance fluo rescence. In th ree2dim en sional f luo rescence con tou r spectra of R 6G aqueou s

so lu t ion s, R ayleigh scat tering line in tersects w ith fluo rescence con tou r. T he RL S peak (544nm ) of

R 6G lies ju st betw een fluo rescence excita t ion peak (530 nm ) and em ission peak (552nm ). In ligh t

po lariza t ion experim en t, the po lariza t ion of RL S at 544nm w as m easu red to be P = 0. 0105. A ll the

above experim en ta l fact reveals tha t the RL S peak of R 6G m ain ly con sists of resonance

fluo rescence. T he m echan ism of RL S enhancem en t w ith the pH increase is becau se of the

fo rm at ion of fluo rescence species in acid2base equ ilib rium of R 6G so lu t ion s. Since ligh t sca t tering

is affected by ligh t ab so rp t ion, rela t ion sh ip betw een fluo rescence in ten sity, RL S in ten sity and R 6G

concen tra t ion is no t st rict ly linear.

Key words　R hodam ine 6G, T h ree2D im en sional F luo rescence, R esonance L igh t Scat tering,

R esonance F luo rescence,L igh t Po lariza t ion.
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