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赤藓红荧光激发光谱突变的研究
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摘 � 要 � 实验测量了 10, 20, 30, 40, 50 和 60 �g � mL- 1六种浓度赤藓红溶液的荧光激发光谱和吸收光谱。

发现在浓度为 10 和 20 �g � mL - 1时, 其荧光激发光谱在 530 nm 处会出现一个明显的激发峰, 而当溶液浓度

超过 30 �g� mL - 1后, 荧光激发光谱线型会发生突变, 530 nm 处成为谷值位置, 并在 530 nm 两侧出现两个

新的激发峰。对比各种浓度赤藓红溶液的吸收光谱, 发现其与荧光激发光谱的变化并不一致, 在 530nm 处

均为吸收峰, 无突变现象。通过数学计算及一系列对比实验的验证, 确定是赤藓红的吸收特性以及光谱测量

因素共同导致了其激发光谱的突变。研究结果可为进一步探讨赤藓红的理化特性提供指导, 为研究物质荧

光激发光谱的突变行为提供参考, 并能够促进对荧光激发光谱的正确认识和光谱测量方式的改进。
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引 � 言

� � 分子荧光光谱分析法作为一种常用的对物质进行定性或

定量分析的方法, 具有样品用量少、灵敏度高、快速简便等

优点[1]。随着实验仪器的发展和新技术的引进, 使其在物质

鉴定及测量[2�4]、多组分混合物分析[5�8]、生物医学分析[ 9�11]

等领域得到广泛应用。

荧光光谱通常可分为发射光谱和激发光谱。其中荧光激

发光谱是固定发射波长测得的荧光光强随激发波长变化的曲

线, 反映了不同激发光对某一波长荧光的相对效率, 可用于

鉴别物质, 同时也是荧光实验中选择最佳激发波长的主要依

据[12, 13]。荧光激发光谱与吸收光谱有着密切的联系, 理论上

经校正的荧光激发光谱应与吸收光谱相似。但是由于光源的

能量分布、单色器的透射系数和检测器的敏感度都具有波长

因素, 使得荧光激发光谱和吸收光谱的形状大多存在差

异[14]。

赤藓红是一种常用的食用合成色素, 实验中我们发现,

其荧光激发光谱的线型会随浓度的增加产生突变。当溶液浓

度大于一定值后, 荧光激发光谱与吸收光谱的变化不一致,

在吸收光谱峰值对应波长位置处, 荧光激发光谱反而呈现谷

值。目前对于荧光激发光谱及其突变现象的研究鲜有报道,

苗笛等曾对萘的正己烷溶液的荧光激发光谱突变行为做出分

析, 认为是由于固定槽对荧光的遮挡引起的[ 15]。但我们发现

在固定槽并未遮挡光路的情况下, 荧光激发光谱的突变现象

依旧会发生。经分析并通过数学计算及对比实验验证, 我们

认为是由于激励光在比色皿前端被强烈吸收, 而探测器主要

接收来自比色皿中部的荧光, 从而导致了荧光激发光谱的突

变。研究结果一方面促进了对荧光激发光谱的正确认识, 为

其他物质荧光激发光谱突变现象的研究提供了参考; 另一方

面也可以为赤藓红的鉴别测定、分子结构和发光机理分析以

及作为食用合成色素的毒理学研究提供正确指导。

1 � 赤藓红溶液的荧光激发光谱

� � 取国家标准物质研究中心提供的 1 �g � mL- 1赤藓红标

准溶液, 用超纯水将其配制成 10, 20, 30, 40, 50 和 60 �g �

mL - 1六种浓度溶液。选用一号比色皿 42 mm � 10 mm � 10

mm(高� 光路长� 光路宽) , 在 Roper Scientif ic公司生产的

SP�2558 多功能光谱测量系统上测得样品的荧光发射光谱,

发现赤藓红溶液的峰值发射波长在 555 nm 附近, 因此我们

固定发射波长为 555 nm, 测量各种浓度赤藓红溶液的荧光



激发光谱, 如图 1所示。测量示意图如图2, 图中实线为一号

比色皿, 虚线为比色皿固定槽, 固定槽对光线均无遮挡作

用。

Fig� 1� Fluorescence excitation spectra of erythrosine solutions

Fig� 2� Schematic diagram of fluorescence measurement

� � 由图 1 我们可以看到, 在 200~ 450 nm 波长范围内, 各

浓度赤藓红溶液的荧光激发光谱线型相互一致, 峰值位置相

对固定, 仅在相对荧光光强上有所差别。对于浓度为 10 和

20�g � mL- 1的赤藓红溶液, 其荧光激发光谱在530 nm 处出

现一个较强的激发峰; 当溶液浓度增大到 30 �g � mL- 1时,

荧光激发光谱线型发生突变, 530 nm 处由峰值位置突变为

谷值位置, 同时在 530 nm 两侧出现两个新的激发峰; 随着

溶液浓度的进一步增大, 谷值位置保持在 530 nm 处不变,

新产生的两个激发峰向两侧移动, 并且峰谷比不断增大。

2 � 荧光激发光谱突变的研究

2� 1 � 赤藓红溶液的吸收光谱

荧光激发光谱和吸收光谱反映的都是物质基态与激发态

间能级结构的信息, 两者之间存在密切的联系。当激发光波

长与物质内部能级差相匹配时将会被强烈吸收, 对应吸收光

谱的吸收峰; 此时处于激发态的电子数最多, 发生辐射跃迁

所发出的荧光也最强, 对应激发光谱的激发峰。理论上, 某

种化合物的荧光激发光谱的形状应与其吸收光谱相同。因而

测得物质的吸收光谱, 可对其荧光激发光谱的研究提供帮

助。

我们在 Avant es AvaSpec2048 吸收光谱仪上分别测量了

上述六种浓度赤藓红溶液的吸收光谱, 结果如图 3 所示。

Fig� 3 � Absorption spectra of erythrosine solutions

� � 由图 3 可以看到, 六种浓度溶液的吸收光谱线型基本一

致, 在 530 nm 处均出现吸收峰, 并且吸收峰值随浓度递增,

没有突变现象产生。因此可排除其荧光激发光谱是因物质分

子结构的改变而引起的突变。

2� 2 � 计算及分析

由前述讨论我们知道, 荧光激发光谱峰值位置处通常吸

收也是最强, 另外溶液的吸光度与溶液浓度呈递增关系。当

溶液浓度较高时, 激励光被比色皿前端的溶液强烈吸收, 发

出较强荧光; 当激励光到达比色皿中部时, 光强已较弱, 所

激发出的荧光也较弱。我们分析认为, 可能由于探测器主要

只接收来自比色皿中部的光信号, 从而导致了在测量较高浓

度溶液时, 荧光激发光谱发生突变现象。

为此我们设计了一组实验, 选用二号比色皿 42 mm � 5

mm � 10 mm(高� 光路长 � 光路宽) , 将比色皿改造成仅露

一条狭缝透光, 将狭缝对准固定槽的不同位置, 以 510 nm

为激发波长, 分别测得 60 �g � mL - 1赤藓红溶液的发射光

谱, 记录其峰值光强, 结果如表 1 所示。发现狭缝位于光路

正中央( x= 5)时, 探测器接收到的荧光最强; 当狭缝位置偏

离中心 1 mm( x = 4)时, 荧光强度迅速减弱到中央位置时的

2� 4% ; 在狭缝位于固定槽最边缘( x = 0)时, 峰值光强甚至

只有中央位置时的 0� 9%。

Table 1� Relationship between slit position
and fluorescence peak intensity

狭缝位置 x / mm 0 1 2 3 4 5

峰值光强/ a� u� 573 644 739 817 1 578 65 162

� � 由以上分析我们可知, 探测器能够接收到的主要是来自

比色皿中央区域所发的荧光, 设这段区域的宽度为 d , 比色

皿宽度为2n+ d, 如图2所示。那么距比色皿边缘距离在n以

内区域所发的荧光对探测器的影响可忽略不计, 由此我们可

以用数学公式表示出荧光激发光谱。

因为吸收光强 I a等于入射光强 I 0与透射光强 I t的差值,

于是 I a = I 0- I t。由比尔� 郎伯定律 I t/ I 0 = e- abc , 吸收光强
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可表示为 I a = I 0( 1- e- abc ) , 式中 a为吸光系数, b为光穿过

溶液的厚度, c 为溶液浓度。

探测器主要接收的这段区域所吸收的光强 I�a 可表示成

I�a = I 0 [ 1 - e- a( n+ d) c ] - I 0 [ 1 - e- anc ] =

I 0 e- anc [ 1- e- adc ] (1)

� � 摩尔消光系数�与吸光系数a 之间存在关系a = 2� 303�。

所以荧光激发光谱可表示为

I f (�) = K Y f I 0 e- 2�303�( �) nc [ 1- e- 2�303�( �) (dc) ] (2)

其中, K 为与仪器有关的常数, Yf 为物质的荧光量子产率。

借鉴文献[ 15]中通过求导讨论激发光谱极值点位置及性

质的方法, 我们将( 2)式两边同时对 �求导, 得到

dI f (�)
d�

= - 2� 303cK Y f I 0[ ne- 2� 303�( �) nc -

(n + d) e- 2� 303�( �) (n+ d)c ]
d�( �)
d�

(3)

� � 令 dI f (�)
d�

= 0, 可得到两类解。

第一类解:
d�(�)
d�

= 0, 表示吸收光谱极值位置处, 荧光

激发光谱同样取到极值。

第二类解: �( �) =
ln( n/ n + d)
- 2� 303dc , 表示荧光激发光谱出现

一些吸收光谱上并不存在的新的极值点。

设吸收光谱峰值波长为 �m , 通常在峰值位置处, 摩尔消

光系数也最大。于是当�(�m ) < ln( n/ n + d)
- 2� 303dc

时, 第二类解不

存在, 当 �(�m ) >
ln( n/ n + d)
- 2� 303dc 时, 第二类解存在。

为讨论第一类解对应极值点的性质, 再将( 2) 式对 �求

二阶导数得到

d2 I f (�)
d�2

= 5� 304c2K Y f I 0 [ n
2 e- 2� 303�(�) nc -

(n + d) 2e- 2�303�( �) (n+ d)c ]

d�(�)
d�

2

- 2� 303cK Y fI 0 [ ne- 2�303�( �)nc -

( n+ d) e- 2� 303�( �) ( n+ d) c ] d2�( �)
d�2

(4)

� � 由于 d�(�)
d� �

m

= 0, 可得:

当�(�m ) <
ln( n/ n+ d)
- 2� 303dc 时,

d2 I f( �)
d�2 �m

与
d2�(�)
d�2 �m

同

号, 此时吸收光谱与荧光激光光谱的极值点数目相同, 且极

值点性质相同。

当�(�m ) > ln( n/ n+ d)
- 2� 303dc

时,
d2 I f( �)
d�2 �m

与
d2�(�)
d�2 �

m

异

号, 此时在波长 �m 处, 吸收光谱和荧光激发光谱都取得极

值, 但极值点性质相反, 吸收光谱为峰值时, 激发光谱为谷

值。

综上 讨 论 可 知, 存 在 一 个 阈 值 浓 度 当 c =

ln( n/ n+ d)
- 2� 303d�(�m )

, 当溶液浓度大于阈值浓度时, 荧光激发光

谱线型将发生突变。

2� 3 � 实验验证

为验证数学计算的正确性, 我们又设计一组实验。首先

用一号比色皿, 如图 4( a)摆放, 测量 50 �g � mL - 1赤藓红溶

液的荧光激发光谱, 然后用二号比色皿替代一号比色皿, 并

将其分别放在固定槽边缘和正中位置处, 如图 4( b)和图 4

( c) , 测量相同浓度赤藓红溶液的荧光激发光谱。将三种情况

下的激发光谱作对比, 如图 5。

Fig� 4 � Three dif ferent measuring conditions

Fig� 5� Comparison of excitation spectra of erythrosine

under different conditions

� � 将�与�对比, 在�和�情况下, 光在到达中心位置时

都已被强烈吸收, 因而它们的激发光谱都发生突变现象, 在

530 nm 处都取得谷值。因为�位于中心区域的面积较�大,

所以相对荧光光强也较强。

将�与�对比, 在�和�情况下, 比色皿都是沿光轴对

称摆放, 但是由于�中用到的是二号比色皿, 根据阈值浓度

公式, 由于 n 值的减小使阈值浓度升高至 50 �g � mL - 1以

上, 因此其荧光激发光谱并未发生突变, 在 530 nm 处仍为

峰值。同时, 根据( 2)式, 由于 n值的减小, 使得�情况下得

到的荧光激发光谱光强也增大。

将�与�对比, 在�与�中用到的都是二号比色皿, 它

们从侧面发出的荧光的强度应该相同, 但由于摆放位置的不

同, 使得�情况下, 相对荧光光强较弱 , 同时其荧光激发光

谱发生突变现象。再次证明探测器主要接收固定槽中央区域

所发出的荧光, 并证实这是导致赤藓红溶液的荧光激发光谱

发生突变的主要原因。

3 � 结 � 论

� � 赤藓红溶液的荧光激发光谱线型会随着浓度的增加发生
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突变, 我们通过数学计算较好地解释了这一现象, 并由一系

列实验验证了其正确性。证明在光谱测量因素的影响下, 赤

藓红的摩尔消光系数决定了存在一个突变阈值浓度, 当溶液

浓度大于阈值浓度时, 赤藓红溶液的荧光激发光谱将发生突

变现象。同时我们预测, 摩尔消光系数和浓度满足一定条件

的其他物质, 在同一仪器上测得的荧光激发光谱也会发生类

似突变现象; 如果改进光谱仪的设计, 使探测器接收光的范

围扩大到整个比色皿, 那么荧光激发光谱随浓度增加而发生

突变的现象将随之消失。
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Study on Saltation of Fluorescence Excitation Spectra of Erythrosine

MA Chao�qun1 , CH EN Guo�qing 1* , WEI Bai�lin1 , SH I Yuan�ping 1 , GU Ling 1 , GAO Shu�mei1 , ZHU T uo 1, 2

1. Schoo l o f Science, Jiangnan Univer sity, Wux i� 214122, China

2. Schoo l o f Energ y and Electric, H ehai U niversit y, Nanjing � 210098, China

Abstract� T he f luorescence excitation spect ra and absorption spectra o f six kinds of ery thro sine solutions with concentrations of

10, 20, 30, 40, 50 and 60 �g � mL - 1 w ere experimentally measured. I t w as found that the fluor escence excit ation peaks ar e both

located at 530 nm significantly w hen the concentr ations o f er ythr osine so lutions a re 10 and 20 �g � mL - 1 . However, the linetype

saltation o f fluor escence excitation spectrum occur s as the concentrat ion of er ythro sine so lution is above 30 �g � mL- 1 . The

valley is located at 530 nm and tw o new peaks appear at bo th flanks o f the valley. Com pared wit h fluor escence excitation spectra,

the absorpt ion spectr a of er ythr osine solutions are w ithout saltation and the peaks are all located at 530 nm. Acco rding t o

calculations and a ser ies of contrast experiments, it w as demonst rated that the absorpt ion character istic o f ery thro sine and the

spectral measurement mode conspir e to cause the saltation o f fluo rescence excitation spectr a. The r esults can prov ide guidance fo r

fur ther r esear ch on physical and chemical pr operties of er ythr osine, and o ffer help and reference fo r study on saltation behavior in

fluor escence excitation spectra and improvement in spectr al measuring mode.

Keywords� Ery thro sine; Fluo rescence excit ation spectr a; Abso rption spect ra; Saltation
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