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建立在物质对光的选择性吸收基础上的分析方法
称为吸光光度法。 

紫外光 可见光 红外光 

  10~200nm(远) 

200~400nm(近) 
400~750nm 

0.75~2.5 μm(近) 

   2.5~50 μm(中) 

 50~1000μm(远) 

紫   蓝   青   绿   黄   橙   红 
400nm 750nm 

光学光谱区 



⑴ 灵敏高 — 定量下限10-5~10-6 mol/L或10-4～10-5％。 

被测组分 含量（％） μg/g 

常量 1～100 104～106 

微量 0.01～1 100～1000 

痕量 0.0001～0.01 1～100 

超痕量 <0.0001 <1 

吸光光度法 
借助比色计——比色法 

借助分光光度计——分光光度法 
方法的特点： 

⑶ 操作简便。 

⑷ 选择性好，应用广泛。 

⑵ 准确度满足微量分析要求— 相对误差 2% ~5%。 



§9–1 吸光光度法基本原理 

一 、光的基本性质 


 CE hh 

能量 

波长 

频率 普朗克常数 

速度 

光子的能量与频率成正比，与波长成反比。 

——光波具有波粒二象性，光子的能量与光波
的频率或波长相关。 



二、物质对光的选择性吸收 

     1.产生选择性吸收的本质   

       构成物质的分子都处在一定的能级上运动。当物

质分子吸收了一定频率的可见光后，它的外层电子就

会发生跃迁，从而使分子的能量升高。 

hν 

ΔE ΔE 
ΔE=hν 

分子轨道的能级差决定了吸收光的频率。由于

不同分子的能级差是不同的，因此，不同物质对不

同频率光的吸收是具有选择性的。 

吸收 

跃迁 



2.吸收光与溶液的颜色 
       溶液的颜色与吸收光的颜色成互补关系。 

 

 

溶液的颜
色 

吸收光 

颜色 波长/nm 

黄绿 紫 400~450 

黄 蓝 450~480 

橙 绿蓝 480~490 

红 蓝绿 490~500 

紫红 绿 500~560 

紫 黄绿 560~580 

蓝 黄 580~600 

绿蓝 橙 600~650 

蓝绿 红 650~750 

  白光 

红 
紫 

橙 青
蓝 
蓝 

青 绿 
黄 

光的互补色示意图 



物质的颜色与光的关系 

完全吸收 

完全透过 

吸收黄色光 

光谱示意 表观现象示意 复合光 

黑色 

白色 

蓝色 





3.吸收曲线（吸收光谱） 

为了描述溶液对不同波长可见光的选择性吸收作

用。通常固定溶液浓度和液层的厚度，测量溶液对不

同波长光的吸光度，以波长（λ）为横坐标，吸光度

(A)为纵坐标所得到的曲线，称为吸收曲线。 

300 400 500 600 
λ/nm 

Cr 2 O 7 
2- 

350nm 
525nm 

MnO 4 
- 

高锰酸钾和重铬酸钾的吸收曲线 

A
 



1.表示光吸收程度的两个物理量 

（1）透光度（透光率）T 

 

 

I (λ) —某波长透过光的强度； 

I0(λ) —某波长入射光的强度。 

三、光吸收定律——朗伯-比尔定律 
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（2）吸光度 A T 取值为0.0 % ~ 100.0 % 

全部吸收 T = 0.0 % 

全部透射 T = 100.0 % 



吸光度 与透光率 

AKcbT  lg

T ： 透光率 A： 吸光度 
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KbcAT   1010

T = 0.0 % 

A = ∞ 

T = 100.0 % 

A = 0.0 

A = 0.434 

T = 36.8 % 



吸光系数  Absorptivity KcbA 

b ：吸光液层的厚度，光程， cm c：吸光物质的浓度， g / L,  mol / L 

K：比例常数 入射光波长 物质的性质 温度 

取值与浓度的单位相关 

c：mol / L K    

c：g / L K    a acbA 

c：g / 100 mL K   
比吸光系数 %1

1cmE

cbEA cm
%1

1

相互关系 

cbA 

M
aE cm


1010%1

1 



      单色平行光通过单一均匀的非散射溶液时，该
溶液的吸光度(A)正比于溶液中吸光物质的浓度(c) 

和吸收层厚度(b)之积。 

2.朗伯-比尔定律 

cbaA 

a —吸光系数，当浓度单位为g/L，液层厚度单位为 

cm时， a的单位为L·g-1·cm-1。 

单位：cm 

单位：g /L 

b 

I 0 (λ) I (λ) 

L:/比耳定律2.swf


3.定量分析的方法——标准曲线法 

0.4 0.8 1.2 1.6 0 c x 

邻二氮菲法测铁标准曲线

A = 0.2097 ×C(μg/mL)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 0.5 1 1.5 2

Fe浓度／μg/mL

A

Ax=0.226

C x=1.08

Ax=0.226 



cbA  
ε— 摩尔吸光系数，其单位为L·mol-1·cm-1。 

当溶液以物质的量浓度为单位时，朗伯比尔
定律表示为： 

①ε 表示1mol/L待测物质溶液，在1cm比色皿中，
对某特定波长的光所产生的吸光度。 

② ε与吸收光波长、溶液温度和介质条件有关，与
液层厚度和溶液浓度无关。 

dc

dA
③最大吸收波长处的ε最大，分析灵敏度（      ）也
最高。 

L:/吸收曲线.swf


4.吸光度的加和性原理 

单色光通过符合朗伯比尔定律的多组分溶液时，

测得的总吸光度A总，等于各组分独立存在时的各溶

液吸光度Ai 之和。 
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根据加和性原理，当多个待测组分存在于同一溶

液中，且它们的吸收曲线部分重叠时，用分光光度

法仍可对它们进行测定。 
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四、偏离朗伯比尔定律 

标准曲线不成直线的现象称为偏离朗伯比耳定律。 
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1.  非单色光引起的偏离 
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关系。在这种情况下不成直线与所以， cA

但是，由于仪器的分光能力是有限的，不可能

将波长非常接近的两束光分开，这时两束光就被同

时检测到。所以测得的溶液吸光度是： 

而不是： 
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选择在最大吸收波长处进行测量，因为Δε最小，

所以偏离朗伯比耳定律最小。 







入射光谱
带宽相同 

ε 

λ 



2.介质不均匀引起的偏离 

       胶体溶液、乳浊液、悬浮液都不是均匀溶液，对
光有散射作用,它们的表观吸光度会比实际吸光度要大。
使标准曲线向吸光度轴弯曲。 

       在光度法中应避免溶液产生胶体或混浊。 
A

 

c 



被测物的离解、配合、缔合改变了标准溶液中吸

光物质的存在形式，而标准曲线仍按原分析物绘制，

从而使标准曲线弯曲。如：测Cr2O7
2-,标准曲线在稀

溶液端向下弯曲。 

3. 被测物发生化学反应引起的偏离 

Cr 
2 
O 

7 
2- +H 

2 
O 2H + +2CrO 

4 
2- 

A=εb C Cr 2 O 7 

2- 

当溶液浓度较高时 

当溶液浓度很稀时 
A

 

C Cr2O7
2- 

[Cr2O7
2-] ≈ CCr2O7

2
- 

[Cr2O7
2-] < CCr2O7

2
- 



§9-2  光度计的基本部件 

1.光度计的结构 带宽Δλ

0.108

光源 单色器 吸收池 检测系统

㈠光源 

作用：提供测量所需波长范围的入射光。 

要求：辐射的能量有足够的强度和稳定性，使用

寿命较长。 

钨灯   320～2500nm，氘灯  185～400nm。 



①滤光片   一组不同颜色的玻璃片。滤光性能用最大  

                                       透过波长和谱带半宽度描述。 

㈡单色器 

85 

42.5 

470 410 530 

T
%

 

λ/nm 

Δλ 1/2 

溶液颜色与滤光片颜色互
为补色 

     作用：将光源发射的复合光分解为“单色光”，
并可截取其中任一部分的“单色光”。 

滤光片透光曲线 

黄 蓝 

互为补色 互为补色 



② 棱镜   利用不同波长的光通过两种不同介质时
的折射率不同，将复合光分开。                                                 

复 合 光

42 

CB
An 

λ 1 λ 1

λ 2

λ 2

d

k
  sinsin

－光栅常数。－光谱级数，

－衍射角，入射角，

dk

 

有关的常数。

与棱镜材料

－光波长，折射率，





A,B,C

n  

③ 光栅   利用光的干涉作用将复合光分开。 



㈢吸收池（比色皿） 

       作用：用于盛被测试液。 

       要求：能透过所需光谱范围的光；同规

格吸收池的透光度相差不得大于0.5％。 

       规格：0.5、1、2、3cm厚度，长方形或

圆柱形，光学玻璃或石英材料。 



光电管  

 

 

阴极（发射光电子）

阳极（接受电子）

入射光

石英窗

R

- +

放大器

显示器
e

-

㈣检测系统      



§9-3 显色反应及显色条件的选择 

显色反应—将待测物转变成有色化合物的化学反应。 

显色剂—能将待测物转变成有色化合物的化学试剂。 

nm60maxmax  显色剂化合物 

一、显色反应的选择原则 

①反应灵敏度高，形成的有色化合物ε大。 

②反应的选择性好。 

③显色剂在测量波长处无明显吸收，即 

④有色化合物稳定，并且组成恒定。 



例如：锰的测定 

Mn2+ +
N

N=N

OH

pH=9.2
乙 醚

Mn（PAN)2

«蓝 紫 色

λmax＝585nm, ε=5.85×104mol-1·L·cm-1 

Ni2+、Cu2+、Cd2+等离子干扰测定。 

λmax＝525nm, ε=5.9×103mol-1·L·cm-1 

除高浓度Co2+外，其他共存金属离子无干扰。 

Mn 2+ 
(NH 4 ) 2 S 2 O 8 

Ag + 
MnO 4 

- 

紫红色 

灵敏度高，但
选择性差。 

灵敏度较低，
但选择性好。 



（1）显色剂用量 

A 

CR 

方法：在一系列浓度相同的溶

液中，加入不同量的显色剂，

在相同条件下，分别测定其吸

光度，作A～CR曲线，取其 

中适宜的CR范围。 



（2）溶液的酸度 

酸度的影响 

副反应 
M  +  nR  =   MRn 

OH- H+ 

存在型体的变化 RH    =    R-   +    H+   
1 2 

生成不同配比的络合物 
例：磺基水杨酸 – Fe 3+ 

pH = 2 ~ 3 FeR 紫红色 

pH = 4 ~ 7 FeR2 橙色 

pH = 8 ~ 10 FeR3 黄色 



方法：取若干份浓度相同的被

测溶液在不同pH的缓冲溶液

中进行显色，分别测其吸光度，

作A ~ pH 曲线，曲线上的平

直部分所对应的pH区间，即

为合适的酸度范围。 

A 

pH 

（2）溶液的酸度 



（3）显色时间 

方法：从在溶液中加入显色剂开始

计时，每隔一段时间测定依次吸光

度，作A～t曲线，曲线上平直所对

应的时间，即为测定吸光度的最佳

显色时间。 

A 

t 



实际工作中，作 A ~ T 曲线，寻找适宜 反应温度。 

A 

T 

A 

T 

A 

T 

A 

T 

A 

T 

（4）显色温度 



（5）溶剂 

有机溶剂可以降低有色化合物的解离度，从而提高测定的灵敏度。 

（6）共存干扰离子的影响 

影  

响 

共存离子本身有颜色，会干扰比色测定 

共存离子会与显色剂发生反应 



共存离子的消除办法： 

控制溶液的酸度 

选择合适的测定波长和适当的分离方法 

利用参比溶液消除显色剂和干扰离子的影响 

通过氧化还原反应，改变干扰离子的价态 

添加掩蔽剂 



§9-4 吸光度测量条件的选择 

一、入射光波长的选择原则 

1.测量波长处应有较高的灵

敏度，故一般选择在最大
吸收波长测量。 

2.测量波长处偏离朗伯比尔
定律应较小。 

3.测量波长处共存组分的光

谱干扰应较小，即反衬度满
足： 

nm60maxmax 共存物被测物－

A

λ /nm

被测物吸收曲线

显色剂吸收曲线



二、参比溶液的选择 

参比溶液— 调节光度计T=100%，A=0的溶液。 

参比溶液的作用— 扣除比色皿对光的反射以及试
液中其他成分对入射光的吸收。 

I 0 
I 1 A 1 =lg ( I 0 / I 1 ) 

参 

比 

溶 

液 

I 0 
I 2 

A 2 =lg ( I 0 / I 2 ) 

被 

测 

溶 

液 

用参比溶液调节A1=0

的实质是设定仪器，
使参比液的： 

10 II 

I1—扣除了比色皿

的反射和共存成分
的吸收等影响以后
入射光强度。 

2

1

2

0
2 lglg

I

I

I

I
A 



选择参比溶液的原则： 

   使测量到的吸光度真正反映待测物的吸光度。 

试样溶液     显色剂       其他试剂         参比溶液 

  －          －          － 

   －          ＋          － 
   －          －          ＋ 
   －          ＋          ＋ 

   ＋          －          － 

    ＋         ＋           － 

    试样溶液                                                          

(不加显色剂) 

纯溶剂 

掩蔽被测组分后，加
显色剂的试样溶液 

－代表无色，＋代表有色。 

空白溶液 
（不含被测试样

的溶液） 



三、吸光度读数范围的选择 

对于一台光度计来讲，透光度读数的绝对误差ΔT 

是恒定的，一般ΔT =0.2～2％。 

假定一台光度计的ΔT =0.5％，则在不同T或A时测
量得到的浓度相对误差为： 

%100
lg

005.0434.0

lg

434.0









TT

TT

T

c

c 

结论：不同透光度或吸光度下的分析误差是不同的。
为了使分析误差在2.0％以下，应控制读数T =10～70％
（A＝1.0～0.15）之间。 

当T=36.8% (A=0.434)时,分析误差最小,约为1.4％。 



T % A 100×ΔC/C 

95 0.022 10.2 

90 0.046 5.3 

80 0.097 2.8 

70 0.155 2.0 

60 0.222 1.63 

50 0.301 1.44 

40 0.399 1.36 

30 0.523 1.38 

20 0.699 1.55 

10 1.000 2.17 

3 1.523 4.75 

2 1.699 6.38 

不同吸光度（透光度）读数下的测量相对误差 



不同透光度时的测量误差
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常规法 以空白溶剂为参比 
x

x I

I
A 0lg

xbc

示差法 以浓度为 Cs 的标准溶
液为参比 
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△C △Cx 

A′ 

（Cx > Cs） 适宜 高 浓度的测定 

§9-5  吸光光度法的应用 

一、高浓度组分的测定—示差法 



示差法提高准确度的实质 

常规法 
Tx 

T 
0 5 10 50 100 

 落在测量误差较 大 的范围 

示差法 T 
0 5 10 50 100 

Tr Ts 

Ts 

 落在测量误差较 小 的范围 

结论：示差法通过提高测量的准确度提高了方法的准确度 



二、弱酸弱碱离解常数的测定 

HR     =     H+    +    R- 

HR 

用光度法可以测定其离解常数 
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用吸光值表征 
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HR
，相对于pH作图，可求得pKa 
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在上述实验的基础上作数据处理 

对特定 pH ][][  RHRA RHRi   b = 1 cm 

pH < pKa-1 C = [HR] 

pH > pKa+1 C = [R-] 

CA HRHR  C
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HR 
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作图，直线截距为 pKa 
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三、络合物组成及稳定常数的测定 

络合比法测定络合物组成的原理如下： 

设M与络合剂L的反应为 

 

 

固定金属离子的CM，改变络合剂的CL，测定下列

溶液的吸光度，以浓度比为横坐标，以吸光度为纵坐
标作图，求出络合比n。 

M + nL MLn

A 

CR/CM 

n 



条件稳定常数的测定 

0 0.5 1.0 

A 

CM / C 

A′ A′< A 

由于络合物离解引起 

离解度 
A

AAa


MR    =    R   +   M 

总浓度           C 

平衡浓度 C(1-a) Ca Ca 

222

)1()1(

Ca

a

aC

aC
K







将 
A

AAa
 代入上式便可求出络合物的条件稳定常数 



四、双波长分光光度法 

2 1 

A 
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X Y 

21  AAA 

）（ yxyx AAAA 2211 )(  
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∴ xx AAA 21  

x
xx bCA ）（ 21   

Y 的存在不干扰 X 的测定 
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狭
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吸
收
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双波长分光光度计 

    将不同波长的两束单色光(λ 1、λ 2) 快速交替通过同一

吸收池而后到达检测器，产生交流信号。无需参比池。两波

长同时扫描即可获得导数光谱。 曲线



d

dA

双波长分光光度计

的输出信号是： 

试样在λ1和λ2处的

吸收之差。 



S2 

S1 

S0 

T1 

吸 
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发 
射 
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光 

发 
射 
磷 
光 

系间跨越 

内转换 振动弛豫 

能 
量 

 2  1 

 3 

     外转换 

 2 

T2 

内转换 

振动弛豫 

9-7 分子荧光分析法简介 



激发光谱与发射光谱的关系 

(a).Stokes位移 

激发光谱与发射光谱之间的波长差值。发射光谱的波长比激

发光谱的长，振动弛豫消耗了能量。 

(b).发射光谱的形状与激发波长无关 

电子跃迁到不同激发态能级，吸收不同波长的能量，产生不

同吸收带，但均回到第一激发单重态的最低振动能级再跃迁

回到基态，产生波长一定的荧光。  

(c). 镜像规则 

通常荧光发射光谱与它的激发光谱成镜像对称关系。   



检测器 

单色器1 

样品池 单色器2 

光源 

记录仪 

荧光光谱仪的示意图 

特殊点：两个单色器； 

              光源与检测器通常成直角。 



影响荧光强度的因素 

1. 荧光强度和溶液浓度的关系 

发射的荧光光强IF应正比于该系统吸收的激发光的光强，即 

 

 

I0:入射光强度， I:透射光强度。K’常数取决于荧光效率 

 

根据比尔定律： 
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可见，在低浓度时，荧光强度与物质的浓度成线性关系。

这也是分子荧光光谱法的定量基础。 

当高浓度时，由于自熄灭和自吸收等原因，使荧光强度与

分子浓度不呈线性关系。 


