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维生素犅２固体粉末荧光偏振特性及其检测

严肃源　张伟刚
（南开大学现代光学研究所，光学信息技术教育部重点实验室，天津３０００７１）

摘要　将固体表面荧光法和荧光偏振测量相结合，直接利用固体粉末进行荧光偏振检测，研究了维生素Ｂ２ 固体粉

末的荧光偏振度及其特性。实验结果表明，维生素Ｂ２ 固体粉末的荧光偏振度受激发光入射角影响；当样品粉末紧

密度大于０．６６６７时，紧密度不会对荧光偏振度产生影响。在激发光入射角为４５°条件下其荧光偏振度为０．４１７８。

该结果为使用维生素Ｂ２ 水溶液进行荧光偏振检测的结果的１．４２倍。对维生素Ｂ２ 固体粉末连续进行６ｈ照射激

发，其荧光偏振度检测结果在误差范围内保持稳定。
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１　引　　言

荧光方法因其精确、灵敏、便捷等特点，已被广

泛应用于生化、医学和工业领域中的物质检测与分

析。随着科学技术的发展和研究工作的不断深入，

低温荧光法、同步荧光法［１］和荧光免疫法［２］等方法

相继被提出，为荧光分析方法提供了更为广阔的应

用空间。然而，大部分荧光分析方法在使用前需先

将样品配置成溶液，过程较繁琐；若溶剂选取不当，

将导致样品发生化学变化，进而影响检测结果。同

时，溶液中存在分子的布朗运动，分子间碰撞造成能

量损失，以致减弱荧光信号的强度。因此，对溶液进

行荧光检测时，需要对温度进行严格控制。１９７４年，

Ｗｒｉｇｈｔｏｎ等
［３］提出固体表面荧光法。该方法无需对

样品特殊处理，具有快捷灵活、成本较低、受温度等外
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界因素影响小等优点，更适用于工业生产之中，因而

引起国内外研究人员的关注。杨仁杰等［４～９］在这方

面做了较有成效的工作，将固体表面荧光检测发展

为固体粉末荧光检测，进一步提高了该技术的实用

性。可将荧光检测技术与光纤技术相结合，制成高

集成度的荧光检测仪器，实现无需单独取样且实时

的无损测量［１０～１２］。

需要指出的是，固体荧光法的测量结果受杂散

光影响较大，其测量精度有时不及溶液荧光测量法

所测的精度。为此，需尽可能多地利用被激发出的

荧光信息。大量的荧光实验和分析表明，充分利用

荧光的偏振信息，能够有效解决这一问题。鉴于散

射和反射不会影响光线的偏振特性，若以偏振光作

为激发光并在接收端设置检偏器，可有效减弱杂散

光并提高荧光检测的精度。

１９２０年，Ｗｅｉｇｅｒｔ等
［１３］在小染色剂分子溶液中

最先观察到荧光偏振现象。其后，Ｐｅｒｒｉｎ
［１４］将荧光

偏振度与分子的转动和荧光寿命相关联，建立了荧

光偏振理论。１９５２年，Ｗｅｂｅｒ
［１５］拓展了荧光偏振理

论，荧光偏振被广泛应用于生命科学、环境科学等领

域。２０世纪７０～８０年代，我国也展开了这方面的

研究工作，２０世纪９０年代该方法在临床医学等方

面已发挥重大作用［１６，１７］。２００５年，张天泰等
［１８，１９］将

荧光偏振技术应用于药物高通量筛选，填补了我国

在该技术领域的空白。

在实际荧光检测中，被测样品往往由多种成分

构成，而不同成分的含量及其荧光效率不同，这将导

致荧光光谱重叠。因此仅依据荧光光谱中的荧光强

度和谱型变化等信息很难全面反映被测样品的细致

特性。大量实验结果表明，对荧光偏振信息的定量

分析能够有效提高被测样品的检测质量。本文将固

体表面荧光法和荧光偏振法相结合，直接使用固体

粉末进行荧光偏振测量。采用该方法对维生素Ｂ２

样品进行荧光偏振照射实验，与其水溶液荧光偏振

的测算结果进行了比较，对固体粉末维生素Ｂ２ 荧光

偏振度做了检测。对维生素Ｂ２ 连续进行６ｈ照射

激发，研究了荧光偏振度检测结果与误差范围的关

系，讨论了该方法测量的重复性和稳定性。

２　实验装置与检测样品

荧光光谱仪为日本岛津ＲＦ５３０１ＰＣ型，激发光

源为１５０Ｗ氙灯，可产生波长范围在２２０～７００ｎｍ

之间的连续光谱。激发光经过由一个光栅和两个凹

面镜构成的单色仪后进入样品室，计算机通过调节

光栅角度来实现对激发光连续光谱的单波长调节。

激发出的荧光经过发射光单色仪后由光电探测器接

收，经过数据采集卡最终传输至计算机，由专门的软

件进行数据处理。仪器波长扫描范围为２２０～

９００ｎｍ。测量固体样品荧光时使用的样品支架为

反射式，可通过转动样品池调节激发光的入射角，实

验装置如图１所示。

图１ 固体样品荧光测量装置图

Ｆｉｇ．１ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒｆｏｒ

ｓｏｌｉｄｓａｍｐｌｅ

实验样品维生素Ｂ２（Ｃ１７Ｈ２０Ｎ４Ｏ６）购于天津市光

复精细化工研究所，其含量为９７．５％～１０２％。为了

与溶液荧光法进行对比分析，使用电子天平（上海精

科ＦＡ１２０４Ｂ型）称取 １５．３ ｍｇ维生素 Ｂ２ 溶于

１００ｍＬ去离子水中，静置１ｈ后取上层清液作对比

实验备用。

３　荧光光谱测量原理与方法

固体表面荧光法的样品池可分为反射式和透射

式两种，本文采用前一种方式。激发光照射到样品

池表面后产生反射，部分反射光被探测器接收。为

尽量降低激发光对荧光光谱的影响，在无偏振荧光

检测时，通常取激发光入射样品池表面的入射角为

３０°
［２０］。由于引入了偏振测量，起偏器和检偏器会

大幅削弱激发光和荧光强度，因此取入射角为４５°

以获得足够强的荧光信号。

研究表明：在特定波长光的照射下，１）物质中

的分子会吸收光子，并由基态最低能级跃迁至激发

态不同能级；２）激发分子经过无辐射跃迁回到第一

激发态最低能级，３）光子辐射回到基态，此时发出

的光即为荧光。如果用一束线偏振光照射待测样

品，样品中的分子吸收偏振态的光子，其荧光产生概

率正比于荧光分子吸收电偶极矩与偏振态光子振动

方向夹角余弦值的平方［２１，２２］，激发出的偏振态荧光

０６１５００１２
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为部分偏振光。

为定量描述激发荧光的偏振特性，定义偏振度

犘为

犘＝
犐∥－犐⊥
犐⊥＋犐∥

， （１）

式中犐∥为平行于激发光偏振方向的荧光光强，犐⊥

为垂直于激发光偏振方向的荧光光强，如图２所示。

图２ 荧光偏振测量示意图

Ｆｉｇ．２ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｆｏｒｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

若不考虑分子自身的转动，则可由

１

犘０
－
１

３
＝
５

３

２

３ｃｏｓ２－（ ）１ （２）

求得荧光偏振度值犘０，式中为吸收电偶极矩与发

射电偶极矩间夹角。在理想情况下，给定分子的荧

光偏振度应该是一个确定的值，与外界因素无关。

事实上，样品分子在吸收光子跃迁后经１０－８ｓ才能

够返回基态。对于溶液而言，其分子存在自旋，荧光

产生过程中分子本身有一定角度的转动，因此需对

（２）式添加一个修正项。Ｐｅｒｒｉｎ
［１４］将荧光分子的运

动与激发态寿命和转动扩散进行联系，提出适用于

溶液的Ｐｅｒｒｉｎ方程，为

１

犘
－
１

３
＝

１

犘０
－（ ）１３ １＋

犚犜

η犞（ ）τ ， （３）

式中犞 为荧光分子转动时的有效摩尔体积，犚为荧

光分子转动速率，η为溶液粘度，τ为激发态寿命。

由（３）式可见，对给定的荧光分子，溶液粘度越大，分

子转动速率越小，偏振度测量值与理论值越接近。

因为溶液中存在剧烈的布朗运动，分子间碰撞导致

的能量转移和荧光分子自身对荧光的重吸收作用均

能导致偏振度降低，所以溶液配制需使溶液浓度尽

量小、粘度尽量大，以便获得最接近分子荧光偏振度

理论值的值。同时，荧光分子浓度对荧光强度也会

产生影响，将增大溶液配比选择的复杂性。

为解决这一问题，选择固体粉末作为样品。对

于固体而言，分子随机运动极其微弱，分子间碰撞导

致的能量转移可忽略不计。对比分析（３）式，由于固

体荧光分子转动速率犚 极小，可认为趋近于零，于

是，（３）式右边的修正项近似为１，即犘近似等于犘０。

４　维生素Ｂ２荧光偏振测量与分析

４．１　维生素犅２ 水溶液和固体粉末荧光偏振特性测

量与对比分析

１）对维生素Ｂ２ 水溶液进行荧光光谱测量。取

已制备的维生素Ｂ２ 实验溶液样品３ｍＬ，置于比色

皿内测量荧光光谱。４４０～４９０ｎｍ激发光下激发产

生的荧光光谱如图３所示。其中，峰１为水的瑞利

散射峰，峰２为维生素Ｂ２ 的荧光峰。

图３ 维生素Ｂ２ 水溶液荧光光谱

Ｆｉｇ．３ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ

ｖｉｔａｍｉｎＢ２

图４ 维生素Ｂ２ 固体粉末荧光光谱

Ｆｉｇ．４ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ２ｓｏｌｉｄｐｏｗｄｅｒ

２）对维生素Ｂ２ 固体粉末进行荧光光谱测量。

取４５０±１０ｍｇ维生素Ｂ２ 固体粉末样品均匀置于固

体样品池中，使用图１所示的实验装置进行荧光光

谱实验，经过数据处理滤去无用的激发光反射光谱

信息，得到测量结果如图４所示。对比维生素Ｂ２ 水

溶液荧光光谱，维生素Ｂ２ 固体粉末的荧光强度较

弱，荧光峰中心波长略有红移，这是由于在水溶液中

维生素Ｂ２ 分子未成键的氮原子与水中氢离子结合

０６１５００１３



中　　　国　　　激　　　光

后导致能级降低造成的。

３）对维生素Ｂ２ 水溶液进行荧光偏振度测量。

取维生素Ｂ２ 水溶液５份，每份３ｍＬ，分别进行荧光

偏振度测量。为了减小水的瑞利散射对维生素Ｂ２

荧光光谱的影响，同时又能保证获得的荧光足够强，

选取激发光波长为４８０ｎｍ。调节检偏器的检偏角

为０°和９０°时分别测量得到荧光光谱，结果如图５所

示。从５００ｎｍ到７００ｎｍ分别对两光谱的面积积分，

得到两不同检偏角下的荧光强度，并根据（１）式计算

荧光偏振度。平均５份样品结果，得到４８０ｎｍ激发

光下维生素Ｂ２溶液荧光偏振度为０．２９３７。表１给出

了维生素Ｂ２水溶液荧光偏振度实验结果。

图５ 维生素Ｂ２ 水溶液偏振荧光光谱

Ｆｉｇ．５ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆａｑｕｅｏｕｓ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ２

４）对维生素Ｂ２固体粉末进行荧光偏振度测

表１ 维生素Ｂ２ 水溶液和固体粉末荧光偏振度

实验结果

Ｔａｂｌｅ１ Ｄｅｇｒｅｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｑｕｅｏｕｓ

ｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｓｏｌｉｄｐｏｗｄｅｒｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ２

Ｎｕｍｂｅｒ
Ｄｅｇｒｅｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

Ａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｓｏｌｉｄｐｏｗｄｅｒ

１ ０．２９４２ ０．４１９０

２ ０．２９３３ ０．４１７３

３ ０．２９３６ ０．４１７２

４ ０．２９２７ ０．４１７７

５ ０．２９４５ ０．４１７６

Ａｖｅｒａｇｅ ０．２９３７ ０．４１７８

Ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ ７．１６×１０－４ ７．２３×１０－４

Ｖａｒｉａｎｃｅ ４．１０×１０－７ ４．１８×１０－７

量。取维生素Ｂ２ 固体粉末样品３份，每份４５０±

１０ｍｇ，在不同入射角情况下进行荧光偏振度测量。

为了减小反射的激发光对测量结果的影响，同时获

得足够强的荧光，选取激发光波长为４９０ｎｍ。对少

量样品，荧光的强度正比于样品质量［２３］，且样品颗

粒大小和压紧程度对荧光光强的影响仅为０．５％左

右［２４］。因为荧光偏振度取决于两相互垂直检偏角

下测得的偏振荧光的强度的比值，所以样品质量微

小变动导致的荧光强度变化不会对荧光偏振度的实

验结果造成影响。调节固体样品池的角度，使激发

光入射角在２５°～６０°之间变化。每份样品在每个角

度处各测量５次，对结果取平均。３份样品在不同

入射角度下的荧光偏振度如表２所示。

表２ 不同入射角度下维生素Ｂ２ 固体粉末荧光偏振度实验结果

Ｔａｂｌｅ２ ＤｅｇｒｅｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｏｌｉｄｐｏｗｄｅｒｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ２ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｉｄｅｎｔａｎｇｌｅｓ

Ｎｕｍｂｅｒ
Ｄｅｇｒｅｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

２５° ３０° ３５° ４０° ４５° ５０° ５５° ６０°

１ ０．４９２０ ０．４５９６ ０．４２９８ ０．４１９０ ０．４１７５ ０．４０８１ ０．３８１１ ０．３４９１

２ ０．４８４１ ０．４５６１ ０．４２８４ ０．４２３９ ０．４１８０ ０．４０４７ ０．３６６６ ０．３５５７

３ ０．４８１９ ０．４５５１ ０．４２６３ ０．４１８７ ０．４１７８ ０．３９７０ ０．３６６９ ０．３５３２

　　由表２可见，当入射角在２５°～６０°之间变化时，

维生素Ｂ２ 固体粉末的荧光偏振度随入射角的增大

而逐渐减小。考虑到偏振器件的引入会削弱激发光

及荧光的强度，为获得尽量强的荧光信号，在实验中

选取入射角为４５°，对维生素Ｂ２ 固体粉末荧光偏振

特性进行研究。

另取维生素Ｂ２ 固体粉末样品５份，每份４５０±

１０ｍｇ，在４５°入射角条件下进行荧光偏振度测量。

计算过程与第３）步相同，得到４９０ｎｍ激发光下固

体维生素Ｂ２ 粉末的荧光偏振度为０．４１７８，荧光偏

振光谱图如图６所示。维生素Ｂ２ 固体粉末荧光偏

振度的实验结果见表１。

对比第３）、４）步实验结果，检偏角取０°时，维生

图６ 维生素Ｂ２ 固体粉末偏振荧光光谱

Ｆｉｇ．６ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆ

ｖｉｔａｍｉｎＢ２ｓｏｌｉｄｐｏｗｄｅｒ

素Ｂ２ 水溶液偏振荧光强度为固体粉末偏振荧光强
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严肃源等：　维生素Ｂ２ 固体粉末荧光偏振特性及其检测

度的３．００倍；检偏角取９０°时，维生素Ｂ２ 水溶液偏

振荧光强度为固体粉末偏振荧光强度的２．２５倍。

用水溶液进行荧光检测时，３ｍＬ样品中仅含约

０．５ｍｇ维生素Ｂ２，其质量远小于用固体粉末进行检

测时所使用的４５０ｍｇ。显然，维生素Ｂ２ 水溶液的

荧光效率更高，若用荧光强度对维生素Ｂ２ 进行分

析，直接使用维生素Ｂ２ 固体粉末进行荧光检测与用

其水溶液进行检测相比并不具有优势。若从荧光偏

振度的角度考查，根据（１）式及第４）步中的分析，因

为荧光偏振度是一个比值，所以荧光的绝对强度大

小不会对荧光偏振度造成影响。进一步研究并对比

第３）、４）步实验结果，直接测量维生素Ｂ２ 固体粉末

获得的荧光偏振度值是其水溶液样品相应测量值的

１．４２倍。对比分析显示，二者５次测量统计的方差

量级相同（如表２所示），表明该方法能够用于固态

粉末的荧光偏振检测，且具有测量便捷、重复性好的

优点。

４．２　样品粉末相对紧密度对维生素犅２ 固体粉末荧

光偏振度的影响

通常荧光光谱仪配备的固体测试用样品池的容

积是固定的，若向样品池中填入不同的样品粉末量，

则样品的紧密程度就会有差别。紧密度犇定义为

犇＝犞／犞０， （４）

式中犞 为材料在绝对密实状态下的体积，犞０ 为材料

在自然状态下的体积。由于重力等作用力的影响，

颗粒之间可能会存在微弱的作用力，假定当３８０ｍｇ

维生素Ｂ２ 粉末样品均匀置于１ｍＬ空间中时，其相

对紧密度为１。鉴于样品池容积是固定的（１ｍＬ），

实验中采用改变单位体积样品粉末质量的方式以获

得不同的相对紧密度并进行测量。实验时每份样品

测５次取平均值，结果如表３所示。

表３ 不同相对紧密度条件下维生素Ｂ２ 固体粉末荧光偏振度实验结果

Ｔａｂｌｅ３ ＤｅｇｒｅｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｏｌｉｄｐｏｗｄｅｒｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ２ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｍｐａｃｔｎｅｓｓ

Ｑｕａｌｉｔｙｏｆｓａｍｐｌｅ／ｍｇ ３８１．５ ４００．７ ４２５．１ ４５１．０ ４７８．１ ５０４．８ ５４５．６ ５８９．３

Ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｍｐａｃｔｎｅｓｓ ０．９９６１ ０．９４８３ ０．８９３９ ０．８４２６ ０．７９４８ ０．７５２８ ０．６９６５ ０．６６６７

Ｄｅｇｒｅｅｏｆｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ０．４１７４ ０．４１７５ ０．４１８１ ０．４１７９ ０．４１７６ ０．４１７９ ０．４１７７ ０．４１７９

　　考虑样品池架能给予的最大压力，为保证样品

池处于密闭状态，填入的粉末样品体积在未施力状

态时不大于１．５ｍＬ，即样品填入样品池后可达到的

最小紧密度为０．６６６７。由表３可见，当紧密度在

０．９９６１～０．６６６７范围内变化时，维生素Ｂ２ 的荧光

偏振度保持稳定。

４．３　维生素犅２ 固体粉末荧光偏振稳定性分析

维生素Ｂ２ 受光照会产生分解，为检测其在持续

光照条件下荧光强度及荧光偏振度的变化，取其固

体粉末样品和水溶液样品各３份分别用第３）、４）步

的方法进行了检测，每隔１０ｍｉｎ测算一次荧光偏振

度，持续激发６ｈ，每种方法在同一时间点得到的３

个数据取平均为该时刻的荧光偏振度，结果分别如

图７、８所示。可见，在激发光的持续照射下，维生素

Ｂ２ 粉末的荧光强度会不断减弱，而水溶液的荧光强

度在实验初期略有波动，之后则保持稳定。

图７ 维生素Ｂ２ 粉末样品。（ａ）偏振度和（ｂ）荧光强度随时间变化

Ｆｉｇ．７ Ｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆ（ａ）ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅａｎｄ（ｂ）ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ２ｐｏｗｄｅｒ

　　样品的荧光偏振度误差分析表明，固体粉末样

品直接进行荧光偏振检测的相对误差不超过

０．５４％，水溶液样品的荧光偏振检测相对误差小于

０．６６％，这表明固体对维生素Ｂ２ 粉末的测量方法具

有良好的可重复性。稳定性实验表明，在维生素Ｂ２

固体粉末样品进行６ｈ持续激发照射的条件下，荧
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图８ 维生素Ｂ２ 水溶液样品（ａ）偏振度和（ｂ）荧光强度随时间变化

Ｆｉｇ．８ Ｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ（ａ）ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅａｎｄ（ｂ）ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆ

ａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ２

光偏振度仍然具有很好的稳定性，如图７（ａ）所示。

５　结　　论

将固体表面荧光法和荧光偏振测量结合，直接

对固体粉末进行荧光偏振度测量。采用该方法对维

生素Ｂ２ 固体粉末荧光偏振特性进行了研究。维生

素Ｂ２ 固体粉末荧光偏振度与激发光的入射角有关；

在２５°～６０°范围内，荧光偏振度随入射角的增大而

减小；当样品粉末的相对紧密度大于０．６６６７时，维

生素Ｂ２ 固体粉末的荧光偏振度不受相对紧密度的

影响。对４５°入射角情况进行深入研究，此时维生

素Ｂ２ 固体粉末的荧光偏振度为０．４１７８，为水溶液

的荧光偏振度的１．４２倍。对维生素Ｂ２ 固体粉末持

续进行６ｈ激发光照射，荧光强度持续减弱，但荧光

偏振度则保持平稳。测算固体粉末荧光偏振能够有

效提高荧光偏振测量值，具有测量便捷、重复性好和

稳定性高等优点，可望应用于环境监测、食品安检和

医药分析等领域。
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