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          第一部分

 紫外-可见吸收光谱法的原理



一、基本原理:光的选择性吸收

      分子中的某些基团吸收了紫外可见辐射光后，
发生了电子能级跃迁，而产生了相应的吸收光谱。
属分子吸收光谱。

       紫外-可见吸收光谱分析是研究物质在紫外-可

见光波下的分子吸收光谱的分析方法。

  紫外-可见区可细分为：

 （1）10-200nm；远紫外光区

 （2）200-400nm；近紫外光区

 （3）400-800nm；可见光区



¡ 1.朗伯——比尔定律：A＝kbc。

    表明：一定温度下，一定波长的单色光通过均匀的、非散射的溶液
时，溶液的吸光度与溶液的浓度和液层厚度的乘积成正比。 

   

　　A＝kbc 式中:

        A：吸光度；描述溶液对光的吸收程度；
        k：摩尔吸光系数，单位 L·mol－１·cm－１； 

        b：液层厚度(光程长度)，通常以cm为单位；
        c：溶液的摩尔浓度，单位 mol·L－１；
        

          

入射光  I0 透射光  It

二、光的吸收定律：



¡ 2.摩尔吸光系数:(A＝kbc)

 (1) k与入射波长、溶液的性质以及温度有关。

（2）吸收物质在特定波长和溶剂条件下的特征常数；

（3）不随浓度c 和光程长度b的改变而改变。在温度和
波长等条件一定时，k仅与吸收物质本身的性质有关；

（4）是物质吸光能力的量度，可作为定性鉴定的参数；



 （5）同一物质在不同波长下的 k 值是不同的。在
最大吸收波长λmax处的摩尔吸光系数，常以 kmax

表示。K max表明了该吸收物质最大限度的吸光能
力，也反映了光度法测定该物质可能达到的最大灵
敏度。

 （6）kmax越大表明该物质的吸光能力越强，用光度
法测定该物质的灵敏度越高。

 （7）k在数值上等于浓度为1mol/L、液层厚度为1cm

时该溶液在某一波长下的吸光度。



不饱和脂肪族有

机化合物

不饱和烃及共轭烯烃、

羟基化合物

芳香化合物 苯及其衍生物

不饱和杂环化合物

饱和有机化合物 饱和烃及其取代衍生物

三、紫外吸收光谱与分子结构的关系

有机化合物的紫外吸收光谱常被用作结构分析的依据：



        第二部分  

紫外—可见分光光度计



  

   基本构造主要由光源、单色器、吸收池、检测器和显
示器五大部分组成。 

  

一、紫外-可见分光光度计的基本构造

光源    单色器    样品池      检测器        显示器



  1.光源

      在整个紫外光区或可见光区可以发射连续光谱，
具有足够的辐射强度、较好的稳定性、较长的使用
寿命。

      可见光区常用的光源是钨灯或碘钨灯，波长范
围是350-1000 nm。

      在紫外区常为氢灯或氘灯，发射的连续波长范
围是180-360 nm。





2.单色器

    单色器是将光源辐射的复合光分成单色光的光学装置。它是
分光光度计的心脏部分。单色器一般由狭缝、色散元件及透镜系
统组成。关键是色散元件，最常见的色散元件是棱镜和光栅。

狭缝：将单色器的散射光切割成单色光。直接关系到仪器的分辨   

率。狭缝越小，光的单色性越好。分为入射狭缝和出射狭缝。
棱镜:玻璃350～3200 nm，石英185～4000 nm。

光栅:波长范围宽，色散均匀，分辨性能好，使用方便。

　1.入射狭缝 2.准直透镜 3.棱镜 4.聚焦棱镜 5.出射狭缝



3.吸收池

      用于盛装试液的装置。吸收材料必须能够透过所测光谱范
围的光。一般可见光区使用玻璃吸收池，紫外光区使用石英
吸收池。 规格有、、、 等。

      在高精度的分析测定中（紫外区尤其重要）吸收池要挑选
配对，因为吸收池材料的本身吸光特性以及吸收池的光程长

度的精度等对分析结果都有影响。



基本构造主要由光源、单色器、吸收池、检测器和显示器五大部分组成。
因为普通分光光度法测量高组分含量时，常常偏离朗伯-比尔定律。
（二）按仪器使用的光学系统分类：
ΔＡ＝A λ2 －A λ1
软件不会自动保存数据，所有的数据要保存都必须点击“Save”或者“Save As”进行另存。
室温保持在15～35℃，相对湿度宜控制在45%～80%。
（二）双波长分光光度法
光度计能自动比较两束光的强度，此比值即为试样的透射比，经对数变换将它转换成吸光度并作为波长的函数记录下来。
也不能用毛刷清洗比色皿，以免损伤它的透光面。
（4）是物质吸光能力的量度，可作为定性鉴定的参数；
可消除光源不稳定、检测器灵敏度变化等因素的影响，特别适合于结构分析。
一般采用比较光谱法：即在相同的测定条件下，比较待测物与已知标准物的吸收光谱曲线，如果它们的吸收光谱曲线完全等同，则可
认为是同一物质。
(一)按仪器使用波长分类：
（２）双光束分光光度计
(c < 10-2 mol/L)。
由标准曲线上查得相应的Δc值，则待测溶液浓度 Cx = Cs +Δc
单色器一般由狭缝、色散元件及透镜系统组成。
一般采用比较光谱法：即在相同的测定条件下，比较待测物与已知标准物的吸收光谱曲线，如果它们的吸收光谱曲线完全等同，则可
认为是同一物质。
（2）供试样品溶液的配制
紫外-可见吸收光谱法的原理

4. 检测器

    利用光电效应将透过吸收池的光信号变成可测的电信号，常用
的有光电管、光电倍增管、光电二极管、光电摄像管等。

    要求灵敏度高、响应时间短、噪声水平低、稳定性好的优点。

5. 显示器

    将监测器输出的信号放大并显示
出来的装置。

    常用的液晶数字指示窗口和计算
控制显示。



 (一)按仪器使用波长分类：

  ①真空紫外分光光度计（0.1-200 nm）；

  ②可见分光光度计（350-700 nm）；

  ③紫外-可见分光光度计（190-1100 nm）；

  ④紫外-可见-红外分光光度计（190-2500 nm）；

（二）按仪器使用的光学系统分类：

  ①单光束分光光度计；

  ②双光束分光光度计

  ③双波长分光光度计

  ④动力学分光光度计

二、紫外-可见分光光度计的分类及特点



  （１）单光束分光光度计
      

      经单色器分光后的一束平行光，轮流通过参比溶液和样品溶
液，以进行吸光度的测定。 

      简单，价廉，适于在给定波长处测量吸光度或透光度，一般
不能作全波段光谱扫描，要求光源和检测器具有很高的稳定性。

  

样品池 

参比池 



（２）双光束分光光度计
          经单色器分光后经反射镜分解为强度相等的两束光，一
束通过参比池，一束通过样品池。光度计能自动比较两束光
的强度，此比值即为试样的透射比，经对数变换将它转换成
吸光度并作为波长的函数记录下来。

          自动记录，快速全波段扫描。可消除光源不稳定、检测
器灵敏度变化等因素的影响，特别适合于结构分析。仪器复
杂，价格较高。

M1

M4

参比池

样品池
M2

M3



岛津UV-2450



 
（３）双波长分光光度计

    由同一光源发出的光被分成两束，分别经过两个单色

器，得到两束不同波长（1和2）的单色光；通过折波器
以一定的频率交替通过同一样品池，然后由检测器交替接

收信号，最后由显示器显示出两个波长处的吸光度差值ΔA

。

    无需参比池。△A就是扣除了背景吸收的吸光度。



       对于多组分混合物、混浊试样（如生物组织液）分析，
以及存在背景干扰或共存组分吸收干扰的情况下，利用双波
长分光光度法，往往能提高方法的灵敏度和选择性。利用双
波长分光光度计，能获得导数光谱。

双波长
BECKMAN-DU_640



（４）动力学分光光度计

       解决在光化学反应、辐射化学反应和酶催化反应中，
能量转化、酶的降解、生物合成等的反应变化。

      特点：时间辨别、快速扫描、测定生物化学瞬间
产物的吸收光谱和随时间变化值。 



（三）紫外-可见分光光度计主要技术指标

1.波长范围：表示仪器能测定的波长范围。波长范围越

大，仪器越好，这与仪器使用的灯有关。

2.波长精度：表示仪器单色器波长误差程度。波长误差

越小，仪器精度越高，这与仪器使用的单色器有关。

3.杂散光：表示单色光的纯度，这与制作单色器的材料

和加工工艺有关。



4.光度的测量精度：表示仪器每次测定显示读数的精

确度，即仪器能准确读小数点后几位。位数越多，

仪器精度越高，这与仪器使用的检测系统有关。

5.光度测量的重现性：每次A读数的重现性，这与仪

器使用的检测器的质量有关。

6.分辨率：表示仪器分辨吸收光谱微细结构的能力，

即指仪器对于紧密相邻的峰可分辨的最小波长间距，

这是衡量仪器性能的一个综合指标。



         第三部分

紫外-可见吸收光谱法的应用



¡ 一、定性分析

    通常根据吸收光谱的形状、吸收峰的数目以及最大吸收
波长的位置和相应的摩尔吸收系数进行定性鉴定。

      一般采用比较光谱法：即在相同的测定条件下，比较待
测物与已知标准物的吸收光谱曲线，如果它们的吸收光谱曲
线完全等同，则可认为是同一物质。



在进行定性鉴定时，需要注意：

1.测试溶剂：应当对标准物和待测物有良好的溶解度，本身在测
定的波长内无光的吸收，有良好的稳定性。

2.测试的条件：标准物和待测物测试条件要完全相同，如溶剂、
PH、离子强度、温度及所用仪器等。

3.更改测试条件：为了防止测试数据的假象，要对现有某些条件
进行适当的变换，改变其中的某些测定条件，然后看标准物
和待测物的吸收光谱是否仍然完全相同。



¡ 二、结构分析

   判断所含官能团、有机化合物的同分异构体。
  （例如：某一化合物在250-300nm有强吸收带，则表示存在苯
环的特征吸收；若在210-350nm有强吸收带，则可能含有两
个双键的共轭单位。）

¡ 三、纯度鉴定

   根据在吸收光谱最大吸收峰的位置和峰形状、数量判断该物质
的纯度。

¡ 四、定量分析

   根据朗伯—比尔定律，物质在一定波长处的吸光度与它的浓度
呈线性关系。所以通过测定溶液对一定波长入射光的吸光度，
便可求得溶液的浓度和含量。紫外可见分光光度法不仅用于测
定微量成分，而且用于常量组分和多组分混合物的测定。 



定性分析与定量分析的基础

定性分析基础

定量分析基础

物质对光的选择吸收物
质的电子结构不同，所能吸收
光的波长也不同，这就构成了
物质对光的选择吸收基础。

A

B
A



在一定的实验条件下，
物质对光的吸收与物质
的浓度成正比。

A



C

增
大

吸收曲线吸收曲线



★同一种物质对不同波长光的吸光度不同。吸光度最大
处对应的波长称为最大吸收波长λmax。

       

★同一物质的浓度不同时，光吸收曲线形状相同，最大
吸收波长不变，只是相应的吸收度大小不同。

 

★物质不同，其分子结构不同，则吸收光谱曲线不同，
最大吸收波长也不同。

      所以可以根据吸收光谱曲线对物质进行定性鉴定
和定量分析。

          



  

      物质对光的吸收特征，可以用吸收曲线来描
述。以入射光的波长λ为横坐标，溶液的吸光度A

为纵坐标作图，得到的曲线即为该物质的紫外-可
见吸收曲线或吸收光谱。

      吸收曲线表明了物质对不同波长的入射光的
吸收能力。



(一)单波长分光光度法

¡ （1）比较法：在相同的条件下配制样品溶液和标准溶液（与
待测组分的浓度近似），在相同的实验条件和最大波长处分
别测得吸光度Ax和As，然后进行比较，求得样品溶液中待测
组分的浓度，Cx= Cs×(Ax/As)。

¡ （2）标准曲线法：首先配制一系列已知浓度的标准溶液，在
最大吸收波长处分别测得标准溶液的吸光度，然后，做A-c的
校正曲线（理想的曲线应为经过原点的直线）。在完全相同
的条件下测出试液的吸光度，并从曲线上求得相应的试液的
浓度。 



A

CCx

Ax

标准曲线/工作曲线制作
根据光的吸收定律:

吸光度与吸光物质的
含量成正比，这是光
度法进行定量的基础，
标准曲线就是根据这
一原理制作的。



2.多组分物质的定量分析 

  根据吸光度加和性原理，对于两种或两种以上吸光组
分的混合物的定量分析，可不需要分离而直接测得。

 

A



X
Y

1 2



根据加合性原则，解联立方程法

A



X
Y

1 2

k 为物质的特征参数，可通过配
制标准溶液测得。

解联立方程，可求得Cx , Cy

A

Cs(x)



（二）双波长分光光度法

    不需空白溶液作参比；但需要两个单色器获得两束

单色光(λ1和λ2)；以参比波长λ1处的吸光度Aλ1作为

参比，来消除干扰。

    

    对于多组分混合物、浑浊试样分析及存在背景干扰

或共存组分吸收干扰的情况，利用双波长分光光度法灵

敏度、选择性、测量精密度等方面都比单波长法有所提

高。

    



    ΔＡ＝A λ2 －A λ1 

        ＝（kλ2－kλ1 )b c

      两波长处测得的吸光度差值ΔＡ与待测组分浓度成
正比。kλ1和kλ2分别表示待测组分在λ1和λ2处的摩尔吸

光系数。
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