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第一章 紫外-可见分光光度法

1.0 概述 

1.1 紫外-可见分光光度法基本原理

1.2 紫外-可见分光光度计

1.4 目视比色法

1.5 紫外分光光度法

1.3 可见分光光度法实验技术

1.6 实验
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1 概述 

1.紫外-可见分光光度法(UV-Vis)是基于物

质分子对200-780nm区域内光辐射的吸收而

建立起来的分析方法。

    由于200-780nm光辐射的能量主要与物

质中原子的价电子的能级跃迁相适应，可以

导致这些电子的跃迁，所以紫外可见分光光

度法又称电子光谱法。
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2.比色分析法  是利用比较待测溶液本身的
颜色或加入试剂后呈现的颜色的深浅来测定
溶液中待测物质浓度的方法。
适用范围：可见光区

（1）目视比色法  以人的眼睛来检测颜色
深浅的方法。

（2）光电比色法  以光电转换器件（如光
电池）为检测器来区分颜色深浅的方法。

1 概述 
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3.分光光度法分类: 
（按所有光的光谱区域不同可分为）
 （1）可见分光光度法（400-780 nm）； 
 （2）紫外分光光度法（200-400 nm）；
 （3）红外分光光度法（3×103-3×104nm）；

    其中紫外分光光度法和可见分光光度法合
称为紫外可见分光光度法。

1 概述 
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4.紫外-可见分光光度法的特点

(1)仪器设备和操作都比较简单，费用少，分析速度
快;
(2)选择性好;
(3)灵敏度高：测试溶液的浓度下限可达到
10-5~10-6mol·L-1；某些条件下甚至可达 10-7mol·L-1；

(4)精密度和准确度较高;
(5)相对误差为2%~5%，某些精密分光光度计可达
1%~2%;适用于低含量和微量组分的分析。
(6)用途广泛，能检测多种物质等。

1 概述 
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1.光的基本特性：
   (1)光的波粒二象性：
             
       

由上式可知，不同波长的光能量不
同，波长愈长，能量愈小;
        波长愈短，能量愈大。

E为能量，eV(电子伏特);
h为普朗克常数
(6.626×10-34J·s);
υ为频率，Hz(赫兹);
c为光速；
λ为波长，nn(纳米)。

1.1 基本原理

             物质的颜色与光有密切关系，例如蓝色硫酸铜溶液放
在钠光灯(黄光)下就呈黑色；如果将它放在暗处，则什么
颜色也看不到了。

          可见，物质的颜色不仅与物质本质有关，也与有无光照
和光的组成有关。


 chhE 
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波谱名称 波长范围 分析方法 跃迁能级类型

g射线
0.005～
0.17nm 中子活化分析等 核能级

X射线 0.1~10nm X射线光谱分析
内层电子能级

远紫外 10~200nm 真空紫外光谱法

近紫外 200~400nm 紫外光谱法 原子及分子价电
子或成键电子能
级400~750nm 比色、可见吸光

光谱法(光度法)
近红外 0.75~2.5mm 红外光谱法

分子振动能级
中红外 2.5~50mm 红外光谱法

远红外 50~1000mm 红外光谱法
分子转动能级

微波 1~1000mm 微波光谱法

射频 1~1000m 核磁共振光谱法 电子、核自旋

电 磁 波 谱
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(2)单色光、复合光和互补光
单色光：
       具有同一种波长的光。
复合光：
       含有多种波长的光。
       如日光、白 炽灯光

互补光：                               互补光示意图

        按一定强度比例混合为白光的两种颜色   
的光，称为互补光。
         

                                                                                                                                                                    

                                                             

                                                  

白光 青蓝

青
绿

黄

橙

红

紫
蓝
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绿
500～580

白光

紫
400～450

青蓝
480～490

橙
600～650

青
490～500

红
650～750

黄
580～600

蓝
450～480

光的互补色示意图
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物质颜色的产生

    我们人眼看到的多彩世界是由于不同的
物质能吸收不同颜色的光，不能被吸收的光
则被反射后被人眼睛所感知的。

                                     

  

       硫酸铜          铬酸钾       重铬酸钾     高锰酸钾溶液
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物质颜色的产生

无色溶液：对可见区各波长的光都不吸收的溶液。

黑色溶液：对可见区各波长的光全部吸收的溶液。

有色溶液：选择性地吸收了可见区某波长的光，则
该溶液呈现出被吸收光的互补色光的颜色。

例  KMnO4溶液吸收了500~560nm的绿光，呈互补光
颜色-紫红色

 K2CrO4溶液吸收了青色光，呈互补光颜色-黄色

      可见物质的颜色是基于物质对光选择性吸收
的结果，而物质呈现的颜色则是被物质吸收光的互
补色。
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溶液的颜色与光吸收的关系

完全吸收

完全透过

吸收黄色光

光谱示意 表观现象示意
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KMnO4溶液的光吸收曲线

1- c (KMnO4)=1.56×10-4mol·L-1

2- c (KMnO4)=3.12×10-4mol·L-1

3- c (KMnO4)=4.68×10-4mol·L-1

   2-1 KMnO4溶液的光吸收曲线

 ①高锰酸钾溶液对不同波长的光的吸
收程度是不同的，对波长为525nm的
绿光吸收最多，在吸收曲线上有一高峰
(称为吸收峰)。光吸收程度最大处的波

长称为最大吸收波长(常以λmax表示)。
在进行光度测定时，通常取在λmax的波
长处来测量，因为这时可得到最大的灵
敏度。 
    ②不同浓度的高锰酸钾溶液，其吸收
曲线的形状相似，最大吸收波长也一样。
所不同的是吸收峰峰高随浓度的增加而
增高。
   ③不同物质的吸收曲线，其形状和最
大吸收波长都各不相同。因此，可利用
吸收曲线来作为物质定性分析的依据。

吸收曲线描述了物质对不
同波长光的吸收后程度
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吸收曲线
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  1.1.3光吸收定律

                      I0 = Ia + It + Ir
    入射光强度为 I0，吸收光强度为Ia，透过光强度为It，反射
光强度为Ir。

    若 吸收池的质量和厚度都相同，则 Ir 基本不变，
在具体测定操作时 Ir 的影响可互相抵消（与吸光物
质的 c及 b 无关）
上式可简化为：           I0 = Ia + It 
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吸光度  A=lg(I0/It)    
            表示单色光通过溶液时被吸收的程度。

透射比    




lg1lglg 0 
tI
IA

朗伯定律   A=kb
       k与入射光波长、溶液性质、浓度和温度有关。

比尔定律   A=k’c
 k’与入射光波长、液层厚度、溶液性质和温度有关。

0I
I t
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1.1.3光吸收定律  A＝kbc

朗伯-比尔定律：当一束平行单色光通过含有吸光物质的
稀溶液时（均匀透明），溶液的吸光度与吸光物质浓度、
液层厚度乘积成正比，

即: 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
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必须使用单色光

吸收发生在均匀的介质

  吸收过程中，吸收物质互相不发生作用

朗伯—比尔
定律应用的

条件
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吸光系数

吸光系数K的物理意义：
       单位浓度的溶液液层厚度为1cm时，在一定
波长下的吸光度。
吸光系数K的影响因素：
       吸光物质的本性、入射光波长、溶液温度、
溶剂性质等有关，与浓度采用的单位有关。
（1）摩尔吸光系数ε
    浓度为1mol/L的溶液，于厚度为1cm的吸收池
中，在一定波长下测得的吸光度。
    单位：L·mol-1·cm-1

        A= εbc
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摩尔吸光系数

   ε是吸光物质的重要参数之一，它表示物质对
某一特定波长的吸光能力。
   ε愈大，表示物质对某波长光的吸收能力愈强，
测定的灵敏度也愈高。

一般认为：
ε＜1×104L·mol-1·cm-1，灵敏度较低；
ε=1×104~6×104L·mol-1·cm-1，灵敏度中等；
ε ＞6×104L·mol-1·cm-1，灵敏度高。
ε由实验测定，计算得到。
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质量吸光系数

质量吸光系数α
    溶液浓度以质量浓度ρ(g·L-1)表示，液
层厚度以厘米(cm)表示的吸光系数。
单位：
           L·g-1·cm-1

朗伯-比尔定律       
                         A= αbρ
使用对象：
        适用于摩尔质量未知的化合物
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吸光度的加和性

吸光度加和性：
        在某一波长下，多组分体系中，吸光
度等于各组分吸光度之和。

       吸光度加和性可以对多组分同时测定，校
正干扰等都极为有用。

nnbcbcbcA   2211总

nAAAA  21总
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u影响吸收定律的主要因素：                                                                                               

Ø入射光非单色性引起偏离   吸收定律成立的前提是入射光是单

色光。但实际上，一般单色器所提供的人射光并非是纯单色光，

而是由波长范围较窄的光带组成的复合光；

Ø溶液的化学因素引起偏离   实际样品的混浊，加入的保护胶体，

蒸馏水中的微生物，存在散射以及共振发射等，均可吸光质点

的吸光特性变化大；

Ø定律本身的局限性  只适用于浓度小于0.01mol·L-1的稀溶液；

偏离光吸收定律的主要因素



化工人才的摇篮

  吸收系数

1-5 偏离吸收定律 1-6 入射光的非单色性对吸收定律的影响
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1.2 紫外-可见分光光度计

日本岛津UV-2450UV-1801紫外可见分光光度
计

UV-7504C紫外可见分光光度计
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紫外-可见分光光度计的基本构造

•  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。   

光源    单色器    样品池      检测器        显示器
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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。一般分为可见光源和紫外光源：
（1）可见光源：
    钨丝灯：波长范围为325～2500nm，最适宜使用
范围为380～1000nm；
     卤钨灯：在钨丝中加入少数卤化物  寿命更长
更高效； 
（2）紫外光源：
    氢灯或氘灯，使用波长范围是185-375 nm；

紫外-可见分光光度计的基本构造
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可见光源

                 钨灯                                    卤钨灯
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紫外-可见分光光度计的基本构造
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紫外-可见分光光度计的基本构造
• 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
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单色器
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紫外-可见分光光度计的基本构造

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0.5、1.0、2.0、5.0cm 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。

操作注意事项：手执两侧的毛面，盛放液体高度约为吸收
池的四分之三。
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吸收池
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紫外-可见分光光度计的基本构造

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

    将检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。
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•  可见分光光度计（400-780nm）

• 紫外可见分光光度计(200-1000nm

紫外可见分光光度计类型及特点

 波长范围

• 单光束分光光度计

• 双光束分光光度计
光路

l紫外可见分光光度计分类

波长数
• 单波长分光光度计

• 双波长分光光度计
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紫外可见分光光度计类型及特点

（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。
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紫外可见分光光度计类型及特点

（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。

1-进口狭缝；2-切光器；3-参比池；4-检测器；5-记录仪；6-试样池；7-出口狭缝
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紫外可见分光光度计类型及特点

（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。
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       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



化工人才的摇篮

UV-1081紫外-可见分光光度计的使用

u仪器主要组成部件：UV-1801紫外可见分光光度计〔外形见图

2- 4)由光晾、单色器、样品室、检测系统、电机控制、液晶显示、

键盘输人、电源、RS232接口、打印接口等部分组成，其光学系统

如图2-5所示。

uUV-1801紫外可见分光光度计软件操作

  1、开机自检

      a, 检查各电缆是否连接正确、可靠，电源是否符合要求，全系统

是否可靠接地等；

      b, 打开仪器主机；

      c, 连接主机与计算机；

      d, 仪器自检；
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UV-1081紫外-可见分光光度计的使用

图2- 4 UV-1801紫外可见分光光度计外形图 图2-5  UV-1801紫外可见分光光度组成框图
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UV-1081紫外-可见分光光度计的使用

UV-1801紫外可见分光光度计光学系统图
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UV-1081紫外-可见分光光度计的使用

2、扫描被测溶液的吸收光谱
    a, 单击工具栏菜单上的，便进入光谱扫描测量方式，如图下所
示。所有图谱标签页用来显示所有图谱，其他测量图谱均用新增标
签页来显示；
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UV-1081紫外-可见分光光
度计的使用b，进行参数设置

   单击工具栏菜单上的       进行参数设置，如图下所示;

设置参数：点击光谱扫描参数设置页上的

“常规”按钮，对测量方式、波长范围(注

意：设置波长最小值不得小于170nm,波长

最大不得大于1100nn0、光度范围、取样

间隔（一般设为lnm）、扫描速度（一般

设为中速）、参比测量次数、扫描方式、

保存方式、文件名称、样品名称等等。
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UV-1081紫外-可见分光光度计的使用

c, 样品的检测

1、单击工具栏菜单上的      ，

开始进行测量，提示请将参比拉

入光路，将参比液放入样品池内，

根据提示，拉入光路，点击“确

定”按钮。

2、参比测量完成，提示将样品

拉入光路，根据提示，将参比液

取出，放入样品液，点击“确定”

按钮，开始测量样品光谱。

3、测量完成，提示扫描完成，

点击“OK”，如左图所示，此时

界面出现测量结果和相应的图谱
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UV-1081紫外-可见分光光度计的使用

d，检测光谱峰谷波长

   选择要进行峰谷检测的图谱，单击      工具栏菜单上的按钮，弹出峰

谷检测精度设置窗口，如图4-1-16下图所示，输入检测精度（峰谷差值满足

条件），设置完毕，按确定按钮。系统将峰谷值标注在测量图谱上，并且用

列表的形式（峰谷检测数据）将峰谷值显示出来，并且峰谷检测精度将在表

格数据的上方显示，如图划红圈处；如图右图所示；
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UV-1081紫外-可见分光光度计的使用

 e,数据保存和导入

   单击工具栏菜单上的      ,下拉         选择保存项保存图谱；导

入则导入数据，打开图谱，并且用多标签页显示；导出则导出测量数据到

Excel。      

f.退出光谱扫描

     测量完毕一个样品后开启一个新的测量不需要退出测量界面。
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UV-1081紫外-可见分光光
度计的使用3、光度测量

     a, 单击工具栏菜单上的         ，进入光度测量方式，
如下图所示。



化工人才的摇篮

UV-1081紫外-可见分光光度计的使用
b，光度测量参数设置及侧量

单击工具栏菜单上的      ，进行参数设置，如图下图所示。在
对话框中可对测量方式、波长、参比测量等参数进行测量；点击
“公式”可以输入计算公式等。设置完后点击“确定”进行检测。
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UV-1081紫外-可见分光光度计的使用

4、定量分析

a,单击工具栏菜单上的       ，进入定量分析方式，如下图；

b,比色皿校正: 在进行定量分析前，应先完成比色皿校正。
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UV-1081紫外-可见分光光度计的使用

c, 设置定量分析参
数
单击工具栏菜单上的       ，进行参数设置，如图下图所示.
可对波长测量方法（包括单波长法，双波长系数倍率法，双波
长等吸收点法，三波长法）、测量波长、参比测量方式、计算
公式、测量方法、曲线拟合等进行设置； 
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UV-1081紫外-可见分光光度计的使用

c, 建立标准曲线（针对浓度法）

点击标样栏上方“标样”进人标样测量单击工具栏菜单上
的        ，开始进行测量，提示请将参比拉入光路，将参比液放
入样品池内，如下图所示，根据提示，拉入参比，点击确定按钮。
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UV-7504C紫外-可见分光光度计的使用

l具体操作步骤见教材72-73页
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仪器维护及操作注意事项

• 一、仪器的维护
•    1.温度和湿度
•      室温保持在15～35℃，相对湿度宜控制在

45%～80%。  
•      防尘、防震、防电磁干扰，仪器周围不应有
强磁场。不要暴露在阳光直射的地方，不要放
在有腐蚀性气体或在UV波长范围内有吸收的有
机和无机气体的环境内。

•  2.如果开机后钨灯和氘灯不亮，应首先检查保
险丝。若断了应更换新的保险丝。注意更换保
险丝时，关闭电源开关并切断电源。
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仪器维护及操作注意事项

• 3.为了防止光电管疲劳，不测定时必须将比色皿暗
箱盖打开，使光路切断，以延长光电管使用寿命。

• 4.光度计灯源寿命有限，若长时间不测量，应通过
UVProbe软件断开连接（点击“Disconnect”），
然后关闭光度计电源。

• 5.仪器自检和扫描的过程中，不要打开样品室盖。
• 6.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。否则
数据会丢失。 

• 7.样品室的出射和入射石英窗不应有污染，不要用
手触摸样品室中透光窗面，若不小心接触过，要用
无水乙醇擦拭。
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仪器维护及操作注意事项
8.比色皿的使用方法

① 拿比色皿时，手指只能捏住比色皿的毛玻璃面，
不要碰比色皿的透光面，以免沾污。

② 清洗比色皿时，一般先用水冲洗，再用蒸馏水洗
净。如比色皿被有机物沾污，可用盐酸-乙醇混合洗
涤液（1∶2）浸泡片刻，再用水冲洗。不能用碱溶液
或氧化性强的洗涤液洗比色皿，以免损坏。也不能用
毛刷清洗比色皿，以免损伤它的透光面。每次做完实

验时，应立即洗净比色皿，用干净绸布或擦镜纸擦干，
晾干后，放入吸收池盒中，防尘保存。

③ 比色皿外壁的水用擦镜纸或细软的吸水纸吸干，
避免硬的物品把透光面划伤，以保护透光面。
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仪器维护及操作注意事项

 ④ 测定有色溶液吸光度时，一定要用有色溶液洗比
色皿内壁几次，以免改变有色溶液的浓度。另外，在
测定一系列溶液的吸光度时，通常都按由稀到浓的顺
序测定，以减小测量误差。

⑤ 吸收池装盛样品以池体的4/5为度，使用挥发性溶
液时应加盖。

9.注意软件的正常交流，防止计算机病毒感染。

10.在停止工作期间，主机样品室内应放入袋装硅胶
干燥剂。用防尘罩罩住整个仪器。
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仪器维护及操作注意事项

三.期间核查
（1）外观检查 
1.1 样品室应密封良好，无漏光现象。干燥剂
的位置摆放合理，无阻挡光路情况。

1.2 吸收池的透光面应光洁，无划痕和斑点，
任一面不得有裂纹。
 
1.3 仪器与计算机的接口处接触良好，光源工
作正常，无灯丝熔断问题。
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仪器维护及操作注意事项

（2）波长准确度的校正
  利用氘灯的两个特征波长峰486.0nm和656.1nm
来检查波长的精确度。波长的漂移范围：±0.3nm。 
（3）基线平坦度 
  扫描200～1000nm的基线，吸光度的漂移范围：
±0.001Abs以内。 
（4）时间扫描
  用动力学分光光度法在500nm扫描，漂移范围：
±0.004Abs/h(电源启动2h后)。 
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仪器维护及操作注意事项

  四、操作规程问题处理：
1、仪器不能初始化
  检查光路是否受堵；关机（电脑及UV）重启；如不
成功，查看说明书；
2、数据或谱图波动大
  调零是否正确（重新调零）、参比样值是否过大
（如果吸收值大于2.0，可能会出现波动大）。
 3、基线不能平整（允许波动范围在± 0.001之间）
  扫描速度是否过快（改“快速”扫描为“中速”扫
描或更低）、波长范围是否过窄（扩大扫描波长范
围）。
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仪器维护及操作注意事项

4、吸收值异常
  波长设置是否正确（重新调整波长，并重新调
零）、测量时是否调零（如被误操作，重新调零）、
比色皿是否用错（测定紫外波段时，要用石英比色
皿）、样品准备是否有误（如有误，重新准备样
品）。
5.数据不稳
  预热时间不够（预热20分钟以上）；环境振动过
大、光源附近空气流速大、外界强光照射等;光电
管、电路等其它原因（送修）。
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请同学们自行学习

2.4 可见分光光度法
2.5 目视比色法
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一、显色反应及其条件的选择

（一）显色反应和显色剂

显色反应：在分光光度分析中，将试样中被测组

分转变成有色化合物的反应

显色剂：与被测组分反应使之生成有色物质的试剂

1、显色反应

2
4( )Mn MnO 浅粉 （紫红）

2 ( )Fe  浅绿 邻氮二菲亚铁（橙红）
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1. 选择性要好：一种显色剂最好只与一种被测组

分起显色反应，这样干扰就少。或者干扰离子

容易被消除、或者显色剂与被测组分和干扰离

子生成的有色化合物的吸收峰相隔较远

2. 灵敏度要高：灵敏度高的显色反应对于微量组分的

测定尤为重要。但应注意：灵敏度高的显色反应，

并不一定选择性就好；对于高含量的组分不一定要

选用灵敏度高的显色反应

3. 对比度要大：即如果显色剂有颜色，则有色化合物

与显色剂的最大吸收波长的差别要大，一般要求在

60nm以上
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2、显色剂

缺点：多数无机显色剂与金属离子形成的配合物
的稳定性差、灵敏度和选择性都不高

（1）无机显色剂

硫氰酸盐（测铁、钼、钨、铌）
钼酸铵（测硅、磷、钒）
氨水（测铜、钴、镍）
过氧化氢（测钛、钒、铌）

5. 显色反应的条件要易于控制

4. 有色化合物的组成要恒定,化学性质要稳定
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优点：有机显色剂与金属离子形成稳定的、具
有特征颜色的鳌合物，灵敏度和选择性都较高

（2）有机显色剂

提高灵敏度的方法：增大有机显色分子的共轭体
系和在显色分子中引入取代基

NN C O生色团

NH2 OH X助色团

常用的有机显色剂：邻二氮菲、双硫腙、二甲酚

橙、偶氮胂III、铬天青S等
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（二）显色反应条件的选择

1、显色剂的用量

( )M R MR 被测离子 （显色剂） （有色化合物）

C

A

O C

A

O C

A

O
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pH

A

O 2pH1pH

2、溶液的酸度
（1）对被测物质存在状态的影响

（2）对显色剂浓度和颜色的影响

（3）对络合物组成和颜色的影响

M R MR 

1n nH R H R H R nH 
     

3Fe 

OH

SO3H

COOH 4         1:1 ( )pH  紫红色

4 9   1: 2 ( )pH   棕褐色

9         1: 3 ( )pH  黄色

2Co PADAT   7                    pH  红色

[ ] 1.0 /     H mol L  蓝绿色（吡啶偶氮+氨基甲苯）
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25℃

100℃

t /min

A

3、时间和温度

100℃
4MnO

10min
30 s

硅钼酸法测硅

M R MR 
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4、有机溶剂和表面活性剂

        合适的有机溶解和表面活性剂及其用量均通过

实验来确定
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5、共存离子的干扰及消除

Ø显色条件下，共存离子发生水解、析出沉淀，

导致溶液混浊无法测定

Ø共存离子本身有颜色或与显

色剂反应生成有色化合物，并

在测量条件下有吸收，导致结

果偏高

ØKNR>>KMR，

A



MR

NR
R

max : 0MR  （ ）

    M R MR 
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1. 控制溶液的酸度

2. 加入掩蔽剂

3. 将二元络合体系改为三元络合体系；选择适当的
波长和参比溶液来消除干扰；干扰组分分离

2 2 35 ( , )HCl PADAB Co Ni Cr
     

         掩蔽剂的颜色(R)以及它与干扰离子反应产物
的颜色(NR)不应干扰被测组分(MR)的测定

2 3 3
6( )FSCN Co Fe FeF

    
3 3 2( )Al Fe Fe   抗坏血酸铬天氰S
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二、吸光光度法的测量误差及测量条件的选择

（一）仪器测量误差

(0.001 ~ 0.01)T c c  

0.434lnA T bc  

0.434lnTc
b




0.434 dTdc
b T


 

0.434100% 100% 100%
ln lnr

dc dT dTE
c T T T T

     

0.005dT   rE T
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10

8

6

4

2

0
20 40 60 80

0.7 0.4 0.2 0.1 A

T/%

|E
r| 

 %

r
0.434

lg
( 0.005)

c TE
c T T

T

 
 

  

仪器度数范围： :15% 70%T  : 0.15 0.80A 

仪器最小误差： 1 0.368T e  0.434A 

ln 0dT T
dT



ln 1 0T  
1 0.368T e 
lg 0.434A T  
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（二）测量条件的选择

 1、测量波长的选择

原则：吸收最大、干扰最小

A


钍-偶氮砷III        

515 655

配合物试剂
A


钴-亚硝基红盐        

415 500

试
剂

配合物
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2、吸光度范围的控制

A：0.15～0.80；T：15%～70%
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3、参比溶液的选择
       参比溶液用来调节工作零点，以消除由于
吸收池和溶液中某些共存物质对光的吸收、反
射或散射所造成的误差

R

R
MR

A

425

R MR425
0.22

425
0.480

0.000

0.220+0.480＝0.700
R MR
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测定条件下干扰物质 参比溶液组成

1 无 蒸馏水

2 R或其它试剂 R或其他试剂

3 R和其它试剂；NR 试样+ML+R+其它试剂

ØKIO3氧化法显色法测 Mn2+ (Co2+粉红)
1、做标准曲线时： 蒸馏水参比

2、测样时：试液参比（不加显色剂）

Ø铬天氰S测Al3+(Ni2+,Cr3+)
试样+(AlF6

3-)+铬天氰S+其它试剂
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2、吸光光度法分析条件的选择

a、显色反应条件的选择：显色剂的用量、酸度、
显色时间和温度、溶剂和表面活性剂

1、吸光光度法的仪器基本构造、各部分的作用
     及测量原理
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复 习 与 回 顾

2、吸光光度法分析条件的选择

a、显色反应条件的选择：显色剂的用量、酸
度、显色时间和温度、溶剂和表面活性剂

1、吸光光度法的仪器基本构造、各部分的作
用及测量原理
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一、定量分析

（一）单组分的测定

1、工作曲线法

 0    1.0   2.0    3.0   4.0   c(mmol/L)

A
0.800

0.600

0.400

0.200

0.000

Ax

cxM c1 c2 c3 c4

R R R R
cx

R
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2.比较法

（一）单组分的测定

    As=εbcs        标准溶液

    Ax=εbcx          待测溶液

    Cx=AXcs/AS

同一物质。浓度接近，且均符合吸收定律。

适用于个别样品的测定
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3、示差分光光度法

1.00

1.30

0.00
Sc

Xc

lgs s sA T bc  

lgx x xA T bc  

lg lgx s s x x sA A T T bc bc     
1lg lg s

x s x s
x

TA A A bc bc b c
T T

          


10%

5%

100%

50%

x sc c c   x

s

TT
T

 x sA A A  

0.30
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    普通法： cs的T=10%；cx的T=5%

    示差法： cs 做参比，调T=100%

     则： cx的T=50% ；标尺扩展10倍

差示法标尺扩展原理：
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（二）多组分的测定

A



YX

1 2

A



YX

1 2

1
A 

1 1, ,X YA A 
1 1, ,X x Y Ybc bc   

2
A 

2 2, ,X YA A 
2 2, ,X X Y Ybc bc   
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二、配合物组成和酸碱解离常数的测定

（一）配合物的组成的测定

1、摩尔比法

A

R Mc c1 2O 3 4

A
A

适用于解离度小、
配合比较高的络合
物组成的测定

nM nR MR 

A A
A






思考：配合物的
形成常数(或解离
常数)如何求解？
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2、等摩尔连续变化法（等摩尔系列法）

nM nR MR 

M Rc c 为常数A

M R Mc c c（ ）

1.0 0.8 0.6

A

A

0.4 00.2

A A
A






M

M R

cA
c c


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（二）酸碱解离常数的测定

HB H B  [ ][ ]
[ ]a
B HK
HB

 



配制浓度相同，pH不同一系列溶液

pH 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
A 0.18 0.18 0.25 0.58 0.78 0.78 0.78

[ ] [ ]HB HBB B
A A A HB B  

   1B cm

[ ]
[ ] [ ]

a
HB B

a a

KHA c c
H K H K

  



  
 

[ ]HB HB HBA HB c   [ ]
B B B
A B c   

 

[ ]HB
a

B

A AK H
A A 





 lg HB

a
B

A ApK pH
A A 


 


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三、双波长分光光度法

光源

单色器

单色器

吸收池 检测器1

2
1

2

1 1 1b
A bc A   2 2 2b

A bc A  

2 1 2 1 2 1
( ) b bA A A bc A A          

2 1 2 1
( )A A A bc        

（一）基本原理
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等吸收点法：选择测量波长与参比波长

（二）波长组合的选择

2 1 1 

1、干扰组分在所选的两
波长处具有相同的吸光度

2、被测组分在此二波长
处具有较大的吸光度差。

2 1 2 1
( )A A A bc        

若是浑浊溶液，参比
波长应选择何处？

a
b

c

A



苯酚

三氯苯酚
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4. 双波长法可以消除浑浊溶液背景和吸收光谱重

叠的干扰

1. 双波长分光光度法中只有参比波长，无参比
溶液

2. 双波长光高频率交替通过试液，可以减少因光源、

检测器等的不稳定性而引入的误差，提高准确度

3. 可以避免单波长法中因被测试液和参比溶液在组

成、均匀性上的差异以及两个吸收池的差异而引

入的误差
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1.5 紫外分光光度法
l紫外吸收光谱是由分子中价电子能级跃迁产生的，是基于
物质对紫外线的选择性吸收来进行分析测定的方法。主要是
利用200~400nm的近紫外光进行测定。
l不过紫外光谱与可见光谱相比有自己突出特点：
F可用来对在紫外光区内有吸收峰的物质进行鉴定和结构分析；

F不用添加助色基团，可分析无色物质；

F灵敏度高、准确性好、相对误差小等特点。

    紫外吸收光谱与可见吸收光谱一样，常用

吸收光谱曲线来描述。即用一束具有连续波

长的紫外光照射一定浓度的样品溶液，分别

测量不同波长下溶液的吸光度，以吸光度对

波长作图得到该化合物的紫外吸收光谱。如

左图所示的紫外吸收光谱可以用曲线上吸收

峰所对应的最大吸收波长λmax和该波长下的摩

尔吸光系数εmax来表示茴香醛的紫外吸收特征。

茴香醛紫外吸收光谱
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1.5 紫外分光光度法

1 有机化合物的电子跃迁
       有机化合物的紫外吸收光谱，取决于分子中外
层电子的性质。与紫外—可见吸收光谱有关的电子有三
种，即形成单键的σ电子、形成双键的π电子以及未参
与成键的n电子（孤对电子）。处于基态的分子在吸收
一定波长的光后，分子中的成键电子和非键电子可被激
发跃迁至σ* 和π* 反键轨道，其跃迁类型有σ→σ*、
n→σ*、π→π*和n →π*四种，其相对能量大小次序
为：σ→σ*> n→σ*> π→π*> n →π*
     有机物最有用的吸收光谱是基于n →π*和
π→π*跃迁而产生的，这两类跃迁所需要的辐射能量
大多处于波长大于200nm的区域。它们要求分子中含有
不饱和键，这种含有不饱和键的基团称为生色团。
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1.5 紫外分光光度法

    1、σ→σ*跃迁  这类跃迁的吸收带出现在200nm以下的远

紫外区。如甲烷的λmax=125nm，它的吸收光谱曲线必须在真

空中测定。

    2、  n→σ*跃迁   含有氧、硫、卤素等杂原子的饱和烃衍

生物都可以发生n→σ*跃迁。大多是n→σ*跃迁的吸收带低

于200nm，通常仅能见到末端吸收。例如饱和脂肪胺在

190nm，饱和脂肪族氯化物在170~175nm。

1、电子跃迁的常见四种类型
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   3、π→π*跃迁   这类跃迁可以发生在任何具有不饱和键的有机化

合物分子中，多为强吸收，其最大摩尔吸光系数很大，吸收峰随溶

剂极性增加向长波方向移动，即产生红移。下表列出了一些常见生

色团π→π*跃迁的吸收特性。

生色团 化合物 溶剂

羰基 正己烷 188 900

烯 正庚烷 177 13000

炔 正庚烷 178 10000

maxmax / nm

H3C C CH3

O

C6H13CH CH2

C5H11C CCH3

1.5 紫外分光光度法
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     4、n →π*跃迁   这类跃迁发生在含有杂原子的不饱和化合物中，

其最大摩尔吸光系数εmax 比较小（＜100），吸收峰随溶剂极性增加

而向短波方向移动，即产生蓝移，下表列出了一些常见生色团n 
→π*跃迁的吸收特性。

1.5 紫外分光光度法

生色团 化合物 溶剂

羰基 正己烷 280 16

羧基 乙醇 204 41

硝基 CH3NO2 异辛烷 280 22

亚硝基 C4H9NO 乙醚 665 20

H3C C CH3

O

H3C C OH

O

max /nm
max
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1.5 紫外分光光度法

2、紫外吸收光谱常见术语

u生色团和助色团

      生色团是指在200~1000nm波长范围内产生特征吸收带的具有一

个或多个不饱和键和未共用电子对的基团。如 -N≡N-、-C≡N等；

     助色团是一些含有未共用电子对的氧原子、氮原子或卤素原子的

基团。如-OH、-OR、-NH2等；

u 红移和蓝移  
         由于取代基或溶剂的影响造成有机化合物结构的变化，使吸收

峰向长波方向移动的现象称为吸收峰“红移”。能使有机化合物的

λmax向长波方向移动的基团(如助色团、生色团)称为向红基团。

       由于取代基或溶剂的影响造成有机化合物结构的变化，使吸收

峰向短波方向移动的现象称为吸收峰“蓝移”。能使有机化合物的

λmax向短波方向移动的基团(如-CH3)称为向蓝基团。
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u增色效应和减色效应

      由于有机化合物的结构变化使吸收峰摩尔吸光系数增加的现象称为

增色效应。由于有机化合物的结构变化使吸收峰的摩尔吸光系数减小的

现象称为减色效应。

u溶剂效应

     由于溶剂的极性不同引起某些

化合物的吸收峰的波长、强度及形

状产生变化这种现象称为溶剂效应。

     例如苯在非极性溶剂庚烷中(或
气态存在)时，在230~270nm处，

有一系列中等强度吸收峰并有精细

结构，但在极性溶剂中，精细结构

变得不明显或全部消失呈现一宽峰。

1.5紫外分光光度法
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u吸收带

     吸收带是指吸收峰在紫外光谱中谱带的位置。化合物的结构

不同，跃迁的类型不同，吸收带的位置、形状、强度均不相同。

根据电子及分子轨道的种类，吸收带可分为如下四种类型:

(⑴) R吸收带   n →π*跃迁   ε<100     λ>270nm
                            随溶剂极性增加而蓝移  

(2) K吸收带    π→π*跃迁 ε>10000  随共轭数增加，产生    
红移和增色效应

(3) B吸收带    π→π*跃迁  芳香族化合物的特征吸收带  
230~270nm(ε=200)谱带上有精细结构 ，极性溶剂红移 

(4) E吸收带   π→π*跃迁  芳香族化合物的特征吸收带 

1.5紫外分光光度法
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1.5紫外分光光度法

3、常见有机化合物紫外吸收光谱

u饱和烃
     饱和单键碳氢化合物只有σ电子，因而只能产生σ→σ*
跃迁跃迁。由于σ电子最不易激发，需要吸收很大的能

量，才能产生电子跃迁，因而这类化合物在200nm以上

无吸收，所以它们在紫外光谱分析中常用作溶剂使用，

如己烷、环己烷、庚烷等。

u不饱和脂肪烃

     含孤立不饱和键的烃类化合物具有孤立双键或叁键的烯

烃或炔烃，它们都产生π→π*跃迁，但多数在200nm以上

无吸收。如乙烯吸收峰在171nm，乙炔吸基玫峰在

173nm。
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1.5紫外分光光度法
u含共扼体系的不饱和烃

     具有共扼双键的化合物，相间的π键相互作用生成大π键，由

于大π键各能级之间的距离较近，电子易被激发，所以产生了K
吸收带，其吸收峰一般在217一280nm。K吸收带的波长及强度

与共扼体系的长短、位置、取代基种类等有关，共扼双键越多，

波长越长，甚至出现颜色。因此可据此判断共扼体系的存在情

况。表2-10列出共扼双键增加与吸收波长变化关系。

u芳香化合物

    苯的紫外吸收光谱是由π→π*跃迁组成的三个谱带，即E1 、

E2和具有精细结构的B吸收带。当苯环上引人取代基时，E2和B

一般产生红移且强度加强。
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1.5 紫外分光光度法

u杂环化合物
     在杂环化合物中，只有不饱和化合物在近紫外区才有

吸收以O、S或NH取代环戊二烯的CH2的五元不饱和杂环

化合物。
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2.6 紫外分光光度法

一、定性分析

      紫外可见吸收光谱可用于进行紫外、可见区范围有吸收

的物质的鉴定及结构分析，其中主要是有机化合物的分析和

鉴定、同分异构体的鉴定、物质结构的测定等等。

(1)物质纯度检查

      如果一化合物在紫外区没有吸收，而杂质有较强吸收，

那么就可以利用紫外吸收光谱方便地检出该化合物中的痕量

杂质。例如，无水乙醇中常含有少量的苯，苯的λmax为
256nm，而乙醇在此无吸收。如果紫外吸收光谱中有256吸收

峰，则无水乙醇中含有杂质苯。

4、 紫外分光光度法的应用
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1.5 紫外分光光度法

（2）未知物的鉴定

       每一种化合物都有自己的特征吸收光谱。吸收光谱曲线的形

状，吸收峰的数目、最大吸收波长的位置和相应的摩尔吸光系数，

是进行定性鉴定的依据。其中最大吸收波长λmax及相应的摩尔吸

光系数是定性鉴定的主要参数。比较吸收光谱法是最常用的定性

方法，就是在相同的测定条件下，比较未知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相同，则可以认为待

测样品与已知化合物有相同的生色团。

      采用对比法进行未知物鉴定时，也可以借助前人汇编的以实验

结果为基础的，各种有机化合物的紫外与可见光谱标准谱图。常

用的标准图如萨特勒标准图谱共收集了46000种化合物的紫外光谱

标准谱图
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1.5 紫外分光光度法

（3）分子结构中功能团的推测

       根据化合物的紫外可见吸收光谱推测所含的官能团。例如一个化

合物在200~800nm无吸收峰，它可能是脂肪族碳氢化合物、胺、腈、

醇、醚、羧酸、氯化烃和氟化烃，不含共轭体系，没有醛基、酮基、

溴或碘。如果210~280nm有吸收峰，可能含有两个共轭单位；在

260~300nm 内有强吸收，表示含有3个到5个共轭单位；在260~300nm 

内有弱吸收带，表示有羰基存在；在240~300nm 内有中等强度吸收带，

并有一定的精细结构，是苯环的特征。但是由于分子对紫外可见光的

吸收性质上是分子中生色基团和助色团的特性，不是整个分子的特性，

所以单独从紫外吸收光谱往往还不能决定分子结构，必须配合红外吸

收光谱、质谱、核磁共振等其他方法才能得出结论。
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1.5 紫外分光光度法

二、定量分析

     分光光度法是属于相对测量法，对于某一组分的定量分析通

常采用绘制工作曲线方法。首先选定测定波长，在无干扰情况下，

一般选定吸光度最大波长λmax。其次配制一系列（5个左右）不

同浓度的标准溶液，在溶液最大吸收波长下，逐一测它们的吸光

度A，然后在方格坐标纸上以溶液浓度（mg/L）为横坐标，吸光

度A为纵坐标作图。若被测物质对光的吸收符合光吸收定律，得

到一条通过原点的直线，即工作（标准）曲线。按同样方法配制

样品溶液并测定其吸光度A，在工作曲线上找出与此吸光度相应

的浓度，即为样品溶液的浓度，再计算样品的组分含量。
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1.6 实验


