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第三版前言

本书为 枟荧光分析法枠 的第三版 ， 内容包括荧光分析法的基本原理 、 荧光分

析方法和化合物的荧光分析等三个部分 。 自本书第二版于 １９９０ 年出版后的十多

年来 ， 荧光分析法又有了长足的进步 ， 尤其是在荧光分析方法及其应用方面又有

了很大的进展 。 第三版系在第二版的基础上除个别章节外重新编写 ， 增添了大量

的内容和文献资料 。

荧光分析法在生命科学 、 环境科学 、 材料科学 、 食品科学 、 公安情报以及工

农业生产等诸多领域中的应用与日俱增 ， 其原因在于荧光分析法具有灵敏度高 、
线性范围宽以及可供选择的参数多而有利于提高方法的选择性等优点 。 荧光分析

法已经发展成为一种十分重要且有效的光谱化学分析手段 ， 正在并将继续在有关

的领域发挥其应有的作用 。

与第二版相比 ， 第三版在荧光分析方法部分增加了空间分辨荧光分析技术和

单分子荧光检测等几章的内容 。 这些新方法和新技术进一步提高了荧光分析法的

各方面性能 ， 同时也扩展了荧光分析法的应用范围 。 其他方面的内容也做了一定

的修改和补充 。

在本书第三版出版之际 ， 我们深切地怀念本书第一版和第二版的主编者 、 我

们敬爱的导师陈国珍教授 。 陈国珍教授在创导和推进荧光分析法在我国的发展和

应用方面作出了不懈的努力和很大的贡献 。 在筹备编写本书第三版时 ， 他还与我

们一起研究书稿的大纲 ， 但终因病于 ２０００ 年 ２ 月 ２ 日离开了我们 ， 未能见到本

书第三版的面世 。

参加本书第三版编写工作的有许金钩 、 王尊本 、 李耀群 、 郭祥群 、 张勇 、 李

庆阁 、 杨薇 、 朱庆枝和杨黄浩等同志 。 本专业方向的几位研究生在收集资料和制

图等方面予以协助 ， 谨表谢意 。

由于水平所限 ， 本版错误之处在所难免 ， 望读者不吝指正 。

编著者

２００６ 年春于厦门大学



第二版前言

本书为 枟荧光分析法枠 的第二版 ， 内容仍包括基本原理 、 分析仪器 、 分析方

法及无机化合物与有机化合物的测定方法等四部分 。 自从第一版于 １９７５ 年出版

以后 ， 十余年来荧光分析法有长足的进步 ， 尤其是在荧光分析仪器和荧光分析方

法方面已有巨大的进展 。 第二版系在第一版的基础上重新编写 ， 增添大量资料 ，

以冀能包括最新发展内容 。

荧光分析法在生物化学 、 医学 、 工业和化学研究中的应用与日俱增 ， 其原因

在于荧光分析法具有本身的高灵敏度的优点 ， 且因荧光现象具有有利的时间标

度 。 荧光发射发生在吸光之后约 １０ － ８ s（１０ns） ， 在此时间内会发生许多时间差异

的分子过程 ， 而这些过程会影响荧光化合物的光谱特征 。 据此建立的时间分辨荧

光法和相分辨荧光法 ， 对于复杂的多组分荧光体混合物的分析和许多生物化学现

象的研究大有帮助 。

有机化合物常因其荧光谱带宽阔 、 相互重叠而不易识别 ， 自从发现在适当溶

剂中和在低温条件下可呈现尖锐谱线的低温荧光法以及其后固体表面荧光法的建

立 ， 这方面的工作大有改善 。

采用同步荧光法可使谱带众多的光谱简化和使谱带宽度窄化 ， 以减小或消除

谱带重叠现象 ， 并可删除拉曼 、 瑞利散射光的干扰 。 同步荧光法与导数荧光法以

及三维荧光技术的使用 ， 可使复杂混合物的组分易于识别和测定 。
免疫分析用于生物样品的分析 ， 以往多采用放射免疫分析法 。 荧光免疫分析

法既具有与放射免疫分析法同等的灵敏度 ， 又免除了放射性的防护问题 ， 近年来

不断发展 ， 颇有取代放射免疫分析之势 。

偏振荧光法可用以测量分子膜的微黏度和生物分子间的缔合反应等 ， 对于生

物化学方面的研究工作颇有帮助 。

动力学分析法与荧光检测手段结合而成的荧光动力学分析法 ， 可使测定的灵

敏度进一步提高 ， 故亦常为分析工作者所采用 。

上述各种新的荧光分析方法的发展实倚赖于荧光分析仪器的改进 ， 这两者相

互促进 ， 相辅相成 。 氮分子 、 氩离子激光器及染料激光器等激发光源 ， 激发光的

调制器 、 偏振器 ， 同步与导数设备 ， 高灵敏度快速响应的光电倍增管与光二极管

阵列等检测器以及电子计算机和光导纤维的采用 ， 使荧光分析法蓬勃发展 。

荧光分析法的灵敏度比分光光度法高约两个数量级 ， 又具有荧光寿命 、 荧光



· iv · 　 　

量子产率 、 激发峰波长 、 发射峰波长等多种参数 ， 因而有较好的选择性 ， 且仪器

设备亦不复杂 、 昂贵 ， 近年来已为地质 、 冶金 、 化工 、 环保 、 医学 、 生物 、 化学

等方面所采用 ， 实有良好的发展前途 。

本书对荧光分析法的原理作系统的阐述 ， 对荧光分析方法及分析仪器 ， 尤其

是十余年来的进展 ， 作了较详细的介绍 ， 对文献上发表的各种无机化合物和有机

化合物的分析方法分别按元素和种类进行介绍 。 此外 ， 由于磷光分析与荧光分析

在方法原理和测定手段方面有许多相似之处 ， 近年来磷光分析法也有很大发展 ，

可与荧光分析法相互补充以扩大应用范围 ， 故本书另辟专章对磷光分析法的发展

与应用作一简要介绍 。

作者们水平有限 ， 错误之处希读者不吝指正 。

作 　 者

１９８９ 年春

荧光分析法
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第一章 　 荧光分析导论

§ １ １ 　 概 　 　 述［１］

当紫外线照射到某些物质的时候 ， 这些物质会发射出各种颜色和不同强度的

可见光 ， 而当紫外线停止照射时 ， 所发射的光线也随之很快地消失 ， 这种光线被

称为荧光 。
１５７５ 年西班牙的内科医生和植物学家 N Monardes 第一次记录了荧光现象 。

１７ 世纪 ， Boyle 和 New ton 等著名科学家再次观察到荧光现象 ， 并给予了更详细

的描述 。 尽管在 １７ 世纪和 １８ 世纪中还陆续发现了其他一些发荧光的材料和溶

液 ， 然而在荧光现象的解释方面却几乎没有什么进展 。 直到 １８５２ 年 Stokes 在考

察奎宁和叶绿素的荧光时 ， 用分光计观察到其荧光的波长比入射光的波长稍长 ，
才判明这种现象是这些物质在吸收光能后重新发射不同波长的光 ， 而不是由光的

漫射所引起的 ， 从而导入了荧光是光发射的概念 。 他还由发荧光的矿物 “萤石”
推演而提出 “荧光” 这一术语 。 Stokes 还对荧光强度与浓度之间的关系进行了

研究 ， 描述了在高浓度时以及外来物质存在时的荧光猝灭现象 。 此外 ， 他似乎还

是第一个 （１８６４ 年） 提出应用荧光作为分析手段的人 。 １８６７ 年 ， Goppelsrder
进行了历史上首次的荧光分析工作 ， 应用铝桑色素配合物的荧光进行铝的测定 。
１８８０ 年 ， Liebeman 提出了最早的关于荧光与化学结构关系的经验法则 。 到 １９
世纪末 ， 人们已经知道了包括荧光素 、 曙红 、 多环芳烃等 ６００ 种以上的荧光化

合物 。
２０ 世纪以来 ， 荧光现象被研究得更多了 。 例如 ， １９０５ 年 Wood 发现了共振

荧光 ； １９１４ 年 Frank 和 Hertz 利用电子冲击发光进行定量研究 ； １９２２ 年 Frank
和 Cario 发现了增感荧光 ； １９２４ 年 Wawillow 进行了荧光产率的绝对测定 ； １９２６
年 Gaviola 进行了荧光寿命的直接测定等等 。

荧光分析方法的发展 ， 与仪器应用的发展是分不开的 。 １９ 世纪以前 ， 荧光

的观察是靠肉眼进行的 ， 直到 １９２８ 年 ， 才由 Jet te 和 West 研制出第一台光电荧

光计 。 早期的光电荧光计的灵敏度是有限的 ， １９３９ 年 Zworykin 和 Rajchman 发

明光电倍增管以后 ， 在增加灵敏度和容许使用分辨率更高的单色器等方面 ， 是一

个非常重要的阶段 。 １９４３ 年 Dut ton 和 Baile y 提出了一种荧光光谱的手工校正步



骤 ， １９４８ 年由 Studer 推出了第一台自动光谱校正装置 ， 到 １９５２ 年才出现商品化

的校正光谱仪器 。
近十几年来 ， 在其他学科迅速发展的影响下 ， 激光 、 微处理机 、 电子学 、 光

导纤维和纳米材料等方面的一些新技术的引入 ， 大大推动了荧光分析法在理论和

应用方面的进展 ， 促进了诸如同步荧光测定 、 导数荧光测定 、 时间分辨荧光测

定 、 相分辨荧光测定 、 荧光偏振测定 、 荧光免疫测定 、 低温荧光测定 、 固体表面

荧光测定 、 近红外荧光分析法 、 荧光反应速率法 、 三维荧光光谱技术 、 荧光显微

与成像技术 、 空间分辨荧光技术 、 荧光探针技术 、 单分子荧光检测技术和荧光光

纤化学传感器等荧光分析方面的某些新方法 、 新技术的发展 ， 并且相应地加速了

各式各样新型的荧光分析仪器的问世 ， 使荧光分析法不断朝着高效 、 痕量 、 微

观 、 实时 、 原位和自动化的方向发展 ， 方法的灵敏度 、 准确度和选择性日益提

高 ， 方法的应用范围大大扩展 ， 遍及工业 、 农业 、 生命科学 、 环境科学 、 材料科

学 、 食品科学和公安情报等诸多领域 。 如今 ， 荧光分析法已经发展成为一种十分

重要且有效的光谱化学分析手段 ， 并不断地有介绍其新方法 、 新技术 、 新应用和

研究进展的专著出版［ ２ ～ １ ８ ］ 。
在我国 ， ２０ 世纪 ５０ 年代初期仅有极少数的分析化学工作者从事荧光分析方

面的工作 ， 但到了 ７０ 年代后期 ， 荧光分析法已引起国内分析界的广泛重视 ， 在

全国众多的分析化学工作者中 ， 已逐步形成一支从事这一领域工作的队伍 。 而

且 ， 在除分析学科以外的其他科学领域里 ， 应用荧光光谱法作为研究手段的也日

益增多 。 近年来 ， 国内发表的有关荧光分析方面的论文数量增长很快 ， 所涉及的

内容也已从经典的荧光分析法逐步扩展到新近发展起来的一些新方法和新技术 。
在仪器应用方面 ， 也陆续有几种类型的国产的商品化荧光分光光度计问世 ， 为这

一分析方法的发展和普及提供了一定的物质条件 。 有了上述的基础 ， 相信在今后

一段时间内 ， 在我国社会发展需要的推动下和广大分析化学工作者的共同努力

下 ， 荧光分析法必将在我国得到更迅速的发展 。

§ １２ 　 分子的激发与弛豫

物质在吸收入射光的过程中 ， 光子的能量传递给了物质分子 。 分子被激发

后 ， 发生了电子从较低的能级到较高能级的跃迁 。 这一跃迁过程经历的时间约

１０ － １５ s 。 跃迁所涉及的两个能级间的能量差 ， 等于所吸收光子的能量 。 紫外 、 可

见光区的光子能量较高 ， 足以引起分子中的电子发生电子能级间的跃迁 。 处于这

种激发状态的分子 ， 称为电子激发态分子 。
电子激发态的多重态用 ２ S ＋ １ 表示 ， S 为电子自旋角动量量子数的代数和 ，

其数值为 ０ 或 １ 。 分子中同一轨道里所占据的两个电子必须具有相反的自旋方
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向 ， 即自旋配对 。 假如分子中的全部电子都是自旋配对的 ， 即 S ＝ ０ ， 该分子便

处于单重态 （或称单线态） ， 用符号 S 表示 。 大多数有机物分子的基态是处于单

重态的 。 倘若分子吸收能量后电子在跃迁过程中不发生自旋方向的变化 ， 这时分

子处于激发的单重态 ； 如果电子在跃迁过程中还伴随着自旋方向的改变 ， 这时分

子便具有两个自旋不配对的电子 ， 即 S ＝ １ ， 分子处于激发的三重态 （或称三线

态） ， 用符号 T 表示 。 符号 S０ 、 S１ 和 S２ 分别表示分子的基态 、 第一和第二电子激

发单重态 ， T１ 和 T２ 则分别表示第一和第二电子激发三重态 。
处于激发态的分子不稳定 ， 它可能通过辐射跃迁和非辐射跃迁的衰变过程而

返回基态 。 当然 ， 激发态分子也可能经由分子间的作用过程而失活 ， 这种过程将

在第四章里加以讨论 。
辐射跃迁的衰变过程伴随着光子的发射 ， 即产生荧光或磷光 ； 非辐射跃迁的

衰变过程 ， 包括振动松弛 （VR） 、 内转化 （ ic） 和系间窜越 （isc） ， 这些衰变过

程导致激发能转化为热能传递给介质 。 振动松弛是指分子将多余的振动能量传递

给介质而衰变到同一电子态的最低振动能级的过程 。 内转化指相同多重态的两个

电子态间的非辐射跃迁过程 （例如 S１ S０ ， T ２ T１ ） ； 系间窜越则指不同多重

态的两个电子态间的非辐射跃迁过程 （例如 S１ T１ ， T １ S０ ） 。 图 １１ 为分子

内所发生的激发过程以及辐射跃迁和非辐射跃迁衰变过程的示意图 。

图 １ １ 　 分子内的激发和衰变过程

A １ ， A ２ 吸收 ； F 荧光 ； P 磷光 ； ic 内转化 ； isc 系间窜越 ； VR 振动松弛

假如分子被激发到 S２ 以上的某个电子激发单重态的不同振动能级上 ， 处于

这种激发态的分子很快 （约 １０ － １２ ～ １０ － １ ４ s） 发生振动松弛而衰变到该电子态

的最低振动能级 ， 然后又经由内转化及振动松弛而衰变到 S１ 态的最低振动能
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级 。 接着 ， 有如下几种衰变到基态的途径 ： ① S１ → S０ 的辐射跃迁而发射荧光 ；

② S１ S０ 内转化 ； ③ S１ T１ 系间窜越 。 而处于 T１ 态的最低振动能级的分子 ，

则可能发生 T１ S０ 的辐射跃迁而发射磷光 ， 也可能同时发生 T１ S０ 系间窜

越 。
激发单重态间的内转化速率很快 （速率常数约为 １０１ １ ～ １０１３ s － １ ） ， S２ 以上的

激发单重态的寿命通常很短 （１０ － １１ ～ １０ － １ ３ s） ， 因而除了极少数例外 ， 通常在发

生辐射跃迁之前便发生了非辐射跃迁而衰变到 S１ 态 。 所以 ， 所观察到的荧光现

象通常是自 S１ 态的最低振动能级的辐射跃迁 。 由于系间窜越是自旋禁阻的 ， 因

而其速率常数小得多 （约为 １０２ ～ １０６ s － １ ） 。
内转化和系间窜越过程的速率 ， 与该过程所涉及的两个电子态的最低振动能

级间的能量间隔有关 ； 能量间隔越大 ， 速率越小 。 S０ 和 S１ 态两者的最低振动能

级之间的能量差 ， 通常远比其他相邻的两个激发单重态之间的能量差大 ， 因而

S１ S０ 的内转化速率常数相对较小 （约为 １０６ ～ １０１ ２ s － １ ） 。 类似地 ， T１ S０ 的系

间窜越速率常数也较小 （约为 １０２ ～ １０５ s － １ ） 。

§ １３ 　 分子发光的类型

分子发光的类型 ， 可按激发模式即提供激发能的方式来分类 ， 也可按分子激

发态的类型加以分类 。
按激发的模式分类时 ， 如分子通过吸收辐射能而被激发 ， 所产生的发光称为

光致发光 ； 如果分子的激发能量是由反应的化学能或由生物体释放出来的能量所

提供 ， 其发光分别称为化学发光或生物发光 。 此外 ， 还有热致发光 、 场致发光和

摩擦发光等 。 本书所讨论的内容 ， 仅涉及光致发光的有关问题 。
按分子激发态的类型分类时 ， 由第一电子激发单重态所产生的辐射跃迁而伴

随的发光现象称为荧光 ； 而由最低的电子激发三重态发生的辐射跃迁所伴随的发

光现象则称为磷光 。 应当指出的是 ， 荧光和磷光之间并不总是能够很清楚地加以

区分 ， 例如某些过渡金属离子与有机配体的配合物 ， 显示了单三重态的混合态 ，
它们的发光寿命可以处于 ４００ns ～ 数 μ s 之间 。

荧光可分为瞬时 （prompt） 荧光 （即一般所指的荧光） 和迟滞 （delayed）
荧光 。 瞬时荧光是由激发过程最初生成的 S１ 激发态分子或 S１ 激发态分子与基态

分子形成的激发态二聚体 （excimer） 所产生的发射 。 这两种过程可分别表示

如下 ：
S１ S０ ＋ hν

S１ ＋ S０ （S１ · S０ ）  ２S０ ＋ hν
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这两种过程所产生的荧光现象有所差别 ， 后者的荧光光谱相对红移 ， 且缺乏结构

特征 。 某些物质在浓度较高的溶液中 ， 可能观察到激发态二聚体的荧光现象 。
偶尔在刚性的或黏稠的介质中 ， 可以观察到磷光和迟滞荧光的现象 。 迟滞荧

光发射的谱带波长与瞬时荧光的谱带波长相符 ， 但其寿命却与磷光相似 。 迟滞荧

光有以下三种类型 ：

（１） E型迟滞荧光 　 它是由处于 T１ 态的分子经热活化后处于 S１ 态 ， 然后自

S１ 态经历辐射跃迁而发射荧光 。 在这种情况下 ， 单重态与三重态的布居是处于热

平衡的 ， 因而 E型迟滞荧光的寿命与所伴随的磷光的寿命相同 。 该过程可简单

表示如下 ：

T１

热活化 S１ S０ ＋ hν
（２） P型迟滞荧光 　 这种类型的荧光 ， 是由两个处于 T１ 态的分子相互作用

（这种过程称为 “三重态三重态粒子湮没”） ， 产生一个 S１ 态分子 ， 再由 S１ 态发

射的荧光 。 其过程可表示如下 ：
T１ ＋ T １ S１ ＋ S０

S１ S０ ＋ hν
（３） 复合荧光 （ recombination fluorescence） 　 这种荧光 ， 其 S１ 态的布居是

由自由基离子和电子复合或具有相反电荷的两个自由基离子复合而产生的 。
从比较荧光 与激发 光的 波长这 一角度 出发 ， 荧 光又 可分为 斯托克 斯

（St okes） 荧光 、 反斯托克斯荧光以及共振荧光 。 斯托克斯荧光的波长比激发光

的长 ， 反斯托克斯荧光的波长则比激发光的短 ， 而共振荧光具有与激发光相同的

波长 。 在溶液中观察到的通常是斯托克斯荧光 。
由荧光在电磁辐射中所处的波段范围 ， 又有 X 射线荧光 、 紫外荧光 、 可见

荧光和红外荧光之分 。

§ １４ 　 荧光的激发光谱和发射光谱

既然荧光是一种光致发光现象 ， 那么 ， 由于分子对光的选择性吸收 ， 不同波

长的入射光便具有不同的激发效率 。 如果固定荧光的发射波长 （即测定波长） 而

不断改变激发光 （即入射光） 的波长 ， 并记录相应的荧光强度 ， 所得到的荧光强

度对激发波长的谱图称为荧光的激发光谱 （简称激发光谱） 。 如果使激发光的波

长和强度保持不变 ， 而不断改变荧光的测定波长 （即发射波长） 并记录相应的荧

光强度 ， 所得到的荧光强度对发射波长的谱图则为荧光的发射光谱 （简称发射光

谱） 。 激发光谱反映了在某一固定的发射波长下所测量的荧光强度对激发波长的

依赖关系 ； 发射光谱反映了在某一固定的激发波长下所测量的荧光的波长分布 。
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激发光谱和发射光谱可用以鉴别荧光物质 ， 并可作为进行荧光测定时选择合

适的激发波长和测定波长的依据 。
由于荧光测量仪器的特性 ， 如光源的能量分布 、 单色器的透射率和检测器的

敏感度都随波长而改变 ， 因而一般情况下测得的激发光谱和发射光谱 ， 皆为表观

的光谱 。 同一份荧光化合物的溶液 ， 在不同的荧光测量仪器上所测得的表观光

谱 ， 彼此间往往有所差异 。 只有对上述仪器特性的波长因素加以校正之后 ， 所获

得的校正光谱 （或称真实光谱） 才可能是彼此一致的 。
某种化合物的荧光激发光谱的形状 ， 理论上应与其吸收光谱的形状相同 ， 然

而由于上述仪器特性的波长因素 ， 表观激发光谱的形状与吸收光谱的形状大都有

所差异 ， 只有校正的激发光谱才与吸收光谱非常相近 。 在化合物的浓度足够小 ，
对不同波长激发光的吸收正比于其吸光系数 ， 且荧光的量子产率与激发波长无关

的条件下 ， 校正的激发光谱在形状上将与吸收光谱相同 。
化合物溶液的发射光谱通常具有如下特征 。

§ 141 　 斯托克斯位移

在溶液的荧光光谱中 ， 所观察到的荧光的波长总是大于激发光的波长 。 斯托

克斯在 １８５２ 年首次观察到这种波长移动的现象 ， 因而称为斯托克斯位移 。
斯托克斯位移说明了在激发与发射之间存在着一定的能量损失 。 如前所述 ，

激发态分子在发射荧光之前 ， 很快经历了振动松弛或／和内转化的过程而损失部

分激发能 ， 致使发射相对于激发有一定的能量损失 ， 这是产生斯托克斯位移的主

要原因 。 其次 ， 辐射跃迁可能只使激发态分子衰变到基态的不同振动能级 ， 然后

通过振动松弛进一步损失振动能量 ， 这也导致了斯托克斯位移 。 此外 ， 溶剂效应

以及激发态分子所发生的反应 ， 也将进一步加大斯托克斯位移现象 。
应当提及的是 ， 在以激光为光源双光子吸收的情况下 ， 会出现荧光测定波长

（发射波长） 比激发波长来得短的现象 。

§ 142 　 发射光谱的形状通常与激发波长无关

虽然分子的吸收光谱可能含有几个吸收带 ， 但其发射光谱却通常只含有一个

发射带 。 绝大多数情况下即使分子被激发到 S２ 电子态以上的不同振动能级 ， 然

而由于内转化和振动松弛的速率是那样的快 ， 以致很快地丧失多余的能量而衰变

到 S１ 态的最低振动能级 ， 然后发射荧光 ， 因而其发射光谱通常只含一个发射带 ，
且发射光谱的形状与激发波长无关 ， 只与基态中振动能级的分布情况以及各振动

带的跃迁概率有关 。
不过也有例外 ， 例如 ， 由于其 S１ 与 S２ 两个电子态之间的能量间隔比一般

分子来得大 ， 因而它可能由 S２ 和 S１ 电子态发生荧光 。 又如某些荧光体具有两个
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电离态 ， 而每个电离态显示不同的吸收和发射光谱 。
在 pH ～ ９ 的吖啶的甲醇溶液中 ， 若以 ３１３nm 或 ３６５nm 光激发时 ， 观察到的

是通常的荧光光谱 。 然而 ， 若以 ３８５ 、 ４０５ 或 ４３６nm 光激发时 ， 便会观察到光谱

的突然红移 ， 形状也有改变 ， 该荧光光谱则是相应于吖啶阳离子的发射 。 这种现

象被称为边缘激发红移 （edge excitation redshift ， 简称 EERS） 现象 ， 且被认

为是与激发态的质子迁移反应有关 。

§ 143 　 与吸收光谱呈镜像关系

图 １ ２ 分别表示 的苯溶液和硫酸奎宁的稀硫酸溶液的吸收光谱和荧光发射

光谱 。 可以看出 ， 它们的荧光发射光谱与它们的吸收光谱之间存在着 “镜像对

称” 关系 。

图 １ ２ 　 的苯溶液 （a） 和硫酸奎宁的稀硫酸溶液 （b） 的吸收光谱和荧光发射光谱
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为何发射光谱与吸收光谱的第一吸收带之间呈 “镜像对称” ？ 这是因为荧光

发射通常是由处于第一电子激发单重态最低振动能级的激发态分子的辐射跃迁而

产生的 ， 所以发射光谱的形状与基态中振动能级间的能量间隔情况有关 。 吸收光

谱中的第一吸收带是由于基态分子被激发到第一电子激发单重态的各个不同振动

能级而引起的 ， 而基态分子通常是处于最低振动能级的 ， 因而第一吸收带的形状

与第一电子激发单重态中振动能级的分布情况有关 。 一般情况下 ， 基态和第一电

子激发单重态中振动能级间的能量间隔情况彼此相似 。 此外 ， 根据 FrankCon
don 原理可知 ， 如吸收光谱中某一振动带的跃迁概率大 ， 则在发射光谱中该振动

带的跃迁概率也大 。 由于上述两个原因 ， 荧光发射光谱与吸收光谱的第一吸收带

两者之间呈现 “镜像对称” 关系 。
吸收光谱与发射光谱必须以适当的单位加以表示时 ， 两者之间才会出现严格

的镜像对称关系 。 当用 ε（ν） ～ ν和 F（ν） ～ ν３ 分别表示吸收光谱和发射光谱时 ， 吸

收光谱与发射光谱之间存在着最密切的镜像对称关系 。 ε（ν） 表示在波数 ν的吸

光系数 ， F（ν） 表示在波数增量 （Δν） 范围内的相对光子通量 。
从图 １ ２ 中还可以看出 ， 虽然吸收光谱与发射光谱中 ００ 振动带具有相同的

能量 ， 但两者的峰波长并不重合 ， 发射光谱的 ００ 带略向长波方向移动 。 其原因

是激发态的电子分布不同于基态 ， 从而它们的永久偶极矩和极化率也有所不同 ，
因而两者的溶剂化程度也有差异 。 室温下 ， 溶液中的溶剂分子在吸光过程中来不

及重新取向 ， 因此分子在激发后的瞬间仍是处于一种比平衡条件下具有稍高能量

图 １ ３ 　 激发与发射后溶剂化的变化 　
a ， c 分别代表稳定的基态构型和激发态构型 ； 　

b ， d 分别代表不稳定的激发态构型和基态构型 　

的溶剂化状态 。 在荧光发射之前 ， 分子

将有时间松弛到能量较低的平衡构型 。
荧光发射后的瞬间 ， 返回基态的分子的

溶剂化状态还是处于能量稍高的非平衡

构型 ， 最后又松弛到基态的平衡构型 。
这一过程用图 １３ 表示 ， 可以看出 ， 虽

然都为 ００ 跃迁 ， 但光吸收过程所需的

能量略高于光发射过程所释放的能量 。
两者的能量差在松弛过程中以热的形式

传递给溶剂 。
应用镜像对称规则 ， 可以帮助判别

某个吸收带究竟是属于第一吸收带中的

另一振动带 ， 还是更高电子态的吸收

带 。 根据镜像对称规则 ， 如不是吸收光

谱镜像对称的荧光峰出现 ， 表示有散射

光或杂质存在 。
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诚然 ， 也存在少数偏离镜像对称规则的现象 ， 究其原因 ， 或是由于激发态时

核的几何构型与基态时不同 ， 或是由于在激发态时发生了质子转移反应或形成激

发态二聚体 （或激发态复合物） 等而引起的 。

§ １５ 　 荧光寿命和荧光量子产率

荧光寿命和荧光量子产率是荧光物质的重要发光参数 。 荧光寿命 （τ） 定义

为当激发光切断后荧光强度衰减至原强度的 １／e 所经历的时间 。 它表示了荧光分

子的 S１ 激发态的平均寿命 。

τ ＝ １／ kf ＋ ∑ K （１１）

式中 ： kf 表示荧光发射的速率常数 ； ∑ K 代表各种分子内的非辐射衰变过程的速

率常数的总和 。
荧光发射是一种随机的过程 ， 只有少数激发态分子才是在 t ＝ τ 的时刻发射

光子的 。 荧光的衰变通常属于单指数衰变过程 ， 这意味着在 t ＝ τ之前有 ６３ ％ 的

激发态分子已经衰变了 ， ３７ ％ 的激发态分子则在 t ＞ τ的时刻衰变 。
激发态的平均寿命与跃迁概率有关 ， 两者的关系可大致表示为

τ ≈ １０－ ５ ／εm a x （１２）
式中 ： εm a x 为最大吸收波长下的摩尔吸光系数 （单位以 m２ ／mol 表示） 。 S０ → S１ 是

许可的跃迁 ， 一般情况下 ε值约为 １０３ ， 因而荧光的寿命大致为 １０ － ８ s ； S０ → T １

的跃迁是自旋禁阻的 ， ε值约为 １０ － ３ ， 因而磷光的寿命大致为 １０ － ２ s 。
没有非辐射衰变过程存在的情况下 ， 荧光分子的寿命称为内在的寿命 （ in

t rinsic lifetime） ， 用 τ０ 表示

τ０ ＝ １／ kf （１３）
　 　 荧光强度的衰变 ， 通常遵从以下方程式

ln I０ － ln It ＝ t／τ （１４）
式中 ： I０ 与 It分别表示 t ＝ ０ 和 t ＝ t 时刻的荧光强度 。 如果通过实验测量出不同

时刻所相应的 It值 ， 并作出 ln It ～ t 的关系曲线 ， 由所得直线的斜率便可计算荧

光寿命值 。
荧光量子产率 （ Yf ） 定义为荧光物质吸光后所发射的荧光的光子数与所吸收

的激发光的光子数之比值 。 由于激发态分子的衰变过程包含辐射跃迁和非辐射跃

迁 ， 故荧光量子产率也可表示为

Yf ＝ kf ／（ kf ＋ ∑ K） （１５）

可见荧光量子产率的大小取决于荧光发射过程与非辐射跃迁过程的竞争结果 。 假

如非辐射跃迁的速率远小于辐射跃迁的速率 ， 即 ∑ K  kf ， Y f 的数值便接近于
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１ 。 通常情况下 ， Y f 的数值总是小于 １ 。 Y f 的数值越大 ， 化合物的荧光越强 。 荧

光量子产率的数值大小 ， 主要决定于化合物的结构与性质 ， 同时也与化合物所处

的环境因素有关 。
除荧光量子产率外 ， 在以往的著作中也曾出现 “荧光的能量产率” 和 “荧光

量子效率” 等术语 ， 并且不加区别地应用 。 文献上分别给后两个术语以不同的定

义 。 荧光的能量产率用 Ye f 表示 ， 定义为荧光所发射的能量与所吸收的能量的比

值 。 由于存在斯托克斯位移现象 ， 荧光的能量产率也总是小于 １ 。 荧光量子效率

用 ηF 表示 ， 定义为处于发射荧光的激发电子态的分子百分数 。
荧光量子产率的数值 ， 有多种测定方法 ， 这里仅介绍参比的方法 。 这种方法

是通过比较待测荧光物质和已知荧光量子产率的参比荧光物质两者的稀溶液在同

样激发条件下所测得的积分荧光强度 （即校正的发射光谱所包括的面积） 和对该

激发波长入射光的吸光度而加以测量的 。 测量结果按下式计算待测荧光物质的荧

光量子产率 ，
Yu ＝ Y s · Fu

Fs
· As

Au
（１６）

式中 ： Yu 、 Fu 和 Au 分别表示待测物质的荧光量子产率 、 积分荧光强度和吸光度 ；
Y s 、 Fs 和 As 分别表示参比物质的荧光量子产率 、 积分荧光强度和吸光度 。

有分析应用价值的荧光化合物 ， 其荧光量子产率的数值通常处于 ０１ ～ １
之间 。

任何能影响激发态分子的光物理过程的速率常数的因素 ， 都将使荧光的寿命

和量子产率发生变化 。 例如 ， 随着温度的升高 ， 由于增大非辐射跃迁过程的速率常

数 ， 从而使荧光的寿命和量子产率下降 ； 具有重原子或非键电子的分子 ， 通常具有

较高的 S１ T１ 系间窜越的速率常数 ， 从而使荧光的寿命缩短 ， 量子产率下降 。

§ １６ 　 荧光强度与溶液浓度的关系

荧光既然是物质在吸光之后所发射的辐射 ， 因而溶液的荧光强度 （ If ） 应与

该溶液吸收的光强度 （ Ia ） 及该物质的荧光量子产率 （Yf ） 有关 ， 即

If ＝ Yf Ia （１７）
而吸收的光强度等于入射的光强度 （ I０ ） 减去透射的光强度 （ It ） ， 于是

If ＝ Yf （ I０ － It ） ＝ Y f I０ （１ － It ／ I０ ） （１８）
从比尔朗伯定律可知 It ／ I０ ＝ e － a bc ， 因此

If ＝ Y f I０ （１ － e－ a bc ） （１９）
而 e － abc 可以表示为

e－ a bc ＝ １ － abc ＋ （ abc）２ ／２ ！ － （abc）３ ／３ ！＋ （abc）４ ／４ ！＋ … （１１０）
当 abc 非常小 （  ００５） 时 ， e － a bc ≈ １ － abc ， 代入式 （１９） 后得
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If ＝ Y f I０ abc （１１１）
当用摩尔吸光系数 ε代替 a 时 ，

If ＝ ２ ３０３Yf I０ εbc （１１２）
　 　 由式 （１１２） 可以知道 ， 对于某种荧光物质的稀溶液 ， 在一定的频率及强度

的激发光照射下 ， 当溶液的浓度足够小使得对激发光的吸光度很低时 ， 所测溶液

的荧光强度才与该荧光物质的浓度成正比 。 然而 ， 如果 εbc ≥ ００５ 时 ， 则荧光强

度和溶液的浓度不呈线性关系 ， 此时应考虑幂级数中的二次方甚至三次方项 。
随着溶液浓度的进一步增大 ， 将会出现荧光强度不仅不随溶液浓度线性增

大 ， 甚至随着浓度的增大而下降的现象 ， 这是由浓度效应而导致的 。 这种浓度效

应可能由以下几方面的原因造成的 。
第一方面的原因是内滤效应 。 当溶液浓度过高时 ， 溶液中杂质对入射光的吸

收作用增大 ， 相当于降低了激发光的强度 。 另一方面 ， 浓度过高时 ， 入射光被液

池前部的荧光物质强烈吸收后 ， 处于液池中 、 后部的荧光物质 ， 则因受到的入射

光大大减弱而使荧光强度大大下降 ； 而仪器的探测窗口通常是对准液池中部的 ，
从而导致了所检测到的荧光强度大大下降 。

其次 ， 在较高浓度的溶液中 ， 可能发生溶质间的相互作用 ， 产生荧光物质的

激发态分子与其基态分子的二聚物 （excimer） 或与其他溶质分子的复合物 （ex
ciple x） ， 从而导致荧光光谱的改变和／或荧光强度的下降 。 当浓度更大时 ， 甚至

会形成荧光物质的基态分子聚集体 ， 导致荧光强度更严重地下降 。
假如荧光物质的发射光谱与其吸收光谱呈现重叠 ， 便可能发生所发射的荧光

被部分再吸收的现象 ， 导致荧光强度下降 。 溶液的浓度增大时会促使再吸收的现

象加剧 。

§ １７ 　 散射光对荧光分析的影响

在测量溶液的荧光强度时 ， 通常应注意溶剂的散射光 （瑞利散射和拉曼散

射） 、 胶粒的散射光 （丁铎尔效应） 以及容器表面的散射光的影响问题 。 上述几

种散射光除拉曼散射外均具有与激发光相同的波长 。 拉曼散射光的波长与激发波

长不同 ， 通常要比激发波长稍长一些 ， 且随激发波长的改变而改变 ， 但与激发波

长维持一定的频率差 。
图 １ ４ 为奎宁的 ０ ０５mol／ L 硫酸溶液在 ３２０nm 激发波长下所观测到的荧光

光谱 。 谱图中 ３２０nm 的峰为瑞利散射和丁铎尔散射 ， ３６０nm 的峰为溶剂的拉曼

散射 ， ４５０nm 的峰才是奎宁硫酸盐的荧光峰 ， 而 ６４０nm 和 ７２０nm 的峰则分别为

二级瑞利散射与丁铎尔散射和二级拉曼散射 。 除荧光峰外 ， 其他由散射光引起的

峰都将在空白试验中出现 。
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图 １ ４ 　 奎宁硫酸盐溶液的荧光光谱

拉曼光发生的时间比荧光发生的时间约快 １０７ 倍 ， 但其强度很弱 ， 仅及荧光

强度的数千分之一 。 如上所述 ， 拉曼光没有固定的波长 ， 其波长随激发波长的改

变而改变 ， 但拉曼光的频率与激发光的频率却有一定的差值 。 如将某些双原子分

子的主拉曼线和激发光的频率差值 ， 与这些分子的近红外光谱的主吸收谱带的频

率相比较 ， 两者数值相当符合 ， 足见主拉曼线的形成是由于分子和光子相互作用

时振动能级跃迁的结果 。 在主拉曼线左右的弱拉曼线 ， 是由于分子和光子相互作

用时转动能级发生跃迁的结果 。 拉曼谱线与激发线的频率差值是分子的振动能级

与转动能级跃迁的结果 ， 是分子及分子中各种基团和键的特性 。 因此 ， 拉曼谱线

常用于分子结构的研究 。
拉曼光的频率与激发光的频率之间的差值既然相当于分子的振动转动频率 ，

因此 ， 对于某一给定的物质 ， 频率差值或波数差值是固定的常数值 ， 和激发光的

频率无关 。 例如水在不同的汞射线的照射之下 ， 它的拉曼光的频率随激发光的频

率而异 ， 但波数的差值却保持在 ０ ３３５ ～ ０３４０μm － １ 。
由图 １ ５ 可看出水溶剂的拉曼光对奎宁硫酸盐溶液的荧光的干扰情况 。 用

３６５nm 射线为激发光时 ， 水溶剂的拉曼光的波长是 ４１６nm 。 在测绘浓度为

０１μ g／mL 的奎宁硫酸盐溶液的荧光光谱时 ， 因仪器的灵敏度调得不高 ， 溶剂的

拉曼光的干扰还不大明显 ， 但在测绘浓度为 ０ ０１μg／mL 的溶液的荧光光谱时 ，
因需调高仪器的灵敏度 ， 这时候拉曼光的强度随之加大 ， 它的峰高甚至高过奎宁

硫酸盐的荧光峰 ， 干扰相当严重 。
散射光的干扰常是提高荧光分析灵敏度的主要限制因素 ， 因而实际工作中要

注意加以克服 。 选择适当的激发波长和测定波长 ， 可以大大降低或排除散射光的

影响 。 在测量微弱的荧光强度时 ， 常要加大狭缝宽度以获得足够的荧光强度测量

值 ， 但狭缝加大后散射光的影响也将加大 ， 因而实际测定时应选择合适的狭缝宽
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图 １ ５ 　 硫酸奎宁的荧光光谱受水溶剂的拉曼光的干扰

A 水溶剂的拉曼光 ， 低灵敏度 ； B ０ １μg／mL 溶液 ， 低灵敏度 ；

C ０ ０３３μg／mL 溶液 ， 较高灵敏度 ； D ０ ０１μg／mL 溶液 ， 更高灵敏度

度 。 通过空白测定 ， 亦可对散射光的影响进行校正 。

§ １８ 　 荧光分析法的灵敏度和选择性

荧光分析法之所以发展如此迅速 ， 应用日益广泛 ， 其原因之一是荧光分析

法具有很高的灵敏度 。 在微量物质的各种分析方法中 ， 应用最为广泛的至今仍

首推比色法和分光光度法 。 但在方法的灵敏度方面 ， 荧光分析法的灵敏度一般

要比这两种方法高 ２ ～ ３ 个数量级 。 在吸收光度法中 ， 是由吸光度的数值来测

定试样溶液中吸光物质的含量 ， 而吸光度的数值则决定于溶液的浓度 、 光程的

长度和该吸光物质的摩尔吸光系数 ， 几乎与入射光的强度无关 。 在荧光分析

中 ， 是由所测得的荧光强度来测定试样溶液中荧光物质的含量 ， 而荧光强度的

测量值不仅和被测溶液中荧光物质的本性及其浓度有关 ， 而且与激发光的波长

和强度以及荧光检测器的灵敏度有关 。 加大激发光的强度 ， 可以增大荧光强

度 ， 从而提高分析的灵敏度 。 不过对于光敏物质来说 ， 激发光强度的增大程度

应有所限制 ， 否则会加大荧光物质的光解作用 。 随着现代电子技术的发展 ， 对

于微弱光信号检测的灵敏度已大大提高 ， 因此荧光分析的灵敏度一般都高于吸

收光度法 。 荧光分析的灵敏度常可达亿分之几 ， 目前 ， 在与毛细管电泳分离技

术结合 、 采用激光诱导荧光检测法时 ， 已能接近或达到单分子检测的水平［ １ ９ ］ 。
荧光分析的另一个优点是选择性高 。 这主要是指有机化合物的分析而言 。 吸光

物质由于内在本质的差别 ， 不一定都会发荧光 ， 况且 ， 发荧光的物质彼此之间
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在激发波长和发射波长方面可能有所差异 ， 因而通过选择适当的激发波长和荧

光测定波长 ， 便可能达到选择性测定的目的 。 此外 ， 由于荧光的特性参数较

多 ， 除量子产率 、 激发与发射波长之外 ， 还有荧光寿命 、 荧光偏振等 。 因此 ，
还可以通过采用同步扫描 、 导数光谱 、 三维光谱 、 时间分辨和相分辨等一些荧

光测定的新技术 ， 以进一步提高测定的选择性 。
至于金属离子的荧光分析法 ， 其选择性并不高 ， 这是由于许多金属离子常与

同一有机试剂组成结构相近的配合物 ， 而这些配合物的荧光发射波长又极为靠近

的缘故 。
除灵敏度高和选择性好之外 ， 动态线性范围宽 ， 方法简便 ， 重现性好 ， 取样

量少 ， 仪器设备不复杂等等 ， 也是荧光分析法的优点 。
当然 ， 荧光分析法也有其不足之处 。 由于不少物质本身不发荧光 ， 不能进行

直接的荧光测定 ， 从而妨碍了荧光分析应用范围的扩展 。 因此 ， 对于荧光的产生

与化合物结构的关系还需要进行更深入的研究 ， 以便合成为数更多的灵敏度高 、
选择性好的新荧光试剂 ， 使荧光分析的应用范围进一步扩大 。

§ １９ 　 荧 光 表 征

荧光光谱分析法除了可以用作组分的定性检测和定量测定的手段之外 ， 还被

广泛地作为一种表征技术应用于表征所研究体系的物理 、 化学性质及其变化情

况 。 例如 ， 在生命科学领域的研究中 ， 人们经常可以利用荧光检测的手段 ， 通过

检测某种荧光特性参数 （如荧光的波长 、 强度 、 偏振和寿命） 的变化情况来表征

生物大分子在性质和构象上的变化 。
许多化合物由于本身具有大的共轭体系和刚性的平面结构 ， 因而具有能发射

荧光的内在本质 ， 我们称这些化合物为荧光化合物 。 在某些所要研究的体系中 ，
由于体系自身含有这种荧光团 （或称荧光体 ， fluorophore） 而具有内源荧光 ， 人

们就可以利用其内源荧光 ， 通过检测某种荧光特性参数的变化 ， 对该体系的某些

性质加以研究 。 例如 ， 由于蛋白质分子中含有色氨酸 、 酪氨酸和苯丙氨酸等残

基 ， 因而具有内源荧光 ， 我们就可能利用蛋白质的内源荧光性质 ， 应用荧光光谱

法对蛋白质的结构与性质方面加以研究 。 然而 ， 如果所要研究的体系本身不含有

荧光团而不具有内源荧光 ， 或者其内源荧光性质很弱 ， 这时候就必需在体系中外

加一种荧光化合物即所谓荧光探针 ， 再通过测量荧光探针的荧光特性的变化来对

该体系加以研究 。 例如我们要检测体系的 pH （或极性或黏度） ， 便可以将对 pH
（或极性或黏度） 敏感的荧光探针加入到体系中 ， 然后通过对荧光探针的荧光特

性的检测 ， 求得体系的 pH （或极性或黏度） ， 或通过探针的荧光特性的变化来

表征体系的 pH （或极性或黏度） 的变化情况 。
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第二章 　 荧光与分子结构的关系

为了更有效地运用荧光分析技术 ， 人们有必要了解荧光与荧光体结构的关

系 ， 以便能把非荧光体转变为荧光体 ， 把弱荧光体转变为强荧光体 。 下面将对有

机物和无机物的荧光特性与结构的关系进行介绍 。

§ ２１ 　 有机化合物的荧光

荧光体的荧光 （或磷光） 发生于荧光体吸光之后 ， 因此 ， 荧光体要发光首先

要吸收光 ， 即荧光体要有吸光的结构 。
发荧光的荧光体 ， 大多为有机芳族化合物或它们与金属离子形成的配合物 。

这类化合物在紫外线区和可见光区的吸收光谱和发射光谱 ， 都是由该化合物分子

的价电子重新排列 （跃迁） 引起的 ， 为此 ， 我们有必要着重探讨荧光体分子价电

子和分子轨道的特性 。

§ 211 　 分子的电子结构［ 1 ，3 ］

１ σ 键

沿核间联线方向由电子云重叠而形成的化学键称为 σ 键 ， 每个键可容纳两个

电子 。 σ 键可分为共价键和配位键两种 ， 共价键的两个电子分别来自两个原子 ，
配位键两个电子来自同一原子而后由两个原子共享 。 当电子云集中于其中一原子

时 ， 这种键称为极性共价键 。 σ 键的电子云多集中于两原子之间 ， 原子间结合较

牢 ， 因此 ， 要使这类电子激发到空着的反键轨道上去 ， 就需要有相当大的能量 ，
这就意味着分子的 σ 键的电子跃迁发生于真空紫外区 （波长短于 ２００nm） ， 这种

键的跃迁我们不感兴趣 ， 我们感兴趣的是吸收光谱位于近紫外线区至近红外线

区 ， 即波长落于 ２２０ ～ ８００nm 区 。

图 ２ １ 　 N２ 分子的 　
三键示意图 　

２ π 键

当两个原子的轨道 （p 轨道） 从垂直于成键原子的核间

联线的方向接近 ， 发生电子云重叠而成键 ， 这样形成的共价

键称为 π 键 。 π 键通常伴随 σ 键出现 ， π 键的电子云分布在 σ
键的上下方 ， 图 ２１ 为 N２ 分子三键的示意图 。 σ 键的电子被

紧紧地定域在成键的两个原子之间 ， π 键的电子相反 ， 它可

以在分子中自由移动 ， 并且常常分布于若干原子之间 。 如果



分子为共轭的 π 键体系 ， 则 π 电子分布于形成分子的各个原子上 ， 这种 π 电子称

为离域 π 电子 ， π 轨道称为离域轨道 。 某些环状有机物中 ， 共轭 π 键延伸到整个

分子 ， 例如多环芳烃就具有这种特性 。
由于 π 电子的电子云不集中在成键的两原子之间 ， 所以它们的键合远不如 σ

键牢固 ， 因此 ， 它们的吸收光谱出现在比 σ 键所产生的波长更长的光区 。 单个 π
键电子跃迁所产生的吸收光谱位于真空紫外区或近紫外线区 ； 有共轭 π 键的分

子 ， 视共轭度大小而定 ， 共轭度小者其 π 电子跃迁所产生的电子光谱于紫外线

区 ， 共轭度大者则位于可见光区或近红外线区 。

３ 未成键的电子 （亦称 n 电子）

在元素周期表中 ， 有些元素的原子 ， 其外层电子数多于 ４ （例如 N ， O 和 S） ，
它们在化合物中往往有未参与成键的价电子 ， 这些电子称为 n 电子 ， 例如甲醛

σ
↓

π
↓

　 　

H C
H

Ö ∶ ← n

中有 ４ 个未参与键合的 n 电子 。 因为 n 电子的能量比 σ 电子和 π 电子的都高 ， 因

此 ， 在考虑电子光谱时 ， 应该首先考虑 n → π  和 π → π  跃迁 。

４ 配位共价键

一般地说 ， 分子中的 n 电子对不参与成键 ， 但当它们遇到合适的接受体时 ，
其电子可能转入接受体的空轨道上而形成配位共价键 。 共价键是否形成 ， 对解释

具有 n 电子的荧光体的吸收光谱 、 发射光谱和荧光强度的变化很有帮助 。

　 图 ２ ２ 　 有机分子吸光所涉及的能层

　 跃迁类型 ε最 大 波长区

　 n → π  １００ 紫外可见

　 π → π  １２ ０００ 紫外可见

　 σ → π  ２００ 真空紫外

５ 反键轨道

物质的分子 ， 除了组成分子化学键的那

些能量低的分子轨道外 ， 每个分子还具有一

系列能量较高的分子轨道 。 在一般的情况下 ，
能量较高的轨道是空着的 ， 如果给分子以足

够的能量 ， 那么能量较低的电子可能被激发

到能量较高的那些空着的轨道上去 ， 这些能

量较高的轨道称为反键轨道 。
根据价键轨道理论 ， 有机物分子中的

价电子也是排列在能量不同的轨道上 ， 这

些轨道能量高低顺序为 σ 轨道 ＜ π 轨道 ＜ n
轨道 ＜ π  轨道 ＜ σ 轨道 （见图 ２２） 。
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６ 轨道及状态

　 　 大部分有机物分子 ， 其紫外可见区的电子光谱 （吸光和发光） 仅涉及 π 电

子和 n 电子的跃迁 。 为了使分子电子结构的讨论简化 ， 通常都把 σ 电子和原子内

层电子的影响略去不计 。
分子的电子激发态 ： 分子一旦吸收光子 ， 分子的价电子 （或 n 电子） 就由基

态分子中已被占据的轨道激发到基态未被占据的轨道上去 ， 这种分子称为电子激

发态分子 。
每个分子都有几个未被占据的轨道 ， 所以每个分子都可能存在着几种电子激

图 ２ ３ 　
（a） 吡啶的分子轨道及能层顺序 ； 　

（b） 吡啶分子较低电子激发态的能层顺序 　

发态 。 分子中每个电子态都以电荷的特殊分

布来表征 ， 因此 ， 这也就意味着激发态分子

其偶极矩通常不同于基态的偶极矩 。 图 ２３

以吡啶 为例说明其分子轨道和能层的顺

序 。 图 ２３ （a） 为基态 ， 它的 π１ ， π２ ， π３ 和 n 轨

道都各被两个电子占据 。 图 ２３ （b） 为电子

激发态 （n ， π 
１ ， π ， π 

１ ， … ） ， 它是从 n 或 π
轨道激发一个电子到 π 

１ ， π 
２ 和 π 

３ 轨道上去

而产生的 。 该分子的 n ， π 
２ ， n ， π 

３ 跃迁比

n ， π 
１ 弱得多 ， 实际上难以观测到 。

§ 212 　 两类电子激发态

化学中讨论的分子 ， 一般是指处在电子

基态的分子 。 这些分子里的价电子数目大多

数是偶数的 ， 即二的整数倍 ， 电子绕着它本

身的轴旋转 ， 称为自旋 ， 一半的自旋方向正好和另一半的自旋方向相反 ， 所以价

电子自旋的总和 （自旋角动量数） 刚好互相抵消为 ０ ， 这一类分子我们称它为处

于单线态 。 个别物质的分子 ， 正向自旋和反向自旋数并不相等 ， 两者相差为 ２ ，
自旋总和抵消不了 ， 我们称这类分子处于三线态 （例如 O２ ） 。

激发态和基态分子相似 ， 也有单线态和三线态两类 ， 前者的自旋角动量子数

为 ０ ， 后者为 １ 。
单线态的电子基态 （S０ ） 的分子被激发时 ， 容易跃迁到单线态的电子激发态

（S１ ， S２ ， … ） ， 而不容易跃迁到三线态的电子激发态 （ T１ ， T２ ， … ） ， 因为后一

种为电子自旋不允许的禁戒 （ fo rbidden） 跃迁 。 同样 T０ → T１ 或 T １ → T０ 容易 ，
T１ → S０ 或 S１ → T０ 难 。
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荧光 （或磷光） 所涉及的分子 ， 其基态都处于单线态 。 当分子吸收适当波长

的光子后 ， 一个或多个的成对电子 （通常为 π 电子） 跃迁到单线态的电子激发

态 ， 其电子自旋方向没有变 ， 自旋净结果仍为 ０ ， 但在某些情况下 ， 多少总有些

单线态的电子激发态分子 ， 通过系间跨越转入三线态的电子激发态 （ T１ ） ， 而后

由三线态的最低振动能层返回电子基态并发射出磷光 。
图 ２ ４ 表明处于单线态的电子基态和电子激发态分子与处于三线态的电子激

发态的差别 ， 图的左边为分子处于单线态电子基态 ， 图中部为分子处于单线态电

子激发态 ， 图的右边为分子处于三线态电子激发态 。
Tπ ，π  通常低于 Tn ，π  ： 如果单线态 S１ 是 π ， π 

１ 型 ， 那么通过系间跨越将使分子

迅速转为三线态 T１ 的 π ， π 
１ 型 。 可是 ， 如果单线态 S１ 是 n ， π 

１ 型 ， 那么三线态 T１

可能是 n ， π 
１ 型 （例如苯甲醛 、 乙酰苯和苯乙酮） ， 也可能是 π ， π

１ 型 ， 后者较为

常见 。 T１ 的 π ， π１ 能层低于 T１ 的 n ， π 
１ 能层的原因被解释为 ， T１ 的 π ， π 

１ 态电子

的离域性比 T１ 的 n ， π
１ 态的离域性大得多 ， 因而 T１ 的 π ， π

１ 态电子间的斥力比

Tn ，π  小 ， 造成 S１ 的 π ， π
 与 T１ 的 π ， π

１ 能层间隔比 S１ 的 n ， π
１ 与 T１ 的 n ， π

１ 能层

间隔大 ， 结果 T１ 的 π ， π 
１ 能层位于 T１ 的 n ， π

１ 能层下方 （见图 ２５） 。

图 ２ ４ 　 处于单线态和三线态下的分子的

π 电子受激发

图 ２ ５ 　 S１ 的 π ， π 
１ ， n ， π 

１ 与 T １ 的

π ， π 
１ ， n ， π 

１ 能层的分布示意图

§ 213 　 荧光与分子结构的关系

已知的大量有机和无机物中 ， 仅有小部分会发生强的荧光 ， 它们的激发光

谱 、 发射光谱和荧光强度都与它们的结构有密切的关系 。 要了解荧光与结构的关

系 ， 就必需了解分子的吸光类型 （例如 n → π  或 π → π  跃迁） ， 以及分子吸光后

各个过程的竞争情况 。 当分子因吸光而被激发到电子激发态后 ， 它可能以一系列

的不同途径失去本身过剩的能量而返回电子基态 ， 这些途径有 ： ① 发射荧光 ；
② 非辐射衰减 （内转换） ； ③ 光化学反应 。 这三者中哪个过程的速率常数最大 ，
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