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GB 19645—2010 

I 

前    言 

本标准代替GB 19645-2005《巴氏杀菌、灭菌乳卫生标准》以及GB 5408.1-1999《巴氏杀菌乳》中

的部分指标，GB 5408.1-1999《巴氏杀菌乳》中涉及到本标准的指标以本标准为准。 

本标准与GB 19645-2005相比，主要变化如下： 

——将《巴氏杀菌、灭菌乳卫生标准》分为《巴氏杀菌乳》、《灭菌乳》、《调制乳》三个标准，

本标准为《巴氏杀菌乳》； 

——修改了 “范围”的描述； 

——明确了“术语和定义”； 

——修改了“感官指标”； 

——取消了脱脂、部分脱脂产品的脂肪要求； 

——增加了羊乳的蛋白质要求； 

——将“理化指标”中酸度值的限量要求修改为范围值； 

——取消了“兽药残留指标 ”； 

——取消了“农药残留指标 ”； 

——“污染物限量”直接引用GB 2762的规定； 

——“真菌毒素限量”直接引用GB 2761的规定； 

——修改了“微生物指标”的表示方法； 

——取消了“食品添加剂”的要求； 

——修改了“标识”的规定。 

本标准所代替标准的历次版本发布情况为： 

——GB 19645-2005。
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食品安全国家标准 

巴氏杀菌乳 

1  范围 

本标准适用于全脂、脱脂和部分脱脂巴氏杀菌乳。 

2 规范性引用文件 

本标准中引用的文件对于本标准的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版 

本适用于本标准。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。 

3  术语和定义  

3.1  巴氏杀菌乳  pasteurized  milk 

仅以生牛（羊）乳为原料，经巴氏杀菌等工序制得的液体产品。 

4  技术要求 

4.1  原料要求：生乳应符合GB 19301的要求。 

4.2  感官要求：应符合表 1 的规定。 

表 1 感官要求 

项    目 要    求  检验方法 

色泽 呈乳白色或微黄色。 

滋味、气味 具有乳固有的香味，无异味。 

组织状态 
呈均匀一致液体，无凝块、无沉淀、无正常

视力可见异物。 

取适量试样置于 50mL 烧杯中，在自然光下观察色

泽和组织状态。闻其气味，用温开水漱口，品尝滋

味。 

4.3  理化指标：应符合表2的规定。 

表 2  理化指标 

项    目 指    标 检验方法 

脂肪 a/( g/100g)             ≥ 3.1 GB 5413.3 

蛋白质/( g/100g)                

牛乳                   ≥ 

羊乳                   ≥ 

 

2.9 

2.8 

GB 5009.5 
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表 2（续）   

4.4  污染物限量：应符合GB 2762的规定。 

4.5  真菌毒素限量：应符合 GB 2761 的规定。 

4.6  微生物限量：应符合表 3 的规定。 

表 3   微生物限量 

采样方案 a及限量(若非指定，均以 CFU/g 或 CFU/mL 表示) 

项    目 

n c m M 
检验方法 

菌落总数 5 2 50000 100000 GB 4789.2 

大肠菌群 5 2 1 5 GB 4789.3 平板计数法 

金黄色葡萄球菌 5 0 0 /25g(mL) - GB 4789.10 定性检验 

沙门氏菌 5 0 0 /25 g(mL) - GB 4789.4 

a样品的分析及处理按 GB 4789.1 和 GB 4789.18 执行。 

5  其他  

5.1  应在产品包装主要展示面上紧邻产品名称的位置，使用不小于产品名称字号且字体高度不小于主

要展示面高度五分之一的汉字标注“鲜牛(羊)奶”或“鲜牛(羊)乳”。 

 
 

 

 

 

项    目 指    标 检验方法 

非脂乳固体/( g/100g)       ≥ 8.1 GB 5413.39 

酸度/(ºΤ)           

牛乳         

羊乳        

12～18  

6～13 

GB 5413.34 

a 仅适用于全脂巴氏杀菌乳。 

n：同一批次产品应采集的样品件数；

c：最大可允许超出m值的样品数；

m：微生物指标可接受水平的限量值；

M：微生物指标的最高安全限量值。

大河马
Highlight
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GB 25190—2010 

I 

前    言 

本标准代替GB 19645-2005《巴氏杀菌、灭菌乳卫生标准》及GB 5408.2-1999《灭菌乳》中的部分

指标，GB 5408.2-1999《灭菌乳》中涉及到本标准的指标以本标准为准。 

本标准与GB 19645-2005相比，主要变化如下： 

——将《巴氏杀菌、灭菌乳卫生标准》分为《巴氏杀菌乳》、《灭菌乳》、《调制乳》三个标准，

本标准为《灭菌乳》； 

——修改了“范围”的描述； 

——明确了“术语和定义”； 

——修改了“感官指标”； 

——取消了脱脂、部分脱脂产品的脂肪要求； 

——增加了羊乳的蛋白质要求； 

——将“理化指标”中酸度值的限量要求修改为范围值； 

——取消了“兽药残留指标”； 

——取消了“农药残留指标”； 

——“污染物限量”直接引用GB 2762的规定； 

——“真菌毒素限量”直接引用GB 2761的规定； 

——取消了“食品添加剂”的要求； 

——修改了“标识”的规定。 

本标准所代替标准的历次版本发布情况为： 

——GB 19645-2005。  
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食品安全国家标准 

灭菌乳 

1 范围 

本标准适用于全脂、脱脂和部分脱脂灭菌乳。 

2 规范性引用文件 

本标准中引用的文件对于本标准的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版

本适用于本标准。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。 

3 术语和定义 

3.1  超高温灭菌乳 ultra high-temperature  milk 

以生牛（羊）乳为原料，添加或不添加复原乳，在连续流动的状态下，加热到至少132℃并保持很

短时间的灭菌，再经无菌灌装等工序制成的液体产品。 

3.2  保持灭菌乳 retort sterilized milk 

以生牛（羊）乳为原料，添加或不添加复原乳，无论是否经过预热处理，在灌装并密封之后经灭

菌等工序制成的液体产品。 

4  技术要求 

4.1  原料要求 

4.1.1 生乳：应符合GB 19301的规定。 

4.1.2 乳粉：应符合GB 19644的规定。 

4.2  感官要求：应符合表 1 的规定。 

表 1 感官要求 

项    目 要    求 检验方法 

色泽 呈乳白色或微黄色。 

滋味、气味 具有乳固有的香味，无异味。 

组织状态 
呈均匀一致液体，无凝块、无沉淀、无

正常视力可见异物。 

取适量试样置于 50mL 烧杯中，在自然光下

观察色泽和组织状态。闻其气味，用温开水

漱口，品尝滋味。 

4.3 理化指标：应符合表 2的规定。 
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表 2  理化指标 

项    目 指    标 检验方法 

脂肪 a/(g/100g)          ≥ 3.1 GB 5413.3 

蛋白质/(g/100g) 

牛乳               ≥ 

羊乳               ≥ 

 

2.9 

2.8 

GB 5009.5 

非脂乳固体/(g/100g)    ≥    8.1 GB 5413.39 

酸度/(ºΤ)           

牛乳         

羊乳 

 

12～18 

6～13 

GB 5413.34 

a仅适用于全脂灭菌乳。 

4.4  污染物限量：应符合 GB 2762 的规定。 

4.5  真菌毒素限量：应符合 GB 2761 的规定。 

4.6  微生物要求：应符合商业无菌的要求，按 GB/T 4789.26 规定的方法检验。 

5  其他  

5.1 仅以生牛（羊）乳为原料的超高温灭菌乳应在产品包装主要展示面上紧邻产品名称的位置，使用

不小于产品名称字号且字体高度不小于主要展示面高度五分之一的汉字标注“纯牛（羊）奶”或“纯

牛（羊）乳”。 

5.2 全部用乳粉生产的灭菌乳应在产品名称紧邻部位标明“复原乳”或“复原奶”；在生牛（羊）乳

中添加部分乳粉生产的灭菌乳应在产品名称紧邻部位标明“含××%复原乳”或“含××%复原

奶”。 

  注：“××%”是指所添加乳粉占灭菌乳中全乳固体的质量分数。 

5.3 “复原乳”或“复原奶”与产品名称应标识在包装容器的同一主要展示版面；标识的“复原乳”或

“复原奶”字样应醒目，其字号不小于产品名称的字号，字体高度不小于主要展示版面高度的五分之一。 
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GB 19301—2010 

I 

前    言 

本标准代替GB 19301-2003《鲜乳卫生标准》及第1号修改单。 

本标准与GB 19301-2003相比，主要变化如下： 

——标准名称改为《生乳》； 

——增加了“术语和定义”； 

——“污染物限量”直接引用GB 2762的规定； 

——“真菌毒素限量”直接引用GB 2761的规定； 

——“农药残留限量”直接引用GB 2763及国家有关规定和公告； 

——修改了“微生物指标”。 

本标准所代替标准的历次版本发布情况为： 

——GBn 33-1977、GB 19301-2003。  
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食品安全国家标准 

生 乳 

1 范围 

本标准适用于生乳，不适用于即食生乳。 

2 规范性引用文件 

本标准中引用的文件对于本标准的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版

本适用于本标准。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。 

3 术语和定义 

3.1  生乳 raw milk 

从符合国家有关要求的健康奶畜乳房中挤出的无任何成分改变的常乳。产犊后七天的初乳、应用

抗生素期间和休药期间的乳汁、变质乳不应用作生乳。 

4  技术要求 

4.1  感官要求：应符合表 1 的规定。 

表 1 感官要求 

项     目 要    求 检验方法 

色泽 呈乳白色或微黄色。 

滋味、气味 具有乳固有的香味，无异味。 

组织状态 
呈均匀一致液体，无凝块、无沉淀、无

正常视力可见异物。 

取适量试样置于50mL烧杯中，在自然光下观察色泽和

组织状态。闻其气味，用温开水漱口，品尝滋味。 

4.2  理化指标：应符合表 2 的规定。 
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表 2  理化指标 

4.3  污染物限量：应符合 GB 2762 的规定。 

4.4  真菌毒素限量：应符合 GB 2761 的规定。 

4.5  微生物限量：应符合表 3 的规定。 

表 3 微生物限量 

项    目 限量[CFU/g(mL)]  检验方法 

菌落总数                   ≤ 2×106 GB 4789.2 

4.6  农药残留限量和兽药残留限量 

4.6.1  农药残留量应符合 GB 2763 及国家有关规定和公告。 

4.6.2  兽药残留量应符合国家有关规定和公告。 

 

 

 

 

 

项     目 指    标 检验方法 

冰点 a,b/ (℃)  －0.500～－0.560 GB 5413.38 

相对密度/(20℃/4℃)             ≥ 1.027 GB 5413.33 

蛋白质/( g/100g)                 ≥ 2.8 GB 5009.5 

脂肪/( g/100g)                   ≥ 3.1 GB 5413.3 

杂质度/( mg/kg)                 ≤ 4.0 GB 5413.30 

非脂乳固体/( g/100g)             ≥ 8.1 GB 5413.39 

酸度/(ºΤ) 

牛乳 b                            

羊乳                             

 

12～18 

6～13 
GB 5413.34 

a挤出 3h 后检测。 

b仅适用于荷斯坦奶牛。 



























































































































































































































 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



研究生教育教学改革研究项目
（研究生优质课程项目）

生物实验室安全及大型仪器应用

激光共聚焦显微镜技术
主讲教师 李忠岐

生命科学学院实验教学中心
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激光扫描共聚焦显微镜的发展历史
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激光共聚焦显微镜使用操作方法



www.soppt.cn

1957年，Marvin 

Minsky提出了共
聚焦显微镜技术
的某些基本原理，
获得了美国的专
利.

传奇的认知科学家和人工智能先驱

Marvin Minsky




 1967年，Egger和Petran成功地应用共聚焦显微镜产生了一个光学横断

面。

1977年，Sheppard和Wilson首次描述了光与被照明物体的原子之间的非

线性关系和激光扫描器的拉曼光谱学。

1984年，Biorad为公司推出了世界第一台商品化的共聚焦显微镜，型号

为SOM-100，扫描方式为台阶式扫描。

1986年MRC-500型改进为光束扫描，用作生物荧光显微镜的共聚焦系统。

1987年White和Amos在英国《自然》杂志发表了“共聚焦显微镜时代的

到来”一文，标志着LSCM已成为进行科学研究的重要工具。

随后Zeiss、Leica、Meridian、Olympus等多家公司相继开发出不同型号

的共聚焦显微镜，产品的性能不断改进和更新，应用的范围也越来越广。



目前激光共聚焦显微镜的发展类型:

高分辨与超高分辨率激光共聚焦显微镜

转盘式激光共聚焦显微镜

双光子激光共聚焦显微镜

白激光共聚焦显微镜

激光共聚焦显微镜+扫描电镜结合



激光扫描共聚焦显微镜的发展背景

激光扫描共聚焦显微镜（Laser scanning confocal 

microscope）是20世纪80年代中期发展起来并得到广泛应用

的新技术，它是激光、电子摄像和计算机图像处理等现代高科

技手段与传统的光学显微镜结合产生的先进的细胞分子生物学

分析仪器，在生物及医学等领域的应用越来越广泛，已经成为

生物医学实验研究的必备工具。

传统荧光显微镜使用荧光物质标志细胞中的特定结构，不

仅图像与背景的对比度增强，而且由于许多荧光显微镜的光源

使用短波长的紫外光，大大提高了分辨率(δ=0.61·λ/NA)。缺点：



 1、 观察的荧光标本稍厚时，焦平面以外的荧光结构模

糊、发虚，分辨率大大降低 。原因是假若荧光标记的结

构在不同层次上都有分布，且重叠在一起，荧光显微镜

不仅从焦平面上收集光量，而且来自焦平面上方或下方

的散射荧光也被物镜所接收

 2、荧光具有强散射性，造成图像实际清晰度不高

3、荧光漂白很快，荧光图像的拍照有困难

4、若荧光滤片选配不当，多荧光标记样品易形成光谱交

叉，图像串色现象。



共聚焦与普通荧光显微镜图像对比



激光扫描共聚焦显微镜是在传统光学显微镜基础上用

激光作为光源（方向性好，单色性好，亮度高，偏振性，光

谱不连续性），采用共轭聚焦原理和装置（图像清晰度高），

并利用计算机对所观察的对象进行数字图像处理观察、分析

和输出。其特点是可以对样品进行断层扫描成像（轴向和侧

向分辨率高），观察和分析细胞的三维空间结。不仅可观察

固定的细胞、组织切片,还可以对活细胞的结构、分子、离子

及生命活动进行实时动态观察和检测，是形态学、分子细胞

生物学、神经科学、药理学、遗传学等领域中新一代强有力

的研究工具，极大地丰富了人们对细胞生命现象的认识。



激光扫描共聚焦显微镜的局限性

1、标记染料的光漂白：

为了获得足够的信噪比必须提高激光的强度；而高强

度的激光会使染料在连续扫描过程中迅速褪色

2、光毒作用：

在激光照射下，许多荧光染料分子会产生单态氧或自

由基等细胞毒素。





激光扫描共聚焦显微镜主要由以下几部分组成：

1、激光光源





2、荧光显微镜系统

金属卤素灯

倒
置
荧
光
显
微
镜

正
置
荧
光
显
微
镜



3、扫描与检测器（针孔光栏、分光镜、发射荧光单色器和检测器）



4、光学装置

5、计算机存储和处理及控制系统





细胞孵育箱









提高显微镜光学分辨率的方法：

1、降低波长λ值，使用短波长光源。

2、增大介质n值以提高NA值（NA=nsinu/2）。

3、增大孔径角u值以提高NA值。

4、 增加明暗反差。







激光扫描共聚焦显微镜測样的两个重要参数：最大激发光波

长和发射光波长

1、荧光的概念：

 某些物质被一定波长的光照射时，会在较短时间内发

射出波长比入射光长的光（入射光的一部分能量被该物

质吸收，使得发射出来的光较原来的光能量低、波长

长），这种光就称为荧光。



2、荧光的产生

 光照射到某些原子时，光的能量使原子核周围的一

些电子由原来的轨道跃迁到了能量更高的轨道，即从基

态跃迁到第一激发单线态或第二激发单线态等。第一激

发单线态或第二激发单线态等是不稳定的，所以会恢复

基态，当电子由第一激发单线态恢复到基态时，能量会

以光的形式释放，所以产生荧光。





3、激发光谱与发射光谱
吸收强度越大，被激发到高能级的粒子数越多，则向下跃迁产生的荧
光越强



钙离子浓度探针：Fluo-4 AM

最大激发波长494nm，最大发射波长516nm



 1、样品经荧光探针标记；

 2、固定的或活的组织；

 3、固定的或活的贴壁培养细胞应培养在Confocal专用
小培养皿或盖玻片上；

 4、悬浮细胞，甩片或滴片后，用盖玻片封片；

 5、载玻片厚度应在0.8～1.2mm之间，盖玻片应光洁，
厚度在0.17mm左右

 6、标本不能太厚（1-2mm），如太厚激发光大部分被
消耗，而物镜直接观察到的部位不能被充分激发；

 7、尽量去除非特异性荧光信号；

 8、封片剂多用甘油：PBS混合液（9：1)



1、形态结构观察：在不损伤细胞的前提下对活的组织、细

胞或者细胞器的形态结构进行观察，这种功能对于细胞

培养、转基因研究尤为重要。这可以说是ＬＳＣＭ最大

的优势

2、细胞物理化学测定：对细胞形状、周长、面积、平均荧

光强度等参数进行测定；对细胞的溶酶体、线粒体、内

质网、细胞骨架、结构性蛋白质、DNA、RNA、酶和受

体分子等细胞内特异结构的含量、组分及分布进行定量、

定性、定位测定。



3、动态观察和测量：观察和测量细胞内 pH 和多种离子

(Ca2+、K+、Na+、Mg2+)在活细胞内的浓度及变化。

4、三维图像的重建：可以对样品的立体结构分析，直观地

进行形态学观察,并揭示其结构的空间关系。

5、荧光漂白恢复：可通过观察已发生荧光漂白细胞其荧光

恢复过程的变化量来分析细胞内蛋白质运输、受体在细

胞膜上的流动和大分子组装等过程。

6、长时程观察细胞迁移和生长



Live hippocampal neurons stained with 
Lucifer Yellow. (Courtesy of Elena 
Popugaevu, St. Petersburg State 
Polytechnical University, St. Petersburg, 
Russia.)



Neuro filament (red), Glia Cells (Green), 
and Nuclei (Blue) in a Rat 
Hippocampus



C. elegans motor neurons and muscle arms. 
The figure shows the C. elegans strain, 
trIs30, expressing YFP in body wall muscles 
(green) and DsRED2 in the ventral nerve 
cord and motor neurons (red).



Hippocampal Mouse Neuron Labeled with GFP 
Taken Using

a 40X, 0.8 NA 
Objective.ExcitationWavelength:488nm.

Image Courtesy of the 2015 Cold Spring 
Harbor summer 

course: "Imaging structure and function in 
the nervous 

system"



Confocal Image of Cell Layers a Mouse Retina 
Sample 

Courtesy of Robert Fariss, Biological Imaging 
Core, NIH,

Bethesda, Maryland.



Maximum projection (dorsal and lateral, respectively) of zebrafish embryos, 48 
hrs 

postfertilization, showing developing neurons. Neurons are labeled with Alexa 
488 against 

acetylated tubulin. The fluorophore was excited using a 488 nm laser and 
imaged with an Olympus 

20X 1.0 NA water dipping lens. (Courtesy of Aminah Giousoh and Dr. Robert 
Bryson-Richardson, 

School of Biological Sciences, Monash University, Victoria, Australia.)



An image of a mouse kidney. The large image to the right was 
created by stitching

together many individual  images obtained using our confocal 
microscopy system. A

single frame is shown in the zoom to highlight the level of contrast 
and  Detail

present in each image.



This image of a fly head was created by stitching six  images together

using the ThorImageLS® software.



一、开机
1、打开电脑桌右侧的“PC Microscope”圆形按钮
2、输入用户名和密码登录
3、依次打开“Scanner Power”及“Laser Power”
两个圆形按钮，然后将“Laser Power”按钮右侧的激
光开关钥匙（Laser Emission）顺时针旋转 90度至
“On-1”位置。



4、打开荧光电源

EL6000 荧光电源

1.电源开关；

2.使用时间显示；

3.光闸；

4.光强控制



5、双击电脑显示屏桌面上的 “LAS AF”图标启动徕卡
共聚焦软件。

LAS AF 图标



6、点击“OK”以打开软件。



7、系统自检完毕后，显示 LAS AF 基本界面。



二、在显微镜下观察样品

1、将样品置于载物台上，选择合适的物镜，选择 合 适的
视野，调节焦距和亮度，直至观察到明亮清晰的图像。

2、倒置荧光显微镜相关功能开关和按钮说明

AP - 孔径光栏 （明场） FD-视场光栏

INT- 明场或荧光光照强度 TL/IL- 投射光和反射光转换

ChangTL- 明场模式转换（BF、DIC 、POL）
FLUO - 转换荧光 ChangCB-荧光虑块转换

SET- 焦平面设置 DRY/IMM- 干油镜转换



三、采集共聚焦图像采集方法

1. 点击工具栏下方

的“Configuration” ，

再点击“Laser” ，

打开所需激光。如

需使用Ar 离子激光，

拖动滑块调节激光

输出功率。



2. 选择扫描模式

在“Acquire”菜单栏的

“Acquisition”中选择扫描模式

(Acquisition Mode)，默认模式为

xyz 扫描，是最常用的扫描模式，

可用于 xy 扫描和 z 轴层切(xyz 扫

描)。还可在下拉菜单中选择由 x，

y，z，t (时间)以及 λ (波长)组合

而成的多维扫描模式。



3. 点击“Aquire”进行光路设置
调用已有的设置：选择 “Load/Save single setting”下拉菜单中已有

的设置 (激光及其输出功率、分光镜、检测波长范围、PMT gain 及
offset)，常用的荧光染料都已包含在内。选择某一设置后，可按样品的
实际情况对参数进行优化,并以新的名称保存。



4. 透射光检测器的选择
单击“Additional Channels”以显示透射光检测器 (PMT Trans)，选择

观察方法(BF、DIC等)。点击并在下拉菜单中选择。



5、设置扫描参数
在“Acquire”菜单栏的“Acquisition”中设置扫描参数，包括

分辨 率 (format)、扫描速度(speed)、针孔大小 (pinhole size)、线平均
(line average)、面平均(frame average)、累加(accumulation)及放大倍
数 (zoom)等。



6、预览图像
点击“Live”以设定的扫描参数预览图像，图像将显示在右侧的显

示屏 上。

7、 优化扫描参数
预览图像时，调节 z 轴位置找到最适合观察的焦平面，并调节

PMT 的电压值 (Smart  gain)及偏移值 （Smart  offset)，或激光输出功
率，使图像达到最佳。可通过控制面板上相应旋钮调节以上参数，图像
调至满意后，单击“Stop”终止预览过程.



8、采集图像

对于单通道染色，或多通道染色同时扫描，单击

“Capture Image”采集图像。对于序列扫描，或多维图像扫

描，单击”Start”进行图像采集。



四、序列扫描
如果样品采用两种或以上荧光染料标记，为避免串色对实验结果的影

响，可采用序列扫描的方式。
1、 单击“Acquisition”中的“seq”按钮，如图 4-1，软件界面中将出现如
图 4-2 的序列扫描菜单，可通过 “+，—”添加或者减少扫描序列。



2、调用所需的单一采图设置，预览并优化参数至满意后，

点击

“Scan1”将参数定义至第一扫描序列。

3、 同法定义“Scan 2”及更多的序列。

4、点击“Start”进行序列图像的采集。

5、可保存序列扫描的设置以便将来调用。



五、z 轴层切 (xyz 扫描) 
z 轴层切用于观察样品中目标的空间分布。

1、xyz 扫描模式为默认采图模式。如图 5-1。
2、设置采图参数，方法同前。
3、点击“Live”进行图像预览。用控制面板的“Z-Position”旋钮调节 z 

轴至层切所需的起点，点击“Begin”上方的黑色箭头定义层切起点(箭头
变为红色表示已定义)；调节 z 轴至层切所需的终点，点击 “End”上方
的黑色箭头定义层切终点。
4、点击“Stop”终止图像预览。
5、此时 xyz 层切菜单中显示的 “z-step size” (相邻两个光切面的间距 )

和 “Nr. of steps”(层切数目)为系统的优化值 (“system optimized”)。也
可点击“Nr. of steps”左侧的按钮，然后对相邻光切面间距或层切数目
进行自定义。
6、点击 ”Start”进行 xyz 图像的采集。
7、采图完毕后，应点击“Begin”和“End”上方的红色箭头，使其变为
黑色，将层切数目改为 1，重新处于未定义状态。





六、时间序列扫描 (xyt 扫描)
时间序列扫描多用于活细胞成像，

记录动态过程。

1、在“Acquire” 菜单栏的

Acquisition” 中选择 xyt 扫描模式后，

将出现 xyt 扫描菜单，如图 6-1。

2、设置采图参数，方法同前。

3、定义“Time Interval” ，即采集

相邻两帧图像所需的时间间隔，也

可选择最小 值“Minimize” 。



4、按采图需要选择 “Acquire until stopped” 、 “Duration”

或“Frames” 。

若选择“Acquire until stopped” ，则图像将持续采集，直

至手动终止。

若选择“Duration” ，可定义采图所需的总时间。

若选择“Frames” ，可定义所需的图像帧数。

5、点击“Apply”确定。

6、点击 “Start”进行时间序列图像的采集。



七、图像文件的保存及输出

1、图像文件的操作： “Acquire”的”Experiment”下显示采集的所有图像文件

名称，右键点击图像文件名，可进行多种操作。



文件保存:右键点击图像文件名，选择并点击”Save

Experiment test.lif As”保存到新创建的文件夹。

2、图像文件的输出：右键点击图像文件名，选择 ”

Export Image ***”进行图像输出，可输出成图片(.tiff 或

jpeg)，三维或多维图像还可输出成电影(.avi)。如图 7-2。

所得文件可用其他图像浏览软件打开，选择输出路径，输出

叠加图像或各单通道图像。





选择”As Tiff”或”As JPEG” ，出现下图的对话框，可选择输出路径、
输出方式（Use Directions为荧光或透射光图像，Overlay channels为叠
加图像）、所需标尺等。确定后，点击”OK” ，即可将图像输出至指定
路径。



选择”As AVI” ，出现下图对话框，除可选择路径、标尺等
参数外，还可设定 avi 电影的播放速度 (Frame/sec)，以及
是否进行压缩 (Use compression)。



八、实验结果的上传及下载

打开桌面上的浏览器图标，进入“陕西师范大学大型

科学仪器开发管理平台“，输入用户名、密码，登陆。点击”

数据保存“，浏览并上传数据（压缩数据），如下图。







九、关机

1、保存已采集的图像。

2、关闭显微镜荧光电源。

3、若使用过油镜，需用无水乙醚与无水乙醇混合液 (体

积比 7：3) 或无水乙醇清洁镜头。

4、关闭 LAS AF 软件。



5、将电脑桌右侧 “Laser Power”按钮右侧的激光开关钥

匙 (Laser  Emission)逆时针旋转90 度至“On-0”位置。

6、关闭“Scanner Power”按钮

7、在电脑上进行图像数据的输出。注意：使用空白光盘刻

录，不得使用任何其他形式的移动存储介质。

8、下机并关闭电脑后，关闭 “PC Microscope”按钮。

9、 风扇停止后( 关闭激光开关钥匙约 5 分钟后) ，关闭

“ Laser Power ”按钮



使用激光共聚焦显微镜必须注意以下几点：

1、用户穿实验服进入激光共聚焦显微镜室，不得佩戴金属

首饰,特别是不准携带手机操作仪器，进入房间后须先穿上

鞋套，并冲洗拖把备用。

2、检查空调工作是否正常，仪器工作温度应保持在18-22℃

的恒温状态，注意实验前开启除湿机。

3、严格按照仪器开关机顺序和使用规程操作仪器，不得随

意更改操作程序。



4、具有高度的责任意识，严禁携带无关人员或默许他人进

入仪器平 台，确保大型仪器安全和工作环境稳定。

5、不得注视激光束，也不能爆漏在激光辐射中。

6、实验数据及时保存并上传至指定的下载区域并及时下载，

管理员会定期对存储的数据进行清理，如遇设备或网络故障

无法上传、下载数据时，及时告知管理员，以防实验数据丢

失，否则造成的损失自负。

7、严禁使用自带存储设备考取实验数据，一经发现，立即

取消用户该仪器使用 权限。



8、测试结束后，镜头回归最低倍数，在软件中关闭激光器，

关闭金属卤素灯开 关。整理台面，设备归位。

9、每次使用后，要做好清洁工作，及时清理物镜、目镜等

易污染的光学部件。用提前准备好的拖把清理地面，严禁使

用带水的拖把擦地板。

10、认真填写实验记录，记录试验开始及结束的时间，试验

前、中、后的仪器状况，有问题及时报告管理人员，否则出

现的仪器故障或损坏由当次用户负责并永久取消使用权限。



11、未经管理员同意，不得将使用权转借他人。一经发现，

立即取消用户该仪器使用权限。

12、用户经培训并考核合格后由管理员授予其自主測样权限。





荧光光谱的原理及应用 
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荧光是指一种光致发光的冷发光现象。

当某种常温物质经某种波长的入射光

（通常是紫外线）照射，吸收光能后

进入激发态，并且立即退激发并发出

比入射光的的波长长的出射光（通常

波长在可见光波段）；而且一旦停止

入射光，发光现象也随之立即消失。

具有这种性质的出射光就被称之为荧

光。  

http://baike.baidu.com/image/a8405208e8ce99b70b7b8248
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磷光是一种缓慢发光的光致冷发光现象。当某种

常温物质经某种波长的入射光（通常是紫外线）照

射，吸收光能后进入激发态（具有和基态不同的自

旋多重度），然后缓慢地退激发并发出比入射光的

的波长长的出射光，而且与荧光过程不同，当入射

光停止后，发光现象持续存在。发出磷光的退激发

过程是被量子力学的跃迁选择规则禁戒的，因此这

个过程很缓慢。 
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主要内容 

荧光光谱的基本原理 1 

荧光光谱仪的原理、操作及数据处理 2 

荧光光谱的应用 3 

参考资料 4 
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荧光光谱的基本原理 
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分子能级比原子能级复杂； 

   在每个电子能级上，都存在振动、转动能级；    

一、分子能级与跃迁 

激发： 基态(S0)→激发态(S1、S2激发态振动能级)：吸收

特定频率的辐射；量子化；跃迁一次到位； 

失活： 激发态 →基态：多种途径和方式(见能级图)；速

度最快、激发态寿命最短的途径占优势；    

   第一、第二、„电子激发单重态 S1 、S2„ ； 

   第一、第二、„电子激发三重态 T1 、T2 „ ； 
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   电子激发态的多重度： 

                                               M = 2S+1 
   S为电子自旋量子数的代数和(0或1)；    

电子激发态的多重度 

单重态： 一个分子中所有电子自旋都配对的电子状态。 

三重态： 有两个电子的自旋不配对而平行的状态。激发三重态能量

较激发单重态低。 



10 

S0 S1 S2 T1 T2

M=1 M=1 M=1 M=3 M=3

(a) (b) (c) (d) (e)

成键轨道
 ，

分子轨道

反键轨道
 ，

分子轨道

* *

激发三重态激发单重态基态

势能

HOMO

LVMO
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跃迁规则 

      跃迁前后原子核的构型没有发生改变、跃迁过程中电子自旋

没有改变、跃迁前后电子的轨道在空间有较大的重叠和轨道的对

映性发生了改变的跃迁是允许的；（S0 → S1允许跃迁） 

      跃迁过程中电子自旋发生了改变、跃迁前后电子的轨道在空

间不重叠或轨道的对映性未发生改变的跃迁是禁阻的。 

（S0 → T1禁阻跃迁） 

Franck-Condon原理：   

          在电子跃迁完成的瞬间，分子中原子核的构型是来不及改

变的。 



12 

      单重态能级间的跃迁符合光谱选律，跃迁概率大。分

子通过吸收辐射而直接被激发到三重态的跃迁是禁阻的，

概率很小。 
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雅布隆斯基分子能级图 
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    电子处于激发态是不稳定状态，容易返回基态，在这个过程中通过

辐射跃迁(发光)和无辐射跃迁等方式失去能量，这个过程就称为失活。 

失活途径 

辐射跃迁 

荧光 磷光 内转换 外转换 系间窜越 振动弛豫 

无辐射跃迁 

   激发态停留时间短、返回速度快的途径，发生的几率大。 

失活的途径 
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 振动弛豫：同一电子能级内以热量交换形式由高振动

能级至低相邻振动能级间的跃迁。发生振动弛豫的时间

一般为10-12 s。 激发态分子常常首先发生振动驰豫。  

无辐射跃迁失活的途径 

通过内转换和振动弛豫，高激发单重态的电子跃回第一

激发单重态的最低振动能级。   

  内转换：多重度相同的电子能级中等能级间的无辐射

能级跃迁。           
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无辐射跃迁失活的途径 

系间窜越：不同多重态，有重叠的转动能级间的非辐射跃迁。 

        改变电子自旋，禁阻跃迁，通过自旋—轨道耦合进行。含

有重原子的分子中（如I、Br等），系间窜跃最常见。  

 

外转换：激发分子与溶剂或其他分子之间产生相互作用而转

移能量的非辐射跃迁； 

        外转换使荧光或磷光减弱或“猝灭”。 
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荧光发射：电子由第一激发单重态的最低振动能级→基态（ 多为  

S1 → S0跃迁），发射波长为 l’2的荧光； 10-7～10-9 s 。       

辐射跃迁失活的途径 

磷光发射：电子由第一激发三重态的最低振动能级→基态（ 多为 

T1 → S0跃迁）；发射波长为 l3 的磷光； 10-4～100 s 。       

      电子由 S0 进入 T1 的可能过程：（ S0 → T1禁阻跃迁） 

 S0 →激发→振动弛豫→内转换→系间窜越→振动弛豫→T1 

      发光速度很慢，光照停止后，可持续一段时间。              

磷光仅在很低的温度或黏性介质中才能观测到，因此磷光很少应用于分析 

 

 

      由图可见，发射荧光的能量比分子吸收的能量小，波长长；   

l’2 > l 2 > l 1 ；  
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 荧光产生的过程： 
 

（1）处于基态最低振动能级的荧光物质分子受到紫外线的照 

射，吸收了和它所具有的特征频率相一致的光线，跃迁到第一电子激发态的各个振

动能级； 

（2）被激发到第一电子激发态的各个振动能级的分子通过 

无辐射跃迁降落到第一电子激发态的最低振动能级； 

（3）降落到第一电子激发态的最低振动能级的分子继续降 

落到基态的各个不同振动能级，同时发射出相应的光量子，这就是荧光： 

（4）到达基态的各个不同振动能级的分子再通过无辐射跃迁最后回到基态的最低振

动能级． 
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荧光光谱 

    固定激发光波长物质发射的荧光强度与发

射光波长关系曲线，如右图中曲线II。 

    荧光本身则是由电子在两能级间不发生自

旋反转的辐射跃迁过程中所产生的光。 

磷光光谱 

     固定激发光波长物质发射的磷光强度与

发射光波长关系曲线，如右图中曲线III。 

    磷光本身则是由电子在两能级间发生自旋

反转的辐射跃迁过程中所产生的光。 

荧光光谱与磷光光谱 
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200 260 320 380 440 500 560 620

荧光激发光谱

荧光发射光谱 磷光光谱

室温下菲的乙醇溶液荧（磷）光光谱

光谱图 
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激发光谱 

    固定发射波长(一般将其固定于发射波段中感兴趣的峰位)，扫描

出的化合物的发射光强度(荧光/磷光) 与入射光波长的关系曲线。  

 

二、主要光谱参量 

发射光谱 

    固定激发波长(一般将其固定于激发波段中感兴趣的峰位)，扫描

出的化合物的发射光强度(荧光/磷光) 与入射光波长的关系曲线。 

吸收光谱 

      化合物的吸收光强度与入射光波长的关系曲线 。       
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主要光谱参量 

      吸收光谱反映出的是物质的基态能级与激发态能级之间所有的允许跃迁。 

      通常状态下的物质的表观颜色大部分时候取决于其吸收特性。 

    激发光谱则反映的是基态与所有与该荧光发射有关的能级之间的跃迁。其

所呈现的关系比吸收光谱要有选择性，但有时候又不如吸收光谱来的直接。 
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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。荧光的波长总是大

于激发光的波长。这是由于发射荧光之前的振动驰豫和内转

换过程损失了一定的能量。 

      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(如能级

图l 2 ,l 1)，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(如l ‘
2 )

。  

     c. 镜像规则 

       通常荧光发射光谱与它的吸收光谱（与激发光谱形状一

样）成镜像对称关系。   
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产生斯托克位移的主要原因： 

1.跃迁到激发态高振动能级的激发态分子，首先以更快的速

率发生振动弛豫（其速率在1013/s数量级），散失部分能量，

达到零振动能级，一般从零振动能级发射荧光； 

 

2.激发态形成后，其分子的构型将很快进一步调整，以达到

激发态的稳定构型，这又损失了部分能量； 

 

3.发射荧光的激发态多为（π，π*）态，这种激发态较基态

时有更大的极性，因此将在更大程度上为极性溶剂所稳定，使

激发态的能量进一步降低。 

斯托克位移 
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关于激发光的波长λ1： 

①决定荧光物质是否能够产生吸收并发射出荧光； 

②能够使荧光物质产生吸收并发射出荧光的激发光的波长并不具

有唯一性； 

③在保证激发的前提下，不同激发波长处的荧光发射光谱相同，

但荧光强度不同。 

④在进行荧光测定时，须选择激发光波长以保证荧光强度最大。 
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     荧光发射是光吸收的逆过程。荧光发射光谱与吸收光谱有类似镜

影的关系。但当激发态的构型与基态的构型相差很大时，荧光发射

光谱将明显不同于该化合物的吸收光谱。 

镜像规则 
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镜像规则的解释 

    基态上的各振动能级分布

与第一激发态上的各振动能级

分布类似； 

      基态上的零振

动能级与第一激

发态的零振动能

级之间的跃迁几

率最大，相反跃

迁也然。  
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三、荧光的产生与分子结构的关系 

1.分子产生荧光必须具备的条件 

（1）具有合适的结构； 

（2）具有一定的荧光量子产率。 
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1.化合物的结构与荧光 

（1）跃迁类型：* → 的荧光效率高，系间跨越过程的速

率常数小，有利于荧光的产生； 

（2）共轭效应：提高共轭度有利于增加荧光效率并产生红移 

（3）刚性平面结构：可降低分子振动，减少与溶剂的相互作

用，故具有很强的荧光。 

（4）取代基效应：芳环

上有供电基，使荧光增

强。 
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化合物  相对荧光强度  荧光波长/nm 

           C6H6（苯） 10  270~310 

           C6H5COOH 

      C6H5NO2 

3 

0 

310~390 

 

      C6H5CH3 

     C6H5OH 

         C6H5OCH3 

      C6H5NH2 

    C6H5CN 

17 

18 

20 

20 

20 

 

270~320 

285~365 

285~345 

310~405 

280~360 

  C6H5Cl 

  C6H5Br 

C6H5I 

7 

5 

0 

 

275~345 

290~380 
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物质分子发射荧光的能力用荧光量子产率（Φ）表示： 

 

 

Φ与失活过程的速率常数k有关： 

 

 

 

      凡是使荧光速率常数kf增大而使其他失活过程（系间窜越、外转

换、内转换）的速率常数减小的因素（环境因素和结构因素）都可使

荧光增强。 

 

吸收的光子数

发射的光子数

激发态的分子数

发射荧光的分子数
==Φ

icecif

f

kkkk

k




2 荧光量子产率Φ 
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四、影响荧光强度的外部因素 
 

  

1.溶剂的影响 

  溶剂极性增加，有时会使荧光强度增加，荧光波长红移。 

 若溶剂和荧光物质形成氢键或使荧光物质电离状态改变，会使荧光

强度、荧光波长改变。 

 含重原子的溶剂（碘乙烷、四溴化碳）使荧光减弱，磷光增强。 

 溶剂粘度减小时，可以增加分子间碰撞机会，使无辐射跃迁增加而

荧光减弱。故荧光强度随溶剂粘度的减小而减弱。由于温度对溶剂的

粘度有影响，一般是温度上升，溶剂粘度变小，因此温度上升，荧光

强度下降。 
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2.温度的影响 

 

       荧光强度对温度变化敏感，温度增加，分子运动速度加

快，分子间碰撞的几率增加，外转换去活的几率增加，荧光

效率降低。例如荧光素钠的乙醇溶液，在0℃以下，温度每降

低10℃， f增加3％，在80℃时，  f为1。 
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3 pH值的影响 

    含有酸性或碱性取代基的芳香化合物的荧光与pH有关。

pH的变化影响了荧光基团的电荷状态，从而使其荧光发生

变化。 

化合物  相对荧光强度  

C6H5OH  18  

C6H5O
—  0 

C6H5NH2  20 

C6H5NH3 
 + 0 
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4.内滤光作用和自吸现象 

 自吸现象：化合物的荧光发射光谱的短波长端与其吸收 

光谱的长波长端重叠，产生自吸收；如蒽化合物。 

 内滤光作用：溶液中含有能吸收激发光或荧光物质发                    

射的荧光，如色胺酸中的重铬酸钾； 
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5.荧光熄灭剂 

      荧光熄灭是指荧光物质分子与溶剂分子或溶质分子相互

作用引起荧光强度降低的现象。引起荧光熄灭的物质称为

荧光熄灭剂(quenching medium)。如卤素离子、重金属离子

、氧分子以及硝基化合物、重氮化合物、羰基和羧基化合

物均为常见的荧光熄灭剂。 
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6、散射光 

       小部分光子和物质分子相碰撞，使光子的运动方向发生
改变而向不同角度散射。 

瑞利光：光子和物质发生弹性碰撞，不发生能量交换，只
是光子运动方向发生改变。其波长与入射光波长相同。 

拉曼光：光子和物质发生弹性碰撞，发生能量交换，光子把
部分能量转移给物质分子或从物质分子获得部分能量。从而
发射出比入射光稍长或稍短的光。 

      散射光对荧光测定有干扰，尤其是波长比入射光波长更
长的拉曼光，与荧光波长接近，对测定的干扰大，必须采取
措施消除。拉曼光的干扰主要来自溶剂，当溶剂的拉曼光与
被测物质的荧光光谱相重叠时，应更换溶剂或改变激发光波
长 
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a:320nm或350nm为激发光，

荧光峰总是在448nm。 

 b:将空白溶剂分别在320nm及

350nm激发光照射下测定荧光，

激发光波长为320nm时，拉曼

光波长是360nm，360nm的拉

曼光对荧光无影响；当激发光

波长为350nm时，拉曼光波长

是400nm，400nm的拉曼光对

荧光有干扰，因而影响测定结

果。 

 硫酸奎宁在不同波长激发下的荧光与散射光谱  
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荧光光谱仪的原理、操作及数据处理 
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荧光光谱仪的基本原理 

特殊点：有两个单色器，

光源与检测器通常成直

角。 
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      光源： 

       

             高压氙灯发出的光线强度大，而且是连续光谱，通用性较好，但

氙弧灯热效应大，稳定性较差，对电压稳定性要求较高。 

             高功率连续可调激光光源是一种新型荧光激发光源。激光的单色

性好、强度大。激光光源近年来应用日益普遍。 
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单色器： 

   第一单色器——选择激发光波长λ1 （＞250nm的紫外光），

称为激发单色器。 

  第二单色器——选择(测量)发射光（荧光）波长λ2 ，与激发光

入射方向垂直，称为荧光单色器。 

 

样品池： 

      采用低荧光材料，通常为四面透光的石英池。 

 

检测器： 

      光电倍增管。 
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液体 

样品准备 

1. 溶液样品尽量使用透明的玻璃化溶液，避免在这种汇聚式光路中

由于比色皿中溶液的前后吸收不均导致的光谱失真问题。  

 

2. 为安全起见，对于使用挥发性剧毒溶剂的测试，一定要有合适的
防护。  

 
3. 易挥发、易变质的溶液最好现配现测。 
 

4. 液体样品一般放在带盖石英比色皿（与紫外测试所用比色皿不同，

为侧面全透明型）中进行测试。 
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测试准备 

      由于物质的发射特性和吸收特性是紧密相关的，所以提前做

好吸收谱可以有效缩短荧光测试的摸索时间。 

      对于不知道相关特性的样品，吸收谱的测试比荧光光谱的测

试要容易很多。 

所以，建议大家先测一下样品的吸收谱，并从中找出感兴

趣的吸收峰和特性，在荧光测试时以便参考。 
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光谱测试 

1.开机  

  电源——灯源 

2.荧光光谱 

  固定激发光的波长，选择合适的荧光光谱波长范围、滤光片、光

路狭缝、扫描速度等测量不同荧光波长处荧光的强度，得到荧光

光谱，即荧光强度—荧光波长图。  

 
3.激发光谱 

  在荧光最强的波长处固定荧光波长，选择合适的激发光谱波长范

围、滤光片、光路狭缝、扫描速度等测量随激发光波长的改变而

变化的荧光强度，得到荧光激发光谱。即荧光强度-激发光波长图。 
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4.荧光光谱 

  在荧光最强的波长处固定激发波长，选择合适的荧光光谱波长范

围、滤光片、光路狭缝、扫描速度等进行发射谱的扫描。 

5.重复3、4步循环扫描得到理想的光谱图。 

7.关机 

  光源——电源 

6.保存数据 

光谱测试 

激发波长一定要小于发射波长。 
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光路狭缝和扫描速度的选择 

如果光路狭缝太大，荧光信号太强，容易超出仪器检测范围，

损伤仪器；如果狭缝开的太小，荧光信号又太弱，检测比较困

难，所以要选择大小合适的狭缝。 

如果扫描太快，容易跳峰，忽略特征性的峰信号；扫描太慢则

浪费时间。所以只要能扫描得到平滑的光谱曲线就可以了。 
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荧光光谱的应用 
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1.定量依据与方法 

(1)定量依据 

     荧光强度 If正比于吸收的光量Ia和荧光量子效率 ： 

                               If =  Ia 

      由朗伯-比耳定律： Ia = I0(1-10- l c )  

                              If =  I0(1-10- l c ) =  I0(1-e-2.3 l c )  

     浓度很低时，将括号项近似处理后： 

                            If = 2.3  I0  l c  = Kc 
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（2）定量方法 

标准曲线法： 

    配制一系列标准浓度试样测定荧光强度，绘制

标准曲线，再在相同条件下测量未知试样的荧光强

度，在标准曲线上求出浓度； 

比较法： 

         在线性范围内，测定标样和试样的荧光强度，

比较； 
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2 、荧光光谱的应用 

荧光探针 金属-有机配合物（MOF） 

发光材料 

分子传感器 

物质的检测 

稀土掺杂发光材料 

发光器件 

光谱 
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(1)无机化合物的分析 

 与有机试剂配合物后测量；可测量约60多种元素。 

  铍、铝、硼、镓、硒、镁、稀土常采用荧光分析法； 

  氟、硫、铁、银、钴、镍采用荧光熄灭法测定； 

  铜、铍、铁、钴、锇及过氧化氢采用催化荧光法测定； 

  铬、铌、铀、碲采用低温荧光法测定； 

  铈、铕、锑、钒、铀采用固体荧光法测定 

(2)生物与有机化合物的分析 

   见表    
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与蛋白质或其他大分子结构非共价相互作用而使一种或几

种荧光性质发生改变的小分子物质。可用于研究大分子物

质的性质和行为。  

荧光探针 

目前常用的荧光探针有荧光素类探针、无机离子荧光探针、荧光量子

点、分子信标等。 

荧光探针除应用于核酸和蛋白质的定量分析外，在核酸染色、DNA电泳、

核酸分子杂交、定量PCR技术以及DNA测序上都有着广泛的应用。  

荧光探针： 
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荧光探针 

过渡金属配合物很多能实现较强的红外波段宽带发射，

可以有效避开组织体的吸收，可以穿透组织体实现红外

成像，克服同位素原子示踪对人体的伤害；寿命处于

μ s 量级，可以用于较大分子的形变和转动扩散研究，

当然，结合其特有的发射波段也能对活体环境中的许多

扩散和转变过程进行研究。 
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稀土离子是一类核酸探针的检测试剂。 

 

在水溶液中仅有Tb(Ⅲ)和Eu(Ⅲ)发出荧光，与DNA配合后仍保留

荧光性能，可特异识别核苷酸。 

Tb(Ⅲ)和Eu(Ⅲ)与一些小分子配体配合，由于配体本身性质、中心

离子-配体成键及溶剂等因素影响，使配合物的激发态寿命达到ms 

级，并发出窄而强的荧光。 

Tb(Ⅲ)和Eu(Ⅲ)与小分子的配合物探针通过共价键与靶DNA 共价

结合后多用于实时定量荧光PCR 反应产物的分析及杂交测试。 

该类探针要求稀土配合物易于合成并且足够稳定，同时荧光发射

强度大。Nurmi 等用Tb(Ⅲ)和Eu(Ⅲ)标记的探针进行实时同步扩增

及前列腺特异抗原的测定，信噪比要高于传统的TaqMan 探针，而

循环阈值则降低。 

荧光探针 
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量子点荧光探针是由Ⅱ-Ⅳ族和Ⅲ-Ⅴ族元素组成的半导体

纳米颗粒，将核酸连接到量子点的表面，做成探针，通过

体外杂交常规荧光(FISH)分析，发现染色体的异常及变异，

可取代一些有机荧光染料进行生物分子检测。研究较多的

有CdSe、CdTe、ZnS 等。 

荧光探针 
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量子点探针较传统的有机荧光染料具有一定的优越性： 

 

首先，荧光光谱范围宽，通过改变纳米晶体材料和尺寸，获得的激光

诱导荧光光谱范围在400nm～2µm； 

 

其次，荧光光谱范围可调，稳定性好，荧光寿命长，且可用单一波长

的激发光源同时激发不同大小尺寸的量子点，得到不同荧光发射波长

的检测信号，相对于有机荧光染料的单一光源激发得到单一荧光发射

信号，降低了实验成本并简化了分析步骤。 

荧光探针 

总之，量子点荧光探针用于生物荧光标记，是一个具有广阔应用前景

的领域。 
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利用荧光探针来研究高分子的链结构及高分子材料物化参数 

通过荧光探针来研究高分子光化学与光物理问题 

通过荧光探针研究高分子体系的聚合反应过程 

利用荧光探针研究特殊环境的物理化学性质 

荧光探针法测定胶束，囊胞等特殊环境的微极性和微黏度 

荧光探针法测定胶束的聚集数 

荧光探针研究高分子溶液的Sol-Gel过程和凝胶化点的测定 

„„ 

 

参考书目：高分子光化学导论——基础和应用 吴世康著 科

学出版社 2003-10出版 

荧光探针技术在高分子科学中的应用 
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问题 

1.分子失活的途径有哪些？ 

 

2.影响荧光的主要因素有哪些？ 

 

3.荧光的应用有哪些方面？ 
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