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摘要
使用 Agilent Cary 60 紫外-可见分光光度计，按照 SPADNS 比色法所述定量分析水中
的氟化物。使用 Agilent Cary WinUV 软件中的浓度模块进行单波长吸光度测量和数
据分析，减少了耗时的数据处理程序。校准曲线的线性分析范围为 0–1.4 mg/L，可
用于分析水样。 

SPADNS 比色法定量分析水中的 
氟化物

使用 Agilent Cary 60 紫外-可见分光光度计实现 
便捷、准确的浓度测定
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前言
氟离子天然存在于水中。地表水和地下水中都含有氟化物，它
们由含有氟化物的岩石和土壤自然风化产生。2011 年，世界
卫生组织 (WHO) 建议的氟化物安全水平为 0.5–1.5 mg/mL，
具体数值取决于气候、环境和其他氟化物来源[1]。在全球许多
地方，氟化物常被添加到公共饮用水源中。这种有控制地调整
饮用水中氟含量的做法被称为加氟，被认为是向社区提供氟化
物的一种经济有效的方法。一些地下水和天然泉水可能天然含
有大量氟化物。长期暴露于过量的氟化物也可能对健康造成各
种不利影响，包括氟中毒、癌症、大脑发育受损等[2]。因此，
准确测定饮用水中的氟含量作为一项重要的公共卫生措施受到
了越来越多的关注。

美国国家环境保护局 (EPA) 参考方法（标准方法 4500-F）对水
中氟化物的不同定量方法进行了说明。其中 SPADNS 比色法 
（方法 D）获得了广泛的认可，线性分析范围为 0–1.4 mg/L。
使用非线性校准可以将分析范围扩展至 3.5 mg/L。在酸性条

件下，锆-SPADNS 染料被氟离子解离，生成无色络阴离子 
(ZrF6

–2) 和黄色 SPADNS，从而使染料的红色褪色（漂白）。该
变色反应可通过紫外-可见光谱在 570 nm 处进行监测。由于
变色与氟离子相关，与氟化物的浓度成正比，因此将其用于定
量分析水中的氟化物。使用具有不同氟化物浓度的一系列标准
氟化物样品，根据它们在 570 nm 处的吸光度测量值得到标准
校准曲线，建立相应的定量方法。 

在本应用简报中，使用 Agilent Cary 60 紫外-可见分光光度计
和 Agilent Cary WinUV 软件中的浓度模块，参考 SPADNS 比
色法创建水中氟化物的定量方法。分析未知样品时，软件会
自动使用校准曲线来计算并报告样品浓度，减少了耗时的数
据处理程序。Cary WinUV 软件可根据分析需求进行定制，并
简化 UV-Vis 测量，从而在更短的时间内完成更多工作。Cary 
WinUV 软件包括用于数据采集、分析、存储和显示的强大功
能和简化方法，同时可降低操作复杂性。它还包括不同的模
块，旨在覆盖一系列应用，包括定性波长扫描或检测、浓度分
析、酶动力学等。 

图 1. Agilent Cary 60 紫外-可见分光光度计

https://www.agilent.com/en/product/molecular-spectroscopy/uv-vis-uv-vis-nir-spectroscopy/uv-vis-uv-vis-nir-systems/cary-60-uv-vis-spectrophotometer
https://www.agilent.com/en/product/molecular-spectroscopy/uv-vis-uv-vis-nir-spectroscopy/uv-vis-uv-vis-nir-software/cary-winuv-software-for-uv-vis-applications
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实验部分

仪器 

本研究使用 Cary 60 紫外-可见分光光度计和 10 mm 光程石英
比色皿。使用 Cary WinUV 软件（5.1.3.1042 版）的浓度模块
进行数据采集。使用表 1 所列的参数，在 570 nm 处采集每个
样品的单波长吸光度测量值（三次重复检测），并由软件自动
生成相应的校准曲线。校准曲线的拟合类型以及最低 R2（拟
合质量的指标）可由操作人员设定。

参数 设置

波长 (nm) 570

信号平均时间 (s) 0.1

重复次数 3

拟合类型 线性

最低 R² 0.95000

表 1. 实验参数

材料与样品前处理
 – 锆酸 (Zirconyl-acid) 试剂：将 133.0 mg ZrOCl2•8H2O 溶
于 25 mL 蒸馏水中。加入 350 mL 浓盐酸，用蒸馏水稀释
至 500 mL

 – SPADNS 溶液：将 958.0 mg SPADNS 溶于蒸馏水中，并
用蒸馏水稀释至 500 mL，制备红色溶液。将溶液储存于棕
色瓶中，防止阳光直射

 – 酸性锆-SPADNS 试剂：将等体积的 SPADNS 溶液与锆酸试
剂混合，制备红色溶液

 – 参比溶液：用蒸馏水将  10  mL SPADNS 溶液稀释至 
100 mL。用蒸馏水将 7 mL 浓盐酸稀释至 10 mL。然后将 
10 mL 酸溶液加入前面稀释的 SPADNS 溶液中。混合所得
溶液，用于调节分光光度计的参考点（零点）

 – 用于校准曲线的氟化物标准溶液：由于氟离子会腐蚀玻
璃，所有氟化物标准溶液均在聚乙烯瓶中配制并储存于聚
乙烯瓶中

 – 氟化物储备液：将 221.0 mg 无水氟化钠溶于蒸馏水中，
并用蒸馏水稀释至 1000 mL (100 mg/L)

 – 氟化物标准溶液：用蒸馏水将 100 mL 氟化物储备液稀释
至 1000 mL (10 mg/L)

 – 氟化物标准溶液：用蒸馏水将适量的氟化物标准溶液稀释
至 50 mL，制备浓度为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、
1.4 mg/L 的一系列氟化物标准溶液。向各个标准溶液中加
入 10 mL 混合酸-锆-SPADNS 溶液，并混合均匀，制备用
于光度测定的有色溶液

创建氟化物定量方法 

使用 Cary WinUV 软件中提供的浓度模块创建氟化物定量分析
方法。方法设置包括两个步骤：(1) 创建测量标样的方法以及 
(2) 测量标准溶液并创建用于分析样品的定量方法。

1. 创建测量标样的方法

在 Cary WinUV 浓度模块中创建方法非常简单快速，只需几个
简单的步骤即可完成，如下方所述以及图 2 所示：

A. 打开浓度模块并单击 Setup（设置）选项卡，打开仪器
设置窗口

B. 在 Cary 选项卡中，在 Wavelength（波长）选项中输入
单波长测量的波长（在本例中输入 570 nm）

C. 使用 Replicates（重复）或 Sample/Std Averaging 
（样品/标样平均值）输入每个标样所需的重复测量次
数。在本例中，对每份标准溶液进行三次重复测量

D. 在 Standards（标样）部分，按升序输入标样浓度并选择 
Fit type（拟合类型）。在本例中，浓度范围 0–1.4 mg/L 
的拟合类型选择 Linear（线性）

注：SPADNS 比色法提供的线性分析范围为 0–1.4 mg/L。但
使用非线性校准可以将浓度范围扩展至 3.5 mg/L。对于扩展
的浓度范围，只需选择 Quadratic（二次拟合）作为拟合类型
即可。

 – 现在软件和仪器均准备就绪。单击 Start（开始）按钮开始
测量标准溶液
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2. 测量标准溶液并创建定量方法

单击 Start（开始）按钮，按照软件的提示开始分析。首先，
使用参比溶液将 Cary 紫外-可见分光光度计的吸光度设置为
零。然后，只需按照 Cary WinUV 软件中的样品加载说明，
在 570 nm 处采集标样的单波长吸光度测量值。采集数据后，
软件将自动生成相应的校准曲线和浓度分析报告（图 3A）。
在 0–1.4 mg/mL 浓度范围内获得线性校准曲线，负斜率为 

0.1872，相关系数 (R2) 为 0.9993。浓度分析报告包括样品浓
度、平均吸光度、校准方程和相关系数等校准数据。此外，为
了便于数据分析，报告中给出了每个样品吸光度测量值的标准
偏差 (SD) 和相对标准偏差百分比 (%RSD)（图 3B）。可以选择
喜欢的字体大小、颜色和类型，轻松获得定制化结果报告。将
氟化物定量方法保存在软件中，以便在分析样品时重复使用。 

图 2. 使用 Agilent Cary WinUV 软件的浓度模块进行数据采集和分析的仪器设置
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3. 使用定量方法分析样品

按照上一节所述设置定量方法后，未知样品的分析仅需几秒
钟。为了展示该方法的应用，我们分析了内部制备的已知浓度
的氟化物样品（0.5 mg/L 和 0.7 mg/L）。在 570 nm 处进行单
波长吸收测量（三次重复测定）后，软件自动应用校准曲线并
计算每个样品的氟化物浓度。软件生成的相应结果报告包括样
品浓度、每次扫描的吸光度值、平均吸光度和相对标准偏差 
（图 4）。

图 3. Agilent Cary WinUV 软件自动生成的校准曲线和浓度分析报告

图 4. Agilent Cary WinUV 软件自动生成的浓度分析报告的截图
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使用 SPADNS 比色法分析水样
可使用上一节所述的步骤对不含干扰离子的水样进行分析。 

样品预处理：干扰离子会引入误差，这些误差可通过蒸馏消
除，如 EPA 方法 340-1 所述。如果水样中含有残留氯，也可
加入 1 滴 (0.05 mL) NaAsO2 溶液来去除，该溶液通过溶解 
5.0 g NaAsO2 并用蒸馏水稀释至 1000 mL 制得。

向 50 mL 水（无干扰离子）中加入 10 mL 混合酸-锆-SPADNS 
溶液并混合均匀，得到红色溶液用于分析。采用上一节所述的
定量方法，在 570 nm 处采集水样的单波长吸光度测量值。采
集数据后，软件会自动使用校准曲线计算并报告样品浓度。如
果样品吸光度超出校准曲线的分析范围 (0–1.4 mg/L)，则稀
释样品后再次分析。

结论
Agilent Cary 60 紫外-可见分光光度计和 Agilent Cary WinUV 
软件提供了一个简便且易于使用的平台，可用于根据 SPADNS 
比色法定量分析水中的氟化物。使用 Agilent Cary WinUV 浓度
模块创建氟化物定量方法。软件的设置简单、快速，仅需几
个简单的步骤即可完成。SPADNS 比色法的线性分析范围为 
0–1.4 mg/L。Cary WinUV 浓度模块中创建的定量方法可直接
用于分析水样。软件自动计算并报告样品浓度，减少了耗时的
数据处理程序。 
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