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摘要
杂散光会影响定量测量的准确度，因此杂散光定量是评估分光光度计性能的一个重
要方面。杂散光定义为检测器检测到的指定波长之外波长的光。 

通常使用氯仿（CHCl3，2365 nm）和水（H2O，1420 nm）滤光液在红外区域测量 
Agilent Cary 5000 UV-Vis-NIR 和 Agilent 7000 全能型分光光度计 (UMS) 上的杂散光
水平。由于 Cary 5000/7000 分光光度计中引入了新的 PbS 检测器（由 PbSmart 控
制），现在可以使用新的杂散光样品。二溴甲烷（CH2Br2，1690 nm）是适用于评估
近红外 (NIR) 区域杂散光水平的滤光液。 

通过测量二溴甲烷、氯仿和水滤光液，评估了滤光液成分、光程和带宽对分光光度
计近红外区域杂散光测试结果的影响。

滤光液成分、光谱带宽和光程对 
近红外区域杂散光水平的影响

评估 Agilent Cary 5000/7000 UV-Vis-NIR  

分光光度计的杂散光水平
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简介
杂散光是导致分光光度法结果不准确的一
个原因，尤其是单色器输出给定波长预期
带宽之外的其他波长的光。杂散光水平的
升高可能由分光光度计光学元件的缺陷、
衍射效应或受污染的内部组件引起。杂散
光也可以由分光光度计外部的光产生。例
如，来自实验室的环境光可以泄漏到样品
室中或通过另一个入射点。 

当照射时，仪器内部的检测器不会区分所
测量的光源，而是会测量所有入射光。测
量的杂散光由两个部分组成。来自仪器中
光源的目标带宽和波长之外的光，以及直
接或通过简单反射到达检测器的环境光。 

杂散光会影响实测吸光度和浓度之间的线
性关系，尤其是在吸光度较高的情况下。
它会引入系统偏差，降低高浓度下的实测
吸光度值（图 1），导致定量数据不准确
和误差。这些误差是由于杂散光降低光度
选择性并产生非线性光度响应（破坏朗
伯-比尔定律关系）。

本技术概述探讨了滤光液类型和方法对
杂散光测量的影响，以及由于仪器缺陷
造成杂散光误差的原因。考察了滤光液
成分、后光束衰减的使用、光程和带宽
对分光光度计 NIR 区域杂散光测试结果

的影响。研究中使用 Agilent Cary 5000 
UV-Vis-NIR 分光光度计，但研究结果也
适用于 Agilent 7000 全能型分光光度计 
（图 2）。

图 1. 杂散光对实测样品吸光度的影响
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图 2. Agilent Cary 7000 UV-Vis-NIR 全能型分光光度计 
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定量分析杂散光的理想滤光液成分 

为了测量杂散光，需要使用滤光片/滤光 
液。理想情况下，滤光片/滤光液会吸收 
测量波长处的所有光，并透过更长或更短 
波长的光（图 3）。在此理想滤光片/滤光 
液的 0%T 点测量透射率 (T) 时，检测到
的任何光都是系统的杂散光。

但实际上这样的滤光片/滤光液并不存在， 
因而通常使用截止滤光片/滤光液来传输 
高于或低于特定波长的光，并阻挡目标波
长范围内的所有光。

理想情况下，杂散光测试使用的液体溶液
在指定的波长范围内无透射，因此到达检
测器的任何光都表明存在杂散光。将氯化
钾 (12 g/L) 水溶液、碘化钠 (10 g/L) 水溶
液和亚硝酸钠 (50 g/L) 水溶液等盐溶液分
别用作 198、220 和 340 nm 处的标准杂
散光滤光液（图 4）。为了评估 NIR 区域
的杂散光水平，通常使用截止波长分别约
为 2365 和 1420 nm 的氯仿和水标准滤
光液。 

仪器来源的杂散光 

目标波长以外的波长处的电磁辐射会干扰
测量结果。辐射可能来自仪器内的不同 
位置： 

 – 光从分光光度计外壳的缝隙中穿过

 – 系统内部机械表面的光散射

 – 光学表面的缺陷，可能导致散射或衍
射光

 – 仪器的单色器、衍射光栅和光散射部
件中的光学组件受到污染

 – 仪器内部没有严格管控的黑体辐射源 
（热辐射）

 – 单色器入口处用于阻挡衍射光栅多级 
（较短波长）反射的消叠级滤光片质量
较差

图 3. 杂散光滤光液的理想谱图
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图 4. 氯化钾 (12 g/L) 水溶液、碘化钠 (10 g/L) 水溶液和亚硝酸钠 (50 g/L) 水溶液的谱图
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实验部分 

仪器
对 Cary 5000/7000 UV-Vis-NIR 分光光度
计在 NIR 范围内的杂散光水平进行了评
估。滤光液成分为二溴甲烷 (CH2Br2)，陷
波（高吸光度）波长为 1690 nm（Sigma-
Aldrich，CAS 号 74-95-3）。为准确测量
杂散光水平，采用了如表 1 所示的方法参
数。参数包括光谱带宽 (SBW)、信号采集
平均时间 (SAT) 和光程。不同光程的二溴
甲烷滤光液在指定波长 1690 nm 附近获
得的谱图与杂散光测量的理想谱图相似 
（图 3）。谱图证实二溴甲烷适用于 NIR 
区域的杂散光测量。 

本研究还使用表 1 所述的参数对氯仿和
水杂散光滤光液进行了评估。使用氯仿 
（Starna Scientific Ltd.，RM-CHCl3）和
水空白 (H2O) 滤光液分别计算 2365 和 
1420 nm 处的杂散光水平。 

结果与讨论
本文研究了滤光液成分、SBW 和光程对
杂散光值的影响。一开始，使用 10 和 
50 mm 光程比色池在指定范围内对二溴
甲烷进行波长扫描（表 1）。在不同的光
谱带宽下扫描两种光程，表明了 SBW 对
该滤光液的杂散光值的影响。 

为了计算杂散光值，需要进行三种测量：
100%T、0%T 和滤光液测量。获得这些
值后，使用以下公式来估算杂散光值： 

杂散光 %T = ((滤光液 %T – 0%T)/(100%T 
– 0%T)) × 100

使用 10 mm 比色皿和 2 Abs RBA，测得
二溴甲烷在 1690 nm 处的杂散光值为 
4.08E-04、5.48E-04、1.17E-02、3.40E-01  
和 3.28E+00 %T，对应的 SBW 分别为 
6、8、12、16 和 20 nm。 

如图 5 所示，在较窄的 SBW 下观察到更
低的杂散光水平和更尖锐的峰形。随着 
SBW 从 6 nm 增加到 20 nm，如预期观
察到更宽的峰。增大 SBW 使更多杂散光
从峰的边缘通过，降低了 Abs 水平（%T 
升高）。 

使用 50 mm 比色皿和 2 Abs RBA，测
得二溴甲烷在 1690 nm 处的杂散光值
为 2.06E-04、1.83E-04、–9.20E-05、 
–7.70E-05 和 5.73E-04 %T，对应的 SBW 
分别为 6、8、12、16 和 20 nm。负杂
散光值表示达到仪器的检测限（本底噪
音），如图 5 和图 6 所示。使用较长的 
SAT 可以避免负杂散光值。 

表 1. 用于使用二溴甲烷、氯仿和水滤光液评估 Agilent Cary 5000/7000 UV-Vis-NIR 分光光度计杂散光 
水平的参数 

参数 二溴甲烷 (CH2Br2) 氯仿 (CHCl3) 水 (H2O)

波长范围 (nm) 1660–1720 2345–2385 1380–1440

信号采集平均时间 (s) 1 1 1

数据间隔 (nm) 1 1 1

光谱带宽 (nm) 6、8、12、16 和 20（固定） 自动 自动

后光束衰减 (RBA) 2 Abs 网式滤光片 3 Abs 网式滤光片 3 Abs 网式滤光片

比色皿 石英 石英 石英

光程 (mm) 10 和 50 10 10
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在 10 mm 比色皿和 3 Abs RBA 条件下使
用水 (1420 nm) 和氯仿 (2365 nm) 滤光
液测量了低杂散光水平。杂散光值分别为 
3.50E-05 和 2.13E-04 %T，如图 7 所示。 

图 6 显示使用 50 mm 光程时，在中心波
长 1690 nm ± 15 nm 的 SBW 处，透射
率接近系统的杂散光限值。因此，使用 
10–15 nm 的 SBW 时，吸收峰的边缘不
会影响峰值。对于 10 mm 光程（图 5），
范围为 ±7 nm，意味着必须选择更窄的 
SBW，而这将导致信噪比 (SNR) 降低或
测量时间延长。 

使用相关的光程和光谱带宽，同时避免检
测器饱和或低估杂散光非常重要。应根据
仪器性能调整信号采集平均时间，从而获
得低噪音（避免负 %T 值）和准确的杂散
光值。 

在选择合适的方法来估计杂散光水平时，
不受噪音和测量时间影响的结果重现性应
该是主要的选择标准。在不同设置下获得
的二溴甲烷的杂散光值汇总于表 2。

图 5. 使用 10 mm 比色皿和 2 Abs RBA 在不同 SBW（6、8、12、16 和 20 nm）下获得的二溴甲烷谱图
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图 6. 使用 50 mm 比色皿和 2 Abs RBA 在不同 SBW（6、8、12、16 和 20 nm）下获得的二溴甲烷谱图 
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表 2. 使用不同设置获得的二溴甲烷杂散光值

条目 光程 (mm) 后光束衰减 光谱带宽 (nm) 波长 (nm) 杂散光 (%T) 杂散光 (Abs)

1 10 2 Abs 6 1690 4.08E-04 5.38

2 10 2 Abs 8 1690 5.48E-04 5.26

3 10 2 Abs 12 1690 1.17E-02 3.93

4 10 2 Abs 16 1690 3.40E-01 2.46

5 10 2 Abs 20 1690 3.28E+00 1.48

6 50 2 Abs 6 1690 2.06E-04 5.68

7 50 2 Abs 8 1690 1.83E-04 5.73

8 50 2 Abs 12 1690 –9.20E-05 NA

9 50 2 Abs 16 1690 –7.70E-05 NA

10 50 2 Abs 20 1690 5.73E-04 5.24

结论
研究表明，许多因素会影响 UV-Vis-NIR 
分光光度计测量的杂散光值。这些因素包
括光程、光谱带宽、滤光液成分和仪器缺
陷。高杂散光水平会导致吸光度读数减
小、谱带形状发生变化，并最终导致仪器
可测量的最大吸光度降低。 

当使用二溴甲烷、氯仿和水滤光液进行评
估时，Agilent Cary 5000/7000 分光光度
计在 NIR 区域显示出低杂散光水平。即
使对于具有高光密度 (OD) 等特性的复杂
样品，低杂散光水平也能确保高质量和准
确的结果。 

图 7. 使用 10 mm 比色皿、3 Abs RBA 和自动 SBW 通过 Agilent Cary 5000/7000 测量得到的 NIR 杂散光滤
光液谱图；(A) 水 (1420 nm)；(B) 氯仿 (2365 nm)
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查找当地的安捷伦客户中心： 
www.agilent.com/chem/contactus-cn

免费专线： 
800-820-3278，400-820-3278（手机用户）

联系我们： 
LSCA-China_800@agilent.com

在线询价： 
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