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[bookmark: _Toc32184]引  言

JJF 1071《国家计量校准规范编写规则》、JJF 1001《通用计量术语及定义》、JJF 1059.1《测量不确定度评定与表示》和JJF 1094《测量仪器特性评定》共同构成支撑本规范制定工作的基础性系列规范。
本规范参考了JJG 537-2006 《荧光分光光度计》、GB/T 37664.1-2019 《纳米制造 关键控制特性 发光纳米材料 第1部分：量子效率》的相关内容，适用于荧光相对强度和荧光量子效率测量装置的校准。
本规范为首次发布。


荧光绝对量子产率测量仪器校准规范

[bookmark: _Toc15318]1 范围
本规范适用于荧光量子效率标准装置（本规范中简称标准装置）的校准。
[bookmark: _Toc12791]2 引用文件
[bookmark: _Toc21141][bookmark: _GoBack]本规范引用下列文献：
JJG 537-2006 荧光分光光度计
JJF 1071-2010 国家计量校准规范编写规则
GB/T 37664.1-2019 纳米制造 关键控制特性 发光纳米材料 第1部分：量子效率
凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本规则；凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本规则。
3 概述
[bookmark: _Toc27241][image: ]
图1 荧光相对强度和荧光量子效率测量装置光路示意图
荧光相对强度和荧光量子效率测量装置由光源、激发侧单色器、积分球（样品仓）、发射侧单色器和探测器组成（见图1）。其工作原理为：激发光经过光纤接入到积分球，并激发积分球内的样品后发射荧光。经样品吸收后剩余的激发光和样品激发后发射的荧光经过积分球均匀化，通过光纤传输到光谱仪进行光谱采集，将扣除空白样品后的发射波段的光谱进行归一化得到荧光相对强度，将激发光波段和发射光波段的光谱进行积分，计算样品发射的光子数与吸收的光子数之比，得到荧光量子效率。
4 计量特性
[bookmark: _Toc25720]4.1 发射侧波长重复性
标准偏差≤0.05 nm。
4.2 激发侧波长重复性
标准偏差≤0.2 nm。
4.3 荧光相对强度校准曲线
4.4 荧光相对强度重复性
相对标准偏差≤2.0%。
4.5 荧光量子效率测量重复性
相对标准偏差≤4.0%。
注：以上指标不作为合格性判断标准，仅供参考。
5 校准条件
[bookmark: _Toc22311]5.1 校准环境条件
5.1.1 室内温度（22±5）℃，湿度≤65 % RH。
5.1.2 校准地点附近不应有影响测量的振动和电磁干扰。
5.1.3 装置应放置于隔振光学平台上。
5.2校准用标准器和其他设备
校准主要使用的标准器和其他设备见表1
表1 校准项目和校准所用标准器和其他设备一览表
	序号
	校 准 项 目
	校准用标准器和其他设备

	1
	发射侧波长重复性
	标准汞氩灯

	2
	激发侧波长重复性
	氙灯

	3
	荧光相对强度校准曲线
	相对光谱辐射照度标准器（氘灯、带积分球的卤钨灯）

	4
	荧光相对强度重复性
	相对光谱辐射照度标准器（氘灯、带积分球的卤钨灯）

	5
	荧光量子效率测量重复性
	硫酸奎宁荧光标准物质（GBW(E)130100）配制的溶液和空白溶液


6 校准方法
6.1校准前准备
装置所有紧固件均应安装牢固，连接件（如光纤）应连接良好，软件能正常工作；
将装置的光源（氙灯）和校准用标准器（标准汞氩灯、相对光谱辐射照度标准器（氘灯、带积分球的卤钨灯））进行预热，氙灯预热时间≥30 min，标准汞氩灯预热时间≥10 min，氘灯预热时间≥15 min，带积分球的卤钨灯预热时间≥5 min，以确保光源强度的稳定。
6.2 波长重复性
6.2.1发射侧单色器波长重复性
6.2.1.1发射侧波长校准
首先进行发射侧单色器波长校准，将标准汞氩灯放置于发射侧单色器的入口处进行测量，采集标准汞氩灯的特征峰（365.02 nm），如果峰位置有偏差，则调整发射侧单色器的光栅，将特征峰的量值调整为365.02 nm，从而完成对发射侧单色器波长的校准。
6.2.1.2 发射侧波长重复性
在光栅密度为1200 g/mm，发射侧单色器狭缝大小为0.01 nm，积分时间为0.3 s的测量条件下，重复测量汞氩灯365.02 nm特征峰的谱线10次，该峰位量值的标准偏差为发射侧波长测量重复性：
                          （1）
式中：——发射侧波长重复性；
λi——波长测量值；
——波长测量平均值；
n——测量次数。
6.2.2激发侧单色器波长重复性
6.2.2.1 激发侧波长校准
首先进行激发侧单色器波长校准，将发射侧单色器光栅设置为零级，采集仪器配置的氙灯的特征峰（473.5 nm），如果峰位置有偏差，则调整激发侧单色器的光栅，将特征峰的量值调整为473.5 nm，从而完成对激发侧单色器波长的校准。在实际测量中，激发侧单色器波长的校准，将根据待测荧光材料的激发波长来确定，例如根据需要设置激发光波长为350 nm，如果采集到的激发波长光谱峰位有偏差，则调整激发侧单色器的光栅，将单色光的峰位调整为设置的350 nm，从而完成对所需激发光波长的校准。
6.2.2.2 激发侧波长重复性
在光栅密度为1200 g/mm，激发侧单色器狭缝大小为0.4 nm，发射侧单色器狭缝大小为5 nm，积分时间为0.3 s的测量条件下，重复测量氙灯473.5 nm特征峰的谱线10次，该峰位量值的标准偏差为激发侧波长测量重复性：
                          （2）
式中：——激发侧波长重复性；
λi——波长测量值；
——波长测量平均值；
n——测量次数。
6.3 荧光相对强度校准曲线和重复性
6.3.1 荧光相对强度校准曲线
采用溯源到国家光谱辐射照度基准、相对光谱辐射照度已知的相对光谱辐射照度标准器（氘灯、带积分球的卤钨灯）进行荧光相对强度校准。采用氘灯校准300 nm-350 nm波段，采用带积分球的卤钨灯校准350 nm-900 nm波段。将氘灯和带积分球的卤钨灯的标准光谱曲线在350 nm处连接起来作为标准光谱曲线Scs。分别将氘灯和带积分球的卤钨灯从系统的积分球入口处入射，分别测量其光谱曲线SmD和SmW，将两条曲线在350 nm处连接起来得到光谱曲线Sm，最终通过Cint=Scs/Sm计算得到荧光相对强度校准曲线。
6.3.2 荧光相对强度重复性
在光栅密度为1200 g/mm，发射侧单色器狭缝大小为3 nm，积分时间为0.8 s的测量条件下，采用装置重复测量相对光谱辐射照度标准器的光谱10次，然后进行归一化，整个波段范围内每个波长下的测量重复性：
                          （3）
式中：——荧光相对强度测量重复性；
Ii——荧光相对强度测量值；
——荧光相对强度平均值；
n——测量次数。
6.4.1 荧光量子效率测量重复性
在光栅密度为1200 g/mm，激发波长为347 nm，激发侧单色器狭缝大小为10 nm，发射侧单色器狭缝大小为3 nm，积分时间为0.3 s的测量条件下进行测量。在积分球中分别放置盛有3.66 ml硫酸奎宁荧光标准物质（GBW(E)130100）溶液（浓度为3.5 μg/mL，溶剂为0.05 M的H2SO4溶液）的比色皿和盛有3.66 ml 0.05 M的H2SO4溶液（空白溶液）的比色皿，分别测得激发光波段（327 nm-367 nm）和发射光波段（360-710 nm）光谱，将测得的光谱乘以荧光相对强度校准曲线后进行积分，得到硫酸奎宁溶液的激发峰面积La和发射峰面积Pa以及空白样品的激发峰面积Lb和发射峰面积Pb，根据下式计算得到荧光量子效率：
                           （4）
重复测量荧光量子效率5次，荧光量子效率测量值的标准偏差为激发侧波长测量重复性：
                          （5）
式中：——荧光量子效率测量重复性；
i——荧光量子效率测量值；
——荧光量子效率平均值；
n——测量次数。
[bookmark: _Toc8675]7  校准结果表达 
附录A给出了发射侧波长重复性不确定度评定、荧光相对强度校准曲线不确定度评定及荧光量子效率测量不确定度评定的示例。激发侧波长重复性不确定度评定同发射侧波长重复性不确定度评定，荧光相对强度校准曲线不确定度评定包括重复性不确定度，荧光量子效率不确定度评定包括重复性不确定度评定。校准结果的不确定度评定示例参见附录A。
[bookmark: _Toc5055]8  复校时间间隔
复校时间间隔由使用者根据仪器使用情况、仪器本身性能等因素自行决定，推荐复校时间间隔不超过1年。










[bookmark: _Toc11311][bookmark: _Toc7976][bookmark: _Toc413417184][bookmark: _Toc28511]附录A  
校准结果的不确定度评定示例
A.1 发射侧波长重复性不确定度评定
A.1.1 数学模型
用标准汞氩灯对发射侧波长进行校准时，测量重复性为标准偏差，如式（1）所示。 
A.1.2 测量不确定度来源
根据上述数学模型以及具体的测量过程，测量不确定度来源主要包括以下几个方面：
（1）测量重复性引入的标准不确定度u1(λ)
由标准汞氩灯波长的波动、PMT探测噪声等因素引入的不确定度，通过多次重复测量计算的标准偏差作为该不确定度分量。
（2）标准汞氩灯引入的标准不确定度u2(λ)
由中国计量科学研究院校准证书中给出的汞氩灯365.02 nm特征峰波长的扩展不确定度为0.1 nm(k=2)。
（3）环境温度的影响
本规范规定的校准环境的温度条件为(22±5)℃，在此范围内,温度的波动对测量结果影响较小，因此可不予考虑。
A.1.3 测量不确定度评定
（1）测量重复性引入的标准不确定度u1(λ)
u1(λ)是测量重复性引入的标准不确定度，以标准汞氩灯的365.02 nm特征峰为例，重复测量10次，测量结果如下：
	标准汞氩灯波长
(nm)
	测量值 (nm)
	平均值
(nm)

	
	1
	2
	3
	4
	5
	365.02

	365.02
	365.02
	365.02
	365.02
	365.02
	365.02
	

	
	6
	7
	8
	9
	10
	

	
	365.02
	365.02
	365.01
	365.02
	365.01
	


对标准汞氩灯365.02 nm单次测量结果的标准偏差为0.0042 nm，则重复测量引入的的标准不确定度为：
=0.0013 nm
（2）标准汞氩灯引入的标准不确定度u2(λ)
由中国计量科学研究院校准证书中给出的汞氩灯365.02 nm特征峰波长的扩展不确定度为0.1 nm(k=2)，因此，标准不确定度为u2(λ)=0.1 nm/2=0.05 nm。
（3）合成标准不确定度
以上各分量可近似不相关，故合成标准不确定度uc(λ)可通过下式进行合成计算：
0.05 nm
（4）扩展不确定度
扩展不确定度U(λ)等于包含因子k与合成标准不确定度uc(λ)之积，在此取k=2。
U
A.1.4 报告结果
通过以上分析和计算，可得波长重复性的测量不确定度为：U(λ)= (k=2) 。
A.2 荧光相对强度校准曲线不确定度评定
A.2.1 数学模型
氘灯或带积分球的卤钨灯的标准光谱曲线为Scs，标准辐射源从系统的积分球入口处入射，系统测得的光谱曲线为Sm，获得荧光相对强度校准曲线为Cint=Scs/Sm。
A.2.2 测量不确定度来源
根据上述数学模型以及具体的测量过程，测量不确定度来源主要包括以下几个方面：
（1）测量重复性引入的相对标准不确定度u1 rel(E)
由氘灯和带积分球的卤钨灯光强的波动、PMT探测噪声等因素引入的不确定度，通过多次重复测量计算的相对标准偏差除以（n为重复测量次数）作为该不确定度分量。
（2）氘灯和带积分球的卤钨灯引入的相对标准不确定度u2 rel(E)
由中国计量科学研究院校准证书给出的相对扩展不确定度计算得到相对标准不确定度。
（3）环境温度的影响
本规范规定的校准环境的温度条件为(22±5)℃，在此范围内,温度的波动对测量结果影响较小，因此可不予考虑。
A.2.3 测量不确定度评定
（1）测量重复性引入的相对标准不确定度u1 rel(E)
u1 rel(E)是测量重复性引入的相对标准不确定度，以带积分球的卤钨灯为例，重复测量10次，并进行归一化，部分波长下的测量结果如下：
	波长
(nm)
	测量值
	平均值
	相对标准偏差

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	
	

	400
	0.162
	0.161
	0.162
	0.161
	0.162
	0.162
	0.163
	0.162
	0.162
	0.162
	0.162
	0.0026

	500
	0.824
	0.822
	0.824
	0.821
	0.823
	0.823
	0.825
	0.823
	0.822
	0.823
	0.823
	0.0013

	600
	0.916
	0.915
	0.916
	0.915
	0.919
	0.916
	0.916
	0.916
	0.917
	0.915
	0.916
	0.0012

	700
	0.418
	0.417
	0.417
	0.417
	0.417
	0.417
	0.416
	0.418
	0.416
	0.417
	0.417
	0.0016

	800
	0.158
	0.157
	0.158
	0.157
	0.157
	0.157
	0.159
	0.159
	0.158
	0.157
	0.158
	0.0038

	900
	0.014
	0.014
	0.014
	0.014
	0.014
	0.014
	0.014
	0.014
	0.014
	0.013
	0.014
	0.0064


其中，以500 nm的测量结果为例进行计算，单次测量结果的相对标准偏差为0.0013（0.13%），则重复测量引入的相对标准不确定度为：
=0.04%
（2）氘灯和带积分球的卤钨灯引入的相对标准不确定度u2 rel(E)
由中国计量科学研究院校准证书给出的带积分球的卤钨灯在500 nm处的相对扩展不确定度为2.4%(k=2)，因此，相对标准不确定度为u2 rel(E)=2.4%/2=1.2%。
（3）合成相对标准不确定度
以上各分量可近似不相关，故在500 nm处的合成相对标准不确定度uc rel(E)可通过下式进行合成计算：
1.2%
（4）相对扩展不确定度
相对扩展不确定度Urel(E)等于包含因子k与合成相对标准不确定度uc rel(E)之积，在此取k=2。
Urel (k=2)
A.2.4 报告结果
通过以上分析和计算，可得荧光相对强度校准曲线的相对扩展不确定度为：Urel(E)= (k=2)。
A.3 荧光量子效率测量不确定度评定
A.3.1 数学模型
荧光量子效率是材料发射到自由空间中的光子数与吸收的光子数之比，其测量模型及转换如下：
= = ==    （A. 1） 
其中，代表荧光量子效率；N代表光子数总和；下标abs和em分别代表吸收和发射；代表辐射通量，单位为W；E代表辐射照度，单位为W/m2；λ代表波长，单位为nm，λ1和λ2分别代表激发波长的起始波长和结束波长的数值，无量纲，λ3和λ4分别代表发射波长的起始波长和结束波长的数值，无量纲；在激发和发射波段确定的情况下，A为常数，；S代表探测器的光敏面被光照射到的面积，单位为m2，由于在采集激发光波段和发射光波段时采用的狭缝大小相同，因此对于激发光波段和发射光波段，S是相同的；h代表普朗克常数；c代表光在真空中的速度，单位为m/s。
A.3.2 测量不确定度来源
根据上述数学模型以及具体的测量过程，测量不确定度来源主要包括以下几个方面：
（1）测量重复性引入的相对标准不确定度ur rel(η)
由氙灯光强的波动、PMT探测噪声等因素引入的不确定度，通过多次重复测量计算的相对标准偏差除以（n为重复测量次数）作为该不确定度分量。
（2）波长校准引入的相对标准不确定度urel(λ)
从公式（A.1）的测量模型中可以看到，输入量λabs和λem的不确定度来源于单色仪波长校准，由中国计量科学研究院校准证书给出的相对扩展不确定度计算得到相对标准不确定度。
（3）荧光相对强度校准引入的相对标准不确定度urel(E)
从公式（A.1）的测量模型中可以看到，输入量Eabs和Eem的不确定度来源于光谱相对强度校准，由中国计量科学研究院校准证书给出的相对扩展不确定度计算得到相对标准不确定度。
（4）环境温度的影响
本规范规定的校准环境的温度条件为(22±5)℃，在此范围内,温度的波动对测量结果影响较小，因此可不予考虑。
A.3.3 测量不确定度评定
（1）测量重复性引入的相对标准不确定度u1 rel(η)
u1 rel(η)是测量重复性引入的相对标准不确定度，荧光量子效率重复测量结果如下：
	测量值（%）
	平均值（%）
	相对
标准
偏差（%）

	1
	2
	3
	4
	5
	
	

	55.61
	54.71
	53.78
	52.61
	54.61
	54.26
	2.08%


单次测量结果的相对标准偏差为2.08%，则重复测量引入的相对标准不确定度为：
=0.93%
（2）波长校准引入的相对标准不确定度urel(λ)
标准汞氩灯校准证书中的扩展不确定度（Uλ）为0.1 nm，包含因子k=2，其相对标准不确定度可以采用激发和发射波段内的最大不确定度，即激发波长处（347 nm）的相对标准不确定度：

（3） 荧光相对强度校准引入的相对标准不确定度urel(E)
重复测量相对光谱辐射照度标准器10次，并进行归一化，在激发光波段347 nm（取与之接近的346 nm）处相对光谱辐射照度标准器的光谱测量重复性引入的相对标准不确定为：
=0.12%
在发射光波段（硫酸奎宁溶液发光峰附近450 nm处）相对光谱辐射照度标准器的光谱测量重复性引入的相对标准不确定为：
=0.042%
相对光谱辐射照度标准器校准证书中在激发光波段347 nm（取与之接近的346 nm）处的相对扩展不确定度Urel(Eabs)为5.2%，包含因子k=2，则347 nm处的相对标准不确定度为：

相对光谱辐射照度标准器准证书中在发射光波段（370 nm-700 nm）的发光峰附近450 nm处的相对扩展不确定度Urel(Eem)为3.0%，包含因子k=2，则其相对标准不确定度为：

荧光相对强度校准引入的相对标准不确定度为：


（3） 合成相对标准不确定度
由于测量模型中仅包含输入量的积和商，以上各分量可近似不相关，故合成相对标准不确定度uc rel(E)可通过下式进行合成计算：
3.14%
（4）相对扩展不确定度
相对扩展不确定度Urel(η)等于包含因子k与合成标准不确定度uc rel(η)之积，在此取k=2。
Urel (k=2)
A.3.4 报告结果
通过以上分析和计算，可得硫酸奎宁溶液荧光量子效率测量的扩展不确定度为：Urel(η)= (k=2)。









附录B  
校准记录格式
送校单位：                      制 造 厂：                  
证书编号：                      仪器名称：                  
型    号：                      出厂编号：                  
环境温度：                  ℃  相对湿度：                  %
1. 波长重复性
发射侧波长测量条件：                                                          
激发侧波长测量条件：                                                           
	波长
(nm)
	测量值（nm）
	平均值
（nm）
	标准
偏差
（nm）

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	
	

	365.02
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	473.5
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


2. 荧光相对强度校准曲线
测量条件：                                                           
	波长
(nm)
	校准
因子
	波长
(nm)
	校准
因子
	波长
(nm)
	校准
因子
	波长
(nm)
	校准
因子
	波长
(nm)
	校准
因子
	波长
(nm)
	校准
因子

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



3. 荧光相对强度测量重复性
测量条件：                                                           
	波长
(nm)
	测量值
	平均值
	相对
标准
偏差

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



4. 荧光量子效率测量重复性
测量条件：                                                           
	测量值（%）
	平均值（%）
	相对
标准
偏差

	1
	2
	3
	4
	5
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C.1 校准证书第2页式样
证书编号：XXXX-XXXX
校准机构授权说明



校准环境条件及其地点：
温度： 　     ℃　　　             　相对湿度：　　　％　　
地点：　　　　　　　　　　　             其它：　
测量标准及其他设备
名称
测量范围
不确定度/准确度等级/最大允许误差
证书编号
有效期至







声明：1、本单位仅对加盖“×××校准专用章”的完整证书负责。
      2、本证书的校准结果仅对所校准器具有效。
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C.2 校准证书结果页式样
证书编号：XXXX-XXXX
校准结果
校准结果如下表：
校准项目
测量结果
 备注
发射侧波长重复性


激发侧波长重复性


荧光相对强度测量重复性


荧光量子效率测量重复性


荧光相对强度校准曲线：
波长
(nm)
校准
因子
波长
(nm)
校准
因子
波长
(nm)
校准
因子
波长
(nm)
校准
因子
波长
(nm)
校准
因子
波长
(nm)
校准
因子
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