
 طیف سنجی فلورسانس )اسپکتروفلوریمتری(

تر تربی ی  پذ رتر ن نوشتر ن و گز  شطیف سننن فل رسانسنننی ا  حل س    نننی  عیل بر یرسی ل هیی آ یلیز  انی سسنننه 

سی ا سی  س دس هیر بین لل (fluorophores) ب  دهرسان شد  راتاننود. س ن تح یک یر س شده س   ک  ما ر گیری  هیی گ یل 

 .ب دهیی یرس گیز ده عمل للپا س  جذب راتان

 

 (Working Principle) اصول عملکرد .۱

یی جذب  ک راتان یر ترس  سلحترو ل یرس گیختر  (fluorophore) ب  دهدهد بر  ک لالحال رسانسنی ارسانسنی ا  لی ل ن  لل

سپا یی گ یل راتان یر ترس  پی ر یی للوسند لل صان  گرلی تسف لل .گرددشاد و  شده یر  شل س  س رژی جذب  شاد، س  آ فی بر یخ

شده دسند. ی ییرس ن، شده س رژی بمتری    ه یر راتان جذب  طول موج طول موج گسیل فلورسانس همواره از  راتان گ یل 

 .(Stokes shift - س تقیل یر سمه قرلز) جذب بیشتر است

 

 :مراحل فرآیند فلورسانس

 توضیح مرحله

 نودلالحال راتا ل یی س رژی ل یسب جذب برده و یر ترس  یرس گیختر لل (Absorption) جذب

 شادس رژی سنتتیشل سضیرل یدون گ یل راتان تسف لل (Vibrational Relaxation) آرامش ارتعاشی

 ب دلالحال یر ترس  پی ر یی گشتر و راتان گ یل لل (Emission) گسیل

 

 (Applications) کاربردها .۲

سیه راق سی ا یر دلیل   ی س فل رسان شخیص تی تک لالحال( و گز  شسلتیده ییلا طیف  سب، دن  ا ه)قییل ت هیی پذ ری ل ی

 :لختسف عسمل بینیرد گ ترده دسند

 



 کاربرد زمینه

 گیر ده، آشحینسی ی سپتادهی-پروتئین، ستصیل لیگی د-DNA هی، یرهمح شلعیلتر د  یلیک پروتئین شناسی مولکولیبیوشیمی و زیست

 ، آ یلیز سسالل رساسی تالتریDNA  ییلهی، س ما اسسل، تاسللتشخیص ییمینی پزشکی و تشخیص

 هی، لعیلتر لاسد هیالیک، آ یلیز بیفیه آبگیری آلا  دهس دس ه علوم محیط زیست

 نسی ی، لعیلتر پسیمرهییرنسل  قیط باس تالل،  ی اذنس   یمر علوم مواد و نانوتکنولوژی

 هیبشهی، یرنسل آرههی، آ یلیز نوغنتتیین و تیلین کشاورزی و صنایع غذایی

 :موارد استفاده تحقیقاتی خاص

 تر = لدران دن پروتئین(هی )طال لاج یس دتر = لحیط آیل، طال لاج باتیهتتیین لاقتیه تر پتارین دن پروتئین 

 هی یی سستفیده س  رسانسی ا پلان زسسیانیلتر تحرک لالحاللع (Fluorescence Polarization) 

 

 (Instrumentation) اجزای اصلی دستگاه .۳

 :س  سجزسی سصسل   ر تشحیل شده سسه (Spectrofluorometer)  ک سسپحترورسان متر

 (Light Source) الف( منبع نور

 هاویژگی نوع منبع

  ی التر ۱۳۰۰-۳۰۰ لحدوده دن ییلا شد  –تر ن ل  ع دن سسپحترورسانولترهی نس ج (Xenon Arc Lamp) لامپ زنون پرفشار

 سیده رسانولترهیی ل یسب –خعاط گ یل گ  تر  (Low Pressure Mercury Lamp) لامپ جیوه کم فشار

LED هیی خیص، ل یسب یرسی طال لاجتک ن گ، طال عمر ییلا 

 (Wavelength Selectors) ب( انتخابگر طول موج

 سازرنگتک (Monochromator) –  دسنسی تانی پرسش یرسی س تخیب طال لاج دلخاسه. دن سسپحترورسانولترهی دو

 (Emission) و د گری یرسی طال لاج گ یل (Excitation) سی  وجاد دسند:  حل یرسی طال لاج یرس گیختگلن گتک

 فیلترهای تداخلی (Interference Filters) – هیی خیصدن رسانولترهیی سیده یرسی جدسسی ی طال لاج 

 (Sample Cell) ج( سل نمونه



 گیری دن  ی یر ی التر( یرسی س دس ه ۱۵۰۰-۲۰۰باسنتز )لحدوده  :جنس UV 

 لترسی تل ۱×۱وجر شفیف یی ل یر  انی سل چهین :نوع 

 سی  لتمالاً دن  سو ر  :آرایش نوری شحین شده س   ان یرس گیختر جدس  ۹۰آ دنجر    ه یر ل  ع  ان قرسن دسند تی  ان گ یل 

 شاد

 د( آشکارساز (Detector) 

 پلایرلامپ فتومالتی (Photomultiplier Tube - PMT) – تر ن آشحینسی  یر دلیل   یسیه ییلانس ج 

 آرایه دیود و CCD – هیی پیشررتر و پرتییلدن دستگیه 

 (Fluorolog-3, IIT Bombay ه( محدوده طول موج و مشخصات فنی )مطابق دستگاه

 ی التر ۱۵۰۰تی  ۲۰۰ :محدوده طول موج  

 وس    ان ۴۵۰ :توان لامپ 

 ی التر یر ثی یر ۱۵۰ :سرعت اسکن  

 ی التر ۰.۵ :دقت طول موج  

 آشکارسازهای موجود: PMT  ی التر و ۸۰۰-۲۰۰یرسی  InGaAs سرد شده یی  یتروژن لی ع یرسی NIR

 

 (Step-by-Step Procedure) روش کار گام به گام .۴

 .هیی لتت ر تدو ن شده سسههیی سستی دسند آ لی شگیهل و ل ت دس  دستگیهSOP س ن نوش یر سسی 

 (Safety) ایمنی: ۰مرحله  ️��

 نکته ایمنی خطر

 شاد خ ک بیللاً تتا ض س  ق ل – دسغ لالپ. دهید سطلاع ل ئال یر و برده تخسیر نس ستیق شح تن، صان  دن – یوی جیاه  لامپ زنون پرفشار

 هیی سمل  ی قییل سشتتیل یی د دن هاد آلیده شا د. س  دستحش  یتر ل و عی ک س م ل سستفیده ب ید ما ر ها و مواد شیمیاییحلال

 نسی دلل آسیب چشم یر –س  لحفظر ی تر دستگیه سستفیده ب ید  UV گیم بین یی  اندن ه  (UV) اشعه ماوراء بنفش

 :اجباری (PPE) تجهیزات حفاظت فردی



 ✅ دستحش  یتر ل 

 ✅ نوپاش آ لی شگیهل 

 ✅ عی ک س م ل 

 

 (Sample Preparation) سازی نمونهآماده: ۱مرحله  ��

 :الزامات مهم نمونه

 .تفیو  ب د ۰.۱ ، جذب  ما ر دن طال لاج یرس گیختگل   ی د س (Inner Filter Effect) یرسی جساگیری س  سثر ریستر دسخسل

 :الیبراسیون(سازی محلول فلورسئین استاندارد )برای کآماده

 نس دن ستی ال سسپحتروسحاپل تهیر ب ید M ⁴⁻۱۰×۸.۲لحسال لیدن رسانسئین  .۱

 ق مه  لال( ۱۹۹ق مه لیدن +  ۱سی ی تهیر ب ید )نس یی نقیق M ⁶⁻۱۰×۴.۱لحسال بینی  .۲

 لیتر س  لحسال نس یی پیپه یردسشتر و یر سل باسنتز ل تقل ب یدلیسل ۳ .۳

 :(Cuvette Handling) گیریسل نمونه

 شتر ییشد )تمیم سضلاع صیقسل(سل باسنتز یی د چهین وجر شفیف دس 

 شادلل خعی ییعث و دهدلل رسانسی ا س گشه سثر –  تمی  س گشه یی سضلاع شفیف خاددسنی ب ید س 

 ق ل س  سستفیده، سل نس یی  لال  ی آب د ا یزه ش تشا دهید 

  ۱:۱یرسی سطمی ین س   ذف آلادگل، سل نس دن سسید HCl خیا ب ید و یی DI آیحشل ب ید 

 

 (Instrument Startup) اندازی دستگاهراه: ۲مرحله  ️⚙

 :Virtual Labs بر اساس روش استاندارد

 دستگاه را روشن کنید .۱

o بسید پیون سسپحترورسان متر نس رشین دهید 



o  یرسی گرم شدن و پی دسن شدن لالپ و سلحترو یک ص ر ب ید دقیقه ۳۰حداقل 

 صل شا دو یر دستگیه لت افزار را اجرا کنیدنرم .۲

 (lid بسیک نوی) محفظه نمونه را باز کنید .۳

 سل حاوی نمونه را در نگهدارنده قرار دهید .۴

o سطمی ین  یصل ب ید سل یر دنستل دن جیی خاد قرسن گررتر سسه 

o )جهه سل یی د ثییه ییشد )سل دسنسی جهه لشخصل سسه 

محفظه نمونه را ببندید .۵

 

 تنظیم پارامترها و اجرای اسکن: ۳مرحله  ��

 :انواع اسکن در اسپکتروفلوریمتری

 کاربرد طول موج متغیر طول موج ثابت نوع اسکن

یل یف گسییی  Emission) ط

Spectrum) 

 یننرس ننگننیننخننتننگننل

(Excitation) 

 لعیلتر سیختین و لحیط رسانوران (Emission) گ یل

 طیییییف بییرانییگیییییخییتییگییی

(Excitation Spectrum) 

 یننرس ننگننیننخننتننگننل (Emission) گ یل

(Excitation) 

شننن ننیسننننی ل طال لاج یهی ننر یرسی 

 جذیل طیف لشییر –یرس گیختگل 

 :و سرعت اسکن (Slit Width) تنظیمات شکاف

شییییییکییییاف  گیرینوع اندازه

 برانگیختگی

 زمیییان پیییاسیییی  سرعت اسکن شکاف گسیل

(Response) 

 ۶۰-۱۲۰ (Wide) پهن (Narrow) یین ک طیف گسیل )کیفی(

nm/min 

NORM 

 ینننننننین نننننننک (Wide) پهن طیف برانگیختگی

(Narrow) 

۶۰-۱۲۰ 

nm/min 

NORM 

 ۳۰-۶۰ nm/min SLOW (Wide) پهن (Wide) پهن آنالیز کمی

های حسییاس به آنالیز نمونه

 نور

 FAST سر ع (Wide) پهن (Narrow) یین ک

 :تنظیمات پیشنهادی برای شروع

  :سی ن گ ی التر یرسی هر دو تک ۵په یی شحیف 



  :ی التر یر دقیقر ۶۰سرعه سسحن  

 سی ی لین  حپینچر (Integration Time): ۱ ثی یر 

 ولتیژ PMT: ( ۶۰۰-۴۰۰لتاسط )وله 

 :اقدامات اجرایی

 :(Excitation Scan) طیف برانگیختگی .۱

o  :ی التر( ۵۲۰طال لاج گ یل نس ثییه قرسن دهید )یرسی رسانسئین  

o   ی التر سسحن ب ید ۵۰۰تی  ۲۰۰طال لاج یرس گیختگل نس س  

o  ی التر  شین دهد )ش یر طیف جذیل( ۴۹۰و  ۲۶۰طیف  یصل یی د دو قسر دن  دود  

 :(Emission Scan) طیف گسیل .۲

o  :ی التر( ت ظیم ب ید ۴۹۰طال لاج یرس گیختگل نس نوی لقدسن یهی ر )یرسی رسانسئین  

o   ی التر سسحن ب ید ۷۰۰تی  ۵۰۰طال لاج گ یل نس س  

o  شاد ی التر ظیهر لل ۵۲۰-۵۱۵قسر گ یل دن  دود 

 

 (Calibration) کالیبراسیون و استانداردسازی: ۴ مرحله ��

 .یر دلیل تغییرس  نو س ر دن شد  لالپ و   یسیه آشحینسی ، بیلی رسسیان نو س ر ضرونی سسه

 (Quinine Sulfate) استاندارد رایج: کینین سولفات

 مقدار پارامتر

 (M H₂SO₄ ۰.۱دن ) M ⁵⁻۱۰~ غلظت استاندارد

  ی التر ۳۵۰ طول موج برانگیختگی

  ی التر ۴۵۰ طول موج گسیل )قله(

 ۰.۵۴ (Quantum Yield) بازده کوانتومی

 :کالیبراسیون طول موج

 :گیختگلسی  یرس ن گبیلی رسسیان تک



  ی التر ت ظیم ب ید ۳۵۰طال لاج گ یل نس نوی  .۱

  ی التر سسحن ب ید ۶۰۰تی  ۲۰۰طال لاج یرس گیختگل نس س   .۲

  ی التر لشیهده شاد ) یشل س  پرسب دگل س  لالپ   ان( ۴۶۷قسر لرجع یی د دن  .۳

 :سی  گ یلن گبیلی رسسیان تک

  ی التر ت ظیم ب ید ۳۵۰طال لاج یرس گیختگل نس نوی  .۱

 س  آب لقعر یر ع اسن  ما ر سستفیده ب ید .۲

  ی التر ث ه ب ید ۴۵۰تی  ۳۶۵طیف نسلین آب نس س   .۳

  ی التر لتمربز شاد ۳۹۷قسر یی د دن  .۴

 

 (Shutdown) آوریپایان کار و جمع: ۵مرحله  ��

 سرزسن نس ی  د د رم .۱

 دستگیه نس خیلاش ب ید .۲

 سل  ما ر نس خینج ب ید .۳

 :سل نس یلاریصسر یی  لال ل یسب یشا ید .۴

o پا س  سستفیده یی ستی ال  ی آب د ا یزه ش تشا دهید 

o  ۱:۱دن صان   یی ، دن سسید HCl خیا ب ید 

o یی آب د ا یزه بیللاً آیحشل ب ید 

 سل نس دن جیی خشک و دون س  گرد و غ ین  گهدسنی ب ید .۵

 لحفظر  ما ر نس ی تر  گر دسن د تی س  ونود گرد و غ ین جساگیری شاد .۶

 (هی،  تی جتین خ، بینیر،  ما ر، طال لاج) بوک را تکمیل کنیدلاگ .۷

 

 (Troubleshooting) یابی مشکلات رایجعیب .۵



 

 حلراه علت احتمالی مشکل

سب، تفز ر  انی  شدت فلورسانس بسیار پایین است غسظه  ما ر خیسل بم،  لال  یل ی

  ما ر

غسظه نس سرزس ش دهید،  لال نس عاض ب ید، شننند  

  ان نس بیهش دهید

شننحیف نس سرزس ش دهید،  ما ر نس ریستر ب ید، س  سننل  شحیف خیسل یین ک،  ما ر بثیف، پرسب دگل س  ذنس  زمینه بالانویز پس

 تمیز سستفیده ب ید

جذب ییش س   د دن طال  – (IFE) سثر ریستر دسخسل طیف اعوجاج دارد

 لاج یرس گیختگل

 یرسد ۰.۱ ما ر نس نقیق ب ید تی جذب یر بمتر س  

 نو س ر یی سستی دسند بی ین سالفی  بیلی ره ب ید  یپی دسنی لالپ و آشحینسی  تغییرات روزانه در شدت

 بیلی رسسیان طال لاج نس س فیم دهید سببیلی رسسیان طال لاج  یل ی قله جابجا شده

  ما ر نس یی گی   یتروژن د گی  ب ید جذب تاسط سب یژن نویز در طول موج کوتاه

 کییاهییش شیییدت در طییول زمییان

(Photobleaching) 

 س  شحیف یین ک سستفیده ب ید،  اندهل نس باتیه ب ید  ما ر   ی  یر  ان

 Second) قله ثانویه در نصییف طول موج

Order) 

 سستفیده ب ید cut-off س  ریستر پرسش تانی

 

 (Inner Filter Effect - IFE) اثر فیلتر داخلی .۶

دهد بر  ما ر خاد یخشنل س   ان یرس گیختگل  ی گ نیل نس س ن سثر  حل س  لهمتر ن ل ییع خعی دن رسانسنی ا سسنه و  لی ل ن  لل

 .جذب ب د

 :IFE مقادیر مرجع برای جلوگیری از

 محدوده قابل قبول علت IFE نوع

Primary IFE (pIFE) (۰.۰۵ > ترجیحیً) ۰.۱ > جذب جذب دن طال لاج یرس گیختگل 

Secondary IFE (sIFE) ی تگل یر همپاشی ل طیف جذب و گ یل دسند جذب لفدد  ان گ یل شده 

 :IFE های کاهشراه

 ۰.۱> سی ی  ما ر تی نسیدن یر جذبنقیق 

 هیی تصحیح لحیس یتلسستفیده س  نوش (تصحیح Lakowicz) 



 سستفیده س  نوش AddAbs (سرزودن لیده جیذب) 

 

 نکات کلیدی برای موفقیت .۷

 توضیح قانون

 ریستر ب ید  ی سی تر فیاژ ب ید تی س  پرسب دگل جساگیری شاد  ما ر نس نمونه شفاف و عاری از ذرات ��

 شاد. سل نس یی  لال ل یسب ش تشا دهیدسثر س گشه و آلادگل ییعث رسانسی ا پینس  تل لل سل کاملاً تمیز ��

 شد  لالپ   ان یرسی تث یه  یی  یر  لین دسند دقیقه( ۳۰≤)گرم کردن کامل دستگاه  ⚡

 یرسی سطمی ین س  دقه نو س ر (λ_ex=350nm, λ_em=450nm) یی سستی دسند بی ین سالفی  روزانه کالیبره کنید ��

 جساگیری شاد IFE ییشد تی س  ۰.۱ > دن طال لاج یرس گیختگل یی د جذب نمونه را چک کنید ��

 شا د Photobleach هیی   ی  یر  ان لمحن سسه ما ر نمونه را در ی /تاریکی نگهداری کنید ��

 ث ه پینسلترهی و  تی ج یرسی تحرسنپذ ری بوک را تکمیل کنیدلاگ ��

 دهی )لی  د سستان، بسروررم( خاد رسانسی ا دسن یرخل  لال از حلال مناسب استفاده کنید ��

  لی ر  لالیرسی تصحیح رسانسی ا پا همیشه همراه باشد (Blank) نمونه شاهد ��

 

 لیست سریع برای کاربرانچک .۸

 انجام شد؟ اقدام مرحله

 ☐ دقیقر گرم شده سسه؟ ۳۰دستگیه نوشن و  دسقل  ۱

 ☐ سسه؟ ۰.۱ >  ما ر آلیده و جذب دن طال لاج یرس گیختگل ۲

 ☐ سل باسنتز تمیز و عینی س  سثر س گشه سسه؟ ۳

 ☐ سسه؟ (rinsed) سل یی لحسال  ما ر ش تشا دسده شده ۴

 ☐ سل دن  گهدسن ده قرسن گررتر و لحفظر ی تر سسه؟ ۵

 ☐ هی، شحیف، سرعه( ت ظیم شده سسه؟پینسلترهیی سسحن )طال لاج ۶

 ☐ بیلی رسسیان نو س ر یی سستی دسند بی ین سالفی  س فیم شده سسه؟ ۷

 ☐ گیری شده سسه؟ یز س دس ه (Blank)  ما ر شیهد ۸

 ☐ یاک تحمیل شده سسه؟هی ذخیره و لاگدسده ۹

 ☐ سل تمیز و دستگیه خیلاش شده سسه؟ ۱۰



 

 

 بندی نهاییجمع ✨

سی ا س فل رسان سهپذ رتر ن نوشتر ن و گز  ش حل س    ی  طیف  صال   ر لل .هیی آ یلیز  انی س تاس ید  تی ج یی نعی ه س

 :قییل سعتمید و تحرسنی یر دسه آون د

صحیح نمونهآماده �� .۱ شد و جذب آن دن طال لاج یرس گیختگل – سازی  شفیف، عینی س  ذنس  یی  ۰.۱ >  ما ر یی د 

 ییشد

 سل باسنتز چهین وجر شفیف، یدون سثر س گشه و آلادگل – سل کاملاً تمیز �� .۲

 (۰.۵۴یی ده باس تالل  ,λ_ex=350nm, λ_em=450nm) تی دسند بی ین سالفی یی سس – کالیبراسیون روزانه ⚡ .۳

 nm/min ۶۰ ی التر یرسی شروع، سرعه سسحن  ۵شحیف  – تنظیمات بهینه ️⚙ .۴

 یهی یرسی تحرسنپذ ریاک و ذخیره دسدهتحمیل لاگ – ثبت اطلاعات �� .۵

 هیی   ی  یر  ان نس دن تین حل و نوی  خ  گهدسنی ب ید ما ر – محافظت از نمونه �� .۶

 


