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引 言

本规范的编写以 JJF 1001-2011《通用计量术语及定义》、JJF 1071-2010《国家

计量校准规范编写规则》和 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》为基础和

依据，主要参考了GB/T 6682-2008《分析实验室用水规格和试验方法》和HJ 897-2017

《水质 叶绿素 a的测定 分光光度法》的部分内容。

本规范为首次发布。
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荧光法叶绿素 a 测定仪校准规范

1 范围

本规范适用于测量范围（0.2～200）µg/L 的基于荧光法的叶绿素 a测定仪的校

准。

2 引用文件

本规范引用了下列文件：

GB/T 14581-1993 水质 湖泊和水库采样技术指导

HJ 494-2009 水质 采样技术指导

HJ 897-2017 水质 叶绿素 a的测定 分光光度法

HJ/T 91-2002 地表水和污水监测技术规范

凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本规范；凡是不注日期的引用

文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本规范。

3 概述

荧光法叶绿素 a 测定仪（以下简称仪器）基于叶绿素 a 的荧光诱导技术，通过

发射特定波长的光照射水体，激发水体中的叶绿素 a 产生特定波长的荧光，荧光强

度与叶绿素 a 的浓度在一定范围内成正比，从而得到叶绿素 a 的浓度值。仪器一般

由光源、检测器、指示器三部分组成，其原理示意图如图 1所示。

图 1 仪器原理示意图

4 计量特性

仪器的计量特性要求见表 1。
表 1 计量特性要求

校准项目 计量特性要求

线性误差 ±10%

重复性 ≤5%

稳定性 ≤5%/h

示值误差 ±20%

以上计量特性要求仅供参考，不作为判定依据。

光源 检测器 指示器
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5 校准条件

5.1 环境条件：

环境温度：5 ℃～40 ℃。

电源电压及频率：AC (220±22) V，(50±0.5) Hz。

5.2 测量标准及其他设备：

5.2.1 罗丹明 B有证标准物质：相对扩展不确定度不大于 3%（k=2），标准溶液的

配置方法见附录 A。

5.2.2 吸量管、容量瓶：A级。

5.2.3 《HJ 897-2017 水质 叶绿素 a的测定 分光光度法》第 4章及第 5章中使用

的其它试剂及设备。

6 校准项目和校准方法

6.1 线性误差

在仪器常用测量范围内，按照均匀取点的原则设置 5 个标准点配制对应不同叶

绿素a浓度的罗丹明B系列标准溶液，如在（0.2～200）µg/L范围，标准点为0.2 µg/L、

50 µg/L、100 µg/L、150 µg/L、200 µg/L。分别进行 3次重复测量，用最小二乘法

拟合罗丹明 B 标准溶液的浓度值和仪器的叶绿素 a 浓度示值平均值绘制标准曲线得

到仪器的线性方程，见公式（1）。

y a bx  （1）

式中：

y——仪器测得的叶绿素 a 浓度值，µg/L；

a——截距；

b——斜率；

x——罗丹明 B 标准溶液的浓度值，µg/L。

按公式（2）计算各测量点线性方程计算的罗丹明 B 浓度值，按照公式（3）计

算线性误差（不包含最低浓度点），取结果绝对值最大值为仪器的线性误差校准结

果。

i
i

y ax
b


 （2）
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100%i si
i

si

x xx
x


   （3）

式中：

iy ——第 i点的仪器测得叶绿素 a 浓度的平均值，µg/L；

ix ——第 i点线性方程计算的罗丹明 B 浓度值，µg/L；

six ——第 i点罗丹明 B 标准溶液的浓度值，µg/L；

ix ——第 i点的线性误差，%。

6.2 重复性

选用对应叶绿素 a 浓度为 20 μg/L 的罗丹明 B 标准溶液重复测量 7 次。按公式（4）

和公式（5）分别计算测量值的平均值和标准偏差，按公式（6）计算仪器重复性：
7

1=
7

i
i
c

c 


（4）

7
2

1
( )

=
7 1

i
i

c c
s 






（5）

r = 100%ss
c
 （6）

式中：

ic ——仪器第 i次测得值，μg/L；

c——7 次测量值的平均值，μg/L；

s——单次测量值的标准偏差，μg/L，

rs ——仪器重复性，%。

6.3 稳定性

选用对应叶绿素 a 浓度为 20 μg/L 的罗丹明 B 标准溶液进行测定。记录初始测量

值 0c ，之后每隔 10 min 测定 1 次，连续测定 1h，记录仪器测量值 ic ，按公式（7）

计算仪器稳定性：

0 max

0

= 100%ic c
S

c


  （7）

式中：
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S ——仪器稳定性，%；

ic ——每 10min 测得值，μg/L；

0c ——初始测量值，μg/L。

6.4 示值误差

选取叶绿素 a 浓度值在仪器量值测量范围内的水样，分成 2 份，作为仪器的校

准标准液。取其中 1 份试样，依据附录 B 中的分光光度法测量试样中的叶绿素 a 浓

度值。再取另外 1 份试样，用仪器进行重复测量 3 次，计算出 3 次测量值的平均值。

按公式（8）计算仪器示值误差 rc 。

s
r

s

= 100%c cc
c


  （8）

式中：

rc ——示值误差，%；

c——仪器 3 次测量值的平均值，μg/L；

sc ——分光光度法测得的叶绿素 a 浓度值，μg/L。

7 校准结果表达

经校准后的仪器，出具校准证书，校准证书应符合 JJF 1071-2010 中 5.12 的要求，

校准原始记录格式参见附录 C，校准证书（内页）格式参见附录 D。

8 复校时间间隔

由于复校时间间隔是由仪器的使用者、使用情况以及仪器本身质量等诸因素所

决定的，因此，送校单位可根据实际使用情况自主决定复校时间间隔。

建议复校时间间隔一般不超过 1 年。如果仪器更换重要部件、维修或对仪器性

能有怀疑时，应随时校准。
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附录 A

标准溶液配制方法

警告：罗丹明 B 被列入可能致癌/诱导有机体突变的物质，操作过程中必须戴手

套。

A.1 罗丹明 B 有证标准物质

相对扩展不确定度不大于 3%（k=2）。

A.2 罗丹明 B 标准溶液的配制

采用仪器说明书中的方法计算校准所需罗丹明 B 标准溶液的浓度（20 ℃下），

并依据所用罗丹明 B 标准物质的浓度，配制校准用罗丹明 B 标准溶液。例如，根据

某企业说明书，在 20 ℃时 20 μg/L 的叶绿素 a 所对应的罗丹明 B 浓度为 290 μg/L。

用 10mL 单标线吸量管准确移取 1 mg/mL 的罗丹明 B 标准物质，置于 1000 mL 单标

线容量瓶中，用试验用空白水稀释至刻度，定容并摇匀，得到 1000 mL 浓度为 10 mg/L

的罗丹明 B 储备标准溶液。再用分度吸量管移取 29 mL 罗丹明 B 储备溶液置于

1000mL 单标线容量瓶中，即可配制成 290 μg/L 罗丹明 B 稀释标准溶液。

A.3 罗丹明 B 标准溶液的保存与使用

按上述步骤配制的罗丹明 B 储备标准溶液需在（0～4）℃下避光保存，防止分

解。罗丹明 B 稀释标准溶液必须在配制后的 24 h 内使用。

A.4 废液处理

实验室过程中产生的废液，应集中收集，并做好相应的标识，委托有资质的单

位处理。
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附录 B

叶绿素a参考测定方法（分光光度法）

B.1 方法原理

将一定量样品用滤膜过滤截留藻类，研磨破碎藻类细胞，用丙酮溶液提取叶绿

素，离心分离后分别于 750 nm、664 nm、647 nm 和 630 nm 波长处测定提取液吸光

度，根据公式计算水中叶绿素 a 的浓度。

B.2 试剂和材料

除非另有说明，分析时均使用符合国家标准的分析纯试剂，实验用水为新制备

的去离子水或蒸馏水。

B.2.1 丙酮（CH3COCH3）。

B.2.2 碳酸镁（MgCO3）。

B.2.3 丙酮溶液：9+1。在 900 mL 丙酮（4.1）中加入 100 mL 实验用水。

B.2.4 碳酸镁悬浊液。称取 1.0 g 碳酸镁（4.2），加入 100 mL 实验用水，搅拌成悬浊

液（使用前充分摇匀）。

B.2.5 玻璃纤维滤膜：直径 47 mm，孔径为 0.45 μm～0.7 μm。

B.3 仪器和设备

B.3.1 采样瓶：1 L 或 500 mL 具磨口塞的棕色玻璃瓶。

B.3.2 过滤装置：配真空泵和玻璃砂芯过滤装置。

B.3.3 研磨装置：玻璃研钵或其他组织研磨器。

B.3.4 离心机：相对离心力可达到 1000 ×g（转速 3000 r/min～4000 r/min）。

B.3.5 玻璃刻度离心管：15 mL，旋盖材质不与丙酮反应。

B.3.6 可见分光光度计：配 10 mm 石英比色皿。

B.3.7 针式滤器：0.45 μm 聚四氟乙烯有机相针式滤器。

B.4 样品

B.4.1 样品采集

按照 GB/T 14581、HJ/T 91 和 HJ 494 中的相关规定进行样品的采集。样品的采

集一般使用有机玻璃采水器或其他适当的采样器采集水面下 0.5 m 样品，湖泊、水库
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根据需要可进行分层采样或混合采样，采样体积为 1 L 或 500 mL。如果样品中含沉

降性固体（如泥沙等），应将样品摇匀后倒入 2 L 量筒，避光静置 30 min，取水面下

5 cm 样品，转移至采样瓶（5.1）。在每升样品中加入 1 mL 碳酸镁悬浊液（4.4），以

防止酸化引起色素溶解。注：如果水深不足 0.5 m，在水深 1/2 处采集样品，但不得

混入水面漂浮物。

B.4.2 样品保存

样品采集后应在 0 ℃～4 ℃避光保存、运输，24 h 内运送至检测实验室过滤（若

样品 24 h 内不能送达检测实验室，应现场过滤，滤膜避光冷冻运输），样品滤膜于

-20 ℃避光保存，14 d 内分析完毕。

注：样品采集后，如条件允许，宜尽快分析完毕。

B.4.3 试样的制备

B.4.3.1 过滤

在过滤装置（5.2）上装好玻璃纤维滤膜（4.5）。根据水体的营养状态确定取样

体积，见表 1，用量筒量取一定体积的混匀样品，进行过滤，最后用少量蒸馏水冲洗

滤器壁。过滤时负压不超过 50 kPa，在样品刚刚完全通过滤膜时结束抽滤，用镊子

将滤膜取出，将有样品的一面对折，用滤纸吸干滤膜水分。

注：仅当富营养化水体的样品无法通过玻璃纤维滤膜时，可采用离心法浓缩样

品，但转移过程中应保证提取效率，避免叶绿素 a 的损失及水分对丙酮溶液浓度的

影响。

表 B.1 参考过滤样品体积

营养状态 富营养 中营养 贫营养

过滤体积（mL） 100～200 500～1000

B.4.3.2 研磨

将样品滤膜放置于研磨装置（5.3）中，加入 3 mL～4 mL 丙酮溶液（4.3），研磨

至糊状。补加 3 mL～4 mL 丙酮溶液（4.3），继续研磨，并重复 1～2 次，保证充分

研磨 5 min 以上。将完全破碎后的细胞提取液转移至玻璃刻度离心管（5.5）中，用

丙酮溶液（4.3）冲洗研钵及研磨杵，一并转入离心管中，定容至 10 mL。

注：叶绿素对光及酸性物质敏感，实验室光线应尽量微弱，能进行分析操作即
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可，所有器皿不能用酸浸泡或洗涤。

B.4.3.3 浸泡提取

将离心管中的研磨提取液充分振荡混匀后，用铝箔包好，放置于 4 ℃避光浸泡

提取 2h 以上，不超过 24 h。在浸泡过程中要颠倒摇匀 2～3 次。

B.4.3.4 离心

将离心管放入离心机（5.4），以相对离心 1000×g（转速 3000 r/min～4000 r/min）

离心 10min。然后用针式滤器（5.7）过滤上清液得到叶绿素 a 的丙酮提取液（试样）

待测。

B.4.4 空白试样的制备

用实验用水按照与试样的制备（6.3）相同的步骤进行实验室空白试样的制备。

B.5 分析步骤

B.5.1 试样测定

将试样移至比色皿中，以丙酮溶液（4.3）为参比溶液，于波长 750 nm、664 nm、

647 nm、630 nm 处测量吸光度。750 nm 波长处的吸光度应小于 0.005，否则需重新

用针式滤器（5.7）过滤后测定。

B.5.2 空白试验

按照与试样测定（7.1）相同的步骤进行实验室空白试样（6.4）的测定。

B.6 结果计算

试样中叶绿素 a 的质量浓度（mg/L），按照公式（B.1）进行计算：

     1 664 750 647 750 630 750=11.85 1.54 0.08A A A A A A         （B.1）

式中： 1 ——试样中叶绿素 a 的质量浓度，mg/L；

664A ——试样在 664 nm 波长下的吸光度值；

647A ——试样在 647 nm 波长下的吸光度值；

630A ——试样在 630 nm 波长下的吸光度值；

750A ——试样在 750 nm 波长下的吸光度值。

样品中叶绿素 a 的质量浓度（μg/L），按照公式（B.2）进行计算：

1 1= V
V

 
（B.2）
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式中：  ——样品中叶绿素 a 的质量浓度，μg/L；

1 ——试样中叶绿素 a 的质量浓度，mg/L；

1V ——试样的定容体积，mL；

V ——取样体积，L。
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附录 C

荧光法叶绿素a测定仪校准记录参考格式

仪器名称 证书编号

单位名称 制造厂家

规格型号 出厂编号

测量范围 校准依据

校准日期 校准地点

环境温度 相对湿度

校准人员 核验人员

1. 线性误差

叶绿素 a
标准浓度值

（μg/L）

罗丹明 B
标准浓度值

（μg/L）

仪器测量值（μg/L） 线性方程计算

罗丹明 B 浓度

值（μg/L）

线性

误差

（%）

扩展不确定度

U（k=2）
（%）1 2 3 平均值

/ /

截距 斜率

2. 重复性

标准值

（μg/L）
测量值（μg/L） 重复性

（%）1 2 3 4 5 6 7 平均值

20

3. 稳定性

标准值（μg/L） 20 稳定性

（%）测量时间（min） 0 10 20 30 40 50 60

测量值（μg/L）

4. 示值误差

不同波长下

的吸光度值

分光光度法

测量值（μg/L） 仪器测量值（μg/L） 示值误差

（%）

A664 1

A647 2

A630 3

A750 平均值
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附录 D

荧光法叶绿素 a 测定仪校准证书内页参考格式

1. 测量范围：

2. 线性误差：

扩展不确定度 U（k=2）：

3. 重复性：

4. 稳定性：

5. 示值误差：

分光光度法测量值（μg/L） 仪器测量值（μg/L） 示值误差（%）
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附录 E

荧光法叶绿素 a 测定仪线性误差测量不确定度评定示例

E.1 概述

E.1.1 被校对象：荧光法叶绿素 a 测定仪。

E.1.2 标准物质和校准设备

E.1.2.1 标准物质：罗丹明 B 有证标准物质。

E.1.2.2 校准设备：温度计、吸量管、容量瓶。

E.1.3 校准方法：在仪器常用测量范围（0.2～200）µg/L 内，按照均匀取点的原则

设置 0.2 µg/L、50 µg/L、100 µg/L、150 µg/L、200 µg/L 等 5 个叶绿素 a 标准浓度点，

配制罗丹明 B 系列标准溶液。分别进行 3 次重复测量，用最小二乘法拟合罗丹明 B

标准溶液的浓度值和仪器的叶绿素 a 浓度示值平均值绘制标准曲线得到仪器的线性

方程，按照方程计算出的罗丹明 B 浓度值与罗丹明 B 标准溶液浓度值进行比较（不

包含最低浓度值），得到线性误差。

E.1.4 校准环境条件：

环境温度：5℃～40℃。

电源电压及频率：AC (220±22) V，(50±0.5) Hz。

E.2 测量模型

100%i si
i

si

x xx
x


  

式中：

ix ——第 i点线性方程计算的罗丹明 B 浓度值，µg/L；

six ——第 i点罗丹明 B 标准溶液的浓度值，µg/L；

ix ——第 i点的线性误差，%。

E.3 不确定度传播率

各不确定度分量彼此独立且不相关，

2 2 2 2 2
c[ ( )] ( ) ( ) ( ) ( )i i i si siu x c x u x c x u x  
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式中：

  1=i
si

c x
x

，   2=- i
si

si

xc x
x

E.4 标准不确定度分量评定

E.4.1 线性方程计算的罗丹明 B 浓度值引入的不确定度分量 ( )iu x

对 5 个浓度的罗丹明 B 系列标准溶液各测量 3 次（n=3），共计 15 次（N=15），

测得的叶绿素 a 浓度示值及线性计算数据见表 E.1。

表 E.1 罗丹明 B 系列标准溶液的线性测量结果

叶绿素 a
标准浓度值

（μg/L）

罗丹明 B
标准浓度值

（μg/L）

仪器测量值（μg/L） 线性方程计算

罗丹明 B 浓度值

（μg/L）

线性

误差

（%）1 2 3 平均值

0.2 3 0.22 0.21 0.17 0.20 / /

50 715 52.02 52.03 51.98 52.01 717.09 +0.29

100 1430 103.43 103.49 103.43 103.45 1427.59 -0.17

150 2140 155.65 155.73 155.63 155.67 2148.86 0.41

200 2860 206.94 206.90 207.04 206.96 2857.29 -0.09

截距 0.0925 斜率 0.0724

得到拟合直线的线性方程为：

=0.0925+0.0724y a bx x 

拟合直线的残余标准偏差为：

  
1

/ 0.3407μg/L
2

N

i si
i

y x

y a bx
s

N


 
 





罗丹明 B 标准浓度值的平均值为： 1429.60μg/Lsix 

以 50μg/L 的叶绿素 a 浓度点为例，线性方程计算的罗丹明 B 浓度值为：

717.09μg/Lix  ，线性误差为： = 0.29%ix  。

则线性方程计算的罗丹明 B 浓度值引入的不确定度分量为：

 
 
 

 
2

2
/

2

1

717.09 1429.601 1 0.3407 1 1 μg/L=3.0472μg/L
0.0724 3 15 15289659.6

i siy x
i N

si si
i

x xs
u x

b n N x x


 
     


E.4.2 由标准物质引入的不确定度分量 s( )u c
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E.4.2.1 有证标准物质本身引入的不确定度分量 rel s 1( )u c

由有证标准物质的证书可知，罗丹明 B 的浓度为 1.003mg/mL，  rel 3% 2U k  。

则由标准物质引入的相对不确定度为：

rel
rel s 1

3%( ) = 1.5%
2

Uu c
k

 

E.4.2.2 标准物质稀释过程引入的不确定度分量 rel s 2( )u c

稀释过程引入的不确定度来源主要考虑吸量管和单标线容量瓶体积校准的不确

定度和温度对体积的影响。

依据仪器说明书，以配制对应叶绿素 a 浓度为 50μg/L 的罗丹明 B 标准溶液为例，

需经两次稀释，第一次稀释用到 10mL 单标线吸量管和 1000mL 单标线容量瓶，第二

次稀释需要 50mL 分度吸量管（吸取 36mL）和 500mL 单标线容量瓶。

a）玻璃量器体积校准引入的不确定度分量

10mL 单标线吸量管的最大允许误差为±0.020mL，1000mL 单标线容量瓶的最大

允许误差为±0.40mL，50mL 分度吸量管（吸取 36mL）的最大允许误差为±0.10mL，

500mL 单标线容量瓶的最大允许误差为±0.25mL。可以认为均匀分布，则由吸量管

或单标线容量瓶体积校准引入的相对标准不确定度为：

1rel
0.020= 100%=0.12%

10 3
u 



2rel
0.40= 100%=0.023%

1000 3
u 



3rel
0.10= 100%=0.16%

36 3
u 



4rel
0.25= 100%=0.029%

500 3
u 



b）稀释过程中温度变化引入的不确定度分量

在移液及定容过程中由于实验室温度在（20±2）℃之间变动，引入的不确定度

通过温度变化范围与体积膨胀系数确定，水的体积膨胀系数为 2.1×10-4 ℃-1，因此产

生的体积变化率为±（2×2.1×10-4），引入的相对标准不确定度为 5rel =0.024%u 。
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因此，叶绿素 a 浓度为 50μg/L 时：

2 2 2 2 2
rel s 2 1rel 2rel 3rel 4rel 5rel

2 2 2 2 2

( ) = +

            = (0.12%) +(0.023%) (0.16%) +(0.029%) +(0.024 =0.20%) %

u c u u u u u  



2 2
s rel s rel s 1 rel s 2

2 2

( )= ( ) = ( ) + ( )

       = (1.5%) +(0. μg/L20%) =10.8271 23 g/L5 μ

s su c u c c u c u c c 



E.5 合成标准不确定度

以上各不确定度分量彼此独立且不相关，则合成标准不确定度为：

叶绿素 a 浓度为 50 μg/L 时：

  -11 1= = =0.0013 μg/L)
715

99
μ /L

(
gi

si

c x
x

，

  2
-1

2=- = = 0.001403(
(71
717.09μg/L μg/L)

μg/L)5
i

si
si

xc x
x

 

-1 2 -1 2

2 2 2 2
c

2 2

( ) ( ) ( ) ( ) ( )

            = 0.001399(μg/L) μg/L3.0472 μg/L) μg/L0.001403( 10.8223 =1.6%

i i i si siu x c x u x c x u x  

         （ ） ）（

同理，叶绿素 a 浓度为 100μg/L 时： c ( ) %1.6iu x 

叶绿素 a 浓度为 150μg/L 时： c ( ) %1.5iu x 

叶绿素 a 浓度为 200μg/L 时： c ( ) %1.5iu x 

E.6 扩展不确定度

扩展不确定度为：

叶绿素 a 浓度为 50μg/L 时： c ( ) 2 1 =3.6 .% 2%iU ku x    （ =2k ）

叶绿素 a 浓度为 100μg/L 时： c ( ) 2 1 =3.6 .% 2%iU ku x    （ =2k ）

叶绿素 a 浓度为 150μg/L 时： c ( ) 2 1 =3.5 .% 0%iU ku x    （ =2k ）

叶绿素 a 浓度为 200μg/L 时： c ( ) 2 1 =3.5 .% 0%iU ku x    （ =2k ）
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