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光吸收（Abs)

⚫  高速光栅，高扫描速度和 

波长准确性

⚫  应用于核酸蛋白紫外定量，

ELISA，OD600，MTT

实验等颜色或浊度变化

的检测

荧光（FI&FRET)

⚫融合光路设计，Quad X4

     光栅+6*6滤光片组，兼具

     波长灵活调整和高灵敏度

⚫应用于荧光素或荧光蛋白    

标记的荧光信号检测

发光（Lumi&BRET)

⚫19*2滤光片轮，增强型光   

子计数PMT，Z轴和狭缝 

可调，动态范围达9数量级，

杜绝孔间干扰

⚫应用于发光报告系统检测

TRF（ HTRF ）

⚫全波长时间分辨荧光

⚫ 应用于分子相互作用、标 

签蛋白定量等定性、定量 

检测

Alpha 辅助功能

⚫高能激光光源，温度探测，  

支持ALPHA所有应用且

保证数据质量

⚫应用于细胞因子检测等

⚫长时间反应动力学：自动开盖

+  湿度盒+加样器+震荡+加热

⚫细胞培养：气体、温度、湿度 

控制

TECAN SPARK多功能酶标仪的功能

荧光偏振FP

⚫全波长荧光偏振

⚫ 应用于大小分子相互作用 

检测、抗体检测（动物感 

染后）等定性检测



光吸收检测原理-朗伯比尔定律Lambert- Beer Law

朗伯比尔定律是分光光度法的基本定律，物质对特定波长垂直入射光的吸收的强弱与吸光物质的浓度及其液

层厚度一定程度成线性相关。

光吸收原理

基本公式

« T  = I/I0

⚫ A  = -log 10 T  = log10 (1/T)=log10(I0/I)

« Aλ = εc L（朗泊比尔定律）

T透光率，I透射光强，I0入射光强，A吸光度，λ波长，ε物质的摩尔消光系数，c物质的摩尔浓度，L光程

光吸收



酶标仪光吸收检测适用性

光吸收检测时吸光度值和透光率关系为，0吸光度代表1 0 0 %透光，1吸光光代表1 0 %透光，等比依次类 

推。O D 为4代表万分之一透光，已经接近仪器和目前市面试剂盒的极限，也是市面上大部分光吸收酶标仪

标注的最高值。

光吸收线性区间

建议酶标仪线性定量区间一般在0.1-3.5之间，结合下面内容调

整：

⚫酶标仪仪器线性适用性，仪器说明书适用区间为0-4，

T E C A N建议选择为0-3.5。

⚫试剂盒线性适用性，此处波动较大，一般在0-2.5～4，建议 具

体试剂盒具体分析或联系试剂盒厂家。

⚫耗材线性适用性，常见微孔板背景值一般在0.05左右，按

照信噪比大于2-3才能说明是有效信号，需要检测信号大于

0.1。



光程对光吸收值的影响

根据朗伯比尔定律A= ΕCL，可知溶液浓度一定时，吸光度值A和光程L，也就是光透过液柱的厚度成线性相关，  

液体越厚A值越大。常见比色皿和酶标板之间一般具有特定换算公式。

酶标仪和分光光度计读值换算

OD=A/L*G+R
A为微孔板读值，OD为分光光度计（比色皿）读值， 

L为液体对应光程，G为校正因子，R为校正常数

常见的光吸收容器

比色皿的光程一 
般固定为1cm

微孔板的光程和加 
入 液 体 体 积 成 线

性相  关，一般200
微升约   0 . 5 c m  ， 
参考后续光程校准

内容确定 影响因子： 7.263 PMID：32371090



光吸收检测误差来源-使用原理相关

朗伯比尔定律

Aλ = εc L

1.光线非垂直照射

典型误差来源：仪器非水平放置，板型为非平底板型，溶液由于表面 

张力（气泡等）非平面

2.L值过低

由于液体体积较少或复孔加样不准确，导致L过低而检测信号误差较大

3. c值过低或过高

待测物浓度过低时，导致检测信号误差过大（信噪比无法区分，一般

要求2-3倍以上）；浓度过高时，超过试剂盒或酶标仪检测限导致读 

值准确性下降

4. ε值不准确

常见为溶液杂质影响，如核酸检测时蛋白和盐的干扰

5 . A值不准确

常见为背景干扰，典型现象如溶液不均匀，板盖干扰，板底污染（板

底杂质如油污、指纹等）



酶标仪检测设置内容

酶标仪光吸收功能介绍

光吸收

检测波长

参比波长

多点读取

闪光次数 
稳定时间

检测标记

光程校准

酶标仪关键设置介绍

①  检测波长：为根据实验内容确定的吸

收波长，光栅型机器可自由输入数值， 

滤光片型需选择对应波长滤光片；

② 闪光次数：一般默认设置，如需检测

准确度高则增加，检测速度快则减少；

③ 稳定时间：为单孔检测间隔的静置时间，  

一般96及以上孔板不需要设置；

④ 检测标记：如同时检测多组，建议标记

实验名称加以区分；

注意：软件设置详细流程请参考说明书操作！

注意：单波长检测时检测波长一般为待测物
吸收峰波峰区间！



酶标仪检测设置详细介绍-双波长试剂盒检测

双波长检测示例和介绍

① 部分试剂盒采用单波长检测，只需要设置检

测波长，即检测波长信息对应样品的最终浓
度信息；

② 部分试剂盒为了减少干扰因素对结果的影响，  

采取双波长检测，即同时检测 检测波长和参

比波长，参比波长一般为对应物质非吸收

峰波长且干扰最大的因素对应波长；

③ 双波长检测数据处理时，标曲等计算需要采

用数据为差值，即检测波长数值减去参比
波长数值；

注意：双波长检测时，检测波长一般为待测

物吸收峰波峰区间，参比波长一般需大于检测
波长50nm，且一般为典型杂质吸收峰处！



酶标仪检测设置详细介绍-光程校准

光程校准原理和介绍

① ELISA不需要进行光程校准，仅部分采用

酶标板且无标准曲线的定量实验需要采用此

功 能；

② 光程校准为专利技术，原理为水的特征吸

收峰图，并取水样或非水样品同体积水的

液柱高度计算光程；

水在比色皿中吸收光谱图

A900 为参比 A977 为吸收



酶标仪检测设置详细介绍-多点读取

多点读取功能和介绍

① ELISA不需要进行多点读取，仅部分信号
分布不均匀的实验需要此功能；

② 多点读取为选择孔底特定位置进行读值，

最 多支持15*15，注意读值时间和闪光次数

均会翻倍；



吸光度模块应用
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ELISA 核酸定量 蛋白定量 内毒素检测

酶活性分析细胞活性分析 细菌生长分析 光谱扫描分析

« ELISA 中 最 常 用 的 酶 为 ① 辣 根 过 氧 化 酶 （ HRP ） ， 底 物 为 邻 苯 二 胺 
（orthopenylenediamine，OPD），检测波长492nm或四甲基联苯胺（3, 3’,

5, 5’- tetramethylbenzidine，TMB）， 检测波长450nm；②从牛肠粘膜或大 
肠 杆 菌 提 取 的 碱 性 磷 酸 酶 （ ALP/AP ） ， 底 物 为 对 硝 基 苯 磷 酸 酯 （ p-  
nitrophenylphosphate，p-NPP），检测波长405nm。

« 大部分近似球形的细菌最大的吸收波长是600nm。酵母菌可以看成近似的球形，也 
可以采用600nm波长检测。丝状真菌不可以用OD表征。

补充



雅布隆斯基分子能级图 激发和发射光谱

⚫荧光物质吸收激发光后电 

子从基态发生电子跃迁， 

回到基态时释放能量产生 荧

光（小于1微秒）

⚫激发光和发射光光谱存在

重叠

⚫减小背景时，须将激发光 

检测波段左移，发射光检测

波段右移

12

荧光模块检测原理 荧光



共轭双键(π键，如苯环，C=C双键，发色基团）；分子刚性和共平面

有机小分子染料 纳米荧光探针 荧光蛋白和衍生物

发射光紫外-红外 
斯托克位移小
应用范围广

罗丹明Rhodamine  
荧光素Fluorescein 
香豆素Coumarin
菁染料Cyanine 
芘类染料
萘酰亚胺.类 
噻嗪和噁嗪类 
稀土配合物
四吡咯类亚基，卟
啉和酞菁

量子产率高，高
亮基质纳米级，
稳定发射光谱狭
窄

半导体量子点
上转换稀土材料 
金属纳米团簇探针 
碳点荧光探针
石墨烯及类石墨烯
量子点
多功能纳米荧光探针

生物来源，明亮
发射光蓝色-近红外 
融合表达

BFP  
CFP
绿色荧光蛋白GFP  
EGFP/cpGFP  
YFP
mDsRed  
tdTomato  
单体mRFP  
mCherry  
mPlum

发光条件：

13

常见荧光物质



荧光参数设置

顶底读模式：大部分采用顶读，顶读一般为荧光素

均 匀分布的样品，底读一般为贴壁细胞的荧光

检测波长：可选择光栅或者滤光片，光栅可自由选择

波长，建议Ex和Em差值为45以上，滤光片下拉选择

闪光次数：推荐选择默认，或者减小以提高检测速度， 
或者增加提高检测准确性

增益值Gain：推荐选择optimal，对于荧光信号变

化固定的实验检测选择Manual，强弱差别明显的选

择从最高读值孔计算

Z轴高度：推荐默认，对于实际使用和软件选择不

一 致的微孔板建议选择从孔计算。底读推荐修改为 
31000或进一步调整。

14



荧光模块应用

核酸定量 蛋白定量 荧光光谱扫描Ca2+ 指示剂

荧光偏振（FP）时间分辨荧光（TRF） 荧光能量转移（FRET） 时间分辨荧光能量转移
（TR-FRET/HTRF）

⚫  蛋白相互作用
 ⚫  标签蛋白定量

⚫  大小分子相互作用
⚫  （低背景）Elisa ⚫  蛋白相互作用

Cell-based assays 荧光寿命

15



化学发光模块原理

⚫由化学反应或生物化学反应产 

生的能量引起电子的跃迁产生的

发光现象。

⚫不需要类似荧光中的激发光，  

背景更低。

⚫灵敏度比荧光高至少2个数量级

（专用PMT检测器）

萤火虫 水母

发光

16



化学发光参数设置

衰减Attenuation：可选择OD滤光片或者自动（或者Filter滤光片，如有），对于较强的光可采用

OD滤光片削弱10-1000倍（对应OD1-3），一般检测建议选择为Auto。

输出单位：一般默认为Counts/s，如果是闪光型实验，可考虑输出选择下拉为Counts。

17



化学发光模块应用

报告基因实验

18

蛋白相互作用

免疫分析

相关含量测定

Ca2+检测

« ATP含量测定（细胞活力）
« 活性氧含量测定

« 基因表达调控（转录因子，非编码RNA等）
« 基因表达原件功能（启动子，UTR等）
« 蛋白翻译后修饰
« 蛋白降解



荧光共振能量转移检测分子互作原理

荧光共振能量转移（ FRET ）是两个荧光 

探针分子之间在特定的条件下产生一种非 

辐射的能量转移现象

⚫供体分子发射光谱与受体分子的激发光 

谱有重叠

⚫二者空间距离不超过 10nm

⚫二者的偶极矩空间取向不能互相垂直

FRET原理

供受体光谱

参考资料：
http:///www.fluorophores.tugraz.at/substance/

Donor Acceptor

CFP YFP

BFP GFP

BFP YFP

Fluorescein TRITC

Europiam APC / DyLight 650

Terbiam RPE / DyLight 550

DyLight 488 DyLight 550

Cy3 Cy5

FRET供体与受体举例

FRET

http:///www.fluorophores.tugraz.at/substance/


荧光共振能量转移检测参数设置
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⚫需要检测两种荧光信号并采 

用比值计算FRET效率；

⚫每种荧光信号检测参数设置 

可参考荧光设置方案；

⚫需要将两种荧光信号的激发 

光设置为相同；

如BFP->GFP，BFP383/445，

GFP485/535，则需要设置为  

383/445，383/535



荧光共振能量转移检测常见应用

活性蛋白结构改变生物分子相互作用

常见活性蛋白：

GPCR、激酶等

生物分子对：蛋白-核

酸，蛋白-蛋白，蛋白

-小分子，抗原抗体

（免疫分析）等

核酸序列分析

一般为荧光探针和 

淬灭剂的FRET应用

21



荧光偏振检测分子互作原理

相互作用检测时，小分子 

标记荧光素（体积/质量比 

大于10）；

⚫检测限低，可达nmol

范围；

⚫均相的，允许实时检测

（动力学检测）；

⚫对浓度变化不敏感，

可不洗涤。

22

影响旋

转原因

偏振光激发荧光分子时，将发射

偏振光，

⚫  如果分子在受激发时期（荧
光素约4ns）保持静止，发射光
位于同样偏振面；

⚫如果分子在此期间旋转或翻
转导致偏离平面，发射光位于不
同偏振面；

⚫分子旋转速度受溶液的粘度、
绝对温度、分子体积和气体常数
影响；

荧光偏振



荧光偏振主要设置和荧光

完 全一致；

G因子设置建议固定为

1.15-  1.2；

G因子大小的调整会改变检

 测得到的偏振值mP，但是

 对于PC和NC的mP值的差

 值（Delta mP）没有影响。

23

荧光偏振检测参数设置



荧光偏振数据处理

科研上经常使用偏振值（mP，毫偏）和各向异性（anisotropy，r）表征荧光偏振的强度变化，具体公式如下

mP=[(G*I水平 – I垂直)/(G*I水平 + I垂直)]*1000

24



荧光偏振常见应用

生物分子相互作用

检测互作生物分子对：蛋白-核酸，蛋白-蛋白，

蛋 白-小分子，抗原抗体（免疫分析）等；

应用于抗体产量检测，抗体定性检测等；

竞争性药物筛选

25

主要为针对已知结合位点特定小分子的竞争性筛选



生物发光共振能量转移检测蛋白互作原理
BRET

加入底物DeepBlueCTM，Rluc发射蓝光(390 - 400 nm)，A蛋白和B蛋 

白结合，生物共振能量传递发生，GFP发射绿光(505 - 508 nm)。

生物发光共振能量转移BRET技术，原理和FRET类似，区 

别在于供体发射光来源于荧光素酶催化发出的生物化学光。

⚫供体分子发射光谱与受体分子的激发光谱有重叠

⚫二者空间距离不超过 10nm

优势

⚫背景信号低

⚫检测线性范围更宽

⚫实验操作流程固定

⚫融合蛋白构建简单，有商品化质粒

BRET原理



生物发光共振能量转移检测参数设置

⚫需要检测发光和荧光信号并采用比

值计算BRET效率；

⚫ 可在多色发光模块下，直接选择对

应的B R E T名称或者选择New后手动

选择BRET波长；

（单个检测波长差需要大于15nm）

BRET

27



生物发光共振能量转移检测常见应用

重组蛋白相互作用 信号通路和药物筛选研究

NanoBit技术

NanoBRET技术

BRET

28



放大临近均相检测应用互作原理
Alpha

供体磁珠被激发产生高能单线态活性氧，与受体磁珠 

发生化学冷光反应， 激发荧光物质发出光信号。

（PerkinElmer公司专利技术）

⚫优点： 低背景， 高灵敏度。检测作用距离高达

200nm。无需分离和清洗。适合高通量应用。

⚫注意：供体磁珠对光敏感，最佳检测温度23度，可

接受22-25度（变化1度信号减少8%）。

ALPHA技术原理示意图

*供受体磁珠的靠近依赖偶联蛋白的识别或相 

互作用，如抗体-抗原、酶（表观遗传、蛋白 

修饰）-底物等

29



Alpha检测参数设置

30

Alpha

根据实际Alpha应用，如AlphaScreen、AlphaLISA、AlphaPlex，在软件中对应选择。 

温度校准功能可以选择性设置，原理为把实际检测信号值换算为22℃下对应的信号值。



Alpha
Alpha常见应用

生物标志物定量生物分子相互作用

常见生物标志物：细胞因子、cAMP
等蛋白表达、功能和命运研究

31

一般为表观遗传学，激酶和底物，蛋白磷酸化和泛素化研究中

生物分子对：蛋白-核酸，蛋白-蛋白，
激 酶-底物等



辅助功能设置

可以系统性设置辅助功能：

进出板（Movement）：控制仪器载板架进出气体

控制：设置气体含量

温度控制：设置预期温度

滤光片设置：设置滤光片信息，滤光片架进出

加样器设置：进行加样器Prime/Rinse/Backflush等操作

可以在检测程序中添加辅助命令功能：等待：

可以调整实验等待间隔

备注：当前操作的录入信息提示

用户介入：当前步骤执行完成后弹出信息提示框，需点击后程序才继续

震荡：微孔板震荡参数设置

条件：为后续步骤或实验结束等设置前置条件加样

器：仪器加样器加样和其参数设置

进出板：检测程序中可实现自动进出板

气体控制：检测程序中，调整或保持气体参数温度

控制：检测程序中，调整或保持温度参数
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动力学程序设置

动力学程序参考PCR实验，采用嵌套循环逻辑； 

循环条件可设置为循环数或循环总时长；

间隔类型可设置为固定间隔即在单个循环周期内完

成后续操作空余时间处于静置状态，或无间隔即重

复不停歇地完成循环内操作；

33



光吸收（Abs)

⚫  高速光栅，高扫描速度和 

波长准确性

⚫  应用于核酸蛋白紫外定量，

ELISA，OD600，MTT

实验等颜色或浊度变化

的检测

荧光（FI&FRET)

⚫融合光路设计，Quad X4

     光栅+6*6滤光片组，兼具

     波长灵活调整和高灵敏度

⚫应用于荧光素或荧光蛋白    

标记的荧光信号检测

发光（Lumi&BRET)

⚫19*2滤光片轮，增强型光   

子计数PMT，Z轴和狭缝 

可调，动态范围达9数量级，

杜绝孔间干扰

⚫应用于发光报告系统检测

TRF（ HTRF ）

⚫全波长时间分辨荧光

⚫ 应用于分子相互作用、标 

签蛋白定量等定性、定量 

检测

Alpha 辅助功能

⚫高能激光光源，温度探测，  

支持ALPHA所有应用且

保证数据质量

⚫应用于细胞因子检测等

⚫长时间反应动力学：自动开盖

+  湿度盒+加样器+震荡+加热

⚫细胞培养：气体、温度、湿度 

控制

TECAN SPARK多功能酶标仪的功能

荧光偏振FP

⚫全波长荧光偏振

⚫ 应用于大小分子相互作用 

检测、抗体检测（动物感 

染后）等定性检测



仪器使用注意事项

仪器使用注意事项

电源：电压稳定，建议选配UPS稳压电源

环境：洁净且避免阳光曝晒，远离水源

温度：最适范围为20-22℃

湿度：30%-80%

避免液体泼洒（注意微孔板适宜的工作体积，非

容积） 

对腐蚀或挥发性溶液带盖检测

日常保养：Spark机型仪器背后的防尘网

 定期除尘，滤光片型机器滤光片槽的清洁。

仪器故障注意事项

技术应用相关问题：联系 400 821 3888，寻求应

用工程师协助 ；

售后故障问题：联系 400 821 3888，寻求售后工程
师协助；

注意第一时间告知：客户单位信息，仪器序列号SN，

LogFiles；

⚫仪器序列号位于仪器背后铭牌，全称为Serial 

Number；

⚫Logfiles文件路径在C盘-用户-公用-公用文档-  

T e c a n -LogFiles，整个文件包压缩；

注意事项



检测模式 应用备注 颜色 材质 检测模式 代表图片

光吸收

（Half-area*）

340nm以上

透明

塑料

顶读

340nm以下 （石英底等）透紫外

荧光（FI/FRET）

均匀溶液 全黑

贴壁细胞
黑壁透明

底

塑料

顶读或底读

化学发光/TRF 白色

BRET

真实应用的耗材选择

更多耗材需求请咨询

1. Tecan应用技术支持400 821 3888
2. 相关耗材网站资源，如https://www.corning.com/catalog/cls/documents/selection-guides/CLS-C-DL-MP-014.pdf
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http://www.corning.com/catalog/cls/documents/selection-guides/CLS-C-DL-MP-014.pdf


软件设置的耗材选择

⚫微孔板快捷筛选设置，通过Filter按钮，根据厂家/材质/板孔数量/厂家货号；

⚫根据应用模块进行板型设置-光吸收不挑板型，可以随意选择板型；荧光和发光建

议选择和应用一致板型，否则有可能导致检测信号不是真实信号趋势（荧光Z轴调整功能）；
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仪器日常使用

仪器背后电源按键（电源线旁船型按键），出现硬件或软件故

障时重启用（重启会自检），一般操作为关闭后等待3秒后再

打开。日常使用可保持背后电源键常开。

左上角按键：开/关按钮，建议使用频

繁时早开晚关；

右上角按键：一般需要禁用；

左下角按键：微孔板进出舱门按钮；

右下角按键：荧光滤光片托架弹出按键，

一般需要禁用， 误触请联系工程师，或

将托架先抽出3-5cm，再轻轻推入，切

不可直接暴力推入。
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仪器常见故障：由于Windows系统配置不兼容导致的连接异常，表现为仪器指示
灯为蓝色或者打开软件后并无正常界面显示，需要点击电脑右下角的型号图标，右
键，选择  Restart services，等待约30秒至显示Restart success即可。




