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记忆：常用的固定相、流动相（展开剂）以及

显色方法；

理解：薄层色谱和纸色谱的原理；

应用：薄层色谱和纸色谱定性定量分析待测组

分；

评价：平面色谱法的进展。

学习目标



概述

平面色谱法的分类和有
关参数

薄层色谱法

纸色谱法
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概述

Part one



平面色谱法
（planar chromatography）

滤纸条

原点

展开剂

薄层板

展开剂

平面色谱法：将固定相涂布于平面的载板上（薄层色谱）或以纸纤维为载体
（纸色谱），流动相通过毛细管作用流经固定相，被分离物质在两相上因分
配系数不等而分离。



拓展阅读



优点

固定相一次使用，样品预处理简单，对被

分离物质没有限制

分离能力强，展开时间短，一次可以同

时展开多个试样

所用仪器简单，操作方便
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平面色谱法特点

缺点：自动化程度低，分辨率和重现性较差
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平面色谱法
的分类和有

关参数

Part two



一、平面色谱法的分类

薄层色谱法：

        吸附薄层色谱法

        分配薄层色谱法

        分子排阻薄层色谱法

离子交换薄层色谱法

 经典薄层色谱法

高效薄层色谱法（HPTLC）

分离机制

分离效能



纸色谱法：分配色谱

薄层电泳法

一、平面色谱法的分类



 定性参数

 相平衡参数

 分离参数

二、平面色谱法的参数



1、定性参数

 比移值（retardation factor， Rf）

溶质移动距离与流动相移动距离之

比。

 𝑅𝑅f = 原点到组分斑点中间距离
原点到溶剂前沿距离

= 
a
c

a、b为原点至斑点中心的距离，c为
原点至溶剂前沿的距离 

L2

L1

L0

Rf =0.2~0.8（常用）；0.3~0.5（最佳）



1、定性参数

 相对比移值（relative retardation factor， Rr）

与组分、色谱条件、参考物质有关。

Rr值可以大于1，也可以小于1。
重现性和可比性均比Rf值好，能消除系统误差

（参考物质与组分在完全相同的条件下展开） 

参比物i

被测物s

原点

L1

L2

Rr = 
𝑅𝑅f(𝑖𝑖)
𝑅𝑅f(𝑆𝑆)

 = 原点到组分斑点中心距离 

原点到参考物斑点中心距离 
= 
𝐿𝐿1
𝐿𝐿2



2、相平衡参数
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R
+
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讨论

Rf与K有关，即与组分性质、平面板和展开剂的性质有关：K  大，Rf 小；

在吸附或分配薄层色谱法中，改变流动相的极性可改变k，改变分离组分

Rf；

K或k=0， Rf=1，a=c：组分不被固定相保留，随流动相移至溶剂前沿；

Rf=0的组分， K或k=∞， a=0：组分停留在原点，完全被固定相所保留。



3、分离度
 两相邻斑点中心距离与两斑点平均宽度的比值

R = 
2(𝐿𝐿2−𝐿𝐿1)
(𝑊𝑊1+𝑊𝑊2)

= 2d
(𝑊𝑊1+𝑊𝑊2)

L1
L2

d
W1 W2

W1 W2

X

A

B
d

 L2、L1分别为原点至两斑点中心的距离，d为两斑
点中心间的距离，W1，W2为两斑点的宽度

结论

 相邻两斑点间距离越大，斑点越分散，分离度越大，

分离效率越高；

 当R＞1时，相邻斑点可达到基线分离。



※ TLC分离度与比移值的关系

 Rf = 0.3时
分离度R最大

 Rf = 0.2~0.5时
分离度R变化不大

 Rf ＜ 0.1或Rf ＞ 0.7时
分离度R急剧下降



3
薄层色谱

法

Part three



薄层色谱法 TLC
 将固定相均匀涂布在表面光滑的平板上，形成薄层而进行色谱
分离和分析的方法。

细粉状的吸附剂或载体 玻璃板、塑料板或铝箔 点样，展开，显色



一、薄层色谱法的分离原理

分离机制

         吸附薄层色谱

         分配薄层色谱

         空间排阻薄层色谱

         离子交换薄层色谱



（一）吸附薄层色谱法（以吸附剂为固定相）

 原理：组分在薄层板上吸附、解吸附、再吸附、再解吸附的过程。

吸附系数不等，实现分离。

一般极性强的组分K大，Rf值小；极性弱的组分K小，Rf值大。



（二）分配薄层色谱法（以液体为固定相）
 原理：组分在固定相和流动相之间的分配系数不同，在薄层板上进行无数

次分配，产生差速迁移得到分离（分配系数大，在板上移动慢，Rf小）

分类：正相薄层色谱、反相薄层色谱

固定相：水（硅胶载体），

流动相：极性较弱的有机溶剂。

极性强的组分K大， Rf值小。

固定相：烷基化学键合相，

流动相：水或水-有机溶剂。

极性强的组分K小， Rf值大。

正相
薄层
色谱

反相
薄层
色谱



薄层色谱与高效薄层色谱比较

参数 TLC HPTLC
板尺寸/cm 20×20 10×10
颗粒直径/μm 10～40 5，10
颗粒分布 宽 窄

点样量/μl 1～5 0.1～0.2
原点直径/mm 3～6 1～1.5
展开后斑点直径/mm 6～15 2～5
展开时间/min 30～200 3～20
精密度RSD/% ±10 ±5
最小检出限（吸收 /ng） 1～5 0.1～0.5



二、吸附薄层色谱法的吸附剂和展开剂

亲脂性

硅胶

氧化铝

乙酰化纤维素

聚酰胺

亲水性

纤维素

离子交换纤维素

硅藻土

聚酰胺

吸附剂



1、硅胶：最常用的吸附剂，SiO2·XH2O
硅胶：多孔性微粒，表面带有硅醇基，呈弱酸性

吸附的原因——氢键的作用——吸附活性中心

硅胶含水量% 0 5 15 25 38
活性级 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

活性：  高                                  低

含水量多，级数高，吸附能力弱，Rf大；
含水量少，级数低，吸附能力强，Rf小。

分离效率：与其粒度、孔径及表面积等有关。

硅胶粒度越小，粒度越均匀，粒度分布越窄，其分离效率越高。

（一）吸附剂（固定相）



 常用硅胶：



硅胶特性

物质极性高，吸附能力强——强极性吸附中心，不易洗脱

吸水 占用活性位点            失活

方法：105℃~110℃烘干30min（活化），吸附力最大

500℃烘干（不可逆失水）        无吸附力

 适用：硅胶具微酸性，可以分析酸性或中性物质



2、氧化铝:由氢氧化铝在400~500℃灼烧而成

 碱性（pH 9~10）：分离碱性及中性化合物。如生物碱等。

 酸性（pH 4~5）：用于分离酸性及中性物质。如酸性色素、氨基酸等。

 中性（pH 7.5）：用途最广，适用于分析酸性碱性和中性物质，如生

物碱、挥发油、甾体等。

  吸附的原因——氢键的作用

氧化铝含水量% 0 3 6 10 15
活性级 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

活性：  高                          低



3、聚酰胺：酰胺聚合而成的高分子化合物

 常用：

聚己内酰胺，商品名为锦纶、尼龙-6、卡普隆等。

 吸附的原因——氢键

聚酰胺分子内存在着许多酰胺基，可与酚、酸、醌等形成氢键。

氢键能力强，组分越后出柱。

CH2 CH2 CH2

CH2 CH2 C

O
‖

N

H n



（二）展开剂（流动相）
溶剂强度（ε 0）

液-固吸附色谱法的流动相为有机溶剂，其洗脱能力主要由其极性决定

溶剂的洗脱能力可用Snyder提出的溶剂强度（solvent strength）ε 0来定量表示，ε 0

为溶剂分子在单位吸附剂表面上的吸附自由能

下表列出了以硅胶为吸附剂时一些纯溶剂的ε 0值

溶剂 溶剂强度/ε 0 溶剂 溶剂强度/ε 0

正戊烷

正己烷

三氯甲烷

二氯甲烷

乙醚

0.00

0.00

0.26

0.40

0.43

甲基叔丁基醚

乙酸乙酯

乙腈

异丙醇

甲醇

0.48

0.48

0.52

0.60

0.70



（二）展开剂（流动相）

 同吸附柱色谱

 极性强的溶剂洗脱能力强

 常用溶剂的极性强弱顺序：

水＞酸＞吡啶＞甲醇＞乙醇＞正丙醇＞丙酮＞乙酸乙酯＞乙醚

＞三氯甲烷＞二氯甲烷＞甲苯＞苯＞三氯乙烷＞四氯化碳>环己

烷>石油醚。



展开剂的选择——根据被分离物质的极性

极性组分——吸附活性小的薄层板，极性大的展开剂

非极性组分——吸附活性大的薄层板，极性小的展开剂



展开剂的选择——以感兴趣Rf值是否在0.3~0.5间为衡量标准



三、薄层色谱操作方法



（一）薄层板的制备
1、材料准备

（1）选板：玻璃板、塑料膜、金属铝箔

表面光滑。平整清洁

（2）固定相（吸附剂）

粘合剂：CMC-Na、煅石膏、淀粉等

（3）流动相（展开剂）

（4）显色剂



2、薄层制备（铺板）

      →1份吸附剂+3份粘合剂+水
      →调成糊状，均匀涂布薄层板

涂铺方法：

倾注法、平铺法、涂铺器、喷雾法

3、活化

 铺成的薄层，置于水平台面上晾干或热风吹干；

薄层放置于105~110℃烘30min~1h，干燥器中备用。

注意：※ 吸附剂活性越高，活性级别越低；最好二级或三级

            ※ 不可将刚涂布好的薄层板立即烘烤活化



4、点样（薄层色谱分离的重要步骤）

注意：※ 溶解试样的溶剂尽量避免用水；

※ 配置试样浓度约为0.01%~0.1%点样。

 点样装置：容量毛细管、自动薄层色谱点样仪

                        ①点样原点应小而圆

                        ②多次点样（每次挥干后），防止扩散效应

                        ③点样量勿超载，防止拖尾

                        ④点样勿伤及薄层表面



5、展开

展开原理：薄层一端浸入展开剂，点样点不可接触展开剂，展开剂

借助毛细作用上升，带动样品中组分的迁移。

（1）展开装置

直立双槽色谱缸 卧式色谱槽  圆形色谱缸 

饱和 展开



（2）展开方式

 常用：上行、下行、径向、多次、双向等展开方法

（3）展开过程

 平衡系统：展开室预先用展开剂饱和（减少边缘效应）

浸入：点样薄板一端浸入展开剂展开（距边缘0.5~1cm）

展开至一定距离后取出薄板

挥尽溶剂

↑
→

↖ ↗

 ↙ ↘
↑↑

↑



6、斑点的确定

 光学检出法：直接观察、荧光显示技术

试剂显色法：喷雾显色法、浸渍显色法

薄层色谱常用通用型显色剂：

碘蒸气法

10%硫酸乙醇溶液

0.05%荧光黄甲醇溶液



7、定性分析——测定Rf值

 比较Rf值或Rr值 、斑点颜色或荧光

常采用已知标准物质对照（同一板上展开）

多种展开系统的Rf值与对照品一致。

注意：对未知样品，要几个展开体系均有一致值，或双向展开法确认。



8、杂质检查

杂质对照品比较法——适用于杂质已知并有杂质对照品的情况

方法：根据杂质限量，取供试品溶液和一定浓度的杂质对照品溶液，分

别点于同一薄层板上展开，定位后进行检查

供试品溶液自身稀释对照法

方法：首先配制一定浓度的供试品溶液，然后将其稀释一定倍数得到另

一低浓度溶液，作为对照溶液。将试样溶液和对照溶液在同一薄层板上

展开，试样溶液中杂质斑点颜色不得比对照溶液主斑点颜色深。



9、定量分析

洗脱法

• 刮下

• 溶解

• 光度法测
定

• 误差±5%

目视比色法

• 比较色斑
大小、深
浅

• 误差±10-
30%

薄层扫描法

• 直接扫描

• 斑点对光
的吸收强
弱

• 误差＜5%



中草药和中成药的鉴别及成分分析

判断合成反应进行的程度

药物的纯度和杂质限量试验

临床药物分析

四、薄层色谱的应用
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纸色谱法

Part four



 固定相：纸上所含水分或其他物质（纸纤维为载体）

 流动相：水不互溶的有机溶剂

 分离机制：同液-液分配色谱

 属于正相分配色谱

 依据分配系数的不同而达到分离

 极性或亲水性强的组分，K大，Rf值小；极性弱或亲脂性强的组分，K

小，Rf值大。 

 滤纸选择：中速滤纸最常用

一、纸色谱法的分离原理



小实验

• 当滤纸接触到溶剂时，溶液将上升。
• 滤纸上的小圆点是4种不同的氨基酸的

混合物。
• 看看接下来会发生什么事情…



纸层析小实验动画演示



• 可以看出1号氨基酸上升的最高，在
滤纸上跑得最快。

• 而4号氨基酸与滤纸的结合最紧，因
此跑的速度比其他的氨基酸慢。

1

2

3

4



• 这就是纸层析法。
• 对照上图，可知道1-4号的各代表什

么氨基酸。
• 纸层析法是分离鉴定蛋白质的氨基酸

组成的重要工具。
                                                                       

1

2

3

4

甘氨酸

半胱氨酸

组氨酸 缬氨酸





感 谢 您 的 观 看
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