
实验四（1111） 薄层色谱

一、实验目的

1、学习学习薄层色谱法的原理，了解其意义和应用。

2、掌握薄层板的制作及薄层色谱的操作方法。

二、实验原理

薄层色谱法是以薄层板作为载体，让样品溶液在薄层板上展开而达到分离的目的，故也称为薄

层层析。它是快速分离和定性分析少量物质的一种广泛使用的实验技术，可用于精制样品、化合物

鉴定、跟踪反应进程和柱色谱的先导（即为柱色谱摸索最佳条件）等方面。

1111、薄层色谱常用的吸附剂

硅胶和氧化铝是薄层层析常用的固相吸附剂。化合物极性越大，它在硅胶和氧化铝上的吸附力

越强，所以吸附剂均制成活性精细粉末。活化通常是加热粉末以脱去水分。硅胶是酸性的，用来分

离酸性或中性的化合物。氧化铝有酸性、中性和碱性的，可用于分离极性或非极性的化合物。商用

的硅胶和氧化铝薄层板可以买到，这些薄板常用玻璃或塑料制成。溶剂在薄层板上爬升的距离越长，

化合物的分离效果越好。宽的薄层板也可用于量较大的样品，具有 1~2 mm厚的大板可用于 50~1000

mg样品的分离制备。

2222、样品的制备与点样

样品必须溶解在挥发性的有机溶剂中，浓度最好是 1~2 %。溶剂应具有高的挥发性以便于立即

蒸发。丙酮、二氯甲烷和氯仿等是常用的有机溶剂。分析固体样品时，可将 20~40mg样品溶到 2mL

的溶剂中。在距薄层板底端约 1cm处，用铅笔划一条线，作为起点线。用毛细管（内径小于 1mm）

吸取样品溶液，垂直地轻轻接触到薄层板的起点线上。样品量不能太多，否则易造成斑点过大，互

相交叉或拖尾，不能得到很好的分离效果。

3333、 展开

将选择好的展开剂放在层析缸中，使层析缸内空气饱和，再将点好样品的薄层板放入层析缸中

进行展开。使用足够的展开剂以使薄层板底部浸入溶剂 3~5 mm，但溶剂不能太多，否则样点在液面

以下，溶解到溶剂中，不能进行层析。当展开剂上升到薄层板的前沿（离顶端 5~10mm处）或各组

分已明显分开时，取出薄层板放平晾干，用铅笔划出前沿的位置后即可显色。根据 R f值的不同对各

组分进行鉴别。

4444、显色

展开完毕，取出薄层板，划出前沿线，如果化合物本身有颜色，就可直接观察它的斑点。但是

很多有机物本身无色，可先在紫外灯下观察有无荧光斑点。另外一种方法是将薄层板除去溶剂后，

放在含有 0.5g碘的密闭容器中显色来检查色点，许多化合物都能和碘形成黄棕色斑点。也可在溶剂

蒸发前用显色剂喷雾显色。



5555、RRRR ffff （比移值）的测定

R f （比移值）表示物质移动的相对距离，即展开后样品点到原点的距离和溶剂前沿到原点的

距离之比，常用分数表示。R f 值与化合物的结构、薄层板上的吸附剂、展开剂、显色方法和温度等

因数有关。但在上述条件固定的情况下，R f 值对每一种化合物来说是一个特定的数值。当两个化合

物具有相同的R f 值时，在未做进一步的分析之前不能确定它们是不是同一个化合物。在这种情况下 ，

简单的方法是使用不同的溶剂或混合溶剂来作进一步的检验。
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式中：a为溶质由点样中心到展开后溶质最高浓度中心的距离；b为由点样中心到展开剂前沿的距离。

三、实验步骤

1111、制板及活化：每人制两块硅胶板。

（1）选用 2.5×7.5（cm）规格的玻璃板两块，用肥皂水洗净，用蒸馏水淋洗两次后烘干，用时

再用酒精棉球擦除手印至对光平放无斑痕。

（2）称取 2g硅胶 GF254，边搅拌边慢慢加入到盛有 4~5mL 0.3% CMC清液的烧杯中，调成糊

状，平铺在玻片上。

（3）晾干后放入 105~110℃ 烘箱内烘 30分钟（活化）。

2222、点样：靛酚蓝溶液、苏丹红溶液、混合样品溶液、苯甲酸乙酯溶液。

（1）在 2.5 × 7.5 cm 的硅胶板上离底边约 1 cm 处用铅笔轻轻画一条直线，作为点样的起始线 。

（2）用不同的取样毛细管分别吸取上述四种溶液，均匀地点在起始线上，要控制好点与点、点

与薄层板边缘之间的距离。

3333、展开：

（1）展开剂的选择：展开剂的选择主要根据样品的极性、溶解度和吸附剂的活性等因素，本实

验分别选用石油醚︰乙酸乙酯＝9︰1和 2︰1的混合溶剂各 3mL，比较分离情况，加入层析缸（125mL

广口瓶）中，液层高度约 0.5cm。

（2）展开：将点好样的硅胶板轻轻放入展开缸中，盖好瓶盖。当展开剂展开至其前沿距板顶

5~10mm处时取出，立即用铅笔或大头针划出展开剂前沿位置。



4444、计算RRRR ffff值：

溶剂挥发干后找出各样品斑点浓度最高部分的中心点。靛酚蓝、苏丹红有颜色，可直接观察。

苯甲酸乙酯样点没有颜色，可将薄层板置于紫外灯（波长为 254 nm）下显色，分别量出 a、b 值，

计算各点的 R f值。

四、问题

1、有 A、 B两瓶无标签试剂，如何用薄层色谱分析它们是否是同一化合物？

2、在层析缸中，若展开剂的高度超过点样线，对 TLC有何影响？


