
第一章　　生化实验基本技术

　　　

一、紫外及可见分光光度法

在分光光度计中，将不同波长的光连续地照射到一定浓度的样品溶液时，便可得出与不同

为横坐标，吸收强度（ ）为纵坐标，就可绘出该物质的吸波长相对应的吸收强度。如以波长（

收光谱曲线。利用该曲线进行物质定性、定量的分析方法，称为分光光度法，也称吸收光谱法。

用紫外光源测定无色物质的方法，称为紫外分光光度法；用可见光源测定有色物质的方法，称

为可见分光光度法。它们与比色法一样，都以 定律为基础。

近年来，紫外及可见分光光度分析已得到广泛的应用，它不仅可以用于物质的鉴定及结构

分析，而且还可以用于某些物质含量的测定。

（一）分子光谱分析概念

分子中的运动有多种形式，除电子的运动以外，还有组成分子的各原子间的振动以及分子

整体的转动。分子中这三种不同运动状态都对应有一定的能级，即分子的电子能级、振动能级

和转动能级。分子的某一种运动状态从一个能级转移到另一个能级，称为跃迁。例如某些电子

吸收了外来辐射的能量，就从一个能量较低的能级跃迁到另一个能量较高的能级，每一跃迁都

对应着吸收一定能量（即一定的波长）的辐射。

分子的转动能是分子环绕通过它的重心的轴转动时所具有的动能，分子发生转动能级跃

迁时，将在电磁辐射的微波区（即远红外区）产生吸收光谱。振动能是分子由于振动而具有的位

能和动能之和，分子振动跃迁引起的吸收，将发生在电磁辐射的中红外区域。电子能是分子和

原子中电子的位能和动能所具有的能量，当分子发生电子运动能级跃迁时，所引起的吸收则发

生在电磁辐射的紫外及可见光区。

利用分子光谱对物质进行定性和定量分析的方法，称为分子光谱分析。分子光谱分析可分

为吸收光谱（如红外、紫外及可见吸收光谱）、发射光谱（如荧光光谱）和散射光谱（如喇曼光谱）

三种基本类型。在一般情况下，分子处于基态，当光与物质相互作用时，分子吸收光能，从低能

级跃迁到高能级，产生吸收光谱；反之，若分子从高能级回复到低能级，则释放出光能，形成发

射光谱。当光被物质散射时，分子内能级的跃迁改变散射光频率，而产生散射光谱。物质对辐

射能的吸收或发射是由物质本性所提供的最重要的标志图，因此可以从中获得定性和定量的

数据。

可见吸收光谱的电子跃迁和吸收带

可见吸收光谱属于电子光谱，是分子的外层电子或价电子的跃迁得到的光谱。紫外

（二）紫外

紫外

的光波区，可见光区是波长在光区是波长在 的光波区。

可当分子吸收一定能量的辐射时，就发生相应的能级间的电子跃迁。有机化合物在紫外
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轨道上的电子吸收辐射后跃迁　　　　这是分子中成键 ，被激发到相应的反键
见光区内电子跃迁的方式通常有四种类型：

轨

跃迁所需要的能量很大，它们的吸收波长小于道上。引起

区域内的辐射引起，其大多数吸收峰出现跃迁　　　　这类跃迁可由在

跃迁小。跃迁所需能量一般比区域内。在＜

跃迁　　　　发生此类跃迁所需能量较小，吸收波长大多在紫外区。不饱和烃、共轭烯

烃及芳香烃均可发生这类跃迁。

跃迁。此类键同时存在时，会发生跃迁　　　　分子中含有孤对电子的原子和

跃迁所需能量小，吸收波长＞

等基，，，

由于摩尔吸光系数很小，吸收带较弱，易被

附近，摩尔吸光系数约为

苯的多取代物的吸收光谱可随取代基性质的不同而

有些化合物的分子中含有一个或几个

团，它们可产生 或 跃迁，得到紫外或可见吸收光谱。因此将这类对紫外或可见光

有吸收作用的不饱和键或基团称为生色团。

跃迁，后者产生的吸收光谱又称为配位体场吸收谱，其吸此外，还有电荷转移跃迁和

收峰一般在可见光区。

可见光吸收光谱主要可分为以下四种类型：分子中电子跃迁形成的紫外

，吸收谱带较强。吸 收 带 由 跃迁引起的吸收谱带，摩尔吸光系数可达

共轭烯烃及取代芳香族化合物可产生这种谱带。

跃迁形成的吸收谱带吸 收 带 由

强吸收带掩盖，并易受溶剂极性的影响而发生偏移。

吸收带　　它是芳香族化合物及杂环芳香族化合物的特征谱带。

吸收带　　　　它是芳香族化合物的特征性谱带之一，吸收强度大，摩尔吸光系数为

，吸收波长偏向紫外的低波长部分，有的则在真空紫外区（远紫外区）。

可见吸收光谱与分子结构的关系

结构类型不同，分子的紫外吸收谱带的种类也不同，有的分子可有几种吸收谱带。

（三）紫外

波长的紫外光取决于

，只有当某一波长的能量与化合键的

如前所述，化合物的紫外吸收光谱与电子跃迁有关。化合键吸收某

基态跃迁到激发态之间的能量差 相当时，才能

可见吸被吸收。因此，紫外光的吸收与化合键的类型有关，不同结构的化合物呈现不同的紫外

收光谱特征。

电子的单键，故只能发生饱和烃　　　　饱和碳氢化合物仅含有 跃迁，该跃迁位于

电子，故可产生

真空紫外区的短波长处。当饱和碳氢化合物中的氢被氧、氮、卤素、硫等取代时，由于这类原子

中有 跃迁，与相应的饱和化合物相比，吸收峰在较长波长处。

，摩尔吸光系数大约为

不饱和脂肪烃　　　　仅含有一个重键的简单不饱和脂肪族化合物，如乙烯和乙炔，存在

跃迁，最大吸收波长在

两个双键被两个或两个以上单

与只含一个双键的

对含有两个或两个以上双键者，其吸收光谱有三种情况：

键隔开，吸收光谱的 相同，但强度增大 倍； 两个双键直接相连的

移到化合物，如丙二烯，其 ③含共轭双键者，其吸收

跃迁，所以出现三个吸收峰，它们分别是由

光谱会发生波长红移，波长红移随着共轭体系的加长而显著，摩尔吸光系数也随之增加。

）芳香族化合物　　　　苯的紫外光谱因有

电子被激发和苯环的共轭双键引起的。在苯环上引入一个取代基，会使苯

跃迁引起的吸收带发生移动

苯环内的双键上的

的由



可见光谱分

合物，它们都有两个
原子，该原子上有孤引起的吸收谱带。六元杂环芳香族化合物如吡啶，其分子结构中有一个

跃迁，紫外吸收光谱与苯相类似。及对电子，因而也有

电子和两对电子、一对羰基化合物　　　　如饱和醛、酮类化合物，它们的羰基含有一对

附近；跃迁引起的吸收峰，在电子，因此可呈现三个吸收谱带，即由非键

的范围内。又跃迁引起的吸收峰，在附近跃迁引起的吸收峰，在

类化合物，它们含有与羰基共轭的不饱和碳碳键，故同时存在由不饱和醛、酮、酸如

跃迁引起的吸收光谱。及

键的直链化合物产生的低强度的吸收带，位于近紫外）含氮化合物　　含有

为

区和可见光区。含有氮氧多重键的基团（硝基、亚硝基、硝酸根及亚硝酸根），在近紫外区都会呈

跃迁引起的吸收谱带。

轨道的跃迁所产生的。

可见吸收光谱类似于有机化合物，一般有两种：一种是由电

电子受配位体的影响发生在

可见吸收光谱的定性分析

可见吸收光谱基本上是分子中生色团及助色团的特

可见吸收光谱对物质进行定性分析的依据是光谱上的一些特征性吸收，如最大

吸收波长、吸光系数、吸收峰数目、吸收强度及峰型等，依此可以推断化合物的结构、分子骨架，

判别异构体等。但应考虑到，物质的紫外

性，不是整个分子的特性，因此要完全决定物质的分子结构，不能单纯依赖紫外

析，还必须与其他手段，如红外光谱、质谱等相配合，才能得出正确的结论。

可见吸收光谱的特征应该是完全一致的，特别是最大吸若是同种化合物，则它们的紫外

可见吸收光谱分析推断化合物分子结构，一般应用在以下几方面：

收波长和吸光系数是鉴定物质的常用物理常数。

利用紫外

区间无吸收峰，说明它不

区间出现很弱的吸收峰（

初步推断化合物的结构　　　　某一化合物如果在

存在共轭双键体系。如果在 ，并且在

为

以上无其他吸收峰，表示该化合物含有带孤对电子的未共轭的生色团。有多个吸收峰，且

在可见光区出现吸收峰，则该化合物结构中具有长链共轭体系或稠环芳香族生色团。如果有波

长较长的吸收峰，且 时，化合物含有 不饱和酮或共轭烯烃结构。若波长

以上，且吸收峰在 时，表示该化合物具有芳香结构。

如下：

推断化合物的分子结构骨架　　推断未知化合物分子结构骨架的基本依据是，结构不完

全相同但具有相同生色团的两种化合物，其紫外吸收光谱应该相同。例如某一未知物的紫外吸

收光谱 为 为 为 。经与文献资

二烷基 蒽酮的紫外吸收光谱相近，依此可推断料比较，发现该未知物的吸收光谱与

该未知化合物的骨架为：

现由

配位化合物　　　　它们的紫外

荷转移跃迁引起的，另一种是由

（四）紫外

应用紫外

键和杂原子上的孤对电子，故既有 跃迁又有 跃迁

杂环芳香族化合物　　　　如呋喃、噻吩及毗咯等是只含一个杂原子（ ）的五元环化
不同。
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溶液中含有 溶质，且液层厚度为

。通过为位于；烯醇式异构体的为位于酮式异构体的

紫外吸收光谱分析，即可将两种异构体鉴别开来。

可见吸收光谱的定量分析（ 五）紫 外

可见分光光度法进行 定量分析不仅可以测定常量组分 ，而且 也可以测定超微量组紫外

分，即可以测定单组分化合物的含量，也可以对多组分混合物同时进行测定。它和比色法一样，

）呈线性关系：）和它的浓度（定律，物质的吸光度（定量分析的依据是

，就可）是不变的，因此只要选择适宜的波长，测定溶液的吸光度（

值，根据公式

时，在

因为所测的是同一物质，且用同一波长，故

作横坐标，

鉴别化合物异构体

。例如，乙酰乙酸乙酯存在两种互变异构

有机化合物由于基团之间的排列不同或空间位置不同，可出现多

种异构体现象。不同的异构体，紫外吸收光谱也不同

体，即酮式和烯醇式：

由于比色皿中液层厚度（

求出溶液浓度和物质的含量。

单组分定量分析

入常用的单组分定量分析方法有绝对法、标准对照法、标准曲线法、吸光系数法及标准加

法。下面介绍三种方法：

下的吸光系数法　　　　先测出标准品和样品在 求出吸光

系数，或从有关手册上查出 值，再按下式计算百分含量：

应用本法的一个优点是即使没有标准样品也能进行定量测定，缺点是文献所载的吸光系

数常有差异，结果影响定量的准确性。

摩尔吸光系数

吸光系数（或称吸收系数、消光系数）是反映物质对光吸收强度的一个物理常数，吸光系数

大，表示该物质对光吸收强度大；反之则小。吸光系数通常采用两种方法表示：

（ ），是指在 和一定条件下测得的吸

，是指在②百分吸光系数（ 溶液中含有 溶质，且液层厚度为

与 之间可按下式换算：和一定条件下测得的吸光度。

相对分子质量

有些物质的 表示之。值很大，为表示方便，常用

处分别测得 及标准对照法　　　　在相同条件下，配制标准品溶液和样品溶液，在

，然后根据下式计算出样品浓度：

值相等，亦即吸光度与浓度成正比。

处测定，得出一系列与

值。将

）标准曲线法　　　　将标准品配制成一系列适当浓度的溶液，在

不同浓度相对应的 作纵坐标，绘制成标准曲线。再以同样条件测得样

品的 值，从标准曲线中找出相对应的浓度。

多组分定量分析

解决多组分混合物中各组分测定的基础是吸光度的加合性。对于一个含有多种吸光组分

光度（

时，在



可见吸收光谱分析的样品都溶解在某一种溶剂中，以溶液状态进行，溶液的物理

的溶液，在某一测定波长下，其总吸光度应为各个组分的吸光度之和。这样即使各个组分的吸

定律，也可测定混合物中各个组分的浓度。收光谱互相重叠，只要服从

（六）紫外 可见吸收光谱分析应注意的问题

为了保证紫外 可见吸收光谱分析结果的准确性，在具体分析操作时，除了对仪器的重要

性能指标，如波长的准确度、吸光度的精度以及吸收池的光学性能等进行检查或校正外，尚须

考虑以下诸方面的问题：

样品处理

分析样品都是溶解在一定的溶剂中进行定性或定量分析测定的，所以要求选用的溶剂应

对样品有高的溶解性，在紫外波长区没有吸收，溶剂与样品不应发生化学反应或相互作用。在

可见光区最常用的溶剂是水，在紫外光区最常用的是环己烷、 乙醇及

溶剂在

二氧六环，这些

以上波长区无吸收作用。

分析条件的选择

测量波长　　一般选择最强吸收带的最大吸收波长 ）为测量波长。当最强吸收带的

受到共存杂质干扰，待测组分的浓度太高或吸收峰过于尖锐而测量波长难以重复时，则往

往选用灵敏度稍低的不受干扰的次强峰。

般以不减少吸光度的最大狭缝宽度为宜。

狭缝宽度　　　　狭缝宽度过大，在一定范围内会使灵敏度下降，校正曲线的线性关系不佳。

狭缝宽度太小，则入射光强度太弱。

之间时，测量精确度最好。被测量样品溶液浓度过大）吸光度范围　　　　吸光度在

时，应作适当稀释，再进行吸光度测定。

影响吸收光谱分析的因素

供紫外

值将直接影响它们的吸收

化学性质会对吸收光谱产生明显的影响。首先是溶剂化可限制分析物质的自由转动，溶剂的强

极性又可限制分子的振动，从而影响该物质的吸收光谱的性质。有些物质在酸、碱性溶液中有

不同的解离特性，甚至发生结构的改变，因此，改变样品溶液的

可见吸收光谱分析的合适浓度，其吸光度应

光谱。被测物质在浓度太大时，可因发生分子间的缔合而引起吸收光谱的变化，所以控制分析

样品的浓度范围是十分必要的。如前所述，供紫外

之间。在

二、荧光光谱分析法

当紫外光照射某一物质时，该物质会在极短的时间内，发射出较照射光波长为长的光。而

当紫外光停止照射时，这种光也随之很快消失，这种光称为荧光。荧光是一种光致发光现象。如

前所述，分子吸收了某一波长区的辐射能后，它的电子可跃迁至激发态，然后以热能形式将这

一部分能量释放出来，本身又恢复到基态。如果吸收辐射能后处于电子激发态的分子以发射辐

射的方式释放这一部分能量，即为光致发光。再发射的波长与分子所吸收的波长可以相同，也

可以不同。物质所吸收光的波长和发射的荧光波长与物质分子结构有密切关系。同一种分子

结构的物质，用同一波长的激发光照射，可发射相同波长的荧光，但其所发射的荧光强度随着

该物质浓度的增大而增强。利用这些性质对物质进行定性和定量分析的方法，称为荧光光谱分

析法，也称荧光分光光度法。这种方法具较高的选择性及灵敏度，试样量少，操作简便，且能提

供比较多的物理参数，现已成为生化分析和研究的常用手段。

（一）荧光的产生及其与分子结构的关系
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的产生荧光
当光进入某种物质后，可以有两种情况： 一种是进入物质后，能量几乎不被吸收；另一种是

能量被全部或部分吸收。在后一种情况，在吸收光的过程中，光能被转移给分子。根据量子

理论，分子从光波中吸收能量是以不连续的

的单色光的能量必定是

、整份单位的形式发生，这些不连续的微小能量单

的整数倍。每个光量子的能量位被称为光量子。这也就是说，频率

，

为波数，即为普朗克常数，这里，

与

长度中电磁波的数目。从公式可

成反比。见，能量

每个分子具有一系列分立的能级，处于基态的分子吸收了相应频率的能量后，可以从低能

级跃迁到高能级。被吸收的光量子的能量正好等于两个能级之差。

可见光后，基态电根据玻尔兹曼分布，分子在室温时基本上处于电子的基态。吸收了紫外

内（

子只能跃迁到单线激发态的各个不同的振动能级。跃迁后能量较大的激发态分子，在很短时间

，由于分子间的碰撞或分子与晶格间的相互作用，以热能形式或内转换方式消耗部

分能量，从较高振动能级回到最低振动能级。如果这时分子不通过热能或内转换形式来消耗能

量，回到基态，而是通过发射出相应的光量子来释放能量，回到基态的各个不同振动能级时，就

发射荧光。由于在发射荧光前已有一部分能量消耗，所以发射荧光能量要比吸收紫外光的能量

小，也就是荧光的特征波长比吸收的特征波长要长。

荧光与分子结构的关系

在许多有机物和无机物中，只有小部分物质会发生强的荧光，它们的激发光谱、发射光谱

及荧光强度与它们的结构有密切的关系。强荧光物质在分子结构上往往具备如下特征：

键结构　　　　荧光物质的分子都含有共轭双键具有大的共轭 键）体系。共轭体系越

大，离域 电子越容易激发，越容易产生荧光。大部分荧光物质都具有芳香环或杂环。芳香环

越大，其荧光峰越移向长波长方向，且荧光强度往往也较强。

，菲（非线性环结构）的荧光峰位于

具有相同共轭环数的芳香族化合物，线性环结构者的荧光波长比非线性者长。例如蒽（线

性环结构）的荧光峰位于

个共轭

具有刚性平面结构　　　　荧光量子产率高的荧光物质，其分子多为平面构型，并具有一定

刚性。例如萘和维生素 键，前者为平面结构，后者为非刚性结构，因而萘的

的荧光强度为维生素

为）具有最低的单线电子激发态

跃迁。它属于电

，比

等）的有机荧光物质，其特点是：最低单线电子激发态

子自旋允许的跃迁，摩尔吸光系数大约为 型跃迁大 倍以上，荧光

强度大。

）取代基团为给电子取代基　　芳香烃及杂环化合物的荧光光谱和荧光量子产率常随取

代基团的变化而变化。若取代基为给电子取代基，则荧光强度增加。属于这一类基团的有

，

常用环外的羟基或氨基上的 电子的电子云几乎

。含这类基团的荧光物质，其激发态

电子激发转移到环上而产生，由于它们的

与芳香环上的 电子结构，同时扩大了它们的共轭轨道成平行，因此实际上它们共享了共轭

双键体系。所以这类化合物的吸收光谱与发射光谱的波长都比未被取代的化合物的波长长，荧

光量子产率也随之提高。

（二）荧光分光光度计简介

都有

倍。

型，即，

型　　　　属于这一类者多为不含杂原子（

为

或



面是发射单色器，样品信号经过分光后可以除去样品以外的辐射，从而为方法的专一性提供了

有利的条件。

用于测量荧光的仪器种类很多，如荧光分析灯、荧光光度计、荧光分光光度计及测量荧光

荧光分析是从入射光的直角方向、黑背景下检测样品的发光信号，这与紫外分光光度法从

入射光方向、在亮背景下检测光吸收信号相比，具有更高的灵敏度。此外荧光分析在检测器前

偏振的装置等。其中实验室里较常用的是荧光分光光度计。

荧光分光光度计的结构包括五个基本部分：

激发光源　　　　用来激发样品中荧光分子产生荧光。常用汞弧灯、氢弧灯及氙灯等，目前荧

光分光光度计以用氙灯为多。

单色器　　　　用来分离出所需要的单色光。仪器中具有两个单色器：一是激发单色器，用于

选择激发光波长；二是发射单色器，用于选择发射到检测器上的荧光波长。

）样品池　　　　放置测试样品，都用石英制成。

检测器　　作用是接收光信号，并将其转变成电信号。荧光强度通常都比较弱，因此要求

检测器具有较高的灵敏度，常用光电倍增管作检测器。

记录显示系统　　　　检测器出来的电信号经过放大器放大后，由记录仪记录下来，并可数

字显示和打印。

（三）荧光分析法

荧光分析方法根据不同的目的性，有多种分析方法，诸如同步荧光测定、三维荧光光谱技

术、导数荧光测定、时间分辨荧光测定、相分辨荧光测定、荧光偏振测定、低温荧光测定、荧光免

疫检测等等，各种不同的分析方法在仪器配置上常需要增添相应的配件。这些方法在此不作详

细叙述，只讨论常规的荧光分析法。

直接测定法和间接测定法

利用荧光分析法对被分析物质进行浓度测定，最简单的便是直接测定法。某些物质只要本

身能发荧光，只须将含这类物质的样品作适当的前处理或分离除去干扰物质，即可通过测量它

的荧光强度来测定其浓度。

有许多物质，它们本身不能发荧光，或者荧光量子产率很低仅能显现非常微弱的荧光，无

法直接测定，这时可采用间接测定方法。

间接测定法有以下几种：

化学转化法　　通过化学反应将非荧光物质转变为适合于测定的荧光物质。例如金属离

子与螯合剂反应生成具有荧光的螯合物。有机化合物可通过光化学反应、降解、氧化还原、偶

联、缩合或酶促反应，使它们转化为荧光物质。

荧光淬灭法　　这种方法是利用本身不发荧光的被分析物质所具有使某种荧光化合物

的荧光淬灭的能力，通过测量荧光化合物荧光强度的下降，间接地测定该物质的浓度。

敏化发光法　　对于很低浓度的分析物质，如果采用一般的荧光测定方法，其荧光信号

太弱而无法检测。在此种情况下，可使用一种物质（敏化剂）以吸收激发光，然后将激发光能传

递给发荧光的分析物质，从而提高被分析物质测定的灵敏度。

上述三种方法均为相对测定方法，在实验时需采用某种标准进行比较。

多组分混合物定量法

在荧光分析中，由于每种荧光化合物具有各自的荧光激发光谱和发射光谱，因而在测定时

相应地有激发波长和发射波长两种参数可供选择，这在混合物的测定方面比分光光度法具有

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



各组分的荧光强度。倘若混合物中各组分的荧光峰很靠近，彼此严重重叠，但它们的激发光谱

一、纸层析法

更有利的条件。
，彼此干扰很小时，可分别在不同的发射波长测定当混合物中各个组分的荧光峰相距很远

却有显著的差别，这时可选择不同的激发波长进行测定。

在选择激发波长及发射波长之后，仍无法达到混合物中各组分的分别测定时，则可利用荧

光强度的加和性质，在适宜的荧光波长处，测混合物的荧光强度，再根据被测组分各自在该波

长下的最大荧光强度，仿照分光光度法列出联立方程式，求得各组分的含量。

第 二节 　　　　层析 法

）亦称色谱法、色层法，基本原理是使用混合物中各组分在两相层析法（

（固定相和流动相）间进行分配。当流动相携带混合物经过固定相时，即与固定相相互作用，由

于各组分的分子结构和性质不同，这种作用的程度就有差异（即不同组分具有不同的分配系

数），于是在不同推动力作用下，不同组分在固定相中的滞留时间就有长短之分，从而以先后不

同的次序从装填有固定相的柱子中流出，使各组分达到彼此分离的目的。层析法的种类很多，

如按两相物理状态，可分为气相层析、液相层析及超临界流体层析；按分离原理，可分吸附层

析、分配层析、离子交换层析、排阻层析、亲和层析等；按层析过程及动力学过程，可分洗提层

析、置换层析及前沿层析；按固定相的形态，分为柱层析和平板层析；此外还有其他多种层析类

型。

）是分配层析技术的一种，是利用各物质不同的分配系纸层析法（

数，使混合物随流动相通过固定相时而予以分离的方法。

）用下式表示：

分配系数是指一种溶质在两种互不相溶的溶剂中的溶解达到平衡时，该溶质在两相溶液

中所具浓度的比例。不同物质因其结构和性质不同而有不同的浓度比，即有不同的分配系数。

在等温等压条件下，分配系数（

，

式中， 是物质在固定相中的浓度。是物质在流动相中的浓度；

现在应用的分配层析技术，大多数是以一种多孔物质固着一种极性溶剂，此极性溶剂在层

析过程中始终固定在多孔支持物上，称为固定相。另有一种与固定相互不相溶的非极性溶剂流

过固定相，此流动溶剂称流动相。如果含有多种物质的混合物存在于两相之间，各物质将随着

流动相的移动进行连续的、动态的分配，因各物质的分配系数不同，移动速率不同，结果达到彼

此分离。分配层析中应用最广泛的是以滤纸为多孔支持物的纸上分配层析。它设备简单、价廉、

所需样品少、分辨率能达到一般要求标准，因而较广泛地被采用。

（一）基本原理

的水是以氢键形式与纤维素的羟基结合。由于滤纸纤维与有机溶剂

纸上层析是以滤纸作为支持物的分配层析。滤纸纤维与水有较强的亲和力，能吸收

左右的水，其中

亲和力很弱，故而在纸层析时，以滤纸纤维及其结合的水作为固定相，以有机溶剂作为流动相。

纸层析对混合物进行分离时，发生两种作用：第一种是溶质在结合于纤维上的水与流过滤纸的

有机相之间进行分配（即液 液分配）；第二种是滤纸纤维对溶质的吸附及溶质溶解于流动相的



值是定性分析的重要指标。值愈大。

与分配系数 的关系：

，

值愈大，溶质分配于固定相的趋势愈大，而是由滤纸性质决定的一个常数。由此可见， 值

值愈小，则分配于流动相的趋势愈大，愈小；反之，

在样品所含溶质较多或某些组分在单相纸层析中的 比较接近，不易明显分离时，可采

再转向

用双相纸层析法。该法是将滤纸在某一特殊的溶剂系统中按一个方向展层以后，即予以干燥，

，在另一溶剂系统中进行展层，待溶剂到达所要求的距离后，取出滤纸，干燥显色，从

而获得双相层析谱。应用这种方法，如果溶质在第一种溶剂中不能完全分开，而经过第二种溶

剂的层析能得以完全分开，大大地提高了分离效果。纸层析还可以与区带电泳法结合，能获得

更有效的分离效果，这种方法称为指纹谱法。

（二）实验器材

滤纸

等金属离子含量要少，灰分在

层析用滤纸的质量好坏将直接影响物质的分离效果，一种适用于层析法分离的滤纸必须

达到如下要求：除了应质地均一，厚薄适当，纤维密度适中，具有一定的机械强度，还应具有一

定的纯度 以下。我国常用的有国

号，英国产 号，美国产产新华层析滤纸

号。

羟基喹啉水溶液杂质含量较高的滤纸必要时需进行预处理，用

和

或加铜沉淀剂处理，可除去滤纸中某些金属离子。如果作氨基酸分析，滤纸上含有微量与茚三

酮反应的物质，可用 混合液洗涤，再用水冲洗至中性。

展开装置

最简单的是用直立的试管，

展开是指溶剂与点样点的滤纸接触后，由于毛细管作用，沿一定方向在滤纸上移动，同时

带动溶质组分向前移动的过程。这种展开过程必须在一个被溶剂蒸汽所饱和的密闭容器中进

行，防止渗析在滤纸中的溶剂挥发。容器的大小和形状依滤纸而定，

在容器底部放置适当高度的溶剂，点样后的滤纸垂直悬挂于上方或卷成大的可用玻璃标本缸。

圆筒状直立于溶剂中。

分配系数及其他分析要求，有上行及下行

较常用的是上下行展开和双向展开。其中下行展开装置比

纸层析展开的方式依据被分离物质的种类多少、

式展开、双向展开、环行展开等多种，

但主要决定于液

液分配）。虽然混合物的彼此分离是这两种因素共同作用的结果，不同分配比进行分配（即固

液分配作用。

在实际操作时，点样后的滤纸一端浸没于流动相液面之下，由于毛细管作用，有机相即流

动相开始从滤纸的一端向另一端渗透扩展。当有机相沿滤纸流经点样处时，样品中的溶质就按

各自的分配系数在有机相与附着于滤纸上的水相之间进行分配。一部分溶质离开原点随有机

相移动，进入无溶质区，此时又重新进行分配；一部分溶质从有机相移入水相。在有机相不断流

动的情况下，溶质就不断地进行分配，沿着有机相流动的方向移动。因样品中各种不同的溶质

组分有不同的分配系数，移动速率也不相同，从而使样品中各种溶质组分得到分离和纯化。

表示：通过纸层析被分离的各种溶质组分在滤纸上移动的速率通常用

组分移动的距离／溶剂前沿移动的距离

原点至组分斑点中心的距离／原点至溶剂前沿的距离。

在滤纸、溶剂、温度等各项实验条件恒定的情况下，各物质的

移动距离的改变而变化。

、 、　 、　

值是不变的，它不随溶剂



值相差最好大于

较复杂，要求在容器的上端安置一个盛展开剂的槽，滤纸的点样端整齐地浸没于槽的展开剂

中，由于毛细管作用外加重力的影响，展开剂沿着滤纸由上向下缓慢移动。这种方式一般适用

于长的或大张滤纸，分离 值小而且较为接近的各种物质。

展开剂

选择合适的展开剂是决定分离成败的关键。由于不同样品的组成不同，所以没有共同的规

律可循，一般使用的溶剂有正丁醇、酚、三甲基吡啶、二甲基吡啶、苯甲醇等。对展开剂的选择要

考虑以下几方面：

值不同，选择溶剂时应考虑被分离物质在该溶剂系统中同一物质在不同的溶剂中

值需在 之间，两个被分离物质的

溶剂系统中含水量对

溶剂系统与被分离物质之间，以及多元溶剂系统中各组分之间，都不应起化学反应。

值影响很大，故要严格注意控制温度，使含水量恒定。

）展开溶剂都应事先处理才能应用，处理方法因溶剂性质的不同而异，常用的处理方法

有酸碱反复抽提、水洗涤、干燥剂干燥、重蒸精制等。

）一般亲水性物质或极性较大的物质采用与水不互溶的有机溶剂加水混合作展开剂。中

等极性物质采用疏水性有机溶剂与亲水性有机溶剂（甲醇、甲酰胺等）混合液作展开剂。对于有

些疏水性物质或低极性物质（如高级脂肪酸）则可采用反相层析加以分离。

（三）操作要点

样品预处理

为了对被分析的样品达到满意的分离效果，在上样展开前一般都要进行预处理。预处理包

括：

尽可能地纯化，除去对纸层析分离起干扰的物质，例如样品中的蛋白质，可用三氯醋酸

溶液去除。

去盐　　　　常用离子交换树脂脱盐，如氨基酸、核苷酸类样品可用弱阴性和弱阳性树脂将

带有阴、阳离子的盐分除去。

浓缩　　　　对欲分离物质含量过低的样品要进行浓缩，热不稳定的物质的浓缩要在低温、

低压下进行，最常用的方法是低温减压干燥或浓缩，经浓缩或冷冻干燥后的样品再溶解于特定

的溶剂中。宜选用使被分离物质的溶解性较好而干扰物质的溶解度较小且又易于挥发的溶剂。

点样

点样是将经处理后的样品点加在层析滤纸的特定部位，这是一项需十分仔细的操作步骤，

点样的好坏会直接影响分离效果。点样可用玻璃毛细管，如作定量测定，应使用微量移液管或

微量注射器，市售血球计数管经加工磨尖头部并标定体积后使用也甚理想。点样量一般在

左右。如一次点样量不够，可待斑点干燥后（或以之间，要控制样品斑点的直径在

处，下行展开法在离上端

冷风吹干）再重复点样。在同一张滤纸上作多个样品分析时，样品点彼此距离应间隔

点样的位置，上行展开法一般点样在离滤纸下端

与距底边 直线的交点，一张处。如作双相纸层析分离，点样处应位于距滤纸右侧边

滤纸只能点加一个样品。

展开

待滤纸上的样品溶液干燥后，将滤纸悬挂在展开装置内，避免与展开剂接触，密闭展开容

器，使滤纸在充满展开剂的蒸汽中平衡半小时至一小时。平衡后，将滤纸点样端浸没于溶剂中，

要求点样位置高出溶剂液面 。比较理想的，最好在容器盖上连接一个长柄漏斗，待平



值及层析谱斑点位

对于各溶质的

开。但用此种方法已无法确定溶剂展开的前缘，展开所需时间可选用一个

标准物作示踪剂。

显色

展开完毕，取出滤纸，随即用铅笔标记溶剂移动的前沿位置，悬挂在空气中晾干或热风吹

干。多数样品纸层析展开后，分离斑点是无色的，需依据各溶质的理化性质，运用不同方法加以

显色，如茚三酮溶液可与氨基酸反应显示紫色，硝酸氨银溶液可显示还原性糖。在操作时一般

将显色剂喷洒到展开后的滤纸上，分离斑点立即显现。配制显色剂的溶剂最好使用与水不相溶

的、挥发性较大的溶剂，尽量减少显色剂中的含水量，以免斑点扩散。

值。标记放射性

有些样品如许多有机药物或其代谢物，层析后一般不用显色剂喷雾显色，只要在暗处放置

于紫外分析仪下，在斑点处即显现不同颜色的荧光，用铅笔圈出斑点，测定

同位素的物质，可利用其对照相底片感光的特性作放射自显影，或将层析谱剪成小片作脉冲计

数。一些抗菌素及维生素等对某些细菌生长具有抑制或促进作用，则可将滤纸剪成小片，作细

菌培养来确定斑点位置，描绘出层析谱。

值测量

值，因为在相同的实验条件下，同一

值，并不受展开剂移动距离长短的影响。双相层析谱的斑点

判断层析谱中各斑点的性质，最简单的办法是测定

种物质具有相同的 值分别等

值。于各向展开剂的单向层析谱相应的

在已知样品中各溶质的情况下，可同时进行标准物层析分离，通过

置的比较，更精确地确定样品中相应物质的性质。

值非常接近，在层析时可出现在同一斑点中，因此不能简单地认为

一般来说，在同一层析谱上，一种物质只出现一种斑点，在少数情况下，由于物质在色谱分

析过程中出现变化（如半胱氨酸很容易氧化成半胱磺酸），也可能出现一个以上的斑点。有些物

质在某一溶剂系统中的

一个斑点就是一种物质。遇到这种情况时，如要把同一斑点中的物质加以分离，可改变层析条

件，尤其是展开剂，或采用其他层析法进一步予以鉴定。

值，此时可计算相对比移值（ 。其计在连续展开时，因没有溶剂前缘可循，无法计算

算方法如下：

原点至物质斑点的距离／原点至参比物质斑点的距离。

定量分析

常用的定量方法有三种：

剪洗法　　　　显色后将分离的斑点剪下，以适当的溶剂洗脱，比色定量，该法的误差一般在

左右。

值而定。各溶质的 值相差很大的样品，展开距

。这样操作可不必打开容器盖，以保持容器中展开剂蒸汽的饱和衡后自外加入溶剂至所需高度

状态。

溶剂展开的距离一般视被分离溶质的

但是考虑到由于展开距离太大（尤其是离可较短 值相差较小的样品要求较大的展开距离。

，下行法有

上行法），溶剂移动速率愈来愈慢，而且斑点扩散也趋严重，反而影响分离效果，因此在实际操

就足够了。作时，溶剂展开的距离，上行法一般有

值非常接近的样品，为了获得较满意的分离效果，可以采用连续展开法。

如用上行法，则把滤纸上端折转，夹于脱脂棉花中，使上升的溶剂不断地被棉花吸收；如用下行

法，则把滤纸的下端剪成锯齿状，溶剂达到顶端后便可以从下垂的锯齿尖端滴下，进行连续展

较大的有色参比
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值的值就发生变异。这些实验条件或影响　

）光密度扫描　　将滤纸条置于光密度计中直接扫描，描绘出色谱曲线图，根据积分计数

或测量曲线面积求出物质的含量，一般误差在

直接测量斑点面积　　此法影响因素很多，每次斑点的形状不易控制一致，重复性差。

值的因素影响

值是一个值是纸层析定性分析的重要测量指标，每一种物质在恒定的实验条件下，

常数。如果实验条件改变，即使是微小的改变，

因素除滤纸及展开剂的性质外，还有如下几方面：

被分离物质的分子结构和极性　　纸层析分离的固定相实际上是水，流动相为非极性溶

剂，在水与有机溶剂两相之间决定物质分配系数的主要因素是物质极性大小，分配系数的改变

值的变化。例如酸性和碱性氨基酸的极性较强于中性氨基酸，后者在水中的溶解即反映出

值就较大。如果分子中极性基团数目不变而延长非极性结构碳链，则降低了度（分配）较小，

均能影响

值随之增大。因此，在纸层析分离时，如知道被分离物质的分子结构，就能整个分子的极性，

大致预测各物质的 值的大小。

值。溶剂系统的）酸碱度　　　　溶剂、滤纸及样品的

值增大，

既能影响溶质的解

离状态，又能影响流动相本身的含水量，溶剂酸碱度大，吸水量多，则使极性物质的

反之则降低。

值，层析过程必须在恒温条件下进行。

温度　　　　温度不仅影响物质在两相间的分配系数，而且影响溶剂相的组成及纤维素的水

合作用。因此要获得准确的

值较大，上行法较）展开方式 值可因展开方式不同而有所差异，其中下行法的

值也小。环形展开时，由于溶剂是从中心向四周扩散，内圈较外圈小，限制了溶剂的流动，故

较大。

二、薄层层析法

）是以涂布于支持板上的支持物作为固定相，以合适薄层层析（

年

的溶剂为流动相，对混合样品进行分离、鉴定和定量的一种层析分离技术。这是一种快速分离

诸如脂肪酸、类固醇、氨基酸、核苷酸、生物碱及其他多种物质的特别有效的层析方法，从

代发展起来至今，仍被广泛采用。

（一）基本原理

薄层层析的原理与纸层析、柱层析比较接近，把支持物均匀涂布于支持板（常用玻璃板，也

可用涤纶布等）上形成薄层，然后按纸层析法操作进行展开。薄层层析可根据作为固定相的支

持物不同，分为薄层吸附层析（吸附剂）、薄层分配层析（纤维素）、薄层离子交换层析（离子交换

剂）、薄层凝胶层析（分子筛凝胶）等。一般实验中应用较多的是以吸附剂为固定相的薄层吸附

层析。

吸附是表面的一个重要性质。任何两个相都可以形成表面，吸附就是其中一个相的物质或

溶解于其中的溶质在此表面上的密集现象。在固体与气体之间、固体与液体之间、吸附液体与

气体之间的表面上，都可能发生吸附现象。

物质分子之所以能在固体表面停留，这是因为固体表面的分子（离子或原子）和固体内部

分子所受的吸引力不相等。在固体内部，分子之间相互作用的力是对称的，其力场互相抵消。而

处于固体表面的分子所受的力是不对称的，向内的一面受到固体内部分子的作用力大，而表面

层所受的作用力小，因而气体或溶质分子在运动中遇到固体表面时受到这种剩余力的影响，就



内被吸附于吸附剂的某一表面积上的分子和同一单位时间内离开此表面的分子之间可以建立

动态平衡，称为吸附平衡。吸附层析过程就是不断地产生平衡与不平衡、吸附与解吸的动态平

会被吸引而停留下来。吸附过程是可逆的，被吸附物在一定条件下可以解吸出来。在单位时间

它既适用于只有

、氧化铝

据这些已知化合物的

量。

倍，同时展开速率快，一般仅需

薄层层析与纸层析相比，有更多的优点：它保持了操作方便、设备简单、显色容易等特点，

分钟；混合物易分离，分辨力一般比纸层析高

的样品分离，又能分离大于 的样品作制备用，而且还可以使

用如浓硫酸、浓盐酸之类的腐蚀性显色剂。薄层层析的缺点是对生物高分子的分离效果不甚理

想。

（二）固定相支持剂的选择和处理

在薄层层析时，对支持剂的选择主要考虑两方面：一是支持剂的性质与适用范围；二是支

持剂的颗粒大小。一般来说，所选吸附剂应具有最大的比表面积和足够的吸附能力，它对欲分

离的不同物质应有不同的吸附能力，即有足够的分辨力；所选吸附剂与溶剂及样品组分不会发

生化学反应。吸附力的强弱规律可概括如下：吸附力与两相间界面张力的降低成正比，某物质

自溶液中被吸附的程度与其在溶剂中的溶解度成反比。极性吸附剂易吸附极性物质，非极性吸

附剂易吸附非极性物质。同族化合物的吸附程度有一定的变化方向，例如，同系物极性递减，而

被非极性表面吸附的能力将递增。

支持物的性质与适用范围

纤维素。

用于薄层层析的支持剂基本特性和适用范围在许多书本中已有详细介绍，这些支持剂较

常用的是硅胶、氧化铝、硅藻土、纤维素、聚酰胺及

通式表示。

）硅胶　　硅胶是应用最广泛的一种极性吸附剂。它的主要优点是化学惰性，具有较大的

吸附量，易制备成不同类型、孔径、表面积的多孔性硅胶，一般以

的硅胶，含水量

小于 时，吸附活性最低。用加热脱水法可使硅胶活化。降低吸附

硅胶的吸附活性取决于含水量，吸附层析一般采用含水量为

的活性最高，而大于

活性的硅胶能显著改善分离性能，增加样品的负载量。

）或一定

硅胶适用于分离酸性和中性物质，碱性物质能与硅胶作用，因此如用中性溶剂展开，碱性

物质有时留在原点不动，或者斑点拖尾，而不能很好地分离。为了使某一类化合物得到满意的

分离，可改变硅胶酸碱性。例如，可用稀酸或稀碱液（ 值的缓冲溶

值的薄层；也可在硅胶中加入氧化铝（碱性）制成薄层；或液代替水制备酸性、碱性或某一

在展开剂中加入少量的酸或碱进行展层。

石膏后，称为硅胶

使用硅胶和硅藻土时，通常要先加入粘合剂再在支持板上涂布。常用的粘合剂为煅石膏和

淀粉，在硅胶、氧化铝和硅藻土中分别加入 和硅藻土

。用煅石膏为粘合剂的薄层易从玻璃板上脱落，但具有耐腐蚀性试剂的优点。加淀粉制成的

薄层，机械性能较好，但不宜用腐蚀性强的试剂。

衡过程。

例如用硅胶和氧化铝作支持剂，其主要原理是吸附力与分配系数的不同，使混合物得以分

离。当溶剂沿着吸附剂移动时，带着样品中的各组分一起移动，同时发生连续吸附与解吸作用

以及反复分配作用。由于各组分在溶剂中的溶解度不同，以及吸附剂对它们的吸附能力的差

异，最终将混合物分离成一系列斑点。如作为标准的化合物在层析薄板上一起展开，则可以根

值对各斑点的组分进行鉴定，同时也可以进一步采用某些方法加以定



、薄层厚度为 最恰当。目（直径

、薄层厚度为

氨基酸、

料、磺胺、抗菌素、环酮、杀虫剂及维生素

（ ）氧化铝

吸附容量，价格低廉，分离效果好

在使用氧化铝作吸附层析时

制备方法不同而分为碱性、中性和酸性三种

化铝适用于醛、酮、 、某些苷类及酸碱溶液中不稳定的酯

适用于天然及合成的酸性色素以及醛、酸的分离。

聚酚胺　　　　聚酰胺由己二酸与己二胺聚合而成，也可用己内酰胺聚合而成，因它们都含

有大量酰胺基团，故统称聚酰胺。

聚酰胺薄膜层析是

氨基酸及

年后发展起来的一种薄层层析方法，用此方法分析氨基酸衍生物

氨基酸时，具有灵敏度高、分辨力氨基酸、

于酚类、

强、展层迅速和操作简便等优点。目前由国产原料制成的聚酰胺薄膜性能良好、效果满意，已用

类、硝基化合物、氨基酸及其衍生物、核酸碱基、核苷、核苷酸、杂环化合物、合成染

等 类化合物的分析。

硅藻土和纤维素　　　　它们是中性支持剂，需在吸附水、缓冲溶液或甲酰胺等之后，才能用

薄层层析。

支持剂的颗粒大小

值即可保持恒定。无机类支持剂的颗粒以

用作薄层层析固定相的支持剂颗粒，要求大小适当、均匀。颗粒过大，展开时溶剂推进速率

太快，分离效果不好；颗粒太小，展开太漫，斑点拖尾不集中，分离效果也差。颗粒大小固定在一

定范围内并且薄层厚度均匀一致时，每次得出的

较合适。有机吸附剂如纤维素目（直径为

等的颗粒为

（三）薄层板制作

薄层板制作简称制板，是指作为固定相的支持剂被均匀地涂布在玻板上，形成一薄层。所

用的玻板要求表面平滑、清洁。玻板的大小按需要选定，常用的规格为

及

软板制作

软板也称干板，是不加粘合剂，将支持剂干粉直接均匀地铺在玻板上制成的。这种薄层板

制作简单，展开快，但极易吹散。其具体制作方法如下：

的玻璃管一根，根据薄层的厚度（一般为 ）在其两端选用直径约为

绕胶布数圈。

将支持物干粉倒在玻板上，固定玻板一端以防玻璃推进时移动。

）将玻璃管压在玻板上，将支持剂干粉由一端推向另一端即成薄层。

硬板制作

硬板或称湿板，是将支持剂加粘合剂和水或其他液体后，均匀地铺在玻璃板上，再经烘干

而成的薄层板。制作方法可用专门的薄层制板器，也可用手工，均能得到满意的效果。下面介

绍三种手工涂布制板的方法：

）玻棒涂布　　　　将支持剂用水或适当溶剂调成胶浆，倒在玻板上，然后依软板制作相同方

法，用玻棒在玻板上将支持剂由一端向另一端推动，即成薄层。

）玻片涂布　　　　在玻板两旁放置两块稍厚的玻板，把支持剂胶浆倒在中间的玻板上，然后

用另一块玻片的边缘将胶浆刮向另一端，即成一定厚度的薄层。干燥后用刀刮去薄板两侧的支

氧化铝为微碱性吸附剂，适用于亲脂性物质的分离制备，氧化铝具有较高的

，因此应用也较广泛。

，要注意选择适当活性及适当酸碱度的产品。氧化铝通常可按

。碱性氧化铝可应用于碳氢化合物的分离；中性氧

、内酯等化合物的分离；酸性氧化铝

。



角）的上行或下行展开。不论何种展层方式，展层

持剂。更换玻板两旁不同厚度的玻片，即可调节薄层的厚度。

倾斜涂布　　将支持剂胶浆倒在玻片上，然后将玻板倾斜，使胶浆均匀涂布于玻板上。

上述任何一种方法将支持剂均匀涂布于玻板上后，静置片刻，待薄层表面无水渍后，置烘

小时。关闭电源，待温度降至接近室温时，取出薄层板，放入干箱中，让温度升到 ，持续

燥器备用。此一步骤称为活化。

（四）点样

薄层层析点样方法与纸层析基本相同，但另应注意以下几点：

样品最好用具挥发性的有机溶剂（如乙醇、氯仿等）溶解，不应用水溶液，因水分子与吸

附剂的相互作用力较弱，当它占据了吸附剂表面上的活性位置时，就使吸附剂的活性降低，而

使斑点扩散。

值，一般为几到几十点样量不宜太多，否则会降低 ，体积为

）原点直径要控制在 以内。欲达此目的，就须分次点样，边点样，边用冷、热风交替

吹干。

）薄层板在空气中不能放置太久，否则会因吸潮降低活性。

（五）展层

展开剂的选择

选择展开剂须视被分离物的极性及支持剂的性质而定。对初选展开剂合适与否的评价，要

根据其分离有效成分的效果来确定。如果不合适，还需进行极性调整，直到达到对有效成分的

完全分离为止。

律： 不饱和碳氢化合物易被吸附，分子中双键愈多，则吸附得

如果薄层层析所用的支持剂是吸附剂，在同一吸附剂上，不同化合物的吸附性质有如下规

饱和碳氢化合物不易被吸附；

当碳氢化合物被一个功能基取代后，吸附性增大。吸附性按以下功能基依次递增：愈紧密；

。吸附性较大的化合物，一

般需用极性较大的溶剂才能推动它。

选择展开剂的另一个依据是溶剂的极性大小。一般而论，在同一种支持剂上，凡溶剂的极

性愈大，则对同一性质的化合物的洗脱能力也愈大，即在薄层上能把此化合物推进得愈远，

值太小时，可考虑换用一种极性较值也愈大。如果用一种溶剂去展开某一成分，当发现它的

大的溶剂，或在原来的溶剂中加入一定量极性较大的溶剂进行展层。溶剂极性大小的次序是：

石油醚＜二硫化碳＜四氯化碳＜三氯乙烯＜苯＜二氯甲烷＜氯仿＜乙醚＜乙酸乙酯＜乙酸甲

酯＜丙酮＜正丙醇＜甲醇＜水。

展层

展层装置种类较多，根据展层方式基本上可分上行、下行、连续及水平式四种。不加粘合剂

的薄层只能作近水平式（板与水平成

容器必须关闭，并事先要使展开剂蒸气达到饱和。容器的体积大小要视薄层板的面积而定，因

为大容器要达到溶剂蒸气饱和所需的时间比小的长。虽然薄层层析时，溶剂饱和度对分离效果

的影响不如纸层析大，但影响仍然存在。根据实验证明，在不饱和的展层装置中，由于混合展开

剂内含有几种挥发性试剂，致使薄层板边缘与中间的试剂比例不同，因此样品在边缘和中间展

层的距离也不同，这种现象称为边缘效应，严重时会影响分离效果。

如同纸层析一样，薄层层析时为了获得更好的分离效果，也采用双向展层和分次展层。分

次展层是先用一种溶剂展开至一定距离后，将薄层板取出，待溶剂挥发后再按同一方向用第二



）是利用离子交换剂上的可交换离子与周围

荧光素钠、上喷雾

三、离子交换层析法

灯检测被分离的物质斑点，如同纸层析法一样，测量和计算各斑点的

由于薄层层析与纸层析法有不同的特点，因此在分析定量时需注意以下几点：

在喷雾显色时，不加粘合剂的薄层要小心操作，以免吹散吸附剂。

薄层层析还可以用强腐蚀性显色剂，如硫酸、硝酸、铬酸或其他混合溶液。这些显色剂

几乎可以使所有的有机化合物转变为碳，如果支持剂是无机吸附剂，薄层板经此类显色剂喷雾

后，被分离的有机物斑点即显示黑色。此类显色剂不适用于定量测定或制备用的薄层上。

如果样品斑点本身在紫外光下不显荧光，可采用荧光薄层检测法，即在吸附剂中加入

荧光物质，或在制备好的薄层上喷雾荧光物质，制成荧光薄层。这样在紫外光下薄层本身显示

荧光，而样品斑点不显荧光。吸附剂中加入的荧光物质常用的有

硫酸奎宁醇溶液或

硅酸锌镉粉，或在薄层

磺基水杨酸的丙酮溶液。

值，因此）由于薄层边缘含水量不一致，薄层的厚度、溶剂展开距离的增大，均会影响

在鉴定样品的某一成分时，应用已知标准样作对照。

值的另一未定量时，可对斑点作光密度测定，也可将一个斑点显色，而将与其相同

显色斑点从薄层板上连同吸附剂一起刮下，然后用适当的溶剂将被分离的物质从吸附剂上洗

脱下来，进行定量测定。

（七）薄层层析法的近代发展

所需样品少、展开速率快、距离短、分辨力高等

薄层层析法由于其本身所具有的许多优点，几十年来，在混合物的分离、定性及定量分析

中的应用相当普遍，并逐渐取代了纸层析分离技术。为了克服薄层层析法存在的某些不足，获

得更有效的分离效果，在薄层制备、展开方式、分析鉴定手段以及相配套的仪器设备等方面近

年来进行了许多革新，其中最根本的是支持剂的改进。以一种直径更小的支持剂颗粒替代常规

的支持剂剂型所制备的薄层，比常规的薄层具有

优点；而且此种新型的薄层具有较好的光学特性，更有利于对分离斑点进行光密度扫描。为了

区别于常规的薄层层析分析法，通常将此种新方法称为高效薄层层析法（

，也称现代薄层层析法（

在进行

亲脂性固定相，一般作反向层析用，多数用液体石蜡、十一烷、

时，为了保证恒定的吸附剂活性和薄层板的相对湿度，预制板可用固定相

浸渍剂加以处理。经处理后的薄层板一般不再受外界湿度的影响。固定相浸渍剂分两类：①亲

水性固定相，多数用甲酰胺、二甲基甲酰胺、二甲基亚砜、乙二醇和不同相对分子质量的聚乙二

醇或不同种类的盐溶液浸渍；

浸渍，可

十四烷、矿物油、硅酮油或乙基油酸盐等浸渍。也有利用与浸渍剂形成络合物或加成物得以分

离的，如经三硝基苯或苦味酸浸渍的，可利用络合反应分离多环化合物。用

与含有羰基化合物生成加成物而得以分离。

离子交换层析

介质中被分离的各种离子间的亲和力不同，经过交换平衡达到分离的目的的一种柱层析法。该

法可以同时分析多种离子化合物，具有灵敏度高，重复性、选择性好，分析速度快等优点，是当

利溶剂展开。

（六）显色和定量

薄层层析法的显色和定量与纸层析法类似。薄层板展开完成后，从展开装置中取出，于室

温或烘箱中干燥，然后根据被分离物质的种类和性质，选用相应的显色剂喷雾显色，或用紫外

值 。



，表示离子交换剂对

的结合力小于

和，即

前最常用的层析法之一。

（一）基本原理

离子交换层析对物质的分离通常是在一根充填有离子交换剂的玻璃管中进行的。离子交

换剂为人工合成的多聚物，其上带有许多可电离基团，根据这些基团所带电荷不同，可分为阴

离子交换剂和阳离子交换剂。含有欲被分离的离子的溶液通过离子交换柱时，各种离子即与离

子交换剂上的荷电部位竞争性结合。任何离子通过柱时的移动速率决定于与离子交换剂的亲

和力、电离程度和溶液中各种竞争性离子的性质和浓度。

离子交换剂是由基质、荷电基团和反离子构成，在水中呈不溶解状态，能释放出反离子。同

时它与溶液中的其他离子或离子化合物相互结合，结合后不改变本身和被结合离子或离子化

合物的理化性质。

与溶液中的阳离子

离子交换剂与水溶液中离子或离子化合物所进行的离子交换反应是可逆的。假定以

代表阳离子交换剂，在溶液中解离出来的阳离子 可发生可逆的交换

＋

反应，反应式如下：

＋

该反应能以极快的速率达到平衡，平衡的移动遵循质量作用定律。

表示：

离子交换剂对溶液中不同离子具有不同的结合力，结合力的大小取决于离子交换剂的选

择性。离子交换剂的选择性可用其反应的平衡常数

等于［如果反应溶液中 ，则 ，即［。若 ，表示离

的结合力大于子交换剂对 ；若 的结

合力相同；若 ，表示离子交换剂对，即［ 值是反映离

值为离子交换剂对 和 的选择系子交换剂对不同离子的结合力或选择性参数，故称

数。

溶液中的离子与交换剂上的离子进行交换，一般来说，电性越强，越易交换。对于阳离子树

脂，在常温常压的稀溶液中，交换量随交换离子的电价增大而增大，如

。如原子价数相同，交换量则随交换离子的原子序数的增加而增大，如

。在稀溶液中，强碱性树脂的各负电性基团的离子结合力次序是：

＜柠檬酸根。弱碱性阴

离子交换树脂对各负电性基团结合力的次序为：

酒石酸根＜柠檬酸根＜

时，能被阳离子交换剂吸附；反之，当

两性离子如蛋白质、核苷酸、氨基酸等与离子交换剂的结合力，主要决定于它们的理化性

质和特定的条件下呈现的离子状态。当

条件下，且 时， 越高，碱性越强，就越容易时，能被阴离子交换剂吸附。若在相同

被阳离子交换剂吸附。

离子交换层析就是利用离子交换剂的荷电基团，吸附溶液中相反电荷的离子或离子化合

物，被吸附的物质随后为带同类型电荷的其他离子所置换而被洗脱。由于各种离子或离子化合

物对交换剂的结合力不同，因而洗脱的速率有快有慢，形成了层析层。

（二）离子交换剂类型及选择

离子交换剂的类型

根据离子交换剂中基质的组成及性质，可将其分成两大类：疏水性离子交换剂和亲水性离
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