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A n D e n g k u i

提 要

高效薄层层析 ( H P T L C ) 是由薄层层析 ( T L C ) 进一步发展而来的
,

是 T L C

的第二代产物
。

本文仅就此法近二
、

三年的发展途径 ( H P T L C予制薄板与程序控

制 多次展开方 式
“ PM D ” 结合 ) 予以 简介

。

着重介绍 H P T L C 与一般 T L C 予制

薄板的效能比较以 及 PM D 的原理
、

效能与装置
,

并兼提信息量在评价层 析 系统

上 的应 用
。

薄层层析 ( T L C ) 与其他层析方法一样也在向着 自动化
、

标准化
、

高效化以及计算化等

方向发展
。

本文仅对其高效化予以扼要简介
,

并 兼提一下信息量在评价层析系统上的初步应用
。

一
、

高效薄层层析 c ’ 〕 c Z 〕 C 3 〕 〔 4 〕

高效薄层层析 ( H ig h eP fr or m a
cn

o

?lrJ
J

C ,
H P 1r’J

」

C ) 是在七十年代中期由 一般 T L C

发 展形成的
。

填料的革新已使经典液谱向高效液谱方向发展
; 同样

,

吸附剂的革新也使一 般 T L C 向

着 H P T L C 发展
。

所谓
“
高效

”
是指层析柱或层析板的分离效能

,
`

如用理论塔板数 ( N ) 表示
,

应在 5
,

00 。

左右
,

甚至 5 ,

000 以上
。

例如
,

由硅胶 60 制作的 H P 1r’J 刀 予制薄板
,

其分离效能
,

即塔板高

度 ( H ) 可达 12 林 m ( 硅胶 60 是因其微孔大小仅为 60 A
,

故以硅胶 60 称之 )
。

H P 17r 刀 予制薄板是怎样设计出来的呢 ?

近几年来
,

由于对吸附剂粒度大小与薄层厚度之间
、

薄层层析展开距离与理论塔板高度

之间的关系有了进一步认识与理解
,

促进 了 H P T J刀 予制薄板的诞生
。

1 9 7 7年
,

H al p品 p 与 R i p p h a h n 为此进行 了比较广泛的研究
。

他们利用三种不同颜色

的染料为试验对象
,

在所用硅胶
、

粘合剂
、

添加的指示剂
、

薄板铺制方法
、

展开溶剂
、

展开

容器
、

容器饱和程度
、

温度以及点样方式与工具完全相同的条件下
,

比较系统地考察了不同
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粒度的吸附剂
、

不同薄层厚度的薄板
、

不同展开距离
、

不同点样量与分离效能之间的关系
。

展开后均用薄层扫描仪测量
,

并用电子计算机处理所得的 3 2 4 0个数据
,

计算获得其分离效能

理论塔板高度 ( H ) 数值
。

据此
,

得出以下三点结论
:

1
.

如欲获得最佳分离效能
,

即塔板高度 ( H ) 数值小
,

应该根据吸附粒度的大 小
,

选

择不同的展开距离
。

粒度较小时
,

则展开距离宜小 , 粒度较大时
,

则展开距离可长些
。

2
.

理论塔板高度 ( H ) 受点样量的影响特别大
,

点样量越小
,

分离效能越 高
,

也就是

板高 ( H ) 数值越小
,

越有利于分离
。

3
.

薄层厚度并不是越薄越好
,

薄层过薄反而会使分离效能变差
。

H P T L C 予制薄板就是根据上述实验结果
,

用硅胶 60 为吸附剂
,

如 同一般 T L C 予制板

一样
,

控制制作条件而成的
。

由 H P T L C 予制板与一 } }

般 T L C予制板的比较 ( 参见

图 1 ) 可见
:

一般 T L C的板高 ( H ) 为

3 0 户 m
,

而 H P T L C 的板高

( H ) 仅为 12 和 m
。

这样
,

后

者比前者在分离效能上提高 了

石O%
,

一般 T L C需展开 1 0e m

时所达到的最佳分离效能
,

而

H P T J刀 只需展开 3 一 7 e
m 即

可达到
。

H P T L c 采用可见
、

紫外

光进行检测时的检出范围可达

i 0 0 p g一 i 0 0 n g ;
如能 产 生萤

, oo 十
, 拔下t e 于刹绪板

2. 卜 H户 T一e 予刹落阪

o8

详板高度

勿峨 )如

。浑口才刀多

口勺J 祥多
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二
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图 1 H P T L C预制薄板与一般 T L C预制薄板的效能比较

光
,

检出限度可低至 10 p g
。

精密度较高
。

根据浓度
,

标准偏差为 1 ~ 10 %
。

薄层层析的主要缺点之一就是薄板的活度较柱层 析 更 难 于 控 制 使 之 稳 定
。

为了使

H P T L C 予制薄板保持一定活度
,

可 以采取事先浸渍适当试剂的 办 法
。

这 样 做
,

既 可使

只P T L C薄板活度稳定
,

同时又可使 H P T J刀 具有更广泛的适应性
。

薄板浸渍的方法十分简单
。

取欲浸溃的试剂适量
,

一般多为不挥发性物质
,

溶于易挥发

溶剂中做成溶液
,

将 H P T L C 予制薄板垂直地或水平地浸入该溶液中
,

然后取出
,

沥 干
,

挥去可挥发性组份
,

即可
。

经过这样处理的薄板
,

在多数情况下
,

不再受周围湿度的影响
。

常用的浸渍试剂既有亲水性试剂
,

如
:

甲酞胺
、

二 甲基甲酸胺
、

二 甲亚枫
、

乙二醇
、

不

同分子量的聚乙二醇
、

乙苯氧基 乙醇以及各种缓冲液等
,

也有亲脂性试剂
,

如
:

液体石蜡
、

十一烷
、

十四烷
、

矿物油
、

硅油或油酸 乙醋等 ( 组成反相层析系统 )
。

此外
,

也有利用浸溃

试剂形成络合物或加成物的
。

例如
:

用硝酸银浸渍
,

其 Ag
+

可与双键的 二 电子结合 ; 用硼

酸
、

硼砂
、

亚砷酸钠浸渍
,

可利用形成络合物的机理用于邻二经基异构体的分离多 用亚硫酸

氢钠浸渍
,

则可与含毅基的化合物形成加成物 , 经三硝基苯或苦味酸浸渍的可利用络合反应

以分离多环化合物
。

除了利用各种不同的单一试剂进行浸渍以外
,

也可在同一 H P T L C 予制薄板上用两种不
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同的试剂浸渍
,

以适用于双向展开
。

现 以两种阿片生物碱 ( 婴粟碱与那可汀

板与未经浸渍的分离效能 ( 参见图 亚 )
。

1 9 7 8年
,

G u i oo ho n 等人 c Z ”进一步研

究认为一般 T L C 与 H P T L C 的实验过程的

主要不同在于
:

一般 T L C的展 开 过 程 是

由传质阻力控制着斑点的延伸
,

因而斑点

易于拉长
;
而 H P T L O 的展开过程是由分

子扩散决定着斑点的直径
,

因此 H P T L C

的斑点比较园整
。

除非供试物质的扩散系

数差异很大
,

一般
,

所有斑点的大小 比较

接近
。

同时还指出
:

H P T L C 所用吸附剂粒

度的大小
,

并不一定 越 细 越 好
。

实践证

) 的分离为 例
,

比较一下浸渍 H P T L C 予 制薄
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图 I 婴粟碱 ( A ) 与那可汀 ( B )的分离
I

、

未浸渍薄板 , 展开剂为石油醚 一 氯仿
( 2 : 8 ) + 氨气

I
、

用 5 %液体石蜡的石油醚溶液浸渍 ;

展开剂为甲醇
一
水 ( 6 :

4)
兀

、

用 2 0% 乙二醇的甲醇液浸渍
;

展开剂为石油醚
一甲醇 ( 9 : 1)

明
:

10 ~ 2 0 林 m粒度可以获得更好的效能
,

而且展开速度较快
,

价格便宜
,

只是斑点稍大犷

但却易于点样和检测
。

H P T L C 对吸附剂的关键要求在于
:

粒度范围越窄越好
。

H P T L C 要求点样量要少
,

原点或原始区带要尽量集 中
。

为此
,

一般多在 种 1 以下
,

即

以 n l 体积点样
。

如点样量过多
,

则易造成超载而影响分离效果
。

利用国产的0
.

1 种 l 的微量

注射器进行 ln 体积的点样是完全可 以的
。

为了使原点集 中
,

K ia se r
等人采用了环 炉 加热

法是值得参考的〔 3 〕 。
、

目前
,

H P T L C 正沿着两个途径发展
:

其一是采用预制出售的 H P T L C 薄板
,

其二是

采用程序控制多次展开方式 ( P or gr 岛m m ed M ul 桩 lP
o D ve el o pm e

nt
; P M D )

。

两者结 合采

用
,

其 总分离度可与高效液谱 ( H P L C ) 媲美
。

二
、

程序控制多次展开 ( PM D )

P M D 原理依据是展开溶剂前沿通过薄层上的斑点时所发生的斑点再浓集 现象 ( S OP “

r ec o cn
e
nt ar 桩on )

。

粗略地说
:

斑点再浓集的过程就是斑点的
“ 下沿 ” 去赶

“
上沿

”
的过程

( 参见图 l )
。

l
_

心派多

下

旦
~

’ 粤 (〕

图 l 斑点再浓集示意图
A 示展开溶剂的前沿恰好展至斑点的下沿

B 示展开溶剂展至斑点的上沿时
,

斑点的下沿移行了原斑点高度的R f倍
C 示浓集为原斑点高度的 ( 1一 R f ) 倍的斑点继续移行

在一般 T L C 中斑点的再浓集现象一般只发生一次
,

因而这种现象往往易被忽略
,

甚至



I 3I

还会怀疑这种现象是否存在
。

采用 同样展开溶剂
、

同一展开方向
、

同样展开距离的单向多次展开 ( u in id m叨
s ion al

M u l t i p z。 n e v e lo pm e n 。; U M D ) 的 T L C 中
,

斑点的再浓集现象即可反复发生
。

经单向多

次展开 n 次后
,

斑点即浓集为原斑点高度的

( 1 一 rR )n 倍
。

单向多次展开的分离效能开始

是上升的
,

但是
,

达到一个最大值后
,

即随着

展开次数 ( n) 的加多而开始下降 (参见图 F )
。

为了保证分离效能
,

展开次数就受到限制
。

PM D 也是采用同样展开溶剂
、

同一展开

方向
,

但展开距离逐 次加大
。

每次展开之间
,

薄层板始终与展开溶剂接触
,

利用控制蒸发的

方法 ( 加热或通气流 ) 使经过展层的薄层板上

的溶剂挥干
,

随即开始下一次的 展 开
。

PM D

的突出特点是能使斑点相互分离的同时
,

完成

多次展开而分离效能不致降低 (参见图 V )
,

并

确保斑点集中
。

当然
,

斑点的再浓集并不是无

8甲̀二认改氏坎

l冬七l

— 力
~

图 W u M D展开次数与斑点高度
、

分离

情况的关系

限制地浓集下去
,

经过一定 次数的展开后
,

斑点的再浓集与斑点的扩散达到动态平衡时
,

即

处于稳定状态
。

一般
,

斑点的高度可以浓集至 1一 Zm m
,

但与样品载量及薄板质量 密 切 有 关
。

为此
,

H P T L C 是采用 P M D 与 H P T L C予制薄板的

结合
。

孙 I D “
吹气展开装置

”
如图班所示

。

图 V P M D 展开次数与斑点高度
、

分离情况的关系

也可将夹心式展开装置稍加改进
,

采用加热或不加热

空气流吹风
,

使薄层板挥干
。

为了进一步说明问题
,

有必要介绍一下 1 9 7 7年 n 月在

荷兰阿姆斯特丹举行的关于层析法进展第十二届国际专题

讨论会的情况 〔 3 〕 。

会上
、

除对 H P T I刀 方法本身进行了

讨论以外
,

还提 出了若干篇论文 涉及到纤克量 ( 1 0一 9克 )

l尽
勺|

绮竣板

图班 P M D用吹气展开

装置示意图

药物的分析
。

例如
,

人从血清中分离出治疗精神病的药物
,

并用紫外进行定量测定
; F ab er 利用

通过萤光检测了洋地黄毒贰等药物
, R i七七er 利用 T L C扫描仪测定了血浆及尿中

F i n i m o r e
等

P M D 技术
,

m u OZ l i m i n e
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的含量 ( 先与 4一二 甲氨基桂皮醛作用后
,

再测定 ) ; K er u iz g 则以高度自动化仪器
,

利用

丑尸 r L C 分析了短杆菌肤及抗菌素发酵液中的其他组分
。

通过这些报告和讨论
,

H P T L C 的

优点在很多人脑子里是清楚了
,

但也有不同的意见
。

尽管如此
,

会上一致认为
:

H P T L O 的

发展是值得欢迎的
。

与一般 T L C相比
、

H P T L C的速度更快
,

灵敏度更高
,

成效更大
。

三
、

信息量在评价层析系统上的应用 〔 6 〕〔 7 〕

通常对一种层析系统的评价往往称之为
“ 良好

” 、

,’i 良好 ”
或

“
较差

”
等等

,

缺乏确切

的数值指标
。

最近
,

D e
lC

e cr q 利用信息量 ( I n fo r
m时i o n C o nt

e n t , I ) 的计算客观 地 评

价多种系统
,

如与数值分类法 ( N u m e r i o a l 肠
x o n o m i o T的 h n i q u e

) 结合
,

也可进行 几 个

系统最佳化结合应用的选取
。

根据 S h a n n o n 方程
:

I
一 觉 业

,go
, (

兰
)

k . 1 n n

式中
: n 为供试药物的数 目

m 为将 fR 值 ( 0
.

00 ~ 0
.

99 ) 分成为 m个组 ;

7 k 为第 k 组 中供试药物出现的个数
。

当利用某一系统对几个药物进行薄层层析
,

测得其各个药物的 R f 值后
,

即 可 获 得上

述数据
,

代入 s ha n on n 方程进行计算
,

求得其 I 值
。

系统不同
,

供试药物的层析行为不同
,

也就是 fR 值不同
,

以之计算的 I 值也就不同
。

I 值越大
,

说明该系统对供试药物的分离越好
。

也就是说
,

供试药物在m个组中分布均

匀
。

_ _
_ _ 、 , ,

_ _
,

_
,

_ _
.

_

7 k
、 _、

_ _
_

如果 n 个药物郡集中在一个组甲
,

即都集甲狂弟 狡 组甲
,

那么 7 k = n ,

— 就等士 l ,

其对数值为 0
,

则 I 值为 0
。

说明该系统最不好
,

未能将供试药物分开
,

都集中在一个组中

了
。

由上可见
,

信息量是描绘与评价层析系统的一种数学 尺度
。
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