薄层色谱，或称薄层层析(thin—1ayer chromatography)，是以涂布于支持板上的支持物作为固定相，以合适的溶剂为流动相，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50年代发展起来至今，仍被广泛采用。
    (一)基本原理
    薄层层析是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，然后用相应的溶剂进行展开。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，则可以根据这些已知化合物的Rf值（后面介绍Rf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量。
    薄层层析有许多优点：它保持了操作方便、设备简单、显色容易等特点，同时展开速率快，一般仅需15～20分钟；混合物易分离，分辨力一般比以往的纸层析高10～100倍，它既适用于只有0．01μg的样品分离，又能分离大于500mg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。
    1．支持物的性质与适用范围  
    薄层层析的支持剂较常用的是硅胶、氧化铝、硅藻土、纤维素、聚酰胺及DEAE—纤维素。
    (1)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SiO2•xH2O通式表示。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10％～12％的硅胶，含水量小于1％的活性最高，而大于20％时，吸附活性最低。用加热脱水法可使硅胶活化，降低吸附活性的硅胶能显著改善分离性能，增加样品的负载量。
    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(0．1～0．5mol／L)或一定pH值的缓冲溶液代替水制备酸性、碱性或某一pH值的薄层；也可在硅胶中加入氧化铝(碱性)制成薄层；或在展开剂中加入少量的酸或碱进行展层。
    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5％～20％石膏后，称为硅胶G、氧化铝G和硅藻土G。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。
    (2)氧化铝  氧化铝为微碱性吸附剂，适用于亲脂性物质的分离制备，氧化铝具有较高的吸附容量，价格低廉，分离效果好，因此应用也较广泛。
    在使用氧化铝作吸附层析时，要注意选择适当活性及适当酸碱度的产品。氧化铝通常可按制备方法不同而分为碱性、中性和酸性三种。碱性氧化铝可应用于碳氢化合物的分离；中性氧化铝适用于醛、酮、醌、某些苷类及酸碱溶液中不稳定的酯、内酯等化合物的分离；酸性氧化铝适用于天然及合成的酸性色素以及醛、酸的分离。
    (3)聚酰胺  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1966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DNP一氨基酸、PTH一氨基酸、DNS一氨基酸及DABTH一氨基酸时，具有灵敏度高、分辨力强、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，已用于酚类、醌类、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、合成染料；磺胺、抗菌素、环酮、杀虫剂及维生素B等16类化合物的分析。
    (4)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，才能用于薄层层析。
    2．支持剂的颗粒大小
    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Rf值即可保持恒定。无机类支持剂的颗粒以150～200目(直径为0．07～0．1mm)、薄层厚度为0．25～1mm较合适。有机吸附剂如纤维素等的颗粒为70～140目(直径0．1～0．2mm)、薄层厚度为1～2mm最恰当。
    (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6cm×20cm、20cm×20cm及2．5cm×7．5cm。
    1．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：
(1)选用直径约为0．5cm的玻璃管一根，根据薄层的厚度(一般为0．4～1mm)在其两端绕胶布数圈。
    (2)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。
    (3)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。
    2．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：
    (1)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。
    (2)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持剂。更换玻板两旁不同厚度的玻片，即可调节薄层的厚度。
    (3)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，置烘箱中，让温度升到100℃，持续1小时。关闭电源，待温度降至接近室温时，取出薄层板，放入干燥器备用。此一步骤称为活化。
    (四)点样
    点样是将经处理后的样品点加在薄层的特定部位，这是一项需要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。点样的位置，上行展开法一般点样在离薄层下端4～5cm处，下行展开法在离上端6～8cm处。如作双相纸层析分离，点样处应位于距薄层右侧边5cm与距底边5cm直线的交点。
薄层层析点样方法应注意以下几点：
    (1)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。
    (2)点样量不宜太多，否则会降低Rf值，一般为几到几十μg，体积为1～20μg。
    (3)原点直径要控制在2mm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。
    (4)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
    1．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。
    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律：①饱和碳氢化合物不易被吸附；②不饱和碳氢化合物易被吸附，分子中双键愈多，则吸附得愈紧密；③当碳氢化合物被一个功能基取代后，吸附性增大。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，Rf值也愈大。如果用一种溶剂去展开某一成分，当发现它的Rf值太小时，可考虑换用一种极性较大的溶剂，或在原来的溶剂中加入一定量极性较大的溶剂进行层层。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。
    2．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10度～20度角)的上行或下行展开。不论何种展层方式，展层容器必须关闭，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。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。
    薄层层析时为了获得更好的分离效果，可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种溶剂展开。
    (六)显色和定量
    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，或用紫外灯检测被分离的物质斑点，测量和计算各斑点的Rf值。通过薄层层析被分离的各种溶质组分在滤纸上移动的速率通常用Rf表示：
    Rf＝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。
    在薄层、溶剂、温度等各项实验条件恒定的情况下，各物质的Rf值是不变的，它不随溶剂移动距离的改变而变化。Rf与分配系数K的关系：
Rf＝1／(1+αK)，
α是由薄层性质决定的一个常数。由此可见，K值愈大，溶质分配于固定相的趋势愈大，而Rf值愈小；反之，K值愈小，则分配于流动相的趋势愈大，Rf值是定性分析的重要指标。
    在样品所含溶质较多或某些组分在单相薄层层析中的Rf比较接近，不易明显分离时，可采用双相薄层层析法。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，再转向90度，在另一溶剂系统中进行展层，待溶剂到达所要求的距离后，取出薄层，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。
    由于薄层层析在分析定量时需注意以下几点：
    (1)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。
    (2)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。
    (3)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1．5％硅酸锌镉粉，或在薄层上喷雾0．04％荧光素钠、0．5％硫酸奎宁醇溶液或1％磺基水杨酸的丙酮溶液。
    (4)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Rf值，因此在鉴定样品的某一成分时，应用已知标准样作对照。
    (5)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Rf值的另一未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
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，比常规的薄层具有所需样品少、展开速率快、距离短、分辨力高等优点；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(high performance thin—layer　chromatography，HPTLC)，也称现代薄层层析法(modern　TLC)。
    在进行HPTLC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；②亲脂性固定相，一般作反向层析用，多数用液体石蜡、十一烷、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NaHSO2浸渍，可与含有羰基化合物生成加成物而得以分离。
