
 六、薄層層析  29

 

 

六、薄層層析 
 

 
 
 
 
 
 
 

圖 6-1  薄層層析片展開 

 

一、原理： 

層析法（chromatography）是利用化合物在靜相與流動相之間的分配差異

以分離混合物的方法。層析法依據靜相與流動相之不同，分為管柱層析

（column chromatography）、薄層層析（thin layer chromatography，TLC）、

氣液層析（gas liquid chromatography，GC）等。薄層層析是吸附性色層

分析的一種，將吸附劑如矽膠或礬土均勻塗佈在鋁片、膠片或玻璃板上形成

薄層，作為層析靜相（stationary phase），再將混合物試樣點附在此薄層靜

相上，以液體展開劑作為流動相（mobile phase），透過毛細作用由下往上

移動。由於不同的化合物與靜相之吸附力，和流動相間溶解度的差異，當展

開劑上升、流經所吸附的試樣點時，吸附力弱的物質移動快，吸附力強的移

動慢。由於各種物質移動的速率不同，使混合物最後在靜相薄層上分開，達

到分離目的。一個化合物在層析片上上升的高度與展開劑上升高度的比值，

是化合物在該分析條件下的特性參數，稱為 Rf值。利用 Rf值，可以判斷兩

化合物是否為相同的化合物。除了可用來判斷兩化合物是否為相同，或是不

同，也可用於決定混合物中至少含有多少種成分物、作為管柱層析沖提劑選

擇的參考，或用來檢視分離純化方法的離析成效，還可以追蹤化學反應的進

行程度。 
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二、器材： 

實驗器材包含：薄層層析片、鑷子、毛細管、展開槽、展開劑、試樣溶液、

紫外光燈。 

（一）薄層層析片 

薄層層析片一般以矽膠（silica gel）、鋁礬土（alumina）或其它物質作

為靜相吸附劑，此靜相吸附劑與膠結劑，例如常用的硫酸鈣，在水中混

合成稀泥狀後，均勻的塗佈在乾淨的玻璃片、鋁片或膠片上，待乾燥後

就形成了靜相的薄層。目前市面上有多種薄層層析片販售，本實驗所使

用的層析片，是在所塗佈的矽膠靜相吸附劑中添加螢光劑，在波長 254 

nm 的紫外光照射下，整個薄層片會發出綠色螢光，在有會吸收紫外光

的試樣點的位置，則呈現暗點，因此可以很容易地快速檢測分離的結果。 

（二）毛細管 

待分離的試樣溶液須使用內徑小於 1 mm 的毛細管點在層析片上，因此

在正式實驗之前，首先需製作毛細管。使用測定熔點的毛細管，置於酒

精燈火焰的外焰溫度較高處加熱，並同時均勻旋轉至毛細管軟化，然後

離開火源，迅速往水平方向輕拉，就可以拉出細長的毛細管。使用磨砂

紙輕劃毛細管，從中折斷，得到兩支細的毛細管。薄層層析所用的毛細

管亦可直接購得。 

（三）展開劑 

薄層層析常用具揮發性的溶劑作為展開劑，例如低極性的正己烷

（hexane），或是高極性的乙酸乙酯（ethyl acetate）。高極性溶劑與矽

膠靜相的親和力較高，較易取代吸附於靜相上的化合物而帶動化合物上

升。適當的挑選展開劑的極性，可以調整化合物在層析片上爬升的位

置；因此，常用正己烷及乙酸乙酯調配成各種不同極性的展開劑，以獲

得最佳的分離效果。 

 

三、實驗操作： 

（一）點樣 
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1. 畫起始線 

先用鉛筆在層析片上距底端約 0.5 公分處輕輕畫一橫線作為起始線，再

畫一短線垂直於起始線，作為試樣的起始點。可在起始線上點 2 到 3

個試樣，一起併排展開，但是相鄰的試樣點及距離層析片左右邊界均應

至少保持約 0.3 公分距離，以避免展開時因擴散現象而導致樣品重疊。 

2. 觸點試樣 

使用毛細管插入試樣溶液中以吸取試樣溶液，而後在層析片上起始點處

以垂直的角度快速、輕巧地點觸之後，移開毛細管，讓溶劑揮發。試樣

點的直徑不可超過 0.2 公分，試樣點越小，分離效果越好。當試樣點過

大時，Rf 值相近的點常因擴散現象而重疊不易區分，導致分離的效果

變差。用過的毛細管，以紙巾將管內的溶液吸引出，再用乾淨的溶劑潤

洗 2-3 次，就可以重覆使用，繼續在層析片上點下一個試樣。 

3. 重覆點樣或稀釋試樣 

樣品濃度要適當，如果濃度太稀，則不易觀察分析的結果，因此，等到

試樣點的溶劑揮發之後，可在同一位置重覆點樣數次，以提高濃度。樣

品濃度也不可太高，因為過多的樣品會造成靜相的負荷，產生拖尾現

象，影響分離效果，可加入適量溶劑稀釋濃度。 

（二）展開 

1. 準備展開槽 

試樣要在密閉且充滿飽和蒸氣的展開槽中進行展開。可以使用小燒杯蓋

上鋁箔紙作為展開槽，在展開槽側壁放一張剪裁過的長形濾紙，加入高

度約為 0.2 公分的展開劑，讓濾紙的下端浸泡在展開劑中，並使濾紙潤

濕，這樣可使槽內的蒸氣很快地達到氣液平衡，加速展開劑的上升。 

2. 放置層析片 

確定層析片上試樣點的溶劑已經揮發後，使用鑷子夾住層析片，將層析

片畫有起始線的一端向下放入展開槽中心位置，並使層析片頂端依靠在

槽壁，斜立於槽中，兩邊不要碰觸到器壁或濾紙，以免產生邊際效應使

試樣展開歪斜影響展開結果。注意試樣點必須高於展開劑的水平線約

0.3 公分，以避免試樣點溶入下方的展開劑中。 
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3. 展開 

迅速蓋上蓋子，保持氣密，讓展開劑以毛細作用向上爬升。當展開劑上

升到接近層析片的頂端適當距離時取出層析片，並立即以鉛筆標出展開

劑的前沿位置，待展開劑揮發後，以顯像法觀察試樣點的位置。 

（三）顯像 

1. 直接觀察 

試樣展開後，若樣品本身帶有顏色，可以直接觀察試樣點的位置。本實

驗所使用之層析片是混有螢光劑的矽膠，在波長 254 nm 紫外光照射

下，具有化合物的位置會呈現一暗點。 

2. 碘呈色法 

將欲呈色之層析片置入一內含有碘與矽膠的廣口瓶中，蓋上瓶蓋，搖動

數秒使含碘的矽膠與層析片的靜相直接接觸，由於部分有機物能與碘形

成錯合物而可呈色。取出的薄層層析片由於碘的昇華，色點會慢慢消

失，故取出後，應立即用鉛筆做下記號。 

3. 其他呈色法 

層析片也可浸泡於磷鉬酸乙醇溶液中，一秒鐘後迅速取出，置於加熱板

上加熱而呈色。 

（四）標示與記錄 

用鉛筆標示各試樣點的中心位置，計算及登錄各點的 Rf 值，同時登錄

所使用的展開劑。 

（五）實驗結束後處理 

實驗結束後，將廢液及固體廢棄物，置於指定的回收桶中。所用器具清

洗整理乾淨，完成實驗。 

（六）實驗注意事項 

1. 使用內徑小於 1 毫米的毛細管點樣。 

2. 裁剪後的層析片應適當儲存及保持乾淨以避免污染。 

3. 用鑷子拿取層析片邊緣，不可碰觸矽膠部分以避免污染。 

4. 用鉛筆畫記或點樣時，切勿用力，造成薄層靜相刮傷。 
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5. 試樣濃度不可太高，以致產生拖尾現象。 

6. 試樣的濃度不可太稀，以免影響觀察。 

7. 試樣點越小越好，以避免試樣重疊不易分離。 

8. 試樣點的溶劑揮發之後，才能放入展開槽中進行展開。 

9. 展開槽須保持氣密並且達到氣液平衡。 

10. 使用鑷子夾放層析片，層析片之兩邊不可碰觸到器壁以避免邊際效應，

致試樣展開歪斜。 

11. 試樣點必須高於展開劑，以避免試樣點溶入展開劑中。 

12. 使用紫外燈觀察時要注意，紫外光源不可直接照射到眼睛或手部皮膚以

免造成傷害。 
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