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高效快速层析法一
一T L C M e sh柱层析

李 玉 林

(福州大学地质系

T L C M e s五柱层析是根据高效液相 色谱的基本原理研制出来的一种新型柱层析方法
.

与普通柱层析相

比
,

它具有 分离速度快
、

分离效果显著
、

设备简单
、

操作方便等优点
.

可供普通实验室配备使用
.

本 文 详

细介绍了 T L C M e sh柱层析 的实验装置
、

填充剂
、

洗脱液和装柱
、

进样方法等
.

在对原油
、

煤和沉积物 (岩 ) 抽提物的分析中
,

我们经常遇到一些尚未确认的
、

新

的有机化合物
。

对于这类化合物的地球化学信息和生物信息研究来说
,

高效快速的分离

实验技术是十分必要的
。

传统上
,

高纯度制备性分离工作都是在很长的普通层析柱上进

行
。

这种普通柱层析方法不仅费时很大
,

样品回收率低
,

而且由于拖尾的影响
,

实验重

复性很差
。

近年来国内外所使用的低压柱层析
,

虽大大缩短了实验时间
,

但分离效果并

没有明显改善
。

另外制备性薄层层析有时亦可获得令人满意的分离效果
,

但同样存在效

率低
,

样品量少等缺点
。

70 年代以后
,

高效液相色谱有了很大 的发展
,

它与普通柱层析

的主要区别在于使用了粒度更细的填充剂
,

从而使它的分离效能及检测的灵敏度大大提

高
。

同时
,

由于使用了加压技术
,

使分离效率比普通柱层析提高几百倍
。

但是
,

高效液

相色谱需要专门的仪器设备
,

且价格 昂贵
,

只有少数实验室有条件配置
。

国内目前主要

用于少量样品的定性分析或作族组份分离
,

要进行常量的制备性分离和普及应用尚有 困

难
。

为此
,

我们根据高效液相色谱的基本原理 〔‘〕〔2 〕
,

经过多次反复实践
,

成功地 研

制 出T L c M e
sh 柱层析系统

。

二年多来的实践证明它是一种高效快速的有机分离实验 技

术
,

可以与制备性薄层层析相媲美
。

我们已经将薄层板上△R f> 0
.

05 一。
.

10 的不同皂 贰

组份有效地分离开来
,

获得制备性纯样
。

并且该方法设备简单便宜
,

进样 范 围 大
,

从

0
.

5一 10 克均已获得满意的结果
。

一次实验一般只需 3一 5个小时即可完成
。

所 以
, T L C

Mes h柱层析有较大的普及实用价值
。

一
、

实验装置

T L c M es h柱层析的实验装置主要 由氮气钢瓶
、

缓冲瓶
、

储液瓶
、

层析柱等四部 分

组成 ( 图1 )
。

氮气钢瓶提供层析系统压力
,

也可用空气压缩泵代替
;
缓冲瓶上装 有 一

支带磨口玻璃活塞 的排气管
,

以调节系统压力
,

使其保持平稳
; 层析柱长度与内径之比

要大于1 2 ;
储液瓶可 以与层析柱直接相连

,

也可以分离开来
,

中间由导管与层 析 柱 相

连
,

这时储液瓶可用平底不锈钢瓶
。

实验时
,

按图1所示
,

安装好实验装置
,

然后 开 启
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氮气钢瓶上的活塞
,

通过压力表上的压力

调节阀调整压力大小
,

使洗脱液的流速控

制在实验所需的范围之内
。

二
、

填充剂和洗脱液

图1 T L C M e s h柱层析实验装置图
1 。

氮气钢瓶
5

。

三通活塞
9 。

脱脂棉

2
。

压力阀 3 .

缓冲瓶 4 。

磨 口玻璃活塞
6

.

磨口接头 了。

储液瓶 8
.

层析柱

10
.

馏分收集器

1
.

填充剂

填充剂是决定柱效的主要因素
。

从理

论上讲
,

填充剂 的颗粒越细和粒度范围越

小
,

柱效就越高
。

T LC Mes h柱层析一 般

都采用薄层层析粒级硅胶作填充剂
, T L C

Mes h 柱层析也由此而得名
。

只有在个 别

情况下才使用氧化铝
、

活性碳和氧化镁等

作填充剂
。

( 1 ) 填充剂粒级选择
,

必须根据样品分离纯化的难易程度及组份的复杂性选 用 适

当的粒级范围
,

必要时可进一步过筛
。

例如
,

在对 中药 白头翁皂式 ( 街体皂武和三菇皂

戒 ) 进行分离纯化时
,

我们发现普通层析硅胶 ( 1 00 一2 00 目 ) 柱效很低
,

分离效果差
。

经试验以30 。一 4 00 目薄层层析硅胶分离效果最佳
,

用小于5 00 目时
,

柱效并没有明 显 提

高
,

反而给装柱带来困难
。

总之
,

实验之前要注意选择填充剂的粒度范围
,

并不是说越

细越好
。

( 2 ) 填充剂的活性一般不宜太高
,

例如街烷皂贰的分离
,

填充剂的活化级别 以 亚

一 皿级比较适宜
。

据认为 〔“〕填充剂的含水量在液固相层析 中往往起很重要的作用
,

填充

剂活性太低
、

含水量太大对水溶性样品有潮解作用
。

因此
,

适 当控制填充剂的活性级别

非常必要
,

活性太强时可加入适量的水
,

使其活性降低
; 反之

,

放在烘箱 内烘烤
,

以提

高填充剂活性
。

填充剂
一

与进样量的比例也是影响柱层析效果的重要 因素
,

一般以 1 :

30 0一 1 :

50 。为

宜
。

对于难分离的样品
,

可适当增加填充剂与样品量 的比例
。

但一般不能超过 1
, 1 0 0。

,

否则将影响样品的回收率
。

2
。

洗脱液

T L C Mes h柱层析所用的洗脱液
,

一般采用薄层层析法的系列溶剂
。

即用不 同的溶

剂系列对分离的样品作薄层层析
,

从中选择分离效果最佳的溶剂系列作为T L C M e
sh 柱

层析的洗脱液
。

另外
,

洗脱液的流速对分离效果影响很大
,

实验时必须适当控制好洗 脱

液的流速
。

在大多数情况下
,

洗脱液的流速控制在 3一s m l/ m in 比较适宜
。

但是
,

层 析

柱内径较大时
,

洗脱液流速也要适 当增大
。

表 1列出了洗脱液的配量与柱的大小和 进 样

量之间的比例关系
,

供大家参考
。
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表 l (m l) 洗 脱 液 与 柱 径
、

进 样 量 关 系 表

。 : + 二 、, * , ⋯、
。; 、 。 。 1 进 样 量 ( m g ) { , 。 、 阵 二

厅 ;

罗
’
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,
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—
二

—
-
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- -

一
- - - -
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.

二Bi全i生一

卜竺塑竺
一
卜

~ 一

i巴丫一
-

一性
一⋯一竺一卜

一
一
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—⋯一
二生一

一

-
-

⋯一一二一
~

一一竺一⋯一型 一
卜一

一

互竺

—}一
竺兰

-

一1一生一-

一竺一⋯
哩 ⋯一缨一斗一

一一一

二竺一一⋯-
.

-

竺兰一 -

一 兰生 一
一

⋯一二竺一⋯一缨
-

—{一 2旦里9 一
~

卜
一竺旦一一

5 0 1
’0 0 0 { 4 0 0 0 1

2 0 0 0
}

5 0

表中数据是我们已结使用 的数值
,

而不是极限值
.

四
、

装柱和进样

T L C Mes h 柱层析的实验包括装柱
、

进样
、

洗脱和馏分收集四个步骤
。

其中
,

装 柱

和进样最为关键
。

一般装柱均匀
,

进样较好
,

层析时溶剂前沿和色带整齐
,

分离效果就

好
。

1
。

装柱

由于T L C M e sh 柱层析的填充剂粒度很小
,

一般都小于40 微米
,

所 以以干法装柱 为

宜
。

干法装柱有许多种方法
,

据 K irk la n d对六种不 同的干法装柱效果对比
,

认 为 改 良

顿击法装柱效果最好
。

我们实验室即采用此法装柱
:

用玻璃棒将一小团脱脂棉或多孔炼结玻璃放入柱底
,

压紧展平后将层析柱垂直地安

装在铁架上 (保持上下可 自由活动 )
,

插入一个大小适中的玻璃漏斗
,

再用一张表面光

滑的硬纸制成大小与三角漏斗相似的形状
,

并在下面开一个小 口
,

垫入玻璃漏斗 中
。

将

已称好的适量填充剂倒入
,

上面用一张洁净的纸封闭
,

最后
,

轻轻地垂直顿击
,

使充填

剂均匀地落入柱内
,

同时用套有橡皮管的玻璃棒轻轻 敲打柱内已充填的部位
。

当填充剂

全部装入柱内时
,

继续轻轻地顿击并敲打柱的外壁
,

直到填充剂表面平整
,

不再抖动为

止
。

最后通入洗脱液驱除柱内填充剂中的气泡
。

2
.

进样

T L C M e sh 柱层析进样有两种方法
,

直接进样和拌样法进样
,

现分别介绍如下
:

< 1 >’直接进样法
:

将待分离样品溶于少量溶剂中 ( 溶剂量为样品量的 3一 5 倍 )
,

待填充剂内气泡完全消失
,

洗 脱液与填充剂处在同一平面时
,

用滴管将溶解好的样品沿

柱壁仔细地加入到柱内
。

待样品全部进入填充剂 内时
,

再用滴管沿柱壁仔细加入少量的

洗脱液
,

当柱内洗脱液液面有一定高度 ( 约3c m ) 后
,

立即装上储液瓶并往瓶内加入 足

够量的洗脱液
。

然后开启压力调节阀
,

将洗脱液的流速控制在实验所需要的流速范围即

可
。

( 2 ) 拌样法进样
:

将待分离的样品溶于少量易溶低沸点的溶剂 中
,

并用滴管 加 到

相 当样品4一 5倍的填充剂上
,

拌匀后室温凉干
。

然后加入到柱内并轻轻地垂直顿击
,

直

到样品表面平整和不再抖动
,

在样品之上再复盖一层 1一Zc m 厚的纯净填充剂或 处 理 后
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的干净细砂
,

轻轻敲顿使其表面平整
。

沿柱壁仔细加入洗脱液
,

当柱内液面达到一定高

度后立即装上储液瓶
。

此后的过程同上
。

拌样法进样的优点是操作简便
,

节省时间和溶剂
。

但是
,

很容易将气泡带入填充剂

内
,

影响分离效果
。

对于装柱技术尚不熟练的初学者
,

最好采用直接进样法较为稳妥
。

据我们上百次实验
,

一般情况下
,

只要操作正确
、

填充剂和进样量 比例适宜
,

薄层

板上△R f> 0
.

1的组份
,

我们都能成功地分离而获得制备性纯样品
。

在许多情况下
,
△R f

、 0
.

05 的组分也能够被有效地分离出来
。

总之
, T L c M e

sh 柱层析提供了高效
、

快速
、

简便
、

便宜 的制备性色谱分离技术
。

在没有昂贵的高效液相色谱情况下
,

也可 以获得与制备性薄层层析相媲美的分离效果
。

由于层析柱上的色带 比制备性薄层层析整齐而集中
,

实际的分脱效果往往比制备性薄层

层析更好
。

但必须强调指 出表1 中的各种比例关系以及填充剂的粒度
、

洗脱液的流速等选

择
,

是T LC M e
sh 柱层析实验成功的关键

。
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