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1范围

刑事技术微量物证的理化检验

第9部分：薄层色谱法

GB／T 19267．9—2008

GB／T 19267的本部分规定了薄层色谱的检验方法。

本部分适用于刑事技术领域中微量物证的理化检验，其他领域亦可参照使用。

2规范性引用文件

下列文件中的条款通过GB／T 19267的本部分的引用而成为本部分的条款。凡是注日期的引用文

件，其随后所有的修改单(不包括勘误的内容)或修订版均不适用于本部分，然而，鼓励根据本部分达成

协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本

部分。

GB／T 9008液相色谱法术语柱色谱法和平面色谱法

GB／T 14666分析化学术语

3术语和定义

GB／T 9008、GB／T 14666中确立的以及下列术语和定义适用于本部分。

3．1

薄层色谱法thin layer chromatography(TLC)

将固定相铺在玻璃等载板上形成均匀的薄层，待分析的样品点加到薄层上，然后用合适的溶剂展

开，从而达到分离、鉴定和定量的目的的平面色谱法。

3．2

比移值ratio of flow

R，

原点中心至层析斑点中心的距离与原点中心至溶剂(即展开荆)前沿的距离的比值，也称R。值，用

下式表示：

R，：堕塞!：堂三垦堑壅生!尘竺里塑
原点中心至展开剂前沿的距离

3．3

相对比移值reative Rr value

被分离物质与参比物的比移值之比，或被分离物质与参比物在薄层上的移动距离之比，又称相对

Rf值。

3．4

吸附剂 absorbent

具有吸附活性并用于色谱分离的固体物质。

3．5

展开剂developer

在平面色谱中用作流动相的液体。

】
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3．6

显色剂developing agent

能够与被分析物质发生化学反应生成有色物质，使色谱分离出的无色斑点变为有色斑点的试剂。

3．7

薄层扫描仪thin layer scanner

对薄层层析后的斑点进行定量分析的仪器。根据测定方式不同可分单波长和双波长两种形式。

3．8

平面色谱法planar chromatography

在平面介质上进行组分分离的色谱法，指具有多路柱分离效应的，开放型的色谱法。包括纸色谱

薄层色谱、旋转薄层色谱等。

4定性分析

4．1原理

由于被分析样品中各个组分与固定相(吸附剂)和流动相(展开剂)之间的相互作用力不同，当两相

相互运动时，使各组分在两相之问反复多次地进行吸附一解析吸附的交替过程而达到相互分离。吸

附力较弱的组分具有较高的R r值，而吸附力较强组分的尺r值较低。因此Rf值是定性鉴定有机化合物

的指标之一。

4．2薄层色谱板的制备

薄层板通常有软板和硬板两种。前者是将吸附剂直接均匀地铺在玻璃板上；后者是将吸附剂、黏合

剂和水或溶剂调成糊状后涂布于玻璃板上。空气中晾干，加热活化处理后得到薄层板。硅胶板需在

100℃～120℃下加热1 h～2 h，氧化铝板则需在150℃～200℃温度下活化4 h～5 h。

另外，根据分析物质性质的不同，还有一些特制薄层板，如荧光薄层、混合薄层、酸碱薄层、配位薄

层、梯度薄层等。

4．3点样

将被分析样品用合适溶剂溶解，尽量稀释至0．01％～1％浓度。定性分析时可用内径为0．5 mm

的毛细管吸取样品轻轻点于玻璃板下端1 em处。定量分析需用刻度精确的微量注射器点样。若一次

点样量不足，可在溶剂挥发后，重复滴加。如果一块薄板上同时点几个样品时，样品之间互相间隔应为

1 cm～1．S cm，而且需在同一水平线上。两个边缘的样点距边缘至少1 cm，点样后的斑点直径不超过

3 mm。

4．4展开

4．4．1展开方式

展开的方式有上行、下行、近水平、单向、双向和多次展开，通常用上行法，但软板只能采用近水平展

开(约15℃)。一般展开至薄板的3／4高度，即可取出于空气中干燥。

4．4．2展开剂的选择

通常先用单一溶剂展开，根据被分离物质在薄层上的分离效果，进一步改变展开剂的极性。展开剂

应该使被分离物质各组分间的分离度足够大，Rf值落在0．2～o．8之间，待鉴定物质的Rf值在0．5左

右最佳。对于未知混合物，则要求分离斑点数越多越好。

常用展开剂的极性次序可用溶剂的溶剂强度参数eo来衡量。eo大，溶剂的洗脱能力强，即为强极

性溶剂；反之，洗脱能力弱，为弱极性溶剂。另外常用溶剂根据溶剂极性参数p’的不同，可分成八组。

若某一溶剂作为展开剂，分离效果不好，则选择相同组中的另一种溶剂对样品的分离效果无明显改变，

而选择溶剂强度相同的不同组中的另一种溶剂，则可能改变分离情况。常用溶剂的性质见表1。
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表1常用溶剂的性质

GB／T 19267．9—2008

溶 剂 溶剂强度参数一 溶剂极性参数p’ 选择性组别

异辛烷 O Ol o．1

正已烷 o．ol o．1

甲基叔丁基醚 o．35 2．5 l

差 o．32 2 7 7

乙醚 2．8 1

二氯甲烷 o．42 3．1 5

正丙醇 o．82 4．o 2

四氢呋喃 o．82 4．0 3

乙酯 o．58 4 4 6a

氯仿 0．40 4．1 8

二氧六环 0．56 4．8 6a

丙酮 0．56 5．1 6a

乙醇 0．88 4．3 2

醋酸 大 6．0 4

乙腈 0．65 5．8 6b

甲醇 0．95 5．1 2

水 很大 10．2 8

4．5显色

4．5．1荧光显色

在紫外灯(254 nm或365 nm)下，观察有无暗斑或荧光斑点，有荧光的物质或有紫外吸收的物质可

用此法检出。另外，利用荧光板也可以观测到有紫外吸收物质的各种颜色的暗斑。

4．5．2显色剂显色

显色剂可以分为两大类：一类是检查一般有机化合物的通用显色剂；另一类是根据化合物分类或特

殊官能团设计的专属性显色剂。

最常用的通用显色剂是碘，碘蒸气在浅黄色背景上，很多有机化合物吸附碘，可逆地产生棕色到黄

色斑点，不少化合物的检测灵敏度可达到0．5 pg～1,ug。

具体专属性显色剂的配制参见有关薄层分析的手册。目前，各类化学显色剂的使用均采用喷雾法，

可采用一次或二次喷雾显色。

4．6 R，值的测定

4．6．1测定方法

测量原点中心至组分斑点中心的距离(设为6)和原点中心至溶剂前沿的距离(设为n)，则R，值用

下式计算：

Rf一6／n

4．6．2影响R值重现性的因素

Rf值在薄层板中的重现性应为4-0．02，下列因素影响R r值重现性：

a)吸附剂的性质和质量；

b)吸附剂的活度：空气中的湿度，置于空气中时间的长短等；

c)点样量的多少；
3
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d)展开剂的饱和程度：不饱和层析缸中的Rf值比饱和层析缸中的R，值大；

e)边缘效应：同一样品，点在薄层中部的点比点在薄层两边缘处的R，值小；

f)薄层板的厚度；

g)展开方式：上行与下行展开法的R值可能不同；

h)温度：在用混合溶剂为展开剂时，温度的变化，影响到溶剂的挥发性，使溶剂的组成改变，而影

响R r值。

为了使Rr值的重现性提高，可采用相对R r值。但最为可靠的方法是使用待测化合物的纯品作

对照。

5定量分析

5．1原理

薄层定量方{击可分为二类：一类是直接定量法，即在薄层展开后直接在板上进行定量测定，如目视

比色法和薄层扫描法；另一类是间接定量法，也称洗脱法，即将被测定的化合物自薄层板上洗脱下来，再

选择合适的方法测定。目视比较法首先需配置一系列浓度由低到高的标准品溶液，与同体积的样品一

起分别点在同一薄层上，展开，显色后，目视比较斑点颜色的深浅和面积大小，求出未知物含量的近似

值。该法属于半定量法。

用薄层扫描仪对薄层上被分离的化合物进行直接定量的方法称为薄层扫描法。其工作原理是以一

定波长的可见光或紫外光光束照射展开后的薄层板，测定薄层色谱斑点的吸光度(A)或荧光强度(D随

展开距离(L)的变化，所记录的A-L或I—L曲线称为薄层色谱扫描图，曲线上每一个色谱峰相当于薄层

板上的一个斑点，色谱峰高或峰面积与斑点中组分的量有关。

5．2薄层扫描仪

5．2．1仪器组成

主要由光源、单色器、检测器及数据处理系统四部分组成。

5．2．2定量条件的选择

5．2．2．1扫描方式的选择

常用的扫描方式有下列三种：

a) 直线扫描：用一束光照射在薄层板的一端，然后缓慢地作直线运动移至另一端，适于小且规则

的圆形斑点或条状斑点的定量分析；

b)锯齿扫描：用截面积为正方形的光束照射薄层板，光束的运动轨迹为锯齿形或矩形，适于外形

不规则斑点的定量分析；

c)多通道自动扫描：仪器提供的程序方式，可以完成多通道自动扫描，一次最多可扫描30个通

道，每扫描完一个通道，就可打印出最多10个斑点的色谱峰面积积分值。

5．2．2．2扫描光束一波长的选择

常用扫描光束一波长的选择有以下四种：

a)单光束单波长：适于涂布薄层均匀、显色均匀、背景均匀的斑点测定；

b) 双光束单波长：测得的是消除薄层空白后斑点的吸收值，增加了仪器的稳定性，可得到较平稳

的基线，但不能消除斑点与薄层之间的差别对铡定的影响；

c)单光束双波长：可扣除斑点背景对测定的影响，但所需扫描时间较长；

d)双光束双波长：可消除斑点处薄层的干扰，得到的基线明显改善。

5．3定量方法

5．3．1外标法

将被检样品与选用的已知浓度的标准液进行对比，测定被检液含量的定量方法。具体有以下两种：
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a)外标一点法：用一种已知浓度的标准溶液与被检液对比，测定被检溶液含量的定量方法；

b)外标两点法：用两种浓度的标准溶液(或一种浓度、两种点样量)与被检液对比的定量方法。

5．3．2内标法

选一种纯物质作为内标物，并准确称取其一定的量，加入被检液中，借助内标物的重量，求算被检液

中某组分含量的定量方法。具体有以下两种：

a) 内标一点法：用含有内标物的一种浓度的标准液比对，测定含有内标物的被检液中某种组分含

量的方法；

b) 内标两点法：在被检液和标准溶液中分别加入一定量的内标物，用两种浓度的标准(或一种浓

度、两种点样量)与被检液对比的定量方法。

6常用展开剂系统

6．1墨水分析

常用的展开剂有以下几种：

a)s1异戊醇：吡啶：浓氨水(1：1：1)；

b)s2正丁醇：乙醇：浓氨水：吡啶(4：1：3：2)；

c)s3苯酚：水(4：1)；

d)s4正丙醇：浓氨水：水(3：2：2)；

e)s5异戊醇：丙酮：水：浓氨水(25：25：15：0．02)；

f)S6正丁醇：乙醇：水：冰醋酸(6：2：2：1)；

g)s7正丁醇：丁酮：水：氨水(5：3：1：1)；

h)s8正丁醇：浓氨水：水(4：1：1)；

i)S9丁酮：正丁醇：水：无水乙醇(15：24：20：6)(蓝墨水)；

j)S10异丙醇：正戊醇：水(6：11：3)(红墨水)；

k)s11正丁醇：丙酮：水：浓氨水(5：3：1：1)(黑墨水)；

1)$12正丁醇：乙醇：吡啶：浓氨水(4：1：2：3)(碳素墨水)。

6．2油墨分析

常用的展开剂有以下几种：

a)s1苯：四氢呋喃：冰醋酸(20：2．5：0．5)；

b)S2苯：甲醇(19：1)；

c)s3乙酸乙酯：异丙醇：冰乙酸：水(2：9：1：3)(圆珠笔油墨)；

d)s4乙酸乙酯：异丙醇：水：冰乙酸(10：11：3：1)(圆珠笔油墨)；

e)s5丁酮：异丙醇：氨水(8：30：15)(签字笔油墨)；

f)s6丁酮：正戊醇：水(10：2：9)(签字笔油墨)；

驴s7苯：甲醇(10：0．5)(印泥、印油)；

h)S8环己烷：氯仿：二乙胺(4：1：1)(原子印油)。

6．3爆炸物分析

6．3．1 雷汞、迭氮化铅以及三硝基间苯二酚的分析

常用的展开剂有以下两种：

a)S1丙酮：浓氨水(3：1)；

b)S2丙酮：1％醋酸铵(9：1)。

6．3．2 TNT、特屈儿、太安硬黑索金的分析

常用的展开剂有以下几种：
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a)S1石油醚：丙酮(9：1)；

b)S2石油醚：丙酮(4：1)；

c)S3正己烷：苯(1：1)；

d)S4正己烷：丙酮(7：3)；

e)S5正己烷：丙酮(2：1)；

f)S6苯；石油醚(4：1)。

6．4油脂分析

油脂的展开剂一般选用弱极性的，常用的有以下几种：

a)S1正己烷：乙醚(4：1)；

b)S2苯：乙酸乙酯(9：1)；

c)s3正己烷：乙酸乙酯(4：1)；

d)s4正己烷：甲苯：醋酸(10：10：0．7)；

e)s5庚烷：乙醚(4：1)(动、植物油)；

f)s6庚烷：乙酸乙酯(4：1)(动、植物油)；

g)s7四氯化碳：氯仿(15：1)(动、植物油)；

h)s8乙醇：丙酮：氯仿(7：2：1)(矿物油)；

i)S9乙醇：正己烷(7：3)(矿物油)；

j)$10乙醇：丙酮(7：3)(矿物油)。

6．5纤维上染料的分析

常用的展开剂有以下几种：

a)s1乙酸乙酯：冰乙酸：环己烷(17：20：4)(分散染料)；

b)s2正己烷：乙酸乙酯：丙酮(5：4：1)(分散染料)；

C)S3乙酸乙酯：冰乙酸；水(10：3：2)(酸性染料)；

d)s4正丁醇：乙醇：水：冰乙酸(6：l：2：0．5)(酸性染料)；

e)s5 四氢呋喃：乙醇：冰乙酸(17：10：5)(阳离子染料)；

f)s6丁酮：正丁醇：水(3：3；1)(阳离子染料)；

g)s7乙酸乙酯：甲醇：水(15：5：6)(直接染料)；

h)s8异丙醇：乙酸乙酯：水135：6：12)(直接染料)；

i)s9丙酮：乙酸乙酯：水：冰乙酸(36：6：9：1．5)(活性染料)；

j)SIO异丙醇：乙酸乙酯：水(35：5：12)(活性染料)；

k)s11乙酸丁酯：吡啶：水(17：21：12)(还原染料)；

1)$12氯仿：四氢呋喃：乙酸丁酯：冰乙酸(3：3：4：5)(还原染料)；

m)S13丙酮：乙酸乙酯：水：离子对(15：20：10：0．68)(硫化染料)；

n)$14异丙醇：甲醇：水：氨水(24：18：16：3)(硫化染料)；

o)S15环己烷：乙酸乙酯：丙酮(25：20：6)(冰染染料)；

p)S16环己烷：乙酸乙酯：冰乙酸(17：20：4)(冰染染料)。

7结果表述

7．1 薄层色谱的检验报告应提供检材中至少含有的组分数目、颜色(白光和紫外光下)以及它们的

Rr值。

7．2检材与比对样品同时在三种不同类型的展开剂中(最好为中性、酸性、碱性)进行层析，若斑点的数
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目、颜色和R r值均相同，则可以认为相同。

7．3检材与比对样品同时在三种不同类型的展开剂中(最好为中性、酸性、碱性)进行层析，若主要斑点

的数目、颜色和Rt值相同，次要斑点数目不同，但颜色无明显差异，且大部分Rr值相同，则可认为相近。

7．4检材与比对样品同时在三种不同类型的展开剂中(最好为中性、酸性、碱性)进行层析，若主要斑点

数目不同或主要斑点颜色有明显差异或R r值也有差异，或者次要斑点在颜色上有明显差异，则认为

不同。


