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摘要 目的:为甘草的胶束薄层色谱指纹图谱寻找最优胶束流动相。方法:首先采用单因子法，寻找影响甘草胶束薄层色谱
的影响因素，在此基础上，采用控制加权可变步长单纯形优化法进行甘草胶束薄层色谱指纹图谱的流动相优化。结果:对甘
草的胶束薄层色谱分离条件( 表面活性剂的种类和含量、醇和酸改性剂的影响等) 进行了实验，表明纯胶束薄层色谱的柱效较
低，加入醇和酸类改性剂后柱效有明显提高。通过对改性胶束的进一步优化( 控制加权可变步长单纯形优化法) ，得到优化的
甘草改性胶束展开剂组成为: 0. 23 mol·L －1的 SDS + 16% ( v /v) 正丁醇 + 11% ( v /v) 甲酸。本研究对胶束薄层色谱的一些分离
机理亦进行了探讨。结论:胶束薄层色谱的表面活性剂和各添加剂间存在交互作用，需采用合适的优化方法，才能达到分离
中药材复杂活性成分群的目的。
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Abstract Objective: To seek the best mobile phase of micellar thin － layer chromatography ( MTLC) of licorice
fingerprint．Method: Single impact factor of mobile phase in licorice MTLC fingerprint was tested individually and
controlled weighted centroid simplex method was used finally to optimize the mobile phase of licorice MTLC finger-
print． Results: The selectivity of micellar TLC was studied for the separation of active components in licorice under
various operation variables including concentrations of surfactant and co － surfactant，surfactant type，addition of acid
modifier，et al． The results show that the low chromatography efficiency of micellar TLC could be improved by the
addition of alcohol and acid modifier． Using controlled weighted centroid simplex method，optimization micellar TLC
developing system of licorice was achieved which consists of 0. 23 mol·L －1 SDS，16% ( v / v) n － butanol and 11%
( v / v) methyl acid． In addition，the separation mechanism of micellar TLC was also discussed． Conclusion: he ap-
propriate optimization method should be tried to get the reliable mobile phase for the alternate impact of several pa-
rameters in MTLC
Key words: micellar thin layer chromatography( MTLC) ; surfactant; additive; modifier; micellar mobile phase; mi-
cellar developing solvent; optimization; chromatographic selectivity; licorice ( Glycyrrhizae Radix et Rhizoma) ; TCM
fingerprint
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1979 年 Armstrong 等将表面活性剂作为流动相
引入薄层色谱，开辟了薄层色谱分析的新领域———

胶束薄层色谱法( micellar thin － layer chromatogra-
phy，MTLC) ［1］。MTLC与常规 TLC 相比具有价廉、
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安全、无毒及适用性广等优点。MTLC 已成功用于
金属离子、氨基酸和一些药物的分析［2 ～ 4］

在胶束色谱中，分析物的色谱行为受胶束 －水
分配系数、固定相 －水分配系数和固定相 －胶束分
配系数的综合影响［5 ～ 9］，因此，较之常规 TLC，MTLC

有更多的参数可以优化以提高色谱的选择性。另
外，表面活性剂不但改变流动相，对固定相也有影

响，胶束色谱的固定相常常会有一些新型的分离功

能或具有增强荧光检测信号的能力［10 ～ 12］。因此，

在复杂的分析体系中( 如中药材指纹图谱分析) ，只

有充分利用 MTLC 的分离机理和良好的优化方法，

才能得到满意的结果。

甘草属于豆科( Leguminosae) 甘草属( Glycyrri-
hiza spp． ) 灌木状多年生草本植物。甘草为重要的
常用中药，具有止咳化痰、解毒清热、缓急止痛及调
和诸药等作用，俗称“十方九草”，在临床上有大量
的应用。甘草主要含三萜类和黄酮类成分［13］。甘
草薄层色谱目前的方法多是采用硅胶固定相，有机

混合溶剂为展开剂［1 4，15］。

本研究以甘草对照品的比移值( Rf) 、分析效能
和甘草紫外扫描指纹图谱整体分离情况为评价指

标，对表面活性剂浓度、醇类添加剂和酸类改性剂对
胶束薄层色谱的影响进行了系统研究; 对胶束薄层

色谱 2 个溶剂前沿提出了新的解释，认为第一前沿
中应不包括表面活性剂单体; 采用控制加权可变步

长单纯形优化法对甘草的改性胶束展开剂进行了优

化，方法简单易行，能够快速获得胶束薄层色谱流动

相的最佳组成。
1 实验部分
1. 1 仪器与材料

CAMAG Linomat 5 半自动点样仪，CAMAG Re-
proStar 3 薄层色谱数码成像系统，CAMAG Scanner 3

薄层色谱扫描仪。Grant XB14 超声波清洗机。滤膜
( 美国 Millipor Corporation，孔径 0. 45 μm) 。聚酰胺
薄膜( 浙江台州四青生化材料厂) 。

对照品中甘草酸单铵盐( 75% ) 和甘草次酸
( 98% ) 由中国亿利资源集团公司李秉经理提供，甘草
苷( 96. 4% ) 、异甘草苷( 96% ) 和甘草素( 97% ) 由厦
门大学傅博强博士制备。甘草药材为内蒙产乌拉尔
甘草，由中国亿利资源集团公司提供，经中国医学科

学院药用植物研究所林寿全教授鉴定为 Glycyrrhiza

uralensis Fisch．，适当粉碎后过 60 目筛备用。表面活
性剂十二烷基硫酸钠( SDS) 和十六烷基三甲基溴化
铵( CTAB) 、实验溶剂均为分析纯。SDS 和 CTAB:
Bio． Basic． Inc． ; 正丁醇: 广东台山粤侨试剂塑料有限
公司; 甲酸: 广东台山粤侨试剂塑料有限公司;

HCOOH含量为 88. 0% ; 甲醇: 汕头市光华化学厂。

水为超纯水。
1. 2 供试品溶液的制备 精密称取甘草药材粉末
( 过 60目筛) 0. 4 g，加入 50%甲醇溶液 40 mL，冷浸
10 h后超声提取 30 min，离心。上清液挥干，加2 mL

甲醇定容，过 0. 45 μm滤膜，滤液作为供试品溶液。
1. 3 对照品溶液的配制 以甲醇为溶剂，分别配
制下列浓度的对照品溶液: 2. 0 mg·mL －1甘草酸，

2. 2 mg·mL －1甘草次酸，2. 0 mg·mL －1甘草苷，2. 0
mg·mL －1甘草素和 2. 0 mg·mL －1异甘草苷。
1. 4 胶束展开剂的配制 取一定量的表面活性剂
( 有时需要加入一定的改性剂) ，加水搅拌使其溶解

( CTAB有时需加热) ，定容到一定体积。
1. 5 薄层色谱实验条件 每个药材供试品溶液
( 或对照品溶液) 用 CAMAG Linomat5 半自动点样仪
带状点样 1. 5 μL于聚酰胺薄膜上，点样后即室温展
开( 25℃ ) ，上行方式展开，展距为 95 mm。待溶剂
前沿到达指定位置后，取出薄层板，晾干。进行 366
nm荧光下的数码摄像。然后进行薄层扫描，扫描条
件: D2＆W灯，254 nm单波长反射方式吸收扫描，狭
缝大小采用 6. 00 mm ×0. 45 mm，扫描速度为 20 mm
·s － 1。WincatsWincats软件自动进行数据处理。
2 结果与讨论
2. 1 表面活性剂的种类和浓度

SDS为常用的阴离子表面活性剂，其临界胶束浓
度为 8. 1 × 10 －3 mol·L －1，文献报道其常用浓度为

0. 01 ～0. 4 mol·L －1［16］。试验了 SDS浓度为 0. 05 ～
0. 35 mol·L －1范围内 4 个浓度水平的胶束溶液作为
展开剂。结果表明，纯 SDS胶束溶液展开剂对甘草的
色谱分离能力有限; 色谱图像拖尾严重，看不出清楚

的色带，展开不均匀，柱效低。随着 SDS浓度的增加，

各组分的保留值发生变化( 表 1) 。各对照品的 Rf 都
随着 SDS浓度的增加而增大。这个特征和文献报道
的情况［16，1 7］一致。另外，随着胶束浓度的增大，展开
时间也逐渐延长，纯水展开时间为 17 min 而 0. 35
mol·L －1 SDS胶束展开剂的展开时间则为 56 min。
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表 1 SDS浓度对甘草组分保留行为( Rf) 的影响
Tab 1 Retention factor( Rf) of several marker compounds of licorice observed in different SDS concentration

CSDS

/mol·L －1

甘草素

( liquiritigenin)

异甘草苷

( isoliquiritin)

甘草苷

( liquiritin)

甘草次酸

( 18β －glycyrrhetinic acid)

甘草酸

( glycyrrhizin)

第二前沿

( the second front)

0 0. 11 0. 08 0. 06 0. 00 0. 00 －

0. 05 0． 06 0． 17 0. 27 0. 60 0. 68 0. 68

0. 15 0. 07 0． 31 0. 40 0. 78 0. 88 0. 88

0. 25 0. 10 0． 40 0. 56 0． 86 0． 94 0. 94

0. 35 0. 10 0． 41 0. 58 0． 86 0． 94 0. 94

CTAB为常用的阳离子表面活性剂，其临界胶
束浓度为 9. 2 × 10 －4 mol·L －1，文献报道其常用浓

度 为 0. 001 ～ 0. 01 mol · L －1［17］。 试 验
0. 01 ～ 0. 2 mol·L －1 3 个浓度水平的 CTAB 浓度，
结果表明，CTAB 胶束溶液对甘草的分离情况不如
SDS胶束溶液，图像更加模糊，展开不均匀，所以后
续胶束色谱试验不采用 CTAB。
在胶束色谱的展开过程中，一个比较显著的特

征是存在 2 个溶剂前沿。关于 2 个溶剂前沿的组
成。文献［18］认为第一前沿是由水、盐、表面活性剂
单体组成的，第二前沿是含表面活性剂胶束的前沿。
而根据表面化学的研究结果，表面活性剂单体应吸

附在固定相上［25］，表面活性剂单体和胶束是个动态

平衡过程［26］。所以第一前沿只能是水层( 如果有盐
类，也会在此层中) ; 第二前沿才是表面活性剂单

体、胶束和水组成的，即通常所谓的胶束前沿。甘草
酸在 CTAB胶束溶液中的保留行为也证明了本文的
观点。在各种浓度的 CTAB 胶束浓度下，甘草酸和
第二溶剂前沿都完全重合。而如果第一前沿展开剂
中存在 CTAB 表面活性剂单体，则甘草酸和 CTAB
阳离子表面活性剂会有“离子对”效应，甘草酸不可
能停留在第二溶剂前沿。
2. 2 醇类添加剂的影响
在 0. 15 mol·L －1的 SDS溶液中，添加体积分数

分别为 5%，10%，15%，20%，25%的正丁醇。从实
验结果看，在胶束溶液中添加正丁醇，最明显的特征

是显著提高柱效，明显改善了薄层图像的拖尾现象。
正丁醇加入胶束溶液后，除了对柱效有影响外，

对分离选择性也有影响。醇的含量对甘草各组分
Rf的影响见图 1。从图中可以看出，正丁醇对甘草
各组分的选择性影响较大。在 SDS 胶束溶液中添
加少量正丁醇后，除甘草酸以外，各组分的 Rf 较纯
胶束溶液均有所降低，但随着正丁醇加入量的逐渐

增加，各组分的 Rf值又逐渐增加。使用不同含量的
正丁醇胶束溶液展开剂，甘草次酸和甘草苷的 Rf大
小顺序发生变化。

图 1 正丁醇浓度对甘草分离选择性的影响

Fig 1 Effect of different concentration of n － butyl alcohol to

the relative selectivity of licorice component

SDS纯胶束溶液添加正丁醇后，由于柱效提高
和选择性的改变，使得甘草的指纹图谱发生较大的

变化。图 2 是添加不同浓度正丁醇的甘草胶束薄层
扫描指纹图谱。从分离数和分离度比较，添加 20%
( v /v) 正丁醇的 0. 15 mol·L －1胶束展开剂对甘草的

分离情况较佳，但整体而言，由于各峰多集中在 Rf
为 0 ～ 0. 5 之间，展开空间未得到很好的利用，说明
还应进一步优化胶束的组成。
另外，正丁醇的添加对展开时间有很大影响。

随着正丁醇浓度的增大，展开时间由 33 min ( 无添
加正丁醇) 增加到 144 min ( 25% 正丁醇，φ /% ) 。
这可能和胶束体积的增大有关。实验还发现，正丁
醇的添加对 SDS的溶解度有影响，在 0. 15 mol·L －1

的 SDS 溶液中，添加体积分数为 30%以上的正丁
醇，SDS有析出的现象。
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图 2 甘草的不同浓度正丁醇改性胶束薄层扫描指纹图谱
Fig 2 MTLC absorption scanning fingerprints of licorice using different concentration of n － butyl alcohol modified micellar eluent

A、B、C、D、E和 F所用改性胶束展开剂中正丁醇的体积分数分别为 0，5%，10%，15%，20%，25%［The concentration of n － butyl alcohol( φ) of

modified micellar eluent in Fig A，B，C，D，E and F is 0，5%，10%，15%，20% and 25%，respectively］

2. 3 甲酸的影响
一般而言，展开剂中加入少量酸、碱，可抑制某

些酸、碱性物质或其盐类的解离而产生斑点拖尾。
在甘草的有机展开剂中加入 10%左右的甲酸展开
效果较好［1 4，15］。因此，我们实验了在胶束溶液中
加入不同浓度的甲酸，考察其对甘草胶束色谱分离

的影响。由于 0. 25 mol·L －1 SDS和 0. 15 mol·L －1

SDS纯胶束溶液的展开效果近似，而甲酸的添加对
SDS的溶解度没有影响，所以本部分胶束溶液的改
性以 0. 25 mol·L －1SDS为基础。
甲酸改性的 SDS 胶束展开剂对甘草的分离影

响较大。0. 25 mol·L －1 SDS 加入甲酸后各组分的
Rf变化情况见图 3。甲酸的加入降低了第二溶剂前
沿，说明在酸性条件下，SDS表面活性剂在固定相上
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的吸附量更大。而且随着甲酸浓度的增大，表面活
性剂的吸附量也增大，所以第二前沿随甲酸量的增

加而减小。甘草酸的 Rf和纯胶束中的情况类似，其
大小和第二前沿一致，只是由于第二前沿随甲酸浓

度增大而减小，甘草酸的 Rf也呈减小趋势。

图 3 甲酸对甘草各组分 Rf的影响

Fig 3 Effect of different concentration of formic acid to the relative selec-

tivity of licorice component

甲酸的加入对提高柱效也有帮助，能够在一定

程度上抑制拖尾。另外，甲酸的加入对展开时间影
响不大，这个特征对筛选改性胶束系统很有意义，因

为正丁醇在提高柱效的同时，也增大了分离时间。
2. 4 单纯形法优选甘草的最佳改性胶束系统
纯胶束溶液中加入正丁醇或甲酸后，柱效都有

所提高，对分离选择性也都有影响，因此，寻找甘草

分离的最佳改性胶束条件，必须综合考察 SDS 浓
度、正丁醇浓度和甲酸浓度这 3 个因素的效应。在
这种情况下，利用单纯形法寻找甘草胶束色谱的最

优分离条件则很合适。
2. 4. 1 控制加权可变步长单纯形优化法 单纯形
( simplex) 是指多维空间的凸多边形，若分离体系的
影响因子数目为 n，则单纯形是 n 维空间中由 n + 1
个顶点组成的凸多边形。单纯形算法自 1962 年由
Spendley提出至今，经过简单单纯形、改进单纯形、
加权形心单纯形和控制加权形心单纯形的不断改进

而趋于完善［2 1 ～ 23］。控制加权形心法 ( controlled
weighted centroid method，CWCM) 通过对形心加权控
制使优化点的搜索方向更靠近最优区域，避免了单

纯形退化和优化速度减慢。
2. 4. 2 影响因子、初始值、步长和上下限的确定
通过上述单因子法对甘草胶束薄层色谱分离条件的

研究，确定影响体系分离效果的影响因子为: SDS 浓

度、正丁醇浓度和甲酸浓度。其使用范围、步长和初
始值列于表 2。

表 2 单因子法确定影响因子使用范围、
步长和初始值

Tab 2 Choosing the factors and their initial levels，
interval，limits frompreliminary separation experiments

withsingle factor method

影响因子

( factors)
CSDS/mol·L －1

正丁醇浓度

( "n － butyl alcohol)

/% ( v /v)

甲酸浓度

( "formicacid)

/% ( v /v)

上限

( top limit)
0. 40 25 25

下限

( low limit)
0. 05 5 5

步长

( interval)
0. 10 5 3

初始值

( initial )
0. 15 15 12

2. 4. 3 用 Long系数法确定初始单纯形顶点 由
Long表中的系数计算出初始单纯形的各顶点。初
始单纯形实验的实验表见表 3。

表 3 初始单纯形实验表
Tab 3 The start vertexes defined by Long

Coefficient Design Table

实验序号

No．

CSDS

/mol·L －1

正丁醇浓度

"n － butyl alcohol /%

( v /v)

甲酸浓度

"formic acid /%

( v /v)

1 0. 15 15 12

2 0. 25 15 12

3 0. 20 19 12

4 0. 20 16 14

2. 4. 4 目标函数 目标函数采用改良的色谱优化
函数( modified chromatographic optimisation function，
COFmod )

［24］。
COFmod = － 100∑［AiLn( Ri，i + 1 /Ri，i + 1d) ］ － B∑Dj

( Rf ) － C( N － N1 ) /N1

其中，N为每次实验的 TLC斑点数，k = N － 1
为相邻斑点对数; N1为第 1 次实验的斑点数; Ri，i + 1

为相邻斑点分离度，Ri，i + 1 = 1. 177 ( Li + 1– Li ) /
W0. 5hi + 1 + W0. 5hi ) ，Li和 Li + 1分别为第 i 和第 i + l 个
斑点的移动距离，W0. 5hi和 W0. 5hi + 1分别为第 i 和第 i
+ l个斑点的半峰宽; Ri，i + 1d为相邻斑点欲达到的分

离度，一般选 Ri，i + 1d = 1. 177，若 Ri，i + 1 ＞ 1. 177，则
令 Ri，i + 1 = 1. 177; 当 Rf ＜ 0. 2 时，则 Dj ( Rf ) =
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( Rf － 0. 2) /0. 2; 当 0. 2≤Rf≤0. 8 时，则令 Dj ( Rf )

= 0; 当 Rf≥0. 8 时，Dj ( Rf ) = ( 0. 8 － Rf ) /0. 8; Ai，
B，C 为权重系数，当 Ri，i + 1 = min 时，Ai = max
{ Ri，i + 1 /∑Ri，i + 1 } ，当 Ri，i + 1 = max 时，Ai = min
{ Ri，i + 1 /∑ Ri，i + 1 } ，B = 10 － 100，C = 1000 －
10000。
2. 4. 5 优化结果 一旦初始单纯形实验完成，即
可进行寻优计算，控制加权形心单纯形法的算法及

程序框图同文献［22］。在初始单纯形实验的基础
上，调用 CWCM程序进一步优化，共做 15 次实验。
结果表明，以 0. 23 mol·L －1 SDS + 16% ( v / v) 正丁
醇 + 11% ( v / v) 甲酸组成的改性胶束展开剂分离效
果最好。使用上述改性胶束展开剂得到的甘草薄层
色谱图像及紫外扫描图谱见图 4，各峰的 Rf 在
0. 1 ～ 0. 9之间，分离情况良好。在此基础上，因为展
开温度也是 TLC分离的影响因素，故而考察了温度
的影响，结果表明改变温度只是影响展开时间( 温

度提高展开时间缩短) ，对甘草各成分的分离几乎

没有影响。

图 4 甘草改性胶束最佳展开系统图像及紫外扫描图谱

Fig 4 MTLC absorption scanning fingerprints and imageof licorice using

optimised micellar eluent

3 结论
胶束展开剂具有价廉，无毒，不挥发，不燃烧，使

用安全等优点，但纯胶束溶液由于柱效低的缘故，分

离效果不理想，必须添加合适的有机改性剂以提高

柱效和分离效果。
在甘草的胶束薄层分离中，采用阴离子表面活

性剂 SDS，正丁醇和甲酸作为改性剂效果较好。随
着表面活性剂浓度的提高，被分离组分的 Rf值也随
之增大。正丁醇对胶束色谱的影响很大，正丁醇通
过影响表面活性剂的吸附、改变胶束的结构等提高
柱效和改变选择性。如果需要改变物质的选择性，
醇类改性剂是首选因素。甲酸对提高柱效和物质的
Rf改变也有一定的影响。

由于改性胶束的各成分间存在交互作用，所以，

采用单因素变换的方法并不能得到真正的最优改性

胶束展开系统。单纯形法是一种动态寻优方法。它
适合在交互作用复杂，因素较多的情况使用，对实验

有全面优化的效果，克服了单因素优选法无法考虑

各因素间的交互影响、准确性低、工作量大的缺点。
通过控制加权可变步长单纯形优化法的 15 次实验，
得到甘草的改性胶束最佳展开系统: 0. 23 mol·L －1

的 SDS、16% ( v / v) 正丁醇和 11% ( v / v) 甲酸组成的
改性胶束。在此实验条件下，展距 95 mm 的条件
下，可分离得到 17 个色谱峰，分离情况良好。
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