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前　　言

制备色谱是分离科学中最有效的制备性分离技术，是很多研究领域

和生产车间必不可少的分离手段。但其技术性强、关键性操作较多，很

多需要应用该技术的研究和生产人员并不是专门的色谱工作者，所以在

分离过程中常常达不到预期的制备性分离目的。有一本从色谱科学的角

度深入浅出地介绍制备色谱及其应用、比较详细地讲解具体的实验操

作、技巧和必须注意的关键性技术的著作，是十分必要的。
据作者所知，一些专门从事有机合成的科研工作者往往一年可

利用上百根色谱柱进行合成产物的制备性分离，如果目标物容易分

离和易于流出，可以利用较短的色谱柱，一天之内可进行大约３次

的经典柱色谱操作。有时我们直接进行一个合成反应也许只要几小

时，但要从反应混合物中分离出纯的目标物往往要几天甚至数十天。
植物化学工作者利用该技术的时间更多，要从非常复杂的植物浸膏

中分离制备出一定量纯化合物供化合物的结构鉴定以及药理实验等

之用，经典柱色谱、低压柱色谱、中压制备色谱甚至高压制备色谱

几乎是必不可少的手段，也许一些植物化学研究工作者有６０％以上

的实验时间是花在使用制备色谱分离上，因此一个成功的有机化学

或植物化学工作者往往具有很多宝贵的制备色谱的技术和经验，有

些甚至同时就是一个制备色谱技术的研究者或者专家。
在我国虽然需要应用制备色谱技术的研究人员很多，但专门从

事制备色谱研究的科研人员却相对较少，绝大多数的色谱工作者都

是色谱分析研究者。由于色谱分析技术是在线性色谱的基础上开展

工作的，而制备 色 谱 在 大 多 数 情 况 下 是 在 非 线 性 条 件 下 进 行 分 离，
它的进样量 大，所 需 固 定 相 和 溶 剂 量 多，两 者 往 往 有 很 大 的 不 同，
并且有些制备色谱技术本身只具备制备的特点，因此本书对很多色

谱分析工作者也有参考价值。



本书只涉及 《色谱技术丛书》中有关制备色谱的内容，要了解

系统的色谱理论和知识，读者至少应该阅读本丛书的 《色谱分析概

论》分册。
本书是在作者科研和教学实践基础上写成的，部分内容得到云

南省 自 然 科 学 基 金 （Ｎｏ．２０００Ｂ００４５Ｍ、Ｎｏ．２００４Ｂ００１３Ｒ）、国 家

自然科学基金 （Ｎｏ．２９６６５００１、Ｎｏ．３０１６００９２）以及国家教育部

第三届 “高校青年教师奖”课题的资助。书中的较多素材直接取材

于作者的研究、或者与作者研究密切相关的科技文献及其专著，该

书具有很强的可操作性。
作者衷心感谢自己的硕士生导师———云南大学宋文俊教授、博

士生导师———北京理工大学傅若农教授、博士后导师———日本名古

屋大学 Ｙ．Ｏｋａｍｏｔｏ教授，是他们将我带入了 “生化分离材料及技

术研究”的殿堂，享受着科学创新的乐趣。我还想感谢北京市新技

术应用研究所 的 张 天 佑 教 授 在 高 速 逆 流 色 谱 领 域 给 我 的 悉 心 指 导，
感谢丛书编委会以及责任编辑的辛勤工作。

本书的撰写工作得到谌学先、艾萍、字敏及李正宇等同志的帮

助和支持，在此一并表示感谢。
由于作者水平所限，书中错误和不足之处在所难免，敬请专家

和读者给予批评指正。

　　袁黎明

２００４年９月３０日

　　于昆明
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书书书

１　　　　 　　

第一章　制备色谱基础

色谱法在一开始就是以制备色谱出现的，并且在最初的几十年间，色谱也

是主要以纯物质的制备为目的。在经历了一个较长的过程后，它在分析上得到

了广泛应用，并发展成今天的必不可少的分离分析手段。下面是色谱发展的简

明过程。

１９０３年，茨维特在华沙自然科学学会生物学会会议上提出了应用吸附原

理分离植物色素的新方法，宣读的论文题目为 “一种新型吸附现象及其在生化

分析上的应用”。三年后，他将这个方法命名为色谱法。

１９３１年，Ｋｕｈｎ与Ｌｅｄｅｒｅｒ使用色谱法证实了蛋黄内的叶绿素系植物叶黄

素与玉米黄质的混合物，使人们认识到色谱技术在分离科学中的重要性。

１９３７年，纸电泳开始被应用。

１９３８年，Ｉｚｍａｉｌｏｖ和Ｓｈｒａｉｂｅｒ第一次使用薄层色谱法。

１９３８年，Ｔａｙｌｏｒ和 Ｕｒａｙ用离子交换分离锂和钾的同位素。２０世纪４０年

代后，合成离子交换树脂商品出现后，离子交换色谱得到了广泛应用。

１９４１年，Ｍａｒｔｉｎ和Ｓｙｎｇｅ创立了分配色谱。他们采用水饱和的硅胶为固

定相，以含有乙醇的氯仿为流动相分离乙酰基氨基酸。

１９４４年，Ｍａｒｔｉｎ等发展了纸色谱。

１９５２年，Ｍａｒｔｉｎ和Ｊａｍｅｓ发展了气液分配色谱。

１９５６年，ＶａｎＤｅｅｍｔｅｒ等发 表 了 关 于 色 谱 效 率 的 速 率 理 论，并 应 用 到 气

相色谱。

１９５７年，制作了离子交换色谱氨基酸分析仪。

１９５８年，Ｇｏｌａｙ提出了毛细管柱气相色谱。

１９５９年，在 ＧｏｒｄｏｎＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅ上发表了第一篇凝胶过滤的报告。

１９６２年，Ｋｌｅｓｐｅｒ等人提出了超临界流体色谱。

１９６３年，Ｇｉｄｄｉｎｇｓ的理论工作为现代液相色谱奠定了理论基础。

１９６６年，Ｉｔｏ等提出了逆流色谱。

２０世纪６０年代中期，凝胶渗透色谱出现。

２０世纪６０年代后期，亲和色谱出现。

２０世纪６０年代，美国 ＵＯＰ公司开发了模拟移动床色谱。



制备色谱技术及应用

　 ２　　　　

１９６９年，现代液相色谱受到重视。

２０世纪８０年代初，高速逆流色谱出现。

２０世纪８０年代以后，毛细管柱应用于超临界流体色谱技术中。

２０世纪８０年代末，毛细管电泳得到发展。

１９９２年，模拟移动床色谱首次用于手性拆分。

第一节　非线性色谱的特点

　　一、线性色谱

线性色谱是指组分在固定相和流动相中的平衡浓度呈正比例关系，也即吸

附 （分配）等温线为一条直线。吸附 （分配）等温线是组分分子由于吸附或者

分配在两相之间达到平衡时的关系，若以组分在流动相中的浓度为横坐标，以

其在固定相中的浓度为纵坐标，则吸附 （分配）等温线可表示为图１１。

图１１　线性吸附 （分配）等温线

在理想条件下的线性色谱方程为

（１＋Ｆｆ′）ｃ
ｔ＋ｕｃ

ｘ＝０

通常我们分析用的色谱进样量很小，例如在微克级范围，样品在流动相和

固定相之间的浓度关系都呈现线性，因此我们的分析色谱基本上在线性色谱的

范畴下工作。在这种情况下，线性色谱的峰可以用一个高斯分布函数表示为

Ｃ（ｔ）＝
Ｃ０Ｔ

２πσ槡 ２
ｅｘｐ

－（ｔ－ｔＲ）２

２σ｛ ｝２

式中，Ｃ（ｔ）为不同时间样品在柱出口的浓度，Ｃ０ 为进样浓度，Ｔ 为进样

时间，ｔＲ 为色谱峰 浓 度 极 大 点 时 的 时 间，即 保 留 时 间，σ为 色 谱 峰 的 标 准 偏

差，即峰高ｈ０６０７倍时的色谱峰宽度的一半。该色谱峰型为图１２。
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图１２　线性色谱峰

在色谱分离中的死时间，是和色谱柱不发生吸附或分配作用的惰性组分在

柱内停留的时间；调整保留时间是组分保留时间扣除死时间的值；半峰宽是峰

高一半时的宽度；底峰宽它是通过色谱峰的拐点作切线在峰底部的截距。对于

线性色谱它的峰型是对称的，保留时间是色谱流出峰定性的依据，其宽度则是

衡量分离过程中柱效的基础，研究色谱峰保留时间及其宽度的变化规律是色谱

动力学理论的重要内容。

　　二、非线性色谱

在制备色谱中进样量一般都比较大，例如在克量级范围，这时样品在流动

相与固定相中的浓度关系不再是一条直线，也即样品在流动相中的浓度与样品

在固定相中的比例不再是正比例的关系，相对应的吸附 （分配）等温线将发生

弯曲。这 种 情 况 比 较 复 杂，较 常 见 的 两 种 类 型 为 Ｌａｎｇｍｕｉｒｉａｎ和 Ａｎｔｉｌａｎｇ
ｍｕｉｒｉａｎ类型，它们的吸附等温线如图１３所示。

图１３　非线性吸附等温线

因此，在此种条件下所发生的色谱过程，就称它为非线性色谱。一个理想

的非线性色谱方程为
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（１＋Ｆｄｆ
ｄｃ

）ｃ
ｔ＋ｕｃ

ｘ＝０

在非线性色谱中，它们最显著的特点是：

１ 色谱流出峰型不对称

对于Ｌａｎｇｍｕｉｒｉａｎ型，色谱峰出现 “拖尾”现象，而对于 Ａｎｔｉｌａｎｇｍｕｉｒｉ
ａｎ型，则色谱流出峰出现 “伸舌”。图１４分别表明了这两种情况。

图１４　非线性色谱的流出峰示意图

由于色谱峰的 “拖尾”或 “伸舌”，使色谱峰的谱带变宽，造成色谱柱的

柱效降低。

２ 色谱峰的保留时间随样品量的大小而发生变化

从图１５我们可以清楚地看出，当样品量超过一定的数值后，色谱峰变得

很宽。这种情况将会使本来可以分离开的组分的色谱峰产生重叠，让分离难以

进行。

图１５　非线性色谱保留时间随进样量的变化示意图

３ 色谱峰高度与样品量的大小不呈正比例关系
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此时再用色谱峰的高度进行定量是不准确的。

第二节　制备分离的目标和策略

通常我们在实验室所讲的制备性分离在０１～１００ｇ这个范围，对于小于或

者大于这个范围，我们一般称其为微量制备或者大量制备。
制备一定量的纯化合物是我们在研究和生产中经常遇到的实际问题，如我们

需要提纯反应中间体供进一步的化学反应之用，需要一定量的纯物质进行化合物的

结构鉴定，需要一定的纯品作为分析测试的标准化合物，需要一定量的纯化合物进

行物理的、化学的或者生物方面的科学试验，以及需要生产出纯的物质作为产品出

售等等。制备色谱是以分离、富集和纯化为目的的色谱分离方法。

　　一、分离目标

在制备性色谱分离中，需要把握住下列五点：

１ 样品性质

在实际工作中，我们处理的样品是各种各样的。为了进行有效的制备性分

离，首先了解一些样品的性质是十分必要的。这些性质通常包括：

① 组成　该样品的组成是已知的或者是未知的；

② 基体　样品基体的物理或化学性质；

③ 复杂性　样品组成的复杂情况，如是合成产品，或者是天然产品；

④ 性质　样品中各组分的化学性质是否相似，或者相差甚远；

⑤ 相态　样品是固体、液体或者气体？它们的溶解性如何？

⑥ 浓度　待收集物在整个样品中的浓度是微量、大量或者是一般？

⑦ 价值　原料是否易得、是否昂贵，所分离的目标物的价值又如何？

只有掌握了样品的这些初步情况，才能使我们后面分离方法的建立有的放

矢，节省大量的人力、物力以及时间。

２ 产品纯度

对于制备性分离，对产品通常都有一定的纯度要求，也即是说并不是所有

的分离都要求产品纯度达到１００％，目标收集物只要能达到我们具体的科研或

者生产的纯度指标就可以了。如微量的天然产物将其富集到大约７０％的含量

就可以进行初步鉴定；供核磁及红外测试的样品纯度只要达到９５％就可以达

到要求；做定量分析用的标准品其含量至少要在９９％以上；而一些生物活性

物质只需要除去其中的有害成分，并且它们的纯度并不用含量来表示，而是用

活力这个概念。只有了解产品对纯度的要求，我们才能在制备性分离中，建立
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起适当的方法。

３ 制备量

不同的制备性色谱方法都有自己适宜的制备量范围，不同大小直径的色谱

柱都有自己最大的样品容量。在分离方法的建立中，我们还要考虑待收集物在

样品中的含量大小以及价格，如果样品昂贵，我们还要考虑待分离物的回收率

等等。

４ 时间

时间的长短在分离中也是一个重要的因素，例如有些制备性分离往往要求

在一定的时间范围内，必须生产出多少重量的产品；也有一些物质不能较长时

间经受分离过程中固定相的吸附作用，必须很快地完成分离过程等等。所有这

些条件的满足，不仅关系到分离条件的优化，也涉及到分离装置规模大小的建

立问题。

５ 成本

在大多数情况下，制备性分离最后都要考虑目标收集物的制备性成本，也

许只有极少数的科学研究可以忽略这个因素。在一些化学产品的合成尤其是一

些生物工程药物的生产中，产物的制备性分离费用很高，有些甚至可以占到整

个产品成本的８０％以上。
对于上述五个要素，它们之间的关系可以用图１６进行表示。

图１６　制备分离的五要素

　　二、分离策略

色谱法研究的基本点是要使混合物得到分离。为了判断待分离物质对在色

谱过程中的分离情况，常用分离度作为柱的总分离效能指标，分离度又常称为

分辨率，用Ｒ 表示，定义为相邻两色谱峰保留时间之差的２倍与色谱峰峰基

宽之和的比值，它的计算式为

Ｒ＝
２（ｔｒ（２）－ｔｒ（１））
Ｗｂ（２）＋Ｗｂ（１）
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对于待分离物的分离度还可以表示成如下的关系式：

Ｒ＝槡Ｎ
４

α－１（ ）α
ｋ

ｋ（ ）＋１

式中，Ｒ 值越大，两个峰就分得越开，式中α表示分离因子，Ｎ 是塔板数

代表柱效，ｋ是容量因子，可以反映出流出峰的出峰时间。该式很好地反映了

几种因素对分离度的影响，对于我们进行制备性分离非常重要。
虽然制备色谱多数是在非线性情况下工作的，分离因子、柱效以及容量因

子之间没有上述的等式关系，但该式仍然是指导我们进行制备色谱条件优化的

重要关系式，它指出了改善分离应该努力的方向。图１７清楚地表明了分离因

子、柱效以及容量因子对分离的影响。

图１７　分离因子、柱效以及容量因子对分离的影响

图１７中第一条曲线代表一对没有完全分开的组分。当我们增加它们的分

离因子时，两个峰的峰值距离增大，使这对化合物达到了很好的分离；如果我

们增加色谱柱的柱效，虽然两个峰的峰保留值没有发生变化，但两个色谱峰的

峰宽却变窄，使本来未能完全分开的色谱峰也达到了较好的分离；增加色谱峰

的容量因子，会使分离时间延长，但随着时间的增加，溶质分子在色谱柱中的

被分离作用也增长，因此，总的效果也是促进分离。
（一）分离因子α
在分离因子、柱效以及容量因子三个因素中，分离因子在制备色谱中最重

要。要想一次能分离较大量的样 品，就 要 使 它 们 的 流 出 峰 之 间 彼 此 相 隔 足 够

远。两物质流出峰之间距离的大小与它们在两相中的分配系数有关。在研究平
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衡时物质在两相中的分配系数与物质的分子结构和物质性质间的关系时，必须

首先研究分配过程的热力学以及相应的集聚态的配分函数，此即色谱过程热力

学，它是进行有效地制备性分离的基础。
分离因子是两种组分的质量分配比之比，一般根据两个组分的色谱峰的调

整保留时间相比而得，也可根据两者的容量因子之比而计算，它可以表示为

α＝Ｋ２／Ｋ１＝ｔＲ（１）／ｔＲ（１）＝ｋ′２／ｋ′１
在色谱分离过程中，分离因子越大，色谱峰间的距离就越远，制备性分离

时一次可以分离的样品量就越多。怎样才能获得高的分离因子呢？在样品性质

不变的前提下，其主要取决于色谱固定相以及色谱的流动相的性质。

１ 固定相的选择

固定相的选择，首先要根据样品的性质选择固定相的类型，如对一般的疏

水性样品我们可以选择反相色谱固定相，亲水性样品可选择正相色谱固定相，
对于生物大分子可选择离子交换色谱固定相，碳水化合物可用疏水作用色谱固

定相，无机离子最好使用离子色谱固定相，合成聚合物最好采用凝胶色谱固定

相，立体异构样品可用环糊精固定相，而外消旋体样品最好考虑手性固定相。
在确定了采用哪一类型的固定相后，就要对具体的固定相种类进行筛选，

如常见的商品化的反相固定相就有近１０种，究竟哪一种对样品的分离因子最

大，还要通过实验进行具体的筛选。为了增大样品的分离因子，我们甚至还可

以考虑使用混合固定相，利用混合固定相的加和效应、尤其是一些特殊混合固

定相的协同效应对样品实施制备性分离。

２ 流动相的选择

流动相的选择首先要根据固定相的类型进行选择，如果使用的是正相色谱

则应该采用非极性有机溶剂＋极性有机溶剂系统，如果使用的是反相系统就可

以考虑使用水＋极性有机溶剂的系统。在确定溶剂的类型后，再对具体的溶剂

种类进行筛选。选择时首先考虑溶剂的极性，在确定了适宜的极性后，还可继

续对溶剂的选择性进行筛选。
（二）柱效 Ｎ
在制备性分离中，除尽量让两个色谱峰之间具有更大的距离外，还需要让

峰宽尽量不要分布太宽，也即让色谱柱具有一定的塔板数。峰形的预测是最佳

条件选择的基础，色谱峰的宽窄与峰形和物质在色谱过程中的运动情况有关，
这也是色谱过程动力学的问题。

人们从平衡色谱理论的基础上发展起来了塔板理论，认为统计地看两相间

的平衡只能在一个小单元内达成，这个小单元的柱长度即理论板高 Ｈ。理论

板高 Ｈ 值是衡量色谱柱效率的一个很好的指标。为方便起见，人们还常用理

论塔板数 Ｎ 来衡量一个色谱柱的效率：
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Ｎ＝Ｌ／Ｈ＝（ｔＲ／σ）２＝５５４（ｔＲ／Ｗｈ）２＝１６（ｔＲ／Ｗｂ）２

此后为了在实质上揭露谱线移动和峰形变化的规律，在大量的实验基础上

提出了纵向扩散 理 论。１９５６年 由 ＶａｎＤｅｅｍｔｅｒ等 人 得 到 了 速 率 理 论 方 程 式，
分析了影响柱效的多种因素。

总的来 讲，在 制 备 色 谱 中，影 响 柱 效 的 主 要 因 素 可 以 归 纳 成 以 下 几 个

方面：

１ 样品对柱效的影响

为了最大效率地制备目标产物，制备色谱总是在样品适当过载的情况下操

作，也即在非线性的条件下进行制备性分离。但当色谱柱严重过载时，色谱柱

的柱效将会类似于指数下降，使其分离能力急剧降低甚至基本上没有什么分离

能力。图１８可以粗略地表示上样量与柱效的这种关系。一些学者认为，制备

色谱上样量应该控制在组分峰的容量因子下降１０％左右比较适合。

图１８　上样量与柱效的关系

另外，样品的化学性质、浓度大小、溶解样品的溶剂、样品在两相中的分

配比、在两相中的扩散系数、两相间的质量转移比以及容量因子等对柱效都有

影响。

２ 固定相的影响

固定相的性质对柱效也有很大的影响，这些因素主要包括固定相颗粒的直

径大小、颗粒大小的分布范围、颗粒的形状、颗粒孔径的大小、颗粒表面积的

大小以及固定相颗粒的表面化学性质。

３ 流动相的影响

流动相的影响包括流动相的组成、化学性质、黏度、扩散性质以及线速度

等因素。

４ 色谱柱的影响

该影响主要包括柱本身的结构是否合理，如是否具有太大的死体积，另外

是柱填充所带来的影响，如固定相是否填充均匀、是否填充紧密等因素。
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（三）容量因子ｋ
容量因子通常可由调整保留时间与死时间之比而得，它可以反映溶质分子

在柱中的移动速度。

ｋ＝（ｔＲ－ｔＭ）／ｔＭ＝ｔ′Ｒ／ｔＭ

容量因子的增 加 可 以 改 善 分 离 的 效 果，它 与 分 离 度 的 关 系 可 以 用 图１９
示意。

图１９　容量因子对分离度的影响示意图

从上图可见，当容量因子达到一定数值后，容量因子对分离度的影响并不

是很大，所以我们在制备性分离中，并不是无限制地增大容量因子的数值，因

为容量因子的增大是以时间和大量的溶剂消耗为代价的，除非待收集物是价值

很高的物质，否则我们不采用过大增加容量因子的办法。
总之，在制备性分离的分离因子、柱效以及容量因子三元素中，我们是千

方百计地增加分离因子，尽可能大地增加进样量。
当分离因子α≥２时，分离容易进行；
当分离因子α≥１５时，能进行制备性分离；
当分离因子α≥１３时，分离比较困难；
当分离因子α≤１３时，制备性分离非常困难。
在制备性分离中我们也适当考虑柱效，因为在过载环境下，即使是使用粒

度很小的离子，柱效都不会很高。通常增加柱效的最简捷方法，就是减少进样

量，使其在接近线性的条件下操作；而对于容量因子一般是控制其在１～５这

个范围就可以了。

（四）条件优化

由于制备性分离所上样品量大、需要固定相以及流动相多，因此成本也较

高，所以对于制备色谱分离条件的优化我们总是在分析型规模的色谱条件下进

行。在大多数情况下，我们采用薄层色谱或者高效液相色谱进行优化。优化步

骤可以简单地归纳于图１１０。
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图１１０　制备色谱操作条件优化的一般步骤

图１１０就是制备色谱分离的一般性步骤。在此作者还想说明的是：制备

色谱分离方法毕竟是一门成本相对较高、操作比较麻烦并且技术性很强的分离

技术。对于一个样品如果能用过滤、离心、溶剂萃取以及重结晶的方法达到制

备性分离的目的，还是应该首选这些最常用的方法进行制备性分离。
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第二章　制备薄层色谱

薄层色谱始于１９３８年 ＮＡ．Ｉｚｍａｉｌｏｖ和 ＭＳ．Ｓｃｈｒａｉｂｅｒ在显微镜玻片上

涂铺氧 化 铝 薄 层 分 离 酊 剂，但 其 后 进 展 不 大。１９４９ 年 ＪＥ．Ｍｅｉｎｈａｒｄ 和

ＮＦ．Ｈａｌｌ报道了以淀粉为黏合剂的氧化铝和硅藻土 板 进 行 无 机 离 子 的 分 离，
随后ＪＧ．Ｋｉｒｃｈｎｅｒ等人使用硅胶为吸附剂，煅石膏为黏合剂，制成较牢固的

薄层 板，成 功 分 离 了 挥 发 油 成 分，奠 定 了 薄 层 色 谱 的 基 础。１９５６ 年 后，

Ｅ．Ｓｔａｈｌ在吸附剂硅胶的规格、性能、薄层厚度等对于分离的影响方面进行了

较系统的研究，得到了 总 结 性 的 结 论，并 于１９６５年 出 版 了 《薄 层 色 谱 手 册》
一书，从此该法被广泛使用。

第一节　实验材料与装置

薄层色谱属于液相色谱的范畴，对制作薄层色谱的材料适当处理或选择就

可进行吸附、分配、离子交换 或 排 阻 等 色 谱 分 离。利 用 薄 层 色 谱 法 快 速、简

便、高分辨效率的特点来制备分离纯物质的方法，称为制备色谱法。在制备色

谱中，使用得最多的是硅胶吸附色谱，其次应该是氧化铝吸附薄层色谱。在多

数情况下，它处理的样品量在１ｍｇ～１ｇ之间。

　　一、薄层板

制备薄层色谱与一般的分析型薄层色谱在吸附剂、展开剂等方面没有什么

本质的区别，只是为了增大上样量，在薄层上增加了吸附剂的用量，因为薄层

板上吸附剂越多，吸附剂的总表 面 积 越 大，能 与 样 品 作 用 的 有 效 表 面 积 就 越

多，一次能分离的样品量就越大。
硅胶制备薄层板可以购买，但多数情况下是实验室自制，因为其商品较少，

国产化的商品制备薄层板作者还未见报道。一般是将硅胶涂在平板玻璃块上，
常见的玻璃板尺寸为５ｃｍ×２０ｃｍ、１０ｃｍ×２０ｃｍ、２０ｃｍ×２０ｃｍ、２０ｃｍ×４０ｃｍ 甚

至２０ｃｍ×１００ｃｍ。
典型的色谱用硅胶的表面积约为３００～５００ｍ２／ｇ，平均孔径为１０ｎｍ，粒度
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范围常在１０～４０μｍ，高效薄层色谱用硅胶常在５～１０μｍ。吸附剂颗粒度小和

颗粒分布范围窄可以提高薄层色谱的检出灵敏度和分离度。商品硅胶常用一些

字母符号以表示其性质，如硅胶 Ｈ 表示不含黏合剂的硅胶，硅胶 Ｇ 表示含有

煅石膏黏合剂，Ｆ为含有荧光物质，Ｆ２５４表示在紫外光２５４ｎｍ 照射下发荧光，

Ｆ３６５则用３６５ｎｍ 波长激发，Ｐ表示制备用硅胶。
制备薄层硅胶中可以添加荧光剂。宽薄层板有利于制备量的增加，但长度

一般不超过２０ｃｍ，因为过长的薄层板一来展开太慢，将耗掉大量的时间，另

外，由于扩散的原因，板长增加过多对分辨率的改进并不很明显。
薄层板的制备分干法制板和湿法制板两种，但湿法 制 板 应 用 更 广 泛。干

法制板可用金属的长方形浅盘松散地内装吸附剂作为制备薄层 板，其 厚 度 可

以高达７ｍｍ 而不需要黏合 剂。湿 法 制 板 通 常 使 用 平 铺 法 和 涂 铺 法。平 铺 法

是在待铺玻璃 板 两 边 用 玻 璃 作 边 框，将 调 好 的 吸 附 剂 糊 倒 在 玻 璃 板 上 后 刮

平、去掉边框即成。涂铺法是用有关涂铺器进行铺层的方法。湿 法 铺 层 中 常

用的黏合剂有加入１０％～１５％的煅石膏、０２％～１０％的 羧 甲 基 纤 维 素 钠 水

溶液、５％的聚丙烯 酸 水 溶 液 或５％的 淀 粉 中 的 一 种。铺 成 的 薄 层 板 在 室 温

下自然干燥后，一 部 分 可 以 直 接 使 用。如 吸 附 力 太 弱，可 在１０５～１２０℃烘

箱中活化。
对于具有直线型的吸附等温线的吸附，薄层分离后斑点对称；对于 Ｌａｎｇ

ｍｕｉｒｉａｎ等温线，出现斑点拖尾，这种情况最多；而对于 Ａｎｔｉｌａｎｇｍｕｉｒｉａｎ型，
则斑点出现伸舌头。对于薄层色谱理论塔板数的计算可采用：

Ｎ＝１６（ｄ１／ｗ）２

图２１　常见的三种薄层斑点图

式中，ｄ１ 为原点至组分斑点中 心 距 离，ｗ 为 斑 点 宽 度。图２１是 对 应 的
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三种情况下的薄层斑点图。
由于制备薄层较厚，因此流动相在薄层的表面与下面的移动速度是不一样

的，上下流速的差异同样带来了薄层板分离能力的降低。
分 析 型 的 薄 层 板 厚 度 一 般 为 ０２５ｍｍ，制 备 薄 层 厚 度 通 常 要 根 据 样

品 的 复 杂 性、上 样 量、分 辨 率 多 方 面 综 合 考 虑。一 般 认 为 在 制 备 薄 层 分

离 中，展 开 后 待 分 离 组 分 边 缘 与 杂 质 边 缘 之 间 的 距 离 至 少 要 多 于 ３ｍｍ。
制 备 薄 层 的 厚 度 不 能 太 厚，因 为 太 厚 后 很 容 易 导 致 薄 层 裂 口。在 用 湿 法

制 板 时，为 了 防 止 裂 口 的 产 生， 常 常 减 少 水 的 用 量 和 增 加 黏 合 剂 的 比

例。在 将 其 置 于 烘 箱 中 干 燥 活 化 前，铺 制 的 薄 层 板 常 需 要 静 置 自 然 干 燥

一 夜 以 上。
综合以上各种因素，一些学者认为制备薄层厚度最好控制在０５～３０ｍｍ

的范围。如果铺制１ｍｍ 厚的２０ｃｍ×２０ｃｍ 的薄层板，大约需要２０～２５ｇ硅胶。
较厚的薄层板当然也需要消耗更多的溶剂，也需要更长的干燥时间。也有人使

用特殊硅胶和高比例的黏合剂制得了厚达５～１０ｍｍ 的制备板，但这种板的分

辨率太低，只能用于样品的初步分离。

　　二、展开槽

图２２是最常见的两种展开槽，一种是接近方形的，另一种是长方形的。
有时如果自制的制备薄层板太大，作者实验室还曾利用玻璃干燥器代替展开槽

进行展开，也能达到分离的效果，但选择玻璃干燥器时一定要选择底部非常平

整的才能达到实验要求。

图２２　最常见的两种展开槽

图２３是 一 个 专 门 用 于 制 备 薄 层 色 谱 展 开 的 展 开 槽，用 它 可 以 同 时 展

开１０～２０块 的２０ｃｍ×２０ｃｍ 或 者２０ｃｍ×４０ｃｍ 的 薄 层 板，十 分 有 利 于 制

备 性 分 离。
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图２３　Ｄｅｓａｇａ制备分离展开槽

第二节　实 验 方 法

　　一、上样

制备薄层板的上样量决定于薄层板的大小、薄层板的厚度、吸附剂的种类

以及样品的性质。通常制备薄层板越厚，所上的样品量就越多，一般认为薄层

板的容量与薄层厚度的平方根成正比，如２５ｍｍ 厚的薄层板的样品容量大约

是１ｍｍ 厚薄层板的两倍；但如果薄层板太厚，薄层板的分辨率会降低。实验

表明：一块２０ｃｍ×２０ｃｍ 的分析型厚度的薄层板可以上样５ｍｇ而没有出现过

载，一块１ｍｍ 厚的２０ｃｍ×２０ｃｍ 制备薄层板可以上样５～２５ｍｇ的样品，从薄

层板展开后的谱带是否拖尾或者变形可以判断样品过载的情况。薄层板在上样

前一定要反复实验该类薄层板对具体的某种样品的样品容量。
薄层板上样前 应 该 先 对 薄 层 板 进 行 预 展 开，方 法 是 用 氯 仿甲 醇 （１∶１）

或者乙醚 （包含１％的氨水或者１％乙酸，根据后面的展开剂含碱或酸来选择）
为展开剂在展开槽中展开，然后再将薄层板取出，一般通过真空干燥后供实验

用，目的是除去薄层板吸附剂中的杂质。
样品应该溶解在挥发性尽可能大的溶剂中，并且溶剂的极性也应该尽可能

小。样品溶液的浓度以上样后样品均匀地涂渍在吸附剂表面上而不是在吸附剂

上以晶体析出为宜。因为晶体的析出使得晶体部分在展开剂中的溶解度发生变

化，而使展开结果发生变化。制备薄层中典型的样品浓度范围为２％～１０％。
制备薄层的上样一般以距离薄层一端大约２５ｃｍ 的地方以条形 上 样，样

品条的宽度为３～５ｍｍ，条的长度以两端距薄层板两边边缘１～３ｃｍ 为佳，因

为边缘效应往往使薄层边缘的展开剂移动更快。条形上样不但上样方便、上样
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量较高，而且分离效果通常也可优于制备薄层的点样上样，上样工具我们可用

注射器或者小 的 滴 管，当 然 有 条 件 的 实 验 室 能 购 买 商 品 上 样 器，如 Ｌｉｎｏｍａｔ
点样器则效果更好。图２４是条状上样示意图。

图２４　条状上样示意图

上样过程中我们可以重复上样，但在每一次上样后应该尽量挥发掉样品条

中的溶剂，否则将会加宽样品条的宽度，挥发过程我们可以选择电吹风吹干。
上样操作不能破坏薄层板吸附剂的表面，否则将影响样品的分离效果。上样后

的样品条应该尽可能直和尽可能窄，如果样品条太宽，可用强极性溶剂，如甲

醇展开１～２ｃｍ，让样品条的宽度得到压缩，然后从展开槽中取出薄层板彻底

挥发掉全部甲醇后，再在选择的展开条件下展开。
有文献报道先将薄层板的上样位置掏一个 Ｖ 型的条形小槽供上样用，小

槽的上部大约１～２ｍｍ 宽，深度是吸附剂厚度的 一 半。但 该 技 术 操 作 必 须 非

常小心，不能让吸附剂除去太多而让玻璃板暴露在外，否则分离效果不佳；也

有用一个一个的点紧挨着点样的方法上样，但该法操作麻烦并且效果也不是太

好。还有将上样处的吸附剂吸去一条，使之成为沟槽，将样品溶液与吸附剂拌

匀，干燥后再把样品小心地填充在沟槽内的方法。
松散吸附剂制备薄层板的上样一定要非常小心，上样不能破坏薄层板的表

面。由于其上样操作困难，这也是松散吸附剂制备薄层板不太常用的主要原因

之一。

　　二、展开

制备薄层色谱的展开系统通常先利用分析型薄层进行筛选。为了找到合适

的极性溶剂系统，我们可以应用微量圆环技术：其方法是将一滴试样溶液点到

薄层板上，让其干燥后形成一个点，然后滴少量溶剂于薄层的斑点上，如果被

试物质留在原点不动，则需增加溶剂的极性或增大洗脱剂的量；如果斑点向溶

剂前沿扩散太快，甚至直至溶剂的前沿，则必须用较低极性的溶剂调整移动的

距离。另外一种初步选择展开剂的方法是用微型薄层板，在实验工作中经常用

显微镜载玻片为基片，手工涂铺薄层，一次分离只需几分钟。为了正确地将化

合物的极性、吸附剂的活度及展开剂的极性配合起来，Ｓｔａｈｌ还设计了一个用
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以选择薄层条件的简图，该简图可参考有关薄层色谱的专著，其基本内容为：
当被分离物质为非极性物质时，则应选择非极性展开剂，此时所需的吸附剂的

活性较高；当被分离物质为强极性物质时，则应选择强极性展开剂，此时所需

的吸附剂的活性较低；当被分离物质为中等极性物质时，则应选择中等极性展

开剂，以及中等活性的吸附剂。
其实在实际分离中只用一种溶剂作为展开溶剂往往达不到好的分离效果，

经常还需使用混合溶剂。在混合展开剂中，占比例较大的弱极性溶剂在展开剂

中主要起溶解物质和基本分离的作用，占比例较小的强极性溶剂则起调整改善

分离物质的Ｒｆ 值及对某些物质的选择作用，中等极性的溶剂往往起着使极性

相差较大溶剂混合均匀的作用。用黏度太大的溶剂时需要加入一种溶剂以降低

展开剂的黏度、加快展开速度。一般主要溶剂选用不易形成氢键的溶剂，或极

性比分离物质低的溶剂，否则将使被分离物质的Ｒｆ 值太大或甚至跟随溶剂前

沿移动。总之在展开剂的选 择 中 一 般 Ｒｆ 值 要 在０１～０７的 范 围 内 为 宜，Ｒｆ

值太高，则选用低强度极性的展开剂，反之则选用高强度的展开剂。展开剂极

性强度等于组成该展开剂各溶剂组分的介电常数与体积分数乘积之和。在展开

剂中还可加入少量酸或碱，它可以分别使某些极性的酸、碱物质斑点集中，提

高分离度。
在溶剂的极性值选定后，如果目标产物仍然得不到 满 意 的 分 离 结 果，可

进一步考虑溶剂的选择性，所谓选择性是溶剂与待分离物的比较 特 殊 的 结 合

力。在我们薄层色谱的溶剂选择中，这种力通常是溶剂给出质 子 的 能 力、溶

剂获得质子的能力以及溶剂的诱导力。所对应的最具有代表性的 这 些 溶 剂 是

氯仿 （给质子）、甲 醇 及 乙 醚 （获 得 质 子）以 及 二 氯 甲 烷 （诱 导 力）。因 此，
在混合溶剂中，我们可以在保持溶剂总极性大致不变的情况下，利 用 上 述 溶

剂替代混合溶剂中的其中一个组分，考察薄层色谱分离的情况。在 展 开 剂 中

极性较大的组 分 浓 度 （体 积 分 数）＜５％或＞５０％时 往 往 会 得 到 最 大 的 选

择性。
其实选择展开剂的最 好 方 法 还 是 利 用 文 献 资 料 的 方 法，通 常 有 较 多 的 专

著、手册以及期刊论文报道不同类型的待分离物的薄层分离条件，必要时根据

自己的待分离物性质利用上面我们讲述的原理加以改进，这样就可以较快地找

到合适的展开剂，节省大量的溶剂优选的时间。
水蒸气及溶剂蒸气对分离有很大的影响，展开槽及薄层板在展开前都需要

用溶剂饱和，实验中展开槽必须密闭。在用脂溶性流动相时，可在展开槽口和

盖的边缘磨砂处涂以甘油淀粉糊使其密闭，当用水溶性展开剂时则应涂抹凡士

林，展开过程中在盖上应压一重物，以免展开剂蒸气将槽盖顶起，改变槽内饱

和情况而影响分离。
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在分析型薄层上选好溶剂系统后，还应该先在小型的制备薄层板上实验这

个溶剂系统的有效性，进行几次进一步的调整后，就可以进行制备性分离。由

于制备薄层较厚，吸收的展开剂较多，当展开槽中流动相不够时，可以中途轻

轻滑动展开槽的盖子露出一个小角再次添加展开剂，但一定非常小心不能搅起

槽中液体。制备展开剂的溶剂一般都要使用分析纯。
在大多数情况下，制备薄层色谱都是用上行展开法，只有很少的例外。对

于较复杂的样品，如果一种流动相不能满足制备性分离要求，还可以利用几种

流动相进行多次展开。通常先用极性最低的溶剂系统展开，得到一些Ｒｆ 值很

低的分离，完全挥发掉溶剂后，选用极性较高的流动相进行再次展开，依次进

行。一般以２～３次为 佳。对 于 实 在 很 难 分 开 的 组 分，我 们 还 可 以 将 其 洗 脱、
收集，进行制备薄层的再次分离。

　　三、检测

对于有色化合物，在白天我们能根据它们的颜色进行检测，具有荧光的化

合物，我们也能在紫外光的照射下进行观察。如果薄层板本身含有荧光物质，
则在２５４ｎｍ 或者３６６ｎｍ 的紫外灯下，样品组分在薄层板的荧光背景下产生黑

色的谱带。一些薄层板中的荧光添加剂往往并不溶于展开剂以及最后的样品洗

脱剂，因此不会造成对待分离物的污染。
由于制备薄层的显色不能破坏待分离物，也不能让其转变成其他化合物，

当然更不能引入新的杂质，所以制备薄层的化学检测最好的方法要数利用碘蒸

气进行显色了。元素碘是一种非破坏性显色剂，能检出的化合物很多，价廉易

得，显色较快和灵敏。其方法是将展开后的薄层板挥发掉溶剂后置于一放置有

少量固体颗粒碘的密闭玻璃容器中，由于碘容易升华，所以整个容器充满了碘

的蒸气。大约１～２ｍｉｎ后，我们就可以逐渐观察到浅 棕 色 的 薄 层 板 上 显 现 出

亮褐色或深褐色的样品组分。从碘蒸气容器中取出薄层板，用铅笔或者针尖画

出组分显现的带。薄层板在外面放置一段时间后，显现的谱带将逐渐消失，最

后回到显色前的状态，因为碘蒸气的显色机理基本上是基于物理吸附，并且这

种吸附在大多数情况下是可逆的。
水可以作为制备色谱 的 显 色 剂，当 在 薄 层 板 上 均 匀 地 喷 上 水 并 使 其 透 明

后，在黑的背景下水不溶组分在薄层板上就会显现不透明的谱带。
如果上面的检测方法还不能满足检测的目的，我们就只有采用通常分析型

薄层中使用的化学检测方法了，方法是先用一适当大小的玻璃板或者能抗显色

剂浸湿和腐蚀的塑料板遮住薄层板的中间部分，让其两边各露出一小条，然后

按照通常的显色方法进行喷雾显色，显色过程中不能加热，以免破坏样品。最

后根据显色情况，用铅笔或者针尖连接两边，勾画出薄层上的谱带分布情况。
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具体的通用显色剂和专用显色剂可参见有关薄层色谱的专著。图２５是化学显

色示意图。

图２５　制备薄层化学显色示意图

　　四、收集

薄层板展开、显色并确定了所需要的谱带后，通常的办法就是用工具将所

需要的谱带从薄层板上连同吸附剂刮下来置于适当大小的玻砂漏斗中。为了让

其全部转移到漏斗中，刮取过程可以用刀片，也可以用后面的洗脱剂少许进行

润湿洗涤，操作一定要小心，不要将非收集成分带入。然后选取溶剂将待收集

成分从吸附剂上洗脱下来。洗脱剂很少选用水，因为水的沸点较高，后面的蒸

发浓缩不方便；同时甲醇也不是很好的洗脱溶剂，因为它的洗脱能力太强，很

容易将吸附剂上带有的微量强极性杂质也一起洗脱。较适宜的是丙酮、乙醇、
氯仿以及一些好的展开剂系统。洗脱时需要的洗脱剂的体积大致可以应用下面

的经验式粗略估计：
洗脱剂体积＝（１０－Ｒｆ）×１０×刮下的吸附剂体积

洗脱的方法可以采取少量多次添加洗脱剂到玻砂芯漏斗中的办法，原理类

似于经典柱色谱，只是选择的洗脱剂对样品的洗脱能力较强，能比较方便地让

待分离组分与吸附剂分离开来。
对于松散层薄层板的样品带也可以利用一个适当大小的玻管，一端用脱脂

棉塞住，并将有脱脂棉的这端与真空泵相连接，利用玻管中的真空可以将薄层

板上的吸附剂吸入玻管内，然后将脱脂棉端作为溶剂出口，用洗脱剂将待收集

组分从吸附剂上洗脱下来。
洗脱液进行蒸发浓缩就可得到我们需要的目标物，根据需要，还可进一步

对分离物进行重结晶提纯，以达到我们要求的纯度。
总之，一般的制备薄层色谱与一般的分析型薄层色谱在吸附剂、展开剂等
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方面没有什么本质的区别，只不过围绕样品的处理量加大而进行了一定的技术

变化。详细的分析型薄层色谱原理和技术我们在本书中不再介绍，对薄层色谱

有兴趣的读者可参考本丛书中的 《平面色谱方法及应用》分册。

第三节　离心薄层色谱

在经典制备薄层色谱基础上发展起来了离心薄层技术，该技术在２０世纪

６０年代由 Ｄａｌｃｏｒｔｉｖｏ等人提出，又叫旋转 薄 层 色 谱。它 可 以 克 服 经 典 制 备 薄

层要将吸附剂从薄层板上刮下并洗脱的烦琐操作，并能缩短分离时间，薄层板

也可以重复使用。分离的本质就是在经典的薄层色谱上加了一个离心力，增加

了展开剂的流动速度，另外流动相用恒流泵持续泵入，可以将待分离组分连续

洗脱出来。
离心薄层色谱仪的种类有多种，相对用得较多的有两种。一种是美国加州

ＨａｒｒｉｓｏｎＲｅｓｅａｒｃｈ公 司 生 产 的 Ｃｈｒｏｍａｔｏｔｒｏｎ型 仪 器，另 一 种 是 日 本 Ｈｉｔａｃｈｉ
Ｋｏｋｉ公司生产的 ＨｉｔａｃｈｉＣＬＣ５型仪器。

对于Ｃｈｒｏｍａｔｏｔｒｏｎ型 仪 器，其 薄 层 板 需 要 实 验 室 自 己 制 备，一 般 制 成

２ｍｍ 厚。它是在含有荧光剂的吸附剂中加入黏合剂，用水将其调成糊状，然

后利用倾注法将吸附剂的混合物均匀地涂铺在与仪器相配的圆形玻板上。待吸

附层固化后，色铺板置于烘箱中在１０５℃干燥３０ｍｉｎ既可。实验时将薄层板固

定在仪器的转轴上，色铺板的中 央 留 一 小 面 积 的 空 白，供 上 样 和 泵 入 展 开 剂

之用。
薄层板连接的转轴与电动机相连，薄层板在仪器中的安放呈一定的倾斜角

度，上样后流动相连续地被泵入，冲洗出的馏分可以被分部收集。分离时，仪

器上方还可加一个紫外灯，用来观察薄层板中谱带的移动情况。在展开室内还

可以通入氮气，减少敏感物质的氧化。图２６是该仪器及原理示意图。

ＨｉｔａｃｈｉＣＬＣ５型仪器在使用时将吸附剂用展开剂调成糊状物，然后将其

加入仪器中两块水平的圆板之间。离心力使过量的溶剂排除，样品溶液加到仍

然潮湿的吸附剂薄层上，利用常规方法进行薄层展开。
除离心薄层色谱 外，还 有 一 些 适 合 于 制 备 的 薄 层 技 术，例 如 加 压 薄 层 色

谱、厚层薄层色谱、移植薄层色谱等。但由于这些技术操作麻烦或者需要一定

的设备，尤其是由于本书后面所介绍的一些制备色谱技术特有的优越性，使得

在实际的制备性分离中，使用制备薄层技术进行制备性分离的人越来越少，利

用特殊制备薄层技术的人就更少了。从本书实用性的角度考虑，在此就不再对

这些技术作进一步的介绍。
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图２６　Ｃｈｒｏｍａｔｏｔｒｏｎ型仪器及原理示意图

（ａ）结构示意图；（ｂ）原理示意图
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第三章　经典柱色谱

经典柱色谱的操作基本上还沿于色谱创始人茨维特１９０３年的工作，但经过

１００年的发展，出现了许多新的分离材料、一些新的分离模式和分离原理。总的

来说，直到今日，应用该技术的研究者很多，但不断研究该领域的学者却较少，
因为除新的分离材料的合成外，该领域的大多数技术已经趋于成熟。

经典柱色谱的类型有多种，主要有吸附柱色谱、分配柱色谱、离子交换色

谱、凝胶色谱、亲和色谱、干柱色谱等。

第一节　吸附柱色谱

　　一、硅胶吸附柱色谱

从国内外学术期刊上所发表的文章不难发现，在经典柱色谱中硅胶吸附柱

色谱仍是目前应用最为广泛的柱色谱技术，在有机合成和植物化学等的常规分

离中，至少８０％以上的色谱制备性分离工作都是在硅胶柱上进行的。因此对

于一般的常规性制备分离，作者向读者首推这种方法。
经典柱色谱分离是一项技术性很强的操作，初学者由于操作技术和经验的

原因，往往并不能达到预期的分离结果。作者本人在刚学习作硅胶吸附柱色谱

的时候，也曾分离一个水溶性的 偶 氮 氯 膦 衍 生 物 的 混 合 物，前 后 经 历 了 数 十

天，最终还是以失败而告终。很多有机合成的初学者，也常常因产物不能提纯

而导致合成反应的最后失败。现以作者合成的一个目标物的分离为例，先叙述

经典柱色谱 （图３１）的一般操作步骤。
（一）操作步骤

１ 待分离物

作者曾经完成了一个有机合成反应，反应方程式如式 （３１）所示。
反应混合物主要是产物、副产物以及未反应完的原料。当混合物进行适当的萃

取处理后，得到仅包含有对甲基苯甲酸杂质的粗产物。分离２ｇ该粗产物，在

薄层色谱上利用乙酸乙酯作展开溶剂时，Ｒｆ，Ａ＝０８，Ｒｆ，Ｂ＝０５。
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２ 硅胶的准备

２５０～４００目 （即４０～６３μｍ 直径的硅胶颗粒），Ｍｅｒｃｋ公司产品。根据从

薄层色谱探索冲洗溶剂系统所得的 ΔＲｆ＝０３，可以粗略地估计该分离有一定

的难度，因此我们选用样品与硅胶重量比为１∶１００的比例，需要准备２００ｇ硅

胶。通过一个１０ｍＬ的小量筒量取１０ｍＬ硅胶然后称重，计算出所使用的硅胶

密度大约０４ｇ／ｍＬ，因此可以直接用大烧杯量取５００ｍＬ硅胶。

３ 实验仪器的准备

一支直径为５ｃｍ×长１００ｃｍ 的玻璃色谱柱，一个铁架台，１００ｍＬ、５００ｍＬ
的烧杯各一个，５００ｍＬ锥型瓶２个和１Ｌ的锥型瓶一个，一支较大的量筒，一

支玻 棒，一 个 径 口 直 径 较 大 （最 好 接 近 色 谱 柱 直 径 的 一 半）的 玻 璃 漏 斗，

１０ｍＬ的小试管３０～５０支置于一试管架上。

图３１　经典柱色

谱装置示意图

４ 装柱前的准备

将玻璃色谱 柱 用 两 个 铁 夹 分 上 下 将 其 固 定 在 铁 架 上，用 小 烧 杯 量 取 大 约

６０ｍＬ３０～５０目的细砂，将其中２０ｍＬ倒入色谱柱中，让其平整地铺在色谱柱内

出口的筛板上 （如色谱柱中无筛板，可先用脱脂棉或玻璃纤

维少许堵住出口，然后再加入细砂并得到平整的细砂面），并

放一个５００ｍＬ的锥型瓶于色谱柱的下面。在１Ｌ的烧杯中盛

５００ｍＬ硅胶，１Ｌ的锥型瓶中装１Ｌ乙酸乙酯，用大量筒量取

乙酸乙酯６００ｍＬ于硅胶烧杯中 （留下约８０ｍＬ最后洗涤盛硅

胶的烧杯，５００ｍＬ硅胶大约吸收４００ｍＬ左右的溶剂），用玻

棒将其搅拌成糊状，再量取４００ｍＬ乙酸乙酯轻轻地沿柱壁倒

入色谱柱中 （防止破坏柱中平整的细砂层），最后将玻璃漏斗

置于色谱柱上面。

５ 装柱

将硅胶的乙酸乙酯悬浊液用玻棒搅匀，打开色谱柱下面的

活塞，让柱中溶剂以一定的速度向下移动，用事先接好的锥型

瓶收集流出的溶剂。然后沿色谱柱上面的漏斗在边加边搅拌下

慢慢地、均匀地、连续地将硅胶乙酸乙酯浆倒入色谱柱中，最

好能一次性加完 （如由于色谱柱体积有限、且流动相的流速较
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慢实在不能一次性加入，可以分两次进行）。加入的硅胶浆在柱内溶剂中首先分散，
同时随着下降的溶剂在柱中均匀地沉降。由于流动相的不断流出，当柱中溶剂层接

近硅胶层大约３～４ｃｍ时，剪一张与柱直径大小的滤纸置于硅胶层表面，然后将剩

下的大约４０ｍＬ细砂均匀地铺在柱的上面，关闭色谱柱活塞，柱的填装即告完成。
此时柱中含溶剂大约４５０ｍＬ，整个色谱柱中无气泡且填充均匀 （图３１），如果达不

到上述要求，则该柱应该取出硅胶进行重新填装。

６ 上样

用一个空的５００ｍＬ的锥型瓶置换出放于色谱柱下面收集流出液的锥型瓶，
此时可取尽量少的装柱时流出的冲洗溶剂溶解样品，将色谱柱中的溶剂面调至

与细砂面刚好一致后，用吸管小心地将样品液均匀地加到柱中，待样品液全部

没入细砂层后，再用吸管吸取少许冲洗剂添加到色谱柱中，待所添溶剂全部没

入后，再重复上述操作多次，使样品液以尽可能短的柱塞进入到柱中，从而使

后面大量溶剂的添加不会让样品泛起。

７ 冲柱

在确定样品不会被大量添加冲洗溶剂泛起后，这时可以进行柱的冲洗，为

了节省溶剂，可用前面装柱时所收集的流出液冲柱，添加溶剂时需要小心，防

止下流的冲洗剂破坏色谱柱层。在样品从色谱柱中流出前，仍有一定体积的死

体积溶剂，在我使用的这根硅胶柱中，死体积大约３５０ｍＬ，因 此 这 一 部 分 流

出的溶剂，同样可以返回再次作为冲洗溶剂使用。
第一次配制冲洗溶剂不宜过多，以免造成浪费，如果不够时可以利用量筒

和大锥型瓶 根 据 需 要 再 次 配 制。该 实 验 作 者 第 一 次 配 了１２Ｌ，第 二 次 配 了

３００ｍＬ就足够了。

８ 检测

（１）初步检测

当冲洗溶剂流出大约３５０ｍＬ后，就可及时地对流出液进行初步检测，并

且将锥型瓶更换成小试管进行收集。如果待分离物是有颜色的物质，则可以凭

肉眼观察，分段收集。如果待分离物没有颜色，则需要利用物理或化学的方法

进行检测。在冲洗过程中，一般只进行初步的快捷检测，看是否待分离物已经

流出或者了解流出物的浓度大小等，因此通常是取一小薄层板，用铅笔和直尺

将硅胶板分划成多个小方块，并且按一定的次序进行编号，用铅笔在每个小方

块内标明，如图３２所示。

图３２　用于初步检测的硅胶薄层板
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取一根内径为０３ｍｍ 左右的玻璃毛细管蘸取少量流出液，点于薄层板的

一个小格内，待斑点干后 （如溶剂挥发较慢，可用电吹风吹干），然后用物理

的或化学的方法检测。用一个小瓶装少量干净的冲洗溶剂，点样后的毛细管可

蘸取冲洗溶剂进行洗涤，洗涤的方法是先蘸取冲洗溶剂，然后在滤纸上将吸入

毛细管的溶剂吸出，重复此操作几次。洗涤后的毛细管可以反复使用，因为每

次检测只使用了薄层板的一个小格，故该薄层板可以重复使用多次。
作者该实验的检测是直接用玻璃毛细管在色谱柱出口采样，然后按小薄层

板上标记的次序，在一方格内同一个位置重复点样几次，待溶剂挥发后，直接

用紫外灯照射检出，看是否有待分离物质的斑点出现。采一次样，使用一个方

格。如果待分离物已经流出，则小心分管收集；如果待分离物未有流出，则所

收集的溶剂可以合并再次用于色谱柱的冲洗。该实验中仍然用同样的方法检测

色谱柱的冲洗是否完成，看冲洗液中是否还有待分离物继续流出，判断冲洗是

否应该结束。
（２）正式检测

① 点样：取分部收集的冲洗溶液进行分别直接点样，如果冲洗溶液太稀，
浓度太小，可以事先利用旋转蒸发仪对冲洗液进行浓缩。点样容器一般用玻璃

毛细管，点样量一般为几至几十微克，点样方式一般用点样。有人建议展开剂

标准化深度为０５ｃｍ，样 品 位 于 离 薄 层 底 端１５ｃｍ，点 样 斑 点 的 直 径 一 般 为

３～５ｍｍ 为宜。但作者 由 于 习 惯 用 高 效 薄 层 小 板，所 以 各 种 指 标 都 进 行 了 缩

小，如点样位置一般距离薄层板起始端０５ｃｍ，点样斑点不大于３ｍｍ 等。

② 展开：在普通的展开槽中进行，展开方式常选用上行展开。由于水蒸

气及溶剂蒸气对分离有很大的影响，展开 槽 及 薄 层 板 在 展 开 前 需 要 用 溶 剂 饱

和。常规薄层最长距离为２０ｃｍ，高效薄层展距最长为１０ｃｍ。一般情况下温度

对薄层色谱的影响不明显。作者的工作是先购买高效薄层板，然后将其切割成

小板，最后在一个平底的有密封瓶盖的小瓶中展开，如图３３所示。
切割高效板的方法为：一块２０ｃｍ×２０ｃｍ 的高效薄层板可以划分成３６块

大约１６ｃｍ×７ｃｍ 的薄层板或者７２块１６ｃｍ×３５ｃｍ 大小的薄层板。划分时

应该用一大块平整的泡沫塑料垫在桌面上，将硅胶面面向塑料水平放置，操作

在玻璃一面，利用三角尺和玻璃刀进行切割。划好的硅胶版可以保存在置有棉

花的瓶中。

③ 展开剂：展开剂使用冲洗溶剂。

④ 显色：一般常用物理检测法和化学检测法。在物理检测法中首先有紫

外光法，紫外光常用两种波长 （２５４ｎｍ 与３６５ｎｍ），可根据具体情况选择。其

次是碘蒸气显色法，元素碘是一种非破坏性显色剂，能检出的化合物很多，价

廉易得，显色迅速、灵敏。化学检出法通常进行显色剂直接喷雾。显色剂有通
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图３３　薄层展开示意图

用显色剂和专用显色剂。通用显色剂最常见的是硫酸乙醇或甲醇 （１∶１）溶

液，喷雾后，有的化合物 立 即 反 应，但 大 多 数 化 合 物 需 加 热 后 历 数 分 钟 才 显

色，不同化合物的反应不同，所显颜色也往往各异，即使是同一种化合物随加

热温度与时间不同，其显色也往往不同。专用显色剂是指对某个或某一类化合

物显色的试剂，利用化合物本身的特有性质，或利用其所含的某些官能团的特

殊反应。展开后根据斑点的大小，可以粗略地估计待分离物含量的大小。

９ 合并

根据上面薄层检测 的 结 果，我 们 可 以 将 具 有 相 同 Ｒｆ 值 的 部 分 进 行 合 并，
然后利用旋转蒸发器对合并部分进行旋 转 蒸 发，最 后 得 到 我 们 需 要 的 目 标 产

物。如果分离后仍有部分未分开，我们可取未分开的部分，再次重复上面的分

离操作，进行第二次柱色谱分离。在必要的时候，我们还可以对最后所得成分

进行进一步重结晶，以提高产品的纯度。

Ｒｆ 值在一定条件 下 为 一 常 数，用 其 可 以 定 性。但 Ｒｆ 值 受 一 些 因 素 的 影

响：①吸附剂的影响，吸附剂的活性对分离的影响很大。②展开剂的影响，若

溶剂中含有少量比展开剂极性更强的杂质溶剂，则会对Ｒｆ 值产生较大的影响。
特别是在使用混合溶剂时，由于溶剂组分的挥发难易不尽相同，而极性溶剂的

含量又很低的时候，很易造成展开剂组成的变化，致使Ｒｆ 值的波动。除此之

外，点样位置以及展开剂没过薄层板的深度对Ｒｆ 值都会有影响。③展开的方

式、点样的大小对Ｒｆ 值会带来不同程度的影响。④其他影响：一般说来，薄

层厚度可以影响展开剂的流速，致使物质的Ｒｆ 值产生变化，薄层厚度一般控

制在０２５ｍｍ 比较理想。温度对吸附色谱影响不显著。展开的距离对Ｒｆ 值的
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影响也不明显。鉴于以上原因，鉴定化合物时，最好采用在同一薄层板上随行

对照，这样实验条件基本相同，可靠性大。

１０ 色谱柱的洗涤

在绝大多数情况下，硅胶分离柱中的硅胶是一次性使用，原因是柱层析硅

胶价格较低。如果要再生使用过的硅胶，将需要大量的强极性溶剂如甲醇，再

加上处理所需要的其他人力和物力，所以通常情况下，再生硅胶并不合算。
在使用后的色谱柱中由于还含有冲洗溶剂，所以要将里面的硅胶倒出是比较

困难的，尤其是色谱柱比较长的时候。取出硅胶的一种方法是将该柱放置一段时

间，让溶剂自然挥发完后，即可以方便地将硅胶倒出。但这种方法所需时间长，一

般需要好几天柱中的溶剂才能慢慢挥发掉，而溶剂自然挥发出来后又污染环境；第

二种方法可以用一根比色谱柱稍长的木杆或塑料杆将含有溶剂的硅胶一段一段地掏

出，但这种办法也比较麻烦，尤其是色谱柱又长又大时操作很不方便，且还很易让

硅胶散于收集容器之外；第三种方法是利用一个一般的真空泵，如真空水泵将色谱

柱中剩余的溶剂进行减压抽出，在色谱柱和真空水泵之间加一个冷阱，这样抽出的

溶剂既进行了有效的收集而不污染环境，而色谱柱中的硅胶又能较快地得到干燥，
使柱中的硅胶能够方便地倒出。其装置与操作示意如图３４。

图３４　减压抽出色谱柱中有机溶剂装置图

最后的色谱柱可以采用洗涤通常玻璃器皿的方法进行洗涤。
（二）硅胶吸附柱色谱的原理与技术

１ 吸附色谱的原理

在硅胶吸附柱色谱中，使用的硅胶是一种坚硬无定型立体网状结构的硅酸

聚合物颗粒，硅胶的分子式是 ＳｉＯ２·Ｈ２Ｏ，它的内部具有很多的小孔，这种

孔的存在使得硅胶具有很大的表面积。在硅胶颗粒的内部，分子与分子之间的
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相互作用力是对称的，其力量相互抵消，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，表面层所受的作用力小，
因此在硅胶固体的表面就存在着这种剩余的力。

在一定的条件下，硅胶与被分离物质之间产生作用，这种作用主要是物理

作用和化学作用两种。物理作用来自于硅胶表面与溶质分子之间的范德华力，
如静电力、诱导力、色散力，其特点是吸附速度快，在相同情况下，吸附过程

和脱附过程是同时进行的，被吸附物质在一定条件下可以被解吸出来。化学作

用主要是硅胶表面的硅羟基与待分离物质之间的氢键作用。硅胶表面的硅羟基

结构如图３５所示。

图３５　硅胶表面的硅羟基示意图

不同的化合物由于其 分 子 结 构 不 同，因 此 与 硅 胶 表 面 作 用 力 的 大 小 也 不

同。同时，同一种冲洗溶剂对不同化合物也因分子结构而异使得它们的溶解度

也不同。当实施色谱操作时，随着色谱柱冲洗溶剂的不断冲洗，致使不同的化

合物组分在色谱柱中的流动速度不一样，最后使得一个复杂的混合物由于通过

色谱柱的速率不同而达到分离。

２ 色谱柱的选择

经典柱色谱使用的色谱柱一般都是玻璃的 （图３６），柱 内 径 与 柱 长 的 比

例一般在１∶１０～１∶２０之间。如果待分离物易于分离，则可应用比１∶１０更

短的色谱柱，从而节省分离时间和药品的消耗；如果待分离物难于分离，则可

应用比１∶２０更长的柱子。有时我们还可以将二根甚至三根色谱柱串联起来，
增加柱的总长度，以增加色谱柱的总分离效能。商品色谱柱在柱出口端可有一

筛板，在出口小管上有一个玻璃活塞。而自制的色谱柱中可不要筛板，使用时

用一团玻璃纤维或者脱脂纤维棉代替筛板在出口处堵住硅胶。在实验条件很有

限的情况下，还可用酸式滴定管代替色谱柱，但作者的实验结果表明，酸式滴

定管的柱效较低，可能是管的直径较小，管壁效应严重的原因。在我的研究工

作中，３～５ｃｍ 直径的色谱柱用得最多。

３ 硅胶的选择

硅胶的制备常以水玻璃与酸反应水解得到硅酸，单硅酸在水中发生自聚作

用，随着时间的延长，聚合度增加。在适当的介质中，当ｐＨ＝７～１０且无盐
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图３６　常用玻璃色谱柱示意图

存在时可聚合成硅溶胶，而在盐存在下则凝结成水凝胶。ＳｉＯ２ 浓度不同的溶

胶在不同的ｐＨ 值和温度下，也可以黏接成三维网状结构的凝胶。经固化和老

化后的凝胶用水冲洗去掉其中包裹的盐类，最后脱水干燥制成硅胶。
由于硅胶的商品价格比较低廉，原则上我们不需要自己合成或者加工处理

一般的硅胶产品，而是直接购买商品柱层析硅胶进行我们的分离工作。
国产硅胶要比进口产品价廉许多。通常国产柱层析硅胶完全可以满足常规

的分离要求。柱层析硅胶的种类很多，购买时主要考虑硅胶颗粒直径的大小和

颗粒大小的分布范围。从分离的角度讲，颗粒直径的分布范围总是越窄越好，
最好是单分散的，这样在填柱时就可以避免硅胶在柱中的分级分布，使分离柱

具有较高的柱效。但单分散的硅胶价格很高，对于经典的柱色谱分离我们总是

选取具有一定颗粒直径大小分布范围的硅胶，在硅胶价格相近的前提下，优先

选取较窄分布范围的产品。
硅胶颗粒的大小直接关系到分离的好坏。同种规格的产品颗粒直径越小，

所填色谱柱的分离效果越高，但如果硅胶颗粒直径太小，则又严重影响色谱柱

中冲洗溶剂的流出，使冲洗溶剂流速太慢甚至不能流出色谱柱，从而达不到分

离的结果。
作者在有机合成粗产品的分离以及植物有效成分的分离过程中，综合考虑

产品价格和分离效率的关系。国产硅胶通常使用２００～３００目的硅胶，而进口

硅胶通常使用２５０～４００目规格 （即４０～６３μｍ 的硅胶，进口的用于制备性分

离的柱层析硅胶多数是属于这个规格的）。有人认为，对于２００～３００目规格的

硅胶在分离中其柱效大约相当于２００目的单分散硅胶，而其在柱中对溶剂的阻

力却接近单分散的３００目的硅胶。
硅胶与待分离样品的重量比也是一个重要的因素。对于非常容易分离的样

品，样品与硅胶的重量比可以高达１∶３０；对于一般的分离，如两组分待分离

物在薄层上的 ΔＲｆ＞０４，则可使用１∶（５０～１００）的重量比比较合适；对于

较难分离的样品，可以使用１∶２００的比例；对于更难分离的样品，甚至可以

考虑使用１∶ （５００～１０００）的比例。在装柱前一定要分别称量样品和硅胶的

重量，选取正确的硅胶用量。硅胶用量的不足，常常是导致分离失败的重要原
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因，因为样品的过载，会使色谱分离柱的分离效能成指数下降。
硅胶的活性与含水量的关系极大，其含水量越高，活性越低。当其含水量

接近２０％的时候，这时的硅胶基本上就不再具有什么吸附活性。在一定的温

度下除去水分就可使硅胶活化。硅胶加入一定量水即可使活性改变。活性与水

的关系如表３１。硅胶的活化一般采用在烘箱中在１１０℃左右加温０５～１ｈ一

次活化得到Ⅱ～Ⅲ级活性的硅 胶。硅 胶 的 活 性 太 高，会 使 硅 胶 的 吸 附 能 力 太

强，造成一些成分吸附在色谱柱内不容易洗脱或者拖尾，影响分离效果，有些

甚至造成待分离物分子结构的改变。硅胶的活性太低，又达不到利用硅胶的吸

附性能进行分离的目的。

表３１　硅胶活性与含水量的关系

硅胶含水量水量／％ 硅胶活性 硅胶含水量水量／％ 硅胶活性

０ Ⅰ级

１０ Ⅱ级

１２ Ⅲ级

１５ Ⅳ级

２０ Ⅴ级

　　硅胶活性的标定，可分别称取偶氮苯、对甲氧基偶氮苯、苏丹黄、苏丹红

（苏丹）和对氨基偶氮苯，分别溶于一定量的苯中，配成溶液。然后利用玻璃

毛细管分别蘸取上述染料溶液点于待测活性的硅胶薄层板 （干法制板）或者利

用毛细滴管取一小滴加入装有硅胶的细玻璃管上，用苯展开后，测量Ｒｆ 值或

比移值，然后根据文献数据可以确定硅胶的活度级别。
但在我国大多数比较干燥的地区，如我国北方或者作者工作的地方昆明等

地，由于空气中湿度较低，在多数情况下，商品硅胶可以事先不经干燥而直接

使用，也能达到分离目的。

４ 溶剂的选择

溶剂的选择也许是整个柱色谱分离操作中最困难之处，也是实验成功的最

关键之处。它不只是决定分离效果的好坏，同时还决定分离的成本、后处理的

难易以及废弃物对环境的污染等多种因素。
由于经典柱色谱的装柱、上样以及冲洗过程比较费时，每次所消耗的溶剂也

较多，对于柱色谱溶剂系统的选择总是先利用简便易行的硅胶薄层色谱进行筛选。
但薄层色谱毕竟不是柱色谱，筛选出来的溶剂系统与柱色谱所需要的最佳

溶剂系统是有一定的差距。主要原因在于薄层色谱所用的硅胶颗粒直径一般都

小于４０μｍ （即小于４００目），分离效能要比柱色谱高出许多，并且在铺制薄层

板时为了防止硅胶的脱落，在硅胶中往往添加了一定数量的黏合剂，有时为了

便于检测，在薄层板中还加入荧光物质，所以用薄层色谱所筛选出的溶剂系统

只能是我们重要的初选溶剂系统，决不是最佳的溶剂系统。
有时为了减少这种差距，我们可直接用柱层析硅胶进行干法制薄层板。方
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法是先将待铺的薄层板玻板水平放置于实验台上，然后取一玻棒，两边分别套

上一个橡皮圈，橡皮圈要比玻璃板略厚，用它控制所铺硅胶的厚度。两个橡皮

圈的宽度与薄层版的宽度一致。先在玻板 上 尽 量 均 匀 地 铺 上 一 层 柱 层 析 干 硅

胶，然后按照图示的方法运动玻棒，让硅胶在板上分布均匀并变得紧密。使用

这种板时一定要十分小心，因为硅胶非常容易脱落，一个大的呼吸或一个稍大

的气流都会让硅胶运动。
干法制板示意图如图３７所示。

图３７　干法铺薄层板

溶剂的选择，原则上是让目标化合物与杂质在薄层上的斑点距离具有足够

的差距，如 ΔＲｆ＞０４。选择时主要从两个方面考虑，一是溶剂的极性，二是

溶剂的选择性。
溶剂的极性：常用洗脱溶剂的极性按如下次序递增：
己烷、石油醚＜环己烷＜四氯化碳＜二硫化碳＜甲苯＜苯＜二氯甲烷＜氯

仿＜乙醚＜乙酸乙酯＜丙酮＜丙醇＜乙醇＜甲醇＜水。
在薄层色谱中，当溶剂的极性太大时，会使待分离物全部接近溶剂前沿，

当溶剂的极性太小时，又会使待分离物几乎全部保留在原点，这两种情况都使

待分离物得不到分离。
为了找到合适极性的溶剂系统，我们可以应用微量圆环技术，也可以用另

一种初步选择展开剂的方法———利用微型薄层板。Ｓｔａｈｌ的薄层条件简图，也

为我们指明了展开剂的选择方向。并且我们实际分离中还经常使用混合溶剂，
在展开剂中根据情况也还可加入少量酸或碱，在很多情况下我们还进一步考虑

溶剂的选择性。如果能使目标产物的Ｒｆ 值接近１，而其他杂质与目标产物的

ΔＲｆ＞０４以上，则这个溶剂系统最适宜于柱色谱分离系统。分析型薄层色谱

溶剂选择的较详细步骤前一章已经叙述，在此就不再重复。
选择展开剂的最好方法还是利用文献资料的方法，在表３２中给出了一些

常见类型的待分离物的溶剂系统，研究中我们就可以首先考虑这些系统，然后

进行完善。
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表３２　常见硅胶薄层色谱展开剂

化　合　物 展　开　剂①

多环芳烃
戊烷

四氯化碳

酚

氯仿

环己烷乙酸乙酯（４∶１）
乙醇水（８∶３）含２％乙酸钠

四氯化碳乙酸（９∶１）
环己烷丁酮（７∶３）

羧酸
苯甲醇乙酸（４５∶８∶８）
甲醇、乙醇、乙醚

脂肪酸
石油醚乙醚乙酸［７０∶３０∶１（或２）］
乙酸乙腈（１∶１）

胺 乙醇（９５％）氨（２５％）（４∶１）

氨基酸

正丁醇乙酸水（３∶１∶１）
酚水（７５∶２５）
正丙醇３４％氨水（６７∶３３）
正丁醇乙酸水（４∶１∶１）
正丁醇乙酸水（３∶１∶１）
吡啶水（１∶１）

糖

苯乙酸甲醇（１∶１∶３）
正丙醇浓氨水（６∶２∶１）
丁醇吡啶水（６∶４∶３）
乙酸乙酯吡啶水（２∶１∶２）
乙酸乙酯异丙醇水 （５∶２∶０５）

蛋白质 氯仿甲醇或丙酮（９∶１）
维生素 甲醇、四氯化碳、二甲苯、氯仿、石油醚、丙酮或丙酮石蜡油（水饱和）（９∶１）
嘌呤 丙酮氯仿正丁醇２５％氨水（３∶３∶４∶１）
萜 苯、苯石油醚（或乙醇）异丙醚、异丙醚丙酮（９∶１）
挥发油 苯氯仿（１∶１）

黄酮及香豆素
甲醇水（８∶２或６∶４）
石油醚乙酸乙酯（２∶１）

甾体及甾醇

苯或苯乙酸乙酯（９∶１或２∶１）
氯仿乙醇（９６∶４）
苯异丙醇

生物碱

苯乙醇（９∶１）
氯仿丙酮丁醇氨水（３∶３∶４∶１）
氯仿丙酮二乙胺（５∶４∶１）

叶绿素
异辛烷丙酮乙醚（３∶１∶１）
石油醚丙酮（４∶６）

　　① 括号内为体积比。

如果所要分离的产品出得很慢，在考虑完全分离的情况下可以逐渐增加流

动相的极性，让其形成溶剂的极性梯度，有利于产品的流出。
冲柱的溶剂如果可以不用氯仿、甲醇和苯等时尽量不用，因为氯仿对肝脏
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有很大的损害作用，而甲醇能损害眼睛，苯可导致白血病。氯仿还能溶解少量

的硅胶，冲柱后最后所得到的分离物往往还需要用其他溶剂再溶解以便除去硅

胶。在一般的有机溶剂中，丙酮、乙酸乙酯以及甲苯等的毒性相对较小。
除了上述因素外，在选择冲洗溶剂时我们还要尽量避免选择高黏度以及高

沸点的溶剂。高黏度的溶剂会严重影响冲洗溶剂的流速，可使分离速度变得很

慢；高沸点的溶剂会给后面所要收集馏分的浓缩带来麻烦，因为收集馏分少则

几百毫升，多则数升乃至更多，而且有些目标分离物组分还并不一定耐高温。
我们可以想像，即使要在实验室在较低温度下把１～２Ｌ水溶液中的水分通过

减压蒸馏在较短的时间内除去都还是比较麻烦的，对于沸点更高的溶剂减压蒸

馏就更麻烦了！

在样品能被充分分离的前提下，还要考虑尽量少用硅胶，因为硅胶会吸附

一部分样品，使被分离的样品损失。

５ 上样

在柱色谱分离中，样品的溶解也是十分重要的。我们通常希望能用较少的

溶剂溶解较多的样品。理想的情况是冲洗溶剂对样品有大的溶解度，这样就可

以直接选取冲洗溶剂溶解样品。
但在很多情况下样品也许难溶于移动相，这时可以选择比移动相极性低的

易溶有机溶剂对样品进行溶解，然后上样。由于溶解溶剂的极性比流动相低，
因此其对流动相的极性影响很小，即使多用一点溶剂进行溶解样品进样，也不

会对系统有大的影响。
但还有少数情况是冲洗溶剂及低极性溶剂对样品的溶解度都较小，不能满

足制样的要求，这时只能选择高极性的易溶解溶剂了。由于溶解溶剂的极性比

冲洗溶剂高，不能再用前面的方法进样了。因为少量高极性溶剂的引入，足以

引起整个溶剂系统的性质发生大的变化。
正确的操作应该是：用一定量的极性强的良性溶剂溶解样品，然后加入样

品质量２０倍量的硅胶，使样品均匀涂渍在硅胶上，利用旋转蒸发仪让硅胶上

的溶剂全部挥发去尽后，再将它装于色谱柱柱床的顶部。
无论上述按哪一种方式进样，进样的体积也是一个比较重要的因素。如果

样品进样体积过大，会使色谱柱中样品柱塞太长，造成本来可以分开的成分部

分重叠，甚至根本就分不开；如果样品浓度太大，尤其是一些植物有效成分的

浸膏或者一些生物样品，其可以在柱中形成胶冻状，使冲洗溶剂很难通过样品

柱塞，严重时甚至让冲洗溶剂在柱中根本无法流动。

６ 冲洗

通常总是选择比硅胶体积大２０％以上的色谱柱进行层析。这是因为一般

的柱色谱操作通常需要几个到十几个小 时，所 耗 溶 剂 一 般 需 要 几 百 毫 升 到 几
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图３８　冲洗溶剂

加入示意图

升。尤其是植物化学研究，有时将多达上百克的植物浸膏加

于柱中，按照非极性、中等极性、高极性的溶剂顺序，用多

种冲洗溶剂分别进行冲洗，溶剂消耗可超过１０Ｌ，冲洗时间

常常长达一周、二周甚至更多。在分离操作中，始终应该保

持流动相液面高于硅胶面，这 样 可 以 防 止 空 气 进 入 色 谱 柱，
所以必须空出一定的色谱柱空间来装冲洗溶剂，否则会使我

们寸步不能离开。为了在色谱分离操作中能有更多的空余时

间，还可以利用下面操作 （图３８）让装置能容纳 更 多 的 冲

洗溶剂。
具体的操作为，先让色谱柱用冲洗溶剂接近填满 （但不

能填满，留出后面烧瓶倒置 于 柱 中 所 需 占 用 的 体 积），然 后

取一圆底烧瓶装满冲洗溶剂，随后将盛满溶剂的烧瓶迅速倒

置于色谱柱上，平口保证没于柱中液面之下。这时通过大气

压的作用，可以支撑烧瓶中的溶剂不会溢出色谱柱，当然也

通过外面大气压的调节，将烧瓶中的溶剂缓缓地补充于色谱

柱中。

７ 蒸发浓缩

由于经典柱色谱最后合并的溶剂量比较大，而有些组分又不耐高温，所以

实验室有一台旋转蒸发仪是比较方便的。国产简易一点的该设备大约３千元左

右，进口的较贵，一般要上万元，但进口设备往往在溶剂回收率以及连续十几

个小时运转方面显现出较好的性能。尤其是做植物化学研究的科研人员，能投

资一台进口设备还是值得的。图３９是常见的旋转蒸发设备图。

图３９　旋转蒸发仪
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８ 重结晶

原则上通过硅胶柱色谱分离后的目标物已经具有相当高的纯度，但实际上

可能种种原因使得产品并不是很纯，如由于大剂量的有机溶剂的浓缩，有机溶

剂中原本含量很低的杂质浓度得到了积聚，使得在样品中得到检出；另外我们

所购买的商品硅胶也可能含有一些不纯物，而硅胶的用量又比较大，这也可能

引入杂质。因此在必要的时候可以考虑对所得成分进行重结晶，让待分离物达

到我们希望得到的纯度。如果得到的样品 还 希 望 进 一 步 作 结 构 分 析 或 元 素 分

析，那得到的样品还需要进行干燥处理，需将样品置于真空干燥器中或在装有

五氧化二磷的真空加热装置中进行干燥。

９ 硅胶柱色谱应用实例

作者曾合成单 （６羟基）β环糊精的衍生物，反应方程式如下：
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最后的反应混合物经适当分离提纯后仍还有少量的双 （６羟基）β环糊精的衍

生物，该粗 产 品 利 用 硅 胶 为 分 离 材 料，流 动 相 选 用 正 己 烷乙 酸 乙 酯 （体 积

比＝７∶３），最后所得纯化合物经红外、核磁以及元素分析证实为单（６羟基）

β环糊精。

　　二、氧化铝吸附柱色谱

在吸附柱色谱中，除了硅胶吸附柱色谱外，应用最多的当数氧化铝吸附柱

色谱。
氧化铝与硅胶色谱柱相比在性能上有如下优点：氧化铝的吸附能力通常比

硅胶的吸附能力更强，因此非常适用于一些亲脂性成分的分离；氧化铝有比硅

胶更大的样品处理量，相同重量的氧化铝可以上更多的样品。
在大多数情况下，我们所使用的是碱性氧化铝，它可直接由氢氧化铝高温

脱水制得。一般事前筛去过粗及过细的颗粒，用水洗至提取液ｐＨ 值为９～１０为

止，再经加热活化即可使用。碱性氧化铝常应用于碳氢化合物的分离，能从碳

氢化合物中除去含氧化合物，它还能对某些色素、甾簇化合物、生物碱、醇以

及其他中性、碱性物质进行分离。中性氧化铝吸附剂的制备一般是采用酸处理

法，在氧化铝中加入一定量的５％乙酸溶液，在搅拌下煮沸１０～２０ｍｉｎ，放置后

倒去上层清液，再用水洗涤，除去多余的乙酸，最后在布氏漏斗上用水洗涤数

次，抽干并干燥后，进行高温活化，残留的乙酸在活化过程中挥发。中性氧化

铝水提取液的ｐＨ 值为７５，适用于醛、酮、醌、某些苷及酸碱溶液中不稳定的

化合物，如酯、内酯等化合物的分离，因此使用范围比较广泛。酸性氧化铝的

生产是取工业氧化铝用２ｍｏｌ／Ｌ盐酸处理，使混合物呈酸性反应，倒去上层清

液，用热水洗至溶液呈刚果红紫色，滤取氧化铝，加热活化即得。酸性氧化铝

提取液ｐＨ 值为４～４５，适用于天然及合成酸性色素以及某些醛、酸的分离。
氧化铝的活性与含水量的关系极大，在一定的温度下除去水分能使氧化铝

活化，在氧化铝中加入一定量的水又可使其活性改变。氧化铝活性与含水量的

关系如表３３所示。实验室一般对氧化铝事先加热处理，得到所需要的活性氧

化铝，然后供实验研究用。

表３３　氧化铝含水量与活性的关系

含水量／％ 氧化铝活性 含水量／％ 氧化铝活性

０ Ⅰ级 １０ Ⅳ级

３ Ⅱ级 １５ Ⅴ级

６ Ⅲ级

　　氧化铝活性的标定，通常用 Ｈｅｒｍａｎｅｋ法：分别称取偶氮苯、甲氧基偶氮
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苯、苏丹黄、苏丹红 （苏丹Ⅲ）和对氨基偶氮苯，分别溶于四氯化碳中，摇匀

备用。
标定方法：取染料溶液点于待测活性的氧化铝薄层板 （干法制板）上，用

四氯化碳展开后，测量Ｒｆ 值。只要在薄层板上测得被分离化合物的Ｒｆ 值，将

其与相关文献的标准数据进行对照，就可知道氧化铝的活度情况。在大多数情

况下，需要控制氧化铝的活度范围在Ⅲ～Ⅳ级，因为太高的活性会使样品发生

不可逆吸附，甚至导致化合物的结构变化；而太低的活性，会使样品很难发生

吸附机理的分离。
在一般的实验情况下，都是直接购买商品氧化铝进行柱色谱分离，不再对

商品氧化铝进行任何处理。在干 燥 的 地 方，商 品 氧 化 铝 也 不 一 定 需 要 活 化 处

理，可以直接使用就能满足一般分离的要求。对于湿度比较大的地区，如果将

氧化铝在大约１２０℃烘０５ｈ就基本上能保证一般的活度要求，也没有必要一

定要对氧化铝的活性进行烦琐的测定。
氧化铝吸附色谱的操作基本上与硅胶相同，色谱柱的内径与柱长的比例一

般在 （１∶１０）～（１∶２０）之间。对于初学者装柱最好使用湿法，因为该法操作

比较简单，并且重复性相对较好。一般是先量取一定体积的溶剂于色谱柱中，
将色谱柱的活塞打开，使溶剂滴入接收器内，同时将氧化铝的悬浊液在搅拌下

慢慢地、均匀地、连续地加入，直到加完为止。氧化铝加入速度不宜太快，否

则会带入空气泡而破坏色谱柱，必要时可在色谱柱外轻轻给予振动。待氧化铝

加完后，仍使柱内溶剂继续流动直至氧化 铝 柱 上 面 的 溶 剂 全 部 滴 入 接 受 器 内

（但一定不能让柱内液面低于氧化铝面，否则将会导致空气的进入，使柱子的

填充失败），正确量取接受器内的溶剂量可以计算氧化铝柱内包含的溶剂体积。
这样，在色谱操作过程中，就能主动掌握大致在啥时候开始收集馏分。当变换

溶剂的时候，就可知道新溶剂大致从何馏分开始。氧化铝的用量一般采用样品

量的２０～１００倍。一般将样品溶于有机溶剂中，轻轻注入已准备好的氧化铝柱

上面，勿使氧化铝柱面受到扰动，否则将影响色谱分离效果。吸附在氧化铝上

的物质的洗脱能力与氧化铝活性、被吸附物质的性质、温度及溶剂的性质和浓

度有关。就溶剂而言，极性溶剂的洗脱能力较非极性溶剂大，所以逐渐增加溶

剂的极性，可使吸附在氧化铝柱上的不同化合物逐个洗脱，达到分离的目的。
为了防止溶剂的挥发及减少溶剂加入次数，色谱柱上覆以玻璃瓶，内储色谱用

溶剂。从理论上讲，氧化铝柱色谱分离完成后，可以除去柱上端含有深颜色的

氧化铝，用甲醇、稀乙酸、氢氧化钠溶液及水洗涤，再经高温活化处理，氧化

铝柱填料可重复使用，活化后的氧化铝比使用后的颜色稍淡。但在实际操作过

程中，由于层析用氧化铝的价格较低，通常一次性使用，一般并不进行再生处

理。氧化铝柱层析的详细操作步骤和原理与硅胶吸附柱色谱基本上相同，若要
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深入了解该部分的操作技术和技巧，请参考本章硅胶吸附柱色谱部分。

　　三、活性炭吸附柱色谱

活性炭一般以木材、果壳或煤等含碳物质为原料制备，也可将含有细孔结

构的碳素材料和焦炭在惰性气体中高温下煅烧得到，还可把含有细孔结构的碳

素物用二氧化碳、水以及空气等混合气体在较缓和的条件下活化制得。
活性炭的特点是具有非极性的表面，它的比表面积一般在７００～１５００ｍ２／ｇ

之间，因此它的吸附容量比较大。活性炭孔径结构可分为微孔、中孔和大孔三

种，有效半径分布分别在１～２０００ｎｍ的范围，活性炭的吸附性能与这些孔径结

构以及它们的化学组成密切相关。常见的活性炭中一种为粉末状活性炭，色谱

中一般采用化学纯的等级，其吸附力及吸附量特别大，但由于其颗粒太细，在

色谱过程中对流动相的阻力太大，往往需要加压或减压操作，手续较繁。另外

一种是颗粒状活性炭，颗粒状活性炭其颗粒较前者大，在色谱过程中流速易于

控制，勿需加压或减压操作。
在色谱分离时，正确选择适当吸附力的活性炭比较重要。前面的二种活性炭

类似于活性不同的一级、二级品。在大多数情况下，一般选择使用第二种，而尽量

避免应用第一类活性炭。一方面颗粒太细操作不便，另一方面其吸附力太强，许多

物质吸在上面极难洗脱。活性炭在水溶液中的吸附能力最强，在有机溶剂中的吸附

力较弱。在一定条件下，对不同物质的吸附力也不一样，通常其对极性基团多的化

合物的吸附力大于极性基团小的化合物，对芳香簇化合物的吸附力大于脂肪簇化合

物，对分子量大的化合物的吸附力大于分子量小的化合物。
柱色谱的操作

（１）装柱　通常利用湿法装柱，因活性炭在水中吸附力最强，所以装柱溶

剂选为水。先在色谱柱中加入少量的砂，使砂面平整，然后加入一定量的水于

柱中。活性炭以蒸馏水 浸 泡，不 断 搅 拌 除 去 活 性 炭 中 的 气 泡。打 开 色 谱 柱 活

塞，将活性炭连同水在 搅 拌 下 慢 慢 地 倒 入 柱 中，让 其 自 然 沉 降，装 至 所 需 体

积。粉末状活性炭因为柱中阻力太大，流速太慢，可将其与硅藻土按１∶１的

比例混合后，再用蒸馏水调匀进行装柱。
（２）上样　样品尽量用水溶解，浓度控制在２５％～５０％之间。由于活性

炭的表面积很大，所以一般每１００ｍＬ活性炭可上样５～１０ｇ。如果一些样品在

水中的溶解度差，则可 加 入 一 些 与 水 混 溶 的 有 机 溶 剂，如 甲 醇、乙 醇 或 丙 酮

等，但这时样品体积不可太大，上样量也该相应地减少，否则影响分离效果。
对于粉末状活性炭柱待样品上柱后，色谱管顶端应该连接一个加压泵或下端连

一减压泵，以帮助色谱分离的顺利进行。
（３）冲洗　洗脱溶液一般采用水或不同浓度的极性有机溶剂与水的混合液，
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如乙醇水液、丙酮水液、乙酸水液以及苯酚水溶液等洗脱。对于强保留的组分，
还可用３５％氨水洗脱。因活性炭来源较易，价格便宜，一般不回收使用。

活性炭柱色谱尤其适用于分离水溶性物质如氨基酸、糖类及某些苷类，它

是分离水溶性物质的主要方法之一。由于活性炭对样品负载量大，分离效果较

好，制备较易，且价格便宜，所以适用于大剂量的制备性分离。但是，由于活

性炭的生产原料种类很多，制备方法及工艺不一，产品的吸附力不像氧化铝、
硅胶那样容易控制，并且目前仍无测定活性炭活性级别的理想方法，因而其在

色谱分离中的应用并不广泛。

　　四、聚酰胺吸附柱色谱

聚酰胺是一类化学纤维，商品名：锦纶、尼 龙。１９５５年 首 先 发 现，聚 酰

胺色谱能分离酚类物质。聚酰胺 的 种 类 繁 多，色 谱 中 常 用 的 有 锦 纶６和 锦 纶

６６。锦纶６由己内酰胺单体聚合而成，聚合反应包括己内酰胺的水解开环、开

环聚合以及和大分子官能团的缩聚反应：

（Ｈ２Ｃ）５

Ｃ Ｏ

ＮＨ

＋Ｈ２ →Ｏ ＨＯＯＣ（ＣＨ２）５ＮＨ３

（Ｈ２Ｃ）５

Ｃ Ｏ

ＮＨ

＋ＨＯＯＣ（ＣＨ２）５ＮＨ →２ Ｈ２Ｎ（ＣＨ２）５ＣＯＮＨ（ＣＨ２）５ＣＯＯＨ

（Ｈ２Ｃ）５

Ｃ Ｏ

ＮＨ

＋ＨＮＨ（ＣＨ２）５ＣＯ → ［ＯＨ Ｈ ＮＨ（ＣＨ２）５ ］ＣＯ ｎ＋１

［

ＯＨ

Ｈ ＮＨ（ＣＨ２）５ ］ＣＯ ｘ ［ＯＨ ＋ Ｈ ＮＨ（ＣＨ２）５ ］ＣＯ ｙ →

［
ＯＨ

Ｈ ＮＨ（ＣＨ２）５ ］ＣＯ ｘ＋ｙＯＨ ＋Ｈ２Ｏ

锦纶６６是由己二酸与己二胺聚合而成的：
ｎＨＯＯＣ（ＣＨ２）４ＣＯＯＨ＋ｎＨ２Ｎ（ＣＨ２）６ＮＨ 幑幐２

ＨＮＨ（ＣＨ２）６ＮＨＣＯ（ＣＨ２）４ＣＯＯＨ＋（２ｎ－１）Ｈ２Ｏ

锦纶６ （聚己内酰胺）和锦纶６６ （聚己二酰己二胺）有较好的亲水、亲脂性

能，可分离一些水溶性物质和一些脂溶性的物质，如酚类、硝基化合物、醌类、
氨基酸、核酸、杂环化合物等等。锦纶６和锦纶６６可溶于一些强酸，如浓盐酸、
甲酸；微溶于一些弱酸，如乙酸、苯酚；但难溶于水、甲醇、乙醇、丙酮、乙

醚、氯仿、苯等有机溶剂。其对碱较稳定，对酸的稳定性较差，尤其是温度高

时会加快分解。色谱用的聚酰胺其分子量的大小最好在１６０００～２００００之间。分

子量太小的聚酰胺，在常用有机溶剂中的溶解度较大，在处理过程中易被酸、
碱破坏，因而不太稳定，并且还易溶于洗脱剂污染被分离的样品。分子量太大
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的聚酰胺，亲水性及可塑性较差，也不适合于色谱的分离应用。
聚酰胺分子中存在很多的酰胺基，其吸附机理主要来自于聚酰胺内的酰胺

键，它们与酚类、酸类、醌类、硝基化合物等形成氢键，因而对这些物质产生

吸附作用，这种作用可以用图３１０加以说明。

图３１０　聚酰胺的氢键吸附作用

因此，酚类和酸类形成的氢键是靠其羟基 （或羧基）与锦纶分子中酰胺键

的羰基作用。芳香硝基化合物和醌类是靠其硝基 （或醌基）于锦纶分子中酰胺

键的游离氨基作用。一般在水中形成氢键的能力最大，在有机溶剂中较弱，在

碱性溶剂中最弱。各种化合物由于与聚酰胺形成氢键的能力不同，聚酰胺对它

们的吸附力的大小也不同。在含水溶剂系统中，一般认为有下列规律：①吸附

能力的大小与形成氢键的基团的多少有关，基团越多，则吸附力越强。②氢键

的位置与吸附力有很大关系。对位酚羟基的吸附力最大，其次是间位酚羟基，
邻位酚羟基的吸附力最小。③羟基直接相连的共轭双键越多，则吸附力越大，
反之吸附力越小。④分子内氢键的形成将减少化合物之间的吸附力。

除上述氢键吸附作用外，聚酰胺分子中的非极性的脂肪链也会在分离中发

挥作用，例如，其可以分离一 些 很 难 与 聚 酰 胺 形 成 氢 键 的 物 质，如 萜 类、甾

类、生物碱等，此时可以用极性的流动相，作用相当于反相色谱。当用非极性

移动相，如氯仿甲醇时，聚酰胺则作为极性固定相，其色谱行为类似正相色

谱。因此用于聚酰胺色谱的溶剂系统主要分为两类：一类是水溶剂系统，另一

类就是非极性溶剂系统。如果在各种溶剂系统中分别加入少量酸或碱，可分别

克服分离酸碱时出现的 “拖尾”现象，使色谱分离带变得集中。表３４是一些

用于聚酰胺的常见溶剂系统。
色谱用的聚酰胺粉一般直接购买商品使用。柱色谱操作为：

① 装柱：一般直接使用流动相进行湿法装柱。如果装柱溶剂的比重较大，
则在装柱和分离过程中应该采用相应的措施，勿让聚酰胺粉上浮，因为聚酰胺

的浮起会搅乱层带。
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表３４　聚酰胺柱色谱常见的溶剂系统

被 分 离 物 溶　剂　系　统①

黄酮类
　氯仿甲醇（９４∶６），苯甲醇丁酮（６０∶２０∶２０），氯仿甲醇甲酸（６０∶３８∶２），
氯仿甲醇吡啶（７０∶２０∶１０）

酚类
　丙酮水（５０∶５０），苯甲 醇乙 酸（４５∶１０∶５），环 己 烷乙 酸（９３∶７），１０％
乙酸

糖类 　正丁醇丙酮水乙酸（６∶２∶１∶１），乙酸乙酯甲醇（８∶２）

生物碱
　环己烷乙酸乙酯正丙醇二 甲 基 胺（３０∶２５∶０８∶０２），水乙 醇二 甲 基

胺（８８∶１２∶０２）

氨基酸衍生物
　苯冰乙酸（９∶１），甲 酸水（２∶９８），乙 酸 乙 酯甲 醇冰 乙 酸（２０∶１∶１），

００５ｍｏｌ／Ｌ磷酸三钠乙醇（３∶１），氯仿乙酸（８∶２）

甾，萜 　己烷丙酮（１０∶３），氯仿丙酮（５∶１）

　　① 括号内为体积比。

② 加样：聚酰胺具有较高的样品容量，１００ｍＬ聚酰胺可上样２０ｇ左右。
尤其是利用聚酰胺除去样品中鞣质的时候，样品可以加至鞣质形成的橙红色色

带达 到 柱 的 近 底 端。样 品 通 常 用 流 动 相 溶 解，浓 度 最 好 控 制 在２０％～３０％。
对于难溶解的样品可以先用良溶剂如甲醇、乙醇、丙酮、乙醚等易挥发溶剂溶

解，然后利用聚酰胺吸附，减压蒸去溶解的溶剂，最后将附有样品的聚酰胺装

入柱中。

③ 洗脱：聚酰胺色谱的洗脱剂通常可以利用聚酰胺薄层进行筛选，使用

得较多的流动相是水、由稀至浓的乙醇，或氯仿、氯仿甲醇、甲醇依次洗脱。
对于强保留的组分，可采用５％氨水洗脱。若用聚酰胺分离芳香硝基化合物或

ＤＮＰ氨基酸，因其吸附很牢，可用二甲基甲酰胺乙酸水乙醇 （５∶１０∶３０∶
２０）冲洗。

④ 聚酰胺粉的再生：聚酰胺粉的再生一般用５％氢氧化钠溶液进行洗涤至

溶液接近无色为止。
聚酰胺色谱的应用比较广泛。它是分离黄酮及某些酚类物质的最有效的方

法之一。由于大分子鞣质在聚酰胺上的吸附是不可逆的吸附，因此其对鞣质的

吸附性非常强，可以利用聚酰胺将植物粗提物中的鞣质除去。

第二节　分配柱色谱

分配色谱通常是以一种多孔性的物质表面吸附一种具有一定黏度的有机液

体相，此液体相在色谱过程中能始终固定在该多孔性支持体上，从而构成色谱
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分离过程中的固定相，另用一互不相溶的溶剂作为流动相进行洗脱。分离物质

的难易主要决定于待分离物质在两相中的分配系数的差值，分离的实质，与萃

取分离相同。
分配色谱中使用得最多的多孔支持剂 （又叫载体）仍是硅胶，除此之外，

还可以使用硅藻土、纤维粉等。分配柱色谱的操作与一般吸附柱色谱操作并无

本质的不同。首先是固定液在载体表面的涂渍，将预先根据待分离物性质选定

的固定液，如水或者其他极性有机溶剂加入到载体中，让固定液均匀地涂渍在

载体的表面，整个过程要防止载体的破裂、固定相颗粒的团聚以及涂渍的不均

匀等。色谱柱通常利用湿法装柱，装柱使用的溶剂一般使用流动相，该流动相

装柱前应用固定液饱和，饱和操作可将固定液和流动相置于一个分液漏斗中充

分地振动，使两相充分接触直至饱和并达到平衡，这样可以避免装柱过程中流

动相冲掉或者损坏固定相表面的固定液薄层。样品的溶解一般仍然是溶于流动

相中，利用移动相洗脱色谱柱，按固定体积收集色谱柱中流出的溶剂，利用薄

层分析检测后，将其分别进行合并和浓缩处理。
在分配色谱操作中，选 择 固 定 相 和 移 动 相 的 依 据 是 样 品 在 两 相 中 的 分 配

比，所谓分配比，是样品于移动相中的浓度／样品于固定相中的浓度，其含义

是溶质在两相中的浓度比。流动相的选取的具体操作通常仍然是利用分配薄层

色谱进行优化。实践证明，当分配比为０１～０２时分配色谱的分离效果较好。
如果分配比太大，则样品很快从柱中洗脱，分离效果较差，如分配比太小，样

品在柱中的移动速度又太慢，使分离时间加长、溶剂使用量增多，流出的组分

浓度很低，甚至不经过浓缩难以检测。另外，在对色谱柱进行洗脱的时候，移

动相溶剂务必用固定液事先饱和。固定相制备过程中，载体与固定液的比例常

为１∶ （０５～１），即色谱分离时载体有相当于本身重量５０％～１００％固定相溶

剂，因为固定液在载体表面附着的量越多，其样品容量越大，越利于制备性分

离；但如果固定液的量太高，又会使固定液在载体上的附着稳定性产生问题。
样品的上样也根据具体的情况具有不同 的 形 式，如 样 品 能 溶 于 移 动 相 溶 剂 之

中，可直接利用移动相 溶 解 样 品，加 入 柱 顶 进 行 洗 脱。如 果 样 品 难 溶 于 移 动

相，易溶于固定液，则可用少量固定液溶解样品，利用载体吸着，然后装于柱

顶随后再冲洗。如果样品在两相中溶解均不大，则可溶于适当溶剂，拌于干燥

的载体上，减压蒸发掉溶剂，再加入５０％～１００％的固定相混合均匀再上柱。
由于分配色谱固定相的样品容量比吸附色谱的小，所以分离样品时支持剂的用

量一般较吸附色谱大，通常为１∶ （１００～１０００）。并且移动相流速宜慢些，以

免冲刷掉固定液层。待分离样品在两相溶剂中的分配系数受温度的影响较大，
必要时可利用恒温装置，保持恒定的操作温度，得到好的分离结果。

对于分配色谱溶剂系统的选择，与前面几节介绍的一样，首先参考有关期
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刊和手册中报道的溶剂系统，然后进行完善仍是首选办法。表３５是一些常见

分配色谱溶剂系统选择实例。

表３５　一些常见分配色谱溶剂系统

待 分 离 物 固　定　液 冲 洗 溶 剂

水溶性生物碱
水或磷酸缓冲溶液

磷酸缓冲溶液

丁醇

乙酸乙酯

苷类
水

水

氯仿或乙酸乙酯

乙酸乙酯

酚性化合物 水 环己烷

有机酸
００２５ｍｏｌ／Ｌ硫酸

磷酸缓冲溶液

环己烷氯仿

氯仿乙醚

甾体化合物
水

正丁醇

石油醚

环己烷

乙二醇

甲酰胺

甲苯

异丙醚

　　分配色谱往往适用于水溶性及极性较大的生物碱、有机酸、酚、糖、氨基

酸、强心苷、皂苷等，它在分离一些水溶性物质、亲水性物质以及一些极性较

强的化合物时，尤其有效，因此分配色谱恰好能部分补充一般吸附色谱的一些

不足。对于某些非极性化合物如甾体、油脂等，如果采用反向分配色谱的模式

也能进行分离。由于分配色谱的互不相容的两相液体选择的范围较大，因此该

方法赋予了它特有的灵活性，可以解决一些其他方法较难解决的分离问题。但

毕竟分配色谱样品容量相对较小，固定相的制备以及流动相的饱和比较麻烦，
因此在吸附色谱能解决问题时，一般还是优先使用硅胶或氧化铝吸附柱色谱。

第三节　萃取柱色谱

分配柱色谱的另外一种特殊的模式是萃取柱色谱，一般是将有机萃取剂或

络合剂等吸附在惰性载体上，利用流动相，如酸、碱、盐等溶液作洗脱剂来分

离物质的一种色谱法，它是将溶剂萃取法和色谱法相结合而成的分离技术之一。
其首先应用是在２０世纪５０年代末把磷酸三丁酯涂在硅胶柱上，以 ＨＮＯ３Ｈ２Ｏ
作为流动相，成功地分离了锆和铌，此后，萃取色谱就获得迅速发展，它非常

适用于金属离子混合物的分离，是其他经典柱色谱的一个很好的补充。
在萃取柱色谱中，被分离物质从柱顶往下移动的过程，可看作分离组分不

断在有机相和水相间进行萃取和反萃取的过程。分配比小的离子，优先被淋洗

下来，而分配比大的离子后被淋洗下来。基于流动相和固定相的相对强度，萃

取色谱可以分为两类。若固定相的极性较强，流动相的极性较弱，常称正相萃
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取色谱；若固定相极性较弱、流动相的极性较强，常称反相萃取色谱，其出峰

顺序与正相萃取色谱相反。
在萃取色谱中常用的载体是疏水性硅胶、氧化铝、硅藻土、聚苯乙烯、聚

四氟乙烯等，并且已经从溶剂萃取研究的大量资料中，获得了许多可作为固定

相的萃取剂，其中包括高分子胺和酸性磷的萃取剂、中性萃取剂尤其是中性磷

萃取剂以及螯合萃取剂。
中性磷萃取剂的通式是：

Ｇ１Ｐ

Ｇ

２

Ｇ

３

Ｏ

其中基团Ｇ代表烷基Ｒ、烷氧基ＲＯ或芳香基，— Ｐ Ｏ是萃取功能基团，它

和金属盐类形成的萃合物是通过氧原子上的孤对电子和金属原子生成配位键。

ｎ Ｇ Ｐ




Ｇ

Ｇ

Ｏ ＋ＭＸ 幑幐
烄

烆
ｍ Ｇ Ｐ





Ｇ

Ｇ

烌

烎
Ｏ

ｎ

ＭＸ→ ｍ

配位键 Ｏ→Ｍ 越强，则 （Ｇ）３ Ｐ Ｏ的萃取能力越强。并且上述反应为一

可逆反应，在一定的酸度下，可以让反应向逆方向进行，这就使得被分离金属

离子可以在色谱柱中进行多次萃取和反萃取，从而让金属离子的混合物得到分

离。由于萃取剂中烷氧基中的氧有较大的电负性，所以中性磷萃取剂的萃取能

力是按下列顺序增加的：
（ＲＯ）３ Ｐ Ｏ＜（ＲＯ）２ ＲＰ Ｏ ＜（ＲＯ）Ｒ２ Ｐ Ｏ＜Ｒ３ Ｐ Ｏ

如果将（ＲＯ）３ Ｐ Ｏ中的 Ｒ由烷基改为吸电子能力较强的芳香基，则其萃

取能力减弱。中性磷萃取剂的萃取反应都是通过

帒帒

Ｐ Ｏ 键的氧原子与金属

原子或 Ｈ 配位或生成氢键

（Ｇ）３  →Ｐ Ｏ Ｍ，（Ｇ）３ Ｐ Ｏ…Ｈ—Ｏ—Ｈ，（Ｇ）３  →Ｐ Ｏ Ｈ＋Ｘ－

酸性萃取剂绝大多数是有机弱酸并常常能与金属离子生成螯合物，所以又

叫螯合萃取剂，它是萃取化学中的又一类主要的萃取剂，它在两相中的平衡关

系可以简单地概括于图３１１中。
图３１１中用 ＨＡ 表示酸性萃取剂，其在水相中离解出的酸根阴离子可以

与水相的金属离子发生配位反应，反应方程式可表示为

ｎＨＡ（ｏ）＋Ｍｎ 幑幐＋ ＭＡｎ（ｏ）＋ｎＨ＋

因此易溶于有机相的酸性萃取剂可以与水相中的金属离子络合生成易溶于

有机相的络合物。同时该反应也是一个可逆的反应，增加水相的酸性，又可以

将有机相中的金属离子反萃入水相中，该类萃取剂的这种性质也正好适合于萃
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图３１１　酸性萃取剂在两相中的平衡

取柱色谱。对于上述反应的平衡常数可表示为

Ｋ＝（ＭＡｎ）ｏ［Ｈ＋］ｎ／（ＨＡ）ｎｏ（Ｍｎ＋）
分配比表示为

Ｄ＝Ｋ（ＨＡ）ｎｏ／［Ｈ＋］ｎ

对上式取对数为

ｌｇＤ＝ｌｇＫ＋ｎｌｇ（ＨＡ）ｏ＋ｎｐＨ
该对数式为酸性萃取体系最基本的关系式，用它可进行萃取反应的理论研

究，确定萃取体系的萃 取 机 理。由 于 酸 性 螯 合 剂 大 多 是 固 体，若 用 其 作 固 定

相，必须将其先溶于合适的有机溶剂中，再涂渍于载体表面之上，但这种固定

相的样品容量比较小。
胺性萃取剂是萃取化学中又一个大类的萃取剂，它们是氨的烷基分别取代

物，即氨分子中三个氢逐步地被烷基取代，生成三种不同的胺及四级铵盐：

Ｒ１—ＮＨ２　 Ｒ１ＮＨ

Ｒ

２

　 Ｒ１Ｎ

Ｒ

２

Ｒ

３

　 Ｒ１Ｎ

Ｒ

２

Ｒ

３

Ｒ

熿

燀

燄

燅

４

＋

Ｘ－

该类型属于离子缔合萃取反应机理，一般由萃取剂与酸作用生成的阳离子

与被萃阴离子通过静电作用缔合而成为中性物能从水中转移至有机相。用作萃

取剂的有机胺的相对分子质量通常控制在２５０～６００之间。因为相对分子质量

小于２５０的烷基胺在水中的溶解 度 较 大，容 易 导 致 萃 取 剂 在 水 相 中 的 溶 解 损

失。相对分子质量大于６００的烷基胺则多数是固体，在有机溶剂中的溶解度较

小，萃取的容量低。伯、仲、叔胺属于中等强度的碱性萃取剂，它们必须与强

酸作用生成胺盐阳离子才能萃取阴离子，并且在伯、仲、叔胺萃取剂中以叔胺

应用较多，这主要是叔胺在水中溶解度较小的缘故。该类萃取反应显然与溶液

的酸度密切相关，只要掌握好流动相的酸度范围，也可很好地实行待分离物的

萃取色谱分离。
萃取体系有多种分类方法，徐光宪院士提出的广泛采用的分类法如表３６
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所示。

表３６　徐光宪萃取分类法

名　　称 举　　例

简单分子萃取体系 　Ｉ２／Ｈ２Ｏ／ＣＳ２

中性络合萃取体系 　Ｚｒ４＋／ＨＮＯ３ＮａＮＯ３／ＴＢＰＣ６Ｈ６

螯合萃取体系 　Ｔｈ４＋／ｐＨ＝４～５／ＨＡｎＣＨＣｌ３
离子缔合萃取体系 　Ｒｅ（ＮＯ３）３／ＮＨ４ＮＯ３／Ｒ３ＣＨ３Ｎ＋ＮＯ－

３

协同萃取体系

　Ｔｈ４＋／ＮａＮＯ３ＨＮＯ３／
ＨｎＡ｝ＴＢＰ

ＣＨＣｌ３

ＵＯ２＋
２ ／ＨＮＯ３

ＨＰＭＢＰ
ＴＢＰ
（Ｃ６Ｈ５）２

烍
烌

烎ＳＯ
Ｃ６Ｈ６

高温萃取体系 　ＲＥ（ＮＯ３）３／ＬｉＮＯ３ＫＮＯ３（熔融）／ＴＢＰ多联苯（１５０℃）

　　在固定相的制备中载体的涂渍可用溶剂蒸发法，方法适用于粒度大于２０μｍ
的干装柱的填料的制备。操作可以在旋转蒸发器中进行，先将固定液或者溶有

萃取剂的有机溶剂倒入旋转蒸发器中，然后加入载体，让彼此充分混合。所选

溶剂应该具有较低的沸点，最好无毒、无臭。开动蒸发器，在适当的真空度下

旋转蒸发，如果溶剂的沸点较高，可以适当加热，直至溶剂全部挥发掉即可。
展开剂的选择必须考虑到与固定相不互溶，冲洗溶剂系统的选择一般根据

薄层色谱进行优化。另外，流动相的低黏度可以提高柱效，也可提高渗透性。
流动相中酸的种类、酸的浓度、温度、进样量等对分离皆有影响。

萃取色谱柱的基本操作与前节的分配色谱相同。首先装柱，通常也是用湿法；
然后加样，流动相最好对样品具有较大的溶解度，样品必须完全溶解后才能上柱。
如果样品难溶，可选一良溶剂先溶解样品，然后用载体吸附于表面，挥发去溶剂后

装入柱中。第三是淋洗，为了减少固定相因溶于流动相而引起的损失，与分配色谱

一样，淋洗剂必须预先用体系中的固定相萃取剂预饱和之。详细的操作过程可参考

前面的类似部分。表３７是一些常见的萃取柱色谱分离实例。

表３７　一些常见的萃取柱色谱分离

被 分 离 物 固 定 相 流 动 相

Ｚｒ，Ｎｂ 磷酸三丁酯 ＨＮＯ３ 水溶液

Ａｓ，Ｓｅ 磷酸三丁酯 ＨＣｌ水溶液

Ｚｒ，Ｔｉ 二壬基萘磺酸 ９ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
碱金属元素 ２，６，８三甲基壬基磷酸 ００４ｍｏｌ／ＬＬｉＮＯ３００１ｍｏｌ／ＬＨＮＯ３

Ｎｉ，Ｃｏ，Ｆｅ 三正辛胺 ＨＮＯ３ 水溶液

Ｃｕ，Ａｇ，Ｚｎ，Ｃｄ，Ｈｇ 三辛基氧膦 ＨＣｌＯ３

Ｓｂ，Ｓｎ 甲基异丁基酮 ８ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
Ｐｔ，Ｐｄ，Ａｕ 苯甲酰丙酮 Ｈ２ＳＯ４

Ａｌ，Ｇａ，Ｉｎ，Ｔｌ 二（２乙基己基）磷酸 ＨＣｌ
稀土 苯基膦酸单（２乙基己基）酯 ＨＮＯ３ 水溶液
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第四节　离子交换柱色谱

离子交换柱色谱是利用离子交换剂来进行分离的柱色谱方法。最早使用的

离子交换剂是１９０３年使用的天然的无机化合物硅铝酸钠 （泡沸石），但由于其

交换容量、纯度及物理性质方面的一些缺陷以及高分子化学突飞猛进的发展，
目前基本上都采用合成的离子交换树脂。１９３３年首先用人工方法制造了酚醛

类型的阳、阴离子交换树脂，１９４５年美国人迪阿莱里坞 （Ｄ．Ａｌｅｌｉｏ）发表了

关于聚苯乙烯型强酸性阳离子交换树脂及聚丙烯酸型阳离子交换树脂的方法。
另外也有在纤维素或多聚糖上人工引入交换基所形成的离子交换剂。离子交换

色谱法除能用于复杂离子混合物的分离外，还能用于微量物质的富吸以及不纯

水或污水的净化处理等。

　　一、离子交换色谱树脂

离子交换树脂一般呈球状或无定形粒状，每个树脂颗粒都由交联的具有三

维空间立体结构的网络骨架构成，在骨架上连接许多可以活动的功能基，该功

能基上带有相反电荷的可供交换的离子。其作用原理是利用固定在立体网络骨

架上功能基所带的可交换离子，使其与相 接 近 的 外 围 离 子 进 行 可 逆 的 反 复 交

换。由于不同的离子在树脂上的交换能力不一样，因而使得被分离离子在色谱

柱中随着流动相移动的速度也不一样，通过这种方法，就可使一个复杂的离子

混合物得到分离。离子交换树脂主要分为阳离子交换树脂和阴离子交换树脂两

大类，根据树脂酸碱强度的大小，各类树脂又可分为强、中、弱等类型。
离子交换树脂的合成主要是利用高分子化学的加聚反应。一般首先合成高分

子离子交换树脂的骨架，然后在骨架上添加上功能基。如果需要得到大孔型树脂，
则在聚合过程中加入致孔剂；如果不添加致孔剂，则得到凝胶型的树脂。

在高分子离子交换树脂中，其骨架大多数采用交联聚苯乙烯类，它是二乙

烯苯交联的聚苯乙烯高聚物，结构稳定，骨架中的苯环可以通过磺化反应制备

强酸性阳离子树脂；通过膦化制膦酸阳离子树脂；通过氯甲基化后，再与各种

胺反应，可以得到各种阴离子树脂；交联的聚苯乙烯在氯甲基化后还可制得多

种具有特殊性能的离子交换树脂。
少数离子交换树脂的骨架可由交联聚丙烯酸类树脂构成。丙烯酸或甲基丙

烯酸及其甲酯类可以与二乙烯苯或甲基丙烯酸乙二醇酯等交联剂进行悬浮共聚

反应，得到性能良好的骨架结构。该骨架通过水解、胺解等功能基反应后，可

以制得弱酸性阳离子树脂及各种阴离子树脂。
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（一）阳离子交换树脂

阳离子交换树脂分为强酸型、中强酸型以及弱酸型三种。强酸型阳离子交

换树脂中的交换基团是磺酸 （—ＳＯ３Ｈ）、中强 酸 型 阳 离 子 交 换 树 脂 的 交 换 基

团是磷酸 （—ＰＯ３Ｈ２）、弱酸型阳离子交换树脂的交换基团是羧酸（—ＣＯＯＨ）
或酚性羟基 （—ＯＨ）等酸性基团。

１ 强酸型阳离子交换树脂

强酸型阳离子交换树脂主要是以聚苯乙烯为骨架，其以苯乙烯为单位在整

个三维空间延伸而形成具有网状结构的母体，二乙烯苯作为其交联剂。母体的

苯环上连接许多—ＳＯ３Ｈ 而成为它的活性基团。树脂一般为黑褐色，其化学性

能稳定，使用寿命可达５～１０年，能较长时间抵抗稀氢氧化钠、高锰酸钾、过

氧化氢水溶液或稀硝酸的侵蚀。其不溶于水和常见有机溶剂，耐热性可以高达

１００℃左右。

其交换反应可以表示为

Ｒ—ＳＯ３Ｈ＋Ｎａ 幑幐帯帯＋ Ｒ—ＳＯ３Ｎａ＋Ｈ＋

２ 弱酸型阳离子交换树脂

弱酸型阳离子交换树脂的骨架有芳香簇和脂肪簇两种，但以脂肪簇的产品

较多。脂 肪 簇 类 型 常 用 甲 基 丙 烯 酸 和 二 乙 烯 基 苯 聚 合， 其 功 能 基 团

是—ＣＯＯＨ
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弱酸型阳离子交换树脂的交换反应为

Ｒ—ＣＯＯＨ＋Ｎａ 幑幐帯帯＋ Ｒ—ＣＯＯＮａ＋Ｈ＋

（二）阴离子交换树脂

阴离子交换树脂通常包含有强碱型和弱碱型阴离子交换树脂，强碱及弱碱

型阴离子交换树脂中的交换基团可分别是季胺、伯、仲或叔胺等碱性基团。

１ 强碱型阴离子交换树脂

强碱型阴离子交换树脂的骨架也为聚苯乙烯树脂，在骨架的苯环上连接有

季铵作为离子交换的活性基团。这些强碱型树脂像强酸型阳离子交换树脂一样
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对酸、碱和有机溶剂比较稳定，但不耐浓硝酸的氧化。其 ＯＨ 型比 Ｃｌ型的耐

热性差，超过４０℃就不稳定，所以一般商品都是以 Ｃｌ型销售。

强碱型离子交换树脂的交换反应为

Ｒ—Ｎ＋（ＣＨ３）３ＯＨ－ ＋Ｃｌ 幑幐帯帯－ Ｒ—Ｎ＋（ＣＨ３）３Ｃｌ－ ＋ＯＨ－

２ 弱碱型阴离子交换树脂

弱碱型阴离子交换树脂通常仍然是聚苯乙烯骨架，骨架的苯环上含有伯、
仲或叔胺基团。含有叔胺基团的碱性较强，含有伯或仲胺基团的碱性较弱。强

酸型及强碱型树脂的盐型较稳定，用水继续洗涤也不水解；但弱酸型及弱碱型

树脂的盐型用水洗涤会逐渐水解。

弱碱型离子交换树脂的交换反应可表示为

Ｒ—Ｎ（ＣＨ３）２＋Ｈ２ 幑幐帯帯Ｏ Ｒ—Ｈ＋（ＣＨ３）２ＨＯＨ－

Ｒ—Ｎ＋（ＣＨ３）２ＨＯＨ－ ＋Ｃｌ 幑幐帯帯－ Ｒ—Ｎ＋（ＣＨ３）２ＨＣｌ－ ＋ＯＨ－

除上述离子型交换树脂类型外，还有一些特殊类型的离子交换树脂，请参

考其他的专著。

　　二、离子交换树脂的选用

在通常情况下，我们都是直接购买商品离子交换树脂进行的分离实验，树脂

的合成需要专门的功能高分子合成技术。树脂的选用包括种类的选定、离子型式的

选择以及交换量、颜色、形状、交联度、密度、化学和物理稳定性能的选择。
（一）种类的选定

种类的选定就是阴或 阳 离 子 交 换 树 脂 种 类 的 选 定，如 果 被 交 换 的 是 阳 离

子，则用阳离子交换树脂；如果被交换的是阴离子就用阴离子交换树脂。离子

交换剂对交换化合物来说，解离常数大，酸碱性强者置换容易，但洗脱相对来

说较难。解离离子价数愈高，电荷愈大，则它的吸附性愈强，愈易交换在交换

树脂上。因此，我们还应对树脂交换功能基酸、碱强度进行选择。
（１）对于中性盐体系，阴、阳离子的脱除要使用强酸、强碱树脂，要彻底
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除去微量杂质离子时，也要用强型树脂。强碱树脂按功能基碱性强弱分为Ⅰ、

Ⅱ型两种，Ⅰ型碱性比Ⅱ型强，易与硅酸等弱酸作用，再生效率低。Ⅱ型强碱

树脂不与比乙酸更弱的酸作用。
（２）对于交换能力强的离子，因为洗脱再生困难，应采用弱酸性或弱碱性

离子交换树脂。如一般有机碱交换能力都比较强，所以应使用弱酸性离子交换

树脂。对于吸附能力强的多价金属、生物碱、链霉素等使用弱酸性树脂，既容

易吸附，也容易洗脱。
（３）在中性或碱性体系中，多价金属阳离子对于弱酸性阳离子交换树脂的

交换能力比对强酸性阳离子交换树脂强，而且交换后用酸很容易洗脱。弱酸通

常不能用弱碱性树脂处理，因为它们的盐水解度很大，逆反应容易发生，但能

用强碱性树脂处理。
（４）对于弱碱性体系中的阳离子交换，应该使用弱酸性阳离子交换树脂；

反之，在弱酸中的阴离子，则可用弱碱性阴离子交换树脂。
总之，在树脂的选用过程中，既要重视离子的交换，还要重视离子的洗脱

这两个方面的作用。
（二）树脂离子型式的选择

对于中性盐溶液，如果在交换后体系生成盐，一般选用盐型弱酸或弱碱性

离子交换树脂，因其有利于交换和洗脱，并且能保持体系中ｐＨ 值不变。也可

用混合的游离酸和游离碱型的离子交换 树 脂 柱，但 二 者 的 总 交 换 容 量 应 该 相

等，这样产生的酸和碱可以刚好中和而被除去；在酸或碱存在下的离子，选用

游离碱或游离酸型离子交换树脂比较有利于离子的分离；在盐存在下单独除去

酸或碱，应该使用弱型树脂，因为使用强型，系统中的盐仍会继续交换生成酸

或碱。
（三）树脂颗粒、交联度及稳定性选择

第一，在柱色谱分离上，使用颜色较淡的树脂有利于分离过程中谱带的观

察，树脂颜色的改变常常可以判断其性能的改变和含杂质的高低，因为一般在

使用后，颜 色 变 深。虽 然 离 子 交 换 树 脂 可 以 制 备 成 无 定 形 粒 状、球 状、棒、
片、带、管、椭圆等，但商品合成树脂大部分制成珠状，色谱分离上应用的树

脂应尽量圆润、均 匀。一 般 的 树 脂 产 品 粒 度 多 在２０～８０目，特 殊 时 也 小 到

２００～４００目。树脂颗粒的大小亦会影响交换速度，颗粒小，表面积大，有利

于与溶液中的离子接触，增加交 换 速 度。实 验 室 制 备 色 谱 所 用 的 颗 粒 应 该 较

小，而在工业色谱中，由于色谱柱直径很大，处理的样品量很多，可以使用较

大颗粒度的树脂。
第二，聚苯乙烯树脂的交联度范围 大 多 数 在１％～２０％，一 般 常 用 的 约

为８％左右。交联度的大小可以改变交 换 树 脂 对 交 换 物 质 的 选 择 性，交 联 度
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高，选择性好，但交换速度 也 显 著 减 小。树 脂 的 孔 度 也 与 交 联 度 密 切 相 关，
孔度的含义一般包括孔容的多少和孔径的大小，其与树脂的一系 列 性 能 及 应

用都有密切关系。树脂的密度 一 般 在０４～０８ｇ／ｍＬ。当 处 理 相 对 密 度 较 大

的浓液体应特别注意选择合适的密度以免树脂会浮在液面。当 阴、阳 离 子 交

换树脂组成混合床使用时，必须特别注意密度的选择，因树脂需 要 利 用 返 洗

法分别 进 行 再 生。如 果 树 脂 的 粒 度 相 同，则 必 须 选 择 溶 胀 时 密 度 差 别 约

２０％的树脂，有时两种树脂在水中差别不大，可以改变盐水或有机 溶 剂，使

之分层。
第三，一般聚苯乙烯树脂对化学试剂的稳定性比缩聚方法得到的树脂好，

阳离子比阴离子交换树脂好。聚苯乙烯树 脂 比 缩 聚 方 法 得 到 的 树 脂 耐 热 性 也

高，阳离子交换树脂比阴离子交换树脂耐热性也大，盐型树脂，特别是中性盐

树脂耐热性比游离酸或碱型大。各种树脂耐氧化性差别很大，各种阴离子交换

树脂尤其明显。阳离子交换树脂抗氧化能力随交联度增加而增加，而阴离子交

换树脂影响并不明显。对于树脂的耐磨性，一般至少连续使用１～２年，有的

则要求使用５～１０年。在去离子水的制备中，其寿命要求有１０年左右。树脂

的储存寿命一般也需要３０～５０年。总之，在离子交换树脂中，磺化的聚苯乙

烯阳离子树脂是最稳定的，而伯、仲、叔胺弱碱性阴离子交换树脂通常是最不

稳定的。

　　三、离子交换柱的操作

（一）离子交换树脂的处理

１ 颗粒大小的处理

因为一般市面上的树脂产品粒度多在２０～８０目，即使是８０目的，对于一

般的制备色谱来说，仍然是颗粒太大。实验室规模的经典离子交换色谱一般需

要较细粒度的树脂，所 以 常 常 需 要 对 它 进 行 干 燥、粉 碎、过 筛 或 沉 降 或 浮 选

处理。
树脂干燥可在烘箱内进行，但要低于它的耐热温度；树脂的粉碎在碾钵或

球磨机中进行，粉碎时尽量防止产生很细的粉末，应该适当粉碎后就过筛，把

留下的粗粉再进行粉碎，这样反复操作，以免树脂损失较多。
利用沉降的方法筛选树脂是根据所选树脂的密度，正确地选择有机或无机

溶剂，将粉碎后的树脂倒入其中，充分搅拌，回收、干燥、粉碎沉积较快部分

的树脂，收集需静置一段时间后才能沉积的树脂，抛弃难于沉淀的部分。
也有利用１～２Ｌ的分液漏斗对树脂进行浮选法筛选的，粉碎 后 的 树 脂 控

制小于漏斗体积的２／５，从漏斗的下端通水。改变水的流速的大小，原则上可

收集到不同大小的树脂，示意图为图３１２。但由 于 从 漏 斗 下 端 通 入 的 水 流 容
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图３１２　简易的树脂浮选示意图

易引起漏 斗 中 的 湍 流，因 此 要 得 到

分布较窄的树脂也并不容易。

２ 树脂的预处理

为了有效地除去树脂中的杂质，
以及 将 其 转 换 成 我 们 需 要 的 形 式，
对离子交 换 树 脂 进 行 预 处 理 基 本 上

是不可缺少的程序。
首先是把 新 树 脂 浸 泡 在 蒸 馏 水

中１～２ｄ，使 它 膨 润 后，然 后 按 以

下方法处理。
（１）强 酸 型 阳 离 子 交 换 树 脂　

商品树脂一般是 Ｎａ型。用树脂体积４倍的５％的盐酸搅拌５ｈ进行交换，使它

变为 Ｈ 型后除去酸液，用水洗到中性。然后用树脂体积４倍量的５％氢氧化钠

或氯化钠进行交换，使它变为 Ｎａ型，除去氢氧化钠或氯化钠后，再用水洗到

流出液不含 Ｎａ＋ 为止。必要时可重复１～２次上述处理。最后用树脂体积６倍

量的５％盐酸进行交换，使它变为 Ｈ 型，用蒸馏水洗到中性为止。
（２）强碱型阴离子交换树脂　商品树脂一般是 Ｃｌ型。先用树脂体积４倍

量的５％的氢氧化钠溶液使它变为 ＯＨ 型，除去碱液，用水洗涤到中性。然后

用树脂体积４倍量的５％盐酸溶液使它变为 Ｃｌ型，倾去酸液后再用水洗到近

中性时为止。必要时可重复上述处理１～２次，最后用树脂体积６倍量的５％
氢氧化钠溶液进行交换，使它变为 ＯＨ 型。ＯＨ 型树脂最好现用现制备，因为

它容易吸收空中二氧化碳。
（３）弱酸型阳离子交换树脂　商品树脂一般是 Ｎａ型。先用树脂体积４倍

量的５％盐酸使它变为 Ｈ 型后，倾去酸液，用水洗到中性。然后用树脂体积４
倍量的５％氢氧化钠使它变为 Ｎａ型，再用水洗涤至呈弱碱性。必要时可重复

上述操作１～２次，最后用树脂体积的６倍量的５％盐酸进行交换，使它变为

Ｈ 型，倒出酸液后用蒸馏水洗到中性。
（４）弱碱型阴离子交换树脂　商品树脂一般是 Ｃｌ型。可利用强碱型阴离

子交换树脂相同的方法进行处理，最后将其洗至近中性即可，因为 Ｃｌ型可水

解。在预处理过程中，也可以使用稀硫酸和氯化氨。
（二）柱的操作

１ 装柱

树脂的填充是把树脂放在烧杯中，加水充分搅拌使气泡全部被除去。在色

谱柱中先倒入一些水并在柱中保持一定高度，打开活塞，将准备好的树脂随着

少量水在搅拌下慢慢填于色谱柱中，方法类似于前面的湿法填柱。
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２ 上样

离子交换色谱的上样量要根据每一种树脂的交换量进行确定。阳离子交换

树脂，其交换量较大，样品量可加到整个柱交换量的１／２；而阴离子树脂的交

换量较小，一般只加到全交换量的１／４～１／３。

３ 洗脱

洗脱液选用要根据具体的待分离物质的性质进行确定，一般是用一种比吸

着物质更活泼的离子把吸着物顶替出来。由于不同的物质在离子交换柱中被吸

附和被顶替的能力不一样，因此在柱中移动的速度也就不一样，容易交换的先

流出来，这样我们就可以利用分步收集的方法来获得所需的单一物质。对于难

顶替的组分我们还可以采用梯度洗脱的方法加快它们的流出。

４ 树脂的再生

离子交换树脂可以重复使用，让用过的树脂使其恢复原状的方法叫再生，
因此离子交换树脂在用过后总要对其进行再生。对于干燥状态的树脂，可先用

饱和氯化钠溶液润湿，然后再生，这样可以防止其龟裂。再生条件对树脂循环

使用及工作中的稳定性有很大影响，其主要取决于再生剂选用、浓度、用量、
流速、温度及方式等因素。

各种常见类型树脂再生方法如表３８所示。

表３８　常见类型树脂再生方法

树　脂 要求的离子型式 再 生 剂

强酸
Ｈ＋

Ｎａ＋
ＨＣｌ、ＮａＣｌ

弱酸
Ｈ＋

Ｎａ＋
ＨＣｌ、ＮａＣｌ

强碱 ＯＨ－ ＮａＯＨ

弱碱
ＯＨ－ ＮａＯＨ

Ｃｌ－ ＨＣｌ

　　由此可见，阴阳离子的强弱型树脂的再生方法基本相同，再生可以在色谱

柱上进行，也可以在色谱柱外操作。

５ 影响离子交换的主要因素

（１）流动相的酸度　离子交换剂可以简单地理解为一种高分子固体酸碱，
对于强型离子交换树脂，ｐＨ 对其交换能力影响不大，而弱型 树 脂 则 很 显 著，
因此溶液的酸碱度对离子的交换有很大的关系。通常强酸型交换剂的ｐＨ 值应

大于２，弱酸型交换剂的流动相ｐＨ 值应大于６；而在阴离子交换剂中，强碱

型交换剂流动相的ｐＨ 值应小于１２，弱碱型应小于７。
（２）样品浓度　离子交换操作大多数是在水溶液或含有水的极性溶剂中进

行的。当样品浓度比较高时，树脂的解离度会趋向减小，有时会影响吸附顺序
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及选择性；当样品浓度很高时，会引起树脂表面、网孔的变化甚至改变，阻止

一些离子进出网孔，使选择性发生较大变化。因此在可能的情况下，一般倾向

于使用稍稀的样品溶液，此时分离的选择性较大，有利于提取分离。
（３）温度　温度对稀溶液的交换性能影响不大，但当溶液浓度比较高时，

温度升高对水合倾向大的离子容易交换吸附。对于弱酸或者弱碱，温度增高，
离子交换速度增大，在洗脱时亦可提高交换能力。但有时温度太高，又易引起

树脂的破坏。
（４）溶剂　离子交换色谱一般在水中进行交换，并可加入一定量的极性溶

剂改变其选择性。但如果极性溶剂加入过多，又能使一些离子的交换难以进行

或不进行交换，致使选择性减小甚至消失。
（三）离子交换色谱的应用

离子交换色谱的一个重要应用是利用离子交换树脂制取去离子水。纯净的

水可以通过离子交换色谱进行制备，利用 该 方 法 制 备 的 纯 净 水 通 常 称 为 去 离

子水。

１ 原理

制备去离子水的方法与一般利用离子交换色谱分离复杂物的原理稍有不同，
前者是利用离子交换树脂将杂离子全部交换吸附在色谱柱内部，使流出的始终是纯

净水，而后者是通过复杂混合物在流动相的冲洗下在柱中的流动速度不同，而最后

使各个组分得到分离的过程。因此我们选择离子交换色谱进行纯水制备的时候，所

选离子交换树脂就应该选取具有强的吸附能力的阴阳离子交换树脂，强酸和强碱型

的交换树脂交换基团的解离能力强，则容易与溶液中的离子交换，因此最好的选择

是强酸型与强碱型离子交换树脂，并且是 Ｈ＋ 型和 ＯＨ－ 型的。如果我们假设水中

的杂质是ＣａＣｌ２ 和 Ｎａ２ＳＯ４，则交换原理可表示为

Ｒ—ＳＯ３Ｈ＋Ｎａ 幑幐帯帯＋ Ｒ—ＳＯ３Ｎａ＋Ｈ＋

２Ｒ—ＳＯ３Ｈ＋Ｃａ 幑幐帯帯２＋ （Ｒ—ＳＯ３）２Ｃａ＋２Ｈ＋

Ｒ—Ｎ（ＣＨ３）３ＯＨ＋Ｃｌ 幑幐帯帯－ Ｒ—Ｎ（ＣＨ３）３Ｃｌ＋ＯＨ－

２Ｒ—Ｎ（ＣＨ３）３ＯＨ＋ＳＯ２－幑幐帯帯４ ［Ｒ—Ｎ（ＣＨ３）３］２ＳＯ４＋２ＯＨ－

Ｒ代表树脂骨架部分

Ｈ＋ ＋ＯＨ 幑幐帯帯－ Ｈ２Ｏ

２ 操作

（１）树脂的预处理　取强酸型阳离子交换树脂放于塑料盆中，用自来水反

复漂洗，去掉里面的水溶性杂质到水清无泡沫，并用纯水浸泡１ｄ。再用５％的

盐酸溶液浸 泡 树 脂４ｈ，适 当 搅 拌。将 盐 酸 溶 液 全 部 排 除，以 纯 水 反 复 洗 至

ｐＨ＝３～４为止。取与阳离子交换树脂相等交换容量的强碱型阴离子交换树脂

放于塑料盆中，同样用自来水反 复 漂 洗，去 掉 里 面 的 水 溶 性 杂 质 到 水 清 无 泡
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沫，并用纯水浸泡１ｄ。用５％的氢氧化钠溶液浸泡树脂４ｈ，适当搅拌。将氢

氧化钠溶液全部排除，以纯水反复洗至ｐＨ＝８～９为止。
（２）装柱　预处理好的离子交换树脂用纯水为流动相，进行湿法装柱。其

中第一根柱为阳离子交换树脂柱，第二根柱为与第一根柱相等交换容量的阴离

子交换柱，第三根柱是首先将阴阳离子混合后再填装混合离子交换柱，该混合

柱也应该是使阳离子交换树脂与阴离子交换树脂总交换容量相等。装置示意图

为图３１３所示。

图３１３　去离子水装置示意图

３ 水质的检测

离子交换水的质量如何，要经过检测才能确定。物理测定方法主要是测定

其电阻率。化学 测 定 方 法 主 要 是 测 定 其 ｐＨ 值，氯 离 子、硫 酸 根 离 子、铁 离

子、钙离子、镁离子、可溶性硅是否会检出，以及易氧化物的检验、不挥发物

的检验。

４ 树脂的再生

离子交换树脂的寿命较长，可进行多达数年的使用。但离子交换树脂的交

换容量有限，当其内部的活性基团被全部交换后，就不再有离子交换的作用，
水中的杂质就不能继续被保留，这时我们必须对离子交换树脂进行再生。

阳离子交换柱的再生：将５％的盐酸溶液置于高位瓶中，让其从进水口流入阳

离子交换柱，控制一定的流速，持续６０～９０ｍｉｎ，再用水冲洗至ｐＨ＝３～４为止。
阴离子交换柱的再生：将５％的氢氧化钠溶液置于高位瓶中，让其从进水

口流入阴离 子 交 换 柱，控 制 一 定 的 流 速，持 续 ３０～６０ｍｉｎ，再 用 水 冲 洗 至

ｐＨ＝８～９为止。
混合床的再生：混合床的再生所需要的步骤较多，首先是混合床的碱洗，

随后用水对混合床进行逆流冲洗使树脂处于运动状态，柱中树脂由于密度不同
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达到分层 的 目 的，最 后 分 离 阴 阳 离 子 树 脂，分 别 按 阴 阳 树 脂 单 床 进 行 再 生

处理。
另外，离子交换色谱可 用 于 一 些 水 溶 性 的 能 带 电 荷 的 植 物 有 效 成 分 的 分

离，这些化合物包括氨基酸、肽类、生物碱、有机酸、酚类等有效成分。首先

利用煎煮法或温浸法提取得到植物有效成分的水溶液，然后让其通过强酸型阳

离子交换柱、强碱型阴离子交换柱，分别进行洗脱，必要时可进行梯度洗脱，
即可得到一些单一的植物有效成分。其分离过程可表示成图３１４。

图３１４　植物有效成分的离子交换分离

第五节　凝胶柱色谱

凝胶色谱是２０世纪６０年代初发展起来的一种快速而又简便的分离分析技

术。它是指混合物随流动相流经装有凝胶作为固定相的色谱柱时，混合物中各

物质因分子大小不同而被分离的技术。它的实质是筛分效应，故又叫尺寸排阻

色谱。根据所用的流动相是有机溶剂或是水溶液，该方法又进一步分为凝胶渗

透和凝胶过滤两大类。该方法常用于生物大分子的制备性分离中，在有机合成

和植物化学方面也常有应用。
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　　一、原理

凝胶是一类具有三维空间的多孔网状结构的物质，其中以有机凝胶应用得

较多。无机填料中，有硅胶和玻璃珠。在有机凝胶中，适用于有机溶剂的主要

有聚苯乙烯凝胶、聚乙酸乙烯酯凝胶、聚甲基丙烯酸酯凝胶等；适用于水相的

凝胶有琼脂糖凝胶、交联葡聚糖凝胶和聚丙烯酰胺凝胶等。前者主要用于凝胶

色谱仪测定高分子的分子量大小和分子量的分布范围。在经典柱色谱中最常见

的是琼脂糖凝胶、交联葡聚糖凝胶和聚丙烯酰胺凝胶。
琼脂糖从琼脂中分离得到。琼脂是从红藻类植物石花菜或类似红藻类植物

中浸出的一种黏胶，经冻结和干燥而成。琼脂是混合物，主要成分是琼脂糖和

琼脂胶二种多糖衍生物，各占大约６４％和３６％。琼脂胶是一种磺化的酸性黏

多糖，琼脂糖主要由 Ｌ半乳糖 （３，６位脱水）和 Ｄ半乳糖相间聚合而成的多

糖 （图３１５）。其主要商品名为Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ。

图３１５　琼脂糖分子结构

交联 葡 聚 糖 凝 胶 常 常 是 将 葡 聚 糖 与 ３氯１，２环 氧 乙 烷 交 联 而 得，

３氯１，２环氧乙烷是交联剂。葡 聚 糖 是 由 许 多 右 旋 葡 萄 糖 单 位 通 过１，６苷 键

连接成的聚合物，通常是借微生物 厌 气 培 养 法 生 产，培 养 基 为 蔗 糖。图３１６
是交联葡聚糖的反应式，其主要商品名为Ｓｅｐｈａｄｅｘ。

聚丙烯酰胺凝胶是由丙烯酰胺 与 亚 甲 基 双 丙 烯 酰 胺 聚 合 而 成 的 网 状 聚 合

物，亚甲基双丙烯酰胺为交联剂。图３１７是聚丙烯酰胺的反应式，产品为颗

粒状干粉，遇水溶胀成凝胶。其主要商品名为 ＢｉｏＧｅｌＰ。该凝胶的酰胺基团

遇酸可水解生成羧酸，因此其不耐酸。
在凝胶色谱分离中，溶质与凝胶之间并不产生作用，它是根据凝胶内部孔

径的大小，对溶质分子按照分子的大小尺寸进行分离。小的分子能进入凝胶的

小孔穴，中等大小的分子只能进入到凝胶中中等大小的孔中，而大分子不能进

入凝胶的孔内，因此小分子在柱内的路径长，最后流出，大分子在柱内的路程

短，最先流出。凝胶分子与溶质分子之间的关系可表示为图３１８。
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图３１８　凝胶孔中的溶质分子 图３１９　溶质分子量与其保留体积的关系曲线

　　从图３１８可见，凝胶分子分离溶质分子有一个分子量的范围，当溶质分

子量大于或者小于该凝胶的分离范围时，在该凝胶柱内都得不到有效的分离。
不同的凝胶产品有自己的分离范围，因此，我们必须针对待分离溶质分子量的

大小，正确 地 选 择 凝 胶 的 型 号。溶 质 分 子 量 与 其 保 留 体 积 的 关 系 如 图 ３１９
所示。

　　二、操作

１ 溶涨

商品凝胶是干燥的颗粒，通常以４０～６３μｍ 的 使 用 最 多。凝 胶 使 用 前 需

要在洗脱液中充分溶涨一至数天，如在沸水浴中将湿凝胶悬浮液 逐 渐 升 温 到

近沸，则溶胀时间可以缩短到１～２ｈ。凝 胶 的 溶 胀 一 定 要 完 全，否 则 会 导 致

色谱柱 的 不 均 匀。热 法 溶 涨 还 可 杀 死 凝 胶 中 产 生 的 细 菌、脱 掉 凝 胶 中 的

气泡。

２ 装柱

由于凝胶的分离是靠筛分作用，所以凝胶的填充要求很高，必须要使整个

填充柱非常均匀，否则必须重填。凝胶在装柱前，可用水浮选法除去凝胶中的

单体、粉末及杂质，并可用真空水泵抽气排除凝胶中的气泡。最好购买商品的

玻璃或有机玻璃的凝胶空柱，在柱的两端皆有平整的筛网或筛板。将柱垂直固

定，加入少量流动相以排除柱中底端的气泡，再加入一些流动相于柱中约１／４
的高度。柱顶部连接一个漏斗，颈直径约为柱颈的一半，然后在搅拌下、缓缓

地、均匀地、连续地加入已经脱气的凝胶悬浮液，同时打开色谱柱的毛细管出

口，维持适当的流速，凝胶粒将逐层水平式上升，在柱中均匀地沉积，直到所

需高度为止。最后拆除漏斗，用较小的滤纸片轻轻盖住凝胶床的表面，再用大
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图３２０　凝胶柱

填装示意图

量洗脱剂将凝胶床洗涤一段时间。图３２０是一个装柱的

示意图。

３ 柱均匀性检查

凝胶色谱的分离效果主要决定于色谱柱装填得是否

均匀，在对样 品 进 行 分 离 之 前，对 色 谱 柱 必 须 进 行 是 否

均匀的检查。由 于 凝 胶 在 色 谱 柱 中 是 半 透 明 的，检 查 方

法可在柱旁放 一 支 与 柱 平 行 的 日 光 灯，用 肉 眼 观 察 柱 内

有否有 “纹路”或气 泡。也 可 向 色 谱 柱 内 加 入 有 色 大 分

子等，加入物 质 的 分 子 量 应 在 凝 胶 柱 的 分 离 范 围，如 果

观察到柱 内 谱 带 窄、均 匀、平 整，即 说 明 色 谱 柱 性 能 良

好；如果色带 出 现 不 规 则、杂 乱、很 宽 时 必 须 重 新 装 填

凝胶柱。
如果要对色 谱 柱 进 行 比 较 精 确 的 校 正，常 使 用 一 些

能完全被凝胶排阻的标准物质，如蓝葡聚糖２０００。对琼脂糖凝胶还可使用有

色大肠杆菌细胞。由于这些物质都是大分子，通常溶液的黏度较高，使用时以

稀溶液较好。

４ 上样

凝胶柱装好后，一定要对柱用流动相进行很好的平衡处理，才能上样。凝

胶柱的上样也是一个非常重要的因素，总的原则是要使样品柱塞尽量的窄和平

整。为了防止样品中的一些沉淀物污染色谱柱，一般在上柱前将样品过滤或离

心。样品溶液的浓度应该尽可能 地 大 一 些，但 如 果 样 品 的 溶 解 度 与 温 度 有 关

时，必须将样品适当稀释，并使样品温度与色谱柱的温度一致。当一切都准备

好后，这时可打开色谱柱的活塞，让流动相与凝胶床刚好平行，关闭出口。用

滴管吸取样品溶液沿柱壁轻轻地加入到色谱柱中，打开流出口，使样品液渗入

凝胶床内。当样品液面恰与凝胶 床 表 面 平 时，再 次 加 入 少 量 的 洗 脱 剂 冲 洗 管

壁。重复上述操作几次，每一次的关键是既要使样品恰好全部渗入凝胶床，又

不致使凝胶床面干燥而发生裂缝。随后可 慢 慢 地 逐 步 加 大 洗 脱 剂 的 量 进 行 洗

脱。整个过程一定要仔细，避免破坏凝胶柱的床层。

５ 冲洗

凝胶色谱的流动相一般多采用水或者缓冲溶液，少数采用水与一些极性有

机溶剂的混合溶液，除此之外，还有个别比较特殊的流动相系统，这要根据溶

质分子的性质来决定。加完样品后，可将色谱床与洗脱液贮瓶及收集器相连，
设置好一个适宜的流速，就可定量地分部收集洗脱液。然后根据溶质分子的性

质选择光学、化学或生物学的方法进行定性和定量测定。

６ 再生
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因为在凝胶色谱中凝胶与溶质分子之间原则上不会发生任何作用，因此在

一次分离后用流动相稍加平衡就可进行下一次的色谱操作。但在实际应用中常

有一定的污染物污染凝胶。对已沉积于凝 胶 床 表 面 的 不 溶 物 可 把 表 层 凝 胶 去

掉，再适当增补一些新的溶胀胶，并进行重新平衡处理；如果整个柱有微量污

染，可用０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液洗脱。在通常情况下，一 根 凝 胶 床 可 连 续 使 用

半年之久。
凝胶柱若经多次使用后，其色泽改变，流速减低，表面有污渍等就要对凝

胶进行再生处理。凝胶的再生是指用适当的方法除去凝胶中的污染物，使其恢

复其原来的性质。交联葡聚糖凝胶常用温热的０５ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠和０５ｍｏｌ／

Ｌ的氯化钠的混合液浸泡，用水冲到中性；而对于聚丙烯酰胺和琼脂糖凝胶由

于遇酸碱不稳定，则常用盐溶液浸泡，然后用水冲到中性。

７ 保存

经常使用的凝胶以湿态保存为主，为了避免凝胶床染菌，可加少许氯仿、
苯酚或硝基苯等化学物质，它可以使色谱柱放置几个月至一年。凝胶的干燥应

先对凝胶进行浮选，除去细小的颗粒，并用大量水洗涤，除去盐和污染物，然

后逐步增加乙醇浓度使凝胶收缩，在６０～８０℃干燥，在整个操作过程中的蒸

馏水、器皿和房间都必须干净。琼脂糖凝胶的干燥操作比较麻烦，并且干燥后

还不容易溶胀，所以一般仍以湿态保存为主。

第六节　亲和柱色谱

亲和色谱法是一种利用生物分子之间专一的亲合力进行分离纯化的色谱方

法，一般在色谱柱中进行。从１９１０年开始，有人用不溶性淀粉亲合吸附生物

组织抽提液中的淀粉酶，１９５５年有人将抗原连 接 于 聚 苯 乙 烯，并 用 其 亲 合 吸

附与其相对应的抗体获得成功，１９６７年采用了琼脂糖和 葡 聚 糖 凝 胶 作 为 固 相

酶的载体，１９６８年Ｌ酪氨酰Ｄ色氨酸共价偶联于经溴化氢活化的琼脂糖凝胶

上分离纯化了羧肽酶 Ａ。近几十年来亲和色谱技术发展十分迅速，它已成为制

备性分离提纯生物活性物质的重要方法。
生物分子之间，如酶蛋白和辅酶、抗原和抗体、激素与细胞受体、核糖核

酸与其互补的脱氧核糖核酸、维生素与结合蛋白、酶与抑制剂等体系，它们之

间往往具有专一的结合力，能形成可逆的结合力，生物分子间的这种结合能力

称为亲合力。当把一对亲合分子的一方固相化作为固定相时，另一方随流动相

流经该固定相，双方即亲合络合，然后利用亲合络合物的可逆性质，选择适当

的流动相将它们解离，从而得到与固定相有特异亲合能力的某一特定的物质。
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利用生物分子间亲合吸附和解离的这种色谱方法就叫做亲和色谱技术。亲和色

谱的工作及操作原理可以用图３２１表示。

图３２１　亲和色谱示意图

亲和色谱固定相由载体、键合臂和具有特殊选择性的亲合基团组成，该亲

合基团称为 “配基”，因为亲和色谱中结合的双方是互配的。常见的亲和色谱

固定相载体主要有琼脂糖、葡聚糖、聚丙烯酰胺、硅胶等。键合臂的使用是为

了消除空间障碍的影响，它是一个较小的双功能团的链状分子，可以与载体及

配基作用，但该臂的长度应该适中，过长和过短都不利于分离作用。
亲和色谱使用的配基又常分为两大类，一类是前面叙述的配基与待分离物

之间具有专一的亲合力的配基，如抗原与其相对应的抗体。这种类型的配基选

择性很好，分离效果高，但它们在键合在载体的化学反应中常常不稳定，活性

损失大，成本较高。另一类是可应用于一类物质的配基，这种配基与待分离物

并没有上述的生物学上的关系，也没有专一的亲合力，所以也有人称其为假亲

合色谱。这类配基的典型代表是染料配基和硼酸盐配基。染料配基中常含有较

活泼的基团，可以直接与载体上的羟基或氨基作用而固载化，目前各种染料配

基与待分离物之间的作用机理较复杂，可包含部分亲合力，但详细的仍不是很

清楚。硼酸盐配基与待分离物之间没有亲合关系，它们间的作用主要是化学结

构上的空间相溶性。假亲和色谱虽然选择性较前者差，但其价格合理，使用方

便，已经有不少商品。
琼脂糖常制备成珠状使用，其抗酸碱能力较强，但不耐有机溶剂，也不耐

干燥。琼脂糖使用前先在碱性条件下与溴化氰反应引入活泼的亚氨基碳酸盐，
然后直接与配基作用；也可进一步与二氨基类化合物反应后，再与丁二酸酐或

对硝基苯甲酰叠氮反应生成更长的键合臂，最后才与配基作用。对于聚丙烯酰

胺由于含 有 酰 胺 基，可 将 其 转 变 成 叠 氮 酸 或 氨 基 衍 生 物 等，然 后 再 连 接 上
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配基。
制备好的亲和色谱固定相按照一般的湿法进行装柱，随后进行上样操作。

样品一般利用柱的平衡液进行溶解，而柱的平衡液通常考虑了其组成、ｐＨ 值

和离子强度等能有利于配基与待分离物之间的亲合作用、有利于可逆络合物的

形成。为了让亲合反应进行完全，样品的上柱流速应该比较缓慢。对一些生物

大分子如果耐温性能较差，分离操作可在４℃下进行，以防止生物大分子变性

失活。在待分离的样品溶液全部加入到色谱柱中后，用一定量的平衡液冲洗柱

子，去掉样品液中的杂质，只留下配基的亲合物在色谱柱内。
分离的下一步是利用洗脱液将色谱柱内的亲合物洗脱出来，洗脱液应选择

其性质与平衡液的相反，它应该有利于亲合络合物的分解而使目标产物从配基

上脱落。洗脱液 与 柱 平 衡 液 之 间 常 有 不 同 的 离 子 强 度、ｐＨ 值 甚 至 化 学 组 成

等，但这种变化不能使亲合物失去活性，我们应该及时地检测待分离物的纯度

以及活性两个方面。
但在实际操作中，一些亲合的可逆络合物的逆反应常常比较困难或者反应

速度很慢，在保证目标物活性的前提下，可以考虑采用一些稀酸，如０１ｍｏｌ／

Ｌ乙酸、００１ｍｏｌ／Ｌ盐酸或稀碱，如０１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮＨ４ＯＨ 等。也可以用含有

同种配基物质的洗脱液，它能洗脱和配基有专一性的亲合物，能提高纯度。在

极端的情况下，还可采用盐酸胍、尿素和强酸之类，或者让载体 “手臂”断裂

最终得到纯的产品。
分离结束后，色谱柱需要继续用洗脱剂洗涤一段时间，然后再用平衡缓冲

液进一步冲洗柱子，最后将色谱柱在低于４℃下保存，该柱可以多次使用。

第七节　干 柱 色 谱

通常填充色谱柱的方法是用湿法，因为这种方法操作容易，重现性较好，
对于初学者尤其适宜。但填充剂也可以用干的装填成柱，并且自２０世纪６０年

代中期后人们普遍发现它的分离效果明显地优于湿法装柱。
普通的柱色谱方法其固定相颗粒不能太细，否则色谱柱对流动相的阻力较

大，流速较慢，进行一次分离要花费较长的时间。另外湿法填装的经典柱其柱

床紧密程度也非常有限，因为它是在流动相中自然沉积而成的，尤其是当流动

相密度较高时，柱床的紧密度就更差了。
干柱色谱可以使用粒度很小的填充剂，在作者的实验室，常使用国产薄层

板硅胶，粒度在１０～４０μｍ 之间。并且在大多数情况下，都是使用硅胶，因为

硅胶有一个非常广泛的应用范围。干法装填使用 “轻叩装填”法。原则上讲，



第三章　经典柱色谱

６５　　　 　

只要用该硅胶自制的硅胶薄层板能够分离开的样品，在该干柱色谱上就有望得

到分离。通常认为在薄层板上当两个待分离成分的 ΔＲｆ＞０４时，在经典色谱

柱上比较容易分离；当两个待分离成分的 ΔＲｆ＜０２时，在经典色谱柱上就相

当难分离。作者应用干柱色谱曾经成功分离过 ΔＲｆ≥００６的很难分离的物质

对。干柱色谱因为所用填料的颗粒很小，填充时又容易将柱填紧密，这是干柱

色谱分离效率明显高于湿法柱的最根本 原 因。但 由 于 干 法 柱 的 填 充 技 术 性 很

强，如果柱填充得不好，其分离效果往往比湿法柱更差，尤其是对于初学经典

柱色谱技术者，作者仍然强力推荐我们前面介绍的湿法柱。
作者干法填装色谱柱的操作步骤如下：

① 取一商品色谱柱，其两端都是平底并带有柱头；

② 分别用二氯甲烷、丙酮、水、甲醇洗涤色谱柱，并干燥；

③ 打开色谱柱的一端作硅胶填装的入口，另一端检查筛网或者筛板是否

安装好，并将这一端充分旋紧；

④ 在安装好筛网的一端想办法平整地连接好一个橡皮塞；

⑤在一个支架上固定好一个玻璃漏斗，漏斗口直径以大一些为好，固定的

高度比上述准备好的色谱柱长度稍低；

⑥ 用一个大量筒 （如５００ｍＬ）量取需要量的粒度较细的硅胶；

⑦ 将色谱柱置于漏斗之下，这时一人专门从漏斗上方将量筒中的硅胶慢

慢地、连续地、均匀地倒入漏 斗 中，防 止 硅 胶 在 漏 斗 中 积 聚，也 要 防 止 硅 胶

“断流”；

⑧ 在此同时，一人 左 手 持 住 色 谱 柱 向 上 提 起 大 约３ｃｍ 左 右，然 后 放 下，
让柱自由下落撞击地板，连续重复这个操作；并在每一次的提起操作中，使柱

旋转大约４５°的 角 度，让 柱 在 填 装 过 程 中 按 照 相 同 的 方 向 每 次 转 动 一 定 的 角

度。另外，该人右手拿一个小木棒，不时均匀地、轻轻地敲打色谱柱的外臂。
该步操作一直持续到硅胶加完后３～５ｍｉｎ。最后再安装上入口的筛网和柱头。
总的填装原则是：既要让填料尽可能填紧密，但又要尽可能避免硅胶在色谱柱

中分级分布。由于细粒硅胶操作过程中非常容易漂浮到空中，而硅胶又有很大

的吸湿性，因此对人的身体危害很大，操作时一定要戴口罩防护！填柱操作示

意图为图３２２。
干柱样品容量的大小由样品中待收集物与杂质之间的分离因子所决定。由于

干柱色谱中样品只能与吸附剂的外部表面接触，其内部表面积很难利用，因此它的

样品容量与湿柱相比要小一些。上样通常是以适量展开剂溶解，打开色谱柱出口迅

速全部加于柱顶。根据情况也可将样品溶于溶解度较大的有机溶剂中，用５倍于样

品量的填充剂吸收，然后减压抽干，将其加于柱顶。展开时溶剂前沿必须保持整

齐，如不整齐说明装柱不均匀或加样操作不当，导致层带的重叠。
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图３２２　干法填柱操作示意图

干柱色谱的分离条件最好的方法是采用相同硅胶自制的薄层板进行冲洗溶

剂的优化，然后采用与薄层色谱最佳分离条件完全相同的展开剂进行干柱色谱

分离，因为它们的分离原理完全相同，都是主要通过毛细管作用使溶剂流动。
当冲洗溶剂为多组分溶剂系统时，需要考虑混合溶剂系统的脱混，尤其是极性

相差很大的两种或多种溶剂混合冲洗时。因为在冲洗过程中，极性较大的组分

会优先被硅胶所吸附，随着冲洗的进行，前沿的溶剂含极性成分越来越少，而

吸附剂中离前沿越远则吸附极性成分越多，使本来优化好的冲洗溶剂系统发生

变化，当达到一定程度时，则溶剂能解混而形成第二个溶剂前沿。解决的方法

通常有两种：一种是使用溶剂极性相差相对较小的溶剂系统，如用石油醚乙

醚和氯仿乙醇取代石油醚乙醇和氯仿甲醇。另一种方法是在色谱柱填充前向

硅胶中加入１０％的展开剂，然后将其置于旋转蒸发器中转动３ｈ左右，使硅胶

充分预饱和。
在干柱色谱过程中，一般常用５０ｃｍ 的柱，一般展开至柱底即告结束。对

于难分离的样品，也可使用更长 的 柱，或 者 冲 洗 到 柱 底 后 再 继 续 冲 洗 至 适 当

体积。
展开完毕时，可将填充剂分段掏出，并将它们分别置于玻砂漏斗中以强的

极性溶剂，如甲醇洗脱，将各个部分的洗脱液浓缩，再用薄层或其他方法检查

各段洗脱液中所含成分及纯度，合并成分相同的组分，必要时还可以选用适当

溶剂进行重结晶。
除此之外，还有一些研究者习惯于用聚乙烯薄膜柱代替玻璃柱，将硅胶直
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接填入聚乙烯的柱型薄膜袋中，然后按照相同的方法进行分离。该法的优点在

于冲洗结束后，可以按照柱中的色带颜色或荧光颜色利用一般的刀将色谱柱直

接切成一段一段的，然后分段进行处理。其缺点在于色谱柱很难填出高效柱，
所以较多研究者往往把这种方法作为复杂样品的初步分离。

干柱色谱 主 要 用 于 吸 附 柱 色 谱，对 于 分 配 柱 色 谱 或 者 其 他 色 谱 也 可 以

应用。
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第四章　低压及中压制备色谱

对于待分离物的制备，应该首先了解样品的物理化学性质，然后围绕分离

效率、制备量的大小、时间和成本这几个因素设计分离方法和步骤。在前一章

的经典柱色谱分离技术中，因为所采用的分离材料的颗粒较大，它们的分离效

率往往较低；又由于是在常压下操作，它们的分离速度往往也较慢。另外，有

些待分离物不能经受分离材料的长时间的吸附作用或者在空气中暴露的时间不

能太长。为了解决分离过程中的这些问题，逐渐发展了压力制备色谱。目前不

同的文献对压力制备色谱的分 类 各 不 相 同。在 本 书 中，作 者 采 用 低 压 制 备 色

谱、中压制备色谱以及高压制备色谱的三级分类法。将压力低于０５ＭＰａ的称

为低压制备色谱，中压制备色谱的压力为０５～２ＭＰａ，高压制备色谱的压力

大于２ＭＰａ。本章将介绍低压及中压制备色谱。

第一节　低压制备色谱

在液相色谱中，根据 ＶａｎＤｅｅｍｔｅｒ方程 可 知 色 谱 柱 的 理 论 塔 板 高 度 与 流

动相在色谱柱的线速度具有图４１所示的关系。

图４１　理论塔板高度与线速度的关系示意图

从图４１可见，只有当移动相在色谱柱中的线速度达到一定数值时才具有

最佳柱效，当移动相流速继续增 加 时 色 谱 柱 的 柱 效 又 随 着 降 低。为 了 节 省 时
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间，同时又考虑到柱效，最佳流速通常应该选择在略大于最低点的线速度进行

制备性分离。
在经典柱色谱中，所用的色谱柱直径一般都较大，流动相的流速主要靠重

力的作用，因此色谱柱中流动相的线速度一般都比图４１中的最佳流速低，尤

其是当色谱柱比较长或者是流动相的黏度比较大的时候。使用一定的压力增加

流动相的线速度，不但不会降低分离效果，而且还可以大大地节省分离时间。
低压制备色谱通常有两种操作模式，一种是从色谱柱的上方施加压力，促

使流动相的快速移动；另一种操作与第一种方式恰恰相反，是从色谱柱的下方

进行减压操作，因为减压最多不超过一个大气压，所以将它归为低压制备色谱

的类型。
在低压制备色谱中所用的分离材料的种类、材料颗粒大小以及颗粒的分散

度与经典柱色谱基本一样，色谱柱的填充方法以及上样方法也基本上不发生变

化，所以本章在这些方面不再作详细叙述。

　　一、减压柱色谱

（一）短柱

该方法通常是采 用 一 个 高 度 不 超 过５ｃｍ 的 色 谱 柱 对 样 品 进 行 快 速 分 离。
根据实验室的实际情况，通常可以用一个玻璃砂芯漏斗甚至布氏漏斗作为色谱

分离柱，实验装置可以按照图４２的方式进行连接。

图４２　短柱减压制备色谱装置示意图

吸附剂以硅胶为例，先将硅胶均匀地置于玻璃砂芯漏斗之中，如果采用的

是布氏漏斗，应该先在漏斗的底部铺上一张大小刚好合适的滤纸。利用真空水

泵抽吸硅胶层，并用一端有平整面的塑料棒将吸附剂压紧。在水泵与色谱柱之

间有一个缓冲瓶，一方面它可以让气流更稳定一些，另一方面它可以防止水泵
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中的水倒流到收集瓶中，利用缓冲瓶上的二通活塞还可以调节水泵的真空度。
在分离前，一般先加入一定量的 低 极 性 的 有 机 溶 剂 到 分 离 柱 中，然 后 将 其 抽

干，作用是进一步让硅胶层更紧密，当然其对硅胶层也有一定的洗涤作用。
样品溶于极性尽可能低的溶剂之中，将其加到色谱柱上，用水泵将它抽吸

进硅胶层中。如果低极性的溶剂对样品的溶解度太小，可用高极性的良溶剂溶

解样品，然后用一定量的硅胶吸附，挥发掉溶剂后再作为样品加入到色谱柱硅

胶层的上部。组分的洗脱，采用间隙式，先将一定量的低极性的溶剂加于色谱

柱中，用水泵减压，使冲洗剂通过色谱柱，用收集瓶收集流出的液体，水泵连

续减压直到色谱柱硅胶层中的液体抽干为止。接着再在色谱柱中加入第二种极

性较上一种更强一些的溶剂，重复上面的操作；然后再选择极性更强一些的溶

剂，依次重复操作，直到我们需要收集的组分被洗脱为止。
该方法简便、快速，每种冲洗剂最后都要抽干后再才调换另一种溶剂。溶

剂的选择也很方便，只需逐渐增加洗脱液的极性即可。该方法尤其适用于在硅

胶柱色谱中容易产生结构变化的物质的分离。但该方法分离中要注意防止色谱

柱硅胶之间的裂口，也要防止硅胶与柱之间的裂口，整个分离柱必须均匀、紧

密，否则将达不到分离的结果。另外，该法毕竟所用色谱柱硅胶层太短，所以

它只适应一些比较容易分离的混合物的制备性分离，或者只适应于一个复杂混

合物的初步分离等。
（二）常规柱

利用常规柱进行减压制备液相色谱的例子比应用短柱减压制备色谱的例子

更多，因为常规柱具有适当的柱长，比短柱有更高的柱效，能适应的样品范围

更宽。图４３是常规柱减压柱色谱装置示意图。

图４３　常规柱减压柱色谱装置示意图
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该装置除了有一个常规的制备色谱柱和一个接真空泵的缓冲瓶外，就多加

了一个玻璃罩。该玻璃 罩 上 面 有 一 个 入 口，旁 边 有 一 个 小 的 支 管，其 没 有 底

部，而是与一块毛玻璃相配，该毛玻璃与玻璃罩之间有很好的密闭性。在玻璃

罩的上面入口用一个橡皮塞堵住，在橡皮塞的中间打一个小孔并插入一个小玻

璃管。减压开始前，在玻璃罩内放置一个馏分收集瓶。减压开始时，将该小玻

璃管与色谱柱的出口相连，玻璃罩旁边的支管与接水泵的缓冲瓶相连接。玻璃

罩可以从市面购买或者找玻璃加工厂订制。
分离操作像经典柱色谱一样，先填好色谱柱，然后上样，接着将色谱柱出

口与玻璃罩的入口连接管相连，将 玻 璃 罩 提 起 放 入 一 个 收 集 瓶，然 后 打 开 水

泵，关闭缓冲瓶上的两通活塞，开始减压色谱分离。流出的馏分收集于玻璃罩

中的锥型瓶中。如果需要更换锥型瓶，先关闭色谱柱出口活塞，然后打开缓冲

瓶上的两通活塞，使玻璃罩中压力与外界平衡，这时就可以提起玻璃罩调换收

集器。接着先关闭缓冲瓶两通活塞，随后打开色谱柱出口，馏分收集又可以继

续进行，如此重复进行，直到待分离物全部流出。
常规减压柱的最大优点在于对普通色谱柱不需要进行任何改进，另外，其

与后面的加压低压制备色谱相比，添加冲洗剂更加方便。

　　二、加压柱色谱

这里的加压制备色谱一般都习惯地称为低压制备色谱，因为低压制备色谱

在实验室用得很多。常规经典柱色谱的分离时间较长，在经典柱色谱的基础上

适当进行一点改进就可以完成该操作，不需要进行太多的设备投资，就能带来

分离时间上的大量节省，尤其是一些生物活性样品不能经受吸附剂较长时间作

用的时候，该方法就显得更加重要。
低压制备色谱的装置要求有一些最基本的组件，这些组件表示在图４４中。
该装置中首先是色谱 柱，这 个 色 谱 柱 与 一 般 的 色 谱 柱 相 比 主 要 有 两 点 不

同，第一是该色谱柱上面的入口是磨口，因为我们一般用压缩空气或者氮气作

为压力，需要色谱柱具有一定的密闭性，能防止气体的泄漏，保持柱内的压力

恒定；第二，由于色谱柱内要保持一定的压力，因此需要保证装置的连接处能

承受一定的压力而不至于脱离，所以在色谱柱上一般有２～３个连接钉。当色

谱柱与其他组件连接后，可以利用橡胶圈把相连的两个组件固定。除此之外，
当色谱柱的直径较大时，柱中没有玻璃砂筛板，操作中一般用玻璃纤维或者脱

脂棉堵住出口，防止吸附剂的流失。
装置的第二个部分就是溶剂的储瓶。因为实验是在色谱柱的顶部加压，如

果色谱分离时装置中留给流动相的空间太小，势必频繁地减压、拆开装置向色

谱柱中添加溶剂，给分离带来很大的不便。
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图４４　低压制备色谱装置的基本组成

如果在色谱柱上配置一个５００ｍＬ或者１Ｌ的溶剂储瓶，再加上色谱柱中除

硅胶以外的空间，则该装置就能储存一定量的流动相，一定程度上解决了添加

移动相带来的不便。储瓶两端的进口和出口也都是磨口的，是为了让装置有好

的气密性。在储瓶的两端也有连接钉，目的是通过橡胶圈的固定使上下组件的

连接处能承受一定的压力。
装 置 最 上 面 的 一 个 组 件 是 流 速 控 制 器，也 即 是 压 力 控 制 器。在 控 制 器

的 上 面 有 一 个 气 体 入 口 和 一 个 气 体 的 出 口。气 体 出 口 的 大 小 可 以 通 过 针 形

阀 进 行 控 制。在 压 缩 空 气 的 输 入 压 力 不 变 的 情 况 下，通 过 调 节 出 口 针 形 阀

就 可 控 制 色 谱 柱 内 压 力 的 大 小，通 过 压 力 大 小 的 控 制，也 就 实 施 了 对 色 谱

分 离 过 程 中 移 动 相 线 速 度 的 控 制，因 为 压 力 越 大，移 动 相 的 线 速 度 就 越

大，反 之 越 小。流 速 控 制 器 的 接 头 同 样 也 是 磨 口 的，在 磨 口 上 面 也 有 连 接

钉 供 固 定 用。
当按经典柱色谱的方法填好色谱柱、上好样后，就可以在色谱柱上加上溶

剂储液瓶、流速控制器，连接上加压管，进行低压制备色谱操作。
低压制备色谱的加压手段有多种，常见的有下面几种。

（一）空气泵加压

利用空气泵加压是较常见的一种。图４４的基本装置就是为空气泵加压所

设计的。一般的空气压力泵的输出压力是不能控制的，当其与低压制备色谱的

流速控制器相连接后，通过流速控制器的针型阀就可以调节色谱柱内压力的大
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小。开启空气泵前，一定要先将针型阀开到最大位置，等空气进入色谱柱并稳

定后，再调节针型阀让移动相达到我们选择的流速，防止压缩气体的压力过大

造成装置组件的脱落。
（二）双链球加压

如果没有空气泵也可以利用双链球进行简易的加压操作。图４５是一般使

用的双链球示意图。

图４５　双链球示意图

图４５双链球中的两个球是由橡胶制成的。第一个球的一端有一个单向阀

控制进气口，另一端与第二个球相连，两球之间又有一个单向阀。当捏压第一

个球时，该球的进气口单向阀关闭，与第二球相连的出口单向阀打开，第一个

球中的气体被压入第二个球中；当放松第一个球时，此时球体复原，里面的压

力低于外面的压力，出口单向阀由于第二个球中的压力大于第一个球而关闭，
这时进气口单向阀打 开，外 面 的 气 体 被 吸 入。因 此，只 要 堵 住 第 二 个 球 的 出

口，不断地用手捏放第一个球，就 可 以 让 第 二 个 球 充 气 胀 大 而 达 到 一 定 的 压

力。为了防止第二个球过大而爆裂，在该球外面还有一个线网，用来控制该球

的过度膨胀。
分离时，由于双链 球 的 压 力 较 小，图４４中 流 速 控 制 器 的 针 形 阀 应 该 关

闭。由于流动相的流出以及气体在装置连接处的泄漏而使压力降低时，我们可

以及时地补充双链球中的气体，以保证装置中压力的基本恒定。
作者曾利用β环糊精与碘甲烷在氢化钠存在下合成全甲基β环糊精，反应

方程式如下：
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反应混合物经过氯仿水萃取后，利用 ＴＬＣ检测表明，粗产物中还含有少

量２，６二甲基β环糊精和很少量的其他极性更强的杂质。在薄层 色 谱 上 筛 选

得适宜溶剂系统为氯仿∶甲醇 （９５∶５），全甲基β环糊精与２，６二 甲基β环

糊精的 ΔＲｆ≈０１３。
作者在图４４装置上，利用双链球对该混合物进行了分离。待分离样品量

５ｇ，所用吸附剂为硅胶，硅胶颗粒直径为４０～６３μｍ，硅胶量为５００ｇ，所选色

谱柱直径为１０ｃｍ。
首先将硅胶用冲洗剂调成糊状，然后湿法装柱。接着将样品用尽可能少的

流动相溶解后小心地上样，使样品层在柱中尽可能短。然后连接上溶剂储瓶、
流速控制器以及双链 球，进 行 低 压 色 谱 操 作。分 部 收 集 馏 分，利 用 薄 层 检 测

后，合并、浓缩及干燥后 得 全 甲 基β环 糊 精。产 品 经 过 红 外、核 磁 检 测，纯

度合格。
（三）氮气钢瓶加压

利用氮气钢瓶作为低压制备色谱的压力系统也是经常采用的办法。该方法

没有空气压力泵的噪声，也无双链球的压力不稳定。但由于氮气钢瓶是高压容

器，所以操作一定要小心，并且要懂得使用高压钢瓶的一些基本知识。图４６
是实验室高压钢瓶压力表示意图。

图４６　钢瓶压力表示意图

氮气钢瓶内的压力很高，新装钢瓶压力可达１５ＭＰａ。从工厂 运 来 的 钢 瓶

需要连上压力表，一方面它可以对输出气体减压，另一方面它又可显示钢瓶内

的压力和输出气体的压力大小。打开钢瓶开关时一定要站在与压力表相反的一

面。反时针旋转钢瓶开关打开钢瓶，此时离钢瓶近的那个压力表将显示钢瓶中
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氮气的压力。若按顺时针方向旋 转 压 力 表 上 的 开 关，可 以 调 节 输 出 氮 气 的 压

力，该压力的大小显现在第二个压力表上。使用钢瓶时，一定要注意输出气体

压力的大小，避免高压造成色谱装置被破坏。
（四）蠕动泵加压

如 果 应 用 蠕 动 泵 （也 叫 恒 流 泵）来 输 送 流 动 相 则 低 压 柱 色 谱 的 溶 剂 储

瓶 以 及 流 速 控 制 器 都 可 以 去 掉，直 接 将 蠕 动 泵 的 入 口 管 没 入 移 动 相 瓶 中，
蠕 动 泵 的 出 口 管 与 色 谱 柱 顶 端 通 过 橡 皮 塞 相 连 即 可。流 动 相 的 线 速 度 大 小

直 接 通 过 设 置 蠕 动 泵 的 流 量 大 小 来 进 行 控 制。在 上 述 几 个 方 法 中，该 方 法

最 简 便。只 是 相 对 于 其 他 方 法 来 讲，需 要 购 买 专 门 的 蠕 动 泵。图４７就 是

上 海 生 产 的 压 力 可 达０３ＭＰａ、流 量 最 大 分 别 为２０ｍＬ／ｍｉｎ和１００ｍＬ／ｍｉｎ
的 蠕 动 泵。

图４７　国产蠕动泵

低压柱色谱除了自己填充外，国外还有一些已经填好的成品柱出售，其中

以Ｌｏｂａｒ成品柱最著名。图４８是Ｌｏｂａｒ成品柱的示意图。

图４８　Ｌｏｂａｒ成品柱的示意图

分离柱由玻璃构成，柱中分离材料被两端的玻璃砂筛板封闭，由分离柱的

两头分别各引出一个金属管。利用蠕动泵直接与分离柱一端的金属管相连，可

对待分离物进行制备性分离，使用相当方便。

（五）快速色谱

在图４４的低压 柱 色 谱 装 置 中，当 使 用 的 色 谱 柱 较 短 时，如 大 约 在７～
１５ｃｍ 的 范 围 时，人 们 常 称 此 时 的 低 压 色 谱 为 快 速 色 谱。该 方 法 最 初 由
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ＳｔｉｌｌＷＣ提出，最初所使用的设备除了图４４装置中的溶剂储瓶外，其他的完

全相同。由于其使用的 色 谱 柱 短，可 以 使 用 粒 度 较 细 的 填 料，如 制 备 薄 层 填

料，因此其不但保证了一定的分辨率，而且大大增加了分离的速度，可以分离

在填料柱上易分解的一些生物活性物质，同时也节省大量的制备性分离时间，
可谓是一种价廉物美的方法。从大量的原始文献不难发现，目前该方法在有机

合成以及植化分离等研究领域仍然被大量地使用。
下面是快速色谱分离生物活性成分以及合成中间体的实例：
以硅胶为固定相，己烷乙酸乙酯梯度为流动相分离真菌 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｖｅｒ

ｒｕｃｏｓｕｍ 中的生物碱；
以硅胶为固定相，氯仿甲醇 （７∶９３→２０∶８０）为流动相，分离Ｓａｌｉｘｌａ

ｓｉａｎｄｒａ中的酚苷；
以硅胶为固定相，石油醚乙醚 （９∶１）为 流 动 相，分 离 Ｕｌｅｘｅｕｒｏｐａｅｕｓ

中的异黄酮；
以硅胶为固定相，甲苯乙酸乙酯 （３∶２）为流动相分离 Ｏｃｏｔｅａｖｅｒａｇｕｅｎ

ｓｉｓ中的木脂素；
以Ｃ１８为固 定 相，甲 醇水 （７５∶２５）为 流 动 相，分 离Ｉｌｅｏｓｔｙｌｕｓｍｉｃｒａｎ

ｔｈｕｓ中的去甲二萜内酯；
以Ｃ１８为固定相，甲醇水 （９∶１）为流动相，分离 Ｌｅｉｏｐａｔｈｅｓｓｐ 中的脂

肪酸；
以Ｃ１８为固定相，甲醇为流动相，分离 Ａｌｌｉｕｍｃｅｐａ中的有机硫化合物；
以硅胶固定相，正己 烷氯 仿 （１∶４）为 流 动 相，分 离 ｈｅｐｔａｋｉｓ（６ａｚｉ

ｄｏ６ｄｅｏｘｙ２，３ｄｉＯｐｅｒｐｈｅｎｙｌｃａｒｂａｍｏｙｌａｔｅｄ）βｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ 的 合 成 粗

产品；
以硅胶为固定相，环己烷→二氯甲烷梯度，分离合成的６，７ｄｉｍｅｔｈｙｌ１

ｎａｐｈｔｈｙｌ４ｐｅｎｔｅｎｙｌｋｅｔｏｎｅ粗产品；
以硅胶为固 定 相，乙 酸 乙 酯 为 流 动 相，分 离 合 成 的 （Ｒ）Ｎｐｉｖａｌｏｙｌα

（６，７ｄｉｍｅｔｈｙｌ１ｎａｐｈｔｈｙｌ）（１２ｔｒｉｅｔｈｏｘｙｓｉｙｌｄｏｄｅｃｙｌ）ａｍｉｎｅ的粗产品。
其实图４４的流速控制器也可以用一端带磨口的三通活塞代替，磨口的一

端与溶剂储瓶相连，横着的一端与压缩气体相连，向上的一端供调节活塞进行

放气用。图４９是磨口三通活塞的示意图。
图４４中的溶剂储瓶也可以利用分液漏斗代替，漏斗与色谱柱的连接利用

一个打孔的橡皮塞，此时的色谱柱使用一般的无磨口的色谱柱就可以了。
一个更简便的方法是将溶剂置于一个大的试剂瓶中，将其放在高处，通过

一个管子直接将溶剂瓶与色谱柱相连，如图４１０所示，系统压力的大小通过

二者的相对高低来进行控制。
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图４９　磨口三通活塞的示意图 图４１０　简易加压制备色谱示意图

第二节　中压制备色谱

经 典 柱 色 谱 与 低 压 制 备 色 谱 的 分 辨 率 一 般 还 是 很 有 限 的，因 为 它 们 所

用 的 分 离 材 料 的 颗 粒 一 般 都 较 大。如 果 要 进 一 步 提 高 制 备 色 谱 的 分 辨 率，
通 常 只 有 进 一 步 减 小 材 料 的 颗 粒 大 小 或 者 增 加 色 谱 柱 的 长 度，这 样 无 疑 将

会 进 一 步 增 大 色 谱 柱 的 阻 力 以 及 降 低 流 动 相 的 流 速。另 外，不 同 的 冲 洗 溶

剂 所 造 成 的 流 动 相 流 速 也 有 很 大 的 差 别，如 采 用 正 相，如 正 己 烷 作 流 动 相

时，流 动 相 的 流 速 较 快；而 用 反 相，如 水 作 流 动 相 时 则 流 动 相 的 流 速 就 较

慢，使 用 一 些 黏 度 大 的 有 机 溶 剂，如 正 丁 醇 等 也 有 同 样 结 果。为 了 进 一 步

提 高 制 备 色 谱 的 分 辨 率 又 能 保 证 有 较 快 的 分 离 速 度，使 用 中 压 制 备 色 谱 是

行 之 有 效 的 办 法。
中压制备色谱与经典柱色谱或者低压制备色谱相比需要投资更多的组件。

最简单的配置是除色谱柱外，再加上一台能提供几十公斤压力的恒流泵，但对

于一台配置比较完整的中压制备色谱，即使是国产的也要几万元左右，全套进

口的就更贵了。图４１１是ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公司的中压制备色谱产品。
从该图可见系统的中间有一根较大的色谱柱，色谱柱的下面是一台馏分收

集器。系统的右下面是 两 台 恒 流 泵，可 以 进 行 梯 度 洗 脱 操 作。右 上 面 是 检 测

器，其顶部是溶剂瓶。紧靠色谱柱的右边有进样阀，色谱柱的左边是微机，可

以对检测器的信号进行记录和数据处理。对中压制备色谱可以用图４１２进行
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图４１１　ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公司生产的中压制备色谱

简单的示意。

图４１２　中压制备色谱示意图

中压制备色谱的工作原理是由恒流泵输送移动相，通过进样阀上样，在色

谱柱对样品实行分离后，利用检测器检测、记录仪记录，并同时收集各个馏分。
其实，在我们的实际工作中，往往并不一定需要购买成套的装置，而是根

据自己的研究需要和经费状况，分别购买适宜的组件自己进行组装。下面介绍

中压制备色谱中最主要的几个部件。

　　一、恒流泵

中压制备色谱中除色谱柱外，唯一不能省掉的就是恒流泵。恒流泵的类型

和产品很多，从高效液相色谱常规使用的 泵 到 上 节 介 绍 到 的 蠕 动 泵 都 是 恒 流

泵，也即都能以恒定的流量输出液体。所不同的是高效液相色谱所使用的泵通

常要求最高压力能达４０ＭＰａ，最大流量能达１０ｍＬ／ｍｉｎ，流量的精确度和准确

度也要求很高。而低压色谱用的恒流泵最大压力可达０３～０５ＭＰａ，有 较 大
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的流量和一定的输出稳定性就能满足要求。中压柱色谱对泵的要求则在它们之

间。一个恒流泵能达到的压力越高，输出流量的精度和准确度要求也高，则仪

器在对制造材料的要求方面、生产技术和工艺方面也就越高，仪器的价格就越

昂贵。如一台国产的高效液相色谱恒流泵大约需人民币２万多元，而一台供低

压色谱用的一般蠕动泵也许只需１～３千元。对于一台能达２ＭＰａ以上压力的

恒流泵大约在５～８千元左右。所以在选择购买恒流泵时，主要考虑的是其能

达到的最大压力，最大流量，其次才是考虑流量的准确度和精度。目前使用的

恒流泵多数是柱塞式往复泵。实验中我们常常可以利用量筒测定一定时间内恒

流泵输出的液体体积，用其检查恒流泵的准确度和精密度。
有用压缩气体代替中压制备色谱恒流泵的报道，但作者认为压缩气体在比

较高的压力下使用是相当危险的，因为此时气体具有很大的膨胀系数，所以在

可能的情况下应尽量避免该方法的使用。
图４１３是作者实验室使用的购于北京生产的恒流泵产品。

图４１３　国产中压制备色谱恒流泵

　　二、色谱柱

在绝大多数情况下，中压制备色谱的色谱柱都是由耐压的强化玻璃制成，
并且基本上都是由自己装填柱子。最常用的分离材料颗粒的大小为１５～２５μｍ
和２５～４０μｍ，金欧亚公司的系列填料产品是国家科技部的攻关课题成果。作

者实验室一般是选择１０～４０μｍ 的国产薄层硅胶。色谱柱的填装可以选择湿法

或者干法。
在中压制备色谱中，湿法填充技术除了使用一般的经典柱色谱的湿法填充

技术外，对于颗粒 较 小 的，如 小 于２０μｍ 的 分 离 材 料 通 常 采 用 匀 浆 法 进 行 装

柱。该方法需要购买专门的匀浆法装柱机，而目前国内基本上无该产品生产，
作者实验室购 买 的 是 美 国 Ａｌｌｔｅｃｈ公 司 的 产 品，价 格 大 约 人 民 币３５万 元 左
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右。该仪器除主机外，还有一个配套的匀浆罐。图４１４是该产品的图片。

图４１４　Ａｌｌｔｅｃｈ公司生产的装柱机

装柱时，先选好密度及极 性 适 宜 的 溶 剂，将 填 料 加 入 到 该 溶 剂 中 摇 匀，
此时填料在该溶剂中在一定的时间范围内不会因为重力的作用 而 沉 积，否 则

应重新选择溶剂系统。将配好的匀浆液倒入预先处理好的并连接 上 色 谱 柱 的

匀浆罐中，然后迅速将匀浆罐与主机连接好，打开主机开关，使 主 机 填 充 压

力很快达到一个较高的压力，整个操作要迅速、准确、连贯、一 气 呵 成。随

后将压力降到一定数值，保持一段时间，最后拆下色谱柱，将连 接 一 端 的 填

料铲平，装上柱头即成。该方法需要较贵的设备，填充技术要 求 也 很 高，因

此对于非专门研究色谱柱技术的研究人员，短时间掌握该技术有一定困难。
最简单的干法装柱是先按照上一章介绍的干柱色谱的 装 柱 方 法 填 好 色 谱

柱，然后将装好的色谱柱与一氮气钢瓶相连，打开氮气钢瓶开关 以 及 色 谱 柱

出口后，小心地调接压 力 表 上 的 开 关，使 氮 气 瓶 输 出 压 力 在１５ＭＰａ左 右，
让高压气体将色谱柱进一步压紧。压紧后，先关闭钢瓶开关，让 色 谱 柱 内 压

力回到常压后 再 取 下 柱 子。利 用 该 方 法 填 装 的 柱 子 密 度 比 湿 法 至 少 提 高

２０％，因而更有利于难分离物的分离。
但作者再次强调，该方法的操作一定要小心仔细，因为压缩气体的膨胀系

数很大，容易胀裂劣质玻璃色谱 柱，操 作 时 至 少 应 带 能 抗 一 定 碎 片 冲 击 的 护

目镜。
另外还有使用轴向压缩技术填充色谱柱的，该方法需要特制的色谱柱，该

色谱柱是在柱的一端或者两端有气动活塞可以挤压色谱柱中的分离材料，防止

柱中死空间的出现。
除此之外，还有径 向 压 缩 柱 和 环 行 挤 压 柱 出 现，它 们 也 有 将 色 谱 柱 填 均

匀、填紧密的优点。但在实际应用中见到的很少，所以就不再进一步介绍，读

者可以参考相关的专著。
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　　三、检测器

检测器的使用可以使样品的收集变得有的放矢，根据检测器信号的变化可

以进行及时的收集。但检测器的检测范围、检测的灵敏度、基线稳定性等参数

决定了检测器的价格。例如一台供高效液相色谱使用的国产紫外检测器的价格

大约在３万元以上，而一台只有少数几个检测波长的国产紫外检测器的价格就

可能在１万元左右。在购买这些组件的时候，应该根据自己的分离目的和经费

条件进行正确的选择。图４１５是作者实验室使用的可供中压制备色谱使用的

具有２～４个检测波长的北京和上海生产的紫外检测器。

图４１５　国产可供中压制备色谱使用的紫外检测器

　　四、自动馏分收集器和进样阀

在配置较完备的中压制备色谱中，一般都有自动馏分收集器和进样阀，如

图４１６所示。

图４１６　自动馏分收集器和进样阀
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左图是上海产的自动馏分收集器。其通常可有两种 模 式，一 种 是 每 间 隔

一定时间自动 调 换 收 集，另 一 种 是 每 间 隔 一 定 的 流 出 液 滴 数 而 自 动 调 换

收集。
右图是美国 Ａｌｌｔｅｃｈ公司的塑料进样阀，该阀最大可耐２ＭＰａ压力，从图

中可见，该进样阀是一个六通阀，可以方便地更换定量管以便及时地调节进样

体积的大小。作者实验室目前就是使用的这种进样阀。

　　五、分离

中压制备色谱的操作方法与前面介绍的柱色谱方法类似，下面以作者曾分

离过的植物红豆杉中 抗 癌 活 性 成 分———紫 杉 醇 的 制 备 性 分 离 为 例 来 说 明 它 的

操作。
紫杉醇 （Ｔａｘｏｌ）最早是由美国 Ｗａｎｉ等于１９７１年首先从短叶红豆杉的茎

皮中分离出来的，１９７９年美国 Ｈｏｒｗｉｔｚ等发现 其 良 好 的 抗 癌 活 性 和 独 特 的 抑

制微管解聚和稳定微管的作用机理。１９９２年美国ＦＤＡ 正式批准作为治疗晚期

卵巢癌的药物首次上市。临床还发现对肺癌、头颈部肿瘤、恶性黑色素瘤和淋

巴榴具有疗效。美国Ｓｉｇｍａ公司将其作为生化试剂，其商业售价高达５０００美

元／ｇ。

图４１７　紫杉醇和三尖杉磷碱的分子结构

我国自１９８４年起开始红豆杉及紫杉醇的研究，我国的中国红豆杉、东北

红豆杉、云南红豆杉、西藏红豆杉和美丽红豆杉都已被证明含有紫杉醇及紫杉

烷类物质。紫杉醇因不同的树种和部位 （如树皮、树叶）其含量有所不同，含

量一般从万分之几到百万分之几。目前利用组织细胞培养，真菌发酵以及大面

积插栽育苗等方法获得了紫杉醇的新原料来源。在紫杉醇的分离中，通常认为

其中的三尖杉磷碱最难除去，因为它们的结构非常相似。图４１７是紫杉醇与
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三尖杉磷碱的分子结构。
分离首先从红豆杉树皮中提取浸膏，如图４１８所示

图４１８　红豆杉树皮中紫杉烷类二萜生物碱

的溶剂提取

将此深褐色萃取物取样进行反相 ＨＰＬＣ分析得如图４１９所示色谱图。

图４１９　红豆杉树皮粗提物的反相 ＨＰＬＣ分析图谱

分析柱：１００ｍｍ×０８ｍｍｉｄＣ１８柱

溶剂系统：乙腈水

图中峰１为目标物紫杉醇，峰２为此分离提取中众所公认的最难除去的干

扰物三尖杉磷碱。

由于粗提物中组分十分复杂，因此先用硅胶低压柱色谱对样品进行初分，

冲洗溶剂的选取尽量满足紫杉醇的ｋ值较小，让它比大多数杂质较快流出。通
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过薄层色谱，筛选出适宜的溶剂系统为乙腈，并采用湿法填装国产２００～３００
目的硅胶色谱柱。

选取极性较小的氯仿先将样品溶解，并在适当范围内 可 尽 量 让 色 谱 柱 过

载。实验采用图４４的装置，加压采用双链球，初分收 集 物 的 薄 层 展 开 为 图

４２０。

图４２０　初分收集物的薄层展开图

自制硅胶板，展开溶剂为氯仿甲醇 （１００∶６）

１—初分收集物；２—紫杉醇标样

当 紫 杉 醇 浸 膏 经 初 分 后，其 样 品 量 大 大 减 少，干 扰 物 的 种 类 也 大 大 减

少。紫 杉 醇 浸 膏 是 否 能 提 纯 到 ９８％ 以 上 的 纯 度，制 备 技 术 的 关 键 在 于 两

点：一 是 柱 效 的 高 低；二 是 溶 剂 选 择 性 的 大 小。

第 二 步 利 用 中 压 制 备 色 谱 对 初 分 收 集 物 进 行 分 离。实 验 采 用 干 法 装

柱，所 用 硅 胶 为１０～４０μｍ 的 薄 层 色 谱 硅 胶，加 压 为 国 产 恒 流 泵，筛 选 出

的 适 宜 溶 剂 系 统 为 氯 仿甲 醇 （１００∶６）。中 压 制 备 色 谱 分 离 后 的 收 集 物 的

反 相 ＨＰＬＣ分 析 图 谱 如 图４２１所 示。

从 图４２１可 知，通 过 两 步 的 分 离 除 去 了 样 品 中 最 难 除 去 的 三 尖 杉 磷

碱。此 时 我 们 再 用 溶 剂 系 统 环 己 烷乙 酸 乙 酯 （１∶１）进 行 第 二 次 中 压 柱

色 谱 分 离，收 集 物 的 反 相 ＨＰＬＣ分 析 结 果 如 图４２２所 示。

从 图４２２可 知，所 分 离 的 紫 杉 醇 已 达 到 了 所 要 求 提 纯 的 纯 度≥９８％。

因 此，一 个 复 杂 的 抗 癌 药 物，通 过 一 次 硅 胶 低 压 制 备 色 谱，二 次 硅 胶 中 压

制 备 色 谱，就 将 其 从 植 物 浸 膏 中 分 离 出 来。
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图４２１　收集物的反相 ＨＰＬＣ分析图谱

分析柱：１００ｍｍ×０８ｍｍｉｄＣ１８柱，

溶剂系统：乙腈水

图４２２　收集物的反相 ＨＰＬＣ分析图谱

分析柱：１００ｍｍ×０８ｍｍｉｄＣ１８柱

溶剂系统：乙腈水
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第五章　高压制备液相色谱

高压制备液相色谱与经典柱色谱没有本质的差别，不同点主要是高压制备

液相色谱比经典液相色谱有较高的效率和实现了自动化操作。这是因为色谱柱

是以特殊的方法用较小颗粒的填料填充而成，从而使柱效大大高于经典柱制备

色谱；在仪器方面，它采 用 了 高 压 泵 输 送 流 动 相，同 时 在 色 谱 柱 后 连 有 检 测

器，可以对流出物进行连续检测。目前的高压制备色谱总的来讲有如下三个特

征：第一是柱长短 （大多数在２０～５０ｃｍ）、内径大 （大多在１～１００ｃｍ）；第二

是填料颗粒小 （多数在１０～３０μｍ）；第三是流速高 （通 常 在５～１０ｃｍ／ｍｉｎ）。
高压制备液相色谱又叫高效制备液相色谱。

第一节　制备液相色谱仪

高 压 制 备 液 相 色 谱 具 有 柱 效 高、分 离 迅 速 等 特 点，是 制 备、纯 化 难 分

离 物 质 的 极 好 手 段。它 制 备 量 可 以 达 到 半 克 量 和 克 量 级、甚 至 更 多。一 般

制 备 色 谱 柱 的 柱 效 要 比 分 析 柱 低 些，即 便 是 使 用 分 析 柱 做 小 量 制 备，在 增

加 样 品 负 载 的 情 况 下 也 会 降 低 分 辨 率。在 线 性 条 件 下，溶 质 的 保 留 方 程 式

可 表 示 为

ｔＲ＝ｔＭ（１＋ｋ） （５１）

ＶＲ＝ＶＭ（１＋ｋ） （５２）

理论塔板数 （ｎ）及塔板高度 （Ｈ）为

ｎ＝５５４（ｔＲ／ｗｂ）２ （５３）

Ｈ＝Ｌ／ｎ （５４）
其对待分离物质的分离度 （Ｒ）为

Ｒ＝槡Ｎ
４

·α－１
α

· ｋ
ｋ－１

（５５）

在色谱过程中的 ＶａｎＤｅｅｍｔｅｒ方程式为
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Ｈ＝ １
１
Ａ＋ １

Ｃｍｕ

＋Ｂ
ｕ＋Ｃｍｕ＋Ｃｓｕ （５６）

高压制备色谱仪基本结构的方框图如图５１所示。

图５１　高压制备色谱仪基本结构的方框图

图５２是日本岛津公司生产的高压制备色谱仪。

图５２　岛津高压制备色谱仪

高压制备液相色谱仪与分析型的高效液相色谱仪一样，在大多数情况下是

积木式的，可以根据自己的制备需要和经费条件进行合理地选择组件并在实验

室由自己进行组装。为满足大量制备需求，相对于一般的高效液相色谱仪需要

对制备色谱主要部件提出一些专门的要求。

　　一、高压输液泵

制备色谱的高压输液泵要求流量大，耐一定的压力。分析型高压泵的最大

流量一般是１０ｍＬ／ｍｉｎ，但 对 制 备 色 谱 尚 显 不 够，因 为 它 采 用 了 更 大 的 色 谱

柱，一般流量需要３０ｍＬ／ｍｉｎ左右，对于直径大于２５ｃｍ 以上的色谱柱，通

常希望压力泵的供液能力最高可达１００ｍＬ／ｍｉｎ，对于工业制备色谱则要求泵

的液流 量 可 达 １Ｌ／ｍｉｎ。制 备 色 谱 泵 的 工 作 压 力 不 需 太 高，一 般 最 高 能 达

２０ＭＰａ左右就可以了，因为制备柱 填 料 颗 粒 一 般 比 分 析 型 填 料 的 颗 粒 大，制

备柱的压降不会太大。由于制备色谱的目的不是为了获得好的色谱谱图，所以
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对泵的精确度和准确度要求也不是很严格。泵的形式目前大多数还是柱塞式往

复泵，其次是使用气动放大泵。但对于流量很大的泵，也有使用隔膜泵的。图

５３是大连依利特公司生产的制备型恒流泵，其最大流量为５０ｍＬ／ｍｉｎ，最大

压力为２０ＭＰａ。

图５３　依利特Ｐ２６０型制备型恒流泵

　　二、进样器

上样结果的好坏对分离的影响较大，要求样品能均匀地分布于色谱柱的入

口端，形成一个较短的柱塞。为适应大量样品的注入，大多数情况下使用具有

大样品环的六通进样阀。样品环的大小可以根据自己的需要进行调换，但一般

不超过１０ｍＬ。样品环管要细而长，而不是短而粗，以免增加色谱峰的扩展。
如果样品的量较大，也可 采 用 “停 流 技 术”，即 在 停 止 压 力 泵 的 情 况 下，

用注 射 器 进 行 常 压 进 样， 然 后 再 启 动 压 力 泵。 如 果 样 品 的 体 积 很 大

（＞１００ｍＬ），则应该使用一台小型的压力泵，用 “停流技术”上样后，再进行

液体的输送。
样品溶液以浓度稀一点、体积大一些为好，以免色谱柱的局部过浓导致局

部过载现象，降低分离效率。一般样品液体积不超过色谱峰淋出体积的１／３是

不会损失分离度的。

　　三、色谱柱

在高压制备色谱中由于压力较大，玻璃柱容易破裂，所以色谱柱材料一般

都是采用不锈钢柱。

（一）制备柱的尺寸

对于样品的制备一般采用下面几种尺寸的色谱柱进行分离：

１ 分析型色谱柱

这种柱的内径一般为４～５ｍｍ，长２５～５０ｃｍ，每次进样量可以从几十至

几百微克，重复进样并收集所得组分。这种方法非常耗时，分析柱在过载较严
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重的情况下工作，柱性能迅速下降。如果不是样品极难分离，或者没有较大制

备柱的情况下，一般不采用这种方法。

２ 半制备柱

这种柱的内径为８～１０ｍｍ，长２５～５０ｃｍ，往往装填颗粒直径为５～１０μｍ
的高效液相色谱柱填料，柱效可达１５０００左右，每次可注入５～５０ｍｇ的样品，
其分辨率和分离速度都不错，对于毫克级样品的制备比较方便，但成本较高。

３ 制备柱

通常这种色谱柱内径为２０～２２ｍｍ，长２５～５０ｃｍ，一般填装颗粒直径为

５～２０μｍ 的填料，它的柱效较前面两种低，但样品处理量大，且成本较低。

４ 大制备柱

这种柱的内径通常大于２５ｍｍ，可以达到５０ｍｍ，长度范围在２５～５０ｃｍ，
一般填装颗粒直径为１０μｍ 以上的填料，它的柱效较前面的更低一些，但它的

样品处理量更大。图５４是金欧亚公司的几种制备色谱柱产品，该公司生产的

Ｓｕｎｃｈｒｏｍ 系列硅胶和键合相填料为国家科技攻关项目成果。

图５４　金欧亚公司的制备色谱柱

（二）制备柱的类型

原则上能用于高效液相色谱的所有液相色谱类型都可用于高压制备色谱。
但实际上由于制备色谱空柱出售的较少，实 验 室 掌 握 制 备 柱 填 充 技 术 的 也 很

少，所以高压制备色谱柱通常都是购买商品，并且价格很高。在商品制备色谱

柱中，用得较多的主要 有 三 种，一 种 是 硅 胶 吸 附 柱 色 谱，一 种 是 键 合 相 柱 色

谱，还有一种是手性柱色谱。前两种是因为其应用的广泛性，而后一种是因为

手性化合物的制备性拆分非常困难的缘故。

１ 液固吸附色谱
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液固吸附色谱适用于分离中等分子量的油溶性的样品，对具有不同官能团

的化合物和异构体有较高的选择性，其对强极性分子或离子型化合物有时会发

生不可逆吸附，分离同系物的能力也较差。
现代液固色谱使用的填料主要是全多孔型硅胶填料，全多孔型又分为无定

型和球型两种。在色谱分离过程 中，硅 胶 表 面 上 起 吸 附 作 用 的 是 游 离 型 硅 羟

基，溶质分子从溶剂中被吸附剂所吸附，是通过取代被吸附剂吸附的溶剂分子

而达到的。在液固吸附色谱中，复杂混合物的分离很难以纯溶剂来实现，而常

采用二元甚至三元的混合溶剂体系来提高分离的选择性。在混合溶剂的选取过

程中，溶剂强度能随其组成而连续变化，在保持一定的溶剂强度的情况下，可

以选择低黏度溶剂体系，以降低柱压和提高柱效。使用不同的混合溶剂，还可

以提高选择性，改善分离。另外值得注意的是，硅胶柱的减活处理是十分必要

的，在使用过程中需要维持硅胶含水量恒定。已有的经验表明，利用薄层色谱

作为吸附色谱溶剂选择的先导是比较方便的。

２ 键合相色谱

在 现 代 液 相 色 谱 中 应 用 最 为 广 泛 的 柱 填 料 是 经 化 学 键 合 的 有 机 固 定

相。在 高 效 液 相 色 谱 中，约８０％的 分 析 任 务 是 在 键 合 相 色 谱 柱 上 进 行 的，
因 此 它 也 决 定 了 它 在 高 压 制 备 色 谱 中 应 用 的 广 泛 性。键 合 相 色 谱 柱 的 使 用

与 液液 色 谱 柱 差 别 很 大，并 且 键 合 相 色 谱 柱 的 分 离 基 础 与 液液 色 谱 相 比

显 然 不 同。
在硅胶表面键合极性有机基团的称为极性键合相，最 常 见 的 有 氰 基、氨

基、二醇基键合相。极性键合相一般都作正相色谱，即用比键合 相 极 性 小 的

非极性或弱极性有机溶剂，如己烷或庚烷作流动相，并在其中加 入 一 定 量 的

极性溶剂，如氯仿、乙醇、乙腈等以调节其洗脱强度。通常极性 弱 的 组 分 先

出峰，极性强的组分后出峰。一般认为正相键合相色谱的分离机 制 更 多 的 是

分配色谱。
在硅胶表面键合烃基硅烷，所得到的就是非极性键合相。目前商品化的非

极性键合填料主要有：甲基、丙基、己基、辛基、十六烷基、十八烷基、二十

二烷基及苯基等键合相。其中以十八烷基键合相 （简称 ＯＤＳ或 Ｃ１８）应 用 最

广。非极性键合相通常都作反相色谱，反相色谱一般用水做基础溶剂，加入与

水互溶的称为有机调节 剂 的 有 机 溶 剂，如 甲 醇、乙 腈、四 氢 呋 喃、二 氧 六 环

等。在反相系统中，固定相是非极性的，流动相是极性的，样品的保留顺序是

非极性的组分保留值大，极性组分先流出。水是极性最强的溶剂，也是反相色

谱中最弱的溶剂。目前，对反相色谱的保留机制还没有一致的看法，大致有两

种论点：一种认为属于分配色谱，另一种认为属于吸附色谱。也有人认为对单

分子层固定相是以吸附为主，对多分子层固定相则偏向分配色谱的作用机制。
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在高效液相色谱 的 键 合 相 色 谱 中，反 相 色 谱 大 约 又 占 整 个 分 析 任 务 的８０％，
所以反相键合相色谱也是高压制备色谱中重要的制备方法。

３ 手性色谱

手性一词是从希腊语衍生而来的，它相当于左、右手的关系。一个分子，
如果不能与其镜像叠合，即分子本身与其镜像不同，则此分子称手性分子；与

此相反，如果分子本身和其镜像相同，则称非手性分子。
分子与其镜像是否相互叠合决定于它本身的对称性，即是否缺少某些对称

元素。手性分子中的手性中心可以是碳，也可以是碳以外的原子，如硅、氮、
硫、磷及过渡金属原子等。但判断分子有无手性的可靠方法是看有没有对称面

和对称中心。
手性化合物在生命科学、农业科学、香料科学、材料科学、精细化工、石

油工业、考古学等诸多方面有很重要的用途，但手性化合物的拆分主要还是来

自药物化学的推动。现用于临床的原料药世界上总共有３５００～４０００种，其中

约５０％是合成药物。在合成药物中，又约有４０％是外消旋体。在外消旋体药

物中，它们往往一种立体异构体有药效，而它的镜像分子则具有毒副作用、或

具有相反的药效或根本就没有药效。如氯霉素，现在在临床上只用其左旋体，
其外消旋体的产品现在已被淘汰；巴比妥酸盐Ｓ（—）异构体具有抑 制 神 经

活动的作用，而Ｒ（＋）异构体却具有兴奋作用；苯并吗啡烷的两个对映体

都有镇痛作用，但 （—）的异构体服用后会成瘾，而 （＋）的异构体则不会；
右旋甲状腺素钠可作为降血脂药物应用，但左旋体对心脏具有严重的副作用；
抗菌药氧氟沙星的右旋体能损害肝、肾功能，但左旋的氧氟沙星药效很高，且

毒性极小，其在各国上市后，深受人们的欢迎。１９９０年，美国食品药物管理

局作出第一个政策性规定：凡研制具有不对称中心的药物，必须对其各个对映

体进行测定和评价。１９９２年美国ＦＤＡ 已经明确规定对于新药专利必须分别给

出外消旋体药物左旋体及右旋体的药效及药物动力学的有关资料。近年来，单

一手性药物的销售呈连续增长的趋势，手性药物正成为国外药物研究、开发和

销售的热点。最近模拟移动床色谱的发展，已经使手性药物可以进行吨量级的

制备性拆分生产。
手 性 只 能 在 手 性 条 件 下 识 别，就 像 左 手 只 能 适 合 左 手 套 一 样。实 验 室

常 用 的 识 别 手 性 的 手 段 是 测 定 旋 光 性，因 为 所 有 手 性 分 子 都 是 具 有 旋 光 性

的 光 活 性 分 子，所 有 光 活 性 分 子 都 是 手 性 分 子。手 性 和 光 活 性 二 者 是 一 一

对 应 关 系。
对手性化合物进行拆分研究目前主要有机械拆分法、晶体接种拆分法、生

物拆分法、化学拆分法以及色谱拆分法。在这些分离方法中，色谱拆分法是最

简便、最有效的方法之一。
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要开展手性化合物的色谱分离研究，必须首先设法创造一个手性分离的环

境。在制备色谱中最简单的和最有效的方法就是使用手性色谱柱，也即色谱柱

中的填料是手性的。此时，手性分离的关键是手性固定相的选择。
到 目 前 为 止，已 经 商 品 化 的 高 效 液 相 色 谱 手 性 固 定 相 有 上 百 种，作 者

认 为 可 将 它 们 粗 略 地 分 为 ９ 个 大 类：①Ｐｉｒｋｌｅ型 ＣＳＰ；② 配 体 交 换 色 谱

（ＬＥＣ）型 ＣＳＰ；③ 大 环 ＣＳＰ， 包 括 环 糊 精、 手 性 冠 醚 ＣＳＰ；④ 多 糖 类

ＣＳＰ，包 括 纤 维 素 和 直 链 淀 粉 等；⑤糖 肽 类；⑥含 肽 或 蛋 白 质 ＣＳＰ；⑦分

子 印 迹 ＣＳＰ；⑧合 成 手 性 高 分 子 类；⑨ＤＮＡ 类。在 这９个 大 类 中，具 有 好

的 性 能 价 格 比 的 应 该 是 多 糖 类 手 性 固 定 相，Ｐｉｒｋｌｅ型 手 性 固 定 相 以 及 环 糊

精 类 手 性 固 定 相。
各种不同的手性固定相具有不同的分离模式，从理论上讲，不管选择何种

固定相，分离何种对映体，手性分 离 或 手 性 识 别 都 必 须 同 时 有 三 个 相 互 作 用

点，这些作用中 至 少 一 个 是 立 体 化 学 性 质 的，这 个 原 理１９５２年 首 次 由 Ｄａｌ
ｇｌｅｉｓｈ提出，称 “三点作用原理”。该原理可用下面的简单图形 （图５５）加以

说明。

图５５　三点作用模式

只有一个溶质对映体具有合适的手性，能与拆分剂同时具有三个相互作用点

该 图 的 手 性 材 料 固 定 在 硅 胶 的 表 面 上，其 中 含 有 Ａ、Ｂ、Ｃ 三 个 作 用

点，能 与 溶 质 相 应 的 三 个 点 Ａ′、Ｂ′、Ｃ′作 用，虽 然 溶 质 中 两 对 映 体 都 有

两 点 能 与 手 性 固 定 相 作 用，但 只 有 其 中 一 种 对 映 体 可 以 同 时 有 三 种 作 用，
而 另 一 个 不 能。同 时 三 点 与 手 性 固 定 相 有 作 用 的 对 映 体 被 保 留 的 时 间 较

长。如 果 第 三 点 作 用 不 是 吸 引，而 是 排 斥，被 保 留 的 时 间 反 而 短。因 此，
只 有 通 过 固 定 相 与 对 映 异 构 体 的 三 维 空 间 分 子 的 “三 点 作 用”，才 能 确 立

立 体 的 选 择 性。
“三点作用”的作用力可以是氢键，偶极偶极相互作用，范德华力，包合

作用以及立体阻碍等。由于固定相 （相当于溶剂）和流动相中的对映体 （相当

于溶质）都是光活性的，它们之间的作用点可以有两点相同，但第三作用点需

存在差别，使溶质和溶剂之间相互作用所形成的缔合物在稳定性上有差别，在

通过多次地交换后，达到对映体的分离。
读者欲掌握系统的色 谱 柱 以 及 手 性 分 离 的 理 论 和 知 识，请 阅 读 本 丛 书 的
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《色谱柱技术》和 《色谱手性分离技术及应用》分册。

　　四、检测器

制备色谱流出液的流量大，浓度高，不需要高灵敏的检测器，但用于制备

液相色谱的检测器应能适应高流速移动相的通过。有少量为制备色谱专门设计

的检测器，它的光程较短，有大内径的管路。但通常分析型的检测器加上一个

分流器后也能满足制备色谱的要求。
高压制备色谱中最常用的是示差折光检测器，它的适应样品类型很宽，灵

敏度对于制备色谱来说也已足够。如果分离中流量过大，解决的办法是采用分

流器，如以总流量的十分之一流过检测池，但示差的缺点是对温度变化比较敏

感。有一点要注意的是，峰面积大小不仅仅取决于组分量的大小，还同检测器

的响应有关，有些物质的折射率 小，在 色 谱 图 上 以 小 峰 形 式 出 现 易 被 人 们 忽

视，但实际上却是主要成分。
其次使用的是紫外检测器，它可在溶质紫外吸收较弱的波长处进行检测，

避免超过 检 测 器 的 最 大 负 荷。另 外 也 可 采 用 分 流 器 只 将 少 量 流 出 液 导 入 检

测器。
对于很多分离来讲，如果将示差折光检测器与紫外检测器串联使用是一个

比较理想的方法，因为二者的记录信息可以互补，为正确地判断分离情况提供

更多的数据。图５６是同时利用示差折光检测器与紫外检测器的串联装置检测

流出物的示意图谱。

图５６　示差折光检测器与紫外检测器同时检测图谱

由于两检测器是串联使用，所以图中的两图谱有一定的时间差；另外，由

于两个检测器的检测原理不一样，它们的峰大小也不一致。
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第二节　分 离 设 计

在制备色谱中，虽然加大进样量甚至过载时柱效难免要下降，但我们通常

还是在过载情况下进行，只要柱效不是下降得太大即可。制备色谱的选择准则

是成本低，容量大，效率高。在制备色谱的分离方法的建立中，基本上还是基

于实验尝试和经验，目前的理论计算和预期离实际应用还有相当一段路程，并

且理论计算本身也非常耗时、耗力。在实际工作中，通常将分离策略设计成两

种：一种是峰接触法；另一种是峰重叠法。

　　一、峰接触法

峰接触法就是在制备色谱分离方法的建立中，增加待分离物的进样量，直

到待收集物的色谱峰与最邻近杂质的色谱峰刚好接触为止。也许增大的样品量

已经使色谱柱过载，但此时收集 的 待 分 离 物 仍 然 是 达 到 要 求 纯 度 的 产 品。图

５７是峰接触法的原理示意图。

图５７　峰接触法的原理示意图

图左边是分析型的色谱分离图，待收集组分是图中的目标物峰，另外三个

是杂质。为了制备目标物，必须增大进样量。在这些杂质中，杂质２离目标物

的色谱峰最近，因此，样品增加的最高限量将是目标物的色谱峰与杂质２的色

谱峰刚好接触时的进样量。这个进样量的大小可以利用下面的等式进行粗略地

估计：

ｗ≈１
９ｗｓ

α－１（ ）α
２

（５７）

式中　ｗ———进样量；

ｗｓ———色谱柱的样品饱和容量；

α———分离因子。
式 （５７）非常清楚地表明，当色谱柱的饱和容量越高、分离因子越大时，

则允许所上的样品量就越大。色谱柱的饱和容量是指在基本上不降低柱分辨率
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的情况下所能分离的样品量。色谱柱容量直接取决于填料的性质和容量，柱容

量还同样品特性及分子量和 保留值有关。对于色谱柱饱和容量的大小，可以

根据下面的经验式 （５８）进行粗略地估计：

ｗｓ（ｍｇ）≈０４×柱分离材料的总表面积（ｍ２） （５８）
从式 （５８）也可看出，分离材料的表面积越大，则色谱柱的样品容量越

高。例如对于一个２５ｃｍ×０４６ｃｍ 的 色 谱 柱，如 果 柱 中 填 料 的 质 量 为３５ｇ，
填料的孔径为１２ｎｍ，填料的表面积为４００ｍ２／ｇ，则根据上式就可计算出色谱

柱的饱和容量大约 为５６０ｍｇ。通 常 填 料 颗 粒 的 直 径 越 小，表 面 积 越 大。所 以

较小粒度的分离材料有利于色谱柱样品容量的提高。
如果溶解样品的溶剂与移动相相同，则样品溶液的最大进样体积也可根据

下面的关系式进行粗略地估计：

Ｖｍａｘ≈０５Ｆ（ｔ２－ｔ１） （５９）
式中　Ｆ———流动相的流量，ｍＬ／ｍｉｎ；

ｔ———在接近线性的条件下目标物与最邻近的一个杂质峰的保留时间。
在上面的进样量和进样体积下，目标物的色谱峰宽可以利用下面的等式进

行计算：

Ｗ２＝１６
Ｎｔ

２
０（１＋ｋ）２＋６ｔ２

０ｋ２ ｗ
ｗｓ

（５１０）

　　　柱效影响　　　　　样品量的影响

式（５１０）表明峰接触法的色谱峰宽的大小受两个方面的影响，一方面来自

于色谱柱的柱效，另一方面来自于样品重量的影响。式中 Ｎ、ｔ０、ｋ分 别 为 在 线

性条件下的塔板数、死时间和容量因子，Ｗｓ 为色谱柱的样品容量，Ｗ 为实际上

样量。
因此，在峰接触法中，完成预计的制备性分离所需要的色谱柱的最小塔板数

（Ｎｏｐｔ）可以计算为：

Ｎｏｐｔ≈４０１＋ｋ（ ）ｋ
２ α
α（ ）－１

２
（５１１）

式中，ｋ和α 分别为线性时的容量因子和分离因子。
从式 （５１１）可见，增大分离因子，不但可以增加样品进样量，而且还可

以减少所需的塔板数、使用较短的色谱柱进行制备性分离。其既降低了填料和

流动相的消耗，也节省了大量的时间和人力。

　　二、峰重叠法

所谓峰重叠法，是指增大进样量直至待分离物的色谱峰与最邻近的杂质色

谱峰发生重叠的一种方法。峰重叠法常针对的对象为两种：一种是微量组分的
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分离；另一种是难分离物质对的分离。
（一）微量组分的分离

利用峰重叠法分离微量组分的策略分两步：首先进行大剂量进样，使待收

集物峰与最邻近杂质峰进行重叠，同时收集该重叠蜂；第二步是再按照峰接触

法原理分离待收集物。
如果微量组分位于重叠主峰的前面，由于主峰成分对微量成分具有一定的

顶替作用，则随着进样量的增加，微量组分的色谱峰宽没有明显的增加，如图

５８所示。

图５８　样品量对主峰前面微量组分峰宽的影响

反之，如果微量组分峰位于重叠主峰的后面，则主峰成分对于微量组分峰

具有拖带效应，随着进样量的增加，微量组分峰的峰高增加很慢，但峰宽变得

很宽，如图５９所示。

图５９　样品量对主峰后面微量组分峰宽的影响

因此，当微量组分峰位 于 重 叠 主 峰 前 面 时 更 有 利 于 微 量 组 分 的 制 备 性 分

离。反之，却比较麻烦。
现在以微量组分在杂质主峰之后的情况为例来说明该微量组分的制备。图

５１０为该分离的示意图。
图５１０中 （ａ）为分析型的色谱图，图中第二个峰为要收集的微量组分，

从峰面积看其显著地小于两个杂质峰，并属于在主峰后面的微量组分类型。
分离的第一步就是大剂量地进样，使微量组分峰与杂质主峰大量地重叠，

如图５１０中 （ｂ）所示。同时按照图中虚线收集重叠峰的馏分。
分离的第二步是将收集的馏分再次在该条件下进行分离。在第一步中重叠
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图５１０　峰重叠法进行微量组分的制备性分离

峰重叠的程度以及收集馏分的范围大小最好使在分离的第二步中恰好让微量组

分峰与杂质峰之间呈现峰刚好接触的状态，如图５１０ （ｃ）所示。此时按照峰

接触法直接收集微量组分峰即得待收集产物。

（二）难分离物质对的分离

在制备性分离中另一种经常遇到的情况就是待收集物是两个峰位置非常接

近的两个组分。在这种情况下，则也可以采取峰重叠法。分离的第一步是大剂

量进样让两个峰重叠，同时收集重叠峰馏分。第二步是将重叠峰进行双组分循

环回收。制备性分离过程如图５１１所示。
图５１１ （ａ）为 分 析 型 的 色 谱 图，待 收 集 物 为 峰１和 峰２。制 备 性 分 离

的 第 一 步 就 是 大 剂 量 地 进 样，让 峰１和 峰２重 叠，并 使 该 重 叠 带 与 最 接 近

的 杂 质 带 刚 好 接 触，此 时 为 最 大 进 样 量。同 时 收 集 重 叠 带 的 馏 分，如 图５
１１ （ｂ）所 示 的 虚 线 之 间 的 部 分。分 离 的 第 二 步 是 将 收 集 所 得 到 的 馏 分 进

行 再 一 次 的 分 离。由 于 两 个 组 分 的 峰 位 置 距 离 得 很 近，在 该 实 验 条 件 下 不

可 能 让 两 组 分 达 到 完 全 分 离，因 此 产 品 的 收 集 按 照 图５１１ （ｃ）的 两 个 阴

影 部 分 分 别 收 集 得 到 产 物１和２，中 间 带 部 分 可 使 用 手 动 或 者 自 动 循 环 技

术，将 柱 流 出 液 重 新 倒 入 色 谱 柱 再 次 进 行 分 离。再 循 环 技 术 通 常 是 使 用 一

个 四 通 阀，用 以 切 换 柱 流 出 液 使 之 不 流 入 检 测 器 而 重 新 回 到 色 谱 柱。由 于

这 种 技 术 不 可 避 免 地 会 带 来 峰 扩 展，所 以 循 环 次 数 不 宜 多，以４～５次 为

限，每 次 再 循 环 可 提 高 柱 效 １４１ 倍。也 可 采 用 柱 切 换 方 式 实 现 再 循 环，
最 后 达 到 完 全 分 离 的 目 的。
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图５１１　峰重叠法分离难分离物质对示意图

第三节　实验条件的选择

为了节省时间和溶剂，一般先在分析型高效色谱柱上寻找混合物样品的分

离条件，使得各组分之间有足够 的 分 离 度，然 后 再 扩 大 应 用 到 同 类 型 的 制 备

柱。制备柱的柱效比分析柱低些，色谱柱的负载能力正比于柱的内径、柱长和

分离材料的总表面积，制备柱虽然允许过载，但过载一般应该以上节介绍的峰

接触法或者峰重叠法为标准。也有研究者认为过载应该以柱效降至原有的一半

或容量因子ｋ减少１０％为限。各类色谱柱的负载能力大不一样，硅胶柱比反

相烷基键合相柱高１０倍，离子交换柱与填料的交换容量有关，而分子排阻色

谱柱则与孔径分布及洗脱液的流量有关。图５１２是制备色谱实验条件选择示

意图。
高压制备色谱实验条件的选择一般涉及到色谱固定相的选择、流动相的选

择、样品溶剂的选择等。

　　一、固定相

针对待分离物的 性 质，首 先 应 该 选 择 适 宜 的 固 定 相 类 型。在 大 多 数 情 况

下，一般化合物的制备性分离是在正相或者反相的条件下进行分离。如果样品
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图５１２　制备色谱实验条件选择示意图

是极性分子，一般应用硅胶固定相；如果样品的非极性较强，则应该选择反相

键合相，多数情况下是选择 Ｃ１８或者 Ｃ８ 固定相。当然如果分离的是外消旋化

合物，则应该选择手性固定相。所选择的分析型色谱柱中的填料最好与后面使

用的制备型色谱柱中的填料是同一批次生产的产品，这样更有利于实验条件的

放大。另外，填料表面的吸附物质或化学键的脱落也会严重影响样品的制备。
在选择好固定相的种类后，就可以选择分析型规格的色谱柱考察对待分离

样品的分离情况，如图５１２中的 （ａ）所示，峰１是最邻近杂质，峰２是待收

集组分，此时该系统对所有的峰 都 有 很 好 的 分 离 效 果，是 很 好 的 色 谱 分 析 状

态，但此时不是最好的制备性分离峰２组分的色谱条件。

　　二、流动相

流动相的选择应该根据待收集组分与最邻近杂质达到尽可能大的分辨率为

标准。在制备色谱中，仍然可以参考下面的关系式 （５１２），尽管在非线性的

条件下，它们偏离等式关系。

Ｒ＝槡Ｎ
４

α－１（ ）α
ｋ

ｋ（ ）＋１
（５１２）

由式 （５１２）可 知，要 获 得 好 的 分 离 Ｒ，应 该 具 有 尽 可 能 大 的 分 离 因 子

α，好的柱效 Ｎ，增加容量因子ｋ也可以增大分辨率。在这三个因素中，尽可

能地增加分离因子α是最重要的。
分离因子α的数值主要决定于两个方面，一方面来自于色谱分离材料本身
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的性质；另一方面来自于流动相的正确选择。
色谱分离材料本身的性质主要决定于分离材料的化学结构，为了获得好的

分离材料，色谱工作者在这方面已经作了大量的工作，获得了很多优秀的色谱

填料。作者在新型手性固定相的合成以及混合固定相的加合效应与协同效应方

面也作过一些探索。
流动相的选择主要是选择流动相的极性和选择性两个方面。通过大量的实

践，对于正相色谱可以考虑按照下面的示意图 （图５１３）获得有效的溶剂系统。

图５１３　正相色谱溶剂系统的选择

该图表明，在正相色谱中，最常用的色谱柱是硅胶柱、二醇基柱以及氰基

柱。通常正己烷与异丙醇的混合物是最基本的溶剂系统，调节二者的比例可以

改变溶剂系统的极性。如果基本溶剂系统不能满足分离的需要，则可以在基本

溶剂系统中再添加其他溶剂，如甲基叔丁基醚、二氯甲烷以及乙腈中的一种，
或者它们的混合物等，以改变它们的选择性。

对于反相色谱可以考虑根据下面的示意图 （图５１４）进行溶剂的筛选。

该图表明反相色谱中 Ｃ１８或者 Ｃ８ 柱、氰基柱以及苯基柱是最常见的色谱

柱。水与有机溶剂的混合物是反相色谱的基本溶剂，常见的有机溶剂是甲醇、
乙腈以及四氢呋喃，调节它们与水之间的比例可以改变溶剂的极性。为了达到

好的选择性，可以将上述每种有机溶剂与水分别组成的混合物进行分离性质考

察，必要时甚至可以将其中的两种甚至三种有机溶剂按照一定的比例同时与水

混合，筛选出最佳的溶剂系统。
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图５１４　反相色谱溶剂系统的选择

手性色谱一般也是在常见的正相或者反相色谱的条件下进行工作。
如果待收集组分与最邻近杂质峰的分离因子α＞１．５，则将有利于制备性

分离。
另外就是在可能的情况下让分离柱有较高的柱效，柱效与柱长、柱径、分

离材料的颗粒大小及分布范围等因素有关，并且在制备色谱中柱效还是进样量

的函数，随着进样量的增加，色谱柱效要降低。
原 则 上 容 量 因 子 数 值 的 增 加 会 增 大 分 辨 率，但 实 际 上 在 制 备 色 谱 中 在

可 能 的 情 况 下，容 量 因 子ｋ不 宜 太 高，因 为 过 大 的 容 量 因 子 将 需 要 消 耗 大

量 的 时 间、溶 剂 以 及 收 集 馏 分 的 浓 度 太 低，造 成 大 量 的 稀 溶 液 浓 缩 工 作。
通 常 制 备 色 谱 的 容 量 因 子ｋ控 制 在１～５的 范 围 之 内。图５１２中 （ｂ）为 优

选 流 动 相 尽 量 提 高 收 集 组 分 与 最 邻 近 杂 质 的 分 离 度 的 示 意 图，此 时 虽 然 一

些 峰 的 分 离 效 果 变 坏，但 对 于 制 备 性 分 离 峰２组 分 来 讲，该 溶 剂 系 统 才 是

较 好 的。
在制备色谱中，在可能的情况下，一般应尽量避免使用梯度洗脱技术。
制备色谱中选用的流动相除要考虑是否能把混合物样品分离开外，其次还

要考虑溶剂的沸点要尽量低，让待分离物收集后溶剂容易挥发除去。所以在制

备性色谱中，我们往往是优先考虑正相色谱分离系统，因为正相色谱通常使用

的有机溶剂比反相色谱中使用的水的混合溶液更容易挥发除去。
另外用作流动相的有机溶剂纯度也是很重要的，若溶剂不纯会留下大量的

杂质，污染已经分离纯化好的样品。
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　　三、样品的溶解

在制备性分离中样品的溶解性不是很重要的，但在制备色谱中，样品在移

动相中的溶解度却非常重要，因为实验需要将大剂量的样品溶解在有限量的移

动相中。选择的移动相不但需要其有好的分辨率，而且还应该对待分离物具有

高的溶解度。经常由于样品在移动相中的溶解度太小而成为制约制备性分离的

重要因素。
如果样品在流动相中的溶解度有限，应该将溶解样品的溶剂体积增大到上

一节介绍的最大进样体积。如果此时还不能满足完全溶解样品的要求，对于离

子样品，可以考虑改变溶剂的ｐＨ 值或者改变缓冲溶液的浓度；对于正相色谱

可以考虑利用极性较低的溶剂组分溶解样品甚至可以考虑使用具有相同溶剂极

性的其他类似溶剂代替移动相溶解样品。
此外，还可以考虑增加进样温度和柱温的办法，加入 表 面 活 性 剂 增 大 溶

解度等办法。但所有这些办法，都应该避免溶质在色谱柱中的沉 淀 或 者 结 晶

析出。
样品的前处理很重要，粗制品预先用萃取、蒸馏或重结晶等方法净化，然

后用薄层色谱检查纯度。必要时，在制备色谱前加一保护柱，避免杂质损害制

备柱。

　　四、制备性分离

在 解 决 好 待 收 集 组 分 的 高 分 辨 率 和 高 的 样 品 溶 解 性 后，就 可 以 按 照 图

５１２中 的 （ｃ）进 行 峰 接 触 法 增 大 进 样 量 制 备 待 收 集 成 分。因 此，到 现 在

为 止，我 们 讨 论 了 在 分 析 柱 上 如 何 根 据 峰 接 触 法 进 行 制 备 性 分 离。如 果 待

分 离 物 是 微 量 组 分 或 者 是 难 分 离 的 两 组 分，则 按 照 峰 重 叠 法 根 据 上 述 类 似

的 方 法 处 理。
但在制备色谱中，仅利 用 分 析 型 柱 常 常 是 远 远 不 能 达 到 我 们 的 制 备 规 模

的，我们在多数情况下不得不使用较大的分离柱。因此制备性分离的最后一步

就是将在分析型柱上探索的最佳制备性分离条件 放 大 到 所 采 用 的 制 备 色 谱 柱

上。把分析型柱的上柱 量 按 比 例 放 大 到 制 备 柱，而 不 损 失 分 辨 率，可 按 下 式

计算：

制备柱上柱量＝分析柱上柱量× ｄ２

ｄ（ ）１

２
× Ｌ２

Ｌ（ ）１
（５１３）

流量的放大比则为：
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制备柱流量 ＝ 分析柱流量× ｄ２

ｄ（ ）１

２
（５１４）

上面式 （５１３）或式 （５１４）中，ｄ２ 是制备柱的直径，ｄ１ 是分析型柱的直径；

Ｌ２ 是制备柱的长度，Ｌ１ 是分析型柱的长度。只要分析柱的填料颗粒大小与制

图５１５　Ｎ（４甲基苯甲酰基）苯基甘氨酸的手性分离图
色谱柱：２０ｍｍ （ｉｄ）×２５０ｍｍ 的纤维素三 （３，５二甲基苯基氨基甲酸酯）

手性柱 （ＯＤ），流动相：正己烷异丙醇三氟乙酸 （９０∶１０∶０５），流量０１ｍＬ／ｍｉｎ
（ａ）（±）Ｎ（４甲基苯甲酰基）苯基甘氨酸；（ｂ）９５％的 （－）Ｎ（４甲基苯甲酰基）

苯基甘氨酸和５％的 （＋）Ｎ（４甲基苯甲酰基）苯基甘氨酸混合物；
（ｃ）提纯后的 （－）Ｎ（４甲基苯甲酰基）苯基甘氨酸
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备型柱的填料颗粒大小一致，则在此放大的条件下可以得到比较满意的大剂量

制备性分离的效果。
作者曾经利用 （—）苯基甘氨酸为原料合成了 （—）Ｎ（４甲基苯甲酰

基）苯 基 甘 氨 酸，但 利 用 手 性 ＯＤ 柱 进 行 ＨＰＬＣ 测 试 表 明，其 中 还 含 有

（＋）Ｎ（４甲基苯甲酰基）苯基甘氨酸大约５％，如图５１５ （ｂ）所 示。作

者利 用 上 述 介 绍 的 高 压 制 备 色 谱 的 分 离 方 法，采 用 ２１２ｍｍ （ｉｄ）×
２５０ｍｍ 的制备性手性柱纤维素三 （３，５二甲基苯基氨基甲酸酯）（ＯＤ），流动

相正己烷异丙醇三氟乙酸 （９０∶１０∶０５），流动相流量为１０ｍＬ／ｍｉｎ，每次

进样５ｍｇ，制备性分离了 （—）Ｎ（４甲基苯甲酰基）苯基甘氨酸，产品纯

度如图５１５ （ｃ）所示。
图５１５ （ａ）是 （±）Ｎ（４甲基苯甲酰基）苯基甘氨酸的色谱分离图，

图５１５ （ｂ）是 ９５％ 的 （－）Ｎ（４甲 基 苯 甲 酰 基）苯 基 甘 氨 酸 和 ５％ 的

（＋）Ｎ（４甲基 苯 甲 酰 基）苯 基 甘 氨 酸 混 合 物，图５１５ （ｃ）是 提 纯 后 的

（－）Ｎ（４甲基苯甲酰基）苯基甘氨酸产品。在每一个图谱中，上面一条曲

线是旋光检测器的检测曲线，下一条曲线是紫外检测器的检测曲线。分离中旋

光检测器与紫外检测器串联使用。

第四节　色　谱　饼

在科研及生产过程中，蛋白质、多肽、核酸以及一些生物活性物质的分离

提取需要高效、快速的方法，对它们的纯化不但需要很高的纯度，而且还需要

在分离过程中最大限度地保持它们的生物活性。
在常规的制备性色谱分离中，通常样品在柱中的作用时间长，系统的压力

降增大，制备规模的放大对设备的要求较多。为了在制备色谱中减少生物大分

子的失活，实行生物大分子的快速分离，有学者探索了色谱饼的制备性分离方

法。该方法是在保持色谱柱的总体积不变的情况下，改变柱的长度和直径，使

其由柱状变为饼状，具有大的直径和薄的厚度。
该方法通常可使用如５ｍｍ×５０ｍｍ （ｉｄ）的中空不锈钢饼，利用匀浆法

在４０ＭＰａ的高压下装填粒度直径为５μｍ 的高效液相色谱填料。该饼由于薄的

厚度，使得其比相同体积的制备色谱柱能容纳更多的填料，也即它有比相同体

积的色谱柱更高的填充密度。然后将其连接到高压制备色谱系统中，用流动相

对色谱饼进行平衡。
将生物活性成分配制成一定浓度的样品溶液后即可进样，由于色谱饼的直

径较大以及其厚度很薄，再加上饼中填料小的颗粒直径，所以可以对样品进行
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大流量的移动相冲洗。这种分离方法既保证了样品在柱中短的作用时间，又保

持了分离所必需的分辨率。
该方法具有处理量较大，分辨率较高的优点。将其应用于生物活性物质的

分离，有利于保持高的生物活性，同时还可以用高流速的移动相进行洗脱，节

省大量的分离时间。

第五节　大 直 径 柱

由于石油化学工业、食品工业、药物工业、湿法冶金以及精细化工等工业

的迅速发展，使得工业化的高压制备液相色谱也得到了一定的发展。固定床色

谱柱有其悠久的色谱历史，成熟的色谱理论，一定的数学模型，大量的实践经

验，这些都为高压制备液相色谱的工业化打下了很好的基础。
内 径 大 于１０ｃｍ 的 大 直 径 高 压 制 备 液 相 色 谱 柱 通 常 有 三 种 类 型，第 一

种 是 径 向 压 缩 柱，该 柱 的 填 料 是 装 在 管 壁 可 压 缩 的 塑 料 柱 内，这 个 塑 料 柱

的 外 面 有 一 个 不 锈 钢 的 外 套，通 过 气 体 或 者 液 体 向 外 套 与 塑 料 柱 之 间 施

压，可 以 压 紧 柱 中 填 料，提 高 柱 效。这 种 柱 目 前 主 要 是 Ｗａｔｅｒｓ公 司 生 产

的。第 二 种 是 环 行 膨 胀 柱，它 是 通 过 柱 中 心 的 一 个 楔 型 杆 推 动 活 塞 向 上 移

动 产 生 挤 压 柱 床 的 径 向 和 轴 向 而 使 柱 填 充 紧 密，这 种 柱 目 前 还 处 于 实 验 阶

段。真 正 在 工 业 化 的 高 压 制 备 液 相 色 谱 中 起 主 导 作 用 的 是 第 三 种 柱———轴

向 压 缩 柱。
轴向压缩柱技术是 Ｇｏｄｂｉｌｌｅ和 Ｄｅｖａｕｘ于１９７４年首先提出来的，到２０世

纪９０年代发展基本成熟。图５１６是 Ｎｏｖａｓｅｐ公司生产的商品化的大直径轴向

压缩色谱柱，该柱的最大特点是柱内有一个可以移动的与柱壁有很好密闭性的

活塞。柱的填充是先向柱内装入填料的匀浆混合物，然后推动活塞使柱中的填

料层被压缩，在柱内的两端皆配有多孔不锈钢滤板以及能使样品和洗脱液在柱

截面上均匀分布的分散器，溶剂从另一端的筛板滤过而排除。根据在分离过程

中，是否给活塞加上持续的压力又分为两种：系统始终产生一定的压力让活塞

持续压缩填料的称为动态轴向压缩柱，它可以随时消除柱内的死空间；而系统

只是间歇性地让活塞压缩填料的称为静态轴向压缩柱，它的效果比动态的差，
但设备要比动态的价廉。该柱更换柱填料时只需打开柱的另一端，推动活塞，
将填料推出色谱柱即可。

现在世界上安装的最大的轴向压缩高压制备色谱柱的内径达到１６ｍ，柱

长４ｍ，柱中填料用量达４０００ｋｇ，流动相用量为６０００Ｌ，整个系统的重量达

到３６０００ｋｇ，是 Ｎｏｖａｓｅｐ公司在２００２年成功安装的。
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图５１６　Ｎｏｖａｓｅｐ公司的大直径轴向压缩色谱柱
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第六章　高速逆流色谱

１９６６年第一台逆流色谱仪问世，至今已经历了近４０年的历程，逆流色谱仪及

其逆流色谱理论已经日趋完善和实用。２０世纪８０年代初期，高速逆流色谱的出

现，开始了逆流色谱的现代化进程，美国、中国、日本、法国、俄罗斯、德国、瑞

士、英国等国的科学家相继开展了此项技术的研究，它的发展受到了国际范围的关

注。我国从２０世纪７０年代开始逆流色谱仪及其应用的研究，目前不仅在高速逆流

色谱 （ＨＳＣＣＣ）仪器研制方面紧紧同国际最新发展相匹配，而且在天然产物有效

成分的分离制备方面也做出了具有创新特色的工作。

第一节　逆 流 色 谱

逆流色谱是一种不用固态支撑体或载体的液液分配色谱技术，它的创始人

一般认为是 ＹＩｔｏ，典型特征是互不相溶的两相在分离过程中做逆流运动，溶

质组分由于在两相中的分配系数不同而得到分离。
逆流色谱具有两大突出的优点：①分离柱中固定相不需要载体，消除了液

固色谱由于使用载体而带来的吸附现象，特别适合于分离极性物质和具有生物

活性的物质；②特有的分离方式尤其适用于制备性分离，每次进样量及进样体

积较大，同时具有高样品回收率。
逆流色谱仪经过了一代又一代的变化，衍生出了一类又一类型的产品，研

究过的仪器种类非常繁多。按照目前的文献资料以及实际得到应用的情况，作

者粗略地将最具有代表性的分为三个大的类型。

　　一、液滴逆流色谱

液滴逆流色谱装置可由１００～１０００根分离管组成，分离管的直径一般为

２ｃｍ 左右，长为２０～４０ｃｍ，材料可以是玻璃、聚四氟乙烯以及金属，但玻璃

分离管能 较 好 地 观 察 分 离 管 中 的 液 滴 形 成 情 况。分 离 管 之 间 一 般 用 直 径 为

０５ｍｍ 的聚四氟乙烯管连接。在分离管的前面连接有进样阀，在进样阀前面

是恒流泵；在分离管的后面可以连接检测器和样品的分步收集器。图６１是液

滴逆流色谱装置示意图。
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图６１　液滴逆流色谱装置示意图

实验前先要选择好互不相溶的两相溶剂系统，此系统的两相要能在液滴逆

流色谱装置中形成液 滴。当 两 相 溶 剂 系 统 充 分 混 合、平 衡 和 静 置 后，对 于 图

６１的装置，先将下相利用恒流泵输入分离管中，从进样阀进行进样，最后利

用恒流泵将上相稳定地输入设备中。由于上相的比重比下相轻，流动相就会在

分离管中形成液滴，带着样品从下向上上升，液滴上升的过程中，样品连续地

在两相中分配。由于不同的组分在两相中的分配比不一样，因此它们在分离管

中移动的速度也不一样，对于一个复杂的样品，在该设备中，经过一定时间的

分离，最后达到分离。
该实验也可以将上相作为固定相，下相作为移动相，流动相在分离管中先

形成液滴，接着是靠重力的作用在分离管中从上向下移动。这时由于流动相在

分离管中的流动方向相反，所以图６１中的进样阀与恒流泵要连接在装置的右

面，而检测器以及收集器应该连接到装置的左边。

　　二、旋转小室逆流色谱

液滴逆流色谱的分离效率并不高，因为仅靠流动相形成液滴而在分离管中

简单地上升或者下降所带来的溶质在两相中的反复分配是很有限的。而旋转小

室逆流色谱的发展在一定程度上改善了这种情况。
旋转小室逆流色谱实验装置的中心部分是由多根装设在转轴周围的玻璃分

离柱组成，每根柱之间利用１ｍｍ 直径的聚四氟乙烯管串联连接，这些柱的倾

斜度可以调 节，旋 转 的 速 度 也 可 以 变 化。每 根 分 离 柱 长５０ｃｍ 左 右，直 径 为

１２ｃｍ 左右，在管内应用聚四氟乙烯的小圆盘将空柱分成多个小室，这些小室

少则可为几十个，多则可上百个。小圆盘的中心有一个直径大约为１ｍｍ 的小
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孔，其作用是可以 让 流 动 相 通 过 分 离 柱。图６２是 旋 转 小 室 逆 流 色 谱 装 置 示

意图。

图６２　旋转小室逆流色谱装置示意图

该方法与液滴逆流色谱一样，首先要选取互不相溶的两相，并让其预先混

合、平衡、静置、分层。但该方法不要求流动相在固定相中一定能形成小的液

滴，所以其大大扩展了流动相的选择范围，也拓展了该法的应用领域。对于图

６２方式的连接，应该选取下相作为固定相，先将分离柱保持在垂直状态，然

后利用恒流泵将固定相泵入到 分 离 柱 中，同 时 分 离 柱 开 始 转 动；接 着 进 行 上

样，并将分离柱调节到同水平线呈２０°～４０°的倾斜程度；最后就可利用恒流泵

将流动相输入 到 系 统 中。各 分 离 管 绕 中 心 轴 转 动 的 速 率 一 般 控 制 在 ６０～８０
ｒ／ｍｉｎ，流动相输入的流量一般为１５～５０ｍＬ／ｈ。当流动相 进 入 分 离 管 后，由

于流动相的密度比固定相小，因此就会沿着分离管从下向上流动，使每一个分

离小室含有一定量的流动相，同时由于分离管在不停地转动，其与液滴逆流色

谱相比，大大增加了两相溶剂系统的相互接触，也就增加了溶质在两相中的分

配次数，使得该法的分离效果得到了较大程度的提高。
同样原理，如果我们利用两相溶剂系统的上相作为固定相，则流动相在分

离柱中的运动是由上向下靠重力运动，图６２系统中的进样阀及恒流泵应该连

接在分离柱的上端，而检测器等只能连接在分离柱的下面一端。

　　三、离心逆流色谱

在逆流色谱中，离心逆流色谱的内容是最丰富的，各种不同的设备类型多

达数十种，它们最根本的特征是仪器工作时分离柱都要绕中心轴在设备中高速
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转动，分离过程充分利用了高速转动过程中的离心力。
根据分离柱在仪器中的高速旋转，又可将其分为两个大类：一个大类是分

离柱直接绕中心轴高速旋转的模式，即是只具有公转的模式；而另一个大类是

分离柱除了绕中心轴旋转外，分离柱本身还在作自转运动，即既有公转又有自

转的模式，就像我们的地球在绕太阳作公转的同时，本身也在做自转一样。
（一）非行星式逆流色谱仪

非行星式的逆流色谱仪也有多种类型，主要包括分离柱是螺旋管式和非螺

旋管式。在众多的这些种类中，目 前 真 正 还 在 应 用 的 主 要 是 匣 盒 式 离 心 逆 流

色谱。
匣盒式离心逆流色谱仪由日本的 ＳａｎｋｉＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ 公司生产，它又叫离

心液滴逆流色谱。在该仪器的典型装配中，对称地安装有１２个匣盒，在每个

匣盒中 安 置 有 几 十 到 几 百 个 小 的 分 离 管，整 台 仪 器 分 离 管 的 总 体 积 可 从

２００ｍＬ到数千毫升，每个匣盒之间用聚四氟乙烯小管串联，在每个匣 盒 内 的

小分离管之间仍然利用聚四氟乙烯小管 首 尾 相 连。如 果 待 分 离 物 比 较 容 易 分

离，则可以减少匣盒的数目，但一定要保持仪器内匣盒的对称，使仪器内的转

子处于平衡状态。图６３是匣盒式离心逆流色谱的装置示意图。

图６３　匣盒式离心逆流色谱装置示意图

仪器工作前仍然是选择好互不相溶的两相溶剂系统，彼此混合、平衡、静

置、分层。然后选取其中的一相作为固定相，利用恒流泵将其泵入仪器中。通

过进样阀上样后，让仪器的转子 转 动，同 时 流 动 相 利 用 恒 流 泵 连 续 稳 定 地 泵

入，载着样品穿过固定相，使其在两相间不断地分配。不同的组分分配系数不

同，在分离管中移动的速度也不一样，最后使得一个复杂的混合物在该过程中

达到分离。
如果两相溶剂系统的下相做固定相时，移动相应该按转子的顺时针方向泵
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入，反之应该按逆时针方向泵入。转子的高速转动能让固定相较多地被保存而

不被移动相顶出，有利于分离的高效率。
（二）行星式逆流色谱仪

在行星式逆流色谱中，分 离 柱 几 乎 全 是 利 用 聚 四 氟 乙 烯 管 绕 成 的 螺 旋 线

圈。根据自转轴与公转轴的位置关系其又可以分为多种类型，如自转轴与公转

轴平行，自转轴与公转轴正交，自转轴与公转轴呈一定的角度，以及转动轴与

地面是平行还是垂直，转动是正转还是反转等。另外自转与公转还有同步与不

同步之分，线圈的绕法是平行还是盘绕、是单层线圈还是多层线圈，以及仪器

中采用的是单分离柱或者多分离柱等。所 以 该 种 类 型 的 仪 器 种 类 有 几 十 种 之

多，是逆流色谱仪中种类最多的。图６４是分离柱的自转与公转轴之间的最基

本的三种转动关系示意图。（ａ）是自转轴与公转轴平行，（ｂ）是自转轴与公转

轴正交，（ｃ）是自转轴同公转轴保持一定的倾斜角度。

图６４　分离柱自转与公转轴之间的转动关系示意图

尽管行星型逆流色谱仪的种类非常繁多，但到今天真正被广泛使用的只有

高速逆流色谱仪，在我国绝大多数的研究、应用以及国产仪器的生产也主要集

中在该类型上，所以高速逆流色 谱 成 为 本 章 的 主 题，在 后 面 将 专 门 详 细 地 叙

述，它属于图６４中的类型 （ａ）。本节只将另一种行星型逆流色谱仪———正交

逆流色谱仪作一简单介绍，因为该种仪器目前也有一定的应用，它尤其适用于

双水相体系对一些生物活性成分，如蛋白质的制备性分离，它的制备能力比通

常的高速逆流色谱更大，在部分文献中，甚至也将其作为高速逆流色谱的一个

分支，它属于图６４中的类型 （ｂ）。
正交逆流色谱仪根据其公转半径的大小、自转轴与公转轴是否在同一个平

面以及分离柱与公转轴的相对位置，使得该仪器又有好几种类型，这些类型的

关系可用图６５表示。
在图６５中，Ｒ 是分离柱的公转半径，Ｌ 是分离柱中心与公转轴的垂直距

离。类型 （ａ）是Ｒ＝０，类型 （ｂ）是Ｌ＝０，类型 （ｃ）是Ｒ 和Ｌ 都不 为 零，
通常Ｌ＝Ｒ、２Ｒ、３Ｒ。图６６是图６５中 （ｂ）类的仪器示意图。
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图６５　正交逆流色谱类型示意图

图６６　正交逆流色谱仪器示意图

该仪器中含有两个分离柱线圈，线圈由聚四氟乙烯管绕制而成，这种管的

典型直径为２６ｍｍ。当 仪 器 工 作 时，由 电 动 机 带 动 公 转 轴 使 分 离 柱 做 公 转，
同时公转轴通过齿轮传动再带动分离柱又作垂直于公转轴的自转，通常这种仪

器的公转与自转具有相同的角速度。
当选择好互不相溶的两相溶剂系统后，将作为固定相的一相首先用恒流泵

泵入到仪器线圈中，然后进样，随后转动仪器并用恒流泵将流动相输入，这时

流动相就可带着样品在两相溶剂系统中做多次分配，由于混合组分分配系数的

不同，使得复杂组分在该过程中得到分离。其详细的分离机理与高速逆流色谱

类似，请参考本章第二节。
图６７是利用液滴逆流色谱、旋转小室逆流色谱、匣盒式离心逆流色谱以

及高速逆流色谱分别分离陈皮素、山柰黄素以及槲皮黄素混合物的色谱谱图，
两相溶剂系统都是使用氯仿甲醇水 （３３∶４０∶２７），从图中我们可以看出４种

方法皆能对该混合物进行有效的分离，４个色谱图的出峰顺序也完全一样，但

是液滴逆流色谱与旋转小室逆流色谱需要更长的分离时间。
其实液滴逆流色谱以及旋转小室逆流色谱不但分离能力较低，而且分离一
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图６７　逆流色谱分离陈皮素山柰黄素及槲皮黄素混合物色谱图［９，１０］

（ａ）液滴逆流色谱；（ｂ）旋转小室逆流色谱；（ｃ）高速逆流色谱；（ｄ）匣盒式离心逆流色谱

１—陈皮素；２—山柰黄素；３—槲皮黄素

溶剂系统：氯仿甲醇水 （３３∶４０∶２７）

次所花的时间也很长，通常需要两天或者更长的分离时间。逆流色谱发展到今

天，仍然还在应用这两种分离方 法 的 已 经 非 常 少。而 对 于 匣 盒 式 离 心 逆 流 色

谱，由于其分离过程中容易产生高压，有时甚至高达６ＭＰａ，容易产生流动相

及固定相的泄漏，尤其是连接塑料管的破裂，所以应用也相对较少。到目前为

止，正交逆流色谱常有研究报道，但在逆流色谱领域真正应用和研究得最普遍

的只有高速逆流色谱。

第二节　高速逆流色谱

到目前为止，发展最完善的最具有实用意义的当属高速逆流色谱。由于北
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京市新技术研究所张天佑研究员早在２０世 纪７０年 代 就 开 展 了 逆 流 色 谱 的 研

究，多次与该法创始人 ＹＩｔｏ进行科研合作，并于２０世纪９０年代初研制开发

出商品国产高速逆流色谱仪，这无疑推动 了 高 速 逆 流 色 谱 在 我 国 的 研 究 和 应

用，使得该法在我国有了长足的发展，并取得了一些具有国际先进水平的研究

成果。

　　一、色谱仪

到目前为止，就作者了解国内大多数都是使用北京市新技术研究所生产的

ＧＳＩＯＡ２型高速逆流色谱仪，基本上还未见使用国外高速逆流色谱仪的报道，
本节就该机型进行较详细的介绍。

图６８是高 速 逆 流 色 谱 示 意 图，它 主 要 由 恒 流 泵、进 样 阀、主 机、检 测

器、记录仪以及馏分收集器组成。

图６８　高速逆流色谱示意图

（一）恒流泵

在高速逆流色谱分离过程中。由于两相运动的特殊规律，使得固定相的运

动方向与移动相相反。为了让流动相带着样品穿过固定相，必须克服固定相带

来的阻力，高速逆流色谱使用的恒流泵要求能以一定的压力方式输送液体。由

于固定相的逆运动压力不是太大，而且色谱仪的聚四氟乙烯管也不耐高压，所

以一般使用国产的最高压力不低于１ＭＰａ的恒流泵就能满足仪器的要求。

（二）进样阀

进样阀一般采用六通进样阀，由于整个系统的压力低于１ＭＰａ，所以也没

有必要采用耐高压的六通进样阀，使用进口的塑料进样阀就能满足仪器需求。
只是该进样阀的样品环一般要几个毫升，有时需要高达数十毫升。进样器通常

使用一般的医用注射器。

（三）主机
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高速逆流色谱的主机是它的核心，也是价格最高的部分。主机的外壳通常

是一个铝合金的金属箱，该箱的上面可以打开，供观察、配重、上润滑油以及

主机的检查和修理等用。在该主机箱的内部中央有一根中空的转轴，在该转轴

两边分别是分离柱ａ与平衡器ｂ。分离柱ａ是由长１００～２００ｍ，内径为１６ｍｍ
左右的聚四氟乙烯管沿具有适当内径的内轴共绕成十多层而成的分离柱，柱上

绕成的线圈一般称Ｉｔｏ多层线圈，它的管内总体积可达３００ｍＬ左右。平衡器ｂ
是一个金属制成的转轴，通过向上面增减金属配件可以调节它的重量，它的作

用是让ａ、ｂ相对于中心轴两边重量平衡。当仪器工作时，电动机的轴直接带

动主机中心轴转动，使仪器作离心公转运动，但该转速和转动方向又可以通过

速度控制器调节。同时主机中心轴通过齿轮传动装置又使ａ、ｂ绕自转轴作顺

时针或反时针方向的自转运动，此时ａ、ｂ本身既在自转，同时又在绕中心轴

公转，公转转速 可 从０～４０００ｒ／ｍｉｎ，大 多 数 情 况 下 控 制 在６００～９００ｒ／ｍｉｎ。
从Ｉｔｏ线圈分离柱中通过中空的中心轴还同时牵引出了线圈的两端，一端供泵

入液体，一端输出液体。
该仪器分离柱中引出的线圈两端在仪器工作时不相互打绞是该装置的精妙

之处，详细的原因可参考后面的文献。另外，该仪器的平衡器部分也可以用另

一个线圈取代，还有主机里面同时对称地装有三个分离线圈的仪器生产，因为

它们可以进一步增大仪器的分离量。
（四）检测器

该仪器一般都装配具有固定波长的紫外检测器。使用的灯一般是原子吸收

光谱分析仪的空心阴极灯，最常见 的 固 定 波 长 是２５４ｎｍ，如 果 在 该 灯 的 前 面

放上一个滤光片，该波长可以变为２８０ｎｍ。检 测 器 内 的 吸 光 池 是 一 个 与 入 射

光垂直的石英管，管直径大约３～５ｍｍ。
（五）记录仪

该记录仪没有什么特殊要求，只是其应该与检测器的信号输出的毫伏数相

匹配。另外，仪器的最慢走纸速度不能太快，因为一次高速逆流色谱分离实验

往往需要几个小时的时间。
（六）馏分收集器

通常可以直接利用试管手工分部收集流出物即可。如果实验室条件许可，
可以配馏分收集器，这样可以减少实验的劳动强度。

当然该套仪器也可以利用微机设置操作参数、控制各个部件、显示和记录

分离图谱，处理实验数据。

　　二、分离原理

高速逆流色谱的分离柱是由聚四氟乙烯管绕成的螺旋柱，我们首先介绍互
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不相溶的两相在螺旋管中的运动状态，用它来说明高速逆流色谱的分离原理。
图６９是在一定的条件下互不相溶的两相在螺旋管中的状况。

图６９　互不相溶的两相在螺旋管中的运动状态

图６９ （ａ）是一个充满水的两端用橡皮塞封闭的螺旋线圈，让一个小石子

和一个空气泡从右端进入管中，由于二者与水的密度不同，因此小石子处于螺

旋管的底部，而空气泡处于它的顶部。按照图中所示慢慢旋转螺旋管，则空气
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泡与小石子皆 从 右 向 左 移 动，据 此，我 们 称 螺 旋 管 左 端 为 首 端，而 右 端 为

尾端。
图６９ （ｂ）是一个充满水的两端用橡皮塞封闭的螺 旋 线 圈，如 果 让 一 滴

互不相溶的氯仿从右端进入螺旋管，氯仿由于密度比水大，这一滴氯仿就沉在

螺旋管的 下 面。如 果 按 图 所 示 慢 慢 转 动 螺 旋 管，这 一 滴 氯 仿 也 会 从 右 向 左

移动。
将上述螺旋管换成一个充满氯仿的两端用橡皮塞封闭的螺旋线圈，如果让

一滴互不相溶的水从右端进入螺旋管，则水由于密度比氯仿小，这一滴水就浮

在螺旋管的上面。如果按图所示慢慢转动螺旋管，则这一滴水也会从右向左移

动 ［图６９ （ｃ）］。
如果 将 上 述 螺 旋 管 同 时 各 充 满５０％的 氯 仿 和 水，两 端 仍 用 橡 皮 塞 封 闭，

当按图所示转动螺旋管时，则互不相溶的两相都从右向左移动，相互竞争。在

经历一段 时 间 并 达 平 衡 后，氯 仿 以 小 的 液 滴 均 匀 地 分 散 在 螺 旋 管 中，如 图

６９ （ｄ）所示。如果此时停止转动管的转动，让其静置，则可以观察到在螺旋

管的每一圈中，水在上面，氯仿在下面，并各占５０％，如图６９ （ｅ）所示。
以上都是在螺旋管慢速转动 （或不转动）的情况下螺旋管中两相的特性，

其主要作用来自于重力，慢速转动的离心力完全可以忽略不计。
当我们将一个充满氯仿和水各５０％的两端用橡皮塞封闭的螺旋线圈进行

高速自转时，离心力将增加对螺旋管底部的作用，相对减少对螺旋管顶部的作

用。在这种不对称力的作用下，使得氯仿从右向左移动的倾向比水更大，因为

氯仿倾向于沉在螺旋管的下部。这种状况的最后结果是氯仿相完全分布在螺旋

管的左边，而水相则完全分布在螺旋管的右边 ［图６９ （ｆ）］。
由于高速自转的螺旋管中互不相溶的两相具有图６９ （ｆ）的性质，因此当

我们将螺旋管右端与一恒流泵相连，将水相首先充满螺旋管并高速转动时，管

中水相将向恒流泵的方向移动。但由于恒流泵的输液出口由单向阀控制，阻止

了水相在螺旋管中的右移而被固定在螺旋管中。此时我们再用恒流泵以一定的

速度从螺旋管的右边泵入氯仿，因为氯仿／水体系中的氯仿有向螺旋管左方移

动的趋势，氯仿相就能以小液滴的方式穿过螺旋管中的水相段。如果将此系统

作为分配色谱 系 统，则 水 就 起 到 了 固 定 相 的 作 用，氯 仿 就 是 移 动 相，如 图

６９ （ｇ）所示。
图６９ （ｇ）所示的情况还只是螺旋管只有高速 自 转 的 状 态，当 给 该 螺 旋

管再加上一个与自转轴平行且同步的公转时，则氯仿与水之间出现了混合态与

沉积态两种状态。混合带总是集中在靠近公转轴的一边，它的长度大约相当于

线圈的１／４。对于一个转速为８００ｒ／ｍｉｎ的螺旋圈中这种混合大约达到１３次／
秒。而沉积态总是发生在背离公转轴的螺旋管一边 ［图６９ （ｈ）］。螺 旋 圈 中
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的这种状态与螺旋管的半径ｒ以及公转半径Ｒ 关系很大，定义二者的比值为

仪器参数β。即

β＝ｒ／Ｒ
图６９ （ｈ）就是我们最终要介绍的高速逆流色谱螺旋管中两相 溶 剂 系 统

的运动状态和分离原理图。
通过上面的分析不难看出，高速逆流色谱是建立在单向性流体动力平衡体

系之上的一种逆流色谱分离方法，这种现象是在研究旋转螺旋管的流体动力平

衡时偶然发现的。当螺旋管在慢速转动时，管中主要是重力作用，螺旋管中的

两相都从一端分布到另一端。用某一相作移动相从一端向另一端洗脱时，另一

相在螺旋管里的保留值大约是管柱容积的５０％，但这一保留量会随着移动相

流速的加大而减小，使分离效率降低。前面的液滴逆流色谱以及旋转小室逆流

色谱就是基于这个原理进行分离的。当使螺旋管的转速加快时，离心力在管中

的作用占主导，两相的分布发生变化。当转速达到临界范围时，两相就会沿螺

旋管长度完全分开，其中一相全部占据首端的一段，称为首端相，另一相全部

占据尾端的一段，称为尾端相。高速逆流色谱正是利用了两相的这种单向性分

布特性，在高的螺旋管转动速度下，如果从尾端送入首端相，它将穿过尾端相

而移向首端，同样，如果从首端送入尾端相，它会穿过首端相而移向螺旋管的

尾端。分离时，在螺旋管内首先注入其中的一相 （固定相），然后从适合的一

端泵入移动相，让它载着样品在螺旋管中无限次的分配。仪器转速越快，固定

相保留越多，分离效果越好，这极大地提高了逆流色谱的分离速度，故将此种

分离方法称为 “高速逆流色谱”。
仪器工作需要互不相溶的两相液体，一相作固定相，一相作移动相。仪器

工作前，先将作固定相的液体通过恒流泵压入Ｉｔｏ线圈，然后用进样器将待分

离的样品进样，最后用恒流泵压入移动相，同时启动主机部分运转直到转速大

于６００ｒ／ｍｉｎ。此时，固移两相在Ｉｔｏ线圈中具有相对运动之势。由于移动相的

源源不断的输入，而恒流泵的单向阀又阻止了固定相的逆向流出，移动相就带

着样品在Ｉｔｏ线圈中进行无限次的分配而使复杂样品因在两相中的分配系数不

同而得到分离。当移动相经过检测器时，由于不同的样品组分会产生不同大小

的信号，用记录仪记录就能得到逆流色谱图谱，同时用馏分收集器分部收集流

出的液体就会得到复杂样品被分开的组分。
到目前为止，离心力场对两相在螺旋管里的分布的影响还没能从理论上予

以预测，关于两相在运动螺旋管的流体动力平衡状态都是通过一种叫频闪仪的

仪器拍下照片来观察而得到。通过频闪仪观察到的两溶剂相在螺旋管公转时的

流体动力学特征表明，在螺旋管中移动相不断地穿过固定相，并且在穿过过程

中移动相不断地进行着混合和沉积两种状态，而混合状态始终发生在靠近公转
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轴的位置，沉积状态始终发生在背离公转轴的位置，对于这种现象的理论解释

也还有待于进一步研究解决。
高速逆流色谱与常见的气相色谱和液相色谱谱图并无本质的区别。混合物

的分离主要决定于固定相和移动相的性质以及混合物各组分在两相之间的分配

能力。它的柱效仍然可用理论塔板数表示：

Ｎ＝５５４（ｔＲ／Ｗｈ）２

分离效果也可用分离度表示：

ＲＳ＝２（ｔＲ，２－ｔＲ，１）／（Ｗｂ，１＋Ｗｂ，２）

　　三、实验操作

前面我们介绍了高速逆流色谱的仪器以及分离原理，下面介绍高速逆流色

谱的具体操作。
（一）两相溶剂系统的选择

高速逆流色谱的溶剂选择是本分离方法的中心，也是最重要和最困难的部

分。众所周知，一个好的色谱分离一定要正确选择色谱固定相和移动相才能达

到预期的分离目的，而对于高速逆流色谱溶剂系统的选择意味着色谱固定相和

移动相的同时选择。

１ 两相溶剂

首先选择的溶剂系统 需 要 能 分 成 两 相，这 是 逆 流 色 谱 进 行 逆 流 的 先 决 条

件。对于互不相溶的两相，还要求它们有比较快的分层时间，如 不 超 过３０ｓ。
两相溶剂系统可以是二组分或者多组分，但最好分层后两相的体积大约相等，
这样有利于节省溶剂。当然，选择的溶剂系统不能造成待分离样品的分解或变

性，对样品也应该具有足够高的溶解度。

２ 固定相的足够高保留

如果高速逆流色谱仪主机工作时是正转 （即顺时针方向旋转），则应该利

用两相溶剂系统的上相作固定相，下相作移动相，作者简单地将它记忆成 “上

固下移”。在作者的实验室也基本上只利用仪器的正转，因为一方面制造商在

生产仪器时从正转方面考虑较多，在反转的情况下，常常得不到好的效果；另

一方面，如果频繁地改变方向，也容易造成操作不当而损坏电动机。
大量的实验已经表明，在仪器工作时，由于移动相的泵入，总是要从分离

螺旋管中排挤出一部分固定相。在一般情况下，如果分离螺旋管中所能保持的

固定相越多，该溶剂系统对待分离物的分离效果就越好。对于一个好的溶剂系

统，固定相的保留百分数往往大于５０％。它的测量是先准确测量分离柱的总

体积，然后当仪器运转时，利用量筒量取流动相刚好流出时流出的固定相的体

积，最后按照下面的公式计算：
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固定相保留百分数＝１００（分离螺旋管体积－流出的固定相体积）
分离螺旋管的体积

固定相在螺旋管中的保留百分数主要受两相溶剂系统的溶剂种类以及各组

分之间比例的影响，其次还受仪器参数β以及仪器的转速大小的影响。

３ 样品在溶剂中合适的分配系数

在高速逆流色谱分离中组分在两相中适当的分配系数是成功的关键。在此

可用溶质在上相与下相中的浓度之比 （也即溶质在固定相与移动相中的浓度之

比）表示分配系数 Ｋ：

Ｋ＝Ｃ上／Ｃ下

研究表明，高速逆流色谱中组分合适的分配比在０５～２这个范围。当 Ｋ
大大地小于０５时，溶质在流动相中的溶解度太大，导致色谱的分辨率大大地

降低，如果样品随着溶剂前沿同时流出，此时该系统对该样品几乎没有分离能

力；当 Ｋ 大大地大于２时，则样品在固定相中的溶解度太大，分离该样品需

要花很长的时间，浪费大量的溶剂，且流出的峰很宽。
化合物在两相中的分配系数可以进行如下的简单测定：取两相溶剂系统上

相及下相各１ｍＬ于试管中，加入一定量的待测样品，充分振荡后静置。取毛

细管分别蘸取上相及下相于一硅胶薄层板上，挥发掉溶剂后直接用物理或化学

的方法显色，观察两个斑点的面积大小和颜色的深浅，就可初步估计该化合物

在此溶剂系统的分配系数。
当然对于一个很复杂的未知混合物，我们可以采取将薄层色谱展开后进行

分析的方法，也可应用高效液相色谱等来进行比较准确的测定。

４ 两相溶剂系统的初步筛选

到目前为止，利用逆流色谱已经成功分离了大量的各种类型的混合物，在

此基础上积累了大量的两相溶剂选择的 原 始 经 验。对 于 高 速 逆 流 色 谱 的 初 学

者，作者推荐如下的溶剂系统初步筛选方案 （图６１０），因为这些溶剂系统都

是被证实具有好的分离特性的。
图６１０表明，对于一个待分离物可以首选氯仿甲醇水体系 （２∶１∶１）。

如果分配系数在 Ｋ＝０２～５这个范围的中间部位，则可以通过进一步改变三

者的比例达到较佳的溶剂体系，如果 Ｋ 在上述范围的两边一点，则可以考虑

用乙酸取代甲醇、用二氯甲烷取代氯仿或者用四氯化碳取代氯仿。
如果氯仿甲醇水体系对样品的分配比小于０２，则可以考虑采用正己烷

乙酸乙酯／甲醇水，如果该体系的分配比还较小，可以继续实验正己烷甲醇
水体系。

如果氯仿甲醇水体系对样品的分配比大于５，则可以考虑采用乙酸乙酯
正丁醇水或者正丁醇水体系。根据需要，可以进一步在其中加入乙酸或者用
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图６１０　两相溶剂系统初步筛选方案

缓冲溶液取代水等。
另外对于生物大分子 或 生 物 活 性 成 分 的 分 离，还 可 以 考 虑 采 用 双 水 相 体

系。目前效果较好的双水相体系主要有ＰＥＧ磷酸钾、ＰＥＧ磷酸钠。通过改变

ＰＥＧ的分子量大小和磷酸盐的ｐＨ 值可以改变溶剂系统的选择性。
总之，在改变上述溶剂系统的类型或者改变它们的比例时，记住适宜的分

配系数 Ｋ＝０５～２。分配系数太 小，色 谱 峰 出 得 太 快；分 配 系 数 太 大，色 谱

峰出得太慢。

５ 一些通用的溶剂分离系统

作者的课题组曾经对一些植物有效成分的通用溶剂分离系统进行研究。如

我们提出了分离植物生物碱的通用溶剂分离系统。首先选择氯仿甲醇水作为

我们基本的溶剂系统，因为该系统的两相具有短的分层时间，大致相等的上下

相，比较适中的溶剂极性等优点。研 究 根 据 生 物 碱 的 分 子 结 构 中 都 含 有 氮 原

子，它们的绝大多数具有一定的碱性，能溶于一定的酸性水溶液的这一特点，
提出将氯仿甲醇水的比例固定在４∶３∶２，仅仅对水的ｐＨ 值进行调节，就

能达到总生物碱的分离，使难于确定的分离生物碱的溶剂系统的筛选变得非常

简单、易于操作。图６１１是作者课题组利用该通用溶剂系统对太子参、茶叶、
苦参、黄柏、洋金花、马钱子中总生物碱的高速逆流色谱分离图。

作者课题组仍然利用氯仿甲醇水这一优秀的高速逆流色谱溶剂系统，针

对大多数黄 酮、蒽 醌 类 易 溶 于 甲 醇 这 一 特 点，再 考 虑 到 在 氯 仿甲 醇水 体 系

中，甲醇能同时溶于水相和氯仿相、通过改变甲醇的比例可以同时改变两相的
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溶解性能。提出将 氯 仿甲 醇水 的 比 例 固 定 在４∶ｘ∶２，仅 仅 对 甲 醇 的 比 例

ｘ＝２５～４５的范围进行调节，就能进行黄酮、蒽醌的初步分离，使难于确定

的分离黄酮、蒽醌的溶剂系统的筛选变得非常简单、易于操作。图６１２是作

者课题组利用该通用溶剂系统得到的主要含黄酮的甘草、陈皮、葛根、黄芩、
芫花的高速逆 流 色 谱 分 离 图，图６１３是 主 要 含 蒽 醌 类 的 大 黄、芦 荟、茜 草、
虎杖、决明子的高速逆流色谱分离图。

６ 一些已有的文献报道

与其他的色谱分离方法一样，参考一些已有的文献报道，从类似样品的分

离溶剂中进行筛选，也同样是一种很好的溶剂筛选捷径。例如作者就黄酮类的

逆流色谱分离就收集到表６１中的一些溶剂方案。
由于本书的主题以及篇幅的限制，不详细列出每一类化合物已有的一些溶

剂系统，有兴趣的读者请参考本章所列的高速逆流色谱的专著或者文献。
（二）样品溶液的制备

样品溶液的制备主要考虑溶解样品的溶剂、样品量的大小以及样品体积大

小三个方面。在大多数情况下，我们推荐选择等量的已经预先达到平衡的上下

相作为样品的溶解溶剂。因为逆流色谱的进样量一般都较大，利用相等量的上

下相作为溶剂不易引起溶剂系统两相状态的改变，如由两相变为单相以及减少

固定相的保留。另外，它也有利于复杂样品的溶解，往往可以减少溶解样品所

需的溶剂体积。但对于分配系数 比 较 小 的 待 分 离 物，样 品 可 以 溶 解 在 固 定 相

中，这时对分离结果的影响较小。
样品量受样品的性质、两相组成、溶解度的大小以及非线性等温线等的影

响。一般增加进样量会使固定相的保留逐渐降低、分离效率也逐渐降低，进样

量的大小往往以所收集组分能达到较好分离或者柱效没有明显降低为标准。在

多数情况下，一般高速逆流色谱的单次制备量范围在几毫克到几千毫克之间。
在开始试验进样量的大小时，可以首先选择２０～５０ｍｇ进行尝试。高速逆流色

谱是一个比较好的制备性分离方法。
高速逆流色谱允许的样品体积也较大，通常可从几毫升到几十毫升。在溶

解溶剂能较好溶解样品的前提下，还是应该考虑较小的样品体积。高速逆流色

谱也允许样品溶液是悬浮液，但如果样品中固体颗粒太多，则可能影响固定相

的保留，在这种情况下，过滤或者离心样品可以改善分离效果。
（三）分离

高速逆流色谱分离操作的第一步是将两相溶剂系统进行预平衡。预平衡的

方法是：由于国产高速逆流色谱的分离柱线圈的溶剂大约３００ｍＬ，因 此 作 该

实验一次至少需要约６００ｍＬ的两相溶剂系统。取１Ｌ的分液漏斗一个，用量筒

准确量取设计的两相溶剂，将它们加入到分液漏斗中，进 行 充 分 的 振 荡如１５ｍｉｎ
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图６１１　黄柏、马钱子、茶叶、苦参、洋金花、太子参中总

生物碱的高速逆流色谱分离图
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图６１２　主要含黄酮的甘草、陈皮、
葛根、黄芩、芫花的高

速逆流色谱分离图

图６１３　主要含蒽醌类的茜草、虎杖、
决明子、大黄、芦荟的高

速逆流色谱分离图



制备色谱技术及应用

　　 １２６　　

表６１　黄酮类的逆流色谱分离溶剂系统

样　　品 溶剂系统（体积比）

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（４∶３∶２）

ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（７∶１３∶８）

ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（３３∶４０∶２７）

ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（５∶６∶４）

ｆｌａｖｏｎｏｌｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（７∶１３∶８）

ｉｓｏｆｌａｖｏｎｏｌｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（７∶１３∶８）

ｂａｃｃｈａｒｉｓｔｒｉｍｅｒａ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（１３∶７∶４）

ｏｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎｓｐｉｃａｔｕｓ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（１３∶７∶４）

ｅｐｉｌｏｂｉｕｍｐａｒｖｉｆｌｏｒｕｍ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（７∶１３∶８）

ｌｉｃｏｒｉｃｅ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（７∶１３∶８）

ｓｅａｂｕｃｋｃｈｏｒｎ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（４∶３∶２）

ｄａｐｈｎｅｇｅｎｋｗａｓｉｅｂｅｔｚｕｃｃ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（４∶３∶２）

ｓｔｒｙｃｈｎｏｓｖａｒｉａｂｉｌｉｓ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（５∶６∶４）

Ｐｅｒｉｃａｒｐｉｕｍｃｉｔｒｉｒｅｔｉｃｕｌａｔａｅ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（４∶４∶２）

ｒａｄｉｘｐｕｅｒａｒｉａｅ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（４∶２９∶２）

ｒａｄｉｘｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｅ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（４∶４∶２）

ｒａｄｉｘｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａｅ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（４∶３８∶２）

ｆｌｏｓｇｅｎｋｗａ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（４∶３６∶２）

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨ５％ＨＣｌ（５∶５∶３）

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨｎＢｕＯＨＨ２Ｏ（１０∶１０∶１∶６）

ｆｌａｖｏｎｏｌｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨｎＢｕＯＨＨ２Ｏ（７∶６∶３∶４）

ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨｎＢｕＯＨＨ２Ｏ（１０∶１０∶１∶６）

ｇａｌｉｐｅａｔｒｉｆｏｌｉａｔａ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨｎＢｕＯＨＨ２Ｏ（１０∶１０∶２∶６）

ａｒｎｉｃａｓｐｅｃｉｅｓ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨｎＢｕＯＨＨ２Ｏ（１０∶１０∶１∶６）

ｆｌａｖｏｎｏｌｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨｉＰｒＯＨＨ２Ｏ（５∶６∶１∶４）

ｂｉｄｅｎｓｐｉｌｏｓａ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨｉＰｒＯＨＨ２Ｏ（５∶６∶１∶４）

ｐｉｃｅａａｂｉｅｓ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨｉＰｒＯＨＨ２Ｏ（５∶６∶１∶４）

ａｌａｎｇｉｕｍｐｒｅｍｎｉｆｏｌｉｕｍ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨｉＰｒＯＨＨ２Ｏ（９∶１２∶２∶８）

ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＰｒＯＨＨ２Ｏ（５∶６∶１∶４）

ｖａｃｃｉｎｉｕｍｕｌｉｇｉｎｏｓｕｍ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＰｒＯＨ５％ＨＯＡｃ（３１２∶３７５∶６２５∶２５）

ｏｘｙｒｔｏｐｉｓｏｃｈｒｏｃｅｐｈａｌａ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＥｔＯＨＨ２Ｏ（２∶５∶８∶５）

ｔｅｐｈｒｏｓｉａｖｏｇｅｌｉｉ ＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨＥｔＯＨＨ２Ｏ（７∶３∶３∶４）

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ＥｔＯＡＰｒＯＨＨ２Ｏ（４∶２∶７）

ａｒｎｉｃａｍｏｎｔａｎａ ＥｔＯＡＰｒＯＨＨ２Ｏ（４∶２∶７）

ｓｔｒｙｐｈｎｏｄｅｎｄｒｏｎａｄｓｔｒｉｎｇｅｎｓ ＥｔＯＡＰｒＯＨＨ２Ｏ（３５∶２∶２）

ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ ＥｔＯＡＰｒＯＨＨ２Ｏ（１４０∶８∶８０）

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ＥｔＯＡＢｕＯＨＨ２Ｏ（２∶１∶２）

ｃｒｏｓｓｏｐｔｅｒｙｘｆｅｂｒｉｆｕｇａ ＥｔＯＡＢｕＯＨＨ２Ｏ（２∶１∶２）
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续表

样　　品 溶剂系统（体积比）

ＥｔＯＡＥｔＯＨＨ２Ｏ（２∶１∶２）

ｔｅｐｈｒｏｓｉａｖｏｇｅｌｉｉ ＥｔＯＡ９４％ＥｔＯＨＨ２Ｏ（２∶１∶２）

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ＢｕＯＨＨＯＡｃＨ２Ｏ（４∶１∶５）

ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ＢｕＯＨＨＯＡｃＨ２Ｏ（４∶１∶５）

ｓａｍｂｕｃｕｓｎｉｇｒａ ＢｕＯＨＨＯＡｃＨ２Ｏ（４∶１∶５）

ｐａｖｅｔｔａｏｗａｒｉｅｎｓｉｓ ＢｕＯＨＰｒＯＨＨ２Ｏ（４∶１∶５）

ａｒｎｉｃａｓｐｅｃｉｅｓ ＣＨ２Ｃｌ２ＰｒＯＨＨ２Ｏ（７∶１３∶８）

ｂｉｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｎＣ６Ｈ１４ＥｔＯＡｃＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（２∶８∶５∶５）

ｂｒａｃｋｅｎｒｉｄｇｅａｚａｎｇｕｅｂａｒｉｃａ ｎＣ６Ｈ１４ＥｔＯＡｃＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（８∶８∶６∶６）

ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ ｎＣ６Ｈ１４ＥｔＯＡｃＣＨ３ＯＨＨ２Ｏ（８∶６∶７∶１０）

ｎＣ６Ｈ１４ＥｔＯＡｃＢｕＯＨＨＡｃ１％ＨＣｌ（２∶１∶３∶１∶５）

后，静置让两相分层。大约再过１５ｍｉｎ左右，用两个５００ｍＬ的试剂瓶，分别

收集上相和下相。分离溶剂的纯度以分析纯较好。
取一个带磨口的小锥型瓶，将样品准确称重后置于其中，用医用注射器分

别吸取相等量的上相与下相加入到样品锥型瓶中，溶解样品。
在大多数情况下应该选择仪器的正转 （即顺时针方向旋转）进行工作。在

这种情况下，上相为固定相。高速逆流色谱的操作条件比较宽松，两相溶剂系

统不必脱气，可直接将上相利用 恒 流 泵 泵 入 分 离 线 圈 中，但 在 输 入 管 的 入 口

处，应该连接一个过滤器，阻止固体颗粒进入恒流泵损坏仪器，同时也应该防

止空气泡进入输液管中。
在泵入固定相进入分离线圈的过程中，由于仪器线圈没有转动，因此柱内

的阻力较小，为了节省时间，可以用比较高的输送流量如１０ｍＬ／ｍｉｎ输送固定

相。但此时一定要仔细观察流出端是否有液体 （如果原线圈中装满了液体）或

气泡 （如果原线圈中没有液体，此时可将 出 口 端 没 入 一 液 体 中 观 察 是 否 有 气

泡）放出。如果没有液体或气体放出，应该马上停止输送固定相，检查整个管

路是否堵塞。否则有胀暴聚四氟乙烯管的危险。目前国内最长的聚四氟乙烯管

产品的长度绝大多数都只有１０ｍ 左右，而高速逆流色谱中需要长达１００ｍ 以上

的产品，如购买国外产品价格就相当昂贵。
当固定相完全充满分离线圈后，必须要记住打开主机上盖，在分离线圈进

口管和出口管的同时引出处滴加几滴润滑油，因为此处两根塑料管每分钟要进

行６００～８００次的摩擦，如果不添加润滑剂极易磨穿两根引出管，使仪器损坏。
另外还要检查分离线圈与平衡体重量是否基本相等，可以用手让主机转动进行

初步的判断。如果二者相差太大，应该在平衡体上增加或者减少重量让它们保

持平衡。然后盖上主机的上盖，并且一定要盖紧。以防止高速旋转的分离柱和

平衡器脱出造成伤害。
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接下来的步骤就可以进样了。该分离仪器并不需要像高效液相色谱那样，
先将流动相泵入使固定相与流动相达到平衡后再进样。进样一般是利用医用注

射器从进样阀上注射进样，该进样阀的特 殊 之 处 在 于 需 要 大 的 样 品 环 与 之 相

配。进样时操作要慢，防止样品溶液的漏出。
上面一切工作准备就绪后，就可以泵入移动相 （下相）了，泵入移动相的

同时开始让主机转动。移动相的流量大小可以通过实验进行选择，大多数情况

下是２ｍＬ／ｍｉｎ左右。主机的转速通过调速器让其逐渐增加，几分钟后让其达到

恒定的转速。在大多数情况下仪器的转速控制在６００～９００ｒ／ｍｉｎ的范围，仪器的

转速可以影响固定相的保留。转速与固定相的保留有下面的图示关系 （图６１４）。

图６１４　固定相保留与转速的关系示意图

综合考虑多方面的因素，作者实验室一般选择８００ｒ／ｍｉｎ的转速。
除了用等度洗脱外，也还有一些利用梯度洗脱的文献报道。
在分离工作完成后，可以用水将分离柱中的液体全部顶出，再用甲醇洗涤

分离管，最后用氮气将管内吹干待下次使用。但对于一个复杂的未知样品，当

进行一段时间的分离后，往往并不知道是否所有的成分都流出，因此在停止主

机转动后，一定要继续用剩余的流动相或者水将分离管中的两相全部顶出，并

且继续利用检测器和记录仪观察流出液体中是否还含有待分离成分，切不可漏

掉这一部分的实验操作。
（四）检测

目前高速逆流色谱绝大多数都是用紫外检测器进行检测，也有少量用其他

检测器的，还有与其他仪器联机的。由于在紫外检测器中的石英测试管是竖直

地安装，它可以吸附固定相在管壁从而使色谱的基线不稳定，如果是用上相作

固定相，一定要让流动相从检测器的下端进入，上端作为流动相的出口，这样

才能阻止固定相在测定管中的积聚，保证基线的稳定。
另外，高速逆流色谱的两相平衡也是比较敏感的，检测器入口与主机中温

度的不同，以及由于出口处压力的突然减 少 等 都 会 影 响 到 检 测 器 信 号 的 稳 定

性。这些情况可以通过对流动相在进入检测器前进行恒温以及在检测器的出口
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处连接细口径的聚四氟乙烯管得到改善。
利用一般的记录仪或者色谱数据工作站可以将检测器的信号记录下来，根

据记录信号可以对待收集物进行分部接收。收集好的部分可以进一步利用薄层

色谱或者高效液相色谱分析纯度。

　　四、ｐＨ区带提取逆流色谱

ｐＨ区带提取逆流色谱是属于高速逆流色谱中的一项特殊的技术，目前的文

献报道都是在一般的高速逆流色谱仪上完成的。它于２０世纪９０年代初期开始逐渐

发展起来，最大的优点在于能在一般高速逆流色谱的基础上成１０倍地增加样品进

样量而不用对常见设备作任何改进。就作者的了解，对于一个分离线圈体积大约

３００ｍＬ的一台设备，目前报道的最大单次进样量可以高达１５ｇ左右。

（一）原理

图６１５　溶质组分在ｐＨ区带提取逆流色谱中的作用示意图

ｐＨ区带提取逆流色谱 技 术 目 前 都 是 用 于 有 机 酸 或 者 碱 的 分 离。以 分 离

有机酸为例，先选择高速 逆 流 色 谱 的 两 相 溶 剂 系 统，将 两 相 平 衡、静 置、分

层、分离后，在上相中加入一定量的有机酸，下相 （水相）中加入一定量的强

碱。首先将上相作为固定相充满分离柱线圈，接着进样，随后稳定地泵入流动

相 （下相），同时让主机转动。这时每一种待分离物在高ｐＨ 值和低ｐＨ 值两

种情况下，分别有一个分配系数 Ｋ高ｐＨ和 Ｋ低ｐＨ，上相中的有机酸在该两相溶

剂系统中也有一个分配系数 Ｋ碱 ，如果此时有机酸的分配系数的数值在某一组

分的两个分 配 系 数 的 值 之 间，则 在 分 离 柱 的 两 相 中 发 生 图６１５所 示 的 作 用

过程：
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图６１５代表在分 离 管 中 的 一 小 段，移 动 相 正 带 着 样 品 穿 过 固 定 相。由

于固定相中含有有机酸，移动相中含有强碱，所以随着移动相 的 进 入，在 管

中具有一个高酸度与低酸度的界面，并且该界面随着移动相的移 动 而 向 前 移

动。待分离的样品是有机弱酸，当它与移动相接触时将发生酸碱 反 应 而 生 成

盐易溶于移动相中 （位置１），但 当 它 随 着 移 动 相 向 前 移 动 越 过 高 酸 度 与 低

酸度的界面 后，处 于 一 个 高 的 酸 度 环 境 （位 置２），这 使 其 与 酸 反 应，使 它

又变成原来的弱酸，该弱酸在有机相中将有更大的溶解度，因此 其 被 萃 入 固

定相 （位置３）；溶 质 进 入 固 定 相 后 由 于 固 定 相 在 柱 中 相 对 不 动，随 着 移 动

相和高酸度与低酸度界面的不断推进，使其在柱中的相对位置 落 后，进 入 低

酸度环境 （位置４）并与碱作用生 成 盐，此 时 它 的 水 溶 性 又 大 增，又 被 萃 入

移动相中 （位置１）。因此待分离 物 始 终 围 绕 这 个 高 酸 度 与 低 酸 度 的 界 面 发

生着上述循环。
假设分离的有机酸是一个四组分的混合物，其中：

组分１　Ｋ高ｐＨ１＜Ｋ低ｐＨ１＜Ｋ酸

组分２　Ｋ高ｐＨ２Ｋ酸 ＜Ｋ低ｐＨ２

组分３　Ｋ高ｐＨ３＜Ｋ酸 Ｋ低ｐＨ３

组分４　Ｋ低ｐＨ４＞Ｋ高ｐＨ４＞Ｋ酸

由于有机酸的分配系数在组分２和３的分配系数之间，所以组分２和３始

终围绕分离柱中的高酸度与低酸度的界面发生着上述循环，在色谱图上显现出

尖峰，组分１的分配系数小于有机酸的分配系数，而组分４的分配系数又大于

有机酸的分配系数，它们在分离柱中所处的位置远离高酸度与低酸度的这个界

面，因此组分１和４就没有尖峰出现，显现的色谱峰与一般的色谱峰一样。在

组分２、３峰出现的区域，流动相的ｐＨ 值还有一个突跃。如图６１６所示。

图６１６　ｐＨ区带提取逆流色谱中的尖峰和ｐＨ 值突跃

如果有一样品刚好是组分２和３的混合物，当我们进一步增大样品的上样

量时，组分２和３将由尖峰变成矩形峰，并在一定范围内，随着样品量的继续
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增加，矩形峰也随着增宽，但却并不影响组分２与３之间的分离效果，这就是

该方法可以显著增加高速逆流色谱的制备量的原理 （图６１７）。

图６１７　ｐＨ区带提取逆流色谱中的矩形峰和ｐＨ 值突跃

（二）操作

在作者的课题组曾利用ｐＨ区带提取逆流色谱技术对茶叶中的生物碱进

行了克量级分离，并对收集物作了 ＴＬＣ分析，下面以它的分离为例说明该方

法的操作。

ＧＳＩＯＡ２型高速逆流色谱仪，ＮＳ１００７单活塞往复恒流泵以及８８２３—ＵＶ
紫外检测器皆为北京市新技术应用研究所产品。两相溶剂系统选择为甲基叔丁

基醚水。在室温下，６００ｍＬ甲基叔丁基醚和６００ｍＬ蒸 馏 水 混 合 振 荡１５ｍｉｎ，
在分液漏斗 中 达 到 平 衡 后，分 开 两 相。在 上 相 （甲 基 叔 丁 基 醚）加 三 乙 胺

１０ｍｍｏｌ／Ｌ使 溶 液 呈 碱 性，在 下 相 （水 相）中 加 ＨＣｌ１０ｍｍｏｌ／Ｌ 使 溶 液 呈

酸性。
将３ｇ绿茶总生物碱溶于５０ｍＬ等量的上下相的两相溶液中，进样前对样

品溶液进行超声波溶解。
首先把作为固定相的甲基叔丁基醚相通过恒流泵输入逆流色谱仪的Ｉｔｏ线

圈中，然后用注射器将样品通过进样阀进样，用恒流泵以２０ｍＬ／ｍｉｎ的流速

泵入，作为移动相的水相，同时启动色谱仪的主机速度控制器，使分离柱转速

达８００ｒ／ｍｉｎ。此时固、移两相在Ｉｔｏ线圈中相对运动，移动相带着样品在Ｉｔｏ
线圈中进行无限次的分配而使复杂样品得到分离。当移动相经过检测器时，由

于不同样品组分产生不同大小的信号，用记录仪记录，就能得到色谱图，根据

谱图的变化收集移动相得到复杂样品被分离的组分馏分。
各馏分的鉴定用硅 胶 薄 层 色 谱 方 法，展 开 剂 为 ＣＣｌ４ＣＨ３ＯＨ （１００∶６），

利用碘蒸气显色。同 时 用 酸 度 计 测 定 收 集 的 每 一 份 流 出 液 的 ｐＨ 值。图６１８
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图６１８　绿茶生物碱的ｐＨ区带提取逆流色谱图

是ｐＨ区带提取逆流色谱分离绿茶生物碱的色谱图。
图中实线是色 谱 分 离 曲 线，虚 线 是 流 动 相 流 出 液 的 ｐＨ 曲 线。一 次 进 样

３ｇ粗绿茶生物碱，经过４ｈ的分离，收集得到２２ｇ咖啡因和００７ｇ茶碱，产

品纯度通过薄层色谱检测，其中茶碱峰是典型的ｐＨ区带提取逆流色谱的尖

峰，在该尖峰区域流动相的ｐＨ 值有一突然的降低。
因此，以甲基叔丁基醚水 （１∶１）为溶剂系统，平衡后上相加 ＴＥＡ，下

相加 ＨＣｌ，可利用ｐＨ区带提取逆流色谱对茶叶生物碱进行克量级的制备性

分离。

　　五、手性分离

手性问题与我们的日常生活密切相关，如它牵涉到生命的起源以及各种动

植物的生存和演化，牵涉到农业化学、食品添加剂、饮料、药物、材料、催化

剂等诸多领域。
人类的新陈代谢过程是由一系列相互衔接的化学反应组成的，从分子水平

来看，手性代表着生命过程中最本质的性质。氨基酸具有手性，小分子糖具有

手性，多肽具有手性，蛋白质具有手性，多聚糖也具有手性，我们常常可以观

察到生物系统中不同的手性体在代谢与调节过程 中 具 有 明 显 的 不 同 的 生 理 活

性，而且生命体中的每一步反应都是在高度立体专一性的催化剂—酶的催化下

进行的。
目前主要用于对映异构体分离的技术可以图６１９表示。
色谱分离法具有非常优秀的分辨能力，目前手性拆分属于色谱研究领域的

热点和前沿，在这方面已有大量的文献报道，但它们主要局限在高效毛细管电

泳、毛细管气相色谱、高效液相色谱，它们的分辨率很高，但其分离量常在微

克级，只能作为分析测试手段。制 备 液 相 色 谱 可 以 满 足 一 般 性 制 备 拆 分 的 需
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图６１９　主要用于对映异构体分离的技术

要，可用于药理及毒理实验，但制备液相色谱仪价格昂贵，一根较大的手性制

备柱可高达几万到数十万元，且进样量大严重影响柱的寿命，并且每种柱的适

应范围也有限，这就造成手性制备的成本很高，即使制备较少量的手性物质很

多研究工作者都难以承受。
众所周知，一些手性酸可以用于马钱子碱、麻黄碱的拆分，一些手性胺可

以用于酒石酸或樟脑１０磺酸的拆分。在色谱分离领域，有环糊精类、纤维素

类、氨基酸类、蛋白质类以及金属络合物类等手性固定相，以它们为母体可以

合成出高选择性的专一手性分离材料。已有利用分子印迹技术合成的手性固定

相其对手性化合物的分离因子 （α）高达６８２的资料报道，在通常的液相色谱

的手性固定相研究中，对手性化合物的分离因子常可达到１１～５。当分离因

子大于１４时就易于利用高速逆流色谱对被分物进行制备性分离，这为手性药

物的制备性拆分创造了极好的条件。高速逆流色谱仪价格便宜，操作方便，分

离柱中没有载体存在，在互不相溶的两相中可方便地分别溶入具有上述特殊选

择性的不同的分离材料，有时还可在一相中同时溶入两种甚至多种手性分离材

料，能实现手性药物的制备性分离。
但不幸的是，目前整个高速逆流色谱领域对手性分 离 的 起 步 很 晚，即 整

个逆流色谱领域就作者 掌 握 的 文 献 资 料 也 不 会 超 过２５篇。所 以 将 高 速 逆 流

色谱用于手性 化 合 物 的 制 备 性 拆 分，也 是 目 前 作 者 课 题 组 的 主 要 研 究 方 向

之一。
高速逆流色谱中手性分离材料的选择非常重要，最好 它 只 溶 解 于 固 定 相

或者只溶于移动相，前者相当于手性柱液相色谱，后者相当于在 流 动 相 中 含

有手性添加剂的液相色谱。如果手性添加剂在两相中都有一定 的 溶 解，则 不

利于手性分离，因它将造成固定相或流动相中手性材料的流失，并 且 使 手 性

分离材料的添加量增大。高速逆流色谱的手性作用机理与在制备 液 相 色 谱 中

介绍的类似。
目前已报道的用于逆 流 色 谱 的 手 性 分 离 材 料 种 类 非 常 有 限，大 约 只 有 几

种。用得较多的是３，５二甲基苯胺Ｎ十二烷酰基Ｌ脯氨酸，其分子结构式为
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利用该试剂可以分离 部 分 氨 基 酸 或 它 们 的 衍 生 物，同 时 还 可 以 将 它 用 于

ｐＨ区带提取逆流色谱技术。
另外就是应用环糊精的衍 生 物，如 磺 酸 基β环 糊 精 对 手 性 化 合 物 进 行 拆

分。在环糊精的环状结构中吡喃葡萄糖单元以α１，４糖苷键结合，互为椅式结

构，这样的结构使环糊精分子中 的 官 能 团 形 成 特 殊 的 排 列，整 个 分 子 呈 一 头

大，一头小的圆台状结构，并形成具有一定孔径，一定深度的笼形化合物。每

个单糖Ｃ２、Ｃ３上的羟基处于开口较大的这面圆周上，Ｃ２在圆周外，Ｃ３在

圆周内。Ｃ６上的羟基以—ＣＨ２ＯＨ 基处于截锥较小的一面，可以转动到部分

遮住截锥较小的一面形成一个洞穴，由于环糊精含有多个羟基，故能溶于水。
在笼形圆筒内侧只有两圈碳氢键的氢原子和夹在中间的葡萄糖苷氧原子，每个

葡萄糖单元的氧原子的孤对电子朝着内腔，产生高电子云密度，与多种有机化

合物有偶极偶极作用，因而能与许多有机物形成包含化合物。该空腔内相对

比较疏水。下面是β环糊精的分子结构式：

作者课题组应用羧甲基环糊精成功地对氨鲁米特和扑尔敏的外消旋体进行

了制备性分离。
除此之外，还有将喹啉类生物碱、牛血清白蛋白和万古霉素用于逆流色谱

手性分离的报道，下面是万古霉素的分子结构图。
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总之，高速逆流色谱目前已经越来越受到各国科学家的关注。在生化科学

方面，已被用于分离氨基酸、多肽、蛋白质、ＤＮＡ；在 医 学 方 面，已 被 广 泛

用于细菌、红细胞、药物代谢产物的研究；在药学方面，也已用于天然药物的

开发，抗生素合成药物的分离。它不但可用于有机物质、外消旋体，而且在一

些重金属如 Ｃｏ、Ｃｕ、Ｆｅ （Ⅱ）、Ｆｅ （Ⅲ）、Ｍｇ、Ｎｉ之间的分离，稀土元素同

其他元素 的 分 离 以 及 单 个 稀 土 元 素 的 分 离 也 显 示 出 良 好 的 分 离 能 力。美 国

ＦＤＡ 最近已经用这种新方法制备食品以及化妆品中有机酸染料的标准纯物质，
进一步证实了它的实用价值。高速逆流色谱已经成为色谱科学中的一个分支，
随着这一技术的进一步研究和普及，正在成为分离科学中一种新颖、有效和常

用的手段。
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第七章　模拟移动床色谱

模拟移 动 床 色 谱 （ｓｉｍｕｌａｔｅｄｍｏｖｉｎｇｂｅｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）又 可 简 称 为

ＳＭＢ色谱，它是２０世纪６０年代美国 ＵＯＰ公司首先用于石油化学工业的一种

色谱技术。由于通常的色谱分离技术不能进行连续操作、冲洗溶剂以及分离柱

材料的利用率低、所得的流出组分被高度稀释等多种缺点，因此该技术被广泛

地用于石油化学和糖工业，每年进行数吨级别的工业色谱分离。
由于模拟移动床系统设计的发展、手性分离材料的成功合成以及非线性色

谱模型的进一步完善，１９９２年第一次将模拟移动床色谱用于手性分离。公开发

表的文献表明，模拟移动床色谱与经典柱色谱相比，对于同样量的分离材料，
模拟移动床的生产力可增加６０倍，而冲洗溶剂的消耗量可减少８０倍。每天每千

克分离材料可拆分１０～１０００ｇ量的外消旋体。该技术尤其适用于两组分的分离。

第一节　模拟移动床色谱系统和基本原理

　　一、移动床色谱

一般的色谱技术都是固定床色谱，色谱柱中的固定相是相对固定不动的。
在石油化工、食品工业和精细化工中，为了利用资源、节约能源和降低成本，
常常采用移动床分离技术。所谓移动床分离技术是在色谱柱中让分离固体材料

在重力作用下自上而下地移动，而另一相气体或者液体逆着固体材料运动的方

向向上流动，分离材料连续地与逆流上升的另一相相遇，使之发生分离过程，
达到循环操作。该技术可以解决固定床色谱中真正起作用的分离时间占整个操

作时间的比例小的缺点，能实现连续进样和连续出料的操作过程，提高生产效

率，降低生产成本。
模拟移动床色谱是在移动床色谱的基础上发展起来的，其示意图见图７１。
在色谱分离柱中，柱中固体分离材料从上向下运动，液相从下向上移动，

二者形成逆向并进行着各自的不断循环。整个系统有一个流动相进口、一个进

样口、一个抽出物出口、一个剩余物出口。流动相与样品溶剂的流入速度与抽



制备色谱技术及应用

　　 １３８　　

图７１　移动床色谱示意图

出物 （组分 Ａ）及剩余物 （组分Ｂ）的流出速度各不相同，具体的每一个的流

量大小需要进行优化选择；分离柱中呈现１、２、３、４四个带，带１是分离材

料出口与组分 Ａ 出口之间，带２是紧跟着的一个带与样品入口之间，带３是

样品入口与组分Ｂ之间，带４是组分 Ｂ出口与流动相出口之间。每一个带在

分离过程中起着各自的作用。在带１分离材料得到再生，组分 Ａ 向着出口输

送；在带２、３起着分离的作用，它使保留值大的组分 Ａ 移向组分 Ａ 的出口，
而使保留值小的Ｂ组分输送到组分 Ｂ的出口；而在最后一个带４中，流动相

得到再生。在整个过程中，始终保持着：
流动相的流量＋ 进样的流量 组分 Ａ 的流量＋组分Ｂ的流量

这样一个平衡等式。
实际上，移动床色谱在生产过程中有一些严重的缺点，首先是分离材料的

运动会造成材料本身的磨损，分离材料的消耗使生产成本迅速增加，磨损产生

的残渣还会堵塞管道及阀门。尤其是一些常见的用于模拟移动床色谱的手性分

离材料，它们的很多类型是将功能手性高分子涂渍在硅胶表面，或者将手性小

分子键合在硅胶的表面，材料的成本非常高，耐磨性非常差。另外，分离材料

的不断运动，使床层的填充状态不断改变，也干扰了另一相的流动分布，使分

离再现性受到很大的影响。为了继承移动床色谱的优点，同时又能解决这种方

法的不足，因此产生了模拟移动床色谱。

　　二、模拟移动床色谱系统

（一）大型模拟移动床色谱系统

图７２是 一 个 工 业 上 使 用 的 模 拟 移 动 床 色 谱 的 装 置 示 意 图：在 这 个 装
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置 中，多 个 分 离 柱 串 联，流 动 相 在 一 个 压 力 泵 的 作 用 下 从 上 到 下 在 柱 中 循

环。为 了 克 服 移 动 床 的 缺 点，在 该 系 统 中 分 离 材 料 不 再 在 分 离 柱 中 移 动，
而 是 运 用 了 一 个 旋 转 阀，通 过 定 时 逆 时 针 转 动 该 阀，导 致 系 统 中 的 两 个 进

口 和 两 个 出 口 的 位 置 每 隔 一 定 的 时 间 同 时 向 下 移 动 一 次。由 于 转 动 阀 的 逆

时 针 旋 转 造 成 的 进 口 和 出 口 的 不 断 向 下 变 动，使 得 柱 中 的 分 离 材 料 相 对 于

进 出 口 发 生 了 相 对 移 动，故 将 该 系 统 称 之 为 模 拟 移 动 床 色 谱。它 既 保 存 了

移 动 床 能 连 续 操 作 等 多 种 优 点，同 时 又 克 服 了 由 于 移 动 床 中 分 离 材 料 的 移

动 所 造 成 的 缺 点。

图７２　大型模拟移动床色谱示意图

但在手性药物工业和很多精细化工中，并不需要使用石油化工和糖工业的

每天能处理数吨级的大型模拟移动床的装置，在很多情况下，每天能处理千克

级的样品就非常满意了。所以，在现在制备色谱领域的模拟移动床研究中，主

要是考虑怎样将能处理数吨级的模拟移动床色谱缩小成能处理千克级规模的模

拟移动床色谱的仪器。

（二）模拟移动床色谱

模拟移动 床 色 谱 的 发 展 主 要 是 手 性 药 物 的 推 动。目 前 国 内 外 原 料 药 约

４０００种，其中约５０％是合成药物。在合成药物中，又约有４０％是外消旋体。
在外消旋体药物中，它们很多一种立体异构体有药效，而它的镜像分子则具有

毒副作用、或具有另外的药效或根本就没有药效。目前以单一手性体上市的合

成药物只占整个外消旋体药物的５％左右，其原因在于一方面不对称合成属有

机合成前沿，还有较多需进一步研究的问题，如需要较多的手性催化剂、最终

手性产率往往偏低、合成成本很高等；另一方面外消旋体药物要进行制备性的
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拆分也比较困难，要进行千克级乃至更大规模的生产就非常困难了，这就为模

拟移动床的发展提供了很好的发展机遇。
首先将模拟移动床色谱用于手性分离的是 Ｎｅｇａｗａ和Ｓｈｏｊｉ，时间是１９９２

年，所使用的手性分离材料 是３，５二 甲基苯基 氨 基 甲 酸 酯 纤 维 素，被 分 离 的

外消旋体是苯乙醇。
将大型模拟移动床色谱缩小成较小规模甚至实验室使用的模拟移动床色谱

的关键问题在于柱外影响效应，色谱仪的尺寸越小，柱外效应越严重，柱外效

应通常包括柱结构的影 响、管 道 的 影 响、阀 门 的 影 响 以 及 泵 的 影 响 等。１９９３
年法国Ｓｅｐａｒｅｘ公司利用大型模拟移动床原理，缩小系统尺寸，开发了第一台

适合于分离 外 消 旋 体 的 模 拟 移 动 床 系 统 （ＬｉｃｏＳｅｐ８２００），其 照 片 如 图 ７３
所示。

图７３　ＬｉｃｏＳｅｐ８２００ＳＭＢ 系统照片

该系统由８根直径为２００ｍｍ 的 色 谱 柱 组 成，需 要 大 约１５ｋｇ的 手 性 固 定

相，每天每千克手性分离材料可制取２５０ｇ的对映异构体，该系统每天可拆分

７５ｋｇ外消旋体，得到两个３７５ｋｇ的各自的对映异构体，其每个月可以生产

８０～１００ｋｇ的手性药 物。这 对 于 利 用 模 拟 移 动 床 色 谱 第 一 次 拆 分 外 消 旋 体 来

说，这个产量是相当优秀的。

１９９６年Ｓｅｐａｒｅｘ公司的色谱部整合成了一个新的公司 Ｎｏｖａｓｅｐ，目前国际

上商品模拟移动床色谱仪主要来源于 Ｎａｖａｓｅｐｕ和 ＵＯＰ公司，每套仪器的价

格 （所需的分离材料除外）在几十万美元以上，所用的手性分离材料大多数为

多糖类手性固定相，少数采用Ｐｉｒｋｌｅ型分离材料。
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首先安装模拟移动床色谱进行药物生产的是比利时的 ＵＣＢＰｈａｒｍａ公司，
药物年产量达到 数 吨。该 系 统 使 用 了６根 直 径 为４５０ｍｍ 的 色 谱 柱。１９９９年

Ｎｏｖａｓｅｐ公司在 美 国 加 利 福 尼 亚 州 的 萨 克 拉 曼 多 成 功 安 装 了 一 套 柱 直 径 为

８００ｍｍ 的模拟移动床色谱装置。
实验室规模的模拟移动床色谱柱直径一般在２５～５０ｍｍ，而中试规模的一

般为１００～２００ｍｍ。图７４和 图７５分 别 为 Ｎａｖａｓｅｐ公 司 的 ＬｉｃｏＳｅｐＬＡＢ 和

ＬｉｃｏＳｅｐ６８００模 拟 移 动 床 色 谱 的 照 片。前 者 主 要 适 用 于 实 验 室 规 模 的 分 离，
而后者则是适用于工厂的大规模的生产。

图７４　Ｎａｖａｓｅｐ公司的 ＬｉｃｏＳｅｐＬＡＢ模拟移动床色谱系统

从图７４可以清楚地看见该装置的柱系统、柱上下的阀系统、５台压力泵

组成的输送系统，以及以计算机为中心的整个装置的控制系统，在该系统中柱

的直径大约在２５～５０ｍｍ 之间。
从图７５清楚可见６个比较大的色谱分离柱，我们从柱的高度和直径不难

估计该装置的生产规模比实验室型的大多了。
在大多数情况下，模拟移动床色谱可由６～１２根色谱柱组成，它们依次连

接。在分离柱连接成的环路上，有一个计量泵专门负责输送流动相在回路中通

过所有的色谱柱而循环；两个计量泵分别负责连续地输送新鲜的流动相和样品

溶剂进入模拟移动床系统；还有两个计量泵负责连续地分别抽取组分 Ａ 和组

分Ｂ，因此５个计量泵一个负责内部循环，另外４个负责进出。图７６是模拟

移动床色谱原理示意图。
该系统是由２２２２根分离柱组成，包含有５个计量泵，这些泵不但要求

要有高的流量精度、比较大的流量范围，还要求能耐较高的压力，因此这些泵
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的价格比较昂贵。整个系统中色谱分离分为四个区域１、２、３、４，与前面叙

述的移动 床 的 四 个 区 域 是 完 全 一 样 的，每 一 个 区 域 的 流 动 相 流 速 通 常 并 不

相等。

图７５　Ｎａｖａｓｅｐ公司的 ＬｉｃｏＳｅｐ６８００模拟移动床色谱系统

为了能模拟移动床的功能，在它们的每根柱的两端实际上有４个耐压阀，
这些耐压阀通过控制系统能分别被打开或者关闭。固定相与流动相之间的逆流

运动通过阀门的不断开闭、这种开闭的顺序依次变换并不断地向着内部流动相

移动的方向向前移动而被模拟，这也是该方法被称为模拟移动床色谱的原因。
将图７６进 一 步 具 体 化，则 模 拟 移 动 床 色 谱 的 柱、阀 以 及 泵 的 连 接 可 示 意

如图７７。
在有些模拟移动床的 设 备 中，是 使 用 一 个 旋 转 阀 来 代 替 这 里 的 所 有 耐 压

阀，就像图７２中的旋转阀那样。

　　三、模拟移动床色谱原理

为 了 清 楚 地 说 明 模 拟 移 动 床 色 谱 的 原 理，我 们 先 简 化 一 下 系 统 中 的 设

备 连 接，假 设 系 统 中 的 色 谱 柱 首 尾 相 连 成 为 一 个 圆 形 的 闭 合 柱，在 内 部 计

量 泵 的 作 用 下，流 动 相 沿 顺 时 针 方 向 流 动，另 一 方 面，由 于 系 统 中 阀 门 有
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图７６　模拟移动床色谱原理示意图

代表恒流泵　　 代表色谱柱

图７７　模拟移动床色谱的柱、阀以及泵的连接示意图

规 律 地 旋 转 以 及 适 当 的 间 隔，使得系统中两个进口和两个出口每隔一定时间

同时也向着顺时针方向移动，移动的结果类似于色谱柱中的固定床向逆时针方

向移动。
当系统开始工作时，样品溶液也同时开始进行连续地输入，在刚开始的那

一个点，混合样品液还未有得到丝毫的分离，示意图如图７８。
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图７８　模拟移动床刚进样时的分离状态

当系统工作一段时间后，样品在流动相的冲洗下不断地向前移动，样品组

分也开始慢慢地得到部分的分离，进样口和出样口通过系统中阀门的关闭也同

时向前移动，但移动的速度和每次间隔的时间应该始终保证进样点在双组分还

没有得到分离而仍然重合的区间范围，如图７９所示。
只要优化好阀门每次转换开闭的间隔时间，调节好进出口同时向前移动的

速度大小，优化好两个进口和两个出口单位时间内进入和抽出的溶液的量，当

系统持续工作一定的时间后，柱中的混合物就会达到相当程度的分离，并且能

保持柱中的浓度分离曲线始终为一个不变的分布状态。这时就能连续不断地进

样，同时在系统的两个出口连续不断的得到被分离的两个组分的产品。其分离

示意见图７１０。

图７９　模拟移动床进样

后的初步分离状态

图７１０　模拟移动床进样一段

时间后达到的稳定状态

　　因此，模拟移动床在工作时的关键问题是如何优化和调节各种操作参数，
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恰当地同时移动系统的两个进口和出口，始终保持柱中的组分分布情况为一不

变的浓度分布状态，这样就可以连续地进样，连续地得到产品。
关于模拟移动床分离过程中双组分的浓度分布曲线，还可以清楚地表示为

图７１１。

图７１１　模拟移动床色谱的操作原理和内部的样品浓度分布情况

在图７１１中可以看 到 色 谱 柱 中 的 四 个 区 域，第 一 个 区 域 是 流 动 相 入 口

与抽提物出口之间的范围，在这个区间，流动相对吸附剂进行脱 吸 附 而 使 分

离材料得到再生；第二个区域是抽提液出口与样品液入口之间，第 三 个 区 域

是样品液入口与剩余液出口之间，这两个区间主要完成混合物 的 分 离，容 易

被吸附的组分在柱中移动速度较慢，慢慢地积累于第二区带，而 吸 附 能 力 弱

的另一组分在色谱柱中有较快的移动速度，因此慢慢地集中在 第 三 区 域，这

两个区域对混合物的分离起着非常重要的作用；第四区域是剩余 液 出 口 与 流

动相入口之间，其作用是使流动相得到再生。在整个过程中，始 终 保 持 在 第

二和第三区域的交叉处进样，始终可以在第一区域和第二区域得 到 我 们 所 需

要的产品。
从图７１１可见，被分开的组分可以及时地将它抽出收集，而没有得到分

开的混合物始终在柱中循环。柱中每一个部分的分离材料和流动相都在同时发

挥着自己的作用，在分离过程中基本上没有浪费的部分和环节，这也是该方法
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高产率、低消耗的根本原因。

第二节　模拟移动床工作参数的选择和优化

　　一、手性固定相的选择

前面已经叙述，模拟移动床色谱最大的优势是分离两组分混合物，在两组

分混合物中，在通常情况下最有价值的拆分应该是外消旋体了。手性化合物的

分离离不 开 手 性 环 境，对 于 模 拟 移 动 床 来 说，手 性 固 定 相 的 选 择 显 得 至 关

重要。
具有不对称手 性 中 心 或 手 性 识 别 能 力 的 手 性 固 定 相 （ＣＳＰ）的 开 发 与 研

究，是手性色谱的前沿，也是手性色谱发展的关键和核心。自第一根手性色谱

柱问世至今已经有２０余年的历史，现在用于色谱分离的手性固定相被大量研

究，已有１００多种液相色谱固定相被商品化。目前所研究的高效液相色谱手性

固定相 主 要 有 以 下 ９ 大 类：①Ｐｉｒｋｌｅ型 ＣＳＰ；② 配 体 交 换 色 谱 （ＬＥＣ）型

ＣＳＰ；③大环ＣＳＰ，包括环糊精、手性冠醚 ＣＳＰ；④多糖类ＣＳＰ，包括纤维素

和直链淀粉等；⑤糖肽类；⑥含 肽 或 蛋 白 质 ＣＳＰ；⑦分 子 印 迹 ＣＳＰ；⑧合 成

手性高分子类；⑨ＤＮＡ 类。虽然手性固定相的种类很多，但目前能用于模拟

移动床色谱的手性分离材料却较少，因为模拟移动床只需要一个选择性适中的

手性固定相，如分离因子α＝１３～２０，太小的选择性使生产率太低，太高的

选择性也反而不利于外消旋体的模拟移动床拆分，尤其当目标物是抽提物的时

候。模拟移动床还要求手性分离材料有较高的样品容量，它必须能承担一定的

机械压力、一定的流动相冲刷以及一些化学试剂的腐蚀等。手性分离材料所能

使用的溶剂范围也是一个重要的因素，它直接关系到车间的停工期以及生产成

本。由于模拟移动床主要是以生产性分离为目的，待分离物相对固定，所用手

性分离材料的量很大，因此，当模拟移动床真正作为一种生产设备的时候，最

好的手性分离材料并不一定是最广泛使用的已经商品化的高效液相色谱手性分

离材料，而应该是针对某一个具体的外消旋体、考虑到综合生产成本等多种因

素、专门研究出的手性分离材料，这种专一的研究是必要的，也是值得的，因

为它可以产生更高的经济效益。作者根据文献统计的结果表明：７０％以上是多

糖类手性分离材料，２０％是 Ｐｉｒｋｌｅ型 材 料，少 数 用 环 糊 精 类 或 其 他。使 用 多

糖类的主要原因在于其样品的负载量高，适用的样品范围广。
（一）多糖类手性固定相

在模拟移动床 中 最 多 使 用 的 多 糖 类 是 纤 维 素 和 直 链 淀 粉 类 手 性 固 定 相。
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１９７３年 Ｈｅｓｓｅ和 Ｈａｇｅｌ首先制备出了具有实用价值的多糖衍生物———微晶三

乙酸纤维素 （图７１２）

图７１２　纤维素、直链淀粉和三乙酸纤维素酯的分子结构

随后，ＹＯｋａｍｏｔｏ进行了大量的研究，先后合成了２００余个多糖类的衍

生物，成功开发了１０多个商品化的手性分离材料，成为该领域最杰出的科学

家。其最具有代表性的是苯甲酸酯和苯基氨基甲酸酯两大类，如表７１和表７
２中的一些纤维素类衍生物。

三苯甲酸纤维素酯类的分子结构如图７１３所示。

图７１３　三苯甲酸酯纤维素类的分子结构

表７１　一些常见的三取代酸纤维素酯类衍生物

名　称 商 品 名 名　称 商 品 名

三乙酸纤维素酯 ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＡ

三苯甲酸纤维素酯 ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＢ

三（４甲基苯甲酸）纤维素酯 ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＪ

三（３苯基丙烯酸）纤维素酯 ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＫ

表７２　一些三苯基氨基甲酸纤维素酯类衍生物

名　称 商 品 名 名　称 商 品 名

　三（４甲基苯基氨基甲酸）纤 维

素酯
ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＧ

　三（苯基氨基甲酸纤维素）酯 ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＣ

　 三 （４氯 苯 基 氨 基 甲 酸）纤 维

素酯
ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＦ

　三（３，５二 甲 基 苯 基 氨 基 甲 酸

纤维素）酯
ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＤ

　　三苯 基 氨 基 甲 酸 纤 维 素 酯 类 的 分 子 结 构 和 常 见 的 取 代 基 团 如 图 ７１４
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所示。

图７１４　三苯基氨基甲酸纤维素酯类的分子结构

在这 些 衍 生 物 中，三（３，５二 甲 基 苯 基 氨 基 甲 酸）纤 维 素 酯 （Ｃｈｉｒａｌｃｅｌ
ＯＤ）对各种外消旋体显示了尤其优秀的分辨能力。其他的手性固定相的特殊

选择性主要依靠对映异构体的性质。
类似地，直链淀粉也进行了一些衍生化，其中直链淀粉三 （３，５二甲基

苯基氨基甲酸）酯 （ＣｈｉｒａｌｃｅｌＡＤ）（图７１５）对各种外消旋体也显示了尤其优

秀的分辨能力。

图７１５　直链淀粉三（３，５二甲基苯基氨基甲酸）酯的分子结构

以 上这些手性固 定相的广泛用途，在文献ＹＯｋａｍｏｔｏ，ＥＹａｓｈｉｍａＡｎｇｅｗ
ＣｈｅｍＩｎｔＥｄ，１９９８，３７：１０２１中进行了详细描述 。

另外，三（Ｓ）１苯基乙基氨基甲酸酯直链淀粉 （ＣｈｉｒａｃｅｌＡＳ） （图７１６）
展示了一个高的手性拆分能力，有时甚至超过了 ＣｈｉｒａｃｅｌＯＤ和ＣｈｉｒａｃｅｌＡＤ。
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其他聚多糖，如壳聚糖 （ｃｈｉｔｏｓａｎ）、氨 基 半 乳 糖 （ｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ）、木 聚

糖 （ｘｙｌａｎ）、凝胶 多 糖 （ｃｕｒｄｌａｎ）、右 旋 糖 苷 （ｄｅｘｔｒａｎ）和 菊 淀 粉 （ｉｎｕｌｉｎ）
的３，５二甲基或３，５二氯苯基氨基甲酸酯也被合成和评价，它们的分子结构

式见图７１７，其手性识别能力明显地 受 单 糖 单 元、连 接 位 置、连 接 类 型 的 影

响。在这些衍生物当中，壳聚糖和木聚糖的３，５二甲基或３，５二 氯 苯 基 氨 基

甲酸酯显示了相对较高的手性识别能力，并且一些外消旋体在这些柱上的拆分

也可优于常见的 ＣｈｉｒａｃｅｌＯＤ和ＣｈｉｒａｃｅｌＡＤ。

图７１６　三（Ｓ）１苯基乙基氨基

甲酸酯直链淀粉的分子结构

图７１７　各种多糖类的分子结构

（二）Ｐｉｒｋｌｅ型手性固定相

将小分子量的手性物质键合到硅胶上，可称为低分子量手性固定相，也称
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之为Ｐｉｒｋｌｅ型手性固定相，该类手性柱还被称为给体受体柱或刷型柱。
在低分子量的合成手性固定相中，Ｐｉｒｋｌｅ研究组的贡献是最杰出、最重要

的。该研究组在该方向 上 的 研 究 起 于２０世 纪７０年 代 后 期，制 备 出 的 第 一 代

Ｐｉｒｋｌｅ型手性固定相如图７１８所示。

图７１８　第一代Ｐｉｒｋｌｅ型手性固定相

第二代Ｐｉｒｋｌｅ型手性固定相如图７１９所示。

图７１９　第二代Ｐｉｒｋｌｅ型手性固定相

第三代Ｐｉｒｋｌｅ型手性固定相如图７２０所示。

图７２０
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图７２０　第三代Ｐｉｒｋｌｅ型手性固定相

自１９８０年 Ｒｅｇｉｓ生产商品手性柱以来，最广泛使用的 Ｐｉｒｋｌｅ型手性固定

相是 Ｎ（３，５二硝基苯甲酰基）苯基甘氨酸 （ＤＮＢＰＧ）手性固定相 （图７２１），
该固定相终端有一个π电子接受体，与具有π电子给体的芳香对映异构体产

生ππ作用。该固定相还含有二个酸性氢原子和两个碱性羰基，它们能与一些

溶质分子，如酰胺、胺或羟基生成氢键。其能分离一个宽范围的对映异构体。
这种柱称π电子接受柱。

图７２１　Ｎ（３，５二硝基苯甲酰基）苯基

甘氨酸手性固定相的结构式

其次广泛使用的Ｐｉｒｋｌｅ柱在手性 固 定 相 中 含 有 一 个 萘 环 （少 量 的 是 含 有

苯环），它是强的π电子给予体。π电子给予体手性固定相被合理地设计去拆

分胺、氨基醇、氨基酸、醇、羧酸和硫醇。这些手性固定相尤其善于拆分醇和

胺的３，５二硝基苯基氨基甲酰基或脲衍生物。图７２２是萘基丙氨酸 Ｐｉｒｋｌｅ型
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手性固定相的结构式。

图７２２　是萘基丙氨酸Ｐｉｒｋｌｅ型手性固定相的结构式

第三 种 类 型 的 Ｐｉｒｋｌｅ柱 是 “杂 化”了 π电 子 给 体受 体 的 手 性 固 定 相。
如 ＷｈｅｌｋＯ１，它当初是为分离 萘 普 生 的 对 映 异 构 体 而 设 计 的，是 很 少 的 几

个能直接分离非衍生化的萘普生对映异构体的手性固定相之一。由 于 该 固 定

相中含有π酸和 π碱，因 此 它 可 以 拆 分 含 有 π酸 或 π碱 的 对 映 异 构 体 （图

７２３）。

图７２３　 ＷｈｅｌｋＯ１手性固定相的分子结构

除此之外，一个商品 名 叫αＢｕｒｋｅ１的 固 定 相 已 经 被 发 现 具 有 相 当 宽 的

应用范围，其为二甲基Ｎ３，５二硝基苯甲酰基α氨基２，２二甲基４戊基磷

酸酯， 尤 其 是 其 对 非 衍 生 化 的 β受 体 阻 断 剂 的 拆 分 具 有 较 好 的 效 果

（图７２４）。

图７２４　αＢｕｒｋｅ１手性固定相的分子结构

以上４种手性固定相在高效液相色谱中的使用频率为

ＷｈｅｌｋＯ１＞αＢｕｒｋｅ１＞ＤＮＢＰＧ＞萘基丙氨酸

（三）环糊精类手性固定相

环糊精已经作为高效液相色谱的手性固定相，环糊精分子的空腔是疏水性

的，它主要包含包合作用和氢键两种。环糊精空腔的大小也确定着它对不同溶

质的分离。在环糊精的衍生物中，由于取代基的引入，改变了它的一些色谱性
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能，并且往往能增强分离的选择性。我们可以合成很多类型的环糊精，几乎每

一种都有自己独特的性质，也许它们能强化一定的各自对应的对映异构体的分

离能力。但到目前为止，真正已经商品化并能较广泛地拆分手性化合物的环糊

精衍生物并 不 多。图７２５是 已 经 商 品 化 的 较 多 使 用 的 环 糊 精 类 液 相 色 谱 固

定相。

图７２５　环糊精类液相色谱固定相

这些键合固定相的名称分别为：α环糊精；β环糊精；γ环糊精；乙酰化

β环糊精；Ｓ羟丙基醚β环糊精；Ｒ羟丙基醚β环糊精；对甲基苯甲酸酯β环

糊精；３，５二甲基苯基氨基苯甲酸酯β环糊精；Ｓ萘乙基氨基苯甲酸酯β环糊

精；Ｒ萘乙基氨基苯甲酸酯β环糊精；Ｓ苯基氨基苯甲酸酯β环糊精；Ｒ苯基

氨基苯甲酸酯β环糊精。
推广模拟移动床拆分外消旋体的困难之一在于目前只能借用高效液相色谱

的手性分离材料，但分析型的手 性 分 离 材 料 的 价 格 太 高，如 广 泛 使 用 的 日 本

Ｄａｎｃｅｌ公司的一根纤维素三 （３，５二甲基苯基氨甲酸酯）柱［４６ｍｍ（ｉｄ）×
２５ｃｍ，又叫 ＯＤ柱］的人民币价格大约在１３万元左右，而柱中的手性分离材料

还不到４ｇ。所以研 究 出 具 有 自 主 知 识 产 权 的、专 门 针 对 模 拟 移 动 床 色 谱 的、
具有高的性能价格比的手性分离材料，是一项非常有意义的研究工作。

　　二、流动相的选择

对于模拟移动床的流动相首先要考虑的是它对样品溶解度的问题，一个经

济的外消旋体分离过程必须要求样品在流动相中具有足够高的溶解度，粗略地
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估计该技术需要的最小溶解度通常要大于１０ｇ／Ｌ。
在考虑了流动相对样品的溶解度后，还要考虑流动相与手性分离材料的适

应性。如广泛使用的由日本 Ｄａｎｃｅｌ公司生产的ＣｈｒｉａｌｐａｋＯＤ 和 ＣｈｒｉａｌｐａｋＡＤ
手性分离材料，就不耐四氢呋喃、氯仿甚至丙酮等的冲洗。这些溶剂的使用，
会使起手性分离作用的纤维素三 （３，５二甲基苯基氨甲酸酯）脱离支持体硅

胶而流出柱外，导致手性固定相彻底被破坏。因此仅仅能够在具有高溶解度的

溶剂中选择适合于固定相的流动相。
我们还应针对样品特性进行分离的选择性研究，筛选出好的流动相与分离

材料的组合。通常希望分离的容量因子ｋ′１：２～６，溶解度＞１０ｇ／Ｌ，表示选择

性的分离因子α＝１３～２０。
在满足选择性的前提下，流动相最好是单一组分的溶剂系统，这样不但有

利于操作参数的控制，也有利于产品的收取以及流动相的再利用处理。
流动相的纯度常常也是一个非常重要的因素，如在非水流动相中，有时哪

怕０１％的水的引入，都会破坏整个流动相的原有特性，足以使系统中保持常

态的浓度分布曲线发生改变。
我们还应该像其他制备色谱方法一样，考虑流动相的黏度以减小系统工作

阻力，考虑沸点较低的溶剂有利于抽提液和剩余液的蒸发浓缩，考虑毒性低的

溶剂减少对环境的污染等等。

　　三、分离柱

该技术所使用的分离柱基本上是玻璃和不锈钢两种。根据分离的要求，要

求对柱的直径以及长度进行选择。手性材料的填充是一项技术性很强的工作，
根据材料粒度的大小不同，如颗粒直径≥２０μｍ 应该选取干法进行填充；颗粒

直径小于２０μｍ 的材料，其表面积较大，表面静电很多，非常容易产生团聚，
则应选择湿法进行装柱。填好的柱要均匀、紧密，能抵抗流动相的高速冲洗和

压力。尤其是柱与柱之间要有好的再现性和稳定性，这一点在模拟移动床色谱

中显得非常重要。在该系统中，每根柱可以通过分别脉冲进样考察柱的理论塔

板数以及柱之间的再现性。
输送进入系统的样品溶液最好不要含有其他杂质，尤其是极性很强的化学

杂质，这些强极性物非常容易地被吸附在手性分离材料上，要将其从柱中冲洗

出去往往非常困难。随着杂质吸附量的不断增多，必将降低样品容量，改变材

料特性，最后失去手性分离能力。

　　四、控制系统

模拟移动床通常包含有一个控制系统，这个系统往往有一个控制这个系统
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的软件，用于整个装置中阀门、泵、流量以及压力等的控制。

　　五、操作参数的优化

在模拟移动床色谱的操作过程中，有很多因素和条件必须考虑，如我们是

希望得到一个对映异构体或者是两个对映异构体、产品的纯度要求、目标物的

产率要求、样品中的杂质以及对目标物是否进行进一步的处理；根据上面的需

求，要设计分离柱的直径、柱的长度、总共所需的柱的数目、每个区域所需要

的柱数目。尤其是在系统工作前，必须正确地选择样品溶液的浓度、样品溶液

的输入流量、流动相的输入流量、抽提液的抽出流量、残余液的抽出流量、循

环流动相的流速以及阀门的切换时间这７大参数。只有对这些参数进行正确的

选择，才能保证模拟移动床系统中的浓度分布曲线是一个常态，才能进行样品

的连续进样以及抽提液和残余液的不断收集。
前面已经讲到，模拟移动床色谱中有四个区域，在这四个区域中它们的流

量并不相等，而是呈现下面的关系：

Ｑ１＝Ｑ流动相 ＋Ｑ４

Ｑ２＝Ｑ１－Ｑ抽提

Ｑ３＝Ｑ２＋Ｑ样品液

Ｑ４＝Ｑ３－Ｑ剩余液

阀门的转换时间：

ｔ＝Ｖ固定相／Ｑ固定相

在通常情况下，还定义了每个区域的流速比：

ｍｊ＝某个区域的净流动相流速／某个区域的固定相流速

ｊ＝１、２、３或４，因此我们可以分别得到ｍ１、ｍ２、ｍ３ 和 ｍ４ 四个区域的流速

比，在这些流速比中，ｍ２ 和ｍ３ 最重要。
在上面的等式中，Ｑ 代表流量，Ｖ 代表体积。固定相的流速概念是将它作

为移动床色谱中的固定相来考虑的。
这些参数的优化一般有两种方法，一种是尝试法，这种方法是靠已经掌握

的实验数据和我们积累的实践经验，进行大量的尝试，最后找到合适的各种具

体参数，在生产过程中，及时地再根据分离情况进行调整。该方法很麻烦，并

且将花掉大量的时间和人力。
另一种方法就是利用计算机进行模拟优化，该方法通常需要购买一定的相

关软件才能开展工作。到目前为止已经有多个优化模型和模拟程序被相关公司

或者大学建立和编写。利用计算机软件去优化各种参数，比仅靠经验去尝试，
将节省大量的时间。图７２６是模拟移动床内组分浓度分布形态的实验和计算
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机模拟的结果比较。

图７２６　模拟移动床内组分浓度分布

形态的实验和计算机模拟的结果比较

但不管应用上面两种方法中哪一种进行操作条件的 优 化，总 的 来 讲 都 还

是比较麻烦的。有作者基于平衡理论建议的三角形操作图表法是 一 种 很 有 效

的捷径，它可以使参数的优化变得简化，在此我们对该方法进行 一 下 简 单 的

介绍。
首先，需要通过过载进样所得到的实验数据，得到双组分的吸附等温线。
其次，以ｍ３ 为纵坐标，ｍ２ 为横坐标作二维 平 面 图。图 中 的 三 角 形 由 吸

附等温线和对角线上的两个点确定。对角线上的两个点等价于亨氏常数。在非

线性情况下得出的平面三角形图示意为图７２７：

图７２７　非线性情况下得出的

平面三角形示意图

图７２８　三角形图中的

各个区域分布
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　　在三角形的上面区域可以得到纯的抽提物，三角形的左面可以得到纯的剩

余物，而在三角形的顶点所对应的区域不能得到任何纯的产品。其分区表示为

图７２８。
因此，在操作的时候就可以根据这个三角形图所代表的 “三角理论”，从

现在系统所处的操作点，有效地调节所需要的新的操作点，优化操作参数。该

理论还建议在移动操作点的时候可以沿着平行于对角线的直线移动，这时保持

了流动相流量和样品溶液的进样量不变。可以避免同一时间多个参数的变化。
当模拟移动床中 ｍ２ 的数值改变时，对抽提物和剩余物产率的影响示意图可表

示为图７２９。

图７２９　产物纯度与 ｍ２ 的关系曲线

以上只是对 “三角理论”的最粗略的一点介绍，如果读者有兴趣进行较深

入地了解，请阅读后面所列的参考文献。
到目前为止，一些模拟移动床色谱还主要靠手动操作，对于该过程的在线

检测、了解色谱柱内的浓度分布曲线、及时调整操作参数、并实现整个过程的

自动化是该领域的发展方向。
模拟移动床色谱技术不只是能应用于液相色谱，还有将其应用于超临界流

体色谱甚至气相色谱之中的报道，但这些方法目前毕竟还处于研究阶段，与实

际生产应用还有一段距离。

　　六、模拟移动床的应用

在我国模拟移动床色谱的研究也已经兴起。中国科学院大连化学物理研究

所的张玉奎院士领导的课题组承担了国家科技部有关模拟移动床色谱仪的国产

化的攻关课题。鞍山科技大学林丙昌教授领导的课题组也在国家科技部的中小

企业创新基金资助下研制出了大、中、小三个不同规格的模拟移动床色谱仪，
图７３０是该课题组研制的中型模拟移动床色谱仪。
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图７３０　鞍山科技大学研制的模拟移动床色谱仪

　　表７３是一些文献报道的模拟移动床色谱分离实例。

表７３　一些文献报道的模拟移动床色谱分离

待分离物 固定相
选择性

（α）
柱（柱数目，

柱长×直径／ｍｍ）
样品浓

度／（Ｌ／ｇ）
产品量／（ｇ／ｄ，

固定相）

ｓａｎｄｏｚｅｐｏｘｉｄｅ ＣＴＡ １２８ １２，１１０×２６ １００ ３５３

Ｄ／Ｌ苏氨酸 Ｃｈｉｒｏｓｏｌｐｒｏｌｉｎ １６０ ８，１０００×２６ ５０ ４０１
ＷＥＢ２１７０ ＣＴＡ ８，１００×９０ １０００ １４５３
顺／反叶绿醇 ＬｉＣｈｒｏｎｓｐｈｅｒ

Ｓｉ
１１６ ８，４００×２００ １０５０ ５４９

Ｌ苯乙醇 ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＤ ８，１５０×２０ ３９１ ７０

ｐｒａｚｉｑｕａｎｔｅｌ ＣＴＡ ３４２ ４，４４５×１２５ ５００ １２３
ｓａｎｄｏｚｅｐｏｘｉｄｅ ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＤ １５３ １２，１００×１６ ２００ ３７

１，１′联萘２，２′二醇 Ｃｈｉｒａｌｓｅｐ
ＤＮＢＰＧ

１２４ ８，８０×２００ ０３０ ２１３

ａｍｉｎｏｇｌｕｔｅｔｈｉｍｉｄｅ ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＪ ２０７ ８，８０×２６ １６０ １６０

ｇｕａｆｅｎｅｓｉｎ ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＤ ２４３ １６，６０×２１ ３００ ７７
ｆｏｒｍｏｔｅｒｏｌ ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＪ １４３ １６，６０×１６ ２５０ １１
ＣＧＳ２６２１４ ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＪ ８，８０×２６ ５０ ４７４
ＥＭＤ５３９８６ Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ２８２ ８，５４×２６ １２０ ３１９
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续表

待分离物 固定相
选择性

（α）
柱（柱数目，

柱长×直径／ｍｍ）
样品浓

度／（Ｌ／ｇ）
产品量／（ｇ／ｄ，

固定相）

ＥＭＤ５３９８６ ＣｈｉｒａｌｐａｋＡＤ ３１ ８，５０×２６ ６０ ４３２
ｓｅｅｂａｃｈｏｘａｚｏｌｉｄｉｎｏｎｅ Ｃｈｉｒａｌｓｐｈｅｒ １８７ ８，１３１×２６ １５０ １３
ｃｈｏｒｏｐｒｏｐｉｏｐｈｅｎｏｎｅ ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＤ １３
ＥＭＤ５３９８６ ＣｈｉｒａｌｐａｋＡＤ ３１ ６，７９×２００ ７６０ ３７５
ＥＭＤ７７６９７ ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＤ ２３ ８，５４×２６ ３００ ４５１
ＳＢ２０２０２６ ＣｈｉｒａｌｐａｋＡＤ １８ ８，１０５×２６ ２００ ２５８
Ｔｒａｍａｄｏｌ ＣｈｉｒａｌｐａｋＡＤ １２，１００×２１２５ ２００ ６００
环孢霉素 Ａ ＬｉＣｈｒｏｓｐｈｅｒＳｉ ８，１００×５０ ５８０ ４４
环孢霉素 Ａ ＬｉＣｈｒｏｓｐｈｅｒＲＰ ８，１００×５０ １０ １９
ＤＯＬＥ ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＦ １２３ ８，１００×１００ ２４０ ２７２
ＥＭＤ１２２３４７ ＣｈｉｒａｌｃｅｌＡＤ １４７ ８，９３×５０ ２０３１ ３１１
Ｃｙｃｌｏａｌｋａｎｏｎｅ ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＣ ５２６ ８，１０３×２５ ２００ １０８２
ｗｉｅｌａｎｄｍｉｅｓｃｈｌｅｒｋｅｔｏｎｅ ＣｈｉｒａｌｐａｋＡＤ １３０ ８，８２×２６ ４００ ８４
ｓａｎｄｏｚｅｐｏｘｉｄｅ ＣＴＡ ８，１００×２６ １００ ５９

参 考 文 献
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第八章　其他制备色谱方法

色谱技术按相态可分为气相色谱、液相色谱、超临界流体色谱、毛细管电

泳；按分离原理可以分为吸附色谱、分配色谱、离子交换色谱、排阻色谱、亲

和色谱、毛细管电泳、场级分级法；按分离形式可分为柱色谱、纸色谱、薄层

色谱、棒色谱；按动力学可分为冲洗法、顶替法和迎头法。前面介绍了目前广

泛使用的一些制备性色谱方法，在本章再介绍几种其他方法，因为它们也具有

自己特有的一些优点。

第一节　顶 替 色 谱

正如上面所述，色谱技术按动力学可分为迎头法、冲洗法和顶替法。迎头

法又叫前沿法，是指应用样品溶液作为流动相的色谱分离方法。操作时连续地

在色谱柱的顶端输入样品溶液，样品溶液同时充当了流动相的作用，被分离组

分按与色谱固定相的作用力的大小顺序分离开来，作用力小的首先流出，作用

力大的在后面流出。若以流出组分的浓度对流出体积作图，所得曲线呈现一个

个台阶，如图８１所示。

图８１　迎头法流出曲线示意图

从图８１中可见，第一个台阶是纯组分 Ａ，第二个台阶是组分 Ａ 与组分Ｂ
的混合物，第三个台阶是组分 Ａ、组分 Ｂ和组分 Ｃ的混合物，依次类推。待

分离物有多少组分，就将会出现多少个台阶。因此迎头法不可能纯化每一个组
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分，但它能浓缩痕量组分。也许迎头法最多的应用还是用其测定样品的吸附等

温线。
在色谱技术中最广泛使用的是冲洗色谱技术，操作时对色谱柱上样后，就

用一种或几种溶剂的混合液进行冲洗。本书前面介绍的所有章节几乎都是应用

的这种色谱技术，所以在此就不再叙述。
顶替色谱是本节要介绍的主要内容，它又叫置换色谱或取代色谱。该技术

是在流动相中包含有一种溶质，这种溶质比样品中任何一种组分在色谱柱上的

作用力都强。当样品上样后，利用该流动相进行洗脱，流动相中的溶质会对色

谱柱中的样品组分按照它们与色谱固定相的作用力大小依次被顶替。作用力小

的样品组分被先顶替，作用力大的被后顶替。如果以样品组分的流出浓度对移

动相的流出体积作图，则得到图８２所示的流出曲线。

图８２　顶替色谱法的流出曲线

从图８２中可见，样品中作用力小的 Ａ 组分先流出，作用力大的 Ｂ后流

出，当所有的组分都流出后，最后流出的是顶替剂。它的特点是每个组分的曲

线是矩形的，并且是紧密相连的。

　　一、填料类型

顶替色谱主要用于键合相色谱，如Ｃ１８、Ｃ８、Ｃ４，离子交换色谱，吸附色

谱以及分配色谱等。由于色谱柱中所用的填料种类不同，或者同一种类的填料

制备方法的不同，甚至用同一种方法制备但制备的批次不同都会造成分离结果

的不一致。
该方法的最大优点在于能消除 Ｌａｎｇｍｕｉｒ吸附等温线式的吸附所带来的色

谱峰的拖尾；其比一般的冲洗法具有更大的上样量，能防止色谱分离和制备时

谱带的展宽。样品中各组分的浓 度 在 展 开 过 程 中 不 但 不 会 降 低，往 往 还 能 提

高，起到浓缩的作用，这也是冲洗法模式所不能达到的。因此该方法十分有利

于制备性分离。
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　　二、顶替剂的选择

顶替法与冲洗法的不同点在于顶替法的移动相中还含有顶替剂，而冲洗法

的移动相中没有顶替剂。因此，相对于冲洗法，顶替法的关键就在于顶替剂的

选择。但真正优秀的顶替剂的选择还是相当困难的，因为该方法要求顶替剂的

吸附等温线是 Ｌａｎｇｍｕｉｒ型的，它在柱中与填料的作用力要大于样品中任何一

个组分 （图８３所示）；它在流动相中有高的溶解度、不与样品和流动相发生

任何化学反应；它还要易于从色谱柱中洗脱，以利于色谱柱的再生等等。尤其

是对于制备性分离，还要考虑到顶替剂的纯度和价格因素。

图８３　顶替剂选择示意图

因此，该方法在实际的应用过程中，对较理想的固定相、移动相、顶替剂

以及最后色谱柱再生剂的选择都是相当麻烦的。另外，分离峰一个连接一个，
峰之间的界限并不明显，因此分离也并不是很理想。这些就是该方法远不如冲

洗法应用得广泛的根本原因。

　　三、操作参数

在顶替色谱的操作过程中主要有移动相溶剂的种类、移动相的流速以及顶

替剂浓度参数的选择。
在顶替色谱中移动相溶剂的极性相对于冲洗色谱要弱，否则样品组分还来

不及被顶替剂顶替就被移动相中的溶剂 冲 洗 而 移 动，这 将 大 大 地 影 响 顶 替 效

果。另外流动相的流速对顶替色谱的顶替效果也有较大的影响，随着流动相流

速的增加，开始时顶替效果也逐渐增加，当流速增加到一定值后，顶替效果达

到一最佳值，随 着 流 动 相 流 速 的 继 续 增 加，顶 替 效 果 却 反 而 下 降，如 图８４
所示。

按照平衡移动原理可知，当增加顶替剂的浓度时，有利于被分离组分的顶

替，当其增大到一定的浓度后，顶替达到平衡，这时再继续增大就不再有更大
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的意义，反而会造成一定的顶替剂浪费，增大制备成本。图８５是顶替效果与

顶替剂浓度的关系示意图。

图８４　顶替效果与流速关系示意图 图８５　顶替效果与顶替剂浓度关系示意图

　　顶替色谱的实际操作为：先将样品溶液进行脉冲进样，然后再用含有顶替

剂的流动相对柱中样品组分进行顶替，并在流出口根据检测器检测信号进行分

部收集。当顶替完成后，再用比流动相极性更大的溶剂系统冲洗色谱柱，让柱

子得到再生，以便色谱柱能重复多次使用。

第二节　径向柱色谱

大型液相色谱设备已经工业化，直径１ｍ 以上的色谱柱和整套附属设备已

经定型。更大型如直径为４ｍ 的色谱柱已用于制糖工业和石油工业。在液相色

谱的制备性分离中，当分离因子 小 于１２，常 需 要 用１０～１５μｍ 直 径 的 填 料，
当分离因子在１２～１５之间，需要用２０～４０μｍ 直径的填料，当分离因子在

１５～２０之间，需要用３５～７０μｍ 直径的填料，当分离因子大于２０，则可用

６０～２００μｍ 直径 的 填 料。在 实 际 的 分 离 过 程 中，我 们 常 可 以 优 化 分 离 系 统，
使被分离组分与杂质的分离因子达到１５以上，在这种情况下，只要采用３５～
７０μｍ 直径填料的色谱柱子就非常容易对该化合物实施有效的分离，并且分离

因子越大，分离量就越多，填料直径也可以进一步加大，分离装置压力也可以

进一步减低，其越易于工业化。
但前面介绍的所有方法几乎都是流动相沿着色谱柱的轴向运动，轴向色谱

往往让待分离组分在柱中的停留时间较长，使得一些生物样品在该环境下容易

失活，再考虑到 制 备 量 大 的 需 求，因 此，又 发 展 了 一 种 新 型 的 制 备 色 谱 技

术———径向柱色谱。
径向柱色谱的色谱柱采用了新的设计，图８６是径向柱的结构示意图。
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图８６　径向柱截面结构示意图

从上图可见，当样品溶液从进样口引入，溶液将分布到圆筒状色谱柱的外

侧，流动相随后经过柱入口泵入后，就会带着样品溶液通过色谱柱的多孔滤膜

进入填料的填充床并开始选择性地分离。流动相的流动方向始终是从圆筒状柱

的外围沿水平方向向柱的中心流动，最后通过内层滤膜，进入位于中心位置的

小通道而流出。
径向柱的外表面很大，因此其能承担的样品量较多；如果增加色谱柱的长

度，可以成线性地增大色谱柱的制备量，而各组分的分辨率及保留时间基本上

没有大的变化；径向柱色谱由于流量很大，其色谱柱的半径较小，因此样品在

柱中的保留时间很短，非常适合于生物活性成分的制备。正由于色谱柱的半径

较小，因此色谱柱的压力降也很小，所以大多数操作可以在低压下操作，这样

对设备的要求就低。该法的不足之处是色谱柱的装填比较麻烦，要求也较高。
图８７是径向柱色谱的装置示意图。

图８７　径向柱色谱装置示意图

径向柱色谱目前主要用于生物活性物质的制备，所用填料主要集中在离子

交换色谱以及亲和色谱两大领域，填料的基质主要是多糖类产品。
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第三节　并联多柱色谱

经典柱色谱已 经 广 泛 用 于 天 然 产 物 化 学、药 物 化 学、食 品 化 学、有 机 合

成、精细化工等领域中难分离物的制备性分离。但随着科技的发展，一些研究

需要一次能制备性分离较大数量的难分离物，甚至考虑是否可以把色谱分离大

型化，使之成为工业生产中的一个过程和单元设备。在经典的制备色谱中，色

谱柱所能承担的样品量是同柱中固定相的量成正比的，为了增大色谱柱的分离

量，研究工作中人们往往靠增加色谱柱直径的方法来增大固定相的用量而达到

增加分离量的目的。但是，随着经典色谱柱直径的增大，分离中所使用的固定

相出于资金和条件的限制，往往不可能使用很小粒度的单分散颗粒固定相，而

是使用较大颗粒的具有一定粒度范围的分离材料，这就使得在色谱柱的填充过

程中，很难避免地出现固定相的分级现象，并且色谱柱的直径越大，分级现象

就越严重，色谱柱就越难填充均匀，所填充的色谱柱柱效就越低。在现代色谱

技术中，开管柱气相色谱和毛细管电泳因为采用了小直径的毛细管柱而产生了

很高的分离柱效，使很多的难分离物质的拆分成为可能，但是它们每次能引入

的样品量很小，使定量分析的准确度往往受到较大的影响。为了克服该方面的

不足，近年来在毛细管气相色谱和毛细管电泳中已经分别出现了毛细束管柱和

阵列毛细管柱，其方法是将多根同样规格和大小的毛细管柱进行并联，其目的

就是在毛细管柱的高柱效下增大分离柱的柱容量。作者的课题组近年来借用现

代色谱中毛细束管和阵列毛细管柱的技术思想，利用直径较小的经典色谱柱柱

效较高且易于填充的特点，将多根经典色谱柱进行并联，增大并联色谱柱的柱

容量，研究了并联多柱色谱。
该研究采用硅 胶 为 固 定 相，样 品 采 用 偶 氮 苯、４甲 氧 基 偶 氮 苯 和 苏 丹Ⅱ

（１∶１∶１）的 混 合 物，溶 剂 采 用 流 动 相 苯∶石 油 醚 （２∶３），样 品 浓 度 配 成

０３ｍｇ／ｍＬ。对于１２ｃｍｉｄ×４０ｃｍ 的柱一次上样２ｍＬ。对于其他柱，根据

其所用硅胶量的增大倍数，上样量增大同样的倍数。在整个研究过程中，流动

相的线速度尽量保持在０７ｃｍ／ｍｉｎ。
取一定量的偶氮苯、４甲氧基偶氮苯和苏丹Ⅱ分别配成０１ｍｇ／ｍＬ 的 溶

液，用水作参比，在分光光度计上分别测得三种物质的最大吸收波长为：偶氮

苯５００ｎｍ，４甲氧基偶氮苯４５０ｎｍ，苏丹Ⅱ５４５ｎｍ。
将分段收集的洗脱液分别在其最大吸收波长处测定其吸光度，以吸光度为

纵坐标，时间为横坐标，作吸光度时间曲线图。根据图中保留时间和半峰宽，
利用理论塔板数计算公式计算柱效。
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实验中采用玻璃色谱柱和有色化合物的混合样品，是因为考虑其有利于实

验的观察和初步实验参数的选定，减少实验中的盲目性。色谱柱按照第三章中

介绍的湿法填充。图８８是三个染料的混合物在单柱 （１２ｃｍｉｄ×４０ｃｍ）上

的色谱分离图。

图８８　染料混合物在单柱 （４０ｃｍ×１２ｃｍｉｄ）上的色谱分离图

ａ—偶氮苯；ｂ—４甲氧基偶氮苯；ｃ— 苏丹Ⅱ

从图８８中可见，三种染料混合物在单柱上皆能达到基线分离，彼此的容

量因子也不是间隔太大，在此条件下，可方便并联多柱色谱的研究。
实验分别将１２ｃｍｉｄ×４０ｃｍ 型号的玻璃柱按照湿法进行填充后，对其

进行并联，分别组成双 柱、三 柱、四 柱、五 柱、六 柱、七 柱。图８９是 并 联

多柱色谱装置的示意图。

图８９　并联多柱色谱的装置图

１—储液罐；２—分布器；３—色谱柱
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实验按照前面的叙述上样后，用流动相进行冲洗。随着冲洗的进行，可以

明显地观察到混合染料在柱中的分别移动情况。按一定的时间间隔分别收集被

分开的三个染料成分，测定它们的吸光度，绘制吸光度时间曲线。根据所得

曲线，计算色谱柱的柱效。研究中每根不同的柱皆分别平行实验了３次，并将

３次实验结果数值进行平均计算处理。现将所得实验结果的平均值列于表８１。

表８１　并联多柱色谱柱效

柱 单柱 双柱 三柱 四柱 五柱 六柱 七柱

样品 １　２　３ １　２　３ １　２　３ １　２　３ １　２　３ １　２　３ １　２　３
容量因子ｋ０４１３４００４１４３９０４１４４００４１４３９０４１５４００４１４４００４１３３９
柱效 Ｎ ３１２２４１３９４２９８２９３３５９２７５２３９３４８２７８１９１３５９２３４２１４３４６２４６２１６３０２２３９１６３３２４

　　注：样品分别为１ 偶氮苯；２４甲氧基偶氮苯；３ 苏丹Ⅱ

从表８１中数据可以看出：随着柱数的增多，塔板数逐渐降低，柱效也有

一定的下降趋势。但这种减少非 常 有 限，这 种 差 异 往 往 小 于 不 同 的 研 究 者 之

间、或在不同的条件下装柱所带来的柱效差异。
上述的研究表明：将经典色谱柱进行并联增加色谱柱的柱容量是行之有效

的。尽管我们研究中的色谱柱的装填是研究者用手工湿法装填的，不同时间和

不同批次的装填不可避免地有一定程度的误差，研究中也没对实验温度进行控

制，与现代色谱的研究相比所得实验数据也算不上严密，但是对于经典柱色谱

来讲，它更接近我们研究者的实际，在绝大多数的情况下，研究者就是在此条

件下进行 经 典 柱 色 谱 的 应 用，它 对 经 典 柱 色 谱 的 并 联 应 用 具 有 一 定 的 指 导

意义。

第四节　制备气相色谱

现代色谱技术目前主要有气相色谱、高效液相色谱、高效毛细管电泳、超

临界色谱和高速逆流色谱等，并且各具特色。
气相色谱有多种类型，最主要的有填充柱气相色谱和毛细管气相色谱。气

相色谱也可用于制备，其目的在于分离制备一种或多种纯组分，用于进一步的

定性鉴定、化学合成或高纯标准物的生产。用于这种目的的气相色谱叫制备气

相色谱，在绝大多数情况下，它是属于填充柱气相色谱的类型。

　　一、原理

气相色谱是利用气体作为流动相，其最基本的流程图可表示于图８１０。
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图８１０　制备气相色谱流程示意图

气相色谱仪大体上可分为三个部分：①气流系统，主要是控制载气和检测

器用的助燃气与燃料气等用的阀件、测量用的流量计、压力表以及净化用的干

燥管、脱氧管等。②分离系统，包括分离用的色谱柱、进样器以及色谱柱恒温

炉和有关电器控制系统。③检测、记录、收集和数据处理系统，包括检测器、
记录仪、积分仪、收集器、微处理机及有关电气部分。

气相色谱的速率理论方程式为

Ｈ＝２λｄｐ＋
２γＤ
ｕ ＋８

π２·
ｋ

（１＋ｋ）２
·ｄ２

ｆ

Ｄｌ
ｕ＋００１ｋ２

（１＋ｋ）２
·ｄ２

ｐ

Ｄｕ

但在制备气相色谱中，由于所用色谱柱的半径较大，在其速率方程中又增

加了制备项：
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上面两等式右边第一项称 “涡流”扩散项，λ为涡流扩散因子，ｄｐ 是色谱

载体的颗粒直径。“涡流”扩散项是由于样品分子在载气流中与填充的颗粒不

断碰撞，不断改变其流向，是紊乱的样品产生的宽度扩张。颗粒直径越小，填

充越均匀，“涡流”扩散项的影响越小。等式右边第二项称分子扩散项，γ为

曲折因子，γ值一般都小于１。Ｄｇ 为气相分子扩散系数。分子扩散项是组分在

柱的填充空隙因浓差引起的宽度扩张，Ｄ 值越小，载气线速越大，则分子扩散

项就越小。ｕ是载气线速度。等式右边第三项称液相传质项，ｄｆ 是液膜厚度，Ｄｌ

是液相的扩散系数。这是由于样品分子在两相间进行分配、交换、平衡时，样

品分子进入液相，并从液相返回气液界面。这个过程不是瞬间完成的，是需要

一定时间，这就是传质速率的有限性。既然在两相分配交换中，在液相要消耗

一定的时间，这就使随机地进入液相和随机地留在气相的样品分子间的距离拉
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宽，造成谱带变宽。固定液的液膜 越 厚，液 膜 越 不 均 匀，液 相 扩 散 系 数 越 小，
则液相传质相的影响越大。等式右边第四项是气相传质项的影响，它表示气液

或气固两相进行质量交换时所受的传质阻力。上面第二等式的最后一项是由于

色谱柱直径增大所引起的柱效降低，Ｃ是制备项系数，ｒ是色谱柱半径。
在制备色谱过程中两组分分离好坏仍然要用分离度Ｒ 来表示：

Ｒ＝
２（ｔＲ，２－ｔＲ，１）
Ｗｂ，２＋Ｗｂ，１

分离度仍可表示为

Ｒ＝槡Ｎ
４

·α－１
α

· ｋ
１＋ｋ

其中，α＝Ｋ２／Ｋ１＝ｋ２／ｋ１＝ｔ′Ｒ２
／ｔ′Ｒ１

，等式右边 （α－１）／α称为热力学因素，Ｎ
称动力学因素，第三项ｋ／（１＋ｋ）称容量因素。

要达到一定的分离，即一定的Ｒ 值时所需的必须柱长为

Ｌ必须 ＝Ｎ必须Ｈ＝１６ α
α（ ）－１

２
·Ｒ２· １＋ｋ（ ）ｋ

２
Ｈ

因此，制备色谱法 的 关 键 问 题，仍 然 是 固 定 相 的 选 用 和 色 谱 柱 的 效 率 问

题。另外还要把分析速度、分离效能和样品容量协调起来全面考虑。

　　二、气固色谱

在填充柱色谱中，又分为气固色谱和气液色谱两大类。对于气固色谱可用

的固定 相 主 要 有 以 下 几 类：① 碳 类 物 质， 主 要 包 括 活 性 炭； 碳 分 子 筛

（ＴＤＸ）；石墨化炭黑。②分子筛有泡沸石。③苯乙烯二乙烯苯共聚物，国内

叫 ＧＤＸ，相当于国外的Ｃｈｒｏｍｏｓｏｒｂ系列和Ｐｏｒａｐａｋ系列。高分子多孔小球的

样品容量颇大，在２５０℃以下稳定性好，能较好地满足制备色谱的要求，只是

价格较贵。

　　三、气液色谱

（一）载体

气液色谱的固定相一般是将固定液涂渍在载体表面而成。关于色谱分离中

所用的载体９５％是硅藻土载体。硅藻土是由无定型的二氧化硅及少量无机盐

组成的单细胞海藻骨架构成的。红色硅藻土载体是将天然硅藻土在黏合剂等作

用下于９００℃左右煅烧而成，国产６２０１载体及国外的 ＣｈｒｏｍｏｓｏｒｂＰ属于这一

类。白色硅藻土载体是将天然硅藻土经工业盐酸处理后，在干燥条件下加入一

些助熔剂 Ｎａ２ＣＯ３，成型 后 在 大 于９００℃煅 烧 而 成，国 产１０１白 色 载 体、４０５
载体和国外 Ｃｅｌｉｔｅ及ＣｈｒｏｍｏｓｏｒｂＷ 载体属于这一类。红色载体基本保持原有
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的细孔结构，表面孔穴密集，孔径较小，结构紧密，机械强度好，而且表面积

较大，能够负荷较多的固定液，柱效较高。但缺点是有活性吸附中心，不适用

高温分离。白色载体由于助熔剂的作用，破坏了硅藻土中大部分细孔结构，再

由硅酸钠玻璃体把它们黏结为较大的疏松颗粒，孔径大、表面积小、机械强度

较差，但其表面吸附作用和催化作用较小，能用于高温分析，经适当处理后，
可分析强极性组分。通常红色载体的表面积比白色载体大４倍，密度大一倍，
如果固定液含量都是１０％ （质量），则红色载体的固定液用量要大一倍，组分

的保留时间也大一倍左右。除硅藻土载体外，主要还有聚四氟乙烯载体，国外

有 Ｔｅｆｌｏｎ、ＣｈｒｏｍｏｓｏｒｂＴ；苯乙烯二乙烯苯共聚物；玻璃微球等。
载体表面由于有硅醇基、酸性活性点，在分离中往往需要对载体表面进行

处理。①通过酸洗或碱洗是去除无机杂质调整表面ｐＨ 值的重要方法之一，但

产生一定的副作用。②硅烷化是去除硅醇基的最有效方法，常用的硅烷化试剂

有：三甲基氯硅烷 （ＴＭＣＳ）、二甲基二氯硅烷 （ＤＭＣＳ）和 六 甲 基 二 硅 氨 烷

（ＨＭＤＳ）。③釉化法，主 要 是 改 善 载 体 的 表 面 吸 附 和 微 孔 结 构。④加 入 减 尾

剂是饱和表面吸附中心，减少极性组分的拖尾。对于处理后载体的评价是用裸

载体对丙酮、苯的保留值进行测定，或在载体上涂上非极性固定液，看分析极

性物质所得峰形的对称性。
选择载体的原则大体是：
（１）当固定液含量大于５％，可选用硅藻土型白色或红色载体。
（２）当 固 定 液 含 量 小 于 ５％，应 选 用 处 理 过 的 载 体，如 仍 拖 尾 可 加 减

尾剂。
（３）对于高沸点组分，可选用玻璃微球载体。
（４）对于强腐蚀性的组分，可选用氟载体。
制备色谱对载体 的 性 能 要 求 不 高，主 要 考 虑 的 是 其 成 本、消 耗 和 粒 度 范

围。制备色谱常用３０～６０目的载体。大量数据表明，对于制备色谱，当进样

量小时，细粒度柱效高，但随进样量增高不同筛目的载体柱效却差不多是相等

的。不过粒度范围却对柱效有影响，特别是短而粗的柱子，在填充时粒度范围

宽的载体易产生分凝效应，大粒 度 的 易 集 中 于 管 壁 附 近，小 粒 度 集 中 于 管 中

心，造成粒度梯度使柱效降低。
（二）固定液

气相色谱固定液现有 近 千 种，１９５９年 罗 胥 耐 德 （Ｒｏｈｒｓｃｈｎｅｉｄｅｒ）曾 应 用

相对极性将固定液分成强极性、极性、中等极性、弱极性及非极性５级。为了

更全面地衡量不同固定相的相对极性，１９６６年罗胥耐德选用了５种代表不同

作用力的物质，即苯 （电子给予体）、乙醇 （质子给予体）、甲乙酮 （偶极定向

力）、硝基甲烷 （电子接受体）、吡啶 （质子接受体），以角鲨烷固定相为基准
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来表征不同固定液的相对极性。１９７０年麦克里诺德 （Ｍｃｒｅｙｎｏｌｄｓ）在 罗 氏 常

数的基础上，在２５种固定液上测定了６８种化合物的保留指数，经过对数据的

回归分析，选出５种标准物质 （苯、１丁醇、２戊酮、１硝基丙烷、吡啶）和

５种副标准物质 （２甲基２戊醇、１碘丁烷、２辛炔、１，４二氧六环、顺八氢

化茚）来 表 征 固 定 液 的 相 对 极 性。麦 氏 常 数 也 以 角 鲨 烷 固 定 液 为 基 准，在

１２０℃测定了２２６种固定液与角鲨烷固定液之间的保留指数差值，实际工作中

通常选用麦氏的前５个相常数，其计算方法如下：

ｘ′＝Ｉｐ，苯 －Ｉｓ，苯 ，ｙ′＝Ｉｐ，１丁醇 －Ｉｓ，１丁醇 ，ｚ′＝Ｉｐ，２戊酮 －Ｉｓ，２戊酮 ，

ｕ′＝Ｉｐ，１硝基丙烷 －Ｉｓ，１硝基丙烷 ，ｖ′＝Ｉｐ，吡啶 －Ｉｓ，吡啶

式中ｘ′、ｙ′、ｚ′、ｕ′、ｖ′为麦氏的相常数，下标ｐ为待测固定液，ｓ为角鲨烷

固定液。保留指数的计算公式为

Ｉ＝１００ｚ＋１００
ｌｇｔ′Ｒ，ｉ－ｌｇｔ′Ｒ，ｚ

ｌｇｔ′Ｒ，ｚ＋１－ｌｇｔ′Ｒ，ｚ

式中，ｚ为正构烷烃的碳原子数，ｔ′Ｒ，ｚ为碳原子为ｚ的正构烷烃的调整保留时

间，ｔ′Ｒ，ｚ＋１为碳原子为ｚ＋１的正构烷烃的调整保留时间，组分ｉ的调整保留

时间必须在碳原子数为ｚ 和ｚ＋１的两正构烷烃的调整保留时间之间。
按化学结构可将固定相分为８类。
（１）烃类 　 包 括 烷 烃、芳 烃 及 其 聚 合 物，如 角 鲨 烷、烷 基 苯、聚 苯 乙

烯等。
（２）聚硅氧烷类　包括聚甲基硅氧烷、聚甲基苯基硅氧烷、聚氰烷基硅氧

烷、聚卤烷 基 硅 氧 烷 等。常 用 的 有：ＳＥ 系 列、ＯＶ 系 列、ＤＣ 系 列、ＸＥ 系

列等。
（３）醇类和醚类　包括一元醇、多元醇及其聚合物、糖类及其衍生物等，

如正十八烷、聚乙二醇等。
（４）酯类　包括有机酸酯和无机酸酯以及它们的聚酯，如邻苯二甲酸二辛

酯等。
（５）胺类　包括胺、酰胺及其聚合物。
（６）腈类　包括腈和腈醚等。如氧二丙腈。
（７）金属化合物　包括有机盐、无机盐和金属络合物等。
（８）其他种类。
从理论上讲，组分在两相间的平衡都可以表示为它在两相间的化学势的等

式，若溶质在液相是稀溶液，则其可用拉乌尔定律 （ＲａｏｕｌｔＬａｗ）描述。色谱

柱对不同组分的选择性体现在它对不同组分的保留值是否有差别。由于理论上

至今还不能满意地解释某些热力学参数和分子结构参数间的一些关系，因此固
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定液的选择还要借助一些经验和实验的方法。现在较常用的基本规律和实践经

验有：①利用相似相溶规律；②利用麦氏常数表；③利用优选固定液；④利用

特殊选择性固定液；⑤利用混合固定液。
制备色谱对固定相的要求和选择原则与分析色谱是一样的，但要强调的是

热稳定性一定要好、而且经济易于取得。制备色谱一般可在低于固定相的温度

上限约１５℃下进行。虽然气相色谱所用的固定液很多，但其价格贵，所以只

有少数固定液适于制备分离。最常见的非极性固定液是ＳＥ３０甲基硅橡胶 （温

度上限３００℃），按沸点顺序分离。极 性 固 定 液 如 ＰＥＧ２０Ｍ，分 离 极 性 物 质。
中等极性的酯类固定液，如磷酸三丁酯、聚乙二醇酯等。

在此作者要特别指出，利用特殊选择性混合固定相的协同效应去提高待分

离物的分离因子非常适宜于一些难分离物质对的制备性分离。从２０世纪５０年

代初气相色谱诞生到１９９６年之间，色谱工作者一致认为气相色谱混合固定相

具有加和效应。北京理工大学傅若农教授课题组在国内外首次提出并实施把超

分子化学的概念用于气相色谱分析，在国际上首次发现了气相色谱混合固定相

的协同效应现象，并在国际学术界首次提出了气相色谱 “协同效应”概念。他

将具有特殊选择性的单一固定相配合成各种混合固定相进行气相色谱分离的研

究，找到了许多可以产生协同效应的混合固定相。该课题组在填充柱气相色谱

中研究的混合固定相体系主要有：①全戊基β环糊精与 ＡｇＮＯ３ 混合固定相；

②全戊基β环糊精与 ＴｌＮＯ３ 混合固定相；③ＡｇＮＯ３ 与有机皂土３４混合固定

相；④全戊基β环糊精与ＢＰＢＨｐＢ液晶混合固定相；⑤全戊基β环糊精与邻

苯二甲酸二丁酯混合固定相。在石英毛细管柱中研究的混合固定相体系 （采用

静态法制柱）主要有：①冠醚与液晶混合固定相的协同效应研究；②全戊基

β环糊精与ＰＥＧ２０Ｍ 混合固定相的协同效应研究；③全戊基β环糊精与液晶

混合固定相的协同效应研究；④冠醚与全戊基β环 糊 精 混 合 固 定 相 的 协 同 效

应研究；⑤全戊基β环糊精与杯环芳烃混 合 固 定 相 的 协 同 效 应 研 究；⑥冠 醚

与杯环芳烃混合固定相的协同效应研究；⑦液晶与杯环芳烃混合固定相的协同

效应研究；⑧杯芳烃与环糊精混合固定相的协同效应研究；⑨环糊精与边链冠

醚聚硅氧烷混合固定相的协同效应研究；⑩环糊精与边链液晶聚硅氧烷混合固

定相的协同效应研究。该项目还进行了混合固定相配比、固定相的混合方式、
柱温以及流速对协同效应的影响研究，找出了特殊混合固定相产生协同现象的

一般规律，并利用超分子化学对协同效应现象进行了初步解释。解决了一些用

其他方法较难解决的实际问题，将气相色谱混合固定相的研究推到了一个新的

高度，促进了气相色谱的进一步发展。
关于制备柱固定 液 的 含 量 问 题，一 般 是 固 定 液 含 量 越 高，则 制 备 容 量 越

大，但同时保留时间也长，而且每一种载体有其最高允许固定液涂量，所以为



第八章　其他制备色谱方法

１７３　　 　

了兼顾容量和分析时间，一般对于红色载体，固定液含量在１５％～２０％，白

色载体为１０％～１５％。
固定液的涂渍和色谱柱的填充是重要的色谱操作技术。最常规的固定液的

涂渍法是：以２０％ＳＥ３０固定相的涂渍为例，在旋转蒸发器的圆底烧瓶内装入

１０ｇ３０～６０目的６２０１载体，在天平上称取２ｇＳＥ３０，将其溶解于一定量的二氯

甲烷中，将此溶液倒入烧瓶内，旋转蒸发掉二氯甲烷即成。色谱柱的填充通常

多用泵抽填充法，即用色谱柱的尾端 （即接检测器的一端）塞上玻璃棉接真空

泵，另一端接一漏斗，在抽吸下加入固定相，然后轻轻敲打色谱柱至固定相不

再进入为止，塞上玻璃棉。整个过程要求填充得均匀紧密。色谱柱的老化是在

低的载气流速下在高于柱温５～１０℃老化４～８ｈ，老化时柱子要和检测器断开。

　　四、操作

制备色谱一般采用价廉气体，如氮气作载气，由于制备色谱进样量大，汽

化室必须要有足够大的热容量以使样品汽化。为了减少体内热负荷，载气进入

汽化室前先经过足够长的蛇行管预热，再 经 过 一 单 向 阀 或 叫 止 逆 阀 进 入 汽 化

室。进样的方法主要有闪蒸汽法和柱上进样法。关于进样时间一般认为其少于

或等于色谱峰宽的１／３时，进样时间对峰宽没有明显的影响。进样量与三个因

素有关，即色谱柱的分离能力、选择性和组分分离时间。制备色谱为了制取纯

物质，常常在超负荷下工作，而不管峰型前伸后拖。
制备色谱的检测系统最常用的是氢焰离子化器。因制备柱进样量大，故柱

后必须接一分流器使大部分样品去收集系统收集，极少部分进入检测器进行检

测指示。而对于收集系统主要包括分离后各组分的切割和收集，前者通过转动

阀来实现，后者用冷阱来收集。
综合考虑制备气相色谱中的各种因素，对于一个具体的实验条件的选择应

该考虑如下几方面：
（１）载气的选择　一般选择氮气。
（２）汽化室温度　对一般分析色谱，汽化温度比柱温高１０～５０℃左右即

可。但制备色谱汽化温度应保持在沸点左右。
（３）进样量　色谱柱内径越粗、柱子越长、固定液含量越高、同时样品组

分的ｋ越大，则允许进样量越多。
（４）色谱柱　一般选择不锈钢或玻璃柱。根据被分离物的难易考虑选择柱

径和柱长。
（５）载体　一般选择硅藻土载体，特别是红色载体。还要选择载体的粒度

和范围大小。
（６）固定液　一般根据相似性原则选择。另外还要考虑固定液与载体的配



制备色谱技术及应用

　　 １７４　　

比。对于难分离物质对，可以考虑应用特殊选择性混合固定相的协同效应。
（７）柱温　选择柱温是根据混合物的沸点范围、柱效、固定液的配比和检

测器的灵敏度。
（８）检测器　主要考虑灵敏度进行选取。
到目前为止，制备气相色谱除了用于一般挥发性物质的分离，还被用于外

消旋体的拆分。环糊精类手性固定相对于个别手性物质的拆分有分离因子α高

达８的报道。
读者欲掌握系统的气相色谱理论和知识，请参阅本丛书的 《气相色谱方法

及应用》分册。

第五节　电 泳 技 术

１９３７年 Ｋｏｎｉｇ用滤纸进行了第一次电泳。电泳是带电粒子在电场中向其

与自身带相反电荷的电极移动的过程，由于混合物中各组分所带电荷的正负、
电荷数的多少以及粒子质量的不同，在相同的电场作用下，各自移动的方向和

速度不同，因此在一定 的 时 间 内 各 自 移 动 的 距 离 也 不 同。电 泳 具 有 快 速、准

确、易重复、可洗脱的特点，除 可 以 用 于 分 离 鉴 定 外，也 常 用 于 少 量 样 品 的

制备。

　　一、纸电泳

以纸作为带电质点溶液的支持物来进行电泳，称为纸电泳。

１ 装置

调压稳定整流器一台，０～８００Ｖ，０～５０ｍＡ；电泳槽常为有机玻璃或者玻

璃槽。

２ 缓冲液的选择

缓冲液在电解过程中 用 于 控 制 电 泳 速 度 的 恒 定，其 最 适 合 的 离 子 强 度 在

００２～０２之间，较常用的是巴比妥、磷酸盐、硼酸和乙酸缓冲溶液。

３ 点样

样品原点应在滤纸中央，点样形状有原点、带状两种。其方法和操作类似

于第二章中的薄层点样法。

４ 电泳

注意控制电压、电流及电泳时间。电压的升高不能太快，如果只有电压而

无电流通过，可能是电极或滤纸条与缓冲液接触不良。如果电压、电流均无，
说明电流没有接通。一般使用的电场强度为１０Ｖ／ｃｍ，电泳２ｈ。其像薄层色谱
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一样，合适的操作条件最终只能用实验确定。图８１１是纸电泳示意图。

图８１１　纸电泳示意图

５ 显色

电泳完毕，将滤纸烘干或吹干后，即可剪下边上一小条显色，确定区带位

置，剪下相应部位，用溶液洗脱。显色方法可用紫外灯、碘蒸气以及特效显色

反应等。

　　二、琼脂平板电泳

以琼脂板作为电泳支持物的凝胶电泳。因为琼脂含液体量高达９８％，所

以其近似于自由电泳。

１ 电泳装置

０～１０００Ｖ的调压稳压整流器，有机玻璃电泳槽，其与纸电泳电解槽相同。

２ 琼脂的处理

将市售琼脂切成小段，用蒸馏水浸洗两天，倾去上清液，加水煮沸使最后

浓度为３％左右。待全部溶解后，趁热离心除去杂质及颗粒状物，再溶解后倒

入搪瓷盘中凝固，控制厚度为３～５ｍｍ，切成小块，移入大烧杯中再用蒸馏水

浸洗２～３ｄ，每天换水２～３次。洗好的琼脂块放入密闭容器中，加含有少量

抗菌剂 （如００１％柳硫汞）的水浸泡，将其置于冰箱中可以保存２周以上。

３ 缓冲液的配制

常用缓 冲 液 有 硼 砂 盐 缓 冲 液 与 巴 比 妥 缓 冲 液，但 硼 酸 盐 缓 冲 液 更 佳

（ｐＨ８６，离子强度００５），因为不易 长 菌，价 格 便 宜。琼 脂 电 泳 适 宜 的 缓 冲

液ｐＨ 值范围为６～９，离子强度为００２～００５。为减少电泳后两边缓冲液槽

内ｐＨ 值、离子强度的改变，可采用每次电泳时调换正负极方向的方法。

４ 制板

取一定 量 的 琼 脂 块，首 先 在 水 浴 上 热 溶，然 后 趁 热 加 入 等 体 积 预 热 至

６０℃左右的缓冲液。继续加热至表面无气泡，此时琼脂的浓度为１５％左右，
在此浓度下形成的凝胶板质量较好。利用涂铺薄层板的方法将琼脂均匀地分布
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在水平的洁净的玻璃片上，待冷后凝固即得到实验需要的缓冲液琼脂板。操作

中应注意缓冲液的离子强度应比实验时槽内缓冲液离子强度高一倍，这样与等

体积的琼脂混合后，制成的缓冲液琼脂与槽内缓冲液离子强度相同。缓冲液的

离子强度与电泳时的离子强度要尽量一 致，过 高 或 者 过 低 都 会 导 致 琼 脂 板 的

下陷。

５ 点样

对未知样品点样通常都点在琼脂板的中央，然后根据电泳结果进行调整，
样品浓度以４％～５％为宜。上样可以是圆点或者带状，方法分别是挖空法和

滤纸法。挖孔法是将样品注入预先挖好的小孔内；而滤纸法是将样品点于滤纸

上，然后将滤纸夹入预先在琼脂板中央垂直于电场方向用窄刀片划入的一段裂

缝内。样品溶液离子强度也应尽量与电解质的离子强度一致，以免发生琼脂面

高低不平现象。样品ｐＨ 值也不应过高或过低，否则影响电泳速度。

６ 电泳

加样完毕，将琼脂板置于电解槽中，用几层厚滤纸让琼脂板两端与电解质

溶液保持接触，然后开始电泳，一般控制电位降为６Ｖ／ｃｍ 左右，温度在４～
２０℃范围。在实际操作中，电场强度的实际数值与计算结果往往相差较大，最

好用伏特计直接测两端电压。

７ 区带检出

电泳完 毕，将 琼 脂 板 浸 入 以７０％酒 精 配 置 的２％乙 酸 固 定 溶 液 中１５～
２０ｍｉｎ进行固定，以 增 强 检 出 区 带 的 不 溶 性，使 之 方 便 检 测，固 定 后 的 电 泳

板，必须用蒸馏水漂洗数次，除去酸性固定液及盐类。然后将琼脂板在４０℃
左右烘干或吹干，则琼脂成一膜附在玻片上。最后再使用特效显色手段，使电

泳区带被检出，收集待分离组分。

　　三、聚丙烯酰胺凝胶电泳

聚丙烯酰胺凝胶电泳技术是以 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 作 为 支 持 体 的 凝 胶 电 泳 技

术，主要有圆盘电泳和薄片电泳两种形式。其非常适用于蛋白质、多肽和酶的

提取、分离及鉴定。这里只介绍圆盘电泳。

１ 装置

电泳槽一般用的为篮式电泳槽，上槽可以上下移动，能适用不同长度的胶

柱。直流稳压电 源 一 般 采 用０～６００Ｖ，５０ｍＡ。一 般 配 置 一 些 内 径５ｍｍ、长

１０ｃｍ 的玻璃管供制胶柱用。图８１２是圆盘电泳装置示意图。

２ 原理

电泳在不连续系统 （凝胶孔径不同，缓冲液离子成分不连续，电位梯度不

连续）中进行，使样品浓缩成一个较狭窄的起始区带，再通过电泳过程，从上
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图８１２　圆盘电泳装置示意图

到下产生三个物理效应：浓缩效应、电荷效应、分子筛效应，使分辨率提高。
其不连续过程，主要通过制胶浓度、配制不同离子的缓冲液，以及电泳过程自

动形成的电位梯度的不连续性实现的。
凝胶在玻璃管内聚合后，与上、下两电极槽的缓冲液相连，电泳方向自上

而下。在通电之前，有三种胶接在一起的胶柱，至上而下顺序为：样品胶、浓

缩胶、分离胶。样品胶，包括有样品在内的大孔胶，其主要作用是固定样品，
防止与上槽缓冲液对流。浓缩胶 （间隔胶），也是大孔胶，其主要作用是当电

泳开始后，从样品胶走下来的样品，在此层胶内，按其迁移率递减的顺序，逐

次在分离胶的界面上形成区带。分离胶 （小孔胶），适当孔径的胶，样品在此

胶层内进行电泳，并进 行 分 子 筛 分 离。样 品 本 来 在 大 孔 胶 中 受 阻 力 小，速 度

快，下行到小孔胶受到阻力大，速度减低。因此，在大孔胶和小孔胶界面上压

成狭窄的区带。配制三种胶缓冲液均含有电泳时迁移率最大的离子，如 Ｋ－、

Ｃｌ－，称为先行离子；而在上、下二电极槽内的缓冲液中则含有符号相同，但

有效迁移率小的离子，称 为 尾 随 离 子。一 般 尾 随 离 子 为 氨 基 酸，或 弱 酸、弱

碱。再选择适当ｐＨ 值使样品有效迁移率介于二者之间。这样，在电泳时，先

行离子走在前面，尾随离子走在后面，样品分子则夹在中间。在电泳开始后，
先行离子自样品胶的最上端开始下降，来自电泳槽的尾随离子接着进入胶内。
在先行离子离开之后，电导度降低，电位梯度变大，使尾随离子被迫加速而赶

上先行离子，样品则被两种离子所夹，浓缩成薄层。移动界面进入分离胶时，
因ｐＨ 值与上面的浓缩胶不同，尾随离子成分的解离度发生了变化，迁移率大

于样品的每个成分，结果便越过样品成分，与先行离子一起移动，并使样品处
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于均一的电位梯度和ｐＨ 值的区域中电泳移动。各种组分在分离胶内按分子大

小和电荷差别而分离，其分离程度由凝胶所含的丙烯酰胺浓度所决定。有关具

体的各种凝胶溶液配方可参考其他文献。

３ 缓冲溶液

常采用ｐＨ８９左右 （适用于酸性和中性成分），ｐＨ７５左右 （适用于酸性

或中性蛋白质、酶）和ｐＨ４３左右 （适用于碱性或中性蛋白质）三类。

４ 制备凝胶柱

从冰箱中取出储备液，将洁净干燥的玻璃管垂直插入圆盘电泳装置中。先

配制分离胶：按分离胶的配方取储备液和过硫酸铵溶液混合并脱气处理。然后

吸取此溶液于玻璃管中，每支玻璃管加５～６ｃｍ 高，然后轻轻加入２～３ｍｍ 厚

的水层，聚合３０～６０ｍｉｎ后，除 去 上 面 的 水 层。再 配 制 浓 缩 胶；按 配 方 加 入

浓缩胶混合液于上述玻璃管中约０５～１ｃｍ 高度，上面再徐徐加入一薄层水，
待聚合３０ｍｉｎ后即可。

５ 加样

将样品溶解在大孔胶溶液中后，加入上述已装好二层凝胶的玻璃管中，上

面再复一薄层水，待聚合０５ｈ后即可电泳。如果样品溶液太稀，加样体积太

大时，样品胶的体积，玻璃管的长度均应增加，浓缩胶也要相应地加长。

６ 电泳

上样结束后即可在上下电解槽中加入缓冲溶液开始电泳。实验刚开始时，
电流应不超过２ｍＡ／管，待 样 品 进 入 浓 缩 胶 后，电 流 可 控 制２～４ｍＡ／管。如

果电流超过５ｍＡ／管，电泳过程会产生欧姆热，在室温条件下，样品区域温度

为３５～４０℃，温度过高可导致电泳区带弯曲，分离失败。当指标染料已下行

至管长的３／４时，即停止电泳。

７ 检测

将凝胶柱从玻璃管中取出后，可根据凝胶和样品的性质，对分离情况进行

检测，然后将待收集物与其他杂质分离开来。

　　四、凝胶聚焦电泳

该方法是在制备聚丙烯酰胺凝胶柱时，在胶的混合液中加入载体两性电解

质。含有载体两性电解质的凝胶柱，当通以直流电时，载体两性电解质即形成

一个从阳极到阴极连续增加的ｐＨ 梯度。如果把蛋白质加入此体系中电泳时，
不同的蛋白质即移动并聚焦于相当其等电点的位置，它是按等电点的不同来分

离蛋白质。
凝胶聚焦电泳操作可分为配制各种实验溶液、制备电泳的胶体分离柱、上

样、电泳、求等电点、样品的收集和测定等步骤。
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如果读者欲掌握系统 的 现 代 毛 细 管 电 泳 的 理 论 和 知 识，请 阅 读 本 丛 书 的

《毛细管电泳技术及应用》分册。
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第九章　生物代谢产物的提取

生物科学与生物技术 的 发 展 非 常 迅 速，已 从 整 体 水 平 进 入 细 胞 和 分 子 水

平。自１９４４年青霉素发酵成功以来，相继出现了基因工程、酶工程、细胞工

程、微生物发酵、动植物细胞培养技术等前所未有的新技术。生物代谢产物的

纯化是制备色谱技术的主要用武之地之一，其与生物代谢产物的提取技术是上

下游的关系。
生命过程中的初生代谢指在植物、昆虫或微生物体内的生物细胞通过光合

作用，碳水化合物代谢和柠檬酸代谢，生成生物体生存繁殖所必需的化合物，
如糖类、氨基酸、脂肪酸、蛋白质、酯类、核糖核酸和脱氧核糖核酸、乙酰辅

酶 Ａ 等的代谢过程，这些化合物称为初生代谢产物。酶是催化剂，核酸是遗

传信息的携带者。核酸在生物体内决定着蛋白质的合成，而蛋白质又影响着核

酸的活动。蛋白质、酶和核酸是生命现象基本体现者。蛋白质、酶和核酸已成

为现在科学研究和探索的焦点之一。
次生代谢是从某些初生代谢产物作为起始原料，通过一系列特殊生物化学

反应，生成表面看来似乎对生物本身无用的化合物，如萜类、甾类、生物碱、
多酚类等，这些次生代谢产物就是人们熟知的天然产物。次生代谢及其产物对

于不同族、种的生物来说，常具有不同的特征，而且，次生代谢产物的体内分

布具有局限性，不像初生代谢产物那样分布广泛。次生代谢产物是初生代谢产

物的继续，两者又是相互联系的。
各种初生或者次生代谢物质的提取分离原理主要有两个方面：第一，利用

混合物中几个组分分配率的差别，把它们分配到可用机械方法分离的两个或几

个物相中，如盐析、有机溶剂抽提、层析和结晶等。第二，将混合物置于单一

物相中，通过物理力场的作用使各组分分配于不同区域而达到分离目的，如电

泳、超离心、超滤等。整个实验过程各种方法的优劣，选择的条件其效果的好

坏，均需通过分析鉴定来判别。

第一节　生物大分子的提取

生物大分子一般指蛋白质、酶及核酸。生物大分子的提取分离过程一般可
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分为五个 阶 段：第 一，材 料 的 选 择 和 预 处 理；第 二，细 胞 的 破 碎；第 三，提

取；第四，纯化 （包括盐析、有机溶剂沉淀、有机溶剂抽提、吸附、层析、超

离心、结晶等）；第五，浓缩、干燥和保存。

　　一、材料选择及预处理

动物、植物及微生物都是制备生物大分子的材料。选材时，还应注意植物

的季节性、微生物的生长期和动物的生理状态之间的差异。对于各种生物体和

同一生物体不同组织细胞的蛋白质、酶和核酸含量的分布情况，前人做了许多

工作，可以借鉴和参考。
材料选定以后，通常要进行预处理。动物组织先要剔除结缔组织、脂肪组

织等非活性部位；植物 种 子 先 行 去 壳、除 脂；微 生 物 需 将 菌 体 和 发 酵 液 分 离

开。所得材料则应冷冻保存。制备一些易在体内被分解的活性生物大分子，一

般宜用新鲜材料。

　　二、细胞的破碎

除了提取体液、细菌胞外某些多肽激素、蛋白质、酶不需要破碎细胞外，
其余的都需要事先将细胞和组织破碎。如动物胰脏、肝脏、脑组织一般比较柔

软，用普通匀浆器磨研即可，肌肉及心脏组织较韧，需预先绞碎再作成匀浆。
植物肉质组织可用一般研磨方法，含纤维较多组织则必须在高速捣碎器内破碎

或加砂研磨。许多微生物均具有坚韧的细胞壁，常用自溶、冷热交替、加砂研

磨、超声波和加压处理等方法。生物大分子制备中组织细胞破碎的主要方法有：

１ 机械法

通过机械切力的 作 用 使 细 胞 破 碎 的 方 法，常 用 的 器 械 有：高 速 组 织 捣 碎

机、玻璃匀浆器、研钵和研磨。

２ 物理法

主要通过各种物理因素的作用使组织细胞破碎的方法。应用于生物大分子

制备的有：反复冻融法、冷热交替法、超声波处理法、加压破碎法。

３ 化学及生物化学法

这类方法主要包括自溶法：将待破碎的新鲜生物材料存放在一定的ｐＨ 值

和适当的温度下，利用组织细胞中自身的酶系将细胞破坏，使细胞内含物释放

出来的方法，称为自溶法。溶菌酶处理法：溶菌酶可用蛋清或微生物发酵方法

制得，具有专一地破坏细菌细胞壁的功能。溶菌酶的作用专一性强，适用于多

种微生物，人们较喜欢使用。除溶菌酶外，蜗牛酶、纤维素酶也常被选为破坏

细菌及植物细胞之用。表面活性剂处理法：较常用的有十二烷基磺酸钠、氯化

十二烷基吡啶、去氧胆酸钠等。
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除上述方法外，应用较 多 的 还 有 真 空 干 燥 和 用 丙 酮 处 理 制 成 丙 酮 粉 的 方

法。在酶的制备中，用丙酮干燥，不仅是使细胞破碎的有效方法，而且可以制

成具有酶活力的干粉，长时间保存。无论用哪一种方法破碎组织细胞时，都在

一定的稀盐溶液或缓冲溶液中进行，一般还需加入保护剂，以防止生物大分子

的变性及降解。

　　三、细胞器的分离

各类生物大分子在细胞内的分布是不同的，ＤＮＡ 几乎全部集中在细胞核

内，ＲＮＡ 则大部分分 布 于 细 胞 质，各 种 酶 在 细 胞 内 的 分 布 也 有 一 定 的 位 置。
因此，制备细胞器上的生物大分子时，必须对整个细胞结构及各类生物大分子

在细胞内分布有所了解。动物细 胞 的 结 构 比 较 清 楚，微 生 物 细 胞 形 态 比 较 复

杂，植物细胞的特点是普遍存在叶绿体和各种质体。
细胞器的分离，一般采用差速离心法。细胞经过破碎后，在适当的介质中

进行差速离心，利用细胞各组分质量大小不同，沉降于离心管内不同区域，分

离后即得所需要的组分。细胞器的分离制备，介质的选择十分重要。最早使用

的介质是生理盐水，现一般改用蔗糖、蔗糖多聚物或葡萄糖聚乙二醇等高分

子溶液。分离后的各种细胞器，其纯度可用电子显微镜法、免疫学法或测定标

志酶活力法进行鉴定。其中测定标志酶活力方法简单易行，要求设备不高，一

般实验室均可进行。

　　四、蛋白质和酶的提取

根据酶和蛋白质在各种溶剂中溶解度的不同，可分别采用不同溶剂予以提

取、分离和纯化。
（一）水溶液提取

蛋白质的提取一般以水溶液为主，其中稀盐酸和缓冲溶液对蛋白质稳定性

好、溶解度大，是提取蛋白质最常用的溶剂。对于盐浓度常用等渗盐溶液，尤

其以００２～００５ｍｏｌ／Ｌ的磷 酸 缓 冲 液 和 碳 酸 缓 冲 液、０１５ｍｏｌ／Ｌ氯 化 钠 溶 液

应用较多。提取溶液ｐＨ 值的选择首先要保证在蛋白质、酶和核酸的稳定范围

之内，选择在偏离等电点两侧。如碱性蛋白质则选在偏酸一侧，酸性蛋白质则

选在偏碱一侧，以增大蛋白质的溶解度，提高提取的效果。另外，考虑到在提

取时某些蛋白质或酶与其他物质结合常以离子键形式存在，选择ｐＨ＝３～６范

围对于分离离子键是有益的。为了防止蛋白质和酶的变性与降解，提取时一般

需在低温，如５℃以下操作。
（二）有机溶剂提取

一些和酯质结合比较牢固或分子中非极性侧链较多的蛋白质和酶，不溶于
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水、稀盐、稀酸或稀碱，常用不同比例的有机溶剂提取。如６０％的酸性乙醇、

８０％乙醇、丁醇等。对 于 某 些 与 脂 质 结 合 的 蛋 白 质 和 酶，也 有 采 用 表 面 活 性

剂，如胆酸盐、十二烷基磺酸钠等处理的。

　　五、核酸的提取

核酸分为两大类，一类称为核糖核酸 （ＲＮＡ），另一类称为脱氧核糖核酸

（ＤＮＡ）。碱基、磷酸和核糖或脱氧 核 糖 组 成 一 个 个 核 苷 酸，每 个 核 苷 酸 再 通

过磷酸二酯键聚合而成高分子 化 合 物 核 酸。核 酸 分 子 量 很 大，从 数 万 （转 移

ＲＮＡ）至数千万甚至亿万 （染色体 ＤＮＡ），其分子高度不对称。在细胞内核

酸和蛋白质结合以核蛋白形式存在。
（一）ＤＮＡ的提取

ＤＮＡ含有生物体的全部基因。一般情况下，ＤＮＡ的分子量按病毒、细菌、
高等植物、真核细胞，如人的顺序递增。天然状态的 ＤＮＡ绝大多数是以脱氧核

糖核蛋白形式存在。从细胞中提取ＤＮＡ时，一般先获得脱氧核糖核蛋白，再将

蛋白质除去，从中分离ＤＮＡ。制备不同类型或不同材料来源的ＤＮＡ时，分离和

纯化的方法不完全相同。从微生物中的分离过程可以分为以下三步。

１ 破碎细胞

破碎细胞常用溶菌酶来完成，溶解ＤＮＡ 的介质是一个含有ＥＤＴＡ 的钠盐

溶液，弱 碱 性 环 境 （ｐＨ＝８）能 减 弱 ＤＮＡ 与 组 蛋 白、多 胺 之 间 的 电 荷 作

用力。

２ 蛋白质ＤＮＡ 复合物的解离

阴离子ＳＤＳ常被采用以破坏带正电荷的组蛋白与带负电荷的 ＤＮＡ 骨架间

的离子作用。有利于蛋白质ＤＮＡ 复合物解离的是高ｐＨ 值，它能减少组蛋白

的正电荷性质。

３ＤＮＡ 与其他可溶性细胞成分的分离

在沉淀 ＤＮＡ 之前，要先去掉蛋白。经过氯仿／异戊醇 的 处 理 后 离 心 即 可

达此目的。含核酸的上层水相在加入乙醇后 ＤＮＡ 就会沉淀出来。ＲＮＡ 的 去

除可采用去蛋白后进行核糖核酸酶的消化，再经异丙醇沉淀，ＲＮＡ 就会在溶

液中出现。经过多步的去蛋白质和乙醇沉淀可获得较高纯度的 ＤＮＡ。

ＤＮＡ 的纯度可根据 ＤＮＡ 的结构特点，它在２６０ｎｍ 有最大吸收峰，而蛋

白质的吸收峰主要在２８０ｎｍ，通过 Ａ２６０／Ａ２８０比值可以确 定 ＤＮＡ 样 品 中 核 酸

与蛋白质的分量。分离的 ＤＮＡＡ２６０／Ａ２８０的典型值为１９，比值越低，蛋白质

污染越厉害。
（二）ＲＮＡ的提取

ＲＮＡ 在 细 胞 中 主 要 有 三 种 类 型，即ｒＲＮＡ （核 微 粒 核 糖 核 酸）、ｔＲＮＡ
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（转移核糖核酸）和 ｍＲＮＡ （信使核糖核酸）。ｍＲＮＡ 代谢极不稳定，提取时

要求条件较严格；ｔＲＮＡ 在ｐＨ５沉淀；ｒＲＮＡ 代谢比较稳定，且占 ＲＮＡ８０％
以上。现在常用的提取 ＲＮＡ 的方法之一是在破碎细胞做成匀浆时直接加入含

水苯酚与匀浆一起振荡，ＤＮＡ 与蛋白质沉淀于酚层中，水层中含 有 ＲＮＡ 和

多糖，然后用乙醇使 ＲＮＡ 沉淀，这样４种物质一步便可初步分离开。

　　六、包涵体产品的分离

许多重组蛋白产物如干扰素γ、白细胞介素、人生长激素等在原核细胞内

凝结成没有活性的不溶性固体颗粒，这称为包涵体。这些产物的一级结构是正

确的，但其立体结构却与天然产物有很大的差别，没有生物活性。包涵体大小

一般为０５～１μｍ，比较坚硬，在水溶 液 中 很 难 溶 解，只 有 在 变 性 剂 溶 液 中，
如盐酸和尿素等中才能溶解。在变性剂中，重组蛋白质呈变性状态，但其一级

结构不被破坏，除去变性剂后，重 组 蛋 白 质 可 自 动 折 叠 成 具 有 活 性 的 天 然 构

型，这称为蛋白质的复性。包涵体中除了含有重组蛋白外，还含有宿主细胞蛋

白以及膜蛋白片段，也还含有 ＤＮＡ、ＲＮＡ 和质粒编码蛋白以及脂多糖。从包

涵体中分离具有活性的重组蛋白可以采用以下程序：
机械破碎法→离心法提取包涵体→加变性剂溶解包涵体→除去变性剂→蛋

白复性。
包涵体中目标产物的复性率非常低，一般不超过２０％。为了减少复性的

损失，在复性时就必须使操作处于复性界限以上，以提高复性率。

第二节　生物工程药物的提取

生物工程药物的提取与生物大分子的提取类似，在生物工程药物中，其有

些是生物大分子，但有些代谢产物的分子量却并不很大，对于生物药物提取分

离工艺流程的基本模式可以简单地归纳为下面几步。
第一步：将发酵或培养液进行加热、调ｐＨ 值和絮凝等预处理；
第二步：将预处理好的上述悬浊液进行沉降、离心、过滤。所得细胞灭活

处理，上清液含胞外产品；
第三步：高压均质、研磨或者溶菌技术使细胞破碎；
第四步：离心分离、萃取或者过滤使细胞碎片分离；
第五步：收集上一步中的清液或者包涵体；
第六步：将上 一 步 收 集 物 进 行 沉 淀、吸 附、萃 取 或 者 超 滤，进 行 初 步

纯化；
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第七步：利用本书中的制备色谱技术进行高度纯化；
第八步：将所得产品进行无菌过滤、超滤、冷冻干燥、喷雾干燥、结晶，

将它们加工为成品。

第三节　天然产物的分离提取

天然产物中有效成分的提取，在此主要是指植物次生代谢产物的提取。对

于它们的提取方法目前主要是用溶剂法，常用的溶剂提取方法有浸渍法、渗漉

法、回流法和水蒸气蒸馏法。

　　一、浸渍法

（一）冷浸法

将中草药粉末，置于一般的容器内，加入６～１２倍量的溶剂，于室温下放

置数日，过滤，药渣再加溶剂适量，如此反复提取２～３次。最后过滤后所得

药渣可压榨，并收集残存液与提取液合并备用。此法适用于有效成分遇热容易

破坏和含挥发性成分以及含多量淀粉、黏液质、树胶、果胶等成分的中草药。
本法最大优点是操作简便，但需时间较长，提取效果差。用水作溶剂时，易发

霉变质，需加注意。
（二）温浸法

取中草药粗粉，加６～１２倍量的溶剂，于规定温度下浸取，并时加搅拌，
然后过滤。药渣加新溶剂后继续浸渍，如此反复２～３次。药渣可挤压，收集

残存液合并到３次浸液中备用。此法适用于花、叶和质地松泡、含淀粉较多的

中草药。温浸比冷浸省时间，提取效率高。但若以水为溶剂时容易发霉变质，
尤应注意。

　　二、煎煮法

煎煮法一般多用水为溶剂，操作类似于煎中药。取中草药薄片或碎块放入

适宜容器内，加入６～１２倍量的冷水，直火加热或者采用高压蒸气加热直至沸

腾一段时间，时加搅拌，过滤，药渣可挤压并收集残存液。重复提取２～３次，
合并３次煎液备用。此法煎煮时，不宜用铁锅，煎煮时宜用冷水，这样可防止

中草药粉粒表 面 的 蛋 白 质 凝 固，形 成 薄 膜，影 响 水 分 浸 入，不 利 有 效 成 分

浸出。
煎煮法操作简便，一般提取效率较高，但选择性差，不需要的化学成分和

杂质等也同时被提取出来。含挥发性成分和有效成分遇热易被破坏的中草药，
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不宜采用煎煮法。

　　三、渗漉法

渗漉法是采用动态浸出有效成分的提取方法。渗漉器多为玻璃制品，在实

验室可以使用大直径的经典制备色谱柱充当。
渗漉的操作方法为：取中草药粗粉，加入一定量的溶剂使药粉呈糊状，让

药粉充分湿润１～４ｈ，然后取脱脂棉塞住渗漉器底部出口处，在容器中加入一

定量的溶剂，打开渗漉器活塞，让溶剂以一定速度向下流出，紧接着将糊状的

药粉在搅拌下均匀地慢慢倒入渗漉器中，使药粉在柱内溶剂中均匀沉降。在药

粉不再随溶剂下沉后，在药粉上 覆 盖 滤 纸 一 张 并 用 洁 净 的、与 溶 剂 不 起 反 应

的，如玻璃球或石子等物压住。关闭活塞，将流出的溶剂倒入柱中。同时添加

溶剂至高出药面３～５ｃｍ，放置规定时间。
打开活塞，开始渗漉，渗漉液流出速度一般每分钟流出１～５ｍＬ。在渗漉

过程中需随时添加溶剂，渗漉至无色或无臭无味时，即可停止渗漉。
在渗漉过程中为了保证提取效率，药粉在渗漉器内必须保持一定的高度。

装填药粉时如果松紧不匀，易造成溶剂从松处通过较多，甚至发生粉层断裂，
造成提取不完全。在填装之前使药粉和溶剂充分浸润膨胀是非常必要的，它有

助于药粉填充的均匀。在渗漉过程中，必须注意随时添加溶剂使液面保持一定

高度。如果较多的空气进入渗漉器，将导致提取失败。
渗漉法提取效率高，节省溶剂，是较常用的提取方法，但不适于挥发性很

强的溶剂，最常用的溶剂为乙醇。

　　四、回流法

中草药中一些有效成分的提取可以采用有机合成中的回流操作。简易的回

流提取装置可由烧瓶、冷凝器、水浴锅组成。操作方法为在烧瓶中加入中草药

粉末和没过药粉的溶剂，接上冷凝管，通入冷凝水。水浴锅内加水至稍高出烧

瓶内的药液面，加热，沸后继续加热至规定时间。停止加热，取下烧瓶，倒出

药液，过滤。该提取方法重复２～３次，每次回流时间一般为１～２ｈ。药渣用

力挤压得残液，与回流提取液合并后备用。
回流提取过程中溶剂装量通常不得超过烧瓶总容量的三分之二，多数有机

溶剂容易燃烧，不可直火加热。尽量避免使用毒性较大的溶剂。
回流法提取效率高，速度快，并可节约溶剂，故较常采用。

　　五、水蒸气蒸馏法

该法是利用水蒸气加热中草药，使所含挥发性有效成 分 随 水 蒸 气 一 起 蒸
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馏出来，其常用于挥发油类的提取。提取装置可参考有机化学实 验 中 的 水 蒸

气蒸馏装置，由水蒸气发生器、烧瓶、冷凝器和接收瓶所组成。操 作 时 水 蒸

气发生器和烧瓶，应同时直火加热，至沸腾后，烧瓶可断续加热 或 使 用 小 火

加热。蒸馏至馏出液不显混浊时，表明蒸馏完毕，停止加热，收 集 馏 出 液 分

层备用。
装置中的提取烧瓶应向水蒸气发生器方向倾斜，以免飞溅起来的泡沫、药

渣等进入冷凝器而流入接收瓶。通水蒸气的玻管应插至提取烧瓶的液体正中，
与瓶底相距３～５ｍｍ 处，使中草药受热均匀。蒸气 发 生 器 的 装 水 量 不 得 超 过

其容量的三分之二；烧瓶内的装样以达到其容量的三分之一为宜。

第四节　中草药系统提取分离方法

中草药系统提取分离方法的报道较多，在此只介绍作者课题组经常采用的

一种系统提取方法。

该方案是先将植物粉碎，然后用乙醇浸取或者渗漉，必要时也可利用回流

法提取。提取后的残渣利用酸性的盐酸或者乙酸水溶液提取。将乙醇提取的浸

膏与酸性水液合并后，调节ｐＨ 值至酸性。接着再用氯仿、乙醚或者氯仿与乙

醚的混合溶剂萃取。此时有机相经碳酸钠水溶液萃取后从两相中分别获得酸性

成分和中性成分。上面氯仿萃取后的水相再经碱化、氯仿萃取后可分别获得碱

性成分和水溶性成分。若要对某一类成分进一步分离，则可应用本书中的制备

色谱技术。
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符　号　表

　　ｃ　浓度，物质的量浓度浓度

Ｃ８　碳八柱

Ｃ１８　碳十八柱

ＣＳＰ　手性固定相

ｄ　柱直径

ｄｆ　液膜厚度

ｄｐ　色谱载体的颗粒直径

Ｄ　分配比

Ｄｇ　气相分子扩散系数

Ｄ１　液相的扩散系数

Ｈ　理论板高

ＨＡ　酸性萃取剂

ＨＰＬＣ　高效液相色谱

ＨＳＣＣＣ　高速逆流色谱

ｋ　容量因子

Ｋ　分配系数

Ｌ　柱长

ｍ　流速比

Ｎ　塔板数

Ｑ　流量

ｒ　螺旋管的半径

Ｒ　螺旋管的公转半径

Ｒｆ　比移值

Ｒｓ　分离度，分辨率

ＳＭＢ　模拟移动床

ｔＭ　死时间

ｔＲ　保留时间

ｔ′Ｒ　校正保留时间

ｕ　线速度

Ｖ　体积

ｗ　进样量

Ｗｂ　峰底宽

Ｗｈ　半峰宽

ｗｓ　色谱柱的样品饱和容量

α　分离因子

β　仪器参数

γ　曲折因子

σ　标准偏差

λ　涡流扩散因子



内 容 提 要

本书从色谱科学的角度详细地阐述制备色谱的关键性技术、技巧、重要的

实验操作、原理及其应用。内容包括制备色谱的基础知识、制备薄层色谱、经

典柱色谱、低压及中压柱色谱、高压制备液相色谱、高速逆流色谱、模拟移动

床色谱、顶替色谱、径向柱色谱、并联柱色谱、制备气相色谱、电泳以及与制

备色谱技术紧密相关的生物代谢产物的提取技术。

本书具有很强的可操作性，尤 其 适 用 于 有 机 合 成、植 物 化 学、生 物 工 程、

精细化工、药物化学、生命科学以及色谱领域的读者学习、参考。也可供有机

化学、分析化学、农业、环境、食品、医学、材料等不同领域的科研人员、研

究生、大学生、技术员和实验员学习或者参考。
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