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逆流色谱研究进展
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摘 要 逆流色谱( Counter-current chromatography，CCC) 是以分析物在液-液两相溶剂中的分配差异为核心的
快速分离技术。近年来，逆流色谱对复杂样品的分离，尤其是对天然产物的分离已获得广泛的关注。本文综
述了近年来逆流色谱在仪器改进、溶剂体系筛选等领域的研究进展，并介绍了 CCC在分离手性化合物中的应
用前景。最后，对该领域未来的研究内容进行了展望。

关键词 逆流色谱; 仪器改进; 溶剂体系; 手性分离; 评述

2015-09-20 收稿; 2015-12-02接受
本文系国家自然科学基金资助项目( No． 21532005)
* E-mail: panyuanjiang@ zju．edu．cn

1 逆流色谱简介
20世纪 70年代，美国国家健康研究院 Ito博士发明了逆流色谱。逆流色谱( Counter-current chroma-

tography，CCC) 是一种连续液-液分配色谱技术，无需任何固态支撑体，依托于两相溶剂连续有序的重复
混合实现分析物高效分离。经过 40多年的发展与完善，逆流色谱作为一种高效的制备或半制备分离技
术已广泛用于分离复杂样品，如天然产物［1～10］，生物蛋白［11～15］，纳米粒子［16］等。与以固相载体作为固
定相的色谱技术相比，其具有样品损失小、无不可逆吸附、分辨率高等优点［17］。因此，逆流色谱正被越
来越多的分离工作者接纳。至今，已经建立了快速分析型 CCC，半制备型 CCC，大分子蛋白质分离用的
CCC以及 pH区带制备型 CCC。众多的应用实例表明，逆流色谱凭借其独特的优势，已成为现代分离技
术不可缺少的手段之一。
本文主要对近 5年逆流色谱在仪器改进、溶剂体系筛选等领域的研究进展进行综述，重点介绍了围

绕提高固定相保留值而进行的仪器改进，并对 CCC在分离手性化合物中的应用做了简要介绍。

2 逆流色谱仪器的优化和改进
发展快速、高效的色谱分离技术是分离工作者不断追求的目标。经过多年发展，特别是 2000 年以

来，制备或半制备型逆流色谱在仪器改进、设计方面已取得较大的突破，主要包括以下几个方面: ( 1) 色
谱柱几何构型的设计; ( 2) 多重色谱柱的串、并联设计; ( 3) 多维逆流色谱以及逆流色谱与制备液相色谱
联用技术。围绕这三方面，研究人员做了大量的系统工作。设计出多种独具特色且高效的逆流色谱，显
著提高了复杂样品的分离效率，大大缩短了分离时间。
其中，对色谱柱的改进，即是增加其固定相保留值。固定相保留值是逆流色谱的一个重要参数。通

常，保留值越高，分离得到的峰分辨率就越好。但是，传统逆流色谱普遍存在着固定相保留值较低的缺
点( ＜40%) 。近年来，针对这个问题，研究人员对色谱柱几何构型进行了改进。

Liang等［18］构建了新型圆锥体色谱柱的逆流色谱( 图 1) ，并在理论上得到了最优的圆锥体构造关
系，他们发现，不同于传统的圆柱体色谱柱，该型色谱柱能显著提高固定相保留值，最高可达 71．56%。
此外，Cao等［19］设计了螺旋管圆盘柱，使固定相保留值提高了 10%，并成功应用于对大极性化合物的分
离。这些设计都有效地提高了逆流色谱的分离能力，证明了对色谱柱的优化是一种可靠的方案。
改进多重色谱柱的串、并联设计是提高逆流色谱分离效率的另一种重要途径。如今广泛使用的高

速逆流色谱［20～24］，就是利用螺旋管的一种特殊的同步行星式运动模式( J 型模式) ，能够实现快速、高效
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分离。然而，由于其运动模式的限制，大极性溶剂体系很难在色谱柱中得到保留，因此对多肽、糖类以及
蛋白质等大极性化合物分离效果很差。

图 1 ( A) 圆锥体色谱柱设计示意图和( B) 实物图［18］

Fig．1 ( A) Schematic illustration of upright conical coils and ( B) photographs of the product［18］

Shinomiya等［25］以主、从动轴不同的转动方式构建了交叉轴螺旋管式离心型逆流色谱( 图 2) ，具体
运动方式为支撑轴在水平方向转动，从动轴在竖直方向转动。与传统的 J 型螺旋管式离心型逆流色谱
相比，其对大极性溶剂体系具有较好的固定相保留值，能够显著提高大极性化合物的分离效率。实验表
明，该型逆流色谱可以基于双水相系统成功分离 5种多糖类似物。此外，该设计极大地丰富了逆流色谱
色谱柱的设计思路，为仪器的改进提供了较佳方案。

图 2 ( A) J-型螺旋管和交叉轴型螺旋管运动模式设计示意图及( B) 实物图［25］

Fig．2 ( A) Schematic illustration of planetary motions of the type-J coil planet centrifuge ( CPC) and

cross-axis CPC and ( B) photograph of the product［25］

其后，该研究小组又利用 4个偏心轴将同步行星式运动模式( J 型模式) 与非同步离心模式( I 型模式)
结合，构建了新型四柱并联逆流色谱( 图 3) ［26］，并分别测试了以头到尾和尾到头洗脱方式分离复杂样
品。无论是以上相或下相为固定相，都具有较高的固定相保留值和较好的分离度。该方法既能保留两
种不同运动模式的优点，又能扩大其应用范围，适用于分离极性差别大的复杂样品。
多重色谱联用技术是提高分离效率的有效手段之一。近年来，Qiu 等［27，28］利用独特的接口技术和

不间断分离模式，发展了逆流色谱与制备型液相色谱联用技术( 图 4) 。以逆流色谱为第一维分离，制备
液相色谱为第二维分离，一次性分离得到 12种化合物，且纯度达到 90%以上。该结果表明，多维色谱技
术能有效的结合每个色谱的技术特点，综合利用其优势使分离效率达到最优化。
为了进一步优化二维逆流色谱系统，本课题组设计了一种新型二维逆流色谱接口技术［29］。如图 5

所示，该系统结合了固相萃取技术，用固相萃取小柱除去一维产生的大量溶剂，同时将目标样品吸附在

固相萃取柱上。通过少量的流动相即可将固相萃取柱上的样品引入二维分离。该逆流色谱系统通过特
殊的接口及色谱联用设计实现了两柱并联集成化，大大提高了逆流色谱的分离效率。其后，本课题组又
利用该二维逆流色谱系统开发出两种不同类型溶剂体系，同时在线分离大黄提取物中的 4 种蒽醌类化
合物［30］。具体操作步骤如下: 正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水( 1∶ 1∶ 1∶ 1，V /V) 作为第一维逆流色谱溶剂体
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图 3 ( A) J型模式和 I型模式并联设计示意图和( B) 实物图［26］

Fig．3 ( A) Schematic illustration of type-J forward and type-I backward columns and ( B) photograph of the

product［26］

图 4 CCC和制备型 HPLC联用设计示意图［27］

Fig．4 Scheme for flow programming CCC × preparative HPLC system［27］

CCC: Counter-current chromatography．

系; 甲基叔丁基醚-乙腈-水 ( 2 ∶ 2 ∶ 3，V /V ) ，上相加入三氟乙酸 ( 10 mmol /L ) ，下相加入三乙胺
( 10 mmol /L) 的酸碱溶剂体系作为第二维逆流色谱溶剂体系，实现了对复杂样品的高效、快速分离。
综上所述，无论是对色谱柱的几何构型优化设计，还是对多重色谱柱的串、并联设计，均是为了增加

固定相保留值，提高逆流色谱的分离度。此外，合理的多维色谱联用设计能综合不同色谱的技术优点，
显著提高分离效率。

3 溶剂体系的选择和优化
选择合适的溶剂体系是逆流色谱分离化合物最为关键一步，占全部工作量的 90%以上。因此，建

立合理的溶剂筛选策略，选择合适的溶剂体系无疑是极其重要的。近年来，研究者陆续开发了新的溶剂
筛选策略。针对四元溶剂体系: 正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水，Margraff 定义了其中的 23 种溶剂体系，并用
字母命名 A～Z定义了这 23个溶剂体系( 除 E，I和 O外) ，这些溶剂体系又被命名为 Arizona 体系。每
个溶剂体系中正己烷 /乙酸乙酯的比例与甲醇 /水的比例必须保持一致。本课题组首先研究了溶质的分
配系数以及 Arizona体系从亲水性的溶剂体系( 乙酸乙酯-水) 到疏水性溶剂体系( 正己烷-甲醇) 的极性变
化关系［31］，以此提出了新的筛选策略( 图 6) ，AZ系统被分成 4个部分:Ⅰ亲水性，A～H;Ⅱ弱亲水性，J～M;
Ⅲ弱疏水性，N～S;Ⅳ疏水性，T～Z。结果表明，利用三柱并联分析型逆流色谱。仅需 3次即可获得最佳
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图 5 二维逆流色谱设计示意图［29］

Fig．5 Scheme of two-dimensional counter-current chromatography［29］

图 6 基于 AZ两相体系的复杂物物质快速筛选策略［31］

Fig．6 Ｒapid screening strategy of a complex mixture based on liquid compositions of the AZ liquid

system［31］

溶剂体系。该策略显著缩短了获得合适的溶剂体系所需要的时间，极大地提高了分离效率。
最近，研究人员发现利用建模的方法归纳出两相体系中溶质的分配系数规律具有一定的可行性。

具体步骤如下: 首先，利用少量实验数据得出溶质分配系数的一定规律，并用相应的数学方程式表示; 其

次，根据已建立的数学模型，寻找最佳的溶剂筛选体系。Hopmann 等［32，33］基于非平衡溶剂化能数值计
算的类导体屏蔽模型( COSMO-ＲS) 对逆流色谱的溶剂体系进行筛选。结果表明，该模型可以准确地预
测两相溶剂系统的变化对溶质分配系数的影响，并以此筛选出合适的溶剂体系。Ｒen 等［34，35］创新性地
引入热力学模型( 非随机两相液体模型，NＲTL) ，其可对逆流色谱常用的两相溶剂系统的液-液平衡组成
成分进行准确估算。具体筛选过程如图 7所示: 根据实验测定的溶质分配系数及其相应的溶剂体系计
算 NＲTL模型参数，并用标准品数据证明该参数模型的可行性。其中，活度系数是非常重要的中间参
数，该值的准确性将决定该模型能否准确预测合适的溶剂体系。
此外，传统的溶剂体系( 正己烷-乙酸乙酯-甲醇-水，甲基叔丁醚-乙腈-水等) 适用于分离极性较小或

中等极性的化合物。但对于一些大极性、容易失活的样品，此类溶剂体系并不能满足分离要求。因此，
一些新的溶剂体系被开发用于分离多糖、多肽、蛋白质等样品。Yin 等［36］利用双水相系统 PEG1000-
MgSO4-H2O( 12∶ 16∶ 72，w /w) 实现一步分离 3 种不同分子量的多糖。Bezold 等［37］开发新型的溶剂体系
［Emim］Cl-K2HPO4 /KH2PO4-H2O，成功实现 3种蛋白质( 即溶解酵素、肌红蛋白和牛血清蛋白) 的分离。
研究表明，含有离子液体的双水相系统具有对样品不易失活、对大极性化合物具有较好的分配系数等优
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图 7 NＲTL模型的设计流程图［34］

Fig．7 Scheme of procedure of NＲTL model［34］

NＲTL: non-random two-liquid．

点。Wu等［38］以正己烷-乙酸甲酯-乙腈-水( 4∶ 3∶ 4∶ 4，V /V) 三相系统为基础，以上层为固定相，下层为流
动相。分离得到白芷提取物中 8种香豆素类化合物; 以上层为固定相，中间层为流动相，分离达到高良
姜提取物中 6种二芳基庚烷类衍生物; 以中间层为固定相，下层为流动相，分离得到知母提取物中
3种化合物。综上所述，合适的溶剂体系有助于扩大逆流色谱的分离对象，增加其应用范围。表 1 列举
了近年开发的新型溶剂体系。

表 1 近年开发的新型溶剂体系
Table 1 Novel liquid-liquid solvent systemin recent years

溶剂类型
Solvent type

分析物
Compounds

溶剂体系
Solvent systems

文献
Ｒef．

双水相系统
Aqueous two-phase system

多糖
Polysaccharide

聚乙二醇 1000-MgSO4-H2O
PEG1000-MgSO4-H2O

［36］

多糖
Polysaccharide

聚乙二醇 400-MgSO4-H2O
PEG400-MgSO4-H2O

［39］

肌红蛋白 Myoglobin，
溶解酵素 Lysozyme，

牛血清蛋白 Bovine serum albumin
离子液体-磷酸盐-水

［Emim］Cl-( K2HPO4 /KH2PO4 ) -H2O ［37］

三相系统
Ternary-phase system

水黄皮素及其类似物
Karanjin，pinnatin，pongaflavone

正己烷-乙腈-二氯甲烷-水
n-Hexane-CH3CN-CH2Cl2-H2O ［40］

香豆素类似物 Coumarins，
二芳基庚烷类似物 Diarylheptanoids

正己烷-乙酸甲酯-乙腈-水
n-Hexane-EA-CH3CN-H2O ［38］

4-甲基伞形酮 4-Methylumbelliferone，
5-溴-4-氯-3-羟基吲哚糖苷类似物

5-Bromine-chlorine-4-3-hydroxyindole
glycoside

正己烷-乙酸乙酯-正丁醇-甲醇-水
( 0．1mol /L NaBF4 )

n-Hexane -EA -n-Butanol -CH3OH-H2O
( 0．1 mol /L NaBF4 )

［26］

有机-盐水溶液系统
Organic-salt solution system

腺甘酸 Adenosine，
胞嘧啶核苷 Cytidine，

尿苷鸟嘌呤核苷 Uridine guanosine
乙醇-硫酸铵-水

Ethanol-( NH4 ) 2SO4-H2O ［41］

17-脱酸-甜菜苷 17-decarboxy-betanin，
2-脱酸-甜菜苷 2-decarboxy-betanin，

2，17-二脱酸-甜菜苷
2，17-bidecarboxy-betanin

正丁醇-乙醇-NaCl-H2O
n-Butanol -CH3CH2OH -

NaClsolution-H2O
［42］

甲基绿 Methyl green，酒石黄 Tartrazine，
酪氨酸 Tyrosine，肾上腺素 Epinephrine

正丁醇-乙醇-饱和硫酸铵-水
n-Butanol-CH3CH2OH-
( NH4 ) 2SO4solution-H2O

［43］
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4 基于逆流色谱对手性化合物的拆分及其展望
手性对映体是一类具有特殊光学性质的化合物，其在精细化学品、生命科学以及医药中间体等领域

占有及其重要的地位。大量制备单构型手性化合物一直是分离工作者不断追求的目标。然而，现有的
色谱分离技术，如液相色谱、气相色谱和毛细管电泳，存在着样品容量小和成本高等缺点，限制了其在手
性拆分中的应用。
逆流色谱分离手性物质无疑还处于实验阶段。近年来，环糊精及其衍生物、蛋白质等都被尝试作为

基于逆流色谱分离方法的手性拆分剂。Han等［44，45］以环糊精和铜( II) 络合物为手性拆分剂，成功拆分
D /L-扁桃酸及其类似物。实验结果表明，温度、溶剂 pH 值和被分析物浓度都会对分离效率产生影响。
Ito等［46］首次尝试以牛血清蛋白为手性拆分试剂，基于螺旋管式逆流色谱双水相体系分离单构型的
D /L-色氨酸。他们比较了液相色谱和逆流色谱在手性拆分中的优缺点，其以羟丙基-β-环糊精为手性拆
分剂分离苯基丙酸对映体［47，48］。结果表明，液相色谱和逆流色谱对手性拆分都各有其优势，制备型液相
色谱适用于高效分离少量的手性化合物; 逆流色谱更适用于大量制备高纯度手性化合物。
然而，基于逆流色谱分离手性物质仍存在以下几个问题: ( 1) CCC 分离柱理论塔板数相对较低;

( 2) 所用溶剂体系会破坏主、客体分子间的相互作用; ( 3) 缺乏合适的手性配体。因此，仍需逆流色谱工
作者不断努力找到合适的解决办法。但是，可以相信，对于大制备量分离手性化合物，逆流色谱是一个
可以信赖的分离技术。

5 总结与展望
经过几十年的不断发展和完善，无论是仪器构造，还是新型溶剂体系的筛选，逆流色谱均有显著进

步。如今，CCC凭借其独具特色的技术特点，已被越来越多的分离工作者作为制备或半制备分离技术，
广泛用于复杂样品的分离，并成功得到高纯度的化合物，如: 生物碱、黄酮类、蛋白质等。大量分离实例
证明了逆流色谱对复杂样品具有高效分离的优势。然而，与其它分离技术相比，逆流色谱还存在着一些
问题亟需解决。例如，其较低的理论塔板数，限制了其进一步应用; 分离工作者需要花费较长的时间和
精力筛选得到合适的溶剂体系。这些问题的存在使得逆流色谱仍有进一步优化的空间。
对此，提出以下几点展望: ( 1) 由于逆流色谱可以有效避免死吸附，因此可以针对一些高附加值对

象( 如紫杉醇) 进行分离，实现高回收率低消耗的分离过程。( 2) 逆流色谱是以分配比为基础的分离技
术，通过控制不同对象的分配比实现化合物的精确分段。随着逆流色谱的不断发展完善，它将发展成为
一种更加成熟的、可产业化的高效分离技术。
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Ｒecent Development in Counter-current Chromatography
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Abstract Counter-current chromatography ( CCC) is a quick preparative separation technique based on the
different partition coefficient in liquid-liquid solvent systems． This paper reviews recent research progress in the
region of solvent systems，instruments improvement of CCC． Moreover，some application prospects about
enantioseparation of racemic compounds by CCC are also discussed． Finally，the contents and goal of further
research in this field is discussed．
Keywords Counter-current chromatography; Instruments improvement; Solvent systems; Chiral separation;
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安捷伦科技(上海 )有限公司质量实验室获 CSA集团 CPC认证资质

2015年 12月 23日，中国，北京———安捷伦科技公司( 纽约证交所: A) 日前宣布，安捷伦科技( 上海) 有限公司( 以下
简称安捷伦科技上海) 的质量实验室获得加拿大标准协会( Canadian Standards Association) CSA 集团授予的 CPC 认证资
质( Category Program of Certification) 。安捷伦是在中国首家获得 CSA-CPC认证的生命科学和化学分析业内企业。此项
资质的获得，再一次证明了安捷伦的产品质量在行业内的领先地位，标志着安捷伦将更加有效的缩短认证流程，提升安

捷伦中国的技术水平。
对此，安捷伦科技全球副总裁兼气相事业部总经理 Shanya Kane女士表示:“安捷伦一直恪守对于产品质量的承诺，

而 CSA-CPC认证则是对企业达到最高水准自我认证能力的肯定。因此，此次安捷伦科技上海获得 CSA-CPC 认证资格，
有力地证明了我们在质量方面的领先实力。作为中国业界首个获得 CSA-CPC认证的企业，安捷伦将继续以全球领先的
质量标准帮助客户提升科技研究实力。”
作为全球重要的气相色谱产品研发及生产地，安捷伦科技上海秉承“植根于中国，服务于全球，以全球领先的质量标

准服务于客户”的理念。而 CPC是 CSA集团基于客户资质的认证，获得 CPC资质的厂商可对其产品进行自行检测与确
定产品是否符合标准要求，CSA集团将会在审核完厂商提交的报告后，为合格产品颁发证书。其中，获得资质的厂商实
验室本身科学的管理和严谨的测试流程控制是取得 CPC资质的关键。2003年，安捷伦科技上海开始与 CSA集团合作并
确立了紧密的战略伙伴关系，结合多项新品研发和测试项目。安捷伦在上线新的实验室管理系统的同时对相关技术人
员进行测试认证培训，先后获得 WMT/WMTC和 ISO17025认证资质认证，最终凭借对实验室科学的管理和严谨的测试
流程控制，顺利通过 CSA加拿大专家的严格审核获得 CPC资质。
关于 CSA
CSA是加拿大标准协会( Canadian Standards Association) 的简称，成立于 1919年，是加拿大首家专为制定工业标准的

非盈利性机构。了解关于 CSA的详细信息，请访问 http: / /www．csagroup．org /。
关于安捷伦科技( 上海) 有限公司

安捷伦科技( 上海) 有限公司成立于 1995年，是安捷伦进入中国市场以来最大的单项投资。作为最主要的研发中心
之一，安捷伦科技上海植根上海服务全球，不仅专注于气相色谱产品的战略性研发及生产，而且还设立了硬件质量检测

中心。今年是安捷伦科技上海的建厂 20周年纪念。经过 20年的不懈努力，安捷伦科技上海已发展成为一家部门齐全、
业务广泛的综合性企业，为安捷伦的发展提供了有力支持。
关于安捷伦科技

安捷伦科技公司( 纽约证交所: A) 是全球生命科学、诊断和应用市场的领导者，同时也是领先的实验室合作伙伴，致
力于与客户共同缔造美好世界。安捷伦为全球 100多个国家的客户提供先进的仪器、软件、服务和耗材，产品覆盖整个
实验室的工作流程。2015财年，安捷伦的收入达到 40．4 亿美元。公司在全球拥有 12，000 名员工。今年是安捷伦进军
分析仪器领域的 50周年纪念。了解关于安捷伦的详细信息，请访问 www．agilent．com．cn。
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