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随着现代制药行业的快速发展，药物活性成分

的分离日益受到关注和重视，而药物活性成分的规

模化分离制备技术成为制约现代制药行业发展的瓶

颈。色谱分离技术是最主要的分离纯化技术之一，其

已从分析规模发展到制备和生产规模，在药物活性

成分的分离纯化中发挥了重要作用，并已发展成为

大规模分离制备药物特别是中药活性成分的重要方

法。本文对重要的制备色谱技术及装备的研究进展

进行了综述。

1 制备型高效液相色谱

液相色谱是将分离填料填装在色谱柱内，以液

体流动相进行洗脱，利用药物不同活性成分与填料相

互作用力的差异进行分离。在液相制备色谱分离中，

一般将柱压力低于0.5 MPa的称为低压制备色谱，压

力0.5～2 MPa的称为中压制备色谱，压力＞2 MPa的

称为高压制备色谱[1]。

低压制备色谱通常有两种模式，一种是在柱上

方加压，另一种是在柱下方减压。除了加减压外，其

他的与经典柱色谱法基本一致。减压一般是用真空

泵来完成，加压一般用空气泵、氮气钢瓶、蠕动泵等

完成。在低压制备色谱中使用的是颗粒较大的填料，

因此其分辨率是有限的。

中压制备色谱是利用恒流泵抽送流动相，带着

样品流经色谱柱，实现对样品的分离。中压制备色谱

系统由溶剂瓶、恒流泵、进样阀、色谱柱、检测器、记

录仪和馏分收集器等部分组成。其色谱柱一般是由

耐压的强化玻璃制成，填料颗粒大小比低压制备色

谱所用填料小，分离效率更高。

高压液相色谱又叫高效液相色谱（High Performa-

nce Liquid Chromatography，HPLC），是利用更细的高

效填料进行分离的，具有高柱效、高流速、分离时间

短的特点。与经典液相色谱相比高效液相色谱有很

大不同，表1列出了一些不同之处[2]。

表1 经典液相色谱和高效液相色谱的比较

虽然制备型的HPLC也有缺点[3-4]，需要大量的

溶剂，产品过于稀释以及无法避免地使用有毒的有

机溶剂，但是由于制备型HPLC的优点比较突出，并

且其分离模式多种多样，故其在生产各个领域的应

用相当广泛[5]。

HPLC装置由输液泵、制备色谱柱、检测器、控制

系统等组成，制备色谱柱是核心部件，色谱填料的填

装是其操作的关键技术，下面主要对这两方面进行

介绍。

1.1 高效液相制备色谱柱

制备型HPLC由于采用细的填料、高压操作，所

以色谱柱多用不锈钢制作，目前所使用的柱结构形
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经典液相色谱 高效液相色谱

操作压力 常压或减压 高压，40～50 MPa

填料颗粒 大 小，2～50 μm

柱效 低 高，40 000～60 000块／m

分析速度 慢 快

色谱柱使用次数 色谱柱只用一次 色谱柱可重复使用多次
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式主要有空管柱、轴向压缩柱和径向压缩柱。

1.1.1 空管柱

空管柱结构与分析柱相同，常用空管柱内径为

10～100 mm，采用匀浆填充技术填装色谱填料。随

空管柱直径的增大，用匀浆法填充色谱柱的难度也

越来越大，当内径＞100 mm时，用匀浆法填充难以

得到理想的效果。

1.1.2 轴向压缩柱

轴向压缩柱是采用活塞压缩床层，以使色谱柱

内填料均匀、密实，得到更高的柱效。它源于1976年

Godbille等人[6-7]的研究工作，其后在1990年后得到

了迅速的发展。其原理是通过活塞的上下移动来装

柱、维持柱压和卸柱，活塞周边配置了特殊设计的密

封圈，能容许活塞上下自由移动，同时又能保持高的

密封性。在柱内的两端均配有多孔不锈钢滤板和能

使样品及洗脱液在柱截面上均匀分布的分散器。液

流分散器保证了大量样品尽可能地瞬时分散在柱截

面上，进而快速均匀进入柱床，克服了柱中心样品

局部过浓的现象，保证了色谱柱的高效。

根据在分离制备过程中提供给活塞的压力是否

持续，可将轴向压缩柱分为静态和动态两种，静态轴

向压缩柱的效果比动态的差，但是设备比动态便宜。

动态轴向压缩柱在使用过程中，活塞始终产生一定

的压力压缩填料，随时消除产生的死空间，色谱柱柱

床均匀、性能稳定、密度高、柱效高。采用动态轴向压

缩柱工艺装填的色谱柱现已基本上主宰了整个制备

型色谱柱市场，国内已有动态轴向压缩柱制备色谱

系统产品。

聊城万合工业制造有限公司自主研发了高效液

相轴向加压（自振）制备层析柱系统，配套高压输液

泵和检测器，通过计算机自动控制，成功开发了高效

液相层析中药提取装备。图1为高效液相轴向加压

（自振）制备色谱柱（HPLC-C200型）系统的示意图，

图2为色谱柱柱体图，图3为汇流板结构示意图。

柱系统具有如下特点：（1）采用精密的机械抛光

和电抛光技术和圆柱化技术，使柱壁的表面粗糙度

Ra≤0.025 μm，达到了国外同类产品的制造水平，并

图1 轴向加压层析柱系统示意图

图2 轴向加压制备色谱柱柱体图
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保证了其柱管的圆柱度2 μm，从而最大限度地减少

了装柱和使用过程中的管壁效应，并可保证重复装

填多次后仍保持初次装填时的良好密封性能和柱

效。（2）柱体部分和固定机架采用弹簧连接方式和铰

轴连接方式的组合，在人工做干式固相填料时，可以

通过手动振动和摆动柱体部分，将填料在加压前在

柱体中呈均匀布置，以利于在液压轴向加压后，使填

料在柱体中密度均匀。（3）通过柱端的汇流板流道分

级布置，实现进出样品均匀分布，进一步提高柱效。

1.1.3 径向压缩柱[8]

径向柱色谱使用双管的色谱柱，填料装在管壁可

压缩的高聚物柱管内制成柱芯，再将装有填料的柱芯

放入不锈钢外套中，利用气体或液体施压于柱芯外壁

和不锈钢外套之间，压紧柱芯内的填料，使色谱柱得

到径向压缩。该技术由Little等于20世纪70年代中期

发明，目的是消除颗粒间及颗粒与管壁间的空隙[9-10]。

径向色谱柱的结构如图4所示[11]，图中表明进入

到径向色谱柱的样品和流动相并非如传统的轴向色

谱柱从柱的一端流向另一端，而是沿径向流动，即样

品和流动相是从色谱柱的周围流向柱圆心。

径向压缩柱的主要缺点是柱芯长度固定，不如

轴向压缩柱可以任意调节。此外直径较大的色谱柱

中径向经常出现粒度梯度，造成流动相径向流速分

布不均匀。由于径向扩散太慢，不能抵消柱截面积流

速差异所产生的浓度梯度，所以径向流速是峰展宽

的一个重要来源[10]。径向压缩柱主要是由Waters公

司生产，并已有预制柱出售。

1.2 高效液相制备色谱填料

色谱柱的性能往往决定了整个仪器设备的性

能，而色谱填料的类型和尺寸又决定了色谱柱的性

能，因此对于柱填料的选择十分重要。

1.2.1 制备色谱中对填料的要求

一般来说，分析型色谱柱填料也可以用于制备型

色谱柱中，但是制备色谱中使用的量大，而且需要反

复装柱，因此对于制备色谱填料有一些特殊的要求[12]：

（1）机械强度高；（2）负载量高，单位重量的填料负载

量高可以处理更多的样品；（3）可大量供应，批间的重

现性好；（4）粒径大小合适，分布范围窄；（5）化学稳

定性好，选择性好，无毒，易于填充，价格合理等。

一般情况下，很难找到符合所有要求的填料，因

此新型填料的开发以及对原有填料的改性一直以来

都是色谱研究的热点，也是制备色谱攻关难题。

1.2.2 填料的种类

目前在制备色谱中，使用最多的就是硅胶及其

衍生物的键合固定相填料。虽然硅胶及其衍生物使

用的较多，但是它们也有其缺点，例如硅胶对极性物

质（特别是对碱性溶质）产生非特异性吸附，导致峰

严重拖尾。

为了克服上述缺点，人们对高纯硅胶及其键合

固定相进行了潜心的开发，得到了金属杂质含量极

低的高纯硅胶及其键合固定相。例如Eka Chemicals

AB 的Kromasil ò系列、GL Sciences 的 Inertsil ò系列

及DAISO的DAISOGEL系列等。

近年来又发展了整体柱色谱[8]，它是原料经过聚
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合或固化在色谱柱内，形成的一整块连续的多孔填料。

整体柱色谱具有传质快、谱带展宽小、孔隙度及渗透

性好的特点，在高流速下压力远低于颗粒填充柱，是

一种很值得深入研究的色谱填料。

1.2.3 制备柱的装填技术[12]

制备柱是否装填均匀、结实，关系到色谱过程的

分离效率，是柱技术中最关键的部分，也是决定柱

效高低的主要因素之一。目前，制备柱的装柱方法主

要有干装法、匀浆法和压缩法3种。

1.2.3.1 干装法

干装法是色谱柱在做上下抖动的同时，将柱填

料加入柱子中。干装法填装的柱子柱床相对稳定，均

匀，填充装置简单，成本低。此法适合于装填颗粒

度＞20～30 μm的填料，而颗粒＜20 μm的填料不宜

用此法装填，不易于填装均匀。

1.2.3.2 匀浆法

匀浆法又称湿法，是用等密度溶剂作为匀浆剂，

经超声波处理，使填料在匀浆剂中高度分散制成匀

浆，在高压下，用顶替液将匀浆压入柱内，制成具有均

匀、紧密填充床的制备色谱柱。该法的关键在于获得

稳定的匀浆，常用二恶烷与四氯化碳（或四溴乙烷与

四氯乙烯）混合，通过选取不同比例，配置与填料等密

度的溶剂作为匀浆剂。匀浆法现已成功用于柱径不超

过100 mm的制备柱的装填，而大柱径制备柱的装填

不适合用此法，因为柱径大，难以得到稳定的柱床。

1.2.3.3 压缩法

压缩法主要有轴向压缩法、径向压缩法和环形

膨胀压缩法，前两种使用前述的相应设备即可实现。

环形膨胀柱是通过柱中心的一个楔形杆推动活塞上

下移动，产生挤压柱床的径向和轴向复合力，使柱填

充紧密，目前还处于试验阶段。

2 制备型超临界流体色谱

超临界流体色谱（Supercritical fluid chromatogra-

phy，SFC）是一种以超临界流体作为流动相的色谱分

离技术。超临界流体是指在高于临界压力和临界温

度时的一种物质的状态，它兼有气体的低黏度、液体

的高密度以及介于气、液之间较高的扩散系数等特

征[13]。因而，超临界流体色谱既具有气相色谱的主要

优点（溶质在流动相中的高扩散系数），又具有液相

色谱的主要优点（流动相对溶质的良好溶解能力）。

从理论上说，无论化合物是极性的、热不稳定性的、

化学活泼性的或是低挥发性的，都能利用超临界流

体色谱将它们快速地分离开。

图5为超临界流体色谱装置示意图[14]，从中可以

看出，超临界流体色谱装置与高效液相色谱装置类

似，也主要由泵系统、进样系统、色谱柱、检测器、控

制系统等组成。

在超临界流体色谱装置中常用的高压泵有螺杆

注射泵和双柱塞往复泵，由于超临界流体色谱所用

的流动相为超临界CO2，一般需使泵的缸体或泵头要

冷却到0℃左右，以保证流量的稳定。

制备型超临界流体色谱使用填充柱进行分离，

所用填料大部分是高效液相色谱柱常用的填料。为

适应大量样品的注入，可用单独的进样泵，也可用带

有较大体积样品环管的六通进样阀进样。检测器也

大多与高效液相色谱的检测器相同，如固定或可变

波长的紫外检测器、多波长或二极管阵列检测器等。

与高效液相色谱不同，超临界流体色谱除可通过

改变流动相改进分离外，还可通过改变流动相温度或

压力来改变流动相密度，从而改进色谱分离特性[15]。
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因此，一种单一的流动相就可以实现多种用途的分

离。另外，所收集的馏分中的流动相可简单地降压

气化除去，流动相的回收也十分简便，经过净化后

可使其重返超临界流体状态，易于回收，成本低廉，

这对工业制备极具吸引力。然而，超临界流体色谱

也有缺点，设备相当昂贵，操作也不像液相色谱那

样简单。另外，通常加入改性剂以改善CO2的溶解性

能，这也部分抵消了上面所提到的超临界流体色谱

的优势。所以对超临界流体色谱仍有待于进行深入

的研究。

3 高速逆流色谱

高速逆流色谱（High speed counter-current chrom-

atography，HSCCC）是一种基于样品在两个互不混溶

的溶剂之间分配作用的分离技术，是当今国际分离

科学技术的一个新颖的分支。由于HSCCC不使用固

态支撑体，与其他的色谱技术相比，HSCCC能够完

全排除支撑体导致的样品的不可逆吸附和对样品的

沾染、失活、变性等影响，能实现对复杂混合物中各

组分的高纯度制备量分离。

逆流色谱技术由Yoichiro Ito于20世纪70～80年

代间创建，Ito教授为了在行星式运动模式和螺旋管

柱在支持体上的几何位置之间寻求一种理想的结合

状态，展开了一系列的研究，经过近10年的潜心研

究，终于研制出一种高效的逆流色谱系统，并发展成

为现在所称的高速逆流色谱。

我国从20世纪80年代初开始从事逆流色谱技术

和仪器的研制工作，是继美国、日本之后最早开展逆

流色谱研究与应用的国家，张天佑教授为我国乃至

世界HSCCC的发展作出了重要贡献。近年来，随着

逆流色谱技术的发展，国内也有越来越多的专家学

者开展逆流色谱技术研究，特别是在天然中草药有

效成分的分离纯化方面取得了重要成就，并有多部

专著出版[16-18]。

3.1 HSCCC仪器装置

HSCCC装置如图6所示，主要由输液泵、进样

阀、螺旋管式离心分离管、检测器等组成。由于其操

作压力并不高，用普通的中低压泵即可。进样可用带

有样品环管的六通进样阀进样。样品的分离是在多

层螺旋管式离心分离管内完成。检测器与液相色谱

的检测器相同，如紫外检测器、蒸发光散射检测器、

质谱检测器等。

3.2 HSCCC分离原理

HSCCC是建立在一种特殊的流体动力学平衡

的基础上，利用螺旋管的高速行星式运动产生的不

对称离心力，使互不相溶的两相不断混合，同时保留

其中的一相（固定相），利用恒流泵连续输入另一相

（流动相），此时在螺旋柱中任何一部分，两相溶剂都

反复进行着混合和静置的分配过程。流动相不断地

穿过固定相，随流动相进入螺旋管柱的溶质在两相

之间反复分配，按分配系数的大小次序被依次洗脱。

螺旋管装置如图7所示，它的公转轴水平设置，螺旋

管柱距公转轴R处安装，二轴线平行。通过齿轮传

动，使螺旋管柱实现在绕仪器中心轴线公转的同时，

绕自转轴作相同方向相同角速度的自转。

在对管柱里两相溶剂状态进行频闪观察时发

现，在用选定溶剂体系的下相作流动相的条件下，管

柱里会出现如图8所示的分布区带。在达到稳定的流

体动力学平衡态后，柱中呈现两个截然不同的区域：

在靠近离心轴心大约有1/4的区域，呈现两相的激烈

混合（混合区），其余区域两溶剂相分成两层（静置

区），较重的溶剂相在外部，较轻的溶剂相在内部，两

相形成一个线状分界面。

工程工艺与设备◆Gongcheng Gongyi yu Shebei
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图9为旋转一周混合区域的变化示意图，每一混

合区域以与柱旋转速度相同的速度向柱端移动。图9

（a）所示为螺旋管在连续转动的不同位置（I、II、III、IV）

时，观察到的其中两相分布情况。图9（b）则表示将对

应于不同位置（I、II、III、IV）的螺旋管拉直，以更明显

地表示混合区域在螺旋管内的移动，即每个混合区

带都向螺旋管的首端进行，其行进速率和管柱的公

转速率相同。这表明，当流动相恒速通过固定相时，

两相溶剂都在反复进行混合和静置的分配过程，这

一过程频率极高，当柱以800 r/min旋转时，频率超过

13次/s，所以HSCCC有相当高的分配效率。

经过近30年的发展，随着其理论与技术的日益

发展与完善，HSCCC已在生物、医药、食品、材料、农

业、环保等领域获得了广泛的应用，尤其是在中药有

效成分的分离纯化领域已成为最有优势的分离方法

之一。

4 展望

目前，制备色谱在实际制备生产中得到了广泛

的应用，但也还存在一些问题，比如填料的用量大，

且价格贵，使得生产成本高，制约了其发展；由分析

型色谱到制备色谱过渡的理论方面的工作还有待

进一步深入研究和完善；色谱法的定性能力差，如

何把分离和分析联合成为一个整体，应用于工业制

备中，实行一体化的监控，也有待于深入研究。与国

外相比，我国的制备色谱发展还有很大差距，着眼

于上述存在问题的深入研究，制备色谱具有广阔的

发展前景。
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回流，操作压力-0.05 MPa，凝液出口温度40 ℃，质

量流量800 kg/h；冷媒采用15 ℃的深井水。采用

SECESPOL的一台JADX6.50，换热面积5.3 m2，即

能满足工况。自2008年4月份至今，该设备运行效

果良好。

6 结语

目前全世界已经有124个国家和地区建立了各

种中医药机构，中医药在东南亚、日本、韩国等地区、

国家已被广泛应用，欧美的一些国家也正在逐渐放

松对中医药的限制。我国的中药资源非常丰富，但是

我国中医药的发展却并不如人意。

尽快改变目前传统设备科技含量低的状况，在

继承发扬中医药的基础上，充分利用先进的科学技

术，不断创新，研发具有中国特色的现代高科技产

品，形成产业优势和市场优势将是我国中药发展的

必由之路。

SECESPOL换热器为欧洲进口产品，其独特的

结构特点以及优良的性能可以很好地满足目前中药

提取浓缩工艺中对冷凝器的要求。
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