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硅胶柱超临界流体制备色谱分离极性化合物
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摘要: 建立了一套克级的制备型超临界流体色谱, 采用全多孔空白硅胶为固定相, 二氧化碳加极性

携带剂及酸碱改性剂为三元流动相 , 在该设备上对黄酮类物质和生物碱混合物进行了分离, 讨论

了分离条件对分离组分产率和纯度的影响。
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　　超临界流体色谱 (SFC) 是超临界流体技术的重

要分支之一, 目前在许多方面得到了应用, 已普遍受

到重视[1 ] , 主要利用其超临界流体分离效率高、流动

相回收容易的优点。国内关于 SFC 的研究报道较

少, 制备色谱方面似乎没有。对制备色谱来说, 其发

展制约因素主要是资金问题, 因为色谱填料是最大

的易耗品之一。键合相填料是现代高效液相色谱中

应用最为广泛的柱填料, 但价格昂贵, 将制备色谱放

大至千克级的工业装置花费就更大。目前的超临界

流体色谱制备多运用键合相填料, 缺乏硅胶填料上

的分离方法, 而强极性物质在硅胶上的分离被认为

是很困难的。因此, 探索极性物质在相对价廉的全多

孔硅胶填料上的分离方法是非常必要的。

1　实验部分

1. 1　实验设备

我们 1992 年即开始超临界流体色谱的研究工

作[2 ] , 建立了一套分析型超临界流体色谱, 在这套色

谱上进行了黄酮类化合物的分离及其保留值规律的

研究[3, 4 ]。在此基础上, 建立了一套克级规模的制备

型超临界流体色谱, 如图 1 所示。

图 1　克级制备型超临界流体色谱示意图

F ig. 1　F low sheet of gram scale p reparat ive SFC
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　　其中泵送系统采用两台 ISCO 260D 注射泵, 由

单向阀组成的套件提供连续泵送流动相, 泵头上装

循环低温套件及保温夹套, 另外一套 ISCO 100DM

注射泵进行携带剂输送。 ISCO 260D 和 100DM 可

提供的压力分别为 50M Pa 和 65M Pa, 其流量由一

台专用控制器进行精确控制, 有多种操作模式选择。

色谱柱为轴向动态压缩式, 柱尺寸为Ф25 mm * 500

mm (长度可调) , 设计压力为 50M Pa。色谱柱箱温度

范围为室温～ 150℃±1℃。检测器为 T SP2100 (原

Spectro2Physics)UV 2V is 检测器, 配备 50 mL öm in

的大容量流通池, 进行不分流检测。冷冻机采用重庆

四达实验仪器厂产品。进样阀、采集阀和气驱电磁阀

均采用R heodyne 公司产品。溶剂储罐设计压力为

10M Pa, 带可视看窗。

1. 2　实验材料

CO 2: 北京氦普北分气体工业有限公司, Υ≥
99. 95% ; 无水乙醇: 北京化工厂, 分析纯, Υ≥

99. 7% ; 磷酸: 北京化工厂, 分析纯, Υ≥85. 0% ; 槲

皮素: 中国药品生物制品检定所; 黄酮、漆树素: 日本

东京化成工业株式会社; 空白硅胶填料: (10±1)

Λm , 孔径为 8～ 10 nm , 比表面 340～ 400 m 2ög, 天

津市化工二厂色谱技术公司。

2　实验结果与讨论

2. 1　全多孔硅胶填料用于分离极性溶质

研究了黄酮类化合物在硅胶柱上的分离, 流动

相为 CO 22乙醇2磷酸, 其中 Υ(H 3PO 4 ) 在乙醇中为

0. 5%。银杏叶萃取物水解后主要有 3 种甙元, 即异

鼠李素、山奈酚、槲皮素, 图 2 是其中一种水解样品

在硅胶柱上的分离结果。异鼠李素、山奈酚、槲皮素

3 种物质的保留值随携带剂浓度的变化较大, 当携

带剂浓度较小时, 这些化合物的容量因子较大, 且

异鼠李素和山奈酚分不开; 当携带剂达到 7% , 3 种

物质的容量因子明显降低, 再增加携带剂浓度保留

值降低不多, 3 种物质能有效分离。这几种化合物在

OD S 柱上的分离和硅胶柱不同, 携带剂浓度较大

时, 3 个峰严重重叠; 当携带剂浓度较低时, 3 种溶质

的容量因子差别较大, 但是峰拖尾严重, 峰间重叠依

然比较严重。

2. 2　黄酮类化合物的超临界流体色谱制备分离

选择了黄酮、槲皮素、漆树素 3 种黄酮类化合物

进行示范性的分离。其中槲皮素及漆树素极性较强,

可以用加入酸性改性剂的方法分离。图 3 是在制备

图 2　银杏叶萃取物水解产物的超临界流体色谱分离

YW G2SiO 2　10Λm 柱, 　25 M Pa, 　50℃, 　流动相3. 0

mL öm in, 携带剂为乙醇 (其中磷酸体积分数为 0. 5% ) ,

流动相与携带剂体积比为 90∶10

F ig. 2　SFC Ch rom atogram of hydro lysate of egb ex tract

condit ions: YW G2SiO 2 10Λm co lum n, 25 M Pa,

50℃ mobile phase: CO 22ethano l ( 90 ∶ 10 V öV )

w ith Υ(H 3PO 4 ) = 0. 5% in ethano l flow rate: 3. 0

mL öm in

图 3　黄酮、槲皮素、漆树素的分离结果 (出峰顺序为黄

酮、槲皮素、漆树素)

F ig. 3 　SFC Ch rom atogram s of iso rham ntin, kaempfero l

and quercetin separat ion ( in reten tion tim e se2
quence of kaempfero l, iso rham ntin,Q eercetin)
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柱上负载逐渐加大的色谱图, 配制的溶液中 3 种化

合物含量均为 2 göL。其进样量从 10 ΛL 到 400 ΛL ,

压力为 25 M Pa, 温度为 45℃, 流动相流量为 20

mL öm in, 携带剂加入量为 10% , 携带剂中 Υ
(H 3PO 4)为 0. 5%。在进样量为 400 ΛL 时, 紫外检测

器的响应值已经超过最大范围。结果表明进样体积

增大, 相邻组分的分离选择性降低, 但在样品浓度一

定的情况下, 大的进样体积意味着高的分离效率, 所

以希望有尽可能高的进样体积。在所给定的条件下,

200 ΛL 的进样量仍保持较高的分离选择性。图 4 是

进行的一次制备, 有效的进样是 9 次。每次循环为

15 m in, 每天可处理样品约为 240 m g。样品收集为 3

个馏分, 1 号馏分为黄酮, 经色谱检验纯度为 96% , 2

号馏分为槲皮素 (含部分漆树素) , 纯度为 66% , 3 号

馏分主要为漆树素 (含有部分槲皮素) , 纯度为

89%。并且, 由于进样阀在切换回“LOAD”状态时,

定量管内积存的CO 2 会将进样容器中的样品冲出

一些, 不包括这部分损耗, 总回收率约为 80%。

用 P re2SFC 分离制备了两种生物碱混合体系,

防己科植物蝙蝠葛 (M en isperm um dau ricum DC. )

的根茎经萃取提纯后可以得到蝙蝠葛诺林碱 (dau2
rino line)、蝙蝠葛新诺林碱 (dau ricino line, 或称去甲

山豆根碱)两种生物碱异构体的混合物, 用超临界流

体制备色谱在全多孔硅胶上也成功地进行了分离;

青川椒 (Zan thoxylum sch in ifo lium Sieb et Zucc) 是

产于我国辽宁等地的一种芸香科植物。其中含有香

柑内酯 (bergarp ten) , 青川椒碱 (Sch inn ifo line) 等化

合物。它的果实除做调味剂外, 还有药用价值, 青川

椒萃取物的样品是用一套多功能的超临界流体萃取

分馏装置得到的。对青川椒的果皮萃取物应用超临

界流体制备色谱也成功进行了青川椒碱的分离, 得

到了香柑内酯和青川椒碱。

图 4 黄酮类化合物的制备分离

F ig. 4　F lvano ids separat ion on p rep 2SFC by repeated sam 2
p le in jection

3　结　论

建立了空白硅胶填料用于超临界流体色谱分离

强极性物质和生物碱的方法, 采用三元流动相

(CO 22携带剂2酸碱改性剂) 成功地分离了多羟基黄

酮化合物的混合物和生物碱混合物, 探索了操作温

度、压力、携带剂浓度和流速对目的产物分离纯化的

纯度和收率的影响。流动相中携带剂达到一定含量,

强极性溶质的保留值明显减小, 要求分离时间短, 进

样体积越大, 分离选择性越低。
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Separation of polar com pounds by preparative SFC
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Abstract: A gram 2scale p repara t ive supercrit ica l f lu id ch rom atogram w as set up , w ith w h ich po lar com 2
pounds such as flavno ids w ere separa ted successfu lly on bare silica pack ing co lum n by u sing CO 22modifier2
addt ive mob ile phase. Influence of the opera t ing condit ion s on the yield and pu rity w ere discu ssed.

Key words: supercrit ica l f lu id ch rom atograph; p repara t ion; separa t ion; silica; po lar compounds

—132—　第 3 期　　　　　　　　　　　　赵锁奇等: 硅胶柱超临界流体制备色谱分离极性化合物　　　　　　　　　　　　　


