
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

文章编号 :100629798 (2001) 0420092206

制备色谱技术进展

王学军 ,赵锁奇 ,王仁安
(石油大学重质油加工国家重点实验室 ,北京昌平　102200)

摘要 :综述了四种典型的制备色谱 :高效液相色谱、超临界流体色谱、模拟移动床、高速逆流

色谱技术进展及其优缺点 ,简要介绍了制备色谱在我国的发展现状并对制备色谱的发展前

景进行了展望。
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　　色谱是迄今人类掌握的对复杂混合物分离效率

最高的一种方法。作为一种精度高、速度快的分析

工具 ,色谱在医药工业、生化技术和精细化学品的生

产方面已成为越来越重要的制备分离的手段。许多

情况下 ,所需的高纯标样只能用制备色谱技术来得

到 ,如外消旋体的分离[1 ]。随着生物工程以及中医

药现代化的迫切要求 ,在相关的领域都面临着大量

的分离纯化任务 ,制备色谱作为一种快速高效的分

离技术 ,已经引起世界各国的高度重视。在我国该

技术已被列入“863”工程生物技术领域的攻关项目

中。

1　制备色谱

制备规模的色谱这一术语对不同的人含意不

同 ,对生物化学家来讲 ,制备色谱可能意味着分离几

毫克试样 ,然后用适合的分光技术对结构加以说明 ;

对有机化学家来说制备色谱大概意味着为了随后的

合成工作离析 5～50 g中间产品。可见制备色谱从

几毫克到几十克宽范围试样的负载 ,甚至对几百克

物质进行一次分离 ,以满足研究和其他用途的需要。

经典柱色谱法虽可处理大量样品 ,但是效率低 ,

太花费时间和消耗大量溶剂。而现代制备色谱法则

具备柱效高 ,分离速度快等特点 ,是制备纯化天然产

物和化学合成产物的极好手段。但长期以来 ,传统

制备色谱都与柱子低效、不稳定、重现性差等联系在

一起。甚至很多化学工作者都千方百计试图避免使

用色谱作为制备手段[2 ] :需要大量溶剂 ;回收的纯

样品都呈稀释状态 ;对于与柱子超载相关的现象和

典型分离没有理论框架 ;“优化”操作条件更多地依

靠感觉和习惯而非科学事实等。由于 20世纪 80年

代中期压缩柱 (径向 ,特别是轴向压缩)技术的出现 ,

以及人们意识到高品质柱可以大规模使用 ,这种情

况才开始好转。这是现代高效制备液相色谱的开

端 ,也称为 PHPLC[3 ]。自从其诞生 ,PHPLC取得了

长足的发展。

PHPLC的发展成为可能是由于几方面的工作 :

柱技术 ,填料 (手性与非手性) ,理论和模型。而且 ,

新的概念如 SMB (模拟移动床色谱) 、Pre2SFC (制备

型超临界流体色谱)以及 HSCCC(高速逆流色谱)都

被引入以扩展色谱作为一种工业提纯工具的应用领

域。

2　制备型液相色谱

相对于分析型色谱 ,制备色谱的核心就是柱子。

为提供既稳定又高效的柱子 ,并用小尺寸颗粒进行

填充 ,最常用也是最易实现的效果较为理想的是动

态轴向压缩柱 (DACTM)技术[4 ]。DAC技术为使用

者提供了用任一种填料自己装填柱子、方便快速地

调整柱长度的可能性。Matilal 等[5 ]讨论了硅胶基

球形粒子填料在轴向压缩柱中的填充行为及稳定

性。David等[6 ]考察了制备型径向压缩色谱的操作

选择性及效率 ,发现在适当的压缩水平时 ,制备系统
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的效率几乎接近分析柱 ,表明径压缩技术提供了可

预测的 HPLC放大升级的硬件水平。现有的制备

柱内径达 1 m ,额定压力 100 Pa ,或更高 ,生产能力

达几吨/年。

提高柱效最有效的方式是用相当小的颗粒以减

少提纯时间、溶剂消耗、产品稀释度及提纯成本。与

传统的制备色谱填料 (粒径至少 100μm)相比 ,典型

的 PHPLC用的填料为 10～20μm ,柱子也较短 ,一

般 20～50 cm。另外保证填料的窄的粒径分布也很

重要 ,以避免太微小的颗粒产生柱后压以及太大的

颗粒导致低柱效。制备液相色谱最常用的固定相填

料是硅胶 ,假如硅胶的酸性有碍于对它的使用 ,那末

最好改用氧化铝 ,有时用一种低质低价填料而非高

质中高价填料会使提纯成本更高。不过多数制备分

离用硅胶作固定相是令人满意的。现在能得到的键

合相不能指望用于大型分离工作 ,因为它的负载容

量低而不适合于制备工作。

考虑到由色谱系统能得到的四种特殊属性[7 ] ,

即分辨率、速度、范围和负载 , 十分明显 ,要得到其

中的任何两种必须牺牲其它两种。因此在制备色谱

中 ,欲得到负载势必以速度和范围为代价 ,在某些例

子中甚至会使分辨率减小。而色谱在超载条件下的

行为是十分复杂的。Sadroddin 等[8 ]对制备型液相

色谱的模型化进行了综述 ,认为理想模型最易于理

解过载色谱柱中的谱带峰形 ,而平衡扩散模型则最

适于工艺本身。Sadroddin 等[9 ]还对制备型液相色

谱的实验条件的优化进行了考察 ,认为收率与产率

之间是一种此消彼长的关系。Anila等[10 ]对制备型

液相色谱的不同模式 (等温洗脱 ,梯度洗脱 ,顶替色

谱)的最佳化性能进行了比较 ,主要参数为负载因子

和理论塔板数等 ,并讨论了各自的优点。Christian

等在统一理论模型的基础上比较了四种制备色谱

(经典洗脱色谱 ,循环色谱 ,模拟移动床及环隙色

谱) ,认为数学模型及所建议的方法学是有通用性

的。在这一方面 ,模拟软件是种有力的帮助 ,而且即

使不能精确计算出最佳提纯操作条件 ,也可清楚地

表现出其趋势。

比起其它制备方法 ,液相色谱是目前技术手段

最成熟、应用最为广泛的一种。它的缺点也很明

显[11 ] ,需消耗大量溶剂、产品过于稀释以及往往无

法避免有毒溶剂的使用。尽管如此 , HPLC仍然是

难以替代的分离方法。在蛋白质 (包括酶) 、核酸和

糖等与生命科学密切相关的生物大分子的分离上 ,

HPLC也是特别爱宠的一项技术 ,多种可供选择的

分离模式 (反相、正相、离子交换、体积排斥、疏水作

用、亲和色谱等)都有应用[12 ]。

国内制备型液相色谱方面的报道不多 ,王志祥

等[13 ]立足于国产材料和设备 ,成功地研制了一套较

为实用的制备型 HPLC分离装置 ,根据不同的制备

量和分离要求 ,该装置可以使用不同内径及不同柱

长的制备柱 ,用于生化产品的制备分离。制备量可

达数毫克至数百毫克。

3　制备型超临界流体色谱

所谓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 ,它兼有气体和液体的某些

性质 ,即兼有气体的低粘度、液体的高密度以及介于

气、液之间较高的扩散系数等特征[14 ]。二氧化碳做

为一直被广泛采用的超临界流体是由它自身的特点

决定的。它临界点性质温和 ( Tc = 31. 05℃) ,成本

低 ,安全 ,且工业易得高纯度。由于 CO2 对极性化

合物的溶解能力较低 ,人们在以选择二氧化碳为主

要流体的基础之上 ,提出了很多的强化 SFC分离的

技术手段。在需要提高密度以提高超临界流体溶解

性的情况下 ,极性化合物改性剂 (Modifier)可有效地

提高原流体的溶解能力[15 ]。甲醇、乙醇、乙氰、水等

是较常用的改性剂。Cantrell等[16 ]对各种改性剂在

填充柱 SFC中的作用进行了考察 ,发现可以把改性

剂调整到合理的模式以加强或掩盖分子间作用。

Roth[17 ]则考察了改性剂在 SFC 中的热动力学性

质。改性剂通过引入一种低浓度强极性的化合物可

进一步改善 ,这种化合物可称为添加剂 (Additive) 。

B1ackwell等[18 ]研究了添加剂作用 ,认为色谱选择

性与添加剂及流动相状态有关。

超临界流体具有许多获得好的色谱分离的必要

特性 ,更重要的是 ,通过改变流动相温度或压力即可

改变其密度 ,色谱分离的特性就会改变[19 ]。因此一

种单一的流动相就可以用于多种用途的分离 ,而无

需为柱平衡浪费时间 ,这在 HPLC靠改变其流动相

组成是难以做到的。另外 ,也容易去除所收集的馏

分中的流动相 ,简单地降压足以将超临界流体 CO2

气化。流动相的回收也十分简便 ,只需收集气相

CO2 ,净化后可使其重返超临界流体状态。CO2 易

于回收 ,成本低廉 ,使 Pre2SFC对工业极具吸引力 ,

尤其是对比 PHPLC在生产成本中流动相占最大比

例 (甚至在回收利用情况下) [2 ]。然而 , Pre2SFC也
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有缺点[20 ] ,技术相当昂贵 (设备必须承受上百 Bar

的压力) ,操作超临界流体不象液体那样简单 ,以及

CO2的溶解性能不允许溶解所有物质 ,通常加入改

性剂有所帮助 ,但同时也部分抵消了上面所提到的

优势。所以时至今日 ,虽然超临界流体的独特物化

性质使得 CO2 极具竞争性 ,甚至在模拟移动

床[21 - 22 ]和逆流色谱[23 ]中也有应用 ,但超临界流体

技术在实验室中的应用远远大过它在工业化生产中

的应用。1997 年在法国 Strasbourg 召开的第三届

国际超临界流体会议上 ,会议主席 Krtukonis ,Brun2
ner和 Perrut 在大会特邀报告中指出 ,丙烷是一种

更为实用的工业化超临界溶剂 ,且已用于一些食品

加工过程中。王仁安等[24 ]比较了丙烷与 CO2 这两

种超临界溶剂的溶解性能和传质性能 ,并结合文献

超临界流体萃取的实例说明 ,在设计工业化超临界

流体萃取装置时 ,丙烷是一种很有竞争力的溶剂。

本实验室的赵锁奇等[25 - 26 ]建立了国内第一套

制备型超临界流体色谱 ,并用于天然产物的分离制

备 ,实验表明这套克级制备色谱使用空白硅胶填料

既可以分离弱极性化合物 ,也可以分离制备强极性

物质及生物碱等难洗脱的溶质。

4　模拟移动床色谱

模拟移动床色谱 SMB ( Simulated Moving Bed

Chromatography)是提纯化合物的另一个强大且极

具吸引力的分离手段。早在 20世纪 60年代就由美

国工程公司 UOP把逆流色谱的概念引入 Sorbex家

族的 SMB工艺并使之商业化 ,从而作为一种工业制

备工艺取得了长足的发展[27 ]。由于 SMB技术减少

了为达到特定分离所需的固定相及流动相的体积 ,

成本的节约使色谱分离更加经济可行。但应用于制

药及精细化学品的制备分离却一直发展缓慢 ,主要

是由于缺少工艺模拟的模型[28 ]、有效数值方法和计

算机。直到 20世纪 80 年代在有关 SMB 理论框架

的形成和模拟程序的出现加上 PHPLC在硬件方面

的最新进展 ,才使 SMB重新焕发出勃勃生机。古典

制备色谱有两大缺陷 ,不连续且溶质稀释。SMB的

出现打破了这些局限。SMB 是一种模拟真实移动

床[29 ] (或逆流色谱)的重要分离工艺。在 SMB 中 ,

固相逆流移动由进样和溶剂入口与残液和提取物出

口的周期性切换来模拟 (如图 1) ,相当于柱子朝与

切换方向 (即流动相流动的方向)相反的方向移动。

模拟逆流的实现避免了因固相的物理移动导致

的缺点。工艺具连续性 ,可以将二元样品分离为高

度纯净的两个组分 ,并完全回收。可高效拆分分离

因子相对较小的化合物[30 ]。SMB与 HPLC相比主

要的优势在于 :溶剂消耗大量减少 ;收集到的产品稀

释度小 ;填料更加有效利用。因此 SMB提纯成本比

HPLC更少。当然 SMB也有难以克服的问题[2 ] ,一

是 SMB是一种二元分离器 ,这限制了它的应用范

围 ;二是设备的复杂性 ,可能比 HPLC更难使用和

维护 ,一般要用 8～16根性能相似的柱子 ,致使优化

提纯条件更加复杂。

图 1　模拟移动床色谱流程图

　　尽管如此 ,SMB 还是方兴未艾 ,尤其是应用于

外消旋溶液的分离[30 ] (一种典型的二元分离) ,更是

SMB技术最理想的用武之地。FDA (美国食品与药

品管理局)己宣布出于药物审批的目的将认为两种

对映异构体是不同的化学品[31 ]。McC0y[32 ]讨论了

各公司使用 SMB分离手性化合物的方法。Lehoucq

等[33 ]则对 SMB 在手性分离方面的应用进行了探

讨 ,并提出一基于实验数据的逆流模型 ,发现模型与

实际系统吻合良好。也正是由于对纯手性化合物的

市场需求趋势 ,驱使填料制造商去开发用于手性分

离的特殊固定相 ,包括 :分子压印 ,蛋白质相 ,环糊精

等。对于 SMB 系统的设计是一个热门的研究领

域[34 - 37 ]。Yun[38 ]和 zhong 等[39 ]则研究了流速对

分离的影响。

SMB技术在我国的发展尚处于起步阶段 ,主要

是鞍山钢铁学院的林炳昌等[40 ]进行这一方面的研

究 ,发表有几篇模型方面的文章[41 - 42 ] ,李勃等[43 ]

则在高分子树脂柱和 SMB 系统上分离得到了高纯

度的紫杉醇。

5　高速逆流色谱

任何大规模的制备分离都是以小规模制备和一
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般分析为先导 ,摸索条件 ,优化处理 ,逐步放大。目

前的液固色谱在从分析级放大到制备或生产规模时

有局限性[44 ] ,分析分离大多用反相 ,但这种工艺对

于制备型 LC来讲太昂贵 ,导致在从实验室规模 (1

～5 mg)放大到制备规模 (5 mg～十几 kg + )时需要

采用正相硅胶的方法 ,除非产品单价高到可以采用

反相及手性介质。而且目标产物在固定相上有可能

被吸附、变质、水解或改变构型。因而色谱的选择成

为突出的瓶颈。高速逆流色谱 ( High Speed Coun2
tercurrent Chromatography - HSCCC)避免了这些困

难。自从 1966年 Yoishiro lto 提出逆流色谱 (CCC)

的概念 ,CCC就是一种制备技术[45 ]。由于 20 世纪

80年代早期 Ito 的开创性工作 ,开发出了比过去的

CCC装置分离效率更高且分析时间缩短的新装置 ,

因线圈本身处于装置整体的中心轴 ,以固定齿轮为

中心作进行行星式的运动 (如图 2) ,所以此装置称

为“伊东多层线圈行星离心机”或“高速逆流色谱”

( HSCCC) [46 ]。HSCCC是一种无载体的液液分配色

谱 ,在分离柱体内不加入任何固态载体或支持体 ,因

而完全排除了载体对分离过程的影响 ,在色谱过程

中 ,样品在一对互不混溶 (或很少混溶)的溶剂相中

分配、传递 ,各组分依据它在这两相中的分配系数的

差异实现分离[47 ]。它基于运转螺旋管内两相溶剂

的单向性流体动力学现象 ( Unique Hydrodynamic

Phenomenon)使逆流色谱体系的分离效率更高 ,更

符合于分离分析和制备纯化工作的需要。柱内无载

图 2　高速逆流色谱示意图[47 ]

1.行星齿轮 2.静止齿轮 3.流通管

4.自转轴 5.公转轴

体占空部位 ,两相又高速对流 ,因此 HSCCC具有很

强的超载能力 ,非常适合半制备级或更大量的分离

纯化工作。HSCCC也不是十全十美的 ,由于其固相

的逆流移动会造成两相互相侵蚀和严重的混合而导

致其稳定性降低 ,从而使分离效率不高[48 ]。技术的

进步使这个问题有所改观 ,已可与 PHPLC相抗衡。

尽管 HSCCC的色谱效率受到限制 ,其高负载和多

用途依然使其充满竞争力 ,可以处理相当宽范围内

的有机和无机的工业提纯问题 ,更是从传统中医药

及其他天然产物中进行活性分离的理想工

具[43 ,49 ,50 ]。已经证实 CCC在方法的快速建立、极

性屏蔽和作为一种抽提工艺的多用途性。事实上

CCC可以处理含微粒的粗抽提物 (或直接与逆流萃

取耦台[51 ]) ,这意味着它具有分离细胞、细胞类脂质

和溶剂混合油的潜力[44 ]。

我国是美国之外最早开发应用此项技术的国

家 ,在 HSCCC仪器的研制方面处于国际领先的地

位[52 ]。以张天佑[52254 ]为代表的我国科学家在利用

HSCCC对天然药物有效成分的分离纯化 (如紫杉醇

的分离[49 ]方面做出了许多创新性工作。

6　制备色谱需解决的问题及其前景

制备色谱目前在我国仍只存在于少数科研单位

中 ,要推广到工业生产仍面临许多亟待解决的问题。

首先就是制备色谱的填料用量大且价格昂贵 ,造成

生产成本太高。开发新的填料 ,或者利用已有的空

白硅胶开发新的分离方法或模式 ,是色谱工作者努

力的方向。其次是制备色谱的升级放大的问题 ,这

也是制约制备色谱进一步发展的瓶颈。HSCCC似

乎没有这两方面的忧虑 ,但该色谱法的流体力学机

制沿需进一步阐明。另外建立连续制备色谱还有许

多开发性的工作要做。

制备色谱的发展在近 20 年中取得了长足的进

步 ,色谱理论逐渐完善 ,新技术不断出现 ,显示出广

阔的应用前景。
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PROGRESS IN PREPARATIVE CHRONATOGRAPHY

Wang Xuejun ,Zhao Suoqi ,Wang ren’an
(State Key Lab of Heavy oil Processing ,Petroleum University ,Changping ,Beijing 102200 China)

Abstract :A review with 47 references is given on the four typical kinds of preparative chromatography systems :

high performance liquid chromatograhy , supercritical fluid chromatography , simulated moving bed chromato2
graphy ,and high speed countercurrent chromatography. The advantage and disadvantage of these systems have

been discussed with a brief int roduction of the current progress of preparative chromatography in China.

Key words :preparative chromatography ; high performance liquid chromatography ; supercritical fluid chromato2
graphy ;simulated moving bed chromatography ;high speed countercurrent chromatography
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