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摘 　要 　超临界流体色谱作为气相色谱和液相色谱的有力补充可用于热不稳定和低挥发性物质的分析分离

和制备 ,也可用于超临界流体中分子间相互作用的研究。本文从色谱的流动相、固定相、检测系统及应用几方

面综述了超临界流体色谱近年来的研究进展。
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1 　引　　言

超临界流体色谱 (supercritical fluid chromatography , 简称 SFC) 是指以超临界流体为流动相 ,以固

体吸附剂 (如硅胶)或键合到载体 (或毛细管壁) 上的高聚物为固定相的色谱。混合物在 SFC 上的分离

机理与气相色谱 ( GC)及液相色谱 (LC) 一样 ,即基于各化合物在两相间的分配系数不同而得到分离。

SFC 始于 20 世纪 60 年代[1 ] ,直到 20 世纪 80 年代早期[2 ]开发成功了空心毛细管柱式 SFC ,应用于分析

领域。由于流动相的使用量很小 ,因此使得流动相的使用范围得以扩大 ,甚至一些有毒的、贵重的流体

被用作流动相。随着微柱高效液相色谱 ( HPLC) 的发展 ,出现了填充柱式 SFC [3 ]。这类色谱采用 HPLC

普遍使用的柱子和填料 ,根据流动相的特点 ,由 HPLC 改装而成 ,成功地用于分析某些热敏性、低挥发

性、极性化合物。对于填充柱式 SFC ,其样品的分离和收集被认为优于毛细管 GC 和 HPLC。由于超临

界流体的高扩散性和低粘性 ,使分离速度加快 ,同时由于密度的变化可直接影响流动相的溶剂化能力 ,

因此可通过改变影响密度的因素 (如压力、温度等)较容易地使欲分离物质从流动相中分离出来 ,收集起

来。因此 ,填充柱式 SFC 不仅可用于物质的分析 , 而且在此基础上发展了制备型 SFC[4 ] 。

针对 SFC 在不同领域中的应用及技术发展状况 ,发表了一批专题性的综述文章[5～25 ] ;另外 ,介绍

SFC 的专著也相继问世[26 ,27 ] 。本文将从以下几方面介绍 SFC 近年来的研究进展。

2 　SFC的流动相

超临界流体是指温度和压力高于其临界值时的一种物质状态 ,兼具气体和液体的特点 ,具有以下性

质 : (1)其扩散系数高于液体 1～2 个数量级 ,这种高扩散性在传质过程中使得 SFC 流动相的最佳流速

总是高于 LC。因此 ,达到相同的分离效率 ,SFC 往往比 LC 快 ; (2) 超临界流体的粘度比液体低 2 个数

量级 ,故使柱压降在相同的条件下要比 LC 的降低许多 ,这也是 SFC 的分离速度快于 LC 的一个重要原

因 ; (3)超临界流体的密度与液体相似 ,为气体的 200～500 倍 ,使分子间的作用力增加 ,从而增强了其溶

剂化能力 ,并且其密度随压力可调 ,尤其在临界温度附近 ,压力的微小变化可引起密度的较大变化。因

此 ,可通过调节压力来实现对不同物质的分离。SFC 可用于分离和分析一些 GC 和LC 难以分离分析的

物质 ,尤其在分析分离一些热敏性、低挥发性等化合物方面表现出优越性。

尽管氨、二氧化硫、氧化氮及氯氟烃类等物质都曾用作 SFC 的流动相进行过研究 ,但应用最广泛的

流动相是超临界 CO2 。这是因为 CO2 临界温度 (31. 08 ℃)接近室温 ,临界压力 (7. 38 MPa) 不太高 ,可使

色谱系统在接近室温和不太高的压力条件下进行操作。另外 ,CO2 无毒 ,不燃 ,无化学腐蚀性 ,因此 ,以

它作为 SFC 的首选流动相 ,在食品、医药、生物制品及精细化工产品等的分析分离方面得到了广泛的应

用。超临界 CO2 用作 SFC 的流动相 ,其最大的缺点是不能洗脱极性化合物。在多数情况下 ,CO2 对结

构或分子量相似的物质的分离能力是不足的。为增加其溶剂化能力 ,往往需要在其中加入少量的极性
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改性剂。常用的改性剂有甲醇、乙醇、异丙醇和乙腈等 ,使用最多的是甲醇。这是由于甲醇与 CO2 形成

的二元混合物的临界温度和临界压力不太高 ,并且甲醇的极性在低碳醇中比较大。

对于中等极性的物质 ,在超临界 CO2 中加入一定量的极性有机溶剂便可达到理想的分离目的 ;而对于

强极性的化合物仅加入极性改性剂是不够的。为实现对强极性物质的 SFC分离 ,在改性剂中加入了微量

的强极性有机物 (称之为添加剂)成功地分离了有机酸和有机碱[19 ] ;Liu 等[28 ]在乙醇中加入微量磷酸 ,基线

分离了强极性的黄酮类化合物。流动相中微量强极性添加剂的加入拓宽了 SFC的适用范围。

对于改性剂的作用机理 ,进行了大量研究工作[29～33 ] 。测定结构相似的几种物质在 CO2 和含有甲

醇的 CO2 混合物中的溶解度发现 ,改性剂的加入可使某些物质溶解度增大 ,而对另外一些物质则不然。

可以推断流动相中改性剂的加入 ,使溶质溶解度发生变化仅是影响其色谱行为的一个方面 ,有时并非主

要因素。改性剂还可起到如下作用[30 ] : (1)掩盖了固定相上残留的硅醇活性基团 ; (2) 增强了溶质在流

动相中的溶解度即增强了流动相的溶剂化能力 ; (3)改善了流动相与固定相的表面张力。Lesellier 等[31 ]

选取了 16 种有机溶剂作为超临界 CO2 的改性剂 ,考察了不同溶剂对胡萝卜素分离的影响。研究表明 ,

由温度和压力变化而引起的密度变化 ,影响色谱效率 ,但不影响分离选择性 ;而在流动相中加入极性改

性剂却改变了分离选择性 ,但不影响色谱效率。Hanson [32 ]选择了带有酯基、酮基、羟基、氨基及羧基的 30

个甾类化合物 ,实验发现 ,极性甾类化合物的保留值随固定相极性的增加而增大 ,甚至大至不可洗脱 ;溶

质沿柱的迁移速度取决于流动相的溶剂化能力 ;而流动相的溶剂化能力取决于该组分在流动相中的溶

解度和该组分与固定相间的相互作用。Zou 等[33 ]选取甲醇、乙氰、乙醇和 12丙醇为改性剂 ,研究了极性

和非极性物质在 C18柱、苯基柱和氰基柱上的分离效率。对高度保留物质 ,改性剂的加入极大地增加了

填充柱 (尤其是 C18柱)的表观柱效 ;对极性物质 ,改性剂的存在则改善了流出峰形 ,降低了保留时间。

超临界流体中加入极性溶剂 ,形成了二元混合物 ,其临界压力和临界温度都随加入改性剂的量而变

化。因此在许多情况下 ,色谱分析是在亚临界状态下 (即只有一个参数 ,如压力或温度高于混合物的临界

值)进行的。流动相中极性有机溶剂的加入给色谱操作带来的一个缺陷是不能采用氢焰离子化检测器。

3 　SFC的固定相

随着微粒技术的发展 ,SFC 的固定相发生了很大变化。在 SFC 的最初阶段多装以大颗粒的长柱。

随着 HPLC 技术的不断发展 ,将装以小颗粒填料的 HPLC 柱子应用到 SFC 中来 ,大大缩短了分析时间 ,

提高了分离效率。将熔融的硅胶填充毛细管柱用于分离聚苯乙烯混合物 ,取得了良好的分离效果。

在填充柱式 SFC 中使用最广的固定相是硅胶基质的键合填料。由于氢键、离子、偶极作用 ,不经过

改性失活的硅胶适用于非极性化合物的分析 ,对于极性物质不太适用。而将一些极性稍弱的基团键合

到硅胶上 ,形成硅胶基质的键合填料则大大增加了填料的适用范围。在硅胶的表面键合上基团 ,象

OH 、 CN 、 N H2 C6 H5 、烷基及聚合物等 ,形成了一类固定相。Taylor 等[34 ]指出 ,这类固

定相表面均匀 ,耐高温 ,不易被溶剂抽提。但普遍存在的问题是硅胶表面的硅醇基团不能为键合基团完

全覆盖。因此 ,总残留一部分硅醇基团仍能与碱性基团、电子供体 (如稠环芳烃) 等发生强烈作用 ,使这

些物质的保留时间延长。为克服这一缺点 ,可在流动相中加入适量的极性改性剂 ,或采用碳、树脂基质

的填料等。对于空心管式 SFC ,在其内壁上键合或涂附上不同的基团以适应不同的色谱分离需要。

Shen 等[35～39 ]和 Ibanez 等[40 ]对 SFC固定相 (包括新出现的手性、液晶和聚合物包覆微粒固定相等)进

行了详细总结 ,并评价了固定相的极性。Gritti 等[41 ]以不同的芳香化合物为溶质 ,考察了压力、温度和改性

剂对侧链液晶聚合物固定相性能的影响 ,发现这些化合物可以得到基线分离 ,其保留行为随压力变化。

4 　SFC的检测系统

SFC 可采用 GC 和 LC 的检测器 ,通常在低压和常压条件下使用。目前 ,SFC 中最常用的检测器为

紫外 (UV)检测器和氢焰离子化检测器 ( FID) ,它们具有灵敏和高选择性的特点。一般地 ,对于以纯

CO2 为流动相的分离体系可采用 FID ,尤其在空心管式 SFC 中使用比较多 ;而对于有谱学特征吸收峰

的物质可采用紫外、红外等信息光谱型检测器。傅里叶变换红外 ( FTIR) 检测[42～44 ]的优点是人们能从
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柱上流出的化合物中获得分子结构信息。SFC 与质谱联用将物质分离、鉴别结合在一起 ,成为非常有效

的分析手段 ,Combs 等[17 ]对这方面的研究进行了系统总结。核磁共振作为结构鉴定的手段在 SFC 中

也占有重要位置 ,Albert [18 ]评述了核磁共振与 SFC 联用的原理、研究进展和应用实例 ,他所在研究组对核

磁共振与 SFC 联用进行改进 ,得到了能进行1H NMR 谱原位检测的 SFC[45 ] 。元素选择性光学检测器 ,

如微波诱导等离子体检测器、无线电频率等离子体检测器、ICP 检测器 ,用于金属有机化合物的检测 ,在

SFC 中被广泛采用[46 ] 。Shi [47 ]等采用了硫元素选择性检测器 ,最低检测量可达到 3pg ;而 Strode [48 ]则研究了

氮元素选择性检测器 ,能有效地检测含氮化合物。另外 ,荧光检测器[49 ] 、电流检测器[50 ] 、电子捕获检测

器、激光散射检测器及火焰光度检测器等都作为检测手段在 SFC 中得到良好应用。

5 　分析型 SFC

从 20 世纪 60 年代 ,卟啉异构体[1 ] 、聚苯乙烯的齐聚物、多环芳烃、抗氧剂、染料及环氧树脂、胡萝卜

素、氨基酸等在 SFC 上得到分离。随着色谱技术的进步 ,SFC 分析的应用领域逐渐扩大。天然产品、极

性药物、食品、添加剂及手性化合物等都在 SFC 中得到了很好的分离 ,这些工作在文献中都有系统的总

结[5～25 ] 。Berger [19 ]综述了填充柱式 SFC 在极性物质分析方面的应用 ,表明 SFC 已经适用于从苯酚到多

元酸的酸性物质及苯胺到多元脂肪胺的碱性物质的分析。

用于 SFC 分析的天然产品种类比较多[5～14 ] ,如热不稳定的天然脂类、甾类化合物、多元不饱和脂

肪酸及其酯、天然色素、氨基酸、糖类等。Lafosse 等[11 ]对糖类物质的 SFC 分离作了归纳总结。早期对

糖类进行 SFC 分离是先将其衍生化 ,然后用毛细管柱进行分离 ,分离效果良好。后来利用填充式 SFC

进行的分离研究引起了人们的重视。Salvador 等[51 ]以甲醇改性的 CO2 为流动相 ,在流速为 5 mL/ min、

柱温 60 ℃的条件下 ,10 min 内基线分离了 8 个单糖化合物和多元醇。

Salvador 等[12 ]以列表的形式 ,详尽地总结了 SFC 在药物分析领域的应用及 SFC 的技术发展状况。

2000 年 , Yaku 等 [20 ]又系统总结了填充柱式 SFC 在药物分离分析中的应用发展情况 ,认为 SFC 已成为

药物分析的重要手段 ,在一定条件下优于 HPLC 和 GC。SFC 应用于药物分析 ,主要采用以 CO2 为主体

的流动相。由于多数药物都有极性 ,所以必须在流动相中加入极性改性剂。最常用的改性剂为甲醇 ;另

外 ,微量的添加剂 ,像三氟乙酸、乙酸、三乙胺和异丙醇胺等 ,可起到改善色谱峰形的作用 ,在 SFC 中得

以采用 [52～57 ]。尽管纯 CO2 为流动相的情况不多见 ,但 Ibanez 等[58 ]采用了键合聚乙二醇的硅胶固定相分离

了生育酚异构体。

SFC 分离手性化合物成为重要的应用领域。近年来 ,随着新型手性固定相的出现 ,关于手性化合物

SFC分离的研究迅速增加[16 ,59 ,60 ] 。Medvedovici 等[61 ]对 6 种手性固定相进行了评价 ,以 CO2 为流动

相 ,甲醇为改性剂 ,三氟乙酸或三乙胺为添加剂 ,在 Chiralpak AD 上成功地分离了 44 种化合物中的

70 %。J uvancz 等[62 ]合成的新型 Pirkle 型固定相 ,适用于较宽的温度范围 ,适用于含π电子的物质分

离。Phinney 等[63 ]将手性柱和普通柱耦合 ,使手性化合物的分离表现出非手性特征 ,同时避免了相同情

况下 HPLC 中出现的问题。Whelk2O1 是一种有效的手性固定相 ,成功地应用于手性物质的分离 ,有不

同的研究者对它的性能进行了详细的研究[64～66 ] 。另外 ,手性柱 Chiracel OD 、CHiracel OB [67 ]和 Chiralbi2
otic V [68 ]都得到很好的应用。

王少芬等[46 ]系统总结了近年来 SFC 在分离过渡金属、重金属、镧系金属、锕系金属以及铅、汞、锡

的金属有机化合物和络合物方面的应用。对于金属有机化合物及络合物的 SFC 分离 ,大多采用添加了

极性改性剂的超临界 CO2 为流动相 ,填充柱式 SFC 和毛细管 SFC 也得到成功应用。SFC 用于分离低

聚物、聚合物及聚合物添加剂 ,成为一种有效的分离表征手段[69 ] 。多环芳烃及其衍生物的结构和性质

都非常相似 ,在适当的色谱条件下 ,可在 SFC 上将它们分离开来。农药和除草剂是一类含 N、P、S、O 等

杂原子的极性物质 ,有些还具有热不稳定基团 ,对这类化合物也进行了 SFC 分离研究[70 ] 。

6 　制备型 SFC

制备型 SFC 现已应用于食品、医药、生物及石油等多种领域。制备型 SFC 与分析型 SFC 的最大区
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别在于制备型 SFC 需要将分离的样品收集起来。因此 ,色谱系统增加了样品收集装置 ,相应地增加了

复杂的样品进样系统。相对于制备型 HPLC 而言 ,制备型 SFC 的流动相使用量少 ,无溶剂残留 ,并且分

离速率快。J usforgues 等[71 ]对制备型 SFC 工作进行了综述 ,Anton 等[27 ]的专著中用两章作了专门描

述。

Perrut [72 ]介绍了制备型 SFC 的原理、构造及应用。通过对流体动力学和吸附、脱附的分析 ,认为制备

型 SFC 在药物及精细化学品的大规模分离方面有很好的前途。Choo [73 ]利用半制备型 SFC 分离了粗棕榈

油中的甘油三酯、甘油二酯、游离脂肪酸、胡萝卜素、生育酚和生育三烯甘油酯等 ,得到了纯组分。J us2
forgues 等[74 ]对制备型 SFC 进行了放大升级研究。利用 SFC 流动相的无污染性及低温的操作条件 ,

Bernet 等[75 ]分离制备了热敏性药物 ,克服了在制备型 HPLC 中出现的药物热降解问题。有人将制备型

SFC 用于高分子低聚物的精细分级 ,得到分子量均一的组分[76～78 ] 。近来 ,模拟移动床式制备型 SFC 的

出现拓宽了 SFC 的适用范围和生产规模[79 ,80 ] 。

7 　SFC在热力学方面的研究

随着色谱技术的成熟 ,SFC 不仅作为分析分离工具得到良好应用 ,而且作为热力学研究的重要手段

用于研究超临界流体中溶质的热力学性质。基于色谱热力学的基本关系 ,从溶质在色谱系统中的保留

行为推测溶质在超临界流动相中的溶解度 ,从而得到溶质在超临界流体中的溶解度[81～84 ] 。类似地可

以得到溶质在超临界流体中的无限稀偏摩尔体积[85～87 ] 、溶质在流动相和固定相上的分配系数等。

Johannsen 等 [81 ]描述了用于测量物质在超临界流体中溶解度的 SFC 系统 ,并测定 1 ,32二甲基黄嘌

呤和 3 ,72二甲基黄嘌呤在超临界 CO2 中的溶解度。Johannsen 等[82 ]对利用 SFC 测定溶质在超临界流

体中的溶解度的研究进行了系统总结。Tuma 等[83 ]利用 SFC 法测定了一系列蒽醌染料及其衍生物在

近临界及超临界流体中的溶解度 ,Mishima 等[84 ]测定了黄酮和 32羟基黄酮在 CO2 中的溶解度。以上工

作表明 ,SFC 已成为有效测定溶质在超临界流体中溶解度的工具。

Spicka 等[85 ]总结了将 SFC 用于偏摩尔性质、扩散系数及相互作用参数的研究情况。Roth[86 ,87 ]运

用 Flory2Huggins 状态方程和正规溶液理论详细推导了偏摩尔性质与溶质容量因子间的关系 ,测定了一

系列多碳烷烃和两个富勒烯在超临界流体中的偏摩尔体积。Funazukuri 等[88 ,89 ]测定了丙酮、苯酚、α2
生育酚、β2胡萝卜素在 CO2 中的扩散速率 ,Bueno 等[90 ]则测定了苯及其衍生物在 CO2 中的扩散系数。

8 　展　　望

SFC作为超临界流体技术发展的一个重要分支 ,在色谱领域得到迅速发展。目前 ,分析型 SFC 已

出现了商品化仪器 ,实验室规模的制备型 SFC 已研制成功 ,SFC 在热力学方面的应用研究也引起了广

泛的重视。从研究和应用情况来看 ,SFC 尚不能取代已有的 GC 和 LC ,只能作为色谱领域中的一种补

充手段。由于超临界流体的特殊性 ,SFC 在药物分析中的应用将越来越重要 ,在化合物的分离制备方面

也将优于制备型 HPLC ,而得到重视和应用。
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Recent Development of Supercritical Fluid Chromatography

Chen Qing1 , Liu Zhimin 3 2

1 ( Jining Indust rial School , Jining 272131)
2 ( Institute of Chemist ry , Chinese Academy of Sciences , Beijing 100080)

Abstract 　Supercritical fluid chromatography (SFC) , as a powerful complementary for gas chromatography

and liquid chromatography , can be utilized to analyze thermally unstable compounds and substances with

low volatility. SFC can be also used to investigate the molecular interactions involved in the supercritical

fluids. This paper reviewed the recent development and applications of supercritical fluid chromatography.
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