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摘要：高速逆流色谱所具有的诸多优点，使其在过去的几十年间从理论研究到实际应用均获得了长足的发展。

溶剂体系的筛选和洗脱模式的设置对于高速逆流色谱的分离是最为关键和重要的环节。本文根据高速逆流

色谱溶剂体系的要求、筛选方法及梯度洗脱、双向洗脱、循环洗脱、推挤洗脱四种洗脱模式的原理、应用范围等

进行了综述，以期为高速逆流色谱研究者提供相关参考。
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　　色谱作为一种分离与分析手段，被广泛应用
于天然产物中有效活性成分的分离纯化中。高速
逆流色谱（ＨＳＣＣＣ）是一项新兴的色谱分离技术，
它以轻巧的聚四氟乙烯螺旋管作分离柱，在行星
式运动中连续地完成整个分配、传递、分离过
程［１－２］。与高效液相色谱（ＨＰＬＣ）不同的是，ＨＳＣ－
ＣＣ的流动相和固定相均为液体，因此不存在样品

的吸附、损失、污染等问题［３］。最初高速逆流色谱
主要用于制备分离，但是由于其本身所具有的诸
多优点，如溶剂消耗少、无需昂贵的固态固定相等
使其在过去的几十年中，在实际应用和理论研究
两方面均获得了长足的发展，从而使其应用范围
从制备量级扩展到微量分析［４］。应用 ＨＳＣＣＣ进
行天然活性物质的分离纯化已经成为科研工作者
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们日渐重视的研究内容，如 Ｈａ等人［５］用 ＨＳＣＣＣ
对人参中主要皂苷进行分离纯化，李培根等人［６］

通过 ＨＳＣＣＣ纯化获得更高纯度的苏丹红单体，

Ｓｈａｎ　Ｈｅ等人［７］利用 ＨＳＣＣＣ技术从东南葡萄中
分离纯化出抗氧化二苯乙烯低聚物以及窦德强

等［８］、张敏等［９］、李昂等［１０］将 ＨＳＣＣＣ技术应用到
皂苷类化合物的分离上。
两相溶剂体系的筛选是逆流色谱分离法中最

为关键的一步，合适的溶剂体系可以确保目标化
合物从混合物中尽可能分离完全。利用高速逆流
色谱对物质组分进行分离的必要条件是合适的分

配系数。目前对溶剂体系的筛选一般都是参考已
知的溶剂体系或根据实验积累的经验，并不能通
过理论计算依据筛选到适宜的溶剂体系；而洗脱
模式作为逆流色谱分离法中的另一个重要操作指

标，通过设置不同的洗脱模式可以有效弥补高速
逆流色谱分离效率不高、理论塔板数较低等缺
点［１１］。本文主要对近十几年来色谱研究者所使用
的溶剂体系筛选法和洗脱模式的基本原理、应用
进展等进行综述。

１　ＨＳＣＣＣ的溶剂体系筛选

溶剂体系是 ＨＳＣＣＣ分离的心脏，它在 ＨＳＣ－
ＣＣ分离中既作固定相，又作流动相。适宜溶剂体
系的筛选占整个分离工作的绝大部分时间，通常
是 ＨＳＣＣＣ分离中最为复杂和困难的一步。一个
合适溶剂体系的判断标准是：物质在该体系中的
分配系数（Ｋ）是否在合适的范围内，通常认为

ＨＳＣＣＣ最合适的Ｋ 值范围是０．５～２．０。不同溶
剂体系及同一溶剂体系的不同上、下相体积比，其
物理参数（黏度、极性、密度差等）存在差别，这对
于相同的物质成分会造成分配系数的差异，进而
影响待分离组分的分离效果。本小节将对溶剂体
系的筛选要求、筛选方法等进行阐述。

１．１　溶剂体系筛选要求及思路
筛选溶剂体系时应注意以下几点［１２～１３］：不造

成样品的分解或变性；足够高的样品溶解度；溶剂
易挥发以方便后续处理；样品在溶剂体系中合适
的分配系数值；固定相能实现足够高的保留。前
两点适用于所有的逆流色谱仪，后两点对 ＨＳＣＣＣ
特别重要，需要通过实验测定。
筛选一个合适溶剂体系的大致思路如下：①

根据被分离物质的极性、溶解度，结合文献选取相

似物质的溶剂体系进行预实验；②应用薄层色谱、
高效液相色谱了解和测定目标化合物在上下两相

的分配情况及各目标化合物在备选溶剂体系中的

分配系数；③采用通过前两点获得的溶剂体系，进
行高速逆流色谱分离，结合实验结果，再对体系进
行调整以获得理想的溶剂体系。

１．２　溶剂体系筛选方法
参照已知溶剂体系　利用文献是寻找高逆流

色谱溶剂体系的有效方法。目前已有大量的相关
文献可为我们在溶剂体系的筛选上提供参考，整
理并总结这些文献是寻找所需溶剂体系最简单快

捷的方法。首先根据待分离物质的类别去寻找同
类物质实例，然后结合具体情况对文献的溶剂体
系进行调整，并进行实验。再根据分离的效果，在
决定是否对体系做进一步调整，直至达到理想的
效果。表１整理了近年来分离不同类别活性成分
所使用的溶剂体系。

Ｉｔｏ法［２３］Ｉｔｏ法是最常用的溶剂体系筛选法。

Ｉｔｏ通过实验研究，总结出了正己烷－乙酸乙酯－甲
醇／乙醇－水溶剂体系筛选表。他认为在不知目标
组分极性的情况下，溶剂体系的筛选可以从正己
烷－乙酸乙酯－甲醇－水（３∶５∶３∶５）体系开始，如
果目标组分的分配系数略偏离适当范围时，可以
通过调整各组成溶剂的体积比来调节。如果目标
组分主要集中于某一相时，可以根据目标组分的
分配系数调整溶剂的组成。如果需要疏水性更强
的体系可以用乙醇替代甲醇，如果需要亲水性更强的
体系可以加入盐或酸。与此相似的还有ＡＲＩＺＯＮＡ
溶剂体系［２４］筛选表，它用Ａ～Ｚ的２３个字母（除Ｅ、Ｉ、

Ｏ外）定义了整个极性范围内的溶剂体系。
实验筛选法　对于生物活性大分子如蛋白

质、多糖、核酸等的逆流色谱分离纯化，不能够选
择上述的有机溶剂体系，而通常会选择双水相体
系来确保逆流色谱分离过程中生物大分子结构和

生物活性的稳定性。本实验室对各类双水相体系
的相平衡与分配平衡进行了系统的研究［２５－２７］，生
物大分子在双水相体系中的分配影响因素复杂，
需通过大量的分配实验来确定适宜的双水相体系

类型、细线长度、组分浓度等溶剂体系的操作参
数［２８］，用于作为生物大分子进行逆流色谱分离纯
化过程的操作参数。

ＮＲＴＬ－ＳＡＣ法［２９－３１］　预测方法出现前，研究
者主要通过实验测定分配系数来筛选溶剂体系，
这是一个耗时长、操作繁琐的过程。而预测方法
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的出现为溶剂体系的快速筛选提供了新思路，它
的特点是通过预测溶质的分配系数来筛选溶剂体

系。ＮＲＴＬ－ＳＡＣ全称为非随机双液分段活度系
数（ｎｏｎｒａｎｄｏｍ　ｔｗｏ－ｌｉｑｕｉｄ　ｓｅｇｍｅｎｔ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｃｏｅｆｆｉ－
ｃｉｅｎｔ），是预测方法的一种，由Ｃｈｅｎ等人提出，它
采用四种概念性的分段来描述溶剂和溶质分子的

有效表面相互作用。四种分段分别为：疏水性分
段、给 电 子 分 段、吸 电 子 分 段、亲 水 性 分 段。

ＮＲＴＬ－ＳＡＣ法主要通过计算一系列两相溶剂体
系中溶质的分配系数来筛选适于 ＨＳＣＣＣ分离的
溶剂体系。分配系数可表示为ＬＬＥ（两相体系平
衡数据，可通过 ＵＮＩＦＡＣ模型计算得到）和溶剂、

溶质ＮＲＴＬ－ＳＡＣ分子参数（包括疏水性分子参数

Ｘ，给电子分子参数Ｙ －，吸电子分子参数Ｙ＋，亲水
性分子参数Ｚ）的函数，它们的关系可表达为：

Ｋ＝ｆ（Ｘ，Ｙ －，Ｙ＋，Ｚ，ＬＬＥ）（１）
将ＮＲＴＬ－ＳＡＣ法应用于 ＨＳＣＣＣ溶剂体系

的筛选，需进行如下三个步骤：首先，需测定至少
三个预先选定的溶剂体系中溶质的ｋ值。其次，
将测得的溶质Ｋ 值拟合ＮＲＴＬ－ＳＡＣ模型得到溶
质分子参数（Ｘ、Ｙ －、Ｙ＋、Ｚ）。最后通过 ＮＲＴＬ－
ＳＡＣ法，可预测溶质在大量溶剂体系中的Ｋ 值。
根据计算的Ｋ 值，既可快速筛选到适宜高速逆流
色谱分离的溶剂体系。

表１　ＨＳＣＣＣ分离不同类别活性成分所用溶剂体系

Ｔａｂｌｅ１　ＨＳＣＣＣ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ａｃｔｉｖｅ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

样品 溶剂体系 有效成分 类别

老鼠鷚［１４］
正己烷／乙腈／二氯甲烷／水／乙酸乙酯
（５∶５∶１∶５∶１．５，ｖ／ｖ／ｖ／ｖ／ｖ）

吐叶醇、丁香酸、苯并唑
等

倍半 萜 类、羟 基 芳 香
类、苯并唑类

马钱子［１５］ 氯仿／甲醇／０．３Ｍ盐酸（４∶３∶２，ｖ／ｖ／ｖ）
士的宁氯钾氯化物、马钱
子碱氯甲氯化物

生物碱衍生物类

玫瑰茄［１６］
水／正丁醇／甲基叔丁基醚／乙腈／三氟乙
酸（６∶３∶１∶１∶０．００１，ｖ／ｖ／ｖ／ｖ／ｖ）

花色苷 类黄酮

红葡萄皮［１７］
乙腈／正丁醇／甲基叔丁基醚／水／三氟乙
酸（１∶４０∶１∶５０∶０．０１，ｖ／ｖ／ｖ／ｖ／ｖ）

花色苷单体 类黄酮

斑唇马先蒿［１８］ 乙酸乙酯／正丁醇／水（１０∶６∶１５，ｖ／ｖ／ｖ） 异麦角甾苷、毛蕊花苷 苯丙素苷类

哈士蟆油提取物［１９］
石油醚／乙酸乙酯／丁醇／甲醇／水（３．５∶
０．３∶０．５∶２．５∶０．４，ｖ／ｖ／ｖ／ｖ／ｖ）

７－羟基胆固醇、７－酮胆固醇 甾体类

马蔺子皮提取物［２０］
正己烷／乙酸乙酯／甲醇／水
（０．７５∶１２．５∶１∶１２．５，ｖ／ｖ／ｖ／ｖ）

原花青素 Ｂ１／Ｂ３／Ｂ７、儿茶

酚
黄烷－３－醇类

薇甘菊［２１］ 正丁醇／乙酸／水（４∶１∶５，ｖ／ｖ／ｖ）
槲皮素－３－Ｏ－芸香糖苷、木
犀草苷等

黄酮类

浙江大青［２２］
正己烷／乙酸乙酯／甲醇／水（４∶５∶４∶５，

ｖ／ｖ／ｖ／ｖ）

ｔｅｕｖｉｎｃｅｎｏｎｅ　 Ｅ、

ｋａｉｃｈｉａｎｏｎｅ　Ｂ、ｔａｘｕｓａｂｉｅｔ－
ａｎｅ　Ａ

松香烷二萜类

１．３　分配系数测定方法
在溶剂体系的筛选过程中，最为关键的就是

溶质分配系数的测定。分配系数测定主要有以下
几种方法。

（１）高效液相色谱法　高效液相色谱法能精
确测定复杂样品中各组分的分配系数，是测定样
品组分分配系数最为常用的方法。具体操作如
下［１２］：将样品加入到体积为ＶＵ的上相中，然后上
相用 ＨＰＬＣ测定，得到色谱峰面积ＡＵ１；随后加入
体积为ＶＬ的下相并充分振荡，当两相达到平衡后

取该溶液的上相进行 ＨＰＬＣ测定，得到色谱峰面
积ＡＵ２。根据公式计算出分配系数：

Ｋ＝（ＡＵ２／ＡＵ１－ＡＵ２）×（ＶＬ／ＶＵ） （２）
（２）紫外吸收法　如果目标组分具有标准品，

可以采用紫外吸收法测定其分配系数。具体方法
如下：按照设定的比例，配制少量溶液，分别吸取
等量的上相和下相置于试管中，然后将标准样品
加入试管中，充分振荡，当两相溶液达到平衡后，
分别测定上、下相溶液的吸光度（Ａ），

Ｋ＝Ａ上／Ａ下 （３）

０３６１



第１１期 陈　山，等：高速逆流色谱溶剂体系及洗脱模式研究进展

（３）薄层色谱法（ＴＬＣ）［３２］　根据薄层硅胶板
上的斑点色度可以判断样品中各组分的含量差别

以及在两相溶剂中分配系数间的差异。具体操作
如下：将样品溶于平衡的溶剂体系中，充分振荡、
静置分层后。取等量上下相点样于薄层硅胶板
上，选择合适的展开剂展开，根据硅胶板上目标组
分的斑点大小、色度，即可估算Ｋ 值的范围。

２　洗脱模式

洗脱模式是逆流色谱分离中的另一重要操作

指标，设置不同的洗脱模式既可弥补ＨＳＣＣＣ的缺
陷又可有效解决复杂样品的分离。ＨＳＣＣＣ在复
杂样品的分离纯化中起着至关重要的作用。研究
开发应用不同的洗脱模式可有效解决复杂样品中

各组分之间浓度差异大及各样品极性区间分布广

等问题。本小节将介绍梯度洗脱、双向洗脱、循环
洗脱、推挤洗脱这四种洗脱模式，并对它们的应用
实例进行了总结，详见表２所示。

表２　应用各种洗脱模式分离产物的实例

Ｔａｂｌｅ　２　Ｅｘａｍｐｌｅｓ　ｏｆ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｕｓｉｎｇ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｅｌｕｔｉｏｎ　ｍｏｄｅｓ

样品 溶剂体系 洗脱方式 分离产物 参考文献

东南葡萄 正己烷／乙酸乙酯／甲醇／水 梯度洗脱 二苯乙烯低聚物 ［７］

甜叶菊制剂 乙酸乙酯／正丁醇／水 梯度洗脱 甜菊糖苷 ［３９］

丹参 己烷／乙酸乙酯／乙醇／水 梯度洗脱 丹参酮 ［４０］

南瓜
二氯甲烷／石油醚／乙醇／水，（６∶２∶２
∶４，ｖ／ｖ／ｖ／ｖ）

双向洗脱 甘油糖脂粗品 ［４１］

淫羊藿根
正丁醇／乙酸乙酯／水，（３∶７∶１０，ｖ／ｖ／

ｖ） 双向洗脱

朝藿定 Ａ；朝藿定 Ｂ；朝藿定

Ｃ；淫羊藿苷
［４２］

酮康唑对映体
正己烷／乙酸异丁酯／含手性选择剂的
磷酸盐缓冲液；（２∶３∶５，ｖ／ｖ／ｖ） 循环洗脱 酮康唑左旋体；酮康唑右旋体 ［４３］

草本象牙红 正丁醇／水，（１∶１，ｖ／ｖ） 循环洗脱 松果菊苷 ［４４］

石斛粗提物
正庚烷／乙酸乙酯／甲醇／０．１％甲酸溶
液，（２∶３∶２∶３）

洗脱－推挤洗脱 羟基菲；联苄 ［４５］

人参
乙酸乙酯／正丁醇／０．１％甲酸溶液，（２
∶１∶３，ｖ／ｖ／ｖ）

洗脱－推挤洗脱 人参皂苷Ｒｇ１；Ｒｆ；Ｒｄ ［４６］

卡萨蒙纳姜

（Ｚｉｎｇｉｂｅｒ　ｃａｓｓｕｍｕｎａｒ）
正己烷／乙酸乙酯／甲醇／水，（１／１／１／１） 洗脱－推挤洗脱

Ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｅｎｏｉｄｓ；ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｅ－
ｎｏｉｄ　ｄｉｍｅｒｓ

［４７］

独蒜兰
正丁醇／乙醇／水，（２０∶１∶２０）

洗脱－推挤洗脱
２种新的苄基酯葡糖苷；ｇａｓｔ－
ｒｏｄｉｎ；ｄａｃｔｙｌｏｒｈｉｎＡ；ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ

［４８］

２．１　梯度洗脱模式
梯度洗脱起初被广泛应用于高效液相色谱中

（ＨＰＬＣ），后来随着逆流色谱技术的发展被逐渐应
用于ＨＳＣＣＣ中。在逆流色谱的分离中，梯度洗脱
主要包括线性梯度、步进梯度、ｐＨ 梯度等模式。
梯度洗脱主要是通过改变流动相的组成、ＰＨ值以
及流速来实现的［３３－３５］。高速逆流色谱的梯度洗脱
模式非常适宜分离组分极性范围宽的样品，对于
这种样品使用恒定比例的溶剂体系通常难以达到

理想的分离效果。梯度洗脱可以扩大高速逆流色

谱的分离范围，减少溶剂的消耗及分离时间。但
梯度洗脱应用于高速逆流色谱中并不像应用于

ＨＰＬＣ中那样简单，主要原因是任何操作条件（流
速、ｐＨ值、流动相组成）的改变都会引起固定相组
成的改变及固定相的损失，而梯度洗脱之所以在

ＨＰＬＣ中较易实现主要是其固定相为固态。因
此，在进行梯度洗脱时溶剂体系变化不能太大，否
则会造成固定相的损失，影响分离效率。
近年来梯度洗脱被广泛应用于天然产物有效

活性成分的分离制备中，它弥补了单一溶剂体系
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在天然产物分离中因极性窗口狭小难以达到理想

分离效果的缺陷。

２．２　双向洗脱模式
双向洗脱是一种特殊的洗脱模式，包括正向

洗脱和反向洗脱两个阶段。双向洗脱的实质是高
速逆流色谱在分离期间既进行正向洗脱又进行反

向洗脱。高速逆流色谱的双向洗脱模式可以借助
切换阀来实现。双向洗脱依据的原理是高保留组
分（分配系数大的物质）容易被固定相洗脱而难以
被流动相洗脱出分离柱。它在分离过程中通过相
角（固定相和流动相两相角色互换）和洗脱方向的
转变来提高物质的分离效率与分离度［３６］。
双向洗脱可分为两步，第一步进行常规洗脱，

第二步则调换两相溶剂体系的相角并改变洗脱方

向。这种洗脱模式的好处在于第一步中高保留组
分（分配系数大的组分）在第二步中变为低保留组
分被洗脱出来，如果组分在第一步中的分配系数
为Ｋ，在第二步中则为１／Ｋ。
双向洗脱适于分配系数差异大的物质，其主

要优点是减少分离时间和溶剂的消耗，缺点是分
离过程不连续。

２．３　循环洗脱
循环洗脱多用于对映体的分离或分配系数相

近组分的分离。循环洗脱是通过阀门将检测器的
出口连接回高速逆流色谱的入口以将目标组分重

新泵入高速逆流色谱中进行再次分离，提高目标
组分分辨率与分离效果的方法［３３，３７］。循环洗脱的
实质是延长分离柱的长度，使组分在分离柱中充
分的混合平衡、再混合平衡，从而达到提高分离效
率的目的。
循环洗脱适于分离分配系数相近的物质，它

能提高Ｋ 值相近物质的分离度。特别在手性分
离上，它能显著提高目标对映异构体的分辨率，而
不会对手性选择剂和溶剂造成额外的消耗。其缺
点是不适于同时分离几种溶质且在循环期间，随
着循环次数的增加，色谱峰会逐渐变宽且分离时
间越长。在进行循环洗脱时，若发现色谱峰出现
重叠，必须立即停止循环。

２．４　推挤洗脱
逆流色谱的推挤洗脱模式是分离复杂混合物

的有效方法之一，它与常规的洗脱模式相比不仅
扩展了分离的极性窗口，还提高了溶剂体系的分
离能力。这种洗脱模式主要包括洗脱－推挤洗脱和
反推挤洗脱［３３］。

一个完整的洗脱－推挤洗脱过程可分为三个阶
段［３６，３８］：常规洗脱、扫除洗脱、推挤洗脱。第一步
的常规洗脱与普通洗脱并没有本质区别，在这步
中分配系数较小的组分可优先被洗脱出来。第二
步的扫除洗脱，在洗脱一定体积的流动相后，将洗
脱液换成固定相，在这一阶段固定相会把分离柱
中残留的流动相推挤出分离柱，并且此阶段组分
的洗脱仍在继续。当继续向分离柱中泵入一定体
积的固定相后，柱中残留的组分（Ｋ 值大的组分）
会依次被推挤出分离柱，这一阶段称为推挤洗脱，
此阶段也是整个分离期间较为重要的一步，因为
它直接影响样品的分辨率，分离时间等。洗脱－推
挤洗脱非常适于分离极性范围大的物质，因为它
能扩展分离的极性窗口。
反推挤洗脱是另一种推挤洗脱模式，它与洗

脱－推挤洗脱相似。反推挤洗脱的第一步也是常规
洗脱，下一步则只改变流动相的洗脱方向。因此
在这一步中固定相及其所含组分将从分离柱的另

一端被推挤出。
洗脱－推挤洗脱与前文谈到的双向洗脱相比其

优点在于可以连续不间断的分离，其不足之处就
是操作分离过程中需要停泵，更改流动相。反推
挤洗脱的优点在于不需要停泵，仅需要改变流动
相的洗脱方向，缺点与双向洗脱相同都不能连续
不间断分离，且其可能存在“ｅｃｈｏ”峰［３３］。

３　总结

高速逆流色谱是一种快速有效的分离方法，
在天然产物的分离纯化方面得到广泛的应用。溶
剂体系的筛选和洗脱模式的设置是整个分离工作

中的关键环节。本文通过借鉴相关文献，总结了４
种溶剂体系筛选方法，并对近年来分离不同类别
的活性成分所使用的溶剂体系进行了整理（详见
表１），旨在为相关研究者分离同类物质时，在溶剂
体系的筛选上提供参考。参照已知溶剂体系和

Ｉｔｏ法是最常用的溶剂体系筛选法；本实验室所研
究的各类双水相体系的操作参数可为研究者在分

离生物大分子时，在溶剂体系的筛选上提供一定
的理论指导；而ＮＲＴＬ－ＳＡＣ模型预测法是近年来
较为新颖的溶剂体系筛选方法，它提升了溶剂体
系的筛选效率。通过设置不同的洗脱模式可以有
效弥补高速逆流色谱分离效率不高、理论塔板数
较低等缺点。洗脱模式在 ＨＳＣＣＣ分离中起着重

２３６１



第１１期 陈　山，等：高速逆流色谱溶剂体系及洗脱模式研究进展

要的作用，适当的洗脱模式可以提高样品的分离
效率、减少分离时间及溶剂消耗等并在一定程度
上弥补单一溶剂体系极性窗口狭小的缺陷。本文
主要介绍了梯度洗脱、双向洗脱、循环洗脱、推挤

洗脱四种洗脱模式，每种洗脱模式都有其优缺点。
在实际应用中应根据自己所要分离组分的性质来

选择适当的洗脱模式。
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