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中药特 色
�
充分利用现代科学 技术方法

,

提

高实验水平
,

在继承的基础 上不断创新
,

使

中药新药研究沿着正确的方向发展到一个新

水平
。

关于制备柱层析应用的几个问题

第二军医大学药学院 陈海生

层析法 �色谱法
,

色层法
,

层离法 � 已

有八十多年的历史
。

� � � �年� �� � �� 所 创 用

的柱上液体色谱
,

即经典液体色谱法
,

由于

该 色谱技术分离量大
,

载样品多
,

操 作 方

便
,

设备简单
,

能在单位时间内获得较多量

分离组分
,

所以直到今天仍最 常 使 用
。

据

有人统计
,

在化学成分分离方面
,

各种色谱

方法都得 到了应用
,

占统计使用量��
�

��
,

其 中经典液体色谱法占统计量�� �
。

但是
,

随着现代液相 色谱理论和技术的迅速发展
,

经典液体 色谱在理论和技术上也发生了显著

变 化和进展
。

一
、

溶剂选择

选择一个合适的溶剂系统是做好制备柱

层析的关键
。

在选用柱层析洗脱剂时首先要

考虑三个方面的因素
�

溶解 性 ��
� �� �� �� ���

,

亲合 性�� � ��
� ��丁�

,

分 离度��
� � � �� � �� � �

。

安登魁等人〔”
�
〕借助电子计算机选择 纸 层

析和薄层层析溶剂系统
。

对制备柱层析
,

通

常是利用薄层层 析来选择洗脱溶剂
。

在选择

薄层溶剂系统时一是参考类似物的 溶 剂 系

统
,

二是 自已摸索溶剂系统
。

在自己摸索溶

剂系统时
,

通常先用中等极性的溶剂如醋酸

乙醋展开
,

然后 根据展开 的结果
,

适当增减

洛剂的极性
。

酷酸乙醋属于中等极性有机 �容剂
,

由于

它具有与硅胶适度的亲合性 ��
� � � � �� � ��

�

�� � ��� �
,

所以对许多成分都有较好的或适度

的�谷解性
。

当溶剂系统中含有醋酸乙醋时
,

也便于调整溶剂的极性
。

如
,

� �� 溶 剂 系

统中 �� 醋酸乙醋
,

展开 的结果民� 二 �
�

� ,

若

要把它变成 � �
� �

�

� � �
�

� � ,

只要把醋酸 乙

醋的量减少到原来的� � �就可以了
。

比如最初

溶剂系统 含�� � � �� �
� � � � �� �

�
� �

� ,

那

么 最适制备溶剂系统应 改 为�� � � �� �
�
�

� � �� �
�
� �

� 。

醋酸乙醋与其它极性溶剂的关系 �“�

醋酸乙酉旨 � , �

甲基乙基酮 �
�

� , �

丙 酮 �
�

� , �

正丁醇 � 一 � , �

正丙醇 � 一 � , �

乙 醇 � 一 � ’ �

甲 醇 � � �

认毕毛 � �

� �

�于卜芜了

瘩瘩利煎洽 ���

��� 几几

��� ���

玩玩 点点

,�� 甲礴
一
”

‘

刀必菇成诵
附 尹革

‘

… �犷甲苯
图 � 峪叹 乙脂与有关极性洛剂互换

二
、

如何利用
‘

� � �选择制备柱层 析 溶

如前所述
。

选择柱层析溶剂一 般 通 过
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� �  来实现
。

应该注意
,

适合于 � �  的 溶

剂系统不一定适合于柱层析
。

主要取决于被

分 离样品的� �值 的大小
,

通常把� �值 控 制

在 �
�

�一 �
�

�之间比较好
,

也就是 � 一 � 往体

�
� �

�
�

�
�

�

�
�
�

、 �

�
,

积 ��
·

� 二

俞 �
,

如果样品 在� ��上的� �

值大于 。
�

�
,

�亥样品在柱上保留的体积太小
,

就答易随溶剂前沿出来
,

达不到分 离 的 目

的
。

若� �值小于 �
�

� ,

洗脱的时间长
,

并需 要

更多的溶剂
。

下面列举几种� �值与洗 脱 体

积的情况
�

联二协扭���皿刃书公

口��己

多� �
,

。
、

利 � �

以
,

前 � �
沿 �

�

亘
�� 宁 “� “� “

“好
“梦 好 ‘� � � 今

八 仔
� 刀

���

卜� � � 尸“� , 尸� � 叫 � � 脚兮

口 � � 乡 拳 占 � � 吕 宁 �

碗洲冰�

图 � �� ��
、

� 适于柱分 离
,

�
、

�
、

� 王值较小
,

需增加溶剂极性 多 �� �洗脱曲线

忘香码
���办制备琢

�
乙

�吕�八

瘩匆俄巷

�� 

�榔椒�

图 � �� ��
、

� 在制备 区适合于柱分离 �
、

�不适于柱分离 �� �洗脱曲线

三
、

低压柱层析

近年来除经典柱层析外
,

还广泛采 �
一

付
一

�

低压柱层析
,

压力在 �
�

�一 � � �
,

填充剂的

粒度 ��� 一�� 件�
,

于毖近于高 效 液 相 层 析

� � 一 �� 卜“�
,

从而使柱层析 的分离效果 虽

不及高效液相层析
,

但比经典柱层析有显著

提高
。

低压柱层析是根据高敌液相色谱的丛本

原理设计的
。

和商效依相 色诺一样
,

低压柱

层析也可用理论塔板数�和理论塔板高 度�

来衡量柱的分离效能
。

� 与� 的关系为
�

� � �

� 为柱
一

氏
,
� 越小

,

�越大
,

同时
, � 与

填充剂的颗粒直径的平方 成反比
。

可见
,

填

充剂颗粒越小
,

�越大
,

柱效扰越高
。

通常影响柱效的因素有三个
�

涡 流 扩

散
、

纵向扩散和传质速率
。 ’

已们之间的关系
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、

� � �

瓦
�

蕊冬前触老

��》

���劫备云 ���
���� 口 口。 ���

,,

� � 乃 � 刀���
““ � � 了了

� 启 � �

���

犷下一于下一犷丁汁犷下爪厂下孺
‘

淞翱�

图 � �� � 最适 � �值
,

�
、

�
、

�
、

� 都在制备区 �� � 洗脱曲线

可用� �� � �� � �方程表示 �
‘
� �

� 一
�

且 二 � � 万下
�

十 � �
�

� � �

�为涡流扩散项
,

代表了 层 析 住内填充

剂铺层的均匀性
,

颗粒的大小和移 动相的流

速对样品分子所引起的涡流扩散影响
。

填充

剂的颗粒 直径越小
,

直径范围越狭
,

装柱越均

匀
。

移动相流速越小
, 、
气越小

,

则� 变小
,

住

分离效果 就好
。

但征实际应用中
,

如果流速

太慢会产生色带扩散
。

’

�
、 、 、

�
‘

一
�

, 、
�

。 ,

�
�

万为样品分 �
一

欺 回犷议 �
儿 在液相中

分子扩散系数为 � �
一 巳
� � � �

,

该项 数 值 很

小
,

可忽略
。

� � 为传质速率项
,

’

它表示样品分 子 在

固定相和移动相之间的质量交换速率
。

此项

与移动相的流速 �成正比
,
� 与填充剂 颗 粒

内孑�隙的深浅等因素有关
。

� 越小
,

说明 传

质速率越快
,

层析柱的柱效越高
。

因此
,

低压柱层析比经典柱层析分离效

果好的主要原因是采用的埃充剂颗粒直径较

小
,
� � �一� �协或 � �一 � � �

�
�

,

经典柱 层 析

的填充剂颗拉一般是 �。。一 � ��� 
。

低压柱层析所用的柱子为加厚玻璃柱或

不锈钢柱
,

用氮气瓶加压或低压输液泵
,

可

连接紫外检测仪或差示析光仪检测 洗 脱 情

况
。

四
、

过载上样

样 品过载上柱是制备柱层析中一个特有

的问题
。

经典柱层析
,

样品与吸附剂的比例

一般是 � �

�� 一 � ��
。

对于难分离的样 钻
,

其

比例可增加到 �� � � � �
。

近年来制备柱 层 析

大多在样品过载情况下进行 的
,

样 品量与柱

效之间失去线性关系
。

为了在短时间内获得

较大量的纯品
,

过载上样是十分必要的
。

当

样 易量的增加使分离组分的容量因子 �
尹

值

下降�� �或理论塔板高度� 值增加 � 倍以上

时
,

被定义为样 品过 载
。

� � � � � � �
� � 利 用

� � 值表示这种过载
,

当� �值小于 �
�

� � 时 称

样品过载
。

但在实际工作 中
,

为了获得较多

的纯品
,

在往都小于这个值
。

我们也可用指

导 色谱过程最优化方程 � � �来指导在超过载

情况下分离最大样品制备 量
。

� � � 兴导��
一 �

箫
一

�
� 寺

�� �

方程 � � �中
, �
为相对保留值

� �
‘

为组

分 � 的容哥因子 � � 为理论塔板数
。

下面列举三种不同 类型制备分 离 情 况

�� �
。

对于多组分的样品
,

用梯度洗脱常能收

到较好效果
。

近年来曾有人用超过载上样迸行制备柱
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, 猎力谕翻乡砂

活一弓一� 夕
一

‘ 7 8 f K
护

碍

嫂极眠几匀万
层析

。

如B
a
ns al 等 (

6)从金合欢属植 物 (A -

ca cia Ieu co p h lo e a ) 树皮 中分离二菇类 化

合物时
,

将100 克苯提取物用15 0克硅胶进行

层 析
,

先后以苯一醋酸 乙 醋 ( 4 : 1 ) 和

( 3 : l )洗脱
,

得 到两种菇醇 l
e u eo p h leo x o l

( 1 )和 leu e o p h leo l( 2 )
。

万万薄 一歹飞一T 公 宁 叮

〔理 ) ( 2 )

从下表 1 可 以看出
,

样品量与吸附剂用

量的比例大大缩小至
,
J l : 1 5一 10

。

五
、

短粗柱的应用

最近几年
,

在制备柱层析中
,

所用柱长

度与柱径比逐渐缩小 (柱径
:
柱长 二 1

:
0 7

一 7 )
。

应用短粗柱层析往往会收到比普通

柱层析较好 的分离效果
。

K
n o x (

’“
) 曾提出

“柱壁效应” 理论
,

认为柱短
,

柱径相对较

粗
,

层析集中于柱心进行
,

从而消除或减少

了 “
柱壁效应

”
使柱效提高

。

柱径增加
,

柱

长缩短
,

表面上看柱体缩短会使柱的理论塔

板数减小
,

实际
_
L

,

由于流速加大
,

色带扩
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表 1

样 品 提 取 物

1009 (苯 )

1009 (苯)

2009 (己烷)

连5 4 9 (乙醇)

55.359 (己烷)

209(C H C 13)

509 (宁山)

样
.钻 量 与 吸 附 剂 比 例 实 例

吸附剂用量

石毛胶1509

硅胶2009

氧化铝 12009

硅胶30009

硅胶5509

硅胶1009

有卜胶5009

样品
:
吸附剂 分离成分

菇 醇 类

新木脂素

三 菇 类

蕙 醒 类

挥 发 油

桂皮酸类

菇 烯 类

参考文献

1。 5

2

。

0

6

。

0

6

。

6

~
1 0

1 0

1 0
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〔7 〕

〔8 〕

〔9 〕

〔10二

〔1 1〕

〔12〕

散减小
,

分离度会提高
。

短粗柱的另一 个优

点是可以采用细粒吸 附剂
,

提高分离效果
。

下面列举几个实例
,

实例 1
、

天麻贰的

分离 (
‘4

) ;

实例 2
.
包公藤甲素的分离 (

’ 5
) ;

实例 3
、

人参皂试R
。

的制 备 分 离 (‘
“
) ;

实

例 4
、

人参二醇 与人参三醇的制备分离 (
‘“

)

( 见表 2 )
。

应 实表 2 短 粗 柱 应 用 实 例

实例
才主 径

(em )

柱 长

(em )
柱径/ 柱长 吸附剂粒度 结 果

晶晶结结1 : 7

3 。

2

硅胶100一 130口

硅胶

氧化铝200 目

硅胶200一260口

硅胶10一4 0协

初晶二种 (人参二醇三醇)

晶口阴初初

OU护�‘
I
L‘

,
OJJ
C
甘

肠95执20

3肋28

六
、

结束语

近年来制备柱层析技术发展较快
,

层 析

形 式也有所不同
,

如真空柱层析 (
‘7

)
,

启开

式分级转移干柱层析 (
’吕

) 等
。

要做好制备柱

层析
,

主要应注意以下几点
: 1 。

选用适当

的洗脱剂
,

用T L C 选择洗脱剂时
,

最好把所

需组分的R f值控制在0
.
2一 0

.
5范围 , 2

.
选

用短粗柱
,

采用细颗粒吸附剂为好; 3
。

保

持一定洗脱流速
,

减少色带扩散
,

可提高分

离度; 4
.
欲制备较大量样品时最好采用过

载上样
。
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