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摘　要 :对高速逆流色谱 (HSCCC)技术。在天然药用植物活性成分分离及标准品制备、中药指纹

图谱分析、天然新药的研发和活性部位筛选等方面中的应用及其在生物药物以及药物工业化领域的应

用发展趋势进行了综述。
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　　高速逆流色谱 (H igh - Speed Countercurrent Chro2
matography, HSCCC)是一种连续高效的液 2液分配色
谱分离技术。该技术由于不需要固体支撑体 ,物质的

分离依据其在两相中分配系数的不同而实现 , 因而避

免了因不可逆吸附引起的样品损失、失活、变性等 ,特

别适合于天然生物活性成分的分离。而且由于被分离

物质与液态固定相之间能够充分接触 ,使得样品的制

备量大大提高 ,是一种理想的制备分离手段 ,目前已广

泛应用于生物医药、天然产物、食品和化妆品等领域 ,

尤其是在我国生物医药以及中药现代化等领域的应用

愈来愈广。

HSCCC在过去的 20～30年中发展十分迅速 ,产

生了一系列新型的分离技术 ,积累了大量的科研成果。

自 1995年以来 ,国外已有 5本英文专著出版 [ 1 - 5 ]
,我

国目前也已出版两本中文专著 [ 6, 7 ]。本文将重点就近

年来 HSCCC在药物研究开发中的应用进行讨论和综

述。

一、高速逆流色谱工作原理

作为一种色谱分离方法 , HSCCC与高效液相色谱
(HPLC)最大的不同在于其柱分离系统。如果将一套

大家所熟知的制备 HPLC系统的色谱柱部分用一台

HSCCC的螺旋管式离心分离仪代替 ,即可构成一套

HSCCC色谱分离系统 ,它包括储液罐、泵、螺旋管分离

柱、检测器、色谱工作站或数据采集软件或记录仪以及

馏分收集器等组成部分。

在实际分离时 ,首先选择预先平衡好的两相溶剂

中的一相为固定相 ,并将其充满螺旋管柱 ,然后使螺旋

管柱在一定的转速下高速旋转 ,同时以一定的流速将
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流动相泵入柱内。在体系达到流体动力学平衡后 (即

开始有流动相流出时 ) ,将待分离的样品注入体系 ,其

中组分将依据其在两相中分配系数的不同实现分离。

分离效果与所选择的溶剂系统、固定相和流动相的选

择、洗脱方式、流动相的流速、仪器的旋转的方向和转

速、样品浓度和进样方式以及柱温等都有密切关系。

因而 ,在采用逆流色谱分离时 ,在操作方法和工作程序

等方面都有许多独特之处。常用的检测器有紫外 -可

见光检测器 (UV - V IS) ,此外还有蒸发光散射检测器

( ELSD )以及质谱检测器等。

与其它的色谱分离技术相比 ,高速逆流色谱具有

分离效率高 ,制备量大 ,操作灵活 ,回收率高 ,应用范围

广 ,分离成本低等优点。

二、HSCCC在天然药用植物活性成分

分离及标准品制备中的应用

　　天然植物活性成分的分离具有很多的困难和问

题。因为我们感兴趣的活性物质通常仅以很低的含量

存在于极其复杂的基质当中 ,因此色谱方法一直是天

然产物分离纯化中的主要手段 ,尤其是高效液相色谱

方法 ,它 HPLC在复杂混合物的分离中可以达到很高

的分辨率。但是 ,目标物质在固体填料表面上的不可

逆吸附和变性是固相载体色谱所遇到的共同问题。而

HSCCC是一种无需任何固体支撑体的液 -液分配色

谱分离技术 ,可以完全避免上述问题。因此 , HSCCC

在天然植物活性成分的分离中得到了相当广泛的应

用 ,在黄酮、生物碱、植物多酚、醌类、萜类、木脂素、香

豆素、皂苷等几乎所有的天然植物化学成分的分离中

都有应用 ,笔者就近年来 HSCCC在天然植物活性成分

分离中的应用进行了较为详细的归纳和总结 [ 7 ]。

HSCCC在植物药物活性成分分离中的优势主要体现

在同一台仪器可用于不同极性的物质的分离 ,且制备

量大 ,分离效率高 ,操作灵活。可以实现多种形式的梯

度洗脱过程 ,如 pH梯度、极性梯度等 ,还可以进行正

向洗脱或反向洗脱 ,甚至可以使两相溶剂同时双向流

动 ,实现真正连续的逆流色谱过程。图 1为对一个混

合物进行正向和反向两步双向洗脱分离过程的示意

图 [ 5 ]。从图中可以看出 ,采用这种方式可以使复杂混

合物中极性范围分布非常宽的组分同时实现分离和回

收 ,而柱子可以重复使用而不需补充任何溶剂 ,这是其

它方法无法比拟的。

另外 ,随着人们的生活观念的转变 ,以及崇尚绿

色、回归自然意识的增强 ,安全健康的消费观念逐渐成

为市场消费的主流 ,国际社会对纯天然产品需求日益

增长 ,以传统植物资源为原料的药品、功能性食品、保

健品及护肤品日益受到人们的重视和青睐。我国具有

丰富的天然植物和天然产物资源 ,以传统中草药为代

表的天然药物的研究开发和利用已有悠久的历史。而

目前国际市场上可用于质量控制的植物活性成分对照

品及标准品仍然非常缺乏 ,且价格昂贵。而逆流色谱

技术从其优点和目前仪器的制备规模来看 ,非常适合

于高纯度活性成分单体的制备。笔者曾参与了我国最

早的 10余种经国家质量技术监督检疫局审定的天然

有效成分国家标准样品的研制工作 ,其中几乎全都用

到了 HSCCC。这些标准品包括三柰酚、异鼠李素、槲

皮素、淫羊藿苷、表没食子儿茶素没食子酸酯

( EGCG)、表儿茶素没食子酸酯 ( ECG)、没食子儿茶素

没食子酸酯 ( GCG)、白藜芦醇、白藜芦醇苷、2, 3, 5, 4′

- 四羟基二苯乙烯苷、葛根素、3′-甲氧基 -葛根素

图 1　正向和反向双向分离过程示意图
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等。HSCCC在小批量、高纯度、高附加值活性成分单

体的制备方面显示了其独特的优势 [ 8 ]。

三、分析型 HSCCC在快速分离和中药

指纹图谱分析中的应用

　　分析型 HSCCC与制备型 HSCCC之间应该说没有

严格的界定 ,但是通常将螺旋管柱内径≤1mm,柱体积

≤50mL的多层螺旋管行星式管离心分离仪 (multilayer

coil p lanet centrifuge,MLCPC)称为分析型高速逆流色

谱仪。尽管分析型 HSCCC的分离效率不能与分析型

HPLC相比 ,但由于具有柱体积小 ,分离速度快 ,溶剂

消耗量小等优点 ,它在溶剂体系的快速优化、样品的小

量制备以及分配系数的测定等方面得到了很好的应

用 [ 9 ]。同时由于分析型 HSCCC继承了 HSCCC的诸

多与生俱来的优点 ,对于一些天然活性成分的分离可

以达到很高的分离度 ,且重现性良好 ,将其用于中药指

纹图谱研究更能全面地反映其中活性成分的本来面

目 ,这些对于中药化学指纹图谱分析非常重要。分析

型 HSCCC技术在多种中药指纹谱分析方面已有一些

尝试 [ 10, 11 ] ,如用于何首乌、沙棘、雪莲、丹参等粗提物

指纹图谱的研究 ,并取得了较好的效果。可以预期 ,随

着微型化的发展以及与质谱仪 (MS)等多种结构分析

检定技术的联用 ,分析型 HSCCC在中药指纹图谱的研

究中将具有良好的应用前景。

四、HSCCC在天然新药的研发和筛选中的应用

在天然新药的发现和筛选中 ,为了最大限度保留

粗提物中可能存在的活性成分 ,必须采用温和而高效

的分离技术 ,以保证低含量活性成分最大程度的保留。

因此 , HSCCC在很多以天然产物为来源的药物研究中

被作为对粗提物进行初步分离的首选方法 ,在活性试

验的指导下进行活性成分的跟踪和筛选。如从天然植

物、微生物培养液以及海洋天然产物等复杂来源的基

质中进行新的药物活性成分的筛选时 ,都有 HSCCC的

应用 [ 12, 13 ]。

此外 ,高通量分离技术是为了快速获得适合于高

通量活性筛选的大量样品而发展起来的自动化高效色

谱分离技术。与高通量筛选相对应的高通量分离制备

技术的研究已成为创新药物研究的焦点之一。这些技

术能够同时或连续进行多个样品的快速分离纯化 ,利

用梯度洗脱能够把复杂样品 (如天然植物提取物 )分

离成数 10个含有不同成分组的部位或单体 ,或通过不

同色谱分离方法的串联使用和自动化控制把一个复杂

样品分离成一系列高纯度单一化合物 ,因此 ,使复杂样

品的分离纯化速度得到极大提高 ,这些成分组或单体

可以直接用于高通量活性筛选 ,指导活性成分的进一

步分离纯化和结构确认 [ 14 ]。由于 HSCCC与其它色谱

分离技术相比具有许多独特的优点 ,如该分离条件温

和 ,使用范围广 ,分离效率高 ,操作方式灵活 ,重现性

好 ,成本低 ,制备量大等 ,因此它在天然新药的开发中 ,

已经被用于配合活性试验 ,进行活性部位或活性成分

的分离制备 ,并显示了其高效强大的分离和制备能力。

尽管目前还没有可用于高通量筛选的 HSCCC仪器 ,但

是可以预期 , HSCCC技术作为高通量筛选前的高通量

分离制备手段将会很有发展前途。

五、高速逆流色谱的发展趋势

1. HSCCC的微型化以及与多种分析技术的联用

近年来 ,分析型 HSCCC的柱系统越来越向微型化

发展 ,如螺旋管柱体积可小到 3～5mL,柱内径小到 0.

3～0. 4mm,并可以通过各种接口技术与多种检测器和

化合物结构分析技术相结合。尤其是 HSCCC与 MS

的联用 [ 15, 16 ] ,把 HSCCC分离的灵活性、多样性与 MS

的高灵敏度检测和结构分析特性良好地结合在一起 ,

在天然活性成分的快速分离和鉴定方面显示了其独特

的优势 ,很有发展前景。同时 ,要将 HSCCC发展成为

一种高通量分离技术 , HSCCC的微型化也是必需的。

2. HSCCC在药物工业化制备方面的应用和发展

HSCCC从根本上是一种制备性色谱分离技术 ,目

前实验室 HSCCC的制备能力已经达到中试 HPLC的

制备规模。HSCCC与 HPLC的放大过程相比 ,其分离

过程简单 ,所用溶剂量比 HPLC要少 75%
[ 17 ]

,且所得

目标成分在分离级分中的浓度较高 ,易于回收或作进

一步的处理。

HSCCC的放大过程不会改变其分离原理。分离

过程可以采用典型的色谱理论很好地进行描述和模型
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化。这种分离过程的可预测性、分离物质的高回收率

以及不用固体支撑体等优点 ,使得 HSCCC成为一种可

用于工业化分离的很有前途和吸引力的分离制备方

法。但是 ,逆流色谱的真正工业化应用还有很多的问

题需要研究解决。大制备量仪器的研制首先要搞清放

大倍数、产量、分离效率与柱体参数的关系 ,在理论指

导下进行有目的的可预测的放大。近年来 ,英国

B runel大学生物工程研究所的 Sutherland教授研究小

组及其合作者在这方面进行了一系列的研究 [ 18 ]
,他们

对一些试验样品的分离 ,在分离柱体积从 5mL放大到

5L,上样量扩大 1000倍的情况下 ,可以实现在几乎同

样的时间 ( < 10m in)内同等效率的分离结果 ,分离谱

图基本吻合 ,为 HSCCC仪器的工业化放大奠定了良好

的基础。但总的来讲 ,目前国内外都还缺乏商业化的

工业化制备分离仪器。目前英国 B runel大学的合作

者 Dynam ic Extraction公司推出了 18L柱容量的逆流

色谱 (CCC)分离设备 ,国内上海同田生物公司也在推

出其 10L的 CCC分离设备。

3. HSCCC在生物药物高效分离中应用和发展

HSCCC在大环内酯类和环肽类等抗生素药物的

分离制备中的应用早有报道 [ 19 ]。在氨基酸和肽类衍

生物等生物药物成分的分离纯化方面也有应用 ,并且

采用 pH -区带精制逆流色谱等新型分离纯化技术可

以使酸性或碱性的这类物质达到 10g量级的制备 [ 20 ]。

但是采用 HSCCC对蛋白质等生物大分子药物的分离

制备还存在一些问题。主要是目前商业化的 HSCCC

仪器对于分离小分子药物所需要的含有机相两相溶剂

体系有较高的固定相保留 ,而对于分离生物大分子所

需要的聚合物双水相体系的保留能力较差 ,而固定相

的保留值是关系到分离效率高低的重要参数之一。因

此 ,研究和开发高效的分离生物大分子的 HSCCC仪器

和方法是近年来人们研究关注的又一个热点问

题 [ 21, 22 ]。

4.制约 HSCCC在药物研发中广泛应用的关键问

题

首先 , HSCCC是一种相对较新的分离纯化技术 ,

尽管它具有许多与生俱来的优点 ,但是人们对它的认

识和理解还需要一个逐步深入的过程 ,因而从某种程

度上影响了它的应用 ;其次 , HSCCC技术的广泛应用

还需要有更为成熟稳定的仪器设备条件的支撑。目前

国内只有一二家专门从事逆流色谱仪器研发和生产的

机构 ,主要生产可用于实验室半制备分离的仪器。另

外国家对该项技术研发的投入和支持也很有限 ,缺乏

对该项技术和相关设备的系统性的研究 ,目前国内可

用于大规模生产的商业化仪器设备研制和开发还处于

起步阶段。国外已有工业化仪器设备面世 ,但由于技

术保密等方面的顾虑 ,目前还没有投放国内市场 ,且价

格昂贵。因此 , HSCCC的工业化大规模应用还需要国

家和有关行业的投入和支持。另外 , HSCCC是一种高

效分离纯化技术 ,其优势更多地体现在高纯度目标成

分的分离纯化和制备方面。尽管其成本普遍低于其他

色谱分离技术 ,但在一些传统药物的研发中人们首先

还是会考虑采用其他更为成熟廉价的传统提取分离技

术。这些因素在很大程度上都制约了逆流色谱技术在

药物研发和生产中的大规模应用。

六、结　语

高速逆流色谱是一种独特的不用固态载体的连续

液 -液分配色谱制备分离技术。经过近 30年的发展 ,

产生了多种新型高效分离技术 ,并在天然产物、生物医

药、生命科学、食品等领域的研发中得到了广泛的应

用 ,尤其是在天然药物活性成分的分离制备方面其优

势得到了充分的发挥 ,积累了一批可供参考的技术数

据。尽管 HSCCC到目前为止还有许多理论和技术问

题需要深入的研究解决 ,还缺乏大规模分离制备的仪

器支撑条件 ,但是由于其具有许多其它色谱分离技术

不可替代的优点 ,随着各种相关技术的不断发展和完

善 , HSCCC将会在制药等相关领域发挥越来越重要的

作用。
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HSCCC and Its Applica tion s in M ed ica l Research

Cao X ueli

(B eijing Key L abora tory of P lan t R esou rce R esearch and D evelopm ent,

B eijing Technology and B usiness U niversity, B eijing 100037)

H igh2speed countercurrent chromatography, or HSCCC, is a continuous liquid2liquid partition chromatography de2
veloped in the 1980 s. In recent years, HSCCC has been widely used in research and development of traditional Chinese

medicine, biomedicine, natural p roducts, functional foods and cosmetics, including separating natural active compo2
nents from p lant resources, develop ing standard reference material of natural components, fingerp rint analysis of tradi2
tional Chinese medicine, and selecting and screening new natural medicines. A review is p resented in this paper, on

HSCCC separation mechanism , instrumentation, operation, and its app lications in TCM research.

Keywords: H igh2speed countercurrent chromatography (HSCCC) , traditional Chinese medicines ( TCM )
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