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第一讲 高效液相色谱在植物化学中的应用

李 平
（中国科学院兰州化学物理研究所，兰州，730000）

1-1 概 述

植物化学主要是利用化学和物理方法研究植物

中的化学成分，寻找具有开发价值的化合物或新化

合物。经典植物化学分离方法大多基于各种化合物

溶解度的不同而采用由低极性到高极性不同溶剂分

步提取，用溶剂结晶法进一步纯化。由于植物中化

合物组成极其复杂，植物次生代谢产物的结构通常

极为类似，并有较多的异构体存在，往往活性成分

含量可少到PPm水平。在此复杂混合物中制备纯化

活性化合物和含量低的成分都是非常困难的。随着

柱色谱和薄层色谱的出现，植物化学分离和鉴定工

作有了很大的进步。但是这些方法仍然存在着分离

效率差和灵敏度低等问题。气相色谱虽然具有极高

的分离效率和灵敏度，但对热不稳定成分或分子量

较大的极性化合物容易使活性成分失活和分解，必

须对低挥发性或不挥发性物质制成挥发性衍生物后

才能分析，这使分析操作烦琐，还会引起副反应和

反应不完全。因此，植物化学研究工作中一直需要

有一种分离效率高和适应性广的分离和鉴定方法。

六十年代Giddings把气相色谱理论成功地用于
液相色谱，Horvath、Kirkland、Huber等人从实验

上研制成功高效液相色谱（HPLC）仪。HPLC和

其它分离方法相比具有柱效高、灵敏度高、分离速

度快、适用范围广、重复性好和操作方便等优点。

这一方法便很快在植物化学研究中得到了广泛的应

用。近年来随着HPLC方法自身的发展和完善，

它已经成为植物化学研究中不可缺少的主要分离方

法之一。

1-2 植物化学中HPLC方法分类

有关植物中化学成分的HPLC研究，二十多

年来已有大量报道。这些报道所采用的分离方法，

主要有反相HPLC、正相HPLC、离子交换、凝



胶渗透、亲和色谱和疏水作用色谱等等。其中使用

最多的为反相HPLC，这一方面是由于其操作方

便，仪器稳定性和重复性好以及价格便宜；另一方

面是因为在经典植物化学分离中由于分离方法的限

制，对极性组分的分离有一定的困难。在反相

HPLC中由于采用了键合固定相以及甲醇、乙

腈和水等极性溶剂体系，使得极性成分和在甲醇

或乙腈中可以溶解的非极性和弱极性成分在反相

HPLC中都能有很好的溶解度和分离效率，弥补

了经典植物化学方法分离极性成分时的不足。另一

种使用较多的是正相HPLC，其与一般柱色谱一

样是以硅胶或氧化铝为固定相，以非极性或弱极性

溶剂为流动相，所以一般柱色谱的溶剂洗脱条件可

以直接用于正相HPLC。正相HPLC主要用于分

离脂溶性或弱极性化合物。其它几种 RPLC方法

在植物化学中的使用较少。

若将HPLC在植物化学研究中的应用按样品

处理量和工作目的划分时，它们可以被分为 两大

类：(1)以分离和定性为目的的分析型HPLC，

所使用的色谱柱内径一般为2.1-5mm，柱长10-
30cm，最大进样量小于 1mg，进样体积为5 左

右，流动相流速为0.8-1.2ml/min，(2)以制备收

集纯化合物为目的的制备型HPLC。根据制备量

的大小又可以分为两种 类型：一种 是将 分析型

HPLC按比例放大，其色谱操作参数与分析型

HPLC大致相同的半制备型HPLC，所用色谱柱

内径为8-10mm，柱长20-50cm，进样体积0.2-

2ml，流动相流速为 3-5ml/min，一次制备量在

毫克数量级；另一种是专用制备型HPLC，其

色谱系统及操作参数与分析型HPLC有较大的差

别，所用色谱柱内径在 10cm以上，流动相流速在

5-50ml/min左右，一次制备量可高达�11000g。以

下按后一种分类方法分别介绍HPLC在植物化学

研究中的应用及注意馐事项。

1-3 分析型HPLC

分析型HPLC现在主要用于代替薄层色谱来

测定植物样品中化合物的种类和个数，对其中的活

性成分进行定性和定量测定。对由一般柱色谱分段

收集所得洗脱物进行分离比较，以便于对各相应洗

脱物进行合并；对经各种分离方法提纯的样品进行

纯度检查等等。一般对其要求是：色谱柱效高，检

测灵敏度高，检测范围广和分析速度快。根据以上

要求在选择仪器时要注意色谱柱、检测器和系统死

体积的特点。

1．色谱柱

现在已有几十种商品化的色谱柱可供选择。首

先应该考虑色谱柱的柱效和选择性。只有它能使样

品中所含化学成分得到完全分离，才可以用标准样

品对被分离成分根据保留时间定性和根据峰高或峰

面积进 定量。如果所选色谱柱柱效太低或选择性

不好时，有时会得出错误的分析结果。图1-1是一

个典型的例子，当用柱效（N代表理论板数）较低

的色谱柱分离大蔓长春花中F-2洗脱物时，只得

到单一色谱峰，当用柱效较高的色谱柱时，从该洗

脱物中分离出7个以上成分[1]，一般来说增加

柱长可以增加柱效。但是几乎所有分析工作者都不

希望通过增加柱长的方法来提高分离度，因为柱长

每增加一倍，分离能力只能增加50％，可是分析时

间、溶剂消耗和色谱柱压却要增加一倍。一般认为

每米50000块理论板数的柱子对分离比较适宜。当

色谱柱效较高而选择性不好时，可以通过改变流动

相来提高选择性，改善分离效果。例如在HPLC

分析生物碱时，由于生物碱分子的存在形式随pH
的改变而改变，它们的色谱行为在不同pH条件下

也不同。吲哚生物碱长春胺 (Vincamine)和 1-

Vincine在反相柱上以甲醇和磷酸缓冲液为流动

相，pH2时要使二者达基线分离需60分钟左右，

pH6.5时只需10分钟[2]。如果由于样品中干扰组分



太多而使分离度不好时，可以采用其它方法对样品

进行预处理。如在分析苦木中吲哚生物碱时，将生

药的乙醇萃取液经中性氧化铝柱过滤后，可除去干

扰成分改善分离效果[3]。另外影响柱效的其它因

素还有进样量和进样体积，应使色谱柱在进样量和

进样体积的线性范围内工作。

其次应该根据被分离样品的特点而选用

合适的色谱柱。用HPLC分析含氮化合物时经常

会碰到色谱峰拖尾这一问题，解决的办法是在流

动相中加入二乙胺、三乙胺或采用缓冲液体系，但这

都不能根本解决色谱峰对称性不好的问题；可是当

在硅胶柱上采用反相流动相时，部分含氮化合物可

得到很好分离且色谱峰对称性良好。图12为双分

子吲哚生物碱长春酰胺在ODS和硅胶柱上的分离

情况[4]。在分析型HPLC中，有许多专用色谱柱可
供选择，用来解决特殊的分离问题。HPLC中，

大多采用硅胶基质的色谱柱，硅胶基质在pH较高

或较低时会被破坏，所以使用这类色谱柱时，流动

相pH 般都控制在2-8范围内。当样品需要在较
高或较低pH范围内分离时，可以选用大孔高分子

聚合填料柱，植物样品中的糖分析则可采用氨基键

合柱或阳离子交换树酯柱。在分析型HPLC中，

一般的分析时间需要几到几十分钟。为了缩短时

间，发展起了小颗粒填料的快速柱。现在常用快速

柱的柱长为2-10cm和填料粒径2-3m。一般来

说使用3m粒径填料快速柱分析药物时，可使分析

时间比用常规柱缩短70-80％左右，而且可以保证

应有的分离度。为了减少样品和溶剂的消耗量，特

别是为了适应与其它分析仪器联用技术的发展，

从7年代后期细内径（0.5-2.2mm）柱得到了广泛

的采用。中国科学院上海药物研究所和大连化学

物理研究所曾成功地研制了内径只有1mm的色谱柱

以及与此柱配套使用的HPLC仪器。

2．检测器

在分析型HPLC中，应该选择灵敏度高和检

测范围广的检测器。目前所用的检测器大多是专用

的，如现在市售的HPLC多数配有的紫外-可见、

荧光和电化学检测器，它们只限于检测那些有紫外

吸收和具有显荧光特性和电化学活性的化合物。只

有示差折光检测器属通用型的，但其灵敏度差、易

受温度变化的影响，用梯度洗脱时检测有困难。在

植物样品的实际分析工作中，为了保证样品中所有

成分都能被检测出来，首先应使所用检测器的检测

信号稳定且灵敏度高 这样才能使含量低的成分被

检测。其次最好将几种检测器联合起来使用，比较

示差折光检测器和其它检测器的检测结果，这样才

能保证各类化合物都有检测信号而不被漏检。

目前HPLC检测器的发展趋势是发展可与
HPLC在线联用的光谱检测器，如紫外光谱、傅

立叶红外光谱、质谱、核磁共振谱检测器。1975年

Garden首次报道用光电二极管阵列检测器(PAD)
在HPLC中的应用[5]，1980年惠普公司将二极管

阵列分光光度计发展成为商品化的HPLIC检测

器[6]，从而实现了理想的HPLC-紫外光谱联用。

用PAD可以在色谱分离的同时对各成分进行同步

紫外光谱扫猫，得到精度大约为2nm左右的紫外光

谱。现在可与HPLC联用的质谱检测器虽然还不

能完全令人满意，但是市场上已有Thermobeam,
Transport,Thermospray,Plasmaspray等几种接

口形式的质谱检测器销售，在医学和药物方面也有

大量的应用报告。这种和HPLC联用的质谱检测

器可以在色谱分离的同时给出各成分的质谱图，提

供大量的化合物精细结构信息。虽然现在还没有适

用于HPLC联用的商品化傅立叶红外和核磁共振

检测器生产，但是且PLC和这两种检测器联用方

面的工作已有报道[7]，据预测很快就会有商品化

的仪器生产[8]。由于这些联用光谱检测器一般都

配有容量较大的计算机和光谱数据库，可以利用这

些光谱数据库对被分离成分进行光谱检索而确定其



结构。这为植物化学中化合物的结构鉴定展现了更

加美好的前景。

多年来HPLC中化合物的定性都是根据被分

离样品中所含化学成分是否与标准样品有相同的保

留时间来判断。我们知道用这一方法定性时可以通

过变换色谱柱和改变流动相条件进行分离来提高定

性的准确性，但实践证明有时仍然会造成误判。随着

可与HPLC联用的光谱检测器的发展，HPLC定性

的准确性有了很大的提高。此时除了可以根据被分

离成分是否与标准样品有相同的保留时间外，还可

以根据是否有相同的光谱来判断。另外光谱检测器

的应用在判断色谱峰的纯度时是非常有效的。用常

规检测器检测时，一般是观察色谱的形状以及用不

同波长信号的比率来判断色谱峰的纯度。现在则可

以对每一色谱峰的不同部位进行光谱扫描，当一个

色谱的不同部位光谱完全相同时表明该色谱峰为单

一成分，否则有多个成分存在。从图1-3可以看出，

色谱峰前、峰顶同峰尾紫外光谱不能完全重叠，表

明峰尾仍有杂质组分存在[1]。 光谱检测器的应用

也可以使人们在色谱分离的同时得到大量化合物的

结构信息，可以依次将被分离样品中的成分分类，

从而根据已有的资料和信息有目的地收集被分离成

分，指导制备纯化和结构鉴定，这样做有利于发现

新化合物和活性化合物。

3．仪器系统死体积

在分析型HPLC中，要保证得到好的分离度

和高的检测灵敏度还有一个需要注意的问题就是减

小色谱仪器系统的死体积，也就是使进样器、检测

池、连结管道，特别是柱后连接管道的体积尽可能

小，以便于减小色谱峰的扩散。

1-4 制备型HPLC

制备型HPLC是以分离和制备纯物质为目的，

用HPLC代替普通柱色谱和制备薄层色谱，对复

杂混合物进行分离并收集单一的纯化合物，作为色

谱标准样品或进一步结构鉴定用样品，或作为合成

的中间原料等等。制备HPLC技术过去不为大家

所熟悉，近几年才在植物化学研究方面得到了广泛

的应用，这可能和以下几个因素有关：

（1） 化合物结构鉴定仪器的发展 随着高分

辨质谱、傅立叶红外、超导核磁、计算机检索等结

构鉴定仪器和方法的发展，结构鉴定所需样品量越

来越少，过去要几百毫克样品才能解决的结构问

题，现在只要几个毫克就可解决。由制备型HPLC

方法得到毫克数量级的样品是非常容易。

（2）植物化学研究的发展趋势 植物化学经

多年的研究，各种植物中含量较高的易分离成分大

多已被分离和研究，而含量较低的成分由于分离方

法的限制而不易获得。事实上从这些含量较低的成

分中发现新化合物和活性化合物的可能性是大的。

制备HPLC方法则非常适合于分离纯化含量较低

的成分。

（3） 极性及水溶性成分的制备 从中草药治

疗疾病中可知，病人服用的草药犬多经水煎后服

用，因此水溶性部位中应含有主要活性成分帧。制备

FTPLC在分离纯化水溶性成分时有很大的优势。

（4）制备型HPLC仪器价格的下降和普及

在制备型HPLC工作中，由于进样量较大，所以

检测器的灵敏度和系统死体积就相应地变得不重要

了。选择仪器时主要考虑的因素有：色谱柱效、柱

容量和分离时间等。

1．半制备HPLC

人们总是希望能在尽可能小的努力下，用最短

的时间得到较多的纯样品，所以必须选用高柱效、

高柱容量的色谱柱，而且应使色谱在过饱和状态下

工作。通常把理论塔板数下降10％时的柱容量定为

饱和容量。柱子的过饱和有两种方式，一个是质量

过饱和，另一个是体积过饱和。当样品在流动相中

的溶解度较大时应采用质量过饱和，当样品在流动

相中溶解度较小时应采用体积过饱和 Wehrli[9]

和Barford[10]研究了半制备型HPLC的柱容量和



分离度的关系，从理论上计算了最佳进样体积和进

样浓度。Lurie[11]等研究了根据分析型HPLC的

数据利用计算机进行优化，计算半制备型HPLC

分离时的最佳进样量和进样体积。另外必须注意，

柱子是否过饱和，这同所采用的冲洗方式有关，当

利用等比方式冲洗时柱容量较小，用梯度方式冲洗

时则可极大地提高柱容量。Baker[12]等在胆甾烯

基苯基乙酸酯的制备型HPLC分离中发现，利用等

比洗脱时200mg左右的样品就会出现严重的分离度

下降，而利用梯度洗脱时分离提纯1g样品的分离度

也不见下降。为了增加制备所得的物质量，在柱子

严重过饱和情况下可以采用循环分离技术而使成分

得到充分纯化。循环技术就是把从柱子流出的洗脱

物再次送入色谱柱中进行分离的方法，其中有单

柱循环和双柱循环两种方法。纪晓多[13]曾在硅

胶柱上利用单柱循环方法经11次循环把细辛脑

（asarone）异构体完全分离。也可以采用柱切换技

术，就是把在第一根柱上部分分离的成分通过切换

开关送入第二根色谱柱系统后进一步分离。这时可

以清洗和平衡第一根色谱柱。这一技术可以得到纯

度较高的样品，每次制备量也较大，可以节约时

间。Little[14]曾用这一技术分离制备了增甜剂—

卡哈苡苷。

2．专用制备型HPLC

对于大规模的专用制备型HPLC， 由于经济

效益是最终目的，有时要用牺牲分离度来提高产量

而争取最佳经济效益。所以，在分离中，要同时考

虑产量、纯度和效益三个因素。由于此时色谱柱的

分离度往往不是决定性因素，所以从降低设备造价

考虑，没有必要采用5m或10m的小颗粒填料，

而可以采用20m的填料，同时没有必要使色谱仪

在最佳线速度下工。

在制备型HPLC分离植物化学样品的过程中，

若要使色谱系统能够正常运转，需要特别注意以下

几个问题：

（1）应该尽量使用流动相来溶解样品，或能

够保证样品在分离系统中不产生沉淀。因为植物萃

取液中含有大量叶绿素等杂质成分，有时被分离成

分处于饱和状态，如果流动相和溶解样品的溶剂不

同时，样品在柱中和流动相相遇后，由于样品溶解度

的改变可能产生沉淀，从而造成柱子的污染和堵

塞。

（2）如果采用体积过饱和进样时，为了不

使色谱柱的平衡发生很大变化，应保证样品溶液的

PH值同流动相的相同，以及样品溶液中的强洗脱

剂浓度应比流动相中的低。

（3） 由于制备型色谱柱的价格昂贵，使用时

一定要采用保护柱，并注意经常清洗和更换保护柱

内的固定相，以保证制备柱不受污染而保持高柱

效。

（4）保证色谱系统在规定的压力、温度、

pH值和溶剂等条件下工。

以上介绍了植物化学研究中应用HPLC方法

时所要考虑和注意的问题。介绍了HPLC新技术

的发展对植物化学研究方法的改进和提高。仅供植

物化学研究工作者参考。
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