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摘  要：高速逆流色谱技术（HSCCC）是一种新型的液-液分配色谱技术。介绍了 HSCCC 在分离纯化天然产物方面的优势

以及近年来该技术在分离纯化天然产物中生物碱成分的研究进展，包括高速逆流色谱技术分离纯化已知和未知天然产物生物

碱类成分、筛选生物碱活性成分；对新近发展的 pH-区带精制逆流色谱、正交轴逆流色谱等新型的高速逆流色谱技术在分离

纯化天然产物中生物碱成分的应用状况，高速逆流色谱与其他各种分析检测技术的联用进行了综述。 
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生物碱（alkaloids）是广泛存在于自然界植物中

的一类重要天然活性物质。目前，分离纯化天然产

物中生物碱类成分的传统方法主要有柱色谱、大孔

吸附树脂、超临界流体萃取、膜分离、高效液相制

备色谱等技术。柱色谱在分离纯化方面有全面、系

统的优势，但操作繁琐、周期长；大孔吸附树脂和

膜分离技术都难以分离得到高纯度的产物；而超临

界流体萃取仅适于分离纯化小极性或者非极性的物

质；高效液相制备色谱可以得到高纯度的产物，但

其成本高，难以实现工业化。与传统的分离技术相

比，高速逆流色谱（ high-speed counter-current 
chromatography，HSCCC）具有显著的优点[1-3]：不

用固体载体，无样品的不可逆吸收、降解和失活；

操作简便，回收率和产品纯度高；可采用不同物化

特性的溶剂系统和多样性的操作条件，具有较强的

适应性；分离效率高，样品分离量大；适宜放大，

便于工业化生产等。因此，HSCCC 技术非常适宜于

天然产物中有效成分的分离和纯化，以及活性成分

的快速筛选与制备，天然产物有效成分分离纯化被

认为是 HSCCC 技术最有前景的应用开发领域。 
1  HSCCC 技术在分离纯化天然产物生物碱成分

中的研究概况 
1.1  HSCCC 技术分离纯化天然产物中已知生物碱

成分 
HSCCC 技术自发明以来，以其独特的分离优

势，得到了不断的推广和发展，已广泛应用于天然

产物中有效成分的分离纯化研究。Sutherland 等[4]

报道了利用 HSCCC 技术分离纯化天然产物有效成

分的研究概况：从 108 种植物中分离得到了 363 种

化合物，其中关于分离纯化生物碱类化合物的文献 
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报道有 56 篇，所分离得到的生物碱类化合物占化合

物总数的 15.4%。由此可见，HSCCC 分离纯化生物

碱是其在天然产物研究中的重要应用领域。有关利

用 HSCCC 技术分离和纯化天然产物中生物碱的研

究报道很多，表 1 总结了近年来 HSCCC 技术在分

离纯化天然产物中生物碱成分的部分研究结果。 

表 1  近年来 HSCCC 分离纯化天然产物中生物碱的部分研究结果 
Table 1  Separation and purification of alkaloids from natural products by HSCCC in recent years 

植  物 化合物 溶剂系统 
体积流量/ 

(mL·min−1) 

转 速/ 

(r·min−1) 

文 献

黄花乌头 关附素 T、关附素 U 醋酸乙酯-正丁醇-甲醇-2%的醋酸水

（3.5:1.5:2:4.5） 
2.0 850 5 

Hortia oreadica  吴茱萸碱、白鲜碱 己烷-乙醇-乙腈-水（10:8:1:1） 3.0 800 6 

岩黄连 岩黄连碱 氯仿-甲醇-0.3 mol/L HCl (4:0.5:2) 2.0 800 7 

辣椒 辣椒碱、二氢辣椒碱 
二氢辣椒碱、辣椒碱、降二氢辣椒

正己烷-醋酸乙酯-甲醇-水-乙酸（20:20:20:20:2） 
四氯甲烷-甲醇-水（4: 3: 2） 

2.0 
2.0 

850 
800 

8 
9 

新疆一枝蒿 岩蒿碱 醋酸乙酯-甲醇-水（8:1:7） 2.0 800 10 

蓖麻 蓖麻碱 二氯甲烷-乙醇-水（93:35:72） 3.0 850 11 

浙贝母 贝母碱、去氢贝母碱 氯仿-乙醇-0.2 mol/L HCl（3:2:2） 1.2  80 12 

翠雀花草 甲基牛扁亭碱 正己烷-醋酸乙酯-甲醇-水（1:1:1:2） 2.0 800 13 

夏天无 原阿片碱、四氢巴马汀硫酸

盐、苏玄明碱 
甲基叔丁基醚-乙腈-水（2:2:3） 2.0 800 14 

美洲商陆果实 17 种甜菜红碱 正丁醇-乙腈-水（5:1:6）加入 0.7%三

氟乙酸作为离子对试剂 
3.0 850 15 

雷公藤 peritassines A、雷公藤晋碱、

雷公藤次碱 
正己烷-醋酸乙酯-甲醇-水（4:5:4:5） 25 1 400 16 

延胡索 dl-四氢巴马亭 石油醚-醋酸乙酯-甲醇-水（15:30:21:20） 1.2 850 17 

粉防己 防己诺林碱、粉防己碱 石油醚-乙酸乙酯-甲醇-水（5:5:1:9） 1.5 800 18 

 
Yang 等[19]采用分析型 HSCCC，以氯仿-甲醇-0.3 

mol/L HCl 溶液（4∶1.5∶2）为溶剂体系，得到质

量分数均达到 99%的高乌甲素（lappaconitine）、毛

莨花乌头碱（ranaconitine）、N-去乙酰基高乌甲素

（N-deacetyllappaconitine）和 N-去乙酰基毛莨花乌头

碱（ N-deacetylranaconitine ）。进而采用制备型

HSCCC，以上相为固定相，下相为流动相，从 300 
mg 高乌头 Aconitum sinomontanum Nakai 的总生物

碱粗提物中分离出 4 种生物碱，质量分数均达到

98.5%。该研究结果表明，在利用制备型 HSCCC 制

备有效成分时，应先利用分析型 HSCCC 进行色谱

条件的优化，为制备型 HSCCC 分离纯化提供了一

种快速、有效、消耗溶剂少的溶剂体系筛选方法。

Liu 等 [20]采用 HSCCC 分离纯化吴茱萸 Evodia 
rutaecarpa（Juss.）Benth 中生物碱时，在进行溶剂

系统的筛选过程中，选择醋酸乙酯-水为初始溶剂系

统，但目标化合物基本上分布在上相溶液中；通过

在上述初始溶剂系统中加入甲醇调节溶剂疏水性，

此时，虽然分配效果得到一定的改善，但溶剂分层

效果不理想；在此基础上，再加入一定比例的正己

烷调节溶剂系统直至达到合适的 K 值。最后，以正

己烷-醋酸乙酯-甲醇-水（5∶5∶7∶5）为溶剂体系，

从 180 mg 粗提物中经一步分离纯化得到吴茱萸碱

（evodiamine）28 mg、吴茱萸次碱（rutaecarpine）19 mg、
吴茱萸新碱（evocarpine）21 mg、1-甲基-2-[(6Z，
9Z)]-6，9-十五碳二烯基-4-(1H)-喹诺酮(1-methy-2- 
[(6Z，9Z)]-6，9-pentadecadienyl-4-(1H)-quinolone) 16 
mg、1-甲基-2-十二烷基-4-(1H)-喹诺酮(1-methyl-2- 
dodecyl-4-(1H)-quinolone) 12 mg，回收率分别达到

93.9%、83.6%、85.1%、95.5%和 96.2%，质量分数

均大于 96%。此研究为 HSCCC 溶剂系统的筛选提

供了方法参考。同时，也表明 HSCCC 在分离纯化

时虽然具有纯度高、回收率高、制备量大的优点，

但受仪器设备的限制，仍然无法像目前的 HPLC 实
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现在线溶剂系统的任意调节，加大了溶剂系统筛选

的工作量。Ouyang 等[21]首次利用 HSCCC，以石油

醚-醋酸乙酯-乙醇-水（6∶4∶5∶8）为溶剂系统，

从雷公藤 Tripterygium wilfordii Hook. f. 总生物碱

粗提物中分离得到 4 种生物碱：雷公藤春碱

（wilfortrine）、雷公藤碱（wilfordine）、雷公藤晋碱

（wilforgine）、雷公藤次碱（wilforine），质量分数分

别达到 90.3%、92%、99.5%、93.5%。其研究工作

针对目前 HPLC 色谱柱在分离纯化生物碱所面临的

困难，展示了 HSCCC 的巨大优势。Liu 等[22]利用

HSCCC，以醋酸乙酯-正己烷-水（3∶1∶4）为溶剂

体系，在上相中加入 0.01%三氟乙酸作为固定相，

在下相中分别在不同的时间区间加入 2%氨水、

0.2%氨水和 0.05%三氟乙酸，通过调节流动相的

pH，从三尖杉碱型生物碱粗提物中分离得到 6 种生

物碱：桥氧三尖杉碱（ drupacine）、维粗榧碱

（wilsonine）、三尖杉碱（cephalotaxine）、表维粗榧

碱（epi-wilsonine）、丽江三尖杉碱（fortunine）、乙

酰三尖杉碱（acetylcephalotaxine）。经 HPLC 检测，

质量分数分别为 81.2%、85.7%、95.3%、97.5%、

89.1%、96.2%，回收率均达到 90%以上。此法加入

氨水和三氟乙酸的目的是调节流动相的 pH 值，流

动相在不同的时间区间不同的 pH 值下，不同的物

质被洗脱出来从而达到更好的分离，说明在 HSCCC
分离过程中，也可以像 HPLC 操作一样，采取如不

同 pH、体积流量、温度等梯度洗脱的方式实现成分

的有效分离。因此，随着 HSCCC 设备研制的不断

发展，会使 HSCCC 的分离模式和手段更加多样化，

极大地推进该技术的应用。Ling 等[23]利用 HSCCC，
以氯仿-甲醇-0.02 mol/L NaH2PO4 溶液（27.5∶20∶
12.5）为溶剂体系，通过一步分离从苦参 Sophora 
flavescens Ait. 的 CO2 超临界萃取的粗提取物中分

离得到 3 种喹诺里西定类生物碱，分别是苦参碱

（matrine）、氧化槐果碱（oxysophocarpine）、氧化苦

参碱（xymatrine），质量分数分别达到 95.6%、95.8%、

99.6%。此研究采用在溶剂体系中加入 NaH2PO4 的

方法调节溶质的疏水性，使溶质在有机相中浓度增

大，得到合适的 K 值。由于 HPLC 色谱柱对强酸、

强碱、高浓度无机盐的流动相敏感，以及正相柱和

反相柱对流动相中有机、无机溶剂使用范围的局限，

使得 HSCCC 溶剂系统的选择显得更加多样化，如

加入无机盐等，其耐强酸、强碱的程度远远高于

HPLC。目前关于离子液体溶剂体系应用于 HSCCC

分离分析天然产物的报道并不多。Berthod 等[24]发现

在水-乙腈（40∶20）体系中加入离子液 1-丁基-3-甲
基咪唑六氟磷酸盐，形成的两相溶液体系进行逆流

色谱比较理想，并考察了应用此溶剂体系分离一系

列化合物时的分配情况，包括芳香族类、酸和碱以

及中性物质。苏静等[25]采用循环 HSCCC 法从红豆杉

枝叶提取物中分离得到了紫杉醇和三尖衫宁碱，较

常规的 HSCCC 分离方法，在样品回收率和纯度上有

了进一步的提高。 
1.2  HSCCC 从天然产物中发现新生物碱类化合物 

目前，采用 HSCCC 分离得到生物碱类新化合

物的报道并不多。Bringmann 等[26-27]应用 HSCCC
从 Ancistrocladus robertsoniorum J. Léonard (Kenya)
中分离得到 5 个新的生物碱（图 1）： ancis- 
trobertsomine A ～ D 和 1, 2-didehydroancistro- 
bertsonine D。Tang 等[28]将 HSCCC 与 ELSD 联用，

以醋酸乙酯-正丁醇-甲醇-2%醋酸（3.5∶1.5∶2∶
4.5）为溶剂体系，从黄花乌头 A. coreanum (Lévl.) 
Rap. 的粗提物中分离得到 2 个新的同分异构体二

萜类生物碱（图 2 ）： 13-dehydro-1β，2α，6β- 
trihydroxyhetisine 和 13-dehydro-2α，3β，6β-trihydr- 
oxyhetisine，质量分数均大于 95%，分别命名为关

附素 T（guanfu base T，GFT）和关附素 U（guanfu 
base U，GFU）。尽管有文献报道[29]采用以醋酸乙

酯-正丁醇-甲醇-0.2 mol/L 盐酸（3.5∶1∶1∶3.5）
为溶剂系统，对黄花乌头中其他生物碱可以达到较

好的分离效果，但却无法将 GFT 和 GFU 进行分离。

而用 2%醋酸代替盐酸成功地实现了此 2 种同分异

构体的分离，但其反应机制有待进一步研究。此实

验说明在选用合适的溶剂体系的前提下，HSCCC
可以有效地对同分异构体进行分离，且在分离得到

新化合物方面有潜在的优势。 
1.3  HSCCC 从天然产物中筛选生物碱活性成分 

在活性实验指导下，结合 HSCCC 的优势，从天

然产物中追踪、筛选活性成分或有效部位，对于发

展一种新的高通量筛选方法，HSCCC 具有极好的应

用前景。如本实验室采用 HSCCC-HPLC-DPPH 联用

技术，实现了对橄榄叶中活性物质的筛选和分离[30]。

然而，目前采用 HSCCC 对生物碱类活性成分的筛

选的研究报道并不多。Severino 等[31]用己烷-乙醇-
乙腈-水（10∶8∶1∶1）作为溶剂体系，从 Hortia 
oreadica 叶子的二氯甲烷萃取物中分离得到 3 类化

合物，其中包括吴茱萸次碱和白鲜碱（dictamnine）。 
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A－D- ancistrobertsomine A, B, C, and D      E- 1，2-didehydroancistrobertsonine D 

图 1  HSCCC 法从 A. robertsoniorum 中分离得到的 5 个新的生物碱 
Fig. 1  Five new alkaloid isomers separated from A. robertsoniorum by HSCCC 

 

       
GFT                                       GFU 

图 2  HSCCC 法从黄花乌头中分离得到的两个新的二萜类生物碱 
Fig. 2  Two new diterpenoid alkaloid isomers separated from roots of A. coreanum by HSCCC 

将 HSCCC 分离得到的产物进行药理实验，表明

吴茱萸次碱对葡萄皮尔斯病具有抑制作用。然而，

真正意义上的在活性实验指导下，利用 HSCCC
从天然产物中追踪、筛选活性生物碱的研究尚处

于探索中。 
2  新型 HSCCC 技术及其联用技术分离纯化天然

产物中生物碱 
1994 年，HSCCC 的创始人 Ito 在普通制备型

HSCCC 基础上发展了 pH-区带精制逆流色谱，大大

扩展了高速逆流色谱技术的应用范围。此方法为在

HSCCC 的固定相和流动相中加入保留酸（碱）和

洗脱碱（酸），以有机酸在固定相和流动相的浓度比

来标度分配系数（保留酸的分配系数），溶质（分离

物或分析物）的分配系数值的差异决定了出峰时间

的不同，从而实现分离。pH-区带精制逆流色谱适

合分离可离子化的溶质，可以利用不同结构的生物

碱具有不同碱性的特点对生物碱类进行分离纯化；

也可使用 pH-区带精制逆流色谱将几种结构类似但

离子化不同的生物碱成功加以分离。Wang 等[14]应

用 pH-区带精制逆流色谱技术，采用甲基叔丁基醚-
乙腈-水（2∶2∶3）体系，以 TEA 为保留碱，HCl
为洗脱酸，从伏生紫堇粗提物中得到原鸦片碱、四

氢巴马汀和荷包牡丹碱，质量分数均达到 93%以上。

尽管粗提物中目标化合物的量不高，但由于 pH-区
带精制逆流色谱允许更大的进样量，因此分离出的

样品具有质量分数和分离效率更高等优点。 
HSCCC 与各种检测技术的在线或离线的联用

均获得了成功，如 HSCCC-MS 在线联用技术克服
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了离线检测转移可能带来样品污染等缺陷，将逆流

色谱分离的多样性与质谱的高灵敏度检测结合在一

起，已广泛地应用于天然产物、药物、蛋白质及其

他生化物质的分离分析。Gutzeit 等[32]采用制备高速

逆流色谱-电喷雾质谱（HSCCC/ESI-MS-MS）联用

技术，当流动相从 HSCCC 中流出时，在样品收集

和检测器之间连接一个 T 型分流装置，根据不同进

样量设置不同分流比，以正己烷-正丁醇-水（1∶1∶
2）为溶剂体系，从茶中分离得到茶多酚。结果表明，

HSCCC/ESI-MS-MS 联用技术可以作为一种通用的

分离纯化在线检测技术，在线提供所分离组分的质

谱信息。目前，应用 HSCCC-MS 分离制备生物碱

成分还未见报道。在应用 HSCCC 分离天然产物过程

中，一般采用紫外检测器（UV）作为数据采集信号

装置，这使得紫外吸收较弱或无吸收的化学组分的

检测受到制约。蒸发光散射检测器（ELSD）作为一

种通用型检测器，可检测挥发性低于流动相的任何

样品，而不需要样品含有发色基团，因而，蒸发光

散射检测器在HSCCC中应用越来越广泛。Tang等[33]

采用 HSCCC-ELSD，以正己烷-醋酸乙酯-甲醇-0.2 
mol/L HCl（1∶3.5∶2∶4.5）为溶剂体系，从黄花

乌头中分离得到了 6 种生物碱。HSCCC 与检测技

术的在线联用与离线联用相比，具有明显的优势，

因此，实现 HSCCC 与检测技术的在线联用有着广

阔的发展空间。 
3  展望 

正 交 轴 逆 流 色 谱 （ cross-axis coil planet 
centrifuge，cross-axis CPC）和双向逆流色谱（dual 
counter-current chromatography，duCCC）是在传统

HSCCC 的基础上发展起来的新型逆流色谱技术，已

应用于水溶性生物大分子等方面的分离制备[34-35]。

虽然目前还未有利用该技术分离纯化天然产物中生

物碱的研究报道，但其在分离复杂样品和大极性化

合物方面显示出潜在的技术优势，相信其在复杂的

天然产物尤其是大极性生物碱的大规模制备方面将

有广阔的发展前景。高效逆流色谱（high-performance 
counter-current chromatography，HPCCC）的出现，

大大提高了 HSCCC 分离技术的样品容量和分辨

率，并显著缩短了分离时间，进一步为大规模分离

纯化天然产物提供了高效快速的方法[36]。同时，

HSCCC 与各种检测方法的联用，如二维/多维 CCC
联用装置的产生，简化了目标组分多次逆流分离的

色谱过程，实现了目标物在线同步分离，减少了分

离时间，更加拓宽了 HSCCC 的应用范围，发挥出

HSCCC 高速、高效的优点。 
HSCCC 在分离天然产物中生物碱类活性成分

方面得到了广泛的应用，具有独特的优势，有着广

阔的应用前景。但是逆流色谱的应用还是受到一些

因素的制约，如到目前为止，进行 HSCCC 操作时，

溶剂体系的选择通常是经验性的，缺乏系统、完善

的理论指导；HSCCC 理论基础的研究也相对薄弱，

大多是进行应用性的研究，因此从理论上更深一步

进行分离机制的研究很有必要。虽然 HSCCC 较其

他分离制备方法有较大的规模，然而进行工业生产

的放大时，在仪器上尚需解决许多关键问题。但有

越来越多的研究者投入到 HSCCC 研究中，相信将

来 HSCCC 技术将得到更广泛的应用，理论体系也

将不断地完善。 
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