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色谱技术在黄酮类化合物分离纯化中的

应用研究进展
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摘要!综述了色谱技术在黄酮类化合物分离纯化中的应

用情况"主要包含柱色谱法%制备型高效液相色谱法%薄

层色谱法%超临界流体色谱法%高速逆流色谱法以及多种

色谱法的联用"并对制备型液相色谱柱的发展方向%高速

逆流色谱溶剂体系的优化%多维色谱系统的耦合使用作

了展望#

关键词!黄酮&色谱&分离纯化
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黄酮类化合物是一种广泛存在于天然植物中的多酚

类化合物#具有抗肿瘤%抗氧化性%清除自由基和抗辐射

等生理活性#常被用作食品添加剂用于功能食品的生

产-

#W6

.

$目前对黄酮类化合物的研究多为提取%分离纯

化%含量测定和制剂研究等方面#而如何高效快速得到高

纯黄酮物质是当前亟待解决的问题$针对黄酮类化合物

的分离与纯化#主要有色谱分离法%金属离子络合法-

'

.

%

膜分离法%梯度
N

0

萃取法%重结晶法-

&

.

%高速离心分离

法-

9

.

%分子印迹技术-

(

.以及多种技术的耦合-

%

.等$相较

于其他分离技术#色谱分离技术分离效率高#处理量大#

能分离各种性质极其类似的物质#在用于化学物质分析

鉴定的同时#在天然产物活性成分的分离和纯化中起着

重要作用$文章拟对色谱技术在黄酮类化合物的分离纯

化中的研究及应用情况进行综述#主要包括柱色谱法%制

备型高效液相色谱法%薄层色谱法%超临界流体色谱法和

高速逆流色谱法等#以期为黄酮类化合物的色谱分离研

究提供参考$

#

!

黄酮类化合物的色谱分离
#B#

!

柱色谱法

经典的柱色谱技术分离通量大且效率高%适用范围

广%操作简单#是从植物粗提液中分离大量黄酮类化合物

的有效方法之一#常用的吸附剂或载体主要有硅胶%聚酰

胺%葡聚糖凝胶%环糊精键合凝胶%氧化铝%大孔树脂%纤

维素粉和离子交换树脂等$

硅胶柱色谱主要用于分离极性较小的黄酮类化合物

)如异黄酮%黄烷酮%二氢黄酮醇和高度甲基化或乙酰化

的黄酮及黄酮醇+#当硅胶降活后也可分离极性较大的黄

酮类化合物)如苷类%多羟基黄酮+,聚酰胺应用范围较

广#适用于分离苷类%苷元%查耳酮和二氢黄酮等多种类

型的黄酮类化合物,葡聚糖凝胶既可分离苷元也可分离

苷类物质#分离黄酮苷元时#主要靠吸附作用#苷元中游

离酚羟基数目越多#吸附力就越强#也就越难洗脱#在分

离黄酮苷类时#分子筛的属性起主导作用#苷类物质按相

"*"

)**+,-./012345

第
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期 总第
!'!

期
"
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年
#!

月
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对分子质量由大到小依次流出柱体,

#

:

环糊精是一种具有

&内疏水#外亲水'功能的环状空腔化合物#主体分子通过

&内识别'和&外识别'作用对客体分子进行识别#基于此

特性#多种
#

:

环糊精键合不同类型的固定相用于黄酮类

化合物的分离-

$

.

,氧化铝柱色谱仅适用于分离分子中无

6:

羟基%

&:

羟基或者邻二酚羟基结构的黄酮类化合物#具

有较多局限性,大孔树脂集吸附性与分子筛分离于一体#

待分离目标分子的体积及其与树脂形成氢键或范德华力

的作用大小直接影响分离效果,纤维素柱吸附能力有限

且结果不稳定#已很少使用,离子交换树脂通常只用作黄

酮粗提液的预处理#洗脱水溶性杂质#降低后续分离难

度$在众多载体中#以硅胶%聚酰胺%葡聚糖凝胶和大孔

树脂最为常用#其优缺点如表
#

所示$

!!

Z@<D

Q

等-

#"

.比较了
+#"#

%

+!"#

%

.V:%

%

0X+'""

%

+6"#

和
+6##9

种大孔树脂对银杏黄酮苷)槲皮素%山柰

酚%异鼠李素+的富集效果$结果显示#

.V:%

树脂吸附效

果最佳#

6

种黄酮苷的纯度从提取物中的
%B$6Y

#

$B%%Y

#

9B##Y

分别增加到
6"B#!Y

#

6&B!#Y

#

#'B#'Y

#回收率分别

为
%%B(9Y

#

$6B(%Y

#

9"B$"Y

$

0AO

等-

##

.研究了
+#"#

%

+-6"#

%

2m.:

$

%

2m.:$

%

l:&

%

.V:%

%

0X+:#""

%

0X+:

'""

%

0X+:9""

和
0X+:(&"#"

种大孔树脂对越南槐总黄

酮的吸附和解吸特性#结果表明#

.V:%

型树脂吸附性能

最佳#吸附量高达
#%B6";

Q

0

Q

#在此基础上#以
.V:%

型树

脂为填料#通过柱层析对总黄酮进一步纯化#最终提取物

中总黄酮含量从
#!B#'Y

上升到
&(B%!Y

#提高了约

'B(9

倍$为使分离效果更佳#多种柱色谱串联使用成为

一种趋势$刘晓艳等-

#!

.采用硅胶%大孔树脂和
HF

N

@<PFb

]0:!"

凝胶等柱色谱从鸡血藤水提物的乙酸乙酯和正丁

醇萃取部位分离并鉴定了异豆素%柚皮素和毛蕊异黄酮

等
!6

个黄酮类化合物$郑丹丹等-

#6

.综合应用硅胶%大孔

树脂和
HF

N

@<PFb]0:!"

凝胶柱色谱对蛇床子乙醇提取

物进行分离#经结构鉴定#共分离出
#6

种黄酮物质#其中

+:

葡萄糖苷%山柰酚
:6:Q:

#

:+:

半乳糖苷和山柰酚
:6:Q:

葡

萄糖基
:

)

#

'

9

+

:Q:

葡萄糖苷等
(

种物质均是首次从蛇床

属植物中得到$利用柱色谱法从天然植物中分离纯化黄

酮类化合物已经十分普遍$单一柱色谱法通常用于从黄

酮粗提液中获得总黄酮物质#实现黄酮物质与非黄酮物

质的初步分离#而多种柱色谱法的串联分离度更高#分离

效率也更高#在单一柱色谱法的基础上使总黄酮物质含

量达到更高#或进一步获得黄酮单体$

#B!

!

制备型高效液相色谱法

制备型高效液相色谱 )

XKF

N

<K<L=JF@=

Q

@

N

FKMAK;<DCF

>=

T

O=PC@KA;<LA

Q

K<

N

@

S

#

X0X]/

+通过高负载%高分离度

的制备柱来实现组分分离#其处理量大#效率高#重现性

好#能根据被分离物质的性质配备不同的检测器-

#'

.

#其制

备规模与适用范围如表
!

所示$

!!

)<D

等-

#9

.建立了制备型二维正相液相色谱)

2X]/

+

和反相液相色谱)

4X]/

+结合固相萃取技术从甘草中分

离纯化黄酮类化合物的方法$黄酮粗提液经固相萃取处

理后可去除大多数非黄酮物质#在此基础上#一维中使用

2X]/

成功从甘草粗提物中获得了
#9

种黄酮组分#二

维中使用
4X]/

分离在
2X]/

模式下洗脱的组分$经

表
#

!

柱色谱技术优缺点

I<U>F#

!

.PJ<DL<

Q

FE<DPP=E<PJ<DL<

Q

FEAMCA>O;DC@KA;<LA

Q

K<

N

@

S

LFC@DA>A

QS

吸附剂 优点 缺点

硅胶
!!!

应用范围广%操作简单%柱寿命长,分离量大%效

果好

洗脱繁琐耗时%易受金属离子干扰%成本高%分

离能力低

聚酰胺
!!

选择性好%样品容量大%可重复利用,应用范围

广%成本低#适合工业化

洗脱速度慢且洗脱溶剂污染环境,死吸附较大%

样品损失大

葡聚糖凝胶
应用范围广%有色谱选择性,淋洗速度快%可重

复使用

对游离酚羟基较多且分子量小的物质效果不

理想

大孔树脂
!

比表面积大%吸附能力强且速度快#物化性质稳

定,使用周期长%解吸条件温和%适应性强%成本

低#适合工业化

分离易受洗脱剂种类%温度影响,产物纯度不

高#且仅限于水溶性物质的纯化

表
!

!

制备型高效液相色谱柱规格参数+

#&

,

I<U>F!

!

H

N

FC=M=C<L=ADEAM

N

KF

N

<K<L=JF@=

Q

@

N

FKMAK;<DCF>=

T

O=PC@KA;<LA

Q

K<

N

@

S

CA>O;DE

级别 柱内径0
C;

柱长0
C;

填料粒度0
"

;

处理量0
Q

应用范围

半制备级
#

#

! #&

#

&" #"

#

6" "B"#

#

"B"&

实验室

克级
!!

& !"

#

(" '"

#

9" "B#

#

#B"

实验室%企业

工业级
!

#"

#

&" &"

#

#"" '"

#

9" !"

企业
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2X]/

和
4X]/

分离后#共纯化出
!'

种黄酮单体#纯度均

在
$"Y

以上#最高可达
$$B!&Y

$

]=

等-

#(

.建立的离线二

维
X0X]/

从积雪草中分离黄酮类化合物#先后以苯基反

相柱和
/

#%

反相柱作为固定相#成功获得了纯度超过
$%Y

的类黄酮苷$

Z@O<D

Q

等-

#%

.依托在线型制备型液相色谱#

以
/

#%

柱为固定相#乙腈/水为流动相#梯度洗脱#从朝鲜

淫羊藿粗提液中成功分离出山柰酚
:6

#

(:P=:Q:

!

:>:

鼠李糖

苷%二叶淫羊藿苷
.

和二叶淫羊藿苷等
#%

种高纯度黄酮

类化合物#而该系统整个分离时间仅为
!"@

#周期较短#

可为从其他天然产物中分离复杂组分提供有效借鉴$制

备型高效液相色谱由分析型高效液相色谱发展而来#以

目标产物的纯度%产量%生产周期和运行成本等为主要考

虑因素$近年来#制备型高效液相色谱已成为当代高效

分离纯化的研究前沿$

#B6

!

薄层色谱法

薄层色谱法)

I@=D:><

S

FKC@KA;<LA

Q

K<

N

@

S

#

I]/

+是将

厚度约为
"B#"

#

"B!&;;

的吸附剂)硅胶或化学键合硅

胶%纤维素%氧化铝和聚酰胺等+铺在一定尺寸的表面平

整的玻璃%铝板或塑料板上作为固定相#用展开剂将样品

展开#从而实现色谱分离的一种技术$常用类型有高效

薄层色谱-

#$

.

%制备薄层色谱-

!"

.

%反相薄层色谱-

!#

.

%微乳

薄层色谱-

!!

.和离心薄层色谱-

!6

.等$高颖等-

!'

.以微乳薄

层色谱从舒筋定痛胶囊和苏氏接骨胶囊中分离出柚皮苷

和金丝桃苷#为研究含黄酮类成分的药物提供了一种简

便%准确%高效的分析方法$赵惠茹等-

!&

.以聚酰胺为固定

相#十二烷基硫酸钠/正丁醇/正己烷/水组成的微乳

体系为展开剂#对槐米中黄酮类成分进行分离#最终得到

的斑点数目多#且斑点圆整不拖尾%荧光强度强#表明该

法适合槐米中黄酮类组分的分离$

#B'

!

超临界流体色谱法

超 临 界 流 体 色 谱 )

HO

N

FKCK=L=C<> M>O=P

C@KA;<LA

Q

K<

N

@

S

#

H)/

+是以超临界流体为流动相#固体吸

附剂或键合到载体上的高聚物为固定相的色谱$因
/*

!

兼具化学惰性%无毒无害和容易制备等优点#且临界温度

和压力容易达到#故在
H)/

中最为常用#但
/*

!

极性较

小#因此常添加甲醇等改性剂用于分离极性较大的物

质-

!9

.

$刘志敏等-

!(

.采用
H)/

成功分离了
6:

羟基黄酮%

9:

羟基黄酮和
(:

羟基黄酮#试验表明流动相组成对分离影

响最为显著#单纯的
/*

!

不能将
6

种组分彻底洗脱#加入

少量的磷酸则可显著改变
6

种组分的色谱行为#从而成

功将
6

种组分高效分离$吴晓闻等-

!%

.在温度
'"\

#压力

!"

#

'"-X<

下#以添加了
#"Y 0

!

*

的
/*

!

作为流动相#

/

#%

为色谱柱#成功分离了山柰素%杨梅素和槲皮素
6

种单

体$杨杰等-

!$

.通过优化色谱柱%改性剂%添加剂和柱温等

色谱条件#确定了
H)/

分离黄酮的一般色谱条件#并探究

了黄酮物质在
H)/

上的色谱行为规律#结果发现结构相

近的黄酮类化合物通过
H)/

能实现很好的分离$相比其

他分离纯化技术#超临界分离技术克服了废弃有机溶剂

多#污染大#耗时长的缺点#具有快速%高效和环保的

优势$

#B&

!

高速逆流色谱法

高速逆流色谱)

0=

Q

@:E

N

FFPCAODLFK:COKKFDLC@KA;<:

LA

Q

K<

N

@

S

#

0H///

+是一种利用混合物中各组分在两液相

间分配系数的差异#由移动相形成液滴通过作为固定相

的液柱来实现混合物分离的技术-

6"

.

$该法不仅分离过程

仅取决于目标物的溶解性能#不存在样品损失或变性#具

有持续高效%回收率高和分离量大等优点#而且不需要固

体担体#避免了柱色谱法分离时因酚羟基与固体担体产

生不可逆吸附而难以洗脱的缺点$对于
0H///

分离#其

溶剂系统和洗脱方式的选择是保证分离效果的前提#故

对溶剂系统和洗脱方式的研究十分重要$

#B&B#

!

高速逆流色谱溶剂体系的选择
!

当前对于溶剂系

统的优化常用
1LA

%

*7<

和
.K=RAD<

等方法-

6#W6!

.

#该法提

供了
#9

种或
!6

种可选溶剂体系#但需要依次试验#耗时

繁琐$随后
/@FD

等-

66

.提出的
24I]:H./

)非随机双液

段活度系数+模型将溶剂与溶质之间的相互作用描述为

'

个分段*疏水性分段%给电子分段%吸电子分段和亲水性

分段#该模型简单实用#预测精度高#只需少量试验数据

即可筛选出最佳溶剂体系$梁君玲等-

6'

.又以
03-a<L

)正己烷/乙酸乙酯/甲醇/水+体系为基础#借助
$_$

排列表得到的溶剂体系选择方案)如图
#

%图
!

所示+$在

该体系中#其分配系数的对数)

>

Q

G

+与对应溶剂比例呈线

性关系#实际过程中在表中随机选取两个溶剂体系#只需

分别获得这两个体系中化合物的分配系数#即可通过回

归方程
D

)体系数+

&̂>

Q

GcI

)

&

#

I

为拟合系数+#最终确

定分配系数最佳的溶剂体系$

#B&B!

!

高速逆流色谱洗脱方式的选择
!

通常情况#同一

流动相仅能洗脱一定极性范围内的组分#而对于复杂组

分#当其极性和浓度差异大以及分配系数相近时#则需变

图
#

!

溶剂体系
$_$

表

)=

Q

OKF#

!

HA>JFDLE

S

ELF;$_$L<U>F

$*"

研究进展
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图
!

!

G

值估算模型

)=

Q

OKF!

!

3EL=;<L=AD;APF>AMG

换洗脱方式#常用洗脱方式主要有梯度洗脱%双向洗脱%

闭路循环洗脱和推挤洗脱等-

6&W6(

.

#各洗脱方式优缺点如

表
6

所示$

高速逆流色谱多与其他分离技术联合使用#常作为

最终纯化技术分离黄酮单体#相关实例如表
'

所示$

#B9

!

多种色谱技术耦合分离纯化黄酮类化合物

熊朝栋等-

'9

.以氯仿/甲醇/水)

S

氯仿
nS

甲醇
nS

水
^

#6n9n!

+为展开剂#初步从玳玳果黄酮提取物分离得到

新橙皮苷和柚皮苷#其纯度分别为
9$B!'Y

和
(&B'&Y

#再

经高压液相色谱分离#其纯度分别达到
$%B%'Y

和

$%B%#Y

$

a<D

Q

等-

'(

.依次使用大孔树脂柱色谱#中压液

相色谱和高速逆流色谱纯化大麦苗粗提液中
9

5

:

芥子酰

皂草苷%异金雀花素
(:Q:

)

9

5

:

阿魏酰基+葡萄糖苷%

9

5

:

阿

魏酰基皂草苷和)芹菜素
(:

木塘基)

#

5'

!x

+葡萄糖苷+

表
6

!

各洗脱方式优缺点比较

I<U>F6

!

/A;

N

<K=EADAM<PJ<DL<

Q

FE<DPP=E<PJ<DL<

Q

FEAMF<C@F>OL=AD;FL@AP

洗脱方式 操作方法及洗脱过程 类别 优点 缺点

梯度洗脱 改变流动相组成#

N

0

值#流速
线 性%步 进%

N

0

梯度洗脱

分离范围大%溶剂消耗小%

分离时间短

若溶剂体系变化大#则固定相

易损失

双向洗脱
借助切换阀改变相角和洗脱

方向
正%反向洗脱

分离时间短%色谱峰峰型

尖锐

不能连续不间断出峰#且可能

出现回声峰

闭路循环洗脱
检测器出口与色谱入口相连#

使目标组分实现再次分离
W

适用于
G

值相近的物质
随着循环次数的增加#色谱峰

会变宽#分离时间变长

洗脱/推挤
常规 洗 脱%扫 除 洗 脱%推 挤

洗脱
W

分离范围大%可连续不间

断按
G

值顺序分离
操作过程需停泵

洗脱/反推挤 常规洗脱%改变流动相方向
W

能分离极性范围大的物

质%无需停泵

不能连续不间断出峰#且可能

出现回声峰

表
'

!

高速逆流色谱在黄酮单体分离中的应用

I<U>F'

!

.

NN

>=C<L=ADAM@=

Q

@:E

N

FFPCAODLFKCOKKFDLC@KA;<LA

Q

K<

N

@

S

LFC@DA>A

QS

=DL@FEF

N

<K<L=ADAMM><JADA=P;ADA;FKE

植物源 溶剂系统)

S

0

S

+ 黄酮单体及纯度 参考文献
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'

种黄酮类化合物$结果显示#总黄酮含量从粗提取物中

的
!B!Y

增加到中压液相色谱中的
$&B6Y

#再经高速逆流

色谱纯化后#

'

种黄酮物质的纯度均高于
$%Y

#而且其中

9

5

:

阿魏酰基皂草苷和)芹菜素
(:

木塘基)

#

5'

!x

+葡萄糖

苷+的保留时间几乎相同#表明高速逆流色谱对极性相似

物质的分离有巨大潜力$

aO

等-

'%

.通过使用大孔树脂柱

色谱结合制备高效液相色谱纯化鸢尾根乙醇提取物中的

9

种异黄酮#通过
.V:%

树脂分离后#总黄酮含量从粗提

物中的
#"B9"Y

增加至
&'B!"Y

#回收率为
(&B#!Y

$再经

X43X:0X]/

纯化后#

9

种异黄酮)鸢尾苷%鸢尾甲苷
V

%

鸢尾甲苷
.

%鸢尾黄素%鸢尾甲黄素
.

和鸢尾甲黄素
V

+

的纯度分别达到
$$B%Y

#

$%B!Y

#

%!B!Y

#

$$B9Y

#

$!B&Y

#

$&B%Y

$

X<D=P<

等-

'$

.使用
HF

N

@<PFb]0:!"

凝胶柱和半

制备型反相高效液相色谱)

4X:0X]/

+对香蕉叶芦丁提取

液进行纯化#经
HF

N

@<PFb]0:!"

凝胶柱纯化后#其纯度

最高可达
('Y

#

%'Y

#再经
4X:0X]/

进一步纯化#纯度

可达
$%B'Y

$多种色谱技术的有机结合将各种色谱技术

的优势集于一体#在降低分离成本#提高分离效率和产品

纯度等方面具有显著优势#现今将多种色谱技术耦合分

离纯化黄酮类化合物已成为研究者们关注的热点$

!

!

总结与展望
天然植物中黄酮类化合物种类繁多#功效广泛#但由

于结构复杂#含量低#从天然植物中对其进行分离纯化是

一项极具挑战的工作$传统柱色谱法%制备型高效液相

色谱法存在分离周期长%溶剂耗费大%操作步骤繁琐以及

难以工业化的缺点$薄层色谱溶剂用量少#分离速度快#

结果准确#兼具分离分析功能#但当前在黄酮物质的分离

纯化过程中应用较少,超临界流体色谱常以
/*

!

作为流

动相#不使用有机溶剂#成本低#对环境友好#而且分离效

率高#是一种绿色的分离纯化技术,高速逆流色谱作为一

种新兴的现代色谱分离技术#已被广泛用于黄酮类化合

物的分离纯化研究中#未来应用前景广阔$

色谱分离在黄酮类化合物的分离纯化中取得了卓越

进步#但仍然存在一些问题#需重点关注以下几个方面*

(

制备型液相色谱理论基础较为成熟#但色谱柱作为其

核心部件#仍旧存在价格高昂和填充技术不成熟等缺点$

另外如何将分析型和制备型液相色谱有机结合#实现一

体化操作以提高其定性能力还需进一步探究$

)

高速逆

流色谱在溶剂体系的优化方面虽取得了长足的进步#但

当前仍停留在经验层面#在溶剂体系的理论指导和机理

探究以及检测限和灵敏度等方面也需进一步研究$

*

在

分离复杂样品时#常规的单柱色谱技术可能难以满足分

离要求#将多根色谱柱串联或并联起来用于天然产物的

分离纯化将是未来的发展趋势$

+

相较于一维色谱系

统#二维色谱系统具有更好的峰容量和分离度#特别是针

对较为复杂的体系$二维色谱系统分析策略包含在线分

离和离线分离两种#其中二维溶剂选择范围广#峰容量

大#成本低#不受流动相兼容性的限制#而在线二维在不

同分离浓度间的流动相与流速的兼容性仍需进一步优

化$

,

固相萃取%加速溶剂萃取和超临界萃取等作为一

种前处理技术#可用于黄酮与非黄酮物质的分离#能有效

降低后续黄酮物质的分离难度$
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