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	三、色谱法

   色谱法是最重要的分离方法。
· 根据两相所处状态的不同分为液相色谱和气相色谱；

· 根据色谱机理不同分为吸附色谱、分配色谱、凝胶过滤色谱、大孔吸附树脂与离子交换色谱等；

· 根据操作方法不同分为TLC（薄层色谱）、柱色谱与纸色谱等

（一）、吸附色谱（adsorption chromatography）
1、原理：因吸附剂对混合物中各成分的吸附性能不同，使各成分得到分离。 
2、常用吸附剂：硅胶（silica gel）、氧化铝、活性炭与聚酰胺（polyamide）。

3、吸附现象：在天然有机化合物的分离与精制工作中，吸附现象利用得十分广泛。其中又以固-液吸附用得最多，固-液吸附可分为物理吸附、化学吸附与半化学吸附三种。

4、物理吸附的特点：

① 无选择性  

②.吸附与解吸是可逆的 

③.速度快

④ 实际应用中用得最多。如硅胶、氧化铝、活性炭为吸附剂进行的吸附色谱。
5、化学吸附的特点：

①具有选择性； 

②吸附十分牢固,有时甚至是不可逆的。

③ 化学吸附用得少.

例如：黄酮等酚酸性物质被氧化铝吸附、生物碱被酸性硅胶吸附等属于化学吸附。

6、半化学吸附的特点：

  ① 聚酰胺与黄酮类、醌类等酚性化合物之间的氢键吸附属于半化学吸附，其吸附力较弱，介于物理吸附与化学吸附之间。

  ② 半化学吸附有一定应用价值。
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	 7、物理吸附的基本规律——相似者易于吸附

① 常用的物理吸附剂：硅胶、氧化铝（极性吸附剂）及活性炭（非极性吸附剂）

② 极性吸附剂对极性物质具有较强的亲和能力，极性强的溶质将被优先吸附,Rf值小

（Rf值= 起始线至斑点中心的距离÷起始线至溶剂前沿的距离）；

③（洗脱）溶剂极性越弱，则极性吸附剂对溶质表现出较强的吸附能力。（洗脱）溶剂极性增强，则极性吸附剂对溶质的吸附能力即随之减弱。

④ 溶质即使被硅胶、氧化铝吸附，但一旦加入极性较强的（洗脱）溶剂时，溶质即被（洗脱）溶剂置换下来。

⑤ 非极性吸附剂活性炭的吸附能力与极性吸附剂硅胶、氧化铝恰好相反。
a. 活性炭对非极性溶质具有较强的亲和能力，在水中对非极性溶质表现出强的吸附能力。

b. 当（洗脱）溶剂的极性降低时，则活性炭对非极性溶质的吸附能力随之减弱；

c.从活性炭柱上洗脱被吸附物质时，洗脱溶剂的洗脱能力将随溶剂极性的降低而增强。

8．极性及其强弱判断

· 极性强弱是支配物理吸附过程的主要因素。

· 极性反映了分子中电荷不对称的程度，与偶极矩、介电常数及极化度大体对应。

（1）一般化合物的极性按下列官能团的顺序增强：

-CH2-CH2-，-CH2=CH2—，-OCH3，-COOR，>C=O，-CHO，-NH2，-OH，-COOH


◆ 化合物的极性实际上是由分子中所含官能团的种类、数量及排列方式等综合因素决定的。

例如：p27表1-4   
说明：与黄夹次苷比较，黄夹苷A、B分子中多两个葡萄糖，故黄夹苷A、B极性强多了，而黄夹苷A中-R是-CHO（B中是-CH3），所以，黄夹苷A极性最强。而黄夹次苷的结构差异就在于-R上，故比较-R的极性顺序就能得出结果，其中单乙酰黄夹次苷B因R``为酯基，极性比羟基更小而导致次苷B化合物的极性最小。
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	（2）溶剂的极性可大体根据介电常数的大小来判断。介电常数越大，则极性越大。一般溶剂的介电常数按下列顺序增大：

环己烷（1.88），苯（2.29），无水乙醚（4.47），氯仿（5.20），乙酸乙酯（6.11），乙醇（26.0），甲醇（31.2），水（81.0）

9、简单吸附可用于物质的精制与浓缩

  例如：活性炭常用于脱色、除臭等操作（脱去脂溶性色素效果较好，如为水溶性色素则脱色效果不理想）。

10．吸附柱色谱法用于物质的分离

  吸附色谱法中硅胶、氧化铝柱色谱在实际中应用最广。

（1）吸附剂用量：一般为样品量的30~60倍；

    吸附剂规格：通常以100目左右为宜；

    吸附柱的规格 — 高度与直径比为15:1~20:1

（2）装柱：尽可能选用极性小的溶剂装柱和溶解样品（以利试样在吸附柱上形成狭窄的原始谱带）。或用极性稍大的溶剂溶解样品后，以少量吸附剂拌匀挥干，小心铺在吸附剂柱上。

（3）为避免化学吸附，酸性物质宜用硅胶、碱性物质宜用氧化铝作为吸附剂进行分离。通常在分离酸性（或碱性）物质时，洗脱溶剂中常加入适量的醋酸（或氨、吡啶、二乙胺），以防止拖尾、使斑点集中。

（4）一般以TLC展开时使组分Rf值达到0.2~0.3的溶剂系统作为最佳溶剂系统进行洗脱。实践中多用混合的有机溶剂系统，如：己烷-苯；氯仿-乙醚；氯仿-甲醇；甲醇-水等（参见p28  表1-6）。

11、聚酰胺吸附色谱法：

（1）原理：聚酰胺为6-胺基己酸的聚合物（商品聚酰胺为高分子聚合物质，不溶于水、醇、乙醚、氯仿及丙酮等有机溶剂，对碱较稳定，对酸尤其是无机酸稳定性较差），聚酰胺色谱为氢键吸附。系通过分子中的酰胺羰基与酚类、黄酮类化合物的酚羟基，或酰胺键上的游离胺基与醌类、脂肪酸上的羰基形成氢键缔合而产生吸附。
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	（2）适用范围：是一种用途十分广泛的分离方法，极性物质与非极性物质均可适用。
（3）聚酰胺吸附能力的强弱：取决于各种化合物与聚酰胺形成氢键缔合的能力。
通常，化合物在水溶剂中大致有以下规律：

a.形成氢键的基团数目越多，则吸附能力越强,Rf值越小。

b.成键位置对吸附能力也有影响。易形成分子内氢键者，其在聚酰胺上的吸附相应减弱，Rf值变大。

c.分子中芳香化程度高，则吸附性增强；反之，则减弱。

（4）装柱：通常用水装柱（因为聚酰胺与酚、醌类等在水中形成氢键的能力最强，在含水醇中则随醇浓度的增高而相应减弱，在高浓度醇或其它有机溶剂中几乎不缔合）

（5）各种溶剂在聚酰胺柱上的洗脱能力由弱致强的大致顺序如下：

水—甲醇—丙酮—氢氧化钠水溶液—甲酰胺—二甲基甲酰胺—尿素水溶液

※ 最常应用的洗脱系统是：乙醇—水。通常先用不同浓度的含水醇洗脱，并不断提高醇的浓度，以逐步增强从柱上洗脱物质的能力。

（6）应用：

a. 特别适合于酚类、黄酮类化合物的制备和分离。

b. 脱鞣质处理

c. 对生物碱、萜类、甾类、糖类、氨基酸等其他极性与非极性化合物的分离也有着广泛的用途。

12.大孔吸附树脂

大孔吸附树脂一般是白色球形颗粒，通常分为极性和非极性两类。因其理化性质稳定，不溶于酸、碱及有机溶剂，吸附容量大，再生处理简单，可反复使用。所以在天然有机化合物的分离与富集工作上广泛应用。

（1）吸附原理：大孔吸附树脂是吸附性和分子筛性原理相结合的分离材料，其吸附性是由范德华引力或产生氢键的结果，分子筛性是由于其本身多孔性结构性质所决定的。

（2）组成：苯乙烯母体，二乙烯苯为交联剂（非极性）

2-甲基苯烯酸甲酯，二乙烯苯为交联剂（中极性型）
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	（3）影响吸附的因素
A、一般非极性化合物在水中易被非极性树脂吸附，极性化合物在水中易被极性树脂吸附。

例如：糖是极性水溶性化合物，与D型非极性树脂吸附作用很弱，据此可与中药成分分离。

B、物质在溶剂中的溶解度大，树脂对此物质的吸附力就小；反之就大。

C、能与大孔吸附树脂形成氢键的化合物易被吸附。

（4）洗脱液的选择：

洗脱液可使用甲醇、乙醇、丙酮、乙酸乙酯等。最常用的是乙醇—水。

A、 对于非极性大孔吸附树脂，洗脱液极性越小，洗脱能力越强；

B、 对于中等极性的大孔吸附树脂和极性较强的化合物，洗脱液应选用极性较大的溶剂。

（5）应用示例：
例如：苷类与糖类的分离；生物碱的精制；多糖、黄酮、三萜类化合物的分离等。

· 注意事项：

（1）大孔吸附树脂使用前需要用乙醇预处理，将大孔吸附树脂中未聚合的单体及致孔剂、分散剂和防腐剂等洗去。

（2）水溶液上柱，醇梯度洗脱，回收醇等样品

（二）分配色谱（partition chromatography）
概述：利用混合物中各成分在固定相和移动相中的分配系数不同而得到分离的色谱为分配色谱。

※ 分配柱色谱是将两相溶剂中的一相涂覆在支持剂如硅胶、硅藻土、纤维素粉等多孔载体上，作为固定相，填充在色谱柱中，然后加入与固定相不相混溶的另一溶剂（流动相）冲洗色谱柱。如此，物质同样可在两相溶剂中相对做逆流移动，在移动过程中不断进行动态分配而得以分离。   

· 当硅胶含水量超过17%时，作为分配色谱支持剂使用；

当硅胶含水量少于17%时，作为吸附色谱吸附剂使用。

· 分配色谱有正相和反相分配色谱两种。
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	1、正相分配色谱 
（1）固定相：采用水、缓冲溶液等强极性溶剂。

（2）流动相：氯仿、乙酸乙酯、丁醇等弱极性有机溶剂。

（3）适用范围：通常用于分离水溶性或极性较大的成分，如生物碱、苷类、糖类、有机酸等化合物。

（4）洗脱顺序：化合物极性越小，越先出柱；化合物极性越大，越后出柱。

2、反相分配色谱（reverse phase partition chromatography）

（1）固定相：石蜡油等弱极性有机溶剂。

（2）流动相：水或甲醇等强极性有机溶剂

（3）应用：适合于分离脂溶性化合物，如高级脂肪酸、油脂、游离甾体等。

（4）洗脱顺序：化合物极性越大，越先出柱；反之，化合物极性越小，越后出柱。

（5）反相分配色谱常用支持剂—改性硅胶
该填料是在普通硅胶上键合长度不同的烃基（R），形成亲脂性表面而成。其中以硅烷化键合型最为常用，其根据烃基（R）长度（—C2H5、—C8H17、—C18H37）分别命名为：RP—2、RP—8、RP—18。三者亲脂性强弱顺序：RP—18> RP—8> RP—2。

3．加压液相柱色谱法

（1）依据压力大小分类：快速柱色谱（约2.02×105Pa），Lobar低压柱色谱（<5.05×105Pa），中压柱色谱（5.05~20.2×105Pa），分析用HPLC，制备用HPLC（>20.2×105Pa）。

（2）固定相：RP—2、RP—8或RP—18

（3）流动相：水—甲醇或水—乙腈

（4）洗脱顺序：化合物极性越大，越先出柱；反之，化合物极性越小，越后出柱。

（5）应用：分离水溶性或极性较大的成分，如苷类、酚性化合物等

· 常见Zorbax系列HPLC填充柱型号

柱子名称           键合固定相组成            适用分离方式

Zorbax ODS        十八烷基组，—C18H37            反相

Zorbax C8         辛基组，   —C8H17               反相

Zorbax TMS      三甲基硅组，—Si(CH3)3             反相
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	（三）、凝胶过滤色谱（gel filtration chromatography）
1、原理：系利用分子筛分离物质的一种方法。其中所用载体，如葡聚糖凝胶，是在水中不溶，但可膨胀的球形颗粒，具有三维空间的网状结构。当在水分子中充分膨胀后装入色谱柱中，加入试样混合物，用同一溶剂洗脱时，由于凝胶网孔半径的限制，大分子将不能渗入凝胶颗粒内部，故在颗粒间隙移动，并随溶剂一起从柱底先行流出；小分子因自由渗入并扩散到凝胶颗粒内部，故通过色谱柱时阻力增大、流速变缓，较晚从柱底流出；小分子因分子大小各异，渗入到凝胶颗粒内部的程度也不尽相同，故经过一段时间流动后从柱底流出的时间先后必然有异。

2、出柱顺序：按分子由大到小顺序先后流出并得到分离。

3、常用的溶剂：

①碱性水溶液（0.1mol/L NH4OH）、含盐水溶液（0.5mol/L NaCl等）

②醇及含水醇，如甲醇、甲醇—水

③其他溶剂：如含水丙酮，甲醇-氯仿

4、凝胶的种类与性质：种类很多，常用以下两种：

1 葡聚糖凝胶Sephadex G

· 由平均分子量一定的葡聚糖及交联剂（如环氧氯丙烷）交联而成。其结构见ppt.

· 葡聚糖凝胶颗粒网孔大小取决于所用交联剂的数量及反应条件。加入的交联剂的数量越多，交联度越高，网孔越紧密，孔径越小，吸水膨胀也越小。交联度越低，网孔越稀疏，孔径越大，吸水后膨胀也越大。

· 商品用葡聚糖凝胶是根据交联度大小分类，并以吸水量多少表示。

例如：SephadexG-25，G为凝胶，后附数字=吸水量×10。如，G-25表示该葡聚糖凝胶吸水量为2.5ml/g.

※ Sephadex G型只适用于水中应用，且不同规格适合分离不同分子量的物质。具体参见p32表1-7(SephadexG-25最常用)

2 羟丙基葡聚糖凝胶Sephadex LH-20
	


教学过程

	教学内容
	时间分配和

媒体选择

	· 为Sephadex G-25经羟丙基化处理后得到的产物，此时葡聚糖凝胶分子中的葡萄糖部分将与羟丙基结合成醚键形式。

—OH → —OCH2CH2CH2OH

· 与Sephadex G-25比较，Sephadex LH-20分子中—OH数量无改变，但碳原子所占比例却相对增加了。

· Sephadex LH-20不仅可以在水中应用，也可在极性有机溶剂或它们与水组成的混合溶剂中膨润使用。

· Sephadex LH-20保留了Sephadex G-25原有的分子筛特性，可按分子量大小分离物质；在由极性与非极性溶剂组成的混合溶剂中常常起到反相分配色谱的作用，适合于不同类型有机物的分离（在天然药物分离中越来越广泛）。

· 使用过的Sephadex LH-20可以反复再生使用，而且柱子的洗脱过程往往就是柱子的再生过程。

5、应用

1 Sephadex G主要用于分离糖、蛋白、苷。 
  例：请分析多糖、低聚糖、氨基酸洗脱顺序？
2 Sephadex LH-20多用于分离苷和苷元。 
  苷、苷元洗脱顺序：和聚酰胺色谱相似。 
※ 苷元优先洗下。
（四）、离子交换色谱
概述：天然有机化合物中，具有酸性、碱性及两性基团的分子，在水中多呈离解状态，据此可用离子交换法进行分离

1、离子交换法分离物质的原理

利用被分离组分与固定相之间发生离子交换的能力差异来实现分离。该法固定相一般为离子交换树脂，树脂分子结构中存在许多可以电离的活性中心，待分离组分中的离子会与这些活性中心发生离子交换，形成离子交换平衡，从而在流动相与固定相之间形成分配。固定相的固有离子与待分离组分中的离子之间相互争夺固定相中的离子交换中心，并随着流动相的运动而运动，最终实现分离。 
2、离子交换树脂的结构及性质
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	   离子交换树脂为球形颗粒，不溶于水，但可在水中膨胀。

3、离子交换树脂由两部分组成：

  （1）母核部分     是由苯乙烯通过二乙烯苯（交联剂DVB）交联而成的大分子网状结构，网孔大小用交联度（即加入交联剂的百分比）表示。

· 交联度越大，网孔越小，质地越紧密，在水中越难膨胀；

· 交联度越小，网孔越大，质地越疏松，在水中越易膨胀；

· 离子交换树脂的等级就是按照交联度来划分的。

  （2）离子交换基团       常见的有磺酸基（—SO3-H+）、—N+（CH3）3Cl-、—COOH、—NH2、亚氨基等

4、离子交换树脂的分类（根据交换基团的不同）

（1）阳离子交换树脂：在水溶液中其H+可和其他阳离子进行交换，常用于纯化和分离生物碱。
A、 强酸性阳离子交换树脂（—SO3-H+）；

B、 弱酸性阳离子交换树脂（—COO-H+）；

（2）阴离子交换树脂

A、强碱性阴离子交换树脂（—N+（CH3）3Cl-）；

B、弱碱性阴离子交换树脂（—NH2、仲胺、叔胺基）；

5、洗脱液：

稀氨水、稀氢氧化钠、HCl、乙醇、碳酸钠、氯化铵或混合洗脱机剂等。

6、应用 离子交换树脂是利用混合物中各成分与离子交换树脂结合力不同而得到分离的色谱，所以它主要用于分离可离子化的成分，如生物碱、氨基酸、有机酸和糖的硼酸络合离子等。
① 用于不同电荷离子的分离，如可对天然药物水提取物中的酸性、碱性及两性化合物进行有效的分离。

② 用于相同电荷离子的分离，如同为生物碱，但碱性强弱不同，采用弱酸性离子交换树脂，随后分别用水、弱酸性水（如氯化铵溶液）、弱碱性水（如碳酸钠水溶液）洗脱可实现不同碱性生物碱的分离。
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