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摘 要 目的：为更好地促进超临界流体色谱（SFC）技术在药物分析工作中的应用提供参考。方法：以“超临界流体色谱”“SFC”

“合相色谱”“UPC”“中药”“Supercritical fluid chromatography”“UltraPerformance convergence chromatography”等为关键词，组合查

询在中国知网、万方数据库、维普数据库、Web of Science等数据库中收录的2012年1月－2017年6月发表的相关研究文献，进行

归纳和总结。结果与结论：共检索到相关研究文献315篇，其中有效文献38篇。SFC技术实现分离主要原理是根据待测物在固定

相和流动相两相中的分配系数不同，继而实现对待测物的先后洗脱。SFC技术在手性药物分析领域的应用主要涉及化学药手性

成分拆分和中药手性成分拆分两个方面；在非手性药物分析领域的应用主要涉及天然产物分离及制备、代谢组学研究、维生素分

离及测定和指纹图谱研究等方面。具有快速、高效、灵敏、环保等优点的SFC及其联用技术给药物成分的定性与定量分析提供了

一条新的思路。

关键词 超临界流体色谱；药物分析；手性药物；非手性药物；研究进展
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超临界流体色谱（Supercritical fluid chromatogra-

phy，SFC）是指以超临界流体为流动相的一种色谱类

型。考虑到超临界流体兼具液体的高密度和气体的低

黏度，在分析化学领域，其可作为气相色谱（Gas chroma-

tography，GC）和高效液相色谱（High performance liquid

chromatography，HPLC）的有力补充，应用于多种不同种

类化合物的分离测定。

SFC 最早于 20世纪 60年代被分析化学工作者提

出 [1]。经过近20年的缓慢发展，空心毛细管柱式SFC于

20世纪80年代早期被成功开发[1]，其出现加速了SFC技

术的发展。随后，新型填充柱式SFC也应运而生，进一

步加速了SFC技术在应用领域的发展。至21世纪初期，

许多针对SFC技术在不同领域应用的研究文章相继发

表[2-3]。2012年3月，美国Waters公司推出了新型商品化

的超临界流体色谱系统——超高效合相色谱（UltraPer-

formance convergence chromatography，UPC2）系统，同
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时，基于亚 2 μm 粒径填料的色谱柱也被开发出来 [4]。

自此，SFC技术的应用得到飞速发展，且在实践中成功

与蒸发光散射检测器、红外检测器、荧光检测器等多种

检测器联用[5-6]。其中，SFC与质谱（MS）联用具有灵敏

度高、绿色环保等优势，在分析化学领域引起了极大的

关注[7-8]。目前，SFC技术已被广泛应用于各个领域，如

食品安全领域、环境分析领域、临床及生物样本分析领

域[9-10]，而在药品及制剂质量控制与分析领域亦得到了广

泛的应用，为推动该领域的技术进步作出了贡献[11-12]。本

研究中，笔者以“超临界流体色谱”“SFC”“合相色谱”

“UPC”“中药”“Supercritical fluid chromatography”“Ul-

traPerformance convergence chromatography”等为关键

词，组合查询在中国知网、万方数据库、维普数据库、

Web of Science等数据库中收录的2012年1月－2017年

6月发表的相关研究文献（共检索到相关研究文献 315

篇，其中有效文献38篇），进行归纳和总结，以期为更好

地促进SFC技术在药物分析工作中的应用提供参考。

1 SFC基本原理及特点

SFC 对待测物实现分离主要原理是根据待测物在

固定相和流动相两相中的分配系数不同，继而实现对待

测物的先后洗脱。早期SFC系统由于设备很难控制超

临界流体压力，常导致色谱分离性能不稳定，限制了该

技术的推广和应用[13]。近些年来，随着流体传输设计、

温度和压力控制等技术的创新，SFC系统压力得以精准

控制，加之超临界流体具有扩散和传质速率快、黏度低

的特点，可弥补GC和HPLC系统在分析功能上的不足。

不同于传统的GC和HPLC，SFC流动相是一种介于

气体和液体之间的超临界流体[13]，兼有液体的高密度和

气体的低黏度优势。很多物质均已被证明能够达到超

临界流体状态，目前，已有超过1 000种物质被确定了超

临界参数，常见的包括CO2、CCl2F2、N2O等[14]。由于SFC

中流动相的使用量很小，早期很多物质均被采用作为

SFC的流动相，甚至一些有毒、贵重的流体。但随着新

型设备被成功开发，绝大多数流体现已很少采用，而考

虑到CO2无毒无害、易于获得且达到超临界所需温度和

压力条件较容易实现，目前绝大多数情况下均采用其作

为SFC的流动相。既往SFC多用于非极性或弱极性物

质的测定，主要考虑到超临界CO2流体的极性较低。近

年来通过将甲醇等极性试剂加入CO2中，以增加超临界

流动相的极性，从而增加了SFC对极性物质的溶解和洗

脱能力，使其应用范围大大扩展。

同时，填充柱的出现也很大程度推动了 SFC 的发

展。相比HPLC流动相为液体，SFC所用超临界流体具

有高扩散性和低黏性的优势，因此分离速度显著加快；

并且，与液体流动相密度受温度和压力影响较小不同，

超临界流体密度随温度和压力的变化会出现较大的变

化，导致流动相的溶剂化能力出现较大程度的变化。鉴

于此，除了可通过改变流动相种类以及调整添加剂的使

用量对待测化合物的保留情况进行调节以外，还可以通

过调整温度、压力（通过控制系统内背压实现）等影响流

动相密度的因素较轻松地对待测化合物的保留情况进

行调节。

2 SFC技术在手性药物分析领域的应用

手性物质在自然界中广泛存在[15]，目前临床使用的

药物中约有 50％为手性药物。关于手性对药物药效的

影响目前已有较多研究，手性药物中一对对映异构体

不仅在临床疗效方面有较大差异，而且会导致严重程

度不一的不良反应，部分手性异构体不良反应甚至完

全不同[16]。与此同时，在进行药动学研究时，手性药物

在体内的药动学参数可呈现完全不同的特点。鉴于此，

对手性药物进行拆分测定，不仅对药物的质量评定、治

疗效果和不良反应预测有重要意义，而且对于新药开发

也能发挥重要的作用[17]。

目前，SFC技术在手性药物拆分方面已取得了较大

进展，在化学药对映异构体拆分、天然产物手性分析以

及药物代谢组学研究和药物指纹图谱研究等方面，均获

得了较广泛的应用。在手性药物拆分时，SFC流动相主

要采用CO2，而固定相则种类较多，早期其手性固定相填

料主要参考GC和HPLC手性固定相，此后一些新型的

手性固定相则相继问世。据报道，目前使用的SFC手性

固定相已逾 1 000种，常见的有多聚糖衍生物类手性固

定相、环糊精类手性固定相、大环内酯类抗生素类手性

固定相、Pirkle型手性固定相等[12]。

2.1 SFC技术在化学药手性成分拆分中的应用

既往在进行化学药手性成分拆分的时候较多考虑

传统 HPLC 方法，但随着 SFC 技术发展，研究者发现相

较传统HPLC方法，SFC方法在分离手性药物的时候具

有很大优势：对于部分手性药物 SFC 不仅分离效能比

HPLC更高，而且能显著缩短分离时间。因此，目前很多

研究者在进行手性药物拆分时均会首先考虑进行 SFC

方法的尝试。

戴涛等 [18]采用 SFC 技术实现了对齐留通对映异构

体的有效分离，试验中对比了5款不同类型色谱柱，最终

选定Chiral-pak® AD H色谱柱作为分离柱；同时在该柱

上考察了改性剂的种类、浓度、温度及背压等不同因素

对分离效果的影响，最终选定改性剂为 18％异丙醇，背

压为140 bar（1 bar＝100 kPa），温度为303 K。在该条件

下，可实现对齐留通对映异构体最佳分离，分离度高达

11.5。金薇等[19]建立了拆分左乙拉西坦及其右旋异构体

的SFC方法，分别考察了改性剂、背压、柱温和流速等因
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素对分离效果的影响，采用Chiralcel OD色谱柱，12％无

水乙醇的 CO2为改性剂，流速为 2.0 mL/min，背压为 15

MPa，柱温为 40 ℃，使待测化合物得到最好的分离。金

薇等[20]还建立了对依折麦布及其R-对映体的SFC手性拆

分方法，同样采用Chiralcel OD色谱柱，以超临界CO2 -含

0.1％三氟乙酸的 0.1％三乙胺的甲醇（90 ∶ 10，V/V）为流

动相，背压为 15 MPa，柱温为 35 ℃，流速为 3.0 mL/min

分离依折麦布及其R-对映体，取得了较好的拆分效果。

罗英豪[21]采用SFC方法对萘普生对映体进行拆分，以萘

普生对映体的分离时间、容量因子、分离度为考察指标，

优选手性色谱柱、流动相中极性添加剂种类及占比、背

压和柱温等条件，最终选用 Chiralpak® AD-H 手性色谱

柱，20％异丙醇为改性剂，背压170 bar，柱温20 ℃。在此

条件下萘普生对映体分离度高达4.31，分离因子为1.90，

且精密度、稳定性和重复性等相关指标均满足检测需

求。杨杰锋等[22]采用 SFC 方法分离和测定了碘帕醇的

对映异构体的含量，选用Chiralpak® OD-H手性色谱柱，

以CO2-甲醇（89 ∶ 11，V/V）为流动相，结果R-碘帕醇与 S-

碘帕醇分离度良好，该法对R-碘帕醇质量浓度在 0.2～

1.2 mg/mL范围内线性关系良好，精密度、回收率等方法

学参数均满足检测需求。研究者还对比了现行R-碘帕

醇含量限制的标准，提出可考虑将直接定量方法引入对

R-碘帕醇含量的控制。

SFC方法相比HPLC方法在拆分手性异构体时具有

较多优势，不仅对单对手性化合物分离效能高、分析时

间短，对于多对手性化合物的同时分离也能取得较为满

意的效果。庾莉菊等[23]建立了同时测定盐酸兰地洛尔

中立体异构体含量的SFC方法。盐酸兰地洛尔具有2个

手性中心，除临床常用的S，S-异构体外，还有3个立体异

构体。该法选用Chiralpak® IF手性色谱柱，以CO2为流

动相，甲醇-正丁醇-乙腈（1 ∶ 1 ∶ 1，V/V/V）+0.5％氨水为助

溶剂，梯度洗脱。在该色谱条件下，盐酸兰地洛尔的R，

R-异构体、R，S-异构体和 S，R-异构体可以达到基线分

离，方法检测限分别为 0.3、0.4和 0.3 mg/L，能满足盐酸

兰地洛尔样品中3个立体异构体检测的相关要求。李冬

艳等[24]采用 6种多糖类手性固定相实现了对 11种手性

化合物的分离，试验以键合型多糖系列柱 i-chiral 6：Chi-

ralpakIA、IB、IC、ID、IE、IF分别为手性固定相，在SFC模

式下对11种手性化合物进行手性分离，同时探讨了改性

剂种类、浓度、碱性添加剂以及特殊改性剂对手性分离

的影响。结果，6种手性柱对11种化合物的识别能力如

下：IA可以识别其中的 10个，IB可以识别 5个，IC可以

识别 7个，ID可以识别 9个，IE可以识别 8个，IF可以识

别8个。试验结果表明 i-chiral 6系列手性柱手性识别能

力具有一定的互补性，对不同手性化合物的分离提供了

更多的选择。Huang J 等 [25]应用多糖手性固定相成功

分离了 6对苯基哌嗪衍生物对映异构体，色谱柱选用

Chiralpak® IA CSP 柱，改性剂选用异丙醇，优化了柱

温、背压等条件后，6对化合物均能在 10 min 内达到基

线分离。

2.2 SFC技术在中药手性成分拆分中的应用

临床常用的中药中很多成分都存在手性异构体，但

既往中药中手性成分拆分及相关研究并未得到足够重

视。考虑原因可能与中药本身成分复杂，在进行药物分

离时已然面对着较大困难，若进一步进行手性成分拆分

难度更大；与此同时，手性药物拆分技术的不足也桎梏

着中药手性成分分离的发展。伴随着对中药手性成分

认识的提高和手性成分拆分技术的进步，目前中药手性

成分拆分研究方面已取得了较大发展。

刘佩等[26]建立了一种新型丹参素异丙酯和冰片酯

的合成途径并采用SFC方法对两者的对映异构体进行

了拆分研究。所得混旋丹参素异丙酯的手性拆分 SFC

分离条件为：Chiralpak® AD-H手性柱，乙醇-水（40 ∶ 60，
V/V）为改性剂，温度为35 ℃，流速为125 mL/min。在该

条件下混旋丹参素异丙酯拆分后收率高达93％，10 g混

旋物约可得到 4.8 g S-丹参素异丙酯（光学纯度为

99.6％）和 4.5 g R-丹参素异丙酯（光学纯度为 99.5％）。

所得混旋丹参素冰片酯的手性拆分 SFC 分离条件为：

Chiralpak® AD-H 手性柱，乙醇-水（20 ∶ 80，V/V）为改性

剂，温度为35 ℃，流速为130 mL/min。在该条件下混旋

丹参素冰片酯拆分后收率达90％，15 g混旋物分别得到

6.9 g S-丹参素冰片酯（光学纯度为 99.5％）和6.6 g R-丹

参素冰片酯（光学纯度为 99.5％）。陈海等 [27]采用新型

SFC成功拆分了反式-二苯乙烯氧化物（TSO）、安息香手

性物质，两种手性异构体分离度均达到3以上，实现了较

好的分离。试验中考察了不同因素对化合物分离效果

的影响，结果表明，有机改性剂种类及浓度对分离效果

均有影响，洗脱能力随着改性剂浓度的增大而增大，分

离度随着改性剂浓度的增大而增大。

3 SFC技术在非手性药物分析领域的应用

对于少数非手性药物的分离和定量，目前传统的

GC或者HPLC方法还存在较多困难，如分离效能偏低、

灵敏度不高、有机试剂消耗量大等，而采用SFC方法可

有效提高分离效能和灵敏度，减小有机试剂消耗量。而

对于大多数非手性药物而言采用GC或者HPLC方法即

可进行分离和分析，但相比较采用SFC方法可大大缩短

分离时间；同时SFC方法所用改性剂为CO2，更为绿色环

保，符合分析科学发展的理念。

3.1 SFC技术在天然产物分离及制备中的应用

近年来，伴随着天然产物功能性成分的市场需求量
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逐年提升，对于天然产物中活性成分和有效成分的研究

越来越多[28]。因此天然产物中相关成分分离及制备技

术取得了较大进展，尤其是随着SFC技术的飞速发展，

制备型和半制备型SFC技术也应运而生，并在天然产物

相关成分分离及制备中得到了较广泛的应用[29]。

莫绪飞等[30]将 SFC技术用于 Z-藁本内酯的制备纯

化，采用 ZorBax SB-C18色谱柱，分别优化了改性剂、流

速、压力、温度等，从而确定了最适宜的色谱提纯条件：

CO2流速为 10 g/min，柱温为 313.15 K，背压为 14 MPa。

在此工艺条件下提纯制备Z-藁本内酯单体，得到的产品

纯度为98.5％。朱玲玲等[31]对SFC技术在天然产物分离

分析中的应用进展进行了综述，指出该技术在维生素

类、脂肪酸和甘油酯类、生物碱类、黄酮类、苯丙素类、萜

类化合物等天然产物分离方面均具有很大的优势，同时

还能低成本、高效率地获得高纯度的单一化合物，大大

提高了工作效率。徐永威等[32]综述了UPC2技术在中药

研究和质量控制中的应用，指出UPC2技术在分析挥发

性成分、热敏性成分和天然动植物油等方面可作为GC

技术的有效互补技术，在分析天然产物中大极性产物、

小极性产物及手性异构体方面可以与HPLC技术有效互

补；且此技术利用选择性的差异改善了现有HPLC分析

方法。同时该综述还指出，UPC2技术可以与 HPLC 技

术结合，构建 2D或 3D分析分离平台，从而使分离效能

进一步提高。

不仅制备型SFC技术在天然产物分析中取得了较

大的应用进展，分析型SFC技术在天然产物分离中的应

用也得到了较广泛的关注。邓亮等 [33]建立了同时测定

厚朴中厚朴酚及和厚朴酚成分的SFC方法，厚朴样品经

微波提取后直接上机检测，选用Kramasil色谱柱，甲醇

为改性剂，背压为 200 bar，柱温为 50 ℃。在此条件下，

该法的检测限达到3～4 μg/mL，且对目标化合物分离良

好，满足测定需求。李振宇等[34]建立了一种对吴茱萸中

吲哚类生物碱的SFC快速分析方法，并比较了不同色谱

柱、进样体积、改性剂、添加剂、温度和背压对保留行为的

影响，指出了进样体积对峰形影响显著，降低温度和升高

背压会使保留时间减小；优化后采用UPC2 BEH色谱柱，

甲醇为改性剂，柱温为35 ℃，背压为2.07×107 Pa。在该

条件下，全部化合物在 15 min内完成分离，满足快速检

测的需求。王波等[35]基于SFC方法快速测定了黄芪中5

种黄酮类化合物，选用 UPC2 CSH 柱，甲醇溶液（含

0.2％ H3PO4）为改性剂，柱温为 40 ℃，仅需 15 min 即可

实现 5种黄酮类化合物的基线分离，相比传统的HPLC

方法，分析速度提高3倍以上。王波等[36]还采用UPC2系

统快速测定了中成药及原料药中的香豆素，样品经溶剂

诱导相变萃取后上机检测，在选定色谱条件下，分析时

间仅为常规超高效液相色谱（UPLC）系统所需分析时间

的1/4，同时检出限、定量限均满足检测需求。

3.2 SFC技术在代谢组学研究中的应用

代谢组学是以组群指标分析为基础，以高通量检测

和数据处理为手段，以信息建模与系统整合为目标的系

统生物学的一个分支，在临床医学领域具有较广阔的

应用前景。既往在进行代谢组学研究时，较多采用

HPLC或HPLC-MS技术，但随着SFC技术的发展，其应

用于代谢组学的研究也逐渐被报道，且其谱图一定程

度上能与HPLC谱图形成互补，共同促进一些新生物标

志物的发现。

张淑丽等[37]利用UPC2-Q/TOF-MS技术对果糖诱导

高尿酸血症大鼠血清脂质代谢组学进行了研究，分别通

过该技术分析高尿酸血症大鼠和正常大鼠血清代谢谱

图，采用多元统计分析方法比较两组的代谢谱图差异，

从而筛选出差异性代谢物。结果显示，两组大鼠代谢谱

图存在明显差异，并筛选出 11个差异代谢物，利用精确

质量数结合二级质谱图初步确定了花生四烯酸、棕榈

酸、油酸、亚油酸等8种潜在生物标记物。朱健等[38]利用

UPC2方法研究了异甜菊醇钠在大鼠小肠各肠段的吸收

特征，试验建立的方法所用分析时间为7 min，可显著节

省时间成本，同时专属性较高，灵敏度满足检测需求。

3.3 SFC技术在维生素分离及测定中的应用

近年来，采用SFC技术对维生素类化合物进行测定

的方法报道较多，SFC方法相较于传统HPLC方法具有

分离时间短、分离效能高等优势。竹弘等[39]建立了同时

测定复合维生素片中 4种不同水溶性维生素的 SFC 方

法，样品经碾碎、超声提取后上机检测，并对4种不同色

谱柱、不同提取溶剂及改性剂的种类和浓度等影响因素

进行了考察，最终选择 Kromasil 60-5 CN 色谱柱，0.1％

甲醇为改性剂，实现了对 4种水溶性维生素的良好分离

及测定。该方法简便、准确、灵敏度高，较好地满足了检

测需求。张春兰等[40]则建立了测定维生素复方制剂中3

种水溶性维生素的 SFC方法，选用Cyano填充柱，以含

有少量二乙胺的甲醇为改性剂。优化后的SFC方法不

仅分离效能高，而且分析速度快，样品分析在5 min内即

可完成，专属性、重复性和线性关系较好，检测灵敏度满

足需求。周围等[41]亦建立了同时测定 11种脂溶性维生

素及衍生物的 UPC2 方法，最终选择 Waters Acquity

UPC2 HSS C18 SB为色谱柱，乙腈作为助溶剂，动态背压

为1 900 psi（1 psi＝6.895 kPa），柱温为50 ℃。所建立方

法的检测限在 1.5～2.0 mg/L之间，线性范围分别为 3～

300 mg/L，加样回收率范围为97.31％～98.76％，可以满

足复杂基质中 11种脂溶性维生素及其衍生物的检测要

求。刘倩倩等[42]采用 SFC方法直接测定橘子、鲜枣、干
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枣及饮料中的维生素C含量，分别对色谱柱等因素进行考

察优化，最终选定 Waters CSH Fluoro-Phenyl（3.0 mm×

100 mm，1.7 μm）为色谱柱，含有 0.05％ H3PO4的甲醇为

改性剂，方法检测限达到 1.5 mg/kg。该法具有高效、检

测速度快、灵敏度高、重复性好、试验成本低等优点。

3.4 SFC技术在指纹图谱研究中的应用

SFC技术因其不同于GC和HPLC技术分离机制的

原因，亦可应用于药物指纹图谱研究领域，并与 GC 和

HPLC图谱形成互补，对更多有效成分进行发掘。朱瑞

娟等[43]采用 SFC方法建立了补肾健脑颗粒及其组成药

材的指纹图谱，归属分析了补肾健脑颗粒指纹图谱中的

主要色谱峰，并建立β-蜕皮甾酮和松果菊苷的含量测定

方法。该方法能将β-蜕皮甾酮和松果菊苷有效分离，与

HPLC和UPLC方法相比，更简便、快速，且分离度高、重

复性好。

4 结语

通过对SFC技术在手性和非手性药物分析中的应

用进行归纳和总结，可以发现SFC因其独有的以下优势

在药物分析中将会占据越来越重要的地位：（1）SFC技

术对于手性成分的分析相较于HPLC-MS技术等具有较

大优势，故在进行手性化合物拆分时可考虑作为首选；

（2）SFC技术环保、绿色，且分离效能高，对于部分药物

分离时间显著缩短，可作为GC和HPLC技术的有效补

充应用于更多药物的常规分离分析；（3）伴随着UPC2系

统的开发成功，SFC技术在药物分析领域的应用范围显

著拓展，且随着SFC技术和质谱技术的飞速发展，今后

SFC-MS联用技术在药物分析领域必将取得更大的研究

进展。然而，SFC技术在药物分析中仍有不足，如对于

强极性化合物的洗脱仍不理想，相关色谱方法开发仍较

少，不能完全满足各种检测需求。

综上所述，随着SFC技术的发展，越来越多的学者

专家已认可SFC技术在手性药物拆分和高通量药物分

离分析中的价值，快速、高效、灵敏、环保的SFC及其联

用技术给药物成分的定性与定量分析提供了一条新的

思路。相信随着SFC技术难题一个个的被攻克，将会有

越来越多的关于利用SFC技术进行药物分离分析的研

究被发表。
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