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天然产物提取分离技术研究进展
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[ 摘要 ] 天然产物是生物在自然界长期进化和生长过程中不断被选择和优化的结果。天然产物具有独特的化学结构和良好的生物活性，

是新药设计和研发的重要源泉。随着社会经济和科学技术的不断发展，天然产物化学的研究手段取得了较大的进展。对天然产物的提取

分离技术进行总结，以期为天然产物的化学研究提供参考和思路。
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[Abstract]  Natural products are synthesized as a result of continuous selections and optimizations of the organisms during long-term evolution 
and growth. Natural products, due to their unique chemical structures and good drug-like properties, are important sources for the design, research 
and development of new drugs. With the continuous development of social economy and science and technology, great progress in the research 
methods of natural product chemistry has been made. In this paper, the methods of extraction and separation of natural products are summarized, 
so as to provide references and ideas for the chemical research of natural products.
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# 贡献等同

在人类历史长河中，天然药物一直是人类用于

治疗疾病和保健强身的一种重要资源。天然产物是

生物在进化过程中为适应环境而产生的一类次生代

谢产物，具有丰富多样的化学结构以及独特的生物

学功能，在新药研究中扮演着举足轻重的角色。19
世纪以来，人类已经从各类生物中获得了一系列化

学结构和生理活性令人瞩目的天然产物，如吗啡、

紫杉醇、青蒿素等，类似重要的发现至今仍层出不穷。

目前，天然产物的提取分离技术依然是天然产物化

学研究领域中最活跃的研究方向之一。本文对天然

产物的提取分离技术进行总结，以期为天然产物化

学研究提供参考和思路。

1  天然产物的提取

提取的目的是从天然原料里获得含有目标天然

产物的粗提物，是分离纯化天然产物的第一步。其

中溶剂萃取法是最常用的传统提取方法。在天然产

物提取过程中，溶质在溶剂中的扩散度和溶解度是

影响提取率的关键因素，即任何能够促进溶质在溶

剂中扩散或溶解的条件都能提高其提取率 [1-4]。 
传统的提取方法包括浸渍、渗漉、煎煮、回流等。

特点通常是在常压下，用大量的水或有机溶剂作为

溶剂进行提取，提取时间一般较长且提取率较低。

现代或更加环保的提取方法一般是通过加压等辅助

手段提高目标产物的提取率，如超临界流体萃取、

加压液体萃取和微波辅助萃取，上述方法具有节省

溶剂、缩短提取时间、高选择性等优点 [5]。

1.1  传统提取法

1.1.1  渗 漉 法  渗 漉 法（percolation） 与 浸 渍 法

（maceration）是两种最简单的溶剂提取法。由于

提取过程往往不需要加热，所以特别适用于热不稳

定性物质的提取。渗漉法比浸渍法更高效，因为它
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是一个持续的动态过程，新鲜的溶剂会不断置换出

饱和的浸出液，从而可更充分地提取出天然原料中

的化学成分。通过渗漉法所得到的提取物相对比

较干净，但提取较耗时。Li 等 [6] 研究了药材粒径

和堆积厚度对渗漉效果的影响，发现所有高度的渗

漉过程都会产生较大的渗漉压降，且压降大小与药

材的堆积厚度呈正相关，堆积越厚消耗能量越多。

为解决传统单筒渗漉法的上述缺点，作者采用了多

层渗漉法，在药材总量相同的情况下提高了药材的

孔隙性和渗透性 [7]。Yang 等 [8] 采用 90% 甲醇对中

药黄蜀葵花进行渗漉提取，最终分离得到 1 个新

化 合 物 quercetin-8-(2''-pyrrolidinon-5''-yl)-3'-O-β-D-
glucopyranoside 和 11 个已知化合物。

1.1.2 水煎法  水煎法（decoction）以水作为提取溶

剂，对小极性天然产物提取不完全，提取物通常混

有大量水溶性杂质，同时由于其需要较高温度的加

热，可引起热不稳定化合物的分解以及挥发性物质

的流失，故水煎法在以分离为目的的天然产物研究

中并不常用。但由于水煎法是传统中药的常用制备

方法，所以水煎煮过程中成分的变化也一直是研究

的关注点。近年来，人们除了对药材中的小分子天

然化合物进行研究外，也越来越关注多糖等生物大

分子，水煎法已被广泛用于药材中多糖类成分的提

取。Zhao 等 [9] 通过水提醇沉的方法对干燥金银花和

4 种干燥山银花（灰毡毛忍冬、菰腺忍冬、黄褐毛

忍冬和华南忍冬）中的多糖类成分进行提取，提取

率分别为 6.9%、6.3%、5.7%、7.2% 和 5.5%。通过

分析发现，与蛋白质结合的多糖部分均具有相似的

化合物组成，并都有显著的降糖效果，提示这 4 种

山银花可以作为金银花的替代品种，用于治疗 2 型

糖尿病。Zhang 等 [10] 利用水提醇沉法从山药中提取

多糖，得率为 4.39%，并从中分离得到 1 个新的平

均相对分子质量为 10 000（约为 1 200 ~ 12 000）的 1，
4-β-半乳聚糖。

水煎法因为长时间在水沸腾温度提取，常引起

药材中化学成分发生变化。Li 等 [11] 在研究独参汤

时发现，白参在水煎煮过程中人参皂苷类成分会发

生水解、脱水、脱羧、加成等反应。Chen 等 [12] 发

现许多菊科植物含有的毒性成分苍术苷在水煎煮过

程中会被分解、水解和皂化破坏。中药复方中含有

多种药材，其在煎煮过程中的成分变化更为复杂，

除各单味药材自身可发生成分变化外，一种药材的

成分还可能会对另一种药材的成分产生助溶、沉淀

和降解作用。霍志鹏等 [13] 对黄连-大黄不同配伍比

例进行合煎时发现，配伍黄连对大黄中主要蒽醌类

成分芦荟大黄素、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚有

助溶作用。Kim 等 [14-15] 分别利用 11 种和 16 种标记

物探究芍药、甘草复方以及肉桂、芍药、甘草复方

在不同比例水煎液中提取成分的变化。研究发现在

其他药材存在的情况下，煎煮可能会引起单一药材标

记物含量的减少，随着单一药材比例的增加，其总提

取物中相应标记物的提取率会增加，但随着总药材量

的增加，其标记物的含量却会相应减少，这可能是中

药复方中某些成分影响了其他药材中标记物的溶出。

1.1.3  回流法  回流法（reflux extraction）与浸渍法

和渗漉法相比，能够缩短提取时间、节省提取溶剂，

是天然产物化学研究中最常用的提取方法。但由于

该方法需采用加热的方式，故也不适合热不稳定性

物质的提取。Hu 等 [16] 以乙醇为溶剂，采用回流法

从蒸三七中提取皂苷，并且根据 Box-Behnken 设计

响应面法对提取时间、乙醇浓度、固液比和提取次

数进行考察，最终确定用 60% 乙醇提取 1.51 h，以

10 倍药材体积的溶剂提取 3 次，可获得最大得率的

皂苷。另一方面，Sun 等 [17] 在提取花青苷的研究中

发现，当回流提取温度高于 41.2℃时，花青苷开始

降解，在 70℃条件下回流 2 min 后，花青苷的提取

率会随着提取时间延长而不断下降。

1.1.4  索氏提取法  索氏提取法（Soxhlet extraction）
在热回流的基础上，增加了虹吸装置，该装置能保

证药材不断被新鲜溶剂提取，因此索氏提取法同时

具有热回流法和渗漉法的优点，可缩短提取时间并

减少溶剂消耗，但同样不适合热不稳定性物质的提

取。为了探究不同提取条件对提取物含量的影响，

Yue 等 [18] 依照 2015 版《中华人民共和国药典》，

以人参为对象，氯仿为溶剂，考察了水浴位置、虹

吸次数和回流次数对提取物中 3 个特征化合物人参

皂苷 Rg1、人参皂苷 Rb1 和人参皂苷 Re 含量的影响，

发现水浴位置可影响虹吸次数和回流次数，并对提
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取物中人参皂苷 Rb1 的含量影响最大。索氏提取法

还被广泛用于种子油的提取。Zhao 等 [19] 发现以石

油醚为溶剂，通过索氏提取法能提高辣木籽的出油

率，达到 39.2%，并且提取的辣木籽油质量高，主

要含油酸、多种三酰甘油、β-谷甾醇和豆甾醇。

1.1.5  水蒸气蒸馏提取法  水蒸气蒸馏提取法（steam 
distillation）是提取挥发油类成分的常用方法，但一

些成分会由于热不稳定而被破坏。为了发掘天然环

保的抗菌剂，Gao 等 [20] 通过水蒸气蒸馏提取法提取

佛手精油，并利用 GC-MS 对其成分进行含量测定。

结果显示，佛手精油的提取率为 1.45%，并从中鉴

定出 113 个化合物，占精油总含量的 93.4%。其中，

以 D-柠檬烯为主的烯萜类成分为佛手精油的主成

分。另外，为了优化水蒸气蒸馏提取法的提取性能，

Xing 等 [21] 将超声技术结合水蒸气蒸馏法对佛手精

油进行提取，提取率比使用传统水蒸气蒸馏法提高

了 118%（0.48% vs 0.22%）。

1.2  现代提取法

1.2.1  超临界流体提取法  超临界流体提取法

（supercritical fluid extraction）是使用超临界流体为

溶剂的提取方法。当接近临界点时，压力和温度的

微小变化即能引起超临界流体密度的巨大变化，且

黏度较液体溶剂小，因此对天然产物的溶解范围广，

并能增加天然产物在溶剂中的扩散度，提高提取效

率。由于二氧化碳具有较低的临界温度（31℃）和

压力（7.3 MPa），以及化学惰性、低成本、无毒等

特点，因此超临界二氧化碳是最常使用的超临界流

体，其对非极性化合物（如脂质和挥发油成分）有

很好的提取效果。而对于极性物质的提取，可以通

过向超临界二氧化碳中添加改性剂来改善提取效率。

为了更快、更全面地探究陈皮的亲脂性成分，Zheng
等 [22] 通过超临界流体提取法和 UHPLC-Q Exactive 
Orbitrap/MS 技术分别对 18 批陈皮进行了提取和成

分鉴别。结果共检测到 57 个化合物，其中 2 个黄

酮、6 个有机酸、9 个香豆素、3 个醛类、7 个酯类、

3 个萜类、1 个柠檬苦素以及 5 个其他类型化合物为

首次从陈皮中检测出，说明超临界二氧化碳提取法

更有利于对陈皮中化学成分的全面深入研究。为了

更充分利用盒子草的果仁资源，Zheng 等 [23] 采用超

临界二氧化碳提取法对其进行提取，与索氏提取法

和冷榨法相比，超临界流体提取法能获得更高的产

油量和油回收率，其富含油酸、亚油酸、角鲨烯、

维生素 E 和植物甾醇。

1.2.2  加压溶剂提取法  根据溶剂沸点随压力增加而

升高的特性，在加压溶剂提取法（pressurized liquid 
extraction）中，可通过增加体系压力，使溶剂温度

升至其常温下的沸点以上仍保持液体状态。该方法

具有更好的渗透性，并能保证溶质在溶剂中的高溶

解度和高扩散速度，有效地缩短提取时间，从而提

高提取效率。与其他提取方法相比，加压溶剂提取

法是一种能够减少提取时间、降低溶剂消耗，并提

高重复性的一种现代提取手段。与超声辅助提取法

的效果比较，加压溶剂提取法能提高对酚类物质的

提取效率，并减少溶剂消耗，提示加压溶剂提取法

可成为提取桑葚中天然产物的新方法 [24]。

一些天然产物在高温条件下会发生降解，其降

解率与反应速度和时间成正比。加压溶剂提取法虽

在高温下提取，但提取时间短，因此学者们对加压

溶剂提取法是否可用于热敏天然产物的提取这一问

题产生了分歧。Vergara-Salinas 等 [25] 对葡萄皮渣中

抗氧化物质进行加压溶剂提取时发现，200℃时有美

德拉反应产生。当温度从 150℃上升至 200℃时，西

番莲副产物的总提取率降低，这可能和一些热不稳

定性物质的分解有关 [26]。不过也有研究表明，加压

流体萃取法是对薄荷中的酚类物质和精油进行同时

提取的最合适方法 [27]。

1.2.3  超声波辅助提取法  超声波辅助提取法

（ultrasound assisted extraction）又被称为超声波提

取法，是一种利用超声波技术来辅助溶剂提取的一

种方法。由于超声波在溶剂中产生的空化效应能促

进溶质在溶剂中的扩散和溶解，同时还能有效传递

热量，因而能缩短提取时间、提高提取效率。另外，

超声辅助提取法操作简便，并能节约溶剂和减少能

源消耗。Drouet 等 [28] 采用超声波辅助提取法对水飞

蓟素进行提取研究。结果发现，获得的水飞蓟素得

率约为传统浸渍法提取效果的 6 倍，且水飞蓟素中

的 6 个主要化合物的含量也明显提高。同时，该方

法获得的水飞蓟素仍具有显著的抗氧化和抗衰老作
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用，提示超声波辅助提取法或许可以成为一种更环

保的水飞蓟素提取方法。

值得注意的是，近年来有研究者指出超声波辅

助提取的频率和功率可能会对一些活性化合物产生

影响 [29]，这可能与低频率提取过程中产生的自由基

有关 [30]，但当以甲醇为溶剂时可以削弱自由基的产

生 [31]。Liao 等 [32] 发现，当超声频率从 20 kHz 提高

到 45 kHz 时，提取得到的黄酮含量最多，但当超声

频率太高（超过 60 kHz）时其提取率会明显降低，

这可能与减弱的空化效应有关。当超声能量过高时

也可产生类似的影响，使药材局部产生温度和压力，

从而不利于有效成分的提取 [31]。

1.2.4  微波辅助提取法  基于离子传导和偶极子旋转

机制，微波通过与极性分子（水分子或药材中化

合物分子）相互作用而产热。在微波辅助提取法

（microwave assisted extraction）中，热量传递和质

量传递的方向是一致的，这两种作用同时加速了提

取过程，从而提高提取效率。微波辅助提取法具有

可缩短提取时间、减少有机溶剂使用量、避免对提

取成分产生热降解和对药材选择性加热的特点，也

被认为是一种环保的提取方法。一般分为无溶剂提

取法（一般适用于不稳定化合物）和有溶剂提取法

（一般适用于稳定化合物）。与索氏提取法相比，

Alara 等 [33] 采用 60% 乙醇水作为溶剂，通过微波辅

助提取法获得的扁桃斑鸠菊叶提取物中总酚和总黄

酮的含量更高，分别为 (114.03±1.25) mg · g-1（没食

子酸当量）和 (96.29±1.70) mg · g-1（槲皮素当量），

相应地也具有更好的抗氧化活性。

1.2.5  脉冲电场辅助提取法  脉冲电场辅助提取法

（pulsed electric field extraction）通过破坏细胞膜结

构来促进物质转移，能有效缩短提取时间、提升提

取效率。该方法是一个非加热的提取方法，因而适

用于热不稳定物质的提取。该方法主要受电场强度、

输入比能量和脉冲数等因素的影响。为了比较脉冲

电场辅助提取法与传统提取法的效果，Lakka 等 [34]

利用脉冲电场辅助提取法对药用植物番红花、酿酒

葡萄和一种毒马草属植物进行提取，并分别对提取

条件进行优化，分别获得最大的总酚提取率。结果

发现，当脉冲电压为 12 kV · cm-1 时，番红花和毒马

草属植物的提取物中总酚含量比用传统提取法时分

别提高了 35.25% 和 44.36%，其中番红花提取物中

紫云英苷的含量提高了 64%，毒马草植物提取物中

芹苷元-7-葡萄糖苷含量提高了 56%。当脉冲电压为

14 kV · cm-1 时，酿酒葡萄提取物中总酚含量比用传

统提取法时提高了 49.15%，其中芦丁的含量提高了

85%。

1.2.6  酶辅助提取法  细胞膜和细胞壁的结构、多糖

和蛋白质等大分子所形成的胶束以及蛋白质在高温

下的凝聚和变性是天然产物提取的主要障碍。由于

酶对细胞壁和细胞膜成分以及细胞内大分子的水解

作用可促进天然产物的释放，因此利用酶可辅助提

高提取效率。纤维素酶、α-淀粉酶和果胶酶是酶辅

助提取法（enzyme assisted extraction）中比较常用

的几种酶。中药内生菌被证实可能与宿主产生相同

的次级代谢产物。Ma 等 [35] 从中药黄芩中分离得到

一株能产生黄芩苷的短小芽孢杆菌，向黄芩内生菌

发酵液中加入该内生菌的特定纤维素酶辅助提取。

结果发现，用该方法提取的黄芩苷含量比通过索氏

提取法获得的黄芩苷含量增加了 79.31%，提示酶辅

助提取法可能对中药活性成分的提取富集具有高选

择性。Nguyen 等 [36] 发现纤维素酶 A 能促进迷迭香

叶中迷迭香酸的溶出，提高提取效率。

1.3  其他新型提取方法

由于天然产物的复杂性，一些新型的提取方法

也不断地被开发出来，如闪式提取法，以期获得更

高效、更环保的效果。闪式提取法又被称为组织破

碎提取法，是通过高速机械剪刀和超分子渗滤技术，

瞬间将药材破碎成细微颗粒，以促进组织内部成分

的溶出。Xu 等 [37] 结合闪式提取法，最终从山参中

分离鉴定出 23 个人参皂苷类化合物，其中三七皂苷

R1 为第一次从山参中分离得到。

此外，越来越多的研究表明将多种提取方法结

合使用可能会提高天然产物的提取效率，并且可克

服采用单一方法时的局限性 [38-39]。另外，将一些特

殊的材料用来辅助提取时还可使提取过程更加环保。

如选择含有 30% 水，以丙二醇为氢键供体、氯化胆

碱为氢键受体（摩尔比为 1∶1）的深共晶溶剂，通

过超声辅助提取能最大程度地获得鹰嘴豆中的异黄
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酮成分 [40]。

2  天然产物的分离

经不同提取方法得到的粗提物所含的化学成分

往往比较复杂，需要经过进一步的分离纯化后才能

得到纯度较高或单一的天然产物。而分离方法的选

取则取决于目标成分和其他类型天然产物间的物理

或化学性质的差异。分离方法根据不同的分类标准

主要有以下几种。

2.1  吸附柱色谱法

吸附柱色谱法根据天然产物对表面吸附剂亲和

度的不同而进行分离，由于其操作简单、容量大、

成本低等优点，被广泛应用于天然产物的分离，特

别是在分离的初期阶段。为了实现天然产物的良好

分离，并最大限度地回收目标化合物，以及避免目

标化合物在吸附剂上的不可逆吸附，固定相和流动

相的选择至关重要。

2.1.1  硅胶  硅胶是天然产物化学研究中应用最为广

泛的吸附剂。据估计，近 90% 的天然产物的化学分

离是通过硅胶而实现。硅胶是一种富含硅醇基团的

极性吸附剂，目标分子通过氢键和偶极-偶极相互作

用而被硅胶吸附保留。因此，极性天然产物在硅胶

柱中的保留时间比非极性天然产物长。Cao 等 [41] 采

用硅胶柱层析，以石油醚-乙酸乙酯为流动相洗

脱，并结合高效逆流色谱，从椿叶花椒的石油醚

部位中分离得到了 4 个具有抗肿瘤活性的化合物

xanthyletin、hinokinin、luvangetin 和 asarinin。Tang
等 [42] 采用有机溶剂回流提取法从桑叶中获得白藜芦

醇的粗提物，以氯仿-甲醇（10∶1）为洗脱剂，经

硅胶柱色谱纯化，将白藜芦醇的纯度从 0.8% 提高

到 99.3%。Jiang 等 [43] 研究土壤源真菌 Clonostachys 
rosea YRS-06 的化学成分，分离过程分别以二氯甲

烷-甲醇、石油醚-丙酮、二氯甲烷-丙酮、二氯甲烷-
乙酸乙酯等为流动相，将乙酸乙酯萃取部位及其各

亚馏分经反复硅胶柱色谱分离纯化，并结合其他方

法，最终分离了 9 个生物碱，包括 2 个新颖的 2，5-
二酮哌嗪类生物碱 clonorosin A 和 clonorosin B。在

硅胶上分离生物碱时可能会出现严重的拖尾效应，

可通过添加少量氨或三乙胺等有机胺减少拖尾现象。

刘为等 [44] 采用硅胶柱层析法，以石油醚-二乙胺或

石油醚-乙酸乙酯-二乙胺为流动相，从丽江乌头根

中分离得到 11 个二萜生物碱，包括 1 个新生物碱

8-O-methyl-14-O-anisoylchasmanine。
2.1.2  氧化铝  氧化铝是一种强极性吸附剂，适合生

物碱类天然产物的分离。由于 Al3+ 的强正电场和氧

化铝中的碱性位点对极性化合物的影响，目标分子

在氧化铝上的吸附作用不同于在硅胶上的吸附作用。

陈佩佩 [45] 比较了正相碱性氧化铝、硅胶以及反相

C18 同时分离纯度为 18% 的紫杉醇样品的柱性能，

结果发现最终得到的紫杉醇纯度依次为 79%、30%
和 90%。在正相柱层析中，碱性氧化铝的分离纯化

效果较好。因氧化铝在分离过程中可使化合物催化

脱氢、分解或异构化，近年来在天然产物分离中的

应用明显减少。有学者报道了使用碱性氧化铝从东

北红豆杉愈伤组织培养物中分离紫杉醇的方法，发

现紫杉醇的回收率超过 160%，其原因为氧化铝催

化 7-epi- 紫杉醇产生了异构化。另外，在氧化铝柱

层析中，少量的紫杉醇还可以被分解为 baccatin Ⅲ
和 10-deacetylbaccatin Ⅲ [46]。

2.1.3  聚酰胺  采用不同种类流动相时，聚酰胺柱层

析过程中会发生疏水基和 / 或氢键相互作用。聚酰

胺柱层析是分离蒽醌类、酚酸类、黄酮类等天然多

酚类物质的常用方法，其机制为聚酰胺吸附剂、流

动相和化合物之间形成氢键。李传厚等 [47] 将小花鬼

针草 80% 乙醇提取物的乙酸乙酯部位经硅胶柱分离

后，将得到的亚馏分经聚酰胺柱分离，二氯甲烷-甲
醇梯度洗脱，结合凝胶柱色谱和高效制备液相色谱，

从该植物中发现了 1 个新的聚炔类化合物和 1 个新

的异烟酸葡萄糖酯苷类化合物。另外，聚酰胺也可用

于生物碱类成分的分离，Jin 等 [48] 建立了用以乙酸乙

酯-甲醇为流动相的聚酰胺柱色谱分离儿茶酚胺异喹

啉生物碱的方法，从药用植物马齿苋中分离出 10 个

水溶性儿茶酚胺异喹啉生物碱，包括 3 个新化合物。

2.1.4 大孔吸附树脂  大孔吸附树脂是具有大孔结构

但没有离子交换基的聚合物吸附剂，可以选择性地

吸附几乎任何类型的天然产物。其优势包括高吸附

能力、相对低成本、易再生和易于放大，已被广泛

应用于预处理过程的一部分，用于去除杂质或富集
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目标化合物。大孔吸附树脂与天然产物之间静电力

的大小及其比表面积、孔径、极性是影响树脂性

能的关键因素 [49]。热毒宁注射液处方由金银花、

栀子和青蒿三味中药组成，将热毒宁注射液浓缩物

经 HP-20 大孔树脂分离，分别用水、30% 和 95%
乙醇水洗脱得到 A、B、C 3 个馏分，C 馏分进一

步经硅胶柱色谱和高效制备液相色谱分离纯化，

得到 2 个新的萜类成分 [50]。中药草乌中含有大量

的 二 萜 生 物 碱， 其 中 aconitine、mesaconitine、
hypaconitine、benzoylaconine、benzoylmesaconine
和 benzoylhypaconine 是其主要的药效成分和毒

性成分。有学者研究了大孔树脂分离纯化上述 6 种

生物碱的方法，进一步比较了 7 种型号大孔树脂

（NKA-II、D101、X-5、AB-8、S-8、HPD722 和

HPD750）的富集和纯化效果，并考察了样品溶液的

pH 值、样品初始浓度、洗脱剂乙醇-水的比例和 pH
值等因素对树脂吸附和解吸性能的影响。最终发现，

样品溶液的 pH 值、洗脱剂乙醇-水的比例和 pH 值为

大孔树脂吸附和解吸率的主要影响因素，pH 值为 2
的乙醇-水（95∶5）溶液为最佳的解吸溶液，NKA-II
型大孔树脂在最佳 pH 值下具有最高的吸附和解吸能

力。通过 NKA-II 型大孔树脂柱分离纯化，6 种生物

碱的纯度可提高到 60.3%，回收率为 75.8%[51]。有学

者认为，大孔树脂对多酚类成分的吸附机制主要是树

脂醚键的氧原子与酚羟基的氢原子之间形成氢键，溶

液的 pH 值对氢键相互作用力有显著影响 [52-53]。

2.2  基于分配系数的分离

2.2.1  分配色谱法  分配色谱法（partition chromato-
graphy）是根据天然产物在 2 种不混溶液体中的相

对溶解度的不同，对目标分子进行分离的一种方法，

其遵循液-液萃取原理。在早期，将一种液体作为固

定相涂布在固体基质（硅胶、碳和纤维素等）上，

另一种液体则用作流动相，固定相容易脱落和重复

性差的缺点导致该分配色谱法目前使用较少。而键

合固定相法则克服了上述缺点，在键合固定相中，

液体固定相通过化学键键合到惰性载体上，用作固

定相。市售的烷基，如 C8、C18、芳基、氰基和氨

基取代的硅烷常被用作键合相，广泛用于分离各类

天然产物，尤其是在最终纯化的步骤中。使用甲醇-

水（78∶22）系统作为流动相，2 个新骨架倍半萜

curcumane A 和 curcumane B 在 C18 键合硅胶色谱柱

上实现了很好的分离 [54]。Cai 等 [55] 合成了一种新型

的基于聚丙烯酰胺的二氧化硅固定相，并以乙醇-水
为流动相，成功对半夏半乳糖低聚糖和皂苷类成分

进行了分离。环亚麻肽（linusorbs）是一组源自亚

麻籽油的环状疏水肽，具有良好的保健效果，但由

于该类物质的分离纯化和结构鉴定比较困难，限制

了其研究和应用。Liu 等 [56] 将环亚麻肽粗提物通过

苯基-己基键合相硅胶色谱柱进行分离，以乙腈-水
（40∶60）至乙腈-水（80∶20）梯度洗脱，洗脱时

间 21 min，流速 16 mL · min-1，通过离线 MS/MS 验

证获得 12 种环亚麻肽，纯度超过 95.5%。

2.2.2  逆流色谱  逆流色谱（counter-current chromato-
graphy）是通过重力或离心力保持液相固定相的分

配色谱。与使用固态固定相的常规柱分离方法相比，

流体静力和流体动力逆流色谱法均具有一些优势，

包括消除不可逆的吸附和峰拖尾，高载量、样品回

收率高、样品变性风险小、溶剂消耗少等优势 [57]。

而逆流色谱的局限性在于其仅适用于相对较窄极性

范围内的化合物的分离。在过去的 20 年，高速逆流

色谱（high speed counter-current chromatography）、

高 效 逆 流 色 谱（high performance counter-current 
chromatography） 和 离 心 分 配 色 谱（centrifugal 
partition chromatography）在分离科学研究领域引起

了极大的关注，并已广泛应用于天然产物的分离中。

Wang 等 [58] 开发了一种使用两相溶剂系统（包括乙

酸乙酯-正丁醇-乙醇-水，5∶2∶5∶2，6∶1∶6∶1.2）
的高速逆流色谱方法，从东南亚植物革秘里中分离

出 5 个新的聚炔类天然产物 longifolione A~E，其中

longifolione D 和 longifolione E 为新化合物。挥发油

很难通过常规柱色谱法进行分离，高速逆流色谱、高

效逆流色谱和离心分配色谱也已成功地应用于挥发

油的分离。运用高速逆流色谱法，使用正己烷-乙酸

乙酯-甲醇-水（7∶3∶5∶5）、正己烷-甲醇-水（3∶2∶1）
和正己烷-氯仿-乙腈（6∶2∶5）组成的 3 种不同溶

剂系统，对 600 μL（350 mg）生姜挥发油中的天然

产物进行分离，最终得到 35 mg 的 6-gingerol、23 mg
的 zingerone 和 105 mg 的倍半萜混合物，其纯度依次
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是 98.6%、99.4% 和 99.2%[59]。使用两相溶剂系统（包

括正庚烷-丁醇乙酸乙酯-甲醇-水，5∶2∶5∶2）的离

心分配色谱法，并结合凝胶柱色谱和硅胶柱色谱法对

洋甘菊挥发油进行分离纯化，共得到 9 个化合物 [60]。

2.3  基于分子大小的分离

目前，基于分子大小分离天然产物的方法主要

为膜分离法和凝胶色谱法。

2.3.1  膜分离  膜分离（membrane filtration）利用

混合物中化合物分子大小不同，小分子物质在溶

液中可通过半透膜，而大分子物质不能通过半透

膜的性质，对混合物进行分离。膜分离法根据所

用膜孔径（微滤、超滤和纳滤）的大小可对不

同分子大小的天然产物进行分离，已广泛用于

食品和制药行业中。当单一的膜分离效果不理想

时可以采用耦合膜分离。魏涵伟 [61] 采用 PALL 
Minimate 超滤系统和 Omega 改性聚醚砜超滤膜

对玉米胚芽多肽进行了超滤分级分离优化实验。

根据玉米胚芽多肽的相对分子质量大小及超滤膜

包的选用原则，选择截留相对分子质量分别为

10 000、5 000 和 1 000 的超滤膜包，最终分离纯

化得到 4 个玉米多肽组分，分别为 ZF1（ZF1 ＞

10 000）、ZF2（5 000 ＜ ZF2 ＜ 10 000）、ZF3
（1 000 ＜ ZF3 ＜ 5 000）和 ZF4（ZF4 ＜ 1 000）。

布拉氏酵母菌（Saccharomyces boulardii）用于抗菌

肽的生产，有关学者报道了一种结合凝胶 G50 柱色

谱和超滤多孔透析膜（截留相对分子质量为 10 000）
从布拉氏酵母菌提取物中分离纯化抗菌肽的方法，

该抗菌肽的相对分子质量为 5 792 [62]。

2.3.2  凝胶过滤色谱  凝胶过滤色谱（gel filtration 
chromatography）也称为凝胶渗透色谱法或尺寸排阻

色谱法，小分子化合物在凝胶过滤色谱上的保留时

间比大分子化合物久。

葡聚糖凝胶（Sephadex）由葡聚糖和甘油基经醚

键交联而成，G 型 Sephadex 可用于分离亲水性化合

物，如肽 [62]、寡糖和多糖 [63]。Sephadex LH-20 为一

种 Sephadex G25 的羟丙基化衍生物，兼具亲水性和

疏水性。Sephadex LH-20 的分离原理除按照相对分

子质量大小，同时还可根据吸附作用对化合物进行

分离。Sephadex LH-20 可用于在含水或不含水的洗脱

剂体系中分离多种不同类型的天然产物。Liu 等 [64] 采

用 Sephadex LH-20，以甲醇-水（75∶25）体系和二

氯甲烷-甲醇（1∶1）体系对益母草的正丁醇部位进

行反复分离，并结合硅胶薄层制备色谱和反相 C18
色谱，最终分离纯化得到 4 个环肽、9 个生物碱和

3 个黄酮苷，其中包含 2 个新的环肽。莪术中富含

倍半萜类成分，将莪术乙醇提取物的乙酸乙酯部位

经硅胶柱色谱进行初步分离后，再经 Sephadex LH-
20，以二氯甲烷-甲醇（1∶1）或石油醚-二氯甲烷-
甲醇（5∶5∶1）洗脱，结合中压液相色谱和高效液

相色谱进行分离纯化，从莪术中分离鉴定出 7 对新

的倍半萜对映异构体 (+)/(-)-phaeocaulines A–G[65]。

此外，聚丙烯酰胺凝胶（商品名：bio-gel P）[66] 和

交联琼脂糖凝胶 [67] 也常被用于天然产物的分离。

2.4  基于离子强度的分离

离子交换色谱（ion-exchange chromatography）
是基于化合物的净表面电荷差异进行分离的方法。

一些天然产物，如生物碱和有机酸，其结构中含有

能够电离的官能团，可以通过离子交换色谱进行分

离。通过改变流动相的离子强度，如改变 pH 值或

盐溶液的浓度，带电分子可以被离子交换树脂捕获

和释放。阳离子交换树脂适用于生物碱的分离，阴

离子交换树脂适用于有机酸和酚类物质的分离。核

苷酸结构中含有 3 个高度极性的基团，磷酸基、核

碱基和糖取代基。Jiang 等 [68] 通过离子交换色谱，

结合超滤、凝胶过滤色谱和反相高效液相色谱分离，

离子阱串联质谱法分析，从大豆蛋白水解物中鉴定

出 2 种三肽化合物 Gly-Ser-Arg 和 Glu-Ala-Lys。
2.5  其他现代分离技术

2.5.1  分子蒸馏  分子蒸馏（molecular distillation）是

一种在远低于化合物沸腾温度的真空条件下，通过

蒸馏法分离化合物的方法，适用于具有热敏性和高

相对分子质量的化合物的分离。

藻油中富含二十二碳六烯酸（DHA），为增加

其含量，He 等 [69] 开发了一种结合使用 1，3-特异性

固定化脂肪酶进行乙醇分解和分子蒸馏，从而富集

藻油中的 DHA 的方法。将含有 45.94% DHA 的藻

油与乙醇混合后，泵入固定化脂肪酶（Lipozyme® 
TL IM）填充的色谱柱，室温下循环 4 h，真空蒸馏
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回收乙醇。当蒸馏温度达到 150℃时，残留物分离

为 3 个组分，分别为富含 DHA 甘油酯的高相对分

子质量组分 [ 三酰甘油（TG）、二酰甘油（DG）

和单酸甘油酯（MG）]、低相对分子质量组分 [ 棕
榈 酸（PA）] 和 DHA 乙 酯（EE）。 结 果 表 明，

76.55% 藻油中的 DHA 主要存在于高相对分子质量

组分中，其含量为 70.27%。

2.5.2  制备型高效液相色谱  制备型高效液相色谱是

目前天然产物分离纯化领域应用最广泛的，发展最

快速的分离纯化技术，具有载样量大、分离度高、

重现性好等优点，反相制备型高效液相色谱是目前

实际生产和科研事业中的主流技术，其固定相一般为

C8、C18、芳基、氰基和氨基键合硅胶；流动相一般

为甲醇-水或乙腈-水，可依据化合物的本身性质在流

动相中添加酸、碱、缓冲盐，改善其色谱行为，得到

分离度良好的色谱峰；常用的检测器为紫外检测器。

2.5.2.1  反相制备型高效液相色谱  Li 等 [70] 以生

物活性为导向，结合高效液相色谱对链霉菌发酵液

中的抗真菌类化学成分群进行定位以及分离纯化。

通过考察带正电荷的 C18、带负电的 C18 和 C8 的

分离性能，发现几种固定相交替使用时分离性能最

佳，因此，首先使用带正电荷的 C18 色谱柱将链霉

菌发酵液提取物分离为几个粗馏分，后将几个粗馏

分进行抗真菌活性测试，选择具有抗真菌活性的馏

分交替使用带负电荷的 C18 色谱柱和 C8 柱进行分

离纯化，最终从链霉菌发酵液分离鉴定出 4 个具有

抗真菌活性的化合物——polyoxins A、K、F 和 H。

Chen 等 [71] 对粗茎鳞毛蕨的化学成分进行了研究，

粗茎鳞毛蕨的干燥根茎用 95% 乙醇提取后，提取物

用石油醚萃取，将石油醚部位经硅胶柱色谱、凝胶

柱色谱、中压柱色谱进行初步分离得到粗馏分，进

一步将各馏分经制备型高效液相色谱，以 C18 色谱

柱（5 µm，20×250 mm）为固定相，乙腈-甲酸水

为流动相进行分离，最终从粗茎鳞毛蕨中分离鉴定

出 5 种 β-生育酚衍生物 drycrasspherols A–E，其中

drycrasspherols C和drycrasspherols D为新骨架化合物，

drycrasspherols E为β-生育酚衍生物的二聚体化合物。

2.5.2.2  正相制备型高效液相色谱  正相高效液

相色谱虽然应用较少，但是由于挥发油以及一些弱

极性化合物在含水的反相流动相中难溶或不溶，正

相制备型高效液相色谱在挥发油以及一些弱极性化

合物的分离纯化过程中具有一定的优势，Zhou 等 [72]

对广藿香挥发油进行了研究，首先通过硅胶、中压

柱色谱、凝胶柱色谱对其进行初步分离，对得到的

粗馏分通过正相制备型高效液相色谱，固定相为半

制备硅胶色谱柱，流动相为正己烷-异丙醇（100∶1），

从广藿香挥发油中发现了 2 个新的倍半萜类成分。

2.5.2.3  手性分离高效液相色谱  对于化学组

成、物理性质和分子结构相同的化合物，不同的构

型可能会导致其截然不同的生物活性/毒性，且目前

使用的药物大部分具有手性性质，所以对映体分离

一直是药品质量控制的重要保障手段之一。但由于

不同构型对映体仅表现出不同的旋光性，所以对映

体分离也是色谱分析中的难点之一。高效液相色谱

法、超临界流体色谱和逆流色谱法等是实现手性分

离（chiral separation）的重要技术 [73-75]。高效液相

色谱法由于具有高灵敏度和高重现性的特点，现已

被广泛用于对映体的分离和测定。一般来说，手性

环境是分离对映体的必要条件，所以选择具有手性

选择性识别特性的固定相是关键，目前常用的手性

固定相包括环多糖、糊精、杯芳烃和冠醚等 [75-77]，

同时，一些新类型的固定相也在被探索应用 [78-79]。

Meng 等 [80] 利用纤维素类手性柱 Lux® Cellulose-3（5 
μm），从篦子山尖杉枝中分离得到 2 对新的去甲木

质素糖苷异构体。另外，流动相中盐的种类和含量、

pH、添加的有机改性剂等也是导致分离效果差异的

几个重要因素 [79]。Zhou 等 [81] 利用 Daicel Chiralpak 
AD-H 手性色谱柱，分别控制流动相的比例、流速 2
个条件，从红莓中分离得到 4 对苯丙烷类对映体。

2.5.2.4  亲水相互作用高效液相色谱  传统反向

液相色谱分离需要通过高比例水相才能提高对目标

化合物的保留时间，但高比例的水相可能会导致

固定相的反浸润，且对某些强极性的亲水性化合

物仍保留较弱或无保留。亲水相互作用液相色谱

（hydrophilic interaction liquid chromatography），

又被称为“含水正相色谱”，采用强极性固定相，

且能适用于水或缓冲液/有机物的流动相，因而能

弥补正相和反相色谱的不足，对大极性的水溶性化
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合物有很好的分离效果，例如酚类、糖类、黄酮类

等。苯胺、苏丹红等 6 种酚类物质因与酰胺包埋的

二氧化硅固定相之间保留作用的大小不同而达到分

离 [82]。另外，流动相的 pH 值、缓冲液浓度等条件

也是影响化合物在亲水相互作用液相色谱中分离效

果的重要因素。向乙腈-水流动相中加入 0.8% 甲酸

和 30 mmol · L-1 甲酸铵，可以有效改善灵芝多糖酸

水解产物的拖尾峰型，提高分离效率和检测灵敏度；

能快速鉴别不同产地的灵芝单糖和寡糖组成及含量，

有利于灵芝的质量控制 [83]。Abdulrahman 等 [84] 使用

ZIC-HILIC 柱对红茶和绿茶中的非瑟酮进行分离，

并且评估了流动相对其分离效果的影响，确认 85%
乙腈和 30 mmol · L-1（pH 5）的醋酸钠缓冲液对非

瑟酮有最好的分离效果。该方法能快速有效地对红

茶和绿茶中的非瑟酮进行含量测定。

2.5.3  制备型气相色谱  气相色谱具有分离度高、分

析和分离速度快的特点，是挥发性化合物分离的

理想制备方法。由于目前缺乏商业性的制备型气

相 色 谱（preparative gas chromatography，Pre-Gc），

普通气相色谱仪的进样口、色谱柱、分流装置、收

集系统需通过改进来达到高效分离制备目标化合

物的目的 [85]。有学者报道了对土耳其植物 Prangos 
heyniae H.Duman & M.F.Watson 挥发油的化学成分

研究，GC-MS 和 GC-FID（火焰离子化检测器）分

析结果表明，该植物挥发油中富含倍半萜类成分，

包 括 germacrene D（10.3% ~ 12.1%）、β-bisabolene
（14.4%）、kessane（26.9%）、germacrene B（8.2%）、

elemol（3.4% ~ 46.9%）、β-bisabolenal（14% ~ 
70.7%）、β-bisabolenol（8.4%）和 1 个桉烷型倍

半萜（16.1%）。进一步使用制备型毛细管气相色

谱，从该植物中分离纯化了 1 个新的桉烷型倍半萜

3，7(11)-eudesma-dien-2-one[86]。 制 备 型 气 相 色 谱

也可用于天然异构体的分离。蜘蛛的前额嗅腺分

泌物中主要含有 4-hydroxy-5-octyl-4,5-dihydro-3H-
furan-2-one 的 2 个异构体化合物，为确定其构型，

Raspotnig 等 [87] 通过化学结构修饰获得了 4-hydroxy-
5-octyl-4,5-dihydro-3H-furan-2-one 的 4 个异构体衍

生物，并通过手性气相色谱分离纯化，通过比对，

发现分泌物中 2 个异构体的构型为 (4S,5R)-100（含

量 90%）和 (4S,5S)-100（含量 10%）。目前，制备

型气相色谱也存在一些缺点，如缺乏商用设备、需

消耗大量载气、操作温度高、馏分萃取困难和产量

低等，因此其应用仍然受到限制。

2.5.4  超临界流体色谱  超临界流体色谱（supercritical 
fluid chromatography）以超临界流体作为流动相。

超临界流体具有高溶解力、高扩散性和低黏度的特

性，因此兼具气相色谱和液相色谱的优点，可实现

快速、有效的分离。在超临界流体色谱中广泛使用

的流动相（超临界二氧化碳）的极性与正己烷接近，

因此一般适用于非极性化合物的分离，如脂肪酸、

萜类和挥发油。通过在流动相中添加极性改性剂（如

甲醇和乙腈），可以拓展超临界流体色谱在极性天

然产物分离中的应用 [88-90]。Zhang 等 [91] 利用半制备

超临界流体色谱法，采用 YMC-Pack NH2 半制备柱

（250 mm×10.0 mm，5 μm）分离，以超临界二氧

化碳-乙醇（97∶3）为流动相，从刺槐乙醇提取物

中分离纯化获得了欧前胡素和蛇床子素。

2.5.5  分子印迹技术  近十年来，分子印迹技术

（molecular imprinted technology）因其高选择性、

低成本和易于制备的独特性质，引起了越来越多天

然产物研究领域学者的关注。其原理为当洗脱分子

印迹聚合物（molecular imprinted polymer）将内部

的模板分子除去后，聚合物内部就留下许多与模板

分子形状、大小和官能团相互匹配的印迹空穴。因

此，模板分子及其衍生物对于分子印迹聚合物具有

特异性识别和选择性吸附的作用。目前，分子印迹

聚合物已广泛应用于天然产物的分离或作为固相萃

取吸附剂用于植物样品的制备。Liu 等 [92] 以咖啡酸

为模板分子、丙烯酰胺为功能单体，从甘川铁线莲

提取物中富集咖啡酸及其类似物（200 mg），结合

高速逆流色谱法从中纯化得到 3 个咖啡酸类似物，

包括咖啡酸（26.30 mg）、香豆酸（84.20 mg）和阿

魏酸（44.40 mg）。Özcan 等 [93] 使用甲基丙烯酰胺

基安替普林-铁（Ⅲ）金属螯合物制备橄榄苦苷的

印迹聚合物，最后从 1 g 橄榄叶提取物中分离纯化

出 24.2 mg 的橄榄苦苷。该印迹聚合物具有可以选

择性吸附、吸附量大（可达 140 mg · g-1）和可重复

利用（至少 10 次）的优点。Ma 等 [94] 以苦参碱和氧
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化苦参碱为模板分子，制备了可特异性识别苦参碱

型生物碱的双模板分子印迹聚合物，开发了一种基

于双模板分子印迹固相萃取结合高效液相色谱和串

联质谱的方法，并从青藏高原产苦参中提取和纯化

得到了苦参碱、氧化苦参碱和槐果碱。

2.5.6  模拟移动床色谱  模拟移动床色谱（simulated 
moving bed）使用多根串联的色谱柱作为固定相

（床），通过旋转阀门模拟固定相与流动相的逆流

流动。模拟移动床色谱工作过程中，每隔一段固定

的时间，4 个外部的进出口（feed、extract、raffinate
和 desorbent）同时向流动相的流动方向切换一个位

置，从而实现固定相与流动相的模拟逆流移动。模

拟移动床色谱溶剂消耗量低、分离速度快，是一种

适合于大规模天然产物连续分离的方法。近年来，

已经开发出可用于精制阶段的模拟移动床等新技术，

以连续高纯度地分离糖苷 [95]。Wen 等 [96] 开发了一

种使用模拟移动床色谱法分离黑果腺肋花楸果中花

青素的方法，将黑果腺肋花楸果提取物超声溶解于

含 1% 乙酸的 25% 乙醇溶液中，浓度为 50 g · L-1，

使用配备 8 根 C18 色谱柱（150×10 mm，30 μm）

的模拟移动床色谱分离（4 个区域的色谱柱配比为

2/2/2/2），以含 1% 乙酸的 25% 乙醇为流动相洗脱，

最终将花青素提纯至 85%。通过 UPLC-QTOF-MS
技术，确定花青素 3-O-半乳糖苷和花青素 3-O-阿拉

伯糖苷为其主要成分。

2.5.7  多维色谱分离  天然产物提取物中的成分相当

复杂，通常通过一次柱色谱的分离很难获得单一的

化合物。多维色谱分离技术通过固相萃取技术和多

根不同固定相色谱柱的联用，大大提高了分离效率。

目前，越来越多的多维分离设备已实现了商业化，

天然产物分离正逐渐变得更加的快速、高效和自动

化。有学者报道了一种利用增强全自动二维液相色

谱技术，从大豆粉中分离亲水性蛋白质的方法。通

过使用 2 个多端口切换阀将第一维色谱柱与第二

维色谱柱实现在线连接，第一维色谱柱为尺寸排

阻色谱柱 MabPac SEC-1（150×4.6 mm）+Security 
Guard Cartridge（GFC-2000，4×3.0 mm）， 连 接

在左侧泵上；第二维色谱柱为 Aeris wide-pore XB-
C18 column（150×4.6 mm）+security guard column
（ULTRA Cartridges UHPLC WIDEPORE C18），连

接在右侧泵上。左侧 10 通切换阀上连接有一根 C4
色谱柱（50×4.6 mm），用于捕集第一维色谱的分

离馏分。整个工作流程中包含 1 个捕集器清洗脱盐

步骤，从第一根色谱柱的洗脱液中去除缓冲液残留

物，并提高第二根色谱柱的色谱性能，从而克服了

第一维和第二维色谱的溶剂、洗脱液成分和 pH 值

不相容的问题 [97]。还有学者报道了一种使用高效薄

层色谱联合高效液相色谱-二极管阵列检测-高分辨

质 谱（HPTLC-UV/Vis/FLD-HPLC-DAD-ESI-MS）
技术，共同分离和表征柠檬香蜂草中一对三萜异构

体熊果酸和齐墩果酸的方法 [98]。

3  结语与展望

天然产物提取分离技术研究，对于发现新的天

然化合物，以及新药研发、农药、食品、有机化学、

生物学和药理学的发展均有很大的促进作用。天然产

物提取技术种类繁多，各有特点，而现代提取技术由

于具有溶剂消耗少、提取时间短、提取效率高等特点，

已经引起越来越多的关注。然而，设备投资大等缺点，

使得其主要用于质量控制领域，目前以分离为目的的

提取方法依然以传统方法为主，如回流法等。近年来，

随着大量新型分离材料的不断涌现，越来越多的新骨

架天然产物被发现。但由于提取物中化学成分复杂、

单体成分含量低以及天然产物分离过程耗时长、效率

低等问题，天然产物的分离仍是限制天然产物实现高

通量活性筛选的瓶颈问题。因此，新分离技术、新分

离材料（如新型手性分离材料）的开发以及多种分离

技术的联用和自动化分离技术的运用，将为提升天然

产物的分离效率提供极大的帮助。
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