
第十五章 高效毛细管电泳

Capillary Electrophoresis,  CE



一、定义

• 电泳：是电介质中带电粒子在电场作用下以不同的速度向

电荷相反方向迁移的现象，利用这种现象对化学或生物化

学组分进行分离分析的技术称之为电泳技术。

二、分类

1. 按使用载体分类：自由溶液电泳、琼脂电泳、聚丙烯酰胺凝

胶电泳、滤纸电泳等；

2. 以电泳支持物的形状或位置：U型电泳、柱状电泳、板状电

泳等；

3. 按原理命名：等电聚焦电泳、等速电泳、免疫电泳等；

4. 毛细管电泳泛指在极细的毛细管内实现的一大类电泳技术。



概 述

电泳技术是1937年由瑞典科

学家A. Tiselius首先提出的，

第一次从人的血清中分离出白蛋

白、α-球蛋白、β-球蛋白和γ-球
蛋白，建立了移动界面电泳，将

电泳发展成分离技术，因此获得

1948年诺贝尔化学奖。



• 1967年, Hjerten最先提出在高电场强度，直径为3mm的毛细

管中作自由溶液的区带电泳。

• 1974年，Virtanen提出用200-500μm内径的毛细管作电泳分离。

尽管没有能完全克服经典电泳的弊端，但确实大大缩短了其

和现代电泳的距离。

• 1981年，Jorgenson和Lukacs使用75μm内径的毛细管柱，用

荧光检测器进行在线检测，对不同的对象实现了高效分离，

同时还就分离机理、高电场和小内径对高效的决定性影响等

问题进行了讨论。实验上和理论上为毛细管电泳的发展奠定

了基础。

• 1984年Terabe的等提出了胶束毛细管电动学色谱。1987年
Hjerten提出了毛细管等电聚焦。Cohen和Karger提出了毛细

管凝胶电泳。

上一世纪后二十多年分析化学领域中发展最迅速的分离
分析方法。



三、传统电泳的局限性

难以克服由两端的高电压所引起的电介质离子流的自

热，或称焦耳热，这种焦耳热会引起载板从中心到两侧或

管子内部径向的温度梯度、粘度梯度和速度梯度，从而导

致区带展宽，影响迁移，降低效率，这种影响还会由于电

场强度的增大迅速加剧，因此极大地限制了高压的使用，

当然也就难以加快这个过程的速度。

毛细管电泳和传统电泳的根本区别在于前者设法使电

泳过程在散热效率极高的毛细管内进行，从而确保引入高

的电场强度，全面改善分离质量。



水平板式电泳槽

垂直板式电泳槽



小分子走在前头，大分子滞后;

电泳凝胶相当于凝胶过滤中的一个带孔胶粒。
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电泳过程中分子迁移的规律



垂直板电泳装置

加样

样品迁移方向



夹在两块玻璃板之
间的凝胶

电泳缓冲液

电泳缓冲液
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电泳条带

考马斯亮兰染色后电泳



2.高效毛细管电泳技术上的重要突破

高效毛细管电泳在技术上采取了两项重要改进：

一是采用了0.05mm内径的毛细管,；

二是采用了高达数千伏的电压。

• 毛细管的采用使产生的热量能够较快散发，大大减小

了温度效应，使电场电压可以很高。

• 电压升高，电场推动力大，又可进一步使柱径变小，

柱长增加，

• 高效毛细管电泳的柱效远高于高效液相色谱，理论塔

板数高达几十万块/米，特殊柱子可以达到数百万。



四、特点

• 高效

柱效一般为每米几十万理论塔板，高的可达每米100万以

上，而在凝胶电泳中可达几百万甚至上千万。

• 快速

分析时间通常不超过30min。

• 微量

在采用电流检测器时，最底检测极限可达10-19mol。即使

采用紫外检测器，也可达10-13-10-15mol。因此，样品用量仅

为纳升。

• 可以自动化



五、CE与HPLC的比较

• CE和HPLC同是液相分离技术，它们遵循不同的分离机理，

都有许多的分离模式，因此在很大程度上CE和HPLC可以互

为补充。但是无论从效率、速度、样品用量和成本来说，

CE都显示了一定的优势。

• 与HPLC相比，CE的柱效更高一些，速度更快一些，同时，

它几乎不消耗溶剂，而样品用量仅为HPLC几百分之一。

• CE没有泵输运系统，因此成本相对较低，通过改变操作模

式和缓冲液的成分，CE有很大的选择性，可以根据不同的

分子性质(如大小、电荷数、手性、疏水性等)对极广泛的

样品进行有效的分离。相比之下，为达到类似目的，HPLC

要消耗许多价格昂贵的柱子和溶剂。



六、仪器结构

• 高压电源

• 毛细管

• 检测器

• 两个供毛细管两端插入且可和电源相连的缓冲液贮槽。

• 记录仪或工作站

+

进口槽

-

高压电源

毛细管电泳柱

出口槽

检测器

毛细管电泳示意图



二、仪器流程与主要部件
process and main assembly

• 电压：0～30kV；

• 分离柱不涂敷任何固定液；

• 紫外或激光诱导荧光检测器；

（可检测到：10-19～10-21 mol/L）





1.高压电源
（1）0～30 kV 稳定、连续可调的直流电源；

（2）具有恒压、恒流、恒功率输出；

（3）电场强度程序控制系统；

（4）电压稳定性：0.1%；

（5）电源极性易转换；

2. 毛细管柱

（1）材料：石英：各项
性能好；玻璃：光学、机
械性能差；

（2）规格：内径20～
75μm，外径350～
400μm；长度<=1m



3.缓冲液池

化学惰性，机械稳定性好；

4. 检测器
要求：具有极高灵敏度，可柱端检测；

检测器、数据采集与计算机数据处理一体化；

类型 检测限/mol            特点

紫外-可见 10-13～10-15 加二极管阵列，光谱信息

荧光 10-15～10-17      灵敏度高，样品需衍生

激光诱导荧光 10-18～10-20      灵敏度极高，样品需衍生

电导 10-18～10-19      离子灵敏，需专用的装
置；



3.电泳现象与电渗流现象

电泳现象： 带电离子在电场作用下的迁移，速度ν电泳

电渗流现象：玻璃表面存在硅羟基, pH>3时, 形成双电层，在

高电场的作用下引起柱中的溶液整体向负极移动，速度ν电渗流。



4. 分离过程

♥电场作用下，
柱中出现：电泳
现象和电渗流现
象。

♥带电粒子的迁移速度=电泳和电渗流两种速度的矢量和。

♥正离子：两种效应的运动方向一致，在负极最先流出；

♥中性粒子无电泳现象，受电渗流影响，在阳离子后流出；

♥阴离子：两种效应的运动方向相反，ν电渗流 >ν电泳时,阴离

子在负极最后流出,在这种情况下,不但可以按类分离,除中性

粒子外,同种类离子由于受到的电场力大小不一样也同时被相

互分离。



高效毛细管电泳的基本原理

1、双电层和Zeta电势

偶电层是浸没在液体中的所有表面都具备的一种特性，

通常是指两相之间的分离表层由相对固定和游离的两部分组

成的与表面电荷异号的离子层。在毛细管电泳中，不论是带

电粒子的表面还是毛细管管壁的表面都有偶电层。

在电介质中的任何带电粒子都可被看成是一个偶电层系

统的一部分，在这个系统中，粒子自身的电荷被异号的带电

离子中和，这些异号离子中有一些被不可逆地吸附到粒子

上，而另一些则游离在附近，并扩散到电介质中进行离子交

换。“固定”离子有一个切平面，它和离得最近的游离离子之

间的电势则被称之为粒子的Zeta电势。



固液两相间的
总电势-热力学
电势-φ0 

Zeta电势-ζ



2、恒场强下的迁移
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电泳是在电场作用下带电粒子在缓冲溶液中的定向移

动，这种移动的速度uep由下式决定：

E为电场强度，μep表示溶质的淌度，所谓的淌度即溶质

在给定缓冲液中单位时间和单位电场强度下移动的距离。 ε

是流体的介电常数，η是介质的粘度，ξI是粒子的Zeta电势。



Zeta电势大小和粒子表面的电荷密度有关，即对给定质量

的粒子，表面电荷越大，Zeta电势越大；反之电荷给定，则质

量越大，Zeta电势越小。对于非胶体粒子，Zeta电势近似地正

比于Z/M2/3，其中M是分子量，Z为净电荷，因此，不同离子即

可能按照它们表面电荷密度的差别以不同的速率在电介质中移

动，最终达到分离。



3、电渗

• 电渗是一种液体相对带电的管壁移动的现象。其产生和双

电层有关，由于用作毛细管材料的熔融硅胶的等电点为

1.5左右，因此在常用缓冲液pH下，管壁带负电，于是在

贴近管壁的液体表面形成了一个和同表面电荷异号的双电

层，在毛细管电泳里所指的电渗实际上是高电场下由双电

层中水合阳离子或质子所引起的流体朝负极方向的运动。

电渗是毛细管电泳中最重要和最有趣的性质之一。

+ -

图、由毛细管壁引起的电渗



当液体两端施加电压时，就会发生液体相对于固体表面

的移动，这种液体相对于固体表面的移动的现象叫电渗现象。

电渗现象中整体移动着的液体叫电渗流（electroosmotic

flow ，简称EOF）。

电渗与电渗流（electroosmotic flow ,EOF）



2.HPCE中的电渗现象与电渗流

石英毛细管柱，内充液pH>3时，表面电离成-SiO-,管内壁

带负电荷，形成双电层。

在高电场的作用下，带正电荷的溶液表面及扩散层向阴极

移动，由于这些阳离子实际上是溶剂化的，故将引起柱中的

溶液整体向负极移动，速度ν电渗流。



一般说来，Zeta电势越大，双电层越薄，粘度越小，电

渗流值越大，在不少情况下，电渗流的速度是泳速的5-7倍。

EEu weoeo ⋅=⋅= ζ
πη
εμ

4

4、电渗流的速度



3.HPCE中电渗流的大小与方向

电渗流的大小用电渗流速度ν电渗流表示，取决于电渗淌
度μ和电场强度E。即

ν电渗流 = μ E
电渗淌度取决于电泳介质及双电层的Zeta电势，即

μ = ε0εξ
ε0—真空介电常数；ε—介电常数；ξ—毛细管壁的Zeta电势。

ν电渗流 = ε0εξ E
实际电泳分析，可在实验测定相应参数后，按下式计算

ν电渗流 = Lef/teo
Lef —毛细管有效长度； teo—电渗流标记物（中性物质）的迁移时间。



HPCE中电渗流的方向

电渗流的方向取决于毛细管内表面电荷的性质：

内表面带负电荷，溶液带正电荷，电渗流流向阴极；

内表面带正负电荷，溶液带负电荷，电渗流流向阳极；

石英毛细管；带负电荷，电渗流流向阴极；

改变电渗流方向的方法：

（1）毛细管改性

表面键合阳离子基团；

（2）加电渗流反转剂

内充液中加入大量的阳离子表面活性剂，将使石英毛细管
壁带正电荷，溶液表面带负电荷。电渗流流向阳极。



5、泳速

Euuu eoepeoep )( μμ +=+=

正离子的运动方向和电渗一致，因此它应当最先流出，中

性粒子的泳速为“零”，将随电渗而行，负离子因其运动方向

和电渗相反，在电渗流速大于电泳速度时，它将在中性粒子

之后流出，如果它的泳流速度大于电渗流速度，则将无法流

出，因此如果电渗流速度的绝对值大于所有负离子泳流速度

的绝对值，则此混合物中的所有组分将朝一个方向迁移。

既然同时存在着泳流和渗流，那么，在不考虑相互作用的

前提下，粒子在毛细管电泳内电介质中的运动速度应当是两

种速度的矢量和。



5. HPCE中电渗流的作用

电渗流的速度约等于一般离子电泳速度的5～7倍；

各种电性离子在毛细管柱中的迁移速度为：

ν+ =ν电渗流 + ν+ef 阳离子运动方向与电渗流一致；

ν- =ν电渗流 - ν-ef 阴离子运动方向与电渗流相反；

ν0 =ν电渗流 中性粒子运动方向与电渗流一
致；

（1）可一次完成阳离子、阴离子、中性粒子的分离；

（2）改变电渗流的大小和方向可改变分离效率和选择性，
如同改变LC中的流速；

（3）电渗流的微小变化影响结果的重现性；

在HPCE中，控制电渗流非常重要。



6、电渗流的利弊

在区带电泳中，电渗流对负离子的分离可能有利，但对

正离子分离可能无益。在电动力学色谱中，通常需要强大的

流向阴极的电渗流作为组分和胶束向阴极运动的推动力，而

在凝胶电泳和等电聚焦中，则必须尽可能地消除电渗流。但

不管对于哪一种操作模式，电渗流都是极其重要的一种物理

现象，有效地控制电渗流一直是许多学者研究的重点，这种

情况也可被看作是毛细管电泳的一个重要特征。



三、HPCE中影响电渗流的因素
factors influenced electroosmosis

1.电场强度的影响

电渗流速度和电场强度成正比，当毛细管长度一定时，

电渗流速度正比于工作电压。

2.毛细管材料的影响

不同材料毛细管的表面电

荷特性不同，产生的电渗流大

小不同；



7、电渗流与pH的关系
• 电渗受Zeta电势的影响，Zeta电势由毛细管壁表面的电荷

决定，而电荷又受到缓冲液pH值的影响，所以电渗流的值

是缓冲液pH的函数，一般随pH的增加而增大，到中性或碱

性时，其值变化更大。

• 示意图见图2.4
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电渗随pH变化的示意说明



8、电渗流的控制

• 电渗流作为毛细管电泳中至关重要的物理量，当然必须

予以控制.

• 原则上说控制电渗需要改变毛细管表面电荷或者缓冲液

的黏度，值得注意的是影响壁表面电荷的条件通常，也

影响溶质本身。

• 降低电场强度是最简单改变电渗的办法，但此法有很多

缺点，诸如是分析时间延长，效率降低，分离度减小等。



• 从实际观点来看最理想的办法是改变缓冲液的pH，但是

调节pH会影响溶质电荷和淌度，低pH的缓冲液易使管壁

表面和溶质质子化，高pH则反之。调节缓冲液的浓度和

离子强度也是控制电渗的一种方法。

• 一般来说随缓冲液浓度和电离强度的增加，电渗减小，缓

冲液浓度较高时管壁有效电荷较少，有利于限制溶质和管

壁库仑力的相互作用，但是浓度过高会使毛细管过热。



控制电渗流的方法

变量 直接结果 说明

电场强度 电场强度增加，电渗流将
成正比增加，反之亦然。

电场强度减小可能会降低效率和分离度，而电场
强度的增加则会导致焦耳热的增加。

缓冲液pH 在低pH下，电渗减少，
高pH下，电渗增加。

这是改变电渗流最有效的方法，但可能改变溶质
的荷电状况或构型。

离子强度或缓
冲液浓度

它们的增加可能会较少
Zeta电势和电渗流

高离子强度会产生高电流并引起高焦耳热，低离
子强度会造成样品吸附，如果缓冲液电导和样品
电导向差很多，可能会损坏峰形，如果减少离子
强度或浓度可限制样品的堆积。

温度 每改变1°C，将改变黏度
2-3%，因此影响电渗

由于温度受仪器控制，因此比较容易实现，也比
较有效。

有机改性剂 改变Zeta电势和黏度(通
常会减少电渗)

造成的变化比较复杂，其影响最好由实验测定，
此法也可能改变选择性。

表面活性剂 通过疏水和 /或离子相互
作用吸附到毛细管内壁，
从而改变电渗

阴离子表面活性剂可能增加电渗，阳离子表面活
性剂则会减少电渗或使之倒向，能显著地改变选
择性

中性亲水聚合
物

通过相互作用吸附到毛细
管内壁上

通过屏蔽表面电荷，增加黏度来减少电渗

共价涂渍 在毛细管壁上作化学键合 有许多改性的途径，但通常有不稳定性问题存在



4. HPCE中电渗流的流形

电荷均匀分布，整体移动，电渗流的流动为平流，塞式流
动（谱带展宽很小）；

液相色谱中的溶液流动为层流，抛物线流型，管壁处流速
为零，管中心处的速度为平均速度的2倍（引起谱带展宽较
大）。



9、流型

• 毛细管电泳中的电渗是流体相对于带电管壁移动的一种现象，由离表

面很近的一层过剩的正离子层引起，这正好象在毛细管内形成了一个

带电的外壳，包围着流体内核，在管子两端加了电场后，带电的外壳

就在通过靠近管壁那一层带电流体切面上的离子把电渗力传递进去，

如果由重力等产生的流体静压差为零，那么这种电渗力可和由粘性产

生的力平衡，这种粘性产生在壁到切面内表面的速度梯度区，在这一

区域速度逐渐增加，而管子内的其余流体则以和这个内表面边界层一

样的速度朝负极移动。由于切面的厚度极小，因此，即使在内径很小

的毛细管子里，整个流体也会象一个塞子一样以均匀的速度向前运

动，使整个流型呈扁平型。呈扁平型的塞子流是毛细管电泳的理想状

态，也是导致毛细管电泳高效的重要原因。



• 在压力驱动系统中，如HPLC，液体和固体表面接触处

的摩擦力会导致压力降低，从而使流线呈抛物线型，

或称层流。靠近管壁处，其速度趋近于零，而中心的

速度则是平均速度的2倍。

a b

电渗流流型(a)和压力驱动流型(b)



在电驱动系统中，由于速度流型是扁平型的，又没

有使不保留溶质弥散的倾向，其塔板数可表示为：

DELN dapp 2/μ=

从理论上讲，对于理想的由电驱动的扁平流型系统，

电场强度越大，柱效越高，这显然是因为溶质能以较快

的速度通过柱子，而没有更多的时间扩散。另外从上式

还可看出，如果溶质不保留，柱效与管子的直径无关，

特别是扩散系数越小的分子，比如说生物大分子，其柱

效越高。



10、自热
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自热所引起的一个主要结果是在径向出现温度分布，这种分布也是

抛物线型的，这种分布将影响到粘度。通常认为粘度随温度升高按指数

下降，因此使介质粘度在径向产生梯度，从而影响淌度，进而波及到速

度。在径向扩散很慢的情况下，靠近管轴中心的溶质分子将要比靠近管

壁的分子迁移得更快一些，即所谓的径向速度梯度，于是造成了谱带展

宽，柱效下降。

按理想的扁平流型导出的方程(上式)表明，增加速度是减小谱带

展宽，提高效率的重要途径，而在电泳条件下，速度一般靠增加电场

强度来实现，但是充满在管子里的电介质在高电场下会产生自热，在

普通电泳中这种自热已成为实现快速、高效的重大障碍。



抑制焦耳热和温度梯度的方法

方法 效果

降低电场强度 可相应地较少焦耳热，但同时将降低速度、柱
效和分离多。

减小毛细管内径 显著减小电流，但将降低灵敏度并可能加剧样
品的吸附

降低缓冲液的离子强度或浓度 相应地减少电流，但可能引起样品吸附的增加

用物理方法直接降温或恒温 除去毛细管内产生的热量，直接使系统恒温，
但要增加仪器的成本。



11、扩散和吸附

• 扩散

毛细管中的吸附一般是指毛细管管壁对于被分离物质离子的作用。

• 吸附

在毛细管电泳中，造成管壁表面吸附的主要原因有两个：一是阳

离子溶质和带负电的管壁的离子相互作用；二是疏水相互作用。在这

个意义上，毛细管内表面积和体积之比(2/R)越大，吸附的可能性也越

大。因此细管径的毛细管不利于降低吸附。当然另一方面比值得增加

有利于传热。吸附问题在蛋白质分子的分离中表现最为明显，因为它

们有许多带电的粒子，管壁的硅羟基与其产生强烈的相互作用，从而

对组分谱带的展宽以及而后的分离影响极大，必须尽可能地予以抑制。

对管壁的种种修饰在很大程度上是基于抑制吸附的要求。



四、淌度 mobility

淌度：带电离子在单位电场下的迁移速度；

淌度不同是电泳分离的基础。

1.绝对淌度(absolute mobility)μab

无限稀释溶液中带电离子在单位电场强度下的平均迁移
速度，简称淌度。可在手册中查阅。

2.有效淌度(effective mobility)μef

实际溶液中的淌度(实验中测定的)。 μef=∑aiμi

ai —溶质i 的解离度；μi —溶质i 在解离状态下的绝对淌度

3.表观淌度 μap

离子在实际分离过程中的迁移速度（表观迁移速度）：

νap=μap ⋅ E



五、HPCE中的参数与关系式
parameters and relation in HPCE

1.迁移时间（保留时间）

HPCE兼具有电化学的特性和色谱分析的特性。有关色谱
理论也适用。
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2.分离效率（塔板数）
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扩散系数小的溶质比扩散系数大的分离效率高，分离生

物大分子的依据。



3.分离度
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影响分离度的主要因素；工作电压V；毛细管有效长度

与总长度比；有效淌度差。分离度可按谱图直接由下式计算：
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六、影响分离效率的因素—区带展宽
factors influenced the efficiency—band broadening

1.纵向扩散的影响

在HPCE中，纵向扩散引起的峰展宽：σ2=2Dt

由扩散系数和迁移时间决定。大分子的扩散系数小，可

获得更高的分离效率，大分子生物试样分离的依据。

2.进样的影响

当进样塞长度太大时，引起的峰展宽大于纵向扩散。分

离效率明显下降；理想情况下，进样塞长度：

Winj= (24D t )1/2

实际操作时进样塞长度小于或等于毛细管总长度的1%～2%。



3.焦耳热与温度梯度的影响

电泳过程产生的焦耳热可由下式计算：

2
2π

EcΛ
Lr
IVQ bm=
⋅

=

Λm—电解质溶液的摩尔电导；I—工作电流：cm—电解质浓

度；

散热过程中，在毛细管内形成温度梯度（中心温度

高），破坏了塞流，导致区带展宽。

改善方法：

（1）减小毛细管内径；

（2）控制散热；



4.溶质与管壁间的相互作用

存在吸附与疏水作用，造成谱带展宽；

蛋白质、多肽带电荷数多，有较多的疏水基，吸附问题

特别严重，是目前分离分析该类物质的一大难题。

细内径毛细管柱，一方面有利于散热，另一方面比表面

积大，又增加了溶质吸附的机会。

减小吸附的方法和途径：加入两性离子代替强电解质，

两性离子一端带正电，另一端带负电，带正电一端与管壁负

电中心作用，浓度约为溶质的100-1000倍时，抑制对蛋白质

吸附，又不增加溶液电导，对电渗流影响不大。



5.其他影响因素

（1）电分散作用对谱带展宽的影响

当溶质区带与缓冲溶液区带的电导不同时，也造成谱带

展宽；尽量选择与试样淌度相匹配的背景电解质溶液。

（2）“层流”现象对谱带展宽的影响

一般情况下，HPCE中不存在层流，但当毛细管两端存在

压力差时，出现抛物线形的层流；

产生的原因：毛细管两端液面高度不同。

实际操作时，保持毛细管两端缓冲溶液平面高度相同。



二、毛细管柱

一、柱管的几何尺寸、形状和材料

1、内径：25-75μm

• 减少电流，因此减少自热。

• 增大散热面积( 侧面积与截面积之比)，因此能加快散热，

其结果可以大大降低管中心和管壁之间的温差，从而减少

粘度和速度在径向上的差异，保持电渗流流型的扁平性，

最终保持分离的高效。

• 但是直径的减小也会增加管子的侧面积与体积之比，不利

于对吸附的抑制，同时，又会造成进样、检测和清洗等技

术上的困难，比如说检测，会使光程缩短，因此实际上柱
内径的降低有个限度，这也是当前商品柱大体采用25-75μm
内径料管的原因。



2、长度

在理想的条件下，如果电场强度保持恒定，则理论塔板数随着

柱长的增加而增加，但为了保持电场强度的恒定，在增加柱长的同

时还必须相应地增加操作电压。由于实际上电压的取值有一个极

限，不能无限制增大，因此，柱长也不能无限增加。一般来说，在

同样条件下，对同样电压下同样的柱子，长度增加，电流减小，因

此有利于减少自热，淡化自由落体所造成的影响，但同时又要以降

低电场强度、增加分析时间作为代价，反之，短柱则容易造成过

热，虽然它能使分析时间明显缩短。总之，柱子长短需根据实际情

况加以权衡。有人认为，管长70cm是一个阈值，在此长度范围内，

分离度和效率大体随柱长的增加而增加，超过此长度则保持恒定不

再增大，再增加柱长只会使电压增高，绝缘困难。实际上，区带电

泳的常用长度在30cm左右，也有更短的，凝胶柱则要短得多。



3、管壁厚度

• 厚壁：375μm

• 薄壁：150μm

理想的毛细管柱应是化学和电惰性的，紫外光和可见

光可以透过，有一定的柔性，易于弯曲，耐用而且便宜。

毛细管柱的材料可以是聚四氟乙烯、玻璃和弹性石英等。



4、管壁的改性

静态改性：管壁涂渍亲水聚合物可以在减少电渗的同时减少吸附。理想

的新涂渍柱子时不会和溶质发生作用的，不管溶质是酸性、碱性、

分子量高低，其原因如下：

1. 涂料是非离子型的亲水化合物，因此它能减少静电和疏水作用。

2. 两种不同的聚合物，通过形成两种液相或者沉淀，有相互排斥的倾

向，因此像蛋白质和核酸这样的大分子，有尽量避免和聚合物接触

的倾向。

3. 所涂渍聚合物密度很大，由于排阻效应，大分子物质不能进入。

4. 作电泳迁移的物质倾向于向迁移的干扰小的地方运动。

用石英毛细管做电泳分离时，会产生吸附。吸附是由管壁和被分离物

质离子相互作用及疏水相互作用所引起，在分离大分子蛋白时尤为严重，

且通常都是不可逆的，因此造成一系列危害。
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常用的偶联剂

• 有机硅烷，磷酸酯，钛酸酯，铬络合物，有机胺，有机酸

以上分析表明，未改性柱的毛细管壁在对大分子的电泳分离过程

中，存在着较为严重的吸附现象，改性后的毛细管柱能有效地消除管

壁对溶质的吸附，实现各种多肽和蛋白质的理想分离。

这里要指出的是，吸附并不是造成电泳峰变形的唯一原因，至少

还应当提及的是电弥散。电弥散是毛细管电泳中的特有现象，它在很

到程度上又样品区带和缓冲液区带之间电导率的差别引起，这种差别

可能造成三种影响，其中之一是使峰变形。









动态改性

• 改变缓冲液pH值，采用极高或极低pH的缓冲液，通过消除壁和溶质的

电荷差来减少库仑相互作用。通常采用的pH从2-12，电渗流在低pH时

接近完全消除，在高pH时则非常快。

• 采用高缓冲液离子强度或浓度以减少库仑相互作用，这种方法通常会

减少电渗流，但要受到焦耳热的限制。

• 将适当的添加剂加到运行的缓冲液中，优点是稳定，改性剂在缓冲液

中，脱活过程连续产生。添加剂如各种不同的亲水性聚合物，表面活

性剂等。

• 缺点：溶质与毛细管壁表面会因此受到影响，使用表面活性剂就如同

使用极端pH一样，以丧失“生理条件”作为代价；这种方法通常需要较

长的平衡时间以得到一个可重复的表面和恒定的电渗流；倘若在电泳

之后还有其他分析，如质谱，因这些方法对添加剂比较敏感，有可能

对结果造成影响。





三、检 测

毛细管电泳管的直径极小，产生的溶质谱带体积也极小，因此在检

测器的研制中，首先面临的问题是如何解决既对溶质作灵敏的检测，又

不使其微小的谱带展宽。通常采用解决办法是电泳的柱上检测，这是减

小区带展宽的有效途径。采用紫外和荧光、电化学检测器，它们对被测

物质的响应有特征，而对缓冲液系统无响应，因此灵敏度较高。

影响因素：内径小，光路短，光通量极微，管子的曲面使只有一部分光

通过中心。

1、紫外检测器（二极管阵列）

2、荧光检测器灵敏，检测下线可达10-15mol级；激光诱导荧光检测器的

灵敏度更高，但对大多数样品来说，需要衍生。

3、电化学检测器

4、质谱检测器（电喷雾质谱）

5、拉曼光谱检测器



四、进样

为了达到高效和快速的特点，毛细管电泳对进样的要求比较严格。

在进样时，应当满足两方面的要求：一是进样时不能引入显著的区带扩

张，二是样品量必须小于100nL，否则会造成过载。

电迁移进样：也叫电动力学进样。在这种进样方式下，毛细管的阳极端

（假设电渗流朝接地端移动），先不和缓冲液接触，而直接置于样品液

中，然后在很短时间内施加进样电压，使样品通过电迁移进入毛细管，

在这种情况下，电迁移是溶质的电泳迁移和毛细管中电渗流带动的综合

结果。

流体动力学进样：1、在进样端加压；2、在出口断减压；3、调节进样

槽和出口槽之间的相对高度使之产生虹吸作用，将样品引入。



三、毛细管电泳的进样方式
injection method of HPCE

进样量：毛细管长度的1%-2%；纳升级、非常小；

1. 流体力学进样方式

（1）进样端加压

（2）出口端抽真空

（3）虹吸进样

t
L

Pd
η128
π4Δ

=进样体积



毛细管一端插入样品瓶，加电压；

2. 电动进样方式

t
L

ctrVefeo
2π)μμ ±

=
（

进样量

进样不均：电歧视现象，淌度大的离子比淌度大的进样
量大；

离子丢失：淌度大且与电渗流方向相反的离子可能进不
去；

特别适合黏度大的试样；

3. 扩散进样 试样通过扩散作用进入分离柱端口处。



进样注意事项

• 毛细管一经插入样品溶液，就应立即开始进样操作，并在操作完成

后将其从样品槽移至运行缓冲液中，随即开始运行，否则将会产生

毛细作用及虹吸现象，引起误差并使谱带展宽。

• 如果电极和毛细管接触，毛细作用可能使某些样品流进间隔，使定

量精度降低，区带展宽，甚至使峰分裂。另外，样品贮器和缓冲液

贮器液面的高度不平衡所产生的虹吸现象会造成进样精度的下将=降。

• 只要检测器能提供足够的信号，进样区带宜越小越好，加大进样区

带会使柱效和分离度降低。从这个意义上讲，进样时间以短为宜，

但是，时间太短常会使精度变差，特别是柱子较短或较粗，样品浓

度较高时，更是如此。

• 温度也是使进样体积保持恒定的重要条件，因为温度直接影响粘度。

当然，这种影响不及对迁移时间影响严重，因为样品区带只占整个

体积非常小的一部分。



•样品溶液和运行缓冲液不尽相同，样品溶液中的溶剂必须与运行缓冲液

互溶，且不会引起后者沉淀。另外，前者的离子强度低于后者的离子强度。

•关于样品溶液和缓冲液的蒸发和损耗样品溶液和缓冲液都有一个蒸发问

题。

毛细管和电极的直径都比较小，需要用合适的封闭装置，以防止蒸发。

通常宜测定蒸发的程度并根据运行时间的长短加以校正。除蒸发外，离子

的电泳也会使缓冲液从一个槽流到另一个槽而造成损失，在这个过程中，

由于水不断地电离，使电中性得以保持，但最终又会造成从一个槽到另一

个槽时离子无法平衡，并使贮器中的缓冲液的pH改变，采用较大体积的缓

冲液贮器或频繁地更换缓冲液有利于解决这一问题。



分离类型

八种分离类型，介绍常用的几种；

根据试样性质不同，采用不同的分离类型；

每种机理的选择性不同；



区带毛细管电泳(CZE)
•电压：柱长确定时，随着操作电压的增大，电渗流和电泳流速度的绝对

值都增大。在选择操作电压时，不进样品只改变电压，根据电流的变

化，作电压-电流曲线，选择线性部分。

缓冲液种类

要求：

1. 所选择的pH范围内有很好的缓冲容量

2. 在检测波长的吸收低

3. 自身的淌度低，即分子大而荷电小，以减少电流的产生

4. 为了达到有效的进样和合适的电泳淌度，缓冲液的pH至少必须比分

析物质的等电点高或低一个pH单位。

5. 只要条件允许就尽可能采用酸性缓冲液

6. 如果蛋白质的等电点低于缓冲液的pH，则极性的放置应从负-正。反

之，应从正-负。



一、毛细管区带电泳
capillary zone electrophoresis ，CZE

带电粒子的迁移速度=电泳和电渗流速度的矢量和。

正离子：两种效应的运动方向一致，在负极最先流出；

中性粒子：无电泳现象，受电渗流影响，在阳离子后流

出；

阴离子：两种效应的运动方向

相反；ν电渗流 >ν电泳时,阴离子在

负极最后流出,在这种情况下,不但

可以按类分离,同种类离子由于差

速迁移被相互分离。

最基本、应用广的分离模式；



缓冲液的pH

• 对于两性电介质，它的表观电荷数受到缓冲液pH的影响，不同pH

对应不同的电荷，因此有不同的质荷比。质荷比的变化涉及到电

荷密度的变化，它将对迁移带来很大的影响。在缓冲液的pH低于

溶液的pI时，溶质带正电，朝阴极迁移，和电渗同向，因此粒子

迁移的总速度较电渗还快。反之，则情况相反。

• 除影响溶质本身外，pH的改变还会引起电渗的相应变化。因此要

对分离条件进行优化。在高pH下，电渗很大，流出次序为阳离子、

中性分子和阴离子。

缓冲液的浓度

缓冲液浓度是一个很重要的指标，它的作用比较复杂，有利有弊。

增加浓度 ，使离子强度增加，因此明显改变缓冲液的容量，减少溶质

和管壁之间、被分离的粒子和粒子之间的相互作用，从而改善分离。







添加剂

• 添加剂是毛细管电泳中一个十分重要的控制因素，表面活性剂和有机

溶剂是最常用的添加剂。

温度

在毛细管电泳中，温度对迁移的影响主要通过粘度体现。温度控制

的主要目的是保持柱温恒定，在某种意义上是焦耳热的恒定，温度增

加，粘度减小，淌度增大。



胶束电动毛细管电泳(MECC或MEKC)
• 1984年由Terabe提出。

• 在MECC中，通常是将离子型表面活性剂加入到缓冲液中，如果浓度

足够的大，则表面活性剂的单体就结合在一起，形成一个球体，称
之为胶束。这种“足够大浓度”即胶束的临界浓度。在MECC中，实际上

存在着类似色谱的两相，一是流动的水相，另一是起固定相作用的

胶束相，溶质在两相之间分配，由其在胶束中不同的保留能力而产

生不同的保留。

• 与毛细管区带电泳一样，由于缓冲液在靠近管壁处形成的正电，使

其显示出强烈的电渗流向阴极移动。对于SDS胶束，由于其外壳带很

大的负电荷，本应以较大的淌度朝阳极移动，但在一般情况下，电

渗流的速度大于胶束的迁移速度，这就迫使胶束最终以较低的速度

向阴极移动。

• 由此可见，胶束电动力学色谱有别于普通色谱的一个重要特性为它
的“固定相”是移动的，这种移动的“固定相”又被称之为“准固定相”。



1.缓冲溶液中加入离子型表面活性剂，其浓度达到临界

浓度，形成一疏水内核、外部带负电的胶束。

三、 胶束电动毛细管色谱（MECC ，MEKC）
micellar electrokinetic capillary chromatography，MEKC

在电场力的作

用下，胶束在柱中

移动。



2. 电泳流和电渗流的方向相反，且ν电渗流 > ν电泳 ，

负电胶束以较慢的速度向负极移动；

5.色谱与电泳分离模式

的结合。

3.中性分子在胶束相和溶液（水相）间分配，疏水性

强的组分与胶束结合的较牢，流出时间长；

4.可用来分离中性物质，扩展了高效毛细管电泳的应

用范围；
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电动力学色谱中胶束的移动



在胶束电动力学色谱中，中性粒子根据本身疏水性的

不同而达到分离。具有不同疏水性的粒子与胶束的相互

作用不同，疏水性强的作用力就大，其留在胶束中的时

间就长，因胶束相的绝对速度很小，故组分的保留时间

就长，反之组分较多地停留在缓冲液中按电渗的速度移

动，因此，保留时间较短。以上所述为使用阴离子表面

活性剂的情况，如果使用阳离子表面活性剂则情况相反。



机 理

在MECC中存在有两相，一相是以胶束形式存在的准

固定相，另一相是作为载体的液体，又称流动相，试样

中的组分在MECC中的分离，从本质上来说，使由它们的

分子和胶束相及流动相分子之间的相互作用的差异造成

的，而这种差异是通过分配系数的差异来反映的。

具体地讲，溶质在毛细管柱内受到两种力，一是胶

束对它的作用力，二是流动相的溶解力，即溶质处于两

个作用力场的平衡之中，作用力强，溶解力差时，溶质

有较大的保留，反之，则较早流出毛细管柱。
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电动力学色谱原理示意图



毛细管筛分电泳

• 以凝胶等具有筛分功能的物质为介质，流经凝胶的物质原

则上是按照分子大小进行分离的，即服从筛分机理的毛细

管电泳，称之为毛细管筛分电泳。

• 用于DNA测序



二、毛细管凝胶电泳
capillary gel electrophoresis ，CGE

将聚丙烯酰胺等在毛细管柱内交联生成凝胶。

其具有多孔性，类似分子筛的作用，试样分子按大小分

离。能够有效减小组分扩散，所得峰型尖锐，分离效率高。

蛋白质、DNA等的电荷/质量比与分子大小无关，CZE模

式很难分离，采用CGE能获得良好分离，DAN排序的重要手段。

特点：抗对流性好，散热性好，分离度极高。

无胶筛分技术：采用低粘度的线性聚合物溶液代替高粘

度交联聚丙烯酰胺。柱便宜、易制备。



毛细管等电聚焦

• 当缓冲液的pH等于蛋白质的pI时，蛋白质分子的表观电荷

数为零，不同蛋白质的等电点不同。如果蛋白质处在pH和

等电点一致的介质中而介质不受电渗的推动，则迁移就停

止。如果介质内的pH是位置的函数，或者说有一个pH的位

置梯度，那么有可能使有不同等电点的分子分别聚集在不

同的位置上，不作迁移而彼此分离，这就是等电聚焦过

程，毛细管等电聚焦过程是在毛细管内实现的。



1. 根据等电点差别分离生物大分子的高分辨率电泳技

术；

2. 毛细管内充有两性电解质（合成的具有不同等电点范

围的脂肪族多胺基多羧酸混合物），当施加直流电压（6～8V）

时，管内将建立一个由阳极到阴极逐步升高的pH梯度；

3. 氨基酸、蛋白质、多肽等的所带电荷与溶液pH有关，

在酸性溶液中带正电荷，反之带负电荷。在其等电点时，呈

电中性，淌度为零；

四、毛细管等电聚焦
capillary isoelectric focusing，CIEF



4. 聚焦：具有不同等电点的生物试样在电场力的作用下

迁移，分别到达满足其等电点pH的位置时，呈电中性，停止

移动，形成窄溶质带而相互分离；

5. 阳极端装稀磷酸溶液，阴极端装稀NaOH溶液；

6. 加压将毛细管内分离后的溶液推出经过检测器检测；

7. 电渗流在CIEF中不利，应消除或减小。



毛细管等速电泳

• 毛细管等速电泳是一种“移动边界”电泳技术，它采用两种

不同的缓冲液系统，一种是前导电介质，充满整个毛细管

柱，另一种称尾随电介质，置于一端的电泳槽中，前者的

淌度高于任何样品组分，后者则低于任何样品组分，被分

离的组分按其不同的淌度夹在中间，以同一个速度移动，

实现分离。



1. 将两种淌度差别很大的缓冲液分别作为前导离子(充满

毛细管)和尾随离子，试样离子的淌度全部位于两者之间，

并以同一速度移动。

2. 负离子分析时，前导电解质的淌度大于试样中所有负

离子的。所有试样都按前导离子的速度等速向阳极前进，逐

渐形成各自独立的区带而分离。阴极进样，阳极检测。

五、毛细管等速电泳
capillary isotachophoresis ，CITP



3. 不同离子的淌度不同，所形成区带的电场强度不同

(ν=μE)，淌度大的离子区带电场强度小；

沿出口到进口，将不同区带依次排序1、2、3、4⋅ ⋅ ⋅
⋅电场强度依次增大。假设“2”号中离子扩散到“3”号，

该区电场强度大，离子被加速，返回到“2”区；当“2”号

中离子跑到“1”号区，离子被减速使之归队；

4. 特点：界面明显，富集、浓缩作用；

capillary isotachophoresis ，CITP



在毛细管壁上键合或涂渍高效液相色谱的固定液，以电

渗流为流动相，试样组分在两相间的分配为分离机理的电动

色谱过程；

六、毛细管电渗色谱
capillary electroosmostic chromatography ，CEC



一、离子分析
analysis of ion

阳离子分析

迁移方向和电渗流
方向一致；

4.5min内分离了24
种金属离子；

阳极进样，阴极检
测；

具有很高的灵敏度；



阴离子分析
阴离子电泳方向和电渗

流方向相反、速度接近，分
析时间长、效率低；

质量小、电荷密度大的
离子如：SO4

-2、Cl-、F-

等，电泳速率大于电渗流，
阳极端流出，在阴极端无法
检测；

加入电渗流改性剂，十
六烷基三甲基溴化胺等，使
电泳方向和电渗流方向一
致，可在3.1min内分离36种
阴离子；阴极进样，阳极检
测；

离子价态及存在形态分析；



二、药物分析
analysis of pharmaceutics

检测体液或细胞中
某些代谢产物的分析；

尿液中的氨基酸含
量作为临床诊断糖尿病
的辅助手段；

采用毛细管区带电
泳方式，在11min内分离
17种药物；



采用MEKC模式，
鉴定违禁药物；
效果优于HPLG法



三、手性化合物分析
analysis of chiral compounds

合成获得单一手性化合物相当困难；528种手性合成药

物，61中以单一对映体形式销售，其他为外消旋体；检测分

析也相当困难；研究热点；

R-反应停是安眠药，S-式致胎儿畸形；

HPCE分离分析手性化合物的方法：加入手性选择剂；

形成配合物的稳定常数有差异，结合HPCE的高效率；

常用手性选择剂：环糊精及其衍生物；手性冠醚；手性

表面活性剂（氨基酸衍生物、胆酸钠、牛磺脱氧胆酸及其钠

盐、低聚糖等天然手性表面活性剂）



四、氨基酸与蛋白质分析
analysis of amino acids

采用MEKC模式，在25分钟内分离了23种丹酰化氨基酸；

HPCE可取代传统的氨基酸分析仪；

问题：吸附和检测；



蛋白质分析



五、核酸分析及DNA排序

analysis of nucleic acids and sequence of DNA

重要分析手段；

图，酶解的双螺旋

DNA限制性片段的

分离；



六、新进展
advances and special topics

1.微型化

整体化学分析系统（TAS）及TAS微型化

在硅片上光刻出矩形槽作为毛细管，理论塔板数105/m；

2.联用仪器
CE-MS；

3.阵列毛细管凝胶电泳
应用于人类基因DNA测序；

5～10万个基因，30亿个碱基对，目前最有效的DNA序列

分析仪，10小时/次；可同时电泳24个样品；速度1200碱基对

/小时，提高速度！

100支毛细管阵列电泳；速度280碱基对/小时/支
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