
第8章-4 毛细管电泳法 

 (Capillary Electrophoresis, CE)
    

night
Highlight
质谱：真空中的电泳
电泳：带电粒子在溶液中的电泳
带电粒子在空气中的电泳：离子淌度（低端的质谱）
不同离子之间的分离依据都是质荷比



一、电泳现象和平板电泳

L
UEv epepep  

ep :  离子的迁移率 

又称离子的有效淌度，是离
子在单位时间内、单位场强
下移动的距离，是离子的特
性常数，与离子的电荷、体
积等性质有关

平板凝胶电泳在生命科学中
非常广泛的应用于核酸、蛋
白质等生物大分子的分离

night
Highlight
离子在单位场强、单位时间下移动的距离

night
Highlight

night
Highlight



Arne Tiselius –1902-1971

Swedish Scientist in Chemistry

平板凝胶电泳的创始人：

Nobel Lecture, December 13, 1948
Electrophoresis and Adsorption Analysis 
as Aids in Investigations of Large 
Molecular Weight Substances and Their 
Breakdown Products

“A new apparatus for electrophoretic 
analysis of colloidal mixtures” 
Transactions of the Faraday Society, 33 
(1937) 524.  Citation: 723

There has always been a 
close contact between the 
methodological work and the 
research into special 
problems where the methods 
find their application. 

night
Highlight
色谱对于分离不同核酸和蛋白的效果并不好。
不同核酸和蛋白的差距并不大



制胶                       点样

分离                       显示

平板凝胶电泳的缺点：由分离电压低所引起的：

1. 分离效率低

2. 分离速度慢



Jorgenson and Lukacs
Anal. Chem. 1981, 53, 1298
Citation: 2008

Prof. James W Jorgenson
Department of Chemistry
University of North Carolina 

毛细管电泳创始人



2. 毛细管电泳法的特点

l 分离效率高，几十万-百万塔板数/米；

l 分离速度快；

l 分离模式多；

l 应用范围广；

l 绝对检测量小，样品用量少；

l 仪器简单，分析成本低

   

night
Highlight
毛细管电泳可以加大电压（毛细管中灌凝胶，横截面积小，长度大，电阻极大，电流小，不会产生显著的热效应影响实验结果）

night
Highlight
检测是一个问题。
（目前LIF检测器是一种比较好的检测方式，适应毛细管的体积。紫外就不行）



二、 毛细管电泳分离的基本原理

   1. 基本装置

定性：迁移时间       

定量：峰面积/峰高

night
Highlight
把色谱法的塔板理论直接移植过来了

night
Highlight
对应到色谱的保留时间



2. 电渗现象  (Electroosmosis )
（1）石英毛细管的表面结构和电渗流的形成

      Electroosmotic flow (EOF)      

L
UEv eofeofeof  

eof :  电渗迁移率(电渗淌度)     Electroosmotic mobility

night
Highlight
水化凝胶层->形成双电层。
电渗流：由于形成的双电层结构，毛细管内液体在电场作用下迁移会带动整个外部溶液（吸附在毛细管表面的部分）顺着电场方向迁移。
（一个同心圆往前移）
（中间流速最快，管壁流速接近0）
（前端是一个近平面流形迁）

night
Highlight
电渗迁移速度公式。μ：电渗迁移率。U：加的电压。L：两电极间的距离。



（2）电渗流的特点

平头流

电渗流和压力流的流型对比

这就是为什么CE比HPLC柱效高的主要原因

night
Highlight
平头流得到的峰形更好

night
Highlight



流动开始后0、66、 165毫秒时荧光染料在毛细管中的谱带分
布图象。兰色处染料的浓度最高，红色处染料的浓度最低。
（P.H. Paul et al, Analytical Chemistry, 1998, 70, 2459）

        压力流                                     电渗流



（3）影响电渗流因素

l与电场强度有关

l毛细管的材料有关

l与缓冲液的pH有关 

L
UEv eofeofeof  

l 与缓冲液的离子强度有关

      浓度大，电渗流小

l 与毛细管表面的性质有关

     污染后，电渗流明显减小

Na2HPO4缓冲液：

 1. 0.01 mol/L
 2. 0.02 mol/L  
 3. 0.05 mol/L 

night
Highlight
玻璃，石英，聚四氟乙烯

night
Highlight

night
Highlight
酸碱性影响硅酸性质，进而影响双电层厚度等性质

night
Highlight
离子强度越大，双电层厚度越小，电渗流低

night
Highlight



电渗流在毛细管电泳中的重要意义：

l 驱动作用: 使正离子、中性分子、负离子一起向阴

                     极迁移。 但对不同组分不具分辨能力。

l 调节EOF，影响分离速度、柱效和分离度

l 毛细管内表面状态对EOF有非常大的影响，EOF的

    微小变化会显著地影响分离和分析的重现性。

night
Highlight

night
Highlight



3. 毛细管电泳分离的基本原理
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中性分子，

负离子，

正离子，

night
Highlight
每种粒子的速度都由两部分组成（除了中性分子）
一部分是电渗速度，一部分是电泳速度

night
Highlight
负离子的电泳速度是反向的。
而电渗速度都是朝前带动的

night
Highlight
中性分子只有电渗速度
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组分的迁移时间：

分离电压
毛细管的总长度

窗口的毛细管有效长度
从毛细管入口到检测

:U
:L

:Lef

:  有效淌度, 是离子的特性ep

所以，不同的(离子)组分具有不同的迁移时间——
定性分析的依据

  ：为表观淌度，其中apeofep 

night
Highlight
为离子的有效淌度加上电渗淌度

night
Highlight
与组分的质荷比相关
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毛细管电泳中理论塔板数一般 n 可达几十万，原因：

       EOF为平头流：涡流扩散、液相传质扩散可忽略

       无固定相：无固相传质阻力

4. 毛细管电泳的柱效（Column efficiency）
     与色谱一样，柱效理论塔板数 n表示，

(1)   毛细管电泳的理论塔板数 n

night
Highlight
直接移植色谱的概念。
拿塔板数去衡量分离效率，而该概念和原理没关系



(2)影响毛细管电泳分离的因素

1）纵向分子扩散引起峰变宽

   ——扩散系数，温度，扩散时间

2）进样引起峰变宽   纳升级-皮升级

3）焦耳热引起峰变宽   径向温度梯度  管径 散热

night
Highlight
电压加高->电流大->产生焦耳热->径向温度梯度->影响分离效果

night
Highlight

night
Highlight



焦耳热-电流的热效应：

      Q=I2Rt 

Q 与毛细管的尺寸、电解质的种

类和浓度、分离电压和工作时间

有关。

Q 直接关系到毛细管内部电解质

的温度。当焦耳热通过毛细管壁

向环境散逸时，在毛细管内部形

成径向温度梯度。

3) 焦耳热

毛细管内温度的径向分布

毛细管的横截面

night
Highlight
径向温度梯度的两个影响
热量扩散形成径向温度梯度->径向上液体扩散速度不同。
（中心热两边冷还会形成对流->搅动）



径向温度梯度所造成的不良后果：

l 溶液的密度不同，引起对流，使区带扩张

l 溶液的黏度不同，使迁移率发生变化，区带扩张

    温度变化1度，黏度和淌度变化 2-3 %

    小内径毛细管的温度梯度小，区带扩张小，柱效高。

          CE倾向于使用小内径毛细管

night
Highlight

night
Highlight

night
Highlight

night
Highlight
可以减小径向温度梯度的影响



三. 毛细管电泳仪

l 毛细管

l 高压电源

l 缓冲液池和电极

l 进样系统

l 检测系统



1. 毛细管

  弹性石英毛细管   （fused-silica capillary）
    熔硅毛细管+聚酰胺保护层

    外径：350 ~ 375 微米       内径： 25， 50， 75，100 微米

    长度：10-100  厘米可选

     2. 高压电源

           输出电压：10~ 30 kV
           最高电流：200 ~ 300 A

    3. 检测系统

  ——紫外检测器   灵敏度低（光程短）

    ——激光诱导荧光检测器   灵敏度高, 需标记衍生

    ——电化学检测器  灵敏度高 适于电活性物质

night
Highlight
最适于用于毛细管电泳的检测



紫外检测器  

检测原理——郎伯-比耳定律

0lg IA cl
I

 

特点

Ø 适合于测定有紫外吸
收的化合物，通用

Ø 灵敏度低（光程短）

night
Highlight
不适于用于毛细管电泳体系的检测



激光诱导荧光检测器

特点:

l    灵敏度高, 

    10-9~10-11 mol/L

l   具有天然荧光的

化合物少，常用于生

物大分子用荧光试剂

标记后分离检测



4.进样系统

压力进样

依靠压力将组分引入
毛细管  

      

电动进样    

  依靠电渗和电泳作用

将组分引入毛细管  

对淌度不同的离子有歧视效应

night
Highlight
利用高度差产生的液压进样

night
Highlight
直接利用电泳电压进样

night
Highlight
电动进样的缺陷。带正电的粒子会最先进入毛细管。（正离子多了电渗淌度）



六.温控（冷却）系统

温度对电泳电流的影响

1. 空气自然对流；2. 空气强制对流; 
3. 电制冷却.

Ø 自然冷却(室温)

Ø 风冷

Ø 液冷



四 毛细管电泳分离模式

1.毛细管区带电泳（Capillary zone electrophoresis, CZE）
 

2. 胶束电动毛细管色谱（Micelle Electrokinetic Capillary 
Chromatography, MEKC)
    

3. 毛细管凝胶电泳（Capillary Gel Electrophoresis, CGE)
   
4. 毛细管电色谱（Capillary Electrochromatography, CEC)
   

night
Highlight
不灌凝胶

night
Highlight
为了使毛细管电泳能用于中性粒子的检测



四 毛细管电泳分离模式

1.毛细管区带电泳（Capillary zone electrophoresis, CZE） 

  ——基本分离模式，工作电解质—缓冲溶液 

  ——分离原理——按离子组份的电泳淌度的差异实现分离

                  组分质荷比差异

  ——影响因素：缓冲液种类、pH值、浓度；场强

night
Highlight
用的不是凝胶

night
Highlight

night
Highlight



pH 2.5

pH11.0

pH 4.0

2-3 组分因正电荷数差别小，不
能完全分离

pH 4.0 时，电渗流小。5、6  组分带
负电，迁移方向与电渗流反向，不能
向负极迁移而无法到达检测窗口

pH11时，电渗流增大，仍能使带负
电荷的组分向负极迁移，组分间的
电荷数差异适当，所有组分达到完
全分离

（邓延倬，高效毛细管电泳， p. 69）

缓冲液pH值对小肽分离的影响

night
Highlight
对分离的影响很明显。
pH影响组分带电量和带电性质



分离电压对分离效果的影响

组分：1)2,4-,   2)2,3-,   3)2,6-,    4)2,5--二羟基苯甲酸

场强—电流曲线

night
Highlight
分离电压越大，分子扩散效应越小，分离效果越好。但是电压大到一定程度一定会有焦耳热效应



2. 胶束电动毛细管色谱（Micelle 

Electrokinetic Capillary 

Chromatography, MEKC)

    ——表面活性剂胶束作为流动固

定相，同时分离离子性与中性组分

night
Highlight
胶束：表面活性剂达到临界胶束浓度时形成胶团。
胶团：内表面是亲水基团，外表面为带电基团

night
Highlight
能够分离中性组分

night
Highlight



MEKC分离中性化合物的原理

night
Highlight
胶束带负电->在流动过程中落在后面。
中性分子有疏水性，能够部分溶解在胶束中->胶束带着中性分子实现分离（根据中性分子在胶束中溶解度的不同实现中性分子的分离）
携带中性分子的胶束出峰时间都在“纯胶束”之前



MEKC 的迁移时间窗口

to: 完全溶于水的中性溶质的迁移时间（电渗流）
tmc：完全溶于胶束的溶质的迁移时间
tr ：适度溶于胶束的溶质的迁移时间
to—tmc: 时间窗口



MEKC分离芳香

化合物

50 cm 毛细管，

塔板数250 000



3. 毛细管凝胶电泳（Capillary Gel Electrophoresis, CGE)
   
   ——毛细管内填充聚合物凝胶, 多孔，亲水

   ——适于分离蛋白质核酸等大分子物质    第一代DNA测序

毛细管凝胶电泳的特点

l 凝胶流动性差,无对流扩散

l 基本无电渗流,靠电泳分离

l 分子扩散和管壁吸附小

分离效率非常高   N﹥106

常用于生物高分子,  如DNA的分离

night
Highlight



毛细管电泳DNA测序分离谱图

Dovichi                                Kambara



第一代测序仪

第二代测序仪

第三代测序仪



4. 毛细管电色谱（Capillary Electrochromatography, CEC)

   ——毛细管内填充固定相，电场驱动流动相

   ——色谱与电泳的结合，理论分离效率极高。

          实际实验中，容易产生气泡，影响系统工作可靠性



 研究背景

 高速毛细管电泳，典型代表—芯片毛细管电泳   > 4000篇

    High-Speed Capillary Electrophoresis，HSCE

 常规毛细管电泳进样方法（nL级）不能满足

    高速毛细管电泳对（pL级）进样的要求

 要素

l 高分离场强（>500 V/cm） 

l 短分离距离（<10 cm） 

l 窄进样区带（~100 pL）

 主要特征

l 高分离速度（<100 s）

l 高分离效率（>1,000,000 N/m） 

                      （<1 m）

微流控皮升级试样引入-高速毛细管电泳



不同的高速毛细管电泳模式 

光门
进样

流动门
进样 

芯片
十字通道

进样

 微流控芯片进样特点

l 微米级通道液流的操控，完成皮
升级进样

l 开创芯片毛细管电泳新时代

l 发表论文 > 4000篇

l 加工和操作复杂，专利保护



微流控皮升级平移自发进样

 

(a3) 

(a4) 

(a5) 

(a2) 

(b3) 

(b4) 

(b5) 

(b2) 

(c5) 

(c4) 

(c2) 

(c3) 

(b1) (c1) 

100 μm 100 μm 

0° 90° 90° 

500 μm 

(a1) 3.9 nL 40 pL
nL级自发进样

1.4 nL

新现象
液滴分裂

新方法
pL级平移自发进样

Anal. Chem., 2009, 81, 3693 



l 有效分离距离： 50 mm
l 分离时间： < 21 s 
l 分离效率：0.2 - 0.3 µm 塔板高度

                      3,230,000 - 5,000,000 /m
l 分辨率：163,000 - 251,000 塔板

应用于氨基酸高速毛细管电泳分离

Anal. Chem., 2009, 81, 3693 

分离速度和分离效率达到甚至超过多数芯片毛细管电泳系统



平移自发进样—高速毛细管电泳系统

中国发明专利，专利号： ZL 200610052734.X
Anal. Chem., 2009, 81, 3693 



微流控平移自发进样高速毛细管电泳分离

中国发明专利，专利号： ZL 200610052734.X
Anal. Chem., 2009, 81, 3693 



分离性能

l 有效分离距离： 50 mm
l 分离时间： < 21 s 
l 分离效率：0.2 - 0.3 µm 塔板高度

l 分辨率：163,000 - 251,000 塔板

l 有效分离距离： 15 mm
l 分离时间： < 5.5 s 
l 分离效率：0.4 - 0.5 µm 塔板高度

l 进样体积：40 pL
l 有效分离距离： 5 mm
l 分离时间： < 1.7 s 
l 最高分离效率：0.7 µm 塔板高度



应用于手性氨基酸分离

l 有效分离距离： 15 mm
l 分离缓冲液：5 mM borate buffer (pH 9.2) 
                          8 mM -CD, 12 mM STC
l 分离时间： < 7 s 
l 手性对映体分离度：1.10-1.95



LIF detector

Electrode

Buffer

Electrode

Sample

Buffer

 ̶     



l 有效分离距离： 50 mm
l 分离时间： < 21 s 
l 分离效率：0.2 - 0.3 µm 塔板高度

                      3,230,000 - 5,000,000 /m
l 分辨率：163,000 - 251,000 塔板

应用于氨基酸高速毛细管电泳分离

Anal. Chem., 2009, 81, 3693 



不同的高速毛细管电泳模式 

光门
进样

流动门
进样 

芯片
十字通道

进样

平移
自发
进样 

 平移自发进样特点

l 自主知识产权

l 结构简单，容易微型化

l 操作方便，全自动化

l 通用性好

 微流控芯片进样特点

l 微米级通道液流的操控，完成皮
升级进样

l 开创芯片毛细管电泳新时代

l 发表论文 > 4000篇

l 加工和操作复杂，专利保护



Anal. Chem., 2009, 81, 3693

Electrophoresis, 2010, 31, 3184 Electrophoresis, 2011, 32, 1

平移自发进样的应用拓展

毛细管胶束电动色谱 (MEKC)  

毛细管凝胶电泳 (CGE)  

Anal. Chem., 2009, 81, 3693

毛细管区带电泳 (CZE)  

氨基酸  手性氨基酸  
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  DNA
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