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高效毛细管电泳

高等仪器分析



电泳与电泳分析
在外加电场作用下，带正电的化合物分子向电场负极移

动，带负电的化合物分子向电场正极移动。利用这种现象对

物质进行分离分析和性质研究的技术称之为电泳技术。

生命大分子如蛋白质、核酸、多糖等常以颗粒分散在溶

液中，它们的净电荷取决于介质的pH或与其他大分子的相互

作用。电泳法大量地用于生物、生化样品中带电荷组分的分离

分析。

毛细管电泳（CE） ，又称高效毛细管电泳（HPCE），

统指以高压电场为驱动力，以毛细管为分离通道，依据样品

中个组分之间淌度和分配行为上的差异而实现分离的一类液

相分离技术。

高效毛细管电泳是在经典电泳分离法于20世纪、九十年代

快速发展起来的新技术。



毛细管电泳发展简史
电泳起源于1900s初

Arne Tiselius于1937年通过移界电泳技术分

离几种血清蛋白质，标志着电泳成为一种

分离分析技术。

Stellan Hjerten于1967年建立了第一台“毛

细管（3mm i.d.）”电泳装置并进行了最初

的实验。

James Jorgenson于1981年报道了真正的毛细

管电泳以及生物分子的高效分离。



第一台毛细管电泳装置
Uppsala University, 1959





Jorgenson获得的首张高效毛细管电泳图

采用75μm （Pyrex）玻璃毛细管做CZE，利用电迁移进样和在线荧光检测，在
30kV电压下分离丹酰化氨基酸样品，获得400,000塔板/米的高柱效。

预言：毛细

管电泳技术

会为大分子

的分离分析

带来巨大而

深刻的变化，

具有潜在的

应用前景。



早在一百多年以前，人们就开始进行电泳实验。在一个盛有溶液的U型管中，

在两端电极加上几百伏电压后，实现了对毒素和抗毒素的分离。后来，为了防

止电泳完成后的溶液，再次发生对流混合，进一步采用各种稳定介质，如琼脂、

纤维粉、玻璃丝、硅胶和聚丙烯酰胺等进行电泳分离。



为什么毛细管电泳：经典平板胶电泳的缺点

经典平板电泳：
分离速度与分离柱效：低

焦耳热：低电场

人工操作：

制胶、上样、电泳分离、染色等

重现性

毛细管电泳
内径： 20–100 μm (375 μm 外径）
长度： 20–100 cm
外部涂层：聚酰亚胺
高比表面积有利于散热，可以使用高电压（30千伏）



毛细管相对于平板胶的优势：比
表面积

平板胶电场≈15–40 V/cm

毛细管柱电场：800 V/cm 可施加电压：30,000 V



毛细管电泳的其它优势

溶剂消耗量：极低（微升级）

样品需求量：极低（纳升级）

分析速度：几秒-几分钟

分析自动化，高重现性



90年代毛细管电泳的大发展

三个关键因素：

高灵敏度的检测器

自动化的仪器

高质量的细内径毛细管

商品化仪器的出现：

Beckman Coulter MDQ CE

Hewlett Packard/Agilent HP3D

Waters Quanta CE

Thermo…

各种相关技术不断涌现：

毛细管涂层技术，胶束电动色谱，毛细管等电聚焦，毛细管凝胶电泳，无胶筛分，二维

毛细管电泳



毛细管电泳家族

CZE：最简单、最常用
加入表面活性剂：MEKC
加入两性电解质：CIEF
加入筛分胶：CGE



毛细管电泳仪器与运行

恒温系统：液冷体系（Beckman Coulter），气冷体系（Agilent）。
加压系统：空气泵1-100 psi（Beckman Coulter ），外挂（N2）气体钢瓶
1-12 bar（Agilent ）。
电泳的“正向”（Normal Polarity）：入口端（+），出口端（-）。



基本电泳理论

qEF 
电场力

一、电泳与淌度
在外加电场中，带电质

点受到的电场力作用，会

沿着支持介质向相反电性

的电极方向移动。在很稀

的溶液中，带电质点所受

的电场力等于所带净电荷

与电场强度的乘积：



在泳动过程中，带电质点会受到一个相反
方向的摩擦力：

F v f
摩擦力

 
对于小的球型质点，摩擦系数为：

r6f 
当电泳达到平衡（<10-11s）时，质点的泳动速

度是恒定的：

F电场力 = - F摩擦力
E q rv  6

迁移速度为： v
E q

r
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在电泳技术中，带电物质在电场中的移动行为常以

迁移率或淌度（mobility）表示，电泳淌度定义为

单位电场强度下带电质点的迁移速度：




 
v

E

q

r6

通过实验可以测定：

   



v

E

d

t
V

L

d L

V t式中，d为带电质点迁移

的距离 (cm)，L为支持物

具有的有效长度 (cm)，t

为通电时间(s)，V为施加

在支持物两端的实际电

压 (V)。

d



影响电泳大小的因素

● 带电质点的性质 ：带电质点的直径、形状以及所

带的净电荷量对泳动速度有较大的影响。一般的说，

净电荷量大，分子半径小和越接近球形，其淌度越

大。

● 电场强度：又称电位梯度。电场强度越高，电泳

速度越快，分离时间越短。

◆常规电泳：< 500V，E为2~10V/cm

◆毛细管电泳：10 ~ 40 kV，E为20 ~ 200V/cm

v
E q

r
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●溶液性质
pH值：决定物质的离解程度，即溶质所带的净电荷量。
在电泳实验中，不仅要使用缓冲溶液保持稳定介质的pH，
而且要根据样品性质，控制合适的pH值。例如蛋白质或
氨基酸往往有一等电点，这时它们的静电荷为零。pH越
远离pI，它们的静电荷越大。

离子强度：一般控制在0.02-0.2之间 。离子强度越大，
泳动速度越慢。若离子强度过低，则缓冲能力差，往往会
因为溶液pH值变化而影响泳动的速度。

溶液粘度：淌度与粘度成反比



电渗流（Electroosmotic flow, EOF）

pKa range (4–6) 硅醇键
双电层：致密层, 扩散层
定向液流：电渗流的“泵”效应

Late 1800s, Helmoltz进行了最初的研究
玻璃管中电解液在电场下发生定向移动
电渗流是毛细管电泳中最重要和最基本的现象之一



EOF在CE分离中具有重要的意义

在多数水溶液情况下，EOF速度比电泳速度

快5~7倍。因此，CE可进行正、负离子和中性

化合物的同时分离。注意此时的中性化合物总

是与电渗流同速，但中性化合物之间不能分离

（加入胶束、固定相等可以使中性化合物迁移

发生变化，从而产生分离）。



在一般情况下，玻璃类毛细管内壁表面常带负电

荷，电渗流方向朝向负极。电性物质在毛细管中

的迁移速度：

v+ = veo + vep v = veo v- = veo - vep

（＋） （－）

EOF

阴离子 中性 阳离子

检测

进样



EOF的高效性

抛物线状的层流 扁平流或称塞流

压力流 电渗流



电渗流速度

毛细管内的电渗流的线速度为： v E EEO EO   



式中，EO是电渗迁移率，即在单位电场强度下，电渗流的

线速度。Zeta电位可表示为：
   4 /

式中， ρ是毛细管表面电荷密度，δ为双电层厚度。按电化

学理论，δ等于1/K，因此有

    4 1/ /K I

式中，K为德拜-休格尔常数；I为溶液的离子强度。由此可

见，增大电解质的离子强度，将降低Zeta电位和电渗流。



（1）电场强度

（2）毛细管材料

（3）溶液的pH：影响毛细管壁

的电荷特性，进而影响电动电

位、电渗流大小。

（4）电解质溶液成分与浓度

（5）添加剂

（6）温度

影响电渗流的因素



电渗流的控制

l 对毛细管内壁进行适当的化学修饰，以减

少管壁对溶质的吸附；

l 调节缓冲液的pH值及缓冲液浓度。降低

缓冲液浓度可降低电流强度，减少管内溶液

的温差；

l 加入表面活性剂或手性试剂（如环糊精）；

l 加入适量的有机溶剂以降低电渗速度。



电渗流驱动的电泳过程



电渗流的特点

CE的电渗泵与HPLC的高压机械泵对比，
EOF驱动液流简单
EOF对实验条件敏感，如pH。

对分离的影响：正电，中性，负电
EOF标志物

中性标志物（Neutral marker）
dimethyl formamide (DMF), dimethyl sulfoxide (DMSO)

带电标志物（Frontal marker）

vi =μappE = （μep+μeo）E分析物的迁移：电泳+电渗

毛细管电泳中的一个经典问题：如何控制电渗流？

电泳分离柱效
理论塔板数

峰展宽的因素

N =5.54(L/w1/2)2

σ2
tot = σ2

diff + σ2
T + σ2

inj + σ2
wall



焦耳热

在电泳实验中，焦耳热是影响分离效率和分离速

度的主要因素之一。焦耳热与外加电压，毛细管内

径和缓冲液浓度有关。采用细毛细管可以降低焦耳

热，同时缩短传惹路径，增加散热面积。加上一定

的冷却技术，使得毛细管电泳的焦耳热影响大大降

低，为高效分离创造必要的条件。

2

b2
EC

Lr

VI
Q 


 0.5 ~ 5W/m；径向温度梯度

因电流通过而产生的热称为焦耳热。在电泳实验

中，焦耳热会引起分离系统温度的变化，降低分辨
率。电泳过程的焦耳热为：



0    距离 r

T

毛细管电泳过程中焦耳热-温度曲线

焦耳热的“危害”（温度效应）
●分离度 ●数据重现性

CE需要好的恒温（冷却）装置



毛细管的准备
毛细管的切割：瓷片，专业切管器，玻璃片
检测窗口的制备：直接烧除，热酸或热碱溶去，透明毛细管
注意：窗口处非常脆，易折断！！！
预平衡：0.1M NaOH, H2O, 电泳缓冲液
电平衡：电泳缓冲液+电场
商品化毛细管：疏水涂层，亲水涂层
毛细管内壁改性剂：动态改性，非永久性预涂



毛细管电泳方法建立策略



毛细管电泳常用添加剂



施加电压的优化



温度的优化

40◦C35◦C30◦C25◦C



pH的优化



缓冲液体系的优化



背景盐的影响



毛细管电泳与高效液相色谱对比
电泳和色谱分离原理不同，是两类最重要的液相分离分析技术。

◆ 相同的差速分离过程。

◆ 相同的物质传输理论来描述。

生物大分子的分离

色谱：

两相分离过程，回收率差

扩散系数小导致低效

电泳：

单相过程，回收率好

扩散系数小导致高效

分离的柱效：色谱几万塔片每米；电泳几十万到几百万

分离成本：色谱高；电泳低

仪器成本：色谱高；电泳低



毛细管电色谱


