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[提要] 本文提出了用扩散作为高效毛细管电泳的进样方法，解释了此法的原理。用扁管区带电泳法

研究了扩散进样对电泳效率的影响、歧视问题及其抗样品基质干扰的能力，并与常用的电迁移法和虹吸

法进行了比较，指出了扩散进样的缺点。

高效毛细管电泳（HPCE）的效率与很多因素有

关[，其中进样方法是最重要的因素之一，它决定初

始区带的宽度和分布形式，进而影响效率及定性定

量结果。目前已用的方法有：微量注射器、进样阀、电

分流、电迁移(EM)和虹吸(Siph)等法[2]。前三法有死

体积和泄漏问题。注射器与进样阀只可用于内径

100μ蘭m以上的毛细管，且电泳效率低。EM法与Sph

法将样品直接引入毛细管，操作容易，是最常用的方

法。但EM法，尤其是Siph法，抗样品基质干扰能力

差，EM法还存在严重的样品歧视（见后文）。我们提

出的扩散（Diff）进样法，在一定程度上克服了这些问

题。本文报告 Diff法的原理及用扁管区带电泳

(FCZE)[3]测到的结果。

方法原理

当将装好载体的毛细管插进样品杯时，因管口

处存在浓度梯度，样品便扩散进入管中。可用Fick扩

散定律描述这种过程：

C和D分别为样品的浓度和扩散系数；ti为进样时

间；Z轴指向管的深处，原点在管口平面中心上。因

HPCE所需的进样量很小，不影响样杯中的浓度C,

故有：

此即自由扩散条件。若不计D与C的关系，方程(1)

的解为[：

          为正态分布函数。由此可知扩散初始
区带具有图1所示的分布形式。其平均浓度为：

为确定Z→∞蓿，我们略去C/CD＜�55�110-5牟糠郑�

正态分布表查得[：

用梯形近似求和法，即：

其中Φ略写了变量，n为求和步数，令n=40，有：

对(3)求导可得初始区带的几率函数，进而求得

标准方差为：

于是有绝对进样量公式

S为毛细管截面积，C 的单位取 mol/L，其余用M.

S.kg单位。

EM和Siph法的初始区带一般作均匀分布处理

亦即[2,7]：

其中上、下标ES表示EM和 Siph;ΔL为初始区带

宽度；Vim为进样速度，对于EM和Siph法分别为[2]:

μ为样品淌度，μ蘯为电渗率，Ei为进样电场强度；

Δh为液柱高度，K与毛细管的长度、截面积及管中



载体的粘度、密度有关，在选定系统下是一常数。

实 验 部 分

（一）实验装置 实验装置如图2所示。其
中扁管是自制的FEP（聚乙烯丙烯氟化物）管[6]，规格

为0.2×0.65×600/800mm。直流高压电源为美国

Spellman公司的RER40PN型。检测器为瑞典LKB

公司的2238UVCORD S Ⅱ型。大孔圆管7用于Siph

进样及开管电泳。

（二）洗涤 毛细管分别用3ml三蒸水及lml

载体由注射筒推洗，每次电泳后用lml载体冲洗。每

5次电泳后更换一次电极槽中载体。

（三）进样 旋转阀门10连通管7与管4，

调整样品杯高度使其液面与管下游液面严格水平，

将管4开口端插入样品杯中，任其扩散即是Diff法；

如加电压则为EM法；若将管7取出并降低管口高

度便为Siph法。一定时间后复原系统，移走样品杯便

能加压电泳。

（四）试剂 MES（吗啡啉乙磺酸）及MOPS（吗
啡啉丙磺酸）为日本同仁化学研究所赠品，HPMC（羟

丙基甲基纤维素，Ⅱ型）为美国Sigma公司产品，Tris

及其他试剂均为A.R.级，成都化学试剂厂出品。所

有载体均用三蒸水配制。

结果与讨论

（一）电泳效率 进样方法对电泳效率的影

响主要取决于区带的初始方差 σ2和样品与载体的浓

度比ψ。ψ值反映了进样方法的抗区带电场畸变[6,8]

能力，ψ值越小能力越强，反之亦然。σ和 ψ均以近指

数衰减形式影响效率，但它们的贡献不是并行的，当

σψ＜(σψ�))max2×10-7m时，ψ椎的贡献可略，反之，ψ

的作用占主导地位[6]。由(5)、(7)、(9)，在QD=QES

时，我们有：

显然，Diff的σ。可能大于EM或Siph法，但ψD总小

于后两法：

这说明Diff法有很强的抗区带电场畸变能力，可望

获得高效率。实验表明，在第一种情况下，若 σψ＜

(σψ�))ma,Diff法的效率确实不如EM或Siph法，但当

σψ＞10-6m后，Diff法的效率即可高于EM或Siph

法。

对于第2种情况，测定表明，只要CD0＞2.5C

就可使Diff的效率高于EM或Siph法。图3是在CD0

=2.80CES时测定的FCZE结果，Diff法的效率比

E 法高 1/2倍以上。而比Siph法高 1倍以上，CD0/

C 的实测值小于理论值的原因在于：Siph法和EM

法的抗样品基质干扰能力差（见后文）。另外，它们的

区带经历了静止一运动（进样）—静止（停止进样）—

运动（电泳）的不连续过程，出现了惯性加宽作用，使

σES大于理论值。而扩散过程总是存在的，这种加宽

效应很小。

（二）歧视现象与峰的重现性 所谓歧视

现象是指混合物在进样时，因各组分的进样速度不

同而引起进样量不同的现象。从(10)式可知，EM法

存在严重的歧视现象。因为不同组分的μm差别非常

大，极限情况如正、负离子的差别。Siph法的Vi与样

品性质无关，无歧视问题。根据(7)式，diff也存在组

分歧视，但因QD∞�     ，缩小了组分间的差别，并且
扩散方向与组分的电荷性质无关，所以歧视程度很

小。由图3的相对峰高可见，Diff与Siph法很接近，

而EM法则大不相同。EM法这种严重的组分歧视，

容易造成峰的丢失或大淌度组分ψ值过大，从而大

大降低电泳效率，并导致保留时间tR难以确定[8]，即

重现性变差。

（上接第340页）

研究、发展毛细管电泳的毛细管柱、生物工程下游处理的径向柱以及新型细内径色谱柱成为讨论的焦点。讨论中，突出了

要加强柱的研制国产化。会议共评出了15篇优秀论文（请见《色谱》杂志第9卷：第4期第1～�44篇，第6篇，第9～11篇，

第13篇；第5期第2～6篇；最后一篇见八次色谱文集第401页）。

会议期间召开了色谱杂志编委会及色谱学会理事会。方树华同志被评为优秀编辑，张玉奎同志被增补为色谱杂志副



样品基质的组成及进入毛细管中的量是影响重

现性的另一重要因素[9]。使用Dif法时，不管基质的

组成如何，只有存在浓差的组分才可进入管中，且进

入的量十分有限(～10-10mol)，因而Diff法有强的抗

基质干扰能力。相反，Siph法要把样品及其基质原样

引入管中，在有电渗流时，EM法也会大量引入基质，

这就造成了区带与背景的严重差别，干扰了分离过

程。在载体浓度很低或进样体积较大时，基质的干扰

非常突出。

图 4是在样品浓度较低、进样体积较大时的

FCZE实验结果。显然，样品基质除对Diff的峰高有

一定影响外，不改变峰的形状和tR，而对Siph或EM

法的峰高、峰形、tR以及基线都有严重的影响。一般，

只有水配样品才能使EM法或Siph法得到较理想的

结果。这是因为水配样获得的初始区带的电导小于．

背景载体，电泳时承受了较高的电场强度，使样品迅

速离开初始环境进入高电导区。在进入高电导区时，

样品前沿因速度下降产生了类似于等速电泳的锐化

效应[10]。不过，即使在水配样品条件下，Diff法 因进

样时间长、进样误差小亦更容易获得高重现性（见表

1），而EM法，特别是Siph法的进样时间以秒计，易

产生大的进样误差。当然自动进样时能减少其误

差。



表1 Diff法与EM、Siph之FCZE 重叵现性比较* 

（一）定量效果 用对氨基苯磺酸水溶液进行
FCZE测定表明，Diff法的外标校正曲线和线性范围

比EM法大约1个数量级，与Siph法相近，且截距趋

进原点。EM法和Siph法的截距偏离原点较远，原因

还不清楚。在线性范围内，Diff法关于C-Sp和C-hp

的线性相关系数分别是0.9999和0.9998;EM法分

别为0.9985和0.9920;Siph法分别鹞为 0.9980和 0.

9915。Diff法明显优于其他两法，特别是Diff法的

C-hp的良好线性关系，给定量工作带来很大的方便。

定量曲线的详细情况见图5。

（四）注意事项 使用Dif法时要严格使样品液

面与下游液面水平并且需要比EM、�Siph法长2倍的

间歇时间[11]，以保证管中没有任何液体流动。这种限

制，加上较长的进样时间，使Diff法的分析速度大大

降低，这是一大缺点。

结 论

尽管Diff法影响分析速度，但它具有强的抗样

品基质干扰和抗区带电场畸变能力、较好的定量特

性，是值得推荐的方法。另外它和EM法一样可以用

于毛细管凝胶电泳及电色谱[12]的进样，而Siph法则

只能用于有流动性的载体条件。
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Diffusion method was suggested as a sample

introduction means in HPCE The principle of the

introduction and the initial distribution of the zone are

described,and the quantity of sample introduced the

average concentration in the initial zone and its standard

deviation are givenIt was found that the sample matrix

effects and the zone deformation from the background

could be suppressed much greatly when sample was

introduced by diffusion rather than by electromigration

and/or siphonage in the flat capillary zone electrophoresis

（FCZE）. With this method ,the efficiency the

reproducibility of FCZE were improved and excellent

linear calibration plots of concentration vs peak area

were obtained with relative linear coefficients of 09999

for sulfanilic acid etc However diffusion caused

slightly ununiform loading for the ununiform diffusion

coefficients of method Diffusion method decrease the

analysis speed because of its long introduction time.




