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生命科学研究的迅速发展对生物大分子的分离

分析提出了更高的要求，促使人们不断研究和开发

新型的高效、快速、选择性好的分离分析方法。传统

的电泳技术是目前生物化学及分子生物学实验室中

常用的分离分析和制备手段，但它周期长，操作繁

琐，难以定量和自动化。高效液相色谱法在分析蛋白

质、多肽及核酸等生物大分子时，因样品组分扩散系

数小，传质阻力加大而分离效率较低。

高效毛细管电泳(HPCE)，是近十年特别是近

三、四年来迅速发展起来的一项新型分离分析技术。

它将电泳方法与色谱技术相结合[1]，具有高效、快

速、分析所需样品量少、易自动化等优越性，在分析

化学各领域都显示了其应用潜力，并且由于它的理

论分离柱效与样品组分扩散系数成反比[2]，使它尤

其适合于生物大分子的分析。目前应用高效毛细管

电泳分离分析蛋白质、多肽及核酸等生物大分子的

研究十分活跃。

已有一些综述总结了HPCE在生物样品（蛋白

质、肽、氨基酸、核酸组分等）分析中的应用[3-6]。本文

只讨论目前应用最为普遍的毛细管区带电泳(CZE)

在蛋白质、多肽分析中的进展和仍然需要解决的一

些问题。

一、CZE分离蛋白质、多肽的理论研究

蛋白质、多肽是多价态、多官能团、带电荷的生

物大分子，其形状、大小、电荷数是影响分离的主要

内在因素。分离体系中缓冲液种类及其浓度、离子强

度、pH值及各种添加剂都可能对蛋白质、多肽分子

上各种官能团产生不同的影响，从而影响其分离过

程〔3〕。

McManigill等[7]对影响蛋白质分离的主要因素
进行了总结，Grossman等[8]仔细研究了CZE中缓冲

液pH值及肽组成对分离效率和分离度的影响，并认

为pH值是影响分离选择性的主要因素。

Nyber9]证明对于小肽，其电泳相对迁移时间

与M2/3/Z(M是分子量,Z是电荷数)成正比，这一结

论对某些多肽也成立[10]Grossman11]研究了40多

种肽在CZE中的迁移行为，提出CZE中肽迁移率u

的经验公式：

u=5.23·10-4·ln(q＋ 1)/n0.43＋2.47·10-5

n是氨基酸残基数，q是净电荷数。

Deyl1]发现许多蛋白质的CZE相对保留时间

与其等电点(pI)值之间有近似的线性关系。

Compton[12,13]运用Debye-Hckel-Henry理论，提出

蛋白质迁移率u的半经验公式：

u＝K(1)·Za[K(2)·M1/3＋K(3)*I1/2·M/3]

其中K(1),K(2),K(3)分别是与蛋白质分子大小，

形状及介质的性质有关的常数，并进一步研究了蛋

白质计算价态（Zc）与实际价态（Za）关系，认为其比

值为蛋白质分子量、电荷数及溶液离子强度I的函

数，Mosher[14]则建立了一个蛋白质电泳行为的数学

模型，用计算机进行模拟处理。

目前，对于蛋白质、多肽CZE分离的理论研究还

不成熟，大多为经验或半经验法。

二、CZE分离蛋白质、多肽应解决的技术问题

（一）吸附问题

从理论上预测，CZE对蛋白质等大分子分离效

率很高（N�1 106以上），但在实际分析中却难以实

现，这主要是由于蛋白质等大分子易吸附于毛细管

内壁，不仅造成峰对称性差，大大降低了分离柱效，

而且由于吸附改变了毛细管内壁表面结构，使出峰

时间和出峰面积都不重现，难以准确地定性和定量。

吸附是蛋白质、多肽分离中遇到的严重问题。

Lauer等[15]提出蛋白质与毛细管内壁间的非特

异性吸附主要来源于毛细管内壁硅羟基离解形成的

带负电的吸附点与蛋白质、多肽分子中带正电的官

能团之间的静电引力。

许多研究工作正致力于解决吸附问题，其解决

途径可分为如下三类：



1.调节缓冲液 pH值 采用极端pH值的缓冲

体 系，或是在低pH值下(pH 3)，抑制硅羟基离

解[16]，或是使pH值高于所分离的蛋白质的等电

点[15,17]，都能减小吸附，如Lee等[17]采用高pH值的

硼酸盐缓冲体系分离蛋白质，并指出在每次分析间

隔中用1mol/L的NaOH清洗毛细管可提高分离的

重现性。由于蛋白质等大分子的多样性，仅调节pH

值只能解决部分吸附问题，而且限制pH的使用范围

会限制分析方法的选择性，过高或过低的pH值还可

能引起蛋白质的变性。

2．毛细管内壁处理 Jorgenson等[18]在早期的

CZE研究中，借鉴了色谱柱内壁处理法来解决蛋白

质的吸附问题，目前已有多种内壁处理方法出现，主

要有：(1)直接涂渍法，将涂渍物直接涂在毛细管表

面，如两亲化合物涂层[19,20]；或再加入交联剂实现涂

渍分子间的交联聚合，提高涂层的稳定性，如甲基纤

维素[21]聚乙烯亚胺(PEI)[22]、聚谷氨酸甲酯[23]涂

层。(2)毛细管内壁硅烷化，通过双官能团交联剂，将

涂渍物键合到毛细管内壁上，如聚丙烯酰胺[21,24]、聚

乙烯毗咯烷酮[16]、丙基甘油醚基-甘油[16]、乙二

醇[18,25]，聚乙二醇(PEG)[26,27]麦芽糖[25]、五氟苯

(AFP)[28]ⅵ-乳清蛋白[29]等涂层，此外还有先在毛细

管内壁键合上十八烷基硅烷，再涂一层Tween或

Brij系列的非离子表面活性剂[30]的方法。

大多数涂渍毛细管只能在酸性条件下使用，能

适用较宽pH使用范围的涂渍方法有 Regnier等的

PEI涂层[22](pH 2-12)及非离子表面活性剂涂层

(pH 4-11)[30]。Novotny[24]采用改进的聚丙烯酰胺

聚合法，以CH2=CHMgBr为偶联剂，通过 Grignard

反应，用SiC键涂层代替SiO SiC键合涂层，

提高了其稳定性，也扩大 pH使用范围（pH2－

10.5。

对于等电点（PI）高的碱性蛋白质，利用可使内壁

电荷反号的涂层[19,22,31]，获得了较好的分离效果。

虽然内壁处理法的研究十分活跃，并已有商品

化的HPCE涂渍毛细管出售，但这种方法也存在局

限性：涂层在掩盖吸附点的同时，可能使电渗流大大

减小甚至完全消失，这样就限制了所能分离的样品

组分的范围，也增加了分析时间；涂渍毛细管寿命较

短，硅烷化涂层一般在碱性条件下不稳定；难以使一

系列同样方法处理的毛细管得到相同的分析结果。

3.缓冲液中加入添加剂 Jorgenson等[32]发现

使用高离子强度的缓冲液能减小蛋白质的吸附，他

们[33]在缓冲液中加入各种碱金属盐进行比较，结果
以K2SO4(0.25mol/L)效果最好。Stover[34]等也用类

似的方法改善了组氨酸化合物等的分离。然而高离

子强度缓冲液也带来一些限制：为了避免产生过量

的焦耳热，只能使用较低的分析电压，延长了分析时

间，降低了分离柱效；或只能选用内径较细的毛细

管，提高了对检测器灵敏度的要求。

Bushey等[35]提出使用两性离子添加剂不仅能

减小蛋白质与毛细管壁及蛋白质分子之间的相互作

用，而且不增加溶液的导电性，对电渗流影响小，为

优化蛋白质分离提供了较大的选择范围。他们用含

2mol/L三甲基甘氨酸内盐及 0.1mol/L K2SO4的缓

冲液取得了很好的效果。Waters公司研制了带季胺

基及磺酸基的两性离子[36]。这些两性离子适用pH

范围广且UV吸收低，用1mol/L的两性离子即可有

效地减小溶菌酶的吸附。此外还有报道用两性离子

(Z60)结合壁涂渍方法分离蛋白质[37]。目前理想的两

性岳离子种类少且价格较贵。

其它的添加剂还有：用乙二醇改善乳清蛋白等

的分离[38]，尿素变性试剂分离膜蛋白[39氟化阳离

子表面活性剂分离碱性蛋白质[40]等。
以上各种解决吸附的方法各有利弊，蛋白质、多

肽等大分子的多样性使单一的方法不能完全胜任分

离需要，吸附问题的彻底解决仍需大量的研究工作。

（二）检测问题

除吸附之外，蛋白质、多肽分析所面临的另一个

问题是缺乏灵敏的检测器，常用的检测方法是在

200nm附近的柱上UV吸收法，其灵敏度与光程成

正比。尽管已有一些工作对HPCE的UV检测器进

行了改进[41-43]琀HPCE使用内径细小的毛细管仍然

限制了UV检测的灵敏度。

采用高灵敏度的荧光检测法，对于氨基酸、小肽

的衍生化荧光分析法已取得了成功，但对蛋白质、多

肽等多官能团结构的组分进行衍生时，则可能使一

种组分产生多个荧光标记产物，经CZE分离后出现

多个峰[44,45]。为此已有为CZE专门设计的柱后反应

器出现[45,46]，但柱后反应器往往造成区带扩展，影响

分离效率，也有的研究采用柱上衍生[44]或间接荧光

法[47]
三、CZE分离分析蛋白质、多肽的实际应用

虽然蛋白质、多肽的CZE分离分析还存在着上

述技术上的问题，但仍在应用上取得了一些可喜的

成果。目前CZE的实际应用主要包括以下几个方面：

（一）蛋白质、多肽的分离及纯度鉴定

CZE高效、快速、简便的特点使其在蛋白质、多

肽分离及纯度鉴定方面应用日益普遍，尤其是生物

技术和基因工程中大量生物合成的蛋白质、多肽能



用CZE进行有效的分离分析，以确定产品的纯度、均

一性及生产过程的可靠性。人们已用CZE分析了生

物合成的人胰岛素[48]、生长素[48-51 糖蛋

白[6,20,51,52]、红细胞生成素[53]、组蛋白[54]及其它一些

生物合成酶、多肽[55-60]

在蛋白质、多肽的氨基酸顺序测定时，其酶解或

化学降解后形成的肽段一般需经RP-HPLC分离后

再进入氨基酸自动分析仪进行序列测定，用CZE可

快速扫描RP-HPLC分离后的肽段是否为纯肽[6,6，
既节省时间和费用，消耗样品量又少。Aeberold[61]设

计了一种柱上电泳富集方法，使CZE适用于分析

RP-HPLC分离后稀浓度的肽段，认为CZE是鉴定

HPLC收集的毫克级以下肽段纯度最有效的方法。

（二）蛋白质、多肽的结构分析

用CZE分离蛋白质、多肽降解产物，得到的“指

纹图谱”可提供蛋白质、多肽的结构信息[48-50,62-65]，

与RP-HPLC相比，CZE分离选择性有所不同，并能
大大减少分析时间[50]

CZE与MS(质谱)联用为蛋白质结构测定提供

了更有力的手段，采用CE-FAB（快原子轰击离子

源)-MS[66-68]或CE-ESI（电喷雾离子源 -MS[69-70]

及其它接口(如CE-API(大气压离子源)-MS)方

式[71]可得到样品或消化产物图中蛋白质的质量和特

征信息，采用CE-MS-MS可进一步确定组分的结构。

3．监测蛋白质、多肽的反应过程及结构变化

利用CZE快速分析的特点，可用CZE监测肽链

内二硫键的还原[6]蛋白质酶解过程[72]酶标记单克

隆抗体结合反应[73]测定酶活性及酶动力学研

究[57,65]，控制乙肝疫苗的纯化步骤[4等蛋白质、多肽

反应变化过程。

此外，CZE还用于免疫、临床、医学等研究

中[6,75-77]，如Gurley等[6利用CZE研究由于吸入全

氟异丁烯(PFIB）而引起肺部病变的机理，他们把吸

入一定量PFIB的老鼠杀死后，用生理盐水灌洗其支

气管肺泡，将洗出的肺泡内衬液中的蛋白质沉淀下

来，做蛋白质的CZE分析图，发现其蛋白质（主要是

白蛋白、铁转移蛋白和IgG┑的含量比正常的老鼠高，

认为PFIB引起肺水肿时，使肺部血管中的蛋白质转

移到肺泡中。

四、结 语

应用CZE分离蛋白质，多肽具有其独特的优越

性，但它也存在着峰容量小，难以大量制备等不足，

并不能完全取代其它分析方法，但至少是一项有效

的补充手段。目前，CZE在生物大分子领域的分析还

处于起步阶段，随着其研究和应用的深入，CZE将有

望在蛋白质、多肽等生物分子的实际分析中发挥更

重要的作用，其应用前景十分广阔。
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