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本讲对毛细管电泳k� �l广泛应用的 v个领域

� � ��� 分析�糖分析和离子分析作一简要介绍∀

限于篇幅o� � 在其它领域如有机化合物�高分子�金

属螯合物�燃料和染料等方面的应用就不作介绍了∀

�� ∆ΝΑ 分析

� � 用于 ��� 分析的第一批文献发表于 t|{{

年�t∗ v�o此后涌现出大批有关分子生物学�生物技

术�临床诊断�遗传及法医领域中 ��� 分析的报

道∀ � � 与传统的平板凝胶电泳相比o具有分析速度

快�分辨能力高�分析过程全自动化及样品用量少等

优点o受到科学家的青睐∀

� � � 分离原理�分离方法及检测手段

��� 分析包括碱基�核苷�核苷酸�寡核苷酸�

引物�探针�单链 ��� �双链 ��� k��� 片断��� �

产物l分析∀ � �� 和 � �� � 通常用来分离碱基�核

苷�核苷酸�简单的寡核苷酸等∀ � �� 则可用于寡核

苷酸k� ts° µ̈¶l�¶¶��� 和§¶��� 等的分离∀���

在电泳中分离的机理是讨论的热点∀ 用荧光摄像显

微镜可监测到单个 ��� 分子在电场作用下通过凝

胶进行筛分的情景�w�∀ 但没有任何单个模型能完全

计算 ��� 淌度k分子尺寸l和实验参数k场强�凝胶

浓度等l间的关系∀ 常用的两种模型为 � ª¶·²± 理

论�x�和 � ³̈·¤·¬²±模型�yoz�∀ 因每个核酸上磷酸基团

带强烈负电荷o³� z时o其电荷大于其它碱基上的

电荷o而寡核苷酸的质荷比取决于碱基组成o故用

� �� 很难分离较大的寡核苷酸或 §¶��� ∀所以分析

��� 大多使用 � �� 模型�{�∀ � �� 所用的凝胶制备

方式总体可分为两大类}化学胶和物理胶∀化学胶是

指交联或化学键合到管壁上粘度较高的凝胶∀ 物理

胶则指不交联或键合到管壁上粘度较低的高分子溶

液o包括�无胶筛分�所用的聚合物溶液∀ 在 � �� 中

最常用的材料为聚丙烯酰胺k�� lo也有用葡聚糖�

琼脂糖�烷基纤维素等的报道∀ 聚合物的性质对

��� 分离的影响可见文献�|�o其中十二烷基硫酸

钠 聚丙烯酰胺电泳k��� �� ��l被广泛用来测定

肽和蛋白质的含量∀ 用化学胶分离大的寡核苷酸可

得到最高的分离度和柱效k几千万塔板数 ° lo但制

备困难o使用时容易产生空泡而导致分离失败∀物理

胶k包括无胶筛分�液体胶l制备简便o用改变浓度来

调节分离效果o每次分离均用新胶o就可避免空泡的

产生∀缺点在于分离能力比化学凝胶柱略差∀筛分介

质的孔径选择可用 � µ̈ª̧ ¶²±曲线测定�ts�o涂层和未

涂层毛细管对 ��� 分离的影响也有研究报道�tt�∀

分析 ��� 常用紫外检测o对 uss ¥³的 ��� 片

断的最小检测浓度为 s x°ª �
�tu�∀但对于生物样品

中在和许多其它成分共存的痕量物质测定时o或对

于特殊分析k如 ��� 序列测定l时就使用激光诱导

荧光检测器k���l∀ 加入嵌入染料溴化乙锭k��l还
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可改善分离度o能将碱基长度相同但序列不同的

��� 片断分开�tv�∀ 采用特殊嵌入染料�±«¤±��o可

和 §¶��� 或 � �� 分子发生作用o用 w{{±° 氩离子

激光器时o��� 的灵敏度比 � � 高 u∗ v 个数量

级�twotx�∀ ��� 一般用于 ��� 分析o可达 ½° ²̄ 范围∀

复杂的��� 检测器可测定人的单个细胞中蛋白和核

酸组分o甚至可测定染色的 ��� 单个分子∀ 除了

w{{±° 的氩离子 ��� 已实现商用外o最近还出现了

商用 yux±° 的半导体 ���o此时生物样品中基质的

荧光背景大大减弱�ty�∀ 与此相适应的荧光染料 � ¼x

也已应用于标记 ��� 片断�tz�∀最近还有报道}将单

聚及 二 聚 染 料 k� � � � o � � � � l用 于 ��� 分

析�txot{ot|�o研究了荧光染料和 ��� 分子结合及其

对分离的影响�usout�∀

用 � � 对 ��� 进行分析需将极性反转∀对 � �

检测应选 uxw∗ uys±° 波长∀常用室温o但采用不同

温度可改善片断分离∀用 � � 分析小分子时o电动进

样有进样歧视现象o但对 ��� 片断则无歧视现象∀

一般说来o电动进样比气压进样能产生更高柱效的

峰∀对于化学凝胶柱只能使用电动进样∀在 � �� 中

进样条件对进样量和分离的影响可参见有关文

献�uuouv�∀采用 �� � 产物和 ��� 片断标准品同时进

样是鉴别峰的简便方法o也可由此推算出 �� � 产物

的 ¥³数∀ 控制场强可优化分离度和分析时间o由此

发展出梯度场强 � ��
�uwoux�o还有用专门仪器实现脉

冲场强电泳�uyouz�和溶质速率调制电泳�u{�的报道∀

� � � 碱基�核苷和核苷酸的分析

这类化合物分子较小o通常用 � �� 或 � �� �

测定∀ 如 �²µº ²²§
�u|�研究了 � �� 和 � �� � 分离分

析由非生物成分引起的 ��� 损伤即苯并芘 ���

加合物的测定条件∀ � ¤̧µ±¬̈µ¬等�vs�用 � �� � 法测

定了 { 羟基 脱氧鸟苷 ��� 氧化物的标记∀ �̄²¼§

等�vt�定量测定了血清中 t∗ tsΛ° ²̄ �的抗白血病

试剂胞嘧啶 Β � 阿拉伯糖酐k� µ¤¦l∀ 对细胞提取

液中核苷酸的定量测定有很多报道∀ 如 �«¤²等�vu�

测定了海拉k� �̈¤l细胞中 t∗ tsΛ° ²̄ �范围的 tw

种核糖核苷酸∀ �²µ̈ª¬¤± 等�vv�比较了 � �� � 和

� ��� 定量测定 w种不同细胞中核糖核苷酸的结

果o发现 � �� � 法可定量测定至 xs©° ²̄ o理论塔板

数达 tss万 ° ∀

� � � ΣουτηερP Βλοτ杂交研究

用 �²̧ ·«̈ µ° 等提出的转移技术进行基因组

��� 的特定序列分析是分子生物学的基本技术之

一∀但传统的方法既麻烦又费时∀ � ¬̄̈ ±¦«¬®等�vw�采

用 ��� 测定 ¤±·¬¶̈±¶̈ ��� o用荧光素标记探针o可

定量至 s tΛª �∀ 将杂交产物进样到两根毛细管中

分别分析o一根为非变性 � �� 条件o另一根为变性

� ��条件∀ 根据目标 ��� k��� l�探针k� � � l和

杂交k§̧ ³̄ »̈l三者在两根柱上因二级结构的差异导

致不同的分离情况o可进行 �²̧ ·«̈ µ° � ²̄·杂交研

究∀此外还可用于测目标 ��� k� �� to� � �� tl基

因组序列�vx∗ vz�等∀

� � � 纯度检测�片断收集和微量制备

� ¤µµ̈± 等�v{�用测定 ¶¶��� 的方法测定了合

成的 tt|° µ̈寡核苷酸的纯度∀ � ²«̈ ±等�tou�用 � ��

收集了 us° µ̈寡核苷酸引物o再用于 §²·¥̄²·分析∀

�̧ ¼³̈ µ¶等�v|�用 � �� 从 vzu¥³突变的 �� � 产物中

收集若干个变性 ��� 片段o将其用于 �� � 扩增o再

用 � �� 分析o发现不同的峰对应不同的基因序列∀

� � � ΠΧΡ 产物分析和 δσ∆ΝΑ 分析

�̧ 等�ws�用 � � ��� 商业仪器定量测定了 �� �

扩增的 � �� t ��� 或¦��� 片断∀用 � � ��� 可测

定竞争性 � �� �� � 产物对细胞 ° � �� 定量�wtowu�∀

�¤¶¦²等�wv�用 � � � � 作荧光标记o测定了 � �� 的

�� � 产物o分辨率达 ts¥³o分析时间少于 vs°¬±∀还

测定了从 �wxs t� t基因序列得到的反转录 � �� ∀

�¤µ¬¤·等�ww�对 Κ � ¬±§ 的 ��� 片断 kxyw¥³ 至

uv t®¥³o共 z个片断l用 txª �的线性 �� 胶o可达

w百万塔板数 ° ∀ � ¥̈̈ ±¥µ²¦®等�wx�指出 � �� 是一

种 ��� 重组技术中监测质粒浓度的优异定量工

具∀对于大于 u万 ¥³的染色 ��� o如 us∗ xs®¥³和

v∗ y� ¥³的范围o� �� 仍可获得良好的结果�wy�∀如

用脉冲场 � � 对大 ��� 片断则可获得超高分

离�wz�∀ 也有用单分子荧光脉冲检测器进行 ��� 片

断分析�w{�和快速分析�w|�的报道∀

� � � 蛋白-∆ΝΑ 反应测定

蛋白和 ��� 反应包括复制�重组�修复和转录

等o� � 是一种很好的监测工具∀ � ¤¶¦«®¨等�xs�用荧

光染料 �²̈ 标记带有 �¦² � �识别部位的寡核苷酸

�� � � � � o监测它和蛋白的反应o研究了结合过程∀

有关蛋白 ��� 结合的报道可见文献�xtoxu�∀

� � � 基因突变测定

在基因治疗和基因疾病诊断中需要进行 ���

基因突变测定�xv�∀ � � 用于点突变测定有多种方法∀

要求一次分离 ¶¶��� 和 §¶��� o最常用的是单链

构象多形分析k��� �l�xw�∀ � ©̄̈ §̄̈ µ等�xx�用 � �� 对

致癌基因 �� ��u 进行了限制片断长度多核分析

k� ���l∀ � ¤¶¦«®¨等�xs�用 � �� 测定质粒限制酶降
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解所得质粒谱图来检查基因的稳定性∀ 还有用于法

医的报道�xy�∀

� � � ∆ΝΑ 序列分析

人类基因组计划所需解决的关键问题之一就是

提高测序的速度∀现已出现商品 � � 测 ��� 序列的

仪器∀ 用 � � 测 ��� 序列的报道很多o如用短寡核

苷酸引物库测 ��� 序列�xz��高速 ��� 序列�x{��毛

细管阵列�x|��毛细板阵列�ys�等等∀ 对 ��� 分析是

� � 的应用重点之一o内容太多o连 � � � � 联用也

已用于 ��� 分析�yu�o其余不再详述∀

�� 糖分析

糖是构成生命的基本物质之一o但对糖的分析

却困难重重o因其种类繁多�结构复杂o常与蛋白�脂

肪形成复合物∀ � � 在糖分析中应用的难处在于}糖

类物质一般为电中性o且亲水性较强o一般无发光基

团o检测上存在困难∀但自 t|{|年报道还原糖的 � �

测定�yv�以来o� � 用于糖分析的报道日益增多o应用

越来越广泛o也有综述发表�ywoyx�∀

� � � 糖的衍生化技术

糖经过适当的衍生转变成带有电荷且具有一定

的 � � 吸收或荧光发光基团的衍生糖o就可依其淌

度的不同用 � �� 进行分离和检测∀ 目前广泛采用

� ²±§¤等�yv�报道的使中性糖复合成带电体的方法∀

�¬̧ 等�yy�用 v kw 羧基苯甲酰l u 喹啉甲醛柱前衍生

氨基糖o用��� 可检出 ¤° ²̄ 的氨基糖或具有还原性

的单糖和寡糖∀ 醛糖�羰基糖�还原糖�二糖�葡聚糖

等衍生试剂很多o可参见文献�ywoyx�∀ 最近还有对

高电荷的寡糖用柱尾标记的 � �� 测定方法�yz�∀

� � � 糖的检测方法

对衍生化糖的检测或不经衍生化反应的糖的直

接检测有 � � ���� 或电化学检测器等方法�ywoy{�o如

间接紫外�y|����� �zs�和电化学检测�zt�∀ 现在还采用

� � 和快原子轰击质谱�基质辅助激光解吸时间飞行

质谱k� � �l等联用来研究糖的分离和结构�zu�o以及

用 � � 进行寡糖的多维谱研究�zv�∀

� � � 糖分析所用的 ΧΕ 模式

除了用 � �� 进行糖分析外o� ¤¹ µ̈±¤等�zw�用

� �� � 分离了中性寡糖和硅化寡糖o加入 � ª
un 提

高了分离度∀陈义�zx�用 � �� 对大肠杆菌胞壁质膜糖

进行了分离∀ � ¬µ¤²®¤
�zy�用等速电泳分离了糖胺聚

糖o但类似报道极少∀

� � � 糖复合物的分析

糖复合物包括糖肽�糖蛋白�糖脂等∀有关糖肽�

糖蛋白和一些分离的应用可见本讲座第四讲∀ 再如

我们用 � � 结合 � � � 及 � � � � 对重组促红细胞生

成素k��� l进行了微多相性及酶解肽图的分离和鉴

定�zz�∀糖肽�糖蛋白及其衍生所得寡糖的分离�z{�o脂

多糖的 � � � � 分离的鉴定�z|�等均表明对糖复合物

的分析正在日益增多∀ 在其它化合物分析中对糖的

应用也很多o如结合研究o特别是糖作为手性选择剂

在手性药物分离中起重要作用�{s�o此处不再赘述∀

�� 离子分析

� � 在发展初期主要用于生物大分子的分离分

析o随着 � �� � 模式的出现o又扩展到中性分子k如

药物等l的分析∀小分子离子包括无机离子的 � � 是

|s年代发展起来的毛细管离子分析k¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈·¬¦

¦¤³¬̄̄¤µ¼ ¬²± ¤±¤̄¼¶¬¶o简称 � �� l∀ 传统电泳只能用

于大分子的分离o而 � �� 采用高压�快速的方法o减

少溶质在毛细管内的停留时间o降低由于分子扩散

而引起的区带扩展o实现小分子离子的分析∀与离子

色谱法相比o� �� 具有高效�快速�微量�低耗等特

点o显示了强大的生命力o颇有取而代之的趋势∀ 下

面仅就 � �� 几个要点作一简要介绍∀

� � � 阴离子分析的基本原理

传统的 � �� 电渗流的方向由正极流向负极o阴

离子迁移方向与其相反∀要进行 � �� 的关键是在电

解质溶液中加入季胺盐阳离子表面活性剂 k如

� � � � 或 � � � � 等l作为电渗流改性剂o使 �� � 方

向发生反转o从负极流向正极∀同时要调整仪器为阴

极进样�阳极检测∀ 此时阴离子迁移方向与 �� � 方

向相同o且因电泳迁移率不同而得以分离∀中性组分

可在阴离子分离结束后吹洗出毛细管o阳离子则由

于向阴极迁移不再出峰∀

� � � 阴离子分析检测方法

少数阴离子如硝酸根�碘酸根等具有紫外吸收o

对它们可直接检测o但对大部分阴离子k包括阳离

子lo因缺少生色团o故常用间接紫外检测法检测o即

在缓冲液中加入具有强紫外吸收的物质k如铬酸盐

等lo再在它们的最大紫外吸收波长处进行测定∀ 当

分离区带通过检测区时o溶质离子取代铬酸根离子

k背景离子l而使吸光度减小o呈现一个倒峰∀如用间

接荧光法检测o灵敏度会更高∀也有用 � � 作离子峰

检出的报道o但价格昂贵o难以普遍使用∀

� � � 阴离子分析的影响因素

�� � 改性剂k阳离子表面活性剂l的种类和浓

度对分离影响颇大∀一般而言o随着阳离子表面活性

�sw� 色� � � � � � 谱 ty卷



剂碳链的增长o阴离子组分的迁移时间变长o选择性

有所变化�{t�∀浓度对分离选择性亦有影响�{u�∀显色

剂的种类和浓度对分离也会有影响�{v�o需根据淌度

匹配原则使背景离子的迁移率尽可能和被分离溶质

的迁移率相近o否则会出现前伸或拖尾现象∀缓冲液

的 ³� 值对阴离子迁移时间影响显著∀ 分离电压也

是影响迁移时间和柱效的因素∀ 此外尚可加入有机

改性剂k如乙腈�甲醇等lo形成络合物�难溶盐�包合

物等调节分离∀

� � � 阴离子分析的应用

阴离子的 � �� 最成功的例子是在 u |°¬±内分

离了 vy种阴离子�{t�∀ � �� 样品制备简单o如纸浆是

一种复杂的强碱性样品o只需将它简单稀释后o就可

用 � �� 测定其中阴离子�{w�∀� �� 可测定高浓度组分

共存的痕量离子o如监测对苯二甲酸盐中含量低于

t wx sss的对羧基苯甲醚�{t�∀ � �� 还可分析 �� 无

法分离的强氧化性阴离子k�u�
up
{ 等l和强还原性阴

离子k��
up
v o�

up 等l∀我们还用 � �� 法定量测定了大

量有机硒k硒酸酯多糖l存在下不同价态的痕量无机

硒k� �̈
up
v o� �̈

up
w lo解决了用原子吸收光谱和 �� 均

无法解决的难题o检测限可达 s x≅ tsp y�{x�∀� �� 阴

离子分析在食品行业�水厂水质监测等方面均有很

多应用o不再赘述∀

� � � 阳离子分析

对阳离子分析也是基于离子电泳迁移率的不

同∀ 但许多离子的电泳迁移率相近o难以分离o一般

采用在缓冲溶液中加入络合剂来改变分离的选择

性∀ 不同的络合剂及其浓度对分离选择性的影响较

大∀ 一般来说o随着络合剂浓度的增加o离子迁移时

间也增加∀ ³� 值对分离的影响主要表现在两个方

面o一是电渗流随 ³� 值的增加而增大~二是 ³� 值

对络合平衡的影响o需综合加以考虑∀常用的阳离子

背景试剂为含氮有机化合物和对甲基苯甲胺�咪唑

等∀

t {°¬±分离 t|种离子是阳离子 � �� 的典型例

子�{y�∀ � ²²³̈ µ等�{z�研究了影响阳离子 � �� 定量的

各种因素�{z�∀ 限于篇幅o许多应用不再一一介绍∀

总之o� � 在生物大分子�中性分子乃至离子方

面均有广泛的应用∀我们相信o尚有许多新的原理和

应用领域等待开拓∀ � � 在 |s年代后期还会有更大

的发展∀
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