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摘要：建立了毛细 管 区 带 电 泳（BC3）- 胶 束 电 动 毛 细 管 色 谱（D3EB）二 维 毛 细 管 电 泳 分 离 平 台，BC3 毛 细 管 和

D3EB 毛细管通过一段带微孔的聚四氟乙烯（’"#F?2?(6G#="("2?8F#292，/1H3）套管固定。样品在 BC3 毛细管中分

离后进入 D3EB 毛细管进一步分离，在二维转换过程中采用动态 ’I 连接 4胶束扫集法避免第一维分离区带在接口

处扩散。将该方法成功用于鼠尿样品中 $ 种药物及其对映体的分离，各组分的理论塔板数为（!. % ) $. &）/ #"$ - 5，

检出限为 ". "#* ) ". "*! 5: - J，实 际 样 品 中 峰 面 积 和 迁 移 时 间 的 相 对 标 准 偏 差（ ! 0 (）分 别 为 #. (K ) &. %K 和

#. &K ) $. +K。方法重现性好、灵敏度和分离度 高、峰 容 量 大，适 用 于 尿 样 中 多 种 药 物 组 分 及 其 对 映 体 的 同 时 分 离

检测。
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- - 对于复杂样品的分离分析，一维毛细管电泳的

分离能力 有 限。二 维 毛 细 管 电 泳（!*4B3）是 近 年

来发展起来的新的分离技术，由于其峰容量大、分辨

率高，在复杂样品的分离分析中备受关注。然而，迄
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今为止，二维毛细管电泳分析复杂生物样品的报道

还很少，主要原因是二维分离模式间的接口难以制

作。!"#$%&$ 等［# $ %］制作了 十 字 交 叉 型 接 口 用 于 毛

细管区带 电 泳 ’ 毛 细 管 区 带 电 泳（()* ’ ()*）、毛 细

管筛分电泳（(+*）’ 胶 束 电 动 毛 细 管 色 谱（,*-(）

分离 蛋 白 质 及 其 水 解 物。,"&./ 等［&］用 微 透 析 接

口连 接 毛 细 管 等 电 聚 焦（ (0*1）’ 瞬 间 等 速 电 泳

（2023）’ ()* 分离蛋白质。)&./4 和 *5 6.77$［’］用

微注射器连接 (0*1 和毛细管电色谱（(*(）分离蛋

白质、肽及血浆样品。张玉奎等制作了聚砜中空纤

维膜 接 口［(，)］和 蚀 刻 多 孔 膜 接 口［"，*］用 于 (0*1 ’
()*、(0*1 ’ 毛细管 凝 胶 电 泳（(8*）分 离 蛋 白 质 混

合物。以上报道 的 !!9(* 都 存 在 着 在 二 维 切 换 接

口处损失部分待测物［# $ %］、第 一 维 分 离 区 带 在 接 口

处扩散［& $ )］等 缺 陷。:/";<$ 等［#+，##］研 究 了 在 同 一

根毛 细 管 中 进 行 !!9(* 分 离，样 品 经 第 一 维 分 离

后，将感兴趣的组分驱动到毛细管入口再进行第二

维分离，避免了在两毛细管间使用接口，但在压力驱

动过程中存在严 重 的 泰 勒 扩 散 效 应。张 召 香 等［#!］

曾将在线富集技术用于 !!9(* 分离中，在二维切换

接口处采用电堆积富集技术不仅避免了第一维分离

区带在接口处的扩散，还可进一步浓缩样品区带，提

高检测灵敏度。

, , 本文采用微孔接口连接 ()* 和 ,*-(，样品离

子经 ()* 分 离 后，进 入 第 二 维 毛 细 管 进 行 ,*-(
分离，在二维切换接口处采用动态 => 连接 ’ 胶束扫

集法避免了第一维分离区带在接口处的扩散。与文

献［#!］相比，其特点是通过在电化学检测池中施加

压力来抵消电渗流，无需在接口处使用侧管。采用

两个电源开关和柱端电化学检测实现了尿样中 & 种

药物及其对映体的同时分离检测，验证了该二维分

离体系在实际应用中的可行性和优越的分离性能。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

, , ,309: 型多参数化学分析测试系统（ 西安瑞迈

分析仪器有限公司），配有毛细管电泳仪、可调高压

直流电源和 三 电 极 电 化 学 检 测 系 统（ 直 径 %++ !?
铂盘电极为工作电极，铂电极为辅助电极，:4 ’ :4(5
电极为 参 比 电 极）。数 据 采 集 及 谱 图 处 理 采 用 @9
!+++ 双通道色谱工作站（ 浙江大学智能信息工程研

究所）。=>+A9&: 型 酸 度 计（ 上 海 精 密 科 学 仪 器 有

限公司）。+-%!++> 型 超 声 波 清 洗 器（ 上 海 科 导 超

声仪 器 有 限 公 司 ）。 未 涂 层 石 英 毛 细 管（ 内 径 !’
!?，外 径 %)’ !?，河 北 永 年 锐 沣 色 谱 器 件 公 司），

()* 和 ,*-( 毛细管的有效长度分别为 #’ %? 和

!’ %?。聚四氟乙烯（321*）管（ 内径 %++ !?，有效

长度 ! %?，长兴前明特种氟塑制品有限公司）。

, , 吲哚洛尔、普萘洛尔、尼莫地平、尼群地平对照

品（+$4?. 公司），其外消旋体由青岛药品检验所提

供；!9环 糊 精（ !9%B%5"CDE<F$/，!9(!）、十 二 烷 基 硫

酸钠（ 7"C$;? C"CD%B5 7;5=&.<D，+!+）、冰醋酸、无

水醋酸钠、四硼酸钠、硼酸均为分析纯（ 上海化学试

剂公司）。实验用水为二次蒸馏水。

! ! #" 样品处理

, , 取大鼠 ! 只，服用药物之前先收集空白 尿 样 ’
?G，然后 & 种药物均按 %+ ?4 ’ H4 给药。给药后 # &
收集 ’ ?G 尿样，加入甲 醇 # ?G 沉 淀 蛋 白，涡 流 混

合 ! ?$/，于 & +++ F ’ ?$/ 速率下离心 #+ ?$/，过滤，

冰箱中保存，备用。

! ! $" "#$ % &$’" 二维分离装置的构建

, , 在张召香 等 前 期 研 究［#!］的 基 础 上 构 建 了 新 的

()* ’ ,*-( 二维分离平台，如图 # 所示。取一段 !
%? 长的 321* 管，在 管 壁 上 侧 打 一 孔 径 为 %+ - &+

!? 的孔，两端分别连接 #’ %? 和 !’ %? 长的一维

和二维毛细管 柱，使 两 根 毛 细 管 柱 的 接 缝 位 于 329
1* 管的微孔 处。取 一 个 # ?G 的 塑 料 离 心 管 作 为

接口池，在其两侧打两个与 321* 管外径相当的孔，

将上述连接好的 321* 管穿过离心管两侧的孔并装

在离心管内，用环氧树脂将离心管两侧的孔隙密封。

高压电源的两根正 极 线 分 别 插 入 ()* 入 口 池 和 接

口池中作为正极，高压电源的负极线插入检测池作

为公用负极。检测池中插入连接压力调节电磁阀和

气压计的 @! 管。压力调节电磁阀和两个电源开关

-# 、-! 用自编 I$7;.5 ( 语言程序通过计算机控制。

整个二维分离检测装置只需一个高压电源、两个电

源开关和柱端电化学检测。

图 !" 二维 "#$ % &$’" 装置示意图

()*! !" +,-./01), 2)0*30/ 45 0 #6 "#$ % &$’" 7871./

! ! %" 二维 "#$ % &$’" 分离条件

, , 实验开始前，先用注射器将第一维毛细管灌满

()* 缓冲液（%+ ??"5 ’ G @.:% ’ >:%，=> %. +），然

后用硅橡胶堵头将入口端密封，从第二维毛细管末

·"*%·
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端 充 入 "#$% 缓 冲 液（ #$ &&’( ! ) *+%,"-& ! ’$
&&’( ! ) ./. ! ($ &&’( ! ) !0%/，12 )* $）。将第一

维毛细管的入口端插入 %3# 缓冲池，第二维毛细管

末端放入电化学检测池，使其出口正对工作电极；接

口池和检测池中分别加入 "#$% 缓冲液。

! ! 首先，$( 接通，$% 断开，在 ($ 45 电压下电动进

样 ($ 6。然后进样端换成 %3# 缓冲液，在 (" 45 电

压下 进 行 %3# 分 离，同 时 在 检 测 端 施 加 *% ’$* ’
47+ 以抵消电 渗 流。在 %(( 6 时，关 闭 *% 调 节 阀，

分析物在接口处富集后被电渗流驱动到第二维毛细

管中。在 %+, 6 时，$( 断开，$% 接通，分析物在第二

维毛细管中进一步进行 "#$% 和手性分离。

!" 结果和讨论

! ! #" 电极电位的选择

! ! 考察了吲哚洛尔、普萘洛尔、尼莫地平、尼群地

平在微铂圆盘电极上的电化学行为，其循环伏安实

验表明，" 种分析物分别在 $* ,#，$* ,$，(* $ 和 $* &$
5 附近有氧化峰，说明 " 种分析物均有电化学活性。

进一步考察了 " 种分析物的流体伏安行为。由图 %
可见，在电极电位为 $* & - (* ( 5 时，吲 哚 洛 尔 与 普

萘洛尔的峰电流随着电极电位的增大而增高，尼莫

地平的峰电流在 $* , 5 后形成一个平台，尼 群 地 平

的峰电流在 (* $ 5 时达到最大。当电位大于 (* $ 5
时，基线电流开始急剧增大。综合考虑各分析物的

响应和 信 噪 比（ ! " #），选 择 (* $ 5 为 最 佳 的 工 作

电位。

图 !" $ 种分析物的流体伏安图

"#$! !" %&’()’&*+,#- .)/0+,,)$(+,1 2)( 2)3( +*+/&041
! #819:;&9<=+( >’<?;=;’<6：@’:4;<A 9(9>=:’?9，+ ’$$ !& ?;+&0
9=9: 1(+=;<B& ?;64 9(9>=:’?9；9(9>=:’4;<9=;> ;<C9>=;’<，($ 45 .
($ 6；=D9 E;:6= ?;&9<6;’<+( >+1;((+:F，(# >& . %# !&；=D9 E;:6=
?;&9<6;’<+( GBEE9: 6’(B=;’<，’$ &&’( ! ) *+H> ! 2H>（12 ’* $）；

=D9 69>’<? ?;&9<6;’<+( >+1;((+:F，%# >& . %# !&；=D9 69>’<?
?;&9<6;’<+( GBEE9: 6’(B=;’<，#$ &&’( ! ) *+%,"-& ! ’$ &&’( ! )

./. ! ($ &&’( ! ) !0%/（12 )* $）I

! ! !" 缓冲溶液的选择

! ! 吲哚洛尔、普萘洛尔、尼莫地平和尼群地平都是

弱碱 性 化 合 物，因 而 考 察 了 不 同 12 条 件 下 的

*+2%7-" ! 2’7-" 、*+H> ! 2H>、*+2%%-" ! 2%%%-"

等酸性缓冲 体 系。结 果 表 明，*+H> ! 2H> 缓 冲 体 系

的分离效果 最 好。在 # - ’$ &&’( ! ) 范 围 内，增 大

*+H> 浓度，分 析 物 的 峰 高 和 分 离 效 率 都 增 大。 当

*+H> 浓度为 ’$ &&’( ! ) 时，峰 高 和 分 离 效 率 都 达

到最大值。继续增大 *+H> 浓度，热效应增大，分离

效率下降。进一 步 考 察 了 12 值 对 分 离 的 影 响，发

现 *+H> ! 2H> 缓冲液的 12 为 ’* $ 时吲哚洛尔和普

萘洛尔的分离度和分离效率最大，但尼莫地平和尼

群地平达不到基线分离（ 见图 ’+）；而且无论如何改

变缓冲溶液组成及 12，尼莫地平和尼群地平都达不

到基线分离。这主要是由于尼莫地平和尼群地平的

结构相似，电泳 淌 度 相 近，所 以 在 %3# 的 分 离 条 件

下无法得到有效 分 离。但在碱性介质中，尼莫地平

和尼群 地 平 都 是 中 性 化 合 物，可 以 向 介 质 中 加 入

./.，即在 "#$% 的分离模式下，根据二者在胶束中

的 分 配 系 数 不 同 而 实 现 分 离。 实 验 发 现，在 #$
&&’( ! ) *+%,"-& ! 2’,-’（12 )* $）缓冲溶液中加入

’$ &&’( ! ) ./.，尼莫地平和尼群地平可达到基线分

离；而吲哚洛尔和普萘洛尔由于在 ./. 胶束中的保

留因子相近，所以无法得到有效分离（见图 ’G）。

! ! %" !5 678 9 :8;6 分离

! ! 由 图 ’+ 和 图 ’G 可 以 看 出，用 一 维 %3# 或

"#$% 难以将 " 种分析物同时分离，因此考虑采用

%/ %3# ! "#$% 同时 分 离 " 种 分 析 物。吲 哚 洛 尔、

普萘洛尔、尼莫地平和尼群地平都是手性化合物，在

第二维缓冲 溶 液 中 加 入 !0%/ 可 使 其 对 映 体 分 离。

考察了 !0%/ 的 浓 度（" - %$ &&’( ! )）对 对 映 体 分

离的影响。在 " - ($ &&’( ! ) 范围内，随着 !0%/ 浓

度的增大，" 种分析物与其对映体的分离度增大，迁

移时 间 增 加。 而 当 !0%/ 的 浓 度 大 于 ($ &&’( ! )
时，分离度不变，迁移时间延长，所以最终选择 !0%/
的浓度为 ($ &&’( ! )。

! ! 在优化条件下，采用 %/ %3# ! "#$% 同时分离

" 种分析物及其对映体，第一维分离的缓冲液为 ’$
&&’( ! ) *+H> ! 2H>（ 12 ’* $），分 析 物 在 第 一 维 毛

细管中根据淌 度 不 同 进 行 %3# 分 离。第 二 维 分 离

的缓冲液为 #$ &&’( ! ) *+%,"-& ! ’$ &&’( ! ) ./. !
($ &&’( ! ) !0%/，第一维流出组分在第二维毛细管

中根据分配 系 数 不 同 进 一 步 进 行 "#$% 和 手 性 分

离。" 种分析物及其对 映 体 都 能 达 到 基 线 分 离（ 见

图 ’>）。
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图 !" # 种分析物及其对映体的电泳谱图

!"#$ !" %&’()*+,-’*+#*./0 +1 1+2* .3.&4)’0 .35 )-’"* ’3.3)"+/’*0
# !" #$% &’(!)!*+,- ,. .,/) !-!01*’&：2/..’) &,0/*+,-，$% 33,0 4 5 6!78 4 978，(9 $& %；&!3(0’ 8,-8’-*)!*+,-，!% 3: 4 5" 2" ;%<# &’(!=
)!*+,- ,. .,/) !-!01*’&：2/..’) &,0/*+,-，’% 33,0 4 5 6!!>(?) 4 $% 33,0 4 5 @A@，(9 *& %；&!3(0’ 8,-8’-*)!*+,-，(% 3: 4 5" 8" !A #$% 4

;%<# &’(!)!*+,- ,. .,/) !-!01*’& !-B *C’+) ’-!-*+,3’)&：*C’ .+)&* B+3’-&+,-!0 2/..’) &,0/*+,-，$% 33,0 4 5 6!78 4 978，(9 $& %；*C’ &’8=
,-B B+3’-&+,-!0 2/..’) &,0/*+,-，’% 33,0 4 5 6!!>(?) 4 $% 33,0 4 5 @A@ 4 +% 33,0 4 5 !=#A，(9 *& %；&!3(0’ 8,-8’-*)!*+,-，’ 3: 4 5" ?*C’)

8,-B+*+,-& !)’ *C’ &!3’ !& +- D+:" ! "
# E’!F&：+ " (+-B,0,0；! " (),()!-,0,0；$ " -+*)’-B+(+-’；( " -+3,B+(+-’"

$ $ #" $6 78% 9 :%;7 分离体系的优化

$ $ # $ %" 微孔直径的优化

# # 二维毛细管的接口是二维分离的核心部分，本

文采用带微孔的 EGD% 管连接两毛细管。第二维分

离过程中，为 从 接 口 池 中 引 入 ;%<# 缓 冲 溶 液，对

微孔直径进行了研究。当微孔直径小于 !% !3 时，

;%<# 缓冲液不能从接口池流入第二维毛细管，大

量 #$% 缓冲液在电渗 流 驱 动 下 从 第 一 维 毛 细 管 流

入第二维毛细管，影响第二维分离。当微孔直径大

于 !% !3 时，样品在第二维的分离度和分离效率增

大，但当微孔直径大于 (% !3 时，死体积增大，分离

效率变差。只有当微孔直径（$% , (% !3）略大于毛

细管内径（!’ !3）时，接口池中的 ;%<# 缓冲液才

能取代 #$% 缓冲液进入第二维毛细管，分离度和分

离效率达到最大。借助于显微镜，调节两根毛细管

间的距离等于微孔直径。通过微孔，接口池中的缓

冲溶液 进 入 第 二 维 毛 细 管，实 现 导 电。 由 于 仅 在

EGD% 管上侧打一直径为 $% , (% !3 的微孔，样品

在电场和电渗流作用下从第一维经接口转移至第二

维时没有组分丢失现象。

$ $ # $ $" 6! 压力条件的优化

# # 在第一维分离过程中于检测端施加压力以抵消

电渗流，防 止 #$% 缓 冲 液 进 入 第 二 维 毛 细 管。 当

6! 压力小于 $%& $ FE! 时，压力流小于电渗流，部分

#$% 缓冲液在电渗流驱动下进入第二维毛细管中。

但当 6! 压力大于 $!& % FE! 时，压力流大于电渗流，

;%<# 管内部分缓冲溶液从 EGD% 套管的微孔处压

出。只有当 6! 压力为 $%& $ FE! 时，压力流等于电

渗流，#$% 缓 冲 液 在 第 一 维 毛 细 管 中 静 止 不 动，阳

离子分析物在第一维毛细管中根据淌度不同从阳极

端向阴极端迁移。所以需在第一维分离过程中向检

测端施加压力为 $%& $ FE! 的 6! 。

# # 为确定第一维分离区带到达接口的时间，将第

一维和第二维毛细管同时充满 #$% 缓冲溶液，并在

检测端施加 $%& $ FE! 6! 压力，根据毛细管总长（+’
83 - !’ 83）和峰的迁移时间（ 第 + 个峰和第 $ 个峰

的迁移时间分别为 ’.$ 和 )+’ &）计算出第 + 个和最

后 + 个区带到达接口的时间分别为 !++ 和 !." &，从

而确定开关阀门 的 时 间。在 !++ & 时 关 闭 6! 调 节

阀，第一维分离区带在电渗流的驱动下依次进入第

二维毛细 管 中。在 这 段 时 间 内 主 要 是 接 口 池 中 的

;%<# 溶液进入第二维毛细管，由于 #$% 缓冲液的

离子强度 远 远 小 于 ;%<# 缓 冲 液，即 使 有 少 量 的

#$% 缓冲液进入第二维毛细管，对后续的分离也没

有影响。在 !." & 时，最 后 一 个 区 带 已 进 入 第 二 维

毛细管中，此时断开 <+ 接通 <! 进行 ;%<# 分离。

# # 采用动 态 (9 连 接=胶 束 扫 集 法 避 免 第 一 维 分

离的样品区带在接口处扩散。分析物在第一维毛细

管中带正电荷，一 旦 到 达 接 口，在 #$% 缓 冲 液（ (9
$& %）和 ;%<# 缓冲液（(9 *& %）的界面失去质子而

堆积在 两 种 缓 冲 液 的 界 面 处，中 性 分 析 物 立 即 与

@A@ 胶束和 !=#A 作 用 而 被 进 一 步 富 集。因 此，尽

管接口内径大于分离毛细管内径，第一维流出的样

品区带经接口会部分扩散，但由于动态 (9 连接=胶
束扫集双重富集技术的堆积浓缩过程起到了区带锐
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化的作用，有效抵消了第一维分离区带在接口处的

扩散，因而并不会使得整体二维系统的柱效受到明显

的影响。如图 #" 所示，经二维分离得到的峰形良好，

各组分分离的理论塔板数为（$# % & "# #）’ ()" ! $，这

表明区带由第一维进入第二维在接口处柱效和分辨

率没有受到明显的影响。根据峰高浓度比，在线双

重富集 $% &’( ! )(*& 的 检 测 灵 敏 度 比 一 维 &’(
（ 见图 #+）和 )(*&（ 见图 #,）提高 # & * 倍，检出限

为 )+ )(, & )+ ),$ $- ! .，峰面积和迁 移 时 间 的 相 对

标准 偏 差（ /0%，! - .）分 别 为 (+ #1 & #+ *1 和

)+ %1 & (+ "1。

! ! "# 样品测定

! ! 按照 (+ $ 节方法对尿样进行处理后，在最佳的

实验条件下对空白尿样和服药后的尿样分别进行分

离检测，得到的电泳谱图如图 " 所示。经加标确认

待测组分峰，空白尿样中的成分对待测组分的分离

无 明 显 干 扰 。对 服 药 后 的 尿 样 重 复 进 样 分 析 ，考 察

图 $# （"）空白尿样和（#）服药后收集的尿样的电泳谱图

$%&! $# ’()*+,-./),-&,"01 -2（"）#("34 5,%3) "36
（#）.-1+6-1%3& 0-51) 5,%3) 1"0.()1

! (23456$478+9 ":7;686:7< +7; 34+= 6;4786>6"+86:7< +54 8?4
<+$4 +< 67 @6-# #"#

方法的重现性，测得峰面积和迁移时间的 /0%（! -
.）分别为 (+ .1 & #+ %1 和 (+ #1 & "+ *1，重 现 性 良

好。结果表明，该法可用于复杂样品中多组分的同

时分离，分离度和峰容量远远大于一维分离。

%# 结语

! ! 本文 建 立 了 一 种 有 效 的 $% &’( ! )(*& 分 离

平台用于分离低相对分子质量的化合物。利用微孔

接口连接两根毛细管，避免了分析物在接口处的损

失；动态 3A 连 接B胶 束 扫 集 法 有 效 压 缩 了 样 品 区

带，避免了第一维分离区带在接口处扩散；采用电化

学检测与二维毛细管电泳分离联用，实现了尿样中

多种药物组分及其对映体的同时分离。
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