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选择毛细管液相色谱／高效电泳微分离方法为本论文的主攻方向。系统深

入地探索了耋!堕量商熬超相一色谱(HPLC)一妻塑曼电鲞(cE)三堂坌妻方迭，以及
相关的柱制备新技术，快速胶束电动色谱(MEKC)方法。将所发展的新技术和方

法应用于中药复杂体系样品和蛋白质等生物样咬的岔析，证明了方法的超强分

离能力和潜在的应用价值。

f论文第一章针对国际上色谱、电泳等分离技术研究微型化、高分离能力的
＼

发展趋势，总结了该领域相关的研究工作。详述了高效微分离方法，包括毛细

管气相色谱、微柱HPLC、cE及微芯片分离技术等。介绍了多维分离方法学的研

究基础，并重点评述了HPLC—CE二雏联用技术。

第二章全面探讨了建立毛细管高效液相色谱一毛细管电泳二维分离系统方

法学的研究及相关的柱制备技术、快速胶束电动色谱理论等问题。研制了一步

溶胶一凝胶法制备毛细管HPLC柱上塞子(On—COlumn frit)新方法。首次制备出

了耐500ba r装填压力的塞子，而且通透性好，通过0．IM HCl和0．1 M NaOH的

极端P}I测试，化学稳定性好。由此制备的毛细管柱塔板高度在l 3—20¨m之间，。

发展完善了快速胶束电动色谱(MEKC)理论，建立了单位时间内的柱效(N／t)与

场强、柱长关系的理论模型。研究表明，保持一定的柱长，并提高电压，是实

现快速MEKC的最佳途径。在上述基础上，首次建立了接触式脉冲切换进样二维

分离系统。接口以两根毛细管柱的短暂脉冲接触实现进样，进样频率、进样时

间和时序经选择优化后，进样效率高达81％，迁移时间、峰高的相对标准偏差

(RSD％)平均值为1．8％、3．O％。

第三章集中探讨了高效微分离方法在中药、蛋白质、核酸等复杂体系样品

分离中的应用。第一次用毛细管HPLC—MEKC二维联用技术分离了甘草提取物中

的11 0种纽分，复方小承气汤中的250余种组分。证明了该方法将有重要的学

术价值和应用前景。运用毛细管tlPLC柱对蛋白质样品的分离结果优于常规ItPLC

柱，为蛋白质组学研究提供了强有力的支持。论文最后还探索了线性聚丙烯酰

胺毛细管凝胶电泳(CGE)方法，分离效能高达1 06／m，20次重复进样RSD％小于

4％，初步应用于人工合成的寡聚核苷酸片段分离、纯度鉴定。卜 ，
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ABSTRACT

The thesis aims at developing a comprehensive two—dimensional system

in coupling capillary high performance liquid chromatography(HPLC)with

capillary electrophoresis(CE)．Meanwhile，related methods for capillary

column preparations and high speed m／cellar elctrokinetic capillary

electrophoresis(MEKC)were developed．The new methods have been

applied to the analysis of complex samples of traditional Chinese medicines

and proteins，and prove to be of extremely high efficient resolution

capabilities．

The thesis is divided into 3 sections．Since minaturization and high

efficiency is a general trend in chromatograPhy sciences，advanced studies in

this field have been summarized in the first section of the thesis．Minaturized

techniqes of capillary gas chromatography,capillary HPLC，CE and micro—

chip separation were discussed in details．The principle of multi—dimensional

separation has also been introduced，especially for HPLC—CE techniques．

In the second part of the thesis，studies 011 2-D capillary HPLC—CE

system，preparation of capillary HPLC column and theoretical modes of high

speed MEKC have been intensively explored．As one of the key steps to

implement the 2-D separation system，one—step preparation of Oil—column flit

for capillary column using sol—gel technology was developed．The frit is

characterized by resisting packing pressure up to 500 bar and extreme pH

conditions of 0．1mol／L HCI and NaOH,pocessing good permeability．The

theretical plate height of capillary column maintains 13—20“m under

consecutive years of frequent run．High speed MEKC separations were also

investigated．The theoretical aspects on plates per unit time VS．electric

strength and column length were studied．The relationship was also derived．

It's concluded to maintain certain column length and increase voltage
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simultaneously．Based on high speed MEKC and novel capillary HPLC

column techniques，the contact pulse interface for 2-D system was developed

By optimizing sampling freqency and timing orders，the injection efficienc，y

for CE is up to 81％，relative standard deviation of migration times and peak

heights are 3．0％and 1．8％，respectively．

The third section focuses on the application of high efficiency micro—

separation techniques．mainly for traditional Chinese medicine，protein。DNA

samples．Hundrends of components in extracts from licorice and complex

medicine have been separated using 2-D capillary HPLC—CE system，which

demonstrates its powerful resolution capibilities．In the case of separating

protein samples，performance of capillary HPLC columns is superior to

conventional columns and provides support to protome studies．Besides，

capillary gel electrophoresis is applied to DNA analysis．For the prepared

linear polyacrylamide CE column,high separation efficienc)7 of 106 m has

been obtained，RSD％of 20 consecutive injections is less than 4％．The

technique has been applied to the separation and purity analysis of synthetic

OliOneucle“des．
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现代分析化学，因其可以提供有关物质组成、结构及能量状态等信息，而

在生命科学、医药卫生、环境化学、材料科学等领域的发展中发挥着极其重要

的作用。对于生化样品、天然产物等复杂体系的分析，已成为现代分析化学最

重要的研究课题之一。

复杂样品的分析，一般包括提取制备、分离纯化、分析鉴定三个步骤。其

中分离纯化是至关重要的一环。因为只有一定质量的纯品，才能满足下一步结

构、物性测定，活性、毒理实验，乃至治疗、培育的需要。但生物大分子不仅

本身的结构(组成、序列、构象)复杂，而且所处环境也是各种各样犬小分子

的混杂体⋯。以中药为代表的天然产物也是品种繁多、成分多样，而且据样品

来源不同含量变化不一。中药复方成分更是复杂多样“1。此外，复杂体系中还

存在着相当数量的微量组分，可能对整个体系的功效起到关键性作用”。’。因

此，对生物大分子、天然化合物等复杂体系实现高效分离、高灵敏检测一直是

广大生物学、化学、医药学工作者关心并研究的课题。

色谱自本世纪初问世以来，随着气相色谱(Gc)、液相色谱(LC)、毛细

管电泳(CE)等多种分离模式的出现，已成为人类掌握的对复杂混合物分离效率

最高的方法。伴随着分析仪器小型化的发展趋势，色谱微分离技术也目益引起

关注并得到广泛应用¨’。与常规尺寸的色谱分离方法相比，微分离方法使用更

小的分离尺寸，对样品、固定相及流动相的消耗量都大为减少，特别适合对于

来源比较困难的生化、天然产物的分析。同时，其分离效能、灵敏度都得以大

幅度提高，分离时间也相应缩短，在多组分、低含量的复杂体系的分析中显示

出独有的优势。

通常一维分离难以完全满足复杂体系对峰容量的要求。多维联合分离技

术，是将几种基于不同机理的分离模式联用，使系统峰容量有了大幅度的提高
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【“。为复杂体系的高效分离开辟出一条崭新的途径。LC—LCm”、LC—CE伊”’等联

用技术已被成功地应用于蛋白、多肽等复杂生化样品的分离分析中。

因此，发展高效微分离方法，并借助多维联合分离技术，成为解决复杂体

系分离分析的最佳途径。各种微柱制备技术的成熟及小型化仪器的发展，必将

为微分离技术的应用开辟更为广阔的前景。

2．微分离技术研究进展

毛细管气相色谱、微柱高效液相色谱、毛细管电泳、毛细管超临界流体色

谱是目前较为成熟的几种高效微分离技术，由于分离机理不同，而在不同的研

究领域展现着其优势。微芯片分离作为微分离技术的又一个新方向，也日益引

起关注。

2．1．毛细管气相色谱

微分离技术的第一次重大突破是毛细管气相色谱(cGc)的出现。色谱动

力学理论认为，传统Gc填充柱相当于一束涂有固定液的毛细管，而毛细管内径

等于固定相颗粒直径，由于这束毛细管是弯曲、多径的，致使气流运行中涡流

扩散严重，传质阻力很大，柱效降低。1 957年，G01ay“3‘川根据自己的理论推

断，毛细管内径既决定毛细管对气流的阻力，也决定理论塔板高度。并以1m×

0．8mm i．d．，内涂固定液的柱子进行了实验。这种效能极高的色谱柱被称为CGC

柱。1 9 58年，他又提出了涂壁毛细管色谱速率理论，奠定了CGC的理论基础，

为高分辨色谱开创了一条新路。随后毛细管色谱仪和拉制机装配成功，在80m

×0．2 5mm i．d．角鲨烷柱上获得了1 0万理论塔板数的柱效。

70年代初，研究工作者尝试对玻璃毛细管内壁进行各种处理。例如，气态

HCl腐蚀法””、涂载法5“1、氟醚处理法⋯j，都使得玻璃毛细管的柱效、惰性及

热稳定性有了极大的提高与改善。1 9 79年，Dandenean““等借用拉制光导纤维

的技术，拉制出石英弹性毛细管柱。它具有惰性的内表面和弹性，为毛细管柱

增加了新的生命力，在微分离技术中得以广泛应用。现代CGC柱每米塔板数一
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般在2 000—5000，总拄效可达1 0 6， 在2h内分析出300个纽分，它以其快速、

高效的特点在人类健康、环境保护、生态平衡、能源供求等领域的研究中发挥

着重要作用。

2．2．微枉高效液相色谱

五十年代开始应用的Lc，由于不受分析对象挥发性和热稳定性的限制，而

特别适宜于分析在生物学、医学上有重要意义的大分子、不稳定的天然产物、

以及高分子量的化合物和离子型物质，例如，蛋白、核酸、氨基酸、多糖类、

植物色素、类酯化合物、药物、动植物的代谢产物等“”。

经典Lc是在直径约1 0-2 0mm i．d．的玻璃柱内，装填直径大于1 00“m的多

孔性吸附剂完成的，速度慢、效率低、灵敏度低。六十年代早期，Giddings将

Gc理论用于Lc。同时直径从几个到几十微米的规则的高效液相色谱(HPLC)填

料出现，减少了分离过程的传质阻力，使分离效率和速度都大大提高。

HPLC兴起的同时，少数研究工作者便开始了微柱HPLC的探索。1 966年，

Lipsay”01等首次使用0．5mm、1．0ram i．d．×lm的不锈钢柱，对核糖核酸进行了

分离。70年代中期，I shii”1‘251等开展了许多以匀浆法装填Tellon微柱的研究，

使微柱HPLC方法得以重大突破。Scott““圳等以i．0mm i．d．的微柱对实际样品

实现了快速、高效的分离。随后直径小于lmm的毛细管HPLC也相继得以应用

【2 9 31 J

HPLC微分离方法按柱类型分，可分为开管柱、拉制柱和填充柱132 3
31见表

1一l。

表1-I．微柱HPLC分类

类型 柱内径

填充柱

微HPLC

毛细管HPLC

纳级HPLC

拉制HPLC柱

开管IIPLC柱

0 5—1 Omm

1 00-500um

l 0—1 00p_m

50-2 00uIn

5—1 Opm

6
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从理论上来看，与常规HPLC填充柱相比，开管柱由于在管壁上涂渍固定

相而使组分在流动相间的传质阻力大为减小，因此单位时问内能得到更高的理

论塔板数。在操作中应尽量减小柱内径，降低柱外效应。

拉制柱是一种介于开管柱与填充柱之间的一种柱类型。由于它事先将填料

颗粒装八玻璃管内，而后再拉制成所需尺寸的毛细管，因此柱制备过程相对简

单。但柱内壁不均匀，重现性较差。

填充柱是使用最广的一种HPLC微分离柱，多采用熔融石英毛细管作为柱

材料。其优越性主要体现在⋯‘361：

(1)样品、流动相、固定相消耗少，对于较为难得的试样极为有利

(2)降低溶质柱上稀释比，提高检测灵敏度高

(3)可装填长柱以获得较高的分离效率

(4)易于选择合适的操作条件

(5)便于与其他分离模式和检测技术联用

HPLC微填充柱的制备方法与常规HPLc柱基本相同，多采用匀浆法，以高

压或电泳力实施装填Ⅲ。”。随着HPLc柱内径的缩小，与之相匹配的HPLc小型

化仪器装置也得以发展。HPLc微泵可控制509m至1 00“m i．d．HPLC柱所要求

的nL到uL／min的流量Ⅲ““。内置式可替换Ioop体积可降至20 nL，各种自动

微进样阀也得以发展m1。示差、紫外、荧光、电化学、气相色谱检测器、傅立

叶变换等多种检测手段都被用于HPLC微柱的检测。

此外，HPLC微柱还特别适宜于作为第一维，与其它色谱分离技术联用，例

如，薄层色谱(TLC)、常规HPLC、GC、超临界流体色谱(sFc)、cE等。峰容量

的大幅度提高为复杂样品的分离分析提供了可能。

HPLC与质谱(MS)联用是蛋白、多肽定量、定性分析最常用的方法。 使

用微柱HPLC，不仅提高了分离效率，而且减少了与Ms联用时的样品稀释，这

样便可以提高浓度型检测器电喷雾离子源质谱(ESI-MS)的灵敏度。表1—2显

示了常规LC—MS、毛细管LC—Ms、纳级LC-MS技术的比较，从表中可以看出，使

用7 5¨mi．d．的纳级Lc，质谱的灵敏度与常规的LC／MS相比，可以提高2844倍

”“。}【enzel等报道了将二维凝胶电泳上的蛋白斑点酶解，以微柱HPLC—Ms联

用技术分析多肽片段(图1一1)，结合基体辅助荧光解析离子化(MALDI)一MS，

7
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便可完成对蛋白的识别和序列测定任务⋯3。

除了蛋白、多肽以外，微柱HPLC还以其灵敏、高效，而在手性分离、神

经科学、石油化工等领域发挥着重要作用。

Tablel一2 Compa ri son of Nanoflow，Capillafy，and ConVentional ES LC／MS by inje6‘io“of‘h。
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毛细管电泳(CE)的出现，是现代分离技术的一次重大变革。电泳作为划

时代意义的突破性进展是在19 81年， Jorgenson和Lukac sⅢ1用7 5IJ．mi．d石

英毛细管在30KV高电压下开管电泳，获得了40万理论塔板数的效率，并实

现了正负离子的同时分离。Cg可以采用很高的电场，如1 00一1 000伏／厘米，毛

细管很大的表面积／体积比使产生的热量有效地扩散，克服经典电泳的59y．_。这

些研究奠定了高效、快速毛细管电泳的基础。1 984年Terabe”61用含十二烷基

硫酸钠(SDS)的胶束溶液分离了中性分子，开辟了cE的又一重要分支，即胶

柬电动毛细管色谱(MEKC)。1 9 87年Hjerten‘47’提出了毛细管等电聚焦(ClEFj。

同年，Cohen和Karger[aSI发表了毛细管凝胶电泳工作(CGE)。至此，CE的几

种主要分离模式已经形成。短短十几年内，由于cE符合了以生物工程为代表的

生命科学各领域中对多肽、蛋白、核苷酸乃至脱氧核苷酸(DNA)分离分析的要

求而得到迅速发展。

cE的主要优点在于1491：1) 仪器简单、便于自动化。2) 分离模式多样

化。3) 分离效率高、速度快。cE电渗流的平面塞式流型对谱带展宽贡献很小，

使得高柱效的取得有了可能。而高电压的施加，又使得分析时间大大缩短。4j 应

用范围广。可以分离从离子到中性分子，从小分子到生物大分子的一系列化合

物。现已证明它能用于分离多种化合物，诸如氨基酸、手性药物、维生素、杀

虫剂、无机离子、有机酸、染料、药物活性成分、肽和蛋白质、糖类、低聚核

苷酸和IINA限制性内切片段，甚至整个细胞和病毒颗粒。5) 分析成本低，柱

体积只有几个微升。6) 样品；肖耗少，一般样品进样量都是ng、nL级的。7) 样

品预处理简单，可以直接进样。

毛细管电色谱(cEC)是CE的一个分支。这种以电场驱动的微柱HPLC，把CE

的高效(理论塔板数高于50 5Y／米)和ttPLC的选择性(大量可供选择的固定相)

有机结合，开辟了高效微分离的新途径。Pret。riousl501首次示范了CEC，Knox㈨1

完善了其理论基础，随后CEC也被越来越多的人所接受。目前，已通过CEC实

现与MS联用、富集样品、手性分离。此外，它还在免疫学、药物分析、富勒烯

化学等众多领域发挥着作用。
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微分离技术。1 981年，Novorny和Leeml首先报道了使用具有高分离效能的毛

细管柱，以超过其临界压力、临界温度的流体作为固定相的CSFC技术。它在石

油、环保、医药、生物、聚合物等领域具有广泛的用途。

2．4．微芯片分离

微分离技术的又一个研究热点便是微芯片分离技术。它将常规微分离技术

移植到平方厘米量级大小的芯片上，示例如表3所示¨31。如果再与样品进样、

反应、检测等过程集成到一起，便成为多功能化的快速、高效、低耗、微型的

集成分析装置，即Ⅳ一TAS(miniaturized total chemical anaIysi s systgill)。

由于其体积小、轻便，故实验过程不必局限于实验室，对需要实地采样、分析、

在线检测等特殊07_作都提供了极大的便利””。

Tab]e1—3．CaIculated parameter sets for a given sepa ration performance obtained with

CE、LC and SFC．

PaTameter CE LC SFC

(micell a r)

Number of

t heo retical Pl ate s N 1 00，000 1 00，000 1 00，000

Anajysj s tjmc t皿7=5) 1 I I

miii

／-leat i ng power P／z(W／mJ 1 I —

CapiIla ry inner di ameter d(“m) 24 2 8 6 9

Capi 2ja ry j ength ￡(cm) 6 5 S I 2 0

7 re s s d rop AP(at ni) 一 26 1 4

V01f age △∥(kV) 5 8
一

Peak capaci ty n l 8 0 22 0 22 O

Sjgna]bandwi dth 6，(ram)0 21 0 56 1 4

Signal bandwi dth 6，(Ins)42 70 7 0

Signal bandwidt h d，(p1) 94 3 3 52

———————————————————————————————————————————————————————————————————————一——一

0
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实验装置的微型化得到了仪器加工的支持。8 0年代兴起的光刻蚀微型制造

技术被成功地用于微分离芯片的加工上。随后其材料也从硅片扩展至石英、玻

璃等。Ⅳ一TAS装置形式多样，其中以集成毛细管电泳芯片UCE)技术最为突出。

F】uri等就通过柱后衍生化分离氨基酸，理论塔板数达8 3，OOO，保留时间在

0．65 1．7 s，峰宽约90alsml。同时，IcE在疾病诊疗、药物筛选、手性拆分等方

面都取得了很好的效果。并使分析速度大大提高，样品和溶剂用量消耗减少，

检测效率也得以提高。

HPLC由于存在着塞子制作、柱装填等问题，而对微分离芯片提出了较高的

技术要求。有报导使用生物膜Ⅲ1、聚合物Ⅲ’来实现纳级柱制备，Fegnler””等

最新运用微制造技术同时完成固定相颗粒和传质孔道的定位，在CEC分离中，

非保留溶质柱效达l，7 00，000，保留溶质达到770，000。

3．多维分离技术研究进展

3．1．多维分离技术简介

随着对复杂体系中多组分及痕量组分分析的需要，高分辨便成了对色谱分

离体系最为迫切的要求。对于单一的色谱模式，可以通过改变塔板数(N)、选

择性(d)和容量因子(∥)来提高分辨率。但是∥对分辨率的影响极为有

限；选择不同的分离模式虽然可以获得很高的理论塔板数，但分辨率并不会相

应得到大副度的提高；增加柱长由于增加分析时间，使分辨率的净增加近乎为

零。相比之下，选择性因为对分辨率影响最大，而受到越来越多的关注ⅢJ。

为描述色谱分离技术对复杂物质中多组分的分离情况，1 967年Giddings

首次提出了峰容量(n)的概念㈣1。它被定义为在满足分离需要的分辨率条件

下及一定的分离范围内，所能容纳的最多的峰的个数⋯’，计算公式如下：

n=(1+N“2r)ln(1 4-七)

其中r为峰宽相当的标准方差(通常取4)， 厄’为一系列峰中最后一个峰

的容量因子。
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现代高分辨色谱分离技术的峰容量大致在1 OO 300范围内，如果待测物

质的组分数(m)小于色谱分离体系的峰容量(n)，则单一的分离模式应该可以

满足分析的需要。但由于复杂样品的多组分并未均匀分布，根据理论推导““，

其最多可识别的峰个数只等于峰容量的37％，代表单一组分的峰个数也只等于

峰容量的1 8％。结果表明，一维色谱分离技术在对复杂物质的分离中已有所局

限。而将多种基于不同机理的色谱模式联用便成了最佳的选择。

多维分离体系可通过两种方式实现。一种是立体方式，即前一维分离之后

又在与之成90 o的方向进行后一维分离，比如二维薄层色谱m““、二维电泳Ⅲ“”。

另一种便是多柱方式，离线多柱分离，是人工地将前一维的流出纽分收集并送

入下一维进行分离。尽管其分离效能优于一维分离，但其难以自动化，样品转

移损失量大，且后一维的转移会损失前一维的分辨率。在线(或联合)多柱分

离，是将一维的流出物按照一定的频率实时地切换八第二维进行分析。因其自

动化程度高，避免了样品转移损失，而且在多维转移中保留了前一维的分离度，

而成为多维分离研究的主要方向””。若每一维的分离机理完全不同，即正交，

别系统可获得最大的峰容量胛。。，=兀”[591。 将相匹配的分离模式联用，由于

峰容量的大幅度提高，将使二维体系具有了更强的分离能力，也可以降低对一

维分离峰容量的要求。

常见的联用模式有Gc—Gc、Lc—Lc、Lc—GC、SFC—GC、SFC—SFC、Lc—SFC、Lc—cE

等。其中应用最为广泛的GC—GC虽然可以获得极高的理论峰容量，但其主要

适用于易挥发性物质的分离。多维Lc技术自70年代开始使用以来“”训，已在

生物医学[711、医药学‘”1、毒物学””等方面得到应用。接口多采用切换阀技术，

联用模式有分子排阻色谱(SEC)一反相色谱(RPLC)、离子交换色谱(IEC)一反相色

谱、正相色谱～反相色谱、分子排阻色谱一离子交换色谱、亲和色谱一反相色谱等。

丸十年代以后Jorgenson等”。21开始了Lc—cE联用技术的探索，为生物样品、天

然产物等复杂体系的分离分析开辟了新的方向。

3．2．ItPLC-CE联合二维分离

ttPLC、cE是分离机理完全正交的两种模式。前者是基于各纽分在流动相与
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固定相之间分配的差异，而后者则是基于各组分荷质比的不同。因此，将这两

种高分辨的色谱技术联用，为峰容量的大幅度提高提供了可能。此外，CE以其

快速、高效的特性，特别适用于作为二维体系中的第二维，可以频繁地切割第

一维的流出物并加以分析，而不损失前一维分离的效率和分离度。

Yaman。to等首先进行了蛋白质的凝胶渗透色谱一毛细管等速电泳二维分析

⋯I。1990年，Jorgenson等⋯利用六通阀(图卜2)将反相液相色谱与毛细管

区带电泳(CZE)联用，完全实现了从第一维流出物至第二维分析的切换进样自

动化，并对卵白元的酶解产物实现了高效二维分离。1 99 3年，又利用改进的接

口技术将微柱SEC—CzB联用，实现蛋白质二维分离“⋯。 l 9 95年，他们利用光

门阀接口(图1—3)实现了快速RPLC—CZE分离，它利用照射于 CZE进样端的

强激光束对第一维流出物的光降解作用来实现二维接口的切换，并将CZE分析

时间缩短至3s，二维分离在10min内得以完成““。1 997年，又以流动阀接口(图

1—4)实现了微柱RPLC—CZE联用，以缓冲液的流动和停止来控制CZE的进样与

分析。利用此装置在人尿样中分离出400余种纽分“”(图1—5)。

Figure 1．2．Two configuratiOnS of Six—port．computer～control 1ed valve

Close u口Of

interface f∞

Fi gure 1．3．Two—di raensionai RPLC／fas卜CZE i／Ist rumental diagram
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Fig“‘。1·5·GTaY scale image of a two-dimensinnal micr0一RPLC—CZE sepa ratjon of

FITC—tagged human 13／"ifie．

4

OⅫL

，^"
、|，，m
m



复旦大掌硕士掌位论文

多维分离的小型化是必然的趋势。Norot roy等指出，微柱HPLC由于其高

选择性、高柱效，在蛋白质样品的分离，特别是微分离方面将显示独具的优越

性n01。 将其与CE联用，也能尽可能地减少样品转移损失㈣1。Jorgenson等已

成功地实现了微柱HPLC—CZE的在线联用⋯”’。

4．本论文研究背景

为满足生物大分子、天然化合物等复杂体系极高的分离要求，需发展高效

微分离方法，特别是多维微分离技术。本论丈全面探讨了建立毛细管高效液相

色谱一毛细管电泳二维分离系统方法学的研究及相关的柱制备技术、快速胶来电

动色谱理论等问题，并将这些新方法应用于中药、蛋白、核酸等实际样品中的

分析。证明了其超强的分离能力和潜在的应用价值。
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1．引言

第二章高效微分离方法研究

随着现代科技的发展，研究对象的物质组成已变得目益复杂。对研究体系

中的众多组分实现高效分离、高灵敏度检测，已成为现代分析化学最重要的研

究课题之一。

高效微分离方法，采用比常规色谱更小的分离尺寸(通常岬级别)，使样

品、固定相、流动相的消耗量都大大减少，特别适宜于来源比较困难的试样的

分析。同时，其分离效能和灵敏度都得以大幅度提高，能较好地满足复杂体系

分离分析的需要。目前，得以应用的微分离技术有毛细管气相色谱(CGC)、微柱

液相色谱(mic ro—column HPLC)、毛细管电泳(CE)、毛细管超临界流体色谱(CSFC)

等。其中，微柱HPLC与cE不受分析对象挥发性和热稳定性的限制，对生物学，

医学上有重要意义的大分子、不稳定的天然化合物、高分子量和离子型物质的

分析极为有利，因而倍受生物、医药、化学工作者的关注。同时，由于一维分

离的峰容量有限，发展多维联合分离技术，使系统峰容量有大幅度的提高，更

成为研究的热点问题。

为满足生物犬分子、天然产物等复杂体系的分离需要，本论文全面探索了

HPLC—CE二维分离系统的方法学，包括毛细管HPLC柱制备、毛细管胶柬电动色

谱(MHKC)理论、联合二维分离接口技术等。二雏体系的建立和优化，为复杂

样品的高效分离奠定了基础。

2．毛细管HPLC柱制备方法研究

微柱HPLC按制备方法不同，可分为拉制柱、开管柱和填充柱。拉制柱重
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现性较差，且与常规HPLC柱相比，柱效的提高极为有限。开管柱尽管由于柱内

径小，可得到极高的理论塔板数，但同时对仪器装置、特别是管路连接的要求

也较高。填充柱则避免了以上问题，以其高效、快速、稳定而成为使用最广的

一种HPLC微柱分离模式“。1

毛细管HPLC填充柱(1 OO一500pm i．d．)和纳级HPLC填充柱(1 O—lOOpm i．d．)

一般以熔融石英作为柱材料，它不仅柔韧性好适宜装填长柱，而且内表面均一、

平滑且具有惰性。柱制备方法分整柱(monolith沁column)制备”。7’和均浆装

填(slurry packing)⋯两种。广为采用的均浆法原理如下：先在柱末端制作一

塞予，而后将固定相分散于液体中形成悬浮液，该悬浮液在整个装填中保持稳

定，即颗粒不沉降或凝聚。在高于实际操作压力下，将此悬浮液在高压泵的驱

动下迅速压入柱内。固定相被塞子堵住留在柱内，而流动相则透过塞子的孔径

流出。柱装填完成后，在柱前端再制作一同样塞子，防止固定相颗粒反冲，如

图2—1。

fr it

0

图2-1．匀浆法填充柱示意图．

由此看来，在匀浆装填法中，塞子的制备极为重要，它必须具备这样的性

能”’：(I)较高的机械强度(2)良好的通透性能(3)一定的化学惰性。金属

片、玻璃棉、聚合物薄膜(多为聚四氟乙烯)等材料都曾被用做毛细管HPLC柱

的塞子¨。1。但它们难以被装入柱内，故无法实现柱上检测，而柱后检测易造成

被分离组分柱后谱带扩展。此外，运用硅胶颗粒烧结法【9·“。”、硅酸钾与甲酰

胺聚合法【l“制作柱上塞子(on—col ulnfl f ri c)，多适用于内径小于1 00um的纳

级HPLc柱，对于内径较大的毛细管HPLC柱，制作与操作均有一定的难度。因

2



复旦大掌硕士掌位论文

此，探索新颖的、简便易行的柱上塞子制作法，对于毛细管HPLC的推广应用有

着极为重要的意义。

溶胶一凝胶(S01一gel)法，最早是通过金属烷氧基化合物的水解和聚合，

使液体状的溶胶变为凝胶，而后形成一种具有立体网状结构材料的方法。这之

后，反应单体也逐步扩展至其他烷氧基化合物，在非线性光学材料、生物活性

材料、化学传感器、催化材料的制备方面广泛得以应用”“。在毛细管色谱柱的

制备方面，SOl-gel法也开辟了很多崭新的途径。比如，应用此法制备CGC柱，

可以将柱表面去活化、修饰、固定相涂层等过程在一步内完成¨51。此法制备开

管HPLC柱和CEC柱，也避免了烦琐的制备过程，并取得了优于常规方法的分离

结果11 4)：以超临界流体CO，为介质，此法还可以用来完成CEC整柱的制备㈨。

本论文介绍了利用sol—gel技术来制备毛细管HPLC柱上塞子的方法，用

扫描电镜对其微观结构进行了表征，评价了以此法装填的毛细管HPLC柱的分离

效能。

2．2．毛细管NPLC柱的制备

2．2．1．实验仪器与试剂

LC-4A泵、LC六通迸样阀：Shimadzu公司

Waters 484可调波长紫外检测器： Waters公司

熔融石英毛细管2 509m i，d，，380 um O．d，：河北永年光导纤维厂，

7 59m i．d．，36 5 um O，d：Phoenix公司

i 0 pm十八烷基硅烷(ZORBAX BP一0DS)，1 0¨m球形硅胶(ZORBAX BP—s I L)：

Du—Pont公司

5 um 300SB～C8 Zoxbax Packing：Hewlette Packa rd公司

三氟乙酸(TFA)：Merck公司

三乙氧基甲基硅烷(MTES)：上海橡胶制品研究所

二氯甲烷、邻硝基苯乙酮、对硝基苯乙酮、苯乙酮、二苄基甲酮、二苯甲

酮：分析纯

2．2．2．s01一gel法制塞子
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毛细管内壁以二氯甲烷清洗，并用氦气吹干。将7 SiaL MTES、1 00 p．L TFA、

2001*L CIi 2Cl 2、1 0 I．tL I{20均匀混合，再加入0．1 59 SIL，搅拌，将此溶胶溶液

吸入毛细管末端合适位置。溶液在管内长度为2-3mm为宜。室温放置半小时，

则溶胶变为凝胶，并与管壁键合，将毛细管置于50℃左右烘箱内，保证s01-gel

反应完全并使溶剂挥发。

2．2．3．毛细管ItPLC柱的装填

将毛细管接于Lc泵上，并在超声波中振荡，检验塞子的机械强度，若保

持在柱内原位置，则证明满足其性能要求。而后将C。C，。固定相颗粒溶于甲醇

中，在超声波中振荡10min，使颗粒高度分散。此匀浆在高压泵的作用下被送

入柱内。保持压力为4 00—5 OOba r，并以超声振荡，保证固定相颗粒均匀紧密装

填于拄内。半小时后，使压力逐步释放至零。待柱内溶剂挥发后，将柱前端浸

入以固定相颗粒为本体的溶胶溶液中，方法同上，制备柱前塞子。

2．3．SO卜gel方法机理研究

在塞子的制备过程中，sol—gel方法使sIL颗粒之间以及sIL颗粒与毛细

管管壁之间紧密相连，叉保持一定孔隙，以达到高机械强度、良好的通透性能

的双重要求。此反应以CH2CI 2作为溶剂，MTES作为反应前体，TFA作为前体水

解的催化利。在以sIL作为本体的SO卜gel反应中，反应过程如下(图2—2)：

争帅七吲一一。卡
ste。l step 2

I

SteD 3

旰干娥}陶
图2 2．S01_gel反应示意图

●●●●V
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(1)MTES在TFA作用下水解

(2)水解产物进一步聚合

(3)聚合产物利用硅羟基将S1L颗粒以及毛细管管壁相连。

利用S01一gel反应，均匀、致密的立体网状结构在毛细管内形成。塞子的

通透性、高强度得以保证。对于2 509m i．d的毛细管内长约3mm的塞子，便可

承受高达400bar的压强，而对于7 59m i．d的毛细管内的塞子，其承受压强跟

更可高达500ba r。

此外，c。e18键合SIL也可作为sol—gel反应的本体来制作塞子。但与SIL

相比，其机械强度较低。这可能与SlL表面被烷氧基键合，自由硅羟基较少有

关。由于表面较少地与高聚物键合，形成的空间网状结构也相对疏松，由此制

得的塞子强度也较低。而柱前端塞子对强度要求较低，所以C。C。。键合SIL仍

可以作为柱前端塞子的本体，避免了与固定相填料不同质而造成的柱效损失。

2．4．扫描电镜表征微观结构

为了更好地了解柱上塞予的微观形态，我们利用扫描电镜(SEN)对其进

行了观察。柱上塞子的全貌可以在放大倍数为200的图2—3(A)中看到，图中

显示出相当致密的形态结构。将放大倍数进一步提高，在图2—3(B)中便可观

察到毛细管内壁变的不再光滑，而是凹凸不平。这种由于被聚合物覆盖而造成

的内壁粗糙现象，增加了sIL颗粒与毛细管内壁接触的表面积，使二者的结合

更加牢固。继续提高放大倍数，在图2—3(C)中可以看到在SIL颗粒表面也有

同样的粗糙现象。除了可以增加颗粒之间键合的强度之外，这种现象还可以避

免溶质在SIL表面的吸附，从而阻止内扩散，减少了溶质在流经塞子时的谱带

展宽。图(B)与(C)中，还可看出sIL颗粒之间以及其与管内表面都紧密相

连。在颗粒之间还有孔隙，塞子的机械强度、通透性都得以满足，与利用SO卜

ge 1方法的初衷吻合。

24
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Figure 2．3．Scanning Electron Microscopy of SOI—gel一derived and SIL—based fri t on

25 0删i·d-capilla ry-(A)^cros sed—sectionaI view of capillary with a magnificati on

of 200。；(B)Cha racterization of wall surface of the capi】la ry with a magnifi cali on

of 1 5 00“，(C)Fi ne st ructu re of sil[ca gel s phe re s with a nfagnifi calion of 4000

×
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2．5．毛细管HPLC柱的评价

实验证明，柱上塞予以0．IMHCl、0．IMNaOH连续冲洗数十分钟，强度无明

显变化。说明了它对酸、碱较强的抵御能力，在HPLC中有较究的PH操作范围。

为进一步检验此法装填毛细管HPLC柱的分离效能，我们挑选了5种芳香酮类化

合物作为探针来对毛细管HPLC柱进行了评价。从图2-4中可以看出，5种化合

物得到了很好的基线分离。而且峰对称性好、无拖尾。在以1 08m ODS装填的毛

细管柱上，溶质的理论塔板数可达30—40，000／m。这充分证明了以S01一gel方法

来制备的塞子在获得高机械强度的同时，并未以损失分离效能为代价。毛细管

HPLC柱经过几年连续使用，塞子依旧保持其稳定的性能。

}|

⋯懿，
n 5 10 15 20 25 30 mln

Figure 2．4．CHPLC separation offive aromati c ketones oil a reverse phase c01 urlln with

S01一ge卜derived frit．Conditions：C01 umn，25 OⅢ1 i d．capill ary with 44 Clll packed

)ength and 3 aim f rj t】ength；statjona ry phase：1 O一脚ODS；mobi le pha se：njel bane)一

wat e r(85：1 5)：flow—l-ate：3 pL／min：detection：28 0 hill．Peak identiti es：f1)o—ni e FO

acetopheBene， (21 acetophenone， (3)dibenzyl ketone， (4)d；phell,yl keIone，

(5)fl ue renone
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随着毛细管内径的减少，塞子的机械稳定性将会增加。因而此法也可被用

在纳级HPLC柱的制备上，从而使毛细管电色谱的制备技术更加多样。

2．6．总结

以sot—ge L方法制备毛细管HPLC柱上塞子，不仅机械强度高、通透性好，

而且简便易行、可操作性强。SEM图表征了其致密的立体网状结构，毛细管HPLC

分离谱图表明了以此法装填柱子较高的分离效能，这种简便的柱上塞子制作方

法为毛细管HPLC多维联合分离技术的实现提供了可能，使之在复杂体系的分离

分析中得以更加广泛的应用。

3．快速胶束电动色谱条件探索

胶束电动色谱(MEKC)于1 984年由Terabe提出，它是在毛细管电泳(CE)

中加入表面活性剂形成胶束，利用被分离组分在水相与胶柬相之间分配的差异

而实现分离的一种分离模式。胶束电动色谱突破了毛细管区带电泳(CZE)只能分

离带电物质的限制，将CE的适用范围扩展至中性物质。

在HPLC—CE联合分离技术中，CE基于与HPLC完全不同的分离机理，而使

系统峰容量有了较大的提高。在目前此领域相关的研究中，第二维多采用CZE

模式，但它对于中性物质并不能实现有效的分离。若以MEKC替代CZE，必将使

HPLC—CE联合分离技术对于天然产物等含有大量中性组分的复杂体系实现更加

高效的分离，其应用前景也将更加广阔。

二维分离技术对于第二维的耗时有极高的要求。一般来讲，第一维的流出

组分被第二维分离3次以上，才能不损失前一维的分离峰”⋯”。因此，应尽量

缩短后一维的分离时问。在快速CZE方面，Jorgcnsoll等人在1 991年就开始
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了许多有益的尝试，并在近几年的发展中取得了很大进展‘”剖。1 9 9 5年，采

用快速CZE在2．5秒内分离了牛心脏细胞色素Ⅲ1。1 99 7年，采用RPLC—CZE联

用技术在3秒内分离了F]TC一精氨酸、FITC一谷氨酸、FITC一甘氨酸、FITC一苯丙

氨酸，而在普通电泳中一般要花费30分钟。并且分离柱效能够达到48000理

论塔板数。在连续2小时测定中，峰高、峰面积和迁移时间的标准偏差低于0．7、

0．6、0．02％⋯j。而在快速MEKC方面，目前尚未见相关的报导。本论文针对含

有SDS的MEKC分离模式，考察了电场强度、柱长等操作参数对于MEKC的迁移

速度的影响，并探讨了在快速MEKC中最佳电泳条件的选择。

3．2．快速MEKC理论基础

根据MEKc的分离原理，所有的中性溶质和部分带电溶质的流出时问都应

在电渗流的流出时间(t。)和胶束相的流出时间(L。。)之间。于是，L。。与t。的

比值，即t。。／t。被用来表征MEKC的流出窗口。在此流出窗口内，所能容纳的

最大的峰的个数，即峰容量，可依据下式得到：

”：1+盟ln上(1)
4 ，。

由此可见，流出窗口t,c／t。 柱效N共同决定着峰容量n的大小，从而成

为影响多维分离的重要参数。

根据JorgensonⅢ1的理论，在cE理想状态下，CL-ik Leff=L(Leff为有效柱

长，L为毛细管总长)，则

Ⅳ√。％ (2)

，=钐矿=络㈦
u为电泳淌度，V为工作电压，D为扩散系数，E为电场强度。

要达到快速MEKC的要求，可以通过两条途径，一是增加工作电压即场强，

二是减短柱长。因此，场强、柱长，是决定快速胶束电动色谱的主要因素。但

分析时间缩短的同时，有可能伴随柱效的下降。因此，衡量单位时间的柱效变

化，即N／t，应成为考察快速MEKC的主要指标⋯J。

据色谱理论，理论塔板数(N)由塔板高度(II)来决定，即
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Ⅳ：三 (4)
片

在MEKC中，总的塔板高度(H。)等于进样、检测等柱外因素，扩散、传质、

散热等柱内因素贡献的加和Ⅲ3。即

H州=Hjq十H协+H埘+H帅+Hfh；
l s)

通常情况下，HⅢ H。对H。贡献较大，其它各项贡献较小，可近似为

常数。则(5)式可简化为

H。，=A+HⅣ十Hf。=A+B／u+Cu (6)

其中，A、B、c为常数，u为线速度。由(3)，(4)、(6)式得：

．v ￡ ” 1
，，、7-2—t(A—+—ni．十—mu)2—A+B／—u+Cu 5—A～lu—+B／—u2+C ‘7’

”=肛=∥兰 f8)

3．3．MEKC的实验设计

根据MEKC的特点及已有的探索”“，我们挑选了3种有代表性的化合物作

为探针来研究考察MEKC的迁移行为。其中，以甲醇为电渗流的标记物，苏丹

(I】I)为胶束的标记物，而二氯苯酚为在电渗流与胶束之间流出待分离组分的

代表。以下图表中所指时间均为二氯苯酚的迁移时间。

实-验4st器、试样如下：

毛细管电泳仪P／ACE 501 0：Beckman公司， 254nra柱上紫外检测。

熔融石英毛细管柱(75岬i．d．，360pxn 0．d．)：河北永年光导纤维厂

十二烷基硫酸钠(SDS)：上海化学试剂公司进口分装，使用前提纯处理，

以乙醇回流、重结晶两次1”】。

硼砂、磷酸二氢钾、甲醇、二氯酚：分析纯

苏丹(III)：上海试剂厂。

配置盐浓度为5retool／L硼砂+2mm01／L磷酸二氢钾，sDS浓度1 00咖10】儿的

缓冲液；配置甲醇、二氯酚、苏丹(IlI)的混合样品。

采用压力进样方式，进样时间1秒。采用恒压方式电泳。每次cE分离后

29
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用甲醇、超纯水、缓冲液依次清洗毛细管。

． 3．4．电场强度对快速MEKC的影响

根据公式(3)，提高电压即场强，是实现快速MEKC的一条途径。在一定

柱长和SDS浓度条件下，我们在不同电压条件下考察了MEKC的变化规律，结果

如表2-2。

表2-2电场强度对快速MEKC的影响

(电冰条件：[SDS】=1 OOnN，L=4 7cm)

将不同场强下的电泳淌度“看作常数。则由(7)、(8)式得

， A， B ．，

面+湎一L
—。士一 (9)
A’ B’ ，，

。

i+萨“

由表中N／t-E数据进行拟合，可得A’一1 0．248， B’=1 9 9 3．8，

(T’=o．016244。所建立理论数学模型与实验结果的比较如图2—5所示。可看出

理论值与实验值偏差较小，说明数学模型实验规律基本吻合。

分析曲线的变化趋势，可以看出，在较低场强时(E<1 9 5v／cm)时，告在

分母几项中数值最大，说明此时扩散项占主导因素，N／卜E函数关系在此范围

内近似二次函数。E从1 95 v／cm增至390 v／cm范围内，竺的绝对值已超过
也

罢项，N／t随E近似线性增加。在E达到39039 v／cm时，尘+兰数值最小，N／L兰。项，N／t随E近似线性增加。在E达到 v／cm时，竺+兰。数值最小，N／L

达到最大值。E继续增加，使传质项c 7所占比例越来越大。N／t逐渐减少，最
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后趋于一恒定值。

—、200

∽

=150
、
Z 500

0 200 a00 600 800 1000 1200 1 400 ’600

图2--5．电场强度E对N／t的影响．曲线：理论模型；散点：实验数据。

由此看出，由于传质项的作用，使N／t随E并未一直保持增大的趋势，而

是有一最佳值。对于(SDs]为l(}omM的缓冲体系，最佳场强值为390v／cm。但此

最佳值亦随SI)S浓度、盐浓度、溶质的不同，而有所变化。例如，对于【SDS]为

5 OmM的MEKC体系Ⅲ1，E最佳值为则增加至460v／cm，如图2-6。

1000

800

—600
邑
一

芝400

200

O

E(v／cm)

图2 6．fSOS】为5 OmM条件下场强对N／t影响．曲线：理论模型。散点 实验数据
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3．5．柱长对快速MEKC速度的影响

据公式(3)，分析时间会随柱长呈指数倍变化。NgL，缩短柱长是实现快

速MEKC的重要途径。在固定电压情况下，改变柱长，所得数据如表2 3所示m)。

表2-3拄长对快速MEKc的影响

(电泳条件：[sos]=50inM．忙1 Okv)

若将∥矿近似看作常数，则由(7)、(8)式得

—N—：——————三—一
‘一AL+研BL2pV +c

(“矿)2
。

=iF矗杀_鬲 (10A jC“L十B”D+”
、 。

利用表中N／c—L数值，经拟合得到A．=-O．01 09 2，占一：0．0001 563．

(一20·1
972。从建立的理论模型来看(图2—7)，N／t随E的变化也有一最佳值。

,g oa压为1 0kV条件下，此最佳值为3 5cm。 柱q<i立-R(大于50cm)、过短f小于

L，cm

图2—7-gz-le L对s／t的影响．曲线：理论模型：散点：实验数据
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幅度下降，所以柱长的缩短有一定的限度，并不能一味地通过缩短柱长来达到

快速MEKC的目的。

从以上关于场强和柱长对快速MEKC行为影响的讨论中可以看出，N／t随E、

L的变化有一最佳值。不能一味地提高电压或减小柱长。因此，保持一定的柱

长，并提高电压，是实现MExc的最佳途径。

4．毛细管高效液相色谱一毛细管电泳联合二维分离体系的建立

多维分离技术，因其潜在的高峰容量，在生物、医药、环境等领域的复杂

样品的分离分析中日益受到关注。 将毛细管ttPLC与CE这两种高分辨色谱模式

联用，由于它们完全不同的分离机理， 尤为适合对生物大分子、天然产物等复

杂体系的分离分析。

联合二维HPLC CE分离技术，要求按照一定的采样频率，不断地将第一

维HPLC流处物转移入第二维cE，进行分离分析。在此联用技术中，接口的设

计是极为重要的环节。 它必须达到易于自动化、进样效率高、重现性好的性能

要求。 由于其技术难度较大，目前仅有少数探索性研究，如Jorgenson等人

设计的光门阀与流动阀等。

本论文研究了一种全新的动态脉冲接触式接口技术。与已有的静态接口

相比，这种动态接口在设计原理上有了新的突破。它以两根毛细管柱的接触实

现进样，提高了进样效率。同时样品的冲洗时间缩短，减小了谱带展宽，有利

于第二维的分离。利用这种接口，使样品在第二维的进样浓度达到第一维流出

浓度的81％，1 00次连续迸样峰高及迁移时间的％RSD平均值分别为3％、1．8％，

进样时间也得以缩短。
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4．2．二维分离的接口设计

二维HPLC—CE系统如图2-8所示。第一维的HPLC分离在改装的Shimadzu

LC～4A高效液相色谱仪(日本岛津制作所)上进行，毛细管HPLC柱2 50pm i．d．，

38 0pm o．d．(河北永年光导纤维厂)，以匀浆法自行装填。第二维CE利用30 kV

高压电源(中国科学院上海原子核所)的负高压进行分离。 以30mMSDS与6mM

硼砂溶液做为缓冲电解质。 毛细管柱50,tan i．d．，360pro O．d． (河北水年光

导纤维厂)，总长30 cm，距进样端2 3 cm处烧制一泡状检测池”⋯，以Watei-s 484

可调波长紫外检测器(美国Watef s公司)在波长21 0nm实现柱上检测。

Waste Buffer Air Actuated

Valye

图2-8．毛细管HPLC—CE二维分离装置示意图

接口的结构如图2-9所示，它采用工程塑料材料加工设计而成，自制HPLC

毛细管柱与固定的电泳毛细管控由同轴套管相接。 图2-10为接口的工作时序

图。 在cE分析状态，ltPLC柱与cE柱保持一定距离，由气动阀控制的缓冲液

从套管中间孔洞流过，洞口直径约1．5mm。一部分缓冲液流入CE柱中，使样品

在高压电场下分离，大部分缓冲液则携带第一维流出物成废液流出。CE分离结

束后，电压回零，缓冲液继续流动，以保证两毛细管柱之间没有残留的第一维

流出组分。0．5 S后，由气动阀驱动的HPLC拄向前运动与cE柱接触，同时缓冲

液停止流动，使第一维流出组分能充满HPLC毛细管柱和cE毛细管之间的空隙。
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保持l s后，电压升至设定的选样电压，通过电迁移作用而实现第二维CE的选

样， 进样2 s，HPLC柱复位，电压回零，缓冲液流动。0．5 s后，电压升至工

作电压，CE分离开始。

缓冲

l而仆

瑗胛散抛八
BufferIn L

慷缩卒气 一
Pressed Gas————j

多肾出瓮i省山Inl l

毛鲺{l管 [』k盂i：；；．

州“8掣活采了罗号

醴三5H“”S鼻p簧ringh
流fII．
Out十

图2-9．动态脉冲接触接口示意图．

进样lroect

圉2—10动态脉冲接触接口时序图

接口的性能评价，是以一根2 5 0圳i．d．的-Lm管-空柱替代HPLC毛细管柱

完成的。样品依照与HPLC毛细管柱相近的流量(1．o-1 5uL／min)从空柱流出，类
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似二维分离第一维的流出组分，经动态接口，进行第二维CE的分离。

检测信号以自行设计的数据接口板和工作站软件进行采集处理，等高线图

采用O rigin5．0软件绘制。

4．3．二维分离接口的评价

4．3．1接口的优化

这种动态的脉，中接触接口技术，与静态的流动阀接口进样技术不同。它利

用HPLC柱与CE柱的短暂接触，而非样品在两柱间的逐渐堆积来实现进样。这

样不仅有效地减小了在接口处的样品稀释，而且使进样过程缩短、进样浓度增

加、峰宽降低。

经过优化，HPLC柱与cE柱保持间距0．5mm左右为宜。若间距大于0．5 toni，

在实施选样时，HPLc柱与cE柱接触所需冲程过长，会造戍选样量重现性的降

低。而间距小于0．5mm时，则需要较大的缓冲液流动速度或较长时间，方可将

cE柱头残余组分及时地冲洗干净。此外，缓冲液流动速度为0．1—0．1 2mL／min时，

即可保证CE良好的峰形。过低时，由于冲洗不完全，则造成cE峰拖尾、基线

不稳。

对于第二维CE的分离，L。(样品起始宽度)是影响分离效率的一个极为重

要的因素Ⅲ’2“。根据电动进样公式，L。与V。(进样电压)， T。(进样时间)成

正比f29】。因此在通常选定的电迁移进样电压5kV下，我们以lxlO。M间苯二酚

为探针，进行了不同进样时间的比较，结果如表2-4所示。从表中可以看出，T。

小于2 s时，峰高随T；。．近似线性增加，而峰宽只有微小变化。 而当T。大于2 s

时，峰高随T。增加减慢，而峰宽增大明显。结果表明，对于实验所采用的CE

毛细管，在V⋯为5kV、T。为2 s时， 系统可以在不损失柱效的情况下，获得

最高的灵敏度。而进一步增加cE进样量，只会使峰宽增加，柱效降低。这一结

果与相关的理论和实验报导相符合Ⅲ1。故以下实验选定此条件实现接口切换进

样．
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’ 选样时间(S) 1 2 3 4

4．3．2接15'的进样效率

动态接口的设计原理表明，通过两根毛细管柱的短暂脉冲接触来实现进

样，可以有效地提高样品利用率和系统检测浓度。对于此二维联用技术，样品

总的浓度利用效率等于经HPLC柱分离、接口、CE分离浓度利用效率的乘积，

即番=罢·罟·鲁。其,eeC。、ct分别为HPLc柱进样浓度、流出浓度，Cr
为经接口切换后样品浓度，f：为cE检测浓度。等式中；即为所讲的接口进样

C1

效率。为评价其对系统检测浓度的影响，我们做了以下对照实验。

以lxl0-4M间苯二酚作为研究对象，分别采用直接电迁移进样、经接15'切

换进样两种方式进行cE分离。如表2所示，采用相同的分离条件，在两种进样

方式下柱效没有明显差异，而从峰高即浓度的比值中，可推知样品经接口切换

后浓度为初始浓度的81％，表明了接口较高的进样效率。与常规2 50pnl HPLC毛

细管柱的浓度利用效率相比Ⅲ’，接口并未对样品的稀释造成很大的影响。

表2-4直接电迁移进样与经接口切换进样的比较

直接电迁移进样
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4．3．3接口的重现性

动态接口的重现性，也是一个至关重要的问题。 我们以浓度为IxlO“M的

邻、间、对苯二酚混合样品为对象，连续切换进样，如图2 1l。 三种组分1 00

次连续进样的峰高及迁移时间相对标准偏差(％RsD)平均值分别为3％、I．8％， 如

袁3所示。N-6"-izn)日这种以动态的脉冲接触来实现的二维接口进样切换技术具

有良好的重现性。

4．4．二维分离操作条件的选择

在联合二维分离体系中，为了发挥接口的最佳效能，第一维与第二维操作

条件的匹配是重要的一环。研究结果表明，二维分离第一维流出的每个色谱峰

需用第二维至少分离三次，方能不损失第一维流出色谱峰的基本峰形。比如第

一维HPLC色谱峰的流出时间为3min，则第二维cE的分析时间不宜大于l mi rl。

因此缩短第二维的分析时间非常重要。

缩短cE分析时问的两条途径为缩短柱长和提高电压。CE中的毛细管胶柬

电动色谱(MEKC)分离模式可以有效地提高对中性物质的分离效能，然而有关

快速MEKC的研究尚未见报道。根据对快速MEKC的理论探索，我们发现保持一定

的柱长，并提高电压，可以使MEKC的整个分析时间大大缩短，而峰容量和柱

效又不会损失太大。

同时，在第一维采用毛细管HPLC柱，降低了第一维到第二维的样品稀释，

提高了系统的检测灵敏度。而使用近lm长的HPLC柱，以及较低的流速(1．0—

1．5,uL／min)，也有利于与第二维操作条件的匹配。 此外，HPLC采用梯度洗脱

来实现样品的柱头富集，cE采用泡状检测池，也都有效地提高了系统的检测灵

敏度。

4．5．总结

自行设计的毛细管HPLC—CE二维分离的动态脉冲接触式接口，选样效率高

重现性好、完全自动化，满足了多维分离的要求。加之相关的毛细管HPLc柱{}iI
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备技术的成熟、快速MEKC理论的发展，使整个HPLC—MEKC二维分离体系的方

法学得以完全建立。利用此二维系统，我们对中药等复杂体系实现了高效分离，

详细讨论见第三章。

图2—11邻、问、对苯二酚经接口连续切换进样30 min一36 mia CE分离谱图．CE 32．作电

压：20kv；进样：5kv×2 s； 缓冲液：30riel SDS+6【11M Na 2B¨0

表2 7 1 00次连续cE分离的峰高及迁移时间

39
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第三章高效微分离方法应用研究

1．高效液相色谱一毛细管电泳技术在天然化合物组分分析中的应用

以天然植物药为主的中医药是我国医药宝库的重要组成部分，中药材及其

复方制剂，以其独特的疗效，而E1益引起世界的关注。近几十年来，我国对中

药的药材、炮制、化学、制药工艺、质量标准、药理、毒理、及临床等方面都

开展了大量的研究，为实现中药现代化奠定了一定的基础。

要与国际接轨，中药的质量问题、药效机理研究仍显得比较突出。就中药

材质量而言，由于其多为天然产物，在生长、采收、加工、储藏过程中受诸多

因素影响，本身质量就有差异，以其为原料生产的中药饮片和中成药，如果生

产过程缺乏科学化、规范化的生产工艺和检测手段的跟踪，必然造成产品质量

的不稳定，其结果直接影响了中药的安全、有效⋯。就药理来看，中药的化学

成分，尤其是有效成分，是中药发挥药效的物质基础。但中药的有效成分极为

复杂，大部分结构尚不清楚。某些药材中有效组分含量极低。若没有现代化的

分析化学方法，不能指明其化学组成，就很难从分子反应水平阐明药物的药理，

同时阻碍了药代动力学的进一步研究。

色谱技术由于其兼具分离和鉴别两种功能，而在中药的质量控制、成分分

析中占有重要位置。它可以鉴别药物真伪、区别类同品，控制剧毒药的微量成

分限度。同时，它既能对已知有效成分的品种定性定量，又可对成分未明确或

成分复杂的品种进行指征成分分析或进而做指纹图谱分析”3。

有关中药成分的分析研究，从分析对象来说，可分为各类有效成分(生物

碱、黄酮、香豆素、有机酸、各种甙类等)和复方制剂的分析。就分析方法来

看，高效液相色谱、薄层扫描法、气相色谱都被用做为中药的常规分析手段，

其中以高效液相色谱应用最为广泛。但它在实际应用中常遇到麻烦。一是不适

用于提取困难的样品的分析。二是中药成分多样，HPLC即使采用梯度洗脱技术，
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也很难实现其成分的完全分离，且分析时间长、分离效率低。此外，柱子的污

染、堵塞也是容易碰到的问题。

毛细管电泳作为一种迅速发展的柱分离技术，以其微量、快速、高效、分

离模式多样的特点，而在中药分析中崭露头脚”。41。其中毛细管区带电泳(CZE)

多用于中药提取物带电组分的分离，如生物碱、有机酸等1 5-81。而胶束电动色谱

(MEKC)则被用于黄酮、蒽醌、香豆素等中性组分的分离””。 此外，毛细管电

色谱，毛细管等速电泳也相继被用于中药成分分析“⋯。在对中药材有效成分分

析的基础上，毛细管电泳还被用在小承气汤、小柴胡汤、加味逍遥散等复方及

制剂的研究中“。”1。

中药提取困难，且成分复杂，有效组分含量低，因此发展高效、快速的微

分离技术是天然药物药理研究、质量控制的迫切需要。本论文以甘草、大黄、

银杏等中药提取物和复方小乘气汤为研究对象，将毛细管高效液相色谱及其与

胶束电动色谱联用等微分离技术用于天然化合物的分析，显示了这些微分离方

法高效、快速、灵敏的优势。

I．2．毛细管高效液相色谱在天然化合物中的应用

高效液相色谱(HPLC)是目前广泛采用的中药成分分析的手段，使用毛细管

HPLC，将使样品用量大大减少，同时其分离效能、检测灵敏度都得以提高。目

前，极少有人进行这方面的中药应用研究。

1．2．1实验仪器与试样

Lc一4A泵、Lc六通进样阀：Shimadzu公司

Waters 484可调波长紫外检测器： Watey s公司

自行装填熔融石英毛细管HPLC柱

毛细管2 50#m 1．d．x 50cm：河北永年光导纤维厂，

固定相10“m十八烷基硅烷(ZORSAX BP—ODS)：Du Portt公司

甲醇、磷酸：分析纯

各类中草药均购自上海健民药店。取大黄、甘草、银杏各1 09，小乘气汤
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119(大黄：厚朴：枳实质量比为4：3：4)，分别加60 mLH20，浸泡2h后，加

热回流0．5h，冷至室温，过滤，冷藏。选样前，以o．45#m微孔滤膜过滤。

I．2．2结果与讨论
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图3一1．中药提取物的毛细管HPLC分离谱图。 cl gHPLC柱：25 0#fn i d×5 0cm；流动相

甲醇(a)、0 005M磷酸(b)；进样：1 0乩；流速：0．4mL／m]n；分流比1 00：1：检测波长

280nm (A)银杏。洗脱梯度：l 0％a保持2min，30mi0内线性增加至50％a，保持6m[n，22

min内线性增加至9 o‰，1 0 min内线性增加至1 Oo％a，保持50min。(B)大黄．洗脱梯度

O％a保持2mi n，5 Onli n内线性增加至9 0％a，保持70mi o．(C)甘草。洗脱梯度同(B)(D)

、承气汤。洗脱梯度同(B)．
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一 一 兰兰查兰竺圭兰竺兰查—————————————————一在所选用梯度条件下，对银杏、大黄、甘草、小承气汤提取物的分离谱图

见图3—1(A)、(B)、(C)、(D)所示。

常规4．6mm i．d．HPLC柱，进样量20肛L，流量0．5-1．5mL／min，使用毛细管

ItPLC柱。使用毛细管HPLC柱，即使在分流的情况下，样品与流动相的消耗量

都得以降低。从分离效能来看，采用梯度洗脱条件，在近1h的有效分离时间

内，分离效果并不逊色于常规HPLC柱。

但从图中也看出，许多组分峰重叠在一起，尚未分开，或米达到基线分离。

这些组分可能在HPLC柱上保留性质极为相近。在此一维分离模式下，若想达到

更高的分离效能，只有进一步提高毛细管HPLC的峰容量或优化分离条件。而HPLC

的分离效能到达一定限度，便很难继续提高。而尝试毛细管HPLC与CE联用技

术，凭借峰容量的大幅度提高，借以提高对复杂体系的分离效能，成了我们探

索的新方向。

1．3．毛细管高效液相色谱～胶束电动色谱联合二维分离技术在中药研究中的应用

HPLC在中药成分分析中应用甚广，cE以其快速、高效的特点极宜作为HPLC

的第二维采继续分离尚未分开的中药组分。但CZE只适合干带电物质的分离，

MEKC对中药组分中的大量中性物质(蒽醌、黄酮、香豆素、皂甙类)具有超高

的分离效能。因此，我们尝试利用自行建立的毛细管HPLc—MEKC二维分离体系，

对组分相对繁多的甘草、小承气汤提取物进行了分离研究。

在实际样品的二维分离中，为了发挥接口的最佳效能，第一维与第二维操

作条件的匹配是重要的一环。研究结果表明，二维分离第一维流出的每个色谱

峰需用第二维至少分离三次，方能不损失第一维流出色谱峰的基本峰形。因此

缩短第二维的分析时间非常重要。

我们在对快速MEKC的探索中发现，保持一定的柱长，同时提高电压，是MEKC

取得快速、高效的最佳途径。于是选定30cm的柱长，提高电压至20KV，使作

为电渗流标记的甲醇在2 2 s流出，作为胶束标记物的苏丹(111)在78 S流出，

MEKC的整个分析时间缩短至Imin，而峰容量和柱效又不会损失太大。 同时，在

第一维采用毛细管HPLC柱，降低了第一维到第二维的样品稀释，提高了系统的
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检测灵敏度。而使用8 0 cm长的ItPLC柱，以及较低的流速(1 0 1．SpL／n“n)，也

有利于与第二维操作条件的匹配。 此外，HPLC采用梯度洗脱来实现样品的柱

头富集，CE采用泡状检测池，也都有效地提高了系统的检测灵敏度。

利用这种毛细管HPLC—MEKC二维分离新技术，我们对传统中药甘草、复方

小承气汤的提取物进行了分离分析，见图3—2、3-3。
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(C)

30 40 50 60 70 80

CE Migration Time(S)

图3—2．中药甘草提取物的色谱图．(A)第一维毛细管HPLC谱图。(B)HPLC第65分流出

组分在第二雏胶柬电动色谱的谱图 (c)二维毛细管IiPLC—hiEILC谱图。[{PLC毛细管柱：80cm

×25 0tJnj．d．；流动相梯度：1 0％a保持2mj n，30min内线胜增加至50％a，保持6rain，2 2mitq

内线性增加至90％a，I Omill内线性增加至J 00'／,a，保持50mfn’恢复初始奈件；流速：

o，1 5mL／mi n：分流比：100：1． CE毛细管柱：30Crn×7 5,Ldn i d，有效长度：2 3cm；缓冲

gk：30mM SDS+6mM Na 28407；工作电压：一20kV； 电流：1 00肼：分析时间：60s；检测：21 0

nm，

对甘草提取物第一维ttPLC能分离出约20种组分，见图3-2(A)所示。图

3—2(B)为选取的分析时间为6 5thin时，HPLC流出组分在MEKC中分离得到谱图，

其中第一个峰为HPLC流动相甲醇峰。可以看出，在第一维中的一个峰在图(B)

中得到了良好的分离。最终分离结果如二维分离等高线图3-2(C)所示，11 0余

种组分得以完全分离。处于同一水平线上的组分，在HPLC上保留时间相同，而

在MEKC中得以分开。同一竖直线上的组分，在MEKC中同时流出，而在HPLC上

保留不同。由此看出，两种分离模式相互补充，为众多组分的高效分离提供了

可能。图中可以估算出，第一维的毛细管ltPLC在实验操作条件下，80 mi rl内

峰容量约为5 0，而MEKC在60s内峰容量约为4 0。据Giddirigs理论““，可

推知gL_7-维系统在图示区间内的峰容量约2000。此结果表明，毛细管tIPLC—CE
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联合分离技术，与常规一维分离技术相比， 可以大幅度地增加峰容量，提高对

复杂样品的分离效能。复方与单味药相比，成分更加复杂。对小承气汤提取物

经二维分离后，2 5 0余种组分得到分离。对复杂体系的超高效分离，使毛细管

HPLC—MEKC极有希望作为以天然化合物为主体的中医药研究的强有力的分离分

析工具。

200

180

CE Migration Time(s)

图3—3·小承气汤提取物的毛细管HPLC-MEKC二维分离谱图．分析时间：5 0s，其它分离条

件同3-2。

2．毛细管高效液相色谱技术在蛋白质组学上的应用

随着基因组计划的迅猛推进，近50种病毒和原核生物基因组的工作接近

或巳完成。与此同时，一些更高等生物的基因组研究也取得了El新月异的进展。

而最为世人瞩目的人类基因纽计划预计将在今年6月份完成，到时人们将能读

解到全部30亿个碱基的序列。人类将向了解自己的生命奥秘这一目标迈进一大

49
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步。但是，人类对这些遗传密码编码基因的功能还知之甚少。因此，越来越多

的人已开始致力于这方面的研究。虽然利用基因表达连续分析法、微阵列分析

法可同时检测到成千上万个基因的表达，但由于基因表达水平与蛋白质水平间

并不完全相关，我们仍得不到完整的信息。其解决方法之一就是直接研究基因

的产物一蛋白质，即巢一物种、个体、器官、组织乃至细胞的全部蛋白质。对

应于基因组，人们称其为蛋白质组⋯’。与以往蛋白质化学的研究不同，蛋白质

组研究的对象不是单一或少数蛋白质，它着重的是全局性和整体性，需要获得

体系内所有蛋白质组分的物理、化学及生物学参数。

目前，蛋白质组研究的主要方法之一是利用双向电泳(2I)PAGE)来分离

复杂的蛋白质组分，然后采用质谱(MS)分析、氨基酸组成分析、微量蛋白质

序列分析等技术将从胶上回收的蛋白质斑点进行精细的鉴定，获得有关蛋白性

质、表达变化及翻译后加工等方面的大规模信息。对蛋白质组中众多组分实现

高效、快速分离是进行后分析的基础。但传统21)PAGE耗时长(一般需2-3天)，

且不能与Ms等鉴定手段直接联用。因此，发展多维柱色谱联用技术，并将其与

Ms联用，成为蛋白质组学研究的新方向。

在蛋白质、多肽的分析中，HPLC是最常用的柱色谱分离技术，Ms可以提

供此类物质分子量和结构方面的信息，因此HPLC—MS已成为蛋白、多肽研究中

被广泛采用的方法。与此同时，与HPLC相关的多维分离技术，也被进一步与Ms

联用，以求得到最佳的分析结果。1 997年，0piteck⋯1等首次实现了Lc—Lc—Ms

联用，其中阴离子交换色谱与反相液相色谱被八通阀和两个样品环相连接。而

后又实现了体积排阻色谱一反相液相色谱一质谱联用[161。多维柱色谱技术的又一

个突破口HPLC—CE联用技术。目前，仅有Jorgenson等实现了HPLC与cE联用，

将其用于蛋白质、多肽的分离上。1997年，Jorgenson与Lewi s“71进一步实现

了¨PLC—CE—IdS联用。

常规ttPLC柱与Ms联用，需大量分流。发展高效微分离技术，特别是微柱

HPLC，减少了样品柱上稀释，不需要分流便可以与Ms联用，大大提高了检测灵

敏度。1 998年，Opi reck[181等将微柱ttPLC用于SEC—RPLC--MS，使样品柱上浓度

和Ms检测灵敏度都得以提高。

本论文利用自行装填的毛细管HPLc柱，对蛋白质的酶解产物进行了分离
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分析，验证了其高效、灵敏的特性，并将其与MS联用。为今后毛细管HPLC—CE—MS

联用技术在蛋白质组学中发挥作用打下了良好的基础。

2．2．实验仪器与试样

HP 1100 IIPLC泵：lip公司

PE API 16 5 HPLC—MS分析仪：PE公司

Wat．er s 484可调波长检测器：Watel-s公司

自行装填毛细管HPLC柱

熔融石英毛细管2 50#m i．d．×35cm：河北永年光导纤维厂

固定相5#m 300SB—C8 Zoxbax Pack ing：lip公司

阻力管一熔融毛细管50／zm i．d．×20cm：河北永年光导纤维厂

TFA、乙腈：Merck公司

天花粉蛋白(TCS)：上海细胞研究所提供

牛血清白蛋白(BSA)、胰蛋白酶：sigma公司：

酶解反应条件如下：蛋白与胰蛋白酶质量比50：1，加入O．1M Nit。ilCO!，室

温下反应过夜。

SDS—PAGE胶上割下蛋白条带和参比空白条带，以乙腈洗去染色利考马斯亮

蓝，真空冷冻抽干溶剂。同上法进行酶解反应。

2．3．标样BSA酶解产物的分析

为检验自行装填的毛细管ilPLC柱的分离效能，我们选择了标样BSA的酶

解产物进行了分离分析。据报导，BSA酶解最多可得到11 0余种多肽片段。而

利用毛细管HPLC柱，选择合适的梯度洗脱条件，有近70种肽段得以分离，如

图3 4(A)所示。 与常规4．6mm i．d．x 2 5 cm ItPLC柱的分离结果相比(图3—4

(B))，总的被分离组分数相近，而大多纽分谱带明显变窄，峰形得以改善。结

果表明，自行装填的毛细管c。柱，分离效能优于常规柱。试样的消耗量又大大

降低，极适合作为蛋白、多肽的分离分析手段。
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图3—4．BSA酶解产物的ItPLC分析．(A)毛细管ItPLC柱．进样59L；流速0 2n1L／nin；分

流比：50：1：流动相：乙腈(a)、0 1％TFA(b)； 洗脱梯度：o％a保持2mi n，1 3rain内

线性增加至2 0Sa， 保持35min，3 0min内线性增加至60％a，20mil3内线性增加至80％a。检

测波长：2 30nm (B)HPLC柱。进样2 0#L，无分流．其它条件与(A)相同．

2．4．进样方法探索

与常规HPLC相比，毛细管HPLC的上样量大大减少。对于50至1 00／Mm i．d．

的微柱，进样体积只在nL数量极。即使对于1．0 mm i．d．HPLC柱，进样体积

也只需1“L左右。一般来讲，毛细管ttPLC的进样量应为柱体积的l／lOO⋯1。依

此计算，对于我们所使用的250／zm i．d．×35cm毛细管柱，进样体积应为0．2“L

左右。在我们一贯采用的六通阀进样，而后以阻力管分流(分流比50：1)的操

作模式下(图3-5(A))，选样量约为IO／¨L。对于来源极为困难的样品，这种进

样方式大大受到了限制。因此，我们尝试了将六通进样阀置于阻力管分流之后，

同时将20#L的样品环换做2．5#L(图3-5(”)。希望在管路简单变动的情况下，

避免样品被大量分流，借此降低样品的消耗量，同时不影响毛细管柱的分离效

能。

t

图3—5．两种进样方式示意图．(A)分流进样．(B)无分流进样

(^)

(B)
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为对两种进样方式进行比较，我们以TCS的酶解产物为研究对象进行了分

离分析。分离结果如图3-6(A)、(B)所示。图(A)采取分流进样5／zL，(B)则

采用无分流进样lu．L，其余HPLC操作条件基本相同。从两图的比较来看，被分

离组分的相对强度变化不大，而绝对强度有明显增强(约为2倍)。两种进样方

式，表观进样量之比为5：1，实际进样量比值近似为1：1 0，信号强度比为1：

2。(B)的实际进样量(1,uL)增加至(A)实际进样量(0．1pL)的1 0倍，而峰

强只增加至2倍。说明毛细管HPLC柱的承载量有一范围，峰强并不会随着进样

量线性增加。最佳进样量为0．2“L左右，与文献报导吻合“⋯。进样量继续增大

后，峰强度变化不显著，对峰宽可能会有所影响。而从图(B)的分离谱图来看，

毛细管柱的分离效能并没有明显降低。且峰强度的增大使检测到的峰个数明显

增多。结果表明，此种简单易行的进样方式使进样量大大减少，且对分离效能

无显著影响，检测灵敏度又得以提高，可以用于蛋白、多肽等极其微量样品的

分柝，

2．5．SI)S—PAGE提取蛋白的酶解产物分析

目前，SDS—PAGE仍是蛋白分离纯化制备的主要手段。若要进一步进行结构

鉴定，则需要将蛋白斑点从胶体上萃取下来，而后加酶解液进行酶解反应。所

得肽段经HPLC分离，由^4s进行序列分析和结构鉴定。蛋白的转移、酶解成功

与否，是至关重要的一环，对于蛋白质组学的方法建立也起着关键作用。

由于SDS—PAGE条带上蛋白浓度很难准确测定，所以酶解条件不易掌握恰当。为

摸索此步的合适条件，我们利用毛细管IIPLC柱，对PAGE显色条带、空白条带

的酶解产物进行了分离分析，如图3—7(A)(B)所示。图(A)中除在40．6min

前后出现的4个组分峰-e_Jl-，其余峰均在图(B)中出现，且强度、保留时间基本

相同。证明此4个峰代表提取蛋白的酶解产物，而其余峰则为酶自身降解产物。

结果表明，蛋白酶解量过少，提取与酶解条件有待进一步改善。

使用毛细管HPLC柱，在蛋白、多肽分离上可看出微量组分变化。这是由

其较高的柱上检测灵敏度决定的。这正是它优于常规HPLC柱之所在。因此，毛

细管ttPLC柱极宜作为蛋白、多肽微量分析鉴定的手段和工具。
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图3—7．SOS—PAGE显色条带(^)与空白条带(B)提取物酶解产物的HPLC分离分析．无

分流进样2灿；梯度同图3-6；流速：0．2mL／mi n；检测波长21 Ohm
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图3—8毛细管HPLC-MS对TCS(^)、BSA(B)酶解产物的分析分流进样1 O／xL，毛细管14PLC

操作条件同前， MS以标样PPg校正．
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2，6．毛细管HPLC—MS联用

在毛细管HPLC对蛋白酶解产物进行分离的基础上，我们又将其与MS联用。

在所使用的操作条件下，毛细管IIPLC的流量为5肛L／min，在电喷雾离子源质谱

(ES卜MS)所允许的流量范围内(5—50pL／min)。因此，毛细管HPLC不需分流，

便可以直接与MS联用。对TCS、BSh酶解产物的ItPLC—MS总离子流图如图3—7

(A)、(BJ。结果表明，自行建立的毛细管HPLC—MS联用体系工作正常，完全

可以用于蛋白、多肤的分离、及其分子量和结构测定。

实验结果证明，用于蛋白质、多肽产物分析的毛细管IIPLC及其与MS联用

的研究方法已完全建立，并日趋成熟。它还为进一步实现蛋白质的}_[PLC—CE二

维联用打下了艮好的基础。随着在此领域的深入尝试和探索，必将为蛋白质纽

学研究提供更强有力的工具。

3．毛细管凝胶电泳在DNA分析上的应用

做为遗传信息主要载体的脱氧核糖核酸(DNA)是又一类广泛研究的生物

大分子。其基本结构单元是脱氧核苷酸，由含氮碱基、脱氧核糖、磷酸组成。DNA

分析包括碱基、核苷、核苷酸、寡核苷酸、引物、探针、单链DNA、双链DNA(DISh

片段、?CR产物)分析等。由于DNA分子上四种含氮碱基性质极为相似，且在PH

为7时，磷酸基因所带负电荷大于其他碱基上电荷，所以对DiqA的分离原理大

多基于分子量大小的不同。自60年代中期，凝胶电泳成功分离DNA分子以来，

它已成为DNA常规分析法”⋯。但这种方法分析速度慢、分辨率低、自动化程度

低且用量大。随后，tlPLC中的凝胶渗透色谱、亲和色谱也被用于DNA的分离分

析1 2“。

CE自八十年代出现以来，在生物技术、临床诊断等方面倍爱瞩目。1 98 3

年，ItjertenⅢ1首次将传统凝胶电泳技术中的聚丙烯酰胺凝胶装入1 50rtm i．d．



复旦大掌硕士掌位论文

的玻璃毛细管，以消除毛细管内壁对蛋白质的吸附，并利用这种方法对多种蛋

白质进行了分离，开创了毛细管凝胶电泳(CGE)这一崭新的分离模式。1 987

年，Cohen和Ka rgerm 261使用了100 um i．d内径以下的弹性毛细管，用同管

内壁交联的方法制备凝胶柱，分离了蛋白、DI'IA和寡聚核苷酸。1990年Lux㈣

对Cohen和Ka rge r的柱制备技术进行了改进，提出了用线性聚丙烯酰胺对柱

内表面预处理和用v射线引发聚合的方法，在分离DNA内切片段和寡聚核苷酸

时取得了极好的效果。目前，cGE已被用于DNA分子Southe rn fllOt杂交研究驯、

寡核苷酸纯度分析‘2”、PCR产物分析1 301、蛋白一DNA反应测定、基因突变测定”11

的研究中。最为令人关注的是CGE在人类基因组计划中的应用，毛细管阵列[321、

毛细板阵列1331DNA测序仪的使用，使DNA的测序速度得到极大的提高。

CGE常用的凝胶介质有聚丙烯酰胺(polyacryamide)和琼脂糖(aga rose)

两种。其中以前者应用最多。聚丙烯酰胺凝胶是由单体丙烯酰胺(Acr)和交联

剂N、N’亚甲基丙烯酰胺(Bis)聚合而成。HjGrten[741曾提出T、c两个参数：

，：生竺×100％， C：』)_×100％
，" a+b

式中， a：Acr的量(g)，b：Bi S的量(g)，m：缓；中溶液的体积(mL)，

T：两个单体的总百分浓度即凝胶浓度(V／V)， C：交联度。可以通过控制T、C

的大小，改变凝胶孔径大小，从而对分离组分起到了分子筛的作用。

聚丙烯酰胺凝胶在毛细管中的填充方式除交联聚合外，还有非交联聚合(线

性聚合)，如图3-9所示。由于凝胶浓度(T)大时，则聚合时体积改变小， 机

械强度高；凝胶交联度(C)大，则聚合后凝胶孔径小。机械强度高，但聚合时

体积缩小严重。所以降低交联度甚至不加入Bi S(e=0)，同时T增大，在聚合时

体积变化不再严重。这既可保证机械强度，又避免气泡的产生，同时孔径增大。

Hjerten”5’等于1990年开始用低交联和非交联的方法制备eGg柱。 这种凝胶具

备如下的特点： (1)制备简单，(2)毛细管可以重复使用，(3)凝胶一缓冲体

系可更换，(4)柱子对样品组分敏感，(5)所有类型的毛细管均可使用。由于

凝胶孔径增加，非交联线性柱在DNA片段的应用上有更宽的分子量大小范围，

因而被用于DHA序列分析中。 1 99 3年Karger”6’等在CGE中运用线性聚丙烯酰

胺(LPA)凝胶介质完成了对含有350个碱基的DNA片段的序列分析。1 996年Ⅲ1

又在8 0mi n内完成了对含有1 000个碱基的噬菌体模板的序列分析，准确率高



复旦大掌硕士学位论文

达9 6．8％目前，毛细管线性丙烯酰胺凝胶电泳仪作为新一代的DNA测序仪，已

在人类基因组计划中起到极其重要的作用。

鉴于线性聚丙烯酰胺筛分介质在分析寡聚核苷酸和DNA分子上独具的优

势，我们通过优化凝胶制备务件和柱壁改性方法，探索了高效毛细管线性聚丙

烯酰胺凝胶电泳柱的制备方法，并将其运用于人工合成的寡聚核苷酸片段分离

分离、纯度鉴定等常规DNA分析中。

3．2线性聚丙烯酰胺CGE柱的制备

3．2．1．试验仪器与试剂

P／ACE5 01 0毛细管电泳仪：Beckman公司，紫外检测波长为254nm，恒温于

2 5℃。

熔融石英毛细管(7 5 jam i．d．， 365Mm o．d)：河北永年光导纤维厂，有

效长度2 3crn，总长30cm。

v一甲基丙烯酰基一三(甲氧基)硅烷(v-MAPS)、丙烯酰胺：Sigma公

司

四甲基乙二胺(TEMED)： Koch—Light公司

Tri s碱：Boechringer Mannheim公司

过硫酸胺(APS)、尿素、甲酰胺、硼酸、EDTA、冰醋酸：分析纯。

3．2．2．毛细管柱表面的改性

809L V-MAPS与20ral PH为3．5的醋酸水溶液均匀混合后，吸入毛细管中，

室温放置1小时，用水冲洗。配置单体浓度为3％的丙烯酰胺溶液10mL，加入1 OgL

TEMED和10mg APS，脱气后注入毛细管内，反应30min，用水、空气冲洗毛细管，

并在35℃炉温下去除管内残留水分。这样在柱内表面v—MAPS键合层上又键合

一层线性聚丙烯酰胺，抑制电渗流，从而保证了凝胶柱的稳定性。

3，2．3．LPA凝胶的制备

配制l Oral 1×TBE(100mMTri s／1 00mM'硼酸／2mMEDTA)／3．5M尿素／30％甲
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酰胺缓冲液，0 69丙烯酰胺溶解其中，用0 4 5／．tnl微孔滤膜过滤。 在0℃条件

下通氦气30min，除去溶液中氧气。分别加入l 0pL l O％的TEMED(催化剂)、aPS

(引发剂)溶液后，使丙烯酰胺单体在0℃、氦气气氛下开始聚合。24小时后聚

合完全，置于0℃以下保存。

使用前以密封针管将LPA凝胶注入毛细管内，电泳缓冲液与凝胶缓冲介质

相同。每次进样前先平衡1 0min，而后采用阴极电迁移方式进样。

3．3．LPA毛细管凝胶电泳柱的评价

毛细管内壁在不改性的条件下进行实验，实验结果很难重现。对此现象进

行分析，认为可能是由于毛细管内表面硅羟基的存在，使包含凝胶介质的溶液

本体在电渗流的作用-F rO阴极移动。筛分介质的迁移导致分离结果很难重现。

采用双官能团催化荆对柱表面进行改性，意在掩蔽硅羟基，使柱表面惰化，

消除电渗流，保持凝胶介质的相对静止状态。如图所示：
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图卜1 0．寡聚核苷酸Gs’一P的CGE分离谱图．筛分介质： 6％聚丙烯酰胺线性凝胶；缓冲

液： l x TBE(1 OOelMTri s／1 OOM,{硼酸／2mMEDTA)／3 5M尿素／305甲酰胺：电压：1 OKY；

进样3KV x 5 s； 温度：25℃；检测波长：254nm

用自制的LPA凝胶电泳柱分析寡聚核苷酸样品Gs 7一p，如图3 10所示。

对称的峰形表示管壁表面的改性效果良好，理论塔板数高达1 0 6／m．。用此样品

连续进样20次后，柱效没有明显下降，表明该CGE柱寿命较长，且20次迁移

时间的相对标准偏差不超过4％，说明重现性较好。

3．4．线性聚丙烯酰胺CGE对合成寡聚核苷酸纯度的分析

人工合成的寡聚核苷酸片段在分子生物学实验室被频繁使用，常被用做人

工合成基因的小片段和PCR引物，这就要求它具有极高的纯度。

G312为人工合成的含1 8个碱基的寡聚核苷酸片段，(固相亚磷酸胺法合成)，

其序列如下：

5
7

GCAGCGGCCGeGGATCCT 3
7

在利用LPA对G31 2的分离分析中，发现在对主峰后始终有一拖尾的杂峰

出现，如图3-1l所示。从合成方法来看，出现杂质峰有两种可能。一种是由于
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脱-L--个或几个碱基而造成纯度下降，由于CGE是根据被分离物质分子量的大

小进行分离，分子量越小，越早流出。这显然与谱图结果并不相符。另一种可

能是由于因为在合成寡聚核苷酸的过程中加入了特殊的保护基因，而在后继脱

保护过程中没有完全脱掉，使样品中含有少量带保护基团的寡聚核苷酸。由于

分子量大于主产物分子量，故在主产物后出现拖尾峰。人工合成的寡聚核苷酸

通常在3’后加上保护基团三甲氧基三苯甲基(DtdT)，这是一个高度疏水基因，

若在反相HPLC上分离则造成杂质峰保留时间的增加，这一点在此样品的tIPLC

分离谱图中也得以验证。

由此看出，LPA对人工合成的寡聚核苷酸样品可以进行较好的纯度检验和

分析，并为杂质的来源提供了极其重要的信息。在与反相HPLC谱图的对照中，

也进一步得到了验证。

3．5．线性聚丙烯酰胺cGE对混合寡聚核苷酸片段的分析

对于一系列人工合成的舍有不同碱基对个数的寡聚核苷酸片段，我们也利

用LPA介质进行了分离。图3—1 2便是分别带有1 2、42、51个碱基的寡聚核苷

酸片段混合物的分离谱图。三种片段在1 8 rain内得到了完全的基线分离，分

离片段相差9个碱基，表明了较高的分辨率。

CGE与传统凝胶电泳相比，分析速度快，分辨能力高、样品用量少、分析

过程自动化。使用线性聚丙烯酰胺CGE柱，柱制备简便，分离效能高，且每次

分离可用新胶，使寡聚核苷酸片段分离、纯度鉴定等DNA常规分析变得更加便

捷。
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