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电动微分离技术的研究进展
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摘 要 电动微分离技术是一门近年来快速发展的技术，主要包括毛细管电泳( Capillary electrophoresis，CE)

和毛细管电色谱( Capillary electrochromatography，CEC) 。该技术凭借高效、快速、环境友好等特点获得了广泛

的关注。早期电动微分离技术存在重现性差、定量受限及联用检测器类型有限等缺点，发展缓慢。针对这些

问题，多种形式的仪器结构改造及新型检测器的研发成为电动微分离技术的研究趋势。本文主要就近年来电

动微分离技术在仪器结构改造及检测器研发方面进行了系统综述，希望能够为电动微分离技术的使用提供

一定的指导。
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1 引 言

近年来，随着社会的发展和进步，食品药品质量控制及环境监控的要求不断提高，对微流试剂和低

毒试剂技术来替代传统的需要消耗大量试剂的分析技术的需求更加迫切［1，2］。同时，随着生命科学在

全球的兴起，样品的贵重化和微量化也显得尤为突出，现有的很多分析手段已经无法满足科技工作者对

痕量样品的高效、快速的分析要求，需要具有更高分辨率、更快分离速度和更高灵敏度的分析技术及仪

器［3］。因此，发展更加高效环保的微分离技术便成为大趋势［4］。电动微分离技术，如毛细管电泳

( Capillary electrophoresis，CE) 和毛细管电色谱( Capillary electrochromatography，CEC) 技术等，引起了人

们越来越多的关注［5 ～ 7］。这类技术具有高效、快速及环境友好等优势，但由于传统电动微分离技术存在

重现性差、定量受限及联用检测器类型有限等缺点，它们的应用领域及应用范围受到了很大的限制。近

年来，为了提高和拓展这类电动微分离技术的性能及应用范围，科研工作者投入了大量的精力对仪器结

构进行了改造并开发了多种新型检测器。
本文将针对近年来电动微分离技术在仪器结构改造及检测器开发进行系统综述，期望能够为电动

微分离技术的使用及发展提供指导。

2 仪器结构改进

传统的电动微分离仪器主要由进样装置、微流溶剂输送装置、微流控制装置、高压电源、毛细管柱、
检测器等组成，各个部件均需要通过不断地优化和改进，才能使得电动微分离技术呈现出高柱效、高分

辨率、高选择性及快速分离的优势。近年来，为了进一步提高微电动分离技术的稳定性、精密度、灵敏度

和实用性，新型高精度定量进样装置、自动进样装置、微流控制方式以及毛细管柱控温系统的研发都获

得了长足进展。
2． 1 全自动高精度定量毛细管电泳

CE 仅依靠电渗流( Electroosmotic flow，EOF) 的驱动来进行离子型物质的分离，中性物质无法得到

分离。而且传统的“蘸取式”进样方法无法进行定量分析。闫超等［8］研制了全自动高精度定量毛细管

电泳仪( Quantitative capillary electrophoresis，qCE) ，结构如图 1。该设备既能和 UV 联用，也能与 LIF 等

检测器联用，并具有如下优点: ( 1) 自动进样器通过 10 nL 的定量阀实现系统的准确定量，与液流分配

系统的协作运行实现了该系统从取样、进样、冲洗管路以及毛细管预处理等过程的全面自动化。自动进
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样过程也极大地提高了分析时间的重现性。( 2 ) 自主研制的柱温箱，可实现 4℃ ～ 40℃ 范围的控温。
有效降低了焦耳热的影响，改善该系统的定量重复性和分离效率。( 3) 成功引入电隔离槽装置，将定量

阀隔离于电场之外，提高了系统的安全性、可靠性和稳定性。并用该系统进行了胞嘧啶、脱氧尿苷、腺
苷、尿嘧啶、尿苷及肌苷这 6 种核苷及碱基类物质的分析，保留时间的相对标准偏差( ＲSD) ＜ 0． 6%，峰

面积的 ＲSD 在 0． 5% ～ 3% 之间，表明该系统改善了传统电泳的痼疾，定性和定量分析重复性可达到

FDA 的要求，分析结果准确可靠。
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图 1 定量毛细管电泳的结构示意图［8］

Fig． 1 Schematic diagram of quantitative capillary electrophoresis［8］

2． 2 加压毛细管电色谱

毛细管电色谱( CEC) 是依靠电渗流( Electroosmotic flow，EOF) 的推动力和两相间分配系数的不同

分离极性和中性物质，但在分析过程中容易发生干柱和气泡现象。为了克服传统 CEC 的缺陷，引入了
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图 2 Trisep-2100 pCEC 系统的结构示意图［10］

Fig． 2 Schematic of Trisep-2100 pressurized capillary electrochromato-

graphic ( pCEC) system［10］

1． 输液泵; 2． 微型混合器; 3． 六通阀; 4． 四通; 5． 压力调节器; 6． 恒温箱;

7． UV 检测器; 8． 高压电源; 9． 色谱柱; 10． 工作站; 11． 废液槽。

1． Pump; 2． Micromixer; 3． Six-port injector; 4． Splitting Cross; 5． Backpressure

regulator; 6． Thermostat; 7． UV /vis detector; 8． High-voltage power supply;

9． Column; 10． Workstation; 11． Waste

液相色谱溶剂输送模块，提出了加压毛

细管 电 色 谱 ( Pressurized capillary elec-
trochromatography， pCEC ) 的 概 念。
pCEC 采用 了 压 力 流 和 电 渗 流 的 双 驱

动，柱 效 介 于 HPLC 和 CEC 之 间［9］。
Yan 等推出了 TriSepTM-2000 系统，实现

了 pCEC 与紫外检测器的联用，它通过

两个微流泵来输送溶液并且经过混合

阀混合，在毛细管色谱柱进样端提供一

定的压力，二元微流泵系统可由程序来

控制其中两种流动相的混合比例，完成

溶剂的梯度洗脱。整个系统由于有压

力和电压两个参数共同作用来调节分

离，拓宽了它的分离能力和应用范围，

使其能被用在分析复杂样品的领域。
最近，该研究组又推出了一款新型

Trisep-2100 pCEC 系统( 图 2 ) ，其对高
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效微流电色谱体系进行了柱温箱、四通的优化及纳升级旋转进样阀的使用，进一步提升了 pCEC 进样的

准确度。采用该系统进行了植物油中没食子酸丙酯、叔丁基对苯二酚、丁基羟基茴香醚、二叔丁基对甲

酚 4 种抗氧剂的测定［10］，8 min 实现分离，样品的加标回收率在 93． 5% ～108． 0% 之间，ＲSD 为 0． 3% ～
1． 3%，结果稳定可靠。

3 联用检测器的研究进展

近年来，各类电动微分离技术凭借高效、快速、溶剂及样品消耗少等优势获得了广泛的关注和发展，

但是其本身固有的一些不足，如毛细管色谱柱内径窄小、检测灵敏度低、样品检测种类受限等，使得研制

开发新型高效的各类检测器成为必然的发展趋势。据统计，目前已发展的电动微分离仪器联用检测器

主要包括: 紫外-可见吸收检测器( UV /Vis) 、激光诱导荧光检测器( LIF) 、电化学检测器( ECD) 、化学发

光检测器( CL) 、与核磁共振仪( NMＲ) 联用、与质谱仪( MS) 联用、微型蒸发光检测器( μELSD) 等。下面

将分类进行介绍:

3． 1 紫外-可见吸收检测器 ( Ultraviolet / visible absorption detector，UV/Vis)
UV /Vis 吸收检测器结构简单，灵敏度高、噪音低、线性范围宽，具有很好的适用性，是电动微分离技

术最常用的一种检测器。但 UV /Vis 只适合具有紫外或可见光吸收基团的物质，对紫外吸收差的化合

物灵敏度低，检出限一般为 10!6 mol /L。UV /Vis 检测器满足不了痕量分析的要求。为了提高电动微分

离技术的检测灵敏度，可以采用优化检测波长、直接激光诱导荧光柱上检测、紫外光催化触发化学反应

检测［11，12］等手段。
3． 2 激光诱导荧光检测器( Laser induced fluorescence detector，LIF)

LIF 检测器最早于上世纪 70 年代提出，是目前检测灵敏度最高的一种检测器，在超痕量检测和快

速分离中具有显著优势。1995 年，Yan 等［13］首次将 CEC 与 LIF 联用，使用 257 nm 的氩离子激光源，快

速分离测定了 16 种痕量多环芳烃，柱效高达 6 × 105塔板数 /m。Ｒebscher 等［14］考察了“柱上”与“在柱”
两种不同方式，前者在检出限和区带宽度效果要优于后者。虽然经历了半个多世纪的发展，激光波长的

选择和检测窗口校准等方面的仍有很大的局限，这在一定程度上限制了 LIF 检测器的应用范围。为了

解决这个问题，闫超等［15］又研制了一种可变波长的新型 LIF 检测器( 图 3) ，有 4 个波长( 375，473，561
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图 3 pCEC-LIF 联用装置示意图 ［15］

Fig． 3 Schematic diagram of pCEC-laser induced fluorescnece detector ( pCEC-LIF) ［15］

1，2． 试剂瓶; 3，4． 输液泵; 5． 混合阀; 6． 进样阀; 7． 定量环; 8． 四通; 9． 分流阀; 10． 高压电源; 11． 毛细管色谱

柱; 12． 废液瓶; 13． 物镜; 14． 光电倍增管; 15． 激光器( 4 种波长可换) ; 16． 二向色镜; 17． 发射滤光片; 18． 激发

滤光片; 19． 信号采集单元; 20． 数据处理单元。

1． 2． Ｒeagent bottle; 3，4． Pump; 5． Mixer Valve; 6． Injection Valve; 7． Loop; 8． Cross; 9． Capillary restrictor; 10． High-

Voltage; 11． Capillary column; 12． Waste; 13． Objective lens; 14． PMT; 15． Laser replaceable with 4 wavelength ) ;

16． Dichroic Mirrors; 17． Emission filter; 18． Excitation filter; 19． Data acquisition unit; 20． Data processing unit．
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和 638 nm) 可供选择。利用半导体光纤激光器，设计了一种激光准直及位置可视化校准装置，实现了激

光源位置、二向色镜和滤光片组的方便更换，提高了新型 LIF 检测器的重复性和安全性，大大拓展了其

应用范围。结合这种新型可变波长 LIF 检测器，采用 pCEC 系统，成功实现了花生酱样品中 4 种黄曲霉

毒素的分离检测，验证了这种可变波长 LIF 检测器的实用性及可靠性［16］。
与紫外检测器相比，LIF 检测器的适用范围较窄; 影响分析灵敏度的因素较多，例如荧光淬灭、背景

荧光等。
3． 3 电化学检测器 ( Electrochemical detector，ECD)

ECD 检测器的原理是化合物被氧化或还原能产生正比于待测化合物浓度的电流，一般在特殊情况

下使用，主要用于测定化学性质不稳定的离子，通常只有容易氧化或还原的电活性物质才可被检测，有

高含量的氯化物、硫酸盐共存时，其它离子的检测也不受干扰，选择性非常高。而且还是一类灵敏度较

高的检测器。检出限可达 pg ～ ng 级，适合复杂体系( 如体液、神经递质、组织匀浆等) 的电活性物质的

检测。安培检测器 ( Amperometric detector，AD) 是基于在电极表面上发生氧化或还原反应产生电流响

应与其电活性物质浓度成比例而建立的，AD 是与 CEC 联用中最常使用的检测器。根据有无隔离电

场，分为离柱和在柱检测两种方式。Abdelhader 等［17］首次进行了 CEC-AD 联用实验。Liu 等［18］构建了

柱端式 pCEC-ED 系统，研制了自对准式电化学检测池，能自动实现电极和毛细管出口的对准操作，极大

地提高了实验效率和重现性。Liu 等［19］开发了一种 pCEC 在柱末端与 AD 相连接，在 7 min 内可以快速

高效的分离辣椒中添加的 4 种苏丹红染料。通过对系统进行改进，分离出鸡蛋和牛奶等样品中的 5 种

酚类雌激素、氯酚、苯酚［20，21］。Li 等［22］进行了联吡啶钌电化学电极联用，在 pH 3． 5 ～ 7． 0 范围内，可使

脯氨酸、腐胺、精胺、亚精胺达到基线分离，检出限均低于 2． 0 μmol /L。Lin 等［23］开发了 pCEC 与化学发

光检测器柱上联用，通过在碱性溶液中鲁米诺与过氧化氢在电极上形成的 Cu2 + -氨基酸络合物的增强

效应来进行氨基酸的分离，可使 L-组氨酸、L-苏氨酸、L-络氨酸达到基线分离。Thanh 等［24］进行了 CEC-
柱上非接触电导检测器联用进行非 UV 吸收样品的检测和定性工作，可在 10 min 内分离 12 种氨基酸。

安培检测器的灵敏度高，检出限可达 10!9 ～ 10!12 g; 线性范围较宽，一般为 104 ～ 105。但是其选择

性受到限制，通常只对电活性物质有响应; 对流动相的温度、速度、pH 值等因素的变化比较敏感，其中溶

解的氧会干扰测定; 使用中，电极需经常清洗和更换。
3． 4 化学发光检测器( Chemiluminescence detector，CL)

CL 检测器的光学系统由反应池、检测器和读数装置 3 部分组成，结果简单，无需外加光源和分光系

统，背景噪 声 低，避 免 了 杂 散 光 和 光 源 不 稳 定 性 的 影 响，因 而 具 有 很 高 的 检 测 灵 敏 度 ( 10!8 ～
10!10 mol /L) 。化学发光检测器具有“化学窄带”效应，即在样品充分扩散到本底溶液前就已产生化学发

光信号，适合于小体积在线快速检测，不会造成明显的区带展宽。但 CL 选择性较差，为了得到理想的

分离效果和灵敏度及获得稳定的分析体系，需首先考察待测物和 CL 试剂的混合模式以及检测体积，其

次是用于分离的缓冲液与 CL 试剂 pH 值的兼容性及混合流体的稳定性。一般首选柱后混合模式，因其

能确保分离后组分在检测区域仍能保持较好的分离环境。柱后流体混合接口装置可分为合并流式、同
轴流式、和贮液池式等。根据检测区与分离电压提供区是否隔离，接口装置又可分为在柱式、离柱式和

柱端式等。Lin 等［25］设计了离柱同轴流式的 μHPLC /pCEC-CL 系统，通过分离鲁米诺和 N-4-氨基丁基-
N-乙基异鲁米诺，结果表明，由于“化学窄带”效应，离柱同轴流式 CL 检测接口对组分区带展宽的影响

可以忽略。此外，与在柱或离柱式检测接口相比，柱端式检测池具有结构简单、便于操作等优点，尤其柱

后无需引入 CL 试剂，解决了因柱后 CL 试剂流速不稳而导致体系稳定性和重现性下降等问题。但是，

柱端式检测池发光反应时间不足 10 s，光背景高，检测结果的稳定性和重现性差; 可被利用的发光试剂

较少。
3． 5 与核磁共振仪( Nuclear magnetic resonance detector，NMＲ) 联用

NMＲ 是化合物结构鉴定的强有力的工具。Pusecker 等［26］设计了一套 CEC-NMＲ 系统，利用该系统

测定了连续流和停流模式下含有对乙酰氨基酚尿液的 1D 1H NMＲ 和 2D 1H-1H TOCSY 数据。Klaus
等［27］设计了可与 CE、CEC 等联用的接口装置，采用连续流和停流两种模式，尤其是停留模式可以有效
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避免信号峰的重叠，提高分辨率，实现了异构体、同系物组分的分离与鉴定。Petra 等［28］设计了一种仅

施加电压于分离柱的缩短分析时间的联用装置。
3． 6 与质谱仪( Mass spectrometry，MS) 联用

MS 是一种选择性高、应用面广的检测器，具有灵敏度高、准确性高等特点，而且有较强的定性能力。
根据离子化操作模式的不同，离子源可分为大气压化学离子源( Atmospheric pressure chemical ionization，

APCI) 、连续流动快速原子轰击源( Continuous flow fast atom bombardment，CFFAB) 、电喷雾离子源( Elec-
trospray ionization，ESI) 等。

将 CEC 柱效高、样品试剂用量少等特点与 MS 能提供精确分子量和结构信息、灵敏度高以及专属

性强等功能相结合，接口技术是关键，目前有在线联用和离线联用两种模式。CEC-MS 离线联用的关键

是对已分离样品的有效收集，并不涉及真正意义上的联用接口技术。与离线联用相比，CEC-MS 在线联

用具有样品损失少、自动化程度高、分析速度快等优点，其应用要比离线联用广泛。CEC-MS 在线联用

需要设计合适的接口，能够将已分离的样品全部转移到质谱仪中，同时实现样品快速高效的离子化。下

面对 CEC-MS 联用进行介绍。
CFFAB-MS 提供了一种液相分离与 FAB-MS 相连的方式。在首个 CEC 和 CFFAB-MS 相连的离子

源中，同轴 CFFAB 探针适合纳流分离［29 ～ 31］。CEC-CFFAB-MS 接口的主要优势是能够以高灵敏度和低

检出限分离和检测不同极性分子的 ［M + H］+ 或 ［M － H］!离子，劣势是化学背景较高，特别是在 m/z ＜
400 的情况下。

与 ESI 相比，APCI 离子化效率高，样品分子在 ESI 中的绝对离子化效率只有 0． 01% ～ 0． 1%，而

APCI 离子化的起始离子化效率几乎是 100%。但是，现实中由于制备 CEC-APCI-MS 相连的毛细管重

现性差，造成 CEC-APCI-MS 接口应用较少。Norton 等［32］设计了在线联用的 CEC-ESI-MS 和 CEC-APCI-
MS，并用于甜菜碱型和两性离子表面活性剂的分析。与 ESI 相比，APCI 的检出限更低，相差 3 个数量

级。Cheng 等［33］利用 CEC-APCI-MS 装置，通过简单进样和在线富集测定海产品中 16 种多环芳烃，检出

限均低于 50 ng /g。CEC-ESI-MS 接口有 3 种: ( 1) 无鞘流接口; ( 2) 同轴鞘流接口; ( 3) 液接接口。无鞘

流接口中不使用鞘流液，通过喷雾毛细管的尖端镀金属来形成电接触。直接电极接口也是一种特殊类

型的无鞘流接口，将金导线放置在毛细管出口处来实现电接触，这种类型的接口克服了鞘流接口的区带

稀释问题［34，35］。由于难以改变离子化程度来增加 ESI-MS 的灵敏度和尖端镀金处的不稳定型，非鞘流

接口通常用于低流速离子源或纳喷源。鞘流接口技术［36］优点在于通过提高样品流速使得喷雾更加稳

定，有利于形成稳定的电流回路，同时可改变 CEC 运行缓冲液的组成，使其满足 ESI 源的检测要求，但

灵敏度和重现性比较差。另外鞘液的引入会稀释样品，使检测灵敏度下降。Masaru 等［37］应用同轴

CEC-ESI-MS 分析了肝细胞癌中带电和电中性物质，检出 33 个峰，鉴定了 18 种化合物。液接接口利用

三通建立电接触并为缓冲液提供额外的液流，毛细管色谱柱和喷针处于三通中相对的位置。D'Orazio
等［38］运用液接纳流 ESI 接口搭建了 CEC-ESI-MS 平台用于分析杀虫剂和药物异构体。他们又设计了

一种 T 形聚合物的 CEC 与 MS 的压力微流接口［39］，该接口价格低，尺寸小，易于使用。Simpson 等［40］

构建了 CEC 与离子阱 TOF-MS 相连的两步激光 MS 接口，塔板数平均可达到每米 94000，萘的检出限为

500 nmol /L。
闫超等［41］设计了 pCEC-ESI-MS 联用系统包括二元梯度微流液相泵、六通进样阀、四通分流阀、

± 18 kV 高压电源，以及毛细管流通池支架。样品被注入到一个外部的进样环，然后随流动相流经四通

阀，经四通阀分流后，样品随流动相进入毛细管柱。毛细管柱的入口端连接到四通阀的一个接口，可以

施加正电压或负电压，而柱末端通过零死体积的不锈钢两通连接到质谱的电喷雾源，并通过该不锈钢两

通接地。为了避免高电压对液相泵的影响，两个泵头也通过导线接地。结构见图 4。Wu 等［42］运用该

装置进行了肺癌尿液代谢组学研究，pCEC 独特的分离机制使得该系统获得了很高的分离效率，并鉴定

了一些特殊的代谢产物，如可将谷氨酰胺结合物的质谱碎片峰和共流出峰区分开。结果表明，pCEC-
ESI-MS 方法将会在未来的代谢组学研究中发挥重要作用。

9051第 10 期 陈长功等: 电动微分离技术的研究进展



Micromixer

Sample loop

Waste

Injecto

Waste

Column
Splitting cross Capillary cap

(-4.5 kV)

ESI
Pump B

Pump A

High voltage

Steel
needdle
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Fig． 4 Schematic diagram of pCEC-MS［41］

3． 7 蒸发光散射检测器( Evaporative light-scattering detector，ELSD)

ELSD 检测器是一种通用型质量检测器，主要基于将色谱柱洗脱液雾化形成气溶胶，然后在加热的

漂移管中将溶剂蒸发，剩余不挥发性溶质颗粒在光散射检测池中得到检测。ELSD 具有很高的通用性，

不受检测物质本身结构的限制，适用于绝大多数不挥发和半挥发物质的分析检测，尤其适用于氨基酸、
糖类、脂类等化合物的分析。经研究发现，ELSD 检测器对峰展宽的影响很小，因此非常适用于微分离

技术。周文莉等［43］自主开发研制了一种微型 ELSD 检测器( μELSD) ( 图 5) ，对常规 ELSD 的雾化、蒸发

及检测部分进行了整体微型化设计，可以实现与电动微分离技术的联用，分离检测了 3 种常见甜味剂，

体现了分析时间短、溶剂消耗量少、样品需求量小的优点。利用 pCEC-μELSD 联用技术测定了川贝枇

杷糖浆中桔梗皂苷 D、贝母辛、齐墩果酸、西贝素、贝母甲素和贝母乙素 6 种有效成分的含量，线性范围

达 4 个数量级，检出限达 pg 级，该装置简便、快速、可靠，方法精密度、重复性和稳定性良好。高红秀

等［44］利用此 pCEC-μELSD 联用系统，测定了中药提取物注射用血塞通( 冻干) 中的 5 种皂苷类化合物，

并对其流动相体系、梯度洗脱条件、雾化载气流速、蒸发温度及施加电压等参数进行了优化，考察了系统

的实用性和稳定性。
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图 5 pCEC-μELSD 联用系统［43］

Fig 5 Schematic diagram of pCEC-MS［43］

ELSD 检测器是通用的质量检测器，响应值与化合物粒子的大小、形状和质量有关; 溶剂的挥发消

除了前溶剂峰的干扰，可进行梯度洗脱，基线平稳，分析时间短; 与紫外检测器相比，检测范围宽。其缺

点是流动相须采用易挥发的溶剂; 使用挥发性的缓冲溶液的浓度不宜过高。

4 展 望

随着基因组学、代谢组学、蛋白组学的飞速发展，样品日益复杂化和微量化，对分析仪器提出了更高
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的要求。高效的微流电动分离仪器，如 qCE 和 pCEC，以其优越的性能可以实现快速、稳定、高效的分

离，满足当前复杂和微量化样品的分析需求; 其次是各种检测仪的配备，是适应不同类型样品分离的关

键。如 LIF 适用于痕量样品，ELSD 具有通用性，而质谱仪可以给出分子量和结构信息，具有极强的定性

能力。总之，高效的微流电动分离仪器和各种不同检测仪的联用将为科技工作者提供一种全新的手段，

也为未来生物医药、生命科学、食品安全和环境保护等领域的发展提供有力的保障。
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Ｒecent Advances on Electrokinetic Micro-separation Technique

CHEN Chang-Gong，XUE Yun，ZHU WEN-Jun WANG Yan，YAN Chao*

( School of Pharmacy，Shanghai Jiao Tong University，Shanghai 200240，China)

Abstract In recent year，electrokinetic micro-separation technology has attracted much attention because of
its low sample and solvent consumption，high efficiency and fast speed． This review summarizes the advances
of the rapidly growing area of electrokinetic micro-separation technology， including capillary
electrochromatography，quantitative capillary electrophoresis and their coupling to various detectors，such as
UV /Vis， LIF ( laser induced fluorescence detection ) ， ECD ( electrochemical detection ) ， CL
( chemiluminescence detection ) ，NMＲ，MS and ELSD ( evaporative light scattering detection ) ． Their
applications in separation of complex samples are also summarized．
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