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基于液滴微流控接口的高效液相色谱 －
毛细管电泳二维分离平台初探

叶淋泉，　吴清实，　戴思敏，　肖志良，　张　博＊
（厦门大学化学化工学院，福建 厦门３６１００５）

摘要：蛋白质组体系的高度复杂性需要更高分辨率的多维分离技术。近年兴起的液滴技术在微纳尺度样品操控方
面具有微体积、低扩散、无返混等独特优势，有望为多维分离平台的接口提供解决方案。通过采用不同结构的液滴
微流控芯片可以实现“液滴生成”与“油相排除”功能，进行样品由连续流－非连续流－连续流的高效转移，将不同的分
离模式进行二维耦联。本研究利用液滴作为接口技术耦联高效液相色谱与毛细管电泳构建二维分离系统，以蛋白
质降解的复杂多肽混合物为样品，考察了液滴接口二维分离平台的可行性和有效性，并获得３　０００以上的峰容量，
初步展示了该接口技术在多维分离分析领域的应用潜力。
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　　蛋白质组学以细胞、组织、器官甚至整个生物体
所表达的全部蛋白质为研究对象，其体系高度复杂。
以人血浆为例，其中包含的蛋白质多达２０　０００种以
上，低丰度与高丰度蛋白质的含量差异更是涵盖了

１０个以上的数量级［１］。因此，蛋白质组学研究迫切
需要高分辨的分离技术［２］。传统的单维分离技术如

高效液相色谱（ＨＰＬＣ）、毛细管电泳（ＣＥ）等，由于只
能提供有限的峰容量，无法满足蛋白质组研究的要
求。多维分离技术通过耦合正交的分离模式能够显
著地提高分辨率，更适合于复杂体系的分离分析，有
效地推动了蛋白质组学的发展［３－６］。二维凝胶电泳
（２Ｄ－ＰＡＧＥ）以其高分辨率成为传统蛋白质组学研究
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方法中最为常用的分离手段［７］。然而该方法存在着
诸多缺陷，如：操作费时费力，通量低，可分离鉴定的
蛋白质范围有限，且不能与质谱鉴定技术在线联用
等，大大限制了其应用范围。近年来，基于ＨＰＬＣ和

ＣＥ构建的多维 ＬＣ／ＣＥ 分离技术 逐 渐 发 展 起
来［８－１４］。ＨＰＬＣ和ＣＥ具有高度仪器化和自动化的
优点，较好地弥补了二维凝胶电泳的缺陷，在生物分
子分离领域展现了其显著的优势和发展潜力。基于

ＨＰＬＣ和ＣＥ耦合的多维分离技术关键在于其接口
技术，样品在维与维之间传递过程中的分子扩散和
返混现象会造成分辨率的损失，这是其峰容量往往
无法超越二维凝胶电泳的一个原因。此外，很多在
线的耦合模式为了支持二维分离的连续性，通常在
第一维采用较低的分离速度，而在第二维采用高速
分离，这样就无法充分优化每一分离维度以实现二
维分离效能的最大化。如果可以克服这些问题，多
维液相色谱／毛细管电泳分离技术的峰容量还有很
大的提升空间。

　　近年兴起的液滴微流控技术为多维分离接口提
供了新的解决方案。液滴技术使用两种不混溶的流
体：水相和油相，在其交界处形成非连续流，即液
滴［１５］。液滴技术的优良特性包括：快速的反应／混
合动力学、有限扩散和可编码调控的多反应单元等，
并且在高通量分析方面显示了潜能［１６－１８］。液滴具
有微体积、低扩散、无返混的特点，使其能高保真地
将分离的信息进行存储。利用液滴微流控可建立有
效的接口技术［１９］：将第一维分离后的样品以液滴的
形式进行分集和封存，最大限度地保留上一维的分
辨率；接着，在分离的下一维将液滴以全进样的方式
逐滴进样进行电泳分析。本文采用这一全新的接口
技术，构建反相液相色谱－毛细管区带电泳（ＲＰＬＣ－
ＣＺＥ）二维分离平台，并通过复杂多肽混合物的分离
分析对其在蛋白质组学研究中的应用进行初步

探索。

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

　　Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００高效液相色谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公
司）；ＡｃｔｉＰｉｘ　Ｄ１００紫外检测器（英国Ｐａｒａｙｔｅｃ公
司）；ＣＡＰＣＥＬＬ　ＰＡＫ　ＭＧ　Ｃ１８色谱柱（２．０　ｍｍ×１５０
ｍｍ，５μｍ，日本资生堂）；Ｗａｔｅｒｓ　ｑｕａｎｔａ　４０００Ｅ毛
细管电泳仪（美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＨＡＲＶＡＲＤ精密注
射泵（ＰＨＤ２０００，美国 Ｈａｒｖａｒｄ仪器公司）；毛细管
（１００μｍ　ｉ．ｄ．，３６５μｍ　ｏ．ｄ．，河北永年锐沣色谱器
件有限公司）。

　　胰蛋白酶（ｔｒｙｐｓｉｎ）、核糖核酸酶Ａ（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ
Ａ）、溶菌酶（ｌｙｓｏｚｙｍｅ）和肌红蛋白（ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ）为美
国Ｓｉｇｍａ公司产品；牛血清白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ　ｂｏｖｉｎｅ）
（生物技术级）为厦门鹭隆生物公司产品；细胞色素

ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｃ）购自北京鼎国生物技术发展中心；
三氟乙酸（ＴＦＡ）为美国Ｓｉｇｍａ公司产品；二硫苏糖
醇（ＤＴＴ）、碘乙酰胺（ＩＡＡ）为Ａｌａｄｄｉｎ公司产品；乙
腈（ＨＰＬＣ级）是美国Ｔｅｄｉａ公司产品；碳酸氢铵（分
析纯）购自上海试四赫维化工有限公司；磷酸二氢
钠、甲酸、尿素、磷酸（分析纯）购自国药集团化学试
剂有限公司；ＦＣ－４０油购自美国Ｓｉｇｍａ公司；Ｐｏｒｔｅｘ
ＰＥ（聚乙烯）管（０．３８　ｍｍ　ｉ．ｄ．，１．０９　ｍｍ　ｏ．ｄ．）购自英国

Ｓｍｉｔｈ　Ｍｅｄｉｃａｌ公司。

１．２　样品制备

　　样品采用细胞色素ｃ、核糖核酸酶Ａ、溶菌酶、
肌红蛋白、牛血清白蛋白５种蛋白质酶解产物的混
合物。酶 解 方 法 为：称 取 少 量 胰 蛋 白 酶，用 １
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ溶解，配制成０．４　ｇ／Ｌ的酶溶液待用。
取约 １　ｍｇ 蛋 白 质 溶 于 ４０　ｍｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ　８．０）

ＮＨ４ＨＣＯ３ 缓冲溶液中，加入１６μＬ　５０　ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＤＴＴ溶液并在５６℃水浴中保持４５　ｍｉｎ。将蛋白质
溶液取出冷却至室温，加入５４μＬ　５５　ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＩＡＡ溶液后于暗处放置３０　ｍｉｎ。然后向体系内加入
适量胰蛋白酶溶液，使得蛋白质与酶的质量比为５０
∶１，于３７℃水浴中保持２　ｈ。再次向体系内加入与
第一次加入量等同的酶溶液，于３７℃水浴中过夜。
最后向体系内加入１０μＬ甲酸终止酶解反应。

１．３　芯片制备

　　本文使用的两种微流控芯片的构型见图１。第
一种为液滴生成芯片，使用了正交结构将色谱流出
物“切割”产生液滴。第二种为油相排除芯片，用以
排除间隔油相完成单个液滴的提取，即：使得液滴重
新融入到连续的水相中，完成对毛细管电泳的进样。
其中的Ｐｉｌｌａｒ小柱结构（所谓Ｐｉｌｌａｒ小柱，是指“桥
墩”状的ＰＤＭＳ（聚二甲基硅氧烷）结构，彼此间由较
窄的微孔道分隔开）用以完成该油相滤除功能。本
文采用模塑法制备这两种ＰＤＭＳ微流控芯片。首
先由ＡｕｔｏＣＡＤ软件绘出如图１所示芯片结构（包括
各主流路孔道和形成Ｐｉｌｌａｒ小柱的微孔道）并制成
相应的掩膜，再通过光刻技术将所设计孔道结构制
成ＳＵ－８阳模作为芯片母版。以质量比１０∶１将

ＰＤＭＳ的前聚体与固化试剂混合，充分搅拌使其混
合均匀，然后将该混合液浇注于ＳＵ－８阳模上，置于
真空干燥器内抽气排尽混合液中气泡，最后在６５℃
干燥箱中固化１　ｈ。将固化后的聚合物材料从阳模

·８５８·
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上剥离，即可得到带有微孔道的芯片基片，用打孔器
在基片适宜位置打孔（与外管路连接），然后与基底
封接完成芯片的制备。以上实验步骤均在超净室内
完成。

１．４　实验步骤与实验条件

　　全二维分离的第一维使用反相液相色谱模式，
采用 ＣＡＰＣＥＬＬ　ＰＡＫ　ＭＧ　Ｃ１８反相柱，流动相 Ａ：

Ｈ２Ｏ＋０．０５％ ＴＦＡ，Ｂ：ＡＣＮ＋０．０５％ ＴＦＡ。梯度
洗脱：１％Ｂ（７　ｍｉｎ），１％Ｂ～５％Ｂ（１　ｍｉｎ），５％Ｂ～
５０％Ｂ（１７　ｍｉｎ），５０％Ｂ～８０％Ｂ（１　ｍｉｎ），８０％Ｂ
（１０　ｍｉｎ）。进样量：２０μＬ，流速：１００μＬ／ｍｉｎ，紫外
检测波长：２１４　ｎｍ。第二维分离使用毛细管区带电
泳，分离电压１０　ｋＶ，背景电解质为１０　ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸

盐缓冲液（ｐＨ３．０），毛细管柱总长为２８．０　ｃｍ，有效
长度为１６．０　ｃｍ，紫外检测波长为２１４　ｎｍ。

　　液滴接口部分主要为两个微流控芯片。首先采
取柱后分流（分流比３００∶１）的方式将反相色谱洗脱
下来的样品部分引入正交构型的液滴生成芯片；同
时使用注射泵将油相引入，油相的流速为 １．２

μＬ／ｍｉｎ，两相在交界处形成液滴（见图１）。液滴生
成频率为０．８　Ｈｚ，每一个液滴的体积约为１０　ｎＬ。
这样，经反相色谱分离后的样品以液滴的形式按洗
脱顺序进行封存，并使用内壁疏水的ＰＥ管对液滴
进行收集。接下来，使用注射泵以恒流模式将收集
的液滴引入油相排除芯片，第二维分离用的毛细管
水平插入分离孔道中（见图１）。

图１　液滴接口的二维液相色谱－毛细管电泳耦联示意图及实物照片
Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ａｎｄ　ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ　ｏｆ　ｄｒｏｐｌｅｔ－ｉｎｔｅｒｆａｃｅｄ　ｔｗｏ　ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｃｏｕｐｌｉｎｇ　ｏｆ

ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　ａｎｄ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
Ｆｒｏｍ　ｌｅｆｔ　ｔｏ　ｒｉｇｈｔ：ｄｒｏｐｌｅｔ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｃｈｉｐ，ｄｒｏｐｌｅｔ　ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｔｕｂｉｎｇ　ａｎｄ　ｄｒｏｐｌｅｔ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｃｈｉｐ，ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ｉｍａｇｅｓ　ａｒｅ　ｓｈｏｗｎ　ｂｅｌｏｗ．

２　结果与讨论

　　多维分离是通过耦合两种或两种以上的分离技
术来完成一次分离分析，样品经过第一维分离后被
引入另外一种或多种相互独立的分离模式中进行更

为深入的分离。Ｇｉｄｄｉｎｇｓ提出了构建理想多维分离
的两条准则［２０，２１］，首先维与维之间必须是正交的，
即每一分离维度必须是基于分析物不同的物理化学

特性进行分离。液滴接口的二维分离平台在第一维
使用了反相色谱，基于多肽的疏水性差异进行分离；
其第二维采用毛细管区带电泳模式，基于多肽分子
在直流电场中的电泳淌度差异进行分离，这两个分
离维度之间是正交的。

　　Ｇｉｄｄｉｎｇｓ提出的第二条准则是：在后续的分离
维度中不应损失第一维已经获得的分辨率，即样品

在维与维之间转移过程中不应出现区带展宽或组分

返混的现象。为了最大限度地保持第一维的分辨
率，每一个第一维分离获得的组分峰应至少分３次
进样至下一维进行分离［２２］。为保证对第二维较高
的进样频率，广泛报道的在线ＬＣ－ＬＣ二维耦合模式
的第一维往往在低于最佳流速条件下运行，且第二
维需使用短柱进行快速洗脱，这样，每一分离维度的
最大分离效能未得到充分发挥。而离线的ＬＣ－ＬＣ、

ＬＣ－ＣＥ耦合模式需要对第一维的样品进行收集，会
不可避免地造成已分离组分的返混，并伴有样品污
染甚至丢失，且操作也较为繁琐。

　　基于液滴接口的二维耦合方式将反相色谱流出
物的连续流转变为非连续流，以离线的方式耦合两
种不同的分离模式，这为每一维度分离条件的优化
提供了方便，使每一分离维度的分辨率得到充分发
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挥。同时，在接口处样品由于被分别封装在相互独
立的微液滴中，在从上一维至下一维的转移过程中
这些样品单元不会出现进一步的扩散和彼此的返

混，从而保持了第一维已经获得的分辨率以及整个
二维系统的高峰容量。在具体的操作中，液滴收集
管首先连接于第一张芯片，第一维液相色谱分离的
流出物通过第一张液滴生成芯片被封装为多个独立

的液滴，彼此由油相间隔。在第一维分离完成后，将
液滴收集管与第一张芯片分离，并连接于第二张芯
片。通过第二张“油相排除”芯片，这些封装有色谱
流出物的液滴被逐一进样至第二维的毛细管电泳进

行进一步的分离。当对一个液滴进行电泳分析时，
下游的液滴保持停留并始终被油相所间隔，可以有
效地避免液滴自身的扩散和液滴间的返混。

　　图１中所示油相排除芯片的Ｐｉｌｌａｒ小柱结构在
油相排除过程中起到了关键作用，油相通过Ｐｉｌｌａｒ
小柱间的细孔道得以滤除，而液滴向上移动与电泳
分离通道中的缓冲溶液融合，从而完成对第二维毛
细管电泳的进样过程。油相之所以由旁路排出是基
于两种作用：其一，由于ＰＤＭＳ为疏水表面，非连续
流中的油相为疏水而水相液滴为亲水，基于表面张
力的不同，油相趋于由旁路流出。其二，Ｐｉｌｌａｒ小柱
结构两侧，即，液滴流输入孔道和油相排出孔道，存
在明显宽度差，显然宽孔道的低背压有利于油相流
体的导出。利用此两种作用，油相可有效地由旁路
排出，同时水相液滴可顺利地向上进入电泳通道的
水相缓冲液体系中。

　　如图２所示，第一维反相色谱在１００μＬ／ｍｉｎ的
流速下运行，采用了较快的梯度洗脱（２１　ｍｉｎ），第一
个洗脱出来的组分的保留时间为１４．９０　ｍｉｎ，最后
一个组分的保留时间为３５．８５　ｍｉｎ，平均峰底宽度
约为０．２４　ｍｉｎ，第一维反相色谱的峰容量为８７。接
口处液滴以０．８　Ｈｚ的频率生成，保证了第一维分离
的每一个组分峰在第二维分离中多次进样。与此同
时，液滴被油相所间隔，避免了区带展宽和彼此返混
的现象发生，使第一维反相色谱获得的分辨率得到
有效的保留。非连续的液滴流经油相排除后，每一
个液滴样品单元逐个进入毛细管电泳的分离通道中

进行第二维分离，见图３。毛细管电泳分离采用１０
ｋＶ的直流电压，其中最先出峰组分的电泳迁移时间
为２．３０　ｍｉｎ，最后出峰组分的迁移时间为１１．３６
ｍｉｎ。抽取第二维分离中的一张毛细管电泳谱图
（见图４）进行峰容量估算（这里选取了较优的电泳
谱图进行估算），将谱图中所有峰的峰宽进行平均可
求得平均峰底宽度约为０．２５　ｍｉｎ，以此为标准计算

第二维毛细管区带电泳的峰容量为３６。两种正交
的分离模式耦合的多维分离的峰容量为其各自峰容

量的乘积，估测该二维分离系统的总峰容量为

３　１３２。该峰容量优于采用其他接口技术的二维分
离所报道的几百至上千的峰容量［２３，２４］，并达到与二
维凝胶电泳近乎相当的分辨率［２５］，这也充分说明了
液滴微流控作为一种全新的接口技术在耦合多维分

离模式方面的可行性和有效性。

图２　５种蛋白质降解混合物的一维反相液相色谱分离
Ｆｉｇ．２　Ｏｎｅ　ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ＲＰＬＣ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ

ｆｉｖｅ－ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄｉｇｅｓｔ
　Ｃｏｌｕｍｎ：ＣＡＰＣＥＬＬ　ＰＡＫ　ＭＧ　Ｃ１８，２．０　ｍｍ×１５０　ｍｍ，５μｍ．
Ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅｓ：Ａ．Ｈ２Ｏ＋０．０５％ＴＦＡ；Ｂ．ＡＣＮ＋０．０５％ＴＦＡ；ｇｒａｄｉ－
ｅｎｔ　ｅｌｕｔｉｏｎ：１％Ｂ（７　ｍｉｎ），１％Ｂ－５％Ｂ（１　ｍｉｎ），５％Ｂ－５０％Ｂ（１７
ｍｉｎ），５０％Ｂ－８０％Ｂ（１　ｍｉｎ），８０％Ｂ（１０　ｍｉｎ）．Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ：２０μＬ．
Ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ：１００μＬ／ｍｉｎ．ＵＶ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ：２１４　ｎｍ．

图３　基于液滴接口的二维反相液相色谱－毛细管电泳
分离５种蛋白质降解混合物的色谱－电泳谱图

Ｆｉｇ．３　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｍｉｘｔｕｒｅ　ｏｆ　ｆｉｖｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄｉｇｅｓｔ
ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ａ　ｄｒｏｐｌｅｔ－ｉｎｔｅｒｆａｃｅｄ　２Ｄ　ＲＰＬＣ－ＣＺＥ
ｐｌａｔｆｏｒｍ

　ＲＰＬＣ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｉｎ　Ｆｉｇ．２．ＣＺＥ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ａｐ－
ｐｌｉｅｄ　ｖｏｌｔａｇｅ，１０　ｋＶ；ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ　ｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ，１０　ｍｍｏｌ／Ｌ　ｐｈｏｓ－
ｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒ　ａｔ　ｐＨ３；ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｌｅｎｇｔｈ，２８．０　ｃｍ　ｔｏｔａｌ，１６．０　ｃｍ　ｅｆ－
ｆｅｃｔｉｖｅ；ＵＶ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，２１４　ｎｍ．

３　结论

　　本文基于微液滴接口技术构建了高峰容量的
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图４　第５３滴液滴的毛细管电泳分离谱图
Ｆｉｇ．４　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ　ｏｆ　Ｎｏ．５３　ｄｒｏｐｌｅｔ

ＣＥ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ａｓ　ｉｎ　Ｆｉｇ．３．

ＲＰＬＣ－ＣＺＥ二维分离平台，初步展示了其在蛋白质
组学研究中的应用前景。液滴微流控接口技术在耦
合正交分离模式方面有着微体积、低扩散、无返混等
独特优势。液滴接口的应用不仅仅局限于反相色谱
和毛细管电泳的二维耦合模式，其他的高效分离模
式均可被采用以构建高峰容量的分离平台。基于液
滴接口耦合的多维分离技术有望在复杂体系的分离

分析中发挥重要作用。
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Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００２，１（１）：６９
［２５］　Ｃａｒｒｅｔｔｅ　Ｏ，Ｂｕｒｋｈａｒｄ　Ｐ　Ｒ，Ｓａｎｃｈｅｚ　Ｊ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ　Ｐｒｏｔｏｃ，

２００６，１（２）：８１２

·１６８·


