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摘要：介绍了毛细管电色谱开管柱、填充柱和整体柱的各种制备技术及其优势与不足，特别是对于近期发展的毛细

管电色谱整体柱的制备方法及其应用进行了系统综述。引用文献 2"" 篇。
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H H 毛 细 管 电 色 谱（ 4/@-##/A. 6#64BA"45A">/B";A/(
@5.，简称 JKJ）是在毛细管电泳（JK）技 术 不 断 发

展和高效液相色谱（+18J）理论日益完善的基础上

发展起来的一种具有 JK 和 +18J 双重分离性能的

分离分析方法［2，!］。毛细管电色谱分离是在毛细管

两端施加高电压，电渗流驱动流动相经过色谱分离

柱，同时，带电溶质基于其质荷比在流动相中迁移，

使中性和带电样品中的各组分根据其在色谱固定相

和流动相间的吸附、分配平衡常数的差异及本身电

泳淌度的差异得以分离。由于毛细管电色谱柱中可

以填充各种小颗粒液相色谱固定相，因此毛细管电

色谱不但具有毛细管电泳的高柱效，还具有高效液

相色谱的高选择性；既可分离带电物质又可分离中

性物质，形成了自己独特的高效、微量、快捷的特点，

开辟了高效微分离技术的新途径。近年 来 JKJ 一

直是分析化学研究领域的热点课题，并已逐渐进入

应用领域［, / 2"］。

H H 众所周知，色谱柱是色谱仪的心脏部件，是色谱

分离理论与应用研究的重点。在毛细管电色谱的长

足发展中，不可缺少的是毛细管电色谱柱制备技术

的发展。一 直 以 来，人 们 采 用 内 径 为 !# / ,!" !>
（ 常用的为 #" / 2"" !>）的熔融石英毛细管为材料

进行内部加工，制成 2" / 2"" 4>（ 常见的为 !" / -"
4>）有效长度的毛细管电色谱柱。根据加工方法的

不同，毛细管电色谱柱被分为开管毛细管电色谱柱

和填充毛细管电色谱柱。填充毛细管电色谱柱可进
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一步分为颗粒填充毛细管电色谱柱和连续床层毛细

管电色谱 柱（ 也 称 毛 细 管 电 色 谱 整 体 柱）。整 体 柱

又包括以聚合物整体柱、硅胶整体柱和以填充柱为

基础的整体柱，它们是近年研究的重点。本文即对

各类柱的制备方法、优缺点及其应用加以综述。

!" 毛细管电色谱开管柱

! ! 毛细 管 电 色 谱 开 管 柱 主 要 通 过 涂 布［## $ #%］、键

合［#" $ &’］和溶胶!凝 胶［&# $ &(］等 方 法 在 柱 内 壁 制 备 薄

层固定相。它的制备关键是如何通过增大表面积来

增大柱容量。开管柱的优点是制备过程简单、柱效

高，但相对于填充柱，其相比低、柱容量小、检测灵敏

度低。

! ! !" 涂布法

! ! 涂布法过程较简单。通常是将熔融硅胶毛细管

在高温和氢气 流 条 件 下 处 理 & "，然 后 通 过 静 态 方

法使待涂溶液在毛细管内壁形成薄膜，最后将其固

化。#$%$$%& 等［##］在 &’ 世纪 )’ 年 代 初 即 开 展 了 这

项工作；此后 ’() 等［#&］又通过在毛细管内壁键合线

性聚合物，使硅羟基部分露出，增加了电渗流，因而

扩大了应用范围。近年来有人在毛细管内壁涂布无

机氧化物，如锆镁复合氧化物［#(］和氧化钛［#%］等，分

离了碱性物［#(］、无机阴离子、中性化合物和肽［#%］。

! ! #" 键合法

! ! 键合法通常分为两类。一是先对易刻蚀的钠或

硼 玻 璃 柱 内 壁 进 行 刻 蚀，再 键 合 上 相 应 的 固 定

相［#" $ #*］。二是先在内壁上键合一层多孔硅胶，即四

乙氧基硅烷、乙醇、盐酸或氨水以一定比例混合，通

过水解、缩聚反应，与毛细管内壁上的硅羟基相连，

再在硅胶上引入其他官能团［#+ $ &’］。键 合 法 制 柱 可

提高相比，但是制作步骤多，时间长。

! ! $" 溶胶"凝胶法

! ! 溶胶!凝胶法通过溶胶!凝胶技术在毛细管内壁

形成一层含官能团的多孔硅玻璃膜，将固定相直接

嵌入玻璃介质中。它的基本原理和制柱过程与键合

法中的第二类相似，只是在制备多孔硅胶中先加入

带有固定相基团的三乙氧基硅烷，使硅胶和固定相

键合一步完成。该法既简化了制备过程又有效地提

高了相比，故经常被采用。但由于必须加入带有固

定相基团的三乙氧基硅烷，因而限制了固定相的选

择。最近，*%)+ 等［&(］用 该 法 制 备 了 大 环 多 胺 开 管

毛细管电色谱柱，并成功地分离了苯胺类化合物。

#" 毛细管电色谱填充柱

! ! 毛细管 电 色 谱 填 充 柱 即 是 将 粒 度 为 # $ " !,
（ 最常用的为 ( !,）的固体填充料填入石英毛细管

中。毛细管 电 色 谱 固 定 相 有 反 相 正 构 烷 烃 固 定 相

（ 如 -% 、-+ 、-#& 和 -#+ 等）、两 性 固 定 相（ 如 -.、#/
等）、正相 固 定 相（ 如 01 等 ）、离 子 交 换 固 定 相（ 如

234、0-4、2-4 和 034 等）、手性固 定 相（ 如 环 糊

精手性及生 物 手 性 等），这 些 固 定 相 目 前 已 经 商 品

化。另 外 还 有 混 合 固 定 相［&%］、纤 维 素 基 质 固 定

相［&"］等。由于有多种固定相可供选择，因而极大地

增加了毛细管电色谱的分离选择性，拓宽了它的应

用范围。但由于将固体颗粒封于毛细管内需要制备

塞子，而塞子的制备很困难，重现性也难保证，同时

塞子又被认为是导致柱内产生气泡的主要原因，因

此使毛细管电色谱填充柱的使用受到了限制。

! ! 毛细管 电 色 谱 填 充 柱 的 制 备 方 法 主 要 有 匀 浆

法［&,，&*］、拉伸法［&+］和电动填充法［&)，(’］。

# ! !" 匀浆法

! ! 匀浆法是目前常用的方法。用它制备色谱柱的

过程是首先在毛细管的一端用硅胶颗粒烧结初始塞

子。然后将 填 料 与 一 定 体 积 的 有 机 溶 剂 混 合 成 匀

浆，在压力作用下将填料装入毛细管中。达到所需

长度后，将有机溶剂换成水冲洗一定时间，直接烧结

固定相制备末端塞子。接着将装好的毛细管柱倒接

至泵上，重新烧结初始塞子以保证两个塞子尽量一

致。高压冲出空管中多余的填料。该方法的优点是

操作简单、设备要求低。但对于小颗粒填料或过长

的色谱柱，由于其反压大，不易填充。

! ! 无论用 哪 一 种 方 法 制 柱，均 需 要 在 柱 末 端（ 通

常是在靠近 第 二 个 塞 子 的 地 方）开 一 个 检 测 窗 口。

检测窗口的制备方法有一定的技术难度。一般可采

用加热钳子、加热电阻丝或微火焰直接将毛细管外

涂层烧掉；用十分锋利的刀片将毛细管外涂层刮掉；

在毛细管上欲制窗口处滴 # 小滴浓硫酸，然后用环

型电阻丝微热等方法。后一种方法可以克服前面方

法的不足，值得提倡。

# ! #" 拉伸法

! ! 拉伸法是将硅胶先装入到大内径的毛细管中，

再用玻璃拉伸仪于高温下将其拉至所需内径。该方

法的优点是无塞子，免去了塞子的影响；但高温拉伸

时均匀性难以控制，且会破坏填料的键合基团，需先

填硅胶后衍生，所以应用较少。

# ! $" 电动填充法

! ! 电动填 充 法 是 在 装 填 时 用 高 压 电 源 代 替 高 压

泵，在毛细管柱两端加高电压，利用固定相本身的电

泳力来进行装填。在装填过程中，可以通过调节高

压电电压的高低来控制装填速度。同时，为使匀浆

罐中的匀浆均匀分散，不发生沉淀，匀浆罐要一直处

于振荡状 态（ 使 匀 浆 罐 与 一 振 荡 器 相 连）。装 填 至

·",%·
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所需长度后，关闭高压电，取下柱，其余步骤与匀浆

法相同。该方法的优点是填充均匀，一次可填多根，

并且由于没有反压，可以填充更长的色谱柱，因此既

可以提高制柱效率，又可以保证柱的重复性。柱性

能的研究结果已经充分证明了这一点［"#］。

$ $ !"# 等［"% & ""］用此方 法 已 填 充 了 多 种 固 定 相 毛

细管电色谱柱，并对 $%’ 、$%、&’ 等固定相的色谱柱

进行了机理考察。

!" 毛细管电色谱整体柱

$ $ 毛 细 管 电 色 谱 整 体 柱（(")"*+,-+. ."*#()），

又称棒柱（ /"0）、连 续 床（ ."),+)#"#1 230）、无 塞

柱（ 4/+,*311 ."*#()）。 它 是 将 单 体、引 发 剂、致 孔

剂、交联剂、电 渗 流 产 生 剂 等 的 混 合 液（ 或 悬 浊 液）

灌入毛细管中，在一定温度条件下通过原位聚合形

成一个棒状整体。具有制备方法简单，内部结构均

匀，通 透 性、重 现 性 好，柱 效 高，固 定 相 表 面 易 于 改

性，无需制备塞子和可进行快速分离等优点，近几年

发展迅速。

$ $ 毛细管电色谱整体柱主要有聚合物整体柱、二

氧化硅整体柱和以填充柱为基础的整体柱。

! ! #" 聚合物整体柱

$ $ 在制备聚合物整体柱时，通常先采用双官能团

试剂 甲基丙烯酸5" 5（ 三甲氧硅烷）丙酯对毛细

管内壁进行处理，其甲氧基与毛细管内壁的硅羟基

反应，双键留在外面，单体在柱内聚合时，双官能团

试剂的双键同时也参与了聚合，从而间接地实现了

整体固定相与毛细管管壁的键合。聚合时大多使用

脂肪醇、环己醇、聚环氧乙烷作为致孔剂，引发剂则

通常采用偶氮二异丁腈、过硫酸铵、过氧化甲酰。如

所制备的整体柱在毛细管电色谱模式下使用，为使

色谱柱在电场下产生稳定的电渗流，一般需在聚合

物中引入 ! 5丙烯酰胺5! 5甲基5% 5丙磺酸（678&）、丙

烯酸或乙烯磺酸等含有可解离基团的单体。

! ! # ! #" 聚丙烯酰胺类整体柱

$ $ 该类整体柱采用的功能单体有丙烯酰胺、!5异
丙基丙烯酰胺、甲基丙烯酰胺、甲基丙烯酸丁酯、!5
烯丙基二甲胺，交联剂则为二丙烯酰哌嗪、亚甲基二

丙烯 酰 胺（ 9’&）［"( & (%］。:#;+("," 等［"(］将 丙 烯 酰

胺、9’&、678& 在毛细管柱内聚合；在毛细管电色谱

模式下，乙酰苯的柱效达%)# ###塔板 < (；他认为该

种整体柱的主要分离机理为筛分而非溶质与固定相

之间的相互作用。之后，:#;+("," 等［"’］又采用疏水

性较强的 !5异丙基丙烯酰胺替代丙烯酰胺，柱性能

有所改善。聚合物凝胶作为固定相分离疏水化合物

显现出一些反相色谱的性质，同最初的聚丙烯酰胺

凝胶相比，体积排阻不再是唯一的分离机理，溶质与

整体固定相的疏水相互作用也有助于分离。

$ $ 人们一直通过选择合适的单体、溶剂等使这类

整体柱具有特殊的用途。:/=.-3, 等［")］将二甲基亚

砜和 脂 肪 醇 作 为 反 应 物 的 溶 剂，采 用 9’&、丙 烯 酰

胺、丙烯酸丁酯在柱内制成疏水相互作用色谱柱，该

柱可在 " (+) 内分离 ) 种蛋白质。>3)" 等［(#］将烯

丙基氨基甲酰化的 !5环糊精（ !5$?）与固定相键合

制成手性固定相，在毛细管电色谱模式下分别拆分

酸性和中 性 对 映 体。@"3AA3/ 等［(%］用 该 类 混 合 模

式柱分析了氨基酸和多肽。

! ! # ! $" 聚苯乙烯类整体柱

$ $ 该类整体柱可供使用的单体种类较少，目前所

使用的单体 仅 为 苯 乙 烯、氯 甲 基 苯 乙 烯、二 乙 烯 基

苯［(! & (*］。采用氯甲基苯乙烯作为反应单体聚合后，

氯甲基与十八烷基二甲基胺反应，进而实现在固定

相 中 引 入 季 胺 基 团，可 在 离 子 交 换 模 式 下 使 用。

@"/BC,- 等［(*］尝试在该类柱上分离多肽，其分离机

理是基于电渗流、色谱保留、肽在电场中的迁移这三

者 的 共 同 作 用。D+")A 等［(+］以 苯 乙 烯、二 乙 烯 基

苯、甲基丙烯酸为单体和交联剂，以甲苯为制孔剂一

步合 成 制 备 了 苯 乙 烯、二 乙 烯 基 苯 整 体 柱。 E+)
等［(’］在此基 础 上 选 用 甲 苯5异 辛 烷 为 制 孔 剂，发 展

了快速合成这类柱的新方法。

! ! # ! !" 聚甲基丙烯酸酯类整体柱

$ $ 该类柱可采用多种功能材料作单体以增加色谱

固定相的选择性。常采用的功能单体有甲基丙烯酸

酯、678&、甲基 丙 烯 酸 缩 水 甘 油 酯、!5烯 丙 基 二 甲

基胺，交联剂为乙叉二甲基丙烯酸酯［(, & ))］。该类柱

在 F@ ! 至 %! 范围内均具有良好的稳定性。

$ $ 83,3/1 等［(,］将甲基丙烯酸丁酯作为 功 能 单 体

聚合后，首次实现了在电渗流驱动体积排阻色谱模

式下分离相对分子质量为% ### ###的聚苯乙烯。他

还选择含有手性选择基的单体制备整体固定相，制

成手性连续床，实现了在毛细管电色谱模式下拆分

手性化合物［)#］。

$ $ 将甲基 丙 烯 酸 缩 水 甘 油 酯 作 为 功 能 单 体 聚 合

后，缩水甘油酯中的环氧基团与二乙胺反应生成 % 5
!，!5二 乙 胺 基5! 5羟 基 丙 基 官 能 团［)% & )"，))］，该 固 定

相在离子交换色谱模式下可用于蛋白质和低聚核苷

酸的分离。

$ $ 最近，:# 等［)*，)+］制 备 了 混 合 模 式 的 整 体 柱 及

两性电荷型整体柱，成功地分离了碱性药物和苯胺

类化合物。

! ! # ! %" 分子印迹整体柱

$ $ 分子印迹是合成对印迹分子具有预定分子识别

·**(·
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能力的聚合物的一种方法，近年来受到了越来越多

的关注，其有 望 在 外 消 旋 体 的 拆 分、基 底 选 择 性 催

化、人工抗体合成等方面获得应用。特别是 #$$% 年

大孔印迹整体柱的出现［"& ’ ()］，使得该技术得以应用

于毛细管 电 色 谱。 分 子 印 迹 整 体 柱 的 柱 效 一 般 不

高，因而寻找新型交联剂，提高分子印迹聚合物孔径

的均匀性，以获得较高的柱效将是其今后研究的主

要方向。

! ! "# 硅胶整体柱

! ! 硅胶整体柱的制备方法通常采用溶胶!凝胶法。

将四烷氧基硅烷、聚环氧乙烷及催化剂在柱内水解

缩聚成凝胶，经干燥、老化，制成硅胶整体柱。其可

直接作为固 定 相 或 再 进 行 衍 生 化，"#$#%# 等［(# ’ ("］

在这方面做了大量的工作。该方法制成的色谱填料

具有两种孔 结 构，分 别 为 !& 级 的 通 孔（ ’()*+,(!
-*).）和 $& 级 的 中 孔（&./*-*).）。 通 孔 的 存 在

使得硅胶整体柱具有优异的渗透性。改变反应物组

成的比例，可独立控制通孔和中孔的孔径。不同的

反应条件可 使 硅 胶 整 体 柱 分 别 具 有 颗 粒 聚 集 型 结

构［(#］和网络 结 构［("］。由 于 硅 胶 为 紫 外 透 明 体，因

此该类柱可以直接采用柱内检测。有关硅胶类整体

柱的制备国外已有综述文章［((］发表。

! ! 最 近 硅 胶 类 整 体 柱 的 制 备 又 有 新 进 展。

"*0*’*%# 等［(% ’ ($］发展了 温 和 反 应 条 件 下 的 溶 胶!
凝胶技术，制备了蛋白质包埋的硅胶整体柱。1+2#0
等［%)］在 *(" $& 紫外线照射下，在毛细管中一步原

位合成了多孔硅胶连续床。此柱表现出反相色谱的

特性，可用于低相对分子质量中性化合物的分离分

析。32 4#//5 等开 展 了 大 量 的 相 关 工 作，制 备 了 含

有羟基和氰基等键合基团的硅胶整体柱，成功地分

离了 中 性 及 带 电 化 合 物［%#］、核 酸 等 天 然 极 性 成

分［%+］以及蛋白质［%*］。

! ! !# 以填充柱为基础的整体柱

! ! 以填充柱为基础的连续床层柱的制备方法一是

先将固体填料填充到毛细管中，再将聚合反应物注

入毛细管 柱 中，通 过 溶 胶!凝 胶 技 术［%, ’ %&］、聚 合［%$］

或高温烧结［&)］形成连续床色谱柱；二是将固体填充

料先与制备连续床的反应物混合均匀，形成悬浮液，

装入毛细管中，再经热处理形成连续床［&#］。

! ! 6#). 等［%,］和 4#’$#0#%. 等［%%］在 聚 乙 氧 硅 烷、

乙醇、盐酸等反应物中加入 " 或 * !& 的 718 固定

相，超声后 718 颗粒与反应物形成悬浮液，将悬浮

液装入 %" !& 5- 9- 的毛细管中，热处理后形成整体

连续床。存在于连续床中的 718 颗粒可减 少 床 层

因内部压力差异而引起的裂缝。使用 * !& 718 的

柱效比使 用 " !& 718 的 柱 效 高。 该 类 柱 渗 透 性

好，但不易实现 718 颗粒在连续床内的均匀分布。

! ! 为了使整体固定相在较宽的 -: 范围内具有相

对恒定 的 电 渗 流，"#$, 等［%&］在 718 ; 8<= 混 合 填

充柱中注入硅溶胶，经超临界 <7+ 干燥后形成整体

柱。该柱在 -: + ’ $ 下电渗流均保持恒定。

! ! <(5)5># 等［%$］在 718 填 充 柱 中 注 入 单 体 及 致

孔剂混合物，单体聚合后形成连续整体，有机基底将

填料颗粒固定，从而无需封口。因在反应单体中含

有 ?@A8，故可通过调节 ?@A8 的含量 对 电 渗 流 进

行精确的调控。

! ! 烧结法是将普通的硅胶柱进行热处理，使硅胶

填料 表 面 熔 融，相 互 连 结，进 而 形 成 连 续 床［&#］。

:*)BC’( 等［&)］采用匀浆法制成 ( !& 718 填充柱，

经过一系列处理后分别在 #+) D和 *() D下进行热

处理，填料表面因熔融而相互连结在一起，然后键合

<#& 。与普通填充柱相比，该方法制成的整体柱的机

械强度、稳定性都得到改善。分别在毛细管电色谱

和微柱液相色谱模式下对柱效进行了考察，其柱效

与普通填充柱的柱效接近。但该方法仍需繁琐的填

料装填 过 程，并 且 高 温 烧 结 破 坏 了 已 键 合 的 <#& 固

定相，需重新键合固定相，与溶胶!凝胶法相比，这种

色谱柱制备相对复杂，因此报道不多。

! ! 毛细管电色谱整体柱也有其缺点。对于聚合物

整体柱，其溶胀效应使固定相的稳定性和机械性能

受到负面影响。此外，在制备聚合物整体固定相时，

很难获得孔径分布非常均一的连续床，小孔的存在

会影响柱效和色谱峰不对称度，因此小分子化合物

很难得到较高的柱效。同传统的填料相比，聚合物

的比表面积较小，从而导致其柱容量较低。

$# 小结

! ! 毛细管电色谱柱的制备是近年来发展起来的新

型技术，它对毛细管电色谱这一分离方法的发展具

有举足轻重的作用。上述每种制备技术各有优势，

目前正被逐渐完善并进入应用领域。毛细管电色谱

开管 柱 在 生 物 样 品 的 分 离［#(，#%］、手 性 体 的 拆

分［&+ ’ &*］等方面获得了应用。毛细管 电 色 谱 填 充 柱

在环境样品如除草剂［&,］、农 药［&"］、炸 药［&(］，生 物 样

品如 肽［&%］、核 苷［&&］、糖［&$］，食 品［$)，$#］，特 别 是 药 物

如酸性药品［$+ ’ $,］及碱性药品［$"，$(］等的分离中发挥

了 巨 大 作 用。 毛 细 管 电 色 谱 整 体 柱 在 反 相 色

谱［*% ’ *$，,+，,$，")，(+，("］、离 子 交 换 色 谱［*(，,*，"#，"*，"%，$%］、疏

水作用色谱［*"，&+］、亲和色谱［$&］、体积排阻色谱［,+，,$］

中 获 得 了 应 用，且 成 功 分 离 了 肽［,#，,,，"#，",］、蛋 白

质［*"，*(，,,，"%，&+］、类 固 醇［*&］、 芳 烃［*%，(+，("］、 聚 合

物［,"，,(，,$］、低聚核苷酸［"#，"*］、氨基酸［,#］等物质。由
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于毛细管电色谱整体柱中孔结构可直接控制，因而

在生物大分子的分离中具有一定的优势。近两年，

国 外 已 有 关 于 毛 细 管 电 色 谱 整 体 柱 的 综 述 文

章［##，$%%］发表，对整体柱的发展与应用有较详细的介

绍。随着柱制备技术的不断改进，毛细管电色谱法

将会有更广阔的应用前景。
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《 毛细管电色谱及其在生命科学中的应用》

作者：罗国安 ! ! 估价："% 元 ! ! 出版单位：科学出版社 ! ! 出版日期：$%%" 年 + 月

! ! 毛细管电色谱是近年发展起来的一种新型微分离分析技术，它整合了毛细管电泳与微径柱液相

色谱的优点，通过在填充微细颗粒液相色谱填料的微径柱两端施加直流高压电场，达到其对痕量复

杂生物及化学体系样品优越的分离能力。本书是作者及其研究生近年来从事毛细管电色谱领域研

究工作的积累和总结，介绍了毛细管电色谱基本原理、分离机理和分离行为，加压毛细管电色谱仪的

研制，以及一些应用实例。

! ! 本书可供大专院校化学、生物等专业的高年级学生及研究生和科研人员参考阅读。

购书者请与科学出版社联系，电话：（!"!）#$!%%&"&，联系人：黄 ’ 海。
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