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微流控芯片毛细管电泳在蛋白质分离分析中的应用研究进展
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摘要：重点介绍了近年来国内外在微流控芯片毛细管电泳法用于蛋白质分离分析方面的研究进展。按照分离模式

的不同，综述了各种应用于蛋白质分离的微流控芯片毛细管电泳系统，讨论了抑制芯片中的蛋白吸附的各种方法，

并展望了芯片毛细管电泳系统在蛋白质分离领域的发展前景。引用文献 .) 篇。
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- - !" 世纪 ’" 年代初，!"-5 和 K,8+7F 等［+］首次
提出了以微机电加工技术（+,0F%7&70CF%+70D"-,0"&
E#EC7+E，!)!L）和分析化学为基础的微全分析系
统（+,-,"C4F,578 C%C"& "-"&#E,E E#EC7+E，!J<L）的
概念。+’’! 年，!"-5 等［!］首次报道了基于微流控
芯片的高效高速毛细管电泳（9)）分离系统。近年
来该技术发展迅速，在蛋白质、脱氧核糖核酸

（=(<）等生物大分子的分离分析中表现出了显著
的优越性。当前，随着蛋白质组研究的深入和发展，

如何实现蛋白质快速高效的分离成为需要解决的重

要问题。在芯片上进行蛋白质的毛细管电泳分离可

以显著地提高分析速度和分离效率，因此，这一研究

方向引起了广泛关注，已有较多论文发表。本文对

采用微流控芯片毛细管电泳进行蛋白质分离的分离

模式、特点及其蛋白质吸附问题进行了介绍。

!" 微流控芯片毛细管电泳的特点

- - 芯片毛细管电泳技术将常规的毛细管电泳操作

在芯片上进行，利用玻璃、石英或各种聚合物材料加

工微米级通道，以高压直流电场为驱动力，对样品进

行进样、分离及检测。它与常规毛细管电泳的分离

原理相同，因此在分离生物大分子样品方面具有优

势。此外，与常规毛细管电泳系统相比，芯片毛细管

电泳系统还具备分离时间短、分离效率高、系统体积

小且易实现不同操作单元的集成等优点 ［& / %］。芯

片毛细管电泳的上述优点使其成为蛋白质分离分析

中的重要手段之一。

- - M%8F,2475 等［)］曾分别在常规毛细管、短毛细
管和玻璃芯片上，以区带电泳的分离模式，对人免疫

球蛋白 >（ B2>）和荧光素异硫氰酸酯（@BJ9）的反
应混合物进行分离，以比较 & 种系统的分离性能。
使用有效分离长度为 &$ 0+ 的长毛细管和有效分
离长度为 % 0+ 的短毛细管时，其分离时间分别为
&&$ E 和 #. E，理论塔板数分别为 !) )$" 和 .+ #+%。
当使用有效分离长度仅为 ! ’ # 0+ 的玻璃芯片时，
分离时间缩短至 +% E，理论塔板数达到.’ """。由
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此可以看出采用玻璃芯片进行毛细管区带电泳在分

离速度和柱效上明显优于常规毛细管电泳系统。

!" 微流控芯片毛细管电泳分离蛋白质的模式

# # 目前，文献报道的芯片毛细管电泳分离蛋白质
主要采用区带电泳、凝胶电泳、等电聚焦、胶束电动

色谱及二维电泳等模式。

! ! #" 芯片毛细管区带电泳
# # 毛细管区带电泳是芯片毛细管电泳分离蛋白质
的一种最基本的分离模式。它基于不同的蛋白质分

子在电场中的迁移速率不同而实现分离，是一种简

单、快速的分离方法。采用区带电泳分离模式已成

功地分离了多种蛋白质样品。

# # !"#$%& 等［$］采用毛细管电泳芯片，以区带电泳

模式对人血清蛋白样品进行了分离，可分辨出 % 个
蛋白质区带（即 ’()、转铁蛋白、!*& *抗胰蛋白酶和
白蛋白区带，分别用以模拟血清蛋白样品中的 "、#、
!& 和白蛋白区带）。其中蛋白质的荧光标记在分离
之后进行，由于荧光染料 +,-（! *."#/0102"2345.53*
#%2%*" *6/#7"23.%）标记血清蛋白的灵敏度较低，所
以没能实现实际人血清蛋白样品的 ’ 个区带分离。
803" 等［(］采用区带电泳模式，以 ’) 99"# : ; 磷酸
盐缓冲液（ 4< ! = &’）作为工作缓冲液，在通道宽度
为 *) !9 的聚二甲基硅氧烷（>?@-）芯片中，于 *’
6 内实现了细胞色素 ! 和溶菌酶的快速分离。
?"1(% 等［&)］设计了集成 $ 个微阀和 & 个微泵的
>?@- 芯片，通过微阀微泵实现了对液流的有效控
制。他们首先采用区带电泳的分离模式分离牛血清

白蛋白和肌红蛋白，然后通过阀的作用将分离后的

蛋白质组分分别引入微混合器中酶解，最后对产物

进行质谱分析。该工作显示芯片技术可用于质谱分

析前复杂蛋白样品的预处理。庄贵生等［&&］在石英

芯片上以 +’ 99"# : ; 硼酸盐缓冲液（4< &) = *）作为
芯片电泳缓冲体系，分离了免疫球蛋白、!*& *抗胰蛋
白酶、牛血清白蛋白和铁传递蛋白，并对经临床确诊

的妊娠高血压症、风湿性心脏病、多发性骨髓瘤患者

的尿液样品进行电泳分析，在 ! 902 内得到了与美
国 <%#%23 电泳系统一致的分析结果。
# # 在芯片毛细管电泳分离蛋白质的研究中所要解
决的一个重要问题就是通道表面对大分子蛋白质的

吸附问题。蛋白质与芯片通道内壁之间的微小吸附

效应就会降低蛋白质的分离效率，引起峰形变宽拖

尾，影响分离的重现性。在毛细管区带电泳分离模

式下，一般采用通道内壁永久改性和缓冲液中加入

添加剂进行动态修饰两种方法来抑制蛋白质的

吸附。

# # A/ 等［&!］采用多层 $$B 水解聚丙烯醇（>CD）
修饰 >?@- 芯片，以区带电泳模式有效分离了两种
碱性蛋白质（溶菌酶和核糖核酸酶）以及两种典型

的酸性蛋白质（牛血清白蛋白和 #*乳球蛋白）。该
涂层在 4< * , && 范围内均可抑制电渗流的产生和
蛋白的吸附作用，并且效果稳定，连续运行 +) 次后
分离效果仍然很好。该研究组［&*，&%］随后又采用自

组装方法在 >?@- 芯片通道表面加工环氧修饰的
聚合物涂层抑制蛋白质的吸附，成功地分离了溶菌

酶和核糖核酸酶 D。
# # !50%9 等［&’］在运行缓冲液中加入了无机电解

质 ,3!# 和中性表面活性剂吐温 !) 来抑制蛋白质
的吸附，利用芯片毛细管区带电泳进行了单克隆抗

体的分离分析。

! ! !" 芯片毛细管凝胶电泳
# # 在蛋白质组学和蛋白质分离研究中，凝胶电泳
是广泛使用的分离技术。它是以凝胶等聚合物作为

分离介质，利用其网络结构并依据被测组分的分子

体积不同而进行分离的一种分离模式。在芯片上采

用凝胶电泳模式分离蛋白质，更有利于实现分离操

作的高速度和高效率。E3" 等［&"］采用十二烷基磺

酸钠（-?-）凝胶电泳分离模式，对比了芯片 -?- 毛
细管凝胶电泳与常规毛细管凝胶电泳系统分离蛋白

质的性能，结果表明前者的分离效率明显优于后者，

分离时间也明显低于后者。

# # 与常规毛细管凝胶电泳相同，芯片毛细管凝胶
电泳常用的筛分介质也分为凝胶和非胶聚合物溶液

两种。交联聚丙烯酰胺凝胶是广泛使用的一种凝胶

筛分介质，<%&& 等［&+］首次将传统的 -?-*聚丙烯酰
胺凝胶电泳（-?-*>D)F）分离蛋白质的方法移植到
芯片上，采用光聚合的方法在芯片通道内制备浓度

为 "B 的交联聚丙烯酰胺凝胶作为筛分介质，在 *)
6 的时间内对相对分子质量（! &）在 " ’)) , *( )))
之间的 ’ 种蛋白质进行分离，分离距离仅为 % 99，
分离效率达到理论塔板数 % = %& - &)’。该研究组［&$］

后期又在微通道内制备了浓度为 !!B 的交联聚丙
烯酰胺膜用于蛋白质样品的预富集，有效富集了相

对分子质量为 &! ))) , !)’ )))的蛋白质分子，并采
用浓度为 $B 的交联聚丙烯酰胺凝胶作为筛分介质
进行分离。

# # D(0&&%(3G0&03 等［&(］在聚甲基丙烯酸甲酯（>@*
@D）芯片上使用 -H*$ 光胶制作微通道，采用浓度
为 &!B 的聚丙烯酰胺凝胶作为筛分介质分离蛋白
质。随后该研究组［!)］又在该芯片上集成金属电极，

采用相同的分离模式成功地分离了相对分子质量分

别为 !) ))) 和 (+ ))) 的胰蛋白酶抑制剂和磷酸化

·)+!·
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酶两种蛋白质。

! ! 然而，交联聚丙烯酰胺凝胶存在制备复杂、不易
使用等问题。与其相比，线性聚丙烯酰胺（!"#）、聚
乙烯醇（!$%）、聚氧化乙烯（!$&）等非胶筛分介质
具有制备简单、使用方便、可以先聚合后注入通道而

无需在通道内进行聚合反应等优点，适合在复杂的

通道体系中使用，因此在芯片毛细管凝胶电泳中非

胶筛分介质得到了广泛的应用。’() 等［#$］采用
*+* #% ,&’’ 凝胶缓冲液（-./01(2 3)456.7 公司产
品）在玻璃芯片上于 "( 8 内分离了相对分子质量在
) ’’’ * ##$ ’’’ 之间的 $ 种蛋白 质。 %9)7:(2)
等［&#］将 ;(2)&7(2<. 染料加入样品和缓冲液中进
行蛋白质的动态标记，并对分离缓冲液体系进行了

优化，最终选择 (= 的 !$&（! 7 + #’’ ’’’）作为筛分
介质。该系统对牛血清白蛋白的检出限为 (’’
2< > 1"，并完成了对实际人血清样品的分离分析。
! ! 在芯片毛细管凝胶电泳中，通道内壁对蛋白质
的吸附仍是需要解决的重要问题。-)488. 等［&&］使
用聚二甲基丙烯酰胺（!+?#）物理涂覆玻璃芯片微
通道内壁，将电渗流降低到 ’ @ ( , #’ - ) 1&A - # 8 - #，

以 *+* 凝胶电泳的分离模式在 %’ 8 内分离了 -9),
B(: 公司的蛋白质标准样品，分离效率达到 #’. 塔

板 > 1。;(<(6( 等［&"］在 !??# 芯片中使用了 !$%
涂层，以 (= 线性聚丙烯酰胺为筛分介质，在分离长
度为 " 11 的通道内实现了胰蛋白酶抑制剂、牛血
清白蛋白和 !,半乳糖苷酶 " 种蛋白质的高速分离，
分离时间仅为 / 8。
! ! "# 芯片等电聚焦分离
! ! 芯片等电聚焦分离蛋白质的原理与常规毛细管
等电聚焦基本相同，都是依据蛋白质的等电点（ C"）
不同而进行分离。D)E1(22 等［&%］首次将毛细管等
电聚焦技术移植于玻璃芯片，应用于蛋白质分析。

"9 等［&(］在 !+?* 芯片和聚碳酸酯（!3）芯片上，采
用等电聚焦模式分离了牛血清白蛋白和增强型绿色

荧光蛋白（$%F!）。+(8 等［&$］采用高聚物芯片，在
等电聚焦电泳模式下优化了分离长度及电压条件，

最终在长 # @ ) /1 的通道内于 # @ ( 192 内分离了绿
荧光蛋白和 B 藻红蛋白，分离电压为 (’’ A。349
等［&.］在 !+?* 芯片上采用等电聚焦分离模式成功
分离了重组绿荧光蛋白、异藻青蛋白和藻红蛋白。

该作者还报道，通过改变样品和分离介质中添加剂

甲基纤维素的浓度，可以改变完成蛋白质分离所需

要的通道距离。

! ! G8(9 等［&/］通过采用六甲基二硅氧烷等离子聚
合膜修饰玻璃芯片通道的方法抑制蛋白质吸附，在

等电聚焦的分离模式下分离了藻青蛋白（ C" +

% @ $(）、血红蛋白（ C" + . @ ’）和细胞色素 3（ C" +
) @ $）" 种蛋白质混合物，分离在 " 192 内完成，分离
效率为 #) $’’塔板 > 1。D4(2< 等［&)］在进行芯片等
电聚焦分离蛋白质时，采用在两性电解质溶液中加

入羟甲基纤维素作为添加剂的方法来抑制蛋白质的

吸附。

! ! $# 芯片胶束电动毛细管电泳
! ! 胶束电动毛细管电泳是毛细管电泳与胶束增溶
色谱相结合的分离技术，其原理是在装有胶束溶液

的通道内，溶质组分在电场力的作用下根据其在胶

束相和水相之间的分配不同而产生分离。H92 等［"’］

在玻璃芯片上采用胶束电动色谱的分离模式，以

-9),B(: 公司的 3$,*+* 缓冲液作为分离介质，成
功实现了相对分子质量在 #% %’’ * &’’ ’’’ 之间的
/ 种 蛋 白 质 的 分 离。 +)4 等［"#］ 采 用 -79I"(
（C)5J)KJ.6LJ5.2.［&"］:):./(2)5）修饰 !+?* 芯
片通道，在胶束电动色谱的分离模式下实现了葡萄

糖氧化酶和肌红蛋白的有效分离。该芯片涂层在

CD & * $ 范围内可显著降低蛋白质大分子的吸附，
并减少检测蛋白质所需的冲洗时间，从而提高分离

效率。D4(2< 等［"&］在 !+?* 芯片中采用 ’ @ #= 十
二烷基麦芽糖（++?）和 ’ @ ’"= *+* 作为混合胶
束，对通道进行动态修饰，有效地抑制了蛋白质的吸

附，控制了电渗流，使蛋白质在非变性条件下得到有

效分离。

! ! %# 芯片二维电泳分离
! ! 芯片毛细管电泳应用的成功促进了高速高效的
芯片二维电泳技术的发展。对于多组分的复杂蛋白

质样品，采用传统的一维分离方法通常无法满足要

求，需要采用二维分离技术来提高分离效率，增加峰

容量。与传统的毛细管电泳系统相比，在芯片上进

行二维电泳分离，可以通过设计芯片通道结构实现

通道的直接交叉或连通，而无需制作复杂的二维毛

细管电泳接口，从而避免了因在接口处存在死体积

而导致的谱带扩展现象。

! ! 在芯片二维电泳分离蛋白质的研究中，第一维
分离模式多采用等电聚焦模式。3L.2 等［""］制作了
二维毛细管电泳 !+?* 芯片，利用第一维的等电聚
焦和第二维的凝胶电泳对荧光标记的牛血清白蛋白

和碳酸酐酶以及德科萨斯红标记的卵清蛋白进行分

离分析。"9 等［"%］设计了等电聚焦和凝胶电泳联用
的二维分离高聚物芯片。蛋白质样品在完成第一维

的等电聚焦分离后，可在多个并行的通道内完成第

二维的凝胶电泳分离。整个分离过程在 #’ 192 内
完成，峰容量达到 # .’’。D.77 等［"(］研制了采用十
字通道构型的等电聚焦,自由区带电泳二维芯片系

·#.&·
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统，芯片通道宽 !## !!，深 !# !!，待测样品在横向
通道中进行等电聚焦分离，分离后的样品区带在电

场驱动下进入纵向区带电泳通道中进行第二维分

离。系统采用荧光显微镜成像的方法对分离性能进

行了评价，$ !"# 内分离的峰容量达到% &##。$%#&
等［&"］通过在 ’()* 芯片中制作微阀来防止一维等
电聚焦和二维凝胶电泳系统之间的分离缓冲液相混

合，在 !# !"# 内有效分离了 ’ 种标准蛋白质。也有
报道在 ’))+ 芯片上进行 *(* 凝胶电泳和胶束电
动毛细管电泳相结合的蛋白质二维电泳分离［&(］。

该系统在 %! !"# 内完成 %# 种蛋白质的分离，峰容
量约为 % ###。
) ) 此外，还有一类基于芯片的二维分离系统主要
应用于蛋白质酶解物的分离分析。通常第一维分离

采用胶束电动毛细管电泳或毛细管电色谱模式，第

二维分离采用区带电泳模式。!### 年，,%!-./ 课
题组［&*］首次在玻璃芯片上建立了胶束电动毛细管

电泳（第一维）与区带电泳（第二维）结合的二维分

离系统，并应用于细胞色素 0、核糖核酸酶、!1乳白
蛋白等的胰蛋白酶降解产物分离。其后，该课题组

对系统进行了改进，加长了第一维电泳通道的长度，

并采用细径转角通道来降低扩散，在约 %$ !"# 内分
离了牛血清白蛋白酶解物，峰容量达到 ’ !##［&+］。

!##% 年，他们还研制了开管电色谱和区带电泳相结
合的芯片二维电泳系统，其电色谱分离部分采用长

!$ 2! 的具有十八烷基三甲氧基硅烷涂层的环状通
道，区带电泳部分则采用长 % 3 ! 2! 的直形通道，在
%& !"# 内实现了 "1酪蛋白胰蛋白酶解产物的分
离［’#］。

) ) 相对于一维分离芯片，二维芯片分离系统具有
很高的分离效率和峰容量，预计会在复杂蛋白质样

品的分离上发挥更大的作用。

! ! "# 芯片自由流电泳
) ) 除上述分离模式外，芯片自由流电泳也是芯片
电泳分离蛋白质的重要方法。芯片自由流电泳是指

在芯片中通过外加电场使样品随缓冲液连续流动的

同时沿电场方向进行电迁移，从而按照电泳淌度不

同实现分离的电泳分离模式。,%/!4#5 等［’%］采用

芯片自由流电泳模式分离了人血清蛋白、缓激肽和

核糖核酸酶 +，其分离长度为 & 3 % 2!，流出时间为
"! -。647%/%-8" 等［’!］采用自由流电泳的分离模式

在一个体积为 $" 3 $ !! , &$ !! , &# !! 的微分
离室（"# !9）中实现了持续的蛋白质分离，并用羟
丙基甲基纤维素涂覆来抑制蛋白质吸附，在 !$ !"#
内有效分离了细胞色素 0 和肌红蛋白。最近，648:1
8./.; 等［’&］制作了一种自由流等电聚焦分离蛋白质

的玻璃芯片，成功地将人血清白蛋白（ <! - ’ 3 ’）与
等电聚焦标记物（<= & 和 +）分离。

$# 展望

) ) 微流控芯片毛细管电泳系统应用于蛋白质的分
离分析具有突出的优越性，特别是在临床检验及现

场监测等方面的应用具有良好的发展前景，同时，其

对分析仪器的集成化、微型化与便携化的发展也具

有重要意义。据文献报道，,.#>" 等［’’］已经研制出

手持式的微流控芯片电泳分离蛋白质装置。该装置

由电泳芯片、小型激光诱导荧光检测系统以及高压

电源等组成，其体积仅为 %% 3 $ 2! , %% 3 $ 2! ,
%+ 3 # 2!，可用于现场分析、床旁医学诊断以及取证
分析。近年来，国内已有关于利用芯片毛细管电泳

进行临床尿蛋白［%%，’$］和脂蛋白［’"］检测的报道。最

近，’%#5./ 等［’(］使用 0%:"<.; 公司和 +&":.#? 公司
的 ’!## 蛋白质芯片来检测微量的白蛋白尿，将蛋
白质的电泳分离和荧光检测集成化、自动化，实现了

其在临床实验室的应用。

) ) 目前，很多科研工作者正致力于微流控芯片毛
细管电泳与质谱联用技术的研究，以进一步提高系

统对复杂样品的分离分析能力。上述系统在蛋白质

分离分析及蛋白质组研究中有广阔的应用前景。尤

其是对于复杂蛋白质样品的多维分离分析，芯片毛

细管电泳以其快速高效的特点，可以作为其中的一

维分离方法，显著提高蛋白质的分析通量。相信随

着研究的不断深入及相关技术的不断发展，微流控

芯片毛细管电泳蛋白质分离技术将日趋成熟，在生

化分析、临床诊断和蛋白质组研究领域发挥重要的

作用。
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