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基于电迁移率差异而分离的
新 型 聚 焦 电 泳 技 术

①

陈东英　林华水　周勇亮　毛秉伟　谢兆雄　卓向东　田昭武3

(固体表面物理化学国家重点实验室及化学系　厦门大学　厦门　361005)

毛细管区带电泳已成为十几年来发展最快的分离分析技术. H jertén 于 1967年在玻璃管

中进行了自由溶液的区带电泳, 1981年 Jo rgen son 进一步采用微小直径的毛细管,从而大大提

高了区带电泳的分辨率,并具有分离速度很快,应用范围很广等显著优点,不但可以用于无机

和有机小离子,还可以用于肽、蛋白质、糖类、核酸以及药物、天然产物等,特别适用于生命科学

领域. 近几年来, 有关毛细管区带电泳的文献急剧增长, 1989年以来各大仪器公司争先推出

多种型号的仪器, 商品仪器大量涌入市场. 这些市场热和研究热的现象,一方面表明人们被这

种具有显著优点的分离新技术所吸引,另一方面也表明毛细管区带电泳技术在实用中还有不

少问题亟待改进: 例如,为了得到高的分辨率和分离速度,毛细管区带电泳必须在分离管两端

施加数万伏的高压; 毛细管内径一般在 100 Λm 以下,在如此细小的分离管道内,为了能得到

良好的分离效率和分辨率,进样量只能为纳升级甚至亚纳升级,而要准确且自动化地把纳升级

的样品注入毛细管是一个很大的难题,而且进样量很小也导致检测浓度下限不理想;为了提高

检测浓度的下限,人们努力寻找预浓缩的办法,但是至今未有可以现场预浓缩的理想办法; 样

品区带在毛细管内运动并逐渐移向检测窗口,使阵列化毛细管电泳的发展遇到检测系统过于

复杂的困难1〗. 这些问题都是由毛细管区带电泳的内在原理决定的.

本文提出的新型聚焦电泳技术是我们根据电化学原理首创的. 实现了分离样品按其电迁

移率的大小而定位聚焦,从原理上根本性地改变了已有的各种电泳分析的模式2〗,是一种新型

的电泳分析技术. 分离效率和富集效果同时得到大大提高; 分离管长度和工作电压大大降低.

它既具有等电聚焦电泳的聚焦的优点, 又避免了等电聚焦只适用于蛋白质和多肽等两性电解

质的致命缺点, 适用范围与毛细管区带电泳相同. 它既保留了上述的区带电泳技术的优点,又

针对性地克服了区带电泳技术的上述主要问题.

1　原　理
新型的聚焦电泳技术的独特原理不同于区带电泳或等电聚焦的原理. 在该技术中,样品溶

液中的离子 i的线速度 v i 被设计成沿分离管从正值到负值变化,呈 x 的单调递减函数 (x 是分
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离管中样品位置坐标). 样品根据各自的电迁移率的差异 (而不是根据等电点的差异)在分离管

道内分离成狭窄区带,发生定位聚焦,相应此位置的 v i= 0. 如果离子 i 由于扩散或者其它因

素,偏离了聚焦位置, v i 将不再为零. 为了保持动态平衡, i 离子将最终回到聚焦带,并在聚焦

位置形成浓度高斯分布. 由于这种聚焦效应,样品注入区带长度可以大大超过区带电泳的注样

长度,甚至在整个分离管道内都可注入样品溶液. 注样量的增加将简化注样过程并改善浓度检

测下限. 在我们实验室,已经成功地验证了上述原理. 实现这种聚焦的理论和具体细节将另文

详细描述.

2　实　验
本快报提供两个足以说明聚焦效果和区带分离的演示实验结果. 以下为两个实验的主要

条件:

　　1) 演示聚焦效果的实验 (F ig 1) :

· 电泳通道长度: 3. 5 cm

· 施加电压: 200 V

· 缓冲液:巴比妥 1mM , pH 8. 6

· 样品:荧光素钠 0. 23 m göm l

· 注样体积: 10- 3 cm 3

· 样品区带起始长度: 2 cm

　　2) 演示氨基酸区带分离实验 (F ig 2) :

· 电泳通道长度: 3. 8 cm

· 施加电压: 100 V

· 缓冲液: T ris 1mM , pH 8. 1

· 样品: Gly 1. 46 mM , L - P ro 1. 56 mM , L - T h r 1. 2 mM , L - M et 1. 4 mM

· 注样体积: 2×10- 4 cm 3

· 样品区带起始长度: 0. 4 cm

· 茚三酮进行样品后处理显色

因为所选择的样品具有颜色,所以可以取白光为光源,检测系统只须采用简易型CA S IO 2
QV 10数字式相机,将摄得区带图像输入计算机进行数据处理,得到如图的相应曲线.

3　新型的聚焦电泳技术的优点3〗

1) 通过聚焦的办法实现了在分离的同时进行现场浓缩, 使检测浓度下限改善数十倍,并

可缩短毛细管数十倍 (只需数厘米) ,工作电压从数万伏降低为数百伏,提高了操作的安全性,

有利于小型化、便携化和集成化.

2) 进样溶液量可为微升级或亚微升级, 便于建立准确且自动化的进样技术.

3) 由于样品是根据各自电迁移率的差异实现分离,所以这种新型的的聚焦电泳技术应用

范围广泛,如同区带电泳. 样品既发生定位聚焦,如同等电聚焦,却不局限于蛋白质等的分离,

而且不需要 pH 梯度场及昂贵的缓冲液.

4) 便于建立阵列毛细管的检测技术. 因电泳后样品分离为聚焦峰且位置固定不变,在阵
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图 1　荧光素钠的聚焦效果

曲线 1, 2, 3分别表示聚焦的初始状态、中间状态、最

终状态

F ig. 1　Focusing effect on fluo rescein sodium zone

Curves from bo ttom: stage 1; stage 2; stage 3.

图 2　氨基酸混合物的分离 (注样 16 m in后)右侧峰有一肩

峰表示不完全分离

F ig. 2　Separation of a m ix ture of am ino acids (16 m in. af2

ter in jection). T he shoulder on the righ t side of the

righ t peak co rrespondes to imperfect separation

列毛细管情况下,成为固定不变的二维的聚焦峰图象. 这就有可能改变区带电泳的扫描检测方

式为聚焦电泳的CCD 二维成像方式,在同一时刻检测全部阵列通道,并将信息输入计算机处

理. 这样,可提高阵列毛细管的数目,实现现场标定,并可降低仪器成本.

A N ovel Focu sing E lect ropho resis T echen ique
Based on the M ob ility D ifferences

Chen Dongyung　　L in H uashu i　　Zhou Yongliang　　M ao B ingw ei

X ie Zhaox iong　　Zhuo X iangdong　　T ian Zhaow u3

(S ta te K ey L ab. f or P hy s. Chem. of S olid S u rf . and Chem. D ep t. , X iam en U niv. , X iam en 361005)

A bs tra c t　 In th is repo rt, w e p resen t a novel ana lyt ica l focu sing electropho resis

techn ique. T he p rincip le of the techn ique is based on the m ob ility d ifferences and has been

p roved successfu lly in ou r labo ra to ry. T he techn ique is of the sam e app licab ility as tha t of

CZE, no t lim ited to the p ro tein like b ig m o lecu les, w ith grea t ly im p roved efficiency of sepa2
ra t ion and en richm en t. A dvan tages of th is novel techn ique are: 1. Since la rge vo lum e of d i2
lu te sam p le so lu t ion can be in jected and very narrow and concen tra ted zones can be ob ta ined,
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ex trem ely d ilu te sam p le can be analyzed by th is novel techn ique in com parison w ith CZE. 2.

In stead of w ith ex trem ely sm all in ject ion vo lum e (nano liters o r less) in CZE, m icro liter

quan t it ies of sam p le can be in jected in th is novel techn ique. T h is quan t ity is sim ila r to tha t in

H PL C and is m uch easier to be handled. 3. Since species in a m ix tu re are separa ted on the

basis of their m ob ility d ifferences, the field of app lica t ion is as w ide as tha t of CZE and is

m uch w ider than tha t of IEF (no t rest ricted in p ro tein s and no pH grad ien t is needed). 4.

T he separa ted narrow zones of d ifferen t sam p les are sta t ionary after focu sing a t d ifferen t po2
sit ion s a long the electropho resis channel. T herefo re, the leng th of the electropho resis chan2
nel can be sho rtened to severa l cen t im eters and the app lied vo ltage can thu s be reduced to

severa l hundreds of vo lts. T h is w ill facilita te the fab rica t ion of m in ia tu rized in strum en t and

the op t ica l detect ion system fo r an array of electropho resis channels.

Ke y w o rds　E lectropho resis, Focu sing
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