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非水介质毛细管电泳
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提　要　评述了与水相体系相比 ,非水体系电泳分离体系对分析对象的扩展、分离度和分离效率的改善、选择

性的提高以及质谱检测联用技术等各方面带来的好处 ,同时还总结了非水介质各种参数对毛细管壁双层Y电

位、电渗流以及分离效率、分离度的影响。
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1　前言
毛细管电泳 ( CE)是近年来得到迅速发展的分

离技术。毛细管的小孔径、高电阻、抗对流、大比表面

面积等特性 ,使 CE分析方法可在高电场和小电流

下工作 ,实现高效、迅速的分析。 自 1967年 Hjerten

开展开管 CE最初的分析工作以来 , CE经过 30年

的迅速发展 ,已像 GC和 HPLC一样 ,通过多种模式

操作 ,在分析的各个领域如无机离子、糖类、氨基酸、

药物、手性对映体的分离分析 ,尤其在生物大分子如

多肽、蛋白质、核酸及 DN A序列测定中 ,已成为不

可取代的重要分析手段。

但在 CE广泛的应用例子中 ,大多是在水相体

系中完成的。 为了提高 CE的分离度、选择性等 ,人

们把注意力集中在寻找缓冲体系的添加物上而忽略

了对水相体系本身的考虑。事实上 ,很早以来就有非

水介质的常规电泳方法的零星报道 [1～ 3] ,尤其近年

来 , CE在非水介质体系中的分离报道正引起分析工

作者的注意 [4～ 7]。 非水介质 CE( non-aqueous capil-

la ry electropho r esis, N ACE)已经成功地对药物及

其代谢产物 [8 ]、手性分子 [6, 9, 10, 29, 37]、有机长链分

子 [7]、弱酸碱 [11 ]、离子 [12]等进行了分离。 这说明

N ACE分析方法正引起人们的兴趣 ,值得进一步研究。

2　非水介质毛细管电泳的潜在优点
这里所说的非水介质优点是指在分离上优于水

溶液体系的优势。 许多文献报道的虽不是完全的非

水体系 ,但其介质中有机成分占 60% ～ 70%以上 ,

主要表现出非水体系的性质 ,在此亦作为非水体系

考虑。

N ACE有很多优点。 ( 1)增加 CE分析对象 ,拓

宽 CE分析领域 [15]。 N ACE增多了可优化参数的个

数 ,如介质的极性、介电常数、粘性等 ,使在水溶液中

难溶而不能用 CE分离的对象 ,能在有机介质中有

较高的溶解度而实现 CE分离。 在水中难溶的各类

化合物 ,如有机烃类分子、某些药物分子和生物分子

的 N ACE方式分离分析已见报道 [7, 8]。 ( 2)对某些水

和非水都可溶的分析物 , NACE能改善分离度 ,提高

灵敏度和增加选择性 [16～ 18]。 与水体系相比 ,非水体

系可承受更高的操作电压产生的高电场 ,因而会有

更高的分离效率 ,或者在不增大焦耳热条件下可提

高缓冲液的离子强度 ,因而增大了进样量 ,能有更好

的样品堆积效应 ,提高检测灵敏度。 在非水下 ,溶质

的溶剂化和离子对效应与水相中有很大的不同。 此

性质使溶质在非水介质毛细管中的保留时间发生改

变 ,甚至完全改变保留顺序 ,因而可更好地选择测

定 [12]。 ( 3)以质谱技术作为 CE的检测手段时 ,非水

介质为 CE-M S方法提供了更多的优势 [19, 21]。 Lu

等 [20]指出 , 在以电喷雾为接口的 CE-M S中 ,甲醇、

乙腈等溶剂比水的表面张力小 ,可用更低的电喷雾

电压 ,增加电喷雾的稳定性 ,提高离子化效率。 而且

选用比水具有更低沸点的有机介质作为分离体系 ,

可改善质谱的进样口去溶效果 ,并能降低背景信号 ,

有利于分析信号的检出。

3　非水介质毛细管内壁的物理化学行为及
其对分离的影响

完全非水或者有机相占主要成分的体系与水相

体系的介质性质的不同 ,主要是它们在物理化学性

质上的差异 ,如介质沸点、粘度、介电常数、酸碱性和

极性等 ,介质性质会影响分析对象与介质的相互作

用 ,影响介质与毛细管壁的作用。 除了不同材料 (如
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Py rex , Teflon, Glass和 Silica制成的毛细管 )决定

管壁的特性外 ,电泳过程中毛细管管壁的氢解离和

吸附、分析对象的物理化学行为以及管壁Y电位的

大小 ,都受到介质很大的影响。因此介质直接影响着

分离的效果。实际操作时 ,往往通过配制不同比例组

成二元或多元的混合体系来达到预想的分离效果。

3. 1　非水下毛细管壁离解行为及Y电位

在 CE分离中 ,体系与管壁之间的相互作用是

重要的考虑因素之一 ,这种作用影响到管壁解离、吸

附以及表面的电位大小。 硅羟基的毛细管壁面是弱

酸固体表面 ,在溶剂作用下硅羟基的氢将解离 ,同时

吸附溶液阳离子 ,产生管壁双电层。溶剂的性质直接

决定毛细管内壁的硅羟基的解离、管壁对溶液组分

的吸附以及管壁双电层电位的大小。 这种作用可用

双电层理论 (图 1)进行说明。 硅羟基表面与溶剂作

用 ,发生氢解离和吸附两种过程。 氢未完全解离时 ,

解离程度是溶液 p H值的函数。管壁氢质子的解离 ,

使毛细管固体界面的电势为负值 ,同时库仑作用使

管壁对溶液中的阳离子进行一层紧密吸附 ,在距羟

基表面 X0处形成一正电势的界面 ,其电势的大小称

为Y电位。作用距离约有十分之几纳米 ,被称为 stern

层。再往管内延伸是溶质扩散层 ,逐渐到本体溶液。

在 stern层范围里 ,从固体界面到正电势面 ,电势呈

线性变化 ,从 X 0界面处到本体 ,电势呈指数降低。

图 1　双电层示意图

Fig 1　Schematic diagram of electric double layer

管壁Y电位大小取决于毛细管壁的硅羟基解离

和表面的吸附。双电层理论表明 ,在距带电荷 Q的固

体表面 r处 ,电势大小以下式给出:

J =
Q

4πX0Xr r
exp( - dr ) ( 1)

其中 X0是真空介电常数 ,Xr是管壁处溶液的相对介

电常数 , d的倒数是双电层的厚度。

在稀溶液中 ( CE的缓冲体系属于这种情况 ) ,双

电层的厚度很宽 ,即 d- 1很大 ,将式 ( 1)作一级展开 ,

X0处正电荷界面的剪切面与 J相交处的j电位可

视为Y电位 ,即在I0处

Y= J =
Q

4cX0Xrr
exp( - dr ) r≈

Q
4cX0Xrr

 
1

1+ dr
( 2)

其中双层厚度理论值

d- 1 =
X0Xrk T
2e2 IN A

( 3)

式中 e是电子电量 , I是溶液离子强度 , N A为阿佛加

得罗常数 ,k为 Boltsman常数 , T是绝对温度 ,Xr数值

难得 ,常取本体相对介电常数。

式 ( 2)和 ( 3)说明 ,介质的介电常数和溶液离子

强度直接影响双电层的厚度 ,从而改变了管壁 Y电

位。一般经验是 ,溶液离子强度增大将抑制 Y电位 ,

这与式 ( 2) , ( 3)一致。式 ( 3)表明 ,增大离子强度 ,可

降低双电层厚度 ,从而减小Y电位 ,即Y电位得到抑

制。反之则增大。

多数有机溶剂比水有较小的介电常数 ,能降低

双电层厚度 ,减小Y电位。但介电常数减小会直接增

大Y电位 ,如式 ( 2)所示。实际的结果则不然。因为Y

电位还受到由体系 p H值决定的因管壁氢解离带上

不同电量 Q的影响。文献 [22～ 25 ]的实验证明 ,Q在

非水介质中的减小是呈指数级的 ,Y电位也随 Q呈

指数变化 ;而从式 ( 2)可知Y电位随介电常数呈倍数

级变化 ,毛细管内表面的硅羟基— SiOH是弱酸 ,其

pK值在不同介质中表现出不同大小。文献 [22 ]报道

了在水相及水与 3种有机质子介质甲醇、乙醇、 2-丙

醇和 3种非质子介质乙腈、丙酮、二甲基亚砜分别组

成的二元体系中管壁硅羟基 pK值的变化情况。 有

机相的加入 ,会在不同程度上增大 pK值。硅羟基在

水中的 pK值为 5. 3,在水中加入高组分有机相时 ,

二甲基亚砜使 pK值增大最多 ,达 3个单位 ,使酸度

减至 1 /1 000,极大地抑制了管壁氢离解 ,使表面所

带电荷 Q迅速减小 ,总的结果是降低了Y电位。加入

乙腈 , pK值增大幅度最小 ,但使氢离解能力也减弱

到 1 /10以下。因此管壁Y电位在非水介质中往往很

小。

3. 2　非水介质参数对迁移时间、电渗流的影响

被分析物质在毛细管中的迁移时间是分析速度

的量度。以中性物质在毛细管中迁移时间的倒数可

以定性说明毛细管内电渗流的大小 ,电泳时间短电

渗流大 ,反之则小。电渗流_ eo是 CE分离中的最重要

参数之一 ,它是带电荷的毛细管内壁在外电场作用

下对溶液的整体拉动。在水相缓冲液中 ,电渗流的大

小可通过调整体系的 pH值进行调节 ,甚至可加入阳
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离子表面活性剂如 CT AB等使之转向。它与介质粘

度Z、相对介电常数Xr以及 Y电位之间的关系 [26 ]为

_ eo = X0εrY/Z ( 4)

　　由 式 ( 4)说明 ,电渗流的大小是由介质的介电

常数与粘度的比值和 Y电位决定的。但是 Janini等

人 [27]发现 ,水与各种有机组成的二元相体系中在有

机组分小于 40%时 ,电渗流 _ eo的减小与毛细管壁

近处的介质粘度变化呈反比。该结论可由式 ( 4)得

到说明。因为在该范围内介质的介电常数和Y电位

变化较小 ,可忽略 ,而粘度的大幅度变化决定了电渗

流变化。Schw er等人 [22 ]更细致的工作发现 ,随着有

机组分的增大使介电常数不断减小 ,但粘度呈增大

趋势 ,在有机相为 60% ～ 70%时达到最大值 ,随后

逐渐减小到有机相单组分的本体粘度 , Xr /Z比值综

合表现为先减小 ,到 60% ～ 70%时最小 ,之后再呈

增大趋势。 同时考虑上节讨论的非水介质下毛细管

壁的 Y电位减小的趋势 ,可知在水和高有机组分的

二元介质中电渗流一般减小 ,分析时间增长。这一点

与水体系相比 , NACE模式损失了 CE快速分离分

析的优点 ,这是它的局限性。

对实际样品进行分析时要根据情况选用介质。

在水相时 , CE可通过调节 pH值来改变电渗流 ,虽

然非水也可调体系的 pH值 ,但非水介质有更多的

可优化参数 ,通过预先选择溶剂的 Xr /Z比值大小确

定介质组成 ,可方便地收到预期的效果。表 1列出了

几种常见的有机介质的介电常数 X、粘度Z以及它们

的比值 X/Z。预先依据各参数相对大小进行介质选

择 ,使电渗流或大或小 ,能方便的进行分析。如介电

常数与粘度比值较大的乙腈就是常被选用的介质。

3. 3　非水介质参数对分离效率、分离度的影响

分离效率可由谱图的峰形计算。分离效率 N为

谱峰的标准偏差 e的平方的倒数 ,即

N = 1 /e2 ( 5)

　　理论上标准偏差 e是仪器各部分的标准偏差及

分离过程的各因素偏差之和 ,包括检测偏差、进样偏

差、温度偏差以及由溶质扩散、 p H值梯度等引起的

偏差 [28 ]。由于毛细管电泳一般是在恒温下 UV在线

检测 ,e2
检测 ,e2

温度 等都可忽略 ,因此对总偏差的贡献主

要是由扩散项引起的 ,于是有

e2
总 = e2

扩散 ( 6)

　　依溶质扩散方程则有

e2
扩散 = 2Dt ( 7)

式中 D为扩散系数 , t为迁移时间。

表 1　非水纯介质的物理化学特性表

Table 1　 Physico-chemical properties of pure solvent media

溶剂

Sov ent

沸点 B. P.
(℃ )

X Z /m Pa· s X/Z

水 H2O 100 80 0. 89 89. 9

乙腈 Acetonit ril e 82 37. 5 0. 34 110. 3
一甲基甲酰胺 NM F 182 182 1. 65 110. 3

甲醇 M ethanol 65 32. 7 0. 54 60. 6

二甲基甲酰胺 DM F 153 36. 7 0. 80 45. 9
甲酰胺 Fomamid e 210 109 3. 3 33. 0

冰乙酸

Glacial acetic acid
118 6. 2 1. 1 5. 6

　　用电渗流 _ eo和淌度 ue表示的迁移时间为

t =
L ef f

(ue + _ eo ) E
( 8)

式中 , L ef f为毛细管的有效长度 , E为外加电场强度。

　　 联合式 ( 4) , ( 7) , ( 8) ,将 Stoke-Einstein关系

式 [29]D = k T /6πZr和分析对象的电泳淌度 ue =

q /6cZr代入式 ( 5)可得:

N =
1
kT

(q + 6πX0XrYr )
E
Lef f

( 9)

q是分析物的电荷。

另外 ,分离度 R与分离效率紧密相关 ,用分离效

率表示的两个组分分离度为

R =
1
2

N
ue1 - ue2

ue1 + ue2
( 10)

　 　式 ( 9)说明: N与外加电压呈正比 (在毛细管长

度一定时 ) ,非水介质可承受更高的电压 ,因而对提

高分离效率有利 ; N 与分离温度呈反比 ,若采用室温

或较低温度 ,将有助于分离效率的提高 ;若降低分离

温度 ,e2
温度 变小 ,更接近于式 ( 6)的简化条件 ,即可忽

略e2
温度 ,从而将温差造成的粘度差、淌度差、 p H值梯

度等减小到很低的水平 ,由此得出分离效率 N与体

系的粘度基本无关的结论 ,如式 ( 9)所示。在体系中

加入高分子聚合物将会增加粘度 ,同时也会增加位

阻效应。对一些位阻效应对分离有贡献的分析物 ,可

以以损失分析速度为代价 ,在高的操作电压、低的分

离温度和大的介质粘度条件下进行分离 ,可提高分

离效率 ,获得较高的分离度 ,如式 ( 10)所示。

4　非水介质的毛细管电泳分离分析示例

N ACE相对于水相体系是一个还没进行广泛研

究的方向。 但很早就有零星文章报道非水介质在经

典电泳方法中的应用。 近年来发表了较多的 NACE

文章 ,说明 N ACE的潜在优势和广泛的实用价值已

引起人们的注意 ,表 2列出了一些用 N ACE方法进

行分析的文献。
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表 2　文献报道的非水介质电泳分离
Table 2 Separation of compounds by NACE in li terature

电泳类型和所用介质

Elect roph oresi s
and operation media

支持电解质
Supporting elect rolyte

分析对象
Separation com pounds

文献
Ref .

纸层电泳 ,无水乙醇
Paper elect roph oresi s,
absolute ethyl alcoh ol

硝基甲烷 ,冰醋酸
nit romethane, glacial
acetic acid

染料 ,胆固醇 ,棕榈酸 ,羟基 -11-脱氢皮质酮激
素 dyes, choles terol, palmi tic acid,
hyd rox y-11-d ehyd rocorticos terone, tes tos-
terone

2

区带电泳 ,甲酰胺
CZE, fo rmamid e

250mmol /L phosphate
20mmol /LNaO H+
0. 1mol /L boric acid

二肽
dipeptides 4

区带电泳 ,甲醇∶乙腈∶乙酸
CZE, methanol∶ acetoni t ri l
∶ acetic acid( 49∶ 50∶ 1)

乙酸铵 20m mol /L
am monium acetate

吗啡类 ,兴奋剂 ,抗组织胺 morphine ana-
logues, s timulants , ant ihis tamin es 8

电泳 ,乙腈∶水
CE, acetoni t ri l∶ H2O ( 50∶
50)

高氯酸四乙基铵

t et raethylammonium
perchlo rate

芘 ,萘 ,甲基萘 ,萘基化氧 ,酰胺 ,高氯酸四己氨

bezo( ghi) perylene, 9-meth ylanth racene,

perylene, naph thalene, mesi tyl oxid e, formain
-de, py rene, tet rahexylammoniu m p erch lorate

9

纸层电泳 ,乙腈∶环砜烷
Paper elect roph oresi s, ace-
toni tril∶ sulfolane( 9∶ 1)

多氯代氯代乙酸 ,高氯酸四乙铵
dich loro / t ri chloro-acetic acid,
tet raethyl ammonium perch lorate

蒽 ,苯并喹啉 ,菲 anth racene, 5, 6-ben zoquino-
lin e, 7, 8-ben zoquioline, 1, 10-phenanth roline

11

电泳 ,甲醇 /甲酰胺
CE, methanol /DM F

正丁基氨
0. 01mol /L phosph ate,
0. 02mol /Ln -BuN H2

I- , SCN- , NO-
3 , Br- , NO-

2 , N-
3 , Cl- , F- ,

C2O
2-
4 , S2O

-
3 , SO2-

4
12

电泳 ,甲酰胺
CE, N -m ethyl formamide

—
2-吡啶羧酸 ,水杨酸
2-pyridine carboxylic acid , salicylic acid

30

电泳 ,乙腈 /乙腈∶水
CE,
acetoni t ri l /acetoni tril∶ H2 O

高氯酸四乙基胺 ,盐酸
0. 05mol /L tet raethylamm o-
nium perchlorate, 0. 01mol /L
hydroch loric acid

喹啉类

quinoline, basic, refined coal
31

薄层电泳 ,吡啶 ,冰乙酸

Thin layer elect rophores is,

py ridine, acetic acid

agarose & polyacryl-amide
凝胶琼脂 ,聚丙烯酰胺凝胶

润滑油添加剂 ,酚盐 ,烃基苯磺酸盐 ,水杨酸盐
lubricating oil addi tives , phenate alkylbe nae-
nesulph onate, s alicylate

32

纸层电泳 ,乙腈
Paper elect roph oresi s,
acetoni t ri l

溴化四乙基胺 ,高氯酸四乙
基胺 t et raethyl ammonium
bromide, tet raeth yl
am monium perchlorate

蒽 , 1-萘酚 , 4-硝基酚 ,苦味酸 ,苯并喹啉 , N -乙
基卟唑 ,菲

anthracene, 1-naph thol, t rinit rophenol, 4-ni t ro
ph enol, pyreneb utyric acid, N -eth ylcarbazole,
5, 6-benzoquinoline, 1, 10-phenan th ronline

33

等速电泳 ,甲醇
Is otachoph oresi s, methanol

— 多种阳离子、阴离子: K+ , Na+ , N H+
4 ,

Li+ , F- , CH3 COO- , HCOO- , O H- , NO-
3

34

纸层电泳 ,乙腈 ,醇类
Paper elect roph oresi s,
acetoni t ri l, alcohol

—
硫酸根 ,硫代硫酸根 ,连三硫酸 ,硫氰酸根
sulphate, thiosulphate, t ri thionate,
tet rathionate, thiocyanate

35

区带电泳 ,甲酰胺
CZE, fo rmamid e

高氯酸四丁基胺
t et ra-n -butylammonium
perchlo rate

芳基胺 ,氨基酸 ,氨基醇
p rimary amino compounds ( aromatic amin es,
amino acid, amino alcohols)

37

5　局限性
低沸点甲醇具有可改善检测限、提高选择性、增

大分离度等优点 [20]。但它的低沸点会使体系变得不

稳定。 另外电渗流的降低延长了分析时间 [36] ,损失

了 CE快速分析的优点。 一些有机介质 (如甲酰胺

类 )由于自身的吸收 ,使得在低于 240nm的波长背

景下吸收太大反而使检测限变坏。 甲酰胺在电场下

还会被电解为 CO, N H3 , CHCN等 [4 ] ,从而影响分

离。再者 ,虽然 N ACE模式已用于药物 Tamoifen等

及其生理代谢产物的分离检测 ,但 CE的迅速发展

主要归因于适应了生物医学和生物化学等分子水平

分离的需要。 N ACE的介质与生物体液性质有很大

的差异 ,这就极大地限制了 N ACE模式在生物大分

子及单细胞检测等分离分析前沿领域的广泛应用。
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Non-Aqueous Capillary Electrophoresis

Xu Musheng , Wang Xiao ru
*

, Yang Pengyuan and Jia Li

( The Research Laboratory of SEDC of Analy tical Science for Material

and L ife Chemistry Chemistry Department , X iamen University , X iamen , 361005 )

Abstract Non-aqueous capilla ry electropho r esis is a field needed fo r fur ther investiga tion. This wo rk summa-

rizes v a rious advantag es in ex tension of analysis range, improvements o f resolution, separ ation efficiency ,

and selectivity , w hich a re brough t about by non-aqueous media. It also reviews the influences o f non-aqueous

media on the double-la yer po tential, electro osmosis, r eso lution and efficiency .

Key words　 capilla ry electr ophor esis, non-aqueous media, rev iew
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