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毛细管电泳(CE)是高效、快速、样品和试剂消耗少的一种分离技术，存

在的主要缺点之一就是检测灵敏度低，提高检测灵敏度是目前CE研究的热点之

一。激光诱导荧光(LIF)检测是CE最灵敏的检测方法之一，不仅可以提高检

测灵敏度，还可改善选择性，极大地拓展了CE的应用，特别在生物样品方面具

有广阔的应用前景。柱前衍生检测需要额外的操作步骤，并且要求衍生产物具有

一定的稳定性，对具有多重标记位点的分析物会出现多重峰。对此，柱后衍生

LIF检测此时是更好的选择，而且特别适合于高速在线衍生检测。另一方面，CE

的检测灵敏度受限于毛细管较短的检测光程，而且毛细管管壁也容易产生散射

光，增加背景噪音。无窗检测池可以增加检测光程降低背景噪音，提高信噪比。

本论文综述了CE灵敏的检测方法和技术，CE—LIF检测原理、仪器结构，

荧光衍生方法和柱后衍生反应器。本论文的主要研究内容包括组装了简便的CE

—LIF检测系统，发展了一种简单易于制作的CE—LIF柱后反应器，并应用于牛

奶和动物样品中卡那霉素类抗生素残留的分析检测，另外还提出CE无窗式检测

的新方法。论文的主要内容和研究成果具体如下：

l、组装了一台毛细管电泳激光诱导荧光检测系统。采用共线型光学结构组

装激光诱导荧光检测系统，利用核黄素作为分析样品，对影响系统检测性能的光

学器件如光阑孔径、光电倍增管的工作电压条件进行了优化，并讨论了进一步提

高检测灵敏度的措施。核黄素的浓度检出限达到9．0×10习mol／L(3．4×10。6 g／L)，

质量检出限为18 amol，在3．O×10一一1．O×10巧mol／L浓度范围内成呈良好的线性

关系，方法的相对标准偏差(RSD)为2．4％。

2、研制了一种毛细管电泳激光诱导荧光检测的共轴一间隙柱后反应器。采

用毛细管聚酰亚胺涂层套对接和准直分离和反应毛细管，衍生试剂从涂层套和分

离毛细管之间的环隙，以及两根毛细管之间的间隙引入反应管中，实现高效分离

和快速衍生反应。设计了衍生反应池的加压及冲洗装置，从而解决了柱后衍生反

应通道堵塞的问题。氨基酸的检出限为8×lO一～1．O×10。6 mol／L，在两个多数量

级浓度范围内呈线性关系，其中甘氨酸线性范围为5×10‘1～l×lO‘4 mo儿，分

离效率I．35×105～1．67×105理论塔板数，并成功地应用于香醋样品中的游离氨

基酸的测定。该反应器结构简单，易于制作，无需显微操作，可以采用短的反应

距离适用于快速和产物易分解的衍生反应。在毛细管电泳分析中，毛细管的准直

耦合以及在柱试剂引入方面将会具有广泛的应用前景。

3、提出毛细管电泳柱后衍生激光诱导荧光测定卡那霉素类抗生素方法。利
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用共轴一间隙柱后反应器，以酸性乙酸钠盐缓冲液，在反向电渗流和负高压下分

离卡那霉素类抗生素，再与碱性硼酸钠盐缓冲液中的衍生试剂柱后衍生反应，用

激光诱导荧光检测。该柱后反应衍生方法避免了分离缓冲液和衍生缓冲液两种不

同缓冲体系的相互干扰，提高了分离度和检测灵敏度。氨基糖苷的检出限为3．6×

106～5．2×10弓g／L，线性范围为1．1 x 104～5．O×10之g／L。该法用于牛奶和动物

组织中的卡那霉素类抗生素残留的测定，回收率为81．6％～95．3％(n=4)。

4、提出一种毛细管电泳激光诱导荧光无窗式检测方法。利用聚酰亚胺涂层

套准直两段毛细管制作了无窗检测池，利用显微成像监测检测池间隙距离和电泳

分离电压对无窗检测池外形的影响，考察了分离电压对荧光检测信号的影响，理

论分析和实验验证了无窗检测的可行性。在优化的实验条件下，比较了无窗式检

测和在柱检测的性能，结果表明采用无窗检测池，荧光信号增强，背景噪音减小，

检出限降低，其中核黄素的检测灵敏度甚至提高了15倍。线性范围达到两个数

量级以上，其中RF的线性范围为5．0×lo．9～1．O x10巧mol／L，无窗检测分离效率

为1．O×105～2．4×105理论塔板数，RSD(n-5)在3．7％～5．8％范围。用无窗式检

测方法成功测定了实际样品菠菜和莴苣叶中三种黄素类化合物的含量。鉴于无窗

检测池易于制作，没有在柱检测管壁出现吸附污染的缺点，该检测模式扩大了毛

细管电泳分析的应用范围。

关键词：‘毛细管电泳；激光诱导荧光；柱后衍生；柱后反应器；氨基糖苷类抗

生素；无窗式检测
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Abstract

ABSTRACT

CapiIJa巧ejectrophofesjs(CE)js a powerf．ul Separation technjque with fast

separation speed，high separation ef玎ciency and low sampIe consumption．For itS

short optical path and small sample voIume， the detection sensitivity of

ultfaViolet-Visible(UV—Vis) spectr。photometry is not satisfied． Laser-induced

nuorescence(LIF)is one of the most sensitive methods to be used in CE detection．It

can both enhance the detection sensitivi妙and improVe the seIectivity．So，it eXtends

the application of CE，especially for biological and medical s锄ples．Pre—column
deriVatjzation needs additional manipuIations and stabJe deriVatiVes．MoroVer，in

pre-column deriVatization of LIF，an anal)，te molecule with more than one labeled sb

nlay resu】t in multiple separatjon peaks．However，the problem of mumple peaks c肋

be aVoided with post．column deriVatization method，because the separation is based

on the natiVe analytes．The post—column LIF method is also suitable for high speed

on—line deriVatization detection．On the other hand，the fluorescence intensi锣sufrcrS

f而m the short optical detection path，and the S／N ratio decreaSes with the li曲t

sca戗ering and background emission行om the wall of a conVentional on·column

optical detection cell．A windowless fluorescence cell can resolVe the problems of

scattering and background emission f-rom the conVentiOnaI cen walls，and expand the

optical path len垂h．

The auther reviews the sensitive detection methods of CE．nuorescence detection

principle，instrumental鼬mcture，derivatization detection methods and post．colu瑚
derivatization reactors of CE．LIF．The main tasks of the thesis are to assemble a

simpJe CE—LIF system，to deVelop a simple and conVenient post-column reactor for

CE—LIF，which can be applied to analyze the kanamycin residues in foodstu瓯such

as miik and animaltissue．In addition，a windowIess fluorescence detection method is

also proposed．The research contents and resuIts of the thesis are as foIlows：

1．A simpIe CE—LIF system was assembled．The detection system was based on

the collinear or confocal optic con￡gurati。n 8rfangement．The expefiments were

0ptimized by me ef诧cts of diaphragm and PMT Valta喀e on detection peffo咖ance．

The discussion was made about tk method of improVe the detection sensitiVi够．The

concentration detection limit(CLOD)and mass detection limit(MLOD)of the

riboflaVin and was 9．O×10。9 mo儿(3．4×lO西g／L)and 18锄ol，respectively．T11e
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lill韶r calibration range、Ⅳas 3．O×10一．1．O x lO。5 mol几．ne rcIative standard

deViatbs(RSD)of the method was 2．4％(n=5)．

2．A post·coIumn reactor with coa)【ial唱ap mode was deVeloped for LIF in CE．

The reactor could be aLssembIed simply and conVenientIy without any

micromanipulation，in which a thin polyimid专sleeVe of lO-mm lengtll obtained f．rom

thc capilla巧coating was used t0 align a11d connect the separation and rcaction

capilla黟with a 1 0-20 pm gap．Naphthalene一2，3一dicarboXaldehyde O『DA)锄d

2一mercaptoethanoI(2一ME)were used as deriVatization reagentS and deliVered into tIle

reaction capilla巧through the annulus be铆een the scparation capilla叮and polyimide

sleeVe and the gap of铆o capillaries by graVi够A reaction distance fbm the g印t0

detection point could be shortened t0 5 mm．ForⅡle post-column reactor of CB—LIF，

seVeraI con￡guration parameterS were 9ptimized，including liquid leVel diff．erence

be俩een the derivatization solution and outlet bu任br’arulular dimension between t11e

etched separation capilla拶and polyimide sleeve，and reaction dis伽ce etc．for锄ino

acids，the detection limits豫nged舶m 8．O×lO‘8 t0 1．O×lO西mol／L and linear

calibration ranges were more也an铋o orders of magnitude，e．g．5×10～-l
x l旷

moI／L for glycine．TIle s印aration e踊ciency ranged舶m 1．35×105 t0 1．67×105

theoretical plates．The method waS印plied to me analysis of amino acids in Vinegar

豫nlpIes successfuIly．

3．An彻al”ical method of c印illa巧zone elec仃0phoresis(CZE)，post·column

der．vatization and LIF detection with me homemade coaXial—g印reactor w嬲

proposed for the detemlination of kan锄ycin A，aInikacin and tobramycin，l(anmycin

components of锄inoglycoside antibiotics(AGS)。1'he CzE separation was perfomled

with 50 nunol／L sodium aceta_te bu艉r(pH 5．0)contajning 0．5 mmol／L cetyltrimethyl

枷monium bromide to reVerSe the electroosmotic flow ill separation c印iIIary．The

derivatization reagent solution contained 1．0 mmol／L NDA，8．O mmol／L 2一ME and 35

mmo儿sodium tetraborate bu骶r(pH 1 O．o)in 30％(v／v)methanoI．The detection

limitS ranged f．rom 3．6×1o-5 t0 5．2×lO’5 g九and me liflear caIibration concentrations

we陀in the range of 1．1×104-5．O×10之g／L．The pmposed method w嬲Verified by

me捌ring the spiked aminoglycosides in milk sampIes and animal issues sarnples

a‰r a simple sampIe prctreatment with仃ichloroacetic acid．The rccoVe叮of the

aminoglycosides ranged行om 8 1．6％to 95．3％(n=4)．

4．A windowless detection cell combined witll c印illary elec仃ophoresis for

laser-induced nuorescence detection waS proposed．The detcction cell w部simply and
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conveniently assembled using polyimide coating sleeVe，in which the thin poIyimide

sIeeve obtained f．rom the capilla叮was used to align t、7旧capi Ilaries with a 140 pm

gap．The ef．fect of gap distance and running Voltage on the contour of the windowIess

detection cell was investigated by imaging the windowless ceIl under a microscope．

The experimental resub validated the feasibili哆of tlle t11eor)，of the windowless

detection method．Under optimized conditions，the windowless detection method

presented lower LODs by compare with the on．colu砌detection method．The

detcction sensitivi曰was improved about l 5．fold for riboflavin．The linear calibration

concentrations morc than two orders of magnitude were obtained in the range of 5．O

×10一．1．0×l 0。6 mol／L for flaVins．The separation e币ciency of windowl9ss detection

method ranged from 1．0×l 05．2．4×l 05 theoreticaI plates．The RSDs werc in the

range of 3．7％一5．8％(n=5)．The method、vas印plied to the analysis of fIaVins in

spinach and lettuce leaves．Sincc the windowless detection cell waS simply assembled

and eliminated the adso叩tion of matrix impurities，it could be employed in opticaI

detection modes in CE．

Ke)words： capilla巧 electrophoresis； laser-induced fluorescence ．detection；

post—coIumn derivatization； post—column reactor； 锄inogIycoside antibiotics；

windowless detection



缩写

ACE

AG

BGS

CCD

CE

CEC

CGE

CⅡ、F

CITP

CL

CLIA

CLOID

CMC

CTAB

CZE

DNA

ECD

ECL

EDTA

E认

EOF

FASS

FI

FIA

FIn

FITC

缩写

A衢nity capillary electrophoresis (亲和毛细管电泳)

Aminoglycoside柏tibiotics(氨基糖苷类抗生素)

Back垂round solution(背景溶液)

Cha唱e coupled deVice(电荷耦合器件)

Capilla叮elec拍phoresis(毛细管电泳)

C印illa拶eIectrocho肌atogr印hy (毛细管电色谱)

Capillar)，gel electrophoresis (毛细管凝胶电泳)

Capilla黟isoelectric focusing(毛细管等电聚焦)

CapilIa叮jsotachophorsis(毛细管等速电泳)

Chemiluminescence(化学发光)

ChemilumineScence immunoassay。(化学发光免疫分析)

Concentratjon limits ofdetection (浓度检出限)

Critical micelle concentmtion(临界胶束浓度)

Cet)，I trimethyl锄monium br6mide (十六烷基三甲基溴化铵)

C印illa巧zone electl．0phoresis (毛细管区带电泳)

Deoxyribonucleic acid(脱氧核糖核酸)

Electrochemical detection(电化学检测)

Electrogenerated Chemiluminescence (电致化学发光)

Ethylene di锄inetena acetic acid (乙二胺四乙酸)

Enzyme immunoassay(酶免疫分析)

Electroosmosis now(电渗流)

FieId-anlplified sanlple stacking (场放大样品堆积)

Flow iniection(流动注射)

Fluroscence inlnlunoassay(荧光免疫分析)

Flow injection imm蚰oassay(流动注射免疫分析法)

Fluoresceill isothiocyanate(荧光素异硫氰酸盐)



缩写

GC

HPLC

IA

I．D．

ITP

LCW

LIF

LOD

LPME

LVSS

MCIm

2．ME

M匣KC

MIP

MLOD

MS

MSPD

NA

NACE

NDA

OPA

O．D．

PGD

PMT

PTFE

RIA

SDS

SFE

SPAD

Gas chromatography(气相色谱)

High perfornlance liquid chromatography (高效液相色谱)

Immunoassay analysis(免疫分析法)

Inside diameter(内径)

Isotachophorsis(等速电泳)

Liquid—core waveguide (液芯波导)

Laser inducted nuorescence(激光诱导荧光)

Limits ofdetection(检出限)

Liquid-phase microeXtraction (液相微萃取)

La唱e—Volume sample stacking (大体积样品堆积)

Moving chemical reaction bounda叮(移动化学反应界面)

2．mercapoethanol(2一巯基乙醇)

Micellar electrokinetic c11romatography(胶束电动毛细管色谱)

Molecular imprintedpolymer(分子烙印聚合物)

Mass limits of detection(质量检出限)

Mass chromatography (质谱)

Matrix solid phase dispersion(基质固相分散)

Numerical apenurc(数值孔径)

Non-aqueous capilla叫electrophoresis (非水毛细管电泳)

Naphthalene一2，3-dicarboxaldehyde (萘二甲醛)

D-Phthalaldehyde(邻苯二甲醛)

Outside diameter(夕}径)

Potential gradient detection(电势梯度检测)

Photomultiplier tube (光电倍增管)

PoI)，tetrafluoroethylene (聚四氟乙烯)

Radioimmuunoassay(放射免疫分析)

Sodium dodecyl sul蠡lte(十二烷基硫酸钠)

Supercritical fluid extraction(超临界流体萃取)

Single photon aValanche diodes(单光子雪崩型光电二极管)
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SPE

SPME

TLC

UV

Vis

SoIid phase extraction(固相萃取)

Solid phase microeXtraction(固相微萃取)

Thin layer chromatography(薄层色谱法)

Ultraviolet(紫外)

Visible Spectromet叮(可见光谱)
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第一章综述

1．1研究背景

第一章综述

1．1．1毛细管电泳简述

毛细管电泳(CE)是高效、快速、样品和试剂消耗少的一种分离技术，CE以

高压电厂为驱动力，以毛细管为分离通道，样品中的组分按淌度或(和)分配系

数的差异而得以分离。毛细管电泳仪器装置通常包括高压电源、毛细管、检测器

和缓冲液贮瓶，如图1．1所示【1】。

图1．1毛细管电泳仪器结构装置【l】

CE分离模式主要包括毛细管区带电泳(CZE)【2】、毛细管凝胶电泳(CGE)【3】、

胶束电动毛细管色谱(MECC)【4】、毛细管等电聚焦(CIEF)【5】、毛细管等速电泳

(CITP)【6】、毛细管电色谱(CEC)【7】、亲合毛细管电泳(ACE)[8】和非水相毛细管电

泳(NACE)【9】等。

基础理论研究主要涉及区带展宽[10，ll】，分离度优化【121，电渗流

(EoF)【13，14】，热效应[15】，管壁吸附效应【16】等，这些问题的深入研究使CE技

术迅速成熟和发展推广。

CE广泛应用于生物、医药、化工、食品、环境、司法等领域【17．21】，从无

机小离子到生物大分子，从带电粒子到中性分子，几乎涉及到国民生产生活的各

个领域。

1．1．2毛细管电泳研究趋势

在生物医学等多方面巨大的应用价值，是CE目前成功的关键。微型化的芯

片电泳是CE仪器发展的重要趋势，毛细管阵列电泳极大地提高了工作效率，缩
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短了样品的分析周期。单细胞检测从细胞水平上去探寻生命的奥秘，单分子检测

从单个分子水平上为开展化学动力学、反应动力学等研究提供了可能。这些工作

均面临着高灵敏检测的挑战【22】。由于CE检测通道小和柱容量低，实现灵敏的

检测需要发展高灵敏的检测器或检测方法，CE仪器装置简单，其面临的最大挑

战是高灵敏的检测方法和检测器的发展[23】。

1．1．3发展灵敏的激光诱导荧光检测的意义

激光诱导荧光(LIF)检测器是CE最灵敏的检测器之一[22，24】。LIF不仅提高

了检测灵敏度，还可增加检测的选择性，仅对产生荧光或被选择性荧光标记的分

子产生响应，可有效消除基体成分的干扰，在痕量生物样品和环境监测方面应用

广泛。既可以使用小孔径的毛细管，处理更少的样品，得到更高的分离效率，具

有更广阔的应用领域。由于大多数分析对象没有荧光基团，通常需要进行荧光标

记，恰当地选择激发波长和荧光衍生试剂对检测灵敏度的提高具有重要的现实意

义。LIF检测系统存在的主要问题是通用性差、体积大、价格贵、光学结构比较

复杂等，由于商品化的仪器[25—27]价格较贵往往难以满足实验需求，目前大多

自行组装[28—30]。

1．2提高毛细管电泳检测灵敏度方法

。CE采用内径很小的毛细管，样品负载能力小，而且在常规UV-vis检测中检

测光程短，导致灵敏度相对较低，这也是目前CE面临的最大问题之一。为了扩

大CE的应用范围，提高其检测灵敏度，可通过两种途径实现【3l】。

一、增加样品负载量，主要有色谱富集技术和电动富集方法。

二、提高检测器的灵敏度，主要有增加检测吸收光程，降低荧光背景噪音，

采用LIF，CL，MS等灵敏的检测方法。

1．2．1样品富集技术

1．2．1．1色谱富集技术

色谱富集技术是先将富集柱和CE毛细管连接或者将吸附固定相内置于毛细

管，分析物溶液流经固定相后吸附，再用洗脱液将分析物从固定相洗脱下来，该

方法的检测灵敏度通常能提高2～3个数量级，个别甚至达到4个数量级。

固相萃取预富集毛细管电泳分离装置由进样毛细管、萃取管和分离毛细管组

成，萃取管一般用内径与分离毛细管外径相匹配的石英毛细管【32，33】、Teflon管

2
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[34]或聚乙烯管[35．37】管内填充C18或C8固定相填料，填料两端用玻璃纤维膜

【32-35】或聚醚砜膜[36】封住，再用两段毛细管分别从萃取管两端插入，分别作为

进样管和分离毛细管，然后用环氧树脂密封固定。相似的膜富集装置采用色谱固

定相键合过的膜置于两毛细管之间【38】。

在线富集过程包括缓冲液平衡、压力进样、分析物富集、洗脱和分离，检测

灵敏度可提高3～4个数量级。另外还有在少量高纯石英毛中加入大量20 pm的

多孔石英熔珠，涡旋使多孔熔珠和石英毛缠绕，并作为预富集材料嵌入Teflon

管中构成预富集装置[39】。该装置易于制作、反压低，不需柱塞。

FI．SPE．CE富集技术[40】采用FI．CE接口，将含有离子交换树脂的微柱用于

离子交换预富集，样品溶液经FI泵输送到预富集柱中，分析物保留富集于固定

相上，然后用溶液洗脱后，再进行CE分离测定。

SPME．CE系统先利用固相萃取头的石英纤维涂层完成对样品的吸附除杂过

程，通过联用接口，由洗脱液将萃取物解析到毛细管内进行分离检测【4l】。

此外免疫亲合色谱法(IAC)【42】和分子烙印聚合物技术(MIP)【43】和CE联用

也得到成功的应用。

1．乞1．2电动富集方法

电动富集方法是基于样品区带和电泳缓冲液的离子强度不同从而引起溶液

的电导和电泳淌度差异的一种样品堆积方法。

大体积样品堆积(LVSS)【44】先在毛细管内引入大体积的样品区带，由于样品

区带离子浓度低、电阻大、场强高，样品从低电导率的样品带进入高电导率的缓

冲液迁移速度骤减，从而在两溶液的界面处完成堆积。L，VsS的缺点是受到毛细

管长度的限制，并且还需密切监测样品堆积时电流的变化。

场放大样品堆积∞SS)【45】通过电动进样，利用样品溶液和电泳缓冲液导电
率的差异，带电的化合物可以从低电导率样品基质堆积到高电导率电泳缓冲液

中，该方法避免了引入大的样品体积从而影响分离。FASS的应用必须满足样品

溶液的离子强度远低于电泳缓冲液的离子强度，难以同时用于阳离子和阴离子，

因而含有大量无机盐的生物样品难以直接应用。

等速电泳(ITP)[46]是基于离子淌度差异的一种模式，样品区带夹在前导电解

质(高淌度)和尾随电解质(低淌度)之间，样品区带按照淌度大小连续排列，

每一条区带只含一种样品离子，并以稳态速度迁移。ITP对样品不仅是一种堆积

技术，而且对样品基体也是一种稀释技术，但是不同样品体系需要研究不同的方

法。

pI{调制堆积(pH mediated stacking)是用强酸或强碱中和样品中的高电导基
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体，使样品变为电中性，同时电中性样品区带的电导率大大降低，样品堆积在样

品区带与背景缓冲溶液的界面处。该法即可用于阳离子[47】又可由于阴离子【48】

的富集。

动态pH联接(Dynamic pH junction)【49】将毛细管先充满较高pH的背景溶

液∞GS)，进一段弱酸性样品溶液(pH比BGS低)，两溶液界面发生pH联接，

BGS中的OH一使样品区带前端中性分析物带负电荷，与EOF迁移方向相反(中

性分析物与EOF迁移方向相同)，向前迁移速度减慢完成样品堆积。弱碱性样品

可以在反向电渗流负电压模式下富集[50】。

堆扫(Sweeping)方法由Terabe小组提出[5l，52】，他们先将样品溶解于和电泳

缓冲液(不含胶束)相同电导率的基体(含胶束)中，压力进样一段样品区带，

在出口端加负电压，伪固定相SDS胶束扫过样品区带并和样品相互作用，形成

很窄的区带产生堆积效应，灵敏度能提高3个数量级，可同时富集带电离子和中

性化合物。但是当样品中的杂质和胶束也具有亲和作用时，杂质也被富集，因而

生物样品的应用受到一定限制。

此外，还有乙腈堆积(Acetonitrile stacking)【53，54】和移动化学反应界面

(MCFu3)[55．6l】等富集方法。

1．2．1．3液液萃取

液．液萃取是利用样品在两种不相混溶的液体或相之间的溶解度或分配比的

不同，从而达到分离纯化样品的目的。在线CE．液相微萃取(LPME)【62】毛细管内

先充满缓冲液，然后在进样端引入1．辛醇中：再将进样端放在样品溶液(供给相)

中，样品池降低，在毛细管进样端形成一滴缓冲溶液(接受相)表面覆盖一层辛

醇；通过有机薄层将悬挂在毛细管入口端的一滴接受相溶液同供给相样品溶液分

开，根据供给相和接受相pH的差别使分析物被反萃到接受相中，萃取结束后使

样品进入毛细管内，再进行CE分离检测。

目前由于受到接口技术和萃取机理的限制，CE与浊点萃取(Cloud point

ex的ction，CPE)[63】以及超临界流体萃取(SFE)[64】联用的报道还较少。

1．2．2检测池的改进

Uv-vis检测是CE分离的一种常规检测方法，最先由F．J．Yang[65】设计，随

后又不断改进而成。鉴于该检测器通用性好结构简单，是目前应用最广泛的的一

种CE检测池。但是毛细管短的光程严重限制了它的灵敏度，难以满足低浓度和

微量样品的分析要求。因此，为了进一步降低检出限，提出了通过增大吸收光程

来提高检测灵敏度的新方法、新技术。
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1．2．2．1矩形池

TSuda等[66]制作了矩形的扁平毛细管如图1．2，用CE分离UV在柱检测，

具有光程长、光学畸变小、散热效率高等优点。对截面积为50 x 1000 um2的扁

毛细管，在相同的样品区带，进样体积比50 um内径的圆柱形毛细管增加了25

倍，可检测8×10一m01／L的吡哆素和丹酰化丝氨酸，灵敏度提高了20倍。但是该

矩形池制备工艺复杂，孔径大小不均匀。

1．2．2．2 Z．形池

图1．2矩形毛细管检测池【66】

chervet等[67】j辱3 mm光程的z．形池用于cE．uV检测，信噪比提高6倍，

质量检出限(MLOD)降低14倍，但是柱效略有下降。Moring等[68]用Z．形池(图

1．3)检测，同传统检测器比较信噪比提高一个数量级，LOD为lO培mol几，线性

范围达到4个数量级，柱效高达2×105理论塔板数。由于光程增加，对于迁移时

间相近的区带，样品的分离度损失较多，而且在检测窗口处毛细管由于失去了涂

层的保护作用而容易断裂。

P．n

图1．3毛细管Z．形检测池[68】
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1．2．2．3 U一形池

Bruin等【69]设计几种不同的U一形池，可以获得高的灵敏度和低的噪音水平，

尿嘧啶的LOD达到9．8×10‘8 mol／L。Harrison小组[70】在玻璃芯片上制作120一140

“m光程的U．形池(图1．4)，吸光度检测灵敏度提高10倍，FITC的LOD为6

“mol／L；而用于荧光检测时，信噪比提高20倍，荧光素的LOD为3 nm01／L，约

相当于20，000个分子。

1．2．2．4泡形池

b

卜叫卜———{．——+—．}州
7 17 9 5 9、5 1 8

UnW

黔{
图1．4微芯片u形检测池[70】

Hewlett—Packard公司【711将分离毛细管检测窗处的内腔加工成泡状(图1．5)，

样品区带进入泡形池后，因内径增加场强降低，区带压缩，而且光程延长，灵敏

度得以提高，具有泡形池的毛细管目前已经商品化。E．S。Yeung小组【72】用泡形

池进行了LIF检测，从理论上分析了峰形展宽的机理，并用CCD成像，孔雀石

绿的信号可提高8倍。泡形检测池增加检测光程可提高检测灵敏度，但是分离度

和柱效降低。

图1．5毛细管泡形检测池【71】
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1．2．2．5套形池

。二习『’·B_旧l}l ?

1．2．2．6轴向吸收池

c习
图1．6毛细管套形检测池[73】

光束从毛细管的一端入射，通过沿毛细管轴向传播来增加检测光程【74，75】

1．2．3灵敏检测器

CE柱容量小，对检测器灵敏度要求较高，发展灵敏的检测器是CE的非常活

跃的领域【22】。目前灵敏度高的检测器主要有质谱检测器(MS)、电化学检测器

(EC)、化学发光检测器(CL)、激光诱导荧光检测器(LIF)等。

1．2．3．1 CE—MS检测器

CE-MS结合了CE高效分离和MS的高鉴别能力【22】，能用于nl量级样品的分

子结构和分子量的准确测定，特别适合复杂生物体系如蛋白质和多肽的分离鉴

定，在药物分析如中草药分析、体内药物代谢分析方面也将发挥重大的作用。

CE—MS检测具有较高的质量检出限(MLOD)，MLOD为pm01．nnol水平，但浓度检

出限(CLOD)较高，CLOD在“mol／L量级。
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1．23．2 CE．ED检钡4器

CE—ED检测主要有三种基本模式：安培法、电导法和电位法【76】。ED检测方

法可以避免cE光学检测时光程短的问题，检测灵敏度高，检出限可以达到lO一一

lO’9mol／L。ED检测器体积小，特别适合对没有紫外或荧光发色团的无机离子和

有机小分子的直接检测。但是ED检测要求溶质具有电化学活性，检测对象局限

于容易氧化或还原的分析物。

1．2．3．3 CE．CL检钡8器

CL检测具有结构简单、灵敏度高的特点[77，78】。将CE的高分离性能和CL高

灵敏的检测性能结合，是近十多年来的研究热点之一。电致化学发光(ECL)和CE

联用[79，80]展现出诱人的前景。

1．2．3．4 CE．LIF检澳9器

LIF是最灵敏的检测器之一，1977年Zalle[8l】首次将LIF检测器引入到HPLC

中，1985年，GassmaJl等[82】成功地将其应用于CZE，随后在生命科学的推动下，

LIF检测器在分析技术中得到了迅猛的发展。LOD达到8×10一～1．O×lO。o mol／L。

LIF不仅提高了检测灵敏度，还可增加检测的选择性，仅对产生荧光或被选择性

荧光标记的分子产生响应，可有效消除基体成分的干扰，在痕量生物样品和环境

监测方面应用广泛。既可以使用小孔径的毛细管，处理更少的样品，得到更高的

分离效率，具有更广阔的应用领域。

1．3荧光检测的基本理论【83．85】

1．3．1荧光分析的定性依据

某些物质吸收了与其自身特征频率相同的光子以后，分子或原子中的某些电

子从基态中的最低振动能级跃迁到能级较高的激发能态，然后再无辐射跃迁到第

一电子激发态中的最低振动能级。荧光是指当电子由第一电子激发态最低振动能

级跃迁至基态时，发出比原来吸收波长长的一种光。荧光的产生与分子结构密切

相关。对某一化合物而言，在给定条件下，其荧光光谱是一定的，可作为定性的

依据。
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1，3．2荧光分析的定量依据

荧光是物质在吸收光能之后所发射的辐射，样品溶液的荧光强度与样品的吸

收系数、量子效率和浓度有关。样品稀溶液荧光强度F表达式为

，， r 、

，=脚lnI≠o_卜娥咖 (1．1)
L厶一L J

。 、 ’

其中口是荧光物质的量子效率，厶是激发光的强度，厶为荧光物质吸收光的

强度，提该物质的摩尔吸光系数，6为吸收光程，c为物质浓度：K是与收集效
率、传输效率等因素相关的常数。在给定的荧光物质浓度较低的情况下，荧光强

度与荧光物质的浓度成正比，这是荧光检测的定量基础。

1．3．3影响荧光特性的因素

物质荧光的特性首先取决于其自身的能量状态，即取决于其分子结构，其次

还受到外界因素，如温度、溶剂、酸度等的影响。

1．3．3．1分子结构的影响
。

荧光物质的激发光谱和发射光谱及其荧光强度与化学结构密切相关，影响荧

光特性的结构特征如下：

一、具有共轭大兀键结构。

共轭体系越大，越易产生荧光，荧光量子产率越大，但共轭体系增加到一定

程度，量子效率反而下降。

二、具有刚性平面。

若荧光物质大的共轭体系出现扭动或转动，量子效率较低，即分子的共轭大

7c键结构必须共面且具有一定的刚性。

三、取代基的种类及位置。 ．

推电子取代基增强荧光，如—NH2，悯，—NR2，一OH，一OR等，但是两个以
上推电子取代基减弱荧光；吸电子取代基减弱荧光，如二N02，=C=O，一COOH，

一CHO，一COR，一Cl一，一Br一，其中R-=一CH3，一C2H5等。大取代基比小的取代基共轭

效应大，取代基位置对分子的荧光量子产率的影响大小依次是对位(m)>间位(p)>

邻位(o)

1．3．3．2温度的影响

温度对荧光物质的荧光强度影响显著，通常情况下，随着环境温度上升荧光

量子效率会下降，这主要是因为温度上升，荧光分子与溶剂分子碰撞几率增加，
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增大了荧光猝灭机会。而有些物质的吸收光谱也随温度升高发生显著变化，可能

是荧光分子结构发生了改变。因此，在实验过程中尽量保持温度恒定。

1．3．3．3溶剂的影响

同一种荧光化合物在不同的溶剂中，其荧光光谱的形状和强度可能会有显著

的差异。光在吸收和发射之间存在着一定的能量损失，即发生斯托克斯(Stokes)

位移现象。这是多种动态过程综合作用的结果，而这些过程都与溶剂分子密切相

关，因此，给定某一荧光化合物的荧光光谱时通常应注明溶剂。

1．3．3．4酸度的影响

荧光分子和其离子具有不同的荧光特性，溶液酸度的变化使分子态和离子态

比例发生改变，对荧光的形状和强度产生很大的影响。金属离子的酸度会影响发

光鳌合物的稳定性和组成进而影响荧光特性。酸度对荧光物质的荧光特性的影

响，也可以用来提高荧光分析的选择性。

1．3．4荧光的背景噪音

荧光的背景噪音主要来自检测池的管壁和溶液中的微量有机杂质荧光；激发

光在空气／管壁以及样品／管壁界面产生的散射、反射和折射；瑞利散射和拉曼散

射；激发光和散射光在光学器件产生的自发荧光。

目前除了通过改变激发光入射角度【86】消除荧光背景噪音外，还有其它几

种有效的方法。

1．3．4．1采用浸入式流动池

将熔硅毛细管浸入一个盛有折射指数和熔硅管壁相近的液体的方形池，如图

1．7【87]内，熔硅管壁／空气界面的光散射和光折射得以有效的消除，但是不能消

除样品／管壁界面的光散射的干扰。

10
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1．3．4．2鞘流检测池

图l，7浸入式流动池【87】

鞘流池【88．90】根据层流条件下液流不相混合的特点设计而成，鞘流液和样品

的电泳缓冲液成分相同，因而在界面处不产生光散射，可消除样品／管壁界面的

光散射。

I●■-●kl■l≈·5t，j_}·一·
'●■-_-●-■__-_-____-_●___o’-■o-__。’_-一

1．3．4．3采用时间分辨技术

图1．8鞘流检测池【90】

由于不同的物质具有不同的荧光寿命，采取短脉冲激光和时间门通技术

【9l】，利用荧光和背景光寿命的差异进行时间分辨测量，可消除瑞利散射和拉曼

散射及其它杂质荧光

1．4毛细管电泳激光诱导荧光检测

1．4．1光学器件

LIF检测系统的光学部件有激光光源、滤光片、透镜、光阑、检测池等
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1．4．1．1激光光源

激光光源[92]亮度极高，光照密度大，只需数mW至几十mW输出功率的激

光器即可。激光相对于其它普通光源具有如下特点：

单色性强。激光谱线窄，△拾O．002nm。

方向性强。激光的光束发散角小(<1lIlrad)，激光束能聚焦为几微米直径的光

斑，能量高度集中。

常用的LIF激光光源有气体激光器如He．Cd激光器(325 nm，442 nm)，He—Ne

激光器(543 nm，)，Ar+激光器(488 nm，5 14 nm)，这类激光器体积大、价格高。半

导体激光器(Laser diode，LD)又称二极管激光器，使用寿命长、体积小、价格便

宜、输出功率稳定，输出波长在可见和红外区主要有457 nm，473 nm，532 nm，632

nm等。激光器的选择首先考虑其发射波长与荧光物质的最大激发波长相匹配(或

者根据激光器输出波长选择荧光试剂)，输出功率以提高检测灵敏度和降低光漂

白为选择原则，一般为l～20mW，此外发光空间模式和光束模式质量也应考虑。

1．4．1．2滤光片

滤光片主要有带通滤光片，截止滤光片，具有透射率高、体积小、成本低、

截通效率高的优点。二色镜(Dichroic mirror，DR)是具有特殊功能的滤光片，合适

截止波长的DR能够实现荧光和激光的有效分离，消除激发光的干扰，应尽可能

选取截通效率高的二色镜。

1．4．1．3透镜

透镜，可用显微物镜代替，有聚光透镜和荧光收集透镜两种。考虑到空间位

阻因素，聚光透镜尽量选用焦距长的透镜，聚焦后的光束斑点与检测池匹配，荧

光收集透镜尽量选用数值孔径(NA)大的透镜，其荧光收集效率，7与透镜的NA和周

围介质的折射率(n)有如下关系：

1．4．4．4光阑

懈砰f-掣 (1．2)

光阑(Diaphragm)主要滤除非特异性的杂散光的大小，同时尽可能的通过荧

12
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光，其孔径大小需通过实验优化。

1．4．4．5光电检测器

常用的光电检测器有光电倍增管(PMD、单光子雪崩型光电二极管(Single

photon aValanche diodes，SPAD)和电荷耦合器件(CCD)。PMT光敏面积大，暗电

流小，增益大，但是体积较大，量子效率低，目前应用最广泛；SPAD量子效率

高，光谱响应宽，但光敏面积小，暗电流大；CCD光谱响应范围宽，信噪比高，

并有成像功能，但价格昂贵。

1．4．4．6检测池

检测池的性能影响到检测灵敏度，发展新型检测池是毛细管电泳一个重要的

研究方向。良好的检测池应具有对激发光畸变小，有利于收集荧光，而且柱外效

应小。

一、在柱检测池(On．coIumn DetectionCell)，制法简单，是目前CE等分析系

统中应用最广泛的一种检测模式。但是存在激光束光学畸变大、产生较强的杂散

光和噪音的缺点。

二、鞘流池(sheatll flow cell)，可消除了熔硅／空气和熔硅／溶剂界面的杂散

光干扰，避免检测池受到样品的污染，但是该检测池需要特殊定制，而且实际操

作繁琐。

三、液芯波导(LC、聊检测池，LCW是一种全反射检测池，荧光在池壁内

全反射输出，而激发光被消除。

四、微芯片检测池，检测池通常为几十微米宽和几十微米深的通道。

1．4．2光学结构

荧光检测器的光学结构主要有正交型、共线型和轴向入射型。其光路结构设

计的基本原则为：(1)高效激发荧光，(2)高效收集荧光，(3)消除荧光背景噪音。

1．4．2．1正交型

正交型[82，86，88，93，94]结构(图1．9)中两套光学系统激发光路和发射光

路相互垂直或呈一定角度，激发光对发射光路干扰小，正交型结构光学构造较为

复杂，而且由于空间位阻因素，难以使用高NA的透镜(物镜)，影响荧光收集

效率的提高。
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1．4．2．2共线型

图1．9正交型光学结构[93]

共线型[28—30，95—97]结构(图1．10)激发光路和发射光路成一直线，特点

是激光聚焦光斑和光阑分别位于透镜的两个共扼焦点上，即激光光束经透镜聚焦

到样品后，激发的荧光被该透镜收集，再经过二色镜、滤光片、成像透镜、光阑

至PMT被检测。它仅需一套光学系统，结构简单，而且能够使用高NA的物镜，

荧光收集效率较高。共线型最常用的为反射式结构(二色镜是长通截止滤光片，

即激发光被反射，而荧光透过)。

1．4．2．3轴向入射型

-HT

‘ ∥+

_
▲

●■ 艇，憾
I

---辩Ⅻ瞩T-
__k-纵t啦帆憎

图1．10共线型光学结构[95]

轴向入射型[98—100]，激光束向毛细管出口端轴向激发，消除了激光在检测

池壁产生的光散射，延长激光的吸收光程，但对光不稳定样品检测不利。
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1．4．3荧光基团的化学衍生【101．103】

荧光检测灵敏度高，但是感兴趣的物质只有少数具有天然荧光，而大多数物

质不发荧光或荧光量子产率很低，无法直接荧光检测需要间接荧光检测或荧光衍

生检测。间接检测法的机理是物理置换，即具有强信号背景的探针被分析物取代

后产生弱的信号，出现负峰，因此该法是一种近似通用的检测方法。但是间接法

灵敏度没有直接法高，存在基线漂移、噪音大和扰动现象，而且对杂质也没有选

择性。通过化学衍生是最常用的荧光测定方法，目前超过90％的LIF检测采用

的是衍生法[104，105】。根据衍生发生在分离前后顺序的不同，衍生方式分为柱前

衍生(pre-c01umn derivatization)、在柱衍生(on colunln derivatization)、柱后衍生

(post．colum derivatization)。

1．4．3．1柱前衍生

样品在分离之前完成衍生过程。方法简单，无需专门的装置，易于操作，衍

生效率高，内源性和荧光生成试剂均可使用，目前应用最为广泛。但是样品若具

有多个标记基团，会出现多重峰，影响分离和检测，给峰识别和定量带来困难。

此外，反应混合物中的过量衍生试剂能与分析物分离，柱前衍生还要求衍生产物

稳定。

1．4．3．3在柱衍生

样品在分离过程中进行衍生，以串联模式或三明治夹心模式将样品和试剂一

起引入，根据两者移动速度不同混合反应，反应可以发生在柱端入口、柱中、整

柱。在柱衍生对样品的稀释程度达到最小，特别适用于小体积的生物样品，如单

细胞检测。但是需要控制两者的进样量比例和合适的迁移速率。

1．4．3．4柱后衍生

样品在分离完成后进行衍生，样品组分的分离是基于其自身电泳性质的差

异，衍生时避免了副产物的干扰以及因为多重标记而出现多重峰或区带展宽现

象。柱后衍生在引入衍生试剂时需要特殊设计的柱后反应器，容易引起柱效下降、

反应不完全以及高的背景噪音。在微量样品分析如单细胞分析、微透析分析等具

有一定的应用价值。由于柱后衍生试剂种类有限，分析对象受限，柱后衍生主要

应用于氨基酸、蛋白质、多肽、DNA、金属离子等检测。
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1．4．4柱后衍生接口

1．4．4．1共轴式反应器

D．J．Ibse和J．W．Jorgenson于1988年率先进行了毛细管电泳激光诱导荧光

柱后衍生检测的研究[106】。他们设计了一种共轴式柱后反应器如图1．11所示，

该反应器分离毛细管经氢氟酸刻蚀后插入反应毛细管内，衍生试剂0PA／2．ME从

试剂瓶由高差经T形池再进入反应管中，当分离管的外径和反应管的内径的组

合为40／50时，样品峰的柱效和峰面积的乘积达到最大，以高压Hg．Xe弧灯(312

nm)为激发光源，甘氨酸的LOD为7．5×lO-8mol／L(83 am01)，鲸骨肌红蛋白的LOD

为2．O×lO一8mo儿(22．1 am01)。

图l-ll共轴式柱后反应器【106】

随后该研究组又改进这种柱后检测反应器[107】，用He．Cd激光器(325 nm)

为光源，以He压力替代高差压力精确控制衍生试剂流速，并为了便于组装反应

器而使用了大尺寸的毛细管，反应距离优化为O．5 mm。

Yeung研究组[108】采用更小尺寸的分离毛细管(15 pm I．D．×150 pm O．D．)和

反应毛细管(30 pm I．D．×360 pm O．D．)组装该反应器如图1．12所示，反应距离为

5 mm，衍生试剂OP～2．ME的流速用电渗泵控制，‘以He—Cd激光器(325 nm)

为光源，甘氨酸的LOD为2．7×lO-8mol／L(17锄01)，并进行了人红细胞的单细胞

分析。
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嚣～芝芝“ 。。

，。 ＼、 }n。』j_二嘲_J—‘iII‘：
图1．12共轴式柱后反应器【108】

Daunert[109】利用共轴式反应器(图1．13)研究了streptaVidin和生物素的相

互作用，以氙弧灯(495 nm)为激发光源，异硫氰荧光素(FITC)为衍生试剂，测定

了海洋中的海胆卵母细胞的生物胞素含量。

1．4．1．2自由溶液

图1．13共轴式柱后反应器【109】

Rose提出一种自由溶液柱端反应器[110]，衍生试剂(OPA／2一ME)池如图1．14

即为出口端缓冲液池，以高压Hg．Xe弧灯为激发光源，光纤放置于毛细管出口端

收集检测荧光，该反应器区带分散较大，灵敏度低，而且试剂更换较为麻烦。

1．4．1．3鞘流池

a

图1．14自由溶液柱端反应器【110】

Sweedler研究组【11 l】首次将鞘流池应用于柱后检测，采用A卜心离子激光器

17
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(354 nm)，以衍生试剂(OPA／2．ME)作为鞘流液，反应距离O．5 cm，甘氨酸的检出

限为9．4×10叫mol／L(1lO am01)。

Sepaniak研究组[112】以He-Ne激光器(543．5nm)，溴乙非啶(EB)作为DINA衍

生试剂，反应距离<O．12cm，利用鞘流池柱后检测研究了DNA与蛋白质的相互

作用， 、

Timpe肌an研究组【113】以He．Cd激光器(325 nm)为激发光源，衍生试剂

(OPA／2．ME)作为鞘流液，反应距离O．3 cm，采用大数值孔径显微物镜(60×，0．65

NA)收集荧光，甘氨酸的检出限为1．2×lO-8mol／L(28枷01)，反应器结构见图1．15。

图1．15鞘流池柱后反应器【“3】

Dovichi研究组【114]研究了蛋白质和多肽柱后检测，以氩离子激光器(488 nm)

为光源，NDA／2-ME为衍生试剂，在低pH条件下碱性蛋白质的检出限

(90～180nmol／L)要高于在高pH条件下酸性蛋白质的检出限(8～32nmo儿)，该反应

器(图1．16)还用于蛋白质的在线消化和多肽谱图分析[115】。

1．4．1．3十字式

了。

图1．16鞘流池柱后反应器[114】

zare小组[116】j每一根毛细管两壁激光钻孔，两根毛细管十字式与之连接作为

18
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衍生试剂通道(图1．17)，抬高试剂池高差进样，He．Cd激光器(325 nm)为光源，衍

生试剂OPA／2一ME，反应距离6．8 cm，组胺酸的检出限为9xlO一7moI／L(14 fmoI)。

1．4．1．4间隙式

舻性量程
(a’ 伯) lcl

图1．17十字式柱后反应器【l 16】

Albin等[117】用氙灯(350 l吼)光源，并用塑料螺母和聚四氟乙烯管准直于聚

丙烯酸四通管作为反应器(图1．18)，两管间隙10～50肚m，衍生试剂OPA／2．№
根据反应管(75 pm I．D．)和分离管(50 pm I．D．)电渗流的差异引入，反应距离8 cm，

甘氨酸LOD为60 n咖L。
l

图1．18间隙式柱后反应器【117】

Wim Th．Kok研究组【118】研制的反应管(图1．19)利用多孔聚四氟乙烯(PTFE)

管耦合分离毛细管和反应毛细管，衍生试剂OPA／2．ME加压引入反应管，反应距

离ll cm，以岛津RF．530荧光检测器氙灯(345nm)为光源，氨基酸的检出限为2x 10

一～4×10一6mol／L(0．05—0．1 pm01)。
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酗r pf髂轧He———7

n

图1．19吲骡式柱后反应器[118】

该研究组还用这种柱后反应器先后对儿茶酚胺类化合物[119]，多肽化合物

[120】，痕量金属离子[12l】进行了柱后检测研究。

Lee研究组[122，123]利用间隙式反应器进行柱后亲和检测研究，该系统(图

1．20)是将分离毛细管和反应毛细管从试剂池的两端插入，用PFTE管准直对齐

两根毛细管，缓冲液出口端试剂池真空抽吸引入试剂，氩离子激光器(488nm)为

激发光源，反应距离1．5 cm。

i Tcne凡
G％。d T曲沁
L{‘：苫0dc

图1．20问隙式柱后反应器【123]

Lunte[124】采用聚丙烯腈微透析半透膜连接两根毛细管(图1．21)，He-Cd激

光器(442 nm)为激发光源，将出口端缓冲液池放低，高差引入衍生试剂

NDA／2．ME，反应距离O．75 cm，进行了鼠脑中P物质及其代谢产物的微透析研

究。

”

女。纠_⋯⋯。 ／‰纠_№M曲⋯ ／

一■图1．21半透膜间隙式柱后反应器【124】

Li研究组[125】在毛细管一端26 cm处除去聚酰亚胺涂层，用玻璃纤维切割

器在石英管壁刻划一个刮痕，毛细管形成的间隙(<3“m)固定在固定器后放置到

试剂池内(图1．22)，氙弧灯(340nm)为激发光源，将出口端缓冲液池放低，高

20
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差引入衍生试剂OPA／2．ME，反应距离15．5 cm，甘氨酸的检出限为6．7×10‘7mol／L

(13．4 fm01)

C婶illafyIIolder

图l-22间隙式柱后反应器【125】

Jones研究组[126伟0用聚砜中空纤维膜准直对接两根毛细管，间隙外面套接

液相色谱保护柱(除去内芯，钻两个小孔作为衍生试剂通道)，见图1．23，氦

气加压引入试剂4(2一吡啶偶氮)间苯二酚(PAR)，检测距离5 cm，测定了痕量

金属离子。
尸0“，suHOnc H0}；0w

；jt，rr mnr皑]f3脾

Se；t^raoonCaptJ 2聊 Re月爱n^C＆p}ld一，

图1．23间隙式柱后反应器【126]

Gilman小组[127】将毛细管固定在载玻片上，利用激光器在毛细管壁刻蚀间

隙，封盖试剂池(图1．24)，用聚四氟乙烯管引入试剂NDA／2一ME，用氩离子激

光器(457．9 nm)，反应距离1．4 cm，甘氨酸的检出限为6×10一7mol／L。

图1．24间隙式柱后反应器[127】

2l
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1．4．1．5芯片

采用标准照相印刷、湿法化学刻蚀及键合技术，将分离通道、反应通道和试

剂通道铸成微芯片柱后反应器，该方法可以根据不同需要设计成为较复杂的通道

结构。Ramsey小组[128】制作的芯片反应器(图1．25)，通道深5．2 pm、上宽57卜m、

下宽45 pm，Ar+激光器(351．1 nm)，用衍生试剂OPA／2．砸标记了氨基酸。

图1．25芯片柱后反应器【128】

该研究组又设计一种芯片反应器(图1．26)[129】，氪离子激光器(431．1 nm)，

衍生试剂(NDA，NaCN)，胰岛素B链在线消化并分离柱后衍生检测。

图1．26芯片柱后反应器【129】

Harrison小组[1 30】分别用Pyrex耐热玻璃和石英制作了三种微芯片柱后反应
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器，采用He—Cd激光器(325 nm)为激发光源，衍生试剂为OP：A／2．ME，石英材料的

背景噪音低于Pyrex材料，氨基酸的检出限为2 pmol／L(O．12fmoI)，而Pyrex材料制

作的一种反应器如(图1．27)柱效仅仅损失了10％。

ln即Hon秘翰娥ion
Wa嚣te W鲁甜e a删狮训

《OPAJ

＼
D翻謦ctOf

pcRD．1

图1．27芯片柱后反应器[130】

Backhouse小组[131】通过定制的快速柱后标记电泳芯片(图1．28)，采用激

发波长635 nm，检测波长670 nm，用衍生试剂TO．PRO．3标记DNA片断，实现高

分辨率和高重现性及低的检出限(每个片断约为66 pg似L)。

?uff er

r、I 厂’、
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图1．28芯片柱后反应器【13l】

1．4．5柱后衍生试剂

荧光试剂种类繁多，可分为荧光标记试剂(nuorescent reagent)和荧光生成试

剂(日uorogenic reagent)。荧光标记试剂自身具有荧光，与分析物反应后再进行荧

光分析，如荧光素异硫氰酸酯(FITC)；荧光生成试剂自身没有荧光，与其它物质

结合后形成荧光产物，如OPA和NDA。

柱后衍生对衍生试剂的基本要求：

一、无内源性荧光，或者其荧光与衍生产物的荧光性质能够区别；

二、实验过程中，衍生试剂稳定；

三、反应快速，能够在数秒完成。

由于上述的限制，常见柱后衍生试剂种类主要有OPA，NDA，荧光氨等。

23
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1．4．5．1 OPA

是伯氨基团的快速衍生试剂，水溶性好且稳定，在碱性条件下与巯基化合物

(2．巯基乙醇、2．巯基乙酸和半胱氨酸等)反应，衍生产物荧光产率高(k=340 nm，

九ex．=455 nm)，但稳定性较差，适于用He-Cd激光器作激发光源柱后衍生检测。柱

后衍生试剂OPA用于CE叙述参见柱后衍生反应器，反应方程见图1．29。

1．4．5．2 NDA

CHO

+ HSCH2CH20H + R-NH2

CHO

(OPA) (2-ME)

0H

H2CH20H

N—R

(Fluorescent isoindole)

图1．29 OPA与伯氨的反应方程

是OPA的类似物，与伯氨基团反应，常与2一巯基乙醇或氰化物在碱性下反

应，其衍生产物稳定性高于OPA衍生产物，产物k。-470 nm，km=520 nm，2．ME

与NDA反应速度快于氰化物与NDA的反应速度，最大激发波长位于可见区，适

于价格便宜使用寿命长的半导体激光器作光源，但是水溶性差，试剂背景噪音相

对较大。目前，NDA应用于CE柱后衍生报道较少。·

1．4．5．3荧光胺

又称荧胺，试剂水解较快，和伯氨基团反应快速，适合柱后衍生，但是水溶

性不好，试剂价格高，应用受到限制。k。=390·4lO nm，km=450一5lO nm，Tsuda

和Kobayashi以荧光胺用三泵柱后反应系统CE-柱后检测了尿样中的多胺【132】，但

柱效低，仅有2000理论塔板数；Albin等[117】用荧光胺柱后衍生检测，其灵敏度
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比oPA的高了约8倍；R．Hua等【120】以荧光胺为柱后衍生试剂标记多肽。

另外，R．Zhu等[1 l 9】用TbCl3一EDTA在pH ll的3-(环己胺)一l一丙磺酸钠(CAPS)

缓冲液中柱后衍生检测了儿茶酚胺，k=300 nm，km_545 nm，LOD达到lO‘7

mol兄：磺酸．8．羟基喹啉自身没有荧光，与金属离子螯合可激发强的荧光， 他

们【12 l】将磺酸-8一羟基喹啉应用于柱后衍生检测痕量金属离子，LOD在ppb量级。

1．4．6氨基糖苷类抗生素的检测

氨基糖苷类抗生素(Aminoglycoside antibiotics，AGs)在食品安全检测中，是重

要的检测项目[133，134】。由于氨基糖苷类抗生素的体内积蓄作用和严重的肾脏和

听觉器官剂量相关毒性【135]，为确保食品安全，需要监测司药的食用动物组织

的药物残留。AGs没有UV-vis发光基团及荧光基团，难以直接用紫外或荧光法测

定，但是AGs含有氨基糖结构，萘二醛是伯氨基团的快速衍生试剂，衍生产物激

发波长位于可见区，可用473 nm半导体激光器激发进行荧光法测定。

AGs的测定方法很多，早期的法定标准方法是微生物效价测定法[136】该法测

定的是AGs总量，分析周期长。免疫分析法专属性强、灵敏度高，报道检测AGs

的方法有放射免疫分析法(RjA)[137】、 酶免疫分析法(E工A)【138，139】、荧光免疫

分析法(FIA)【140】、化学发光免疫分析法(CLIA)[14l】等。

随着色谱技术的发展，色谱分析方法用于AGS的检测也日益增多。Roets等

用薄层色谱法(TLC)【142】分离硫酸新霉素B、硫酸新霉素C，并以NBD．Cl荧光试

剂衍生检测了硫酸新霉素B和C。Petz报道了气相色谱法(GC)—质谱(MS)法【143】

分析了庆大霉素类和卡那霉素类抗生素，采用两部法衍生：分别用三甲硅烷基味

唑将羟基基团进行三甲硅烷基化，庚氟丁酰基咪唑将氨基基团乙酰化。Silva小组

[144，145】报道了以Cu2+为催化剂，AGs和鲁米诺他02形成复合物，用高效液相色
谱(HPLC)．化学发光(CL)检测环境水样及体液中的AGs；Guo等用反相HPLC．MS

测定了药物处方中妥布霉素的含量【146】；Di Corcia小组采用基质固相分散

(MSPD)热水提取并以HPLC．MS分析检测牛奶中的AGs残留【147】。

毛细管电泳UV测定AGs研究相对较多，BeekerS小组[148】提出通过加入

FCl35形成反向电渗流间接UV法测定了AGs；Flure【149，150】用硼酸钠盐和AGs

形成复合物，在195 nm波长处直接检测AGs；Holzgrabe小组【15l】先用OPA．2巯基

乙酸衍生AGs，再用MEKC分离并在340 nm处检测了AGs；Chen小组[152】用戊磺

酸为阴离子表面活性剂，MEKC．Uv(200 nm)测定了药物处方中的AGs；Van

Schepdael小组用OP胞．巯基乙酸试剂柱前衍生UV检测分别测定了庆大霉素类
【153，154】、卡那霉素类[155．157】，该研究组又用OP能．巯基乙酸试剂在柱衍生
CE．UV检测AGS中的庆大霉素类[158】、卡那霉素类【159】；最近他们[160】在焦磷

25



第一章综述

酸钠盐中加入CTAB形成反向电渗流，用CZE分离赢接UV检测了庆大霉素类抗生

素。

CE电化学检测灵敏度较高，检测AGs也有报道。Li研究组采用CE手提式通用

电势梯度检测器应用于庆大霉素类【16l】、新霉素类[162】的检测；Hauser小组[163]

用电容耦合非接触式电导检测器(C4D)测定了卡那霉素类AGs；Fang小组[164】、

Baldwin小组[165】、Chen小组[166】分别用镍电极、铜电极、铜微粒修饰碳纤维微

圆盘阵列电极测定了AGs。

CE—LIF测定AGs报道较少，Ogun等[167]用1．甲氧基。羰基中氮茚．3，5．二甲醛

柱前衍生，MEKC分离，414 nm激发，482 nm荧光检测，阿米卡星在血浆中的LOD

为O．5 pg／ml；Silva小组[168】用荧光染料试剂菁色素衍生物(Cy5)硫代吲哚花青素

琥珀酰亚胺酯柱前衍生MEKC分离，635 nm荧光检测，AGs的LOD甚至达到3．O

pg，L，适用于牛奶样品中的AGs残留检测。

1．5研究内容

本文的主要研究内容及预期成果，拟采用的研究方法、技术路线、实验方案

如下：

1．组装了一台毛细管电泳激光诱导荧光检测系统。

采用共线型光学结构组装激光诱导荧光检测系统，利用核黄素作为分析样

品，对影响系统检测性能的光学器件如光阑孔径、光电倍增管的工作电压条件进

行了优化，并讨论了进一步提高检测灵敏度的措施。

2．研制了一种毛细管电泳激光诱导荧光检测的共轴一间隙柱后反应器。

采用毛细管聚酰亚胺涂层套对接和准直分离管和反应管，衍生试剂从涂层套

和分离管之间的环隙，以及两根毛细管之间的间隙引入反应管中，实现高效分离

和快速衍生于一体。该反应器结构简单，易于制作，无需显微操作，成功地应用

于香醋样品中的游离氨基酸的测定。

3。提出毛细管电泳柱后衍生激光诱导荧光测定卡那霉素类抗生素方法。

利用共轴一间隙柱后反应器，以酸性缓冲液、反向电渗流和负高压分离卡那

霉素类抗生素，再与衍生试剂于碱性缓冲液中柱后衍生检测，灵敏度高，适用于

测定牛奶和动物组织中的卡那霉素类抗生素残留。

4．提出毛细管电泳激光诱导荧光无窗检测池。

通过控制高压电场和毛细管间隙距离，显微实时观测在间隙处产生稳定的连

续液流，本法可增加检测光程，减少光散射，降低背景噪音，提高了信噪比，提

高了检测灵敏度。
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第二章毛细管电泳激光诱导荧光检测系统组装与性

能测试

2．1引言

激光诱导荧光(L船er．induced fluorescence，LIF)检测是毛细管电泳最灵敏的

检测技术之一【l，2】。半导体泵浦固体激光器(Diode．pumped solid．stace laser’

DPSSL)是一利，新兴的激光光源，相比气体激光器具有输出功率稳定性高、使用

寿命长、价格低廉、体积小、维护方便的优点[3】。多数荧光探针激发波长在短

波长可见区和近紫外区，只有少数荧光探针激发波长处于长波段区域且多是疏水

性大分子物质[4，5】。发射波长为473 nm的DPSSL具有很多优点[6】，在该波长附近，

有很多高效的荧光探针；另外由于很多荧光探针的激发光谱谱带较宽(>40 nm)，

473 nm．LD可以替代LIF检测系统Ar+激光器(488 nm)，降低了仪器的尺寸及成本，

在实验室常规分析中具有重要的现实意义。
“

毛细管电泳激光诱导荧光检测系统按照光学结构划分，LIF检测器主要可分

为正交型、共线型和轴向入射型。正交型[7．11】结构中两套光学系统激发光路和

发射光路相互垂直或呈一定角度，优点在于激发光对发射光路干扰小，但结构较

为复杂，而且由于空间位阻因素，难以使用数值孔径(Numerical Aperture，NA)

大的物镜，影响荧光收集效率的提高。轴向入射型【12．14】的激光束向毛细管出口

端轴向发射，消除了激光在检测池壁产生的光散射，延长了激光的吸收光程，但

对光不稳定样品检测不利。共线型【15．19】结构激发光路和发射光路成一直线，激

光聚焦光斑和光阑分别位于透镜的两个共扼焦点上，优点是它仅需一套光学系

统，结构简单，而且能够使用高数值孔径的物镜，荧光收集效率较高。

本文采用共线型光学结构组装了CE．LIF检测系统，利用核黄素样品评价了该

系统的性能，并用于尿样测定。

2．2实验部分

2．2．1仪器设备与系统装置

1229型毛细管电泳仪(北京新技术应用研究所)高压电源；‘激光诱导荧光检

测系统为自制的共线光学结构见图2．1，采用MBL．10二极管泵浦固体激光器
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(DPSSL，lOmW，长春新产业光电技术有限公司)发射473 nm激光，500 nm截

止二色镜(安徽光机所)反射激光，经过25x物镜(重庆光电仪器有限公司)聚

焦，80 cm×50斗m I．D．石英毛细管(河北永年锐沣色谱器件有限公司)固定在三

维调节平台(北京卓立汉光仪器有限公司)上：荧光经物镜收集后透过二色镜，

用510 nm高通滤光片(安徽光机所)过滤，由10 mm焦距石英双凸透镜(北京欧

普特科学有限公司)聚焦，再通过孔径为1．5 mm的可调光阑(北京卓立汉光仪器

有限公司)，光电倍增管(PMT，R456，HamamatSu，日本)在一450V电压下工

作，信号由GD．1型微光测量仪(西安瑞科电子设备有限公司)和N．2000双通道

色谱工作站(浙江大学智能信息工程研究所)转化采集。

inlet buffer

reSerVOlr

2．2．2试剂

OutIet bu疏r
resefvo．r

图2．1 毛细管电泳激光诱导荧光检测系统

核黄素(又名维生素B2，VB2)、硼酸等试剂购自上海国药集团化学试剂有

限公司，试剂均为分析纯，所有溶液均用三重蒸馏水(上海沪西分析仪器厂)配

制。工作缓冲液为50 mmol／L硼酸溶液，用1．0 mol／L的NaOH溶液调节其pH

为8．5。核黄素制成1×104mol／L贮备液于棕色容量瓶中4℃避光保存，不同浓

度的标准液用水稀释而成。缓冲液使用前用S．2200超声清洗仪(120 W，35 kHz，

上海杰理科技有限公司)超声脱气10 min。
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核黄素具有天然荧光，最大荧光激发波长在450 nm附近，最大荧光发射波

长在530 nm附近[20】，可以作为分析中的模型化合物，其化学结构见图2．2。

2．2．3电泳过程

O

图2．2核黄素的化学结构

毛细管每天使用前依次用O．1 mol／L盐酸、水、O．1 mol／L氢氧化钠和水清洗，

最后用缓冲液平衡10 min。两次电泳间歇用缓冲液冲洗2 min，缓冲液使用10

次即更换。阳极端缓冲液液面与阴极端缓冲液液面水平，样品溶液液面高于衍生

试剂液面10 cm，高差进样10 s，电泳电压18 kV。

2．2．4样品测定

VB2片样品(5 m∥片)购自医药超市，取Ⅶ2样品lO片，称取平均片重，
精密称定研磨细粉适量(约相当于O．3片样品)，置于100 ml棕色量瓶中，用水

溶解并稀释至刻度，摇匀后过滤，滤液稀释100倍直接进样测定。

尿样样品：健康志愿者在服用1片VB2样品后，在3小时之前每隔20min采

集尿样，3～5小时每隔30 min采集尿样，5小时后间隔l h采集尿样，尿样用水

稀释50倍，直接进样测定。
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2．3结果与讨论：

2．3．1光阑子L径对信噪比的影晌

光阑主要滤除非特异性的杂散光的大小，同时尽可能通过荧光。在实际过程

中检测到的荧光是以荧光强度最大值相应的半高宽(The full—width at

half-maXimum，FWHM)为高、光阑半径除以物镜放大倍率为半径的圆柱体[2l】。

光阑孔径大小可通过考察检测器的信噪比进行优化。

分别将光阑孔径调节为1．O，1．5，2．O mm，以5×lO’7 m01／L核黄素为样品，信

噪比(S厂№随孔径变化见表2．1。孔径从1．O mm调到1．5 mm，噪音几乎不变，信

号增强，信噪比增加，说明部分荧光被光阑屏蔽；再增加孔径到2．O mm，信号

和噪音均增加，而信噪比却下降，表明光阑孔径过大，杂散光增多。因此，选择

1．5 mm光阑孔径。

表2．1光阑孔径对信噪比的影响

2，3．2 PMT电压的影响

PMT的工作电压是检测系统的重要参数。以5．O×lO。7 mo儿核黄素为样品，

考察了PMT的工作电压对信噪比的影响，结果见图2．3。结果表明，在工作电压

低时信噪比低，随着电压的增加，信噪比增加较快，在达到440 V以后信噪比变

化不大。实验选择450 V作为检测系统的工作电压。
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300 350 400 450 500

PMFappl砌Voltagc(V)

图2．3 PMT工作电压对信噪比的影响

2．3．3物镜数值孔径的影响

数值孔径又叫镜口率，是物体与物镜之间介质的折射率(功与物镜孔径角(∞一半

的正弦值的乘积：

删=刀幸sin0／2) (2．1)

10×物镜和25×物镜对应的NA分别为O．25和O．40，选择lO×物镜和25×物镜

考察不同NA对荧光信号的影响，以1．0×lO币mol／L核黄素为样品，结果见图

2．4。从图中看出，25×物镜的荧光强度约为10×物镜的2倍，说明使用高NA

的物镜可以提高灵敏度。

O 2 4 6 8 lO 12

Time(min)

图2．4核黄素在不同NA的物镜下的电泳谱图：(^)lO×物镜(B)25×物镜
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2．3．4其它光学器件的性能

激光器的部分出厂性能指标，10 mW，功率稳定性<3％，连续工作方式，出

口光斑直径2 mm，光斑模式为基模(TEM00)，光束发散角<1．2 mrad(毫弧度)。

图2．5为二色镜出厂的扫描谱图(450角测试)， 473．55 nm波长透过率O．227

％，535．Ol nm的透过率为59．8％，在>550 nm波长处的透过率超过85％。

，^k_1 ，，一一■—～、
{ ＼／ ＼

i

!^
，●V“

l 、、。

5；f{ 《 }
，纠， j
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t ，
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_ ●

图2．5二色镜扫描谱图

截止滤光片的出厂扫描谱图见图2．6，在473．0 nm透过率为0．10％，在500 nm、

5lO nm、520 nm、530姗、540 nm的透过率分别为36．5％、65．5％、76．1％、81．O

％、83．5％，>550 nm波长处的透过率均高于超过85％。由于水的拉曼散射谱带

为270．2～322．5 nm和606 nm[22】，如果用带通滤光片代替截止滤光片，将能够有

效的滤除606 nm的拉曼散射光，增加信噪比，检测灵敏度提高。
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2．3．5系统的性能评价

图2．6滤光片扫描谱图

以核黄素系列标准溶液为样品，用50 mmol／L硼酸盐溶液(pH 8．5)为缓冲液，

采用CZE分离检测。表2．2为系统以核黄素为分析对象的性能，核黄素的浓度

检出限为9．0×lO坷moI／【，，即3．4×lO。6 g儿，质量检出限18amol，在3．0×lO一～

l×10。5 mol／L浓度范围内成良好的线性关系(r：O．999)，而文献[20】报道的核黄素

的浓度检出限和质量检出限分别为5．O×10’‘7 g／L和50锄ol，线性范围为5．0×10刁
～3．5×104 g／L。用5．0 x 10。‘7 moI／L核黄素为样品，在同一天测定连续五次(日

内差)，峰面积的RSD为2．4％，连续五天每天测定3次(日间差)，RSD为

3．1％，分离效率达到2．1×105理论塔板数。

表2．2核黄素的线性范围、检出限和分离效率

线性范围
回归方程(1)

(mo班，)

检出限

(LOD)

相对标准偏差

RSD％(n．5) 分离效率

<理论塔板麴

注：(a)Y，峰面积(mv·s)；X，样品浓度(mol／L)。
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2．3．6实际样品的分析

核黄素又名VB2，是辅酶的组成成份，参与糖、蛋白质、脂肪的代谢，是一

种重要的维生素类药物，在人体主要通过’肾脏在尿液中以原形排泄。采用自制的

CE．LIF检测系统用于VB2片的测定如图2．7，按标示量的80％、100％、120％浓

度加样，回收率分别为99．6％、101．2％、100．7％(RSD=2．7％，n=3)，测定了两个

厂家三个批号VB2片的含量，结果分别为标示量的102．1％、99．4％、101．6％。

Time(min)

图2．7 V鼢片的电泳谱图

采用本系统对服用VB2的健康志愿者进行了尿样药物浓度监测，在2 h达到

尿药浓度峰值(4．59×10’5 mol／L)，药时曲线见图2．8。

如
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2．4本章小结

O l 2 3 4 5 6 7

Time(h)

图2．8 V船片的尿样药时曲线

本文采用共线型光学结构，以473nm LD．DPSsL为激发光源，组装了一台

CE。LIF检测器。以核黄素为样品考察了该系统性能，核黄素的LOD为9．0×lO母

mol／L，质量检出限为18 amol，在3．O×10一一1．0×lo．5 mol／L浓度范围内呈线性

相关，利用该系统测定了VB2片的含量，并监测了vB2片的尿样药物浓度．时间曲

线，均取得了较好的结果。本系统的性能还可通过以下途径改善：(1)提高二色镜

的截止效率；(2)使用带通滤光片消除水的拉曼散射：(3)使用更大数值孔径物镜

收集荧光。
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第三章毛细管电泳激光诱导荧光检测共轴一间隙式柱后反

应器的研究

3．1引言

毛细管电泳是一种分离效率高、速度快、样品试剂用量少等的分离技术，由

于毛细管光程短和小的样品体积，紫外一可见检测灵敏度往往不能令人满意，因

此，灵敏的检测方法或预富集技术常常应用到毛细管电泳分析中[1]。激光诱导

荧光是最灵敏的检测方法之一，然而只有少数分析物具有天然荧光[2]，并且紫

外光区激发的激光器由于其高价格和短寿命在使用上受到限制。因此在荧光检测

时，柱前或柱后化学衍生，经常采用可见光区激发的激光器。

柱前衍生激光诱导荧光检测方法已应用于多种样品的分析[3，4]，然而，由

于需要额外的操作步骤，而且要求反应产物具有一定的稳定性，柱后衍生激光诱

导荧光检测在很多情况下是另一种选择，特别适合于高速在线衍生检测。由于毛

细管的体积微小，制作柱后反应器并不是一件容易的事情，而且样品和反应试剂

的有效混合，以及减小区带展宽都是应该考虑的因素。Zhu和Kok综述了毛细管

电泳柱后反应器的发展[5]，自从Rose和Jorgenson[6]首先报道毛细管电泳共

轴式柱后衍生检测以来，多种模式的柱后反应器相继报道，包括共轴式(分离管

插入反应管中)[7—10]、鞘流式(分离毛细管置于鞘流池中间)[1卜14]、自由

溶液(一种柱端反应器)[15]、十字式(在毛细管壁钻孔引入衍生试剂)[16]、

间隙式(分离管和反应管准直对齐形成微小的间隙)[17—24]以及微芯片(分离

通道、反应通道和试剂通道同时在芯片上铸成整体结构)[25—28]。

鞘流反应器特制的矩形鞘流池能够减少光的散射及区带展宽，因而具有较低

的检出限和高的分离效率[29，30]。设计共轴反应器时，反应毛细管和分离毛细

管的内径需要匹配使区带展宽最小化。因而分离毛细管的管壁用氢氟酸刻蚀后通

常很薄，刻蚀的端部容易折断，组装共轴反应器时分离管插入反应管需要非常小

心。制作间隙反应器时，准直分离毛细管和反应毛细管显得非常重要而且困难，

轻微的错位将会导致部分样品区带从两管之间的微小间隙扩散出去[31]。为了减

少样品的损失和区带展宽，精密准直两根毛细管是研究人员设计该反应器挑战性

的任务。由于引入衍生试剂的间隙需要置于试剂池或T形接口内，采用短的反应

距离比较困难，另一方面衍生速度以及产物的稳定性在柱后检测方法中均需要考
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虑。

本文描述了一种用于毛细管电泳激光诱导荧光检测的共轴一间隙柱后反应

器。这种反应器采用毛细管聚酰亚胺涂层套对接和准直分离管和反应管，在组装

时甚至可以不用显微操作平台，衍生试剂从涂层套和分离管之间的环隙，以及两

根毛细管之间的间隙引入反应管中。本文采用萘二甲醛和2一巯基乙醇衍生氨基

酸评价了共轴一间隙柱后反应器的效能。

3．2实验部分

3．2．1仪器

1229型毛细管电泳仪(北京新技术应用研究所)；石英毛细管(河北永年锐

沣色谱器件有限公司)，分离管(58 cm x 50“m I．D．×365 pm O．D．)和反应管(17

cm×75¨m I．D．×365“m O．D．)，外径365“m，聚酰亚胺涂层厚度12．5 pm。

毛细管电泳激光诱导荧光检测系统自制，采用共线光学结构。MBL—lO蓝光

二极管泵浦固体激光器(DPSSL，473 nm，lO mW，长春新产业光电技术有限公

司)；500 nm截止二色镜(安徽光机所)；25×物镜(重庆光电仪器有限公司)；

三维调节平台(北京卓立汉光仪器有限公司)；510nm高通滤光片(安徽光机所)；

10 mm焦距石英双凸透镜(北京欧普特科学有限公司)：可调光阑光孔直径1．5 mm

(北京卓立汉光仪器有限公司)；光电倍增管(PMT，R456，HamamatSu，日本)，

工作电压一450 V：GD．1型微光测量仪(西安瑞科电子设备有限公司)：N·2000

双通道色谱工作站(浙江大学智能信息工程研究所)。

3．2．2试剂

萘二甲醛(naphthalene．2，3．dicarboxaldehyde，NDA)购自Flul(a公司(瑞士

Buchs)，其它所有试剂购自上海国药集团化学试剂有限公司，2-巯基乙醇(2一ME)

为化学纯，其它均为分析纯。用三重蒸馏水(上海沪西分析仪器厂)配制溶液。

工作缓冲液为50 mmol／L硼酸溶液，用l mol／L的氢氧化钠调节其pH值为9．5。

1．O mmol／L氨基酸贮备液于4℃保存，混合标准液用水稀释而成。10 mmol／L

NDA甲醇溶液置于暗处4℃保存，每周新鲜配制。衍生试剂由2 mmol／LNDA、

8 mmol／L 2．ME、30％甲醇、70％50 mmoI／L硼酸钠盐缓冲液(pH 9．5)组成，试

剂按照上述顺序依次加入配制，衍生试剂每天更新。缓冲液和衍生试剂使用前超

声脱气lOmin。
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3．2．3衍生反应机理及衍生产物荧光谱图

含有伯氦基团的化合物在碱性介质中，在2．ME存在下与NDA生成具有强

荧光的苯吲哚类化合物，其衍生反应式见图3．1。由于NDA自身无荧光，而衍

生产物荧光强度高但是稳定性较差，所以适于柱后衍生。

QiDA)

CHO

CHO

+ HSCH2CH20H +R-NH2

(2-ME)

0H

Fluorescent Benzisoindole

图3．1 NDA与伯氨的衍生反应方程

采用LS55发光仪扫描衍生产物的荧光激发和发射光谱。衍生试剂由2

mmol／LNDA、8 mmol／L2．ME、30％甲醇、70％50 mmol／L硼酸(pH 9．5)组成，

每种氨基酸的浓度均为1．0×lO‘3 mol／【，。在3．5．mL荧光池中先加入2．0 mL衍生

溶液，再快速加入0．1 mL的1．O×100moI／L的氨基酸溶液，快速混合，以5 nm

带宽快速扫描衍生产物的荧光激发和发射光谱。固定473 nm记录荧光发射光谱，

固定545 nm记录荧光激发光谱，激发和发射荧光光谱如图3．2。从图中可知采

用473 nm激光器的CE检测系统可以应用于氨基酸的柱后分离检测。

45



第三章毛细管电泳激光诱导荧光检测共轴．间隙式柱后反应器的研究

WaVelength(9m)

图3．2氨基酸衍生产物的荧光发射和激发谱图

3．2．4柱后反应器的制作

聚酰亚胺涂层套的制作：将l cm长石英毛细管浸入密闭的49％氢氟酸溶液

中，于通风橱室温放置24小时，取出，用l mol／L氢氧化钠中和氢氟酸，水漂

洗吹干保存，即得12．5“m厚的聚酰亚胺涂层套。操作过程中戴上乳胶手套防止

氢氟酸接触到皮肤。

柱后反应系统装置如图3．3。分离毛细管和反应毛细管的一端分别除去lO

mm和2 mm涂层，在显微镜下观察确定断面切割较为垂直光滑，将分离管无涂

层部分浸入49％氢氟酸中，通入氮气防止内壁被腐蚀，刻蚀15 min，洗净吹干，

分离管外径从340 um刻蚀到310 pm。先在反应管距离接口端5 mm处除去2 mm

涂层作为检测窗口，将反应管石英段插入聚酰亚胺套，用环氧树脂胶密封固定，

再把分离管插入聚酰亚胺套中，在显微镜下仔细调节两管间隙距离为20“m，用

胶平行固定两根毛细管于一根40 mm×1．5 mm O．D．玻璃棒，以便聚酰亚胺套不

易折断并保持平直。分离管和聚酰亚胺套之间形成的环隙即为试剂通道，分离管

露出约2 mm石英管，为衍生试剂入口。2 ml聚四氟乙烯试剂瓶两侧钻孔，反应

占一∽go菪H
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器连同玻璃棒穿过试剂瓶使试剂入口处于试剂池中间位置，用环氧树脂密封瓶壁

两侧。保持试剂液面和进样端缓冲液液面高度一致，衍生试剂的流量通过改变出

口端缓冲液池的高度来控制。可自由拆卸的试剂瓶盖外接氮气减压阀(上海第二

阀门厂)及气压表，该装置主要用于实验后清洗反应器，而且在缓冲液平衡毛细

管时加压可防止衍生试剂的稀释。

A

B
H靴f、，O玎

二二]二
●■■■●●●一

wall··■⋯ l··一
‘JI

lI

I l
’

I
l

『

坌 aD pn^1

图3．3 (A)共轴一问隙柱后反应系统(B)反应器横截面示意图

注：H，衍生试剂和出口端缓冲液液面高度差；Ilv，高压电源。

聚酰亚胺涂层套容易获得，具有轻便和化学耐受性，以及与毛细管的匹配

性、，涂层套尽管非常薄，在用于毛细管的准直，采用短反应距离时它不会阻碍

物镜在检测窗的聚焦，而且在组装反应器时也不易发生断裂，因此是一种好的准

直材料。
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3．2．5电泳过程

毛细管每天使用前依次用0．1 mol／L盐酸、水、0．1 moI／L氢氧化钠和水清洗，

最后用缓冲液平衡lO min。两次电泳间歇用缓冲液冲洗2 min，冲洗的同时在衍

生试剂瓶外加10 kPa的氮气压避免衍生试剂被工作缓冲液稀释。进样端缓冲液

液面与衍生试剂液面水平，出口端缓冲液液面低12 cm，样品溶液液面高于衍生

试剂液面lO cm，高差进样10 s，电泳电压18 kV。标准加入法，确认样品峰。

缓冲液使用10次后更换，每天实验结束，毛细管、试剂池和衍生试剂通道用水

和50％甲醇(v／V)相继在氮气压下冲洗。

3．2．6实时观察反应产物荧光强度曲线

实时观察测量氨基酸衍生产物荧光强度曲线用上述自制的激光诱导荧光系

统进行，但是需要将毛细管从光路中移出。先在lO mm的荧光池中加入衍生试

剂，再迅速加入氨基酸溶液，快速混合，并立即将荧光池放置于物镜前纪录反应

产物的荧光强度变化曲线，从混合反应到开始检测时间约为2 s，衍生物的实时

荧光强度变化曲线纪录30 s。

3．3结果与讨论

3．3．1液面高度差对检测信号的影响

由于衍生试剂和出口端缓冲液液面高度差影响衍生试剂的流量，本文研究了

高差分别为O．5 cm、5 cm、lO cm、12 cm、15 cm时对峰面积和柱效的影响见图

3．2。图3．4A表明，当高差从O．5 cm增加到10 cm时，峰面积随着高差的增加

而快速增加，而当高差大于等于12 cm时，峰面积增加随高差的增加变化缓慢。

由于衍生试剂是通过重力引入的，随高度差的增加，试剂流速增加，低的流量使

氨基酸衍生反应不完全，因而荧光信号较弱。高的流量引起分析物样品扩散，限

制荧光信号的增加。

图3．4B显示，高差从0．5 cm增加到12 cm，分离效率增加，进一步增加高

差分离效率下降。这是由于在较低的衍生试剂流速下，当分析物从小内径(50 pm)

的毛细管迁移到大内径(75“m)的毛细管时，发生径向扩散效应，增加试剂流

速产生鞘流可提高分离效率，然而过量的试剂流速增加了抛物面流引起的区带展

宽，在径向扩散和区带展宽最小化时理论塔板数最大。综合考虑氨基酸的荧光信

号和柱效，取12 cm高差进行下一步的工作。
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图3．4液面高度差对(A)峰面积和(B)柱效的影响

实验条件；分离毛细管，58 cm×50姗I．D．×365岬0．D；反应毛细管，17／O．5

cm×75呻I．D．×365凹O．D．；环隙间距，15妒：工作缓冲液，50删ol／L

硼酸钠盐(pH 9．5)；衍生试剂，l咖ol／L NDA、8咖ol几2一娅、30％甲醇、

70％50硼ol几硼酸(pH 9．5)；氨基酸浓度，1．O×lO一5∞1几；进样，

lO cm(样品池和衍生试剂池液面高度差)，lO s：分离电压，18 kv。峰：

(1)Arg， (2)Ala， (3)Trp， (4)Gly， (5)Tyr， (6)Ser， (7)Glu， (8)Asp．

3．3．2环隙尺寸对检测信号的影响

在设计间隙反应器时，准直分离管和反应管是首要的考虑因素之一，套管内

径与分离管和反应管外径越接近，则两根毛细管的准直精度越高，毛细管石英和

聚酰亚胺涂层尺寸非常匹配，是准直毛细管一种选择。由于衍生试剂要引入反应

毛细管内，分离管和套管之间的环隙尺寸影响到衍生试剂的流量，环隙大小可通

过控制分离管的刻蚀时间进行优化。

粘度为，7的溶液流过长工半径R的毛细管时，流量Q由著名的

Hagen．Poiseuille方程【32】得到：

Q=警 (3．1)

么尸为压力差，溶液通过分离管和涂层套之间的圆柱形环隙的流量Q方程如
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F：

Q=警卜卜铹j 随2，

其中，，．为聚酰亚胺套的内径，K为分离毛细管的外径与聚酰亚胺套内径的

比值，当环隙很小时，该方程修正如下：

Q：尝反l一昙￡) (3．3)‘一

6玎三
、

2

￡=l—K，即环隙间距与涂层套内径的比值。由于s较小，流量方程可进一步简

化为

D：竺丝s3 (3．4)
一

6牡

从方程(3．4)看出，对于固定的高差，流量决定于环隙间距，环隙间距微

小的变化就引起流量较大的改变。使用较小的环隙间距，毛细管准直精确但流量

小，采用较大的环隙间距，可以获得不太精确的准直以及较大的流量，因此组装

共轴一间隙反应器需要优化环隙尺寸(即控制分离管的刻蚀时间)。

本文考察了环隙间距尺寸对氨基酸荧光信号的影响，如图3．5所示。分离毛

细管端石英外径340“m分别经过10 min、15 m．n和20min刻蚀到320 pm、310

pm和300 pm(相应的环隙间距分别为10岬、15 pm和20¨m)。因此，与

共轴反应器相比，本反应器的分离管刻蚀很少，它的管壁较厚强度好于共轴式反

应器，在组装过程中不易折断。
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图3．5环隙间距尺寸(A)lO岫，(B)15 pm，(C)20灿对氨基酸荧光信号的影响

实验条件：分离毛细管，58 cm×50印I．D．×365归O．D；反应毛细管，17／O．5

cm×75阳I．D．×365陋O．D．：液面高度差，12 cm；工作缓冲液，

50咖ol几硼酸(pH 9．5)；衍生试剂，l咖01／L NDA、8咖ol几2—她、30

％甲醇、70％50 mmol／L硼酸钠盐(pH9．5)；氨基酸浓度，5．0×10一5mol几：

进样，10 cm(样品池和衍生试剂池液面高度差)，lO s；分离电压，18 kV。

峰：(1)Arg，(2)Ala，(3)Trp，(4)Gly，(5)Tyr，(6)Ser，(7)G1u。(8)Asp．
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由方程(3．4)估算，环隙间距分别为lO“m和20斗m时，试剂流量为环隙

间距15 pm的0．3和2．4倍。lO肛m环隙间距试剂流量较低，荧光强度弱。当环

隙间距较大为20“m时，试剂过量产生区带扩散，此时荧光信号下降，荧光强度

的降低不仅受到区带扩散的影响，还受到反应动力学效应的影响，这将在下一节

讨论。在环隙间距为15 ILm时，荧光信号最强。此条件下，经过测定具有天然

荧光的核黄素荧光强度，柱后反应器中环隙的衍生试剂和分离管的电泳缓冲液流

量之比计算为1．5：l，简单地说，在衍生试剂瓶中加入或不加入30％(V／v)甲

醇一70％(v／V)50 mmol／L硼酸钠盐(pH 9．5)的衍生试剂基体溶液，分别代表

检测的经过稀释或未经稀释的核黄素。环隙和分离管溶液流量之比(1．5：1)近

似于反应管和分离管横截面积之差与分离管横截面积之比值(1．25：1)，上述数

据说明共轴一间隙反应器的两股液流在间隙处混合时产生的紊流效应减低，防止

了柱效的下降。事实上，高差和环隙间距对于调节衍生试剂与分析物的流量比具

有相同的效应，而环隙间距相对于高差而言具有更大的影响作用。因此，本反应

器采用15 um环隙间距。

3．3．3反应距离对检测信号的影晌

本反应器如图3．3所示，其优点之一，就是使用聚酰亚胺套能够将引入试剂

的间隙置于试剂池外，因而该反应器可以使用短的反应距离(从间隙到检测点距

离)。图3．6为不同反应距离氨基酸的毛细管电泳谱图。在反应距离为4 cm时所

有的氨基酸荧光强度都很弱，甘氨酸和精氨酸几乎检测不到。当反应距离减小到

2 cm时，荧光强度增加，色氨酸和酪氨酸信号最强。当反应距离从1 cm改变到

O．5 cm时，色氨酸和酪氨酸分别下降40％和30％，其它氨基酸的强度增加而且

甘氨酸荧光强度增加了60％。
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图3．6不同反应距离(A)4 cm，(B)2 cm，(C)l cm及(D)O．5 cm氨基酸电泳谱图

实验条件：分离毛细管，58 cm×50灿I．D．×365岬O．D；反应毛细管，17／O．5

cm×75呻I．D．×365凹O．D．；液面高度差，12 cm；环隙间距，15舯；

工作缓冲液，50 mmol几硼酸钠盐(pH 9．5)；衍生试剂，2舳01几NDA、8咖ol／L

2-脏、30％甲醇、70％50咖ol／L硼酸(pH 9．5)；氨基酸浓度，1．0×l矿

∞1／L；进样，lO cm(样品池和衍生试剂池液面高度差)，lO s；分离电压，

18 kV。峰：(1)Arg，(2)Ala，(3)Trp，(4)G1y，(5)Tyr，(6)Ser’(7)Glu，

(8)Asp．

氨基酸与萘二甲醛／2一巯基乙醇衍生试剂反应快速，然而产物非常不稳定，
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导致荧光信号下降很快，特别是氨基酸在较低浓度下更为明显。本文采用2．2．5

节方法研究了四种氨基酸在高低浓度下衍生反应的实时荧光强度变化情况，实验

结果见图3．7。图3．7A中，氨基酸的反应浓度为2×104 mol／L，甘氨酸比其它

氨基酸反应迅速，荧光强度在4 s后开始下降；丙氨酸荧光强度约15 s后上升到

水平值；色氨酸和丝氨酸超过15 s以后荧光强度增加缓慢。在图3．7B中，氨基

酸的反应浓度为10巧mol／L，由于试剂浓度过量，反应动力学为伪一级过程【19】。

在高的衍生和分解速度下，反应产物荧光强度下降极快，特别对于甘氨酸，衍生

产物在l s内就形成并在20 s几乎就完全分解，色氨酸相对于丙氨酸和丝氨酸来

说，荧光强度下降稍慢，其荧光强度衰减到一半超过15 s。由于氨基酸衍生和分

解速度快，采用短的反应距离和时间能够获得更低的检出限，根据图3．6氨基酸

的电泳谱图，迁移O．5 cm的反应距离大约需要4～8 s的时间，而该反应距离有

助于提高检测灵敏度。文献报道的共轴反应器[6，9】和鞘流反应器[1l，13】采用的

反应距离不超过0．5 cm，氨基酸的检出限比间隙式反应器[17，19，22，24】(反应

距离不低于1．4 cm)更低，可见采用短的反应距离能够改善检出限。由于当反应

距离小于0．5 cm时，用胶固定聚酰亚胺套和反应毛细管会阻挡物镜的聚焦，而

且0．5 cm反应距离色氨酸和酪氨酸荧光强度已开始下降，因此，本反应器采用

0．5 cm反应距离，其检出限优于间隙式反应器。
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图3．7氨基酸荧光强度随反应时间变化曲线
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实验条件：(^)：O．5 m1氨基酸(10～∞1／L)加入2 ml衍生试剂中，比色皿位于物

镜前约O．8 cm检测；(B)：O．2 ml氨基酸(10。‘∞l／L)加入1．8 ml衍生

试剂中，比色皿位于物镜前约O．3 cm检测。

3．3．4线性范围和检出限

采用共轴一间隙柱后反应器，氨基酸的检出限(S／N_3)和柱效列于表3．1。甘

氨酸的浓度检出限和质量检出限分别为8×lO罐mol／L和O．24 fmoI，同文献报道

相比，由于该反应器采用了短的反应距离(0．5 cm)，其结果要优于其它间隙式

反应器【17，19，22，24】，但是不如共轴反应器[6，9】(反应距离<1．5 cm)。甘氨酸

在5×10．7～l×104 moⅣ【。浓度范围内具有线性响应，斜率为50．2(mV·s

““mol／L))，R=O．999。分离效率为1．35 x 105～1．67×105理论塔板数。

表3．1氨基酸的检出限和柱效

Amino acids

CLOD M啪 ef然：cy
(×10．7m。1几) (M)

(×l05pl删
Arginine

’

6．O 1．8 1．60

Alanine 1．5 O．45 1．59

研ptoph锄 lO 3．O 1．35

Glvcine 0．8 O．24 1．59

TIvrDsine 8．O 2．4 1．67

Serine 1．O 0．30 1．63

Glutamic acid 8．O 2．4 1．44

AsDartic acid 8．0 2．4 1．38

注：实验条件同图3．6D．

以l×10。5 mol／L氨基酸为样品，氨基酸的迁移时间和峰面积的相对标准偏

差(RSD)分别低于O．45％和5．O％(日内差)，O．72％和8．1％(日间差)，结果见

表3．2。
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表3．2氨基酸的迁移时间和峰面积的相对标准偏差(RSD)

RSD％

Amino acids 迁移时间 峰面积

日内差日间差日内差日间差

Arginine 0．28

Alanine O．28

研ptophan 0．3l

Glvcine O．30

Tvrosine O．45

Serine O．26

G1utamic acid 0．15

0．55 4．8 6．8

O．58 4．1 7．1

O．69 4．7 7．9

O．72 5．0 8．1

O．68 4．4 7．5

0．64 5．0 7．7

0．70 4．3 7．1

Aspartic acid O．20 O．70 7．5 7．5

注：日内差，同一天测定连续五次；日间差，连续五天每天测定3次。

3．3。5实际样品的分析

本共轴一间隙反应器中，聚酰亚胺套内径匹配毛细管的外径，两根毛细管能

方便可靠的准直对齐。由于毛细管端面难以做到非常光滑平直，两根毛细管端部

在聚酰亚胺套内接触时存在10．20肛m固有的间隙，因此可以在不用显微镜情况

下组装本反应器。图3．8为用未经显微操作制作的反应器得到一种糯米制成的香

醋氨基酸电泳谱图。香醋样品用水稀释1000倍未经其它任何处理，标准加入法

定性定量氨基酸，某些氨基酸的柱效甚至高达3．O×105塔板数。因此，在不用显

微镜情况下组装本反应器是切实可行的。
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图3．8香醋样品电泳谱图(反应器未经微操作制作而成)，其它条件如图3．印。

由于香醋样品中没有检出色氨酸，丙氨酸与一未知组分没有分离，测定了其

它6种氨基酸含量，酪氨酸浓度约为2．6×l o-3 mol／L，其它氨基酸含量在7．5×lO。3

一10．2×lO。3 mol／L范围，结果见表3．3，与参考文献[33】吻合。

表3．3香醋中氨基酸的含量及回收率

3．4本章小结

本文描述了一种毛细管电泳激光诱导荧光检测共轴一间隙柱后反应器简单

方便的制作方法。这种杂合反应器采用短的5 mm反应距离，衍生试剂NDA／2．ME
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溶液由重力驱动经过环隙引入反应管。本文考察了该反应器衍生试剂液面与阴极

端液面高度差对检测信号的影响，分离管接口端环隙的大小对试剂流量的影响，

以及反应距离对荧光强度的影响。在优化的实验条件下，八种氨基酸在两个多数

量级范围呈线性关系，检出限8×lO一～1．0×lO’6mol／L，柱效1．35×105～1．67×

105理论塔板数。本文的柱后反应器的设计，主要解决了其它柱后反应器不易制

作难以推广的难题，能够保留毛细管电泳的高分离效率，并且可采用短反应距离

以获得较低的检出限。因此，本反应器在毛细管电泳分析中，在毛细管的准直耦

合以及在柱试剂引入方面将会具有广泛的应用前景。
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第四章毛细管电泳柱后衍生激光诱导荧光测定动物组织中

卡那霉素类抗生素残留

4．1引言

氨基糖苷抗生素(Aminoglycoside ant-biotics，AGs)主要用于治疗人和动物

受到厌氧型革蓝氏阴性菌和一些革蓝氏阳性菌的感染【1】。卡那霉素类

(kanamvcins)药物属于氨基糖苷抗生素，包括卡那霉素、阿米卡星和妥布霉素

等。卡那霉素常和其它药物联合治疗肺结核，主要药效组分为卡那霉素A(>95

％)，妥布霉素主要用于耐药的革蓝氏菌引起的严重感染，阿米卡星是卡那霉素

A的半合成衍生物，常用于治疗耐受庆大霉素、妥布霉素的微生物感染。由于氨

基糖苷类抗生素的体内积蓄作用和严重的肾脏和听觉器官剂量相关毒性，长期使

用会引起高的持久的组织亲和性，而且食物中的氨基糖苷残留导致长期消费者的

耐抗生素病原菌链的问题。因此，为确保食品安全，控制司药的食用动物的治疗

剂量和给药时间显得非常重要。为了避免人类食物链受到氨基糖苷残留的危害，

需要发展灵敏的监测食物如牛奶、动物组织中的氨基糖苷残留的检测方法。

氨基糖苷类抗生素由于结构非常相近，而且没有UV或荧光发色基团，完成

高效分离和灵敏检测是分析工作者的一个挑战。氨基糖苷类抗生素的测定方法主

要有色谱法[2】，如薄层色谱(TLC)[3】，气相色谱(GC)【4】和液相色谱(LC)【5~7】。

自从毛细管电泳(CE)间接UV方法[8】检测氨基糖苷类抗生素报道以来，一些其它

紫外方法的检测方法也有报道，这些方法包括硼砂复合物直接UV法【9】，经过衍

生【lO】和没有衍生【ll】的MEKC．UV方法，柱前衍生CZE．UV方法【12，13】，在柱

衍生电泳介质微分析UV方法[14，15】。然而由于进样量少和毛细管光程短，UV

方法灵敏度较低。CE．电化学法分析氨基糖苷也有很多尝试，如电势梯度检测

(PGD)【16，17】、电容耦合非接触式电导检测(C4D)【18】、灵敏的金属或金属修饰电

极电化学检测[19．2l】。毛细管电泳．激光诱导荧光法(CE．LIF)灵敏检测氨基糖苷

类化合物报道仅见于柱前衍生方法【22，23】。

在LIF柱前衍生分析过程中，如果分析物分子含有多于一个的标记位点会产

生多重分离峰[23，24】，然而在柱后衍生方法中，样品的分离是基于原始的分析物

而不是衍生产物，这种问题可以避免。CE．LIF柱后检测方法在Rose和Jo曜enson

首次报道以来[25】，主要用于氨基酸、多肽、蛋白质[26．35】和DNA【36，37】分析，
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最近我们提出一种简单方便容易制作的共轴．间隙式柱后反应器用于氨基酸分析

的CZE．LIF系统【38】。

本文提出一种在CZE．LIF共轴一间隙式柱后反应系统中采用萘二醛和2．巯基

乙醇柱后衍生测定三种卡那霉素类抗生素的方法。卡那霉素类抗生素在酸性条件

和反向电渗流下用毛细管区带电泳(CZE)分离，再与衍生试剂于碱性缓冲液中

进行衍生反应，并用LIF检测，该方法用于牛奶和食用动物组织中卡那霉素类抗

生素残留的分析。

4．2实验部分：

4．2．1仪器

1229型毛细管电泳仪(北京新技术应用研究所)，采用共线光学结构的自制

激光诱导荧光检测系统[38】，MBL一10二极管泵浦固体激光器(DPSSL，473mn，

l olIlW，长春新产业光电技术有限公司)，GD．1型微光测量仪(西安瑞科电子设

备有限公司)和N一2000双通道色谱工作站(浙江大学智能信息工程研究所)。

石英毛细管(河北永年锐沣色谱器件有限公司)包括分离管(60 cm×50“m I．D．)

和反应管(19 cm×75斗m I．D．)。共轴一间隙式柱后衍生反应器的制作过程见文献

【38】：将一小段10 mm石英毛细管浸泡于氢氟酸中，石英管被腐蚀，得到聚酰亚

胺涂层套；分离和反应毛细管连接端除去聚酰亚胺涂层，裸分离管外壁稍经刻蚀

与裸反应管在聚酰亚胺涂层套内对接，由于石英管端部略微不平整，即保持10—

20 pm的间隙，因此可以不用显微操作；涂层套一端与反应管粘接密封，涂层套

外壁粘接于衍生试剂池壁；衍生试剂溶液经分离管外壁与涂层套的环状间隙以及

分离与反应毛细管的接触间隙引入。

4．2．2试剂

卡那霉素A(kanamycinA)、阿米卡星(amikacin)和妥布霉素(tobcamycin)购自

中国药品生物制品检定所(北京)，化学结构见图4．1，萘二醛(Naphthalene-2，3一

diCarboxaldehyde，NDA)购自瑞士Fluka公司，2—巯基乙醇(2一ME)、冰乙酸、十六

烷基三甲基溴化铵(CTAB)、三氯乙酸(TCA)和其它试剂购自上海化学试剂有限公

司，2．ME为化学纯，其它试剂为分析纯。用去离子水(合肥蓝蓝水业)配制溶

液。

6l



第四章毛细管电泳柱后衍生激光诱导荧光测定动物组织中的卡那霉素类抗生素残留

锄ikacin

kanamycin A

tobr锄ycin

0

Rl

OH

OH

H

R2

OH

OH

NH2

R3

H2NCH2CH2CH(oH)C20

H
。

H

图4．1三种卡那霉素类化合物的化学结构

各抗生素贮备液浓度为1．oo g／L，用去离子水配制4℃保存，混合标准液用

水稀释而成。分离缓冲液为50 mmol／L乙酸含O．5 mmol／L CTAB溶液，用1．0 mol／L

NaOH调节至pH 5．0。50 mmol／L四硼酸钠缓冲液(pH lO．0)用作衍生溶液的基

体溶液：10 mmoI／L NDA甲醇储备液置于棕色瓶内4℃保存，每周配制；loo

mmol／L 2。ME甲醇储备液，每月配制。衍生试剂溶液含1．0 mmol／L NDA，8．O

mmol／L 2．ME，35 mmol几四硼酸钠缓冲液(pH 10．O)用30％(v／V)甲醇溶液配

制，每天更新。分离缓冲液和衍生溶液使用前超声除气10 min(S．2200超声清

洗仪，120 W，35 lmz，上海杰理科技有限公司)。

4．2．3衍生物的荧光光谱

采用近似通用缓冲液(pH 2．0～12．O，O．2 mol／L硼酸，O．05 mol／L柠檬酸和0．1

mol／L磷酸三钠按照一定比例混合)【39】作为荧光光谱实验中的氨基糖苷衍生反

应的基体溶液。用RF．530l PC荧光仪(日本岛滓)以5 nm带宽快速扫描衍生

产物的荧光激发和发射光谱。在3．5．mL荧光池中快速混合0．1 mL 1．O g／L的氨

基糖苷和2．0 mL衍生溶液(pH 10．0)，用IU．5301 PC荧光仪(日本岛津)以5 nm

带宽快速扫描衍生产物的荧光激发和发射光谱。固定473 run记录荧光发射光谱，
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固定550 nm记录荧光激发光谱。pH对荧光强度的影响实验方法如前所述。反应

时间对荧光强度的影响采用自制LIF检测系统测定，如文献【38】所述。

4．2．4样品处理

牛奶：牛奶和牛粉样品购自超市，1．O g奶粉溶于lO mL水中。取5 mL的牛

奶或奶粉溶液于15 mL聚四氟乙烯离心管中，加入1．0 mL lO％(m／v)TCA，涡旋

30 s，3000印m离心lO min，上清液转移到另一离心管内，残渣按照上述方法重

复处理两次。收集的上清液在3000印m再离心5 min，O．45．pm注射过滤器过滤，

滤液可直接作为CZE样品溶液进样。回收率实验用2．O×104 g／L，6．0×10‘4 g／L

和6．0×10弓∥L三个浓度水平的氨基糖苷在牛奶中加样测定，标准加入法确定样

品峰。

动物组织：取5．O g动物组织匀浆于15 mL聚四氟乙烯离心管中，后面处理

过程参见上述牛奶项“加入1．0 mL⋯确定样品峰”。

4．2．5电泳过程

毛细管每天使用前依次用0．1 mol／L盐酸、去离子水、0．1 mol／L氢氧化钠

和去离子水清洗，最后用分离缓冲液平衡10 min。两次电泳间用缓冲液冲洗4

min，同时在衍生试剂瓶内加10 l(Pa N2压强避免衍生试剂被分离缓冲液稀释。

进样端缓冲液面与衍生试剂液面持平，出口端液面降低12 cm。高差迸样时，升

高进样端lO cm，时间10 s。电泳电压一15 kV。每天实验结束，衍生试剂池先

以水和50％(v／v)甲醇清洗，再用水在试剂池以10 l(Pa N2压力冲洗毛细管和试剂

通道。

4．2．6实时观察反应产物荧光强度曲线

实时观察测量氨基糖苷衍生产物荧光强度曲线在上述自制的激光诱导荧光

系统进行。先在10 mm的荧光池中加入衍生试剂，再迅速加入氨基糖苷溶液，

快速混合，并立即将荧光池放置于物镜前纪录反应产物的荧光强度变化曲线。

4．3结果与讨论：

4．3．1荧光光谱特性

萘二醛是伯氨基团的快速衍生试剂，激发波长位于可见区，可用半导体激光
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器激发荧光。卡那霉素类抗生素含有两个或两个以上的氨基糖基团，萘二醛和卡

那霉素A、妥布霉素、阿米卡星衍生物的激发和发射荧光光谱如图4．2，三种衍

生物的荧光激发和发射谱图相似，谱峰强度存在差异，按照妥布霉素、卡那霉素

A、阿米卡星依次减弱。谱峰位置也略有偏移，三种衍生物的荧光激发光谱均有

两个强峰，其中一个在400 nm处；而另一个强峰，三种卡那霉素所处波长不同，

卡那霉素A和妥布霉素在473 nm有强激发荧光峰，而阿米卡星在484 nm处有

强峰，在473 nm也有较强激发性能。荧光发射光谱中，卡那霉素A和妥布霉素

在550 nm为峰值，阿米卡星在530 nm为峰值。阿米卡星与卡那霉素A和妥布

霉素荧光光谱存在较大的差别，原因可能是化学结构上不同，如图4．1，阿米卡

星含有4．氨基．2．羟基丁酰基(4．amino．2-hydroxybut)r拶1)基团。根据荧光光谱分析，

采用本激光诱导荧光检测系统适合卡那霉素类抗生素的荧光法测定。

WaVelength(nm)

图4．2卡那霉素类抗生素衍生物的荧光激发和发射谱图．

Fig．4．2实验条件(Experimental conditions)：卡那霉素类(each k锄姗yc蛐，1．0 g／L，

O．1 mL：衍生试剂(derivatization reagem)，2．O mL；发射荧光光谱(emission

spectra obtained at)在激发波长(excitation w“elengIh)473衄处检测；激发荧光

光谱(excitation spectra obtailled at)在发射波长(emmision wavelengtll)550 nm检

测；荧光光度计(specnDfluorophotometer)，5衄狭缝宽度(slit width)和快速扫

描(fbt scaruling speed)。
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4．3．2荧光反应时间曲线

衍生产物的稳定性会影响LIF检测方法的灵敏度，我们考察了NDA标记

的卡那霉素衍生物荧光强度随时间的衰减曲线，如图4．3，衍生物的荧光强度下

降很快，半衰期小于18 s，因为在衍生试剂浓度相对子分析物的较高，同时增加

了衍生和分解的速度。因此，采用柱后衍生检测要求反应距离短，灵敏度才得以

提高，本共轴．间隙式柱后反应器能够将反应距离缩减到5 mm，可以获得满意的

灵敏度。
‘

o
U

g 500
U
∞
o
h

宝400
‰

300

0 6 12 l 8 24 30 36 42 48

TilIle(s)

图4．3衍生时间对荧光强度的影响

Fjg．4．3 E腩ct of deriVatization time of恤优AGs∞fluoresc伽e缸enS咄111e solution

conta洫s 7．5 x lO‘3 g几of each AG，1．0 mmol／L NDA，8．O mmol／L 2．MB锄d 70％

(v／v)approxhate uniVer鼢l buffer QH 10．0)iIl 30％(V，v)methaIl01．nle nuoresc∞ce

i11tens时of the deriVatiVes is me嬲ured at O．5 cm证缸mt of me objective on me

h蚴emade LIF syst啪．

4．3．3衍生试剂条件

酸度是影响ND胞一ME与伯氨基团衍生反应的一个重要因素。测试pH 4．O～

12．0对荧光强度的影响，图4．4说明三种卡那霉素衍生产物的荧光强度具有pH

依赖性，卡那霉素A和妥布霉素的荧光强度随pH的变化曲线更为相似，这是因

为两者的化学结构极其相近。在pH 9．0～10．5时荧光强度最大，我们选择pH lO．O

作为衍生试剂的基体缓冲溶液的酸度。

65

O

O

O

∞

而

鲫^>昌v蚤1Sa。苗H



第四章毛细管电泳柱后衍生激光诱导荧光测定动物组织中的卡那霉素类抗生素残留

500

400

300

200

100

O

4 5 6 7 8 9 lO 11 12

pH

图4．4 pH对卡那霉素类衍生物荧光强度的影响

Note：‘Ihe ex锄med solutlon contalns 0．05∥L each AG，1．O mmol／L NDA，8．O mmol／L

2一ME锄d 70％(v／v)approximate Illliversal bu疏r iIl 30％(v／v)methan01．1k

excitation waVele啦 is 473 啪． 111e experiment is perfomed wi也 妞

spectmfIuorophotometer．

实验分别考察了衍生试剂NDA和2．ME浓度对荧光强度的影响，结果见图

4．5。在图4．5A中，2．ME浓度为8．O mmol／L，当NDA浓度从0．05 mmol／L增

加到1．O mmol／L时，峰面积增加较快，当浓度超过1．O mmol／L时，峰面积变化

缓慢。在图4．5B中，当NDA浓度为1．O mmol／L时，2．ME浓度增至8．0 mmoI／L

峰面积最大，浓度超过8 mmol／L荧光强度反而下降。因为该衍生反应很快，荧

光产物分解也快，在衍生试剂过量的情况下，衍生反应表现为假一级反应动力学

过程[26】，衍生反应和产物分解的速率加快，导致荧光强度下降明显，最大的荧

光强度受到试剂浓度和反应时间的共同影响。
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oQ岛oQ∞og；一皿



第四章毛细管电泳柱后衍生激光诱导荧光测定动物组织中的卡那霉素类抗生素残留

2000

1500

1000

500

O

O l 2 3

NDA Concen勃阻tion(mmol／L)

2000

1500

500

0

O 4 8 12 16 20 24

2·ME Concentration(mmol／L)

图4．5衍生试剂浓度对荧光强度的影响

A

Fjg．4．5 E倍ct of defiVatizati∞嘲g印t concentmtio略of NI)A(A)锄d 2-M匣(B)∞

nuorescence int∞sit)，．ExperiIIlental conditio脑：sep删ion capilla叫，54锄x 50 pm

i．d．；re孔tion capill哪17 cm×75岬i．d．；s印撒cion bu仃er，50 mmol／L sodi啪

∞etate QH 5．0)conta蛐g 0．5 mol／L CTAB；deriVatization嗍ent，1．O衄ol／L
NDA，8．0 mmol／L 2-ME，35 mmol／I。sodium te虹abomte bufrer①H l 0．O)in 30％(V／v)

metll锄ol；娃地conc∞锹ion of e∽h AG，6．O×lo．，g／L；s锄pIe锄ectioll，10 cIIl

heigIlt diff．eD髓ce bet、veen s锄pIe and dcriVatiz鲥on聘servoir for 10 s；s印撒ti∞

Voltage，一15 kv．

如前所述，pH 9．0一lO．5的碱性衍生溶液可以获得高的荧光强度，在本柱后

反应器中，衍生试剂和分离缓冲液的流量之比为1．5：l，将35 mmol／L四硼酸钠

盐缓冲液(pH lO．0)和50 mmo儿乙酸钠盐缓冲液(pH 5．0)按照4：l—l：4比例混

合，混合溶液的pH在9．1—9．9范围。因此，本实验选择1．0 mmol／L NDA，8．O

mmol／I。2．ME，35 mmol／L四硼酸钠(pH 10．O)的30％(v，v)甲醇溶液作为衍生

试剂。

4．3．4分离条件

氨基糖苷类抗生素含有醇羟基，在高pH条件下带负电荷，能够用CZE分析

【2l】，但是由于分离缓冲液离子强度大，需要采用低电压分离。我们尝试采用pH

(s．>g一日2≮酱Q山
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11．5～12．5的缓冲液分离三种卡那霉素，分析时间较长达到20～30 min，而且分

离度相对较小，低于1．O。另一方面，氨基糖菅的氨基的pK。值在6．5～lO．5范围

[40】，由于氨基在酸性缓冲液中质子化，带正电荷的氨基糖苷在低pH缓冲液中

可用CZE分离；而且，通过加入EOF改性剂CTAB，毛细管管壁带正电荷，对

带正电荷氨基糖苷的吸附作用减弱，由于氨基糖苷与EOF反向迁移，分离度得

以提高。

实验考察了乙酸钠盐缓冲液pH对卡那霉素类分离的影响，见图4．6。50

mmoI／L乙酸钠盐缓冲液，在pH 4．O～5．5范围，随着缓冲液pH从5．5降低到4．0，

EOF减小，而EOF与卡那霉素迁移方向相反，分析时间延长，迁移时间甚至超

过30 min，相邻的卡那霉素A和阿米卡星的分离度也从0．35增大到4．6，但是三

种卡那霉素的荧光强度变弱，因为经过相同的反应距离所需的反应时间增加，衍

生物分解更多。实际样品中有一个较强的未知化合物，在pH 5．O时能够和卡那

霉素完全基线分离，在pH 4．5时不完全分离，而且在pH 5．O时具有较强的荧光

信号和适宜的迁移时间，因此选取pH 5．O作为下一步的工作。

堇瑚j
言枷J

§ { 2

矧i i ．i
。j—、———．，—．—，———，———，———，———．，———，—一

6∞

>5∞
E

言400
磐

三3∞

§200
2

善1∞
0

O 12 J4 f6 lS IO 12 I● 16 10

Timt(mm) T哪(mIn’

图4．6不同乙酸钠盐缓冲液pH的卡那霉素电泳谱图

Fig．4．6 Electropherograms of tIle AG staIldards with dif侥rent pH bu伍玎s．50 mmol／I。acetate

separation buf话r at(A)pH 4．O，(B)pH 4．5，(C)pH 5．O狮d(D)pH 5．5．Othcr

conditions玳the same鸽ill Fig．4．5．Peak identification：(1)锄ik∞iIl，(2)

kanamycin A and(3)tobr姗ycill．
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考察了乙酸钠盐缓冲液浓度对卡那霉素类分离的影响，结果见图4．7。在

25～loo mmol／L范围改变浓度，缓冲液浓度增加，迁移时间从14 min增加到17 m缸

卡那霉素A和阿米卡星的分离度相应地从1．4增加为1．7，但是荧光强度略有下

降，50 mmo儿和l 00 mmol／L乙酸钠缓冲液得到的卡那霉素平均荧光强度分别

是25 mmol／L乙酸钠缓冲液的86％和70％。因为离子强度增加，EOF减小，迁

移速度减慢，相应的反应时间增加。综合考虑卡那霉素类的分离度、迁移时间和

荧光强度，选择50 mmol几乙酸盐(pH 5．O)作为电泳缓冲液。

2

lO 12 14 16

Time(min)

图4．7不同乙酸钠盐缓冲液浓度的卡那霉素电泳谱图

Fig．4．7 Elec仃0pherograms of the AG standards with ace协tc∞paration bufrer(pH 5．O)at

dif-ferent concelltratioIls：(A)25舢ol／L，(B)50 mmoI／L，(C)75 mmol／L孤d(D)

loo mmol／L．Otll盱conditions are the s锄e船iIl F适．4．5．P∞k idefltification：(1)

锄ikac访，(2)k肌锄ycill A锄d(3)tobr锄ycill．
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4．3．5分析方法的性能

方法的线性范围、回归方程、检出限和分离效率见表4．1。采用5个浓度水

平的混合标准液得到线性回归方程，相关系数r>0．998。在毛细管电泳分析方法

中，浓度检出限(CLOD)和质量检出限(MLOD)分别为3．6×10。g／L和0．09 pg，

不如激光诱导荧光柱前衍生体系[23】，但优于其它非荧光检测方法，如UV

【ll，13，15】和电化学检测法[18，19，21】。用CE测定卡那霉素几种方法性能的比较列

于表4．2。本法线性范围较宽，分离效率高，分离效率为2．0×lO’～2．4×lO’理

论塔板数。测试6．O×lO刁g／L的卡那霉素，迁移时间和峰面积的RSD(n=5)分别

低于O．49％和5．7％(日内差)、0．77％和7．3％(日间差)。

表4．1卡那霉素类抗生素的回归方程、检出限和分离效率

注： (a)Y峰面积peal(ama(mV·s)；X，样品浓度锄alyte concen仃ation(g／L)
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表4．2 CE测定卡那霉素几种方法性能的比较‘3)

Note：(a)L沁af calibration瑚ges andLODs are obtained舶m aql瑚IlS s‰dafd soIutio璐

ofAGs except those obta面ed丘om biologic maItr议samples【22，23】．

4．3．6实际样品的分析

为了评价采用柱后反应检测卡那霉素的方法，我们测定了牛奶和一些动物组

织中这些卡那霉素的浓度，结果所有样品均未发现这些卡那霉素抗生素残留。欧

洲医学署规定氨基糖苷类抗生素在牛奶以及动物脂肪、肌肉、肝脏等组织的中最

大残留限(MRLs)为1．O×104～5．0×10‘4 g／kg(或g／L)，在肾脏中MRLs为1．0×
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10。3∥埏。本法的LODs低于MRLs，因而用于测定牛奶和动物组织的卡那霉素

残留具有一定的可行性。

TCA广泛地应用于牛奶和动物组织基体蛋白质的沉淀，减少基体干扰，而

质子化的卡那霉素保留在上清液里。尽管蛋白质沉淀后溶液中还存在一些其它化

合物，高效的分离和选择性的衍生方法能够有效的消除基体的干扰，避免了如固

相萃取方法等繁琐和费时的预处理操作。与柱前衍生方法相比，含有酸性的TCA

的样品溶液，其酸度在衍生之前可以不必调节为碱性。因此，可以采用TCA的

简单预处理方法，如4．2．4节所述，分析牛奶和动物组织样品中的卡那霉素。

图4．8为牛奶样品、6．O×10。4 g／L的混合标准卡那霉素样品和含有6．0×10珥

g／L混合标准卡那霉素的牛奶样品的电泳谱图。图中可见，经过简单的样品处理，

卡那霉素能够和牛奶中的基体杂质分离。

100

80

70
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图4．8牛奶、标准卡那霉素和加标的牛奶样品的电泳谱图

Fig．4．8 Elec仃opherog舳s of milk，standard and milk s锄ple spiked with 6．O×lO_4 g／L

each AG．Experimental cOnditions：separation capilIary，60 cm x 50 pm i．d．；reaction

capillary，19锄×75“m i．d．Other conditions are me s锄e如iIl Fig．4．

考察了6个厂家共计12个批次的牛奶和奶粉样品，标准加入法定性样品峰，
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结果均没有发现卡那霉素样品残留峰。考察了2．O×10。4 g／L，6．O
x 104 g／L和6．O

×10。3 g几三个浓度水平的回收率，回收率在81．6％～93．1％范围，RSDs在4．9％～

8．9％范围，见表4．3所示。

表4．3牛奶中卡那霉素不同浓度水平的回收率

Level l(8)Level2(b) LeveI 3(c)

卡那霉素

回收率(％) RSD(％) 回收率(％) RSD(％) 回收率(％) RsD(％)

阿米卡星 87．5 7．8 91．4 5．7 91．7 4．9

卡那霉素A 83．2 8．6 88．5 7．1 93．1 7．1

妥布霉素 81．6 8．9 90．8 7．8 92．2 5．9

注：(a)Spiked concenn．ation of2．0×10。4 g／L each AG．

(b)Spiked concenn钳ion of6．O×lO．4 g／L髓ch AG．

(c)Spil(ed conc即眦ion of6．O×10’3 g／L each AG．

图4j 9为牛肉样品、6．O×10。g／L的混合标准卡那霉素样品和含有6．O×lO‘3

g／L混合标准卡那霉素的牛肉样品的电泳谱图。图中可见，牛肉中的基体杂质没

有干扰卡那霉素的分离测定。
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图4．9牛肉样品(A)、卡那霉素类标准品(B)和加标牛肉样品(C)的电泳谱图

图注：实验条件(EXperimental conditions)：分离毛细管(s印aration capilla∥)，60 cm×

50“m I．D．；反应毛细管(reaction capilla叮)，19 cm×75 pm I．D．；分离缓冲液

．(separation bu腩r)，50 mmol／L乙酸盐(sodium acetate)·0．5 mmo儿CTAB(pH

5．0)；衍生试剂(derivatization reagent)，1．0 mmol／L NDA，8．O mmol／L 2-ME，35

mmo儿四硼酸盐缓冲液(sodium tetrabo豫te bu行er)的30％(metIlanol，v／v)甲醇

溶液(pH lO．0)；卡那霉素类浓度(concen仃ation ofeach k卸amycin)，6×lOd g／L；

进样(sampIeⅫection)，lO cm高差(height di仃erence)，10 s；分离电压(separation

voltage)，一15 kV。l，阿米卡星(amikacill)；2，卡那霉素A(1(an锄ycinA)；3妥

布霉素(tobr锄ycin)。
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采用本法对牛肉、猪肉、鱼肉、鸡肉、鸡肾几种动物组织进行测定，标准加

入法对样品峰定性，所有样品均未发现卡那霉素类抗生素残留。在牛肉样品中，

加标法测定卡那霉素类抗生素回收率时，加入6．O×104 g／L和6．O×lO‘3 g／L浓度

水平，回收率分别在90．2％～93．6％和92．9％～95．3％范围，RSD分别小于7．2％

和6．8％(n=4)，结果见表4．4。

TabIe 4．4牛肉中卡那霉索不同浓度水平的回收率

注：(a)Spil(ed concentration of6．O×104 g／L each AG．

(b)Sp砥姐con删ionof6．0×lO．3 g，LcachAG．

4．4本章小结

本文提出一种毛细管电泳柱后衍生激光诱导荧光测定卡那霉素类抗生素方

法。分离缓冲液和衍生基体溶液采用不同的缓冲体系，用乙酸钠盐缓冲液、反向

电渗流和负高压分离卡那霉素类抗生素，再与衍生试剂萘二醛／2．巯基乙醇于pH

10．O缓冲液中反应后检测，避免了柱前衍生出现多重峰的现象。荧光衰减曲线研

究表明，使用5 mm反应距离的共轴．间隙式柱后反应器适合于卡那霉素类抗生

素的柱后测定。本方法测定卡那霉素类抗生素易于操作，具有较低检出限和宽线

性范围，可用于食用动物组织中卡那霉素类抗生素残留测定。
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5．1引言

第五章毛细管电泳激光诱导荧光无窗式检测

毛细管电泳是一种高效的分离技术，广泛地应用于生物、化学、环境和医学

领域。由于毛细管光程短和样品体积小，紫外一可见检测灵敏度往往不能令人满

意，因此，灵敏的检测方法或预富集技术常常应用到毛细管电泳分析中川。另

外，试图增加毛细管吸收光程也是一种途径，如采用矩形毛细管【2】，Z形检测池

[3，4】，U形池[5，6】，泡形池【7—9】，套形池【10，ll】等检测池，或采用轴向入射方式

【12，13]增加吸收光程。荧光检测和UV检测相比是一种高灵敏的检测方法，荧光

检测也是一种光学检测技术，遵从Lambert．Beer定律，但是荧光强度对光程的依

赖性没有吸收检测的显得更为重要。另一方面，检测信号愈大或背景噪音愈小，

检测器灵敏度愈高，因而通过提高检测信号或减小背景噪音也能够提高检测灵敏

度。在荧光检测中，毛细管壁、光学器件和室内光线引起的杂散光是产生噪音水

平的一个重要因素。用于柱后荧光检测器的鞘流池能出色地减少背景光的散射

【14，15】。传统的在柱光学检测池如果管壁附着较多杂质，会产生很多的杂散光，

噪音增大；另外管壁如有少量样品的吸附，产生基线漂移。在液相色谱系统中采

用液滴作为无窗检测池【16】，通过将激光束聚焦到液滴中心，防止激光散射进入

光学检测器，可解决检测池的荧光散射多和荧光背景高的问题，和传统的光学检

测池相比，液滴自身用作光学检测池。

无窗检测池拓宽了检测模式并满足了不同检测方法的需求【17．26】。但到目前

为止，无窗检测还没有应用于CE。根据前人研究，无窗检测模式通常是可更新

的液滴在柱端形成检测池，由于在电泳过程中需要在毛细管两端施加持续的高电

压，设计没有检测窗的CE检测系统存在一定的困难，因为这种设计对毛细管的

电接口具有较高的要求。文献曾报道采用很小距离(～l pm)的流体间隙在柱后

电化学检测器用作紧密的电接口【27】，以及采用更大的间隙(20．100“m)作为激

光诱导荧光柱后反应器接口【28．36】，而且还通过毛细管间隙接口处电泳的成像分

析描述了间隙接口的样品的传质行为【37】。尽管上述间隙接口是浸在溶液中，理

论和实验似乎已经显示在间隙没有浸入溶液时，狭窄的液体间隙也具有进行持续

的传质能力。

在设计间隙式无窗检测池时，准直两根毛细管是首要的考虑因素之一。由于

在显微镜下准直两根毛细管操作繁琐耗时，用金属细线作为向导从毛细管内穿过

可以有效地准直两根毛细管[28，35】，但是对于较长且内径较小的毛细管具有一
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定的操作难度。一种塑料固定套圈和聚四氟乙烯管【29，32】，多孔聚四氟乙烯管【3l】

和聚丙烯腈微透析膜【33】也相继精确地准直两根毛细管，这些套管的内径与毛细

管的外径愈匹配，毛细管的准直精度愈高，然而这些符合尺寸的细管或半透膜便

不容易获得。聚酰亚胺涂层套管内径与毛细管石英尺寸非常匹配，能够精确地准

直两根毛细管[38】。

本文描述了一种采用液体间隙接口作为毛细管电泳激光诱导荧光无窗检测

池。在准直的两根毛细管之间形成一个很小的间隙，高电压电泳时在间隙处形成

稳定的持续液流，显微成像监测不同电压以及不同间隙距离对无窗池形状的影

响，并以具有天然荧光的黄素类化合物为样品比较了无窗式检测和在柱检测的性

能。

5．2实验部分

5．2．1仪器

1229型毛细管电泳仪(北京新技术应用研究所)，采用共线光学结构的自制

激光诱导荧光检测系统[38】，25×物镜用lO×物镜(重庆光电仪器有限公司)代

替，其它光学器件未变。MBL—lO二极管泵浦固体激光器(DPSSL，473姗，
lOmW，长春新产业光电技术有限公司)，GD．1型微光测量仪(西安瑞科电子设

备有限公司)和N．2000双通道色谱工作站(浙江大学智能信息工程研究所)。石

英毛细管购自河北邯郸市鑫诺光纤色谱有限公司，其中分离毛细管为60 cm 60

×50¨m I．D．×365¨m O．D．，出口端毛细管为20 cm×50¨m I．D．×365“m O．D．。

显微镜(XSZ．G，重庆光电仪器有限公司)。

5。2．2试剂

黄素单核苷酸(FMN)和黄素腺嘌呤二核苷酸(FAD)购自Alfa Aeser(英国

L锄caster，AJohnson Matthey Company)，核黄素(RF)和其它所有试剂购自上海国

药集团化学试剂有限公司，均为分析纯。黄素类化合物RF、FMN和FAD的化

学结构见图5．1。用去离子水(合肥蓝蓝水业)配制溶液。
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图5．1黄素类化合物的化学结构

1．0×104 mol／L黄素类化合物标准贮备液于4℃保存，混合标准液用水稀释

而成。电泳工作溶液为50 mmol／L硼酸钠盐缓冲液(pH 8．5)，使用前用S·2200超

声清洗仪(120 W，35 kHz，上海杰理科技有限公司)脱气。

5．2。3无窗池的制作

1．0 cm长的聚酰亚胺涂层套的制作参见文献【38】。取两根毛细管，在一端分

别将其断面切割垂直光滑后，分别截取60 cm和20 cm，将两根毛细管的平滑断

面一端除去0．6 cm涂层，再将两根毛细管将插入聚酰亚胺套，在显微镜下仔细

调节两管间隙距离～140“m，在距离间隙0．6 cm处用环氧树脂胶将两根毛细管

平行固定在一个绝缘体上(该绝缘体事先打孔以便光线通过)，待树脂胶完全固

化后再将涂层套灼烧除去，最后固定无窗检测池于三维调节平台。

鸯《叫
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5．2．4电泳过程

每天使用前在两根毛细管的进样端和出口端依次用O．1 mol／L盐酸、水、0．1

mol／L氢氧化钠和水清洗，最后用缓冲液平衡10 min，两次电泳间歇用缓冲液冲

洗2 min，冲洗结束后除去间隙处的残留液滴。电泳时保持进样端缓冲液液面与

出口端液面以及间隙窗口水平。高差10 cm进样lOs，电泳电压15 kV。标准加

入法确认样品峰。

5．2．5无窗检测池成像

将无窗检测池置于显微镜下，以50 mmoI／L硼酸钠盐溶液(pH 8．5)为分离缓

冲液电泳，放大loo倍(目镜10×，物镜lO×)观察无窗检测池的形态，用130

万像素手机(K．T0uch A933，北京天宇朗通通信设备有限责任公司)数码成像。

5．2．6样品处理

菠菜和莴苣样品购自超市，样品处理参照文献[39，40】。取少许菜叶，洗净晾

干切细，称取1．0 g样品置于15 ml离心管，加入3．8 ml甲醇／二氯甲烷(9：10，V～)，

漩涡混合l min，再加入0．1mol／L乙酸铵(pH 6．0)1．8 ml，漩涡l miIl，再于3500

印m离心20 min，取上清液，用0．45 pm滤膜过滤，滤液用蒸馏水稀释，或直接

进样。操作过程尽量采取避光措施。

5．3结果与讨论

5．3．1在柱分离检测

在黄素类化合物具有天然荧光，最大荧光激发波长在450 nm附近，最大荧

光发射波长～530 nm【4l】。由于黄素类化合物的荧光强度受到pH的影响，为了

获得较高的灵敏度，应避免使用pH≥lO．0的碱性背景溶液【42】。RF的pKa值为

lO．2，FMN和FAD的pKa值分别为1．3和6．5【4l】，因而可以利用它们带电电

荷数的不同进行分离。

因为硼砂和邻羟基基团可以形成硼砂复合物，提高了分离的选择性，所以实

验中选择硼酸钠盐溶液作为分离缓冲液进行优化。先考察了pH对分离检测的影

响，图5．2所示为50 mmol／I，硼酸钠盐缓冲液pH分别为8．O，8．5，9．O，9．5时的电

泳谱图。pH 8．O，FAD出现了两个未分离的峰，可能是因为FAD的两个磷酸根

8l



第五章毛细管电泳激光诱导荧光无窗式检测

离子具有不同的电荷数，但是在pH 9．0和9．5时，分析物的荧光强度显著下降，

而且分离时间也明显延长，黄素化合物在缓冲液pH 8．5均基线分离而且荧光强

度较强。
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图5．2硼酸钠盐缓冲液pH对分离的影响

图注：其中(A)pH 8．0，(B)pH 8．5，(C)pH 9．O，(D)pH 9．5。实验条件：毛细管，75／18 cm

×50 pm I．D．；50 mmol／L硼酸钠盐工作缓冲液；进样，10 cm，10 s；分离电压，

15 kv。样品：(1)1．0×lO石mol／LRF，(2)5．O×lO。6mol／LFMN，(3)5．0×l矿

mol／L FAD。
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图5．3考察了硼酸钠盐缓冲液浓度对分离检测的影响。从图中看出，20

mmol／L浓度时，FAD峰形展宽，而且计算表明F八D和FMN峰的分离度仅仅为

1．O，浓度为80 mmoI几时，分离时间较长。因此，本文选择50 mmol／L(pH 8．5)硼

酸钠盐缓冲液作为电泳工作缓冲液。
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图5．3硼酸钠盐缓冲液浓度对分离的影响

图注：(A)20 mmol／L，(B)50 mmol／L，(C)80 mmol，L，硼酸钠盐工作缓冲液(pH 8．5)，

其它条件同图5．2。

产>g-扫一∞口。菪H

oo口QQ∞o占T1孟



第五章毛细管电泳激光诱导荧光无窗式检测

5．3．2检测池实时成像

在液体间隙接口处的持续液流中，荷电为g的带电粒子在场强为E受到电场

力≯的作用[37，43】

万：』生 (5．1)
4嬲r‘

其中，s溶液的介电常数，；为力矩失量。多个粒子受到的合力

尹=∑砧去∑警 饵2，

假设场强在液流中保持不变，连续的荷电粒子受到的作用力可表示为

万：熹停 (5．3)
4船J；2

另一方面，间隙处的液流还受到表面张力的作用，间隙距离改变，液体会形

成不同曲率半径的曲面，产生不同的表面张力。对于曲率半径为RJ和飓的一个

液面，曲面的附加压强符合杨．拉普拉斯公式

⋯c击+寺 强4，

体为表面压力，)，表面张力系数。曲面面积S相应的受力F为

曲面面积S可近似表示为

F=pls

s=足口，R以

(5．5)

(5．6)

其中口1、兜分别为曲面中曲率半径为Rl和尺2相对应的夹角弧度。因而曲面受到

的压力

肚见拈)，畴+去)聃鹏卅t以墨+R) (5．7)

当液体接口浸在溶液中时，表面附加压力忽略不计，浓度高的样品溶液会产

生自由扩散，扩散速率遵循爱因斯坦．布朗位移方程：

三

x=(2Df)2 (5．8)
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其中x扩散距离，D扩散系数，，扩散时间。此时，间隙接口的电泳行为如文献

【37】所述。而本文采用液体接口作为无窗检测池时，液体间隙接口处的液流自身

重力忽略不计，其受到的是电场力和表面张力共同作用结果，当电场力亏和表面

压力F相等，即

i．^

)，8。82(墨+恐)=亡l等 (5．9)
斗嬲’，． ．

此时，可以获得稳定的持续液流。

基于上述分析，间隙大小和工作电压对检测池的形成以及形状影响较大。太

大的间隙导致表面张力过大，使得液流难以在间隙处形成；过高的电压也容易造

成液流扩散到间隙之外，样品在间隙外壁产生残留出现严重的拖尾现象。由公式

(5．9)可知，随着电场的增加，曲率半径随之增大，检测池的形状由凹圆体转

为圆柱体，甚至成为凸圆体。

本文制作了间隙距离分别为80，loo和140¨m的无窗检测池，先观测无窗

池在不同电压电泳时的形态，并在显微镜下数码成像，如图5。4所示。图中可见，

间隙距离一定，随着电压的增大，液流扩大，检测池光学路径变长；电泳电压一

定，随着间隙距离的增大，液流中段凹陷明显增强，检测池光学路径变短。无窗

池间隙取80“m，在工作电压高于6 kV时，即能形成稳定的液流，但电压达到

20 kV，液流会扩散到间隙之外，形成不稳定的液泡，检测时基线不稳定，而且

样品出现较大的拖尾峰。当间隙为100或140“m时，在20 l(V电压，液流的形

状如同毛细管外径大小的液柱，电泳时间超过数分钟，液柱有时甚至会进一步形

成液泡；液流在高于8 kV电压下就能持续存在而不中断。其中间隙为140岬时，
在15 kV电压下通电扣5 s即可形成持续的液流，进而形成稳定的无窗液流池，

该液流池在断电32~34 s后中断并逐渐消失。间隙距离在150 pm以上，当电压

低于18 kV时，液流不易形成，或者在开始加压时在间隙处容易引入气泡。综合

考虑液流(检测池)的光程和稳定性，本文选择140“m的间隙距离。
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瓯卫堋堋幽
丑蔼豳盈瑚

＆皿溘丑
图5．4电泳中的不同间隙距离的无窗池：(A)80“m(B)100 pm(C)140邮

注：电泳缓冲液，50 mmol／L硼酸钠盐缓冲液(pH 8，5)。

5．3．3电压对检测池的影响

一定的间隙距离，液体在间隙距离之间形成的曲面，如果液体曲面的表面压

力不同，则曲率半径不同。公式(5．9)表明，通过改变电场强度来改变电场力，

进而改变液体的表面压力，因而可以形成不同曲率半径的曲面，即得到不同尺寸

的检测光程，如图5．4所示。本文选择140¨m间隙距离的无窗检测池，考察了

电泳工作电压对电泳谱图的影响，结果见图5．5。随着电场增强，电渗流增大，

完成样品分析时间由12 kV时的22 min缩减到1 8 kV时的15 min。12 kV的平均

样品峰面积约为15 kV的85％，而1 8 kV的平均样品峰面积约为l 5 kV的1lO％，

其中FAD的峰面积随电压的变化不大，小于5％。从图5．4可知，检测池的光

程随电压的提高而增加，荧光信号增强，但变化趋势逐渐减弱。FAD荷电相对

较多，冈为场强相对于电荷而言，对电场力的影响较小，荧光强度的变化也较少。

然而在18 kV，基线有时出现较大波动，特别在每次的电泳初始阶段。在1 5 kV

电泳基线总体较为平稳，故而采用15 kV作为无窗式检测池的电泳工作电压。

86
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图5．5不同电压无窗池电泳谱图：(A)12 k￥(B)15“(c)18 kv

图注：实验条件：毛细管，80／20 cm×50岫I．D．；工作缓冲液，50 mm01／L，硼酸钠盐

缓冲液(pH 8．5)；进样，lQcm，lO s。样品：(1)I．O×10—mol凡RF，(2)5．O×

10‘7moI／LFMN，(3)5．O×lO’7mo儿FAD。

5．3．4线，}生范围和检出限

采用在柱检测，黄素类化合物(1xl酽m。l／L RF，5×1酽m01／LFMN脚)的
迁移时间和峰面积的相对标准偏差(RSD，n=5)分别低于1．4％和2．8％(日内差)，

1．9％和4．3％(日间差)。其线性范围、检出限(S／N=3)和分离效率列于表5．1。采
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用无窗式检测，以l×lO—mol／L RF和5×lO—moI／L FMN／FAD的标准样品，RF、

FMN和FAD峰面积的RSD(n=5)分别为3．7％、4．2％和5．8％。RF的线性范围

为5．O xlO一～1．O×lO击mol／L，FMN和FAD的线性范围为3．O×lO一～5．O×10由

mol／L，线性响应范围略小于在柱检测；相关系数为O．998～O．999，和在柱检测

相当；斜率比在柱检测大，显示荧光信号随浓度的变化更为灵敏。采用无窗池检

测，由于没有经过石英池壁的光折射，荧光信号不仅增强，而且背景噪音降低，

无窗池检测的噪音约为在柱检测的二分之一。RF的检出限为1．2×lO叫mol／L，

FMN和FAD检出限均为7．0×lO母mol／L，RF、FMN和FAD的检测灵敏度分别

为在柱检测的15、6和9倍。无窗检测由于样品在检测池处产生较大的径向扩散，

分离效率相对在柱检测明显下降，但是也超过1．0×105理论塔板数，FMN的柱

效甚至达到2．4×105理论塔板数。

表5．1无窗式检测和在柱检测的性能比较

表注：(a)在柱检测的样品为l×lO’6 mo儿I也5×10’6 mol／LFMN／FAD；无窗检测的样品为

1×10‘7mo儿RF，5x104mo儿孙州／F：AD。

5．3．5实际样品分析

图5．6为无窗检测的实际样品电泳谱图。样品按照(5．2．6)小节处理，滤

液用去离子水稀释5倍，标准加入法确定样品峰。莴苣叶样品组分中检测到的荧

光物质主要为RF、FMN和FAD三种黄素类化合物，其它荧光化合物较少而且

荧光强度很弱，谱图基线平稳。用校正曲线法测定RF、FMN和FAD的含量，

结果分别为4．50±0．19×10。o mol儋、1．87±O．08×lO叫mol儋和2．16±O．14×10拶

mol／g，RSD(n=3)在3．7％～5．8％范围。含量测定结果和回收率见表5．2。
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图5．6无窗检测的样品电泳谱图：(A)莴苣叶(B)菠菜

图注：实验条件同图5．5B。
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表5．2样品中黄紊类化合物的含量及回收率

菠菜中检测到的RF和FAD两种黄素类化合物含量较高，分别为1．42±0．05

×10母mol／g和2．66±0．16×lO‘9 mol／g。另外，菠菜样品中还有两种未知的具有

高荧光强度的化合物。从实际样品电泳谱图中还可发现，在RF之前有一个很弱

的分析物峰，从电泳分离的机理可知此化合物在分离缓冲液中带正电荷，即该化

合物可能存在含氮原子的基团，或许这也是一个令人感兴趣的具有生物活性的化

合物。

5．4本章小结

本文描述了一种毛细管电泳激光诱导荧光无窗式检测方法。利用聚酰亚胺涂

层套准直毛细管制作了无窗检测池，利用显微成像监测检测池间隙距离和电泳分

离电压对无窗检测池外形的影响，考察了分离电压对荧光检测信号的影响，实验

验证了从理论上分析无窗检测池的可行性。在优化的实验条件下，用三种黄素类

化合物比较了无窗式检测和在柱检测的性能，结果表明采用无窗检测池，荧光信

号增强，背景噪音减小，检出限降低，其中RF的检测灵敏度甚至提高了15倍。

线性范围也达到两个数量级，而且相关性很好。无窗检测相对于在柱检测，分离

效率明显下降，但是理论塔板数也达到1．O×105以上，基本保留了毛细管电泳

高效分离的优点。无窗式检测方法成功测定了实际样品菠菜和莴苣叶中RF、FMN

和FAD的含量。鉴于无窗检测池易于制作，没有在柱检测管壁出现吸附污染的

缺点，无窗式检测方法在毛细管电泳分析中具有一定的应用价值。
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在国家自然科学基金和学校重点项目基金的资助下，本课题对毛细管电泳激

光诱导荧光检测技术进行了深入研究。研制了简单、低廉的毛细管电泳激光诱导

荧光检测系统，在此基础上，发展了一种简单易制的CE—LIF柱后反应器，并

应用于牛奶和动物样品中卡那霉素类抗生素残留的分析检测，设计了衍生反应池

的加压及冲洗装置，从而解决了柱后衍生反应通道堵塞的问题。另外还提出CE

无窗式检测的新方法。本论文通过深入的理论研究和实验分析，得出了如下的结

论：

1、采用共线型光学结构组装了一台毛细管电泳激光诱导荧光检测系统。利

用核黄素作为分析样品，对影响系统检测性能的光学器件如光阑孔径、光电倍增

管的工作电压条件进行了优化。核黄素的浓度检出限达到9．O×lo．9 mol／L(3．4×

lO击玑)，质量检出限为18 amol，在3．0×10一～1．0×lO。5 mol／L浓度范围内成良

好的线性关系，方法的相对标准偏差(RSD)为2．4％。

2、共轴一间隙柱后反应器可以完成毛细管电泳激光诱导荧光检测柱后反应

的要求。该反应器结构简单，易于制作，无需显微操作，可以采用短的反应距离

适用于快速不稳定的衍生反应。在毛细管电泳分析中，毛细管的准直耦合以及在

柱试剂引入方面将会具有广泛的应用前景。采用毛细管聚酰亚胺涂层套对接和准

直分离管和反应管，衍生试剂从涂层套和分离管之间的环隙，以及两根毛细管之

间的间隙引入反应管中，实现高效分离和快速衍生于一体。另外，设计的衍生反

应池的加压及冲洗装置，解决了柱后衍生反应通道堵塞的问题。氨基酸的检出限

为8×lO一～1．O×10击mol／L，在两个多数量级范围成线性关系，分离效率1．35 x

105～1．67×105理论塔板数，并成功地应用于香醋样品中的游离氨基酸的测定。

3、毛细管电泳激光诱导荧光柱后衍生方法用于测定卡那霉素类抗生素，适

用于牛奶和动物组织中的卡那霉素类抗生素残留的测定。利用共轴一间隙柱后反

应器，以酸性乙酸钠盐缓冲液，在反向电渗流和负高压下分离卡那霉素类抗生素，

再与衍生试剂于碱性硼酸钠盐缓冲液中柱后衍生，激光诱导荧光检测。该柱后反

应衍生方法避免了分离缓冲液和衍生缓冲液两种不同缓冲体系的相互干扰，避免

了柱前衍生出现的多重标记现象，提高了分离度和检测灵敏度。氨基糖苷的检出
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限为3．6×10‘5～5．2×10。5 g几，线性范围为1．1 x 104～5．0×10五g几。该法用于

牛奶和动物组织中的卡那霉素类抗生素残留的测定，回收率为81．6％～95．3％

(n=4)。

4、利用聚酰亚胺涂层套准直毛细管制作了无窗检测池，提出一种毛细管电

泳激光诱导荧光无窗式检测方法。利用显微成像监测检测池间隙距离和电泳分离

电压对无窗检测池外形的影响，考察了分离电压对荧光检测信号的影响，理论分

析和实验验证了进行无窗检测的方法可行性。在优化的实验条件下，比较了无窗

式检测和在柱检测的性能，结果表明采用无窗检测池，荧光信号增强，背景噪音

减小，检出限降低，其中核黄素的检测灵敏度甚至提高了15倍。线性范围达到

两个数量级，无窗检测分离效率为1．O×105～2．4×105理论塔板数，RSD(n=5)

在3．7～5．8％范围。无窗式检测方法成功测定了实际样品菠菜和莴苣叶中三种黄

素类化合物的含量。鉴于无窗检测池易于制作，没有在柱检测管壁出现吸附污染

的缺点，无窗式检测方法在毛细管电泳分析中具有一定的应用价值。
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