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高效毛细管电泳分离中焦耳热现象的考察

范国荣 张正行 陈 伟
` 妥登魁

(中国药科大学药物分析学研究室
,

南京 2 1 00 09)

摘 要 以黄连素及其化学衍生物为分析对象
,

通过不同操作条件下分离效能
、

溶质迁移时

间
、

电压电流关系 以及电泳运行功率的关系
,

来考察高效毛细管电泳过程中管内焦耳热现象对样品

分离的影响
,

明确了在综合优化电泳分离条件中限制焦耳热的必要性
。

关键词 高效毛细管电泳 ; 电泳分离
;
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高效毛细管电泳 ( H P C E )是在平板 电泳

基础上发展起来的一种新型的检测技术
,

广

泛地应用于生物大分子
、

无机离子
、

光学异构

体及有机药物 的分离分析
。

H cP E 采用细孔

径毛细管 ( 25 一 1 00 协m )进行电泳分离
,

可以

有效地减少曾限制传统电泳高压使用的焦耳

热效应
,

使 毛细管 电泳的高效 分离成 为现

实 l[ 一 3〕
。

但是
,
H P c E 中仍然存在着 由于电泳

操作条件选择不 当所 引起的焦耳热过高现

象
,

从而导致毛细管径向不均匀的温度梯度

和局部 电解质缓冲液浓度的变化
,

造成 电泳

区带展宽
,

最终影响分离效能
。

本文选择黄连

素及其化学衍生物为分析对象
,

对 电泳分离

过程中操作因素引起的焦耳热效应进行较为

细致的考察
,

为综合优选电泳条件过程中有

效地限制焦耳热的不良影响提供参考
。

化学研究室提供
;
实验所用有机溶剂均为分

析纯
,

水为重蒸馏水
。

1
.

2 操作方法

按要求配制实验所需各类试液
,

使用前

用 0
.

4 5 协m 微孔滤膜过滤
。

2 0 e m 只 2 5 砰m 毛

细管使用前分别用重蒸水和缓冲液清洗 5一

1 0 m in
。

操作缓冲液平衡 5 m in 后进样
,

分析

一次冲洗一次
。

采用电迁移进样
: 4 k v, 6 “ ;正

极进样
,

负极检测
。

室温
:
( 15 士 1 ) C

。

样品溶液配制
:

精密称取黄连 素及其化

学衍生物适量
,

溶于 0
.

1 m ol / L 盐酸
一

无水 乙

醇 ( 1
: l

,
v /哟试液中

。

分别取等体积的黄连

素及其化学衍生物贮备液
,

加一定量缓冲液

稀释至浓度约为 1 00 禅g / m l
,

混匀后备用
。

结果与讨论

实验部分
工作电压升高对管内焦耳热 的 影响

根据电泳分离效能的基本表达式川
:

1
.

1 仪器与试 药

美国 B i o
一

R a d H P E
一

1 0 0 型高效毛细管 电

泳仪 ; 日本岛津 C
一

R 6 A 色谱数据处理机
; 上

海大华自动平衡记录仪
; 上海雷磁 p sH

一

25 型

酸度计
。

黄连素 ( B )
、

四氢黄连素 ( T H B )
、

对氯 节

基四氢黄连素 (盯B )
,

由中国药科大学药物

、 _ 鲜
艺l )

式中 热 为电泳淌度
,
厂 为工作 电压

,

D 为

扩散系数
。

在 H P C E 分离过程中
,

升高 电压可以提

高电泳分离效能
、

减少分析时间
,

但同时带来

了毛细管内电流的上升并进而引起 电泳运行
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功率 砰 (电压与电流乘积 评一 「 ·

) I的增加
。

当运行功率超过毛细管壁热散逸能力时
,

焦

耳热就会急剧上升
,

造成毛细管中心处温度

高于管壁温度
,

形成径向温度梯度
,

即
:

0
.

2 4W

4 K

,

其中 K 为缓冲液的导热系数 s[]

勺̀勺
几
l

八é11

V

只ú̀卜

由于缓冲液粘度与温度的关系s[]
:

刀一 A
·

1 0班
,

其中 A
、

刀为常数

毛细管内的径向温度分布
,

必将引起缓

冲液介质在径向产生梯度
,

从而影响溶质迁

移
,

导致电泳 区带展宽
,

柱效下降
。

本文考察

了工作电压变化对黄连素及其化学衍生物分

离效能
、

溶质迁移时间及 电压电流关系的宏

观影响
,

结果见图 1~ 3
。

户产、

<
二

、~ 尹

抽叫

F i s 3
.

T h e d js P r o OP r t i o n a t e i n e r e a s e i n e u r r e n t w it h v o l at g e

二/ 产
ǎ乙工XàZ

10 12

F i g 1
.

E f f e e st o f a , P li e d v o l ta g e o n e o l u m n e f f i e ie n C y

B : -

一
; T H B

一

O
一
;

PT
B 一 x

( u一uJ) ó1

F 19 2
.

E f f e e st o f a p P l i e d v o l t a s e o n m i g r a [、 o n t lm e

从 图 1 ~ 3 可 以看 出
,

在 pH 6
.

5
,

0
.

05

m of / L 磷酸盐缓冲液条件下
,

随着工作电压

升高
,

毛细管内焦耳热对电泳分离确实存在

影响
,

造成 了
.

分离效能的降低
、

溶质迁移的非

线性增加及 电压电流关 系偏离欧姆定律
; 同

时也为毛细管电泳分离过程考察过热和温度

梯度的存在提供了三种相互验证的方法
。

2
.

2 缓冲液休亲改变对管内焦耳热的影响

.2 .2 1 p H 值 引起 的焦耳热变化 缓冲液

p H 值是影响 电泳分离最重要的因素之一
。

但

是
,

不同 p H 值的缓冲液
,

在改变荷电粒子表

面电荷密度的同时
,

因缓冲对组成质与量上

的差异
,

导致了毛细管内的焦耳热变化
。

由于

毛细管柱温的上升与电泳遏行功率 w 有直

接关系
,

故本文通过电泳运行功率 w 来表征

毛细管内的焦耳热效应
。

图 4 显示了在运行

电压 s k v
,

0
.

05 m of / L 磷 酸盐缓 冲液条件

下
,

p H .2 5~ .7 5 范围内的焦耳热趋势
。

在实

验过程中
,

不同 p H 值的磷酸盐缓冲液系列

是以 0
.

05 m ol / L 磷酸二氢钠溶液浓度 为基

准
,

采用 0
.

2 m o l / L 盐酸液
、

0
.

1 m o l / L 氢氧

化钠液的调节来配制的
。

因此
,
p H 因素引起

的焦耳热变化
,

实质上就是在 0
.

05 m ol / L 磷

酸二氢钠溶液中添加的不同数量的盐酸
、

氢

氧化钠所造成的
。
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磷酸盐缓冲液体系条件下
,

比较不同乙醇浓

度与焦耳热的对应关系 (图 6 )
,

明显地看出

在操作缓冲液中添加适量的有机溶剂还有一

个很大的优点
,

即通过引起缓冲液粘度增大
、

介电常数减小来降低毛细管内的焦耳热
。

3
.

5 4
.

5 5
.

5 6
.

5 7
.

PH

F i g 4
.

E f f e e st o f P H o n J o u l e hea
t i n ca Pi l la r y

2
.

2
.

2 缓冲液浓度 引起 的焦耳热变化 一

般来说
,

随着缓冲液浓度增加
,

溶质的电迁移

速率下降
。

然而
,

缓冲液浓度的增加
,

因导电

离子数的增多
,

明显地引起电流值增大
,

造成

毛细管内的焦耳热升高
。

图 5 为缓冲液浓度

与运行电流的关系 (工作电压
: 8 k v

,

缓冲液
:

p H 6
.

5 磷酸盐缓冲液 )
,

从中可见
,

电流以及

相应的焦耳热随着缓冲液浓度的增加而增加

( l = 1
.

4 4 + 0
.

17 4 C
, , = 0

.

9 9 8 )
。

因此
,

在毛

细管电泳操作过程中
,

需要考虑在基本不降

低分离效 能的前提下
,

选择较低缓冲液浓度

来进行电泳分离
。

蓦

1 0 1 5
E t h a n o l ( % )

F 18 6
.

C o r r e la t i o n o f e u r r e n t a n d e t h a n o l e o n et n t in b u f fe r

要

2
.

4 高压运行时间对管内焦耳热的影响

对缺少毛细管冷却系统的毛细管电泳仪

而言
,

高电场长时间操作运行 常常会引起管

内电流以及相应焦耳热的上升
,

因而影响迁

移时间及分离分析的重现性
。

图 7 为 8 k v 工

作电压及 0
.

05 m ol / L p H 6
.

5 磷酸盐缓冲液

条件下运行时间与管 内电流的相关性
; 显而

易见
,

为了保证毛细管电泳分离的重现性
,

每

次进样运行后须用操作缓冲液冲洗冷却毛细

管
,

以降低管 内焦耳热对 下次 电泳分 离的

影响
。

2 0 40 6 0 8 0 1 0 0

C / m m o l
·

L
一

1

F 18 5
.

C u r r e n t a s a f u n e t i o n o f b u f f e r e o n ce n t r a t i o n

2
.

3 添加有机溶剂对管内焦耳热的影响

在操作缓 冲液 中添加一定量 的有机溶

剂
,

在胶束电动毛细管色谱分离模式中得到

了广泛的应用
,

其主要 目的是增加所分离样

品的溶解度和提高样品分离的选择性川
。

然

而
,

在 s k v 工 作 电压
、
p H 6

.

5
,

0
.

0 5 m o l / L

蓦

10 15 2 0
t
/ m in

2 5 30

F 19 7
.

C o r r e la t i o n o f e u r r e n t a n d r u n n i n g t im e i n a P Pl ied v o l at 朗
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天
一

苯甜二肤及其制备工艺通过鉴定

天
一

苯甜二肤 ( A P M )是当前世界止应用最广泛 的人工合成二肤甜味 剂
。

中国药锌大学吴梧

桐教授 主持的 国 家科委
“
八五

”
攻关项 目研究组

,

应用选择性化学合成法制备 A P M
,

将特异 L
-

天冬氛酸活化物与苯丙 氛酸 甲醋一 步反应得到产物
,

缩合率达 70 %
,

产品 质量符合食品级质

量标准
。

该工 艺专一性强
,

工 艺简便
、

稳定
,

成本较低
,

是一 条独 创性的先进工 艺路线
。

该工艺

已于 19 9 6 年 2 月通过国家医药管理局组 织 的科技成果鉴定
。


