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摘　要　毛细管电泳 ( CE)已越来越成为分析体内生物样品中药物及其代谢物的常规方法。 CE生物体内药

物分析中的一个重要步骤是复杂生物样品中微量药物的纯化和浓集预处理过程。本文综述了常用的 CE生物样

品预处理方法 ,包括生物样品直接或稀释后进样、蛋白沉淀、液液萃取与固相萃取、微量样品在线浓集、微透析与

电透析技术等 ,并介绍了相关的典型实例。
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1　概　述

毛细管电泳 ( capi llary electrophoresis, CE )

是基于高压电场为驱动力 ,在细内径毛细管中对阳

离子、中性分子、阴离子按其淌度或 /和分配系数不

同进行高效、快速分离分析的一种新技术。 八十年

代初 ,由于 Jo rg enson和 Lukacs的出色工作 ,为

CE奠定了理论基础 ,展示了 CE高效分离、快速分

析、微量检测、操作简便、费用低廉的优异特点 ,引

起国际分析化学界、生物医药界的浓厚兴趣和高度

重视
[1, 2 ]
。

新兴的 CE是以电泳强有力的分离机理与色

谱成熟的毛细管柱制备技术及自动化的操作优势

相结合的产物。与二十多年来一直作为定性定量分

离分析首选方法的高效液相色谱 ( HPLC)技术相

比 ,无论从效率、速度、样品用量及分析成本来说 ,

CE都充分显示了分离模式多、分析速度快、分离

效能好、分析费用省的技术优势 ,成为当今分析化

学领域的一项前沿技术 [3 ]。 CE的独特优势促进了

CE技术的高速发展和广泛应用。 CE已经从发展

初期零星、分散和探索性的技术准备阶段 ,进入了

一个全面发展的黄金时期 ,涉及 CE实际应用的论

著正以爆炸性 的速度增加 ,研究领域早已跨越技

术发展初衷的生物大分子分离分析界限 ,日益向深

度和广度扩展。随着生命科学和生物医药研究的不

断深入 , CE在生物大分子分离、手性对映体拆分、

无机离子检测、有机药物分析特别是生物体内药物

分析方面显示出前所未有的技术优势和应用价

值
[2～ 4 ]
。

2　毛细管电泳体内分析基本方法

由于生物样品复杂的干扰背景和大量蛋白质

成份的存在以及待测样品组分本身的浓度限制 ,使

CE分离分析生物样品必须满足灵敏度高、专属性

强的特点。因此 ,如同色谱方法一样 , CE生物体内

药物分析应该包括一步或多步的样品预处理过程 ,

目的是使最后进样分析的样品相对纯化和浓集 ,增

进分离重现性 ,提高检测灵敏度。

CE生物样品预处理相对比较简单 ,因为它无

需考虑柱的损害问题 ;而且几乎所有的现有生物样

品预处理方法均已在 CE生物样品分析中获得了

广泛应用 。为了适合微量样品的纯化浓集 , CE样

品柱上在线浓集技术也得到了迅速的发展和成功

的应用 ,以避免离线样品预处理方法可能引起的待

测组分丢失现象 ,同时也进一步提高了 CE的检测

灵敏度。

目前 ,提高 CE生物体内药物分析灵敏度主要

有两条途径:一是采用样品浓集技术包括柱前离线
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浓集和柱上在线浓集 ,一是发展高灵敏的检测器。

场放大堆积 [5 ]是 CE常用的柱上浓集技术 ,即在进

样前先在毛细管进样口引入一段短的稀缓冲液水

柱 ,基于样品离子的电泳速度与电场强度成正比的

事实 ,使样品塞中离子堆积在高浓度的缓冲液界面

上 ,从而大大降低 CE浓度检测限。 发展高灵敏度

检测器一直是 CE仪器改进的方向 ,采用高能量光

源和改变在线检测池的材料或性状等方法有助于

增进光学检测器包括紫外 - 可见光和荧光检测的

检测灵敏度 ;选择特异性的柱后检测手段如电化学

检测和质谱检测更是极大地提高微量待测样品的

检测灵敏度。

一切有效的生物样品预处理方法在纯化与浓

集微量待测组分、提高检测灵敏度的过程中 , 不可

避免地会造成定量误差 ;同时电迁移进样由于其固

有的歧视效应 [6 ] ,在生物样品不稳定电导的情况下

更是严重影响 CE分离分析的重现性。 因此 ,要实

现 CE生物药物定量检测 ,必须选择合适的内标

物。以内标法处理定量信息 Ai /tmi (迁移时间校正

峰面积 )和定性信息 tmi , 一定程度上可以消除 CE

每次进样分析由于进样电压、进样时间、样品电导、

堆积水柱、焦耳热效应等因素造成的进样量误差和

迁移时间波动 ,以及峰速度歧视甚至于毛细管内壁

吸附引起的电泳峰面积差异和迁移时间变化 ,有助

于 CE体内药物检测满足定性定量分析方法所要

求的精密度指标 ,并基本接近 HPLC定性定量分

析的重现性水平 ,使 CE逐步成为分析体内生物样

品中药物及其代谢物的常规方法。

3　生物样品预处理技术及其应用

3. 1　直接进样

对于高浓度的生物样品 , 在一个具有足够检

测灵敏度的 CE系统中 ,采用直接进样或稀释后进

样也是完全可能的。尿样、血浆、血清及唾液离心、

过滤后直接进样 CE分离测定的方法及应用已被

研究 [7 ]。 其基本操作步骤是:生物样品或稀释液经

1500 r /min或高速离心 ,上清液用 0. 2μm或 0. 45

μm微孔滤膜过滤 ,取续滤液进样分析。 尿样直接

进样明显的好处是避免复杂的样品预处理步骤 ,一

般仅需要简单的稀释或水解过程。如果尿样直接进

样 ,则必须采用高浓度的缓冲液 ,以实现 CE的高

效分离。 Li等对尿液中 80 ng /m l右美沙芬及其代

谢物右啡烷进行 CE定量分析 ,经酶水解后直接进

样 15 nl,样品区带几乎占整个毛细管柱 10%的容

积 ,但选择 0. 175 mol /L硼酸缓冲液 ,其场放大堆

积效应使电泳分离效能超过 300000塔板数 [ 8]。

血样直接进样的主要困难是高浓度蛋白质的

存在 ,但稀释后的血清直接进样进行 CZE分离还

是可行的。 如果运行缓冲液浓度较高 ( 0. 1 mol /L

硼酸溶液 ) ,对于待测组分含量较高的血清样品则

可以多倍稀释 (如 10倍 ) ,从而保证待测组分的迁

移时间和分离效能相对稳定。 同时 ,每次血样直接

进样后毛细管柱的有效冲洗也是十分必要的 ,其中

以含有 SDS的缓冲液冲洗柱子可以很好地除去管

壁吸附的蛋白质 ,并使电泳柱在短时间内达到平

衡
[9 ]
。基于表面活性剂 SDS能够结合并溶解蛋白、

阻止蛋白质在毛细管内壁吸附 , Nakagwa等首次

将 M ECC成功地应用于血浆样品直接进样分

析 [10 ]。 Schmw tz等还以血浆样品直接进样方法比

较了不与血浆蛋白结合的乙琥胺、血浆蛋白结合率

约 50%的戊巴比妥及血浆蛋白结合率大于 99%的

萘普生的 MECC结果 , SDS胶束的作用可使 血浆

蛋白变性而释放结合的药物 ,以至于高蛋白结合率

的药物也能被定量检出 [ 11]。

3. 2　蛋白沉淀

生物样品除蛋白步骤是预处理过程的重要部

分 ,其中在血浆或血清中加入合适的蛋白变性试剂

使蛋白质沉淀的方法 ,有助于使变性蛋白释放结合

状态的药物 ,以保证检测生物样品中的药物总量。

常用的 HPLC生物样品预处理蛋白沉淀试剂包括

有机溶剂、强酸、强碱和无机盐类 , 但对于 CE分

离分析而言 ,一些无机盐包括强酸、强碱由于沉淀

蛋白效率相对较差 ,其大体积添加不仅稀释了样品

浓度 ,而且易引起 CE进样样品上清液电导增大 ,

显著影响体内微量组分的分离度和检测限。而选择

有机溶剂特别是乙腈应用于 CE生物样品预处理 ,

它既可以除蛋白、释放蛋白结合药物、提高疏水性

待测组分的溶解度 ,更重要的是在保证用于 CE分

析的样品上清液有足够电导的前提下 ,使沉淀过程

中被稀释的微量药物通过使用相对高电导的运行

缓冲液以达到柱上场放大堆积浓集的 效果。 Shi-

habi研究认为 , 1. 5体积的乙腈处理 1体积的血浆

样品是 CE生物样品预处理蛋白沉淀的最佳方

法
[12 ]
。如果将样品预处理后的上清液吹干浓集 ,则
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可以进一步提高 CE体内分析的检测灵敏度
[ 13]。

3. 3　液液萃取与固相萃取

延用色谱技术中样品预处理的液液萃取与固

相萃取 ,是目前 CE常用的生物样品离线纯化浓集

技术。

液液萃取和固相萃取方法从生物样品中分离

提取待测组份具有一定的选择性 ,这种选择性可以

通过改变萃取溶剂的极性及固定相特征和洗脱剂

性能来获得 ,其中 ,分步固相萃取操作还可以将几

组性质不同的药物依次分离萃取 [ 14]。液液萃取和

固相萃取的共同特点是使生物样品中高浓度的无

机盐在萃取过程中除去 ,且最终得到的待测组份浓

度通常为初始样品的 10～ 100倍 ,弥补了 CE常用

紫外检测器灵敏度低的缺陷 ,对于许多药物 ,甚至

采用紫外检测器也可使最低检测限达到 0. 1μg /

m l
[15 ]。但液液萃取和固相萃取方法操作时间较长 ,

又不适合处理微体积样品。

最近 , van der V lis等将电场施加在液液萃取

系统的两相界面 ,进行液液电萃取 ( liquid-liquid

electro ex t raction )操作 ,不仅极大地提高离子组

份的萃取效率 ,而且可以实现以小体积缓冲液来迅

速萃取浓集大体积有机溶剂中待测组份的目

的 [16 ]。 Soini等结合传统固相萃取和电驱动洗脱 ,

提 出了 一种电 色谱 固相 萃取 ( elect roch ro-

ma tog raphic solid-phase ex traction)方法
[ 17]。 在

C18固相小柱两端 施加 150 kV电压 , 0. 5 ml西米

替丁血清样品可用 50μl洗脱液来收集 ,萃取回收

率可达 93% ,待测组份浓集 10～ 15倍。

3. 4　微量样品在线浓集技术

3. 4. 1　固相萃取在线浓集　由于离线样品预处理

方法都可能丢失待测组份 ,而且生物样品量越小 ,

样品预处理越困难。 因此 , Guzman等首次将固相

萃取技术应用于 CE的在线样品富集 ,用填充结合

抗体的玻璃球浓集器置于分离毛细管前端 ,成功地

实现了尿液中脱氧麻黄碱的在线浓集和 CE分离

分析 [18 ]。 最近 Strausbauch研究小组 [19 ]报道了制

作简便固相萃取 -CE在线浓集装置的方法。他们用
直径相匹配的聚乙烯或 Tef lon小管接合分离毛细

管 ,其中填充 50～ 100 nl的反相色谱 C18或 C8填

料 ,并以少量 玻璃纤维封口。浓集样品采用压力进
样 ( 0. 5 psi× 1. 0 min) , 40～ 100 nl的乙腈 - 稀盐

酸混合液洗脱 ,灵敏度的增强可以简单地通过浓集

样品量 ( 1～ 100 nl)和洗脱溶剂量的比值来确定。

参考 HPLC柱切换方法 , Debets等还设计了一个

带有微量固相预柱的旋转进样切换阀 ,以液相色谱

泵驱动大体积样品液柱前浓集 ,切换阀旋转后电渗

流解吸进行正常 CE分离分析 ,检测罂粟碱灵敏度

可提高 2～ 3个数量级
[20 ]
。

3. 4. 2　等速电泳在线浓集　等速电泳与其它 CE

分离模式不同 ,它具有独特的电解质系统 ,即前导

电解质和尾随电解质。在等速电泳中 ,低浓度样品

组份将遵循 Kohlrausch调整函数 ,使其浓度适合

前导离子浓度水平 ,从而使样品区带产生强浓缩作

用 ,是目前 CE分离分析一种理想的微量样品在线

浓集技术。采用等速电泳与 CE两级在线连接进行

浓集与分离 ,可分为 对接式耦合和套接式耦合二

种方式 ,其浓缩因子可达 100～ 1000倍
[21 ]
。但是 ,

二者共同存在着装置复杂、操作繁琐的问题 ,而且

CE分离过程易受等速电泳系统的影响 , 造成电泳

分离分析重现性差。为此 , Fo ret等提出了 CE单柱

短暂等速电泳浓集方法 ,通过大体积进样和等速电

泳浓集降低了 CE的浓度检测限 ,使其分析灵敏度

增加两个或更高的数量级
[22 ]
。但是 , CE单柱等速

电泳浓集也有不足之处 ,过长的进样塞占用了分析

毛细管的有效长度 ,使 CE分离度 受到影响。 因
此 ,为了保证大体积进样的等速电泳浓集与 CE分

离的正常进行 ,使 CE真正实现高效分离、灵敏检

测 ,在等速电泳过程中 ,采用反向平衡推力以保证

堆积区带位于分离毛细管进样口 ,是十分有效的措

施 [23 ]。

3. 5　微透析与电透析技术

微透析技术起源于二十世纪七十年代 , 是一

种利用膜透析原理 ,微量地对生物体液进行流动性

连续采样的新技术 , 具有样品纯净、取样量少、可

实现在线进样分析等特点 ,目前已发展成为药理

学、临床医学、药代动力学和生物药剂学等方面研

究的重要工具
[ 24]
。微透析取样装置主要由注射泵、

微透析探针、连接管和收集器组成。微量注射泵流

速一般只有 0. 5～ 5μl /min,探针常用长度仅为 0.

5～ 10 mm,决定了微透析取样量少、回收率低 ,同

时也对定量检测方法提出了更高的要求。具有高效

分离、 快速分析、微量进样和灵敏检测优势的 CE

目前已成为微透析取样较为合适的分析手段 ,其中

在线联用的微透析-CE装置已成功地实现了活体

动物血浆、全血、脑组织以及皮下组织中微量药物

的定量检测
[25-27 ]
。

生物体液中微透析取样仅仅是一种按浓度梯

度逆向扩散而无选择性的动态过程 ,没有外力作
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用 ,低的回收率一般仅为 20%～ 30% ,因而不可能

具有样品浓集效应。 Buscher等将一高电场加在透

析膜两侧 ,使待测组份不仅沿浓度梯度扩散 ,而且

还选择性地电迁移通过透析膜 ,建立了电透析

( elect rodialysis)方法 ,并与 CE易于实现在线联

用 [28 ]。电透析装置由唐南 ( donor )室和接收室组

成 ,按静态或动态二种方式操作 ,同时透析膜两侧

电导差异有助于增进待测组份的浓集。电透析 -CE

已成功地应用于血浆中三磷酸腺苷和植酸酶水解

培养液中肌醇的分离分析。
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