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毛细管电泳
/

电化学发光技术及其在临床中的应用

郭
!

炫"综述!李建平#审校

"

"$

西安交通大学医学院附属第一医院检验科
!

%"'':"

#

#$

陕西省西安市中心医院检验科
!

%"'''&

$

!!

关键词"电泳!毛细管#

!

电化学#

!

电泳!微芯片

!"#

(

"'$&8:8

&

;

$<==>$":%&/7"&'$#'""$'"$'#9

文献标识码"
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文章编号"
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!!

电化学发光技术具有简单%原位和高灵敏度的特点#使其

能与毛细管电泳%微芯片毛细管电泳检测器联合运用#并逐渐

应用于生命科学领域$本文结合近年的研究#总结了毛细管电

泳
/

电化学发光技术以及在临床研究中的应用#并综述如下$

A

!

毛细管电泳
/

电化学发光技术

A$A

!

毛细管电泳的基本原理与研究进展
!

毛细管电泳是分析

科学中继高效液相色谱后的又一大进展$毛细管电泳的基本

原理是一类以毛细管作为分离的通道#以高压直流电场为驱动

力#依据样品中各组分或各粒子之间的迁移速度的差异而实现

分离的一类液相分离技术$在电解质溶液中#带电粒子在电场

作用下#以不同的速度向其所带电荷相反方向迁移的现象称为

电泳$各个组分按照迁移速度的大小先后顺序#依次到达检测

器的时间也不同#得到按时间分布的电泳谱图$根据谱峰的迁

移时间和峰面积或峰高即可进行定性和定量分析$

几年前应用最广泛的是二极管阵列!

*3+

"检测器%激光光

热!

HK*

"和荧光!

VH

"检测$近几年来#还产生了灵敏度达到

"'

!

"7I?G

&

H

的激光诱导荧光!

HKV

"%有良好选择性的安培

!

02

"%通用性很好的电导!

23

"和可以获得结构信息的质谱

!

,)

"等多种检测器$与高效液相色谱相比#毛细管电泳具有

高效%快速%微量和便于自动化的特点#它的出现使分析科学进

入纳升水平#为小体积样品分析提供可能$毛细管电泳因其独

有的特性被广泛应用于化学%生物%医药%食品安全%环境%蛋白

以及多肽的分析检测#而药物分析以及兽药的检测是其中很重

要的一个方面$药物分析大致分为
#

个部分(一是原料药定性

定量和相关物质的测定#药物制剂的分析以及稳定性的评价'

二是对液体中的药物进行分析)

"/#

*

$

但是由于毛细管的特性限制!管内径极小#通常
#(

!

"''

#

I

#有效光程短以及纳升级的进样量#对检测器的灵敏度要求

很高"和检测技术上的难度#其稳定性还需要进一步的提高#因

此要选用高灵敏度的检测器与其联用$

A$B

!

电化学发光的基本原理与研究进展
!

电化学发光

!

02H

"#又称电致化学发光#是化学发光与电化学相结合的产

物$是通过施加一定的电压进行电化学反应#在电极表面产生

一些电生的物质#然后这些电生物质之间或电生物质与体系中

某些组分之间通过电子传递形成激发态#由激发态返回到基态

而产生的一种发光现象$

02H

的本质是在一定电位激发下产

生的化学发光过程$因此#

02H

过程除要求对电极施加一定

的电化学信号使电化学反应发生外#还必须提供一定的条件使

随后的化学发光反应发生)

&/7

*

$利用脉冲电压研究铂电极鲁米

诺的电化学发光动力学及其发光机制#使人们对电化学发光#

以及电化学发光的机制有了进一步的认识和了解$随着研究

工作的不断进展#电化学发光开始进入实际应用中#电化学发

光的理论和研究的技术手段也得到了进一步的发展和提高)

(

*

$

#'

世纪
8'

年代之后#电化学发光的应用范围延伸到免疫分

析%

*2O

分析%

3W+

单分子检测%药物分析%生物活性物质分

析等领域$

#"

世纪#电化学发光越来越成为
"

个比较活跃的

研究领域$电化学发光技术还继续研究应用于微流控分析系

统%微阵列光化学传感器%电化学发光成像和量子点电化学发

光等领域)

:

*

$

02H

主要有以下几方面的特点(!

"

"灵敏度高#线性范围

宽'!

#

"反应可控性%重复性好'!

&

"仪器简单#分析速度快#节约

试剂'!

7

"可以获得多种信息#有利于研究快速发光反应和发光

反应机制#分析的应用范围很广$电化学发光已广泛用于草

酸%有机胺%葡萄糖%蛋白质%氨基酸%核酸%药物%免疫等分析和

其他物质的测定$

A$C

!

毛细管电泳
/

电化学发光检测体系的研究进展
!

毛细管

电泳
/

电化学发光联用检测技术#简称
20/02H

$是毛细管电

泳与化学发光及电化学发光的相互结合#兼备了分析灵敏度高

和分离能力强的特点#已经逐渐开始成为分析化学新的研究热

点之一$

三联吡啶钌电化学发光技术通过把电能转化为光辐射能#

应用于衡量样品的分析#成为
"

种灵敏度高%选择性好%极具应

用潜力的检测技术$分离出的被测物与工作电极表面电化学

氧化产生的
OA

!

.

JC

"

&

&4在电极的扩散层区域发生均相
02H

反应#产生的光子作为电泳峰记录下来$被测物!例如有机胺"

也会接触电极表面发生电化学氧化#产生的自由基与
OA

!

.

JC

"

&

#4反应#但是该途径对
02H

反应的贡献就
20/02H

体系而言

可以忽略#因为检测池的毛细管与工作电极界面区域的
OA

!

.

JC

"

&

#4与被测物的相对浓度较大$显然#

20/02H

采用的是

离柱检测的方式#从毛细管中泳出的部分被测物在未到达电极

之前由于扩散或对流作用而进入检测池中#不能接触到
OA

!

.

JC

"

&

&4进行
02H

反应$这种现象类似于电化学安培检测中

遇到的库仑效率的问题$影响发光强度和分离效率的因素主

要有发光反应的量子效率和反应速率#较慢的反应动力学导致

,

%(

,

国际检验医学杂志
#'""

年
"

月第
&#

卷第
"

期
!

K>@_HL.,EB

!

_L>ALP

C

#'""

!

?̀G$&#

!

W?$"



较差的分离效率#这是
20/02H

的
"

个特点$而决定量子效率

和反应速率的因素有溶液的
J

Z

值%反应物的浓度%反应物的

分子结构!即
02H

活性"#以及电泳分离高压%进样量%电极材

料和尺寸等$

20/02H

检测技术的关键在于如何设计电化学发光的检

测池$在设计过程中#主要考虑以下几种因素(如何提高
OA

!

.

JC

"

&

#4试剂#如何消除毛细管电泳高压电场对电化学发光过

程的影响#以及如何有效提高电化学发光的检测效率$

最先有研发者设计了
"

种柱端液槽#在毛细管电泳物质的

溶出端液槽中含有
OA

!

.

JC

"

&

#4

#以及
OA

!

.

JC

"

&

#4氧化所需的

工作电极%参比电极基和辅助电极#使得液槽中的溶液一直含

有生的
OA

!

.

JC

"

&

#4

#当被分离组分进入液槽时产生电化学发

光)

%

*

$

OA

!

.

JC

"

&

#4电化学发光检测池的设计逐渐趋于多功能

化发展$有研究者设计了毛细管电泳与流动注射分析通用的

电化学发光流通检测池#可通过更换电泳分离毛细管和流动注

射进样管切换工作模式)

9

*

$之后的研发者用聚二甲基硅氧烷

材料研究了
"

种快速制作检测池的方法#采用预制模板#经模

塑成型即可得到通用于毛细管电泳的电化学发光%电化学检测

的多功能检测池)

8

*

$

电化学发光检测%毛细管电泳技术和微流控芯片等分析检

测方法#是近年发展起来的新的检测方法#具有灵敏度高%分离

效率强%利于微型化等优点#在基础科学研究尤其是生物及临

床分析中有很好的应用前景$但目前相关专利技术一直把持

在国外大型公司手中#所生产的专用仪器价格昂贵$目前#国

内外尝试用该技术进行有关的基础理论与分析应用的研究工

作刚刚初步展开#这
#

年逐渐呈现出加速发展的趋势#其中以

长春应用化学研究所汪尔康院士领导的研究小组所做的工作

在此领域居领先地位$他们在现有的毛细管电泳
/

电化学发光

光技术研究基础上#将电化学发光%点化学等检测技术与毛细

管电泳%微流控芯片等分析手段有机结合#研发了毛细管电泳

电化学发光综合分析仪)

"'

*

$

A$D

!

毛细管电泳
/

电化学发光微流控生物芯片技术
!

毛细管

电泳
/

电化学发光微流控生物芯片是基于毛细管电泳芯片的电

化学和电化学发光同时检测的技术)

""

*

$在此芯片系统中#三

联吡啶钌
OA

!

.

JC

"

&

#4既作为电化学发光!

02H

"检测所需的发

光试剂与被分析物反应#生成激发态的
OA

!

.

JC

"

&

#4

#从而产生

电化学发光信号'又具有催化作用参与电极表面的电化学反

应#从而得到增强的电流响应$电化学信号与电化学发光信号

同时产生并被分别纪录#从而实现了电化学和电化学发光的同

时检测$此芯片由两部分构成#分别是带有分离和进样通道的

聚二甲基硅氧烷!

*3,)

"层和
K!\

作电极底片#

*3,)

层与

K!\

电极底片采用可逆键合的方式组成芯片#该芯片大大简化

了操作过程#提高了发光信号的采集效率$

B

!

毛细管电泳
/

电化学发光技术在生命科学中的应用

毛细管电泳和电化学发光技术的结合可以成为
"

种低费

用%低成本及简便快速的分离分析技术$

20/02H

技术目前主

要应用于对生物大分子的研究和用于草酸%有机胺%葡萄糖%蛋

白质%氨基酸%核酸%药物%免疫等分析和其他物质的测定$

B$A

!

毛细管电泳
/

电化学发光技术在药物分析中的应用
!

目

前新药研究的一个发展趋势是研制和生产光学纯药物$因此#

在药物研发过程中#手性药物分离和分析已成为分析化学领域

研究的热点$其中#毛细管电泳是手性药物分离中最有效的分

离手段之一$而吡啶钌电化学发光体系具有检测灵敏度高%线

性范围宽等优点#能够满足手性毛细管电泳高灵敏度的要求$

研究提出#腐蚀接头毛细管电泳电化学发光系统#即通过腐蚀

毛细管以提供电泳的电回路从而有效地解决电泳高压电场对

电化学发光过程的影响)

"#

*

$此法分析氧氟沙星和力多卡因的

迁移时间精密度%峰高精密度%检出限均效果良好$采用毛细

管电泳+++钌联吡啶电化学发光法检测制剂中富马酸酮替芬

的含量#该方法已成功用于富马酸酮替芬片及胶囊含量的测

定$此外#研究发现盐酸帕罗西汀能增强钌联吡啶的电化学发

光信号#并已用于盐酸帕罗西汀片剂的测定)

"&

*

$目前#毛细管

电泳
/

电化学发光技术还用于吩噻嗪类药物%琥乙红霉素 %红

霉素%诺氟沙星%马来酸依那普利%盐酸哌唑嗪等的检测)

"7

*

$

由于人体体液中残留有种药物#分离和检测较为复杂#一

般检测手段难以完成$探索其分析应用体系#研究新技术和新

方法#建立应用于代谢体液中残留药物%中草药活性成分的检

测技术就成为当前生命科学的热点$毛细管电泳
/

电化学发光

技术在低费用%低成本及简便快速的分离分析技术和高灵敏%

利于微型化等各方面的优势#使这一技术应用于体液残留药物

的检测)

"(

*

$

B$B

!

毛细管电泳
/

电化学发光技术在蛋白质%氨基酸%核酸测

定中的应用
!

蛋白质是生物体的主要组成物质及生命活动的

基础#是由约
#'

种氨基酸彼此以肽键的形式连接起来的具有

复杂结构的生物大分子$那些具有催化作用的酶%具有免疫功

能的抗体%起运输作用的血红蛋白#以及某些激素%毒素等都是

蛋白质$

20/02H

兼备了毛细管电泳分离效率高和化学发光

灵敏度高的优点#直接用于复杂样品中微量组分的分离与测

定#可同时解决选择性差和灵敏度低的问题#成为完全自动化

分析蛋白质的最有效的手段之一$杨秀荣等基于电化学%压电

阻抗以及
^̀ /N<=

等多种技术表征了中草药诱导下
3W+

和蛋

白质的相互作用过程'应用毛细管电泳电化学检测
#"

个%

&8

个%

9'

个碱基的靶
3W+

#成功实现了同时进行多个单链
3W+

的分离检测#并检测小分子化合物腺苷及腺苷$

在转基因研究过程中#关于转基因食品!

f,V

"的安全性

问题已经受到世界各国政府及人民的广泛关注$以核酸为检

测对象的各种
*2O

技术及以蛋白为检测对象的各种免疫分析

技术是
f,V

检测的主流方法$然而这些方法间及各个实验

室间的重现性问题一直没有得到很好的解决$毛细管电泳技

术与普通平板凝胶电泳相比#具有更高的分离效率和更快的分

离速度#近年来在
f,V

检测方面得到了较快的发展$由于本

方法中用到的
02H

试剂在较宽的
J

Z

值及温度范围内均可以

保持结构稳定#因此可以在
*2O

反应之前对引物进行
02H

标

记#标记后的引物稳定性好#可以实现
"

次标志多次使用$

B$C

!

在生物碱%有机胺测定方面的应用
!

生物碱是许多药用

植物的有效成分#但传统的分离方法能耗大%杂质多%效率低%

分离后样品的测定困难$毛细管电泳具有高效的分离能力#将

它与高灵敏的电化学发光方法相结合#并用于包括生物碱在内

的复杂样品的分离分析已引起人们极大的兴趣$目前#

20/

02H

分离及检测技术的研究在国内外都刚刚起步#尤其是将

该技术直接用于尿样及植物提取液中活性成分的分离测定具

有一定的发展空间和实际应用价值$西北师范大学博士生周

敏利用电化学聚合法制备了稀土铕离子!

/

"掺杂的类普鲁士

蓝膜!

0A/*1

"修饰的铂工作电极#并在此基础上建立了一系列

基于
OA

!

.

JC

"

&

#4体系的
20/02H

联用的分析方法#实现了植

物提取液及人体尿样中青藤碱%阿托品%樟柳碱和山莨菪碱等

几种生物碱的分离与检测#有助于进一步拓展生物碱类物质的

分离和检测方法以及扩大
20/02H

分析方法的应用范围$近

,
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年来#吸毒和药物滥用对人类生活以及社会安定构成了极大的

威胁$因此#发展准确%灵敏%快捷的检测毒品类生物碱分析技

术具有重要意义)

":

*

$

B$D

!

在临床医学分析中的应用和发展
!

20/02H

技术目前主

要应用于对生物大分子的研究和用于草酸%有机胺%葡萄糖%蛋

白质%氨基酸%核酸%药物%免疫等分析和其他物质的测定#但在

临床检验诊断中尚无全面的报道$随着肿瘤分子生物学和免

疫学及人类基因组计划的进展#这个领域已成为肿瘤基础研究

和临床应用的热点$目前#关于临床检测的研究主要有重庆医

科大学的丁敏应用
20/02H

检测系统测定了血清总胆汁酸$

研究结果显示#该方法灵敏度高%线性范围宽%简单快速%成本

低廉#适用于临床测定且与酶循环法具有较好的相关性$在

20/02H

检测系统光泽精系在正电位氧化有较明显的电化学

发光现象#肾上腺素对这一反应有增敏作用
$

从而建立了
"

种

测定肾上腺素的新方法$丙吡胺!

3*

"是
"

种有效地预防和治

疗抗心律失常的药物$对药物蛋白的结合作用的研究有着重

要的临床价值#因为游离药物的浓度会影响药物分布以及药物

效应$药物蛋白结合率是药物动力学的重要参数之一$利用

透析袋平衡透析%

20/02H

电化学发光检测技术测定丙吡胺和

人血浆蛋白的结合率#效果良好$

另外#微型阵列
02H

检测芯片技术也正在研发当中#利用

微机电加工技术制作出带有阵列微型腔体的芯片#硅烷化处

理#固定
OA

!

.

JC

"

&

#4衍生物标志的抗体或单链
3W+

#进行免

疫反应或杂交#施加电位#进行
02H

检测)

"%

*

$该工作有望进

一步提高疾病诊断%肿瘤标志物筛选和检测的速度#在分子生

物学和临床医学研究领域将颇有应用前景$

C

!

存在的问题

有关
OA

!

.

JC

"

&

#4

02H

已经有了较多的研究$这些方法

具有灵敏度高%分辨率强%利于微型化等优点$在基础科学尤

其是生物及临床分析中有很好的应用前景$但目前相关专利

技术一直把持在国外大型公司手中#所生产的专用仪器和封闭

试剂价格昂贵#难于在生命科学实践中普及$

同时#

OA

!

.

JC

"

&

#4

02H

和
20

联合应用的文献数量较少$

从已有报道来看#无论从检测器设计%检测灵敏度%分离效率等

方面都还存在一些技术上的薄弱之处$例如#怎样设计毛细管

与工作电极的界面#以提高分离效率$由于毛细管电泳的进样

量很小#因此对检测灵敏度提出了很高的要求$如何对
02H

非活性的物质进行分离检测等$最近几年非研究性质的毛细

管电泳
/

电化学发光检测器逐渐问世#使得现代毛细管电泳技

术在对生物大分子如氨基酸%蛋白质%核酸%维生素%激素%酶%

抗原%抗体%活性氧等高度分离的基础上具有了更强的检测能

力$然而不足的是#检测器的工作电极易发生吸附毒化#影响

发光效率及测定的稳定性#因此利用化学修饰电极改善分离与

分析#在
20/02H

领域具有重要的研究价值$可以预言#随着

上述问题的不断改善#此方法以其快速%高效%灵敏%经济等诸

多方面的优势#必将成为
"

个具有实际应用价值的高灵敏度的

分离检测方法$
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