
灵敏系数 ≤
≅ ≅ ≅

≅ ≅ ≅

≅

故标准不确定度为 ≤ # ∏ ≅ ≅

4 5  平均片重 • 测量带入的不确定度

•

ρ •

式中 • ) 每片维生素 片的质量

) 维生素 片的称取片数

灵敏系数 ≤ •
5•
5•

∏ • 与 κ 相同评定为 ∏ • 所以 每片

维生素 片称量带入的标准不确定度为 ≤ • # ∏ •

≅ 故 ∏ • ≈ ≅ ≅

≅

灵敏系数 ≤ •
≅ ≅

≅ ≅ ≅

故标准不确定度为 ≤ • # ∏ • ≅ ≅

5  不确定度分量的合成

不确定度一览表见表 ∀

表 2  不确定度一览表

Ταβ 2  ≥ ∏ ∏

不确定度来源 标准不确定度 ∏ ¬

重复性测定维生素 片中 含量

吸收度测定

试液制备 !稀释体积测量

所取样品称量

平均片重称量

  ∏ ¬

∏ ¬

6  扩展不确定度

¬ ∏ ¬ ≅ κ ≅  覆盖因子 κ

7  报告

本次维生素 片中 含量为标示量的检测结果

? ? Π % , κ ∀
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影响毛细管电泳分析结果精密度的因素及其控制

张慧文 何丽明 广州市药品检验所 广州

摘要 毛细管电泳 ≤∞ 由于具有分离效率高 !分析速度快 !实验成本低 !仪器操作简单 !操作模式多等特点 在分析化学 !生命

科学和药学领域都有广泛的应用 特别是在药物分析和分离方面引起了人们的高度重视和极大的兴趣 ∀但是 由于 ≤∞常规

分析的精密度的往往不太好 难以普及应用于日常的药物分析中 ∀鉴于 ≤∞分析结果的重复性依赖于许多因素 如能对这些

因素进行优化和控制 ≤∞也能得到比较理想的结果 ∀笔者就影响 ≤∞分析结果精密度的因素进行了探讨 并提出了相应的控

制措施 ∀

关键词 毛细管电泳 精密度 定量分析

中图分类号    文献标识码    文章编号 2 2 2

  毛细管电泳具有高效 !高选择性 !消耗试剂少 !运行成本

低 !易自动化等特点 已经成为高效液相色谱的重要补充 ∀

中国药典 年版附录中已收录此法 但至今仍未收载用

毛细管电泳分析检验的药物品种 ∀这是因为 ≤∞分析结果的

精密度往往不太理想 用于定性的迁移时间及定量的峰面积

重复性较差 有时误差在 以上 ≈ 大大限制了其在药品

质量控制中的广泛应用 ∀为了提高 ≤∞的重复性 研究人员

从仪器理论及操作上进行了大量的研究工作 ≈ 2 并取得了

一定的成果 ∀笔者结合在实际工作中的体会和经验 对影响

毛细管电泳分析结果精密度的主要因素及其控制办法探讨

如下 ∀

1  毛细管柱温的影响
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由于作用于毛细管两端的高电压会引起电解质本身自

热 即焦耳热 ∀焦耳热在通过管壁向周围环境散热的过程

中 在毛细管内形成径向的温度梯度 管中心温度最高 由中

心向管壁温度逐渐下降 ∀它能改变缓冲液的黏度 影响电渗

流的线速度 使峰展宽 分离效果变差 迁移时间精密度变

坏 ∀为了减少焦耳热 常需 采用温度控制装置 尽快除

去热量 使系统尽可能地保持恒温 ∀毛细管的温控方式一般

有气体 !液体和固体控温三种 ≈ 其装置的复杂程度依次加

大 但控温效果也依次提高 但对于 ∗ • 功率的条件

而言 用气体进行控温也足够了 ∀ 采用较低的操作电压

可以使工作电流减小 生成热源减少 因而热效应引起的峰

展宽减少 对提高分离效率有利 ∀但是减少电压又会使分离

效率下降 故一般控制在 ∗ ∂ 恒压 ∀ 采用低淌度

的物质组成缓冲体系 如 × ≈三 羟基甲基 氨基甲烷 !硼

酸盐 !组氨酸等 ∀因本身淌度小 在相同操作电压下其工作

电流比同浓度的其他物质小 因而焦耳热小 ∀ 采用细内

径的毛细管 一可减小电流 因此减少自热 二可增大散热面

积 侧面积与截面积之比 因此能加快散热 大大降低管中

心和管壁之间的温差 使焦耳热引起的峰展宽变小 但内径

过细不利于对吸附的抑制 同时又会带来检测 !进样的困难

且易造成柱的堵塞 ∀目前常用的毛细管内径为 ∗ Λ ∀

2  进样的影响

≤∞的进样方式有流体动力学进样和电迁移进样 前者

是最常用的进样方法 它主要是压力进样 当用压力进样时

进样体积是样品缓冲液黏度 !所用压力及进样时间的函数

进样量与淌度无关 所用压力的变化通过调整进样时间自动

补偿 ∀文献 ≈ 给出了三种进样时间进样重复性的比较 结

果表明 进样 的重复性优于 及 ∀在进样时间太短

时 常会使进样精密度变差 特别是在柱子较短 !较粗 !样品

浓度高时更是如此 ∀在进样时间长时 毛细作用引起的自发

进样的差异对进样量的影响降低 但进样时间不宜太长 否

则会增加样品塞的长度 使柱效和分离度降低 ∀因此 只要

检测器能够提供足够大的信号 进样区带宜越小越好 ∀一般

进样时间为 ∀当用电迁移进样时 通过改变进样电压和

时间控制进样量 而且进样量还与淌度有关 因此在电迁移

进样中 对被迁移的溶质有一种歧视效应 即对淌度较大的

组分进样量会大一些 反之则要小一些 所以在对多组分样

品组定量时 必须使所有样品溶液的离子浓度尽可能地保持

一致 ∀

3  操作电压的影响

柱长一定时 随着操作电压的增加 迁移时间缩短 在一

定的范围内 柱效随电压增大而增高 但随着操作电压的不

断升高 柱内的焦耳热增加 柱效反而下降 缓冲液的黏度减

小 使操作电压和迁移时间的关系不呈线性 因此常需选择

最佳电压 ∀一般说来 偏离线性段的电压 不适宜作为理想

的操作电压 因此时相应的电流偏大 ∀最佳操作电压的设置

视系统和组分而异 ∀

4  缓冲液的影响

4 1  缓冲液种类的影响

电泳过程在缓冲液中进行 缓冲液的选择直接影响粒子

的迁移和最后的分离 ∀缓冲液的选择通常须遵循下述要求

≠ 在所选择的 范围内有很好的缓冲容量 在检测波长

的吸收低 ≈自身的淌度低 即分子大而荷电小 以减少电流

的产生 …为了达到有效的进样和合适的电泳淌度 缓冲液

的 值至少必须比被分析物质的等电点高或低 个 单

位 ∀ 只要条件允许就尽可能采用酸性缓冲液 因在低

下 吸附和电渗流值都很小 毛细管涂层的寿命较长 ∀常选

择高浓度低电导的硼酸盐 !磷酸盐 !× 缓冲体系 ∀

4 2  缓冲液 的影响

带电粒子在电场作用下的定向迁移过程受缓冲液 的

影响较大 ∀它表现在以下几方面 ≠ 影响溶质本身的电荷

对于两性电解质来说 在缓冲液的 低于溶质的等电点时

溶质带正电 朝阴极迁移 和电渗同向 因此粒子迁移的总速

度较电渗还快 ∀若缓冲液的 高于溶质的等电点时 情况

则恰恰相反 ∀ 的改变会引起电渗的变化 在高 下

电渗很大 流出次序依次为阳离子 !中性分子和阴离子 ∀这

时中性分子因为其净电荷数为零而无法分离 ∀对于淌度的

绝对值小于电渗淌度的阴离子 将朝阴极迁移 而其余的阴

离子将无法流至阴极 ∀ ≈ 在碱性条件下 改变 值可起到

缓解管壁吸附的作用 ∀即如果缓冲液的 高于溶质的等电

点时 溶质带负电 与管壁表面硅羟基产生库仑排斥作用 从

而避免吸附 ∀

4 3  缓冲液浓度的影响

它主要表现在以下几方面 ≠ 对分离度的影响 增加缓

冲液浓度 使离子强度增加 因此明显改变缓冲液的容量 减

少溶质和管壁间 !被分离的粒子和粒子间的相互作用 从而

改善分离 ∀ 对迁移时间的影响 在大多数情况下 随着缓

冲液浓度的增加 电渗流速降低 溶质在毛细管内的迁移速

率下降 因此迁移时间延长 ∀ ≈ 对柱效的影响 对于迁移时

间较短的组分 其柱效随浓度的增加而明显增大 对于迁移

时间较长的组分 两者则没有明显的相关性 ∀

4 4  缓冲液重复运行的影响

缓冲液的损耗会导致淌度和电渗的变化 从而影响分离

和溶质的迁移时间 宜经常更换缓冲液 其频率可根据实验

确定 ∀如每运行 ∗ 次 更换一次 ∀

5  添加剂的影响

添加剂是毛细管电泳中的一个十分重要的控制因素 表

面活性剂是毛细管电泳中使用最多的一种缓冲液添加剂 如

十二烷基硫酸钠 ≥⁄≥ !十六烷基三甲基季胺溴 ≤× !聚

氧乙烯基山梨糖醇酐 ×• ∞∞ 等 ∀它们可用作疏水溶质的

助溶剂 !离子对试剂或壁表面改性剂 ∀有机溶剂也被广泛用

作添加剂 如甲醇 !乙腈 !三氟乙酸酐 ×ƒ 等 ∀它们可改变
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电渗流速度 通常是使之减少 以及改变选择性 ∀在蛋白质

分离时 还将一些盐 如磷酸盐 !盐酸盐和硫酸盐 加到缓冲

液中以影响蛋白质的构型从而影响分离 ∀这是因为盐的存

在会占据一定的管壁吸附点 破坏偶电层 减少蛋白质的吸

附 影响电渗 但加盐会使焦耳热上升 也会增加紫外吸收本

底 导致检测灵敏度降低 因此必须有所节制 或者采用低场

强或细管径毛细管柱予以补偿 ∀在分离手性化合物时 还要

使用手性添加剂 如环糊精 !冠醚 !胆汁盐等 以改善其分离

度 ∀在分析体内药物时 还常加入一些线性亲水聚合物 如

甲基纤维素 !聚丙烯酰胺 !聚乙二醇 °∞ !聚乙烯醇 °∂ ≤

等 可减少电渗流及减少样品的吸附 ∀

6  冲洗程序的影响

6 1  石英毛细管的清洗

毛细管首次使用或长时间不用后重新使用 应清洗毛细

管内壁表面并用稀碱液活化 因为迁移时间的精密度与分析

前或分析中毛细管内表面的预处理有关 ∀一般使用浓度为

∗ # 的盐酸 !氢氧化钠溶液和高纯水按一定程序

冲洗即可 ≈ 因为酸液中的 对管壁上吸附的阳离子有很

强的置换能力 碱液对去污及活化管壁作用显著 ∀

6 2  石英毛细管的冲洗

石英毛细管内壁具有硅羟基 它是构成氢键吸附并使毛

细管内电解质产生电渗流的重要原因 ∀电泳分析过程中的

管壁吸附现象通常不可避免并具有很大的随机性 ∀当吸附

发生时 被吸附的分子影响毛细管的表面性质 使电渗流改

变 液流紊乱并影响到组分的峰形 出现谱带展宽 !响应及分

离度下降 !迁移时间改变等现象 ∀冲洗程序可以清除记忆效

应 使管壁状态复原 ∀具体的冲洗程序应根据实验情况灵活

设计 ∀ ∞ 等 ≈ 系统地研究了不同冲洗技术在多种离子

测定中对迁移时间和校正峰面积精密度的影响 结果表明

冲洗操作可稳定和改善迁移时间的重复性 ∀通过选择合适

的冲洗措施 毛细管内表面被恢复 吸附的溶质分子被消除

从而提高了迁移时间的重复性 ∀采用 ∗ # 的氢

氧化钠溶液 ! # 盐酸溶液 !甲醇 !磷酸溶液或 ≥⁄≥

溶液等冲洗毛细管 可以缩短迁移时间 提高峰面积的重复

性 ≈ ∀但在大多数分离系统中 除非吸附严重 一般只需用

缓冲液冲洗毛细管 ∗ 即可 ≈ ∀

6 3  石英毛细管的保存

毛细管使用完毕后 应用水充分冲净 约 ∗ 或至

少柱体积 倍以上的水量 然后用高纯氮气吹干后保存 以

防止出现水化凝胶层 使毛细管内壁表面状态发生变化 ∀

7  信号处理的影响

对于响应大的组分 峰高受峰形影响大 峰面积定量的

重复性优于峰高定量 对于低浓度的窄峰 峰高比峰面积受

基线噪声影响小 峰高定量结果优于峰面积定量 ≈ ∀采用相

对淌度 !相对迁移时间以及保留指数可有效提高毛细管电泳

的重复性 ≈ 2 ∀采用峰面积与迁移时间之比的校正峰面积

代替峰高或峰面积定量也可以提高重复性 ≈ ∀重复性与

使用的信号处理软件也有关系 ≈ 不同软件的积分差异主

要体现在对信噪比低 迁移时间跨度大的前沿峰 !拖尾峰及

当缓冲液浓度低时可观察到的三角峰等的处理上 ∀积分型

软件分段积分得到的峰面积精密度较好 ∀确定合适的峰基

线并合理判断峰的起点和终点对提高积分软件性能很重要 ∀

8  其他

除了上述因素外 还需注意以下事项 ≠ 石英毛细管端

口状况 毛细管端口应光滑平整 防止电场在人口处扭曲失

真从而导致样品带展宽 ∀端口处的聚酰亚胺层应该去除 因

为聚酰亚胺会在有机溶剂中膨胀变松 并有可能堵塞进样

口 去除毛细管端口聚酰亚胺层还可减少毛细管外测的样品

残留 避免引起基线漂移 ∀采用毛细管专用切割器进行切割

将明显改善端口质量 ∀ 毛细管一端插入样品溶液 宜立即

开始进样操作 并在操作完成后迅速将其从样品槽移至运行

缓冲液中 随即开始运行 否则将会产生毛细作用及虹吸现

象 引起进样误差并使谱带展宽 ∀ ≈ 如果电极和毛细管接

触 毛细作用可能使某些样品流进间隔 使定量精密度降低

区带展宽 甚至使峰裂分 另外样品储器和缓冲液储器液面

的高度不平衡所产生的虹吸现象也会使精密度下降 ∀ …样

品溶液中的溶剂必须与运行缓冲液互溶 且不会引起后者沉

淀 另外前者的离子强度应低于后者的离子强度 ∀ 样品溶

液和缓冲液都有一个蒸发问题 蒸发会使进样的准确度变

低 特别是在大批量样品测定中 因此需合适的封闭装置以

防止蒸发 通常采用带塞的样品槽和缓冲液槽 并采用冷却

自动进样盘装置或引入一个装满水的开口槽 使整个进样盘

保持恒定的高湿度 ∀除了蒸发外 离子的电泳也会使缓冲液

从一个槽流到另一个槽造成损失 在这个过程中 由于水不

断电离 储器中缓冲液 改变 采用较大体积缓冲液储器或

频繁更换缓冲液也有利于解决这一问题 ≈ ∀ 最好选用内

标法 ∀合适的内标可降低进样体积不一致引入的误差 并大

大改善定性 !定量的精密度和准确度 ≈ 2 ∀但必须注意所加

内标应与待测组分有相似的淌度 以避免运行中电渗流改变

引起的效应 ∀为了增加 ≥ 值 减小积分错误 内标应用高

浓度 此外 还需注意并非内标法就一定能改善分析精密度

根据误差传递规律 不合适的内标引入的误差在某些情况下

甚至使测定结果更糟 ≈ ∀

9  结论

综上所述 毛细管电泳结果的重复性是受诸多因素影响

的 ∀优化操作条件并保持稳定是改善毛细管电泳结果重复

性的关键 ∀ 多年来 研究人员们在这方面做了大量的研究

工作 使得其分析结果的精密度大大提高 因此 就发展趋势

来看 ≤∞一定会在新药开发研究 !药品质量控制方面得到广

泛的应用 并成为药物分析的一种重要工具 ∀
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