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前  言
本标准按照GB/T 1.1-2009给出的规则起草。

本标准修改采用日本工业标准JIS K 3813-2003 《毛细管电泳分析通则》。
本标准与JIS K 3813-2003相比，除编辑性修改外主要技术变化如下：
——修改了规范性引用文件，删除了JIS K 3813-2003中多处对JIS K 3812-2003的引用，补充了相  

    关的内容或国内相应的规范性引用文件；
——增加了毛细管凝胶电泳、毛细管电色谱、毛细管亲和电泳等几种毛细管电泳类型；
——增加了毛细管电泳方法原理；
——补充了毛细管电泳的方法分类以反映毛细管电泳新的进展；
——修改了仪器装置的说明，增加了对仪器性能计量规程的要求；
——修改、补充了仪器环境和安全注意事项的要求；
——补充了试剂、制剂和样品制备的内容；
——修改并完善了分析步骤，删除了电泳图的记录一节（毛细管电泳仪检测器目前已普遍采用自动 

    记录装置）；
——修改了定性分析、定量分析的内容，删除了等速电泳等目前已不常用的内容；
——增加了分析结果的表述。
本标准由中华人民共和国教育部提出。
本标准由全国教育装备标准化技术委员会化学分技术委员会（SAC/TC 125/SC5）归口。
本标准起草单位：清华大学分析中心、汕头大学分析测试中心、华南农业大学测试中心、兰州大学分析测试中心。
本标准主要起草人：梁琼麟、高文华、贺丽苹、陈宏丽。
毛细管电泳方法通则
1  范围
本标准规定了采用毛细管电泳装置进行定性、定量分析的通用规则。
本标准适用于采用毛细管电泳装置进行定性、定量分析
2  规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 602-2002  化学试剂  杂质测定用标准溶液的制备
GB/T 603-2002  化学试剂  试验方法中所用制剂和制品的制备
GB/T 6379.2-2004  测量方法与结果的准确度(正确度与精密度)  第2部分:确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法

GB/T 6682-2008  分析实验室用水规格和试验方法
GB/T 8170-2008  数值修约规则与极限数值的表示和判定
GB/T 29248-2012  基础电泳装置
JJG 964-2001  毛细管电泳仪检定规程
3  术语和定义
GB/T 29248-2012界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
3.1  
    毛细管电泳  capillary electrophoresis (CE)

毛细管电泳是以弹性（熔融）石英或聚合物材料制成的毛细管为分离通道（最常用的是弹性石英毛细管），以高压直流电场为驱动力，依据样品中各组分的淌度（单位电场强度下的迁移速度）和（或）分配行为的差异而实现分离的一类分离分析技术。
3.2  
    电渗淌度  electroosmotic mobility ((eo)  

电渗是由于外加电场对管壁溶液双电层的作用而产生的溶液的整体流动。电渗淌度是指在单位电场强度下电渗流的迁移速度，用(eo表示，其大小与溶液的介电常数、双电层的zeta电位及溶液的黏度有关。
3.3  
    有效淌度  effective mobility ((ef)  

组分的有效淌度是指在具体的实验条件下所测得的淌度，用(ef表示，其大小除与离子的半径和所带的电荷及溶液的黏度有关外，还与缓冲溶液的组成、pH值及组分的pKa等有关。
3.4  
    表观淌度  apparent mobility ((ap)  

组分的表观淌度是指由实验测得的迁移时间计算得到的淌度，用(ap表示。表观淌度与有效淌度、电渗淌度之间的关系为：
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3.5  
    毛细管区带电泳  capillary zone electrophoresis (CZE)  

在充填了电解质溶液（多用缓冲液，下文统称为电解质溶液）的毛细管内，进样后在毛细管两端施加电压，使毛细管内形成均一的电场分布，利用荷电粒子所带电荷量及离子大小所决定的电泳淌度实现样品中离子性成分分离分析的方法。
3.6  
    毛细管凝胶电泳  capillary gel electrophoresis (CGE)  

依据尺寸排阻效应进行分离分析的毛细管电泳方法。在毛细管中装入单体和引发剂引发聚合反应生成如聚丙烯酰胺凝胶、琼脂糖凝胶等凝胶，进样后在毛细管两端施加电压，电场驱动的样品组分由于其尺寸大小的差异在穿过凝胶网络时受到的阻力大小不同从而迁移速度存在差异，由此实现分离。还可利用聚合物溶液，如葡聚糖、线性聚丙烯酰胺等的筛分作用进行分析，称为毛细管无胶筛分。它们被统称为毛细管筛分电泳,分为凝胶电泳和无胶筛分两类。毛细管筛分电泳主要用于分析蛋白质、DNA等生物大分子。
3.7  
    毛细管等速电泳  capillary isotachorphoresis (CITP)  

在毛细管内充填前导电解质溶液和尾随电解质溶液，将样品导入其界面后，在毛细管两端施加电压，使样品中的离子在前导电解质溶液和尾随电解质溶液之间，按照其电泳淌度的大小顺序依次形成一定的区带并等速移动，从而实现分离分析的方法。
3.8  
    毛细管等电聚焦  capillary isoelectricfocusing (CIEF)  

在抑制电渗流的条件下，在充填了电解质溶液（两性电解质）或含有电解质溶液支持体的毛细管内，形成pH梯度,将样品导入其中，在毛细管两端施加电压，让样品中的两性成分迁移至其等电点位置，形成浓缩条带而使其分离分析的方法。
3.9  
    胶束电动毛细管色谱  micellar electrokinetic chromatography (MEKC或MECC)  

在电解质溶液中加入等于或高于临界胶束浓度的离子型表面活性剂使之形成胶束，进样后在毛细管两端施加电压，在电泳和电渗流驱动下移动的胶束充当了类似色谱分离中固定相的作用，利用样品组分在胶束（固定相）和电解质溶液（流动相）间的分配系数的差异实现分离分析的方法。胶束电动色谱可以实现非荷电的中性组分的分离分析。
3.10  
    毛细管电色谱  capillary electrochromatography (CEC)  

将细粒径固定相填充至毛细管中或在毛细管内壁涂覆固定相，以电渗流驱动运行电解质溶液（有时再加辅助压力）进行分离分析的方法。
3.11  
    亲和毛细管电泳  affinity capillary electrophoresis (ACE) 

在毛细管内的电解质溶液中加入或在毛细管管壁键合上亲和作用试剂，进样后在毛细管两端施加电压，目标组分与亲和作用试剂发生相互作用的大小影响其实际的迁移速度，利用样品组分与亲和试剂结合力的差异从而实现分离分析的方法。
3.12  
    毛细管阵列电泳  (CAE) 

将多根毛细管集束在一起形成阵列，同时进行多样阵列分析的毛细管电泳方法。毛细管阵列电泳仪主要采用激光诱导荧光检测，分为扫描式检测和成像式检测两种方式，主要应用于DNA测序。
3.13  
    芯片式毛细管电泳  (ChipCE) 

芯片毛细管电泳技术是将常规的毛细管电泳操作转移到芯片上进行，利用玻璃、石英或各种聚合物材料加工出微米级通道，以高压直流电场为驱动力，对样品进行进样、分离及检测。
4  方法原理
毛细管电泳法是指以石英或聚合物材料制成的毛细管（最常用的是弹性石英毛细管）为分离通道，以高压直流电场为驱动力，依据样品中各组分的淌度（单位电场强度下的迁移速度）和（或）分配行为的差异而实现分离的一类液相分离分析技术。
向熔融石英毛细管内充满操作电解质溶液，当pH＞2.5时管内壁上的硅羟基（pKa=2.5）解离,毛细管内表面带负电荷，与溶液形成双电层（ζ电位），在毛细管两端加上直流电压，将使带正电的溶液整体地移向负极方向，此种在电场作用下溶液的整体移动称为电渗流（EOF）。毛细管内壁硅羟基的解离度与运行电解质溶液pH值和添加的改性剂有关。降低溶液pH值会降低解离度，减小电渗流；反之亦然。有机添加剂的加入有时会抑制内壁硅羟基的解离，减小电渗流。运行电解质溶液中的带电粒子在电场作用下以不同速度朝着带相反电荷的电极移动，形成电泳。在操作电解质溶液中，带电粒子迁移速度等于其电泳速度和电渗速度的矢量和。通常情况下，电渗速度大于电泳速度，各组分即便是阴离子也会从毛细管阳极端流向阴极端，因此电泳检测窗一般设置在阴极端。正离子的运动方向和电渗流一致，故最先流出；中性粒子的电泳速度为“零”，故其迁移速度相当于电渗流速度；负离子的运动方向与电渗流方向相反，故在中性粒子之后流出，从而因各种粒子迁移速度不同而实现分离。为了减小或消除电渗流，可以降低操作电解质溶液pH值，还可以采用内壁涂层聚合物的毛细管，这种涂层毛细管也可降低大分子在管壁上的吸附。
在一定的毛细管电泳条件下，特定组分通过检测窗的时间即迁移时间不变，这是组分的定性依据。在一定的浓度范围内，组分在检测器上的响应值（峰高或峰面积）正比于组分的浓度，这是组分的定量依据。由数据处理系统处理记录信号获得电泳图，最终可获得组分的定性定量结果。
毛细管电泳主要应用于蛋白质/多肽/氨基酸、糖类、手性化合物和药物分离分析、药物中的杂质限量检查以及分子间相互作用、DNA测序、单细胞分析等。
5  方法分类
根据分离介质和分离原理等的不同，毛细管电泳方法可以分为多种类型。当以毛细管空管为分离载体时可分为毛细管区带电泳、毛细管等速电泳、毛细管等电聚焦、胶束电动毛细管色谱、亲和毛细管电泳；当以毛细管填充管为分离载体时可分为毛细管凝胶电泳、毛细管电色谱；此外，当使用多根毛细管或者芯片通道为分离载体时还出现了阵列毛细管电泳以及芯片式毛细管电泳。其中毛细管区带电泳和胶束电动毛细管色谱目前应用最多；毛细管等速电泳除了用于一些样品预处理外，在定性定量分析中已很少使用。
5.1  毛细管区带电泳(CZE) 

将待分析溶液引入毛细管进样端,施加直流电压后,各组分按各自的电泳和电渗流的矢量和流向毛细管出口端,按阳离子、中性粒子和阴离子及其电荷大小的顺序通过检测器。中性组分彼此不能分离。出峰时间为迁移时间 (tm) ,相当于色谱中的保留时间。
5.2  毛细管等速电泳(CITP) 

采用前导电解质和尾随电解质,在毛细管中充入前导电解质后进样,电极槽中换用尾随电解质进行电泳分析,带不同电荷的组分迁移至各个狭窄的区带,然后依次通过检测器。
5.3  毛细管等电聚焦电泳(CIEF) 

将毛细管内壁涂覆聚合物减小电渗流,再将样品和两性电解质混合进样,两个电极槽中分别加入酸液和碱液,施加电压后毛细管中的运行电解质溶液逐渐形成pH梯度, 样品中的各溶质在毛细管中迁移至各自的等电点(pI)时变为中性形成聚焦区带,而后用压力或改变检测器末端电极槽储液的pH值的方法使溶质通过检测器,或采用全柱成像方式进行检测。
5.4  胶束电动毛细管色谱(MEKC) 

当向运行电解质溶液中加入大于其临界胶束浓度的离子型表面活性剂时,表面活性剂聚集形成胶束,其亲水端朝外、疏水非极性核朝内,溶质则在水和胶束两相间分配,各溶质因分配系数存在差别而被分离。对于常用的阴离子表面活性剂十二烷基硫酸钠(SDS),进样后，极强亲水性组分不能进入胶束,随操作电解质溶液流过检测器(容量因子k′=0);极强疏水性组分则进入胶束的核中不再回到水相,最后到达检测器(k′=∞)。常用的还有十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)、胆酸盐等。两亲性质的聚合物,尤其是嵌段聚合物，也会在不同极性的溶剂中形成胶束结构,起到类似表面活性剂的作用。
5.5  亲和毛细管电泳(ACE) 

在电解质溶液中或管内加入亲和作用试剂,实现物质的分离。如将蛋白质(抗原或抗体)预先固定在毛细管柱内,利用抗原-抗体的特异性识别反应、毛细管电泳的高效快速分离能力、激光诱导荧光检测器的高灵敏度检测能力,来分离分析样品中能与固定化蛋白质特异结合的组分。
5.6  毛细管凝胶电泳(CGE) 

在毛细管中装入单体和引发剂引发聚合反应生成如聚丙烯酰胺凝胶、琼脂糖凝胶等凝胶,主要用于分离测定蛋白质、DNA等生物大分子。还可利用聚合物溶液,如葡聚糖等的筛分作用进行分析,称为毛细管无胶筛分。它们被统称为毛细管筛分电泳,分为凝胶电泳和无胶筛分两类。
5.7  毛细管电色谱(CEC) 

将细粒径固定相填充到毛细管中或在毛细管内壁涂覆固定相,或以聚合物原位交联聚合的形式在毛细管内制备聚合物整体柱,以电渗流驱动运行电解质溶液(有时再加辅助压力)进行分离。分析方式根据填料不同,可分为正相、反相及离子交换等模式。
5.8  毛细管阵列电泳(CAE) 

通常毛细管电泳一次分析只能分析一个样品,要高通量地分析样品就需要多根毛细管并列,这就是毛细管阵列电泳。毛细管阵列电泳仪主要采用激光诱导荧光检测,分为扫描式检测和成像式检测两种方式,主要应用于DNA的序列分析。
5.9  芯片式毛细管电泳(ChipCE) 

芯片毛细管电泳技术是将常规的毛细管电泳操作转移到芯片上进行,利用玻璃、石英或各种聚合物材料加工出微米级通道,通常以高压直流电场为驱动力,对样品进行进样、分离及检测。芯片式毛细管电泳与常规毛细管电泳的分离原理相同,具备分离时间短、分离效率高、系统体积小且易实现不同操作单元的集成等优势,在分离生物大分子样品方面具有一定的优势。
6  仪器装置
除GB/T 29248-2012 基础电泳装置 已有规定之外，对于毛细管电泳仪器装置还应考虑下列情况：
6.1  毛细管电泳装置的组成 

毛细管电泳装置一般包括电源部分和电泳部分。电泳部分包括电极端子、电极、电极槽及电泳槽（毛细管），可以连接导入、分取、检测和记录等装置。检测和记录装置上可连接数据处理装置。此外，电泳部分还可以包括毛细管自动清洗、电泳液自动更换等附属装置。
各部分可独立为几个模块，也可以将所有的构成要素组合为一个模块。 

6.2  毛细管电泳仪的主要部件
6.2.1  毛细管
一般使用弹性石英毛细管，内径为50 (m和75 (m的两种毛细管使用较多（毛细管电色谱有时采用内径更大些的毛细管）。细内径管分离效果好，且焦耳热小，允许施加较高电压，但若采用柱上检测，因光程较短检测灵敏度比粗内径管差。毛细管长度称为总长度，根据分离度的要求，可选用20 cm～100 cm的毛细管，进样端至检测器间的长度称为有效长度。毛细管常置于管架上，且最好在恒定温度下操作，以控制焦耳热、操作电解质溶液的黏度和电导率，保证测定的重复性。
6.2.2  直流高压电源
采用0 kV～30 kV（或相近）可调节直流电源，可产生0～300μA电流，有稳压和稳流两种方式供选择。
6.2.3  电极和电极槽
两个电极槽里放入运行电解质溶液，分别插入毛细管的进口端与出口端以及铂电极，铂电极接至直流高压电源，正负极可切换。样品瓶有时也用作电极槽。
6.2.4  冲洗及进样系统
每次进样前毛细管需用不同溶液冲洗，选用自动冲洗程序较为方便。进样方法有压力（加压）进样、负压（减压）进样、虹吸进样和电动（电迁移）进样以及进样槽进样等。可通过控制压力、电压及时间或进样槽有效体积来控制进样量。
6.2.5  检测系统
   紫外-可见光分光光度检测、激光诱导荧光检测、电化学检测及质谱检测等均可用作毛细管电泳的检测方法。其中以紫外-可见光分光光度检测器应用最广，包括单波长、程序波长和二极管阵列检测器。将毛细管接近出口端的外层聚合物剥去约2 mm得到透明窗口，在透明窗口两侧各放置一个石英聚光球，使光源聚焦在透明窗口上，透过毛细管到达光电池。对无光吸收（或荧光）组分的检测，还可采用间接测定法，即在操作电解质溶液中加入对光有吸收（或荧光）的添加剂，在组分到达检测窗口时出现倒峰。
6.2.6  数据处理系统
    将来自检测装置获取的信号积分及数字化后，按照程序进行各种定性及定量分析处理的装置。毛细管电泳数据处理系统与一般色谱数据处理系统基本相同。
6.3  仪器性能 

仪器性能的计量指标应符合JJG 964-2001 毛细管电泳仪检定规程的要求。 
6.4  环境要求及安全注意事项
6.4.1  环境要求
安装毛细管电泳仪的房间一般应满足下列环境要求：
a) 温度、湿度应在仪器规定的范围内且不会突然改变；
b) 没有震动和阳光直射； 

c) 室内整洁无尘、无腐蚀性气体； 

d) 没有强磁场和电场干扰；
e) 电源电压、容量和频率符合仪器规定，电压波动在( 10 %以内，没有频率波动；
f) 提供接地电阻小于100 Ω的接地点。
6.4.2  安全注意事项 

为确保安全，应注意下列事项：
a) 仪器主机及其相关部件和控制管理仪器及数据处理的计算机须接地良好； 

b) 严格按毛细管电泳仪操作说明书正确操作仪器，注意安全； 

c) 如遇突然停电，应利用不间断稳压电源(UPS)的有效延时时间，按顺序关机； 

    d) 分析过程中使用的样品和化学试剂在处理时应注意其爆炸性、易燃性、毒性或危害性。废液弃    

       置之前应按照环保规定进行安全和无害化处理；危险物质和有毒有害物质应按照相关法规进行  

       处理；
e) 接触仪器内部有发生电击的危险，检查和维修仪器时应先切断电源；
f) 有些检测器使用光源灯，工作时会发射紫外线，因此在维护和更换光源时应戴护目镜。光源灯
   工作时会发热，不得触摸，避免烫伤；
g) 身体直接接触生物样品（血清、血浆、组织、尿样等）有感染风险，须防止样品直接接触皮肤。
7  水、试剂、电解质溶液及样品的准备
本标准中所用的水、试剂、电解质溶液及样品的制备除要求符合GB/T 6682、GB/T 602和GB/T 603中的规定外，还应注意以下事项。
7.1  水
毛细管电泳分析使用的水应是重蒸去离子水或采用专用纯水设备制备的高纯水，水的电阻率应不低于18 MΩ。水质不应干扰分离分析和检测。 
7.2  试剂和溶剂
试剂应选择分析纯或品质更高的试剂。溶剂应选择色谱级或质量相当或更好的产品。试剂和溶剂不应干扰分离、分析和检测。 
7.3  样品的制备
样品的制备包括：样品的溶解、稀释或浓缩、样品溶液中干扰物的脱除、分析物的衍生化等。
7.3.1  样品的溶解、稀释或浓缩
样品应充分溶解在与电解质溶液组成尽可能相近的溶液中，如果有沉淀应通过离心或过滤除去。为了使分析物的浓度保持在合适的范围内，有时候需要对样品溶液预先进行稀释或浓缩（溶剂萃取、固相萃取等）。如果采用电动进样，还要注意试样溶液的离子强度会影响待分析离子的进样量，因此在样品稀释或浓缩过程中应注意样品溶液离子强度可能的变化。
7.3.2  样品溶液中干扰组分的去除
    目标组分的分析如果受到样品溶液中其他成分的干扰，应预先以适当的方法（如膜分离、溶剂萃取、固相萃取等）除去干扰组分。
7.3.3  分析物的衍生化
如果分析物不能被直接检测，或者需要被高灵敏或高选择性地检测，或者需要优化分离，可对样品中的分析物进行衍生化处理，通过一定的化学反应使其转化为易于分离或易于检测的化合物形态。
除在分离之前进行衍生化外，也可以进行柱后衍生化，即在分析物经过毛细管电泳分离后到达检测器之前进行。
7.4  电解质溶液的配制
电解质溶液的配制必须保证其能充分溶解样品，适宜于成分的分离，并且不能与毛细管的材质或毛细管内填充的凝胶等支持体发生反应。此外，还要保证检测基线噪声较低。电解质溶液的组成既要考虑适当的导电性要求，也要防止离子强度过高产生过高的焦耳热。电解质溶液使用前一般应做过滤、脱气处理。
根据电泳分离模式的不同需要配制不同的电解质溶液，应分别注意以下事项。
7.4.1  毛细管区带电泳  

样品成分是弱电解质并以离子形式被分离。一方面，样品成分的解离程度随电解质溶液的pH不同而不同，因此应注意选择适合的pH值。另一方面，pH对电渗流速度有很大影响，从而改变样品成分离子的迁移时间。此外，由于电解质溶液的成分与毛细管内壁相互作用，内壁的带电状态发生变化，电渗流速度也会产生变化，因此需要注意不要对目标成分的分离造成不利的影响。
7.4.2  毛细管等速电泳
配制含有比样品中所有成分迁移速度都快的离子（前导离子）的前导电解质溶液与含有比样品中所有成分迁移速度都慢的离子（尾随离子）的尾随电解质溶液。一般标准做法为，阳离子分析中以含氢离子、阴离子分析中以含氯离子的溶液为前导电解质溶液。这些离子的浓度由相应的样品成分离子的浓度所决定，一般采用0.01 mol/L。与其他分离模式类似，样品成分由于解离而离子化时，离子化的程度由这些电解质溶液的pH所决定，因此需要考虑选择合适的pH。
另外，还可以通过添加表面活性剂、极性有机溶剂及各种衍生化试剂等来改善样品离子的分离。
7.4.3  毛细管等电聚焦
为了使毛细管内形成稳定的pH梯度，应采用化学性质稳定、具有不同等电点的由多种成分组成的两性电解质为电解质溶液。阳极的电极槽中放入比待测样品中酸性最强组分的酸性还要强的电解质溶液，阴极的电极槽中放入比待测样品中碱性最强组分的碱性还要强的电解质溶液。对于蛋白质样品的分离，还可以通过添加表面活性剂、尿素、盐类等以防止在等电点处样品组分的沉淀。
7.4.4  胶束电动毛细管色谱
胶束电动毛细管色谱的电解质溶液的配制须选择与目标成分的分离相匹配且能形成胶束的功能性离子。常添加离子型表面活性剂，如十二烷基硫酸钠（SDS），当浓度超过其临界胶束浓度时就会在电解质溶液中形成胶束。胶束离子迁移到检测窗口的时间决定了样品成分的最长迁移（检出）时间，而胶束离子的迁移速度除了取决于其自身的电泳淌度外，还受到电渗流大小的影响，因此有必要对电解质溶液的pH、离子强度等进行优化。
8  分析步骤
8.1  开机及准备 

按照仪器操作说明书规定的开机程序进行，预热30 min〜60 min后可进行分析测量。运行过程中，仪器应无噪声，记录仪基线应稳定。
    按照设定的分析方法输入各项参数，如毛细管温度、操作电压、检测波长和冲洗程序等。
8.2  试验条件的选择
根据待测组分的性质及分离模式的要求，按下述规定的内容选择最佳条件。
8.2.1  毛细管的处理
   毛细管处理好坏对测定结果影响很大。未涂层的新毛细管要用较浓碱液在室温或较高温度下（例如1 mol/L 氢氧化钠，60 ℃）冲洗，使毛细管内壁生成硅羟基，再依次用0.1 mol/L氢氧化钠、水、操作电解质溶液冲洗各数分钟（流过毛细管的液体体积约等于毛细管容积的1~5倍）。两次进样中间可仅用电解质溶液冲洗，如果发现分离性能改变，则须用0.1 mol/L氢氧化钠冲洗，甚至要用更高浓度氢氧化钠溶液升温冲洗。凝胶毛细管、涂层毛细管、填充毛细管的冲洗应按照所附说明书操作。冲洗时将盛相关溶液的样品瓶依次置于进样器，按设定顺序和时间进行。
8.2.2  电解质溶液类别及浓度
    操作电解质溶液的种类、pH 值和浓度，以及添加剂的使用对测定结果的影响也很大, 按照7.4的规定配制，根据初试的结果调整、优化。
8.2.3  通电条件的设定     

根据待测组分的带电性质及分离模式可以从正向或反向两种操作电压方式中选择。
可以通过电压、电流或功率等参数的设定控制组分的迁移速度。这些值越大，样品组分的迁移速度越快，分析时间越短，但是过高的操作电压会使毛细管中产生的焦耳热增加，导致分离谱带展宽从而影响分离效率，所以应该选择适当的条件。
8.2.4  检测器选择
按照6.2.5选择适当的检测器及检测方法。
8.2.5  进样方式选择
根据待测组分的性质、分离模式和要求选择下列合适的进样方式：
     a) 电动进样法
     将毛细管的一端及一个电极插入样品溶液中，毛细管的另一端及另一个电极浸入电解质溶液中，在两极间短时间内施加高电压，由此利用电泳、电渗现象将样品组分导入毛细管内的方法。进样量由施加电压、施加时间和样品溶液的黏度等因素决定。应注意电动进样法可能存在进样歧视效应，样品中各组分的表观淌度的差异可能引起导入量的差异；
     b) 压力进样法
利用毛细管两端的高度差、加压或减压等造成的压力差将样品导入毛细管内的方法。只有精确控制好压力差与导入时间才能获得较高的重现性。需要特别注意的是样品溶液的黏度对样品导入量影响很大，应注意保持试样溶液和对照溶液黏度一致；
    c) 流路切换进样法
    进样前将样品溶液加入到导入装置的细槽内，进样时通过流路切换将细槽内一定体积的样品定量导入毛细管内（分离通道）的方法。可以使用旋转阀或交叉通道实现流路切换。
8.3  实验记录
毛细管电泳分析的实验记录应包括以下信息：
a) 日期与检测人；
b) 电泳装置的制造者或者其代号；
c) 样品名称及进样量（(L或mL）；
d) 配制电解质溶液所用试剂的制造商及规格；
e) 电解质溶液的种类；
f) 电泳工作电压、电流或功率；
g) 电泳槽温度或室温；
h) 检测器的种类及其操作条件；
i) 衍生化反应试剂的种类、用量以及反应条件（如果用到了衍生化）；
j) 毛细管的材质、制造商、内径、外径及长度（全长及有效长度）。
8.4  分析结束后毛细管的处理
    分析完毕后，须用水冲洗毛细管，注意将毛细管两端浸入水中保存，如果长久不用应将毛细管用氮气吹干。
9  定性分析
毛细管电泳法的定性分析主要采用与标准参考物质对照的方法，即组分峰的迁移时间或电泳淌度与标准物质的迁移时间或电泳淌度应保持一致。相对迁移值（相对电泳淌度）定性法是常用的定性方法。对于与标准溶液基质差别大的样品组分的定性需采用标准加入法，必要时还需配合其他分析方法确证以免误判。
对于区带电泳，如果在样品中添加了中性标记物，得到的电泳图如图1所示，据此由下式可求得目标离子的淌度
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其中，
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为目标离子的淌度，l为毛细管的有效长度，L为毛细管的全长，V 为电位差，to为中性标记物的检出时间，ts为目标离子的检出时间。
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                   图1  添加了中性标记物的样品的电泳谱图
该淌度值在一定的条件下是一定的，是与特定样品成分相关的常数。此外，样品成分的淌度值与内标物在同样条件下所获得的淌度值的比值（相对电泳淌度）是可信度更高的定性指标。
在胶束电动毛细管色谱中，电解质溶液中的胶束离子充当了“准固定相”，样品成分与电解质溶液的胶束离子之间发生了类似于色谱分离中的分配相互作用，因此也可以采用分配色谱中的容量因子作为定性分析依据。如图2所示的胶束电动色谱谱图中，容量因子
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其中，to为中性标记物的检出时间(死时间)，ts为样品成分的检出时间，tm为胶束离子的检出时间。
[image: image8.png]



图2  胶束电动毛细管色谱分离谱图
10  定量分析  

毛细管电泳的定量分析是根据组分检测响应信号的大小来定量测定试样中各组分相对含量的方法。定量分析的依据是每个组分的量（或浓度）与检测器产生的检测响应值（电泳峰的峰面积或峰高）线性相关。进行定量测定时，需要计算电泳峰面积或峰高，使用外标法（标准曲线法）、内标法或叠加法进行定量分析。为提高定量分析的重现性，可采用峰面积与迁移时间之比获得校正峰面积（A/t，也称归一化峰面积）代替常规峰面积进行定量分析。
10.1  外标法
用标准品配制成不同浓度的标准系列，进样分析，记录电泳图，测量各峰的峰面积或峰高。以标准系列样品分析物的量为横坐标，峰面积或峰高为纵坐标，绘制标准工作曲线（图3）。
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图3  外标法的标准曲线
在相同条件下进样检测，记录电泳图，使用标准曲线从峰面积（或峰高）（y）计算测试组分的量（x），并计算出样品中的待测成分的量。此方法的整个测量操作过程应在相同条件下严格进行。
10.2  内标法
用待测组分的纯物质（X）配成一系列不同浓度的标准溶液（Mx），分别加入内标物（S），得到一系列含相同浓度内标物（Ms）的标准溶液，进样分析，记录电泳图，并测量峰面积。然后，以所进样的分析物的量（Mx）与内标物的量（Ms）之比（Mx/Ms）为横坐标，分析物的峰面积(Ax)与内标物的峰面积(As)之比(Ax/As)作为纵坐标，绘制标准曲线（图4）。
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图4  内标法的标准曲线
取已知量的样品（m），加入一定量的内标物（n），制备试样溶液，试样浓度应落在标准曲线的线性范围内，再在与标准溶液相同的条件下进样分析，记录电泳图，计算分析物的峰面积（
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，使用标准曲线，得到分析物的量（
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）同内标物的量（
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，并由下式计算分析物在样品中的质量分数w。也可以使用峰高代替峰面积。

                                     ………………………………（3）
式中：    
w：质量分数；
x：分析物的量（
[image: image17.wmf]x
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）同内标物的量（
[image: image18.wmf]s
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）之比；
m：试样的量；
n：内标物的量。
内标物的选择，要求其性质稳定且电泳峰尽可能与分析物的电泳峰相近，与样品中其他组分能完全分离。
10.3  叠加法
先作欲分析样品的电泳图，得到待测分析物A的峰面积a1及其他任意成分B的峰面积b1。在该样品中准确加入已知量为ΔmA的纯待测分析物A，在与上述电泳条件完全相同的条件下，得到加入A后的样品电泳图，测得分析物A和B的峰面积分别为a2及b2，按照下式计算待测分析物A的质量分数w。也可以使用峰高代替峰面积。

                     ……………………………（4）
式中：

w：待测分析物A的质量分数；
a1：初始测量时分析物A的峰面积；
b1：初始测量时分析物B的峰面积；
a2：样品中加入已知量分析物A后A的峰面积；
b2：样品中加入已知量分析物A后B的峰面积；
ΔmA：样品中加入待测分析物A的质量；
m：样品质量。
    控制ΔmA的加入量，使a2/a1的比值在1.2-2.0之间为最佳。
11  分离性能的评价方法
   毛细管电泳的分离性能，主要采用理论塔板数和分离度来评价。
11.1  理论塔板数 N 

   理论塔板数是表征分离效率的参数，可通过电泳图中组分的迁移时间或距离以及峰宽等数值，由下式求得
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其中：
N为理论塔板数；
    ts 为组分的迁移时间或距离；
    W 为峰底宽（时间或距离为单位）；
    W1/2为半峰宽（峰高一半时的峰宽，时间或距离为单位）。
11.2  分离度 (Rs)   

    相邻两个组分的分离度由下式求得:
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其中：
Rs 为相邻两个组分的分离度；
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分别为相邻两个组分的迁移时间或距离；
W1和W2分别为相邻两个组分的峰宽（时间或距离为单位）。
12  分析结果的表述
分析结果以分析方法的精密度、准确度、置信区间来评定。报告分析结果时，应给出测定的平均值、标准偏差和一定置信度下(通常取95 %)的置信区间。
分析样品为固体时，分析结果以质量分数(w)表示，其单位符号为μg/g、mg/g、％等。 

分析样品为液体时，分析结果以质量体积浓度(ρ)表示，其单位符号为mg/L、g/L等。

测量数值按照GB/T 8170-2008《数值修约规则与极限数值的表示和判定》的修约规则进行修约。

12.1  精密度     

指多次(≥5次)重复测定同一量时各测定值之间彼此符合的程度，用标准偏差或相对标准偏差表示。精密度同浓度有关，报告精密度时应当指明获得该精密度的样品浓度。

12.2  平均值    

数值取舍后计算平均值作为报告值，平均值按下式计算：
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式中：


[image: image24.wmf]X

——样品分析结果的平均值。
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12.3  标准偏差   

标准偏差（SD）按下式计算：
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12.4  相对标准偏差   

相对标准偏差（RSD）按下试计算：

                

[image: image27.wmf]%100

SD

RSD

X

=´


………………………………（9）

 



12.5  准确度
准确度表示在一定精密度条件下多次测定的平均值与被测(约定)真值相符合的程度。准确度用绝对误差（ε）或相对误差（RE）表示。在实际工作中，用标准样品或标准方法进行对照试验，或加入被测组分的纯物质进行回收试验来估算并确定准确度。采用回收试验可方便地估算准确度，以回收率（R）表示准确度。回收率应在80 %～120 %范围内，按下试计算：
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12.6  检出限
检出限是指用该分析方法以适当置信度(通常取99%)检出被测组分的最小浓度(CL)或最小量(qL)                     
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式中：
SDb——测定“空白”样品时的标准偏差；
b——在检出限水平附近低浓度区域的标准工作曲线的斜率。
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