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基于 ｐＨ 响应涂层柱的毛细管电泳法在线富集和分离糖蛋白
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摘要：本研究通过静电自组装法制备了一种 ３⁃氨基苯硼酸（ＡＰＢＡ）修饰的纳米金（ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ）涂层毛细管柱，
该毛细管柱兼具抗非特异性吸附性和富集选择性，将其作为分离通道，建立了基于 ｐＨ 响应涂层柱的糖蛋白在线富

集与分离方法。 首先，采用柠檬酸钠还原法制备金纳米颗粒（ＡｕＮＰｓ），再将 ＡＰＢＡ 通过静电自组装修饰到 ＡｕＮＰｓ
表面，制得 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 纳米材料；利用离子吸附作用将 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 吸附到毛细管内壁上，制得 ＡｕＮＰｓ＠
ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱。 在 ｐＨ 为 ８ 的条件下，糖蛋白能够与毛细管内表面的硼酸基团结合形成硼酸酯，从而被吸

附；当 ｐＨ 为 ３ 时，硼酸酯发生解离并释放出糖蛋白，基于上述原理，该方法能够实现糖蛋白的选择性在线富集与分

离。 实验结果表明，与使用普通电泳法的裸柱相比，经 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱富集后，卵清蛋白（ＯＶＡ）的峰

面积增大了 ２６􀆰 ４６ 倍，而牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的峰面积仅增大了 ８􀆰 ４７ 倍；并且，将鸡蛋清样品稀释 １×１０６ 倍后，仍
可利用该方法对糖蛋白进行检测。 该方法样品用量少，操作简单，分离效率高，可用于实际样品中痕量糖蛋白的在

线富集与分离。
关键词：毛细管电泳；在线富集；离子吸附；糖蛋白；苯硼酸
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（９）：９０３－９０８．
ＺＨＡＮＧ Ｊｉａｎ， ＸＵ Ｃａｉｆｅｎｇ， ＭＡ Ｃａｉｌｉａｎ， ＨＥ Ｍａｏｆａｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｂｏ， ＬＩＵ Ｃｈｕｎｙｅ． Ｏｎ⁃ｌｉｎｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｂｙ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐＨ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｌｕｍｎ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２４，４２（９）：９０３－９０８．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＣＥ）； ｏｎ⁃ｌｉｎｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ； ｉｏｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ； ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ；
ｐｈｅｎｙｌｂｏｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ

　 　 糖蛋白是生物体内重要的功能蛋白，主要包括

转录因子、染色质结合蛋白、ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ、核孔蛋

白、蛋白质翻译调控因子等。 糖蛋白不仅具有独特

的理化性质，还参与多项生理活动；同时，糖蛋白在

病原对宿主的感染、癌症的发生和转移等生物过程

中也起着重要作用，这使其成为癌症预后和诊断的

重要靶点［１，２］。 此外，不同细胞阶段表达的糖蛋白

水平及糖蛋白类型的改变与许多人类疾病相关［３］。
因此，针对蛋白质糖基化过程的研究不仅有利于加

深对糖蛋白生物功能的认识，而且对探讨疾病发生、
发现疾病标记物［４，５］和开发新药均具有重要意义。
　 　 糖蛋白在生物样品中的含量较低，对糖蛋白的

含量进行测定时会同时受到其他高丰度组分的干

扰，因此建立痕量糖蛋白的高选择性分离富集方法，
对糖蛋白的研究至关重要［６］。 针对糖蛋白结构中

的糖链或其本身的理化性质，现有的富集策略主要

包括凝集素亲和色谱法［７］、硼亲和色谱法［８，９］、肼化

学方法［１０］和亲水作用色谱法（ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＩＬＩＣ） ［１１］。 硼亲和色谱法

是糖蛋白分离富集的有效方法之一，其可通过改变

ｐＨ 来实现糖蛋白的选择性吸附与释放，但该方法存

在试剂用量大、分析耗时久等问题。 毛细管电泳

（ＣＥ）具有分析速度快、试剂用量小、分离效率高等

优点，已广泛应用于蛋白质的分离分析［１２，１３］，但将

ＣＥ 用于糖蛋白的分离分析却报道较少［１４，１５］，并且

用于糖蛋白富集毛细管柱的制备步骤繁琐，耗时较长

（＞３０ ｈ） ［１４］。 针对以上情况，将硼亲和色谱法与 ＣＥ
结合，将有利于简化 ＣＥ 对糖蛋白的富集过程［１６］。
　 　 基于上述问题，本研究首先制备了 ３⁃氨基苯硼

酸（ＡＰＢＡ）修饰的纳米金（ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ），利用离

子吸附作用将 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 吸附到毛细管内壁，
制得 ｐＨ 响应型涂层毛细管柱，并以此涂层毛细管

柱为分离通道，实现了糖蛋白的在线富集与分离。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ｐ ／ ＡＣＥ ＭＤＱ 毛细管电泳仪（美国贝克曼库尔

特有限公司）； ＴＥＮＳＯＲ ２７ 傅里叶红外光谱仪（德
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国布鲁克公司）；熔融石英毛细管柱（６０􀆰 ２ ｃｍ×７５
μｍ） （永年县锐沣色谱器件有限公司）； Ｍａｌｖ⁃
ｅｒｎＺｅｎ３６００ 激光粒度仪和 Ｚｅｔａ 电位仪（英国马尔

文公司）； ＰＢ⁃１０ ｐＨ 计（德国赛多利斯股份公司）。
　 　 氯金酸（ＨＡｕＣｌ４·４Ｈ２Ｏ，纯度 ９９􀆰 ５％，上海阿

拉丁试剂有限公司）；柠檬酸钠（纯度 ９９％，天津市

盛奥化学试剂公司）； ＡＰＢＡ（纯度 ９８％，北京百灵威

科技有限公司）；柠檬酸 （分析纯，西安化学试剂

厂）；海美溴铵（ＨＤＢ，纯度≥９４􀆰 ０％，西格玛化学试

剂有限公司）；牛血清白蛋白（ＢＳＡ，纯度≥９８􀆰 ０％，
上海源叶生物技术有限公司）；卵清蛋白（ＯＶＡ，纯
度 ９５􀆰 ０％，北京索莱宝生物科技有限公司）；二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ，分析纯，天津市天力化学试剂有限公

司）；所有实验用水均为去离子水（杭州娃哈哈集团

有限公司）。
１．２　 ＡｕＮＰｓ＠ＡＰＢＡ 的制备

　 　 采用柠檬酸钠还原法制备 ＡｕＮＰｓ。 精密量取

３􀆰 ５ ｍＬ 氯金酸水溶液（２５􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）和 ９６􀆰 ５ ｍＬ
去离子水于配有磁力搅拌子的 ２５０ ｍＬ 三颈烧瓶

中，在油浴中加热并搅拌至沸腾；加大搅拌速度，快
速加入 １０ ｍＬ 柠檬酸钠水溶液（３８􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），待
溶液颜色变为透亮的酒红色后，继续搅拌 １０ ｍｉｎ；
之后在搅拌状态下将溶液自然冷却至室温，并在室

温下继续搅拌 １５ ｍｉｎ，即得到 ＡｕＮＰｓ。 移取 ５ ｍＬ
ＡｕＮＰｓ 分散液于 １５ ｍＬ 烧杯中，加入 ０􀆰 ２５ ｍｇ ＡＰＢＡ，
在室温下搅拌反应 ６ ｈ，即得 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ，于
４ ℃冰箱中保存。

图 １　 糖蛋白的在线富集与分离示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｎ⁃ｌｉｎｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ
ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ： ３⁃ａｍｉｎｏｐｈｅｎｙｌｂｏｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ （ＡＰＢＡ） ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ．

１．３　 ＡｕＮＰｓ＠ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱的制备

　 　 取熔融石英毛细管柱，分别用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ
溶液、去离子水、１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 溶液、去离子水冲洗

６０、５、１５、５ ｍｉｎ，以活化毛细管柱。
　 　 在 １３７􀆰 ９ ｋＰａ 压力下，向活化后的毛细管柱内

通入质量分数为 ０􀆰 １％ 的 ＨＤＢ 水溶液，持续 ２ ｍｉｎ，

停留 ５ ｍｉｎ，之后吹去未吸附的溶液，获得 ＨＤＢ 涂

覆的正电荷涂层毛细管柱；在 １３７􀆰 ９ ｋＰａ 压力下，将
ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 分散液（１􀆰 １４ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ）注入上述毛

细管柱，持续 ２ ｍｉｎ，在柱内停留 ５ ｍｉｎ 后吹去未吸

附的 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ，重复上述操作进行二次涂层，
即得到 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱。
１．４　 样品制备

　 　 分别精密称取 ０􀆰 ５０４ ８ ｇ ＯＶＡ 和 ０􀆰 ５０１ ３ ｇ
ＢＳＡ，加入去离子水溶解，并分别定容于 ５０ ｍＬ 容量

瓶中，混匀，即得质量浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＯＶＡ 和

ＢＳＡ 样品溶液。
　 　 将新鲜鸡蛋清样品用去离子水稀释 ２０ 倍，于室

温下搅拌 １０ ｍｉｎ，在 ４ ℃、 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心

１０ ｍｉｎ，所得到的上清液即为鸡蛋清母液；用去离子

水对鸡蛋清母液进行稀释，即得到不同稀释倍数的

鸡蛋清样品。
１．５　 糖蛋白的在线富集与分离

　 　 基于 ｐＨ 响应涂层柱的 ＣＥ 法：在 １３７􀆰 ９ ｋＰａ 压

力下，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ８）冲
洗 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱 ５ ｍｉｎ，在 ２０ ｋＶ 电

压下预电泳 ２ ｍｉｎ，之后将糖蛋白样品在 ３􀆰 ４ ｋＰａ 压

力下进样，进样时间 ５ ｓ；在 １３７􀆰 ９ ｋＰａ 压力下，用
ＰＢＳ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ８）冲洗 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂层

毛细管柱 １ ｍｉｎ，在 ３４􀆰 ５ ｋＰａ 压力下向毛细管柱中

注入 ＰＢＳ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ３），持续 １０ ｓ，随后在

２０ ｋＶ电压下、ｐＨ 为 ３ 的 ＰＢＳ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）中进行

分离（图 １）。 实验过程中柱温设置为 ２５ ℃，紫外检

测波长设置为 ２１４ ｎｍ。
　 　 普通电泳法：在 １３７􀆰 ９ ｋＰａ 压力下，用 ＰＢＳ
（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７）冲洗裸柱 ５ ｍｉｎ，之后将糖蛋

白样品在 ３􀆰 ４ ｋＰａ 压力下进样，进样时间 ５ ｓ。 实验

过程中电压设置为 ２０ ｋＶ，柱温设置为 ２５ ℃，紫外

检测波长设置为 ２１４ ｎｍ。
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２　 结果与讨论

２．１　 ＡｕＮＰｓ 与 ＡｕＮＰｓ＠ＡＰＢＡ 的表征

　 　 利用柠檬酸钠还原法制备的 ＡｕＮＰｓ 表面含有

羧基，而 ＡＰＢＡ 的表面含有氨基，二者通过静电相

互作用结合。 对 ＡｕＮＰｓ 和 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 进行红

外光谱（ＦＴ⁃ＩＲ）表征，结果如图 ２ 所示，ＡｕＮＰｓ＠
ＡＰＢＡ 在 １ ３５８ ｃｍ－１处出现的吸收峰归属于苯硼酸

中的 Ｂ－Ｏ，证实了 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 的成功制备。 对

ＡｕＮＰｓ 和 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 进行粒径和 Ｚｅｔａ 电位表

征，结果表明，ＡｕＮＰｓ 的粒径为（２９􀆰 ３３±１􀆰 ２６） ｎｍ，
Ｚｅｔａ 电位为（ －６９􀆰 ５０±１􀆰 １２） ｍＶ； ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ
的粒径为（３７􀆰 ０３±０􀆰 ３０） ｎｍ， Ｚｅｔａ 电位为（ －４８􀆰 １０
±０􀆰 ４１） ｍＶ；在修饰了 ＡＰＢＡ 后，ＡｕＮＰｓ 的粒径和

Ｚｅｔａ 电位均增大，表明 ＡＰＢＡ 已成功修饰到 ＡｕＮＰｓ
的表面。 此外，根据测得的 ＡｕＮＰｓ 粒径及文献

［１７］， 计算得到本实验所制备的 ＡｕＮＰｓ 浓度

为 １􀆰 １４ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。

图 ２　 ＡｕＮＰｓ 和 ＡｕＮＰｓ＠ＡＰＢＡ 的 ＦＴ⁃ＩＲ 图
Ｆｉｇ． ２　 ＦＴ⁃ＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＡｕＮＰｓ ａｎｄ ＡｕＮＰｓ＠ＡＰＢＡ

２．２　 ＡｕＮＰｓ＠ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱的表征

　 　 本研究利用 ＤＭＳＯ 来验证 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂

层毛细管柱的性能。 实验结果表明，经 ＨＤＢ 涂覆

后，ＤＭＳＯ 的出峰时间由 ５􀆰 ０５ ｍｉｎ 延长至 １０􀆰 ８８
ｍｉｎ，电渗流（ＥＯＦ）值从 ２􀆰 ９７８ × １０－２ ｃｍ２ ／ （Ｖ·ｓ）
降低至 １􀆰 ３８３×１０－２ ｃｍ２ ／ （Ｖ·ｓ），由此可知毛细管

柱内壁已成功修饰正电荷涂层；经 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ
涂覆后，ＤＭＳＯ 的出峰时间由 １０􀆰 ８８ ｍｉｎ 缩短至

９􀆰 ７０ ｍｉｎ， ＥＯＦ 值增大至 １􀆰 ５５２×１０－２ ｃｍ２ ／ （Ｖ·ｓ），
该结果表明 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 已成功涂覆至毛细管柱

内壁。
２．３　 解吸附条件的考察

　 　 在 ｐＨ 为 ８ 的条件下，糖蛋白能够与 ＡｕＮＰｓ＠

ＡＰＢＡ 表面的硼酸基团结合形成硼酸酯，从而被吸

附；当 ｐＨ 为 ３ 时，硼酸酯发生解离，糖蛋白被释放。
基于上述原理，ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱可实

现糖蛋白的选择性在线富集与分离。 在糖蛋白的解

吸附过程中，ＰＢＳ 的注入压力会对糖蛋白的富集分

离效果产生影响。 本实验以稀释 １×１０６ 倍的鸡蛋清

样品为考察对象，优化了解吸附过程中 ＰＢＳ（ｐＨ ３）
的注入压力。 由图 ３ 可知，当 ＰＢＳ（ｐＨ ３）的注入压

力分别为 １３７􀆰 ９ ｋＰａ 和 １０３􀆰 ４ ｋＰａ 时（注入时间均

为 １０ ｓ），电泳峰的基线不稳且存在拖尾现象；当注

入压力降低至 ３４􀆰 ５ ｋＰａ 时，电泳峰基线平稳，样品

峰的峰面积可达 １７ ２２６ ｍＡＵ·ｍｓ，理论塔板数可

达 １３４ ４８５ 个 ／ ｍ，对称因子为 ０􀆰 ９９１，可见适当减小

注入压力有助于提高糖蛋白样品的富集分离效果。
分析其原因，注入压力过大可能会导致样品的解吸

附速度产生差异，从而会导致电泳峰基线不稳及拖

尾现象等。 因此，本实验最终选择在 ３４􀆰 ５ ｋＰａ 压力

下注入 ＰＢＳ（ｐＨ ３），注入时间为 １０ ｓ。

图 ３　 鸡蛋清样品（稀释 １×１０６ 倍）在不同注入
压力下的电泳图

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｅｇｇ ｗｈｉｔｅｓ （１×１０６ ⁃ｆｏｌｄ
ｄｉｌｕｔｅｄ） ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅｓ

２．４　 ＯＶＡ 和 ＢＳＡ 的在线富集与分离

　 　 利用本文所建方法对 ＯＶＡ （１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） 和

ＢＳＡ（１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ）样品溶液进行在线富集与分离，
并通过峰面积的增大倍数来评价富集效果，其中峰

面积的增大倍数为样品在基于 ｐＨ 响应的 ＡｕＮＰｓ＠
ＡＰＢＡ 涂层柱和基于普通电泳法的裸柱中所得峰面

积之比。 如图 ４ａ 和 ４ｂ 所示，经 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂

层毛细管柱分离后，ＯＶＡ 和 ＢＳＡ 的峰面积分别增

大了 ２６􀆰 ４６ 倍和 ８􀆰 ４７ 倍，表明本文所制备的 ＡｕＮＰｓ
＠ ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱对糖蛋白的富集效果优于普

通蛋白（ＢＳＡ），具有选择性富集作用；此外，与使用

普通电泳法的裸柱相比，ｐＨ 响应涂层柱的富集效果

·６０９·
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图 ４　 （ａ）ＯＶＡ 和（ｂ）ＢＳＡ 经 ＡｕＮＰｓ＠ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱
和裸柱分离后的电泳图

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ａ） ｏｖａｌｂｕｍｉｎ （ＯＶＡ） ａｎｄ
（ｂ） ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ （ＢＳＡ） ａｆｔｅｒ ｓｅｐａｒａ⁃
ｔｅｄ ｂｙ ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ ｃｏａｔｅｄ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｃｏｌｕｍｎ
ａｎｄ ｂａｒｅ ｃｏｌｕｍｎ

　

明显更好。 与本课题组［１６］ 前期制备的 ＡＰＢＡ⁃聚甲

基丙烯酸缩水甘油酯微球（ＰＧＭＡ＠ ＡＰＢＡ）涂层毛

细管柱相比，ＯＶＡ 的峰面积增大了约 ２０ 倍，这可能

是因为与 ＰＧＭＡ 微球（粒径（１３８􀆰 ００±０􀆰 ２０） ｎｍ）相
比，ＡｕＮＰｓ 的比表面积更大，能够吸附更多的 ＡＰＢＡ
分子，有助于提高糖蛋白的富集效果。

图 ５　 不同稀释倍数下的鸡蛋清样品经 ＡｕＮＰｓ＠ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱和裸柱分离后的电泳图
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｅｇｇ ｗｈｉｔｅ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ

ＡｕＮＰｓ＠ＡＰＢＡ ｃｏａｔｅｄ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ｂａｒｅ ｃｏｌｕｍｎ
ａ． ２０⁃ｆｏｌｄ ｄｉｌｕｔｅｄ； ｂ． ２×１０３ ⁃ｆｏｌｄ ｄｉｌｕｔｅｄ； ｃ． １×１０６ ⁃ｆｏｌｄ ｄｉｌｕｔｅｄ； ∗ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ．

２．５　 重复性和稳定性考察

　 　 以 ＯＶＡ 样品溶液（１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ）为例，利用本

文所建方法进行在线富集与分离，测定 ＯＶＡ 的电泳

峰面积；于 １ ｄ 内平行测定 ５ 次，计算日内精密度；
连续测定 ６ ｄ，计算日间精密度。 实验结果表明，
ＯＶＡ 电泳峰面积的日内和日间精密度分别为 ２􀆰 ２％

（ｎ ＝ ５）和 ３􀆰 ０％ （ｎ ＝ ６），方法重复性良好。 在使用

过程中，缓冲液的冲洗或其他因素都容易造成毛细

管柱的涂层脱落，使其稳定性变差，故本实验对

ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱的稳定性进行了考

察。 实验结果表明，当 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂层毛细管

柱连续运行 １００ 次（总计 ３３ ～ ６７ ｈ）时，其对鸡蛋清

样品（稀释 １×１０６ 倍）中的糖蛋白仍具有一定的富

集效果（第 １００ 次时峰面积仍达 ６ ５０５ ｍＡＵ·ｍｓ），
说明本工作所制备的 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱

稳定性良好，能够满足实际应用需求。
２．６　 实际样品中糖蛋白的富集与分离

　 　 以不同稀释倍数下的鸡蛋清为实际样品，考察

本方法对鸡蛋清样品中痕量糖蛋白的富集分离效

果。 不同稀释倍数下鸡蛋清样品的电泳图如图 ５ 所

示，将鸡蛋清样品稀释 ２０ 倍后，与使用普通电泳法

的裸柱相比，其在 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱上

的峰面积增大了 １􀆰 １５ 倍（图 ５ａ）；将鸡蛋清样品稀

释 ２×１０３ 倍后，与使用普通电泳法的裸柱相比，其在

ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱上的峰面积可增大至

３３􀆰 ９３ 倍（图 ５ｂ）；将鸡蛋清样品稀释 １×１０６ 倍后，
裸柱（普通电泳法）已无法检测到糖蛋白，而 ＡｕＮＰｓ
＠ ＡＰＢＡ 涂层毛细管柱对糖蛋白的富集分离效果仍

非常明显，峰面积为 １０ ４６９ ｍＡＵ·ｍｓ（图 ５ｃ），且
整个富集分离过程可在 ３ ｍｉｎ 内完成。 实验结果证

明，该方法可用于实际样品中痕量糖蛋白的在线富

集与分离。 此外，对于稀释了 ２０ 倍和 ２×１０３ 倍后的

鸡蛋清样品，通过本方法富集后的糖蛋白峰面积相

差不大，推测可能与毛细管内壁所吸附的 ＡｕＮＰｓ＠
ＡＰＢＡ 数量有关：当涂覆至毛细管内壁的 ＡｕＮＰｓ＠
ＡＰＢＡ 数量一定时，毛细管柱所能捕获的糖蛋白数
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量存在上限。 因此，对糖蛋白含量较高的样品进行

富集分离时，需进一步提高毛细管柱内壁单位面积

上硼酸基的数量，以吸附更多的糖蛋白分子。

３　 结论

　 　 本研究通过静电自组装法制备了 ＡｕＮＰｓ＠ ＡＰ⁃
ＢＡ 涂层毛细管柱，建立了一种基于 ｐＨ 响应涂层柱

的糖蛋白在线富集与分离方法。 该方法利用 ＡＰＢＡ
与糖蛋白之间的特异性相互作用，并通过改变 ｐＨ
条件实现了糖蛋白的在线富集与分离。 该方法操作

简单，省时，高效，弥补了化学键合涂层柱的不足，但
利用本方法所涂覆的 ＡＰＢＡ 数量有限，限制了该涂

层柱对高含量糖蛋白样品的富集效果，未来可考虑

采用含有多个硼酸基的聚合物刷对毛细管进行涂

覆，通过改变聚合物刷的长度来调控硼酸基数量，从
而满足不同含量糖蛋白样品的富集要求。
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