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摘要 

 

    對於流動型分析儀器的訊號，最近有文獻提出了所謂“時間效應”

的假說。本研究之目的在於探討毛細管電泳訊號，是否有時間效應的

存在。 

    所謂時間效應是指樣品在管路裡流動時，由於在管中產生的分散

現象，會導致樣品在通過偵測器之時，樣品的分佈會因流動而改變，

因此所測得樣品之訊號和實際樣品之分佈並不相同。 

    我們設計了一個多通道的偵測器，可以記錄樣品在毛細管中和時

間相關的樣品分佈函數（時圖），和以空間相關的樣品分佈函數（空

圖）。由於儀器之偵測靈敏度尚無法提供良好的訊號，我們以目前最

好的訊號，來探討毛細管電泳訊號是否有時間效應的存在。結果發

現，相同樣品之訊號，其波峰之空圖和時圖都同時會呈現拖尾(tailing)

或是趨前(fronting)，因此毛細管電泳之訊號，並無明顯的時間效應存

在。 
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Abstract 

 
Signals of flowing type analytical instruments are subjected to a 

so-called “temporal effect” that was proposed recently. This study tries to 
examine whether the temporal effect exists in capillary electrophoresis. 
 

The temporal effect is said to occur while sample molecules are 
passing a fixed-position detector. Since the sample dispersion keeps 
changing during the monitoring, the signal (sample distribution) recorded 
should be different from that of the true sample distribution in the flow. 
 

We designed a multi-channel detector that enables recording of 
sample profiles as a function of time (temporal profile) and as a function 
of longitudinal position (spatial profile). Since the current system was 
unable to provide decent signals, we used the best data at the present time 
to examine the temporal effect. As a result, both of the temporal and 
spatial profiles showed tailing and fronting for signals of the same 
samples. No significant temporal effect was observed in capillary 
electrophoresis. 
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第一章  緒論 

 

1.1 毛細管電泳概述 

 

    在毛細管電泳(Capillary Electrophoresis，CE)中，管內徑一般是在

25到 100 µm之間，管內通常充滿緩衝溶液，電泳則是在毛細管中進

行。因為毛細管的高電阻能夠在使用很高的電場(100~500 V/ cm)下，

只有產生很少的熱量，因此不會造成樣品因熱分散而影響分離解析

度，且使用高電場導致分析時間短和分離效率高。在電泳中還有一個

獨特的現象，那就是電滲流(Electroosmotic Flow，EOF)。電滲流是一

個平面流型(plug flow)，不會對樣品區帶變寬有所貢獻。另外還具有

不同分離機制和選擇性的多種分離模式、很少的樣品需要量、線上偵

測、定量分析和自動化的潛力。所有這些特點使得毛細管電泳變成一

種迅速發展的分離技術。 

 

1.2 時間效應 

 

    對於流動型分析儀器而言，以流動注入分析系統(Flow Injection 

Analysis System，FIA)(如圖 1 所示)為例，波峰常常都是以拖尾的形

式出現，有許多文獻和教科書說明為什麼流動注入分析系統的波峰是

呈拖尾的現象[1-7]。樣品溶液進入管路之後，會產生分散的情形，其
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原因一般認為是取決於一種現象：層流(laminar flow)。圖 2是表示樣

品受不同分散的原因所造成的結果，圖 2a 是沒有產生分散的情形，

然後被載送液推動的結果，圖 2b和圖 2d則是分別只受層流和擴散影

響的結果，圖 2c是同時考慮層流及擴散影響的結果[7]。樣品因層流

而產生彈頭型的形狀，才是波峰變形的主要原因。 

    但是由白所發表的文獻中指出：在流動注入分析系統中，影響波

峰變形的因素有兩個，一個是空間效應(spatial effect)，另一個則是時

間效應(temporal effect)[8]。 

    圖 3 是說明空間效應和時間效應對於偵測器所收集到的之圖譜

影響。圖 3a 表示樣品因層流而產生不對稱的分佈形狀，假設其分佈

形狀不會隨著時間改變，在經過偵測器之後，會得到一個同樣有拖尾

但方向相反的波峰形狀。此時我們即稱：使樣品產生拖尾現象的原因

是空間效應。但是如圖 3b 所示，一個原本假設呈高斯分佈的形狀，

在流動時是以對稱擴散流動，經過單一光徑偵測器之後，還是會產生

一個有拖尾的波峰形狀。此時我們即稱：使樣品產生拖尾現象的原因

是時間效應，因為在偵測過程中，濃度分佈隨時間持續在改變中。其

實在真實的情況下(如圖 3c所示)，波峰會產生拖尾是由於空間效應和

時間效應所造成的[8]。 

    最後白指出：「由單一光徑偵測器所得到的圖形，並非樣品在管
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柱內真實的分布情形」，意指單一光徑偵測器在忽略時間效應的情況

下，會對收集到的訊號產生誤判的結果[8]。 

 

1.3 空時差異 

 

    白指出，由單一光徑偵測器得到的波峰圖形，並非樣品在管柱內

的真實分布[8]。這是因為單一光徑偵測器的測量是屬於「延時偵

測」。收集訊號的同時，樣品的空間分佈狀態仍然一直在改變，這樣

的結果與樣品在管柱內的瞬間空間分佈有一定的落差。這個落差我們

稱為空時差異，因為時間(時相)與空間(空相)是完全不同的向量，兩

個因子對波形的貢獻程度是不一樣的。 

    如圖 4所示，時相是指固定一個偵測位置，隨著時間來收集樣品

通過偵測位置的訊號，所得到的圖為時圖。而空相是以多通道偵測器

來同時偵測大範圍的樣品分佈，所得到的圖為空圖。 

 

1.4 實驗起源 

 

    而毛細管電泳系統和流動注入分析系統的差別只在於管路粗細

不同和推動樣品的推動力不一樣，其餘的可說是大同小異。但是對於

毛細管電泳而言，理論上電滲流對樣品的分散沒有任何貢獻，所以訊

號應該是呈高斯的形狀，可是實際上是呈非高斯的形狀，這是否代表

 3



有空時差異的存在。 

    為了了解樣品在管柱內真實的分佈情形，因此我們設計一套多通

道偵測系統來記錄樣品在管柱內分佈的情形。除了可以得到大範圍的

空圖之外，還可以固定不同的偵測位置，在不同的時間下得到樣品的

訊號，則所得到的圖是為時圖。也就是在多通道偵測系統中，只要改

變收集訊號的方式，就可以同時得到管柱內時圖和空圖的結果。 
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sample  carrier 

reagent mixing coil 
pump 

 

圖 1、流動注入分析系統(Flow Injection Analysis

    基本的 FIA系統包含幫浦、樣品注入閥、混合捲

器所組成。原理是利用樣品注入閥將一定體積的樣品

動的載送液裡，隨著載送液的向前推進，與反應試劑

之後，生成一個適合偵測器偵測的化合物，流到偵測

到一個偵測訊號 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 5
detector
 

 System，FIA) 

管和適合的偵測

溶液注入一個流

作適當混合反應

器之後，即可得



 

(a)           (b)            (c)          (d) 

 

    圖 2、樣品受到層流和擴散的效應，在偵測器上所表現的濃度分

佈圖形(上圖為樣品在管路中的濃度分佈，下圖是濃度對時間作圖，

縱軸是濃度，橫軸是時間)[7] 

(a)沒有分散(b)受到層流所產生的分散(c)受到層流和擴散所產生

的分散(d)受到擴散所產生的分散 
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C ) 

t D 
 C 

t D 
 C 

 

   

偵測

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(c)
(a
(b)
 
t D 

 圖 3、質量分佈圖(左)相對應在偵測器上所收集到的圖譜(右)(D：

器，C：樣品濃度，t：時間)[8] 

(a)空間效應(b)時間效應(c)真實情況 
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時相 空相 

偵測器 偵測器 

吸收度 吸收度 

時間 位置 

時圖 空圖 

 

圖 4、時圖和空圖的說明 
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第二章  研究動機與目標 

 

    於白所提出的文獻中指出：「由單一光徑的偵測器所得到的圖

形，並非樣品在管柱內真實的分佈情形」[8]，提出單一光徑偵測器

在忽略時間效應的情況下，會對所收集到的訊號產生誤判，也提出層

析理論中需要被修正的地方，並且提出有關層析區帶變化的原因來修

正現有的層析理論[9-11]。 

    因此為了證實其層析理論[9-11]，本實驗室設計新的偵測系統—

多通道偵測系統，可同步偵測管柱內樣品流動情形，並結合單一光徑

的偵測系統，完整紀錄樣品在管柱內外的圖譜訊號。 

    而在電泳理論中，因為電滲流是平面流型，流動的推動力是沿著

毛細管管壁均勻地分布，不會在毛細管內產生壓力差，所以毛細管各

處之流速相同。理論上電泳所得之樣品訊號，波峰的形狀應該是呈現

高斯的形狀，但是實際上仍是有非高斯的形狀發生，因此使用這個新

的偵測系統，從另一個角度來觀察樣品在毛細管內的流動情形，以檢

驗毛細管電泳之訊號，是否有所謂時間效應的存在。 
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第三章  毛細管電泳簡介 

 

    電泳是在緩衝溶液間通以一個直流電壓，基於帶電荷物質的不同

遷移速率，使樣品得以分離的一種分析方法。物質的遷移速率和其帶

的電荷有關，也和物質本身大小有關。分離是基於各種分析物有不同

的荷質比。荷質比愈大，在電場中的遷移速率愈快。 

 

3.1 電泳的發展史 

 

    1937 年，Tiselius, A.開始將電泳做為一種分析工具，利用電泳分

析技術進行血清中白蛋白、α球蛋白、β球蛋白和 γ球蛋白分離的研

究。由於此研究的貢獻，在 1948 年獲得諾貝爾化學獎[12]。 

 

    1967 年，Hjerten, S首先提出利用窄口徑分離管柱(直徑 3 mm的

石英管)做電泳分析，在高電場情況下進行自由溶液的區帶電泳，進

行無機離子、蛋白質與核酸的分離[13]。 

 

    1970 年，Neuhoff, V.在玻璃管中(內徑 450 µm，長 3 cm)中填滿聚

丙烯醯胺凝膠狀物質，分析微量的蛋白質並將其染色，以放射線技術

照相技術進行偵測[14,15]。 

 

    1974 年，Virtamen, R使用更小內徑的 pyrex管柱(200~500 µm)，
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提供自由區帶電泳，應用電位偵測法定量分析鹼金屬離子，和對電泳

圖做理論分析，考慮到毛細管區帶中的縱向擴散、分散性因素和不均

勻的電位梯度，並對各種現象做探討，也討論電滲流對分析物電泳行

為的影響[15-17]。 

 

    1979 年，Mikkers, F.E.P.為了減少對流擴散的問題，利用內徑為

200 µm的鐵氟龍管柱，進行自由區帶電泳的分析並應用於 UV 吸收

和導電度分析做偵測，在短時間內可以同時解析有機和無機的陰離子

[15,17,18]。 

 

    1981 年，Jorgenson, J和 Lukacs, K.D首先採用內徑小於 100 µm，

並以熔融態成型的二氧化矽材質的毛細管作為分離管柱，所應用的電

壓高達 30 kV，並以螢光做偵測，可提供高效率的電泳分離。此外也

對毛細管電泳的理論概念做簡略描述，指出電滲流在離子物質遷移的

情形扮演重要的角色，電滲流亦影響解析度和分析時間，開啟了毛細

管電泳的發展史[15,19,20]。 

 

    1984 年，Terabe, S.提出微胞電動力學毛細管層析法，可以用來

分離中性物質，不再局限於帶電荷的分析物，因而提升毛細管電泳的

應用範圍[21]。 
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    1987 年，Cohen, A.和 Karger, B.L.利用類似傳統的凝膠電泳，將

十二烷基硫酸納-聚丙烯醯胺在毛細管內形成凝膠，直接應用在蛋白

質的分離與分子量的決定，發展成毛細管凝膠電泳[22]。 

 

    之後還有毛細管等速電泳法[23,24]和毛細管電動層析法[25]被發

展出來，隨著以上這些技術的發展，使得毛細管電泳分離技術的應用

日益廣泛。 

 

3.2 電泳分離和遷移率 

 

    電泳的分離是以電場中物質的速度差異為基礎。離子的遷移速度

可以用下式表示 

Eepep µν =  
 

νep=離子遷移速度 

µep=電泳遷移率 

E=電場強度(電場強度是外加電場和毛細管長度的簡單函數，單位為

V/ cm。) 

 

    對於一個球形離子而言，其在固定電場作用下所受到的靜電作用

力是 
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qEFE =  

而摩擦力是 

epFF πηγν6−=  

 

q =離子電量 

η=溶液黏度 

γ=離子半徑 

 

    在電泳的過程中，可以達到由上述兩個作用力的平衡所決定的穩

態，即速度不再改變。 

epqE πηγν6=  

 

整理之後可以得到離子在電場下的移動速率 

πηγ
ν

6
qE

ep =  

 

和 Eepep µν = 比較，得到 

πηγ
µ

6
q

ep =  

 

我們定義µep為電泳遷移率，就是在單位電場下離子的電泳速率。 
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    由上式可以得知，較小的離子且帶的電荷越多，電泳遷移率越

大，在電泳的過程中，跑的越快，在電泳圖譜中也最早出現。同理反

之亦然。 

 

3.3 毛細管電泳的原理 

 

毛細管電泳是利用高電場(10~30 kV)作用下，在微小內徑的毛細

管中，使分析物進行電驅動的分離，造成分析物分離的現象。儀器裝

置的簡圖如圖 5所示。樣品由毛細管一端注入，然後將毛細管兩端分

別置於緩衝溶液中，再藉由白金電極將高電壓導入緩衝溶液形成外加

電場，分析樣品中帶電的離子在電場影響下產生移動，因為分析物本

身不同的電荷量和體積大小，使分析物因遷移速率不同而分離，最後

經過偵測器檢測。 

 

3.3.1 電滲流 

 

    電滲流是由於熔融態成型的二氧化矽毛細管內部表面有電荷存

在所形成的。當毛細管中的緩衝溶液 pH值高於 2時，管柱內壁的矽

醇基會有去質子作用產生，造成矽醇基解離，誘導出陰離子，在這個

情況下，形成了固定的聚陰離子層(polyanionic layer)，又因為緩衝溶

液中的電解質作為離子對的角色，而進行陽離子的聚集而產生了聚陽
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離子層(polycationic layer)，如圖 6所示。 

    負電荷離子(即聚陰離子層)吸引緩衝溶液中的正電荷離子(即聚

陽離子層)形成的現象，導致電雙層的產生。根據 Stern 的電雙層理

論，溶液中的正電荷離子在流經活化的毛細管之後，會因前述原因的

靜電吸引力而被吸附在管壁上，形成第一層的吸附，稱為固定層。固

定層之外稍微遠離毛細管表面，也會有過多的正電荷離子被負電荷離

子吸引，但是吸附的程度沒有固定層來的強，其電荷密度是隨著遠離

管壁的程度呈指數趨勢下降，是為移動層，如圖 6所示。 

    由於溶液在毛細管內電荷分布的差異，因此毛細管管壁與溶液間

會有電位差的存在。如果以毛細管中央部份的電位為零電位，則管壁

的電位為Ψ0，此時固定層的電位由Ψ0降到Ψδ，而在移動層的電位由Ψδ

降到零。而Ψδ和毛細管中央部份的電位差為Zeta電位，可以用下式表

示。 

ε
δπζ e××

=
4

 

 

ζ= Zeta電位 

δ= 電雙層的厚度 

e = 單位表面積的電荷 

ε= 緩衝溶液的介電常數 
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    由於 Zeta 電位的存在，所以當毛細管外加電壓後，電雙層中的

移動層的水合陽離子會帶著管柱中的溶液往負電極流動，使毛細管中

的溶液會有移動的現象，即形成電滲流。 

    電滲流的特點是其流動的剖面圖是平板狀，不像傳統的壓力驅動

所造成的層流而呈現拋物線型，如圖 7所示，因此電滲流不會對區帶

變寬有所貢獻。 

    電滲流的線性遷移率(electroosmotic mobility，µeof)為 

ζ
η
εµ =eof  

 

η= 緩衝溶液黏度 

 

    考慮電滲流的移動速率(electroosmotic flow velocity，νeof)，在 1903

年Smoluchowski[26]提出其下列關係式 

Eeof η
εζν =

 

Eeofeof µν =  

 

    由於離子藉著本身的電泳遷移率，和緩衝溶液本身因 pH值、離

子強度、有機修飾劑等因素所造成的電滲流遷移率，因此離子整體的
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遷移率則為這兩者向量的加成 

eofeptotal µµµ +=  

 

因此離子速度則是 

( )Eeofeptotal µµν +=  

 

    因為有電滲流的結果，典型的毛細管電泳分離順序是：最快的陽

離子先出來，接著是較慢的陽離子，然後是所有的中性分子，再來是

較慢的陰離子，最後是最慢的陰離子，如圖 8所示。 

    在毛細管電泳分離過程中，基本的區帶電泳分離機制就是靠著分

析物在緩衝溶液中電泳遷移率的差異來達成的。 

 

3.3.2 分離效率 

 

    毛細管電泳的分離效率可以用理論板數來表示，理論板數是反映

物質在固定相和流動相中動力學特性的層析參數，理論板數越高，表

示分離效率越好，可以由下式表示 

D
VN total 2

µ=  

 

N=理論板數 

D=分析物的擴散係數 
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V=外加電壓 

 

    另外也可以用時間來換算出理論板數，其表示法是 

2

16 ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

w
tN

 

2

2/1

54.5 ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

w
tN

 

 

t=分析物的遷移時間 

w=分析物的波峰寬度 

w1/2=分析物的波峰半高寬 

 

3.4 常見的毛細管電泳分離模式 

 

    毛細管電泳有許多的分離模式，各種方式的分離模式均不相同，

目前發展出較成熟的模式有：毛細管區間電泳 (Capillary Zone 

Electrophoresis，CZE)、毛細管等速電泳(Capillary Isotachophoresis，

CITP)、毛細管等電聚焦電泳(Capillarty Isoelectric Focusing，CIEF)、

毛細管凝膠電泳(Capillary Gel Electrophoresis，CGE)、微胞電動層析

法(Micellar Electrokinetic Chromatography，MEKC)。 

 

3.4.1 毛細管區間電泳 
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    毛細管區間電泳是利用分析物在緩衝溶液中解離為正或負離子

之後，受電場作用而移動，當分析物質量與所帶的有效電荷有差異

時，會導致電泳移動速率不同而達到分離的效果。一般無表面修飾的

毛細管，通常陽離子的運動方向和電滲流一致，會最先通過偵測器，

中性分析物本身電泳速度為零，將隨著電滲流一起動，而陰離子因為

運動方向和電滲流相反，則是最後通過偵測器。但是對於不帶電荷的

分析物，因為與電滲流有相同的移動速度，無法達到分離的目的。 

 

3.4.2 毛細管等速電泳 

 

    毛細管等速電泳是一種移動界面的電泳技術，是使用兩種緩衝溶

液系統造成所有被分離的區帶等速遷移的狀態，被分離的區帶像三明

治一樣，被夾在前面電解質和後面的電解質之間。在 CITP中會發生

等速遷移是因為各個區帶的電場強度不一樣。在分離過程中場強會自

行調整以維持區帶的等速移動(遷移速度=遷移率×場強)。遷移率大的

離子所在的區帶場強較低，這種現象使各個區帶間保持著明顯的界

面。如果一個離子擴散到一個相鄰的區帶，它的遷移速度會發生改

變，而很快的回到原來所在的區帶。 

 

3.4.3 毛細管等電聚焦電泳 
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    毛細管等電聚焦電泳是利用分析物本身等電點(pI)的差異，來達

到分離的目的。實驗前必須於管壁內壁進行表面處理，來充分抑制電

滲流。此種進行分離的分析物必須是兩性物質。在這個方法中首先要

建立一個具有 pH梯度的環境，當梯度環境建立完成之後，兩性分析

物具有負電荷時，它的移動方向會朝向正極，所經之處由於環境 pH

值持續下降，所以會逐步發生質子化反應，減少其所帶的負電荷，最

後會到達一個淨電荷等於零的 pH值，也就是 pI值。此過程會導致每

一種兩性分析物被分離並濃縮到等電位點的狹窄區帶中。 

 

3.4.4 毛細管凝膠電泳 

 

    凝膠電泳是用於生物學上分離大分子物質，所添加的聚合物在分

離的過程中扮演分子篩的角色。由於凝膠的高分子鏈具有糾纏性，當

帶電分析物因為電場力的推動下於聚合物網狀結構內遷移時，其運動

受到一定程度的阻礙，大分子所受到的阻礙比小分子大，因此大分子

的遷移速度會比較慢，藉著分子篩的作用就能夠達到大小分子分離的

結果。 

 

3.4.5 微胞電動層析法 

 

    利用添加界面活性劑在緩衝溶液中產生帶電荷的微胞及單體，形
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成假靜相，使分析物在受電場作用而移動的過程中，與溶液中的假靜

相產生分配作用，藉此造成分析物間遷移速度不同，而產生分離的效

果。除對不解離的中性分析物之外，對於解離而荷質比相近的分析

物，可以根據疏水性及親水性的強弱差異進行分離。一般緩衝溶液以

水為主，所形成的微胞內部是呈疏水性，當分析物間的疏水性及親水

性有強弱差異時，藉由調整界面活性劑的濃度大小可以改變疏水性分

析物與微胞之間分配作用力的強弱，進而影響分析物的遷移速度。微

胞電動層析最大的優點是改善毛細管電泳對中性分析物的分析能

力，但是對於非中性的分析物而言，因為分析物疏水的情況不同，也

可以影響分離結果。 
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數據處理 

偵測系統 

毛細管 

 緩衝溶液 

樣品 緩衝溶液 

陽極 陰極 

電源供應器 

 

圖 5、毛細管電泳儀器簡圖 
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移動層 聚陽離子層 

陽極 
陰極 

固定層 

聚陰離子層 

電滲流流動方向

圖 6、形成電滲流之原因 
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圖 7、電滲流和和層流在管中所造成流動之剖面圖 

    引起流動的推動力，沿著毛細管管壁均勻地分佈，不會在毛細管

內形成壓力差，所以流速到處相同，是為平面流型(圖 a)；由外部驅

動的力，因管壁處存在摩擦力而產生的拋物線流型(圖 b) 
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電滲流速度 總速度=電滲流速度+電泳速度 

電泳速度 

 

圖 8、離子在有電滲流存在下的速度 

    負極在右邊，正極在左邊，箭頭的長度表示速度的大小，箭頭的

方向表示移動的方向 
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第四章  實驗 

 

4.1 藥品 

 

    Tartrazine(黃色四號合成色素)，dye content approx. 90 %，購自於

SIGMA(Sigma Chemical Co.，St. Louis，USA)。 

Sunset Yellow FCF（黃色五號合成色素），dye content approx. 90 

%，購自於 TCI(Tokyo Kasei Kogyo Co.，LTD. 東京化成工業株式會

社，東京都北區豐島 6-15-9)。 

    Disodium tetraborate，購自於 SIGMA。 

    Sodium hydroxide，購自於 SHOWA(Showa Chemical Co.，LTD. 昭

和化學株式會社，東京都中央區日本橋本町 4-3-8)。 

    實驗用水為經過 Millipore(Beford，MA，USA) Milli-Q 處理的

18.2MΩ去離子水。 

 

4.2 儀器裝置 

 

4.2.1 單通道偵測系統 

 

4.2.1.1 電源供應器 

 

Spellman CZE1000R，購自於 Spellman(Spellman High Voltage 
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Electronics Corporation, Hauppauge, New York，USA)。 

 

4.2.1.2紫外可見光偵測器 

 

    Model 340，購自於 Varian(Varian, Inc., 3120 Hansen Way, Palo Alto, 

CA 94304-1030, USA)。 

 

4.2.1.3 數據處理系統 

 

    SIC Chromatocorder12，購自於 SIC(System Instruments Co., Ltd)。 

 

4.2.2 多通道偵測系統 

 

    圖 9是單通道和多通道偵測系統之對比圖，因為本實驗是觀察樣

品的流動情形，但是又要符合偵測方法為吸收光譜的儀器構造，也就

是偵測範圍要從一個點到一個長度。我們發現一般的光學掃瞄器的一

些組件可用於本實驗，掃描器上的燈管可作為燈源，光學盒可提供一

線性物件之成影。另外本實驗不做掃描波長的動作及為了減少和分析

物吸收不相干之波長的干擾，於是在光學盒前面加了一個濾片。 

 

4.2.2.1 電源供應器 

 

    YSTC high voltage power supply，購自於友聲電子股份有限公司
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(桃園縣龜山鄉文化一路 259號)。 

 

4.2.2.2 多通道偵測器 

 

    光學盒(如圖 10 所示)是由虹光精密儀器工業股份有限公司(新竹

科學工業園區研新一路 20號)所提供。其內部光學原理如圖 11所示，

光線進入光學盒之後，經過平面鏡的多次反射，使光線集中到一個凹

面鏡，接著透過凹面鏡的放大作用，使成像於 CCD 上，最後由個人

電腦收集訊號。光線在進入光學盒之前，有使用濾片濾掉多餘的波

長。濾片是 435 nm的窄帶過濾波片(穿透波長中心是 435 nm，波峰寬

度是 50 nm，穿透率約等於 90 %)，由裕群光電科技股份有限公司(桃

園縣龍潭鄉中豐路 618 號)製作。最後將光學盒、濾片和毛細管放在

一個向量光學平台(如圖 12 所示)上。向量光學平台由彥宏開發科技

有限公司(台北縣新莊市化成路 63巷 71號)所設計製造。 

 

4.3 毛細管 

 

    內徑是 100 µm，外徑是 365 µm，材質是二氧化矽(fused-silica)，

在表面外層塗附上聚醯亞胺(polyimide)，購自於 Polymicro(Polymicro 

Technologies Incorporated，Phoenix，AZ，USA)。 

 

4.4 向量光學平台組裝與測試 
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1. 實驗裝置如圖 13所示。 

 

2. 拆解由虹光公司所提供的光學掃描器，以燈管和內部光學盒作為

本實驗的光源和多通道偵測器。另外由虹光公司的 楊得志先生設計

連接多通道偵測系統和個人電腦間的使用界面(如圖 14所示)。 

 

3. 光源的放射波長和濾片的穿透波長如圖 15所示。本實驗選擇吸收

光譜為偵測方式，光源強度約在 430 nm附近最大，因此樣品選擇以

在 430 nm附近範圍的吸收度最大為優先。 

 

4. 向量光學平台內含 6組角度向量(如圖 16和圖 17所示)的組件，可

於組件上架設光學盒、燈源、狹縫、濾片(貼在光學盒的視窗上)以及

放置毛細管(如圖 18 所示)。所有裝置安裝完畢之後，將向量光學平

台置於穩定乾燥的環境下進行實驗。 

 

5. 將已燒除聚醯亞胺的毛細管，利用毛細管固定架(如圖 19 所示)，

裝入於毛細管卡匣(如圖 20所示)裡。 

 

6. 調整毛細管位置，使得光線通過毛細管的光量是一樣的。 

 

7. 架設好裝置之後(如圖 21 所示)，即可以進行實驗，最後以個人電

腦取訊號。 
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4.5 樣品的選擇 

 

    根據光源和濾片的可用波長範圍，選擇黃色四號和黃色五號做為

本實驗的樣品，其分別之結構和吸收光譜如圖 22和圖 23所示。 

 

4.6 分離模式的選擇 

 

    毛細管區間電泳是最簡單且最基本的分離模式，因此本實驗是以

毛細管區間電泳模式來看波峰的變化。 

 

4.7 標準溶液的配製 

 

    樣品以去離子水溶液配製成 20000 ppm、5000 ppm、1000 ppm、

500 ppm、100 ppm，並置於室溫下保存。 

 

4.8 緩衝溶液的配製 

 

    緩衝溶液是由 3 ml的 0.1 M硼酸鹽和 4 ml的 0.1 M氫氧化鈉混

合，然後稀釋到 20 ml，最後的濃度為 15 mM，pH=10。使用前再稀

釋成為 5 mM。 

 

4.9 毛細管的處理 
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    本實驗所使用的毛細管內徑為 100 µm，外徑為 365 µm，管柱總

長度是 90公分，有效長度是 35公分，毛細管外層塗附的聚醯亞胺以

火焰燒除約 5 公分(原因於 5.2 會說明)，再以甲醇擦拭乾淨使作為偵

測窗口。 

    新的毛細管在使用之前依序以 1 M的鹽酸、去離子水、1 M的氫

氧化鈉和去離子水各清洗 10分鐘。 

    每天實驗進行前，毛細管依序用 0.1 M氫氧化鈉和去離子水各清

洗 10分鐘，最後是緩衝溶液清洗 10分鐘。 

    每次實驗進行前，依序以去離子水和緩衝溶液各清洗 10分鐘。 

    每天實驗結束後，以去離子水清洗 10 分鐘，最後將毛細管的兩

端浸在去離子水裡。 

 

4.10 實驗流程 

 

    用多通道偵測系統做偵測時，進樣方式採高度差(15公分)進樣，

進樣時間：100 ppm為 15秒；500 ppm為 5秒，分離電壓 20 kV，偵

測波長 430 nm，實驗溫度為室溫，偵測時間 20分鐘。 

    用單通道偵測系統做偵測時，為了使平均電場一樣(20 kV/ 90公

分)，所以毛細管總長度改為 45公分，但是有效長度不變，一樣是 35

公分，偵測視窗是 0.15公分，分離電壓則改為 10 kV，其餘條件不變。 
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圖 9、單通道偵測系統(左)和多通道偵測系統(右)之對比圖 
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圖 10、光學盒(上圖為正面圖，下圖為俯視圖) 
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圖 11、光學盒內部的光學原理 
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圖 12、向量光學平台(上圖為側視圖，下圖為俯視圖) 
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圖 13、實驗裝置簡圖 

    1：燈源，2：狹縫，3：高壓電源供應器，4：緩衝溶液槽，5：

毛細管，6：濾片，7：多通道偵測器(光學盒)，8：個人電腦 
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圖 14、連接多通道偵測系統和個人電腦的使用界面 
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圖 15、燈源的放射波長和濾片的穿透波長 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 38



 
 

 

圖 16、角度向量(箭頭是表示可以調整的方向) 
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圖 17、角度向量(箭頭是表示可以調整的方向) 
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圖 18、各零件在向量光學平台上的位置 
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圖 19、毛細管固定架 
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圖 20、毛細管卡匣(上圖是整體，下圖是放大上圖的右邊) 
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毛細管 燈源、狹縫光學盒 

圖 21、多通道偵測系統(上圖是正面圖，下圖是側視圖) 
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圖 22、上圖為黃色四號的結構式；下圖為其 UV光譜圖 
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圖 23、上圖為黃色五號的結構式；下圖為其 UV光譜圖 
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第五章  結果與討論 

 

5.1 吸收光譜 

 

    在毛細管電泳系統裡，可以使用吸收、螢光、雷射誘導螢光、間

接吸收、質譜等等，來作為偵測方式。在本實驗裡是選擇吸收光譜作

為偵測方式，原因如圖 24所示，由於吸收度是測量兩次穿透強度(背

景和樣品)之比例，若實驗中一些參數有變化，例如本實驗所使用的

燈源是取自光學掃描器的燈管，若是每個空間位置所放出來光的強度

不等，可以藉著A = log(P0/P)(A是吸收度， P0是背景強度，P是樣品

強度)來降低因強度不等所造成的誤差。 

 

5.2 向量光學平台之改善 

 

    原本之設計，燈源和管柱是架設於同一組可移動的組件上，進行

校正時是需要兩者一起調整角度。但是本實驗使用 100 µm的毛細管

進行實驗，為了能夠更明確地掌握光線是有通過毛細管，故將燈源和

管柱分開，使能夠分別對燈源和毛細管進行方向或角度調整。 

    圖 25a是改善前的平台組件簡圖，圖 25b是改善後的平台組件簡

圖。將燈源、狹縫和光學盒固定不動，只調整毛細管的角度和方向，

讓光通過毛細管每一位置的光量是幾乎相同的。 
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    首先為了確定本光學盒“殘餘電流”的大小，因此做了一個測試，

將燈源關閉、以黑布蓋上整個儀器，發現光學盒還是會得到一個值(如

圖 26所示)，大概是約 3350，此訊號為殘餘電流，此值將提供往後之

實驗數據運算處理。 

    另外為了減少未通過毛細管而進入光學盒的光線所產生的干

擾，狹縫的寬度最好要跟毛細管的內徑一樣，可是當狹縫的寬度是

0.7公厘時，從圖 27指出，可使用的毛細管長度僅約 5公分，推測原

因是當狹縫變窄時，光線在每個位置進入毛細管的通量要幾乎一樣是

非常困難的，狹縫的寬度變小，光線進入偵測器的量會變少，但是會

讓大部分的光線進入毛細管(如圖 28所示)。可是當狹縫的寬度約 0.6

公厘時，會因為光線強度接近於殘餘電流，使得可偵測的範圍會變的

很小(如圖 29所示)。所以接下來的實驗，狹縫的寬度固定是 0.7公厘，

光可通過的毛細管範圍約 5公分。 

    為了測試改善後的儀器是可以進行實驗的，我們在一段毛細管上

面燒出約 5 公分的透明範圍，在此透明範圍上的兩個地方塗黑(如圖

30a所示)，我們預期光線通過毛細管後，偵測器所得之樣品訊號會如

圖 30b所示。實驗結果為圖 31(將狹縫放大到 1公厘以利觀察)，當光

線沒有通過毛細管而直接進入偵測器時，收集到的光線強度是最高

的，而當光線通過毛細管透明部份後，收集到的光線強度會降低，可
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是在塗黑的部份，光線強度會更大幅地降低。以上述光線的強度改

變，可以判斷光線有無通過毛細管。最後將測試用的毛細管改成實驗

用的毛細管之後，狹縫改為 0.7公厘，實驗結果如圖 32所示。 

    此外由於多通道偵測系統不是固定在光學桌上，為避免毛細管受

外界震動而改變其在毛細管卡匣內位置，因此在透明範圍附近貼有

3M膠帶，來更確定地將毛細管固定在卡匣上。 

 

5.3 實驗條件的選擇 

 

    根據文獻[27-30]，本實驗決定使用之緩衝溶液是硼酸鹽溶液

(pH=10，5 mM)，分離電壓 20 kV，毛細管的入口端及出口端到毛細

管卡匣約 20 公分(如圖 33a 所示)和多通道偵測系統的整體寬度約 50

公分(如圖 33b 所示)，故毛細管總長度為 90 公分，毛細管的入口端

到偵測視窗是 35公分，偵測視窗是 5公分(即毛細管上的透明範圍)，

進樣方式是高度差進樣(15公分)。 

 

5.4 收集樣品訊號的方式 

 

    在單通道偵測系統裡，是離毛細管入口端 35 公分的位置做偵

測。在多通道偵測系統裡，時圖是離毛細管入口端 36.7 公分的位置

做偵測；空圖是離毛細管入口端 35公分到 40公分的範圍，偵測範圍
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是 5公分。 

 

5.5 數據處理 

 

    數據處理方式為背景強度的值(P0)和樣品強度的值(P)都要減去

殘餘電流的值(R)，再根據A = log[(P0-R)/(P-R)]的運算，即可得管內物

質之吸收度大小等數據。 

    除上述運算之外，對於收集實驗訊號的時間也必須特別注意。用

單通道偵測系統時，電泳實驗一旦開始，即可直接收集實驗訊號。但

是用多通道偵測系統時，為了讓電流更穩定，而且考慮到樣品是在 6

分鐘之後才抵達偵測視窗，故以第 5分鐘的光線強度為背景訊號，也

就是電泳開始 5 分鐘之後開始偵測樣品，也就是偵測電泳實驗 5~20

分鐘之內的管內物質吸收度。 

 

5.6 背景訊號 

 

    背景訊號是當毛細管內只有緩衝溶液時所測得的吸收度，圖 34a

是由單通道偵測系統所得到的結果；圖 34b是由多通道偵測系統所得

到的時圖結果；圖 34c是由多通道偵測系統所得到的空圖結果。 

    圖 34a是可以預期的，因為只有跑緩衝溶液，所以吸收度都幾乎

為 0，而且基線是非常平穩的。圖 34b和圖 34c的基線雖然有受到光
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線通過毛細管路徑不同的影響，不像圖 34a那麼平穩，但是起伏不是

很大，還是可以視為平的。 

 

5.7 兩種樣品的空圖和時圖之比較 

 

由於儀器之偵測靈敏度無法提供良好的訊號，故我們以目前最好

的實驗數據，來探討毛細管電泳訊號是否有時間效應的存在。 

 
5.7.1 Tartrazine 
 

圖 35a是由單通道偵測系統所得到的時圖結果；圖 35b是由多通

道偵測系統所得到的時圖結果；圖 35c是由多通道偵測系統所得到的

空圖結果。 

從圖 35c中發現，隨著電泳時間增加，樣品前進時的波峰形狀是

保持固定且呈現拖尾，經過 5公分的偵測視窗只需要 1分鐘。另外在

不同時間點出現的波峰，其半高寬和吸收度是一樣的，而且波峰形狀

和圖 35a一樣，是以拖尾形式出現。 

此外從圖 35a、圖 35b和圖 35c中發現，波峰形狀是左右相反的，

原因是當樣品分佈形狀固定且樣品訊號是前高後低時，經過偵測位置

時，一開始訊號很高，可是隨著時間增加，樣品全部經過偵測位置之

後，樣品訊號持續遞減到 0為止。在時間上來看，偵測器會先偵測到

最高的訊號，隨著時間增加，樣品訊號會遞減到 0為止，造成波峰的
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形狀是左右相反的。 

比較圖 35a、圖 35b 和圖 35c，空圖和時圖中的波峰形狀是一樣

的，都有拖尾的現象。因為在空間上的質量分佈和在時間上的訊號分

佈是一樣的，所以沒有明顯的時間效應存在。 

 
5.7.2 Sunset Yellow FCF 
 

   用多通道偵測系統觀察 Sunset Yellow FCF的原因是，因為在單通

道偵測系統的實驗結果中顯示，其樣品波峰形狀是呈現趨前的現象。

時圖是趨前，那空圖會是怎樣的形狀？ 

   Sunset Yellow FCF最大的吸收波長是在 480 nm附近，因為多通道

偵測系統的波長限制在 430 nm左右，為了能夠明顯地觀察樣品波峰

的變化，故將 Sunset Yellow FCF的濃度增加到 500 ppm。 

    圖 36a是由單通道偵測系統所得到的時圖結果；圖 36b是由多通

道偵測系統所得到的時圖結果；圖 36c是由多通道偵測系統所得到的

空圖結果。 

    從圖 36c中發現，隨著電泳時間增加，樣品前進時的波峰形狀是

保持固定且呈現趨前，經過 5公分的偵測視窗是少於 1分鐘。另外在

不同時間點出現的波峰，其半高寬和吸收度是一樣的，而且波峰形狀

和圖 36a一樣，是以趨前形式出現。 

    此外從圖 36a、圖 36b和圖 36c中發現，波峰形狀是左右相反的，
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原因與 5.6.1敘述 Tartrazine波峰形狀相反的方式一樣。 

比較圖 36a、圖 36b和圖 36c，空圖和時圖中的波峰形狀是一樣，

都有趨前的現象。因為在空間上的質量分佈和在時間上的訊號分佈是

一樣的，所以沒有明顯的時間效應存在。 

 

5.8 未來改善實驗的建議 

 

    建議多通道偵測系統放在光學桌上，減少因震動而可能產生的實

驗誤差。 

    如果未來還是以吸收光譜做為偵測方式，且多通道偵測系統更加

精密，則要提高樣品訊號和雜訊的比，可以試著減小狹縫的寬度，降

低因光線未通過毛細管就進入偵測器，而對樣品訊號產生的干擾。 

    此外可以嘗試增加管柱光徑。用特殊的設計來增加光徑，但是卻

不會增加整個毛細管的截面積，這樣的一個設計就是“泡狀池”(如圖

37所示)。因為根據比爾吸收定律(Beer’s law)(A = εbc)(A：吸收度，ε：

吸收係數，b：光徑，c：樣品濃度)，ε是固定不變的，將 c固定，只

要增加 b，則吸收度會增加。泡狀池是直接在毛細管中形成一個泡狀

的擴張區，增加光徑以提高吸收度。因為泡狀池只是位於檢測區域，

所以不會增加電流。在這區域裡，泡狀池內的電阻減小，所以場強也

減小。由於泡狀池的體積大而相對的液體流動的速度也下降了，當樣
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品區帶的前沿進入泡狀池時，速度減慢，於是就類似“濃縮”或是“堆

積”。樣品區帶因為體積增大而產生的擴張是徑向的，而不是沿著毛

細管的軸向，所以樣品的濃度沒有變，但是光徑卻增加了，故吸收度

就會增加。 

    不過由於本實驗的偵測視窗長達 5公分，故為了提升儀器整體的

靈敏度，毛細管的泡狀結構就必須要增加長度，成為“長條型的泡狀

池”，才得以符合本實驗之要求。 

    此外也可以改用螢光做為偵測方式，因為螢光光譜的靈敏度會比

吸收光譜高。 

    在目前多通道偵測系統裡，我們是用一般的 A4光學掃瞄器內的

光學盒做為多通道偵測器、燈管做為吸收光譜的燈源，未來我們可以

試著用有感光耦合元件的相機來做為偵測器，因為有許多文獻[31-39]

指出，有感光耦合元件的相機可做為觀察全管柱的偵測器，而且還可

以有多重波長的選擇。 
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capillary 

 

圖 24 、吸收光譜 

    光未通過毛細管前，其強度定為P0，通過後定為P，則毛細管內

物質之吸收度為A = log(P0/P) 
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(a) 

燈源 狹縫    毛細管       光學盒

(b) 

 

圖 25、(a)改善前的(b)改善後的向量光學平台簡圖 

(黑色粗框裡的零件是一起調整的) 
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圖 26、殘餘電流 
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圖 27、偵測範圍(此時狹縫寬度為 0.7公厘) 
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capillary 

capillary 

    圖 28、狹縫的寬度(a)寬度比較大(b)寬度比較小(粗線表示狹縫的

範圍，細線表示毛細管的範圍) 
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圖 29、因狹縫寬度的改變，造成強度的改變 
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圖 30a、測試用的毛細管 
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圖 30b、預期在偵測器上所得到的訊號圖 
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    圖 31a、光線未通過測試用的毛細管之訊號圖 
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    圖 31b、光線通過測試用的毛細管之訊號圖(此時狹縫寬度為 1

公厘) 
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圖 32a、光線未通過實驗用的毛細管之訊號圖 
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    圖 32b、光線通過實驗用的毛細管之訊號圖(此時狹縫寬度為 0.7

公厘) 
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圖 33a、毛細管的入口端 

 

圖 33b、多通道偵測系統 
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圖 34a、由單通道偵測系統所得到的背景訊號 
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圖 34b、由多通道偵測系統所得到的背景訊號的時圖結果 
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圖 34c、由多通道偵測系統所得到的背景訊號的空圖結果 
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    圖 35a、100 ppm的 Tartrazine之電泳實驗—單通道偵測系統所得

到的時圖結果 
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    圖 35b、100 ppm的 Tartrazine之電泳實驗—多通道偵測系統所得

到的時圖結果 
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    圖 35c、100 ppm的 Tartrazine之電泳實驗—多通道偵測系統所得

到的空圖結果 
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    圖 36a、500 ppm的 Sunset Yellow FCF之電泳實驗—單通道偵測

系統所得到的時圖結果 
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圖 36b、500 ppm的 Sunset Yellow FCF之電泳實驗—多通道偵測

系統所得到的時圖結果 
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    圖 36c、500 ppm的 Sunset Yellow FCF之電泳實驗—多通道偵測

系統所得到的空圖結果 
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圖 37、增大光程示意圖 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 69



第六章  結論 

 

    對於流動型分析儀器的訊號，都有文獻說明波峰為什麼是呈現非

高斯的形狀。但是由白所提出的假說[8-11]，讓我們對於波峰呈現非

高斯的原因，有了新的看法。 

    這個假說已經先後證實波峰是非高斯的原因，有一定程度的影響

[40-41]，不過對流動注入分析系統的證明還是處在理論的部份[40]，

對於實驗上的證明，有待未來的研究；另外對於液相層析系統則證明

有時間效應的存在[41]。 

    因此本實驗就朝向觀察樣品在毛細管內的流動情形，以檢驗毛細

管電泳的訊號是否有所謂時間效應的存在。 

    但是本實驗最大的困難度在於樣品訊號和雜訊的比太低了，所以

目前只有觀察到 100 ppm Tartrazine和 500 ppm Sunset Yellow FCF的

樣品訊號。目前實驗結果指出樣品在毛細管內的流動，是沒有明顯的

時間效應。也就是波峰形狀在空圖和時圖中是一樣的。在空圖中的質

量分佈，直接對應到時圖中的訊號分佈。 

    不過根據白的假說[8]，毛細管電泳訊號應該有時間效應的存

在，可是本實驗卻沒有觀察到，猜測因偵測位置是在離毛細管入口端

36.7公分處，時間效應說不定在未抵達偵測視窗之前就出現，只是沒

看到而已。因此未來要將偵測位置放在毛細管的入口端附近，以觀察
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樣品的流動情形。或是將毛細管的總長度納入可以偵測的範圍裡，更

可以看到樣品在整個毛細管內的流動情形。 
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