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Одно из главных ограничений метода капиллярного электрофореза (КЭ) – сорбция оснóвных со-
единений на стенках кварцевого капилляра. Для предотвращения этого явления в КЭ обычно ис-
пользуют фоновые электролиты с различными добавками, препятствующими сорбции аналитов
благодаря формированию динамических покрытий. В качестве альтернативы применяют ковалент-
ные покрытия, обладающие рядом достоинств и расширяющие аналитические возможности метода
КЭ. Рассмотрены основные способы формирования покрытий, ковалентно связанных со стенками
кварцевого капилляра.
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Капиллярный электрофорез – активно разви-
вающийся метод разделения и концентрирова-
ния ионных и нейтральных соединений [1]. Глав-
ные его достоинства – экспрессность, высокая
эффективность и простота использования. Одна-
ко имеются и ограничения, затрудняющие ис-
пользование КЭ при решении различных меди-
ко-биологических задач: сорбция ионогенных
аналитов на стенках кварцевого капилляра и низ-
кая чувствительность в УФ-области. Использова-
ние различных вариантов внутрикапиллярного
концентрирования и формирование динамиче-
ских или ковалентных покрытий на стенках ка-
пилляра позволяют преодолеть эти ограничения
[2–4].

Опубликовано немало оригинальных статей и
обзоров, посвященных динамическим модифи-
каторам в КЭ [5–21], добавление которых в фоно-
вый электролит способствует формированию по-
крытия внутренних стенок кварцевого капилля-
ра. Однако воспроизводимость миграционных
характеристик аналитов на таких покрытиях бы-
вает недостаточна. Образование ковалентной
связи между модификатором и силанольными
группами капилляра позволяет генерировать ста-

бильный электроосмотический поток (ЭОП), что
существенно повышает воспроизводимость ре-
зультатов электрофоретического анализа. Подоб-
ные эксперименты описаны еще в конце XX в.
[22]: ковалентная пришивка γ-метакрилоксипро-
пилтриметоксисилана с последующей физиче-
ской адсорбцией акриламида способствовала се-
лективному разделению смеси ароматических
карбоновых кислот. Это послужило основой
дальнейшего развития идеи формирования и ис-
пользования в электрофоретическом анализе ко-
валентных покрытий.

РАЗЛИЧНЫЕ ПОДХОДЫ 
К ФОРМИРОВАНИЮ КОВАЛЕНТНЫХ 

ПОКРЫТИЙ
Применение разных техник для создания

слоя-линкера и использование широкого круга
соединений различной природы позволяет полу-
чать покрытия, характеризующиеся высокой ста-
бильностью. В качестве исходных соединений
традиционно применяют мономеры и силилиру-
ющие агенты, полимеризующиеся внутри капилля-
ра с образованием силоксановых связей [23–40].
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В работах [41–43] использовали реактивы Гри-
ньяра, обеспечивающие формирование более
стабильной по сравнению с Si–О связи Si–С.
Рассмотрим некоторые примеры.

Одним из подходов при модификации стенок
кварцевого капилляра является полимеризация
мономеров in situ с образованием монолитных ко-
лонок [23], которые получили широкое распро-
странение благодаря простоте синтеза и успеш-
ному применению в обращенно-фазовом режиме
капиллярной электрохроматографии (КЭХ) при
разделении пептидов [24, 25], ароматических уг-
леводородов [26], аминов [27], полиароматиче-
ских соединений [28, 29]. В работе [30] методом
КЭХ на монолитной колонке, полученной ради-
кальной сополимеризацией лаурилметакрилата и
этилендиметакрилата, успешно разделены диасте-
реоизомеры пептидов, чего не удавалось достичь в
условиях ВЭЖХ и капиллярного зонного элек-
трофореза.

Изучено [31] влияние структуры полимеров,
используемых для ковалентной модификации
стенок капилляра, на скорость ЭОП и время ми-
грации аналитов. В результате модификации по-
лучили незаряженные покрытия для разделения
поликатионных аналитов. Наиболее удачным ока-
залось покрытие на основе поли(N,N-диметила-
криламида). Незначительное количество остаточ-
ных силанольных групп после модификации обес-
печило лучшие аналитические характеристики:
высокую воспроизводимость скорости ЭОП и эф-
фективность. На подготовленном покрытии иссле-
довали комплексообразование между аналитами и

циклодекстринами [31]. Наряду с полимеризацией
при модификации внутренних стенок кварцевого
капилляра часто используют и процессы сополи-
меризации [30, 32, 33]. Так, в работе [33] синтези-
рована монолитная колонка с октадецилакрила-
том – функциональным мономером и пентаэ-
ритритом триакрилата – сшивающим агентом.
Подобные капилляры успешно применены при
разделении смеси белков с эффективностью до
200 тыс. теоретических тарелок (т.т.) (рис. 1).

Полиэдральные олигомерные силсесквиокса-
ны – надмолекулярные структуры блок-сополи-
меров, содержащие метакрилатную группу, – в
работе [34] взяты в качестве функциональных мо-
номеров при сополимеризации с диметакрилатом
бисфенола A и этилендиметакрилатом в присут-
ствии порогенных растворителей. На данном по-
крытии удалось с высокой селективностью разде-
лить полициклические ароматические углеводоро-
ды за счет дополнительных π–π-взаимодействий
между аналитами и ароматической системой ста-
ционарной фазы. В рамках данной статьи отдель-
ные виды монолитных колонок не будут рассмот-
рены, поскольку их синтезу и сфере применения
посвящены обстоятельные обзоры [23, 24].

В работе [35] предложена трехстадийная моди-
фикация стенок кварцевого капилляра, включа-
ющая аминирование, винилирование с аллилгли-
цидиловым эфиром и покрытие политиольной
пленкой (рис. 2а). Авторы предположили, что та-
кие новые полиметакрилатно-полисилоксано-
вые композиционные материалы с повышенным
содержанием тиолов эффективны в качестве ос-
новы для последующей фунционализации с по-
мощью клик-реакции сульфанильных групп, что
продемонстрировано на примере трет-бутил-
карбамоилхинина (рис. 2б). Полученное покры-
тие обеспечило высокую энантиоселективность
при разделении рацемической смеси (R,S)-N-
3,5-динитробензол-лейцина. В работе [36] анало-
гичным образом синтезировано стабильное по-
крытие, на котором с высокой эффективностью
разделены смеси ароматических соединений, со-
держащие как гомологи бензола, так и полицик-
лические ароматические углеводороды в модель-
ной смеси ЕРА 610 (рис. 3).

При формировании ковалентных покрытий
широко используют силилирующие агенты бла-
годаря отсутствию токсичности и легкости образо-
вания связи Si–O, что, в свою очередь, позволяет
снизить продолжительность реакции. В работе [37]
описано создание ковалентного покрытия путем
пришивки мономеров акриламида к стенкам квар-
цевого капилляра с помощью 7-октен-1-илтриме-
токсисилана. Последующая функционализация
полиакриламидом позволила существенно сни-
зить адсорбцию белков на стенках капилляра и

Рис. 1. Электрофореграмма смеси пептидов, полу-
ченная на капилляре, модифицированном путем со-
полимеризации октадецилакрилата и пентаэритрит
триакрилата [33]. Условия разделения: система КЭ
P/ACE 5010; фоновый электролит: 50 об. % ацетонит-
рила, 10 мМ NaH2PO4 (pH 7); 12 кВ; 214 нм; 1 – лизо-
зим, 2 – цитохром С, 3 –карбоангидраза, 4 – β-лакто-
глобулин В, 5 – β-лактоглобулин А, 6 – α-лакталь-
бумин.
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повысить эффективность до 800 тыс. т.т. Силили-
рующие агенты использовали в работах [38–40].

Ковалентные покрытия можно формировать с
использованием золь–гель технологии. Преиму-
ществом такого подхода являются независимость
структуры слоя от свойств поверхности капилля-
ра и стабильность получаемого покрытия в широ-
ком диапазоне значений рН в течение длительного
времени [42]. Золь–гель процедура включает не-
сколько этапов: гидролиз; конденсацию и поли-
конденсацию, старение и сушку. Первый этап –
гидролиз алкоксида металла с образованием соот-
ветствующего гидроксида, который далее подверга-
ется поликонденсации с образованием частиц золя,
сшиваемых с образованием геля. Образующийся

гель выдерживают при комнатной температуре и
атмосферном давлении (старение). Сформиро-
ванная таким способом фторсодержащая непо-
движная фаза обеспечила разделение позицион-
ных изомеров дифторбензола [44]. Функционали-
зация субслоя с применением ионных жидкостей
(ИЖ) эффективна при разделении ароматических
углеводородов и неорганических анионов [45].
В работе [46] с использованием золь–гель техно-
логии подготовлена фторсодержащая стационар-
ная фаза для КЭХ, полученная гидролизом смеси
тетраэтоксисилана и тридекафтор-1,1,2,2-тетра-
гидрооктил-1-триэтоксисилана. На такой фазе
полностью разделены фторированные аналиты,
чего не удавалось достичь на колонке с сорбен-
том С8, полученной аналогичным способом. До-

Рис. 2. Схема синтеза полиметакрилатно-полисилоксанового покрытия с модификацией тиолами (а) и функционали-
зацией трет-бутилкарбамоилхинином (б) [35].
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стигнуты высокие значения эффективности
(100–300 тыс. т.т./м).

Использование для модификации порфири-
нов, ковалентно связанных с бруцином через фе-
нильный линкер, привело к селективному разде-
лению нуклеиновых оснований (аденин, гуанин,
тимин, урацил, цитозин), нуклеотидов, нуклео-
зидов (аденозин, гуанозин, уридин, цитидин,
инозин) и олигопептидов за счет нековалентных
взаимодействий: ионных, π–π-стэкинга, водо-
родных связей. Отмечается стабильность покры-
тия как в щелочной (рН 9), так и в кислой средах
(рН 2.5) [47].

Предложен [48–53] интересный путь создания
ковалентного покрытия методом самосборки пу-
тем последовательной промывки кварцевого ка-
пилляра растворами модификаторов, которая со-
провождается сшиванием образовавшихся слоев
между собой. Полученное покрытие стабильно в
широком диапазоне рН и не меняет своих харак-
теристик после воздействия органических раство-
рителей. Увеличение числа циклов промывки при-
водит к повышению толщины покрытия. На рис. 4а
приведена схема синтеза покрытия AlaZnCl: капил-
ляр после силилирования последовательно про-
мывали в течение 30 мин растворами ацетата
цинка в метаноле и раствором предварительно
синтезированного лиганда N-(4-пиридилме-
тил)-1-аланина. Эффективность покрытия AlaZnCl
оценивали с использованием тестовой смеси, со-
держащей энантиомеры адреналина, изопротере-

нелола, норадреналина, синефрина, тербуталина
и карведиола. Достигнуты высокие значения эф-
фективности и факторов энантиоселективности
(рис. 4б) [53].

МОДИФИКАТОРЫ 
ДЛЯ ФУНКЦИОНАЛИЗАЦИИ 
КВАРЦЕВЫХ КАПИЛЛЯРОВ

При функционализации используют реагенты
различной природы: от мономеров до высокомо-
лекулярных соединений и даже живых организ-
мов, например, бактерий E. coli. Так, при разделе-
нии моноклональных антител в качестве моди-
фикатора стационарной фазы использовали
белок [54]. Субслой представлял собой полидиал-
лидиметиламмония хлорид, модифицированный
бычьим сывороточным альбумином с участием
электростатических взаимодействий. В работе [55]
модификацию проводили бактериями E. coli
(рис. 5а), и полученный капилляр использовали
для разделения энантиомеров антибактериально-
го средства офлоксацина (рис. 5б). В работе [38]
кварцевый капилляр модифицировали в два эта-
па: 1) силилирование 3-аминопропилтриэтокси-
силаном и 2) ковалентная пришивка δ-глюконо-
лактона. Сформированное покрытие генерирова-
ло катодный ЭОП при рН > 4.3, что обеспечило
разделение смеси белков в широком диапазоне
рН с эффективностью до 450 тыс. т.т. Степень мо-
дификации оценивали, контролируя ЭОП.

Рис. 3. Электрофореграмма смеси полициклических ароматических углеводородов (ЕРА 610) на покрытии, получен-
ном путем клик-реакции метакрилат-полиэдрического олигомерного силсесквиоксана и тетракис(3-меркаптопропи-
онат)пентаэритрита [36]. Условия разделения: Agilent 1100; фоновый электролит: ацетонитрил–вода; градиентный ре-
жим (пунктир): от 40% воды к 95% ацетонитрила, время градиента 25 мин; 300 нл/мин; УФ-детектор, 254 нм; 1 – наф-
талин, 2 – аценафтилен, 3 – аценафтен, 4 – флуорен, 5 – фенантрен, 6 – антрацен, 7 – флуорантен, 8 – пирен, 9 –
бензо(а)антрацен, 10 – хризон, 11 – бензо(b)флуорантен, 12 – бензо(k)флуорантен, 13 – бензо(a)пирен, 14 – дибен-
зо(a,h)антрацен, 15 – бензо(g,h,i)перилен, 16 – индено(1,2,3-cd)пирен.
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Рис. 4. Основные этапы синтеза покрытия AlaZnCl по схеме самосборки (а) и электрофореграммы энантиомеров ней-
ромедиаторов и лекарственных средств на модифицированном AlaZnCl капилляре (б) [53]. Условия разделения: си-
стема КЭ PA 800 plus; фоновый электролит: 25 об. % метанола, 10 мМ боратный буферный раствор (рН 9–10); 15 кВ,
УФ-детектор, 214 нм.
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Дендримеры. Возможность применения денд-
ритных полимеров в качестве стационарных фаз
для КЭХ обсуждается в работах [56–61]. Наличие
полости у таких соединений способствует образо-
ванию комплексов включения с аналитами, что по-
вышает селективность электрофоретического раз-
деления. Использование карбосилановых дендри-
меров при модификации капилляра обеспечило
получение покрытия, стабильного в кислой и ще-
лочной средах, а также при низких и высоких
температурах. Так, получена новая хиральная ко-
лонка для КЭХ, в которой стационарная фаза со-
стояла из карбосилановых полимеров с привиты-
ми терминальными фрагментами β-циклодекс-
трина (β-ЦД) [57]. Получены высокие значения
эффективности и факторов энантиоселективно-
сти при разделении энантиомеров хлортримето-
на, прометазина и бензедрина. Использование
карбосилановых дендримеров при модификации
капилляра обеспечило устойчивость получаемого
покрытия в кислой и щелочной средах, а также
стабильность при низких и высоких температу-
рах. Синтезированы PLOT-колонки на основе
сверхразветвленных поли(этилениминовых) по-
лимеров, модифицированных мальтозой, которые
использовали для электрофоретического опреде-
ления нанограммовых количеств альбумина в мо-
че [58]. Лучшие характеристики разделения на
полимерных покрытиях достигаются для оснóв-
ных аналитов. Однако процесс их получения
многостадиен, что ухудшает воспроизводимость
рабочих характеристик колонок и увеличивает
трудоемкость их изготовления. Интересный под-
ход, лишенный указанных выше недостатков,
предложен в работе [62], где фотосшивание денд-
римеров используют как один из вариантов фор-
мирования ковалентных покрытий. Методом по-
слойной сборки дендритные полимеры привива-
ли к поверхности капилляра за счет связующего
фоточувствительного полимера, содержащего
диазогруппы. Капилляр последовательно промы-
вали водным раствором фоточувствительного по-
лимера, водой и водным раствором дендритного
полимера, модифицированного ЦД. На этом эта-
пе формировалось многослойное физически ад-

сорбированное покрытие за счет электростатиче-
ского взаимодействия положительно заряженной
диазониевой группы  фоточувствительного
полимера и отрицательно заряженной карбоксиль-
ной группы дендримера. Разложение диазониевой
группы под действием УФ-излучения (365 нм, 15
мин) обеспечило фотосшивание последователь-
ных монослоев дендримера между собой, т.е. об-
разование ковалентных связей (рис. 6). Покрытие
не теряло своих характеристик в широком диапа-
зоне рН и после воздействия органических рас-
творителей. Возможности таких покрытий изуче-
ны на примере смеси белков, разделение которых
достигнуто за 18 мин. Они прекрасно зарекомен-
довали себя и при разделении фенольных соеди-
нений, основных лекарственных препаратов, во-
дорастворимых витаминов [63].

Имидазолиевые ионные жидкости. Описана [64]
модификация стенок кварцевого капилляра пу-
тем последовательного силилирования 3-хлор-
пропилтриметоксисиланом и постфункциона-
лизации имидазолом. Свойства полученных
покрытий оценивались при электрофоретиче-
ском разделении тестовой смеси ароматических
кислот. В найденных условиях достигнута высо-
кая эффективность (300 тыс. т.т.) и снижена про-
должительность анализа. Ковалентные покрытия
с участием имидазолиевой ИЖ апробированы и
при разделении ионов металлов [65]. Эффектив-
ность возросла в 1.5 раза за счет электростатиче-
ского отталкивания ионов металлов от положи-
тельно заряженных стенок модифицированного
ИЖ капилляра. Это позволило разделить ионы
марганца и свинца, что не удавалось осуществить
на немодифицированном капилляре (рис. 7).
Пределы обнаружения составили 0.27–7.3 нг/мл.
Ковалентное покрытие кварцевого капилляра с
применением N-бутилзамещенного имидазола
обеспечило снижение коэффициентов асиммет-
рии пиков за счет предотвращения сорбции ана-
литов на стенках капилляра и заметный рост эф-
фективности при электрофоретическом разделе-
нии аминокислот и катехоламинов, а сочетание с
внутрикапиллярным концентрированием приве-

2( N )+−

Рис. 6. Схема формирования ковалентных покрытий на основе дендримеров методом послойной сборки [60].
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ло к снижению пределов обнаружения катехола-
минов до 1–2 нг/мл [66].

Металлоорганические каркасы (МОК) также
нашли применение при функционализации.
Это – координационные полимеры, представля-
ющие собой микропористые кристаллические
материалы, состоящие из кластеров или цепей
ионов металлов, соединенных органическими
лигандами, и обладающие большой площадью
поверхности, разнообразной структурой и внут-
римолекулярными полостями [67–76]. Увеличе-
ние площади поверхности из-за пористости
МОК сопровождается ростом эффективности и
снижением продолжительности анализа, что по-
казано на примере разделения смеси ароматиче-
ских кислот и нестероидных противовоспали-
тельных средств [69]. Синтез МОК in situ описан в
работе [70]. Авторам удалось успешно применить
полученные покрытия при разделении основных
(замещенные анилины), кислотных (нитрофено-
лы) и нейтральных (углеводороды) аналитов. В
работе [53] подобный подход применен для раз-
деления энантиомеров.

Ковалентные органические каркасы, отличаю-
щиеся по сравнению с МОК бóльшей жесткостью
и термостойкостью, низкой плотностью и посто-
янной пористостью, также могут быть иммоби-
лизованы на внутренних стенках кварцевого ка-
пилляра. Предложена [49] методика создания по-
лислоя с помощью послойной технологии,
которая состояла в последовательной пришивке
слоев дофамина и COF-5, представляющего со-
бой продукт межмолекулярной дегидратации
бензол-1,4-диборной кислоты и 2,3,6,7,10,11-гек-
сагидрокситрифенилена. На примере модельной
смеси алкилбензолов изучено влияние толщины
привитого слоя на эффективность и селектив-
ность разделения. Сравнение результатов, полу-
ченных на трех капиллярах: со слоем полидофа-
мина, со смешанным слоем полидофамин +
+ COF-5 и с тремя смешанными слоями полидо-
фамин + COF-5 – показало, что полное разделе-
ние алкилбензолов достигнуто только в послед-
нем случае, эффективность составила 140 тыс. т.т.

Наночастицы как модификаторы кварцевых
капилляров представляют большой интерес. Их
уникальные характеристики (высокая удельная
поверхность и структурные свойства) открывают
перспективы применения в КЭ для создания по-
крытий стенок капилляра при разделении заря-
женных аналитов [77]. Наноразмерные частицы
диоксида кремния были первыми твердыми ча-
стицами, использованными для создания стацио-
нарных фаз в КЭХ. Легкость модификации ча-
стиц с силанольными и силоксановыми группами
привела к появлению различных модифициро-
ванных частиц. Так, наночастицы с привитыми
аминогруппами использовали в качестве покры-

тий стенок кварцевого капилляра, что привело к
обращению ЭОП [78]. Преимущество таких по-
крытий – высокая воспроизводимость скорости
ЭОП и миграции аналитов. Приготовлены моно-
литные колонки для КЭХ на основе модифици-
рованного диоксида циркония для хиральных
разделений [79]. Широко применяют в КЭХ и ме-
таллические наночастицы. Так, в работе [80] при-
готовлены колонки на основе наночастиц золота,
привитых к поверхности капилляра посредством
тиольных групп, что обеспечило предотвращение
сорбции ДНК на стенках капилляра, высокую
эффективность и воспроизводимость параметров
миграции аналитов. В работе [81] получены нано-
частицы полихлорметилстирола, аминированные
триметиламином, для применения в качестве по-
крытия стенок кварцевого капилляра. На таком
капилляре в сочетании со стэкингом определяли
бромат-ионы в водопроводной воде. При этом ге-
нерировался устойчивый обращенный ЭОП, а
пределы обнаружения бромат-ионов были сни-
жены с 80 до 8 нг/мл.

Полученные с использованием модифициро-
ванных ЦД частиц покрытия, стабильные в диа-
пазоне рН 4.6–9.7, позволили успешно разделить

Рис. 7. Электрофореграммы ионов металлов на немо-
дифицированном (а) и модифицированном ионной
жидкостью (б) капиллярах [65]. Условия разделения:
система КЭ IA-P1; фоновый электролит: 7.5 мМ мо-
лочная кислота, 0.6 мМ 18-краун-6, 12 мМ α-цикло-
декстрин, 100 мМ 1-гексил-3-метилимидазолий хло-
рид (рН 4); кондуктометрический детектор; 1 – Cs+,

2 – , 3 – K+, 4 – Ca2+, 5 – Sr2+, 6 – Na+, 7 – Pb2+,
8 – Mg2+, 9 – Ba2+, 10 – Ni2+, 11 – Li+.
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энантиомеры лекарственных средств: зопиклона,
хлорфенамина и тропикамида [82]. В работе [83]
магнитные наночастицы сначала функционали-
зировали аминогруппами (Fe3O4@SiO2–NH2) и
C18-группами (Fe3O4@SiO2–C18), а затем с помо-
щью магнитов закрепляли на поверхности квар-
цевого капилляра, обеспечивая легкость регули-
рования селективности разделения за счет изме-
нения соотношения количества наночастиц в
структуре покрытия. В работе [84] наночастицы
на основе железа использовали для изготовления
молекулярно-импринтированных полимеров пу-
тем самополимеризации дофамина на поверхно-
сти Fe3O4 в присутствии специально введенных
целевых молекул-шаблонов – L-триптофана, L-ти-
розина, глицил-L-фенилаланина или S-флоксаци-
на. После полимеризации и удаления шаблонов по-
ристые частицы Fe3O4@PDA (PDA – полидофамин)
упаковывали в микроканалы полидиметилсилокса-
на с помощью магнита и использовалали для энан-
тиоселективного разделения аминокислот. Описа-
но [52] формирование покрытия путем самосборки
слоев катионного полиэлектролита полидиалли-
диметиламмоний хлорида и оксида графена и ис-
пользование его при разделении смеси конденси-
рованных ароматических углеводородов. В рабо-
те [85] технология послойного нанесения
применена для наночастиц диоксида кремния.
Описано [86] аналогичное использование графе-
на в качестве модификатора.

* * *
Таким образом, рассмотрены основные спосо-

бы формирования покрытий стенок кварцевого
капилляра путем образования ковалентной связи
с модификатором, а также соединения различной
природы, используемые для функционализации:
от полимеров до наночастиц и МОК. Каждый из
вариантов модификации имеет свои преимуще-
ства и ограничения. Стратегия выбора в суще-
ственной степени определяется природой моди-
фикатора и разделяемых соединений, конкретно
решаемой аналитической задачей, условиями
электрофоретического анализа, обеспечивающи-
ми лучшие характеристики эффективности и се-
лективности разделения аналитов.

Авторы благодарят Российский фонд фундамен-
тальных исследований за финансовую поддержку
(грант 17-03-01282-a).
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