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［摘要］ 　 讨论了优化电泳条件建立区带毛细管电泳法分析黑色签字笔字迹墨水的分析方法 ，采用 ２０ mmol桙L四
硼酸钠 ， pH ８畅５ ，未涂层熔融石英毛细管内径 １００ μm ，有效柱长 ４０ cm ， １５ kV分离电压 ，光二极管阵列检测器
（PDA） ，检测波长 １９０ ～ ６００ nm的电泳分离条件 ，对不同种类黑色签字笔字迹墨水提取液进行了分析 ；利用毛细
管电泳 PDA检测器在可见光波长下检测出的黑色签字墨水中不同染料相对含量的变化关系 ，研究了字迹相对形
成时间问题 ，得出较好的变化规律 。
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　 　文件相对形成时间的鉴定一直是国内外法庭科
学研究领域的热点和难点问题 。随着我国经济的快
速发展 ，在许多经济案件或经济纠纷中都涉及到对
文件物证上的字迹相对形成时间进行检验 ，特别是
签字笔问世以后 ，由于其兼具钢笔和圆珠笔书写流
畅 、携带方便的优点 ，在各行各业得到了广泛使用 ，
目前要求鉴定黑色签字笔字迹相对形成时间的案件

日益增多 ，如何建立一种准确 、可靠的分析方法是
对司法鉴定工作提出的新挑战 。本文利用区带毛细
管电泳 （CZE） 法［１ ，２］

对几十种黑色签字笔的墨水进

行了分析 ，确定了最佳电泳条件 ，并通过墨水中不
同染料相对含量的变化规律研究了黑色签字笔字迹

的相对形成时间 ，得到了比较理想的老化曲线 。

１ 　实验部分
1畅1 　仪器 、试剂及样品

Beckman P桙ACE ５５１０毛细管电泳仪 ， 光二极管
阵列 （PDA） 检测器 ， 熔融石英毛细管 ； ０畅５ ％ 草
酸氢钾 、 四硼酸钠 、 磷酸二氢钠 、 盐酸 、 氢氧化
钠 、氨水 、 乙醇 、 甲醇 、 N ， N － 二甲基甲酰胺 、

１ ， ４ －二氧六环 、冰乙酸 、乙腈 、异丙醇 、 娃哈哈
纯 净 水 ； 编 号 为 １ （ PAKER 派 克 ） ， ３９
（ SCHNEIDER TOPBALL ８６１ ０３ Germany ） ， ４１
（ STAEDTLER NORIS Pen ３３３ Germany ） ， ４８ 号
（ZEBRA Be唱pen Japan） 黑色签字笔 。
1畅2 　实验方法

取 ２ cm长黑色签字笔字迹笔画 ，剪碎置于 ０畅５
mL离心试管中备用 。 分别取 ０畅１ mL 的 ０畅５ ％ 草酸
氢钾 、氨水 、 缓冲溶液 （５５ mmol桙L 磷酸二氢钠 、
２５ ％甲醇 、 １０ mmol桙L四硼酸钠） 、乙醇 、甲醇 、 N ，
N －二甲基甲酰胺 、 １ ， ４ － 二氧六环 、 冰乙酸 、 乙
腈 、异丙醇溶液 ，滴入制备好的样品中盖好试管盖
密封 ，提取一段时间后 ，取上清液 ，进行毛细管电
泳分析 。

２ 　结果与讨论
2畅1 　黑色签字笔墨水字迹提取条件的确定

采用不同提取剂对黑色签字笔字迹墨水进行提

取实验 ，从有色成分的提取效果来看 ，甲醇 、乙腈
和 ０畅５ ％草酸氢钾提取效果最好 ， 但是甲醇和乙腈



提取液在电泳分离过程中会发生电流中断现象 ，因
此确定 ０畅５ ％草酸氢钾作为提取剂 。 黑色签字笔墨
水物理吸附在纸张的表面 ，并没有与纸张纤维发生
化学反应 ， 所以室温条件下提取即可取得理想效
果 ，不需要高温和强烈振荡 ， 但提取 １０ min较短 ，
染料成分提取不完全 ， ２０ min与 １５ min提取效果相
同 ，进行 CZE 分析时电泳峰的峰面积几乎相等 ，
所以确定最佳提取时间为 １５ min 。
2畅2 　黑色签字笔墨水字迹提取液 CZE分析条件的

确定

在一定 pH条件下 ， 黑色签字笔墨水中的不同
组分会发生电离 ，这些离子在高压直流电场的作用
下迁移速度不同 ，从而可以实现墨水中混合成分的
分离 。实验表明 ，酸性缓冲体系不能使墨水中的所
有成分都电离 ，主要是酸性染料成分不能被完全分
离 ；而在碱性缓冲溶液中分离效果则大大改善 。选
用毛细管电泳中最常用的磷酸盐缓冲体系进行实

验 ，初步确定最佳 pH范围为 ８ ～ ９之间 。磷酸缓冲
体电流过高 ，电泳分离运行不稳定 ；硼酸钠缓冲体
系的分离效果较好 ，电泳分离也比较稳定 。笔者采
用均匀设计方法对初步筛选的四硼酸钠缓冲体系 ，
柱长 （径） 及电泳电压优化选择 ，以确定最佳实验
条件 ，分析因素水平表见表 １ 。

表 1 　分析因素水平表
Table １ 　 Levels of analysis elements

编号
柱长及柱径

（cm × μm） 缓冲体系
电压

桙kV

（１） ４０ × １００

２０ mL ３０ mmol桙L 四硼酸钠
＋ ５ mL １ ％ 四丁基氢氧化氨

pH ８

２０

（２） ５０ × １００
２０ mmol桙L 四硼酸钠 ＋ １０ ％

甲醇 pH ８
１５

（３） ４０ × ５０ ２０ mmol桙L 四硼酸钠 pH ８畅５ ２０

（４） ４０ × ７５ １０ mmol桙L 四硼酸钠 pH ８ １５

（５） ４０ × ２００

２０ mL ３０ mmol桙L 四硼酸钠
＋ ５ mL １ ％ 四丁基氢氧化氨

pH ８

２０

（６） ４０ × １００
２０ mmol桙L 四硼酸钠 ＋ １０ ％

甲醇 pH ８
１５

（７） ５０ × １００ ２０ mmol桙L 四硼酸钠 pH ８畅５ ２０

（８） ４０ × ５０ １０ mmol桙L 四硼酸钠 pH ８ １５

（９） ４０ × ７５

２０ mL ３０ mmol桙L 四硼酸钠
＋ ５ mL １ ％ 四丁基氢氧化氨

pH ８

２０

（１０） ４０ × ２００
２０ mmol桙L 四硼酸钠 ＋ １０ ％

甲醇 pH ８
１５

（１１） ４０ × １００ ２０ mmol桙L 四硼酸钠 pH ８畅５ ２０

（１２） ５０ × １００ １０ mmol桙L 四硼酸钠 pH ８ １５

根据上述因素水平表按 U１２ （１２１１ ） 表进行均匀

设计 ，得因素实验安排表和分析结果 （表 ２） 。
表 2 　因素实验安排表及实验结果
Table ２ 　 Experiments and results

实验
柱长及柱径

（cm × μm） 缓冲体系
电压

桙kV 实验结果

１
（１）

４０ × １００

（３）
２０ mmol桙L 四硼
酸钠 pH ８畅５

（４）
１５

紫外区和可见区有

较强吸收峰 ， 分析
时间适中

２
（２）

５０ × １００

（６）
２０ mmol桙L 四硼
酸 钠 ＋ １０ ％ 甲
醇 pH ８

（８）
１５

分析时间较长

３
（３）

４０ × ５０

（２）
３０ mmol桙L 四硼
酸钠 ＋ ５ ml １ ％
四丁基 氢氧 化

氨 pH ８

（１２）
１５

可见 区 无 吸 收 峰 ，
图谱中多出现气泡

峰

４
（４）

４０ × ７５

（１２）
１０ mmol桙L 四硼
酸钠 pH ８

（３）
２０

可见 区 无 吸 收 峰 ，
电压高电流不稳

５
（５）

４０ × ２００

（２）
２０ mmol桙L 四硼
酸 钠 ＋ １０ ％ 甲
醇 pH ８

（７）
２０

分离和检测效果不

好 ， 电压高电流不
稳

６
（６）

４０ × １００

（５）
３０ mmol桙L 四硼
酸钠 ＋ ５ ml １ ％
四丁基 氢氧 化

氨 pH ８

（１１）
２０ kV

电压 高 电 流 不 稳 ，
图谱中多气泡峰

７
（７）

５０ × １００

（８）
１０ mmol桙L 四硼
酸钠 pH ８

（２）
１５

分析时间长

８
（８）

４０ × ５０

（１１）
２０ mmol桙L 四硼
酸钠 pH ８畅５

（６）
１５

可见区无吸收峰

９
（９）

４０ × ７５

（１）
３０ mmol桙L 四硼
酸钠 ＋ ５ ml １ ％
四丁基 氢氧 化

氨 pH ８

（１０）
１５

可见 区 无 吸 收 峰 ；
图谱中多气泡峰

１０
（１０）

４０ × ２００

（４）
１０ mmol桙L 四硼
酸钠 pH ８

（１）
２０

分离效果不好 ； 电
压高电流不稳

１１
（１１）

４０ × １００

（７）
２０ mmol桙L 四硼
酸钠 pH ８畅５

（５）
２０

电压高电流不稳

１２
（１２）

５０ × １００

（１０）
２０ mmol桙L 四硼
酸 钠 ＋ １０ ％ 甲
醇 pH ８

（９）
２０

分离时间长 ； 电压
高电流不稳

根据表 ２的实验安排得到不同条件下 ４８ 号黑
色签字笔墨水提取液的电泳图 ，比较实验结果最后
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确定 ２０ mmol桙L四硼酸 pH ８畅５ ，毛细管柱 １００ μm ×
４０ cm ，分离电压 １５ kV 为最佳分离条件 。 本实验
所使用的二极管阵列检测器的检测范围是 １９０ ～ ６００
nm ，在使用直径为 ５０ μm 或者 ７５ μm的毛细管柱 ，
分离组分只在紫外区有吸收 ， 而用直径 １００ μm 的
毛细管柱分离时 ，紫外区和可见区都获得较强的吸
收峰 ，而且各组分之间也都达到了逐一分离 （见封
面或图 １） 。 根据吸光度理论检测光路与吸收强度
　 　 　 　

图 1 　 48号签字笔字迹墨水提取液的三维电泳图
Fig畅１ 　 Electropherogram of number

４８ black roller pen ink

成正比 ，本实验所使用的 Beckman P桙ACE ５５１０毛细
管电泳仪的检测器部分决定了吸收峰的检测强度与

毛细管柱的管径成正比 ， 直径 １００ μm 的毛细管柱
增加了检测光路的长度 ，使可见区的吸收峰被检测
出 ，这对分析有色成分 ，排除纸张成分紫外吸收干
扰是非常有利的 。毛细管柱的长度影响组分的分离
度及分离时间 ，柱长为 ４０ cm或者 ５０ cm时 ， 墨水
的分离效果都很好 ，柱长为 ５０ cm时 ， 分析时间较
长 ，因此选择分析适中的 ４０ cm作为本实验的毛细
管柱长 。
2畅3 　黑色签字笔墨水字迹相对形成时间的研究

在对黑色签字笔墨水相对形成时间进行定量分

析时 ，为了消除取样量 、书写力度 、笔道粗细及出
墨等因素影响而造成的误差 ，可以利用同一波长或
不同波长下不同迁移时间的染料 A 相对于染料 B
的变化率 （即电泳峰面积比） 随时间的变化规律来
确定字迹的相对形成时间 。图 ２为不同种类的黑色
签字笔墨水字迹中染料成分相对含量与时间的变化

曲线 ，为寻找曲线的变化规律 ，采用统一规则来计
算染料成分的相对变化率 。 r ＝ A （ t ， λ） 桙B （ t ，
λ） ，其中 r为染料成分相对变化率 ， A （t ， λ） 和
　 　 　 　 　 　 　

图 2 　黑色签字笔墨水字迹中染料成分相对变化率与时间的变化曲线
Fig畅２ 　 Relative change ratios vs age curves of dyes in black roller pen ink entry
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B （t ， λ） 分别为两种染料成分的峰面积 ， t 和 λ
分别为两种染料成分电泳峰的迁移时间和检测

波长 。
对不同种类黑色签字笔墨水的分析表明 ，墨水

中染料成分相对变化率随时间分为三种变化情况

（见图 ２） ： １号和 ４８号这类签字笔染料的变化分为
三个阶段 ：迅速下降 、缓慢下降和平衡阶段 。即最
初染料 A 大量分解而染料 B 的分解速率较慢 ， 曲
线呈迅速下降趋势 ； １５０天之后染料 A的分解速率
逐渐降低 ；曲线缓慢降低 ，最后两者的分解速率相
近 ，曲线进入平衡阶段 。 ３９ 这类签字笔染料的变
化分为两个阶段 ： A与 B的分解速率的比值逐渐降
低 ，曲线缓慢降低 ； ２５０天之后两者峰面积比呈现
出缓慢变化的趋势 。 ４１ 号这类签字笔染料的变化
分为两个阶段 ： 第一阶段 ， 染料 A 和染料 B 分解
速率相近 ，染料变化率几乎不发生变化 ；第二阶段
曲线迅速下降 ， 染料 A 大量分解 ， 速率较快 ， 而
染料 B 分解的量很少 ， 因此两者的峰面积比呈现
出迅速下降的趋势 。

黑色签字笔字迹墨水中的染料成分主要受到空

气中氧的破坏 ，它们可以直接参与染料激发态的氧
化作用 ，或通过氧化作用使染料发生变化 ，也可以
和染料分子激发态之间发生能量转移 ，能量转给氧
分子转化成单态氧 ，这种单态氧进一步扩散和染料
作用而使其褪色 ，同时墨水中染料成分的含量不断
地减少 ， 这也成为字迹形成时间的鉴定的重要
依据 。
2畅4 　重现性实验

在书写过程中 ，由于书写力度的差异及黑色签
字笔墨水出墨不均匀等因素的影响 ，会导致字迹笔
画的粗细不同 ，这将给字迹墨水的定量研究带来很
大的误差 ，为了消除上述因素造成的测量误差 ，笔
者采用同一波长或者不同波长不同峰的峰面积的相

对比值作为分析的标准 。 以存放 ７８ 天的 １ 号黑色
签字笔墨水字迹为例 ，分别选取不同笔道处的字迹
墨水进行测定 ，计算部分电泳峰的迁移时间和可见
波长下电泳峰面积比值的相对标准偏差 （见表 ３ ，
４） 。结果表明 ，黑色签字笔墨水成分的电泳峰的迁
移时间 ，和用于分析墨水相对形成时间的峰面积比
的相对标准偏差均在误差允许的范围内 ，说明笔者
所建立的分析方法是可靠的 。

表 3 　 1号黑色签字笔墨水电泳迁移
时间的相对标准偏差

Table ３ 　 Relative standard deviation of
number １ roller pen ink’ s migration time
迁移时间

桙min
（５２４ nm）

迁移时间

桙min
（５２４ nm）

迁移时间

桙min
（５８０ nm）

迁移时间

桙min
（５８０ nm）

１ ６畅９１７ ７畅０７９ １１畅２９６ １４畅７２９

２ ６畅８３８ ６畅９７１ １１畅１６７ １４畅５６３

３ ６畅８５８ ７畅０１２ １１畅３０８ １４畅６３７

４ ６畅７７１ ６畅９２１ １１畅１９６ １４畅６７９

５ ６畅６７９ ６畅８３３ １１畅７４６ １３畅９２９

MEAN ６畅８１２ ６ ６畅９６３ ２ １１畅３４２ ６ １４畅５０７ ４

STDEV ０畅０９１ １ ０畅０９２ ９ ０畅２３３ ７ ０畅３２９ ０

RSD桙 ％ ０畅０１３ ４ ０畅０１３ ４ ０畅０２０ ６ ０畅０２２ ７

表 4 　 1号黑色签字笔墨水染料成分相对
变化率相对标准偏差

Table ４ 　 Relative standard deviation of relative changes
of dyes in number １ roller pen ink
（６畅８ min ，
５２４ nm）
峰面积

（６畅９６３ ２ min ，
５２４ nm）
峰面积

染料成分相

对变化率峰

面积比值

１ ５４ ７３８ １９ ７７０ ０畅３６１ ２

２ ２１ ７４３ ６ ９３７ ０畅３１９ ０

３ ３９ ２９５ １６ ５８５ ０畅４４２ １

４ １８ ０３３ ７ ６７９ ０畅４２５ ８

５ １８ ４７９ ５ ２１３ ０畅２８２ １

MEAN — — ０畅３６２ ０

STDEV — — ０畅０６３ １

RSD桙 ％ — — ０畅１７４ ２

３ 　结论
确定了黑色签字笔墨水的最佳电泳分析条件 ，

并通过测定黑色签字笔墨水中染料成分变化速率 ，
建立了黑色签字笔墨水字迹相对形成时间的关系曲

线 ，可以分析至少 ６００ d 以内 （受实验样品限制）
的黑色签字笔墨水字迹的相对形成时间 ，为司法鉴
定提供了理论依据 。
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［Abstract］ 　 The analytical method for roller pen inks was established by capillary zone electrophoresis ．After
optimizing such conditions as ２０ mmol桙L borate buffer at pH ８畅５ ， １００ μm × ４０ cm fused silica capillary
column ， separation voltage of １５ kV ，photo diode array （PDA） detector and scanning range １９０ ～ ６００ nm were
adopted in experiment ．Electropherogram of different roller pen inks’ extracts were obtained ．The problem of
relative writing age was investigated from relative changes between different dyes in inks detected by PDA in
visible wavelength ．
［Key words］ 　 black roller pen inks ； zone capillary electrophoresis ；writin
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