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摘要

本研究介绍了使⽤ACQUITY超⾼效合相⾊谱(UPC²)系统基于实验设计⽅法进⾏⽅法开发的步骤。研究的化合物属

于他汀类，⽤于降低⾼胆固醇⾎清⽔平。专⻔添加了依折⻨布，因为它在⼏种药物制剂中与他汀类药物联合使⽤

。⾸先，利⽤不同的改性剂和样品稀释剂对⼀组五根⾊谱柱进⾏了评估。ACQUITY UPC²⾊谱柱设计的Torus 1-氨

基蒽(1-AA)在分离所有分析物⽅⾯表现出优异性能。随后，采⽤中⼼复合设计(CCD)评估压⼒、温度和改性剂⽤量

作为微调参数对分离的影响。在最终⾊谱条件（采⽤Torus 1-AA⾊谱柱，以⼄醇-⽔(95:5)作为改性剂，⼄腈-⼄醇

(3:2)作为稀释剂，流速为1.80 mL·min-1，柱温箱温度为42 °C，反压调节器压⼒为2175 psi，梯度运⾏条件为改

性剂在4 min内从5%增加到15.5%）下，获得了出⾊的分离结果，关键分析物对的分离度不低于2.0。根据巴西监

管机构(ANVISA)的规定验证了该⽅法，所得r > 0.99；准确度范围为95%~105%，且精密度不⼤于4.4%（⽇内和

⽇间精密度均如此），根据分析物的浓度，判定该⽅法的性能可接受。

优势

⼀种快速分析降胆固醇药物的ACQUITY UPC2⽅法■

使⽤少量⼄醇（⼀种环保溶剂）分析酸性降胆固醇药物，⽆需在流动相中使⽤添加剂。■

以⼆氧化碳作为主要流动相，减少有机溶剂消耗量■
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简介

世界卫⽣组织的⼀个⼩组在2016年指出，缺⾎性⼼脏病是全球范围内致死的主要疾病，其次是中⻛（主要发⽣在

⾼收⼊国家）1。 这些疾病与⾎清中胆固醇⽔平升⾼有关。已知他汀类药物能够降低胆固醇⽔平，因为它们会抑制

羟甲基戊⼆酰辅酶A (HMG-CoA)还原酶在肝细胞中合成胆固醇的作⽤2。 因此，他汀类药物⼴泛⽤于治疗⾼胆固醇

⾎症。某些疗法不能通过抑制HMG-CoA的作⽤来适当地降低胆固醇⽔平，因此将他汀类药物与依折⻨布（⼀种减

少⼩肠中胆固醇摄取的药物）成功联⽤3。

通常，针对各种他汀类药物或其与依折⻨布的联⽤开发⽅法4-7。 对于这些药物，最常⽤的分析⽅法是反相液相⾊

谱(RP-LC)，会消耗⼤量有机溶剂（⼄腈、甲醇）并使⽤酸性添加剂。本研究介绍了⼀种利⽤超临界流体⾊谱(

SFC)的快速多产物分析⽅法，该⽅法使⽤亚2 μm颗粒填充柱8，溶剂消耗量低且⽆需使⽤添加剂9。所谓“多产物

⽅法”是指开发⼀种可⽤于多种药物（⽆论这些药物是否存在于同⼀制剂中）的单⼀⽅法。 

SFC使⽤超临界流体（通常是⼆氧化碳(CO2)）作为流动相。超临界CO2作为流动相的优势在于粘度低、溶剂化能

⼒强、介于⽓相与液相之间，⽽且据称更环保10。 使⽤⾃动反压调节器(ABPR)改善加压CO2的输送并实现稳定的

压⼒控制以稳定超临界流体，是超临界流体⾊谱作为⼀种有竞争⼒的分析技术复兴的⾥程碑。在CO2中添加有机溶

剂（改性剂）可以改变其固有的⾮极性特征，从⽽洗脱更多极性化合物11。这⼀事实与专为SFC设计的⾊谱柱以及

减⼩的柱外体积和亚2 μm颗粒的推出相关，提供了更快速、更灵敏的分析，且分离效率与超⾼效液相⾊谱⼀样⾼

或更⾼8。

在现代分析⽅法开发中，强烈建议利⽤DOE（实验设计）⼯具12，将⾊谱响应作为实验变量的函数建模，在“分析

⽅法质量源于设计”的框架内尤其如此13。在本研究中，⾸先利⽤多层分类设计对固定相、流动相改性剂和样品稀

释剂等参数进⾏评估，结果与分析物的化学结构相关（第I部分）。这些是影响选择性、峰形和SFC效率的主要变

量14。然后使⽤中⼼复合设计(CCD)研究影响洗脱强度15的温度、压⼒和改性剂百分⽐等参数，优化该⽅法，⽬的

在于通过多产物⽅法分离所有化合物（第II部分）。 

实验

第I部分
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系统： ACQUITY UPC2系统

检测： PDA检测器（检测波⻓240 nm）

⾊谱柱： ACQUITY UPC2：

1)亚⼄基桥杂化(BEH)；

2)⼗⼋烷基键合⾼强度硅胶(HSS C18)；

3)表⾯带电杂化五氟苯基(CSH PFP)；

4) Torus 1-氨基蒽(1-AA)和

5) Torus 2-氨甲基吡啶(2-PIC)

流动相A： CO2（罐装，医⽤级）

流动相B： ⼄醇:H2O 95:5 (0~30% (v/v))

柱温： 40 °C

ABPR： 1500 psi

样品管理器温度： 室温

样品稀释剂： ⼄腈:⼄醇3:2 (v/v)

进样体积： 1 µL

流速： 1.50 mL/min

样品瓶： 沃特世棕⾊玻璃12 × 32 mm螺纹颈⼝样品瓶，2 

mL

PDA扫描范围： 210~400 nm
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强洗针液： 甲醇

弱洗针液： 2-丙醇:甲醇(1:1)

密封清洗液： 甲醇

第II部分

系统： ACQUITY UPC2系统

检测： PDA检测器（检测波⻓275 nm）

⾊谱柱： ACQUITY UPC2 Torus 1-AA 2.1 × 50 mm, 1.7 

µm（部件号：186007623）

流动相A： CO2（罐装，医⽤级）

流动相B： ⼄醇:H2O 95:5 (v/v)，梯度结束根据中⼼复合设计

⽽异（15.5~27.5%，在CO2中）

柱温： 根据中⼼复合设计⽽异(25~50 °C)

ABPR： 根据中⼼复合设计⽽异(10.5~16.3 MPa)

样品管理器温度： 室温

样品稀释剂： ⼄腈:⼄醇3:2 (v/v)

进样体积： 1 µL

流速： 1.80 mL/min
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样品瓶： 沃特世棕⾊玻璃12 × 32 mm螺纹颈⼝样品瓶，2 

mL

PDA扫描范围： 210~400 nm

强洗针液： 甲醇

弱洗针液： 2-丙醇:甲醇(1:1)

密封清洗液： 甲醇

将最⻓分析时间设置为10 min，以便在合理的时间完成分离。

样品描述

⾟伐他汀、洛伐他汀、瑞舒伐他汀钙、氟伐他汀钠、阿托伐他汀钙和依折⻨布作为⼆级药物标准品购⾃Sigma-

Aldrich（美国密苏⾥州，获得紧急使⽤授权(EUA)）。普伐他汀钠和匹伐他汀钙购⾃Cayman Chemicals（美国

密歇根州，获得紧急使⽤授权(EUA)），纯度等于或⾼于98%。所有实验均使⽤⼄腈:⼄醇3:2 v/v配制浓度为0.5 

mg/mL的混标溶液，并在进样前通过0.22 μm针式过滤器进⾏过滤。巴西市场的商品购⾃当地药店。

结果与讨论

第I部分：固定相和有机改性剂的选择

⽅法开发的第⼀步包括选择合适的固定相。除⾟伐他汀、洛伐他汀和依折⻨布以外，其他分析物可能呈阴离⼦形

式。这是由于它们的pKa值低于5，且基于CO2的流动相在添加醇类改性剂时呈现出的表观pH据称约为5~616。

如图1所⽰，ACQUITY UPC2 Torus 1-AA和Torus 2-PIC⾊谱柱在⽆需使⽤添加剂的情况下对阴离⼦及中性物质⾟

伐他汀、洛伐他汀和依折⻨布表现良好。其他⾊谱柱⽆法洗脱阴离⼦分析物并获得适当的峰形，这可能是由于对

硅醇基团的排斥作⽤。这些结果与针对SFC固定相的分类研究⼀致16,17。此外，Torus 1-AA是唯⼀能够轻微分离⾟

伐他汀(1)与洛伐他汀(2)的⾊谱柱18。由于这两种分⼦的差异仅在于⼀个甲基，因此不太可能完全分离。
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图1.利⽤本研究中所⽤的各种固定相获得的⾊谱图。使⽤的条件：ABPR 1500 psi，温度40 °C，有机改性剂⼄醇

:⽔95:5 v/v，梯度洗脱条件为改性剂在4 min内从0%增加到30%，继续保持等度洗脱2 min，直⾄所有化合物完全

洗脱。进样体积1.0 µL，PDA检测器设置为240 nm。注⼊0.5 mg/mL的甲醇:⼄醇3:2 v/v溶液。峰鉴定：1 ‒ ⾟伐

他汀；2 ‒ 洛伐他汀；3 ‒ 依折⻨布；4 ‒ 氟伐他汀；5 ‒ 瑞舒伐他汀；6 ‒ 匹伐他汀；7 ‒ 普伐他汀；8 ‒ 阿托伐他

汀。版权所有 Wiley-VCH GmbH。经授权转载⾃18。

使⽤有机改性剂在5 min内从0%增加到30%的梯度洗脱条件进⾏初步筛选。使⽤甲醇、⼄醇和异丙醇等醇类在选

择性⽅⾯变化极⼩，⽽⼄腈作为改性剂不⾜以满⾜要求，因为运⾏时间较⻓并且含量⾼达30%时与超临界CO2不混

溶。由于⼄醇毒性较低，因此选择⽤于进⼀步⽅法开发。然后，将梯度洗脱的初始组成更改为5%，并在4 min内

达到25%的最终组成，以便与5 min内从0%增加到30%的梯度洗脱条件保持相同的梯度斜率。梯度洗脱开始时的

较⾼浓度导致流动相吸附减少，因此提⾼了洗脱强度。

进样体积保持1.0 µL，并且⽤⼄腈:⼄醇3:2 (v/v)作为稀释剂制备溶液。应⾸选弱溶剂作为稀释剂，尽可能减⼩超

临界流体⾊谱中溶剂与固定相之间的相互作⽤。因此，使⽤较弱溶剂⼄腈与⼄醇的混合物代替较强溶剂（例如甲

醇）。此外，⼄腈/⼄醇混合物为这些分析物提供了更稳定的溶液，同时能够将其溶解。

该步骤的结果表明适合使⽤以下⾊谱条件：Torus 1-AA⾊谱柱，起始梯度组成包含5%的改性剂⼄醇:⽔(95:5)，进

样体积为1.0 µL，并且以⼄腈:⼄醇3:2 (v/v)作为稀释剂。
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第II部分：利⽤DoE研究超临界流体的密度

利⽤中⼼复合设计(CCD)研究受压⼒、温度和改性剂百分⽐等参数影响的超临界流体的密度。因此，沿六个轴向点

以及中⼼点采⽤全因⼦2³（重复测量五次）。该设置能够通过较少的实验扩展知识空间19。图2显⽰了19幅⾊谱图

中的4幅，展⽰了通过更改因⼦所获得的不同曲线。图2A和2B显⽰了洗脱曲线之间的细微差别，但图2B中显⽰的

分离效果更出⾊。在这两种情况下，梯度洗脱结束时的改性剂含量相同(18%)，但图2B中显⽰的结果在较⾼的压

⼒(2200 psi)和温度(45 °C)条件下获得，这些条件使得RSV/FLV以及PRV/PTV之间的分离度⾼于1.5。 

此外，当改性剂含量设置为25%（图2C）时，洗脱速度更快，但PRV与PTV之间严重重叠。在另⼀种条件（平均

压⼒和温度分别为1950 psi和37.5 °C，但所⽤的改性剂含量最低(15.5%)）下，关键分析物对RSV/FLV以及

PRV/PTV之间的分离度⾼达2.0。图2B和图2D所⽰的⾊谱图提供了出⾊分离结果。这些⾊谱图表明，可以采⽤较

低的改性剂含量和较⾼的压⼒和温度实现稳定的分离。改性剂的百分⽐是影响最⼤的参数，其缩短了保留时间并

提⾼了化合物在流动相中的溶解度。

⽆论采⽤哪种条件，EZT与ATV之间均获得了⾜够⾼的分离度，⽽SMV与LOV由于⾼度相似（相差⼀个CH3基团

，如上所述），在任何条件下均未得到分离。因此，CCD集中研究关键分析物对RSV/FLV和PRV/PTV之间的分离

。利⽤分离因⼦(α)作为响应建模。为实现不低于2.0的分离度，关键分析物对所需的分离因⼦不低于1.04。值得⼀

提的是，由于PTV与PRV之间的⾼度⽐为约2:1，因此使⽤的分离度为⼤于或等于2.020。
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图2.由中央复合设计获得的说明性⾊谱图。通⽤条件：Torus 1-AA⾊谱柱，以⼄醇:⽔95:5 v/v作为改性剂，流速为

1.50 mL·min-1，梯度洗脱条件为改性剂在4 min内从5%开始增加到⽬标值，然后保持等度洗脱直⾄完全洗脱，利

⽤PDA在240 nm下检测，进样体积为1.0 µL，以⼄腈:⼄醇3:2 v/v作为稀释剂。峰鉴定：1 ‒ ⾟伐他汀，2 ‒ 洛伐他

汀，3 ‒ 依折⻨布，4 ‒ 氟伐他汀，5 ‒ 瑞舒伐他汀，6 ‒ 匹伐他汀，7 ‒ 普伐他汀，8 ‒ 阿托伐他汀。

有趣的是，还观察到RSV与FLV之间的分离受到温度的巨⼤影响（图3A），⽽PRV与PTV之间的分离最主要受压⼒

影响（图3B），结果朝向红⾊区域移动。这些影响在改性剂含量较低时更为明显，当流动相中的CO2含量较⾼时

，流体更容易压缩。换⾔之，预计温度和压⼒对流体参数的影响更⼤。由此凸显了使⽤多变量⽅法研究影响SFC条

件下的分离特性的参数的重要性。

8开发利⽤超⾼效合相⾊谱(UPC2)分析降胆固醇药物的多产物⽅法



图3.分离因⼦的轮廓线图。A) RSV/FLV的分离与改性剂和温度变化有关（压⼒设置为1950 psi）；B) PRV/PTV的

分离与改性剂和压⼒变化有关（温度设置为37.5 °C）。

两对关键分析物的叠加图如图4所⽰，梯度结束时的有机改性剂含量为15.5%（图4A）和16.0%（图4B）。亮⻩⾊

区域显⽰了理想的响应区域。淡⻩⾊区域显⽰了预测不确定性区域（平均预测值的95%置信区间）。灰⾊区域定

义了不可接受的因⼦设置。

选择进⾏验证的⽅法条件为：温度42 °C，压⼒14.83 MPa，并且梯度洗脱条件为改性剂在4 min内从5%增加到

15.5%，其处于亮⻩⾊区域内并⽤星号(*)表⽰。通过⽐较图4A和4B可以看出，实现这⼀分离的关键变量是流动相

中有机改性剂的百分⽐。这⼀理解只有在⽅法开发过程中使⽤CCD建模才有可能实现。
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图4.RSV/FLV和PRV/PT分离因⼦的轮廓线图叠加图，考虑到：A)梯度结束

时的有机改性剂含量为15.5%；B)梯度结束时的有机改性剂含量为16.0%。

亮⻩⾊区域表⽰获得所需分离度的操作条件。红⾊星号标记位于最终参数

中（42 °C，14.83 MPa，且梯度运⾏结束时的改性剂含量为15.5%）。流

速为1.50 mL·min-1。版权所有 Wiley-VCH GmbH。经授权转载⾃[18]。

最后⼀步，评估流速以尝试缩短分析时间。观察到PTV与PRV峰之间分离度稍有改善（图5），因为增加流速也导

致总压⼒升⾼，随后获得了更⾼的分离因⼦，如图3和4所⽰。图5显⽰了在初始流速(A, 1.50 mL·min-1)和选定流

速(B, 1.80 mL·min-1)下得到的⾊谱图。流速的进⼀步增加将受限于压⼒限值（上限为41.4 MPa）
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图5.流速对保留的影响。通⽤条件：Torus 1-AA⾊谱柱，⼄醇:⽔95:5 v/v作

为改性剂，压⼒为14.83 MPa，温度为42 °C，梯度洗脱条件为改性剂在4 

min内从5%增加到15.5%，然后保持等度洗脱直⾄完全洗脱，利⽤PDA在

240 nm下检测，进样体积为1.0 µL，以⼄腈:⼄醇3:2 v/v作为稀释剂。峰鉴

定：1 ‒ ⾟伐他汀；2 ‒ 洛伐他汀；3 ‒ 依折⻨布；4 ‒ 氟伐他汀；5 ‒ 瑞舒

伐他汀；6 ‒ 匹伐他汀；7 ‒ 普伐他汀；8 ‒ 阿托伐他汀。

因此，经优化的⽅法条件为：Torus 1-AA ⾊谱柱，以⼄醇:⽔95:5 v/v作为改性剂，流速为1.80 mL·min-1，压⼒

为14.83 MPa，温度为42 °C，梯度洗脱条件为改性剂在4 min内从5%增加到15.5%，然后在15.5%下额外等度洗

脱2 min，进样体积为1.0 µL18。为验证该⽅法，使⽤下⼀节所述的药物标准品，将PDA的检测条件设置为针对每

种分析物采⽤特定的波⻓，范围为231 nm~244 nm。

⽅法验证

根据巴西最新指导原则验证该⽅法21。 第⼀步是通过进样分析空⽩溶液（仅稀释剂）、安慰剂样品和药物标准溶

液来评估⽅法的选择性。除标准品外，未观察到任何信号。然后，通过将三份独⽴制备的储备液稀释⾄五个不同

⽔平来制备校准标样。浓度范围为0.80 mg·mL-1~1.20 mg·mL-1，但PRV和PTV除外，其浓度范围为0.32 

mg·mL-1~0.48 mg·mL-1。在验证中评估的性能表征为线性、准确度（体现为回收率）以及精密度（体现为⽇内

和⽇间测量结果的变异系数）。未评估检测限和定量限，因为该⽅法仅拟定⽤于分析最终产品中的活性药物成分(

API)。

线性以Pearson相关系数(r)来衡量，结果不低于0.99。图6A作为⽰例显⽰了ATV的分析曲线，图6B则显⽰了相应

回归的残差分析结果。选择ATV作为代表性药物的原因在于，它代表了药物史上最畅销的产品⽴普妥。表1总结了
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获得的性能表征。仅显⽰了100%分析⽔平下的回收率和精密度。根据Horwitz⽅程，预计所⽤浓度的变异系数不

⾼于5.4%。回收率应处于95%~105%的范围内。所有检测的⽔平均处于这些范围内。 

图6.A)阿托伐他汀钙的分析曲线；B)图A所⽰回归的残差图

表1.所有研究药物的ACQUITY UPC²⽅法验证结果
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结论

本研究介绍了⼀种⽤于分析降胆固醇药物的ACQUITY UPC2⽅法的开发和验证，该⽅法使⽤现代Torus 1-AA⾊谱

柱和少量⼄醇（⼀种环保溶剂），⽆需在流动相中使⽤添加剂。顺序DoE⽅法可揭⽰压⼒、温度，尤其是改性剂含

量等因素对超临界流体的洗脱强度的影响及其对分析物保留和分离的影响，为获得优化⽅法提供了关键的⼯具。

CCD结果有助于了解压⼒、温度和有机改性剂百分⽐对分析物的保留和分离的影响，并选择稳定的⼯作点进⾏验

证。为实现所需的分离，有机改性剂的百分⽐是需要控制的关键变量。根据巴西最新指导原则，针对所有分析物

对优化的⽅法进⾏了验证。结果发现，该⽅法准确、精密，r⼤于0.990，回收率在95%~105%之间，且精密度

（⽇内和⽇间）不⼤于4.4%。对11种市售产品的分析表明，只有⼀种包含阿托伐他汀的产品不符合USP标准。因

此，证明ACQUITY UPC²是分析这些药物的⼀种更环保的替代⽅案。
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