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摘要

USP专论阐述了对药物的质量期望（包括特性、强度和纯度），还介绍了验证药物或其成分是否符合相关标准的

测试。专论中介绍的测试⽅法已经过验证，可⽤于分析从滴眼液到⼝服制剂的各种药品。这些⽅法虽然适⽤，但

通常使⽤填料粒径⼤（例如5 µm）且柱⻓⻓的⽼款HPLC⾊谱柱，导致分析时间⻓和流动相⽤量⼤。使⽤填料粒

径更⼩的现代⾊谱柱可以显著减少分析时间和流动相消耗量，从⽽节省时间和成本。

我们参考USP <621>指导原则对USP专论中的梯度分离⽅法进⾏了现代化改进。专为分析对⼄酰氨基酚中的有机杂

质⽽设计的原始液相⾊谱⽅法使⽤4.6 x 250 mm, 5 µm⾊谱柱，梯度时间为73分钟。改⽤现代化MaxPeak 

Premier⾼性能表⾯(HPS) 4.6 x 150 mm, 2.5 µm⾊谱柱后，该⽅法的梯度时间仅需36分钟，在满⾜所有系统适应

性要求的同时显著减少了分析时间和溶剂消耗。

优势

在经现代化改进的⽅法条件下取得相媲美的⾊谱结果■
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使⽤经现代化改进的条件使分析时间缩短51%■

溶剂⽤量减少40%■

简介

美国药典(USP)专论为特定制剂产品设置了验过验证的测试⽅法，这些产品可作为⾮处⽅或处⽅治疗药物提供给消

费者。由于这些⽅法已经过验证，因此与从头开发的⽅法相⽐，它们更容易被测试实验室采⽤。尤其是仿制药制

造商，因为对于他们⽽⾔，快速将产品推向市场⾄关重要。虽然这些⽅法可能很容易采⽤，但它们通常使⽤⽼旧

的⾊谱柱技术，包括填充5 µm颗粒的⼤⼝径⾊谱柱。由于这类⾊谱柱每单位⻓度的效率低下，分析时间通常很⻓

。然⽽，随着⾊谱柱技术的进步，特别是填料粒径缩⼩和柱⻓缩短，分析时间得以减少。

改⽤亚2 µm粒径⾊谱柱后，现代化改造带来的优势更是体现得淋漓尽致。然⽽，这些⾊谱柱需要能够在⾼压下运

⾏且具有低扩散性的LC系统。将⽼版HPLC⽅法现代化改为使⽤2.5 µm⾊谱柱依然有显著优势，⽽且不要求LC系

统具有最⾼性能。USP专论⽅法在现代化改进过程中若操作不当，可能需要进⾏代价⾼昂的重新验证⼯作。USP通

则<621>中概述了⼀些流程和指导原则，提供了对现代化改进的⻅解。这些指导原则介绍了允许对流速、⾊谱柱尺

⼨和粒径等参数的更改。2022年12⽉，USP <621>指导原则进⾏了修订，允许对梯度⽅法进⾏现代化改进，并且

增加了必要的计算，以确保新测试条件的梯度曲线与原始条件相匹配。<621>中所述的计算很复杂，可能会导致错

误，可以使⽤Waters™⽅法转换计算器等⼯具来⽣成新条件，避免可能出现的计算错误。

本应⽤纪要展⽰了使⽤⽅法转换计算器将对⼄酰氨基酚的有机杂质分析从原始的专论⽅法现代化改进为采⽤2.5 µ

m粒径填料的UHPLC⾊谱柱的⽅法。追踪原始⽅法和现代化⽅法的系统适应性标准，确保两者都符合分析要求。

原始⽅法使⽤4.6 x 250 mm 5 µm L7⾊谱柱，每个样品需要73分钟的运⾏时间。现代化⽅法使⽤4.6 x 150 mm 2.5 

µm⾊谱柱，运⾏时间36分钟。完成分析后，计算了所节省的溶剂和时间，以强调对该分析⽅法进⾏现代化改进的

好处。

实验

样品制备

2
按照USP <621>指导原则使⽤MaxPeak™ Premier HPS技术对USP专论中关于对⼄酰氨基酚杂质分析的梯度HPLC⽅
法进⾏现代化改进



按照USP专论⽅法所述配制三种不同的溶液。系统适应性标准品为20 µg/mL对⼄酰氨基酚以及80 µg/mL相关化

合物B和C的甲醇溶液。标准品溶液为1.25 µg/mL相关化合物D和0.25 µg/mL相关化合物J的甲醇溶液。样品溶液

为25 mg/mL对⼄酰氨基酚的甲醇溶液。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 带紫外检测器的1260 Infinity LC（专论⽅法

）

带2998 PDA的ACQUITY Arc™（现代化⽅法

）

检测： UV 254 nm

⾊谱柱： Zorbax Eclipse Plus C8, 5 µm, 4.6 x 250 

mm（专论⽅法）

XBridge™ Premier BEH C8, 2.5 µm, 4.6 x 

150 mm（现代化⽅法）

柱温： 40 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 5.0 µL（专论⽅法）

3.0 µL（现代化⽅法）

流速： 0.9 mL/min（专论⽅法）

1.1 mL/min（现代化⽅法）

流动相A： 甲醇:⽔:冰醋酸(50:950:1)

流动相B： 甲醇:⽔:冰醋酸(500:500:1)
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梯度条件： 表1.

表1.原始专论⽅法和现代化⽅法的梯度曲线

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3 Feature Release 4

结果与讨论

USP专论中概述了对⼄酰氨基酚有机杂质分析的原始⽅法1。 该⽅法的系统适应性标准包括USP拖尾、分离度和峰

⾯积相对标准偏差测定结果。相关化合物D的USP拖尾因⼦不得超过2.0。对⼄酰氨基酚和相关化合物B之间的USP

分离度不得低于2.0，相关化合物B和相关化合物C之间的USP分离度不得低于1.5。相关化合物D的峰⾯积相对标准

偏差必须⼩于5.0%1。 我们先使⽤Agilent 1260 Infinity LC系统和4.6 x 250 mm, 5 µm Zorbax Eclipse C8（L7名

称）⾊谱柱对这些条件进⾏了测试。进样的每种标准品的代表性⾊谱图⻅图1。还进样了样品溶液，但未显⽰⾊谱

图，因为没有相关的系统适应性标准。
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图1.在使⽤4.6 x 250 mm, 5 µm Zorbax Eclipse C8⾊谱柱和Agilent 1260 Infinity LC系统的USP专论条件下获得的对

⼄酰氨基酚有机杂质分离⾊谱图 

系统适应性溶液和标准品溶液的所有组分都实现了良好分离。需要注意的是，标准品溶液中加⼊了对⼄酰氨基酚

，以确保标准品溶液和系统适应性标准品溶液之间的梯度性能准确。通常情况下，标准品溶液中没有对⼄酰氨基

酚。相关化合物D的USP拖尾因⼦为1.16，低于系统适应性限值。对⼄酰氨基酚和相关化合物B的USP分离度为

21.2，远⾼于最低要求2.0。相关化合物B和C的USP分离度为4.31，同样远⾼于1.5的最低要求。最后，相关化合

物D的保留时间和峰⾯积的相对标准偏差分别为0.40%和0.82%，均低于本测试要求的5.0%。在满⾜所有系统适应

性标准的情况下，可以测试⼀批材料来测定有机杂质的浓度。

为了使⽤这些条件测试⼀批材料，总共需要进样18次。由于专论⽅法要求的相对标准偏差⼤于2.0%，因此每个标

准品和样品溶液需要重复进样六次2。考虑到每次进样需要73分钟的运⾏时间并且需要18次进样，如果使⽤USP专

论⽅法，在仪器上分析⼀批材料需要21.9⼩时的运⾏时间。在0.9 mL/min的流速下，整个测试共需要1183 mL流

动相。这些数字并⾮不值⼀提，⽽是意味着放⾏⼀批需要测试⼀整天。不仅如此，倘若系统或⾊谱柱在测试的第

21⼩时出现问题，那么⼀整天的测试都会被浪费，在此期间消耗的流动相也会浪费。

使⽤沃特世⽅法转换计算器和USP <621>指导原则，可以将该专论⽅法现代化改为使⽤合适的UHPLC⾊谱柱，从

⽽减少分析时间和溶剂消耗。不过，在进⾏任何实际测试之前，必须先选择合适的UHPLC⾊谱柱。USP专论规定

必须使⽤L7⾊谱柱。USP <621>允许更改⾊谱柱配置，只要L/dp（柱⻓与粒径⽐）保持在原始专论⽅法所⽤⾊谱

柱的-25%⾄+50%范围内即可。填充5 µm颗粒的250 mm⾊谱柱的L/dp⽐为50,000。改⽤2.5 µm颗粒⾊谱柱时
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，为了保持该⽐率，使⽤的柱⻓为150 mm。如果使⽤同样填充的100 mm⾊谱柱，也可以接受L/dp为40,000。现

代化⾊谱柱的L/dp⽐率为60,000，完全符合<621>指导原则的规定。在⽅法的现代化改进中选择XBridge Premier 

BEH C8 4.6 x 150 mm 2.5 µm，因为它的填充颗粒稳定耐⽤，并且采⽤了MaxPeak Premier⾼性能表⾯(HPS)技术

。XBridge BEH C8固定相基于具有三官能化键合C8键合相的全多孔杂化硅胶颗粒，可⽤作L7⾊谱柱。XBridge 

BEH C8固定相是⾮常现代的L7全多孔⾊谱柱，粒径可从5 µm缩⼩到亚2 µm。

选出合适的⾊谱柱配置后，必须根据新的⾊谱柱内径、⻓度和粒径对专论条件进⾏现代化改进。这些条件包括⽅法

流速、进样体积、梯度曲线和运⾏时间。通则<621>概述了这种现代化改进所需的计算，但本研究使⽤了沃特世⽅

法转换计算器。⽅法转换计算器计算新⽅法条件的公式与<621>中所述的公式相同，但只需要⽤⼾输⼊很少的信息

。图2所⽰为⽅法转换计算器，其中填充了原始⽅法条件以及新的现代化⾊谱柱信息。此外还包括系统延迟体积测

定结果。
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图2.⽤于现代化改进USP专论中对⼄酰氨基酚有机杂质分析⽅法的⽅法转换计算器屏幕截图

蓝⾊突出显⽰的区域需要⽤⼾输⼊，包括原始⾊谱柱尺⼨、粒径、流速、系统延迟体积、进样体积、温度和运⾏

时间。此外，对于梯度分析，必须在计算器的左下⻆输⼊梯度曲线，以便计算新的梯度。最后，在右上部分，必

须输⼊现代化⾊谱柱信息以及新的系统驻留时间和压⼒上限。橙⾊突出显⽰的区域是根据⽤⼾输⼊计算的值。缩

放后的流速（在本例中为1.8 mL/min）基于原始流速和⾊谱柱尺⼨。如果缩放后的流速对⽬前使⽤的系统造成太

⼤压⼒，也可以设置⾃定义流速。本例选择了1.1 mL/min的⾃定义流速，因为缩放后的流速导致系统压⼒过⼤。

根据所选的⾃定义流速以及原始和现代化条件下的⾊谱柱尺⼨，可以计算出新的梯度曲线。在右下⽅可以看到新

的梯度曲线以及重要信息，例如进样体积和总运⾏时间。使⽤这些条件分析与之前相同的样品，只是改⽤

ACQUITY Arc系统和之前讨论过的⾊谱柱。ACQUITY Arc系统⾮常适合⽤于2.X µm颗粒，因为与HPLC系统相⽐

，它的系统扩散更低。图3所⽰为使⽤这些新条件获得的系统适应性和标准品溶液的代表性分离⾊谱图。 
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图3.在使⽤4.6 x 150 mm, 2.5 µm XBridge Premier BEH C8⾊谱柱和ACQUITY Arc系统的现代化条件下获得的对⼄酰

氨基酚有机杂质分离⾊谱图 

初看现代化⽅法条件与原始条件产⽣的⾊谱结果相当，仔细观察系统适应性结果可以证实现代化条件适⽤于此分

析。相关化合物D的USP拖尾因⼦为1.08。对⼄酰氨基酚/相关化合物B和相关化合物B/C的USP分离度分别为

17.0和3.5。相关化合物D的保留时间和峰⾯积的相对标准偏差分别为0.03%和0.50%。这些结果满⾜所有系统适

应性标准。此外，每次进样的总运⾏时间从73分钟减少到36分钟。在现代化条件下，⼀次完整测试只需要不到

11⼩时的运⾏时间，⽽在原始测试条件下需要22⼩时。流动相⽤量也有所减少，与需要约1180 mL的原始条件相

⽐，现代化条件仅需要约700 mL。节省的时间和流动相的详细⽐较如表2所⽰。

表2.原始⽅法和现代⽅法之间的运⾏时间和流动相⽤量⽐较
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对该分析⽅法进⾏现代化改进可以节省⼤量分析时间和溶剂。如果在实验室中同时对多个分析⽅法进⾏现代化改

进，效果会更加明显。通过改⽤UHPLC⾊谱柱⽽不是UPLC亚2 µm颗粒⾊谱柱，该⽅法可以在常规HPLC系统上运

⾏，这些系统⽆法承受亚2 µm颗粒⾊谱柱产⽣的极端压⼒。XBridge Premier⾊谱柱是⼀个良好的平台，对未来

的分析⽅法也适⽤，因为该系列提供各种粒径，适⽤于HPLC、UHPLC或UPLC分析。得益于颗粒的可扩展性，对

⽼版USP专论⽅法进⾏现代化改进更轻松。通过使⽤XBridge Premier⾊谱柱和⽅法转换计算器，USP专论⽅法的

现代化改进可以顺利完成，基本避免返⼯的情况。

结论

USP⽅法⼴泛⽤于各种药品测试。其中⼀些测试⽅法，尤其是对那些已经上市很⻓时间的产品，使⽤的是⽼旧的

⾊谱柱技术。新技术（例如粒径更⼩的⾊谱柱）可以提供类似的结果，同时减少分析时间和流动相⽤量。按照

USP通则<621>中的指导原则，可以将USP专论中的LC⽅法现代化改进为新技术，在此过程中，可以借助⽅法转

换计算器等⼯具来准确确定新⽅法条件。

本研究展⽰了对⽤于对⼄酰氨基酚有机杂质分析的梯度HPLC⽅法进⾏的现代化改进。专论⽅法使⽤4.6 x 250 mm, 

5 µm⾊谱柱，测试⼀批材料需要⼏乎⼀整天的运⾏时间和超过⼀升的流动相。改⽤4.6 x 150 mm, 2.5 µm 

XBridge Premier BEH C8⾊谱柱后，运⾏时间减少51%，流动相⽤量减少约40%。⽅法现代化看似复杂，但使⽤

适当的⼯具可以顺利执⾏该过程，从⽽显著降低运营成本。
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2998光电⼆极管阵列(PDA)检测器 <https://www.waters.com/1001362>

Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/10190669>
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法进⾏现代化改进
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