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摘要

⽅法迁移，或将⽅法从⼀套⾼效液相⾊谱(HPLC)系统转移到另⼀套系统，是许多受管制实验室的常规做法，这类

实验室的⼀间实验室中可能有各种来⾃不同供应商和不同型号的HPLC系统。然⽽，跨系统转移⽅法可能具有挑战

性，因为仪器设计之间的差异可能会导致⾊谱变化，进⽽影响关键结果。或者，不熟悉系统的正确设置或操作也

会导致结果不佳，最终⽤⼾可能更难识别。Alliance iS HPLC System旨在通过提⾼可⽤性，限制分析⼈员出错并

改善系统可靠性，同时保持⾊谱和定量性能，使⽅法迁移更加直接。本研究在两套传统HPLC系统上复制了美国药

典(USP)中关于布洛芬和相关杂质分析的各论⽅法，随后迁移到Alliance iS HPLC System上。分析并⽐较了所得

结果，三套系统的结果相当，并且都满⾜USP系统适应性要求。

优势

能够将USP各论⽅法迁移到Alliance iS HPLC System，并满⾜系统适应性要求■

⼀致且可靠的定量结果■

减少⽤⼾错误■
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简介

⽅法迁移，或在两套不同的LC系统之间转移⽅法，是任何受管制实验室的重要事项。由于系统可⽤性和/或利⽤了

系统改进，通常需要对分析设备进⾏现代化改造。系统差异会导致⾊谱变化，从⽽影响关键结果。此外，不熟悉

系统可能会导致系统设置和/或操作不当。  

在本研究中，我们使⽤有关布洛芬和相关有机杂质测定的等度美国药典(USP)各论⽅法来评估HPLC系统之间的⽅

法迁移。研究将评估系统适应性标准，包括峰⾯积%RSD、保留时间%RSD、USP拖尾、信噪⽐(s/n)和USP分离度

。分析在两套传统HPLC系统和⼀套现代HPLC (Alliance iS HPLC System)上进⾏（图1）。所得结果证明，能够将

⽅法迁移到较新的LC系统，实现了实验室HPLC系统的现代化。
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图1.Alliance iS HPLC System

实验

所有样品均按照USP 41-NF 36制备：

含量测定
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标准溶液为含有10.0 mg/mL布洛芬（P/N I4883-5G，Sigma-Aldrich）的流动相溶液。■

有机杂质

灵敏度溶液为含有0.005 mg/mL布洛芬的流动相溶液。■

标准溶液为含有0.2 mg/mL布洛芬、0.01 mg/mL布洛芬相关化合物J (RCJ)（P/N：PHR1978-

50MG，MilliporeSigma）和0.01 mg/mL布洛芬相关化合物C (RCC)（P/N：PHR1146-

500MG，MilliporeSigma）的流动相溶液。

■

系统适应性溶液为含有10.0 mg/mL布洛芬、0.01 mg/mL布洛芬相关化合物J (RCJ)（P/N：PHR1978-

50MG，MilliporeSigma）和0.01 mg/mL布洛芬相关化合物C (RCC)（P/N：PHR1146-

500MG，MilliporeSigma）的流动相溶液。

■

样品

含有标⽰浓度10.0 mg/mL布洛芬的流动相溶液。从药房购买的仿制药布洛芬⽚，在过期后进⾏分析。■

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 1.传统系统1

2.传统系统2

3. Alliance iS HPLC System

检测： 1.2489紫外/可⻅光检测器，波⻓254 nm，采集速

率2点/秒

2.⼆极管阵列检测器(DAD)，波⻓254 nm，采集速

率2.5 Hz

3.双波⻓UV检测器，波⻓254 nm，采集速率2点

/秒

样品瓶： TruView pH控制LCMS认证样品瓶，

P/N：186005666CV

XBridge C18, 250 x 4.6 mm, 5 ⾊谱柱：
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µm（P/N：186003117）

柱温： 25.0 °C

样品温度： 15.0 °C

进样体积： 10.0 µL

流速： 2.0 mL/min

流动相： 4 g/L氯⼄酸（P/N：C19627，MilliporeSigma）

的40:60 Milli-Q⽔:⼄腈(ACN)溶液，pH 3.0

⽅法： 等度⽅法，10分钟。

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3 FR 4

结果与讨论

从传统HPLC系统迁移含量测定和有机杂质分析⽅法

 

由于市⾯上的HPLC系统种类繁多，实验室多年来购买的系统通常来⾃不同的制造商。将现代HPLC系统引⼊实验

室后，需要确保经验证的⽅法提供的结果与在传统系统上获得的结果相当。本研究通过布洛芬含量测定和有机杂

质分析的各论⽅法来评估两套传统HPLC系统和⼀套Alliance iS HPLC System的系统性能。

每套系统上的分析都使⽤独⽴的流动相和样品前处理运⾏。遵循各论⽅法，并且始终使⽤相同的⾊谱柱，以减少

⾮仪器相关的变异性。含量测定和有机杂质分析⽅法都使⽤相同的流动相和⾊谱柱，但每种⽅法指定的样品不同
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。

使⽤传统⽅法计算系统适应性，包括从灵敏度溶液进样内的基线区段计算s/n，含量测定和有机杂质分析的结果分

别⻅表1和表2。含量测定需要五次重复进样布洛芬标准品，所有系统均符合系统适应性标准，所有值均远低于相

关规定（表1）。在每套系统上，完成含量测定样品组的分析后，⽴即进样有机杂质分析样品组，分别是（按顺序

）灵敏度溶液、系统适应性标准品和标准品。有机杂质系统适应性溶液在每套系统上的代表性⾊谱图⻅图2。三套

系统均表现良好，满⾜USP对有机杂质分析的所有要求（表2）。两种标准品在Alliance iS HPLC System上的峰

⾯积和保留时间标准偏差均最低，有机杂质标准品还展⽰了出⾊的分离度和s/n。Alliance iS HPLC System的重

复性如图3所⽰，通过六次重复进样有机杂质标准溶液得到该图。

表1
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表2

图2：有机杂质系统适应性溶液在每套系统上的代表性⾊谱图。峰1 = 相关化合物J。峰2 = 布洛芬。峰3 = 相关化合

物C。
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图3：有机杂质标准溶液在Alliance iS HPLC System上的叠加⾊谱图。N=6。峰1 = 相关化合物J。峰2 = 布洛芬。

峰3 = 相关化合物C。

更新分离度和信噪⽐的系统适应性计算

621最近的更新涉及USP分离度和USP s/n的计算1。 USP分离度的报告之前与基线有关，现在更新为在半⾼处测

量。这两个值均由部署了系统适应性功能的Empower报告。如表2所⽰，报告半⾼处的USP分离度不会影响满⾜

系统适应性标准的能⼒。

除USP分离度更新外，s/n的测定也进⾏了更改。过去，s/n可以使⽤⾊谱图中的空⽩进样或稳定基线来计算2。 对

于基线充分稳定的等度⽅法，使⽤⾊谱图中的稳定基线部分可简化处理。最近的更新建议使⽤空⽩进样和20倍或

5倍半⾼峰宽的噪⾳，以⽬标峰为中⼼（图4）。鉴于此指南，使⽤三种⽅法在三套系统上计算了有机杂质灵敏度

样品的s/n（表3）。在传统系统1和Alliance iS HPLC System上，所有测定⽅法都满⾜s/n标准，使⽤20倍半⾼峰
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宽观察到最低s/n。在传统系统2上，使⽤20倍峰宽时的s/n不满⾜NLT 10的系统适应性标准，表明更改过去的

USP计算存在挑战。值得注意的是，Alliance iS HPLC System在20倍测量时s/n最⾼，表明与传统系统相⽐，整

个⾊谱图中的基线稳定性更⾼。

图4：Alliance iS HPLC System上灵敏度溶液和空⽩进样的叠加⾊谱图。PW₅₀ = 半⾼峰宽。
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图5：在分析的有机杂质部分运⾏并⽤于已知和未知杂质测量的样品溶液的叠加⾊谱图。⾊谱图取⾃2次进样中的

第2次。峰1 = 未知物1。峰2 = 相关化合物J。峰3 = 未知物2。峰4 = 布洛芬。峰5 = 相关化合物C。

表3

样品中有机杂质的定量

在三套系统上定量分析仿制药布洛芬⽚样品，以证明能够迁移⽅法并获得类似的定量结果。布洛芬⽚的USP各论

⽅法旨在监测布洛芬⽚中活性成分的百分⽐，确保其在标⽰量的90.0%~110.0%的可接受范围内，同时监测溶液

中的降解产物3。 必须监测并报告降解产物的浓度，忽略任何⼩于样品总峰⾯积0.05%的峰。在受管制的环境中执
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⾏⽅法迁移时，必须确保这些降解产物的含量在不同系统中保持⼀致，因为报告量增加可能导致批次失败。图5显

⽰了在每套系统上运⾏的布洛芬⽚样品的代表性⾊谱图，表2报告了溶液中每个峰的浓度。三个已知峰（布洛芬、

相关化合物J和相关化合物C）以及未知峰（未指定的降解产物）的浓度在不同系统中是⼀致的。

结论

由于系统可⽤性或实验室现代化，通常需要在HPLC系统之间移动既定⽅法。本研究在两套传统HPLC系统和

Alliance iS HPLC System上运⾏了⼀种经过充分测试的布洛芬和有机杂质USP分析⽅法。Alliance iS HPLC 

System满⾜所有系统适应性标准，包括信噪⽐，并且在布洛芬⽚仿制药的纯度测定和杂质定量⽅⾯，提供了与两

套传统系统相当的定量分析结果。这些结果表明，Alliance iS HPLC System允许从传统仪器轻松进⾏⽅法迁移

，同时还实现了⾼性能和实验室现代化。
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