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摘要

⽅法开发所采⽤的策略会对结果以及达到该结果所需的时间产⽣重⼤影响。使⽤⽅法开发软件配合“分析⽅法质

量源于设计(AQbD)”策略，可以开发出稳定的⽅法，但受限于软件获取和⽤⼾熟练程度。⽽其他策略则需要更多

的⼈⼯⼲预，不仅要选择正确的条件，还要解析结果并根据数据做出决策。系统性筛选策略采⽤结构化决策过程

，减轻了分析⼈员选择理想条件组合的压⼒，并简化了⽅法开发过程。

本⽂所述研究使⽤系统性筛选策略开发出⼀种分析⽅法，可⽤于分析由九种具有相似结构的⾹料⼤⿇素组成的混

合物。通过该策略，只⽤了三天时间进⾏⽅法开发和优化就确定了最终⽅法条件：使⽤XBridge™ Premier BEH 

Shield RP18⾊谱柱和碱性改性⼄腈流动相。我们在UV和MS检测中对所有九种分析物实现了良好的分离和检测

，并且对三个批次的材料进⾏了测试，以展⽰分离的批间重现性。

优势

使⽤XBridge Premier BEH Shield RP18 2.5 µm⾊谱柱对九种分析物进⾏基线分离■

在三天内快速开发⽤于分析结构相似化合物混合物的⽅法■

采⽤精简的系统性筛选策略，缩短决策制定时间■

使⽤在不同地点进⾏填充的三批固定相进⾏重现性测试■
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简介

⽅法开发可能是⼀项艰巨的任务，即使对于专家级⾊谱⼯作者也是如此。分析⼈员必须要找到合适的⽅法条件来

分离分析物，这本⾝就具有挑战性，此外通常还需要追踪这些条件的确定和选择过程，以供将来参考和记录。在

同时开展多项⽅法开发活动的实验室中，不同的分析⼈员所开发的⽅法策略可能不同，这使得追踪活动变得更加

困难；在这种情况下，为所有新⽅法开发⼯作实施标准化⽅案可能会有所帮助，包括筛选某些⾊谱柱填料以及某

些流动相条件。实验室采⽤标准化⽅法开发策略有助于更好地理解和轻松地记录产⽣最终⽅法条件的过程。此外

，使⽤标准化⽅案，经验不⾜的⽤⼾也可以进⾏⽅法开发，让专家腾出时间来处理更具挑战性的分离⼯作。

⽬前有多种⽅法开发策略，例如软件辅助AQbD和全因⼦筛选。全因⼦筛选旨在测试HPLC⽅法中三个关键参数的

各种组合：固定相填料、强溶剂和流动相pH。全因⼦筛选是⼀种全⾯策略，但这种策略不仅要制备所有不同的流

动相，还会⽤到⼤量的分析⼈员和仪器时间。给定⼀组四个固定相时，全因⼦策略⾄少需要运⾏16次测试，还不

包括每种条件的重复测试。收集数据后的分析和解释⼯作也需要⼤量时间。AQbD策略只测试⼀些关键参数，因此

通常⽐全因⼦策略更快。我们通常采⽤实验设计(DOE)和软件辅助AQbD策略对关键分离参数进⾏建模，并指出稳

定的⽅法开发区域。虽然这种策略可能有利于稳定性测试或验证，但AQbD不考虑不同的固定相，并且通常需要经

过专⻔的培训才能运⾏软件。

还有⼀种更为简便的策略：系统性筛选策略。与全因⼦策略不同，系统性筛选策略⾸先评估流动相pH对分析物保

留性的影响。运⾏⾄少两次分析后，分析⼈员即可轻松确定使分析物获得理想保留的pH，然后再来筛选⾊谱柱和

强溶剂。对于四种固定相的典型组合，系统性筛选策略可以在10次进样（不包括重复样）后找出理想⽅法条件

，⽐全因⼦策略节省时间。本应⽤采⽤系统性筛选策略开发了分离九种结构相似的⾹料⼤⿇素化合物的⽅法。为

确保获得准确的结果，本应⽤纪要中使⽤的所有⾊谱柱均采⽤了MaxPeak Premier⾼性能表⾯(HPS)技术。该技

术专为减少⾦属表⾯与分析物之间的次级相互作⽤⽽设计，并已被证明可以改善整体分离质量1-2。

最终⽅法使所有九种组分实现了基线分离，UV和MS检测均取得了良好的检测结果。开发完成后，使⽤于不同⽇期

在两个不同地点填充的三批固定相进⾏简单的重现性实验。在三个批次中观察到的良好结果表明该⽅法具有良好

的重现性，这是⽅法验证的第⼀步。

实验

样品描述

两种⾹料⼤⿇素混合物均购⾃Cerilliant，以100 µg/mL标准储备液形式提供。分别取100 µL⾹料⼤⿇素混合物(S-
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038)和⾹料⼤⿇素混合物2 (S-041)混合，⽤800 µL Milli-Q级⽔稀释，让最终分析物浓度达到10 µg/mL。最终进

样的样品组成为80:20⽔:甲醇。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ UPLC H-Class Plus系统，配备四元溶

剂管理器(QSM)和可选的溶剂选择阀、流通针式样

品管理器(SM-FTN)、⾊谱柱管理器、辅助⾊谱柱管

理器和QDa质谱检测器

检测： UV @ 220 nm（除⾮另有说明）

使⽤MS全扫描和SIR进⾏峰追踪

⾊谱柱： 所有⾊谱柱的尺⼨均为2.1 × 50 mm（粒径2.5µ

m）

XBridge Premier BEH C18⾊谱柱(P/N: 

186009827)

XSelect™ Premier CSH苯⼰基柱(P/N: 

186009879)

XBridge Premier BEH Shield RP18⾊谱柱(P/N: 

186009914)

Atlantis™ Premier BEH C18 AX⾊谱柱(P/N: 

186009390)

柱温： 30 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 1.0 µL

流速： 0.7 mL/min
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流动相A： Milli-Q⽔

流动相B： ⼄腈

流动相C： 甲醇

流动相D： 0.1%甲酸(D1)或200 mM氢氧化铵(D2)

梯度条件： 流动相D在整个梯度中始终保持在5%以确保添加剂

浓度⼀致。线性梯度，B/C在4.90 min内从5%增加

⾄95%95% B/C保持0.82分钟。返回到5% B/C的起

始条件并保持1.6分钟。总运⾏时间为7.37分钟。优

化梯度的详细信息⻅图⽚说明。

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3 Feature Release 4

结果与讨论

使⽤系统性筛选策略进⾏⽅法开发时，⾸先要设置最终⽅法的最低允许标准并定义将使⽤的系统。此标准可以很

宽泛，也可以很具体，取决于实验室的要求。常⽤标准是USP分离度或拖尾因⼦，但某些分析可能还需要满⾜其

他参数。这些标准不仅充当⽅法的⽬标，也是⼀个“停⽌点”，让分析⼈员知道是何时创建出满⾜分析需要的⽅

法。当已经有⾜够的⽅法时，过度开发⽅法可能会浪费时间。更加糟糕的是，如果没有特定的标准，可能会发⽣

⽅法开发数周后却发现最终版本产⽣的结果与前⼏次尝试的结果相似的情况。在本研究中，所有化合物的USP分

离度值必须>1.5，USP拖尾因⼦必须在0.8~1.2之间。本研究使⽤配备四元溶剂管理器(QSM)和可选溶剂选择阀的

ACQUITY UPLC H-Class Plus系统，旨在尽可能提⾼系统的溶剂通⽤性，减少预混合流动相添加剂和强溶剂的需

求。配备溶剂选择阀的QSM⽀持混合所有4条溶剂管路（A、B、C、D），管路D最多有六种流动相可供选择(

D1‒D6)。
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此外，为了获得理想的分离效果，测试的所有⾊谱柱均采⽤了MaxPeak Premier⾼性能表⾯(HPS)技术。该技术

可减少⾊谱柱⾦属表⾯与⽬标分析物之间的次级相互作⽤。在不知道⽬标探针是否会与暴露⾦属相互作⽤的情况

下，使⽤MaxPeak Premier HPS⾊谱柱是⼀个安全的着⼿点，它将消除这些相互作⽤的可能性，从⽽对最终分离

更有信⼼。

鉴于这些标准，我们采⽤了之前的应⽤中所述的系统性筛选策略3‒6 。系统性筛选策略的第⼀步是评估分析物在⾼

pH和低pH条件下的保留性，并确定获得理想保留的条件。这⼀步的重要⽬的是选择⼀款在⾼pH条件下性能稳定

的⾊谱柱，例如XBridge Premier BEH C18⾊谱柱。与之前设置的最终⽅法要求不同，这⼀步仅评估保留性，为下

⼀步选择使⽬标化合物的总体保留获得理想结果的条件。图2所⽰为pH探索实验的⾊谱图。

分析物在⾼pH和低pH条件下均表现出良好的保留，在⾊谱图中未保留过早。组分2‒9似乎不受pH变化的影响，表

明这些探针是中性的，或者pH变化不⾜以改变它们的电荷态。只有组分1(JWH-200)在两种pH条件下表现出保留

性变化。JWH-200中存在的三级氮pKa约为7，因此可以在低pH条件下带电，或者在⾼pH条件下呈中性。化合物

在低pH条件下保留较少的事实证实了这⼀点。该混合物中的其他化合物则含有带杂环氮的多环芳烃，并且在⼤多

数pH条件下呈中性。

在执⾏系统性筛选策略并评估总体保留结果后，选择⾼pH条件进⾏下⼀步。虽然待测混合物和初步结果显⽰低pH

条件仍然适合，但该策略的第⼀步是仅评估保留性，⽽不是总体分离性能。选择⾼pH流动相后，必须考虑下⼀步

，包括筛选强溶剂和⾊谱柱固定相。在⾼pH条件下，只能使⽤杂化颗粒固定相。硅胶固定相在⾼pH条件下不适⽤

，因为硅胶可能溶解并降低⾊谱柱性能7。

本研究选择四种⾊谱柱进⾏溶剂筛选，它们分别是XBridge Premier BEH C18⾊谱柱、XSelect Premier CSH苯⼰

基柱、XBridge Premier BEH Shield RP18⾊谱柱和Atlantis Premier BEH C18-AX⾊谱柱。如前⽂所述，XBridge 

Premier BEH C18⾊谱柱在⾼pH条件下稳定，是⾼pH分析的理想着⼿点。此外，该固定相也⾮常常⻅，成功率⾼

。XSelect Premier CSH苯⼰基柱也采⽤杂化颗粒，可在⾼pH条件下使⽤。但是，这种基质颗粒在⽣产过程中带

有少量正电荷，与BEH基质颗粒相⽐具有⼀定的选择性优势。此外，苯⼰基环会与固定相发⽣π-π相互作⽤，因此

可以为带有芳⾹环的分析物提供独特的保留机制。XBridge Premier BEH Shield RP18⾊谱柱与C18固定相类似

，但Shield RP18官能团存在嵌⼊的氨基甲酸酯基团，与直链C18相⽐具有⼀定的选择性优势。最后，Atlantis 

Premier BEH C18-AX⾊谱柱是⼀种低键合相密度的C18固定相，其阴离⼦交换官能团与BEH杂化颗粒键合。得益于

较低的键合相密度，C18可以与基质颗粒产⽣更多的相互作⽤，颗粒表⾯上的阴离⼦交换基团提供了独特选择性的

潜⼒。使⽤这四种固定相进⾏甲醇筛选的结果如图3所⽰。将UV检测切换⾄220 nm进⾏筛选和优化，因为化合物

在该波⻓下表现出更好的吸光度，并且使⽤⾼pH流动相时未检测到基线漂移。
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图3.在220 nm紫外波⻓下使⽤甲醇对⾊谱柱和溶剂进⾏筛选得到的⾊谱图。组分ID列于

图1中。

使⽤甲醇流动相得到的⾊谱结果不太理想。每种固定相对九种组分的分离效果不佳，⾄少两种组分发⽣严重的共

洗脱。如XBridge Premier BEH C18⾊谱柱所⽰，多种组分完全共洗脱，并不便于⽅法开发。优化这些条件以分离

组分将是相当⼤的挑战，甚⾄不可能实现。幸运的是，系统性筛选策略的筛选步骤还在所选⾊谱柱上测试了⼄腈

流动相。⾊谱图如图4所⽰。

 使⽤⼄腈得到的结果优于使⽤甲醇得到的结果。在筛选的四种固定相中，化合物的共洗脱较少，总体分离效果更

好。事实上，在使⽤⼄腈流动相测试的四种固定相中，两种⾄少能够部分分离所有九种组分。Shield RP18和C18-

AX固定相仍有部分共流出的峰，但组分仍可以通过离散峰的形式被观察到。苯⼰基固定相仅显⽰出七个离散峰

，这意味着⾄少有两个峰因与其他峰完全共洗脱⽽被“隐藏”。C18固定相显⽰出⼋个离散峰，其中组分9与组分

8共洗脱。通过更仔细地观察两次半成功分离的情况，并牢记前⾯指定的分离标准，可以发现，XBridge Premier 

BEH Shield RP18⾊谱柱在组分的USP分离度⽅⾯提供了理想的分离。采⽤Shield RP18固定相时，同量异位组分

7和组分8的分离效果最好。此外，Shield RP18固定相的分离保留性稍差，为⽅法优化提供了更多机会。
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⽅法优化包括但不限于：改变梯度斜率、调整柱温、少量调整流动相pH，以及使⽤更⻓或更短的⾊谱柱配置来改

善分离或缩短运⾏时间。以上步骤均适⽤于样品，最终⽅法条件如图5所⽰。

图5.使⽤UV和MS检测分离⾹料⼤⿇素混合物的最终⽅法。XBridge Premier BEH Shield 

RP18, 2.5 µm, 2.1 x 100 mm⾊谱柱。恒定使⽤5%的D6维持流动相pH值。采⽤⼄腈在6.52 

min内从50%增加到80%的线性梯度（梯度斜率为1.50%/Vc），总运⾏时间为11.46 min

。组分ID列于图1。 

经过优化的⽅法条件表明，所有九种组分均实现了基线分离，峰形良好，UV和MS检测器均能够检测到。在ESI+模

式下对九种组分进⾏选择离⼦监测(SIR)，但组分4和6除外，这两种组分仅在ESI-模式下电离。经过优化的测试条

件与筛选⽅法之间的峰强度差异是由于分析物稳定性和降解所致。在进⾏批次间测试之前制备新鲜样品。即使在

进⾏重现性测试之前，该分离结果就已经达到了可接受⽔平，并且满⾜⽅法开发⽅案中设定的所有分离标准。⾊

谱柱重现性超出了⽅法开发的范围，通常作为⽅法验证的⼀部分进⾏。图6显⽰了在两个不同地点填充的三个不同

XBridge BEH Shield RP18固定相批次的批次间测试结果。批次131和136在爱尔兰⻙克斯福德填充，批次132在

⻢萨诸塞州⽶尔福德填充。这三种⾊谱柱使⽤的⾊谱柱硬件批次不同，并且由不同的技术⼈员在不同⽇期填充。
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图6.在九种⾹料⼤⿇素的经过优化的分析⽅法条件下，对XBridge BEH Shield RP18固定

相进⾏批次间测试。所⽰数据为220 nm UV数据。组分的ID如图1所⽰。

三款⾊谱柱的分离性能相当。⽅法开发过程中设定的所有分离标准仍然得到满⾜，最低USP分离度为1.52。USP

拖尾因⼦结果也在我们的限值范围内。系统性筛选策略可⽤于⽅法开发，即使是⾹料⼤⿇素等棘⼿的混合物也能

得到分离。我们在三天内开发出了⼀种分离所有九种化合物的⽅法，甚⾄使⽤三个不同批次的固定相测试了重现

性。系统性筛选策略是⼀种精简的流程，可以加快⽅法开发过程并减少开发过程中的不确定性。通过将该流程与

MaxPeak Premier⾊谱柱的可靠性和重现性相结合，分析⼈员可以消除他们对分离的疑虑，并获得⽀持未来⼯作

流程的可靠且⾼质量的结果。

结论

逐步策略可能是⽅法开发活动的重要资产。标准化⽅案不仅可以确保所有分析⼈员以相同的⽅式开发⽅法，只要

设计得当，还可以减少总体⽅法开发时间。本应⽤纪要介绍的系统性筛选策略不需要专⻔的软件或培训，并且可

以简化⽅法开发过程。系统性筛选策略⾸先检查pH对保留性的影响，然后再筛选⾊谱柱和强溶剂。通过⾸先评估

pH，可以锁定所选的属性，避免在后续活动中再出现，并影响后续步骤中使⽤的固定相的选择。
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我们使⽤系统性筛选策略开发出了⼀种分析⽅法，可⽤于分析由九种具有相似结构的⾹料⼤⿇素组成的混合物。

借助于系统性策略，仅⽤三天时间就开发出使⽤⼄腈、氢氧化铵和XBridge Premier BEH Shield RP18⾊谱柱的最

终⽅法。本研究使⽤最终⽅法条件分离在两个不同地点和不同⽇期填充的三批材料，并得到了相当的结果。通过

将系统性筛选策略与MaxPeak Premier⾊谱柱的可靠性相结合，获得了合适的分离效果，可⽤于包括未知样品的

定量或鉴定在内的多种⼯作流程。
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