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摘要

在不同粒径⾊谱柱之间缩放⽅法以及在LC系统之间迁移时，实现相同的⾊谱分离和等效的结果是成功的关键。在

本研究中，我们将⽤于活性药物成分(API)利巴⻙林和相关化合物分析的HILIC⽅法从1.7 µm (2.1 × 50 mm)⾊谱

柱放⼤⾄2.5 µm (3.0 × 75 mm)和3.5 µm (4.6 × 100 mm)⾊谱柱（填料相同）。随后，将该⽅法从ACQUITY™ 

UPLC™ H-Class PLUS系统迁移⾄ACQUITY Arc™、Arc HPLC和Alliance™ iS HPLC System。通过评估不同系统

上的⾊谱分离效果、系统适应性以及⽅法⽣成的分析结果，验证了迁移后的等效性能。

优势

⽅法可在Waters™ UHPLC和HPLC系统之间成功迁移■

沃特世⽅法转换计算器通过计算运⾏条件来实现⽅法的缩放，从⽽获得相同的分离效果和性能■

Empower中的“智能梯度起点”功能可补偿系统延迟体积的差异，在迁移⽅法时⽆需⼿动调整梯度表■

简介
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分析⽅法通常使⽤亚2 µm颗粒的⾊谱柱开发，⽬的是加快⽅法开发过程并缩短分析运⾏时间。这些⽅法通常需要

采⽤低扩散液相⾊谱(LC)系统以实现理想的⾊谱分离效果。然⽽，这些⽅法经常需要转换到未配备低扩散系统的质

量控制(QC)实验室。在这种情况下，需要将⽅法缩放到专为⾼扩散HPLC设计的较⼤颗粒⾊谱柱上1。 接收实验室

需要证明相同分析能够⽣成等效结果，以确保产品的⼀致性并符合法规指南要求2。

在不同的LC系统之间进⾏⾊谱⽅法缩放和迁移是⼀项艰巨的任务。不同的系统通常具有不同的延迟体积和柱外体

积，这可能导致梯度⽅法的⾊谱分离效果不佳和峰畸变，进⽽导致缩放/迁移后的分析结果不⼀致。在进⾏⽅法缩

放和迁移时，必须考虑系统特性的差异3。

本研究展⽰了⼀种针对利巴⻙林及其相关化合物分析的HILIC⽅法的缩放，以及迁移⾄现代HPLC系统的过程4。 利

巴⻙林是⼀种⽤于治疗慢性丙型肝炎病毒(HCV)感染的抗病毒药物5。 该⽅法之前是在亚2 µm颗粒⾊谱柱上开发的

。在本研究中，该⽅法从1.7 µm颗粒⾊谱柱缩放⾄2.5 µm和3.5 µm颗粒⾊谱柱。随后，该⽅法从ACQUITY UPLC 

H-Class PLUS系统（1.7 µm⾊谱柱）迁移⾄ACQUITY Arc (2.5 µm)、Arc HPLC和Alliance iS HPLC System (3.5 

µm)。在每个系统上评估包括⾊谱分离效果、系统适应性以及分析结果在内的性能特征，以衡量⽅法缩放和迁移

是否成功。

实验

样品描述

标准品溶液

利巴⻙林及其相关化合物的纯标准品（图1.）购⾃Sigma-Aldrich。使⽤50:50⼄腈/⽔溶液配制浓度为1.0 mg/mL

的单标储备液。⽤90:10⼄腈/⽔稀释剂稀释储备液，制得含有0.1 mg/mL利巴⻙林API和10 µg/mL相关化合物的

混标溶液。
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图1.利巴⻙林API及其相关化合物的化学信息。MW：分⼦量。

⽅法条件

流动相A： ⼄腈

流动相B： ⽔

流动相C： 含1%氢氧化铵的100 mM碳酸氢铵溶液(pH 10)

柱温： 30 °C

检测： UV检测波⻓为220 nm

样品瓶： LCMS最⼤回收样品瓶，容积2 

mL，P/N：600000670CV

样品温度： 10 °C

清洗溶剂： 灌注/样品/针：90:10⼄腈/⽔

密封清洗液：10:90⼄腈/⽔

表1汇总了1.7 µm、2.5 µm和3.5 µm颗粒⾊谱柱的⽅法条件。使⽤沃特世⽅法转换计算器对流速、进样体积和梯

度洗脱进⾏⼏何⽐例缩放6。
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数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3 Feature Release 5Service Release 

5 (FR5 SR5)

搭载Alliance iS HPLC System的Empower 3.8.0

使⽤Empower软件采集和处理数据。使⽤Empower项⽬中内置的报告模板创建处理数据的汇总报告。

结果与讨论

注意事项：缩放和迁移⽅法

不同LC平台之间的⽅法缩放和迁移可能受到诸多因素的影响。当涉及不同粒径的缩放时，⾊谱柱柱⻓(L)与粒径(

dp)的⽐率必须与原始⽅法相同，以保持⾊谱分离效果。包括流速、进样体积以及梯度时间在内的参数需要按⼏何

⽐例进⾏调整，以实现等效的⾊谱分离和性能。 

仪器特性（包括延迟和柱外体积）会影响⾊谱分离的质量，因此在不同系统之间迁移⽅法时应考虑这些特性3。与

2.5~5 µm颗粒⾊谱柱的⽅法相⽐，使⽤亚2 µm颗粒⾊谱柱的⽅法运⾏的系统通常延迟体积⼩、扩散低。如果在延

迟体积⼤、扩散⾼的系统上使⽤亚2 µm颗粒⾊谱柱，可能会导致梯度⽅法中⾊谱分离不良和峰畸变，从⽽对相同

分析产⽣不同的结果。关于LC系统延迟体积的测量步骤，可在⼀篇⽩⽪书中找到7。

案例研究：利巴⻙林及相关化合物

本研究使⽤沃特世⽅法转换计算器将⽤于利巴⻙林及其相关化合物分析的HILIC⽅法从1.7 µm放⼤⾄2.5 µm和3.5 

µm颗粒⾊谱柱6。 原始⽅法使⽤⻓50 mm的1.7 µm颗粒⾊谱柱，得到的L/dp = 29,412。放⼤后的⽅法分别使⽤

了2.5 µm和3.5 µm颗粒、75 mm和100 mm⻓的⾊谱柱，得到的L/dp分别为30,000和28,571。表1列出了使⽤

1.7 µm、2.5 µm和3.5 µm颗粒⾊谱柱的⽅法的操作条件。 

ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统的延迟体积(0.375 mL)⽐ACQUITY Arc (1.19 mL)、Arc HPLC (1.35 mL)和

Alliance iS HPLC System (1.5 mL)系统更⼩。因此，⽬标⽅法的梯度起点通过Empower中的“智能梯度起点

”技术进⾏了调整。图2展⽰了Arc HPLC系统的梯度开始时间调整⽰例。梯度调整为在进样2200 µL后开始。“智

能梯度起点”功能可补偿系统延迟体积的差异，⽆需⼿动调整梯度表。
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图2.“智能梯度起点”技术⽰例，该技术⽤于在梯度⽅法迁移过程中补偿系统延迟体积的差异。适⽤

于Arc HPLC系统的Empower仪器⽅法。

ACQUITY Arc、Arc HPLC和Alliance iS HPLC System 得到的⾊谱分离结果与ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统

得到的数据相当（图3）。前四个峰在等度条件下洗脱，最后⼀个峰（相关化合物A）在梯度过程中洗脱。四个系

统获得的分离参数相当，包括保留时间、保留因⼦(k*)和峰间USP分离度(Rs)（表2）。
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图3.⽅法缩放和不同系统间迁移的代表性⾊谱图。含0.1 mg/mL利巴⻙林API和10 µg/mL相关化合物

的标准品溶液，UV检测波⻓为220 nm。
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表2.⽅法缩放和系统间迁移的分离参数。UV检测波⻓为220 nm。

系统适应性

通过测量标准溶液（包含100 µg/mL的利巴⻙林API和10 µg/mL相关化合物）六次重复进样的重复性评估了⽅法

在各系统上的性能。ACQUITY Arc、Arc HPLC和Alliance iS HPLC System均获得了优异的峰⾯积和保留时间重复

性，并且与ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统获得的结果⼀致（图4）。 
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图4.⽅法缩放和迁移的系统适应性结果(n=6)。UV检测波⻓为220 nm。

相关化合物的分析结果

为了展⽰⽅法在相关化合物含量（杂质%）测定中的性能，向⼀份API样品溶液中加⼊相关化合物，并在配备适当

⾊谱柱尺⼨的不同系统上运⾏分析。使⽤Empower软件计算各相关化合物的峰⾯积与API峰⾯积的⽐值，得出检

测结果。ACQUITY Arc、Arc HPLC和Alliance iS HPLC System得到的分析结果与ACQUITY UPLC H-Class PLUS

系统的结果⼀致（图5）。使⽤Empower软件⽐较各相关化合物与利巴⻙林API的保留时间，不同系统上计算得出

的相对保留时间（RRT值）相当。
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图5.⽅法缩放与系统间迁移的相关化合物含量（杂质%）分析结果。加标了相关化合物的利巴⻙林药物样品溶液，

UV检测波⻓为220 nm。
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结论

在本研究中，⼀种分析利巴⻙林及其相关化合物的HILIC⽅法成功实现了从1.7 µm⾄2.5 µm和3.5 µm颗粒⾊谱柱

的⽅法放⼤，同时⽅法从ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统迁移⾄扩散更⾼的LC系统（包括ACQUITY Arc、Arc 

HPLC和Alliance iS HPLC System）。⽬标系统在⾊谱分离、系统适应性和分析结果⽅⾯与ACQUITY UPLC H-

Class PLUS系统产⽣的数据相当。

系统特性（包括延迟体积和柱外体积）会影响⾊谱性能质量，因此在不同LC平台之间进⾏⽅法缩放和迁移时，必

须将这些因素纳⼊考虑，以提⾼⽅法转换的成功率。
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