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利用eXtended Performance(XP)色谱柱技术实现
美国药典克拉霉素分析法的升级

 

Kenneth D. Berthelette, Mia Summers, 和 Kenneth J. Fountain 

引言

制药企业常采用美国药典方法来对制剂及原料药进行常规分析。

其中许多方法是在过去的色谱柱技术和仪器基础上开发出来并进

行验证的。但这些方法被开发出来之后，色谱柱技术以及色谱系

统都已经有了很大的发展与提升。通过采用HPLC仪器以及更先进的

色谱柱，可大幅缩短分离时间，且同时符合美国药典的要求。

eXtended Performance(XP)2.5-µm色谱柱可用于HPLC和UPLC®仪器，让色谱

分析人员同时享受到小粒径色谱柱和低分散系统的双重优势。并

且有不同尺寸可供选择，便于操作人员根据美国药典第<621>条指

南的要求进行方法升级。XP色谱柱可使过去的方法在现有HPLC系统

上更快完成分析，并使分析方法在转移到UPLC系统上时效果更好，

经济成本更低。

克拉霉素是一种大环内酯抗生素，可用于治疗多种细菌感染，包

括扁桃体炎、支气管炎和肺炎。本应用纪要中的方法转移适用于

分析克拉霉素片剂，1从传统HPLC色谱柱转移到利用XP色谱柱在HPLC
及UPLC系统均能使用，展示了在遵循美国药典指南进行方法转移时

的广泛适用性。采用XP色谱柱对该方法进行升级之后，分析时间可

大大缩短，从而增加HPLC仪器的样本分析通量。采用XP色谱柱及

UPLC仪器，分析灵敏度、分离度都有提高，并且可减少分析过程中

的溶剂消耗量，从而显著降低分析实验室的总成本。

应用优势
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■

■

[ 应用纪要]
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利用XP色谱柱对现行美国药典

方法进行升级，从而减少运行

时间和溶剂使用量。

分析时间可减少80%，提高样本

处理通量。

最多可减少90%的溶剂使用量，

从而降低运行成本。
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美国药典
标准

 
4.6 x 150 mm,  

5 µm 1.0 mL/min  
[初始条件]

4.6 x 75 mm,  
2.5 µm XP
1.0 mL/min

4.6 x 50 mm,  
2.5 µm  

XP 1.5 mL/min

美国药典
分离度

NLT 2.0 6.3 5.7 3.8

塔板数
 NLT 

750
4700 3273 1960

分析时间
(min) N/A 10.0 5.0 2.0

背压
(psi) N/A 1400 2900 2600

表1 采用Alliance HPLC系统以及多种不同尺寸的XSelect CSH C18色谱柱固定相，三次
重复进样克拉霉素时的适用性要求。

样品描述

结果与讨论

  

[ 应用纪要]

色谱条件

实验

流动相： 65:35 甲醇：

                                 67 mM磷酸二氢钾

              (pH 4.0，含磷酸)

分离方法： 等度洗脱

检测：                  紫外检测(210 nm)

色谱柱(L1)： XSelect CSH C18 

                                 4.6 x 150 mm, 5 µm; 

                                 XSelect CSH C18

                                 XP 4.6 x 75 mm, 2.5 µm; 

                                 XSelect CSH C18

                                 XP 4.6 x 50 mm, 2.5 µm

柱温：                 50 °C

针洗：                 95:5 乙腈/水 

样本净化： 95:5 水/乙腈 

密封件冲洗： 50:50 甲醇/水 

流速：                 随方法而定 

进样量： 随方法而定

系统条件

流动相： 65:35 甲醇：67 mM磷酸二 

               氢钾(pH 4.0，含磷酸)

分离方法： 等度洗脱

检测：                 紫外检测(210 nm)

色谱柱(L1)： XSelect CSH C18

                                 XP 4.6 x 75 mm, 2.5 µm; 

                                 XSelect CSH C18

                                 XP 4.6 x 50 mm, 2.5 µm; 

                                 XSelect CSH C18

                                 XP 2.1 x 75 mm, 2.5 µm

柱温：                 50 °C

针洗：                 95:5 乙腈/水

样本净化： 95:5 水/乙腈

密封件冲洗： 50:50 甲醇/水 

流速：                  随方法而定 

进样量：  随方法而定 

数据管理：  Empower 3软件

克拉霉素样品：取克拉霉素和克拉霉素相关化合物A美国药典标准品添

加到流动相中，制成浓度为0.5 mg/mL的样品，装在TruView高回收率样品

瓶中。

全世界各大制药商都在生产克拉霉素，因此在研发和质控实验室中常

要进行克拉霉素的常规分析。本应用纪要记述了使用不同尺寸的色谱

柱，采用美国药典所载克拉霉素片剂分析方法来分离克拉霉素以及克

拉霉素相关化合物A的实验。许多美国药典方法都采用了HPLC仪器和

5-µm粒径色谱柱，分析时间较长且溶剂消耗量较大。然而，通过采用

粒径更小的XP 2.5-µm色谱柱，可缩短分析时间，且同时满足各项要求。

由于单次分析时间更短，因而可增大分析通量且减少溶剂量，从而使

总成本降低，并加快产品的投放。最新一版的美国药典 <621>色谱分析

法章节中，记述了可接受的方法变化，包括色谱柱长度可变化±70%，
颗粒粒径-50%，流速±50%。在本文所记述的方法转移中，遵循了这些

规定。

原克拉霉素分析方法要求使用 L1特制色谱柱。美国药典中所采用的色

谱柱为Delta-Pak™ HPI C18。通过查看沃特世反相色谱柱选择表，决定选用

相似但更为先进设计的L1色谱柱XSelect CSH C18，同时适用于HPLC系统以

及UPLC系统，且填充颗粒的粒径更小，因而加快了分析过程。美国药典

所记载的克拉霉素分析方法为：流速1.0 mL/min，在Alliance HPLC系统上，

采用4.6 x 150  mm, 5 µm色谱柱，采用原药典方法条件进行分析。有关该

方法的所有适用性要求已全部记载在美国药典标准中，如表1所示。



3利用eXtended Performance(X P)色谱柱技术实现美国药典克拉霉素分析法的升级

初始条件

4.6 x 150 mm, 5 µm

缩短运行时间

4.6 x 75 mm, 2.5 µm

最快运行时间同时遵循
美国药典指南

4.6 x 50 mm, 2.5 µm

减少溶剂用量和运行时间

2.1 x 50 mm, 2.5 µm

HP
LC
仪
器

U
PLC

仪
器

 图1 XP 2.5-µm色谱柱灵活运用于不同系统，且符合美国药典 <621>指南的要求。

[ 应用纪要]

美国药典适用性标准

美国药典分离度：     克拉霉素与克拉霉素      

                  相关化合物A之间的 

                  分离度不少于

                  (NLT)2.0

美国药典塔板数：     克拉霉素峰

                   不少于750

图1说明，可利用XP 2.5-µm色谱柱，在不同系统中，将药典中所记载的

方法进行升级，且同时保证符合美国药典 <621>中所述要求。eXtended 

Performance [X P ]色谱柱是2.5-µm HPLC色谱柱同时是高柱效的UPLC色谱柱，

设计用于承受UHPLC系统的较高压力，适用于HPLC及UPLC仪器。

首先利用ACQUITY UPLC色谱柱计算器将药典规定方法转移到XP 4.6 x 75 mm 

2.5 µm色谱柱上。2长度和粒径比(L/dp)与原色谱柱保持相同(30,000)，从

而确保不同色谱柱的分离度相当。经计算得知，进行原方法转移时，需

要将流速提高到2.0 mL/min，但这超出了美国药典 <621>指南中的可接受

变化范围。由于HPLC系统的背压限制，在本实例中，流速保持与原条件

一致(1.0 mL/min)。图2A及2B分别显示了在原色谱柱以及XP 4.6 x 75 mm, 

2.5 µm色谱柱上对克拉霉素和克拉霉素相关化合物A进行分离时的结果。

采用XP 4.6 x 75 mm色谱柱后，分离时间可缩短50%，且同时满足美国药

典方法中所规定的分离度要求。由于是非最佳流速，因而该方法的塔板

数和分离度有所降低(如表1所示)，但其结果仍符合不少于2.0的要求。
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图2 利用不同规格的XSelect CSH C18 X P,2.5 µm色谱柱，在HPLC仪器上分离克拉霉素和克拉霉素相关化合物A时
的结果比较。
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A) 4.6 x 150 mm, 5 µm
1.0 mL/min
进样量20 µL

B) XP 4.6 x 75 mm, 2.5 µm
1.0 mL/min
进样量10 µL

C) XP 4.6 x 50 mm, 2.5 µm
1.5 mL/min
进样量6.7 µL

[ 应用纪要]

由于其他杂质或其他方法不一定要求有如此高的分离度，因此我们还选用了长度更短的XP 4.6 x 50 

mm, 2.5 µm色谱柱进行测试，以知晓在美国药典 <621>色谱分析法指南所规定的可变化范围内，在采

用HPLC系统时，所能达到的最快分析时间以及最大样本通量。采用XP 4.6 x 50 mm, 2.5 µm色谱柱进行

分离时的流速为1.5 mL/min(美国药典规定的可接受的最快流速)。如图2C所示，通过采用XP 4.6 x 50 

mm, 2.5 µm色谱柱，在流速1.5 mL/min下，分析时间可减少80%。由于4.6 x 50 mm色谱柱的分离能力

(L/dp 20,000) 比原色谱柱小，因此分离度减小至3.8；但塔板数以及分离度仍在本方法规定范围内

(见表1)。通过采用XP 2.5-µm色谱柱以及HPLC仪器，在满足美国药典适用性标准的情况下，本法的分

析时间较之药典原方法可减少80%，溶剂用量可减少70%。

如图1——方法转移流程图所述，随后将本分析法从Alliance HPLC系统转移到ACQUITY UPLC H-Class系统。

采用更先进的仪器，例如ACQUITY UPLC H-Class系统，可使分离时间更短且分离效率更高，这是由于：

该系统可承受较高背压，且两次进样之间平衡更快，系统体积和分散度更小。为了比较HPLC和UPLC

系统的分离能力，在ACQUITY UPLC H-Class系统上重新进行如图2C所示的采用 XP 4.6 x 50 mm, 2.5 µm色谱

柱的分析方法，结果见图3B。采用同样的方法和XP色谱柱，仅仅是把仪器从HPLC变为UPLC，就可使

分离度提高25%，灵敏度(基于峰高计算)提高26%，如表2所示。

利用eXtended Performance(X P)色谱柱技术实现美国药典克拉霉素分析法的升级
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图3 采用XP 4.6 x 50 mm, 2.5 µm色谱柱，在HPLC(A)及UPLC (B)上进行分离时的结果比较。
图(C)表示在UPLC仪器上，采用XP 2.1 x 75 mm色谱柱进行分离时的实验结果。
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0.5 mL/min

美国药
典标准

 4.6 x 50 mm,  
1.5 mL/min  

[HPLC 系统]

4.6 x 50 mm,  
1.5 mL/min  

[UPLC 系统]

2.1 x 75 mm,  
0.5 mL/min  

[UPLC 系统]

美国药典分离度 NLT 2.0 3.8 5.1 5.2

塔板数 NLT 750 1960 3625 3736

分析时间(min) N/A 2.0 2.0 2.0

背压(psi) N/A 2600 5600 5600

峰高 N/A 0.040 0.054 0.049

表2 采用XP 4.6 x 50 mm色谱柱，在HPLC和UPLC仪器上进行分离时的适用性结果比较。
同时，也显示了采用XP 2.1 mm I.D.色谱柱，在UPLC系统上进行分析时的适用性结果。

[ 应用纪要]

最后，选用XP 2.1 x 75 mm, 2.5 µm色谱柱进行测试，以证明是否可以在维持L/dp为30,000的前提下，通

过减小色谱柱内径(I.D.)来进一步减少溶剂用量，且同时保证分离度在可接受范围内。根据ACQUITY 

UPLC色谱柱计算器计算，得知进行该分离法的最佳流速为 0.42 mL/min；但是，该流速已经超出了美

国药典 <621>指南的可变化范围。因此，还是采用0.5 mL/min的流速，以符合美国药典的要求。结果

如图3C所示，该方法的分离时间比如图2A所示的原药典HPLC方法减少80%，且符合适用性要求, 结果

如表2所示。此外，通过采用XP 2.1 x 75 mm色谱柱，每次分析所用溶剂量可比原药典法减少90%，比

分析速度最快的XP 4.6 x 50 mm方法减少30%，如此可显著降低成本。

利用eXtended Performance(X P)色谱柱技术实现美国药典克拉霉素分析法的升级
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[ 应用纪要]

通过将eXtended Performance [XP] 2.5 µm色谱柱应用于现有的HPLC

系统，可将分离时间以及溶剂用量分别减少多达80%和70%

(与原美国药典方法相比)。通过联合采用XP色谱柱和UPLC仪

器，可将分离时间减少多达80%，且溶剂用量可减少90%。

由于XP色谱柱能够同时应用于HPLC仪器及UPLC仪器，因此该

美国药典方法可利用XP色谱柱进行升级(在满足当前<621>指

南要求的前提下)。通过采用XP色谱柱以及HPLC仪器，原方

法运行得更快。当采用UPLC系统时，还可进一步提高分离效

率和降低成本。对于任何常规分析实验室而言，通过采用粒

径更小的色谱柱对美国药典方法进行升级，可显著减少运行

时间及运行成本。


