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应用优势

■

■

■

与原始药典方法相比最高可缩短75%
的分析时间

与原始药典方法相比最高可降低63%
的溶剂用量

使用中性QCRM，通过内部和外部系
统检查确保可靠的数据采集

简介

使用CORTECS 2.7 �m色谱柱转换齐多夫定的USP分析方法
Kenneth D. Berthelette, Thomas Swann 和 Kenneth J. Fountain 
沃特世公司(美国马萨诸塞州米尔福德)

[ 应用纪要 ]

在药物生产中，耗时的USP药典方法会大大降低样品分析的速度，

限制工作效率。此外，由于流动相消耗，这类方法还会产生高额

的单次分析成本。这些药典方法通常在较大尺寸的5 µm色谱柱上

执行，将其转换到全新的CORTECS 2.7 µm实心核颗粒色谱柱，将大

大缩短分析时间并降低溶剂用量。

齐多夫定是一种治疗HIV和AIDS的抗逆转录病毒药。分析齐多夫定

的USP药典方法所使用的是5 µm, 4.0 x 250 mm L1色谱柱1。本应用纪

要将该方法从原始色谱柱转换至CORTECS C18, 2.7 µm, 4.6 x 150 mm色

谱柱和CORTECS C18, 2.7 µm, 4.6 x 100 mm色谱柱，以展示两种可能的

转换方式。2014年8月生效的USP通用章节<621>认可上面所提到的

两种转换方式2。该章节的修改内容允许基于色谱柱柱长与粒径的

比率(L/dp)以及理论塔板数(N)来进行方法转换。本应用纪要将使

用两种CORTECS 2.7 µm色谱柱来检验上述两种转换方式的可行性。

在该转换研究中，仪器性能测试(PQ)将使用中性质量控制标准品

(QCRM)来完成。通过使用能评估系统性能的QCRM，分析人员可对

系统进行监控，从而能够更早地检测到系统问题。QCRM可用作样

品分析时分批进样的质量控制标准品，以确保所采集的数据在系

统正确运行的情况下按照所设定的方法获取。

http://www.waters.com/waters/zh_CN/Solid-Core-Particle-Columns/nav.htm?cid=134740934&locale=zh_CN
http://www.waters.com/waters/zh_CN/Alliance-HPLC-System/nav.htm?cid=534293
http://www.waters.com/waters/zh_CN/Empower-3-Chromatography-Data-Software/nav.htm?cid=513188
http://www.waters.com/waters/zh_CN/Sample-Vials/nav.htm?cid=10000711
http://www.waters.com/nav.htm?cid=134637159
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实验

LC条件

系统：  Alliance HPLC
色谱柱： 全多孔C18，

  5 µm, 4.6 x 250 mm；
  CORTECS C18, 2.7µm，
  4.6 x 150 mm
  (部件号186007378)；
  CORTECS C18, 2.7µm, 
  4.6 x 100 mm
  (部件号186007377)
流动相： 80:20水/甲醇

分离模式： 等度

流速：  1.0 mL/min
  (4.6 x 250 mm色谱柱)；

  0.9 mL/min
  (4.6 x 150 mm色谱柱)；

  1.5 mL/min
  (4.6 x 100 mm色谱柱)

柱温：  30 ˚C
检测波长： 265 nm
进样体积： 10.0 µL
  (4.6 x 250 mm色谱柱)；

  6.0 µL
  (4.6 x 150 mm色谱柱)；

  5.3 µL
  (4.6 x 100 mm色谱柱)

样品瓶： LCMS认证最大

  回收样品瓶

  (部件号600000749CV)
QCRM：  中性QCRM
  (部件号186006360)
数据管理： Empower 3 CDS

   

样品制备

齐多夫定及其相关化合物B和C的参比标准品购自USP。用甲醇

配制样品(含1.0 mg/mL齐多夫定，1.0 µg/mL相关化合物B和2.0 µg/mL

相关化合物C)，并将其加入沃特世LCMS认证最大回收样品瓶以

便进样。

结果与讨论

在测试色谱柱的方法转换过程中执行系统检查
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Minutes 0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 

样品分析前
CORTECS C18, 2.7 µm, 4.6 x 100 mm

样品分析后  
CORTECS C18, 2.7 µm, 4.6 x 100 mm

样品分析后
CORTECS C18, 2.7 µm, 4.6 x 150 mm 

样品分析后
Fully Porous C18, 5 µm, 4.6 x 250 mm 

样品分析前
CORTECS C18, 2.7 µm, 4.6 x 150 mm 

样品分析前
Fully Porous C18, 5 µm, 4.6 x 250 mm 

图1. 在测试色谱柱样品分析前后执行中性QCRM(溶于75%乙腈水溶液)的进样谱图。
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作为方法转换的一部分，质量控制标准品被用于监测样品分析。

该操作作为一项系统检查，可确定所采集的数据的准确度。中性

QCRM可用于检测样品分析，从而确保采集到准确的数据，并且系

统(包括色谱柱)在整个分析过程中正确运行。中性QCRM由三种中

性化合物组成，它们与多种流动相和色谱柱填料兼容，适用于所有

类型的反相分析。图1展示了在三种测试色谱柱上分别于样品分析

前和样品分析后进样QCRM的分析结果。

如图1所示，中性QCRM监测进样分析得到了可重现的结果。这表明

在每个测试色谱柱的方法转换过程中采集的数据是准确的。检查系

统性能的步骤有助于更早地检测出系统问题，从而缩短潜在的系统

停机时间3。

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007378
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007377
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=600000749CV
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006360
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基于柱长与粒径(L/dp)比率转换USP方法
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Minutes
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

色谱柱：全多孔C18, 5 µm, 
4.6 x 250
流速：1.0 mL/min
系统压力：2200 psi 
循环时间：20 min 
L/dp： 50,000

色谱柱：CORTECS C18, 2.7 µm, 
4.6 x 150 mm
流速：0.9 mL/min 
系统压力：3800 psi 
循环时间：10.0 min 
L/dp： 55,555
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1. 相关化合物C
2. 齐多夫定
3. 相关化合物B
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图2. 齐多夫定及其相关化合物在原始5 µm, 
4.6 x 250 mm色谱柱和CORTECS C18, 2.7 µm, 
4.6 x 150 mm色谱柱上的分离结果。

USP指导原则
要求

全多孔C18  
5 µm, 4.6 x 250 mm

CORTECS C18  
2.7 µm, 4.6 x 150 mm

CORTECS C18  
2.7 µm, 4.6 x 100 mm

分离度2,3 大于等于 1.4 3.9 4.4 3.5

USP拖尾因子2 大于等于 1.5 1.12 1.20 1.16

%RSD保留时间2 大于等于 2.0 0.03 0.51 0.23

表1. USP指导原则的中概述的适用性标准汇总，以及5次重复进样所得的结果(n=5)。
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USP通用章节<621>概述了无需重复验证即可对USP方法进行的更改。根据2014年8月

生效的指导原则，只要色谱柱柱长与粒径的比率(L/dp)在原始色谱柱尺寸的-25%至

+50%之间，就能够对等度方法的色谱柱柱长和粒径进行任意更改。对于齐多夫定，

原始色谱柱L/dp比率为50,000。使用CORTECS C18, 2.7 µm, 4.6 x 150 mm色谱柱(L/dp = 

55,555)满足上述允许更改的指导原则。CORTECS色谱柱的L/dp比原始色谱柱高11%。

L/dp是色谱柱最大分离能力的量度。L/dp比率越高，色谱柱可实现的分离度就越大。

图2示出了齐多夫定及其相关化合物在原始5 µm色谱柱和150 mm CORTECS 2.7 µm色谱柱

上的分离结果。

如图2所示，使用CORTECS C18, 2.7 µm, 4.6 x 150 mm色谱柱可将运行时间缩短一半，溶剂

用量降低50%。通过在选择色谱柱尺寸时保持L/dp，分析人员可合理地确定分析方法

满足USP标准。针对齐多夫定的分析，指导原则中概述了要使分析方法通过必须满足

的三个系统适用性标准。表1列出了上述三个标准及其要求的结果，以及样品在每根

色谱柱上进行5次重复进样所获得的结果。数据表明，CORTECS 4.6 x 150 mm色谱柱满

足要求的所有系统适用性标准。使用这种色谱柱可缩短运行时间并减少溶剂用量，从

而能在降低成本的同时提升实验室工作效率，并且所有这些都不需要进行方法重复

验证。
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基于理论塔板数(N)的USP指导原则

通用章节<621>为等度方法的方法转换提供了另一种途径。根据2014年8月生效的指导原则，

如果色谱柱的理论塔板数在原始色谱柱的-25%和+50%之间，则该色谱柱可用于方法转换。

理论塔板数是柱效，并且受到分离参数的影响。为了计算N，必须记录峰基线处的保留时

间和峰宽。公式1用于计算N，其中tR为峰的保留时间，W为峰在基线处的峰宽。

N=16(—)2t R
W

公式1.等度分离理论塔板数(N)的计算，
其中tR为保留时间，W为基线处的峰宽。

为运行分离的特定色谱柱计算出N之后，只要新色谱柱的理论塔板数满足通用章节<621>概述

的指导原则，就可以使用新的色谱柱。在本应用纪要中，使用最迟洗脱峰计算出的原始5 µm，

4.6 x 250 mm色谱柱的平均N值为2957。为满足USP指导原则，对于将用于转换的色谱柱，使用

其最迟洗脱峰计算出的理论塔板数必须在2217-4435之间。使用CORTECS C18, 2.7 µm, 4.6 x 100 mm

色谱柱进行转换。图3示出了两种色谱柱上的分离结果。
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1. 相关化合物C
2. 齐多夫定
3. 相关化合物B 色谱柱：全多孔C18, 5 µm, 

4.6 x 250 mm
流速：1.0 mL/min
系统压力：2200 psi
循环时间：20 min
N

峰3=2957

 

色谱柱：CORTECS C18, 2.7 µm,  
4.6 x 100 mm
流速：1.5 mL/min
系统压力：3800 psi
循环时间：5 min
N

峰3=2458

图3. 在原始5 µm, 4.6 x 250 mm色谱柱和CORTECS 2.7 µm, 4.6 x 100 mm色谱柱上分离齐多夫定及其相关化合物。

如图3所示，使用CORTECS 4.6 x 100 mm色谱柱进行的分离满足指导原则。由于最迟洗脱峰的

N值为2458，该色谱柱的分离结果满足-25%的指导原则。使用该色谱柱，运行时间可缩短75%，

从而大大提高样品通量。此外，还可减少63%的溶剂用量，因而每次分析都能节省大量溶剂。

由表1还可看出，在CORTECS 4.6 x 100 mm色谱柱上进行分析的系统适用性标准可以满足指导原

则的要求。

[ 应用纪要 ]
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结论

过去，USP药典方法采用5 µm色谱柱，运行分析需要耗费

大量时间和溶剂。2014年8月开始生效的USP通用章节<621>

将概述两种将等度方法转换至较小颗粒色谱柱的途径。

第一种途径是保持色谱柱长度与粒度的比率(L/dp)。第二种

途径是保持理论塔板数(N)。本应用纪要采用两种转换方

法将齐多夫定的等度分离分别转换到了两个CORTECS 2.7 µm

色谱柱上，以展示新型实心核色谱柱的通用性。使用

CORTECS 2.7 µm色谱柱进行分离的分析速度比传统方法快4倍，

并且降低了溶剂用量。此外，由于遵循USP通用章节<621>

指导原则，无需重新验证方法，从而实现了色谱柱之间的

快速方法转换。这些优势可以提高实验室的工作效率，并

降低单次分析的成本。
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