
应⽤纪要

使⽤改为2.5 µm颗粒的MaxPeak™ Premier
⾊谱柱提⾼USP专论⽅法分析对⼄酰氨基酚
的重现性

Gabrielle T. Zabala, Kenneth D. Berthelette, Weiqiang Gu, Kim Haynes

Waters Corporation

摘要

USP专论为特定药品的质量保证提供了指导原则。这些指导原则通常会概述活性成分的种类、有效性、纯度，还

可能包括其他特定测试，例如杂质分析或溶出度。创建并验证这些测试后，可以根据这些指导原则来测试各种药

物样品和溶液。USP专论⾮常适⽤于药物评价，为制药⾏业提供了产品评价的通⽤⽅法。这些⽅法⾮常严格，样

品前处理、流动相制备或⾊谱柱功能和性能的任何细微变化都会对结果产⽣巨⼤影响。这可能会导致严重后果

，例如产品批次不合格乃⾄遭到监管机构调查。在测试过程中使⽤可靠、耐⽤的⾊谱柱对于避免这些潜在的不良

后果⾄关重要。MaxPeak Premier⾊谱柱采⽤的MaxPeak Premier⾼性能表⾯(HPS)技术旨在通过减少分析物与

⾊谱柱⾦属表⾯可能发⽣的⾮特异性吸附相互作⽤，降低变异性，提⾼结果可信度。

在本应⽤纪要中，我们按照USP通则<621>指导原则，对USP专论中评估感冒药和⽌咳药所含对⼄酰氨基酚浓度的

⽅法进⾏了现代化改进。本研究⽐较了经过现代化改进的MaxPeak Premier⾊谱柱和不锈钢⾊谱柱。使⽤两种类

型的⾊谱柱均满⾜并通过了专论中规定的所有要求，但MaxPeak Premier⾊谱柱在所有进样中的变异性均显著降

低。 

优势

使⽤MaxPeak Premier⾊谱柱提⾼进样间重现性■
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结果重现性⾼，消除峰鉴定的疑虑■

简介

美国药典(USP)规定了药品、⻝品成分和其他膳⻝补充剂的质量、规格、纯度和鉴定标准。USP专论中规定了检测

新仿制药的程序和相关法规。⽇常使⽤的⼤多数⾮处⽅药都使⽤最初失去专利保护时开发的USP专论⽅法进⾏测

试。这些USP专论在最初制定时很可能使⽤了相⽐现在⽽⾔较为陈旧的⾊谱柱技术。该⾊谱柱技术可能需要更⻓

的⾊谱柱配置（即4.6 x 250 mm）和/或⼤粒径（即5 µm）。使⽤这类⾊谱柱通常需要更⻓的运⾏时间，并且每

次进样需要更多的溶剂。值得庆幸的是，采⽤较⼩粒径（即2.5 µm）的新型⾊谱柱技术可提供更⾼的柱效，从⽽

缩短运⾏时间并减少流动相⽤量。但是，如果操作不当，USP专论⽅法的现代化可能会很复杂，这也是⼈们对现

代化改进犹豫不决的原因之⼀。USP通则<621>提供了使⽅法现代化更容易的指导原则和程序1。这些指导原则介

绍了为使专论⽅法正确现代化⽽允许更改的参数，包括运⾏时间、流速和⾊谱柱规格1。

此外，鉴于USP专论对系统适⽤性的要求⾮常严格，因此需要所⽤设备有⾜够的可信度和可靠性。当分析物与⾦

属表⾯可能存在⾮特异性吸附等外部因素时，现代化改进可能会⽐较困难2。 这种相互作⽤可能导致⽬标分析物的

重现性差和峰形不佳。MaxPeak Premier⾊谱柱专为减少分析物的⾦属吸附⽽开发，可改善峰形和回收率，并提

⾼重现性2。

本应⽤纪要展⽰了Waters™ MaxPeak Premier⾊谱柱与不锈钢⾊谱柱相⽐的优势。我们讨论了减少⾮特异性⾦属

吸附的重要性，这种吸附可能会影响特定测试的结果和重现性，即使⽬标分析物初看可能不受⾦属的影响。 

实验

样品描述

按照USP专论⽅法所述配制三种不同的溶液。标准溶液和系统适⽤性标准品含有来⾃纯化标准品的0.2 mg/mL对

⼄酰氨基酚。样品溶液含有0.2 mg/mL对⼄酰氨基酚。对⼄酰氨基酚样品取⾃OTC⽌咳糖浆。三种溶液均以

45/55甲醇/⽔作为稀释剂制备。

液相⾊谱条件
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液相⾊谱系统： 配备PDA检测器的ACQUITY™ H-Class Plus

检测： UV 254 nm

⾊谱柱： XBridge™ BEH™ C18, 2.5 µm. 2.1 x 100 mm (p/n: 

186006031)

XBridge Premier BEH C18, 2.5 µm, 2.1 x 100 mm 

(p/n: 186009828)

样品温度： 10 °C

进样体积： 0.8 µL

流速： 0.42 mL/min

流动相A： 100%甲醇

流动相B： 100%⽔

等度条件： 甲醇/⽔(45/55)

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3 Feature Release 5 Hotfix 1

结果与讨论

对专论⽅法进⾏现代化改进后，按照USP通则<621>指导原则，分别使⽤不锈钢⾊谱柱和MaxPeak Premier⾊谱

柱完成标准溶液、系统适⽤性标准品和样品溶液的五次进样(n = 15)。所有三种溶液在两种⾊谱柱上最后⼀次进样

的结果如图1所⽰。蓝⾊峰是MaxPeak Premier⾊谱柱的结果，橙⾊峰是不锈钢⾊谱柱的结果。系统适⽤性溶液和
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标准溶液的USP拖尾因⼦、保留时间相对标准偏差、峰⾯积相对标准偏差以及对⼄酰氨基酚百分⽐要求相同3。 对

⼄酰氨基酚峰的USP拖尾因⼦不得超过2.0，相对标准偏差(%RSD)不得超过2.0%3。 样品中对⼄酰氨基酚的百分

⽐必须在90%~110%范围内3。 所⽤的每根⾊谱柱均符合专论标准。USP专论规定了⽌咳糖浆制剂中对⼄酰氨基酚

的规格标准。初看MaxPeak Premier⾊谱柱的准确度和结果重现性明显更⾼。

图1.使⽤ACQUITY H-Class系统、2.1 x 100 mm, 2.5 µm XBridge BEH C18 Premier⾊谱柱和不锈钢⾊谱柱，在现代

化改进后的USP专论条件下分析对⼄酰氨基酚标准溶液、系统适⽤性标准品和样品溶液的叠加⾊谱图。拖尾因⼦和

相对标准偏差为所有进样(n=15)的平均值。

MaxPeak Premier⾊谱柱上15次进样的保留时间%RSD为0.09%，⽽不锈钢⾊谱柱的保留时间%RSD为1.59%。

如图1的叠加⾊谱图所⽰，在MaxPeak Premier⾊谱柱上，三个样品完全重叠，⽽在不锈钢⾊谱柱上⾄少有⼀个样

品偏离中⼼。在本例中，不锈钢⾊谱柱上差异最⼤的峰是样品溶液，该溶液中不仅含有对⼄酰氨基酚，还含有来

⾃⼝服液的其他活性成分和辅料。同样，使⽤MaxPeak Premier⾊谱柱获得的峰⾯积%RSD为0.03%，⽽使⽤不

锈钢⾊谱柱获得的峰⾯积%RSD较⾼，为0.91%。最后，两种⾊谱柱测得的样品溶液中对⼄酰氨基酚的百分⽐略有

不同，相差0.4%。MaxPeak Premier⾊谱柱显⽰样品中的对⼄酰氨基酚百分⽐为93.0%，⽽不锈钢⾊谱柱的计算

结果为93.4%。由于两种⾊谱柱的性能都在合格标准范围内，因此差异可以忽略不计。鉴于MaxPeak Premier⾊

谱柱上三种样品的15次进样结果全部⼀致，表明样品和流动相运⾏之间不存在溶剂不匹配的问题。在不锈钢⾊谱

柱上，对⼄酰氨基酚与⼝服液中的活性成分以及⾊谱柱的⾦属表⾯之间可能存在协同相互作⽤，导致保留时间漂

移和变异性。

MaxPeak Premier⾊谱柱可减少样品与⾦属硬件之间的次级相互作⽤，从⽽提⾼多种样品的分析重现性。虽然对
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⼄酰氨基酚本⾝可能不与⾊谱柱⾦属表⾯相互作⽤，但样品中的其他组分可能会导致对⼄酰氨基酚的保留发⽣细

微变化。不锈钢⾊谱柱虽然通过了所有标准，但是，MaxPeak Premier⾊谱柱在不同样品类型之间的重现性⽅⾯

表现出明确的改善，消除了关于结果是否准确和适⽤于批次放⾏检测⽅⾯的任何疑虑。  

结论

美国药典规定的标准被⼴泛⽤于确保药品满⾜安全性和有效性要求。但是，这些⽅法通常使⽤较旧的LC技术和效

率较低的⾊谱柱。由于USP通则<621>近期有所变化，因此可以使⽤更新的⾊谱柱技术和更⼩的粒径来减少分析时

间和溶剂⽤量。这些变化还允许使⽤更新的⾊谱柱硬件，例如MaxPeak Premier⾊谱柱。

本应⽤纪要证明，虽然不锈钢⾊谱柱在USP专论⽅法现代化改进后能够提供合格的结果，但使⽤MaxPeak 

Premier⾊谱柱可以最终消除测试过程中关于准确度和重现性的疑虑。MaxPeak Premier⾊谱柱的使⽤⼤⼤减少

了被测样品之间的保留时间和峰⾯积差异，且不会对分析结果或峰拖尾产⽣不利影响。这表明MaxPeak Premier

⾊谱柱适⽤于各种分析。
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