
使用安捷伦 Poroshell 120 EC-C18
色谱柱分析萘普生：无需头疼的方法
调节

摘要

使用 Eclipse Plus C18 色谱柱和 Poroshell 120 EC-C18 色谱柱和 USP 方法进行萘普生的

分析。当使用 4.6 x 50 mm Poroshell 120 EC-C18 色谱柱时，通过调整方法可使分析时间

减少到原来的 22%，且不用重新验证。
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前言

药物测试的成本不可忽视，许多实验室管理者都在寻找不同的方法

来降低开支，如果实验室依旧使用液相色谱，则使用减少溶剂用量

和提高效率的方法。

广泛使用美国药典 (USP)方法测试药物产品和原料。然而，USP中

并不是所有的方法都采用更先进的技术，可能耗费比需要更长的时

间。根据 USP <621> 章中的建议，可以对这些方法做一些调整。

这种方法中可调节的范围包括：色谱柱长度，色谱柱材料，填料尺

寸以及进样量。其他在 USP 可调节的参数中没有一个可以提高方

法的通量。除此之外的改变则需要进行方法的重新验证。

萘普生是一类非甾体的消炎药 (NSAID)，可以作为通用药。USP中

萘普生的分析方法采用一根 L1 (C18)，5 µm 色谱柱。萘普生的结

构见图 1所示。

实验部分

• 安捷伦 1200 系列 SL 型二元泵，流动相 A：乙腈：水：冰醋酸

(500:490:10)；流速 1.2 mL/min，某些实验中流速可增加到

2.2 mL/min (G1312B)

• 安捷伦 1200 系列 SL 型自动液相进样器 (ALS)，150 mm色谱柱

进样量 20 µL， 100 mm 色谱柱进样量 13.34 µL，50 mm 色谱柱

进样量 6.67 µL (G1376C)

• 安捷伦 1200 系列 SL 型柱温箱 (TCC)，温度 25 °C (G1316B)

• 安捷伦 1200 系列 SL 型二级阵列检测器 (DAD)，波长 254，

4 nm，配置G1315-60024µ微量流通池 (5 mm光程，体积 6 µL)

(G1316C)

安捷伦 ZORBAX 色谱柱:

• 安捷伦 Eclipse Plus C18，4.6 mm × 150 mm, 5 µm 色谱柱部件

号 959993-902

• 安捷伦 Eclipse Plus C18，4.6 mm × 100 mm，3.5 µm 色谱柱部

件号 959961-902

• 安捷伦 Poroshell 120 EC-C18，4.6 mm × 100 mm，2.7 µm 色谱

柱部件号 695975-902

• 安捷伦 Poroshell 120 EC-C18 4.6 mm × 50 mm, 2.7 µm 色谱柱

部件号 699975-902

乙腈是 Burdick&Jackson ACS/HPLC级溶剂，购自 Honeywell 公

司。冰醋酸购自 VWR 公司，ACS/USP 级别。水是用Millipore 制

得（Milli-Q 系统，18 MΩ电阻，0.2 µm 过滤）的超纯水。USP 萘

普生购自美国药典。苯丁酮购自 Sigma-Aldrich 公司。根据 USP 进

行样品和流动相的制备。[1]

流动相的配制

将乙腈，水和冰醋酸 (500 mL: 490 mL: 10 mL) 混合制得流动相。[1]

样品制备

样品和内标混合物都溶于乙腈/水 (90:10) 混合物。5 mL 苯丁酮用

乙腈稀释至 100 mL 即制得内标。取上述溶液 1 mL 用乙腈稀释至

100 mL 得到最终溶液。每毫升溶液中含有大概 0.5 µL 苯丁酮。

O

OH

CH3

H3CO

图 1. 萘普生的结构

安捷伦 Poroshell 120 色谱柱是一种液相色谱柱的选择，在典型的

液相色谱仪上它可以提供更高的性能。由 2.7 µm 表面多孔的填料

填充，在现有的液相色谱仪上较短的色谱柱可以提供更快的分析速

度及更高的分离度，并能在较短的时间内检测更多样品。这些色谱

柱可提供 C18 键合相，这是一种典型的 L1 材料。图1所示是使用

一根 4.6 mm × 150 mm，5 µm L1 或 C18 色谱柱开始运行该方法的

谱图。条件不变，分别使用安捷伦 Poroshell 120 EC-C18 4.6 mm ×

100 mm，2.7 µm 色谱柱和安捷伦 Poroshell 4.6 mm × 50 mm，

2.7 µm 色谱柱进行比较。
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USP 标样或 USP 萘普生标样是将准确称量的标样溶于混合溶剂中

进行制备的，得到标样溶液浓度大约为 2.5 mg / mL。将 1.0 mL 上

述溶液和 2.0 mL 内标溶液混合定容至 100 mL。此时溶液中每毫升

含有大概 25 µg USP 萘普生标样。[1]

USP 方法的色谱和性能要求如下。[1]

• 4.6 mm × 150 mm 色谱柱，L1 色谱柱 (C18)

• 分析物理论塔板数不小于 4000 

• 分析物和内标峰之间的分离度不小于 11.5

从图 2 中可以看出，USP 方法中色谱和性能要求都很容易达到。在

使用 USP 方法分析的一天中，每 9 分钟可以进行一次分析。

一个小时可进行 6-7 次分析，或一天大概 160 次进样。使用

150 mm，5 µm 色谱柱一个星期可以实现 1120 次分析。这样的通

量在许多应用中都是足够的。通过调整方法可以实现更高的通量。

USP 更新的 <621> 章给出了一些关于具体的调整变化。[2]

• 色谱柱长度 ± 70%

• 色谱柱内径 ± 25%

• 色谱柱填料尺寸：最多降低 50%, 不增加

• 流速 ± 50%

• 进样量改变要求满足系统适用性测试 (SST) 标准

• 色谱柱温度 ± 10%

• 流动相 pH ± 0.2

• UV 波长：不超过生产商的指标

• 缓冲液中盐浓度 ± 10%

这些范围之外的调整被认为是改变，需要对方法进行重新评估。如

果分析者选择使用较短的色谱柱，比如图 2 中所示一根 4.6 mm ×

100 mm，3.5 µm色谱柱，要实现同样的分离只需要原来 67% 的时

间 (大概每个样品 6 分钟)。该方法也能很容易的应用于安捷伦

Poroshell EC-C18 4.6 mm × 100 mm，2.7 µm 色谱柱或安捷伦

Poroshell EC-C18 4.6 mm × 50 mm，2.7 µm色谱柱。50 mm 色谱

柱仍然属于允许调整的范围内，并很容易使分析时间缩短 33%。

使用安捷伦 Poroshell 120 色谱柱或其他小体积的色谱柱时，为了

实现最佳性能需要优化检测器采集速度并减少额外的色谱柱体积。

通常采用的数据采集速率是 40 Hz [3]。为了避免色谱柱过载，色谱

柱体积减小，进样量也需要比例减少。也就是说，150 mm 色谱柱

进样量 20 µL 时，100 mm 色谱柱进样量等于 20 × (100/150) 即

13.67 µL，50 mm色谱柱进样量等于 20 × (50/150) 即 6.67 µL。

将 5 µm L1色谱柱换成任何一种表面多孔 2.7 µm C18色谱柱时，该

方法的性能将超出性能要求。使用 100 mm色谱柱分析比原方法快

2 倍，使用 50 mm色谱柱分析比原方法快 4.5 倍。选择任何一种都

可提高效率。

允许的调整之一是流速改变 ± 50%。在目前的条件下，流速可以增

加到 1.8 mL/min。现在要讨论的是色谱柱的线速度和填料粒径保

持不变的情况下，允许流速增加将近 100% (达到 2.4 mL/min)而不

用重新评估。[4] 这些改变将会进一步增加通量。

图 3 显示在使用安捷伦 Poroshell 120 EC-C18 4.6 mm × 100 mm 色

谱柱增加流速的结果。在这种情况下，流量由 1.2 mL/min 增加到

2 mL/min，超过了柱效和分离度要求，而压力仍低于 400 bar。在

2.2 mL/min流量下, 柱效和分离度仍然满足要求，但是压力稍高于

400 bar 的上限。
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图 2. 在全多孔色谱柱和表面多孔色谱柱上运行 USP 萘普生分析方法的色谱图
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图 3. 采用安捷伦 Poroshell 120 EC-C18，4.6 mm × 100 mm 色谱柱和 USP 萘普生分析方法在不同流速下运行的色谱图
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图 4 显示使用安捷伦 Poroshell 120 EC-C18, 4.6 mm × 50 mm色谱

柱增加流速的结果。此时流速从 1.2 mL/min 增加到 2.4 mL/min，

超过了效率和分离度要求，压力仍低于 300 bar。
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图 4. 使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 mm × 50 mm 色谱柱和 USP 萘普生的分析方法在不同流速下运行的色谱图
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结论

采用全多孔液相色谱柱进行的分析方法在改用表面多孔安捷伦

Poroshell 120 色谱柱后，流速、分离度和灵敏度都有所提高，且

不用改变仪器。

采用安捷伦 Poroshell 120 色谱柱分析时间较快，因此能带来更高

的通量和更高的效率。方法调整后，使用较短的色谱柱和较小的填

料尺寸 (2.7 µm) 能够改进分析结果。

参考文献

1. USP Naproxen Tablet Method, "United States Pharmacopeia
31 NF 26" Rockville, MD. 2008.

2. USP Method Validation Guidance. "United States
Pharmacopeia 30 Supplement 2: System Suitability Testing,
Rockville, MD. 2007, Chapter <621>.

3. William J. Long, Anne E. Mack, John W. Henderson, Jr.
“Optimization of HPLC Instrument for Use with Poroshell
120 Columns,” Poster Number 2080-9 Pittsburg Conference
2010 Orlando, FL, USA.

4. Transfer of HPLC Procedures to Suitable Columns of
Reduced Dimensions and Particle Sizes, Uwe D. Neue, Doug
McCabe, Vijaya Ramesh, Horacio Pappa, Jim DeMuthc,
Pharmacopeial Forum,  Vol. 35(6) [Nov.–Dec. 2009].

更多信息

如需了解关于我们产品的服务的更多信息，请访问我们的网站

www.agilent.com/chem/cn



www.agilent.com/chem

安捷伦科技公司对本资料中包含的错误，或者由于提供、展示或使用本材料造成的直接或间接

损失概不负责。

本出版物中的信息、说明和性能指标如有变更，恕不另行通知。

© 安捷伦科技（中国）有限公司，2011

2011 年 2 月 11 日中国印刷

5990-7456CHCN



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (None)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage false
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings false
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /FuturaBal-Bold
    /FuturaBal-Book
    /FuturaBal-BookItalic
    /FuturaBal-Heavy
    /FuturaBal-Light
    /FuturaBal-Medium
    /FuturaBal-MediumItalic
    /Futura-Bold
    /Futura-BoldOblique
    /Futura-Book
    /Futura-BookItalic
    /FuturaCE-Bold
    /FuturaCE-Book
    /FuturaCE-BookItalic
    /FuturaCE-Heavy
    /FuturaCE-Light
    /FuturaCE-Medium
    /FuturaCE-MediumItalic
    /FuturaGrk-Bold
    /FuturaGrk-Book
    /FuturaGrk-BookItalic
    /FuturaGrk-Heavy
    /FuturaGrk-Light
    /FuturaGrk-Medium
    /Futura-Heavy
    /FuturaL5-Bold
    /FuturaL5-Book
    /FuturaL5-BookItalic
    /FuturaL5-Heavy
    /FuturaL5-Light
    /FuturaL5-Medium
    /FuturaL5-MediumItalic
    /Futura-Light
    /Futura-Medium
    /HelveticaNeue-Bold
    /HelveticaNeue-BoldItalic
    /HelveticaNeue-Italic
    /HelveticaNeue-Roman
    /ITC-Zapf-Dingbats-SWA
    /KM-Symbolnew
    /MinoltaSymbols-Normal
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages true
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth 8
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f300130d330b830cd30b9658766f8306e8868793a304a3088307353705237306b90693057305f00200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /FRA <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /ENU <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


