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摘要

根据美国药典 (USP)，头孢唑肟是在传统的 5 µm色谱柱上进行分析的。将该方法转移到

表面多孔的 Agilent Poroshell 120 色谱柱上，可显著缩短分析时间并节省溶剂，同时仍

符合美国药典 <621> 章指南的规定。使用 Poroshell 120 色谱柱能满足所有的系统要求。

前言

人们对将液相色谱方法从 5 µm粒径色谱柱转移到诸如亚 2 µm和 2.7 µm表面多孔填料

色谱柱等小颗粒填料的色谱柱上非常关注。2.7 µm表面多孔填料与亚 2 µm全多孔填料

具有相似的高柱效。这主要归因于更短的传质距离和更窄的粒径分布。此外，更大粒径

导致更低背压，使得这类色谱柱能运用到几乎任何液相色谱系统上。转移较大颗粒填料

色谱柱方法的优点是可以极大程度地节省时间和成本，因为表面多孔填料色谱柱能够在

较快流速下实现最佳运行，并且可使用更短的色谱柱却能获得相似的分离度 [1]。

本应用简报描述了基于传统 5 µm 色谱柱的头孢唑肟 USP 分析方法 [2]，然后将该方法转

移到较短的 2.7 µm 表面多孔 Poroshell 120 色谱柱上。按照 USP 色谱系统要求将分析进

行了对比。
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材料与方法

所有试剂和溶剂均为 HPLC或分析纯级。头孢唑肟和水杨酸的标

样均采购自 USP。一水柠檬酸、磷酸氢二钠和乙腈均购自北京百

灵威科技有限公司。

HPLC 分析采用Agilent 1200 Infinity 系列高分离度快速液相色谱系

统，配有 G1312B SL 型二元泵、G1376C SL 型自动液体进样器、

G1316B SL 型柱温箱和 G1316C SL 型二极管阵列检测器。

条件

色谱柱： Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱，4.6 × 75 mm，

2.7 µm 粒径（部件号 697975-902）

Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 100 mm，

2.7 µm（部件号 695975-902）

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱，

4.6 × 250 mm，5 µm 粒径（部件号 959990-902）

洗脱液： 缓冲液，pH 3.6（1.42 g 一水柠檬酸和 1.73 g 磷酸氢二钠

溶于 1000 mL 水）：乙腈 (90:10)

进样量： 4.6 × 250 mm色谱柱，10 µL 

4.6 × 100 mm色谱柱，4 µL

4.6 × 75 mm色谱柱，3 µL

流速： 2.0 mL/min

柱温： 25 °C 

检测器： 紫外，254 nm

结果与讨论

图 1 显示了 USP 头孢唑肟分析的系统适用性结果。最上方的色谱

图为使用 USP中规定的 4.6 × 250 mm，5 µm的 L1填料分析柱

（在本实验中即为 ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱）进行分析的

结果。头孢唑肟和内标水杨酸能够在 12 min 内轻松得到分离，并

且二者的分离度为 22.6，远远高出 USP 所要求的 4.0。

然后将方法转移到 4.6 × 100 mm，2.7-µm Poroshell 120 EC-C18

色谱柱上。如图 1 的中间色谱图所示，整个分析只用了 4 分钟，并

且二者的分离度为 25.2，完全符合 USP 的要求。如图 1 中的下方

色谱图所示，可使用较短的 4.6 × 70 mm，2.7-µm Poroshell 120

EC-C18色谱柱，即能获得更快的分析速度，这同样符合 USP

<621> 章的规定。

图 1. 使用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱和 Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱进

行 USP 头孢唑肟分析的系统适用性结果
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Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 
4.6 × 250 mm 5 µm

Agilent Poroshell 120 EC-C18 
4.6 × 100 mm 2.7 µm

Agilent Poroshell 120 EC-C18 
4.6 × 75 mm 2.7 µm

1. 
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根据 USP 所述头孢唑肟分析方法，分别测定了使用不同色谱柱时

所有的 USP 色谱系统要求。表 1 列出了 USP 色谱系统要求和三

根色谱柱上所测的结果。在三种色谱柱上运行的方法均符合 USP

色谱系统要求。

要获得可靠的 HPLC 结果，柱间重现性非常重要。图 2 显示了使

用两批不同 Poroshell 120 色谱柱分析所得的色谱图。两种化合物

的保留时间和分离度显示出卓越的重现性。

图 2. 在两批不同 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 75 mm，2.7 µm 色谱柱上分析头孢唑肟和水杨

酸的色谱图

表 1. USP 色谱系统要求和相应的头孢唑肟的测定结果

安捷伦色谱柱

USP 要求 4.6 × 250 mm 4.6 × 100 mm 4.6 × 75 mm

分析物色谱峰测得的柱效不低于 2000 的理论塔板数。 8245 12982 9834

分析物色谱峰的拖尾因子不高于 2。 0.92 1.00 1.06

分析物和内标色谱峰之间的分离度不低于 4。 22.6 25.2 22.9

重复进样的相对标准偏差不大于 2%。 0.13% 0.12% 0.14%
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结论

可将使用 5 µm 色谱柱的传统 USP 头孢唑肟分析方法成功转移到

表面多孔的 Agilent Poroshell 120 色谱柱上。将较大颗粒填料色

谱柱方法进行转移的优势包括大幅节省时间和成本。两种方法均

符合 USP 对色谱系统的所有要求。
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