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摘要
按照新修订的 USP <621> 指导原则，使用 Agilent InfinityLab Poroshell 120 色谱柱对
用于胰岛素和人胰岛素含量和相关化合物分析的原始美国药典 (USP) 专论 HPLC 方
法进行现代化改造。原始含量测定方法使用 4.6 × 150 mm, 5 µm 色谱柱进行等度分
离，分析时间为 15 分钟。当方法转移至 InfinityLab Poroshell 120 SB-C18 和 EC-C18 
色谱柱 (4.6 × 50 mm, 2.7 µm) 时，分析时间从 15 分钟缩短至 6 分钟（分析时间和
溶剂消耗量减少 60%），且无需重新进行方法验证。针对相关化合物的原始方法使用 
4.6 × 250 mm, 5 µm 色谱柱进行梯度分离。当方法转移至 InfinityLab Poroshell 120 
SB-C18 和 EC-C18 色谱柱 (4.6 × 100 mm, 2.7 µm) 时，胰岛素的分析时间从 97 分钟
缩短至 39 分钟（分析时间和溶剂消耗量减少 60%），人胰岛素的分析时间从 73 分
钟缩短至 29 分钟（分析时间和溶剂消耗量减少 60%），且无需重新验证方法。符合
所有系统适用性要求，同时分析时间和溶剂消耗量均显著减少。 

胰岛素 USP 专论含量和相关化合物 
分析 HPLC 方法的现代化 

使用 Agilent InfinityLab Poroshell 120 色谱柱并按照
新修订的 USP <621> 指导原则分析胰岛素
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前言
大多数 USP 专论中，都提供了用于检测
原辅料和配制产品的 HPLC 方法。这些
方法一直是仿制药制造商的常规分析技
术。这些方法主要采用包括传统 5 μm 颗
粒填料色谱柱在内的旧款色谱柱技术。由
于这些类型的色谱柱的柱效较低，因此
通常需要较长的色谱柱（如柱长 150 mm  
或 250 mm），从而导致分析时间较长。
根据先前的 USP <621> 指导原则，对于
等度方法，USP 仅允许将方法从传统的 
5 µm 色谱柱转移至较小粒径的色谱柱。
现行 USP <621> 指导原则（2022 年 12 月
修订）允许使用全多孔颗粒（TPP，具有
较小的粒径）和表面多孔颗粒 (SPP) 色谱
柱同时对梯度方法进行现代化[1]。

SPP 最近已被应用于 HPLC 色谱柱，提
供了比 TPP 色谱柱更高的柱效。安捷伦
开发的 2.7 µm InfinityLab Poroshell 120 
色谱柱能够提供与亚 2 µm TPP 色谱柱相
似的柱效，同时具有更低的反压。使用 
2.7 µm SPP 色谱柱和短色谱柱的优点包
括缩短运行时间和节省溶剂。这些色谱柱
可以与任何 HPLC 和 UHPLC 系统配合使
用，因为色谱柱使用标准 2 µm 筛板，可
降低颗粒堵塞色谱柱的可能性。与使用较
小筛板的亚 2 µm 色谱柱相比，此功能可
延长色谱柱寿命。 

在我们之前关于胰岛素分析的研究中，证
明具有较大孔径 (> 100 Å) 的色谱柱可提
供远远更高的柱效和更小的拖尾因子，并
且较小的颗粒可提供更高的柱效。2.7 µm 
InfinityLab Poroshell 120 色谱柱同样提供
了出色的柱效[2]。在涉及根据中国药典的
胰岛素和人胰岛素分析的先前研究中也观
察到这一结果[3,4]。 

在本应用简报中，根据 2022 年 12 月 1 日
起生效的现行 USP <621> 指导原则，在
允许的调整范围内，将 USP 中针对胰岛
素和人胰岛素的原始含量测定方法和相关
化合物检测方法[5,6] 转移至 SPP 色谱柱。
原始方法首先在 5 µm Agilent Pursuit 
C18 和 Polaris C18-A 色谱柱上运行，
经过现代化改造的方法则在 InfinityLab 
Poroshell 120 SB-C18 和 EC-C18, 2.7 µm 
色谱柱上实现。 

实验部分

仪器与材料
在整个应用程中，Agilent 1260 Infinity II 
液相色谱系统均使用 0.17 mm 管线。表 1 
列出了仪器配置。

所有试剂和溶剂均为 HPLC 级。乙腈、无
水硫酸钠、磷酸、乙醇胺以及胰岛素和人
胰岛素标准品购自安谱实验科技公司（中
国上海）。水经由 Elga PURELAB Chorus 
系统 (High Wycombe, UK) 纯化。根据 
USP 胰岛素和人胰岛素专论制备系统适
用性溶液。

原始方法条件和系统适用性要求列于表 2 
中。用于相关化合物分析的传统色谱柱和 
InfinityLab Poroshell 120 色谱柱的梯度条

表 1. 仪器配置

模块和软件 组件规格

Agilent 1260 Infinity II 二元泵 (G7112B) 4 位/10 通阀，600 bar（货号 5067-4287）

Agilent 1260 Infinity II Multisampler (G7167A) 

样品瓶，螺口，棕色，带书写签，经认证，2 mL，100/包 
（货号 5182-0716） 
瓶盖，螺口，蓝色，PTFE/红色硅橡胶隔垫，100/包 
（货号 5182-0717）

Agilent 1260 Infinity II 高容量柱温箱 (MCT, 
G7116A) 

标准气流加热器 (G7116-60015) 
加热器和色谱柱：Angilent InfinityLab Quick Connect 快速连接 
组件，105 mm，0.17 mm（货号 5067-6166）

Agilent 1260 Infinity II 二极管阵列检测器 WR 
(G7115A) 

10 mm 13 µL 流通池（货号 G1315-60022） 
长寿命氘灯 (2.5 Hz/20 Hz)

Agilent OpenLab CDS，C.01.07 版 –
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件如表 3 所示。如专论中所述，根据主
峰的保留时间要求，通过优化各色谱柱上
的流动相组成来调整主峰的保留时间。

表 2. 用于胰岛素和人胰岛素分析的原始液相色谱方法条件

参数 含量测定方法的值 相关化合物分析方法的值

色谱柱 L1：4.6 × 150 mm L1：4.6 × 250 mm

流动相
将 28.4 g 无水硫酸钠溶于 1000 mL 水中，移取 2.7 mL 磷酸至该
溶液中，并在必要时将溶液 pH 用乙醇胺调节至 2.3。制备该溶
液与乙腈 (74:26) 的经过滤和脱气的混合物。

溶剂：0.2 mol/L 硫酸盐（将 28.4 g 无水硫酸钠溶于水中，加入 
2.7  mL 磷酸，将 pH 用乙醇胺调节至 2.3，再加水定容至 1000 mL） 

溶液 A：制备溶剂与乙腈 (82:18) 的经过滤和脱气的混合物。

溶液 B：制备溶剂与乙腈 (50:50) 的经过滤和脱气的混合物。

流速 1.0 mL/min 1.0 mL/min

柱温 40 °C 40 °C

进样量 20 µL 20 µL

检测器 214 nm 214 nm

系统适用性要求
重复进样的相对标准偏差不得超过 1.6%；胰岛素或人胰岛素与 
A-21 脱酰胺胰岛素之间的分离度 R 不得低于 2.0；且胰岛素或人
胰岛素峰的拖尾因子不得超过 1.8

胰岛素或人胰岛素与 A-21 脱酰胺胰岛素之间的分离度 R 不得低于
2.0；且胰岛素或人胰岛素峰的拖尾因子不得超过 1.8

表 3. 用于胰岛素和人胰岛素相关化合物分析的梯度条件

色谱柱 
流速 

(mL/min)

梯度 进样量  
(µL)

高容量柱温箱  
(°C)

二极管阵列 
检测器 胰岛素 人胰岛素

Agilent Pursuit 200 Å C18, 4.6 × 250 mm, 
5 µm（货号 A3000250X046）

1.0

时间 (min) %B 
0 28 
60 28 
85 67 
91 67 
92 28 
97 28

时间 (min) %B 
0 28 
36 28 
61 67 
67 67 
68 28 
73 28

20 40 214 nm，2.5 Hz 

Agilent Polaris C18-A, 4.6 × 250 mm,  
5 µm（货号 A2000250X046）

1.0

时间 (min) %B 
0 28 
60 28 
85 67 
91 67 
92 28 
97 28

时间 (min) %B 
0 28 
36 28 
61 67 
67 67 
68 28 
73 28

20 40 214 nm，2.5 Hz 

Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18, 
4.6 × 100 mm, 2.7 µm（货号 685975-902）

1.0

时间 (min) %B 
0 30 
24 30 
34 67 
36.40 67 
36.80 30 
38.80 30

时间 (min) %B 
0 30 
14.40 30 
24.40 67 
26.80 67 
27.20 30 
29.20 30

8
40 214 nm，40 Hz 

Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 
4.6 × 100 mm, 2.7 µm（货号 695975-902）

1.0

时间 (min) %B 
0 30 
24 30 
34 67 
36.40 67 
36.80 30 
38.80 30

时间 (min) %B 
0 30 
14.40 30 
24.40 67 
26.80 67 
27.20 30 
29.20 30

8
40 214 nm，40 Hz 
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结果与讨论
将含量测定方法和相关化合物分析方法
均转移至 InfinityLab Poroshell 120 色谱
柱。根据新修订的 USP <621> 指导原
则，分别按照等度和梯度方法规则调整色
谱条件。 

含量分析方法调整（针对等度洗脱的  
调整）
原始含量测定方法为等度方法，使用 1260 
Infinity II 液相色谱系统和 4.6 × 150 mm, 
5 µm C18 (L1) 色谱柱。基于之前的研
究，原始方法检测使用孔径较大的 5 µm 
色谱柱，包括 Pursuit C18 (200 Å) 和 
Polaris C18-A (180 Å)。系统适用性溶液
的色谱图如图 1 所示。利用两根色谱柱
均得到对称的峰形，并使胰岛素与 A-21 
脱酰胺胰岛素之间获得足够高的分离
度。胰岛素和人胰岛素峰面积的相对标
准偏差均小于 0.50%，低于该检测的要求 
（1.6%，见表 5）。

之前，根据 USP <621> 中允许的调整指
导原则，所有色谱柱和粒径调整均可遵
循 L/dp 规则。在该调整中，色谱柱长度
与粒径之比在 –25% 至 +50% 范围内保持
不变。按照 L/dp 规则，不允许将 5 µm, 
150 mm 色谱柱调整为 2.7 µm, 50 mm 色
谱柱，因为 L/dp 低于允许的范围。此规
则仍然适用于 TPP-to-TPP 调整。但是，
当应用包括 SPP 的调整时，调整遵循 N 
规则。

新修订的 USP <621> 允许将 TTP 色谱柱
变更为 SPP 色谱柱，只要等度方法的塔
板数 (N) 在 –25% 至 +50% 范围内即可。
此要求意味着当使用 SPP 色谱柱时，必
须使用通过原始方法和最终调整的方法
测量的化合物对 N 进行直接比较。已证
明 InfinityLab Poroshell 120 SB-C18 和 
EC-C18 色谱柱有助于成功实施胰岛素分
析。因此，InfinityLab Poroshell 120 色

谱柱尺寸的选择取决于实验测得的胰岛
素的 N 值。由于 50 mm, 2.7 µm 色谱柱
的 L/dp 刚好低于允许调整的可接受范
围，因此使用此色谱柱通过实验测定胰岛
素效率。填充 SPP 的色谱柱比填充相似
尺寸的 TPP 的色谱柱具有更高的柱效。
使用 5 µm 色谱柱和 2.7 µm InfinityLab 
Poroshell 120 色谱柱所获得的 N 值如
图 2 所示。 

图 1. 使用 4.6 × 150 mm, 5 µm 色谱柱进行含量分析的系统适用性测试
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图 2. 使用 Agilent InfinityLab Poroshell 120 4.6 × 50 mm, 2.7 µm 色谱柱进行含量分析的系统适用性测试
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在 50 mm, 2.7 µm 色谱柱上，调整后的方
法的 N 值均在表 4 所示的允许范围内。
此结果意味着，只要含量测定方法符合系
统适用性要求（表 5），即可将其转移至 
50 mm, 2.7 µm 色谱柱，无需进行额外的
方法验证。

使用公式 1 计算允许的进样量调整。

公式 1.

V2 = V1 × (L2 × dc2
2)/ (L1 × dc1

2) 

其中 V2 为调整后的方法的进样量；V1 为
原始色谱柱的进样量；L2 为调整后的柱
长；L1 为原始柱长；dc2 是指调整后的色
谱柱内径；且 dc1 是指原始色谱柱内径。

因此，进样量按比例从 20 µL 减少至   
6.7 µL。

使用公式 2 计算允许的流速。

公式 2.

F2 = F1 × [(dp1 × dc2
2)/(dp2 × dc1

2)]

其中 F2 为调整后的方法的流速；F1 为原
始方法的流速；dp2 为调整后的色谱柱粒
径；dp1 为原始色谱柱粒径；dc2 是指调
整后的色谱柱内径；且 dc1 是指原始色谱
柱内径。

表 4. 含量分析中的色谱柱尺寸变更

色谱柱 胰岛素的 N
可接受范围

（–25% 至 +50%） 人胰岛素的 N
可接受范围

（–25% 至 +50%）

Agilent Polaris C18-A, 4.6 × 150 mm, 5 µm 4165 3124–6048 4019 3014–6029

Agilent Pursuit C18, 4.6 × 150 mm, 5 µm 4427 3320–6641 4293 3220–6440

Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18
4.6 × 50 mm, 2.7 µm

4756 在范围内 4634 在范围内

Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18
4.6 × 50 mm, 2.7 µm

5205 在范围内 5037 在范围内

表 5. 含量分析的系统适用性总结

色谱柱

拖尾因子 分离度 5 次进样峰面积的 RSD (%)

胰岛素 人胰岛素 胰岛素 人胰岛素 胰岛素 人胰岛素

Agilent Polaris C18-A,  
4.6 × 150 mm, 5 µm

1.0 1.0 3.8 3.7 0.4 0.07

Agilent Pursuit C18,  
4.6 × 150 mm, 5 µm

1.0 1.0 3.8 3.7 0.08 0.3

Agilent InfinityLab Poroshell 
120 EC-C18
4.6 × 50 mm, 2.7 µm

1.1 1.1 4.0 3.9 0.2 0.05

Agilent InfinityLab Poroshell 
120 SB-C18
4.6 × 50 mm, 2.7 µm

1.0 1.0 4.1 4.0 0.1 0.09

USP 系统适用性要求 ≤ 1.8 ≥ 2.0 ≤ 1.6%

在本例中，计算出的流速为 1.85 mL/min。 
根据修订的 <621> 指导原则，在因色谱
柱尺寸改变而进行调整后，允许将流速
额外改变 ±50%。如果符合系统适用性要
求，则可以在 0.9–2.8 mL/min 的范围内
调整流速。对于分子量较大的化合物（例
如胰岛素），增加流速并不能成比例地缩
短峰的洗脱时间，因此调整后的方法仍采
用流速 1 mL/min。 

将用于胰岛素和人胰岛素的 USP 含量测
定方法从传统的 4.6 × 150 mm, 5 µm TPP 
色谱柱转移至 4.6 × 50 mm, 2.7 µm SPP 
色谱柱，无需进行额外的方法验证。分析
时间从 15 min 缩短至 6 min，分析时间
和溶剂消耗量减少 60%。评价了系统适
用性标准，且两种方法均符合该标准。显
然，使用所述方法能够提高实验室工作效
率和样品通量。
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针对相关化合物分析的方法调整（针对
等度洗脱的调整）
首先使用 1260 Infinity II 液相色谱系统以
及 4.6 × 250 mm, 5 µm Pursuit C18 (L1) 
和 Polaris C18-A (L1) 色谱柱，测试原始
的使用梯度方法的相关化合物分析。系统
适用性溶液的色谱图如图 3 和 4 所示。
轻松满足系统适用性要求（见表  6）。
Pursuit C18 色谱柱在胰岛素主峰与其之
前洗脱的杂质之间提供了更出色的分离
度，该杂质仅出现在胰岛素系统适用性溶
液中。 

根据新修订的 USP <621> 指导原则，可
以将该梯度方法转移至合适的 UHPLC 色
谱柱，以同时减少分析时间和溶剂消耗
量。修订后的 USP <621> 指导原则允许
将梯度方法的 TTP 改变为 SPP 色谱柱，
只要比率 (tR/Wh)

2 在 –25% 至 +50% 范围
内（其中 tR 为保留时间，且 Wh 为半峰高
处的峰宽）即可。将用于相关化合物分析
的原始方法转移至 InfinityLab Poroshell 
120, 4.6 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱，且两
种 InfinityLab Poroshell 120 色谱柱上的
比率 (tR/Wh)

2（见表 7）也完全在可接受
范围内。此结果表明，将原始方法转移
至所述 InfinityLab Poroshell 120 色谱柱
时，无需重新验证方法。

使用 InfinityLab Poroshell 120 色谱柱所
获得的相关化合物分析的色谱图如图 5 
和图 6 所示。系统适用性结果如表 6 所
示。所有系统适用性值（包括拖尾因子、 表 6. 相关化合物分析的系统适用性总结

色谱柱

拖尾因子 分离度

胰岛素 人胰岛素 胰岛素 人胰岛素

Agilent Polaris C18-A, 4.6 × 250 mm, 5 µm 1.1 1.1 5.7 5.2

Agilent Pursuit C18, 4.6 × 250 mm, 5 µm 1.1 1.1 6.0 5.9

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

1.0 1.0 6.0 5.6

Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18
4.6 × 100 mm, 2.7 µm

1.1 1.1 6.4 5.8

USP 系统适用性要求 ≤ 1.8 ≥ 2.0
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Tf1 = 1.1
N1 = 8424
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图 3. 使用 4.6 × 250 mm, 5 µm 色谱柱进行胰岛素相关化合物分析的系统适用性测试

图 4. 使用 4.6 × 250 mm, 5 µm 色谱柱进行人胰岛素相关化合物分析的系统适用性测试
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分离度和峰面积相对标准偏差测量值）
均符合要求。InfinityLab Poroshell 120  
EC-C18 和 SB-C18 色谱柱均提供了对称的
峰形，而 InfinityLab Poroshell 120 SB-C18 
色谱柱比 InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 
色谱柱更有效地分离了胰岛素峰之前的杂
质。SB-C18 是一种未封端 C18 固定相，
具有与封端 EC-C18 固定相不同的选择
性，为方法开发提供了更高的灵活性。 

还可以根据公式 1 和 2 调整进样量和流
速。同样，对于 4.6 × 100 mm, 2.7 µm 色
谱柱，流速保持在 1 mL/min。 

使用公式 3 调整梯度时间。 

公式 3.

tG2 = tG1 × (F1/ F2) [(L2 × dc2
2)/ (L1 × dc1

2)] 

其中 tG2 为调整后的方法的梯度分段时
间；tG1 为原始方法的梯度分段时间；F2 
为调整后的方法的流速；F1 为原始方法
的流速；L2 为调整后的方法的柱长；L1 
为原始方法的柱长；dc2 为调整后的色谱
柱内径；dc1 为原始色谱柱内径。

表 7. 相关化合物分析中的色谱柱尺寸变更

色谱柱

tR (min) Wh (min) (tR/Wh)
2 可接受范围

胰岛素 人胰岛素 胰岛素 人胰岛素 胰岛素 人胰岛素 胰岛素 人胰岛素

Agilent Polaris C18-A, 4.6 × 250 mm, 5 µm 31.819 21.748 0.8369 0.5892 1445.5 1362.4 1084–2168 1022–2044

Agilent Pursuit C18, 4.6 × 250 mm, 5 µm 30.220 26.520 0.7751 0.6821 1520.1 1511.6 1140–2280 1134–2267

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

13.440 9.248 0.3500 0.2428 1474.6 1450.8 在范围内 在范围内

Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18
4.6 × 100 mm, 2.7 µm

13.951 9.251 0.3431 0.2639 1653.4 1228.8 在范围内 在范围内

图 5. 使用 Agilent InfinityLab Poroshell 120 4.6 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱进行胰岛素中相关化合物分析的系
统适用性测试
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图 6. 使用 Agilent InfinityLab Poroshell 120 4.6 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱进行人胰岛素中相关化合物分析的
系统适用性测试
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4.6 × 100 mm, 2.7 µm
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总之，通过使用现代化  U S P  方法与 
InfinityLab Poroshell 120 色谱柱，显著减
少了相关化合物分析的总运行时间和溶剂
用量。当使用 InfinityLab Poroshell 120 
色谱柱时，分析时间和溶剂消耗量总共
减少了 60%。评价了系统适用性标准，
且两种方法均符合该标准。显然，使用
所述方法能够提高实验室工作效率和样
品通量。

结论
使用传统 5 µm TPP 色谱柱的旧款色谱柱
技术对胰岛素和人胰岛素进行含量测定和
相关化合物分析的 USP 方法可获益于更
新的技术，例如 SPP 色谱柱。这些方法
可经过现代化改造，以 Agilent InfinityLab 
Poroshell 120 色谱柱为特点，提供类似
或改进的结果，同时显著减少分析时间和
流动相用量。根据新修订的 USP <621> 
指导原则，这些方法调整符合要求，无需
进行额外的方法验证。 
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