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摘要
本应用简报展示了根据美国药典 (USP) 要求，在标准条件下对药物化合物与
其杂质的梯度分离。对于较小的色谱柱内径和较小的粒径，将方法转移至 
UHPLC 条件后改善了梯度分离，同时仍然满足相应 USP 方法中列出的分离
要求以及 USP <621> 中给出的计算。这些结果是使用 Agilent 1260 Infinity II  
Prime 液相色谱系统获得的，该系统能够在高达 800 bar 的压力下运行。首
先，方法转移至 UHPLC 有利于在保持分离性能的情况下缩短分析时间，并
降低分析成本。因此，这种方法转移也有助于您实现实验室的可持续性目
标，并在质量控制 (QC) 中实现成本节省。 

本应用简报还包含交互式成本节约计算器。利用该工具，了解 Agilent 1260 
Infinity II Prime 液相色谱系统如何有助于节省资源，从而使您在特定分析中
节省成本和溶剂。

根据 USP 方法减少溶剂用量和分析
时间

根据 USP 章节 <621> 要求，使用 Agilent 1260 
Infinity II Prime 液相色谱系统将方法转移至 
UHPLC 条件

本  PDF 中包含交互式表格。您可以修改数值进行定制计算。表中的计算结果将相应更新。如需保存数值，请下载并

保存文档。请注意，表中数值的修改不会反映在文本中。

注：  
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前言
USP 提供了与专论中描述的检测和程序相关的一般指导原
则。章节 <621> 提供了有关色谱法的专门的指导原则[1]。最近
对 USP 章节 <621> 进行的修改现在允许调整液相色谱法中的
色谱梯度条件。在本章节修订后，色谱柱尺寸变更以及从全多
孔颗粒 (TPP) 色谱柱转移至表面多孔颗粒 (SPP) 色谱柱对于液
相色谱法中的梯度洗脱均为可接受的。表 1 提供了允许对梯
度系统色谱条件所做调整的概述。

本应用简报介绍了根据 USP <621> 的要求从 USP 专论标准 
HPLC 条件到 UHPLC 条件的方法转移。提供了对喹硫平及其
有机杂质的梯度洗脱液相色谱分析。原始 USP 方法使用配备 
TPP 色谱柱的传统 Agilent 1100 系列液相色谱系统，将其转移
至与 SPP 色谱柱结合使用的 Agilent 1260 Infinity II Prime 液
相色谱系统。对原始方法与使用 UHPLC 条件的分析的分析时
间、溶剂消耗量和每次进样成本进行了分析。

参数 允许的调整

柱长和粒径 
在柱长 (L) 与粒径 (dp) 的比例保持恒定（或在规定的 L/dp 比例的 
–25% 与 +50% 之间）的前提下，可以修改粒径和/或柱长。 

需要满足系统适用性标准。

色谱柱内径 可以调整色谱柱的内径。

流速
使用以下公式，根据色谱柱内径和填料粒径的变化调整流速：

F2 = F1 × [(dc2
2 × dp1)/(dc1

2 × dp2)]

进样量
当色谱柱尺寸改变时，可使用以下公式调整进样量：

Vinj2 = Vinj1 × [(L2 × dc2
2)/(L1 × dc1

2)]

梯度时间
根据原始梯度时间计算新梯度时间，如下所示：

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

2)]

柱温 在指定操作温度的情况下，除非另有规定，否则为 ±5 °C。

F1 = 专论中规定的流速
F2 = 调整后的流速
dc1 = 专论中规定的色谱柱内径
dc2 = 使用的色谱柱内径
dp1 = 专论中规定的色谱柱粒径
dp2 = 使用的色谱柱粒径
Vinj1 = 专论中规定的进样量
Vinj2 = 调整后的进样量
L1 = 专论中规定的柱长
L2 = 使用的柱长
tG1 = 专论中规定的梯度时间
tG2 = 调整后的梯度时间

表 1. 根据 USP 章节 <621> 调整用于梯度系统的色谱条件
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实验部分

设备
Agilent 1100 系列液相色谱，系统包括以下模块：

 – Agilent 1100 系列脱气机 (G1322A)

 – Agilent 1100 系列四元泵 (G1311A)

 – Agilent 1100 系列自动进样器 (G1313A)

 – Agilent 1100 系列柱温箱 (G1316A)

 – Agilent 1100 系列二极管阵列检测器 (G1315B)，配有 10 mm 
标准流通池 (G1315-60022)

Agilent 1260 Infinity II Prime 液相色谱系统，包括以下模块：

 – Agilent 1260 Infinity II 全能泵 (G7104C)

 – Agilent 1260 Infinity II 样品瓶进样器 (G7129C)

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

 – Agilent 1260 Infinity II 二极管阵列检测器 HS (G7117C)，
配有 Agilent InfinityLab 最大光强卡套式流通池 10 mm 
(G4212-60008)

软件
Agilent OpenLab CDS 2.6 版

色谱柱
 – Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C8, 4.6 × 150 mm, 3.5 µm
（部件号 993967-906）

 – Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C8, 4.6 × 100 mm, 
2.7 µm（部件号 695975-906）

 – Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C8, 2.1 × 100 mm, 
2.7 µm（部件号 695775-906）

参数 值

色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C8, 4.6 × 150 mm, 3.5 µm

溶剂 溶液 A：乙腈:缓冲液 (75:25 v/v) 
溶液 B：乙腈

梯度

时间 (min) %B 
0.00 0.00 
25.00 0.00 
60.00 77.7 
60.01 0.00 
68.00 0.00

停止时间：68 min

流速 1.50 mL/min

温度 45 °C

检测 250 nm/4 nm，参比 360 nm/100 nm，10 Hz

进样 进样量：20.00 µL

表 2. USP 专论中描述的喹硫平有机杂质分析方法[2]

参数 值

色谱柱 Agilent InfinityLab Poroshell EC-C8, 4.6 × 100 mm, 2.7 µm

溶剂 溶液 A：乙腈:缓冲液 (75:25 v/v) 
溶液 B：乙腈

梯度

时间 (min) %B 
0.00 0.00 
12.86 0.00 
30.86 70.7 
30.91 0.00 
34.97 0.00

停止时间：35 min

流速 1.94 mL/min

温度 45 °C

检测 250 nm/4 nm，参比 360 nm/100 nm，20 Hz

进样 进样量：13.33 µL

表 3. 喹硫平有机杂质分析方法：转移至 4.6 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱

参数 值

色谱柱 Agilent InfinityLab Poroshell EC-C8, 2.1 × 100 mm, 2.7 µm

溶剂 溶液 A：乙腈:缓冲液 (75:25 v/v) 
溶液 B：乙腈

梯度

时间 (min) %B 
0.00 0.00 
12.86 0.00 
30.86 70.7 
30.91 0.00 
34.97 0.00

停止时间：35 min

流速 0.41 mL/min

温度 45 °C

检测 250 nm/4 nm，参比 360 nm/100 nm，20 Hz

进样 进样量：2.78 µL

表 4. 喹硫平有机杂质分析方法：转移至 2.1 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱

缓冲溶液
乙酸铵 (3.1 g/L) 水溶液，每 1 L 溶液含 2 mL 25% 氢氧化铵。
所得溶液的 pH 值不得低于 9.2。

系统适用性溶液的制备
在稀释剂（溶液 A 和溶液 B (86:14)）中的 USP 喹硫平系统适
用性 RS (1 mg/mL)。

标准品溶液的制备
标准溶液：在稀释剂中的 0.001 mg/mL USP 富马酸喹硫平 
RS。
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化学品和溶剂
所有试剂纯度均为液相色谱级。乙腈购自 Merck (Darmstadt, 
Germany)。新制超纯水来自配置  0.22 µm 膜式终端过滤
器 (Millipak) 的 Milli-Q Integral 水纯化系统 (Millipak, EMD 
Millipore, Billerica, MA, USA)。所有化学品（乙酸铵、25% 氨
水溶液）和 USP 标准品（富马酸喹硫平 RS 和喹硫平系统适
用性 RS）均购自 Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany)。

结果与讨论
在喹硫平及其有机杂质测定 USP 专论中，强制要求使用 C8 
反相色谱柱（4.6 × 150 mm, 3.5 µm 填料，L7）。色谱条件见
表 2[2]。图 1 显示了系统适用性溶液和标准品溶液在旧款 1100 
系列液相色谱系统上的分析结果。符合 USP 专论中关于分离
度和拖尾因子的要求。USP 专论要求，系统适用性溶液中去
乙氧基喹硫平与喹硫平之间的分离度不得低于 (NLT) 4.0，喹
硫平有关化合物 B 与喹硫平有关化合物 G 之间的分离度不得
低于 (NLT) 3.0。要求喹硫平标准品溶液的拖尾因子不得超过 
(NMT) 2，且 RSD NMT 5%。

图 1. 按照 USP 专论中所述分析喹硫平的有机杂质。(A) 系统适用性溶液；(B) 标准品溶液。1. 喹硫平有关化合物 G；2. 喹硫平有关化合物 B；3. 去乙氧基喹硫平； 
4. 喹硫平。计算 RSD 时，N = 6
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化合物 RT (min)
RT RSD 

(%) 峰面积
峰面积 RSD  

(%)
分离度 

USP 拖尾

1. 喹硫平杂质 G 20.944 0.09 269.5 0.10
24.49

1.03

2. 喹硫平杂质 B 33.016 0.20 322.9 0.75 1.50

3. 去乙氧基喹硫平 33.525 0.05 306.0 0.56
6.14

1.04

4. 喹硫平 35.050 0.02 24395.1 0.10 0.94

名称 RT (min)
RT RSD 

(%) 峰面积
峰面积 RSD 

(%) 拖尾

喹硫平 34.950 0.02 15.98 0.70 0.950
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为使用 1260 Infinity II Prime 液相色谱系统，将用于分析喹
硫平有机杂质的方法转移至  UHPLC 条件下。方法转移至 
InfinityLab Poroshell EC-C8, 4.6 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱使得 
L/dp 与原始色谱柱相比降低了 14%，这符合 USP 章节 <621> 
的要求。应用于该色谱柱的色谱条件见表 3。 

使用 InfinityLab Poroshell EC-C8, 4.6 × 100 mm, 2.7 µm 色
谱柱分析系统适用性溶液和标准品溶液所得到的结果如图 2 
所示。 

图 2. 使用 Agilent 1260 Infinity II Prime 液相色谱系统和 Agilent InfinityLab Poroshell EC-C8, 4.6 × 100 mm, 2.7 µm 分析喹硫平的有机杂质。(A) 系统适用性溶液； 
(B) 标准品溶液。1. 喹硫平有关化合物 G；2. 喹硫平有关化合物 B；3. 去乙氧基喹硫平；4. 喹硫平。计算 RSD 时，N = 6
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(%) 峰面积
峰面积 RSD 

(%)
分离度

USP 拖尾

1. 喹硫平杂质 G 9.829 0.02 121.5 0.24
24.32

1.02

2. 喹硫平杂质 B 15.920 0.09 148.8 0.25 1.20

3. 去乙氧基喹硫平 16.970 0.04 140.0 0.06
6.99

1.20

4. 喹硫平 17.882 0.04 11085.8 0.07 0.92

化合物 RT (min)
RT RSD 

(%) 峰面积
峰面积 RSD 

(%) 拖尾

喹硫平 17.873 0.01 8.43 1.50 0.994
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为进一步节省溶剂，减小色谱柱的内径，使其仍然处于 USP 
章节 <621> 中所述的要求范围内。图 3 显示了使用 InfinityLab 
Poroshell EC-C8, 2.1 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱分析系统适用性
溶液和标准品溶液所得到的结果。调整后的色谱条件见表 4。

USP 专论中描述的喹硫平有机杂质分析与两种 UHPLC 分析的
比较见表 5。

方法从 4.6 × 150 mm, 3.5 µm 色谱柱转移为 4.6 × 100 mm， 
2.7 µm 或 2.1 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱使得 L/dp 比降低 14% 或
提高 9.3%，并且符合 USP 章节 <621> 中描述的要求。所有方
法均符合喹硫平 USP 专论的系统适用性和标准品溶液标准。转
移至 4.6 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱后，每次进样的溶剂消耗量
减少 33.5%，且分析时间缩短 48.5%。转移至 2.1 × 100 mm， 
2.7 µm 色谱柱后，每次进样的溶剂消耗量减少 85.9%。

图 3. 采用 Agilent 1260 Infinity II Prime 液相色谱系统和 Agilent InfinityLab Poroshell EC-C8, 2.1 × 100 mm, 2.7 µm 分析喹硫平的有机杂质。(A) 系统适用性溶液； 
(B) 标准品溶液。1. 喹硫平有关化合物 G；2. 喹硫平有关化合物 B；3. 去乙氧基喹硫平；4. 喹硫平。计算 RSD 时，N = 6
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USP 拖尾

1. 喹硫平杂质 G 9.924 0.07 126.5 0.09
19.88

1.00

2. 喹硫平杂质 B 16.325 0.31 158.3 0.20 1.13

3. 去乙氧基喹硫平 17.971 0.02 148.8 0.15
6.60

0.98

4. 喹硫平 19.017 0.01 11850.4 0.10 0.91

化合物 RT (min)
RT RSD 

(%) 峰面积
峰面积 RSD 

(%) 拖尾

喹硫平 19.011 0.01 8.28 0.36 0.980
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表 6 显示了成本节约计算器，其中考虑到所描述的喹硫平有
机杂质分析方案。当方法转移至 1260 Infinity II Prime 液相色
谱系统时，您可以针对自己的分析添加成本、假设和方法设
置，以计算潜在的节省。对于常规液相色谱系统，采用 USP 
专论中描述的喹硫平有机杂质分析方法，每次进样的总成本为 
74.40 美元。更换为 1260 Infinity II Prime 液相色谱系统并将
方法转移至 2.1 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱后，每次进样的总成
本为 63.84 美元。

根据表 6 中应用的成本和假设，可以计算出盈亏平衡点为 990 
次进样或 10 个月，此时节省的成本将与购置 1260 Infinity II 
Prime 液相色谱系统的较高投资成本（与传统液相色谱系统相
比）相抵消。

实现可持续运营是有助于任何现代实验室盈利的另一个重
要因素。采用新修订的 USP <621> 方法，UHPLC 及其提供
的更高效的色谱法现在甚至可以应用于 QC 实验室的现有方
法。可实现溶剂消耗量大幅减少 85.9% 且分析时间缩短近 
50%。更换旧款设备还可以减少分析实验室的仪器体积，并
可能对能耗等因素产生积极影响[3]。

结论
本应用简报介绍了根据 USP 章节 <621>，将用于分析喹硫
平及其有机杂质的 USP 方法转移至 UHPLC 条件。新开发
的 UHPLC 方法可节省多达 85.9% 的溶剂和 48.5% 的分析时
间。对于 QC 实验室，这提供了在色谱分析中保持分析确定
性的同时实现实验室运营额外目标（即节约成本）的可能
性，并提供了为全公司可持续性目标作出贡献的机会。 

将在标准 USP 条件下运行的旧款 Agilent 1100 系列液相色谱系
统更换为在 UHPLC 条件下运行的 Agilent 1260 Infinity II Prime 
液相色谱系统，可在 990 次进样后收回新仪器增加的投资。
此外，即使在 QC 条件下，通过减少溶剂用量和分析时间所实
现的环境足迹的大幅减小也符合绿色化学的 12 项原则[4]。

色谱柱和方法

Agilent Eclipse XDB-C8, 
4.6 × 150 mm, 3.5 µm

Agilent Poroshell EC-C8, 
4.6 × 100 mm, 2.7 µm

Agilent Poroshell EC-C8, 
2.1 × 100 mm, 2.7 µm

L/dp 43000 37000 (–14%) 47000 (+9.3%)

流速 1.5 mL/min 1.97 mL/min 0.41 mL/min

每次进样的溶剂消耗量 102 mL 68.95 mL (–33.5%) 14.34 mL (–85.95%)

运行时间 68.00 min 35.00 min (–48.5%) 35.00 min (–48.5%)

喹硫平专论中的系统适用性要求

去乙氧基喹硫平与喹硫平之间的分离度， 
NLT 4.0 

6.14 6.99 6.60

喹硫平有关化合物 B 与喹硫平有关化合物 G 
之间的分离度，NLT 3.0

24.49 24.32 19.88

喹硫平专论中的标准品溶液要求

喹硫平拖尾因子，NMT 2.0 0.95 0.99 0.98

喹硫平 RT RSD，NMT 5% 0.01 0.01 0.01

表 5. USP 专论中描述的喹硫平有机杂质分析与 UHPLC 分析的比较。满足 USP 要求的结果以绿色标记
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盈亏平衡计算 Agilent 1260 Infinity II Prime 液相色谱仪

进样次数

月数

财务视图 传统 LC Agilent 1260
Infinity II Prime LC

仪器成本

维护成本

色谱柱成本

消耗品成本

溶剂成本

废液成本

其他实验室费用

操作人员成本

年度运行总成本

每次进样的总成本

进样和仪器 传统 LC Agilent 1260
Infinity II Prime LC

每年最多进样次数

所需的仪器数量

方法设置 传统 LC Agilent 1260
Infinity II Prime LC

运行时间（包括色谱柱清洗和平衡）

流速

仪器设置 传统 LC Agilent 1260
Infinity II Prime LC

仪器成本

每年正常运行时间

每台仪器每年维护费用

每根色谱柱的成本

色谱柱寿命：进样次数

每台仪器的操作人员人数

每次进样的消耗品成本
（例如样品瓶、瓶盖、过滤器、注射器等）

常规设置

每升溶剂成本

每升废液成本

每年每名操作人员的人工成本

线性折旧（年）

每年额外的实验室费用

每日运行小时数

每周运行天数

每年运行周数

每年所需的进样次数
（包括空白、标准品等）

    

表 6. 用于分析喹硫平的有机杂质的交互式成本节约计算器。在成本节约计算器中输入您自己的成本、假设和方法设置，了解 1260 Infinity II Prime 液相色谱系统如何帮
助您节省特定分析的费用

可持续性视图 传统 LC Agilent 1260
Infinity II Prime LC

使用的溶剂体积

查找当地的安捷伦客户中心： 

www.agilent.com/chem/contactus-cn

免费专线： 

800-820-3278，400-820-3278（手机用户）

联系我们： 

LSCA-China_800@agilent.com

在线询价： 

www.agilent.com/chem/erfq-cn

http://www.agilent.com
http://www.agilent.com/chem/contactus-cn
mailto:LSCA-China_800@agilent.com
http://www.agilent.com/chem/erfq-cn
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