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摘要

分析⽅法性能对于确保药品的质量、安全性和有效性⾄关重要。两种最常⽤的策略是“每次考察⼀种因素(

OFAT)”和“分析⽅法质量源于设计(AQbD)”。在运⾏Empower 3和Fusion软件的ACQUITY UPLC H-Class 

PLUS系统上，使⽤“质量源于设计”理念开发出⼀种⽤于分析布地奈德、福莫特罗及相关化合物的可靠⽅法

。

优势

使⽤Fusion QbD进⾏⽅法开发的优势。■

ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统与Empower 3⾊谱数据系统(CDS)和S-Matrix Fusion QbD软件相结合

能够实现直接有效的⽅法开发。

■

使⽤ACQUITY QDa质谱检测器进⾏分析⽅法开发的优势■

开发⾼性能、稳定的⽅法⽤于福莫特罗、布地奈德及其相关化合物分析■

简介

分析⽅法性能对于确保药品的质量、安全性和有效性⾄关重要。⽬前，分析领域中存在多种⽅法开发理念。两

种最常⽤的策略是“每次考察⼀种因素(OFAT)”和“分析⽅法质量源于设计(AQbD)”1-4。 在OFAT⽅案中

，仅改变⼀种参数，评估其对响应的影响，⽽其它参数保持不变。如果更改此因素⽆法进⼀步改善分析结果

，则探讨另⼀种参数2。 这种⽅法并不⼗分完善，且分离结果在分离度、峰形和稳定性⽅⾯通常不是最佳的。

⽽AQbD⽅法则采⽤⼀种更完善、系统化并且基于⻛险的策略，从预定义⽬的开始，来进⾏⽅法开发。利⽤这

种⽅法，可以探讨多种参数和设置，从⽽更全⾯地了解所研究因素对⽅法性能的影响。了解的这些知识可⽤于

确定⽅法操作设计区域(MODR)，该区域对应于经验证满⾜⽅法性能标准的多维组合变量。利⽤这种⽅法可以

获得⼀种适宜、经过精⼼设计、易于理解且稳定的⽅法，使⽅法能够在其整个⽣命周期内可靠地提供预期性能
5,6。 在⽅法开发中采⽤AQbD理念的另⼀个主要优势是在改变分析⽅法⽅⾯可能具有法规灵活性2。 因此，

AQbD是分析⽅法开发中应遵循的可取的理念。

本研究的主要⽬的是采⽤软件辅助的AQbD⽅法开发⼀种超⾼效液相⾊谱-质谱(UPLC-MS)法⽤于福莫特罗、布

地奈德和相关化合物分析。布地奈德（结构如图1A所⽰）是⼀种⽪质类固醇，可控制和抑制炎症，⽤于哮喘

的⻓期治疗。福莫特罗（图1B）等激动剂，也已⼴泛⽤于哮喘和慢性阻塞性肺病的治疗。经证明，将两种药



物成分合并作为⼀剂药置于联合吸⼊器中吸⼊具有更强的临床效果7，

图1.布地奈德(A)（以⼀对差向异构体存在）和富⻢酸福莫特罗(B)的化学结构

本应⽤纪要的主要⽬的在于探讨AQbD⽅法在实现福莫特罗、布地奈德及其相关化合物⾼性能分离⽅⾯的分析

潜⼒。研究考察了多种关键⾊谱参数对分离效率的影响，并对研究结果进⾏了介绍和讨论。本应⽤纪要将采⽤

Fusion QbD作为⼀种AQbD软件进⾏⽅法开发。

实验

参⽐物质和标准品制备

布地奈德和富⻢酸福莫特罗参⽐标准品均购⾃USP（美国⻢⾥兰州罗克维尔）。布地奈德相关化合物G、E和L

也全部购⾃USP（美国⻢⾥兰州罗克维尔）。准确称量所需量的各标准品并将其溶于⼄腈（溶剂）中，制备上

述化合物的储备液。然后利⽤储备液制备包含所有上述API和杂质的测试混合物。使⽤70:30 (v/v)⽔:⼄腈作为

样品溶剂稀释各标准品的储备液，制备该混合物。测试混合物中各分析物的最终浓度⼤约为：0.4 mg/mL-1布

地奈德，0.15 mg/mL-1福莫特罗，0.005 mg/mL-1相关化合物E和L，以及0.01 mg/mL-1相关化合物G。

LC条件

ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统，配备四元溶

剂管理器(QSM)、样品管理器(FTN)、⾊谱柱管理

系统：



器（配备两个辅助⾊谱柱管理器的CM）、PDA检

测器、ACQUITY QDa质谱检测器

检测器： eλ PDA和ACQUITY QDa

⾊谱柱： 五种2.1 × 50 mm⾊谱柱：

• BEH C18, 1.7 μm（全多孔柱体积[CVFP]=114 

μL）；pH范围：1〜12

• BEH Shield RP18, 1.7 μm (CVFP=114 μ

L)；pH范围：1〜11

• CORTECS T3, 1.6 μm（表⾯多孔柱体积[

CVSP]=85 μL）；pH范围：2〜8

• CORTECS Phenyl 1.7 μm (CVSP=85 μ

L)；pH范围：2〜8

• HSS PFP, 1.7 μm (CVFP=114 μL)；pH范围

：2〜8

流速： 0.5 mL/min

流动相A： 第⼀次筛选（0.1%三氟⼄酸），第⼆次筛选

（0.1%氢氧化铵）

流动相B： ⼄腈（强溶剂[SS]）

溶剂选择阀，⽤于在⽅法开发的不同阶段选择多

种溶剂

筛选：

D1 20 mM⼄酸铵

优化：

D1（20 mM⼄酸铵/氢氧化铵缓冲液，

pH=8.0），

D2（20 mM⼄酸铵/氢氧化铵缓冲液，

流动相D：



pH=8.5），

D3（20 mM⼄酸铵/氢氧化铵缓冲液，pH=9.0）

梯度曲线： 以10%有机溶剂平衡3.0 min（13.2 CVFP和

17.64 CVSP）

以10%有机溶剂等度洗脱1.0 min（4.4 CVFP和

5.88 CVSP）

在5〜12 min的梯度时间内，有机溶剂从10%梯

度增加⾄60%

以60% SS等度洗脱1.0 min（4.27 CVFP和5.88 

CVSP）

在0.1 min内，SS从60%递减⾄5%

以10% SS等度洗脱3.0 min（13.2 CVFP和17.64 

CVSP）

注：强溶剂百分⽐与弱溶剂百分⽐之和等于100%

柱温： 恒温，40 °C

检测(UV)： 244 nm

进样体积： 3 μL⼯作溶液

MS条件

系统： ACQUITY QDa质谱检测器

电离模式： ESI+

⽑细管电压： 0.8 kV

锥孔电压： 15 V



离⼦源温度： 600 °C

数据管理： Empower 3⾊谱数据系统(Empower CDS)和S-

Matrix Fusion QbD

结果与讨论

在液相⾊谱⽅法开发过程中，通常会改变多个因素以实现所需的分离⽬标。其中⼀些因素（例如⾊谱柱固定相

、强溶剂和pH值）会对分离效果造成很⼤影响，⽽另⼀些因素（例如梯度陡度和分离温度）则影响较⼩。通

常根据改变这些因素所获得的响应来评估⽅法开发是否成功。这些响应的⽰例包括保留因⼦、分离度、拖尾、

⾊谱图中的峰数量以及具有特定理想结果的峰数量。筛选的参数越多，对⽅法的了解就越全⾯。但是，筛选多

种⾊谱参数可能⾮常耗时，尤其是在每种参数都存在多个数据点需要筛选的情况下。利⽤Fusion QbD作为

AQbD软件平台的优势在于，它使⽤统计采样⽅法来创建完善且有代表性的实验设计，从⽽⼤⼤减少⽅法开发

所需的实验数量。这是因为对于所有可能的因⼦组合，它都可以⽣成更⼩但具有代表性的⼦集，也可以对其进

⾏建模，与⼴义的“全因⼦”设计占据相同的设计空间。例如，如果在五个不同的研究⽔平上对两个变量进⾏

“全因⼦”研究，则运⾏所有可能的组合将需要进⾏25次实验。但是，如果利⽤Fusion QbD对代表所有这些

因⼦的综合研究进⾏建模，则仅需要实施13次实验。实验数量显著减少是因为Fusion QbD的统计抽样设计并

不运⾏所有组合点，⽽是运⾏某些点并预测其它点。这样可以全⾯了解整个⾊谱空间中所有重要因⼦的影响

，且实际执⾏的实验更少。图2A展⽰了“全因⼦”设计的⼀般⽰意图，其中对设计空间的所有元素都进⾏了

采样；图2B展⽰了相同设计空间的“部分析因”设计，由于采样合适，采样点减少。



图2.“全因⼦”设计的⼀般⽰意图⽰例，其中对表内的所有元素（实验）都进⾏了采样(A)，⽽在统计采样设计

中，仅对表内平衡且具有代表性的实验进⾏了采样(B)。

ICH将“实验设计”(DOE)定义为“⼀种结构化、有组织的⽅法，⽤于确定影响过程的因素与该过程的输出结

果之间的关系。”Fusion QbD是⼀款使⽤DOE⽅法开发稳定的液相⾊谱⽅法的软件。图3展⽰了Fusion QbD

⽅法开发中通常执⾏的⼀般步骤。

图3.Fusion QbD中⼀般⽅法开发步骤的⽰意图



初始样品处理

此步骤的主要⽬的是找出可⽤作化学系统筛选步骤起点的初始⾊谱条件。这些条件通常应确保⽬标分析物最初

得到保留，在运⾏结束之前洗脱下来，并使⽤适当的波⻓进⾏规模分析。这⾥需要注意的是，此时并不期望⾊

谱峰得到充分分离并获得良好的峰形，只需得到保留并且能够积分即可。

为此，我们使⽤Fusion QbD中的“General Screening”模板创建了⼀个⼩型筛选实验。在该实验中，需要

研究的变量数量有限。这些变量包括：进样体积(1〜3 μL)、波⻓、初始保留时间(1〜2 min)和两种不同的⾊

谱柱填料(BEH C18, CORTECS T3)。结果表明，起始有机相组成为10.0%时，所有⽬标化合物均能在1 min的

初始保留时间得到保留。此外还发现，波⻓244 nm是合适的2D通道，能够检出所有分析物，⽽不会受到流动

相的明显⼲扰。

化学系统筛选

1：创建实验设计 

本研究阶段的⽬的在于执⾏综合筛选实验，其中包括预期对⽅法性能影响最⼤的化学系统参数。因此，在该实

验中，pH和固定相填料是探讨的两个主要⾊谱参数。探讨的pH值介于2.0〜4.2之间，并以半个pH单位的量递

增。讨论固定相填料的⽬的在于选择具有⼴泛选择性的⾊谱柱，同时提⾼取得成功的可能性。本阶段选择五种

固定相进⾏研究。第⼀种⾊谱柱是BEH C18，它是最常⽤的液相⾊谱柱之⼀，适⽤的pH范围宽(1〜14)。第⼆

种⾊谱柱是BEH Shield RP18，它内嵌极性基团，因此与BEH C18相⽐具有专属选择性，并⽀持宽pH范围。第

三种⾊谱柱是CORTECS T3，这是⼀种表⾯多孔C18⾊谱柱，可增加对极性分析物的保留性能。本研究选择的

第四种⾊谱柱是CORTECS Phenyl，这是另⼀种表⾯多孔⾊谱柱，并且由于存在潜在的pi-pi相互作⽤，可采

⽤⼄腈和甲醇提供专属选择性。选择的最后⼀种⾊谱柱是HSS PFP，因为它具有独特的选择性。这⾥需要注意

的是，本实验考虑了合适的⾊谱柱尺⼨，以便匹配仪器性能。例如，使⽤ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统

时，合适的⾊谱柱尺⼨选择为内径2.1 mm，粒径1.x μm。同样，较短的⾊谱柱柱⻓适⽤于创建快速、⾼流速

⽅法，因此选择⻓50 mm的⾊谱柱。

本实验中改变的最后⼀种⾊谱参数是梯度时间(5〜12 min)。所有其它⾊谱参数（包括流速、温度和进样体积

）均设为恒定值。图4展⽰了Fusion QbD软件的 Experiment Setup（实验设置）窗⼝图像，其中展⽰了本实

验中包含的某些变量和常量。



图4.Fusion QbD屏幕图像，展⽰了第⼀次筛选实验中选择的pH和梯度时间。

在Fusion QbD中选择实验的所有变量和常量后，该软件会使⽤统计抽样⽅法针对所有必需的筛选实验创建实

验设计⽅案，如前⽂所述。该软件为此筛选实验创建的运⾏总数为44次。创建实验设计后，将其导出⾄

Empower，以创建这些运⾏所需的所有⽅法和⽅法组。该软件还可创建并导出所有必要的活化/平衡⽅法和⽅

法组。这⼀点特别重要，因为可以通过消除为⼤量实验⼿动⽣成⽅法和⽅法组所需的时间，从⽽⼤⼤缩短⽅法

开发时间。请注意，此DOE设计⾮常⾼效，因为所有可能的组合将需要125种⽅法（五个⽔平的tG × 五种pH 

× 五种⾊谱柱）。

2：将数据导⼊Fusion QbD并开发知识空间 



接下来，完成所有实验运⾏后，在Empower中处理数据，然后导⼊Fusion QbD软件。Empower中的处理包

括，仅对所得⾊谱图中所有感兴趣的峰进⾏积分，并计算⼀些相关的⾊谱参数，例如这些峰的分离度、拖尾因

⼦和对称性。这些处理操作通过查看所有所得⾊谱图以找出“最佳外观”⾊谱图并基于该⾊谱图创建处理⽅法

来完成。该⾊谱图通常是具有最多对应于实际分析物的可⻅峰且具有最多基线分离峰的⾊谱图。结果表明，该

筛选实验的分离结果并未达到最佳，还需要通过更多实验来探讨其它⾊谱参数。例如，如图5所⽰，福莫特罗

峰的拖尾因⼦⾮常⾼(2.10)，且布地奈德相关化合物未全部达到基线分离。这⾥需要提到的是，在⽅法开发过

程的这⼀部分，使⽤QDa质谱检测器⾮常有利。这是因为该检测器使我们能够鉴定和追踪感兴趣的峰，即使这

些峰的保留时间和/或洗脱顺序在不同运⾏中有所变化。

图5.由化学筛选实验得到的“最佳外观”⾊谱图，对应于第33次运⾏。



在Empower中完成数据处理后，接下来将数据导⼊Fusion QbD，在其中⾃动创建数学模型并合并模型以预测

“总体最佳答案(BOA)”。此筛选阶段选择的性能⽬标包括基于峰计数和峰结果的趋势响应。本分析中使⽤的

峰计数趋势响应为各⾊谱图中的(1)⾊谱峰总数，和(2)USP分离度≥1.50的峰数量。对于基于峰结果的特性

，我们使⽤了Max Peak #2 USP分离度和Max Peak #3 USP拖尾因⼦。在Fusion QbD中，Max Peak #1是⾯

积最⼤的峰，Max Peak #2是⾯积第⼆⼤的峰，以此类推。在我们的案例中，有三个主要峰，因为我们有两种

活性药物成分，其中⼀种是⼀对差向异构体（布地奈德）。图6展⽰了Fusion QbD Import Responses（导⼊

响应）对话框的图像，该对话框配置有所需的Trend Response（趋势响应）设置，这些设置⾃动取⾃实验⾊

谱图并导⼊进⾏分析。



图6.Fusion QbD屏幕图像，展⽰了配置为从化学筛选实验中⾃动导⼊的性能⽬标（⽬标响应）。



下⼀步是在Fusion QbD中“执⾏搜索”。在此步骤中，软件将使⽤测得的响应针对每个⾊谱结果进⾏模型计

算。这些模型计算出的“累积期望结果”是⼀个从零到⼀的数值，表⽰⾊谱条件满⾜⽤⼾指定性能⽬标的概率

。本研究发现，实现性能⽬标设定值的最佳条件组合是：BEH C18⾊谱柱、⼄腈溶剂、pH 4.2、梯度时间12 

min。

Fusion QbD模型还提供了性能图，其中展⽰了可接受的性能区域(APR)，即BOA周围达到或超过预定筛选性能

⽬标的⽆阴影区域。请注意，APR是在图上应⽤所有性能⽬标（空⽩区域）后，仍然保持⽆阴影的图形区域。

该⽆阴影区域显⽰的设置组合达到或超过了所有所含性能⽬标的可接受范围。例如，如图7A所⽰，整个空间

内⽆阴影，因为尚未应⽤任何性能⽬标（响应）。但是，在应⽤性能⽬标后，将看到更多阴影区域，直⾄应⽤

了所有⽬标（图7B‒7C）。

图7.Fusion QbD筛选设计图像，展⽰了筛选实验设计区域内可操作区域的创建过程。

第⼆次筛选（⾼pH）

我们的第⼀个化学筛选实验在分离某些⽬标分析物⽅⾯取得了⼀定的成功，但是，它并未达到所有期望的性能

⽬标。例如，如前所述，某些分析物未得到基线分离，福莫特罗峰不对称，拖尾因⼦值介于1.44〜2.88之间。

因此，有必要实施第⼆次筛选实验，探讨在不同⾊谱条件下能否获得进⼀步改善。如前所述，pH是⼀种主要

的⾊谱参数，对分离具有重要影响。因此，在不同pH条件下实施第⼆次筛选实验。这次实验使⽤了在先前的

实验中发现的最佳⾊谱柱，并在⾼pH条件下进⾏筛选。本实验使⽤BEH C18⾊谱柱，对6.7〜10.7之间的pH值

进⾏筛选。所有其它变量和常量均保持第⼀次筛选实验中所⽤的设置。本实验的结果表明，使⽤⾼pH流动相

时，福莫特罗的峰形得到了显著改善。例如，在15次⾼pH筛选运⾏中，10次运⾏得到的福莫特罗峰的拖尾因

⼦⼩于1.3。

接下来在Fusion QbD中对这些筛选运⾏的结果进⾏处理，找出BOA和APR。该搜索设定的主要性能⽬标包括



：⾄少四个峰得到基线分离且福莫特罗峰的⽬标拖尾因⼦为1.2。如图8所⽰，福莫特罗的拖尾因⼦随pH升⾼

⽽减⼩。通过BOA搜索发现，使⽤BEH C18⾊谱柱，pH 8.76和12 min运⾏时间是实施下⼀步优化实验的最佳

条件。

图8.Fusion QbD屏幕图像，展⽰了⽤于⾼pH筛选实验的实验区域内的可操作区域。

优化



液相⾊谱⽅法开发的优化通常通过微调某些不太重要的参数（例如，温度、梯度斜率、梯度时间和流速）来完

成。本实验改变流速和温度。

本研究中包括两种流速，0.35和0.5 mL/min-1，温度范围为30〜50 °C。还研究了pH分别为8.0、8.5和9.0的

三种缓冲液。由于已经表明BEH C18固定相能够⾼效分离⽬标分析物，因此本优化实验将其选择为固定相。这

⾥需要注意的是，使⽤10 cm BEH C18 (2.1 mm × 1.7 μm)⾊谱柱代替筛选实验中所⽤的5 cm (2.1 mm × 

1.7 μm)⾊谱柱。这样做是为了使所有分析物获得更出⾊的分离结果，因为⾊谱柱越⻓，其理论塔板数越⾼

，进⽽使柱效更⾼。

使⽤Empower中的“⽅法转换器”⼯具将梯度时间从5 cm⾊谱柱转换⾄10 cm⾊谱柱。使⽤Fusion QbD软件

再次创建实验设计，并使⽤该软件处理结果找出APR和BOA。结果表明，在各种实验条件下均可实现预期的性

能⽬标。

例如，如图9所⽰，在各种温度(32.2〜38.6 °C)和各种梯度时间(13〜25 min)下，可以分离所有⽬标分析物

（七个峰），获得的最⼩分离度为2.3，且拖尾因⼦⼩于1.2。图9中还展⽰了最终⽅法在设计空间中的位置 ‒ 

将⽬标⽅法点指定为“T”。

最终设计空间中的矩形展⽰了联合的“公认可接受范围(PAR)”‒设计空间的⼦集，其中可在批准后单独调整图

形参数，⽽⽆需全⾯重新验证⽅法。这些发现表明，可以在APR空间中部创建⼀种能够实现所有所需性能⽬标

的稳定⽅法。这⾥需要注意的是，从优化实验中获得的模型⽐筛选实验获得的模型更精确，因此现在可以将

APR视为最终设计空间。分析结果确定了图9所⽰的设计空间，其中包含可以实现所需性能⽬标的各种实验因

素。



图9.Fusion QbD设计空间图以及根据优化实验获得的PAR。图下⽅的表格展⽰了此设计所实现的

⽤⼾指定的性能⽬标。

验证

在本部分研究中，进⾏了多次验证分析，对Fusion QbD获得的结果与实际运⾏结果进⾏⽐较。结果表明，预

测性能与实际性能相当吻合。例如，如图10所⽰，Fusion QbD预测在BOA条件下（如图中所详述）的峰数量

为七个峰，⽽实际⾊谱图（图10）的结果也显⽰为七个峰。此外，Fusion QbD预测这七个峰中有六个峰的

USP分离度将≥2，⽽实际⾊谱图也展⽰了相同的结果。最后，Fusion QbD软件预测所有七个峰的拖尾因⼦均

等于或⼩于1.2，⽽实际⾊谱图显⽰七个峰中有六个峰的拖尾因⼦⼩于1.2。这⾥值得注意的是，Fusion QbD



软件还可以成功预测⾊谱图中特定峰的性能。例如，当执⾏五次不同的验证分析时，布地奈德差向异构体A的

分离度预测值与实际值相差不到2%。

图10.在优化实验所获得的BOA条件下，四次重复进样得到的福莫特罗、布地奈德及其相关化合物的结果。这

些条件为：pH=8.2，温度=33 °C，流速=0.350 mL/min-1。梯度曲线为：在5%⼄腈和95%氨⽔的起始条件下保

持2 min，然后在25 min内，⼄腈以线性梯度从5%增加⾄60%。

结论

在运⾏Empower 3和Fusion软件的ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统上，使⽤“质量源于设计”理念开发出

⼀种⽤于分析布地奈德、福莫特罗及相关化合物的可靠⽅法。

使⽤Fusion QbD作为液相⾊谱⽅法开发⼯具可能在以下⽅⾯具有优势：■

⾃动完成整个⽅法开发过程



确定获得有效结果所需的最少实验次数，可节省时间

提供⼯具来量化并显⽰所有重要的仪器参数对所有⽅法性能特征的影响

QbD⽅法开发软件与ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统结合使⽤，可快速筛选各种⾊谱参数，例如⾊谱柱

填料、流动相、温度和进样体积

■

在⽅法开发中使⽤ACQUITY QDa质谱检测器⾮常有利，因为它可以在不同⾊谱条件下快速、轻松地鉴定分

析物。

■
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可在线购买

ACQUITY UPLC BEH C18⾊谱柱, 130Å, 1.7 µm, 2.1 mm × 100 mm, 1个/包 <
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ACQUITY UPLC BEH Shield RP18⾊谱柱, 130Å, 1.7 µm, 2.1 mm × 100 mm, 1个/包 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002854>

CORTECS UPLC T3⾊谱柱, 120Å, 1.6 µm, 2.1 mm × 100 mm, 1个/包 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008499>

ACQUITY UPLC HSS PFP⾊谱柱, 100Å, 1.8 µm, 2.1 mm × 100 mm, 1个/包 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005967>

720006654ZH，2019年8⽉

©2019 Waters Corporation. All Rights Reserved.

https://www.waters.com/10190669
https://www.waters.com/10138533
https://www.waters.com/514225
https://www.waters.com/134761404
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002352
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002854
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008499
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005967
https://prod1.waters.com/#

