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摘要

通过Arc Premier系统与MaxPeak Premier⾊谱柱联⽤的超⾼效液相⾊谱⽅法评估多根⾊谱柱的批间重现性，研究

了MaxPeak Premier XBridge BEH C18和XSelect HSS T3不同批次的结构材料和填料。结果表明，在⾦属螯合物

与⾮⾦属螯合物混合物的分析中，MaxPeak Premier⾊谱柱的重现性⾮常出⾊。全⾯考察各种⾊谱参数（包括相

对保留时间、关键化合物对分离度和峰⾯积），评估不同⾊谱柱的重现性。这些⾊谱柱对所有研究的⾊谱参数均

表现出优异的重现性。例如，所有分析物峰的峰⾯积%RSD始终在0.1%~5.6%的范围内。这些结果表明，

MaxPeak Premier⾊谱柱的批间重现性⾮常⾼，这些⾊谱柱⾮常稳定耐⽤。 

优势

MaxPeak Premier XBridge BEH C18和XSelect HSS T3⾊谱柱结构材料的批间重现性■

MaxPeak Premier XBridge BEH C18和XSelect HSS T3⾊谱柱填料的批间重现性■

简介

不锈钢以其独特的耐腐蚀性1、可制造性和惰性⽽⼴泛⽤作制造液相⾊谱仪器和⾊谱柱的材料。但是，某些类别的

分析物（例如⾦属螯合物）仍有可能与⾦属氧化物膜发⽣相互作⽤，因为这些⾦属离⼦具有缺电⼦性。例如，磷

酸化分析物可能很容易吸附到⾊谱系统流路内不锈钢的缺电⼦表⾯。此类相互作⽤可能导致⾊谱峰形状不佳、分

析物严重损失和定量不准确2,3。
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为解决这⼀问题，沃特世开发出⼀系列技术，并将其称为MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)。MaxPeak HPS表⾯由⾼度

交联层组成，化学性质与亚⼄基桥杂化颗粒(BEH)相似，能够减少分析物与⾦属表⾯的不良相互作⽤，进⽽提⾼分

析物回收率、灵敏度和重现性。⾊谱柱重现性是⼀个关键参数，对分析⽅法的⻓期可靠性和稳定性具有重要影响。

这是因为柱间差异和批间差异可能导致不可接受的⾊谱性能，可能需要重新验证⽅法以获得监管机构的认可。因此

，在开发分析⽅法时，所选⾊谱柱必须稳定且可重现，以降低在整个⽅法⽣命周期内出现不合格和超趋势结果的⻛

险。 

本研究的主要⽬的是考察三种不同XBridge BEH C18⾊谱柱的批间重现性，这些⾊谱柱使⽤不同批次⾼性能表⾯材

料制造⽽成。此外，本研究还将考察使⽤相同批次⾼性能表⾯材料但使⽤三个不同批次固定相的XBridge BEH C18

⾊谱柱的重现性。还将对XSelect HSS T3⾊谱柱进⾏相同的研究。为此，将使⽤之前针对⾦属敏感药物/相关化合

物（结构⻅图1）分析开发的UHPLC⽅法来评价不同的XBridge BEH C18和XSelect HSS T3⾊谱柱4。

 
图1.磷酸氢化可的松、磷酸地塞⽶松及其三种相关化合物的化学结构

在考察不同批次⾊谱柱的⾊谱参数重现性时，保留时间、峰⾯积、峰对称性、柱效和各种其他参数可能会出现差

异。将评价这些不同⾊谱柱所获⾊谱峰的保留时间及若⼲其他图谱特征的重现性。 

实验

磷酸氢化可的松三⼄胺、地塞⽶松磷酸钠、倍他⽶松磷酸钠、地塞⽶松和醋酸地塞⽶松均购⾃美国药典(USP)委员

会（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50/50 (v/v)⽔/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两种API和三种磷酸地塞⽶松相关化合物的测试混合物。使⽤90/10 (v/v)⽔
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/⼄腈作为样品溶剂稀释各种标准品的储备液，制备该混合物。测试混合物中各分析物的最终浓度约为：0.1 

mg/mL（磷酸氢化可的松三⼄胺、地塞⽶松磷酸钠）和0.07 mg/mL（各种相关化合物）。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： Arc Premier，配备四元溶剂管理器(rQSM)、样品

管理器(rFTN)、⾊谱柱管理器、⼀台CM Aux、PDA

检测器、ACQUITY QDa质谱检测器

检测器： PDA

⾊谱柱： MaxPeak HPS XSelect HSS T3, 4.6 × 100 mm, 

2.5 µm pH范围：1‒10

MaxPeak HPS XBridge BEH C18, 4.6 × 100 mm, 

2.5 µm pH范围：1‒10

柱温： 35 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 3 µL

流速： 0.5

流动相A： 10 mM甲酸铵⽔溶液

流动相B： ⼄腈（含0.1%甲酸）

梯度： 流动相B在5 min或15 min内从10%增加⾄90%* 梯

度从t=0开始，最终保持2 min，然后返回初始条件

。

UV检测波⻓： 254 nm
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质谱条件

质谱系统： ACQUITY QDa质谱检测器

电离模式： ESI+

采集范围： 100-500 Da

⽑细管电压： 0.8 kV

离⼦源温度： 600 °C

锥孔电压： 15 V

数据管理

⾊谱软件： Empower 3⾊谱数据系统

结果与讨论

相对保留时间

评价⾊谱柱批间重现性时需要考虑的关键参数是化合物的相对保留时间。表1总结了分析MaxPeak XSelect HSS 

T3和MaxPeak XBridge BEH C18⾊谱柱所⽤不同批次HPS材料得到的磷酸地塞⽶松及其相关化合物（参考磷酸氢

化可的松）的相对保留时间。结果表明，两种⾊谱柱填料的不同批次对所有分析物的相对保留时间均表现出⾮常

⾼的重现性。例如，采⽤不同批次HPS材料的两种⾊谱柱填料对磷酸地塞⽶松及其相关化合物的相对保留时间%

RSD始终≤0.1%。这些结果表明，HPS材料的内部专业⽣产⼯艺精度⾮常⾼。
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表1.使⽤本⽂所述UHPLC⽅法分析得到的磷酸倍他⽶松、磷酸地塞⽶松、地塞⽶松和醋酸地塞⽶松的相对保留时

间。每个值表⽰6次重复进样的平均值。%RSD值表⽰在填充同⼀批次填料但采⽤不同批次HPS材料的3根⾊谱柱

上进⾏18次进样的结果。

这⾥需要提到的是，本研究还考察了不同批次填料（采⽤同⼀批次结构材料）的重现性。结果表明（如表2所⽰

），使⽤三个不同批次的填料时，两种⾊谱柱上进样磷酸地塞⽶松及其相关化合物的相对保留时间也具有出⾊的

重现性，所有分析物的%RSD值≤0.1%。 

 
表2.使⽤本⽂所述UHPLC⽅法分析得到的磷酸倍他⽶松、磷酸地塞⽶松、地塞⽶松和醋酸地塞⽶松的相对保留时

间。每个值表⽰6次重复进样的平均值。%RSD值表⽰在填充3种不同批次填料的3根⾊谱柱上进⾏18次进样的结果

。

关键分析物对分离度

在评价柱间重现性时，需要考虑的另⼀个重要⾊谱参数是“关键分析物对”的分离度。关键分析物对表⽰⾊谱图

中具有最低计算分离度的两种组分。本例的关键分析物对是磷酸倍他⽶松/磷酸地塞⽶松。本⽂还评价了采⽤不同

批次HPS材料和不同批次填料的不同⾊谱柱可重现地分离关键分析物对的能⼒。结果表明（如表3所⽰），采⽤两

种填料的所有⾊谱柱均能够以⾮常⾼的重现性分离这两种组分。本研究在采⽤不同批次结构材料的两种⾊谱柱上

分离磷酸地塞⽶松和相关化合物，得到的典型⾊谱图如图2所⽰。 
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表3.本研究中所⽤所有⾊谱柱上关键分析物对（磷酸倍他⽶松/磷酸地塞⽶松）的USP分离度。每个值表⽰6次重复

进样的平均值。RSD值表⽰在采⽤相同批号的HPS材料或⾊谱柱填料的3根⾊谱柱上进⾏18次进样的结果。

 
图2.18次进样的叠加⾊谱图：A.采⽤三个不同批次结构材料的MaxPeak Premier XSelect HSS T3⾊谱柱；B.采⽤

三个不同批次结构材料的MaxPeak Premier XBridge BEH C18⾊谱柱。根据洗脱顺序，这些峰分别是：磷酸氢化

可的松、倍他⽶松磷酸钠、地塞⽶松磷酸钠、地塞⽶松和醋酸地塞⽶松。

峰⾯积

将相同量样品注⼊不同⾊谱柱时的峰⾯积⼀致性也是研究批间重现性需要考虑的另⼀个关键参数。在定量时，峰

⾯积⼀致性是获得正确结果的关键。表4展⽰了在本研究所测不同⾊谱柱上分析得到的磷酸地塞⽶松、相关化合物

和磷酸氢化可的松的峰⾯积。所有分析物在不同批次结构材料以及不同批次填料中均表现出优异的峰⾯积重现性
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。 

 
表4.在本研究所测不同⾊谱柱上分析得到的磷酸倍他⽶松、磷酸地塞⽶松、地塞⽶松和醋酸地塞⽶松的峰⾯积。每

个值表⽰6次重复进样的平均值。%RSD值表⽰在采⽤相同批号的填料或结构材料的3根⾊谱柱上进⾏18次进样的

结果。 

结论

本应⽤纪要清晰展⽰了MaxPeak Premier XSelect HSS T3和XBridge BEH C18⾊谱柱在磷酸地塞⽶松及相关化

合物分析中的稳定性。

■

在分析⽅法中采⽤批间重现性⾼的MaxPeak Premier⾊谱柱⾮常有利，对于⻓期使⽤的⽅法⽽⾔尤其如此。■

本应⽤纪要还展⽰了沃特世设备对柱温、流动相流速和流动相组成的良好控制。■
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