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摘要

使⽤Arc™ Premier系统以及质谱兼容的流动相和添加剂，分离活性药物化合物去氧肾上腺素、对⼄酰氨基酚、琥

珀酸多西拉敏、愈创⽢油醚、右美沙芬和苯海拉明，运⾏时间仅11 min。⽅法开发符合ICH Q14和USP <1220>指

导原则中所述的“分析⽅法质量源于设计(AQbD)”理念，并使⽤Fusion QbD®软件(S-Matrix Corporation)进⾏

。向四种⽌咳糖浆制剂中添加不同浓度的强吸收性⼭梨酸钾辅料，成功测试了最终⽅法的重现性。

优势

⼀种分离去氧肾上腺素、对⼄酰氨基酚、琥珀酸多西拉敏、愈创⽢油醚、右美沙芬和苯海拉明的⽅法，我们使

⽤四种⽌咳糖浆制剂（样品中添加了强吸收性⼭梨酸钾辅料）测试了该⽅法。所有活性药物成分(API)的峰均表

现出光谱同质性，且性能特征保持不变

■

⼀种使⽤Arc Premier系统和2.7 μm CORTECS™⾊谱柱的快速、可靠且可重现的⽅法■

流动相与质谱兼容，允许使⽤质谱检测器进⾏峰鉴定和定量■

在Fusion QbD软件的协助下，将ICH Q14“分析程序开发”和USP <1220>“分析程序⽣命周期”指导原则的

各个⽅⾯纳⼊⽅法开发⼯作流程

■
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简介

市⾯上⽤于缓解普通感冒和流感症状的⽌咳糖浆制剂各式各样。这些药物中添加的API包括减充⾎剂、⽌咳药、祛

痰药、⽌痛药、退烧药和/或抗组胺药1。 这些API通过各种递送⽅式给药，例如丸剂、胶囊和糖浆。每种递送⽅式

都会使⽤辅料来改善产品质量。在糖浆制剂中，辅料⽤于改变糖浆的甜味、稠度、⻛味、颜⾊、抗菌性和缓冲性

。由于这些制剂均属于各⾃药企专有，因此市场上出现了种类繁多、浓度各异的API和辅料。允许⽤于不同药物制

剂的⻝品添加剂约有300种2。 ⼀项研究发现，在60种⽌咳糖浆制剂中存在上百种不同的辅料3。 这些辅料会引起

棘⼿的基质效应和共流出问题，给制剂分析带来挑战1。

HPLC是分析⽌咳糖浆的常⽤⽅法，因为它能够以⾼灵敏度和⾼选择性分离和定量API和辅料4。 ⽬前，业界使⽤单

独的⾊谱⽅法来分析药物制剂中的各种API。这种⽅法虽然有效，但可能⾮常耗时，并且会产⽣⼤量有害的有机溶

剂废液。为提⾼此类分析的效率，使⽤⼀种⾊谱⽅法来分析各种药物制剂中的多种API不失为⼀种解决⽅案。

AQbD是⼀种系统性的分析⽅法开发理念，部分通过识别并控制整个⽅法⽣命周期中的变数来确保⽅法质量。

AQbD原则在制药⾏业的重要性与⽇俱增，USP和ICH等监管机构都在强调对质量保证和控制的要求。AQbD需要

⽤到统计⼯具、实验设计(DOE)、⻛险评估和知识管理来提⾼⽅法的稳定性、可靠性和⼀致性。采⽤AQbD原则

，分析⼈员可以减少⽅法开发的时间和成本，同时提⾼分析结果的整体质量。

软件⼯具可协助⽤⼾设计和执⾏实验、分析数据和优化⽅法，从⽽在分析⽅法开发中实施AQbD原则。该软件有助

于识别给定⽅法的关键⽅法参数(CMP)和关键⽅法属性(CMA)，还有助于确定CMP与CMA之间的关系，使⽤⼾能够

识别影响⽅法质量的重要因素。

在本⽂所述的研究中，我们开发了⼀种分离⽌咳糖浆制剂中六种API的UHPLC分析⽅法。我们使⽤四种制剂测试了

该⽅法，结果表明当添加100%⼭梨酸钾时，每种制剂中的API都能保持⼀致的分离度和峰纯度。 

实验

样品前处理

将去氧肾上腺素、对⼄酰氨基酚、琥珀酸多西拉敏、愈创⽢油醚、右美沙芬和苯海拉明溶于去离⼦⽔中，制得浓

度为1 μg/mL的标准溶液。这六种API的化学结构如图1所⽰。所有制剂均购⾃在线药店，含量⻅表1。将这些制剂

⽤去离⼦⽔稀释1000倍，制备待分析样品。还制备了加标样品：⽤去离⼦⽔将这些制剂稀释1000倍，然后加⼊三

种不同浓度的⼭梨酸钾（20%、50%和100%）。100%是制剂中⼭梨酸钾含量的两倍。
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筛选的液相⾊谱条件：

⾊谱柱： 1. CORTECS Premier C18 2.7 μm 2.1 X 100mm

2. CORTECS Premier C18+ 2.7 μm 2.1 X 100mm

3. CORTECS Premier T3 2.7 μm 2.1 X 100mm

4. CORTECS Premier苯基柱, 2.7 μm 2.1 X 

100mm

柱温： 30-45 °C

流速： 0.6 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸的去离⼦⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度： ⼄腈在3‒15分钟内从3%增加到70%

最终液相⾊谱条件：

液相⾊谱系统： Arc Premier系统

四元溶剂管理器

样品管理器FTN-R

带辅助装置的⾊谱柱管理器

检测： PDA 2998

ACQUITY QDa™质谱检测器

样品瓶： 2 mLTrueView

⾊谱柱： CORTECS Premier T3 2.7 μm 2.1 X 100mm

3基于“分析⽅法质量源于设计”的理念开发使⽤Arc Premier™系统分析感冒药和咳嗽药的⽅法



柱温： 45 °C

样品温度： 20 °C

进样体积： 10 μL

流速： 0.6 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸的去离⼦⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度表：

注：QSM-r的梯度开始时间采⽤其他设置：进样前0.5 min

数据管理

⾊谱软件： Empower™软件3.6.1

信息学软件： Fusion QbD 9.9.1.b Build 334
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结果与讨论

本研究部署的⽅法开发⼯作流程包括多个步骤，均符合监管机构在USP <1220>和ICH Q14⽂件中概述的AQbD原

则5,6。这些步骤包括：确定分析⽬标概况(ATP)、⻛险评估、创建实验设计、确定⽅法操作设计区域、优化和验证

。使⽤该⼯作流程可以创建⾼质量⽅法。

图2.部署AQbD⽅法开发过程的直观展⽰

分析⽬标概况

在开发分析⽅法时，分析⽬标概况(ATP)是AQbD理念的关键要素。它包含⼀组特定的衡量特性，必须确保分析⽅
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法满⾜这些特性，才能使其适⽤于预期⽤途。ATP由关键分析物属性和性能特征组成，包括但不限于偏差、精密度

、特异性、检测限、定量限、线性、范围、耐⽤性和稳定性。ATP通过为分析⽅法的开发和优化提供指导来确保⽅

法满⾜预定义标准，从⽽得到符合预期⽬标的⽅法。

在本研究中，ATP旨在开发⼀种精密的⽅法，能够分离不同感冒/⽌咳糖浆制剂中存在的API与辅料，并且获得可接

受的检测限和定量限。我们需要所有分析物峰保留时间和峰⾯积的相对标准偏差⼩于1%，才能证明准确度和精密

度。该⽅法需要在待测制剂中添加了⼤量辅料⼭梨酸钾的情况下依然能保持优异性能。

本研究⾸先选择⼀种合适的技术，根据已有知识确定为Arc Premier系统，并配备四元溶剂管理器(QSM)、⾊谱柱

管理器(CM)和溶剂选择阀，以便能够⾃动探索各种条件。研究还采⽤了QDa质谱检测器来协助⽅法开发和峰鉴定

。在本研究中，保持⽅法与质谱兼容⾮常重要，因为某些分析物的UV吸光度较低，可以通过质谱检测器完成定量

。研究确定，在QA/QC阶段使⽤该⽅法时，由于增加压⼒和缩短运⾏时间可能有益，CORTECS⾊谱柱的实⼼核技

术将发挥有利作⽤。

⻛险评估

在研究的这⼀阶段，我们全⾯评估了可能对⽅法⽣成的数据的质量及其实现⽬标的能⼒有影响的⾼⻛险参数。此

评估基于可靠的⾊谱原理、现有知识和专业知识。

鉴于⾊谱柱固定相对化合物分离的重⼤影响，本研究将其视为⾼⻛险因素。因此，本研究选择了四种不同的固定

相填料进⾏筛选，以确保⼴泛的选择性并尽可能提⾼成功分离所有分析物的可能性。此外还假设pH对分析⽅法的

性能有重⼤影响。因此，我们在较宽的pH范围内开展了初步实验，结果表明对于⼤多数分析物⽽⾔，较低的pH值

更为理想。梯度时间和柱温均被视为⾼⻛险因素，因为这些因素可能导致制剂发⽣共流出。因此我们认为需要在

⽅法开发过程的后续步骤中深⼊研究这两个因素。假设样品前处理对标准品和制剂的⻛险较低，因为所有样品都

是⽔溶性的，更容易萃取⽬标分析物且降低了强溶剂效应的⻛险。研究发现，由于制剂耐储存，因此稳定性是⼀

个相对较低的⻛险因素。所有⽅法都需要仔细考虑检测问题。在⽅法开发过程中，质谱主要⽤于峰鉴定，但也可

⽤于定量某些分析物。这些制剂中的化学成分的化学性质差异很⼤，并没有适合所有分析物的UV波⻓，因此使⽤

标准的254 nm。检测⽅法和参数会影响LOD和LOQ，但不影响保留时间。我们认为这些因素对⽅法仅有低⻛险

，因为ATP侧重于分离，⽽不是低检测限。为了说明所有⽅法参数及其各⾃的影响，我们在图3中绘制了⻥⻣图。
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图3.⻛险评估的Ishikawa⻥⻣图。红⾊⽂本表⽰⾼⻛险因素。

实验设计

在研究的这⼀阶段，我们根据⻛险评估过程中识别的关键⽅法属性和⻛险因素制定了DOE。这样做的⽬的是全⾯

探讨⾊谱柱填料、梯度时间和温度对开发过程的影响。在Fusion QbD中选择实验的所有变量和常量后，该软件会

使⽤统计抽样⽅法创建实验设计⽅案，包括32次分析运⾏。该软件会在Empower软件项⽬中⾃动创建所有必需的

仪器⽅法和平衡/活化步骤。 

实验设计

下⼀步是在Empower CDS中处理数据并导⼊Fusion QbD软件，以找到满⾜性能⽬标的总体最佳答案(BOA)。此

筛选阶段设定的性能⽬标包括：分离度≥4的最⼤峰数以及USP拖尾因⼦≤1.5的最⼤峰数。这些⽬标是在⽬视检

查筛选实验的⾊谱图后设定的。数据处理模拟的模型充分性为0.999，表明预计达到设定性能标准的最佳条件组合

是CORTECS Premier T3⾊谱柱，柱温45 °C，梯度时间9 min。图4显⽰了MODR，其中⽩⾊区域代表满⾜设定性

能特征的⽅法。 
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图4.每种⾊谱柱的⽅法操作设计区域（基于梯度时间和温度）。要优化的参数包括分离度⼤于4的峰数量以及不同

化合物的各种USP拖尾因⼦。

利⽤之前在⻛险评估阶段获得的知识和信息，进⼀步优化总体最佳答案，提⾼⽅法性能。BOA的优化不需要使⽤

Fusion QbD软件。通过改变三项参数来改善⽅法的⾊谱特性，从⽽更好地分离制剂。在梯度的最后⼀分钟内⽆峰

洗脱。为减少溶剂浪费并缩短运⾏时间，我们将⽅法的⼄腈百分⽐上限降⾄60%，梯度时间缩短⾄8分钟，从⽽⼤
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致保持梯度斜率不变。第⼀个洗脱峰去氧肾上腺素的洗脱时间过于接近死体积时间，因此将梯度起点降⾄1%⼄腈

。 

验证

6种API的最终分离结果⻅图5。除琥珀酸多西拉敏存在明显拖尾以外，其余所有分析物均满⾜⽅法性能⽬标。这种

拖尾虽然不理想，但并未使⽅法重现性降低⾄可接受⽔平以下。重现性结果⻅表3；保留时间和峰⾯积的相对标准

偏差表明该⽅法具有良好的重现性。这些结果实现了ATP中设定的⽬标。

在⽅法验证和评估过程中，我们根据USP <621>指导原则评估了6种API的检测限(LOD)和定量限(LOQ)7。 使⽤空

⽩样品和最新的USP指导原则计算噪⾳。计算采⽤的波⻓为254 nm，使⽤不同的波⻓或不同的检测器计算的LOD

和LOQ可能会更低，因为没有⼀种检测⽅法能对所有API都达到理想状态。LOD和LOQ浓度均在可接受范围内。

⽅法应⽤：药物制剂、辅料添加和峰纯度

本研究阶段的⽬的是通过分析⽌咳糖浆药物制剂来评估所开发⽅法的性能。此外，我们还试图通过测定该⽅法准

确检测样品中不同浓度某⼀辅料的能⼒来评估该⽅法的稳定性。由于⼭梨酸钾在此类制剂中较为常⽤，因此被定

为⽬标辅料8。 这种抗菌和抗真菌辅料⻓期使⽤有可能产⽣毒性和致癌作⽤，因此需要密切监测9。 此外，它还具

有强烈的UV吸收特性，是开发HPLC-UV⽅法的理想选择。

我们使⽤添加四种不同浓度⼭梨酸钾的所有四种制剂测试了最终⽅法，分别是：不添加、添加20%、50%和

100%。在所有添加浓度下，所有制剂都具有可接受的分离度和⾊谱特性。制剂1在各加标浓度下的⽰例⾊谱图⻅

图6。图7显⽰了所有制剂中添加100%⼭梨酸钾的结果。对于所有制剂，在任何⼭梨酸钾加标浓度下，所有API（

包括关键化合物对）的分离度均未下降。在任何加标浓度的任何制剂中，所有API的保留时间、峰⾯积和拖尾因⼦

均⽆显著变化。 
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图6.同⼀种⽌咳糖浆制剂添加不同浓度⼭梨酸钾的分离⽰例：稀释1000倍的制剂中不添加、添加20%、50%和

100%原始⼭梨酸钾。峰标签：愈创⽢油醚(GUA)、⼭梨酸钾(SOR)、对羟基苯甲酸甲酯(MET)、右美沙芬(DXM)。

每张对应⾊谱图的右上⽅显⽰了标记峰的USP分离度(HH)。 

峰纯度测试对于任何⽅法都很重要，尤其是在处理包含各种辅料的制剂时，因为共洗脱会导致结果不准确。由于

这些⽌咳糖浆中存在⼤量未知峰，因此要避免发⽣共洗脱⾮常困难。使⽤UV分析完成峰纯度测试10。 本研究检测

了API以及辅料⼭梨酸钾和对羟基苯甲酸甲酯。结果表明，所有纯度⻆均⼩于纯度阈值，证明具有光谱同质性，可

以表明峰纯度。
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图7.四种制剂添加100%⼭梨酸钾的⾊谱图。峰标签：对⼄酰氨基酚(ACE)、愈创⽢油醚(GUA)、⼭梨酸钾(SOR)、

对羟基苯甲酸甲酯(MET)、右美沙芬(DXM)、苯海拉明(DPH)。

结论

本研究开发出⼀种分离去氧肾上腺素、对⼄酰氨基酚、琥珀酸多西拉敏、愈创⽢油醚、右美沙芬和苯海拉明的单

⼀⽅法。所有分析物均获得了所需的⾊谱特性，琥珀酸多西拉敏除外，其拖尾程度超出预期，但并未导致⽅法重
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现性低于可接受⽔平。该⽅法能够分离⼀系列常⻅⽌咳糖浆中的所有API与辅料。我们使⽤来⾃PDA和Empower

软件UV峰纯度测试⼯具的数据测试了峰纯度，结果显⽰，被测样品中的所有API均具有光谱同质性。在所有⼭梨酸

钾加标浓度下，所有制剂的分离度均不受影响。

我们采⽤Arc Premier系统，并配备了四元溶剂管理器(QSM)、⾊谱柱管理器(CM)和溶剂选择阀，能够⾃动探索各

种条件。可靠的Arc Premier系统和CORTECS⾊谱柱能够快速分离API化合物。实现这⼀点的同时保持流动相兼容

质谱仪，以便使⽤QDa质谱检测器协助⽅法开发和峰鉴定。

随着USP <1220>“分析程序⽣命周期”和ICH Q14“分析程序开发”指导原则的发布，AQbD原则以及改进⽅法

开发理念的优势得到更⼴泛的认可。Fusion QbD软件可协助⽤⼾设计和执⾏实验、分析数据和优化⽅法。该软件

有助于确定CMP与CMA之间的关系，使⽤⼾能够识别影响⽅法质量的重要因素。在这些⽂档概述的⽅法开发⼯作

流程中纳⼊AQbD原则有助于创建⾼质量⽅法。
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特⾊产品

Arc Premier系统 <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135083359>

ACQUITY QDa质谱检测器 <https://www.waters.com/waters/global/ACQUITY-QDa-Mass-Detector-for-

Chromatographic-Analysis/nav.htm?cid=134761404>

2998光电⼆极管阵列(PDA)检测器 <

https://www.waters.com/nextgen/global/products/chromatography/chromatography-detectors/2998-

photodiode-array-pda-detector.html>

Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/waters/global/Empower-Chromatography-Data-

System/nav.htm?cid=10190669>
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