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摘要

本应⽤纪要以盐酸甲氧氯普胺及其相关物质的USP分析⽅法为例，介绍了UPLC⽅法的开发过程。ACQUITY QDa

质谱检测器与UV检测和ACQUITY UPLC H-Class系统相结合，可简化⽅法开发过程。本⽂内容包括：

稳定的UPLC⽅法开发⽅案■

采⽤ACQUITY QDa质谱检测器，通过质谱检测实现快速准确的样品组分鉴定■

最⼤程度减少通过单独进样样品组分确认谱峰的需求■

⽅法开发过程采⽤了系统化⽅案，包括探索、筛查和优化三个步骤。我们利⽤⾃定义计算功能分析每个步骤的结

果并对其进⾏排序，然后在Empower 3⾊谱数据软件中进⾏报告，最⼤程度降低了制定决策时由于分析⼈员造成

的偏差，确保实现总体⽬标。

该⽅法达到了预设的成功标准，即完全分离全部共9种组分，⽽且所有⾊谱峰的分离度≥ 2.0，拖尾因⼦≤ 1.5，保

留因⼦(k*) ≥3.0。

最后，Empower软件的ApexTrack功能可连续地对⾊谱图进⾏评估，从⽽确保整个开发过程中的数据对⽐都公平

公正。Empower的⾃定义计算和报告功能还能⽣成评分报告，帮助我们轻松确定⽅案中每个步骤的最佳条件。

总⽽⾔之，采⽤指定的系统化⽅案，配合UPLC系统、检测器及相应的⾊谱柱填料，有助于分析实验室快速⾼效地

开发⾊谱⽅法。采⽤这种⽅式开发的⽅法通常具有更出⾊的重现性，可有效提⾼实验室的验证成功率。

优势

稳定的UPLC⽅法开发⽅案 ■
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采⽤ACQUITY QDa质谱检测器，通过质谱检测实现快速准确的样品组分鉴定■

最⼤程度减少通过单独进样样品组分确认谱峰的需求■

简介

在⽅法开发过程中，我们需要筛查⼀系列的⾊谱参数才能使⽅法达到⾜够的分离度并实现稳定的分离。进⾏⽅法

开发的途径多种多样，例如每次更改⼀个因⼦的⽅法、系统化⽅法、质量源于设计(QbD)法等等，⽽采⽤这些⽅法

优化分离时，需要考虑的因⼦以及最终的⽬标都是相同的。在所有的因⼦中，我们要调整的参数主要包括⾊谱柱

填料、有机溶剂、pH、梯度斜率、流速和温度。 

在⽅法开发过程中，我们需要系统地评估修改这些参数之后产⽣的影响。每⼀轮优化之后，我们都要依照具体的

标准（例如保留性、分离度和拖尾值满⾜特定标准的⽬标峰的最⼤数量）对新⽅法进⾏评估，然后从每个步骤中

选出最佳⽅法以待进⼀步研究，直⾄获得最适⽤的⽅法。整个开发过程的重点是要确保每个步骤都能选出最佳条

件，⽽且所做的选择必须有理有据。

⽆论选择何种优化策略，在所研究的实验条件下鉴定和追踪关键样品组分都具有重要意义。由于峰洗脱顺序可能

发⽣变化且相关物质的UV光谱可能发⽣重叠，因此如果条件允许，我们可采⽤相同的实验条件，通过依次进样标

准品来简化分析。尽管这种⽅法最终能够给出有效的结果，但其过程相当耗时。⽽使⽤质谱检测替代光学检测可

实现明确鉴定，还有助于分析⼈员监测样品组分，快速鉴定和追踪共洗脱组分以及洗脱顺序的变化。 

本应⽤纪要介绍了盐酸甲氧氯普胺及其相关物质的UPLC分析⽅法的开发过程。我们将UV (PDA)和质谱检测相结合

，应⽤了⽤⼾友好的ACQUITY QDa质谱检测器。⽅法开发过程采⽤了系统化⽅案，包括探索、筛查和优化三个步

骤。我们利⽤⾃定义计算功能分析每个步骤的结果并对其进⾏排序，然后在Empower 3⾊谱数据软件中进⾏报告

，最⼤程度降低了制定决策时由于分析⼈员造成的偏差，确保实现总体⽬标。 

实验

沃特世参⽐标准品

采⽤样品瓶包装：LCMS质量控制标准品(QCRM) 

⽅法开发条件
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LC系统： 配备⾊谱柱管理器和溶剂选择阀(SSV)的ACQUITY UPLC 

H-Class

⾊谱柱： 规格为2.1 × 50 mm的所有⾊谱柱：

ACQUITY UPLC CSH C18, 1.7 μm

ACQUITY UPLC CORTECS C18+, 1.6 μm

ACQUITY UPLC CSH苯⼰基, 1.7 μm

ACQUITY UPLC HSS五氟苯基(PFP), 1.8 μm

柱温： 40、45和50 °C

进样体积： 1.0 μL

流速： 0.6 mL/min

流动相A： 125 mM甲酸的⽔溶液

流动相B： 125 mM氢氧化铵的⽔溶液

流动相C： ⽔

流动相D1： ⼄腈

流动相D2： 甲醇

系统控制、数据采集和分析

数据采集： Empower 3 FR2 CDS软件

分离： 采⽤标准梯度，5 min内有机溶剂从5%升⾄90%

清洗溶剂： 清除/样品清洗：50:50⽔/甲醇
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密封清洗液： 90:10⽔/⼄腈

PDA检测器： ACQUITY UPLC PDA

PDA设置： 210-400 nm（在270 nm下检测）

MS检测器： ACQUITY QDa（扩展性能）

扫描模式： 100-400 m/z

电离模式： ESI+，ESI-

探头温度： 600 °C

采集速率： 10点/秒

⽑细管电压： 0.8 kV（正/负）

锥孔电压： 15 V

数据： 质⼼

在本应⽤纪要中，我们展⽰了如何在⽅法开发过程中结合UV和质谱数据准确追踪所有组分，以确保最终⽅法的峰

纯度。总体⽽⾔，采⽤系统化的⽅案并借助质谱检测技术，能够更快、更有效地开发出符合USP⽅法稳定性和性

能验证标准的⽅法1。

溶液制备

含API及相关化合物的样品溶液 

使⽤甲醇配制浓度为1.0 mg/mL的分离储备液。将等体积的各种储备液移⾄同⼀样品瓶中，⽤⽔稀释，使⼯作样

品中每种分析物的最终浓度均为0.06 mg/mL。本研究中使⽤的化合物如表1所⽰。
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表1.UPLC⽅法开发中的USP指定盐酸甲氧氯普胺相关物质列表。

结果与讨论

系统化的⽅法开发⽅案

采⽤系统化⽅案可以对主要选择性参数进⾏连续评估，以确保开发出稳定且可重现的⽅法；在此我们使⽤UPLC以

实现更快的分析速度和更⾼的灵敏度。 

本研究选⽤了不同基质颗粒和键合相的⾊谱柱填料，以扩⼤选择性的范围。 

如图1所⽰，该⽅案包括⼀系列的步骤，每个步骤都是为了系统性地解决分离度问题⽽设计的。⽅案的第⼀步包括

定义样品、成功标准、⾊谱系统和验证系统性能。 

对于甲氧氯普胺及其USP指定相关物质，我们的⽬标是成功分离这些组分，使得每个峰⾄少达到≥ 2.0的USP分离

度以及≤ 1.5的USP拖尾因⼦，并且获得≥ 3.0的保留因⼦(k*)。在梯度分离中，峰的保留因⼦被定义为k/(k+1)。 
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为了使⽅法开发达到最⼤的灵活性，我们采⽤了配备⾊谱柱管理器和溶剂选择阀的ACQUITY UPLC H-Class系统。

鉴定所有组分和可能存在的共洗脱物时，我们使⽤ACQUITY PDA进⾏光学检测，使⽤ACQUITY QDa进⾏质谱检测

。在开始研究之前，我们使⽤LCMS质量控制标准品验证了系统性能，以确认系统运⾏正常3。

 
图1.⽤于开发⾊谱⽅法的系统化⽅案。

快速探索

定义样品、分析标准和系统之后，我们将快速探索作为系统化⽅案的第⼀步，⽬的是快速筛查出适⽤的分离条件

。快速探索的⽬标是选出能够实现最佳的样品组分保留性能的酸性或碱性条件，并确定最佳分离模式（反相或

HILIC）。 

分别使⽤125 mM甲酸和125 mM氢氧化铵的储备液进⾏低pH和⾼pH分离。反相分离使⽤标准梯度 — ⼄腈在5分

钟内从5%增加⾄90%。这⼀碱性样品混合物的分离结果与我们预期的⼀致，低pH和⾼pH条件下的分离表现出显

著的保留性变化（图2）。我们还通过质谱数据追踪到了受pH影响最⼤的组分。⾊谱数据由Empower⾃动处理

，利⽤ApexTrack集成技术检测⾊谱峰。

为了确定最佳条件以便执⾏下⼀步的⽅法优化，我们在Empower软件中定义了⾃定义计算并创建了⾃定义报告。

通过追踪达到指定标准的峰的数量对最佳条件下的⽅法进⾏评分，进⽽完成选择。在本研究中，所有组分的保留

性在低pH条件下更好，因此，我们继续采⽤低pH条件进⾏下⼀步的研究。
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图2.采⽤低pH和⾼pH条件进⾏快速探索。A.展⽰低pH和⾼pH条件对甲氧氯普胺及相关化合物的分离影响的⾊谱

数据。利⽤质谱数据追踪受pH影响最⼤的样品组分。B. Empower 3评分报告。在Empower中将成功标准定义为

⾃定义计算结果，然后根据计算结果创建报告。对标准进⾏了排序，将最佳⽅法列于⾸位。

筛查

通过探索步骤选出能实现最佳保留性能的分离条件（低pH条件）并未完全达到我们的成功标准。接下来，我们进

⼊了⽅案的筛查阶段，⽬的是实现所有样品组分的分离。利⽤⾊谱柱管理器，⽆需任何⽤⼾⼲预，我们即可对每

根⾊谱柱进⾏筛查。每次分离均使⽤与探索实验相同的标准梯度，但要研究甲醇和⼄腈这两种不同的洗脱液。 

然后，我们再次使⽤Empower评分报告分析⾊谱数据并选择最佳分离条件（图3）。如图所⽰，使⽤ACQUITY 

UPLC CSH C18⾊谱柱，以甲醇为流动相时，能够获得数量最多的⾊谱峰，分离度≥ 2.0且拖尾因⼦≤ 1.5的⾊谱峰

数量也最多。因此，我们选择该条件⽤于系统化⽅案的最后⼀个步骤 — 优化。
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图3.筛查不同⾊谱柱和有机溶剂的Empower 3评分报告。使⽤ACQUITY UPLC CSH C18⾊谱柱和甲醇的⽅法排名

最⾼，表明该分离获得的分离度≥ 2.0且拖尾因⼦≤ 1.5的⾊谱峰数量最多。

优化

尽管我们已经离⽅法开发的⽬标更近了⼀步，但是筛查步骤所得的结果仍然不能完全满⾜成功标准。我们需要继

续执⾏优化步骤以改善分离效果。在优化步骤中，我们研究了梯度斜率、柱温和pH的影响。完成每⼀步之后都利

⽤评分报告选出最佳条件。 

我们研究的第⼀个参数是梯度斜率，具体⽅法是保持梯度时间不变，改变梯度的终点。评分报告表明，有机溶剂

在5分钟内从5%增加⾄60%的梯度可实现最佳分离（图4）。为了让所有的峰都能达到分离度标准，接下来我们利

⽤相同的系统设置对柱温进⾏了优化。结果表明，在45 °C的条件下，所有组分均可实现最佳分离，满⾜我们在开

发初期设定的所有⽬标，如图5所⽰。

 
图4.梯度斜率优化。研究不同的梯度斜率，将梯度终点的有机溶剂百分⽐从90%依次降⾄80%、70%和60%（梯

度时间为5 min，起始百分⽐为5%）。甲醇在5分钟内从5%增加⾄60%的梯度评分最⾼，即该梯度下分离度≥ 

2.0且拖尾因⼦≤ 1.5的⾊谱峰数量最多，分离效果最佳。
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图5.柱温优化。我们研究的温度包括40 ℃、45 ℃和50 ℃。采⽤45 ℃的⽅法得分最⾼，分离度≥ 2.0的⾊谱峰数

量最多，表⽰其分离效果最好。

⾄此，所有标准均已达到，我们接下来⼜继续研究了pH对⾊谱分离的影响。⼀般⽽⾔，即使⾮常细微的pH变化也

会极⼤地影响可电离化合物的保留性。我们采⽤⽅案中所定义的流动相，在2.15、3.0和4.0的pH条件下执⾏了分

离，结果如图6所⽰。实验采⽤pH 3.0和4.0的条件，通过Auto•Blend Plus技术混合系统中已有的甲酸和氢氧化

铵溶液、甲醇和⽔，获得pH稳定的流动相。结果表明，随着pH升⾼，选择性发⽣了显著变化，最终，pH 2.15的

条件实现了最佳分离效果，如图7所⽰。

 
图6.通过优化pH研究pH对甲氧氯普胺及相关化合物分离的影响。使⽤ACQUITY QDa质谱检测器，通过质谱检测

进⾏峰追踪。最佳分离条件为pH 2.15。
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图7.pH优化。流动相pH为2.15的⽅法得分最⾼，为最佳的分离条件。

最终的UPLC⽅法条件

LC系统： 采⽤Auto•Blend Plus技术的ACQUITY 

UPLC H-Class

⾊谱柱： ACQUITY UPLC CSH C18，1.7 μm，2.1 × 

50 mm

柱温： 45 °C

进样体积： 1.0 μL

流速： 0.6 mL/min

流动相A： 125 mM甲酸的⽔溶液

流动相C： ⽔

流动相D2： 甲醇

清洗溶剂： 清除/样品清洗：50:50⽔/甲醇

密封清洗液： 90:10⽔/⼄腈

PDA检测器： ACQUITY UPLC PDA
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PDA设置： 210-400 nm（在270 nm下检测）

MS检测器： ACQUITY QDa（扩展性能）

扫描模式： 100-400 m/z

电离模式： ESI+，ESI-

探头温度： 600 °C

采集速率： 10点/秒

⽑细管电压： 0.8 kV（正/负）

锥孔电压： 15 V

数据： 质⼼

系统控制、数据采集和分析： Empower 3 FR2 CDS软件

梯度

步骤 时间(

min)

溶剂A 

(%)

溶剂C 

(%)

溶剂D2 

(%)

1.0 初始 10.0 85.0 5.0

2.0 5.0 10.0 30.0 60.0

3.0 5.5 10.0 30.0 60.0

4.0 5.6 10.0 85.0 5.0

5.0 7.0 10.0 85.0 5.0
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最终UPLC⽅法

为了验证新开发的UPLC⽅法的性能，我们对样品重复进样的结果重复性进⾏了评估。根据USP通⽤章节<621>⾊

谱2中定义的规范确定五次重复进样的系统适应性。 每种组分的⽅法系统适应性结果如表2所⽰。 

保留时间和峰⾯积重复性远低于USP的规定限值（2.0% RSD以下）。所有峰之间的USP分离度均≥ 2.5，⾼于通

⽤USP≥ 1.5的分离度要求。通过重复进样得到的系统适应性结果都⾮常良好。使⽤Empower⽅法验证管理器(

MVM)软件还可⾃动执⾏进⼀步的验证检测。

 
表2.使⽤ACQUITY UPLC H-Class系统采集五次重复进样的数据所得的系统

适应性结果。

结论

我们采⽤系统化⽅案成功地开发了甲氧氯普胺及相关化合物的UPLC分离⽅法。该⽅法达到了预设的成功标准，即

完全分离全部共9种组分，⽽且所有⾊谱峰的分离度≥ 2.0，拖尾因⼦≤ 1.5，保留因⼦(k*) ≥3.0。

将ACQUITY QDa质谱检测器与UV检测和ACQUITY UPLC H-Class系统配合使⽤，⽆需通过多次⾊谱运⾏来确证根

据保留时间得到的⾊谱峰鉴定结果，极⼤简化了⽅法开发过程。 

在⽅法开发研究中，我们仅通过单次进样（⽽不是9次单独进样）就快速完成了组分的鉴定以及⾊谱峰洗脱顺序的
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追踪。

最后，Empower软件的ApexTrack功能可连续地对⾊谱图进⾏评估，从⽽确保整个开发过程中的数据对⽐都公平

公正。Empower的⾃定义计算和报告功能还能⽣成评分报告，帮助我们轻松确定⽅案中每个步骤的最佳条件。 

总⽽⾔之，采⽤指定的系统化⽅案，配合UPLC系统、检测器及相应的⾊谱柱填料，有助于分析实验室快速⾼效地

开发⾊谱⽅法。采⽤这种⽅式开发的⽅法通常具有更出⾊的重现性，可有效提⾼实验室的验证成功率。
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特⾊产品

ACQUITY UPLC H-Class系统 <https://www.waters.com/10138533>■

ACQUITY QDa质谱检测器 <https://www.waters.com/134761404>■

ACQUITY UPLC PDA检测器 <https://www.waters.com/514225>■

Empower⾊谱数据软件 <https://www.waters.com/513188>■

可在线购买：

ACQUITY UPLC CSH C18, 1.7 µm, 2.1 mm X 50 mm⾊谱柱 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005296>

■

CORTECS UPLC C18+, 1.6 µm, 2.1 mm X 50 mm⾊谱柱 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007114>

■
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ACQUITY UPLC CSH, 1.7 µm, 2.1 mm X 50 mm苯⼰基⾊谱柱 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005406>

■

ACQUITY UPLC HSS PFP, 1.8 µm, 2.1 mm X 50 mm⾊谱柱 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005965>

■

LCMS QC标准品 <https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006963>■

720005026ZH，2014年4⽉

©2019 Waters Corporation. All Rights Reserved.

14使⽤系统化筛查⽅案提⾼⽅法开发的效率

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005406
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005406
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005406
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005406
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005406
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005965
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005965
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005965
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005965
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005965
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006963
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006963
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006963
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006963
https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006963
https://www.waters.com/#

