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摘要

在全球经济形势下，许多实验室需要在世界各地转换⽅法。⽅法转换需要采⽤协调的⽅案和策略来控制与⽅法相

关的变量，包括仪器可⽤性、样品前处理、流动相制备等。但是，⽆论采⽤哪种策略，可能都难以控制世界各地

实验室的差异性，在考虑到地理、环境和语⾔差异时尤其如此。如果出现任何异常值或意外结果，充分了解可能

影响⽅法的因素对于调查和解决问题⾮常重要。本应⽤纪要介绍了在全世界⼋个地点实施的USP有机杂质分析⽅

法全球实验室间转换。从原地点获得控制策略和⽅法性能的关键信息，并应⽤于研究中。有关控制策略的更深⼊

分析可参⻅应⽤纪要“在Arc HPLC上使⽤基于⻛险的⽅法成功实现USP有机杂质分析⽅法的全球跨实验室转换”1

。 制定控制策略后，所有实验室都应在⽇常运⾏中满⾜系统适⽤性要求；但是，了解⽅法和系统变量可为调查意

外结果及其原因提供指导。

优势

Arc HPLC系统提供了在系统间可轻松重现的⾼质量数据性能■

在系统间转换USP喹硫平杂质分析⽅法时，采⽤XBridge C8⾊谱柱减⼩了柱间差异■

Empower 3软件中的可追溯性功能提供了⼀份记录，表明参与研究的每个实验室均符合相应概述的说明■

简介
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在全球经济形势下，许多实验室需要在世界各地转换⽅法。⽅法转换需要采⽤协调的⽅案来控制与⽅法相关的变

量，包括仪器可⽤性、样品前处理、流动相制备等。但是，⽆论采⽤哪种策略，可能都难以控制世界各地实验室

的差异性，在考虑到地理、环境和语⾔差异时尤其如此。如果出现任何异常值或意外结果，充分了解可能影响⽅

法的因素对于调查和解决问题⾮常重要。 

本应⽤纪要介绍了在全世界⼋个地点实施的USP有机杂质分析⽅法全球实验室间转换。从原地点获得控制策略和⽅

法性能的关键信息，并应⽤于研究中。制定控制策略后，所有实验室都应在⽇常运⾏中满⾜系统适⽤性要求；但是

，了解⽅法和系统变量可为调查意外结果及其原因提供指导。本应⽤纪要将深⼊探讨这些意外结果。 

实验

实验⽅法基于USP富⻢酸喹硫平杂质专论2，未作任何调整。

样品描述

该⽅法使⽤系统适应性参⽐标准品(RS)和富⻢酸喹硫平RS。系统适应性溶液由USP喹硫平系统适应性RS（USP部

件号:1592715）制得，包含喹硫平、脱⼄氧基喹硫平(1‒5%)、相关化合物G和相关化合物B的混合物。⽤稀释剂

（86:14流动相A/流动相B）制备浓度为1 mg/mL的系统适应性溶液。

利⽤USP富⻢酸喹硫平RS在稀释剂中制得浓度为0.001 mg/mL的标准溶液。

原料药购⾃杭州思诺科⽣物医药有限公司，已过期。⽤流动相A制备浓度为1.0 mg/mL的样品。 

⽅法条件

⾊谱柱： XBridge C8 3.5 µm, 4.6 × 150 mm（沃特世部件

号：186003055）

柱温： 45 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 20 µL  

检测： 250 nm
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数据采集速率： 10 Hz

流速： 1.5 mL/min 

运⾏时间： 70 min 

缓冲液： 3.1 g/L醋酸铵⽔溶液。向每升溶液中加⼊2 mL 

25%氢氧化铵。pH = NLT 9.2

流动相A： ⼄腈:缓冲液(25:75)

流动相B： ⼄腈

洗针液： ⽔:⼄腈(50:50)

清除溶剂： ⽔:⼄腈(50:50)

密封件清洗液： ⽔:⼄腈(90:10)

Gradient

数据管理

Empower 3⾊谱数据软件

系统配置

系统： Arc HPLC系统（配备QSM-R、FTN-R和CHC）
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检测： 2998 (PDA)或2489 (TUV)

配置： 被动预加热器（⾸选）

流通池： 分析型

结果与讨论

本研究

在世界各地实施USP富⻢酸喹硫平杂质分析2的⽅法转换。发送实验室位于美国⻢萨诸塞州⽶尔福德，七个接收实

验室则分别位于⻢萨诸塞州⽶尔福德（第⼆实验室）、⼟⽿其、印度、新加坡、中国、法国和美国北卡罗来纳州

（表1）。本研究包括验证系统适应性要求和定量分析原料药。所有分析均采⽤配备可变波⻓(TUV) 2489检测器或

光电⼆极管阵列(PDA) 2998 检测器的Arc HPLC系统。每次分析均根据专论中所述的系统适应性要求进⾏评估，分

析原料药并⽐较杂质分析结果。系统适应性标准基于系统适应性溶液中两对关键化合物的分离度以及标准溶液的

拖尾、保留时间%RSD和峰⾯积%RSD。 

 
表1.各实验室的位置和系统配置

在研究中，设置控制策略以确保⽅法在世界各地的重现性。例如，将⼀个化学试剂盒寄送⾄所有参与实验室，其

中包括标准品、⾊谱柱和样品制剂。（注：并⾮所有⾊谱柱都来⾃同⼀批次。）编写标准操作程序⽅案并分发⾄

多家实验室。为保持原始USP⽅法，仔细描述如何制备流动相（包括流动相过滤），以及如何使⽤⽅法中新的或

最近打开的化学品（例如氢氧化铵和⼄酸铵）容器。有关这些控制策略及其实施⽅式的更多信息，请参⻅应⽤纪
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要“在Arc HPLC上使⽤基于⻛险的⽅法成功实现USP有机杂质分析⽅法的全球跨实验室转换”2。

在发送实验室对喹硫平杂质分析⽅法进⾏基线评估，然后将该⽅法转换⾄其余实验室。每个实验室都需要处理数据

，以确保满⾜系统适应性要求，但所有定量数据均在发送实验室使⽤单⼀处理⽅法处理。审查所有数据后，需要进

⼀步考察⼀些不⼀致和意外结果。 

案例研究1：保留时间差异

问题

利⽤系统适应性溶液测量两对关键化合物喹硫平(API)与脱⼄氧基喹硫平以及相关化合物G与相关化合物B的分离度

。本研究⼋个参与实验室得到的两对关键化合物结果均符合要求，⾊谱图⻅图1。分析⾊谱图发现，所有实验室的

结果都具有可重现的保留时间（RSD在1%以内）。然⽽，实验室7与其他实验室相⽐，⾊谱保留时间发⽣明显偏

移。尽管实验室7符合系统适应性要求，但仍然开展调查以确定保留时间偏移的可能原因。 

 
图1.由参与本研究的⼋个实验室得到的系统适应性溶液分析结果。峰1：相关化合物G；峰2：相关化合物B；峰

3：脱⼄氧基喹硫平；峰4：喹硫平(API)

调查
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仪器■

绘制所有实验室的喹硫平峰保留时间发现（图2），实验室7的保留时间偏移超过2 min。查找保留时间偏移原因的

第⼀步是查看各系统的系统压⼒迹线（图3）。如果实验室7的系统压⼒⼤于其他实验室，增加的压⼒可能会影响

保留时间。实验室7的系统压⼒与其他实验室相当，因此引起保留时间偏移的原因并⾮系统压⼒。

但是，在调查系统压⼒时，发现实验室4的Arc HPLC系统反压明显⾼于所有其他系统和实验室，⾼出⼤约20%。通

过系统调查发现了系统配置⽅⾯的相关性。所有其他实验室均使⽤0.009英⼨或0.010英⼨的标准配置管路连接⾊谱

柱出⼝与检测器，⽽实验室4的系统在⾊谱柱出⼝与检测器之间则配置内径为0.004英⼨的⾮标准管路（⻅表1）。

管路内径较⼩会导致分离度下降和反压升⾼。因此，系统压⼒与峰的保留时间之间⽆相关性。但是，从整个应⽤纪

要中可以看出，所有系统适应性要求均相当。   

 
图2.所有⼋个参与实验室的标准溶液中喹硫平峰保留时间。实验室7的初始保留时间相⽐其余实验室偏移2 min以上

。
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图3.所有⼋个参与实验室的Arc HPLC系统压⼒

程序/流动相制备■

在保留时间偏移的可能原因中排除系统压⼒后，需要更多信息来确定根本原因；因此，实验室7重复该分析（图

4）。在第⼆次分析中，峰的保留时间更接近其他实验室，如图2中实验室7-2的结果所⽰，表明流动相是引起保留

时间偏移的潜在原因。此外，发现实验室7未采⽤经校准的pH计；因此，缓冲液的确切pH是未知的。在第⼀次分

析时，实验室7按照SOP的说明加⼊4 mL氢氧化铵，但在第⼆次分析时，该实验室向缓冲液中加⼊了5 mL氢氧化

铵，因为分析⼈员认为pH未达到所需⽔平(pH 9.2)。因此，缓冲液的pH可能是导致保留时间偏移的原因之⼀。根

据本⽂未展⽰的⼀项之前的研究，另⼀个潜在原因可能是流动相A的有机相与缓冲液⽐例。与反相⽅法的预期⼀样

，⼄腈含量的任何相对增加都会导致峰偏移⾄较早的洗脱时间，⽽⼄腈含量的相对减少则会导致峰偏移⾄较晚的

保留时间。
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图4.实验室7初始分析（顶部）和实验室7重复分析（底部，保留时间向右偏移）的系统适应性溶液结果

为确定pH是否影响保留时间，发送实验室开展了⼀项测试，以确定pH对峰保留时间的影响。在发送实验室常规运

⾏该⽅法的过程中，加⼊所需的4 mL氢氧化铵后，缓冲液的pH为9.2。发送实验室向缓冲液中加⼊了5 mL氢氧化

铵，实测pH为9.4。制备⼀份pH为9.8的额外缓冲液，其中需要再添加⼤约4 mL氢氧化铵。制得各种pH不同的缓

冲液后，按照专论中所述的⽅法制备流动相A，然后分析评估pH 9.2、pH 9.4和pH 9.8对保留时间的影响。在不同

pH下运⾏系统适应性溶液的⾊谱图⻅图5。从图5可以看出，pH的确会影响峰的保留时间，但不像实验室7中最初

观察到的保留时间偏移那样显著。基于这些信息以及之前对流动相A有机相组成的研究，推测有机相与缓冲液的⽐

例最有可能是导致保留时间偏移的原因。

 
图5.评估流动相pH对系统适应性溶液结果的影响：缓冲液pH 9.2（⿊⾊）、pH 9.4（蓝⾊）和pH 9.8（红⾊）。峰

1：相关化合物G；峰2：相关化合物B；峰3：脱⼄氧基喹硫平；峰4：喹硫平(API)。

解决⽅案■

为减少流动相制备的差异性，必须在喹硫平杂质分析⽅法的指定仪器中精准测量流动相溶液。虽然⽆法完全消除

分析⼈员之间的差异性，但可以通过指定流动相制备仪器的确切尺⼨和等级来减少⼀些差异性。尽可能减⼩溶液

间制备的差异性，可提供更出⾊的重现性。 
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案例研究2：峰⾯积%RSD差异

问题 

利⽤标准溶液测量拖尾因⼦、保留时间%RSD和峰⾯积%RSD的系统适应性要求。如标题为“在Arc HPLC上使⽤

基于⻛险的⽅法成功实现USP有机杂质分析⽅法的全球跨实验室转换”的应⽤纪要所述1，系统适应性评估结果

（表2）完全符合系统适应性要求。然⽽，在审查结果时，有三个数据点似乎为异常值，具体是在实验室2、实验

室4和实验室8中观察到更⾼的峰⾯积RSD百分⽐。尽管这些值符合要求，但仍开展调查以更好地了解根本原因。

 
表2.所有⼋个实验室中标准溶液的系统适应性评估结果

调查

根据各实验室的系统配置信息，观察到%RSD较⾼的三个实验室使⽤的是PDA检测器。将这三个采⽤PDA检测器得

到的⾊谱图与TUV检测器结果进⾏⽐较，发现PDA数据中的⼲扰多于TUV数据（图6）。鉴于TUV检测器相⽐PDA

灵敏度更⾼、线性范围更宽，因此TUV得到的基线噪⾳更低更均匀，这样的结果并不意外。PDA的基线噪⾳更⾼

，因此导致1 μg/mL标准溶液的峰⾯积差异性较⼤。

为验证该假设，利⽤同⼀Arc HPLC系统装配两种单独的检测器，测试喹硫平杂质分析⽅法。先在Arc HPLC系统上

使⽤TUV (2489)检测器执⾏分析，再将检测器替换为PDA (2998)。⽐较结果发现（图7），在同⼀Arc HPLC系统

上，PDA检测器的噪⾳⼤于TUV检测器。此外，结果（表3）表明峰⾯积%RSD存在显著差异，⽽拖尾因⼦和保留

时间%RSD等其他结果相当。数据表明，基线噪⾳差异由检测器引起，与样品、流动相或系统差异性⽆关。虽然

TUV在本次分析中表现更出⾊，但两种检测器均符合系统适应性要求规范。 
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图6.实验室1（发送实验室）利⽤TUV检测器（上图）以及实验室4利⽤PDA检测器（下图）得到的标准溶液⾊谱图

 
图7.实验室1（发送实验室）利⽤配备TUV检测器的Arc HPLC（上图）以及配备PDA检测器的同⼀Arc HPLC系统

（下图）得到的标准溶液⾊谱图

 
表3.同⼀Arc HPLC系统上TUV检测器和PDA检测器的标准溶液分析结果
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解决⽅案

在未来的研究中，同时利⽤TUV和PDA检测浓度较低的样品不失为⼀种可能的解决⽅案或⽅法，以确保两种检测器

均满⾜灵敏度或精密度要求。在本例的正常故障排除实验中，较⼤的峰⾯积%RSD通常归因于进样器或其他组件

，但通过⾸先调查系统配置，观察到⼀个趋势。该⽰例显⽰了如何保证对整个系统的调查，⽆论⾊谱结果如何。

结果还表明，如果不要求使⽤专属检测器，需要同时采⽤PDA和TUV评估⽅法。由此确保（如本例中⼀样）两种检

测器均都可满⾜⽅法的系统适应性要求。 

案例研究3：定量结果差异

问题

定量分析样品溶液或原料药中的脱⼄氧基喹硫平杂质和未知杂质。除实验室1外，所有实验室的定量结果均相当

（表4）。在本例中，审查数据后发现，实验室6中两种杂质（脱⼄氧基喹硫平和⼀种未知杂质）的百分⽐含量明

显更低。由于这些结果，我们仔细查看数据以确定杂质值较低的原因。

 
表4.所有⼋个参与实验室的样品溶液中脱⼄氧基喹硫平和未知杂质峰定量结

果

调查

第⼀步是⽐较所有实验室的标准品⾊谱图（图8），并⽐较每个实验室的标准品峰⾯积（图9）。调查标准品⾊谱

图的原因在于，样品杂质含量是相对于标准溶液的标准品峰⾯积百分⽐计算得出的。观察到实验室6的标准品峰⾯

积⼤于所有其他实验室。为确定峰⾯积更⼤的原因，调查了标准品制备⽅法。⾸先，通过审查发送实验室与接收

实验室之间的⽂件，确认标准品浓度在SOP中所述的0.2%以内。在未明确根本原因的情况下，要求实验室重复分

析并重新制备标准溶液和样品溶液。第⼆次分析的标准溶液获得了与其他实验室相当的峰⾯积，如图9中实验室6-

2所⽰。此外，当使⽤重新制备的标准溶液和样品溶液数据时，计算得出的杂质百分⽐与其他实验室获得的值相当

（表4）。因此，⽬前所有系统计算的杂质百分⽐相当。将标准品制备确定为可能的原因。
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图8.由参与本研究的⼋个实验室得到的标准溶液结果。峰4：喹硫平(API)。

 
图9.所有⼋个实验室的标准溶液中喹硫平(API)峰⾯积
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解决⽅案

针对该错误的解决⽅案是改变标准储备液制备SOP，尽可能减⼩本研究中观察到的差异性。原始SOP使⽤单毫克

级重量，这些低重量增加了样品前处理差异性影响定量结果的可能性。增加储备液制备的重量，可减⼩分析⼈员

之间以及实验室之间的差异性。

结论

富⻢酸喹硫平的USP杂质分析⽅法在Arc HPLC系统成功实现全球转换，并且满⾜所有系统适应性要求。虽然在不

同实验室地点观察到的结果存在差异，但调查表明各个异常值的原因各不相同。⼀些变异归因于样品前处理，⽽

另⼀些则归因于仪器配置差异。但是，充分了解系统配置和⽅法对结果的影响，使发送实验室能够采⽤系统化⽅

法来调查任何异常值。本研究所述的⼀般步骤包括：

1.    确定异常结果及其对结果的潜在影响 

2.    审查系统配置，包括检测器和管路内径

3.    审查分析⼈员之间的样品和流动相制备程序

本⽅法也可⽤于调查任何不合格结果。本研究表明，了解⽅法的⻛险并实施控制策略可实现成功的⽅法转换。 
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