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I

摘 要

为了证明 HPLC法检测阿比特龙含量的可靠性，根据 ICH指南 Q2A&Q2B《分析方法

验证程序》、中国药典（2015版）《分析方法验证》、USP<1225> 《法定方法的验证》，制

定验证试验方案。通过对该分析方法的系统适用性、专属性、线性/范围、准确度和精密度

等项目进行验证，并将验证结果与接受标准进行比较，证明采用的 HPLC法检测阿比特龙

含量具有有效性与可行性。

关键字：阿比特龙；检测方法验证；高效液相色谱（HPLC）
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1 前 言

我国《药品生产质量管理规范（2010版）》中规定：应采用经过验证的检验方法进行

药品检验，并保持持续验证状态[1]。检验方法验证的是证明所采用的方法适合于相应的检

测要求。药物含量测定的验证主要指标包括准确度、精密度、专属性、检测限、定量限、

线性/范围和耐用性 8个方面[2]。准确度表示检测结果与可接受的参考值的接近程度,通常用

回收率来表示方法的准确度；精密度指在规定的测试条件下，同一个均匀供试品，经多次

取样测定所得结果之间的接近程度。一般用偏差、标准偏差、相对标准偏差表示；专属性

指在其它可能的成分(如杂质、降解产物、辅料等）存在的情况下，采用的分析方法能够正

确测定目的成分的能力；检测限指在已经确定要求的实验条件下，样品中被测物质能够被

检测的最低量；定量限系指样品中被分析物能够被定量检测的最低量；线性/范围研究是用

来证明在规定浓度范围内样品溶液的浓度与系统响应值成线性比例关系。耐用性是指测定

的环境和试剂条件发生微小变动时，测定结果不受微小变动影响的程度[3]。

药典收载的方法具有时效性，需检验的内容与新开发的检验方法有很大的出入。某一

方法需要进行哪些项目的验证的要求，应根据实际情况而定，并不是所有的方法都必须进

行以上 8个方面的验证实验[3]。方法验证的范围，一般来说，可分为以下三种情况的区别

对待。

第一，对于直接引用有法定依据的方法，如药典标准和部颁标准，仅做系统适应性试

验即可[4]。但若将法定方法用于测定新药，或将某一品种的法定方法用于另一种品种，就

需进行系统的方法验证。

第二，对于已在实验室验证过，由于需要在另一实验室使用的分析方法，可采取对照

试验法。即取同一批样品，按此方法在两实验室分别进行检验，将结果进行比较，判断是

否有显著差异[5]。

第三，其他分析方法可分为 4种类型，类型一：用于原料药中主要成分或制剂中活性

组分的定量分析方法；类型二：用于原料药中杂质或抑制剂中降解产物测定的分析方法，

包括定量分析和限度试验；类型三：用于测定性能特性（如溶解度、溶出度）的分析方法；

类型四：鉴别试验[6]。

根据 ICH指南 Q2A&Q2B《分析方法验证程序》、中国药典（2015版）《分析方法验证》、

USP<1225> 《法定方法的验证》，本文制定高效液相色谱法（HPLC）测量阿比特龙含量

的验证试验方案，从系统适应性、专属性、线性/范围、准确度和精确度五个方面对 HPLC
检测阿比特龙含量的检验方法进行验证，并根据分析方法验证方中的要求和接受标准对验

证的结果进行汇总分析，拟证明 HPLC法检测阿比特龙含量的有效性与可行性。
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2材料与方法

2.1实验材料

阿比特龙原料药（扬州联澳生物医药有限公司，20161101，20161102）
乙腈（分析纯，济南仁源化工有限公司）

2.2实验仪器

Agilent 1260型高效液相色谱仪（可变波长检测器、C.01.04 Agilent
Chemstation化学工作站、色谱柱：C18，150mm×4.6mm，3.5μm）

TG128分析天平，上海精密科学仪器有限公司

验证实施过程中所需要用到的容量瓶、移液管、均已经过校验，且在有效期

内。

2.3色谱条件

检测波长：254nm
柱温：30℃
流速：1.2 ml/min
流动相：乙腈：水=50：50(V/V)
进样量：20 μl
积分参数：斜率灵敏度= 1.000；最小峰宽 = 0.100；最小峰高= 0.000 ；肩

峰 =关闭。

2.4系统适应性验证

2.4.1系统适用性溶液的制备

精确称取阿比特龙工作对照品约 20mg置 50mL容量瓶中，加入约 20mL稀

释剂，超声 1分钟使溶解，冷却后用稀释剂稀释至刻度，摇匀，备用。同时平行

制备两份，分别为系统适用性溶液 A、B。

2.4.2测定方法

启动仪器，设定好色谱参数，待仪器平衡约 1小时稳定后，根据 2.3项下所

述的色谱条件，将稀释液（乙腈：水=70：30(V/V)），系统适应性溶液 A，系统

适用性溶液 B，按顺序进样，记录色谱图和数据，其中系统适应性溶液 A进样 5
次，其他进样 1次。

2.5含量测定方法

2.5.1溶液制备

工作对照品溶液（1mg/mL）：精密称取阿比特龙工作对照品约 20mg置 50mL
容量瓶中，加入约 20mL稀释剂，超声 1分钟使溶解，冷却后用稀释剂（1mg/mL）
稀释至刻度，摇匀，备用。

样品溶液（1mg/mL）：精密称取阿比特龙样品约 20mg置 50mL容量瓶中，

加入约 20mL稀释剂，超声 1分钟使溶解，冷却后用稀释剂稀释至刻度，摇匀，

备用。样品溶液必须平行制备两份。
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2.5.2 检测

一旦系统适用性被确认有效，按 2.3项下所述同样色谱条件，按空白溶液、

工作对照品标准溶液、空白溶液、样品溶液、样品溶液的顺序对各溶液进行检测，

记录色谱图和数据，其中工作对照品标准溶液进样 3次，其余溶液进样 1次。

2.5.3含量计算

%100
%)Water1(







XS

sX

WA
PWA

含量

式中：含量为样品的检测含量，%；

Ax为样品峰面积；

As为工作对照品平均峰面积；

Wx为样品重量，mg；
Ws为工作对照品重量，mg；
P为工作对照品纯度，% ；

Water%为样品的水分，%。

2.6专属性试验

按 2.3项所示的色谱条件，按稀释剂、流动相、工作对照品溶液、阿比特龙

样品溶液的顺序对各溶液进行检测，得到每个测试溶液的色谱图和数据，所有溶

液进样 1次。

2.7线性/范围验证

2.7.1溶液的配制

储备液的制备（C=800μg/mL）：准确称取 40.0mg 阿比特龙工作对照品置

50.0mL容量瓶中，加入约 20mL稀释剂，在超声波中超声约 1 分钟使溶解后，

冷却至室温，再用稀释剂稀释至刻度，摇匀，备用。

70%的溶液（C=280μg/mL）：精密移取储备液 3.5mL置 10.0mL容量瓶中，

加入稀释剂溶液稀释至刻度线，摇匀，备用。

80%的溶液（C=320μg/mL）：精密移取储备液 4.0mL置 10.0mL容量瓶中，

加入稀释剂溶液稀释至刻度线，摇匀，备用。

90%的溶液（C=360μg/mL）：精密移取储备液 4.5mL置 10.0mL容量瓶中，

加入稀释剂溶液稀释至刻度线，摇匀，备用。

100%的溶液（C=400μg/mL）：精密移取储备液 5.0mL置 10.0mL容量瓶中，

加入稀释剂溶液稀释至刻度线），摇匀，备用。

110%的溶液（C=440μg/mL）：精密移取储备液 5.5mL置 10.0mL容量瓶中，

加入稀释剂溶液稀释至刻度线，摇匀，备用。

120%的溶液（C=480μg/mL）：精密移取储备液 6.0mL置 10.0mL容量瓶中，

加入稀释剂溶液稀释至刻度线，摇匀，备用。

130%的溶液（C=520μg/mL）：精密移取储备液 6.5mL置 10.0mL容量瓶中，

加入稀释剂溶液稀释至刻度线，摇匀，备用。

2.7.2分析方法

在 2.3所述的色谱条件下，将上述 7个不同浓度的溶液依次进样，每个样品
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重复 3次，记录色谱图和记录各峰面积的数据。确定每个浓度 3次进样的平均峰

面积并绘制线性关系图。

2.8准确度验证

2.8.1溶液配制

对照品溶液（C=400μg/mL）：准确称取 20mg阿比特龙对照品置 50mL容量

瓶中，加入 20mL稀释剂，超声 1分钟进行溶解。冷却后用稀释剂溶液稀释至刻

度线，摇匀，备用。

80%的溶液（C=320μg/mL）：准确称取 16mg阿比特龙样品于 50mL容量瓶

中，加入 20mL稀释剂，超声 1分钟进行溶解。冷却后用稀释剂溶液稀释至刻度

线，摇匀，备用。平行制备 3份。

100%的溶液（C=400μg/mL）：准确称取 20mg阿比特龙样品 50mL容量瓶中，

加入 20mL稀释剂，超声 1分钟进行溶解。冷却后用稀释剂溶液稀释至刻度线，

摇匀，备用。平行制备 3份。

120%的溶液（C=480μg/mL）：准确称取 24mg阿比特龙样品于 50mL容量瓶

中，加入 20mL稀释剂，超声 1分钟进行溶解。冷却后用稀释剂溶液稀释至刻度

线，摇匀，备用。平行制备 3份。

2.8.2测定方法

在 2.3所述的色谱条件下，将 80%的溶液、100%的溶液、120%的溶液每种

3份分别进样，2.5.1中所述的对照品溶液连续进样 5次，记录峰面积并计算回收

率。

2.8.3回收率的计算

%100
C


S

XC
回收率

式中：Cx为测得的阿比特龙样品浓度，%；

Cs为阿比特龙对照品溶液实际浓度，%。

2.9方法精确度

2.9.1溶液配置

准确称取 20mg阿比特龙样品置 50mL容量瓶中，加入 20mL稀释剂，超声

1分钟进行溶解。冷却后用稀释剂稀释至刻度（C=400μg/mL），摇匀，备用。平

行制备 6份。

2.9.2测定方法

在 2.3所述的色谱条件下，每个样品溶液进样 2次。记录峰面积。
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3 结果与分析

3.1系统适应性结果

按 2.4的方法进行系统适应性试验，试验结果如表 3-1和 3-2所示。

表 3-1 系统适用性检测数据

重量(mg) 浓度(μg/mL) 纯度(%) 主峰面积 平均峰面积

20.46 410 99.65

12993.8

13041.7
12999.8

13030.7

13077.4

13106.8

表 3-2系统适用性检测结果

参数 检测内容 验收标准 检测结果

柱效 理论塔板数(H) ≥ 2000 8808

拖尾因子 拖尾因子 (T) 0.7 ~1.3 0.76

一致性 相似因子 0.95~1.05 1.0006

系统重复性 相对标准偏差(RSD) ≤ 2.0% 0.38

从表 3-2可以看出：该法系统适用性的所有检测结果都符合验收标准。
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3.2专属性验证结果

按 2.6的方法进行专属性验证，色谱图如图 3-1所示。

A稀释剂图谱

B对照品图谱

C样品图谱

图 3-1 专属性试验 HPLC图谱

从图 3-1可以看出：稀释剂没有与对照品溶液保留时间相同的峰，样品溶液

与对照品溶液主峰保留时间相同。因此，溶剂、流动相主峰位置均无干扰峰出现，

样品溶液与对照品溶液保留时间一致。专属性验证符合要求。

3.3线性/范围验证结果

按 2. 7的方法进行试验，试验数据见表 3-3。以浓度为横坐标，平均峰面积

为纵坐标，绘制验证线性关系图（图 3-2）。
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表 3-3线性/范围验证数据

序号
相对目标

值％

理论浓度

(μg/mL)

实际重量

（mg）

实际浓度

(μg/mL)

主峰

面积

平均峰

面积

1 70 280 2.81 280

9098.5

9103.09104.6

9106.0

2 80 320 3.21 320

10297.9

10298.910301.5

10297.3

3 90 360 3.62 360

11597.1

11596.911588.8

11604.7

4 100 400 4.02 400

12882.5

12888.512892.7

12890.2

5 110 440 4.42 440

14219.0

14231.114230.6

14243.8

6 120 480 4.82 480

15555.6

15562.215563.4

15567.6

7 130 520 5.22 520

16829.5

16819.016808.8

16818.6
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图 3-2阿比特龙验证方法线性图

从图 3-2可以看出：阿比特龙浓度在 280 ～520μg/mL范围内，线性关系良

好，线性方程为 Y=32.419x-38.914，相关系数（R2）为 0.9998。因此线性/范围

验证通过。

3.4准确度

按 2.8的方法进行试验,试验结果见表 3-4。

表 3-4准确度验证检测数据

浓度限度

（%）

实际重量

（mg）

实际浓度

(μg/mL)

主峰

面积

平均

峰面积

回收率

（ %）

平均回收率

（%）

80

16.37 330
10669.7

10678.6 99.51

99.45

10687.5

16.19 320
10574.7

10562.6 99.51
10577.6

16.07 320
10511.7

10498.5 99.32
10485.3

100
20.62 410

13548.6
13538.8 99.47

99.4413528.9

20.16 400 13172.3 13168.3 99.36
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13164.3

19.93 400
13002.6

13001.2 99.50
12999.8

120

24.76 500
16122.0

16115.2 99.72

99.78

16108.5

24.03 480
15630.2

15618.2 99.88
15606.2

24.27 490
15799.4

15792.4 99.75
15785.3

从表 3-4可以看出：在各目标值的的浓度范围内，回收率均在 98.0%～102.0%
范围内，回收率之间的 RSD≤ 1.00 %，因此，准确度符合要求，验证通过。

3.5精密度

参照 2.9方法进行试验，实验结果如表 3-5。

表 3-5 方法精密度检测数据和验收结果

序号 重量（mg） 浓度（mg/mL） 峰面积 平均峰面积 RSD%

1 19.55 0.39
12650.0

12648.6

0.27

12647.3

2 19.38 0.39
12544.6

12531.1
12517.6

3 19.19 0.38
12381.4

12391.1
12400.8

4 18.95 0.38
12183.6

12177.2
12170.9

5 19.09 0.38
12356.0

12350.1
12344.2

6 19.13 0.38
12402.9

12377.4
12351.9

从表 3-5可以看出：六组不同浓度的样品溶液，各重复进样两次，组间平均

峰面积 RSD≤1.50%，因此方法精密度验证通过。
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4 结 论

本文根据 ICH指南 Q2A&Q2B《分析方法验证程序》、中国药典（2015版）

《分析方法验证》、USP<1225> 《法定方法的验证》，制定验证试验方案。通过

对分析方法的系统适用性、专属性、线性/范围、准确度和精密度等项目进行验

证，证明了 HPLC法检测阿比特龙含量的有效性与可行性。因此该方法满足阿比

特龙含量的测定要求。
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