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二芥酰磷脂酰胆碱有关物质检测方法的验证与质量控制研究

陈梅香

广东先导稀材股份有限公司  广东省清远市  511500

摘　要：目的：探讨二芥酰磷脂酰胆碱有关物质检测方法的验证过程，并评价其在质量控制中的适用性。方法：采用高

效液相色谱（HPLC）- 蒸发光散射检测器（ELSD）对二芥酰磷脂酰胆碱及其主要有关物质（芥酸、二环己基脲、单芥酰

磷脂酰胆碱、总二酰基磷脂酰胆碱）进行分离与检测。依据《中国药典》及 ICHQ2 指南，验证项目包括专属性、系统适

用性、检测限、线性、精密度、准确度、溶液稳定性和耐用性。结果：方法学验证显示，各组分峰分离度≥ 1.5，理论板

数均＞ 3000；检测限符合 S/N=3-5 标准；线性相关系数 r ≥ 0.990；精密度与中间精密度 RSD ≤ 20%；准确度回收率在

90.0%\~110.0%；供试品溶液 24h 内稳定，方法在温度及流速变动条件下仍保持可接受分离度和系统稳定性。结论：该检测

方法专属性强，灵敏度高，具有良好的重复性和准确度，能够满足二芥酰磷脂酰胆碱制剂生产中质量控制的需求，为临床

药物安全提供可靠保障。
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二芥酰磷脂酰胆碱作为布比卡因脂质体混悬注射液重

要辅料，其质量直接关联制剂稳定性与临床应用安全性。研

究显示该原料在生产及贮存过程中可能产生多种有关物质，

如芥酸、二环己基脲和单芥酰磷脂酰胆碱等，这些杂质若出

现超标情况将会影响制剂安全性和疗效，所以建立科学稳定

且可重复的分析方法并进行系统验证，属于药品质量控制体

系里的核心环节 [1]。本文结合企业实际验证方案开展二芥酰

磷脂酰胆碱有关物质检测方法学验证与质量控制研究。

1 资料与方法

1.1 一般资料

在本研究中，采用 Agilent1260 高效液相色谱仪配合

蒸发光散射检测器（ELSD）作为检测平台，色谱分离条件

为 WondaSil®C18-WR 色 谱 柱（250mm×4.6mm，5μm），

流动相由甲醇 - 四氢呋喃 - 水 - 三氟乙酸按 950:50:10:1 比

例组成，流速 1.0mL/min，柱温控制在 40℃，进样体积为

10μL。对照品选用芥酸、二环己基脲、单芥酰磷脂酰胆碱

及二芥酰磷脂酰胆碱，对照溶液及供试品溶液的配制均采用

HPLC 级甲醇、四氢呋喃和三氟乙酸，以确保分析结果的可

靠性和方法学的科学性。

1.2 方法

根据药典与 ICH 指南，分别设置验证项目：

对照组：采用对照品溶液，考察专属性、检测限、线

性关系等。

观察组：采用供试品溶液，考察重复性、准确度、溶

液稳定性和耐用性。

1.3 观察指标

(1)	 专属性与系统适用性：峰分离度、理论板数及空白

干扰情况。

(2)	 检测限（LOD）：以 S/N=3-5 对应浓度确定。

(3)	 线性：浓度对数与峰面积对数的回归关系。

(4)	 精密度：日内重复性与日间中间精密度。

(5)	 准确度：各组分加样回收率。

(6)	 溶液稳定性：0、6、12、24h 各时间点峰面积比。

(7)	 耐用性：不同柱温、流速和漂移管温度下的系统稳

定性。

1.4 数据处理

采用 Excel 和 SPSS 进行数据分析。计量资料以均数 ±

标准差表示；精密度和准确度以 RSD% 评价；线性关系采

用最小二乘回归计算相关系数。

2 结果

2.1 专属性与系统适用性

结果显示，供试品溶液中各目标峰的保留时间与对应

对照品一致，空白溶液中未见干扰峰；各杂质峰间分离度均

≥ 1.5，理论板数均大于 3000，系统适用性考察中 6 次进样
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峰面积 RSD 均＜ 5%，符合《中国药典》及 ICHQ2 相关要求，

表明该方法具有良好的专属性与系统适用性。（如表 1）

表 1：专属性与系统适用性结果

检测项目 结果表现 接受标准

保留时间一致性 供试品峰与对照品峰保
留时间一致 主峰保留时间一致

空白干扰 未见干扰峰 目标峰处无明显干扰

分离度 ≥ 1.5 相邻峰分离度≥ 1.5

理论板数 ＞ 3000 ≥ 3000

峰面积 RSD（n=6） ＜ 5% ≤ 5%

2.2 检测限与线性

各有关物质在 HPLC-ELSD 条件下均显示良好的灵敏

度，芥酸、二环己基脲、单芥酰磷脂酰胆碱及二芥酰磷脂酰

胆碱的检测限（LOD）均满足 S/N=3–5 标准。线性考察结

果表明，在规定浓度范围内，四种成分的浓度对数与峰面积

对数呈良好线性关系，相关系数 r 均大于 0.990，符合《中

国药典》及 ICHQ2 的要求，说明该方法在杂质定量分析中

具有较好的适用性。（如表 2）

表 2：检测限与线性结果

成分 检测限（S/N=3–5） 浓度范围
（μg/mL）

线性回归方
程 * 相关系数 r

芥酸 合格 0.1–0.3 y=ax+b ≥ 0.990

二环己基脲 合格 0.02–0.06 y=ax+b ≥ 0.990

单芥酰磷脂
酰胆碱 合格 0.1–0.3 y=ax+b ≥ 0.990

二芥酰磷脂
酰胆碱 合格 0.25–0.75 y=ax+b ≥ 0.990

2.3 精密度与准确度

通过日内重复性与日间中间精密度考察发现，供试品

及对照品各组分的含量测定结果均较为稳定，RSD 值均

≤ 20%，表明该方法具有良好的重复性和稳健性。准确度

试验显示，各组分加标回收率在 90.0%~110.0% 之间，符合《中

国药典》相关规定，说明该方法在实际检测中能够保证结果

的准确性和可靠性。（如表 3）

表 3：精密度与准确度结果

成分 日内精密度 
RSD（%）

日间精密度 
RSD（%）

回收率范围
（%） 接受标准

芥酸 ≤ 5.0 ≤ 6.0 92.3–106.5 RSD ≤ 20%，回
收率 90–110%

二环己基
脲 ≤ 4.8 ≤ 5.5 93.1–108.2 同上

单芥酰磷
脂酰胆碱 ≤ 5.2 ≤ 6.1 91.7–107.4 同上

二芥酰磷
脂酰胆碱 ≤ 4.5 ≤ 5.2 94.0–109.1 同上

2.4 溶液稳定性与耐用性

溶液稳定性考察结果表明，供试品溶液在常温下放置 0、

6、12、24 h 后，各目标峰的面积变化比值均在可接受范围内，

RSD ＜ 5%，说明样品溶液在分析时段内稳定。耐用性试验

显示，在柱温（38℃、42℃）、漂移管温度（40℃、50℃）

及流速（0.8 mL/min、1.2 mL/min）等条件下，目标峰与相

邻峰分离度均≥ 1.5，理论板数均＞ 3000，系统适用性指标

稳定，表明该方法具有良好的耐用性和稳健性。（如表 4）

表 4：溶液稳定性与耐用性结果。

检测项目 条件设置 结果表现 接受标准

溶液稳定性 常温放置 0、6、
12、24 h

峰面积比值变化
＜ 5%

各时间点与 0 h 比
值稳定

柱温耐用性 38℃ / 42℃ 分离度≥ 1.5，理
论板数＞ 3000

分离度≥ 1.5，理
论板数≥ 3000

漂移管温度耐用
性 40℃ / 50℃ 系统适用性参数

稳定 同上

流速耐用性 0.8 mL/min / 1.2 
mL/min

峰形正常，分离
度≥ 1.5 同上

3 讨论

本研究依据《中国药典》以及 ICH Q2 指南系统开展二

芥酰磷脂酰胆碱有关物质检测方法验证工作，结果表明该方

法在专属性灵敏度线性精密度准确度溶液稳定性及耐用性

等方面均符合药典与企业标准要求，充分证明其在质量控制

当中具备科学性与可行性 [2]。

专属性与系统适用性结果表明供试品溶液各杂质峰和

对照品峰保留时间一致，空白溶液对检测没有产生干扰，

峰分离度都大于或等于 1.5，理论板数大于 3000 且 RSD 小

于 5%，这意味着在所采用的色谱条件下各有关物质能实现

良好分离并准确被检出，可满足复杂制剂杂质分析方面的需

求。

由检测限与线性结果能够看出，芥酸、二环己基脲、

单芥酰磷脂酰胆碱以及二芥酰磷脂酰胆碱的最低检测浓度

全都符合 S/N=3–5 的标准，并且浓度和峰面积对数的相关

系数均大于 0.990。这一结果给出提示，该方法不但灵敏度

比较高，而且能够在相对较宽的浓度范围之内实现定量分

析，为生产过程以及成品检验当中低水平杂质的监控提供了

可靠手段。

精密度与准确度考察显示，日内重复性与日间中间精

密度均在 RSD ≤ 20% 的范围内，加标回收率在 90.0%–

110.0% 之间。这一结果充分表明该方法在不同操作人员、
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不同时间条件下均具有良好重复性和一致性，符合药典对于

方法学稳定性的要求 [3]。同时，较高的准确度保证了该方法

在日常质量检验中能够真实反映样品实际含量。

溶液稳定性与耐用性试验显示，供试品溶液在常温下

24 小时内保持稳定，不存在显著降解或峰面积波动；在不

同柱温、漂移管温度和流速条件下，系统适用性参数仍然满

足要求。这说明该方法在日常实验室检测和企业质控的操作

环境下具有良好的稳健性和可操作性 [4]。

总体而言，本研究验证的方法符合药典与 ICH Q2 对分

析方法学的各项要求，可用于二芥酰磷脂酰胆碱制剂生产和

质量控制。值得注意的是，本研究主要集中在短期稳定性和

常见杂质范围，未来可进一步扩展验证长期贮存稳定性及潜

在未知杂质的检测能力，以完善质量控制体系。综上，该方

法能够为布比卡因脂质体混悬注射液等制剂的质量评价提

供科学依据，对保证临床用药安全性具有重要意义。
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