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  [摘要]  ICH Q2 和《中华人民共和国药典》2025 年版通则〈9101〉分析方法验证指导原则对分析方法

开发和验证有重要价值。 本文通过指导原则内容对比和解析,结合分析方法验证实例探究基于分析方法质

量源于设计(AQbD)理念的分析方法验证策略,以期为药物分析和药品质量控制工作提供借鉴。
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AQbD-based analysis and case studies: interpretation of Chinese
Pharmacopoeia and ICH Q2 analytical procedure validation guidelines
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[Abstract] Both ICH Q2 guidelines and the general chapter 〈9101〉 of the 2025 Chinese Pharmacopoeia
are of significant value for analytical procedure development and validation. By comparing and interpreting these
regulatory guidelines, and through practical validation examples, this paper explores Analytical Quality by Design
(AQbD)-based analytical procedure validation strategies. This study aims to provide reference and insights for
pharmaceutical analysis and drug quality control practices.
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  质量源于设计(quality by design,QbD)是一套

系统的、基于充分科学知识和质量风险管理的研发

方法,从预先确定的目标出发,强调对产品和工艺的

理解以及工艺控制[1]。 ICH Q8 ~ Q12 中明确指出

QbD适用于分析方法的设计、验证和持续验证,这
就形成了分析方法质量源于设计( analytical quality
by design,AQbD)的理念。 Musters 等[2]将 AQbD 概

括为一种系统的研究方式,以预定义的分析目标概

况(analytical target profile,ATP)为基础,在方法开发

的过程中,对方法科学性的理解不断深入,方法的可

靠性不断提高,在方法全生命周期内持续确认并加

以改进。
分析方法验证是为了证明分析方法符合预期目

的[3 - 4]。 确立预期目的有助于获得适宜的分析方

法。 传统的分析方法验证通过进行一系列“一次

性”的验证试验,预期目的被理解为一系列通用的

强制要求,缺乏对方法风险的前瞻性控制,难以适应

监管要求的动态调整[5]。 随着 AQbD理念和生命周

期管理理念在分析方法中广泛应用,分析方法验证

向科学化和系统化转变,显著提升了分析方法的耐

用性和可持续性,并为批准后的分析方法变更提供
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灵活的监管思路。
ICH指导原则是各国药典修订的重要参考依

据,随着 ICH指导原则在我国全面转化实施方面取

得显著成就,《中华人民共和国药典》2025 年版修订

四部通则〈9101〉分析方法验证已与 ICH Q2 保持一

致。 通则〈9101〉和 Q2(R2)清晰地建立了性能特征

与验证研究之间的联系,并为验证实施方式提供了

更大的灵活性。 本文拟对《中华人民共和国药典》
2025 年版四部通则〈9101〉和 ICH Q2(R2)分析方

法验证指导原则的内容进行对比和解析,结合实例

探究基于 AQbD理念的分析方法验证策略,供同行

讨论参考。
1 分析方法验证指导原则适用范围

《中华人民共和国药典》 2025 年版四部通则

〈9101〉和 ICH Q2(R2)均将指导原则的适用范围进

行了扩展。 ICH Q2(R2)适用范围为用于商业化的

原料药和制剂放行检测和稳定性试验所用的分析方

法。 基于风险评估,该指导原则也适用于为保证工

艺性能和产品质量而使用的其他分析方法;指导原

则中阐明的科学原则适用于临床试验期间与临床阶

段对应的分析方法验证。 主要用于含量测定、效价、
纯度、杂质(定量或限度检查)、鉴别或其他定量或

定性等常规检测,并增加了分析方法类型多样性,除
色谱法外,还包括光谱法以及生物分析方法,几乎覆

盖所有类型分析方法。 ICH Q2(R2)附录 2 中提供

了分析技术的说明性示例,能够帮助分析工作者更

好地理解指导原则的相关内容。
通则〈9101〉明确该指导原则提供关于实施和

评价分析方法各种验证试验的指导和建议,适用于

中药、化学、生物 /生物技术的药物原辅料及其制剂

新建或修订的分析方法,也适用于基于风险控制策

略的其他分析方法。
2 生命周期管理内的方法验证

《美国药典》通则〈1220〉中阐述了分析方法生

命周期的 3 个阶段,分别为:① 方法开发。 ② 方法

性能确证。 ③ 持续方法性能确认,其中分析方法确

证包括方法验证、转移和确认。 预定义的分析目标

概况贯穿于方法的整个生命周期,为方法是否满足

预期目的提供判定标准;每个阶段产生的新知识和

获得的数据均用于指导决策,这就为简化验证提供

了依据,主要体现在以下方面。
第一,分析方法开发过程中获得的数据可替代

验证数据。 Guichard等[6]采用计算机辅助方法开发

UHPLC-MS法用于测定 24 种肿瘤药物,在方法开发

阶段中采用全因子设计(九因素三水平)实验,以同

量异位素化合物分离度为评价指标,通过析因分析

确定流动相 pH值和梯度洗脱程序的起始比例是影

响分离的主要因素,采用试验设计和计算机模拟的

方法进一步确定了参数范围,这部分数据可直接作

为耐用性研究数据使用。
第二,方法开发过程中获得的知识和数据可用

于评估分析性能受变更影响的程度,从而指导分析

方法变更后的再验证。 Tome 等[7]对基于 AQbD 理

念的色谱分析方法开发与优化的工作流程进行了总

结,即预定义 ATP→风险评估→筛选方法关键因素

→优化方法→设计空间(耐用性研究),设计空间由

2 个或多个变量组合的范围组成,在该范围内分析

方法符合预期目的,因此设计空间可被看作是方法

的耐用范围,设计空间是通过试验设计和数据统计

获得的,从监管的角度来看,在设计空间内的任何内

部变动不属于变更而只是调整,不需要对方法进行

重新验证。
第三,联合验证可证明参与实验室之间方法转

移符合要求。 王文波等[8 - 9]分别建立了高效阴离子

色谱结合脉冲安培检测法和毛细管电泳结合激光诱

导荧光检测法用于单抗 N 糖谱检测,通过组织多家

企业参与方法学共同验证并将验证结果用于国家药

品标准提高。
第四,已验证的平台分析方法用于新目的时可

简化验证。 Smith 等[10]介绍了用于测定治疗性单克

隆抗体(单抗)纯度的微流控毛细管凝胶电泳分析

平台方法的建立与验证,通过 DOE实验确定方法参

数设计空间,并使用 12 种同类型的其他单抗进行方

法学验证。 该分析平台方法应用于新产品时,只需

对准确度、专属性和范围下限等关键性能特征进行

验证,无需重复验证其他性能特征。
3 多变量分析方法

随着统计工具和机器辅助学习技术的广泛应

用,通则〈9101〉和 ICH Q2(R2)引入了多变量分析

方法的验证要求,包括对校正、内部测试和验证的全

面要求,强调了在多变量分析中对数据预处理和模

型预测残差的评估,这有助于提高多变量分析方法

的验证质量和预测准确性。
Li等[11]建立了基于拉曼光谱法的在线过程分

析技术用于片剂进料混合监控,并进行了方法验证,
线性范围验证采用建立分析性能指标(API)预测浓
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度与 HPLC参考值的关系图来确定,准确度的验证

是将验证集的预测均方根误差(RMSEP)与校准均

方根误差 ( RMSEC),交叉验证均方根误差 ( RM-
SECV)与检验集的均方根误差(RMSEP)进行方差

齐性 F检验,确定拉曼预测与参考值的方差是否

具有一致性,通过双单侧 t检验验证拉曼预测值与

参考值的统计等效性。 RMSEC / CV 和 RMSEP 计

算如下:

RMSEC / CV =
∑( ŷi - yi) 2

n - N

RMSEP =
∑( ŷi - yi) 2

n
其中 ŷi 为 API预测浓度,yi 为正交方法 API 测

定值,n为考虑的数据集的样本数量,N 为模型中使

用的因子数量。
4 验证试验、方法学和评价内容

ICH Q2(R2)和通则〈9101〉将产品的质量属性

与分析方法的性能特征联系起来,以确保药品在研

发到生产的全生命周期中安全、有效和质量可控。
相比于 ICH Q2(R1)和《中华人民共和国药典》2020
年版通则〈9101〉,ICH Q2(R2)和《中华人民共和国

药典》2025 年版通则〈9101〉规定需验证的性能特征

为专属性 /选择性、范围、准确度和精密度,且明确分

析方法验证具有更大的灵活性,可根据分析方法的

预期用途和所采用的具体技术,选择一组适当的性

能特征及其标准进行验证。 引入选择性作为专属性

的替代评价,通则〈9101〉还提出过高或过低地要求

方法的专属性既不切实际也不科学,体现了 2 个指

导原则支持基于风险的方法验证实践。 以范围代替

线性作为主要性能特征,以确保任何类型的校准模

型(线性、非线性或多元)经验证后都可以用于样品

的分析。 耐用性不再作为需要验证的性能特征,而是

应在方法开发阶段就纳入研究,从而确定需要控制的

分析方法参数和系统适用性试验。 通则〈9101〉还提

出应以统计学方法评价分析方法验证结果。
4. 1 专属性 /选择性 ICH Q2(R2)和通则〈9101〉
定义了专属性和选择性的含义,专属性通常用于描

述最终状态,即方法具有完全的选择性,选择性则是

一个相对术语,用于描述混合物或基质中特定被分

析物可被检测且不受具有类似行为的其他组分的干

扰程度。 相较于现行指导原则增加了 2 种验证方

法,即与正交方法比较和利用技术的固有合理性来

免除验证试验。 通则〈9101〉中增加了中药鉴别和

中药分析中专属性 /选择性的考察方法,并强调验证

方法应基于具体的方法。
稳定性指示方法( stability-indicating methods,

SIMs)是分析方法的一个重要类别[12],用于跟踪生

产过程中形成的杂质和贮存时产生的潜在杂质,这
就要求方法具有稳定性指示特性,验证过程中可采

用含有相关降解产物的样品,包括使用加标分析物

和含所有已知干扰物的样品,已暴露于各种物理和

化学强制条件下的样品,或实际过期或经过强制条

件存储的样品,以确保验证结果的真实性和可靠性,
以更全面地评估分析方法的稳定性。 但是在实际的

分析方法验证中还应根据方法的预期目标进行有针

对性的验证。
Yuill等[12]建立了药物有关物质 UHPLC 检测

方法并进行验证,在方法开发阶段采用强制降解试

验考察方法稳定性指示特性时发现氧化降解物与

API共洗脱,研究者通过优化降解试验条件(降低过

氧化氢浓度和增加采样时间点)以确定产生的降解

杂质能反映真实储存条件下样品的降解,接着通过

DryLab软件进行计算机模拟,系统探索色谱柱温度

与梯度条件的优化空间,从而改善氧化降解物与

API的分离效能并确定最优条件。
4. 2 范围 ICH Q2(R2)和通则〈9101〉中“范围”
这个性能特征的内涵更加丰富,包含响应和范围下

限(包括定量限和 /或检测限)。 首先区分分析方法

的范围、工作范围以及可报告范围的含义,可报告范

围通常来源于质量标准并取决于方法的预期用途,
应包括产品标准限度的上限和下限或报告限度;工
作范围对应于待测质量属性(如含量或纯度)在分

析仪器上的最低和最高水平,在此范围内分析方法

提供可靠结果;分析方法的范围指分析方法能达到

适当水平的响应、精密度和准确度,具有良好校正关

系的最高和最低结果的区间,三者是不同的概念,其
中工作范围应不小于可报告范围,必要时用多个工

作范围覆盖可报告范围。 相较于 ICH Q2(R2)中提

到的线性响应、非线性响应和多变量校正,通则

〈9101〉还增加了相对响应,并为化药有关物质、中
药及其复方制剂多指标成分测定时常采用的校正因

子法的制订提供了依据。
ICH Q2(R2)和通则〈9101〉规定了“如待测量

的质量属性要求分析方法范围接近该方法的范围下

限”时定量限和检测限的估算方法,为范围下限灵

活验证提供了依据,但同时规定应使用实际样品进
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行验证。
4. 3 准确度和精密度 ICH Q2(R2)和通则〈9101〉
中提出了准确度和精密度可独立验证也可联合验

证,其中独立验证较为简单,联合验证可以通过使用

概率和置信度来定量误判风险[13]。
《美国药典》通则〈1220〉中 ATP 项下的 2 个

示例有助于理解准确度和精密度的独立验证和联

合验证。
示例 1:存在干扰条件[ x,y,z]的情况下,分析

方法必须能够在可报告范围[A 单位]至[B 单位]
内对样品进行准确定量,报告值的准确度 = 100% ±
[D% ],精密度≤[E%],即方法中对准确度和精密

度分别设定了方法性能标准,需要对准确度和精密

度进行独立验证。
示例 2:存在干扰条件[ x,y,z]的情况下,分析

方法必须能够在可报告范围[A 单位]至[B 单位]
内对样品进行准确定量,报告值的总分析误差分布

落在总分析误差允许范围 ± [C% ]内。 其中,总分

析误差指测试结果由于不准确和不精密而产生的总

误差,综合了方法的系统误差和随机误差,是准确度

和精密度的合成[13]。 该示例要求总分析误差( total
analytical error,TAE)的分布满足目标范围,这是一

种联合验证,即以方法开发中生成的数据确定最佳

方法以及适宜的方法性能标准,对准确度和精密度

进行综合评估。
精密度的验证内容包括重复性、中间精密度和

重现性,中间精密度和重现性属于风险评估范畴,鼓
励在方法开发中使用试验设计进行相关研究,从而

简化验证。 通则〈9101〉删除前版中基于 HORWITZ
方程对准确度和精密度要求的相关描述[14],而是要

求提供与对应准确度和精密度可接受标准相匹配的

置信区间。
4. 4 耐用性 耐用性是考察分析方法参数微小但

刻意变化对方法重现性的影响。 ICH Q2(R2)和通

则〈9101〉基于分析方法风险管理的考虑,建议在方

法开发阶段考察分析方法的耐用性,同时指出耐用

性考察变动因素不应只关注分析方法参数,还应关

注预处理条件和试剂来源。 耐用性研究[15 - 20]常使

用统计软件进行试验设计(DOE)和数学建模,从而

识别关键因素并建立方法的设计空间。 本课题

组[21]在恩格列净原料及片剂有关物质方法建立过

程中,采用全因子实验设计筛选流动相体系、色谱柱

填料和梯度洗脱程序 3 个因素对杂质分离影响最显

著的条件,并识别出难以分离的两组杂质作为关键方

法属性用于后续方法优化,第二步采用 Box-Behnken
模型法优化流速、柱温和梯度拐点浓度并识别最小分

离度设计空间,利用 LabSolution MD 软件直观地反映

了耐用性范围,方法验证中无需重复研究。
Li等[11]研究建立的拉曼光谱法属于多变量分

析方法,其耐用性评价是通过改变压片速度和混合

浓度后测定验证集样品,计算 RMSEP 并采用多重 t
检验(α = 5% )分析不同试验条件下拉曼预测值的

统计学差异。
4. 5 系统适用性 系统适用性是分析方法的组成

部分,用于系统和方法性能特征的检查,属于分析方

法控制策略内容,其设计内容应基于风险评估、方法

开发过程特别是耐用性试验中获得的知识。 丁晓丽

等[22]在对甘精胰岛素有关物质分析用系统适用性

试验的研究中发现,部分企业参考《美国药典》拟定

系统适用性试验,即考察甘精胰岛素与 0A-甘精胰岛

素的分离度,但不同企业提供的 0A-甘精胰岛素在液

相色谱上的保留时间不同,这导致系统适用性试验

无法检查系统和方法性能特征。 笔者在进行苯磺酸

氨氯地平进口注册标准复核时,有关物质采用薄层

色谱法分析,薄层板的类型和点样技术影响检测灵

敏度,因此在系统适用性要求中增加灵敏度检查,以
保证方法满足杂质检查的预期目的。
5 结语

分析方法在药品的开发和生产中起着关键作

用。 随着药品复杂性的增加,方法的复杂性也在增

加,AQbD理念为分析方法提供了系统的开发方式,
促使分析方法验证策略改变。 ICH Q2(R2)和新修

订的《中华人民共和国药典》2025 年版通则〈9101〉
旨在提供 AQbD框架下的方法学验证体系,目前该

验证体系在 LC 法中已有较多应用,其应用经验和

思路可扩展到基于其他分析技术方法的全生命周期

管理。
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