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部分 1： 

分析方法的验证正文 

 

本指导原则于 1994 年 10 月 27 日 ICH 指导委员会上进入 ICH 第四阶段，被推

荐给 ICH 三方管理部门采纳。 

 

1 介绍 

本文件是讨论药物在欧盟、日本、美国注册申请时，递交的分析方法验证

所需考虑的参数，它并不寻求涵盖到世界上其他地区注册或出口所要求的测

试。另外，本文汇集了项目及其定义，但不对如何完成验证进行指导。希望通

过这些项目和定义，使通常存在于三方各种不同的条例、不同的管理者间的差

异容易沟通。 

分析方法的验证是为了证明该分析方法与其预期目的的相适应。本文以表

格形式汇总了适用于鉴别，杂质控制及含量测定方法的各个项目。其他一些分

析方法将会在日后增加。 

2 需验证的分析方法类型 

分析方法的验证讨论了四种最常见的类型： 

· 鉴别试验； 

·杂质的定量试验； 

·杂质控制的限度试验； 

·原料药或制剂中活性成分以及制剂中选定组分的定量试验。 

虽然许多其他分析方法，（如制剂的溶出度试验或原料药粒度检查）没有

在分析方法验证的初始文本中提及，但这些方法的验证和本文所列内容同等重

要，可能在以后的文件中提出。 

本文件讨论的试验类型简述如下： 

·鉴别试验旨在确证样品中的一种被测物的特性。通常将样品的性质（如

光谱、色谱行为、化学反应性等）与参比对照品的性质进行比对。 

·杂质检查是指样品中杂质的定量检测或限度检测。两种检测均是为了准

确反映样品的纯度。定量试验所需验证项目与限度试验相比是不同的。 
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·含量测定是指测定样品中被分析物的含量。本文件中含量测定是指原料

药中主要成分的定量的测定。类似的验证项目也适用于制剂中的活性组分或其

他指定成分的定量测定，以及与其它分析方法（如溶出度）相关的定量分析。 

应清楚了解分析方法的目的，因为这将决定需要评价哪些验证项目。应进

行评价的典型的验证项目如下： 

·准确度 

·精密度 

重复性 

中间精密度 

·专属性 

·检测限度 

·定量限度 

·线性 

·范围 

各验证项目的定义见后面的术语表。上表中列举了在不同类型分析方法验

证中被认为是最总要的参数。对所列举的分析方法来说，表中列的应属典型的

参数，但偶有例外，仍应根据具体情况而定。值得一提的是表中没有列出耐用

性（Robustness），但在分析方法研究过程的适当阶段，应予以考虑。 

下列情况需要重新验证： 

·原料药合成方法的改变； 

·成品组分发生改变 

·分析方法的改变 

要求重新验证的程度应根据改变的情况而定。某些其他的改变可能也要求

验证。 

表 

分析方法的类型 鉴别 
杂质检查 含量分析,溶出度（仅

指测定）,含量/效价 定量 限度检测 

项目  

准确度 - + - + 

精密度  

重复性 - + - + 

中间精密度 - +（1） - +（1） 

专属性（2） + + + + 
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检测限度 - -（3） + - 

定量限度 - + - - 

线性 - + - + 

范围 - + - + 

注意： 

-表示此项特征通常不用评价； 

+表示此项特征通常要评价； 

(1)假如已评价重现性（见术语表），可不需再评价中间精密度；  

(2)缺乏专属性的分析方法，应由其他分析方法来作补充； 

(3)有些情况下需要。 

 

3 术语 

1 分析方法（Analytical procedure） 

分析方法是指进行分析的方式。应详细描述进行每个分析试验所必需的步

骤。它包括但不局限于：样品、参比对照品、试剂的配制，仪器的使用，标准

曲线的绘制，计算公式的运用等。 

2 专属性（Specificity） 

专属性是指可能存在某些组分（如杂质、降解物、基质等）时，对被分析

物准确可靠测定的能力。 

一种分析方法缺乏专属性时，可由其他辅助的分析方法作补充。 

专属性有以下含义： 

鉴别：确证被分析物符合其特性。 

纯度检查：确保采用的分析方法可检出被分析物中的杂质的准确含量，如

有关物质，重金属，溶剂残留量等。 

含量测定（含量或效价）：提供样品中被分析物的含量或效价的准确结

果。 

3 准确性（Accuracy） 

分析方法的准确性指的是真实值或认可的参考值与测量值之间的相近程

度。 

    准确性有时也称真实度。 

4 精密度（Precision） 
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分析方法的精密度指的是规定条件下对均质样品多次取样进行一系列检测

结果的接近程度（离散程度）。精密度可以从三个层次考虑：重复性，中间精

密度。重现性。 

精密度考察应使用均质的、可信的样品。如果得不到，可用人为配制的样

品或样品溶液进行研究。 

分析方法的精密度通常以多次测量结果的变异性、标准偏差或变异系数来

表达。 

4.1 重复性（Repeatability） 

重复性是指在同样的操作条件下，在较短时间间隔的精密度：也称为间隙

测量精密度（Intra-assay precision）。 

4.2 中间精密度（Intermediate Precision） 

中间精密度是指实验室内部条件改变，如不同日，不同试验分析者，不同

仪器等情况下的精密度。 

4.3 重现性（Reproducibility） 

重现性是指不同试验室之间的精密度（合作研究，通常用于方法学的标准

化）。 

5 检测限度（Detection limit） 

某一分析方法的检测限度是样品中的被分析物分析物能够被检测到的最低

量，但不一定要准确定量。 

6 定量限度（Quantitation limit） 

某一分析方法的定量限度是指在合适的准确性和精密度下，能够定量测定

样品中被分析物的最低量。它是样品中含量下，能够定量测定样品中被分析物

的最低量。它是样品中含量低的化合物定量测定的参数，特别适用于杂质和/或

降解产物的测定。 

7 线性（Linearity） 

分析方法的线性是指在给定的范围内检测结果与样品中被分析物的浓度

（量）成比例关系的能力。 

8 范围（Range） 
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分析方法的范围是样品中被分析物的较高浓度（量）和较低浓度（量）之

间的一个区间。并已证实在此区间内，该方法具有合适的准确性、精密度和线

性。 

9 耐用性（Robustness） 

分析方法的耐用性是指在试验参数被故意地发生细小改变时，检测不受影

响的能力，用于说明正常使用时的柔韧性。 
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部分 2： 

分析方法的验证：方法学 

 

于 1996 年 11 月 6 日经 ICH 指导委员会批准通过作为四阶段草案，并

于 2005 年 11 月并入主指导原则中，推荐给 ICH 的三方法规机构采用。 

介    绍 

部分 I 阐述了分析方法验证中应考虑的项目，本文件是对部分 I 的补充，

其目的是对每一种分析方法的各种验证项目提供指导和建议。在某些情况下

（如专属性验证）为了确保原料药和制剂的质量，应对综合起来的几个分析方

法的总体能力进行研究。此外文件对注册申报中必须要递交的资料做了指导。 

验证中的所有相关数据和验证项目的计算公式都应申报并进行讨论。 

指导原则中未提到的方法，也可应用和采纳。申报者的责任应是选择最适

合他们产品的验证方法和方案。但要切记，分析方法验证的主要目的是证明其

适合于预期目的。对于生物技术产品和生物制品，由于它们的复杂特性，在某

些情况下，其分析方法也许与本文件中提到的方法不同。 

在整个方法学验证研究过程中，必须使用已鉴定并标示纯度的参比物，其

纯度要求取决于预期用途。 

与部分 I 一样，为清楚起见，本文件在各独立的章节中考虑了不同的验证

内容，这些章节的排列反映了建立和评估一种分析方法的过程。 

事实上在进行实验设计时，通常可以同时考虑几个验证项目，以了解分析

方法分析能力的合理性和总体情况，如：同时考察专属性、线性、范围、准确

性和精密度。 

1 专属性 

在鉴别、杂质测定和含量测定的方法学验证中应进行专属性研究，用于证

明专属性的方法取决于分析方法的预期目的。 

一般一种分析方法不太可能对某一特定的被分析物具有专属性（完全识

别），在此情况下，建议采用两种或两种以上的分析方法以达到能识别的水

平。 

1.1 鉴别 
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合适的辨别试验应能区别出可能存在的几个结构相似的化合物。可以通过

与已知参比物比较，从含有被分析物的样品中得到的正结果和从不含被分析物

中得到负结果来确定。此外鉴别试验也可以取与被测物结构相似或相关的物质

来试验得不到正反应来证实。在选择这些可能会产生干扰的物质时，应考虑是

否能对可能发生的干扰有科学的判断能力。 

1.2 含量测定和杂质检查 

在色谱方法中，应用典型的色谱图来证明专属性，并在图上恰当地标出每

一种成分，其他分离技术也应如此。 

在色谱方法中，应在一定程度上考察临界分离。对临界分离，可用两个洗

脱程度最接近的化合物的分离度来证明其专属性。 

当用非专属性方法测定含量时，可用其他辅助性的分析方法来证实整体的

专属性。如：用滴定法来测定出厂原料药的含量，可结合使用合适的杂质检查

方法。 

下述方法均适用于含量测定和杂质检查： 

1.2.1 可以得到杂质 

对含量测定来说，专属性应提供被分析物在杂质和（或）赋形剂存在时能

被识别的证明。实际操作中可以在纯物质（原料或制剂）中加入一定量的杂质

或辅料，与未加杂质或辅料的样品测定结果相比较，以证明其含量测定结果不

受这些物质的影响。 

对杂质检查来说，通过在原料药或制剂中加入一定量的杂质，证明各杂质

能逐个分离，并也能与样品中其他组分分离。 

1.2.2 无法得到杂质 

如果杂质或降解产物的对照品不能得到，专属性可以通过将含一定量的杂

质或降解产物的样品测定结果与另一种成熟的方法测定结果比较，如药典方法

或经验证的其他方法（与该方法不相关的方法）进行比较来证实。必要时，应

包括对放置在强力破坏试验条件下，如：光，热，湿，酸碱水解及氧化情况下

的样品的测定。 

·对于含量测定，需要比较两种方法的结果。 

·对于杂质检查，要比较杂质的概况。 
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峰的纯度试验是很有用的，它显示被测物色谱峰是单个还是多个成分（如

二极管阵列、质谱）。 

2 线性 

线性关系应在分析方法的“范围”（见第 3 节）内进行评价。可用所建议

的分析方法，直接对原料药（用标准储备溶液稀释）和/或对分别称取的制剂组

分混匀物进行测定，以证明其线性。后者可在“范围”的验证中进行研究。 

线性关系应以信号对被分析物的浓度或含量作图，根据图形是否呈线性进

行评价。如果有线性关系，可用适当的统计方法估算试验结果，如，最小二乘

法。在某些情况下，为使分析结果和样品浓度呈线性关系，在回归分析前应对

测试数据进行数学转换。由线性回归估算所得到的数据本身，又有助于证明线

性程度的好坏。 

上报资料中应含相关系数、y 轴上的截距、回归线的斜率、剩余方差。还

应包括数据图表。另外，分析实测值与回归线的偏差也有助于对线性作评价。 

一些分析方法，如免疫测定法，在任何转换后，均不能证明呈线性，在这

种情况下，分析的响应值应用样品中被分析物的浓度（含量）的适当函数来标

示。 

为建立线性，建议至少用 5 个浓度。若用其他方法应经验证。 

3 范围 

特定的范围一般是从线性研究中得到的，并取决于分析方法的预期应用。

确定范围的方法是：样品中含有被分析物的量，无论在范围内或在范围末端，

该分析方法均能获得良好的线性、精密度和准确性。 

应该考虑下述最小的规定范围： 

*对原料药或成品的含量测定：一般应在测试浓度的 80~120%； 

*对含量均匀度检查：应在测试浓度的 70~130%，超出此范围，应有正当

理由，主要是根据剂型的特点（如：计量型的吸入剂）。 

*对于溶出度测试：应为规定范围的±20 %，例如，如果是控释制剂，规定

1 小时后达到 20%，24 小时后为 90%以上，它的合理范围应为标示量的

0~110%。 
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*对于杂质检查：应为杂质报告水平至规定限度的 120%。对已知有异常功

效的、有毒的或有意外药理作用的杂质，其检测限度和定量限度，应与该杂质

必须被限制的水平相当。 

注意：在研制阶段进行杂质检查方法验证时，有必要将范围建立在建议的

限度周围。 

*如果用一个试验同时进行含量测定和纯度检查，且仅适用 100%的标准

品，线性范围应覆盖杂质的报告水平至规范中规定含量的 120%。 

4 准确性 

应在分析方法规定的范围内建立准确性。 

4.1 含量测定 

4.1.1 原料药 

下列几种方法可用于验证准确性：  

a）用该分析方法去测定已知纯度的被分析物（如：参比物质） 

b) 将建议采用的分析方法的结果与另一种成熟的分析方法的结果比较，后

者的准确度是已知的（与该方法不相关的方法，见 1.2 节）。 

c) 准确性可以在精密度，线性和专属性建立后，推论而得。 

4.1.2 制剂 

下列几种方法可用于验证准确性：  

a) 用该分析方法去测定按处方量制成的混合物，其中加入了已知量的被分

析原料药。 

b) 在不能获得制剂所有组分的情况下，可以将已知量的被分析物加入到制

剂中，或者将测得结果与另一种已鉴定的分析方法分析的结果进行比较，后者

的准确度是已知的（与该方法不相关的方法，见 1.2 节） 

c) 准确性可以在精密度、线性和专属性建立后推论而得。 

4.2 杂质（定量） 

准确性应使用在样品（原料药/制剂）中加入已知量杂质的方式来评价。 

在不能获得含有确定杂质和/或降解产物的样品情况下，可以考虑与其它不

同的方法（见 1.2 节）测得的结果比较。可以使用原料药的响应因子。 

应明确如何测定单个或总的杂质量，如：用相对于主要被分析物所占的重

量百分比或面积百分比来表示。 
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4.3 申报数据 

准确性的评价需要对涵盖所规定的线性范围的至少 3 种浓度的不少于 9 次

的测定（如：按完整分析步骤对 3 中浓度分别测定 3 次）。 

准确性应通过在样品中加入已知量的被分析物测得的百分回收率或平均值

与实测值的差异及其置信区间来报告。 

5 精密度 

含量测定和杂质定量测定方法的验证，均包括对精密度的考察。 

5.1 重复性 

重复性的验证方法： 

（1）在方法规定线性范围内至少测定 9 次（如：3 种浓度/每种重复测定 3

次）；或（2）至少用 100%的试验浓度测定 6 次。 

5.2 中间精密度 

中间精密度的考察程度应根据分析方法预期使用的环境而定，申请者应确

定随机事件对分析方法精密度的影响。需研究的典型变异包括：日期、分析

者、仪器等。没有必要逐个考察每个因素。鼓励使用试验设计（矩阵）。 

5.3 重现性 

重现性通过试验室之间的试验来评价。当分析方法需要标准化时，如收载

到药典中的方法，则应考虑重现性。申请上市的文档中不需要这些试验数据。 

5.4 申报数据 

每一种精密度研究都必须报告标准差、相对标准差（变异系数）和置信区

间。 

6 检测限度 

根据分析方法是采用非仪器分析还是仪器分析，可用几种方法来确定检测

限度，除了下面所列的方法外其他的方法也可能被接受。 

6.1 根据直观评价 

直观评价可以用于非仪器分析方法，也可用于仪器分析方法。 

检测限度的测定是通过对一系列已知浓度分析物的样品进行分析，并以能

准确测得被分析物的最小量来建立。 

6.2 根据信噪比 

该方法仅适用于出现基线噪音的分析方法。 
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信噪比的测定是通过比较含已知低浓度被分析物的样品与空白样品的测试

信号，确定被分析物可被准确地检测的最小浓度。一般可接受的检测限度是信

噪比为 3:1 或 2:1。 

6.3 根据响应值的标准偏差和斜率 

检测限度（DL）表示为：DL = 3.3σ/ S 

σ=响应值的标准差 

S =校正曲线的斜率； 

斜率 S 可以从被分析物的校正曲线来估算。σ的值可由多种途径估算如： 

6.3.1 根据空白的标准差 

通过几份空白样品的分析，测出分析背景响应值的大小，然后计算这些响

应值的标准偏差。 

6.3.2 根据校正曲线 

在包含 DL 的范围内，通过对含被分析物的一组样品的分析，建立标准曲

线。回归线的剩余标准偏差或回归线 y-轴截距标准偏差都可作为标准偏差。 

6.4 申报数据 

必须同时提供检测限度和测定限度的方法。如果 DL 是根据直观评估或信

噪比得来的，应提供相关的一些色谱图。 

如通过计算或外推法得到检测限度的估算值，可另取一系列接近或等于检

测限度样品进行逐个分析，以验证这一估算值。 

7 定量限度 

根据检测方法是用非仪器分析还是仪器分析，可用几种方法来评价定量检

测限度。除了下面列出的方法外，其他方法也是可以接受的。 

7.1 根据直观评价 

直观评价既可用于非仪器的分析方法，也可用于仪器分析方法。 

一般通过对一系列含有已知浓度被分析物的样品分析，在准确度和精密度

都符合要求的情况下，被分析物能被定量测得的最小量即为定量限度。 

7.2 根据信噪比 

该方法仅适用于出现基线噪音的分析方法。 
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信噪比的测定是通过比较一系列含有已知低浓度被分析物的样品与空白样

品的测定信号，以其中被测物能够准确定量的最小浓度为定量限。一般取信噪

比为 10:1.  

7.3 根据响应值的标准偏差和斜率 

定量限度（QL）表示为：QL = 10σ/ S 

σ=响应值的标准偏差 

S =校正曲线的斜率； 

斜率 S 可从被分析物的校正曲线估算。σ 值的估算可由多种途径得到。

如： 

7.3.1 根据空白的标准偏差 

分析几份空白样品，得出分析背景响应的大小，然后计算这些响应的标准

偏差。 

7.3.2 根据校正曲线 

通过对几份含有 QL 水平被分析物的样品的测试，建立校正曲线。回归线

的剩余标准偏差或回归线的 y-轴截距标准偏差都可作为标准偏差。 

7.4 申报数据 

应提供定量限度及其测定方法。 

应通过分析一系列接近或等于定量限度的样品来验证这一限度。 

8 耐用性 

在研制阶段，根据所研究的分析方法的类型，应考虑对分析方法的耐用性

进行评估，该评估应能表明在对方法参数进行有意地改变后，分析方法依然可

靠。 

如果测量结果对分析条件的变化是敏感的，那么该分析条件就应适当控制

或在方法中预先注明。通过耐用性评估，建立了一系列的系统适用性参数（如

分离度试验），以确保在任何时候使用该分析方法都是有效的。 

典型变化的例子： 

--供分析用溶液的稳定性； 

--提取时间。 

在液相色谱条件下的典型变化例子： 

--流动相 pH 值变化的影响。 
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--流动相组分变化的影响； 

--不同柱子（不同的批号和/或供应商）； 

--温度； 

--流速； 

在气相色谱条件下的典型变化例子： 

--不同柱子（不同的批号/或供应商）; 

--温度； 

--流速； 

9 系统适用性试验 

系统适用性试验是许多分析方法的必要组成部分。该试验是把分析设备、

电子仪器、实验操作和被分析样品作为一个整体来进行评估。系统适用性试验

参数是根据被验证的方法类型，对某一特定方法而建立的。进一步信息可参考

药典。 


