[bookmark: _GoBack]一、法规要求：新版GMP（2010年修订）
第二百二十三条　物料和不同生产阶段产品的检验应当至少符合以下要求：
（一）企业应当确保药品按照注册批准的方法进行全项检验。
（二）符合下列情形之一的，应当对检验方法进行验证。
1. 采用新的检验方法；
2. 检验方法需变更的；
3. 采用《中华人民共和国药典》及其他法定标准未收载的检验方法；
4. 法规规定的其他需要验证的检验方法。
（三）对不需要进行验证的检验方法，企业应当对检验方法进行确认，以确保检验数据准确、可靠。
法规要求：中国药典（2010年 版）凡例
1. 检验方法和限度。
2. 二十三、本版药典正文收载的所有品种，均应按规定的方法进行检验。如采用其他方法，应将该方法与规定的方法做比较试验，根据试验结果掌握使用，但在仲裁时仍以本版药典规定的方法为准。
法规要求：分析方法确认或验证相关指南
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二、分析方法验证
1. 分析方法验证的定义
2. 分析方法验证的目的
3. 分析方法验证范围
4. 分析方法验证的时机
5. 需验证的分析方法类型
6. 分析方法验证的具体内容
7. 验证检测项目小结
8. 分析方法验证的方式和步骤
9. 分析方法验证常见问题
1. 分析方法验证的定义
是根据检测项目的要求，预先设置一定的验证内容，并通过设计合理的试验来验证所采用的分析方法能否符合检测项目的要求。
2. 分析方法验证的目的
（1）证明采用的分析方法是科学、合理。
（2）证明分析方法能有效控制药品的内在质量。 
验证过程和结果均应记载在标准起草或修订说明中。
3. 分析方法验证范围
（1）适用范围：化学药品的理化分析方法和仪器分析方法的验证与确认；清洁验证方法的验证。
（2）不适用：化学药品的微生物方法；生物制品分析方法验证。
4. 分析方法验证的时机
（1）建立新的药品质量标准；
（2）药品生产工艺变更；
（3）制剂的组分变更；
（4）对原分析方法进行修订时。 
方法验证理由、过程和结果均应记载在药品标准起草说明或修订说明中。
5. 需验证的分析方法类型
（1）鉴别试验
（2）杂质定量或限度检查（仪器或非仪器检测方法）
（3）原料药或制剂中活性成分以及制剂中选定组分（如防腐剂等）的定量测定含量测定
（4）化学药品/中药制剂中其他需控制成分(如残留物、添加剂等）的测定
（5）制剂溶出度、释放度等检查
（6）原料药粒度检测 
6. 分析方法验证的具体内容
（1）专属性
（2）线性
（3）范围
（4）准确性
（5）精密度
（6）检测限
（7）定量限
（8）耐用性
（9）系统适用性
根据检测的类型，采用的技术检测方法，确定具体方法拟订验证的内容。
专属性
1. 鉴别、杂质和含量测定的方法学验证中应进行专属性研究，证明专属性所采用的方法取决于分析方法的预定检测对象。
2. 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（完全辨别），在此情况下，建议采用两种或两种以上的分析方法以达到所需的辨别水平。
鉴别：合适的鉴别实验应能区别出可能存在结构相似的化合物。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不含被分析物的样品中得到的负结果来确定。此外，也可以采用与被测物结构相似或相关的物质进行鉴别实验。对于这些可能会有潜在干扰的物质的选择应当基于对这些干扰的物质做出合理的科学评判。
含量测定和杂质检测：对于色谱方法来说，应当用具有代表性的色谱图来证明专属性，并在图上适当地标出每一种成分，其他分离技术也应当有相似的考虑。应当在适合的程度上研究关键的色谱分离度。对于关键的分离度，能够通过两个洗脱最靠近的化合物之间的分辨率来证明方法的专属性。
当用非专属性方法做含量测定时，应当采用其他辅助性的分析方法来证明整体的专属性，例如：当为了放行而采用滴定法测定原料药含量时，可以合并采用这种含量测定方法以及一种适当的杂质检查方法。
常用的试验方法: 
空白阴性对照试验
比较同一分析系统对照品与供试品相应色谱峰的吸收光谱：
色谱-质谱联用验证待测成分
线性
线性系指在设计的范围内，测试结果与供试品中被测物浓度直接呈正比关系的程度。
试验方法：
（1）制备至少包含5个浓度（梯度浓度）的对照品溶液，分别进样测定
（2）以测得的响应信号作为被测物浓度的函数作图，观察是否呈线性
（3）最小二乘法进行线性回归
数据要求：
应列出回归方程、相关系数和线性图。
范围
范围系指能达到一定精密度、准确度和线性，测试方法适用的高低限浓度或量的区间。 
确认方法是通过把含有被测物的样品在范围的两个极端和范围内进行测试，考察是否可达到精密度、准确度的线性的要求。
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范围（中药和复方制剂）
含量限度有上下限的，一般设定范围低限为含量限度下限的50～70％，范围的高限为含量限度上限的130～150％。含量限度仅有低限的，一般设定范围为含量限度的50％～70％至含量限度的2～5倍以上。以标示量规定含量限度的，可参照化学药， 一般设定范围为标示量的80％～120％。 
含量限度应根据中药制剂实测结果与原料药材的含量情况确定。尽可能多的测定数据才有足够的代表性，至少应有10批以上样品与原料药材数据为依据，一般原粉入药的转移率要求在90%以上。有毒成分及中西药复方制剂中化学药品的含量应规定上下限，上下限幅度应根据测试方法、品种情况、转移率及理论值确定，一般应在±5%～±20%之间，并在安全有效范围内，制定上下限应有充分依据。
准确度
系指用该方法测定的结果与真实值或参考值接近的程度，一般用回收率（%）表示。 
a. 以经典方法的测定值作为真值，建立方法的测定数据与之比较。（该法适用于化学药品） 
b. 以加入对照品测定的回收率表示，一般有空白回收（制剂空白）和加样回收测定的方法。（中药材、复方制剂等）
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准确度 —原料药
（1）用已知纯度的被分析物（如参比物质）进行测定。
（2）用提出的分析方法的检测结果与第二种成熟的分析方法的检测结果做比较，而后者的准确性是有规定的和（或）经确定的。
（3）准确性可以在精密度、线性和专属性建立后，推论而得。
准确度 —制剂
（1）用该分析方法测定药物制剂成分与添加的已知量被分析原料药的混合物？
（2）如在不能获得制剂所有成分的样品时，可以将已知量的被分析物加入到制剂中，或者将测得的结果与另一种已鉴定分析方法的分析结果进行比较，而后者的准确性是有规定的和（或）经确定的。 
（3）在精密度、线性和专属性建立后，可以推断准确性。
准确度-杂质的定量测定
（1）应当通过用已知量杂质加强样品（原料药／制剂）检测信号的方式来评价准确性。
（2） 在不能获得特定杂质和（或）降解产物样品的情况下，可以考虑与另一种成熟的方法所测得的结果做比较。可以使用原料药的响应因子。如药典方法或经过验证的方法。
（3）应当明确如何确定每个单一杂质或总杂质：如：所有成分相对于主摹被分析物的重量／重量首分比或峰面积百分比。
某成分含量测定－回收率1
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某成分－回收率2
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某成分含量测定－回收率3
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精密度
精密度系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。精密度一般用偏差、标准偏差或相对标准偏差表示。
（1）重复性 
（2）中间精密度 
（3）重现性 
精密度--验证方法
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检出限（Limit of Detection，LOD）
检测限系指供试品中被测物能被检测出的最低量。
a. 非仪器分析目视法
通过对一系列含有已知浓度分析物的样品进行分析，以确定能够被可靠测定的分析物的最低浓度。
b. 仪器法（信噪比法）
该方法仅适用于出现基线噪音的分析方法。信噪比的确定是通过比较含已知低浓度被分析物样品与空白样品的测试信号，确定被分析物可以靠被检测到的最小浓度。通常信噪比为3：1或2：1时，检测限可以被接受。
检测限系指供试品中被测物能被检测出的最低量。
c. 响应值的标准差和斜率
检测限（DL）可以表达为：DL=3.3σ /S式中，σ为响应值的标准差；S为校正曲线的斜率。
斜率s可从被分析物的校正曲线来估算，而σ值可由多种途径估算。例如：基于空白的标准差；基于校正曲线。
数据要求：
（1）应当提供检测限和测定检测限的方法。
（2）如果方法采用目测法和信噪比法，应提供测试图谱。
（3）如果通过计算或外推法得到检测限的估算值，可对一系列或等于检测限样品的独立分析来验证这一估算值。
定量限（Limit of Quantitative, LOQ）
定义：定量限系指供试品中被测成分能被定量测定的最低量，其测定结果应具一定准确度和精密度。杂质和降解产物用定量测定方法研究时，应确定定量限。 
试验方法：
（1）目测法
（2）信噪比法：以信噪比10:1时的浓度（或量）进样测定,重复测定的响应值应满足精密度要求。
（3）基于响应值的标准差和斜率
耐用性
定义：耐用性系指在测定条件有小的变动时，测定结果不受影响的承受程度。
1. 耐用性进行评估应当在研制阶段就加以考虑，它取决于所研究的分析方法类型。应表明在对方法参数进行有意改变后，分析方法依然可靠
2. 如果测定的结果表明该方法对分析条件的变化是敏感的，那么这些分析条件就应适当地加以控制或在方法中预先提出告诫。因此应当对耐用性进行评估，并建立一系列的系统适用性参数（如分离度实验），以确保该分析方法在任何时候都可以保持有效性。
3. 如果测试条件要求苛刻，则应在方法中写明。
考察因素：分析溶液的稳定性；样品的提取次数、时间；液相色谱方法；流动相pH值变化的影响；流动相组分变化的影响；不同色谱柱（和／或供应商）；温度； 流速。
气相色谱方法：不同色谱柱（不同的批号和／或供应商）；温度；流速；固定相；不同类型的载体 。
薄层色谱法：不同品牌的薄层板；点样方式；薄层展开时温度及相对湿度的变化。
试验示例--不同柱温比较 
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试验示例--不同检测波长的比较 
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试验示例-流动相组成比例变化比较
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某含量测定－提取条件选择
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系统适用性试验
系统适用性实验是许多分析方法的组成部分，这些实验的基本概念是要把由分析设备、电子仪器、实验操作和被分析样品所组成的完整系统进行整体评估。对于特定方法的系统适应性参数的建立依赖于被验证方法的类型。进一步信息可参考药典。
验证检测项目小结
1. 鉴别
鉴别的目的在于判定被分析物是目标化合物，而非其它物质，用于鉴别的分析方法要求具有较强的专属性。
2. 杂质检查（限度试验、定量试验）
杂质检查主要用于控制主成分以外的杂质，如有机杂质、无机杂质等。
杂质检查要准确反应供试品的纯度特性，可分为限度试验和定量试验两种情况。用于限度试验的分析方法验证侧重专属性和检测限。用于定量试验的分析方法验证强调专属性、准确度和定量限。 
3. 定量测定
定量测定包括含量测定、制剂的溶出度（释放度）测定等，由于此类项目对准确性要求较高，故所采用的分析方法要求具有一定的专属性、准确度和线性。
4. 其他特定检测项目
其他特定检测项目包括粒径分布、旋光度、分子量分布等，由于这些检测项目的要求与鉴别、杂质检查、定量测定等有所不同，对于这些项目的分析方法验证应有不同的要求。
需验证项目
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注意：-表示通常不需要做的项目；+表示通常需要做的项目。
①假如已做了重现性（见术语表），就不需再做中间精密度。
②分析方法缺乏专属性，可以由其他分析方法来补充。
③有些情况下可能需要。
分析方法验证的方式和步骤
分析方法应给出完成每个分析试验所需的详细步骤。
（1）可能包括供试品、对照品和试剂的配制和制备；
（2）仪器的使用说明；
（3）标准曲线的绘制；
（4）计算公式的使用等信息，
当然，分析方法的内容不仅限于上述信息。
在实际工作中，可以对实验工作进行充分的设计，使得可以同时考察多个适当的验证项目，提供分析方法科学的、综合的能力情况，比如：专属性、线性、范围、准确度和精密度等。
分析方法验证常见问题
药味的选择问题：
（1）供试品溶液制备考察不全面 
（2）对照品溶液浓度与供试品不匹配
（3）标准曲线的制备  样品测定不在线性范围之内取样、范围太小、单位等问题
（4）色谱条件的选择  应详述理由并附相关图谱
（5）方法改变后应与原方法作比较
（6）对照品溶液的制备  对照品称量难以达到精密称定的要求
（7）回收率测定问题
耐用性考察问题：
（1）特殊剂型如分散片建议研究建立主要成分的溶出度检查方法 ，限度的制定有时不能照搬二部药典。
（2）单味制剂，应作辅料空白样品，进行空白对照试验。
（3）正文，不规范。
三、分析方法确认
1. 分析方法确认：
 一个阐述通过已验证方法进行产品测试的条件确实适合于该验证方法的过程。
2. 适用范围：
物料和产品中不需要进行验证的检验方法以及药典方法和其他已验证的法定标准。通过方法确认来证明在本实验室条件下的适用性。
3. 不适用于：
日常检验一般理化方法。如干燥失重、炽灼残渣；分析方法的验证通常在产品的研发阶段已经进行； 应关注不同实验室之间方法转移时的确认。
采用药典规定的检验方法需要确认的目的：
（1）在于提供第一次使用实验室的人员、设备和试剂进行法定分析方法确认时得到可接受结果的基本信息。
（2）确认包括所选择的方法性能参数，如那些在USP<1225>中描述的，是产生相关数据而不是重复验证过程。
（3）方法使用者应有相当的经验、知识并经过培训能够按照书面的法定方法进行操作。由使用者进行方法确认可以提供法定方法能够适合相应的测试目的的信心。
（4）尽管缺认法定方法在真实条件下使用时的适应性不需要进行完整的再验证过程，列在<1225>表2中的一些分析参数可以在确认过程中使用。特定方法的确认仅需要对被认为适宜的参数进行评估。
<1226>法定方法确认：
除非有迹象显示法定方法不适应各论下测试要求，一些基本的常规方法不需要做验证。基本法定分析方法包括但不限于：干燥失重、炽灼残渣、各种化学检测如酸度检测，简单的仪器分析如用pH值测试仪测定pH值。药典建议，对于首次使用药典方法进行常规检测的实验，应考虑到任何新的或不同的样品或溶液的处理要求。
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原料药检测方法示例
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制剂检测方法示例
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如果缺少指导书可能影响检测结果，实验室应具有所有相关设备的使用和操作指导书以及处置、准备检测物品的指导书，或者二者兼有。所有与实验室工作有关的指导书、标准、手册和参考资料应保持现行有效并易于员工取阅。
四、分析方法的验证、确认及方法转移总结
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