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摘要：综述了目前国内外方法验证的法规和 / 或指导原则中对于方法性能参数进行验证和评价的统计学

方法；并对如何通过风险分析、实验设计、样本量和结果计算以获得更可靠性能参数等方面的问题进行了

探讨。
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Further discussion about the acquisition and evaluation of 
performance parameters in procedure validation*
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Abstract：The statistical methods for validation and evaluation of performance parameters of analytical procedures 
in domestic and foreign regulations and/or guidelines were summarized. The issues to obtain more reliable 
performance parameters by risk analysis，experimental design，sample size calculation，and results calculation 
evaluation were also discussed.
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方法验证是根据所检测药品质量属性的要求，预

先设定一定的验证内容和限度标准，通过设计合理的

实验来验证所采用的分析方法是否科学、合理，并适

用它所期望的应用目的［1］。该内容在药品质量控制

领域不可或缺，故各国药典［2-4］均制定了相关的指导

原则或指南，且由美国、日本和欧洲协调一致，形成了

具有广泛影响力的 ICH Q2（R1）［1］。

ICH Q2（R1）的最终版本于 2005 年成型，至今

未作修改。各国药典基于 ICH 指导原则，结合实际

应用中遇到的问题，进行了许多新的探索和拓展（参

见本专栏《方法验证法规发展历程及存在问题》一

文）。近年来，对方法验证的研究主要集中于以下 3
个问题：（1）如何科学地确定方法满足用途的标准或

依据；（2）如何获得可靠的性能参数；（3）如何全面地
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描述方法验证性能参数的稳健性或变异性。

有关第 1 个问题，作者已在本专栏《定量理化

分析方法满足预期用途的判断标准探讨》一文中做

了专门论述。本文主要结合 ICH Q2（R1）和最新版

USP 所收载的 <1210>［5］ ，对上述的问题（2）和（3）

进行比较，进而提出对验证试验的实验设计和参数描

述的个人观点以供参考。

1　关于描述方法变异性和可靠性的性能参数探讨

ICH Q2（R1）［1］与 USP<1225>［4］除在方法分类

（USP 将溶出度 / 释放度作为单独一类方法，而 ICH 和

《中华人民共和国药典》将其与主成分定量测定合并

为一类）上有差异外，对各类方法验证时所需的性能

参数要求基本一致，如各类方法都要求提供专属性；

对主成分定量测定的方法还要求提供准确度、精密

度、线性和范围；对杂质检测方法还要求提供定量下

限（limit of quantitation，LOQ）（杂质分析测定方法的定

量限度）或检测下限（limit of detection，LOD）（杂质分

析测定方法的检测限度）。本文主要对影响Ⅰ类和Ⅱ

类分析方法的关键性能参数——准确度、精密度、LOD
与 LOQ 的获取和评价进行探讨，对线性的评价新增回

归线标准误，范围的确定参照准确度、精密度和线性。

为了更好地描述方法的变异性和性能参数的可

靠性，相比于 ICH Q2（R1），USP<1210>［5］规定了更

加明确的计算方式和新的统计评价指标，如（1）对准

确度的评价增加了偏倚（bias）的置信区间；（2）对精

密度的评价增加了置信上限；（3）对线性的评价增加

了回归线标准误（standard error of regression line）；（4）

对 LOD 的计算明确规定采用线性 95% 的预测区间；

（5）对方法的评价还增加了方法变异度（variability），

即采用准确度和精密度联合（合成）的方式评价方

法，同时还增加了用方法变异度计算的容忍区间和预

测区间来总体评价方法的适用范围。

上述各统计评价指标的具体含义如下：偏倚的

置信区间指在一定置信水平下，真实偏倚有一定概率

落在测量结果周围的程度；精密度的置信上限指在一

定置信水平下，精密度可能的最大离散程度；回归线

的标准误即回归线的残差标准偏差；方法变异是指

分析方法造成的变异，是准确度和精密度的合成；预

测区间是指用验证试验的样本结果来预计在一定置

信水平下，下一次或下几次实验时，该方法所测结果

的所在范围；容忍区间是指用验证试验的样本结果

来预计该方法在给定的置信水平下，预测该方法所有

检测结果中有期望概率值（desired probability value，

P）所在的范围。LOD 和 LOQ 的确定，采用线性 95%
的预测区间，既充分考虑了由空白信号导致的Ⅰ类错

误与Ⅱ类错误 ，同时也考虑了回归线的不确定性以

及与未来观测相关的变异性［5］。

上述改变是对 ICH Q2（R1）指南应用中所遇问

题的解答，也是更加科学准确、严谨规范地保障今后

方法验证研究的有力手段，是 USP 专家近 8 年的探

索和实践的成果。

2　关于获取方法验证性能参数的探讨

ICH Q2（R1）对所规定的性能参数提供了多种

计算方式，如对 LOD 运算有 5 种方式：基于目测、基

于信噪比、基于响应和斜率的标准偏差、基于空白的

标准偏差和基于校准曲线，但哪些方式更优，更能科

学地保证所获参数的准确和可靠，却没有更多论述。

USP 专家近年来除补充和完善了方法验证的性

能参数，也对如何可靠地获得这些参数进行了比较研

究，最终从科学性和经济性的角度出发，提出了一套

相对合理的实验设计和新增了准确度 - 精密度联合

评定的方式［5］。

但 USP<1210> 提供的实例中，其实验方案和计算

方式仍有不足。如主成分定量测定类方法的准确度

和精密度评价时，采用 3 个浓度点，9 个实验条件的实

验方案，且仅用报告值进行参数计算，有下列不足：

（1）仅可给出所选浓度范围内相对可靠的总体

验证参数，若对每个浓度点的准确度、重复性、精密度

和中间精密度进行计算时，因样本量小（仅 3 次重复

结果），难以保证其稳健性和可靠性。

（2）验证试验中仅对 3 个浓度点进行准确度

和精密度确定，如某个浓度点（如标示量的 50%）

的准确度或精密度过低，则无法确定该方法的适

用范围是否真正适合其评价某一质量标准的产品

（如 90%~110%）。所以，选择 5 个或更多的浓度点

更有利于判断不同范围内，方法能否满足其预期

应用。

上述 2 点缺陷是该实验设计的先天缺陷，要解决

上述缺陷，需要更为严谨的实验设计。

3　关于可靠的方法验证试验设计的探讨

针对 USP<1210> 中实验设计的不足，作者从方

法验证的重要性、每个浓度点准确度和精密度计算的

可靠性及工作实际出发，提出方法验证试验通用的实

验设计原则，见图 1。



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysis www.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cn药物分析杂志药物分析杂志 Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2019,39(2)·204· 

图 1　方法验证的实验设计和性能参数计算流程图

Fig. 1　Experimental design for procedure validation and flow chart for performance parameter calculation 

如下：

（1）因果图（也叫鱼骨图）列举出影响分析方法

的所有因素，见图 2。该鱼骨图不仅为方法验证试验

确定影响因素，同时也为方法确认（verification）和转

移时影响因素的筛选提供重要依据。

3.1　用风险分析确定方法验证时的关键影响因素

风险分析对于方法验证中各影响因素的分析

和评估非常有益［6-7］。在方法验证试验设计中，首

先通过风险分析工具，从实验的各影响因素中筛选

出对准确度和精密度有重要影响的因素。具体操作

图 2　方法验证中各影响因素的鱼骨图

Fig. 2　Fishbone diagram of each influencing factor in procedure validation

（2）按照对准确度与精密度影响的严重性和发

生频率，对上述因素进行风险评估［8］，找出主要的影

响因素。风险评估阶段，应选择具有丰富经验的试验

技术人员，结合方法开发、验证、关键操作步骤等进行

综合评估。

（3）结合鱼骨图对影响因素进行再评价，最终确

定各个因素的风险等级，选定需要进行评价的主要因

素。一般在方法验证中，其主要影响因素是试验人

员、主要检测仪器和关键检测试剂，其次是环境温湿

度、实验时间段等。

3.2　析因设计确保性能参数的可靠性

在方法验证阶段，一般使用多因素的析因设

计［9］。根据影响因素的关系，确定用正交法［5］还是

嵌套法［10］。图 3 是假定方法验证过程主要考察的影

响因素为仪器、人员，对于其他影响因素，如关键试

剂、实验环境的温湿度等，通过将其均匀分布到各影

响因素中，以降低或抵消这些因素对实验的影响。将

仪器和人员各设置为 2 水平，每个水平进行 2 次重复

的实验设计方案。
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图 3　方法验证的实验设计

Fig. 3　Experimental design for procedure validation

中实验设计的自由度，通常为 n-1；σ2
IP：是精密度

（中间精密度）的初步估值；θ：是可接受的偏差值

（acceptable deviation）。

在 实 际 应 用 中，一 般 都 使 用 统 计 软 件（JMP、

Minitab 等）进行计算。使用者输入相应的 α、效能

（1-β）、θ 和 σIP 值，选择相应的应用目的，软件可

根据使用者的诉求快速计算出所需的样本量。

4　讨论和结论

本 文 结 合 ICH Q2（R1）和 USP 的 最 新 研 究 进

展，主要讨论了在方法验证中，哪些方法性能参数可

以更好地描述方法的适用性，如何科学可靠地获得这

些参数和如何对其科学地计算。从中可看到：

（1）ICH Q2（R1）需要进一步修订完善。其列举

的实验设计过于简单，未从整体考虑；给出的统计评

价参数不能从整体把握方法的变异性。

（2）USP<1210> 列举的实例中，实验设计虽简便

高效，但仅选择 3 个浓度点，易产生误判风险，也难

以给出各浓度点可靠的准确度和精密度。建议采用

USP<1033> 的实验设计方案。

（3）为保证方法验证研究的科学性和可靠性，建

议在方法验证报告中提供如下参数：①准确度及其

变异，即偏倚（或相对偏倚）及其置信区间；②各精

密度及其置信上限；③线性描述参数中的斜率、截距、

相关系数（r）或决定系数（R2）和回归线的标准误；

④回归线 95% 的预测区间计算的 LOD。 
（4）在性能参数限度标准已确定的前提下，为有

充足的把握表明试验结果的可靠性，需确定试验的

样本量，进而确定条件数（c）与重复数（r）。一般增

加实验条件数比仅增加重复数更能获得可靠的性能

参数［13］。

（5）为从整体判断把握方法是否满足预期用途，

建议在方法验证报告中提供新的统计评价指标，如

为了考察方法的适用范围，在实验设计中，也需

考虑方法验证时的浓度选择。

对于含量测定类方法，若所检测的产品质量标准

为 90.0%~110.0%，可用以标示量为中心的 5 个浓度

点，如 80%、90%、100%、110%、120%。若所考察的

方法同时为溶出度服务，则需在标示量 1%~120% 的

浓度范围内选择合适的浓度点，以便对溶出曲线进行

评价。

对于杂质定量测定类试验的验证，浓度范围的选

择需要考虑 LOD 和产品质量限度标准；如假定 LOD
为 0.5μg·mL-1，质量标准规定的产品限度值为 6.0 
μg·mL-1，则至少需要从 0.5~8.0 μg·mL-1 的范围内

设 置 不 少 于 6 个 浓 度，如 0.5、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0 
μg·mL-1。

3.3　计算样本量以保证所获结果的科学性和可靠性

方法验证试验中，足够的样本量不仅可以提供准

确和可靠的方法性能参数，而且可以确保试验结果的

把握度和完整性［11］，对于判定各因素对分析方法的

影响大小也很重要。但样本量过大，则浪费时间、人

力和成本［12］。

要获得足够的样本量，需要结合前期的预实验数

据，通过科学的假设进行统计计算。一般可采用基于

效能确定样本量法。通常，选择在 5% 的显著性水平

下，90% 或 80% 的效能。由此固定的样本量大小可

以有效地避免Ⅰ类错误，同时又可以减少Ⅱ类错误，

而得到的准确度和精密度更加可靠，可更好地保证此

方法的检测目的。具体的计算参考如下公式［10］：

（tα，df +tβ/2，df）
2σ2

ip

θ2n ≥

tα，df 和 tβ/2，df ：是指学生 t 分布中的分布点值；

α 和 β：分别为单侧Ⅰ型和Ⅱ型错误发生率，代表

了在验证研究中做出错误结论的风险大小；df：验证
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容忍区间、预测区间或方法能力指数（见本栏中《定

量理化分析方法满足预期用途的判断标准探讨》一

文）。这些参数的提供，对使用者和监管者今后更好

地利用和评价该方法都非常重要，故也建议能在行业

中尽快推广。
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