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摘  要  美国制药学会（AAPS）联合美国食品药品监督管理局（FDA）分别于 1990 年、2000 年以及 2006 年召开了 3 届生物

分析方法研讨班，在前两届研讨班的基础上，FDA 于 2001 年出台了一份正式的生物分析方法指导原则。回顾和阐

述生物分析方法在近 20 年取得的发展和进步，为生物分析方法具体应用到动物或人体的生物利用度、生物等效性

以及药代动力学研究提供指导和建议。 
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Abstract  The First, Second and Third AAPS/FDA Bioanalytical Workshop were held in 1990, 2000, and 2006, respectively. In the 
meantime, FDA issued a formal guideline of bioanalytical method validation in 2001.The purpose of this paper is to 
represent the progress and developments in analytical methodologies over the last 2 decades. The paper is also intended 
to provide guiding principles for validation of bioanalytical methods employed in support of bioavailability, 
bioequivalence, and pharmacokinetic studies in man and in animals. 
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生物分析方法确证广泛应用于药物及其代谢产

物的定量分析中，在生物利用度，生物等效性，药

代动力学和毒代动力学的评价和阐述等方面起了重

要作用。与之相关的生物分析数据直接影响着这些

研究的质量和水平。因此，建立生物分析方法指导

原则，并将其推广到制药行业中去的重要性显而易

见。本文主要针对 FDA 生物分析方法的发展以及

新动态做详细介绍。 

1 FDA 生物分析方法发展历程 

1.1  第 1 届生物分析方法研讨班  

第1届AAPS/FDA生物分析方法研讨班于1990

年 12 月 3～ 5 日在美国阿林顿郡水晶城

（Arlington,Crystal City,VA）举办，这次研讨

班以及报告
[1]
的主题集中在以下几个方面：1）生物

分析方法确证的要求；2）建立可靠的生物分析方法

的过程；3）评价方法能否被接受的参数；4）方法

的建立；5）方法的应用。这次研讨班规定了生物

分析方法确证的必要参数——精密度、准确度、选

择性、灵敏度、重现性、定量限和稳定性，并且规

定了如何评价和计算这些参数。这次研讨班还规

定了标准曲线、回收率和重复进样分析。回收率

不要求一定是 100％，但要求是可重现的。这次

研讨班明确的定义了生物分析方法应包括两个部

分：1）分析方法的建立（研究前确证），是指建

立适宜的生物分析方法以及计算相关参数；2）分

析方法的应用，是指已建立的方法应用于生物利 
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用度、生物等效性以及药代动力学研究样品的测

定。 

1.2  FDA 生物分析方法确证指导原则草稿
[2]
 

第一届生物分析研讨班的召开在全球制药界引

起了很大反响。随后，制药界又陆续举办了一些国

内和国际的会议来讨论第一届研讨班的报告。但是，

这个报告并不是 FDA 的官方文件，而一个统一规范

的生物分析方法指导原则为提高生物分析方法水

平，为向 FDA 提交药代动力学、生物利用度以及生

物等效性研究等申报材料将产生深远影响。因此，

FDA 决定建立一个指导原则草稿，并于 1999 年 1 月

出版。这份指导原则草稿的内容来源于第一届研讨

班报告和这次研讨班开展以来获得的经验。出版这

份草稿的目的是广泛获取制药界的评论和意见，以

终完成正式的生物分析方法指导原则。 

1.3  第 2 届生物分析方法研讨班  

第二届AAPS/FDA研讨班于FDA颁布指导原则草

稿的 1 年后，即 2000 年 1 月举办。这次研讨班的召

开也正是第一届生物分析方法研讨班结束后的第十

年，因此，为制药行业的科学家提供了发表见解分

享经验的平台。此次会议的报告
[3]
是对第一届研讨

班报告以及这次会议讨论内容的总结。此外，这次

研讨班还为制药界的科学家深入讨论指导原则草稿

提供了机会，为制药工业界实现一致的、有效的、

科学的分析方法确证原则产生了巨大的推动作用。 

1.4  FDA 生物分析方法确证指导原则
[4]
  

生物分析方法确证要求证明一个适用于一种待

测物（或一系列待测物）在特定的生物介质中进行

浓度定量测定的生物分析方法是可靠的，并适用于

其他应用研究。 广泛应用的生物分析技术包括传

统的色谱方法〔气相色谱（GC）和高效液相色谱

（HPLC）〕，基于质谱的方法〔气质联用（GC-MS）和

液质联用（LC-MS）〕，以及基于配体结合的方法〔放

射性免疫测定（RIA）和酶联免疫吸附测定（酶标法，

ELISA）〕。许多关于定量生物分析方法确证的原则、

规程和要求都适用于各种类型的分析方法。 

FDA于2001年颁布了关于生物分析方法确证的

指导原则，Guidance for Industry-Bioanalytical 

Method Validation。该指导原则有助于药物开发者

在新药的研究申请（INDs）、新药的申请（NDAs）、

加快新药申请程序（ANDAs）等领域进行研究；对人

体在临床药理学、生物利用度（BA）、生物等效性（BE）

等研究领域中进行药物动力学参数（PK）评估时，

该指导原则可作为建立生物分析方法确证信息的补

充；也可用于非人类药理学、毒理学和临床前研究

的生物分析方法确证。 

该指导原则适用于对生物样品（如全血、血清、

血浆或者尿液）中的药物及代谢物进行定量测定的

生物分析方法，例如气相色谱（GC）、高效液相色谱

（HPLC），以及气-质和液-质联用技术如 LC-MS、

LC-MS-MS、GC-MS 和 GC-MS-MS。 

1.5  第 3 届生物分析方法研讨班  

随着生物分析技术的不断更新，人们也不断扩

充着相关方面的宝贵经验，而许多生物分析机构也

在不断的检验现有指导原则的应用范围和适用性。

第三届 AAPS/FDA 生物分析研讨班于 2006 年 5 月召

开，这次会议的目的是鉴定、回顾以及评价现有规

定、白皮书和相关条款，以使得 FDA 指导原则更加

清晰明确。这次研讨班从色谱方法和配体结合两个

方面讨论生物分析定量方法和样品分析中的应用。

这次会议的报告
[5]
中引入了一些全新的概念，比如

“真正样品再分析”（Incurred Sample Reanalysis，

ISR）、“代谢物定量分析”，并对基质效应，标准曲

线以及质控样品（QC）、残留以及记忆效应有了更加

全面科学的定义和解释。 

2  校正曲线和 QC 浓度范围 

QC 样品在整个分析过程中起到监测方法学表

现的作用。它们是证明分析方法能否达到要求的准

确度、精密度和灵敏度来进行体内样品浓度测定的

基础。对于包括药代动力学这样的研究，其样品浓

度范围横跨整个曲线，根据 FDA2001 版指导原则
[4]
，

QC 样品应选取高、中、低三个浓度点，覆盖整个标

准曲线的范围，每个浓度点双样本（或至少占未知

样品数的 5％），才可以达到监测方法表现的作用。

对于某些研究，其样品浓度范围只对应在标准曲线

的一小部分，就会出现 QC 样品浓度不靠近任何未知

样品浓度的情况，从而限制了 QC 样品的监测作用。 

如果在样品分析开始之前预先考虑到未知样品

的浓度范围比较窄，可以将标准曲线的浓度范围缩

小并且选择新的浓度点作为 QC 样品，或者仍旧使用

原来的标准曲线，并改变已有 QC 样品的浓度或者根

据待测样品的浓度增加相应浓度的 QC 样品。在以上

提及的两种情况里，缩小标准曲线范围以及增加新

的 QC 样品只需要进行部分确证来确保新的标准曲

线和 QC 样品符合要求，而不必进行完全确证。 

如果没有预先考虑到未知样品的浓度范围狭
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窄，而是在正式分析之后才发现这样的情况，建议

停止现有的分析过程，在继续进行样品分析之前，

缩小标准曲线范围并改变现有 QC 样品的浓度，或者

在原有标准曲线之上添加新的 QC 样品。对于那些已

经分析过的样品，在改进标准曲线或 QC 浓度以后，

则没有必要进行重复分析。 

3  记忆效应和残留评价  

由基质和溶剂带来的残留、记忆效应或者空白

效应将会影响所有浓度样品在定量分析中的准确度

和精密度，低浓度点的样品尤其易受影响。因此，

应着重考虑将外界污染造成的干扰降到 低，使其

不影响方法的准确度和精密度。 

记忆效应可能不会影响到样品序列中的下一个

样品。事实上，由色谱柱上洗脱残留物引起的记忆

效应可能会影响到之后的几个样品的色谱响应。进

样/转换阀中的残留物引起的记忆效应通常会出现

在后来的样品当中。在样品采集和处理过程中应尽

量避免污染。在方法学确证中，在高浓度样品或者

标样进样后，通过分析一个或几个空白样品来确定

记忆效应的大小。使用合适的溶剂冲洗进样器来减

小记忆效应（残留）。如果对于一个高度保留的化合

物来说，记忆效应不可避免，则应当在方法中采取

特殊的步骤处理已知的记忆效应。这些步骤可以是

在特定样品后进空白样品。要避免样品排放的随机

性，因为这样会干扰对记忆效应的正确估计。可以

通过在高浓度样品或标样之后监测空白样品的响应

来确定残留是否存在。在确定残留来源时，应将方

法创建的平台（手动或自动），采样的布局以及提取

方法（手动、自动、在线或者固相萃取等等）考虑

进去。在进行一个生物分析实验时，没有一个标准

的可接受的度量来评价记忆效应的大小。在方法学

确证中要做到记忆效应是有源可寻的，并且尽量降

到 低，在分析批的评估中应给出客观的分析测定。 

在方法学确证过程中，操作者在排除或降低其

他污染时应弄清来自空白基质中的待测物响应。定

量下限（LLOQ）的待测物响应至少是空白基质响应

的 5 倍。对于免疫测定分析，如果基质的内源性物

质中存在待测物，那么空白基质的响应可以超过定

量下限的 20％，但是不能影响定量下限测定的准确

度。若存在以上这些情况，应在方法中采取特殊步

骤控制空白基质的响应。 

4  基于质谱方法的基质效应  

基质效应是影响基于质谱的生物分析方法的因

素之一。基质效应是指在生物样品中由于基质因素

的存在引起的离子增强或离子抑制。而基质效应的

定量检测则为基于质谱的生物分析方法确证提供了

有用信息。基质效应的定量检测可以用基质因子

（Matrix Factor，MF）来表示，它定义为当基质离

子存在时待测物峰响应值与基质离子不存在时待测

物峰响应值的比值。 

基质因子（MF）=基质粒子存在时的峰响应/基

质离子不存在时的峰响应 

基质因子等于 1 表明基质效应不存在；基质因

子小于 1 表明存在离子抑制；基质因子大于 1表明

可能存在离子增强，也可能是因为分析过程中由于

基质不存在所造成的待测物损失。使用内标定义的

MF 是指待测物 MF 与内标 MF 的比值。内标定义的 MF

也可以通过在上面的 MF 公式里用峰响应比值（待测

物/内标）代替峰响应来获得。稳定同位素标记的内

标化合物可以 有效的将基质效应的影响降到很

低，因为由稳定同位素标记的内标化合物所导致的

基质效应与其所匹配的待测物的基质效应大体上是

相似的。稳定同位素标记的内标化合物是目前 有

效的方法，应尽量使用。 

一个可靠的生物分析方法并不要求绝对 MF（或

者内标定义的 MF）接近 1。但是，如果单个受试者

的 MF 之间差异大则会造成分析重现性较低。为了检

验来自单个受试者的样品 MF 差异，需测定来自 6

个受试者基质的 MF（或内标定义的 MF）。MF 的差异

性由相对标准偏差（RSD）来衡量，RSD％应该小于

15％。如果基质稀少并很难获得，那么可以不必对

6 种基质的 MF 进行评估。 

稳定同位素标记内标有助于使 MF 达到理论值

1，因此有效的减小了内标定义的 MF 的差异性。当

使用了稳定同位素标记的内标，则不必测量 6种不

同基质的内标定义的 MF。 

5  真正样品再分析（Incurred Sample Reanalysis，

ISR） 

Incurred Sample 是指真正的样品，即动物或

人在给药后（口服、静脉等）获得的血样等生物样

品。与 Incurred Sample 相对，标准曲线样品以及

QC 样品是文献中常提到的 Spiked Sample。有很多

情况表明，标样和 QC 样品的表现和来自给药后受试

者的研究样品（Incurred sample）不同。造成这种

情况的主要原因有代谢物在体内转化成母药、不同

病人样品的蛋白结合差异、回收率、样品不均匀以
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及质谱的基质效应等等。以上这些因素都会影响测

量 Incurred samples 浓度时的重现性和准确度。通

常在方法建立时使用 QC 样品就可以监测以上这些

因素并减小它们的影响，当方法应用于测定

Incurred samples 时确保这些影响在控制之下是十

分重要的。 

FDA 在 2005 年的一项调查显示，只有少数（约

8％）的实验室对 Incurred sample 进行重复分

析。 主要的问题是缺乏统一的指导原则来进行

规范。一些企业以及研究机构考虑到时间和金钱的

消耗，就会质疑 ISR 是否值得去做，并且是否真能

检测到差异。一些人认为 ISR 值得一做，至少可以

获得一些数据支持他们的想法。加拿大新药申请中

曾经要求进行 ISR，但是于 2003 年取消，原因竟然

是“我们不知道如何处理这些数据”。 

第三届 AAPS/FDA 生物分析研讨班的会议报

告
[5]
中提到药物的临床前和临床研究都必须进行真

正样品再分析。虽然这次会议为 ISR 的进行提供了

一个总体框架和一个基本原理，但是并没有为如何

具体的实施 ISR 以及 ISR 的可接受标准的提供更进

一步的细节。因此，FDA 于 2008 年专门召开了一次

研讨班来讨论 ISR，并于 2009 年发表了这次会议的

白皮书
[6]
。在这篇会议报告发表之前，制药界已经

提出了很多关于如何进行 ISR 的方法
[7-10]

，比如

Mario L. Rocci, Jr.等
[8]
在文章中提到进行 ISR 分

析应保证以下 4 个方面： 

* 选择什么类型的研究进行 ISR 分析 

* 选择什么类型的样品以及多少样品才能确保方

法是可重现的 

* 数据应采取什么方式处理才能达到确证的结论 

* 一旦分析完成，数据进行了处理之后，下一步

应该怎么做 

但是直到这次研讨班的召开，还没有就这个问

题达成一致的见解。这篇白皮书旨在为会议中出现

的介绍做一个总结，讨论相关的具体细节，并提供

一个有效的 ISR 规程。 

5.1  ISR 基本规范 

ISR 做为方法学确证的一部分，能为临床前和

临床样品分析的可靠性和重现性提供额外的数据支

持。如果 ISR 分析失败，则必须展开一项仔细的完

整的调查。应对方法周边情况的调查以及原始结果

正确性的纠正和介绍的结论进行记录保存。一个失

败的 ISR 分析不会立即说明整个研究的结果无效，

但是会要求立即停止生物分析部分的研究，在展开

新的研究之前，应将相关调查完成，记录保存，安

排好接下来的实验任务。 

5.2  总体原则 

如果一项研究的目的是测定药代动力学相关参

数，那么 ISR 的评价应设置在研究的生物分析部分。

总的来说，血浆和血清样品都要进行 ISR 分析。因

为考虑到药物安全性评价的严格性，生物分析工作

者应为测量药物浓度的方法提供尽可能多的置信

度。 

ISR 试验结果应包含在研究报告里。这将有助

于机构在评审所提交的文档时确保 ISR 是已完成

的，其结果是可信的。ISR 试验可以作为分析方法

确证的一部分，尤其是针对于临床前研究，因为动

物的种群通常认为是一致的，饮食和饲养条件相对

保持恒定，但是 ISR 并不要求作为分析方法确证的

一部分。如果 ISR 试验包括在分析方法确证里，那

么对每个应用到这个确证方法的研究，它的生物分

析报告里应提及 ISR 试验的结果。 

标准操作规程（SOP）或者研究计划对于一个操

作规范的 ISR 试验是十分重要的。SOP 或者计划应

包括以下细节：进行 ISR 试验的方法，原始数据和

重复分析数据的计算差异，使用什么可接受标准，

一个失败的 ISR 试验的调查应如何进行、记录、报

告、存档，试验的结果应如何报告和存档。 

5.3  ISR 试验时间安排和样品范围 

临床前和临床试验都应尽早的进行 ISR试验，

来告知生物分析人员可能的重现性问题。但是考虑

到实验室的效率以及操作等因素，因此 ISR 试验可

能会安排到一些小型研究的末尾来进行（比如短期

毒代动力学研究）。 

对于临床前研究，每个化合物的 ISR 试验应采

用来自亚慢性毒理试验的样品。如果 ISR 试验样品

来自于一个早期的非 GLP 研究，生物分析工作人员

应保证这个研究与首次规范研究的相关性。普遍认

为动物在遗传学、饮食以及饲养等方面是更具有一

致性的，因此，对每个种属，每个方法以及实验室

只需做一次 ISR 试验。 

对于临床研究，ISR 试验应在所有的生物等效

性研究中进行。生物分析工作者应该根据研究的基

础来判断是否要在如下的几种条件下进行 ISR 试

验：健康的志愿者，罕见的病人群体，测试小分子

药物之间的相互作用，或者评价疾病状态在病人群
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体中的改变。 

5.4  ISR 样品的选择 

ISR 试验的样品应该是单独的样品而非合并的

样品。合并的样品可能会应用到测定 ISR 样品的稳

定性，单独的样品涵盖了所提供的试验条件下各个

方面的可能性，这一点将有助于评价方法的重现性。

从一个样品较多的研究里选择较少的样品同样可以

提高找到不规则样品的可能性。在血药浓度—时间

曲线里选择样品时，应包括达峰时间附近的样品以

及消除相和曲线终点的样品。 

如果原始结果的数据处理方法是采用单一样品

的结果，那么 ISR 试验应当采用同样的方法。如果

原始结果来自多个样品的平均值（配体结合方法），

那么 ISR 的试验结果也要计算样品的平均值。 

样本量的大小要求非常严格，样品的数量应代

表整个研究的完整性和方法学的表现。为了减少混

乱，建立一个简单明了的 ISR 试验方案，推荐采用

总样品数目的固定百分比来确定样品的数目大小。

比如样品数目等于总的样品数目的 5％～10％，较

大型研究的ISR样品数目不应小于总样品数目的5％。 

5.5  ISR 试验的可接受标准 

当 ISR 试验通过了其可接受标准，可能会增加

对整个方法确证的置信度，但是生物分析工作者必

须清楚的认识到单独一个 ISR 试验不足以接受或否

决任何研究的实验结果。ISR 只是一个用来支持方

法学表现的重要方面。在接受或否决实验结果之前，

还需要考虑引入一个良好科学的评判机制应用到整

个研究当中，还需要考虑很多其他因素才能得出结

论说样品结果是可写入报告的。当调查正在进行的

过程中，应停止相关的生物分析研究，除非不进行

研究是“有风险的”。一个失败的 ISR 试验需要进行

调查来确定该分析方法是否会影响到后面的研究。

调查的结果必须予以存档，并且在决定接受或者放

弃数据结果之前应当针对方法的可靠性得出结论。 

对于小分子化合物（非配体结合），要求 2/3

的重复分析样品的差异小于 20％，对于配体结合方

法，要求 2/3 的重复分析样品的差异小于 30％。两

次数据的差异性（百分误差）应按照如下的公式计

算。 

差异性（％）=（重复进样数据－原始进样数据）/

两次数据平均值×100％ 

6  药物研发中代谢物的检测 

美国 FDA 药品评价与研究中心（CDER）于 2005

年 7 月发布了一份 FDA 指导原则草稿
[11]

，名为“药

物代谢物的安全测试”。制药界都普遍支持这样一种

观点：越广泛的研究人体特异或普遍存在的代谢物

（unique and/or major human metabolites，UMMs）

的药代动力学，越能深入的洞察代谢物及其毒理学

观察之间的联系。在药物研发过程中，通过多次使

用不同的生物分析方法，可以获取这些信息。 

UMMs 的表征需要采用一个灵活的层列式的方

法来达到生物分析方法确证。这个层列式方法允许

使用在代谢物的筛选研究中，即在早期药物研发过

程中使用有限的确证，随着产品进入临床试验阶段，

确证的标准也随之提高。当药物研发有很大可能性

取得成功时，一个针对于代谢物测定的层列式确证

方法应顺应药物研发的时间表来合理安排生物分析

资源的分配。 

CDER 于 2008 年 2 月发布了正式的“药物代谢

物的安全测试”指导原则
[12]

。这份指导原则为工业

界就何时并且如何鉴定那些在临床前毒理试验需要

进行评估的药物代谢物提供了建议。药物代谢物需

要在临床前研究进行安全性评价，是因为这些代谢

物可能只存在人体内，或者人体内代谢物的浓度比

任何经过标准的临床前毒理试验的动物体内的浓度

高。 

药物代谢物的安全测试可以用图 1 来简要概

括。这项测试命名为“不成比例的药物代谢物分析”。

当药物的一个代谢物在体内的 AUC 小于母药在体内

AUC 的 10％时，FDA 认为不需要对这个代谢物做进

一步的毒理试验。如果该代谢物的AUC大于母药AUC

的 10％，那么应该了解在动物实验中是否出现过类

似的情况。如果没有，也就是表明母药在动物体内

没有形成这种代谢物，那么需要对该代谢物做临床

前毒理试验。如果动物体内有这种代谢物，则需要

了解该代谢物在动物以及人体内的 AUC 是否相符，

如果相符，则不需要进行代谢物的毒理试验，如果

不相符，则需要针对该代谢物做进一步的临床前毒

理试验。 

7  结语 

第三届 AAPS/FDA 生物分析研讨班澄清了有关

QC 样品的安排、基质效应的确定、记忆效应和残留

等问题，虽然没有就 Incurred Sample 的重现性问

题达成一致性的指导意见，但是却为制药界以及相

关研究机构提供了一个探索前进的方向。经过各方

的努力， 终发表了关于 ISR 分析的白皮书，该白
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皮书就 ISR 的基本规范、总体原则、时间安排和样

品范围、样品选择以及可接受标准等问题做了详尽

的说明。ISR 的引入表明生物分析机构以及制药企

业在进行药代动力学、生物利用度、生物等效性等

研究的过程中将面临更多的挑战，但是一个成功的

ISR 试验会大大提高生物分析方法的可靠性，因此，

也同样确保了这些研究结果是真实可信的。另外，

FDA还于2008年出台了关于药物代谢物的安全测试

指导原则，该指导原则对代谢物的定量分析、代谢

物的毒理试验等提出了更多要求。 

 

 

图 1 药物研发阶段药物代谢物分析流程图 

Fig.1  Workflow for determination of metabolites during drug development 
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