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摘要    目的：掌握大分子生物分析方法验证报告审核的方法和原则，确保验证报告的科学性、合规性

和完整性。方法：将完整的生物分析方法验证报告和原始记录拆分为原始记录、数据及数据处理、验

证报告，分别对三部分进行全面系统性审核，最后将审核的结果进行分析和汇总。结果与结论：通过

系统性的审核，熟练掌握审核的方法和要点，提高大分子生物分析方法验证报告的审核效率，提升报

告质量，满足机构SOPs和国内外法律法规的要求，推进客户药物研发和申报进程。
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Abstract  Objective: To master the methods and principles of report audit of macromolecule bioanalytical 

method validation in order to ensure scientificity, compliance and integrity of the validation report. Methods: 

The complete validation report of bioanalytical method and the original records were divided into three parts: 

original records, data and data processing and validation report. Aftert the three parts had been comprehensively 

and systematically reviewed, the audit results were analyzed and summarized. Results and Conclusion: Through 

systematic audit, the audit methods and the key points are mastered and the audit efficiency and quality of the 

validation report for macromolecule bioanalytical method are improved so as to meet the requirements of SOPs, 

domestic and foreign laws and regulations and promote the proceeding of drug R&D and application.
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随着生物技术的发展，生物大分子药物因其

分子量大、靶点作用明确、易在体内降解等优点

成为最有发展前景的领域之一，此类药物的研

究也随之变得越来越重要[1]。药物非临床研究机

构紧随时代发展趋势，有些机构甚至设立独立

的大分子分析部门。为了定量测定生物基质（如

全血、血清、血浆、尿）中的生物大分子（蛋白

质、DNA、大分子药物和代谢产物等）药物浓

度，且测量的目标浓度通常非常低，常低于纳克

每毫升的浓度范围，有些高效药物甚至达到皮克
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每毫升的水平[2-3]，所以，生物分析作为药物非临

床机构中重要且严格的一环应得到高度重视。那

么，质量保证（Quality Assurance，QA）人员需

要从哪些方面来审核大分子生物分析方法学验证

报告及原始数据，确保其符合机构标准操作规程

（Standard Operating Procedures，SOPs）和方案的

要求，满足药物非临床质量管理规范、生物分析

方法学验证指导原则等国内外法律法规的要求，

为药物非临床研究机构提供科学、严谨、高质量

的大分子生物分析方法验证报告，推进客户药物

研发和申报进程。带着这样目的和想法探讨QA人

员审核全面验证的大分子生物分析方法验证报告

和原始记录的方法和思路，为更有效率、更高质

量地审核报告提供帮助。

1   研究内容
一份完整的验证报告，首先需要有一份完整的

验证方案，而往往方案的内容是否全面、操作是否

可行直接影响验证的实施。所以，QA需要对验证

的方案进行细致的审核。大分子生物分析一般采用

的是配体结合的方法，根据指导原则的要求，配

体结合完整验证项目包括特异性、选择性、标准

曲线、定量范围、准确度、精密度、稀释线性、平

行性和样品稳定性等[3-6]。在仔细研读指导原则的

基础上，将方案中验证项目的要求与指导原则的要

求进行一一核对。例如，在看标准曲线时，先看设

立标准曲线的方式，因大分子标准曲线的响应和浓

度之间的关系通常是由四参数、五参数或其他合理

的模型进行拟合，标准曲线至少是由6个浓度水平

的校正标样建立的，包括定量下限（Lower Limit of 

Quantitation，LLOQ）和定量上限（Upper Limit of 

Quantitation，ULOQ），加上一个空白样品。空白

样品不参与校准曲线参数的计算。可以使用浓度

低于LLOQ和高于ULOQ的锚定点校正样品来改善曲

线的拟合。接下来看标准曲线的操作要求，指导原

则上规定应在不同天内评估至少6个独立批次的校

准曲线，以考察批与批之间的差异。最后看标准曲

线的接受标准，指导原则上规定，每个校正标样回

算浓度的准确度和精密度满足：LLOQ和ULOQ水平

的校正标样准确度和精密度在标示值的±25%范围

内，其他浓度水平的校正标样准确度和精密度在标

示值的±20%范围内。在不包括锚定点验证样品的

情况下，应至少有75%，且至少6个浓度水平的校

正样品（包括LLOQ和ULOQ）符合上述标准。锚定

点校正样品因超出标准曲线的定量范围不需要满

足上述标准[3-6]。所以，方案需满足指导原则的要

求，列出验证的内容、操作和接受标准。当然，方

案的接受标准可以根据试验的具体情况不得低于指

导原则的要求。类似的，其他验证项目参考标准曲

线的要求与指导原则进行核对。

当收到一份完整的生物分析验证报告和原始记

录后，其验证项目较多、持续时间较长（长期稳定

性的验证可能会持续6个月，甚至更长），所产生

的原始记录和数据会很多。首先，可以将收到的

验证报告和原始数据根据资料产生的先后顺序分

成三个方面：原始记录、数据及数据处理、总结

报告；接着，根据数据产生的先后顺序，分别对原

始记录、数据及数据处理、总结报告进行单独的系

统性审核；最后，将三方面的审核结果进行分析和

汇总，及时将审核结果汇报给验证负责人以便沟通

整改。由于三方面数据来源不一样，审核的方法和

思路各异，接下来详细描述每一方面具体的审核思

路。

1.1   原始记录及相关审核

原始记录主要包括：a）验证用到的标准品、

验证所需试剂、空白基质等的接收、分装（若

有）、分发、配制（使用）、处置记录；b）根据

验证项目和验证方法进行验证操作所产生的记录。

1.1.1   标准品审核

标准品用于标准曲线和质控样品的配制，每个

分析批都包含一套独立的标准曲线和质控样品，

所以，验证的每个分析批都会用到标准品。使用

的频率之高，产生的原始数据也较多，因此以标

准品为例进行审核，其他试剂和空白基质的审核方

法可以参考标准品的审核，就不在此赘述。标准品

的审核方法：a）标准品接收记录。标准品接收记

录需与质检报告（Certificates of Analyses，CoA）副

本或同等证明性文件一致，CoA上至少包括名称、

批号、数量、来源、质量（包括纯度）、储存条件

和有效期/复检期等信息[4,7]；b）标准品分装记录。

有时，为了操作和使用的方便，将接收到的整批标

准品进行分装。分装操作需有记录，记录上应体现

分装的数量和分装流水号，分装记录上标准品储存

条件和有效期等信息应与分装前一致，每次存取使

用需有相应记录；c）标准品分发记录。根据验证
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项目的计划，在进行验证操作之前，按需领取标准

品。在审核标准品分发数量与分发日期和时间时，

需与相应的验证操作记录联系起来审核；d）标准

品的配制记录。根据验证方案和分析方法的要求，

需将标准品配制成目标浓度的储备液。审核储备液

配制记录时，检查标准品使用是否正确、称量使用

的天平是否校准合格、称量的计算公式是否与方法

一致等。为方便验证操作，必要时，将储备液分装

后使用。储备液记录可按照分装、分发、配制（使

用）、处置的过程进行审核，审核方法参考标准品

从分装到处置的流程；e）标准品处置记录。记录

上剩余的标准品数量是否准确，处置的方式是否与

SOPs的要求一致。标准品审核流程详见图1。

总之，标准品、试剂、空白基质等均可按照其

接收、分装、分发、配制、处置先后流程进行审

核。值得注意的是，当试剂或标准品配制后，需重

新定义其批号和有效期，必要时需有验证数据或相

应SOPs来支持其有效期。在审核过程中，要注意

批号、有效期前后的一致性，使用的数量前后匹

配，时间逻辑连贯，有任何疑惑的地方可及时与相

关操作人员或验证负责人沟通。

接收

分装

分发配制

处置

图 1   标准品审核流程

1.1.2   验证记录审核

标准品、试剂、空白基质的原始记录审核完成

后，接下来审核验证操作记录。根据指导原则的要

求，大分子生物分析方法验证一般采用配体结合方

法，该法最常使用的是微孔板，1个微孔板通常为1

个分析批。每个微孔板包含1套独立的标准曲线和

质控样品，以校准板间差异。所有样品均复孔测

定。1个分析批包括1个空白样品、至少6个浓度水

平的校正样品和至少3个水平的质控样品（低、中

和高）各2套，以及待验证样品。空白样品不纳入

标准曲线参数的计算中。质控样品分散在分析批

中，且能够覆盖所有试验样品，以确保整个分析

批的准确度和精密度符合要求[3-5]。审核验证记录

时，首先，审核分析批使用的标准品、质控样品、

试剂、空白基质等批号、有效期等信息与上述的原

始记录是否一致，使用的数量是否符合验证的要

求；其次，审核标准曲线和质控样品的浓度是否与

方法一致，配制的份数是否与方法要求一致，样品

的配制是否与验证目的一致；再次，审核试验的操

作步骤、加样的先后顺序、加样的量及温育的时间

是否与方法一致，使用的仪器是否在校正有效期

内；最后，将所有批次审核之后，再次确认验证的

项目是否全面，是否满足方案的要求。

1.2   数据及数据处理的审核

根据方案要求及上述试验操作，仪器会自动

产生相应批次的原始数据。首先需要看数据是否

完整，产生的多批次数据是否覆盖方案要求的所

有验证项目，是否有遗漏验证项目的情况，特别

对于新手来说，会有遗漏可能性，这就属于数据

的完整性出了问题。接下来看每个分析批标准曲

线是否符合接受标准，对于每个分析批，除锚定

点外，标准曲线须有75%以上的校正标样（至少6

个）回算浓度在标示值的±20%（LLOQ和ULOQ为

±25%）范围内。如果设置超过6个校正标样，且

其中1个标样不符合接受标准，则应拒绝该校正标

样，应剔除该校正标样后对标准曲线进行重新评估

并再次进行回归分析。如果校正标样的LLOQ不符

合要求被拒绝，则此分析批新的定量下限为标准曲

线可接受的次低浓度的校正标样。如果校正标样的

ULOQ不符合要求被拒绝，则该分析批新的定量上
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限为标准曲线可接受的次高浓度的校正标样。修订

后的LLOQ和ULOQ校正标样将保持原来的接受标准

（即≤20%）。修订后的标准曲线校正范围必须涵

盖所有质控样品（低、中、高）。超出修订后标准

曲线校正范围的试验样品应重新进行分析[8]。按照

上述要求，对每个分析批的标准曲线进行审核。然

后，再看质控样品是否满足接受标准。每块板至少

67%的质控样品应符合准确度在±20%范围以内，

精密度不超过20%的标准，且每一浓度水平的质控

样品中至少50%符合上述标准[3-6]。标准曲线和质

控样品符合接受标准的分析批，该批的验证样品产

生的数据才可用于分析。大分子生物分析方法学验

证因分析批多，涉及较多的数据计算和统计，QA

应重点关注这些数据的处理过程[9]。一般情况下，

使用验证过的Excel对数据进行处理。首先，QA需

审核录入Excel的原始数据是否正确。原始数据的

正确性是数据处理的前提。有些机构原始数据输入

Excel后，先由部门内部对输入的数据进行检查，

而后递交至QA，QA在时间允许的情况下对数据进

行反复审核[10]。其次，审核数据处理过程是否与方

案和方法一致，包括公式的使用、公式中的源数据

和数据结果的保留方式等，并做好相应的记录。数

据和数据处理的审核不是很难，就是数据量大、公

式多，需要仔细耐心地把这些数据以及数据处理过

程与原始数据和方案要求的处理过程一一核对。数

据和数据的处理对整个验证的结果至关重要，所以

QA要认真、仔细地核对，避免出错并保留审核的

记录。

1.3   验证报告的审核

验证报告是通过提供明确的结果和易于理解的

表格，以及简短的文字来解释验证方法和程序，真

实完整地记录验证的过程[2]。原始记录和数据与数

据处理审核后，验证报告的审核就容易多了。验证

报告的内容一般包括：验证结果概要、所用分析方

法的细节、摘要叙述分析步骤（分析物、内标、样

品预处理、提取和分析）、对照标准品（来源、批

号、分析证书、稳定性和储存条件）、校正标样和

质控样品（基质、抗凝剂、预处理、制备日期和储

存条件）、分析批的接受标准、分析批（所有分析

批列表，包括校正范围、响应函数、回算浓度、准

确度；所有接受分析批的质控样品结果列表；储备

液、工作液、质控在所用储存条件下的稳定性数

据；选择性、定量下限、残留、基质效应和稀释考

察数据）、方法验证中得到的意外结果和采取措施

的理由、对方法或对SOPs的偏离[3]。将验证报告中

的信息与审核后的原始记录、数据、方案及方法进

行一一核对。当发现不一致时，需及时做好记录并

进行确认。

上 述 三 方 面 审 核 结 束 后 ， 质 量 保 证 部 门

（Quality Assurance Unit，QAU）对审核发现进行

汇总并形成完整的审核记录和审核报告。QAU审

核是确保验证报告正确地描述所采用的方法和准

确反映原始资料。书写审核报告时，需真实体现

审核结果中与方案、方法、SOPs、原始记录和数

据不一致的方面，不能以任何方式对原始资料进

行解释[11]。将审核报告通过邮件发送给验证负责

人，并抄送给机构负责人[12-14]。若是存在问题的

报告，验证负责人需在规定的时限内进行整改，

整改后需由QA进行确认直到所有回复均关闭。

验证负责人需将检查中发现的问题全部进行整改

后，将检查记录及报告与QA再次确认无问题后，

可以签发验证报告，并及时归档。原始记录体现

验证的操作过程，操作的正确与否决定后面数据

是否可用，而数据和数据的处理是验证报告的关

键。这三方面紧密联系，对每一个方面都需要进

行系统性的审核，确保整个验证的完整性和合规

性。当然验证还会涉及到人员的资质、操作的环

境、设备设施的校准、计算机系统管理和电子数

据的管理等方面，这些可以在验证现场检查或基

于设施的检查时进行。

2   结语
随着药物技术的不断发展，大分子药物因其自

身优点越来越受到欢迎。如何准确测量出血液中或

组织内药物的浓度，是新药研发中至关重要的环

节。严谨、高质量的验证过程为大分子药物体内代

谢的检测提供了科学依据，QA规范、细致、严谨

和科学的审核过程，为提供高质量的大分子生物分

析验证报告保驾护航。
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