
有关物质检查方法建立的思路 

在新药研发过程中，有关物质检测方法的建立至关重要，它是合

成研究人员的“眼睛”，甚至可助研究工作突破难关，也是产品质量

的保证。有关物质方法学的研究是根据不同样品的不同性质，不同要

求进行的，没有固定的格式和固定的内容，但基本的方向是一致的，

在此基础上不断的完善和改进，从而使测定药物有关物质的方法更准

确，更先进，更有专属性，然而如何理清思路，快刀斩乱麻？如何将

工作步骤化繁为简？本篇就此从以下方面来介绍。 

1 了解原料药和制剂的相关理化性质  

1.1 对于原料药，了解原料药的基本性质和结构特点。了解原料

药合成工艺过程中的起始原料、副产物、副产物产生的杂质、中间

体或可能产生的降解产物等。结合相关已知的杂质来确定有关物质

检测的条件。 

1.2 对于制剂，可能影响药物有关物质的重要因素有辅料、剂

型、存储条件等，主要了解辅料对有关物质检测的干扰情况，不同

剂型在不同存贮条件下可能产生的杂质等。对于复方制剂，同时要

考虑到复方中原料的相互作用可能产生的杂质等。 

 

2 有关物质检查的方法选择  

2.1 对于已有 EP、BP、USP 等质量标准的仿制药，首选以上的

色谱条件进行筛选，尤其关注离子对试剂的使用。 



2.2 选用不同色谱条件进行对比研究，如果方法一是等度测定

的，方法二最好选用梯度色谱条件，对所筛选的方法进行系统的方

法学研究，比较不同检测方法的优劣，选择较好的色谱条件为本品

有关物质检查的测定方法。 

 2.3 对于仿制药同时要将自制样品与市售原研样品进行全面的

质量比较，分析其杂质的种类和含量，确保自制样品与市售原研样

品的杂质在同一水平。 

 

3 有关物质分析方法的验证  

3.1 检测波长的选择 

简而言之，有关物质的检测波长应结合主成分与杂质的最大吸

收波长进行选择，其确定方法如下： 

 分别称取待测供试品、对照品、空白辅料、市售对照样品适

量，用流动相溶解并稀释到一定浓度，配制成对照品溶液、供试

品溶液以及空白辅料溶液，分别采用 DAD 检测器进行全波长扫

描，确定待测物质中各杂质的最大吸收波长、主峰的最大吸收波

长以及空白辅料的干扰情况等，有杂质对照品的同时进行扫描，

或 HPLC 进行测定，必要时可将供试品溶液适当破坏后测定各降

解产物的最大吸收波长。 

 判断标准：根据测定结果确定有关物质测定的最佳检测波

长。 

3.2 专属性试验 



专属性是指在其它成分可能共存的情况下，采用的方法能准确

测定出待测杂质的特性。 

        3.2.1 对于原料药，可根据其合成工艺，采用各步反应的中间

体（尤其是后 3 步反应的中间体）、立体异构体、粗品、重结晶母

液等作为测试品进行系统适应性研究，考察产品中各杂质峰及主成

分峰之间的分离度是否符合要求，从而验证分析方法对工艺杂质的

分离能力。 

        3.2.2 根据药物的化学结构特点、制剂的处方与工艺、储存条

件等，选用合适的酸、碱、光、热、湿、氧化反应等加速破坏性试

验来验证分析方法的专属性。 

        3.2.3 强制降解试验在试验过程中，应注意破坏性试验要适

度，应着重考察敏感条件。如在一定条件下稳定，则没必要再提高

条件的剧烈程度进行重复试验。破坏试验的程度暂无统一要求，一

般以强力破坏后主成分的含量仍占绝大部分为宜（10~20%）。要

达到这种破坏程度，需要在研究过程中进行摸索，先通过初步试验

了解样品对光、热、湿、酸、碱、氧化条件的基本稳定情况，然后

进一步调整破坏性试验条件（如光照强度、酸碱浓度、破坏的时

间、温度等），以得到能充分反映降解产物与主成分分离的结果和

图谱。 

        3.3 检测限与定量限 

        检测限系指样品中的被分析物能够被检测到的最低量，是反映

分析方法灵敏度的一个重要指标；最低检测限不得大于该杂质的报



告限，以保证能检出需控制的杂质。 

        测定方法：取待测物质对照品适量，加流动相配制成一定浓度

的对照品溶液，逐级稀释，以信噪比为 3：1 时相应的浓度或注入

仪器的量确定检测限。同时将信噪比为 3：1 的样品溶液重复进样 6

针，以峰面积计算相对标准偏差。 

        判断标准：检测限浓度下样品峰面积的相对标准偏差应≤

20%，以达到检测限时的供试品溶液浓度作为依据。 

        定量限是指待测杂质能够被定量测定的最低量。定量限体现了

分析方法是否具备灵敏的定量检测能力。杂质定量试验，需考察方

法的定量限，以保证含量很低的杂质能够被准确测定。 

        测定方法：取待测物质对照品适量，加流动相配制成一定浓度

的对照品溶液，逐级稀释，以信噪比为 10：1 时相应的浓度或注入

仪器的量确定检测限。同时将信噪比为 10：1 的样品溶液进样 6

针，以峰面积计算相对标准偏差。 

        判断标准：定量限浓度下样品峰面积的相对标准偏差应不大于

10%。 

        3.4 系统适应性  

系统适应性试验主要是考察主成分与杂质的分离情况以及主峰

参数信息,如理论塔板数、拖尾因子、分离度等，均应符合测定要

求。 

试验方法：取空白溶液（制剂有关物质测定时应加上空白辅

料），运行一针或多针，直至系统平衡好。再取杂质对照品加主成



分限度浓度对照溶液，连续进样 6 针，查看杂质及主成分理论板

数、分离度、重复性和拖尾因子是否符合要求。 

判断标准：主峰峰面积的 RSD 应不大于 2.0%，主峰保留时间

的 RSD 应不大于 1.0%。另外，主峰的拖尾因子不得大于 2.0，主

峰与杂质峰必须达到基线分离，主峰的理论塔板数应符合质量标准

的规定。 

        3.5 精密度试验  

精密度试验包括：重复性试验、中间精密度试验等。重复性系

指在同样的操作条件下，在较短时间间隔内，由同一分析人员测定

所得结果的精密度。重复性测定可在规定范围内，至少用 9 次测定

结果进行评价，如制备 3 个不同浓度的试样，各测定 3 次，或

100％的浓度水平，用至少测定 6 次的结果进行评价。中间精密度

系指在同一实验室，由于实验室内部条件改变，如时间、分析人

员、仪器设备、测定结果的精密度。验证设计方案中的变动因素一

般为日期、分析人员、设备，考察在不同因素变动的条件下测定结

果的标准偏差。 

重复性试验方法：配制 6 份相同浓度的杂质对照品溶液，由同

一分析人员在相同的条件下进行测试，计算所得 6 份杂质含量数据

的相对标准差。 

中间精密度试验方法：配制 6 份相同浓度的杂质对照品溶液，

分别由两个分析人员使用不同的仪器在不同时间进行测试，计算所

得 12 份杂质含量数据的相对标准差。 



 判断标准：所得杂质含量数据的 RSD 应不大于 2%。 

        3.6 溶液稳定性试验  

考察样品在配制溶剂中的杂质与主峰的稳定性，取一定浓度的

样品溶液，分别于不同时间取样测定杂质与主峰的峰面积，以相对

标准偏差来表示不同时间测定结果的稳定性。 

判断标准：实验结果 RSD 不大于 2.0%，说明在测定时间内的

样品溶液稳定性良好。 

        3.7 耐用性试验 

 耐用性试验是指测定条件发生小的变动时，测定结果不受影响

的承受程度。一般系统变化条件为分别考察流动相比例变化±5％、

流动相 pH 值变化±0.2、柱温变化±5℃、检测波长变化±5nm、流

速相对值变化±20％以及采用三根不同批号的色谱柱进行测定时，

仪器色谱行为的变化，每个条件下各测试 3 次。 

判断标准：各杂质峰的拖尾因子不得大于 2.0，杂质峰与其他成

分峰必须达到基线分离；各条件下的杂质含量数据（n=6）的 RSD

应不大于 2.0%，杂质含量的绝对值在±0.1％以内。特殊样品如果

色谱条件变化比较敏感的，可适当降低变化范围。 

 

4 有关物质杂质的定量方法  

         有关物质杂质的定量方法根据杂质与主成分的最大吸收波

长及校正因子来确定。若杂质与主峰的吸收波长基本一致，则一般

采用自身对照法或峰面积归一化法；若杂质与主峰的吸收波长差异



范围较小，校正因子在 0.9～1.1 之间，则可采用不加校正因子的主

成分自身对照法；超出该范围，校正因子在 0.2～5.0 范围以内时，

采用主成分自身对照法的定量方式，须用校正因子进行校正；若杂

质与主峰的吸收波长相差较大，校正因子在 0.2～5.0 范围以外时，

不能通过校正因子校正，需采用外标法进行测定。 

         4.1 杂质对照品法（标准曲线法） 

         外标法定量比较准确，采用外标法进行测定时，应进行相应的

方法学研究。线性关系应在设计的测定范围内测定。可将供试液经

精密稀释，或分别精密称样，制备一系列被测物质浓度进行测定，

一般制备 6 个浓度，以测得的杂质峰面积作为被测物浓度的函数作

图，观察是否呈线性，用最小二乘法进行线性回归计算。 

备注：可将杂质的定量限浓度作为标准曲线线性浓度的最低点。 

        4.2 加校正因子的主成分自身对照法  

采用加校正因子自身对照法应进行相应杂质的校正因子的测定

（仅适用于已知杂质的控制），如果校正因子在 0.2～5.0 的范围内

也可用加校正因子的主成分自身对照法。 

4.2.1 校正因子的定义及特点  

一般来讲，HPLC 定量测定中，物质的量 W 与色谱响应值（峰面

积等）A 之间的比值称为绝对校正因子，即单位响应值（峰面积等）

所对应的被测物质的量（浓度或质量）；而某物质 i 与所选定的参照

物质 s 的绝对校正因子之比，即为相对校正因子，即通常所讲的校正

因子。但这种方法有时会因不同仪器及色谱条件的波动，可产生一定



范围的误差，需进行充分的方法耐用性验证，并结合色谱峰定位控制

等措施，将误差控制在一定范围内。 

        4.2.2 校正因子测定的要求 

4.2.2.1 测定校正因子的各杂质与主成分的对照品，应符合对照

品的要求。 

4.2.2.2 确定校正因子的分析方法应与最终确定的质量标准方法

一致，色谱条件等需经筛选优化后确定，如有变更，需考虑对校正因

子的影响，必要时重新确定。 

4.2.2.3 要关注影响待测物紫外吸收的各种因素，如溶液制备所

用溶剂最好与最终确定的流动相相同，检测波长最好在特定杂质及主

成分紫外吸收曲线的峰或谷处，避开吸收值急剧变化波段，以保证测

定方法具有较好的耐用性，并保持测定结果的恒定。 

        4.2.3 校正因子的测定 

4.2.3.1 单浓度点测定：制备适当浓度的杂质对照品溶液和主成

分对照品溶液，分别测定杂质与主成分的绝对校正因子，通过两者比

值得到校正因子。 

4.2.3.2 多浓度点测定：制备适当的高、中、低三水平浓度的杂

质对照品溶液和主成分对照品溶液，分别进样测定，同法进行分别

各点计算，求平均值并计算 RSD，得到校正因子。 

        4.2.3.3 标准曲线法测定：精密称取杂质对照品和主成分对照

品，分别制备一系列浓度的溶液，分别进样后，按最小二乘法以进

样量对峰面积进行线性回归，得两物质的标准曲线，两曲线斜率之



比即为校正因子。 

        4.2.3.4 吸收系数比值法：对于紫外检测器来讲，两物质的相

对校正因子实际上也是两物质以流动相为溶剂，在检测波长处的紫

外吸收系数之比，故可按吸收系数测定法的相关技术要求测定各自

吸收系数，如对照品级别的标准物质、高中低三水平浓度测定、吸

收度介于 0.3～0.8 之间、至少 5 台不同型号的 UV 分光光度计、2

份供试液同时平行制备测定、同台仪器 2 份供试液的平行测定结果

不超过±0.5%等。测定两物质的吸收系数后，经统计分析确定两物

质吸收系数，计算比值，求得校正因子。 

        4.2.3.5 校正因子测定方法的选择：上述各方法中，前两法较

为简捷，可以快捷地量化特定杂质与主成分紫外吸收特征的差异，

多用于评估采用主成分自身对照法定量杂质时是否需要校正。但如

采用加校正因子的主成分自身对照法定量杂质，需将标准物质赋值

信息转化为校正因子固化在质量标准中，那么校正因子的准确性非

常关键，校正因子的准确计算应符合更为严格的要求，需要考虑并

控制求算校正因子过程中的各种误差因素，以及仪器通用性和色谱

系统的耐用性等因素，以便使求得的常数更为准确并具代表性，此

时采用后两法更为适宜。 

        在采用校正因子测定杂质的时候，要有加校正因子定量方式的

合理性和测定结果的准确性的试验对比研究数据（研究数据应包括

杂质对照品外标法、加校正因子的主成分自身对照法、不加校正因

子的主成分自身对照法对相同多批样品杂质定量测定结果的对比数



据，作为是否需要校正或能否有效校正检测结果的支持与依据）。 

        4.3 不加校正因子的主成分自身对照法 

不加校正因子的主成分自身对照法是杂质与主成分的响应因子

基本相同（校正因子在 0.9～1.1）。一般情况下，如杂质与主成分

的分子结构相似，其响应因子差别不会太大。 

测定方法：称取供试品适量，加适当溶剂配制成一定浓度的供

试品溶液，精密量取供试品溶液稀释到一定浓度（一般 1%），作

为对照溶液。供试品溶液中的杂质峰面积与对照溶液峰面积相比乘

以稀释浓度即为供试品溶液中的杂质的含量。 

4.4 峰面积归一化法 

 峰面积归一化法测定有关物质简便快捷，但因各杂质与主成分

响应因子不一定相同、杂质量与主成分量不一定在同一线性范围

内、仪器对微量杂质和常量主成分的积分精度及准确度不相同等因

素，所以在质量标准中一般不采用峰面积归一化法计算有关物质，

仅在合成工艺研究中作为中控方法。 

有关物质杂质的分析主要是对样品中各杂质含量、数量，以及

各杂质的来源进行分析，有关物质的杂质研究要贯穿在整个质量研

究过程中，对于杂质含量超过 0.1%的未知杂质要确定其结构，遗传

毒性等基本信息；对已知杂质和新增加的杂质均要分别控制，确定

杂质的变化情况，同时结合 CTD 的要求，杂质分析部分对于杂质的

名称、结构、来源、控制限度、是否定入质量标准等都有明确的要

求。 



 

5 有关物质杂质的分析和限度制订  

有关物质杂质的分析主要是对样品中各杂质含量、数量，以及各

杂质的来源进行分析，有关物质的杂质研究要贯穿在整个质量研究过

程中，对含量超过 0.1%的未知杂质要确定其结构，遗传毒性等基本

信息；对已知杂质和新增加的杂质均要分别控制，确定杂质的变化情

况，同时结合 CTD 的要求，杂质分析部分对于杂质的名称、结构、

来源、控制限度、是否定入质量标准等都有明确的要求。 

有关物质杂质限度的制订，首先应从安全性方面进行考虑，尤其

对于有药理活性或毒性的物质，设定的杂质限度不能高于安全性数据

所能支持的水平；其次在确保产品安全的前提下，杂质限度的确定主

要基于中试规模以上产品的实测情况，应考虑生产的可行性及批与批

之间的正常波动；考虑药品本身的稳定性及生产情况的误差，往往对

限度做适当放宽。同时对于仿制药还应考虑原研样品的杂质的限度，

自制样品应与原研样品的杂质在同一水平，如仍不能达到要求，则应

做必要的安全性研究。 

 


