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• 本文档可用作帮助用户开发透射拉曼光谱 (TRS) 定量分析方法
的工具，以确保达到监管部门批准放行测试所要求的标准

• 参考了重要的行业和法规文档，并以多种形式向初级用户进行
了演示

• 介绍从可行性评估到常规使用的整个方法开发过程  

本指南的主要学习内容
 – 最佳实践指南

 – 如何充分利用 TRS100

 – 优化样品创建和数据采集

 – 选择最佳方法开发模型的决策过程

 – 设定切合实际的预期

 – 模型创建过程  

适用对象
对光谱定量分析知之甚少或完全不了解的分析科学家  

参与编著的专家
感谢 Process Analytics 的 Phil Doherty 提供了第 6 节有关方法生命周期和第 7 节有
关法规文件申报的相关内容。这些内容基于他们提交给监管机构的 TRS 分析方法的
成功经验。他的详细联系方式可参见第 8 节。

引言
本文件可作为利用透射拉曼光谱进行药物定量分析的指南使用。内容涵盖可行性评
估、模型建立、验证、向监管机构提交方法以及模型生命周期管理等部分。

注：

每种 TRS 定量分析方法都取决于
应用，并且应根据具体应用进行
处理。

总体而言，方法开发过程是一个
数据驱动的科学过程，遵循逻辑
分析考虑因素。

本文件介绍了最常见的 TRS 方法
开发过程、问题和误区。
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虽然我们已经尽力从 FDA 和 EMA 流程的角度来制定更加全面的路线图，但在启动
开发工作之前，应确认各个相关机构的监管要求。最终用户有责任了解相关主管部
门 (CA) 的现行做法和要求，对工作进行相应调整以满足要求并能顺利获得批准。批
准完全由 CA 决定。本指南并非详尽无遗，但是它应当能够为用户开启其透射拉曼光
谱之旅提供有价值的框架，并帮助用户成功实现方法提交。
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图 1. 1000–1800 cm-1 区域内透射拉曼光谱的比较（左图）与 HPLC 色谱图（右图）

透射拉曼光谱 (TRS) 可用于片剂和胶囊等口服固体剂型的定量分析。TRS100 仪器的
主要应用领域为含量均一度 (CU) 测试。这种测试是对各个样品进行定量测量，以计
算某一批药物的剂量规格范围，从而得出一个合格值。

 
TRS 与 HPLC 或 UV-Vis 等用于 CU 测试的传统分析技术形成互补。TRS 无需样品前
处理及前处理溶剂，为无损测试，每次测量只需几秒钟。  
 
TRS 光源信号能穿过整个样品，检测器直接收集整个样品内拉曼活性成分的信号。
利用样品的拉曼光谱，通过化学计量学模型分析拉曼光谱以实现定量测量。  
 
相比之下，LC 使用色谱分离以获得目标分析物的信号响应。可以对 LC 峰面积与校
准标样的峰面积进行比较，从而实现定量测量。简而言之，TRS 光谱一次获取所有
组分信息，而 LC 则需要按时间分离组分信息。如图 1 所示。

新分析方法的开发可能涉及大量工作，但是这一过程可以划分为几个具有明显时间节
点的阶段，以指导开发人员和监管机构成功完成方法开发过程。TRS100 方法模型的
成功建立，可以帮助用户显著降低产品检测时间以及和人员、消耗品、溶剂和废液处
理相关的成本，并极大地提高样品检测通量，如图 2 所示。

1. 前言
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图 2. TRS100 作为 HPLC 的互补性替代技术用于含量均一度测试的示意图，图中展示了一种比 HPLC 更高效的 TRS100 工作流程。所需
的步骤更少，且耗费的资源、材料和时间也更少

6–8 小时前
处理 过夜检测

HPLC 方法

TRS100 方法： 
15 分钟/批次

28 小时

1.1 方法开发需考虑因素
TRS 方法开发过程是假设开发一种方法来替代另一种分析技术。TRS 方法通常用作 
HPLC 和 UV 分析方法的替代方法。具体的方法开发过程可能会有所不同，但是应考
虑到：

 – 设计要求

 – 风险评估

 – 方法开发

 – 方法验证标准

 –  持续监控及优化

在开发过程中，需要对参考方法和 TRS 方法的准确度、线性和精密度进行量化，以
便根据监管指南进行有意义的比较 [1]。通过适当地随机化实际变量（例如，两种方
法的仪器、操作人员和操作日期），并通过比较来证明两种方法的等效性。

注：

对于利用 TRS 进行样品测试的
方法开发过程是否能成功将始
终取决于具体样品。
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在定量透射拉曼光谱中，该方法是用原方法的结果进行校准的。TRS 模型依赖于主
要方法即 HPLC 方法，并且可以预测 HPLC 方法的结果。由于次要方法是用主要方法
进行训练的，因此预测误差是主要方法和次要方法的总和。这是符合预期的，应必
须允许其存在并在验收标准中加以解释。

图 3. 从可行性评估到方法开发和方法验证的过程示例
注：其中不包括前期的设计风险要求和风险评估，也不包括持续监控和方法优化方面的内容

能否观察到药品中 API 的
光谱？

小规模 DoE 样品制备

拉曼光谱数据采集和测量
参数优化

建模

结果分析和采集参数确认

可行性分析

创建实验设计

方法开发

制备校准
样品

拉曼光谱数据采集，
包括随机变量引入

拉曼光谱数据采集，
包括随机变量引入

HPLC 分析，
包括随机变量引入

HPLC 分析，
包括随机变量引入

建模

结果分析

生产批次
制备验证

样品
生产批次

方法验证

结果分析

满足验证标准？
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1.2 评价模型是否成功建立
为测试该方法是否成功建立，必须根据合适的验证标准进行评估，该标准应在方法开发之
前确定。

USP 章节 <1225> 药典程序的验证 [2] 提供了有关验证标准的定义和通用指南。ICH Q2R1  
分析程序的验证 [1] 也提供了相关定义。

1.3 生命周期概述
所有基于数据的分析方法都需要包含维护策略。

方法维护是定期评估方法正确预测可报告结果能力的过程，以及在必要时如何调整或重建
模型的计划。该计划应包括监测模型诊断的策略和应对偏差或计划更改的行动计划。方法
维护在许多参考文件中都有详述。

每种方法中都附有对方法生命周期中需要监测的关键因素的说明。在推荐阅读章节列出的
多个参考指南中均提到了这些过程。

文献和指南只是提供建议，而不是一个僵化的框架。任何具体的应用都需要特定的检测/程
序，只要这些检测/程序在科学上合理并且产生的证据能支持所提出的理由即可。该过程包
含能进行迭代更新的周期性步骤，从而能够灵活地适应和改进。

根据相关指南和文献，TRS 方法开发过程可以分为 4 个关键步骤。如图 5 所示。

图 4. 用于衡量 TRS 方法开发是否成功的 ICH Q2R1 标准概述。其中每一条标准都将在后续章节中予以详述。确切的限值设置将取决于具体应用

稳定性适用范围线性特异性准确度 精密度

可行性测试

少量样品测试

小规模校准和验证

测试品种是否适合
建立定量模型？

实验 DoE 设计

校准样品

参考数据，例如 
HPLC

建模

独立样品准备

预测值

方法维护

生命周期管理

与参考技术进行比较
（例如 HPLC）

等效性

校准模型建立 模型验证 常规使用

图 5. TRS 方法开发过程的四个主要阶段示意图
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图 6. TRS 谱图示例，标出了尖锐的拉曼峰和宽荧光信号

本节概述了 TRS 区别于其他光谱技术的关键点。请参见本文件末尾推荐的阅读材料。[3]

透射拉曼光谱是一种通过收集样品的散射光信号进行测量的方法。样品通常是不透
明的，例如药片。激光光源和检测器位于样品的两侧，因此能够采集整个样品的拉
曼信号。传统的拉曼仪器，无论台式、探针或手持式设备均采用背散射方式进行测
量，即激光光源和检测器在同一侧。

2.1 拉曼光谱
拉曼光谱是一种振动光谱技术，获得的光谱提供了所分析化合物的化学指纹信息。
拉曼光谱存在清晰的尖峰，这些峰对应于化学官能团的分子振动。

药品的拉曼光谱很复杂，每种成分通常具有多个拉曼峰，其数量和强度相叠加，从
而提供了整个样品的光谱。除拉曼特征峰以外，光谱还可能包含荧光峰。荧光是样
品对激光辐射的额外响应，其表现为更宽的基础信号。如图 6 所示。

2. 基本原理

200 400 600 800 1000

x 轴

荧光信号

尖锐的拉曼特征峰

1200 1400 1600 1800 2000
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图 7. 透射拉曼光谱法和传统拉曼光谱法的测试原理比较

图 8. 透射拉曼信号随厚度增加而提高，然后由于吸收效应而下降

背散射拉曼光谱产生的信号相对更强，但是信号倾向于代表样品表面的组成特性。
由于在整个样品内的散射损失，透射拉曼响应较弱，但信号来源于整个样品。图 7 
显示了当激光散射透过样品时，会产生透射拉曼光子，有助于测量较厚的样品。

检测器测得的透射拉曼信号的强度随着样品含量、厚度、散射过程等因素而变化。
与吸收法不同，TRS 中拉曼光谱信号的强度相对样品厚度的函数存在一个最大信号
值，通常在 2–3 mm 样品厚度处。这种结果是由于弹性和非弹性拉曼散射之间的平
衡造成的。[4]

如需了解有关透射拉曼光谱的更多信息，请参见 [5–7]。

传统拉曼光谱 透射拉曼光谱

片剂

厚度

信号
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2.2 化学计量学 

化学计量学是一门通过数据驱动的方法从化学系统中提取信息的科学。化学计量学本
质上是跨学科的，它使用多元统计、应用数学和计算机科学等核心数据分析学科中常
用的方法来解决化学、生物化学、医学、生物学和化学工程中的问题。维基百科 [8]   
 
化学计量学最初被定义为使用数学、统计和其他方法的化学学科，这些方法使用形
式逻辑来实现两个目标：(1) 设计或选择最佳的测量程序和实验，(2) 通过分析化学
数据提供最大数量的相关化学信息。更具体地说，“化学计量学”是指应用多变量方
法来分析化学或相关数据，尽管所讨论的算法可能是从几乎所有测量数据中提取信
息，而不论其来源于化学、物理、生物、制药或其他。

USP <1039> 化学计量学 [9]  
 
药品的透射拉曼光谱比较复杂；光谱中包含许多与复杂的成分混合物相关的特征
峰。HPLC 是一种分离技术，可测量 API 响应（通常为 UV）的峰面积。这是一种单
变量技术。

‘单’= 一个‘多’= 多个  
拉曼光谱包含样品中每种具有拉曼活性化合物的多个峰，这些峰相互重叠形成复
杂、信息丰富的分析起点。化学计量学（多变量分析）使我们能够对这种复杂的数
据类型进行解卷积、趋势预测及分析。  
 
常用的多元分析技术  

模型类型 解释

PLS：偏最小二乘法 定量模型 ― 这是 TRS100 方法开发的主力工具 

PCA：主成分分析 定性工具，用于查看数据的固有模式和趋势 

PLS-DA：偏最小二乘-判别分析 分类模型，返回最可能的类别 

2.3 单位
对于 CU 测试，单个测定结果可以用 %LC（Label Claim，标示量）来表示，然后用
于计算含量均一度的合格值 (Acceptance Value，AV)。

透射拉曼光谱的绝对光谱信号强度随组分的含量和厚度而变化。为测量 API 的浓
度，将拉曼光谱归一化为相对强度测量样品的 %w/w。使用 TRS 时，我们通常只关
心拉曼光谱的相对变化。

如需进一步阅读，请参见 [10,11]
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3. 第 1 步：可行性分析 ― 找出合适的测试品种
可行性分析是指在进行全面的方法开发之前找到合适的测试品种。

3.1 什么是合适的样品？
一些样品比其他样品更适合用 TRS 进行定量分析。一个重要的变量是激光打到
样品上能够产生拉曼信号（非弹性散射）。

片剂非常适合；它们漫散射激光使其透过整个样品，因此获得的拉曼信号来自该
样品的大部分区域。同一类型的片剂在大小和密度方面通常非常一致。

与无包衣的素片相比，包衣可能影响获得的拉曼信号量。带颜色包衣，尤其是红
色或紫色等深颜色的包衣可能吸收激光信号，并且非常厚的样品可能会增加光程
并减小拉曼信号。

粉末和胶囊也非常适合。由于胶囊、袋或瓶中的粉末会移动，因此这些粉末样品
的采样体积倾向于变化，导致样品之间的绝对拉曼信号可能有所不同。在光谱的
预处理过程中，可通过归一化来处理这种变化。

混悬液和透明液体是最不适合用 TRS 测试的样品类型。激光直接透过液体样
品，降低了光散射和产生拉曼信号的机会。是否可行还取决于样品，例如纯溶剂
或纯物质可能适用，但是水溶液因含有水而变得难以分析。

水的拉曼光谱频率比赋形剂和 API 高得多，实际上可以被忽略。然而，应评估并
考虑水对样品成分带来的任何影响。

图 10. 不同类型药物是否能在透射拉曼上成功建模示意图

图 9. TRS 方法开发中的单位为 %w/w，当乘以片剂质量时得到剂量，当除以目标剂量时得到 % 标示量

%w/w x 片剂质量 = mg/片 ÷ 目标剂量 = %LC

您要检测的目标产品的最终形式是什么
？首先考虑您要检测的目标产品的

最终形态是什么？

片剂（包衣  < 无包衣） 胶囊 粉末 混悬液 透明液体
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3.1.1 正在扫描的样品中包含哪些成分？
下一个考虑因素是制剂配方。根据经验，API 的 TRS 检测限约为 1%w/w。这当然取
决于具体应用，如有文献曾报道过 LOQ 接近 0.2%w/w 的情况 [12]。一般而言，API 
具有良好的拉曼散射信号；某些 API 优于另一些 API，并且有时 API 本身会带有荧
光。制剂中的 API 含量越高，建模将会越容易。

在拉曼信号主要由 API 产生的情况下，辅料则很难检测到。在 TRS 中，任何一种成
分的定量都与其他成分的含量相关，因为 TRS 测量值是整个制剂的质量浓度。这便
关系到 API 与辅料的比值测定，所以辅料也必须是可量化的。包含少量辅料的高剂量 
API 产品的分析可能具有挑战性。

辅料含量高也会影响对 API 质量浓度的查看、检测和定量分析能力。一般而言，以乳
糖为基础的配方比纤维素更好，主要是由于以纤维素为基础辅料时会产生荧光。

鉴于以上所有信息，衡量是否能成功建模的最佳方法是扫描并检测！这是一种非常快
速的方法。  
 

3.2 找到合适的样品 
为获得明确的结果，扫描并检测的方法将解答先前的假设。

要回答“我们能否检测到样品中的 API？”应分析最终产品、API 和辅料的拉曼光谱。

图 11. 考虑主要辅料和 API 质量浓度对能否成功建模影响的示意图

注：

对于袋装粉末样品，建议均匀、
一致地填充袋子，移除块状物。
最好是均匀的粉末层。1 平方英
寸样品袋中可容纳约 100–700 
mg 粉末样品。

用相同量的粉末填充样品袋，更
容易判断各种辅料和 API 的拉曼
散射能力。

其次考虑
制剂配方是什么？

乳糖

> 20% 1%–20% < 1% > 20% 1%–20% < 1%

纤维素
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3.2.1 示例：扫描辅料和成品 

图 12 中的示例是扫描纯 API、辅料和最终产品的结果。这个 API 光谱是典型的；
清晰的尖峰，几乎无荧光。1600–1800 cm-1 为羰基 C=O 或芳香族苄基官能团的特
征峰。一般而言，这种化学官能团通常存在于 API 中，而不存在于辅料中。因此，
1600–1800 cm-1 的区域可用于快速鉴定药物样品，以查看光谱中是否存在 API 特征。

纤维素基辅料（例如 L-HPC 和 MCC）具有荧光特性。乳糖具有良好的拉曼散射信
号，谱图中有清晰的尖峰。

3.2.2 示例：加标研究 

上面的示例相对简单，在片剂光谱中可以清楚地观察到 API 峰。如果无法清楚地观
察到 API 峰，或者其与辅料发生重叠，或者难以区分哪个峰来自哪种物质，那么此
时可以做些什么？ 

加标研究可能会给出一些答案。

一种加标研究方法是：取一些成品（例如 10 片片剂），使用研杵和研钵进行研磨，
并在合理的浓度范围内加入一些 API，如下方图 13 和 14 中的工作示例所示。

图 12. 纯组分光谱和成品片剂光谱的示例。查找片剂光谱中的 API 峰以确定成品中的 API

注：

在这一早期阶段，一种很好的做
法是保存并打印纯组分的光谱，
以学习并认识最常见药物成分的
关键峰。

注 ― 加标研究

加标研究并非可靠的校准。加
标研究应仅用于可行性研究
中。加标研究仅涉及一种物质
的变化，因此在范围和可行性
方面受到限制。

波数 (cm-1) 波数 (cm-1)
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3.2.2.1 工作示例：加标研究

图 13. 建议的加标研究程序

图 14. 加标研究的原始光谱以及经过基线校正和归一化处理的光谱示例，展示了由于 API 浓度增加而引起的光谱变化。在光谱中看到的 API 变化表明
该药物为 TRS 方法开发的合适品种

加入纯 API 
并混合

加入纯 API 
并混合加入纯 API 

并混合

研磨 10 片
片剂

- 取出样品
- 测量 TRS

- 取出样品
- 测量 TRS

- 取出样品
- 测量 TRS

- 取出样品
- 测量 TRS

波数 (cm-1)
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

0

2

4

6

8

10

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
0

99 cm-1

752 cm-1

波数 (cm-1)

1050 cm-1

1603 cm-1

1577 cm-1

样品 1

样品 2

样品 3

样品 4

基线校正和归一化光谱处理
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3.2.3 其他考虑因素  
每个具体案例可能略有不同，在扫描时需要不同的考虑。下面列出了一些针对特定

样品的考虑因素。

• 演示示例：

 – 片剂

• 通常优选片剂的中心进行扫描

• 泪滴状片剂扫描时可能偏离中心采样体积最大的位置

• 压花或印制图案可能影响测量，需要确定好光从哪一侧进入

• 双层片剂 ― 确定测量的侧边，以保持结果的一致性

 – 胶囊

• 端部 ― 分别扫描两端以确定效果

• 中心 ― 穿过两层胶囊壳

• 扫描位置的数量 

 – 通常优选一个扫描位置

• 大剂量包装 ― 扫描多个位置，确保信号一致并能代表整个样品

4. 第 2 步：校准模型建立

此阶段的目的是构建一个成功的校准模型来预测未知样品。此校准模型将在验证阶
段进行测试。

4.1 制备样品
校准是分析科学领域一个常用的术语；利用一组已知的值作为测量标尺，以便与未
知的值进行比较。

对于 HPLC，校准使用在参比标准品中含量已知的目标化合物（通过色谱法与其他分
析物分离）作为样品，将其与测量样品中含量未知的该化合物的峰强度进行比较。

使用拉曼等光谱技术可以对药品中复杂的成分混合物进行测量。无法将各产品组分
分离，因此，校准样品需要代表成品及所有组分。由于各组分的浓度是相对的，因
此需要所有成分的浓度都有变化。

我们建议采用实验设计 (DoE) 方法，其中各个组分间的浓度独立变化。这样就创造
了一个稳定的设计空间，并且以目标产品为中心。稳定的模型对生产变量的细微变
化不敏感。任何在质量源于设计 (QbD) 方法的开发和提交方面具有经验的人员都应
当熟悉这一点。
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通常，DoE 可以涵盖 8 至 25 个样品。改变 4 个变量的 DoE 可以用多维数据直观地表
示，该方法被称为中心组合设计。变量可能是 API#1、API#2、辅料 #2，以及用于质
量平衡的主辅料 #1。单个变量可能是多个微量组分的组合，例如多个含量较少的辅
料混合在一起计算。实际浓度样品由点 7 来表示，它们在图 15 中位于设计的中心。

如果一组校准样品中只改变一种组分（如 API）的浓度，则会造成非常狭窄的设计
空间。这在可行性分析上没有问题，但模型将会对其他工艺变量的微小变化非常敏
感，影响模型的稳定性。不建议采用这种方法进行稳定的校准模型设计！  
 

4.2 选择哪种 DoE 设计？DoE 设计决策树
目前没有 DoE 设计必须遵循的既定原则。同样，应用的依赖性是整个方法中唯一的
既定规则。

以下是一种可能为您提供帮助的决策流程。

注意，根据模型的性能，可以在校准中添加更多样品；它可以是一个迭代过程，可
以根据结果来修改校准。此外，有时一次性制备所需的全部或大部分样品更有利于
节省时间。

对于复杂制剂，可以将少量的和拉曼活性较弱的成分组合成“预混合物”，以减少需
要分配的单个成分的数量，并减少称量少量组分造成的误差，如图 16 所示。

图 15. 中心组合设计 DoE 图示，显示了 3 种组分的浓度变化

10.
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7.

3.

9.

12.

15.

14.

1
0

N
o.

2

No.1

1

6.

8.

11.

No.3



18

Agilent TRS100 分析方法开发指南

图 16. 实验设计的决策树

4.3 制备样品
当校准样品与预测的样品非常接近时，可以获得最佳的校准性能。样品制备过程中
可能存在制剂因素（例如尺寸、形状）和基质效应（例如压片压力和粒径）。同样，
样品制备不存在既定规则，每个具体项目都有不同的重要变量。

4.3.1 在压片之前扫描粉末
校准粉末混合物配置完成，在压片之前，使用 TRS 扫描这些混合物是“了解”样品
制备是否成功的一个快速过程。每次扫描需要 10 至 60 秒，在压片之前用一点时间
进行这一检测非常值得。

结果可能表明需要更多的校准样品，或者粉末混合不均匀。

4.3.2 提前考虑验证样品制备
可以将分配和制备校准样品与制备验证样品相结合；通常情况下没有必要将这个过
程分开。

作为验证标准的一部分，最好制备具有相同浓度水平的重复样品，以证明样品制备
的可靠性和准确度。

微量组分是否为低风险因子，
例如弱拉曼信号，弱荧光？

开始
您的制剂配方
是什么？
如何制备？
颗粒或直接压制

简单制剂 
< 4 种成分

包含多少种
单独组分

是棘手的应用吗？
例如，低浓度 API，
辅料带荧光

能否简化制剂配方？例如，对于颗粒制剂，
能否混合颗粒辅料（将它们的浓度保持不变）

能否混合浓度低的辅料？

否：8 样品中心组合
立方体 DoE

是：15 样品中心
组合 DoE

是：15 样品中心
组合 DoE

否：25 样品 DoE
复杂制剂 

> 4 种成分
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4.4 其他需要考虑的因素
由于各种药品工艺都是独特的，因此考虑可能影响拉曼结果质量的风险因素非常重
要。这可能包括但不限于图 17 中所示的因素[13]。

4.5 测量样品
高质量的光谱将产生更高质量的化学计量学模型，并最终获得更出色的结果。本节
将介绍如何选择参数及相关建议。

 

4.5.1 如何扫描样品
扫描样品时需要考虑以下两个因素：(1) 光学设置，即激光光斑尺寸和采集透镜选
择；(2) 采集条件设置，即激光功率、扫描时间和扫描重复次数。

4.5.1.1 光学设置
TRS100 装置可以改变激光光斑尺寸和透镜收集光学信号的选项，见图 18。

激光光斑尺寸选项为 2 mm、4 mm 和 8 mm。每个光斑尺寸具有相同的功率和不同
的功率密度，2 mm 激光光斑强度大于 8 mm 光斑。改变激光光斑尺寸会改变所分析
的样品体积，较大的光斑尺寸可以降低照射到易损样品上的激光强度，例如，采用 
2 mm 光斑尺寸可能熔化红色明胶胶囊。

可用的采集透镜包括小、中和大尺寸。透镜尺寸的增加将增加所分析的样品面积。
激光和透镜设置的任何改变应当与待分析样品的尺寸和类型相匹配，确保照射样品
时不会超过片剂边界。

图 17. 需要考虑并设计到校准模型中的风险因素 [14]

活性特性 采样 片剂特性

片剂分析/含量均一度

粒径分布

样品燃烧 粒径分布 温度
相对湿度木质素含量

批次间变异性
含水量

激光强度
杂散光

代表性
重现性

硬度
孔隙率
重量
含水量
厚度

多晶型
水/溶剂含量

仪器性能 辅料特性 环境条件



20

Agilent TRS100 分析方法开发指南

作为方法开发过程的一部分，应考察透镜和光斑尺寸的影响。经验表明，4 mm 的激
光光斑和中尺寸透镜适用于大多数片剂和胶囊。同时，在不同采样位置进行多次采
集，可以提高有效采样量。

图 18. 激光光斑尺寸和采集透镜的光路原理图

4.5.1.2 采集条件设置
TRS100 的最大激光功率为 650 mW，如果需要可以在软件中将其降低。相机曝光时
间和累积次数也可以在软件中进行设置，应始终进行谱图多次累积设置以避免 γ-射
线伪影。

检测器的信号饱和极限约为 65000 能量值；但是在优化采集设置时，建议使用以下
工作流程尽量将信号能量值控制在 40000 左右：

 – 在 0.65 W 下扫描样品 1 秒钟和 1 次累积

 – 观察谱图

 – 设置曝光时间：

 – 如果响应值小于 40000，则延长曝光时间

 – 如果响应值大于 40000，则缩短曝光时间

 – 如果在 0.01 曝光时间下的响应值大于 40000，则减小激光功率

 – 重复以上操作，直至在适当的曝光时间下获得约 40000 的响应值

 – 增加累积次数

 – 必须大于 3

 – 对于大多数样品，理想的总扫描时间（曝光时间 × 累积次数）约为 10 秒

 – 最佳累积次数始终取决于具体样品

 – 可首先测量 10 秒并观察信噪比，再设置为约 60 秒观察信噪比是否显著改善

 – 在不同累积次数下采集的数据的模型性能可以指示模型空间中的信噪比是否
受到限制  

采集透镜
更大的透镜采集更大区域的拉曼光谱信号 → 采样体积增加。

更大的透镜导致采集散焦 → 强度降低

激光光斑尺寸
更大的光斑照射更大的区域 → 采样体积增加。

在相同的激光功率下，更大的光斑照射更大的区域 → 功率密度降低

中等尺寸
采集透镜

小尺寸
采集透镜

2 mm
激光光斑尺寸

4 mm
激光光斑尺寸

8 mm
激光光斑尺寸

大尺寸
采集透镜
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4.5.1.3 关于谱图信号饱和的说明
拉曼峰通常在低波数区域较强；这是由于在低波数区域检测器效率（量子效率或 
QE）高或相机将光子转换成电子信号的能力较强，而在更高的波数下观察到拉曼强
度较弱。

药品的拉曼峰通常在较高的波数（约 1600–1800 cm-1）下比较明显。如果预测模
型时只需要利用工作范围内的信号，那么为了提高较高波数区域内 API 信号的信噪
比，通过增加曝光时间使低波数区域峰饱和是可以接受的。

尽管检测器范围较宽，但也应避免产生大于 40000 的光谱强度谱图，因为检测器响
应可能呈非线性，因此会增加模型构建和预测的误差。光谱范围可以作为模型建立
过程的一部分进行选择。

在没有应用 Y 轴强度校正或绿色玻璃校正的原始光谱中，应当能观察到饱和极限。

4.5.1.4 重复扫描 ― 关于光漂白的注意事项
荧光是受到激光照射的药品的一种竞争发射过程（第 0 节）。重复扫描时，荧光组分
可能表现出荧光强度连续降低 ― 这种效应称为光漂白。这可能会影响拉曼测量和模
型预测。可以采用一些方法来减轻和减少光漂白的影响，例如，可以在模型中对相
同样品进行多次测量，以训练模型识别光漂白的影响。

软件中可支持样品袋和样品盘重复多次扫描的功能有助于此类分析。  

 

4.5.1.5 重复扫描 ― 均匀性扫描
可以扫描同一样品的多个位置，从而获得有关样品光谱均匀性的信息。这在粉末混
合均匀度应用中或者已知存在结块问题的给定应用中尤其有用。这可以成为可行性
分析的一部分。

4.6 模型建立
有许多教科书和讲座课程专门介绍化学计量学分析和模型建立 [3,10,11]。本指南的目
的不是重复那些内容，而是总结透射拉曼光谱方法开发过程中最常见的工作流程和
决策。

根据前面的章节，在考虑配方来进行 DoE 设计和样品选择时，可行性扫描可以帮助
确定用于校准和验证的 DoE。在任何情况下，模型建立都可以是迭代的，并可能导
致制备或包含更多样品参与整个过程。
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模型建立过程的输出结果不一定是固定的 ― 在科学有效的前提下，可以使用新的包
含或排除的数据来更改、更新或修改模型。通常情况下，校准和验证测量样品制备
可以一起完成，以免浪费时间和费用。

总而言之，TRS 数据与近红外的数据在形式和结构上都有所不同。拉曼峰通常是尖
锐的，并且对于各种组分具有高特异性。建立近红外校准模型的经验并不一定适用
于 TRS，因此在将近红外原理应用于 TRS 数据时应更加慎重。  

 

4.6.1 如何构建模型 

4.6.1.1 样品选择
模型中包含的样品应具有按照上述指导进行测量或预测样本的代表性，并应遵守 
QbD/DoE 原则。

术语：

 – 加载到模型中的光谱将成为 X 模块

 – 加载到模型中的浓度将成为 Y 模块  

4.6.1.2 光谱区域选择
有多种方法可用于选择要包含在模型中的光谱区域。光谱选择可以是整个光谱或较
小的目标区域。在模型建立过程中，务必去除饱和区域。TRS100 的限值是每次累积
到 40000 的能量值。光谱区域选择可以按照以下迭代过程来进行：更改 > 建立模型 
> 查看它如何影响结果 > 更改。

建议流程如下：

 – 从完整光谱区域开始

 – “顶部和尾部”：< 200 cm-1 通常是饱和的，> 1900 cm-1 通常不含拉曼峰

 – 接下来重点关注 API 和辅料的关键区域。重要的是将 API 和辅料表示为 %w/w 以
用于定量分析。至少需要两种及以上拉曼活性成分之间的比值  

4.6.1.3 化学计量学预处理选择  
通过预处理光谱数据操作可以优化模型性能。预处理应尽可能增加目标光谱的差
异，例如 API 浓度变化，并尽量减小其他因素（例如厚度）的影响。

对于透射拉曼光谱，通常执行三个预处理步骤。

免责声明： 

这并非强制规范；不同项目可能需要不同的选项以获得理想性能。多个预处理选项
可能会提供类似的模型性能 ― 可能没有最佳选项，但操作人员可以从中进行选择。  
 

注：

可以在一个模型中加载多个 Y 模
块，以预测多种成分。
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第 1 步：基线校正

消除通常不会关注的荧光背景。例如，Whittaker 基线校正、一阶导数、二阶导数。

第 2 步：归一化 

消除整体的相对强度差异，因为我们关注的是质量浓度的变化。这样大大减小了由
样品厚度等因素引起的差异。例如，归一化、SNV、MSC。

第 3 步：均值中心化

通常适用于拉曼数据；从每个光谱中移除整个数据集的平均值。这移除了所有共同
特征，只保留差异。  

4.6.1.4 存在多少潜在变量？
作为模型建立过程的一部分，您可以选择更改潜在变量的数量来建立模型。

潜在变量 = 主成分 = 因子。术语通常可互换使用。

潜在变量是光谱响应，模型使用它将给定浓度（Y 模块）与光谱（X 模块）关联起
来。潜在变量应与待测化合物的光谱明确相关。这是 TRS 相对于近红外光谱 (NIR) 
的一个明显优势，在 NIR 中组分并不能总是清楚地分辨出。

应尽可能少地使用潜在变量以防止过度拟合。根据工作经验，潜在变量应小于或等
于 N+1，其中 N = DoE 设计中不同因子的数量。同样，这也是 TRS 的特异性优于 
NIR 的一方面的表现。

校准模型中的潜在变量越多，表观性能就会越高，因为来自实验的任何噪音都会被
整合到模型中。然而，该模型预测新的独立样品的能力可能受到影响。这将通过验
证样品和独立样品进行测试。  
 
4.6.1.5 模型优化 

从上面的信息中可以明显看出，模型建立是重复进行和迭代的。化学计量学软件包
中的一些工具可以加快这一模型优化过程。最好的做法是用良好的科学判断来解释
模型输出，而不是仅仅依靠计算输出，即确保您所做的工作是有科学意义的！  
 

4.6.1.6 交叉验证
交叉验证是一个发生在校准阶段的过程，通常在化学计量学软件包中自动完成。它
涉及通过包含或排除样品的各种迭代来建立模型，并查看该模型如何预测剩余样
本。其目的在于通过添加和移除样品测试模型的稳定性。

软件中包含各种可用于执行此操作的算法，但是默认选项通常足以满足要求。

注：光谱预处理提示

绘制基线校正和归一化光谱并根
据 API 浓度以不同的颜色进行显
示，以此来展示光谱变化并与纯
组分光谱进行比较，是一种良好
的工作实践。

如果您能够看到与 API 浓度相关
的谱带，则表明建模将会取得 
成功。
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4.6.1.7 何时模型才算“足够好”？
在追求尽可能最好的模型时，很难确定终点，因为模型始终可以进行调整和更改。
目的是建立一个稳定可靠的模型，能够充分满足您的检测要求。模型统计是这一决
策过程的一部分。您能够使用独立样品验证模型以完成模型开发，并根据验证标准
对其进行测试。

在分析验证样品之后，用户始终可以通过物理样品、测量结果或现有模型数据重建
来重新审视校准过程。

4.6.2 如何解释模型的性能
化学计量学建模的输出提供了许多图形和数字来解释。下一节将介绍关键因素。

4.6.2.1 模型统计
图 19 是一份展示模型性能的重要图表。该图显示了导入的 Y 模块（浓度）中描述的
样品的“实测”值和模型生成的“预测”值。这两者之间的线性拟合表明该模型能
够将光谱与给定浓度充分关联起来。其衡量指标是 R²。R² > 0.95 通常被认为是一个
较好的值。

均方根误差值 (RMSE) 是模型误差的衡量指标。

RMSEC：校准的均方根误差

RMSECV：交叉验证的均方根误差

RMSEP：预测的均方根误差（仅通过独立的验证样品获得） 

RMSEC 和 CV 应当很低并且大致相同。如果 RMSEC ≈ RMSECV，则表明模型可以在
移除校准样品时稳定地预测校准样品。
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图 19. PLS 输出模型的示例

其他模型统计指标包括 Hotelling 和 Q 残差，用于判断校准样品组中的模型性能和样
品质量。这两个统计指标描述了校准空间内样品的关系或相似性，如图 20 所示。

Hotelling：描述样品与校准空间中已有信息的关系，例如，成分的浓度极值。

Q 残差：描述样品与不在校准空间中的信息的关系，例如在校准中未观察到的特征 
（例如未知化合物的噪音）。

作为一种良好的工作实践，大多数校准样品应位于校准空间的 95% 范围内；可以
存在异常值，但中心浓度点不应当是异常值。这点符合预期，因为作为 DoE 的一部
分，所有成分的浓度将远离目标中心点而变化。

Hotelling 和 Q 残差图是识别整个样品或单个样品的光谱异常值的好方法。良好的样
品制备和数据采集应该使得来自 DoE 的同一片剂的多次扫描结果聚集在一起。用于
排除样品的良好工作规范应当是完全合理的，例如，样品 X 易碎且易损。这是由于
样品 X 处于 DoE 的边缘，包含极低浓度的辅料 X。样品 X 的光谱是 Hotelling 中的异
常值，因此被排除在模型空间之外，因为它们不是能代表生产质量的片剂。

 

实测值

4 个潜在变量因子
RMSEC = 0.312
RMSECV = 0.322
RMSEP = 0.430
R^2 (Cal, CV) = 0.996, 0.995
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4.6.3 参考数据：等效性 ― HPLC 与拉曼误差
什么是 Y 模块？用于建立模型的浓度来源可能会随时间的推移而变化。通常的做法
是使用 Y 模块的重量分析值开始建模，这样可以快速获得结果。但是，重量分析值
可能无法代表样品中的实际情况，需要考虑加入相应的参考测量值。

如图 21 案例所示，假设标称 LC 为 80% 的一组样品是相同的；但是，在添加各个 LC 
值时实际测试浓度范围在 76% 和 86% 之间。

图 20. Hoteling 和 Q 残差图。蓝色虚线表示限值为 95%。在本例中，粉色星形表示异常值，
并且由于一种成分的极端情况而远离其他样品。相同颜色的样品彼此靠近，这是一种良好的
定性属性。剩余样品全部处于限值范围内或非常接近限值，其结果是可以接受的

图 21. 将 HPLC 结合到模型开发中带来的影响
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图 22. 将 HPLC 结合到模型开发中带来的影响

将 HPLC 值整合到模型中对模型性能的影响如图 22 所示。使用 HPLC 值，模型统计
得到改善，从而提高了 R2 并降低了 RMSECV 值。

引入其他技术测试结果并不总是能够改善模型性能。更准确地称量样品并保证相同
浓度样品尽量一致是建立一个好模型的关键。

误差：

TRS 模型误差 = TRS 误差 + 参考技术误差，例如 HPLC。

通过使用 HPLC 误差作为 Y 模块，可以将 HPLC 误差整合到 TRS 模型中。这意味着预
测误差决不会小于 HPLC 误差。一个有用的方法是 TRS 在等效模型中预测 HPLC 结
果，而不是 API 的浓度。因此，它通常被称为次要方法。

考虑到上述情况，任何方法的验证标准都应该适当地设定。对于次要等效方法（例
如 TRS），预期误差将比 HPLC 方法大。

平均化

这部分是有关光谱平均化的最佳实践的简要介绍。这可能适用于在需要单个预测值
的情况下，对一个粉末袋装样品进行多次扫描的效果。最好的做法是在建模之前的
预处理步骤中平均预测输出，而不是平均光谱。通过这种方式，模型能够“学习”
更多的不确定度或噪音。

重量分析模型

由重量分析法得到的咖啡因实测值 由 HPLC CU 得到的咖啡因实测值

咖
啡
因
预
测
值

咖
啡
因
预
测
值

R2 = 0.968
2 个潜在变量
RMSECV = 0.33036

HPLC 模型

R2 = 0.979
2 个潜在变量
RMSECV = 0.2704
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图 23. 通过对预测输出进行平均化，展示了平均谱图信息的最佳工作流程

验证是测试校准模型的过程。它将完成生成稳定可靠的校准模型的过程，然后确定
模型可用于常规使用。与本指南中的每个步骤一样，确切的验证过程可能取决于具
体应用，并且遵循的方案略有不同。本节将讨论最佳工作实践和相关建议。

如何衡量和证明方法成功的相关提示如图 24 所示。

5. 第 3 步：方法验证

图 24. ICH Q2 R1 指南

每个样品 4 张谱图

x 轴

CV 预测值 API 对各个预测值进行手动平均

RMSECV = 1.11
R2 = 0.963

RMSECV = 2.5
R2= 0.8486

PLS 平均化

稳定性范围线性特异性准确度 精度
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5.1 使用何种样品进行验证？
为适当地测试校准模型，应当使用合适的验证样品；同样，这可能取决于具体应用。

验证样品应独立于校准样品。比如：

 – 产品样本

 – 好的样本

 – 不良样本

 – 涵盖校准空间并能测试模型的样品

 – 包含生产过程中的预期变化的样品

 – 捕捉天然的 API/辅料/工艺变化

 – 采集不同时间点的不同批次的样品

5.2 准确度验证
指南建议：

“在整个程序的特定范围内，应该通过与验证参考方法的结果比较来验证建立模型的
准确性。”[14] 

图 25 显示了与主要参考方法 HPLC 法比较的 TRS 预测结果示例。使用相同的单位
对技术进行比较非常重要，请参见第 2.3 节“单位”。拉曼方法生成 %w/w 结果，
而 HPLC 生成每个样品的 %LC 结果。为便于对比，通常需要使用片剂重量进行转换：  
%w/w × 片剂质量 = mg 活性。

图 25. TRS 预测输出与主要参考技术（在本例中为 HPLC）的比较

预测误差的关键化学计量学统计指标是 RMSEP，即预测的均方根误差，请参见第 
4.6.2.1 节“模型统计”第 0 节。该指标确保模型能够很好地泛化，并在模型“未发
现”的新独立数据上实现相同的性能。因此，应将 RMSEP 值与 RMSEC 和 CV 值进
行比较，以避免数据过度拟合。

放
大
至
片
剂
质
量
时
的

 A
PI

 毫
克
数

HPLC TPS



30

Agilent TRS100 分析方法开发指南

RMSEC ≈ RMSECV ≈ RMSEP

给定应用的成功标准可能有所不同，但可能包括：

 – RMSEP

 – 使用统计学检验，例如 t 检验或 f 检验

 – 置信限值  

5.3 精密度验证
指导建议：

“应确定指定范围内的重现性和中间精密度。”[14]

使用 TRS 对样品进行重复扫描是快速和无损的，因此这些信息很容易获得。通常建
议针对多个浓度点进行此操作，而不仅仅针对中心点或生产的样品。通过确定 %RSD 
变化限值来判断是否取得了成功。

图 26. TRS 预测展示了中间精密度（不同分析人员在不同日期扫描相同样品时的效果）

表 1. 精密度测试示例

精密度 中间精密度 仪器间

同一天 多天，多名分析人员 多台仪器

片剂编号

第 1 天
第 2 天

%
LC
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表 2. 10 个片剂样品在 2 天内的精密度数据示例，表格中包含了 TRS 结果与主要参考技术 HPLC 结果的比较

第 1 天 第 2 天 第 1–2 天 TRS HPLC DTRS - HPLC

1 102.3 105.0 2.7 103.7 98.4 5.3

2 101.8 100.0 -1.8 100.9 97.8 3.1

3 108.0 108.1 0.1 108.1 103.7 4.3

4 102.3 99.7 -2.6 101.0 100.3 0.7

5 103.4 101.9 -1.5 102.6 99.9 2.7

6 103.6 102.8 -0.8 103.2 99.8 3.4

7 103.9 105.2 1.3 104.6 101.6 3.0

8 103.7 103.8 0.1 103.8 100.1 3.7

9 105.6 103.1 -2.5 104.4 101.6 2.8

10 103.0 101.5 -1.5 102.3 101.1 1.2

平均值 103.8 103.1 -0.7 103.4 100.4 3.0

RSD 1.8 2.5 0.7 2.0 1.7

AV 8.0 9.0 8.2 4.5

表 3. 针对特定的分析应用，将分析参数与预设的可接受限值进行比较的示例

分析参数 可接受标准 结果 状态

准确度/特异性
（平均差 HPLC-TRS）

NMT 5% 片剂差值 3.0% 合格

精密度 TRS 

重现性
中间精密度
(%RSD)

NMT 5%

第 1 天
片剂差值 1.8%

第 2 天
片剂差值 2.5%

平均值
片剂差值 0.7%

合格

 *质量标准
（平均值）

平均值不超过 15 50 mg 片剂差值平均值 8.2 合格

5.4 特异性验证
指导建议：

“模型应当能够在其他组分存在的情况下明确地识别分析物。”[14] 

药物样品的拉曼光谱是所有组分的混合谱图。通常，模型开发过程仅关注目标化合
物（例如单个 API）的测量。如化学计量学第 0 节中所述，潜在变量是模型用于生
成校准浓度和给定浓度之间的回归关系的光谱特征。第一个潜在变量是最显著的 
（至少在光谱方面）成分。

我们可以比较潜在变量（理想情况下是第一个变量）与方法开发可行性阶段中采集
的纯组分光谱，从而证明其特异性。如果这些光谱类似，则证明针对目标分析物的
建模正确。如图 27 所示。

注：

或者，也可以使用回归向量或 
VIP 评分。
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图 27.  特异性图示

5.5 线性范围验证
指导建议：

“为证明线性，验证组中的样品分布应在整个指定的范围内。”[14] 

通过绘制实测值与预测值之间的关系，R2 值表示验证范围内的线性关系。R2 > 0.95 
通常是可接受的。  

 

5.6 稳定性验证
指导建议：

“证明光谱模型稳定性的证据应涵盖化学和物理变量、采用的测试条件、采样和样品
制备以及测试过程中参数的变化。”[14]

如前面章节所述，稳定性测试将完全取决于具体应用。示例包括：

 – 化学变化

 – 原料变化

 – 采样

 – 样品准备

 
对压片压力大小的稳定性的示例如图 28 所示。不同的颜色表示三种不同的压片压
力。实测值与预测值的关系图（左下图）表明，所有样品都可以得到很好的预测，
其中 R2 ≈ 1，并且 RMSC/CV/P 值较低且相近。然而，在 hoteling T2 和 Q 残差图（左
上图）中观察到一些分离现象。该模型识别出不同压片压力大小下样品之间的细微
光谱差异。用户可以决定使用 Q 残差作为压片压力变化的限值或警报。

注 ― 加标研究：

注：HPLC 通常得到 R2 > 0.99。 
HPLC 线性是对检测器及不同浓
度的响应线性的评估。相比之
下，在光谱技术中是对两种方
法之间的比较进行评估。[15]
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图 28. 表明稳定性随压力变化的示例

另一个关于辅料供应商对稳定性影响的案例如图 29 所示。不同辅料供应商（不同颜
色）的预测结果类似，R2 ≈ 1，并且 RMSC/CV/P 值较低且相近。

图 29. 展示了不同辅料供应商对模型稳定性的影响
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5.7 如果我的模型不理想该怎么办？
方法开发过程是迭代式的。如果一组特定的参数或校准样品未产生足够出色的结
果，则可以对其进行改进。

可以实施的改变包括：

 – 在校准中添加更多样品：这可能引入一些已知变化的样品，例如采用不同压片压
力制备的样品

 – 移除样品：只有在科学合理的情况下，才可将样品从校准中移除，例如，它们易
碎且不能代表生产质量

 – 更改测量设置，例如，如果模型性能受到信噪比限制，可延长曝光时间

 
根据 QbD 原则，在拉曼方法开发的所有决策过程中都应该遵守合理的科学逻辑。如
果在建模开始时已经充分分析了所有的风险因素，那么所有预期的样品制备中的工
艺变化都应在考虑之内，这将最大程度减少返回和制备更多样品的需求。

6. 第 4 步：方法生命周期

6.1 模型维护、更新和生命周期
法规指南中指出，由于计划内变更（通过所实施的更改控制策略，按照内部质量程
序进行管理）和计划外变更，光谱方法可能会在初始监管申请后随时间而发生改变。

6.1.1 方法范围内的变更
在方法范围内的光谱方法的变更应按照本程序进行验证，但是不要求规范变更。应
对此类变更进行风险评估，并通过良好的科学、制造及工程实践和控制措施来降低
任何已识别的风险。此类变化的示例包括在校准模型中添加光谱、调整采样装置以
及软件升级等。

在方法范围内的生产工艺的变更，如原材料和供应商发生变化，应通过对至少一个
批次进行平行测试来进行评估。如果更改后的光谱通过了光谱检查并且结果符合规
定的精密度、准确度和回收率可接受标准，则无需修改光谱方法。否则，应利用生
产过程、原材料、供应商更改后制得的样品光谱对方法进行更新。无论光谱方法是
否需要修改，都应当对评估结果进行记录。
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6.1.2 方法范围外的变更
超出方法范围的光谱方法变更应按照本程序进行验证，并且需要进行规范变更。这
些更改包括扩展方法指定的范围、更改已注册的 TRS 方法之外的数据采集参数或更
改规格限制。  

6.1.3 平行测试
已提交监管批准的 TRS 方法在提交审查期间可以进行平行测试（利用 TRS 检测样品，
然后通过参考方法对相同样品进行产品放行测试）。

6.1.4 定期对参考方法和 TRS 的数据进行对比
应根据用于分析目标性能分析的内部机制来监测所开发的 TRS 模型的性能。为验证
参考方法与 TRS 方法之间持续保持一致，应至少每年利用 TRS（首先）和参考方法
测试一次相同的样品。此类定期测试可针对无效样品（例如，工艺第一次运行的产
品）或 QC 放行样品进行。

利用参考方法和 TRS 检测的样品应符合验证方案的准确度要求和验收标准。如果
不满足该标准，应进行分析实验室事件调查，以了解根本原因并安排纠正和预防 
措施。

6.1.5 处理不符合规格结果和不符合趋势的结果
如果出现 TRS 不符合标准和不符合趋势的结果，则应当启动标准化程序调查根本原
因。如果发现非典型结果是由先前未知的模型输入引起的，那么该结果应触发模型
维护和重新验证周期，以纳入此次结果并更新 TRS 模型。

这一整体流程汇总于图 30 的流程图中。

6.1.6 仪器大修
在仪器大修之后，应对至少一个批次进行平行测试来重新评估 TRS 方法。如果维修后
的光谱通过了光谱检查并且结果满足精密度、准确度和回收率可接受标准，则无需更
新光谱方法。否则，应利用维修后制得的样品光谱对方法进行更新。无论光谱方法是
否需要更新，都应当对评估结果进行记录。仪器维修属于方法范围内的更改。
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6.1.7 仪器之间的方法转换
如果现场有多台 TRS 仪器，则应当使用两种仪器开发方法，以确保在开发的 TRS 模
型中包含这种变量。

图 30. 定期的参考比较流程

常规分析

材料是否具有
真实性？

否

是

是

否

结果是否
超趋势/超标？

持续性能验证
（观察结果杠杆、残差、

Hotelling T2）

超标结果调查

接受并报告结果

参考分析

是否属于实验室
误差？

通过分析验证样品

记录调查结果并重复分析

调查失败模式根本
原因并实施 CAPA

将新光谱添加到模型中
并记录理由 重新验证 TRS 模型
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7. 方法提交

在撰写本文之际（2018 年），欧洲药品管理局 (EMA) 或美国食品药品监督管理局 
(FDA) 尚未发布有关拉曼光谱的指南。这对于采用拉曼光谱技术的用户来说是一种挑
战，因为主管当局 (CAs) 没有确定的“路线图”可以遵循。缺乏具体的指南也可能
是监管评估人员面临的挑战。由于缺乏先前的经验，因此监管机构会回归到审查方法
是否具有合理的科学原理，例如申请人必须证明技术的稳定性和验证方法的严谨性。

幸运的是，有关制药行业中使用近红外光谱 (NIRS) 的指南以及针对新提交的方法和方
法变更的数据要求（EMEA/CHMP/CVMP/QWP/17760/2009 第 2 版，2012 年 1 月）
于 2014 年 8 月生效。[14,16]

由于 NIR 和拉曼光谱技术在方法开发和化学计量学方法方面具有相似性，因此 CAs 
建议可以参考该指南，并将其应用于拉曼光谱的引入。

还有一些可用的药典指南，为拉曼光谱的分析考虑因素提供指导：

 – 欧洲药典 2.2.48 [17]

 – 美国药典 <1120> 拉曼光谱学 [18]

 – 美国药典 <1039> 化学计量学 [9] 

 – ASTM E1840-96(2014) [19]

本节重点介绍欧洲流程；但是，如第 7.1 节所述，其他监管机构也有类似的流程和指
南。参见第 10 节的参考文献以获取其他指南文件。

7.1 方法提交过程是怎样的？
将创新技术应用于药物分析似乎是一项艰巨的任务，有许多感知的障碍，真实的和
想象的，随时可能阻碍新技术的推出。也就是说，我们希望通过本指南证明，像 
CAs 提交透射拉曼光谱方法与提交任何其他新的分析化学方法没有太大区别。我们
很好地理解需要满足的要求，并随时提供帮助，以支持您提供更好的方法来快速测
试您的样品。

问题陈述： 

 – 我希望从使用标准 HPLC 方法转变为使用透射拉曼光谱方法 

 – 我应该提交哪种变更类型？

 – 监管机构需要哪些文档？
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第一步始终应当是尽可能早地与监管机构或国家 CAs 接洽，让他们参与到这一过程。

对于欧洲地区的更新，有必要向相关主管部门提交变更。

变更是指向监管机构提交注册信息变更的程序。

在欧盟，第 1234/2008 号法规规定了销售许可（许可证）变更的程序，并对变更分
类进行了详细说明：

 – IA 类：细微变更：对产品的质量、安全性和有效性影响很小。执行并通知所做的
更改

 – IAIN 类：细微变更，必须在实施后 2 周内通知所做的更改

 – IB 类：细微变更，必须在实施前将更改通知主管部门 

 – II 类：重大变更，可能会影响产品的质量、安全性和有效性，必须在实施更改之
前获得 CA 批准

更改的正确分类对申请人进行首次评估至关重要。

在上述给出的从 HPLC 改为拉曼光谱的例子中，必须评估对产品质量、安全性和有
效性产生的影响，因此这种改变为 II 类变更。但是，建议在提交变更之前与各个国
家或地区的主管部门讨论一下变更分类。IB 类和 II 类先前在欧洲已用于透射拉曼光
谱的提交。

就 II 类变更而言，根据变更分类指南，不存在需要满足的确定的文档或条件。但
是，其要求与 IB 类变更 (B.II.d.2 d) 中列出的改变成品测试程序的要求类似：

档案相关部分的修订，包括分析方法的描述、验证数据的汇总、修订的杂质标准（如
果适用）。

比较验证结果，或表明当前检测方法与拟定检测方法等效的经证明的比较分析结果。
此要求不适用于新的检测程序。

除上述要求以外，还应在准备提交文件之前进行风险评估，以评估可能对提供有效
结果的程序的性能产生不利影响的风险。提交的文件还必须包括更新后的专家报
告，在本例中，必须提供更新后的 QOS。  
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在美国，虽然更改的名称不同，但是流程和文档要求非常类似：

 – PAS ― 需事先批准的补充申请，重大更改

 – CBe0 ― 更改在第 0 天生效，轻微更改

 – CBe30 ― 更改在第 30 天生效，轻微更改

 – 年报，轻微更改  

将 HPLC 更换为拉曼光谱应作为 PAS，即需事先批准的补充申请（重大更改）进行
提交。

7.2 方法提交文档是什么样的？
提交文档将包括在具体档案部分中作为变更的一部分而更新的所有文件

模块 1

 – 1.4.1 质量

模块 2

 – 2.3 质量总体概述

 – 2.3.S 原料药（如果变更适用于原料药检测）

 – 2.3.P 药品（如果变更适用于药品检测）

模块 3 原料药（如果变更适用于原料药检测）

 – 3.2.S.4.  原料药控制

 – 3.2.S.4.1 ― 质量标准

 – 3.2.S.4.2 ― 分析程序

 – 3.2.S.4.3 ― 分析程序验证

 – 模块 3 药品（如果变更适用于药品检测）

 – 3.2.P.2 药物开发

 – 3.2.P.5 药品控制

 – 3.2.P.5.1 ― 质量标准

 – 3.2.P.5.2 ― 分析程序

 – 3.2.P.5.3 ― 分析程序验证
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7.3 注意事项 

提交的每份文档的内容应准确无误。

为帮助用户完成首次提交，我们提供了重要文档的关键注意事项列表：

分析模型

 – 应在方法中明确说明分析模型的适用范围

 – 包含的所有详细信息必须针对考察的特定产品

 – 应使用表格提供关键数据，例如，检测器激光类型和所用波长的描述、所用的软
件及其背后的化学计量学原理、仪器校准、验证和常规测量、预处理、针对每个
样品执行的扫描次数等 

 – 方法应清楚地描述每种应用仪器设置和样品前处理的所有差异，如批量分析，含
量均一度

 – 应清楚地描述拉曼光谱与参考方法数据的相关性，使数据如何进行匹配方面不会
产生歧义

 – 在常规分析中，应提供关于如何处理数据中异常值的描述和理由

 – 应当明确指出，一旦拉曼方法被指定用于鉴定 (ID)、含量测定或含量均一度 (CU) 
测试以对产品进行批次放行，那么在批次失败的情况下，如果没有对失败进行全
面调查并确定失败原因，则不能用当前注册的方法来取代它  

药物开发

 – 应简要讨论开发问题

 – 必须包括药品组成的详细信息

 – 必须声明配方变体的全部详细信息

 – 应列出原料药和辅料的配方范围

 – 应声明批次间混合、批次组分和混合/批次代码  

分析规范

 – 该规范应明确规定常规使用哪种鉴定、含量测定和含量均一度测试来对产品进行
批次放行，例如拉曼光谱或 HPLC 

 – 应明确规定用于批次放行的分析测试  

分析模型验证

 – 本节应充分描述如何针对各种参数进行验证以及每个参数接受/拒绝标准。应明确
定义所用的术语
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 – 应充分解释验证中研究的所有变量和参数，例如参数的光谱采集及其优化、外部
和内部验证、拉曼和参考方法配对数据、光谱质量测试、预测的标准误差 (SEP) 
和接受/拒绝标准 

 – 应充分描述需要重新验证方法或更新谱库的情况  

质量综合概述

 – 应更新 QOS 并严格评估拉曼光谱方法或针对其预期用途的验证  

一般而言，所有定义都应进行详细描述，所有术语都应该是读者熟悉易懂的。

建议至少每年使用拉曼和 HPLC 对同一样品进行定期比较分析。
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Acorn Regulatory 公司由 Gemma Robinson 博士于 2002 年创办。Gemma 在与一
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9. 术语表
API Active Pharmaceutical Ingredient 活性药物成分

ASTM American Society for Testing and Materials 美国材料与试验协会

AV Acceptance value 合格值

CA Competent Authority 主管部门

CU Content uniformity, aka. uniformity of content 含量均一度

DoE Design of experiments 实验设计

EMA European Medicines Agency 欧洲药品管理局

EP European Pharmacopeia 欧洲药典

FDA U.S. Food and Drug Administration 美国食品药品监督管理局

HPLC High performance liquid chromatography 高效液相色谱

ICH International Council for Harmonization 人用药品技术要求国际协调理事会

ID Identification (usually of drug product 定性分析（通常针对药品）

L-HPC Low-substituted hydroxypropyl cellulose 低取代羟丙基纤维素

MCC Microcrystalline cellulose 微晶纤维素

NIR Near infrared 近红外 

NMT Not more than 不超过

PAS Prior Approval Supplement 事先批准的补充申请

QbD Quality by design 设计质量

QE Quantum efficiency 量子效率

QOS Quality Overall Summary 综合质量总结

RAM Rapid analytical method 快速分析方法

RMSE Root mean square error 均方根误差

RSD Relative standard deviation 相对标准偏差

SEP Standard error of prediction 预测的标准误差

SNV Standard normal variate 标准正态变量

TRS Transmission Raman Spectroscopy 透射拉曼光谱

UPS United States Pharmacopeia 美国药典

UV-Vis Ultraviolet-visible spectroscopy 紫外-可见光谱
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