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【摘要】门冬氨酸作为氨基酸原料药已广泛应用于各类制剂药品中，尤其是在氨基酸

注射液中得到普遍应用，故应加强对其质量的控制。目前国内外药典均有门冬氨酸含量和

有关物质检测方法的收载。近年来，随着制剂药品一致性评价的推进，制剂药品中有关物

质的控制成为其重要评价指标之一。门冬氨酸原料药及其衍生物原料在其制剂药品中使用，

特别是在注射剂中的使用，其有关物质更受关注。本文结合药典、文献及企业研究情况，

对其有关物质进行综述，以期为门冬氨酸原料药质量的综合控制提供依据。
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【Abstract】Aspartic acid, as an amino acid active pharmaceutical ingredient (API), has been 
widely used in various pharmaceutical preparations, especially in amino acid injection. Therefore, quality 
control of aspartic acid should be strengthened. Currently, both domestic and foreign pharmacopoeias 
have records of aspartic acid content and related substance detection methods. In recent years, with 
the advancement of consistency evaluation of formulated drugs, the control of relevant substances in 
pharmaceutical preparations has become one of the important evaluation indicators. The use of aspartic 
acid API and their derivative in pharmaceutical preparations, especially in injections, has attracted more 
attention for its related substances. This article reviews the relevant substances of aspartic acid API based 
on pharmacopoeia, literature, and enterprise research, in order to provide a basis for comprehensive 
quality control of aspartic acid API.
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门冬氨酸又称 L-门冬氨酸、天门冬氨酸、

天冬氨酸，是一种 α-氨基酸，为 20 种蛋白质氨

基酸之一，由法国化学家于 1806 年在芦笋中首

次发现。其作为氨基酸原料药已经收载于《中国

药典（2020 年版）》二部 [1]，属于氨基酸类药。

门冬氨酸的化学名称为氨基丁二酸，分子式为

C4H7NO4， 分 子 量 为 133.1，CAS 号 为 56-84-8。

其外观为白色或类白色结晶或结晶性粉末，无臭 ；
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在水中微溶，在乙醇中不溶，在稀盐酸或氢氧

化钠溶液中溶解 ；加热至 270℃分解，等电点为

2.77，[α]20
D ：+24.0~+26.0。门冬氨酸可用于治疗

心脏病、肝脏病、高血压病，以及与多种氨基酸

一起制成氨基酸注射液，用作氨解毒剂、肝功能

促进剂和疲劳恢复剂。门冬氨酸作为原料药广泛

用于氨基酸注射液、氨基酸口服制剂，以及门冬

氨酸成盐和衍生物原料药，如门冬氨酸钾、门冬

氨酸镁、门冬氨酸钙、门冬氨酸洛美沙星、门冬

氨酸鸟氨酸等。

近年来，随着药品制剂一致性评价及国家药

品监管机构对药品质量要求的提升，门冬氨酸原

料药下游生产企业对起始物料门冬氨酸原料的质

量控制指标提出更高的要求。故相关生产企业开

始关注门冬氨酸原料药的质量控制关键指标—有

关物质，并在实际生产中予以高度重视。本文将

对门冬氨酸原料药有关物质的控制进行探讨，为

产品的质量控制提供参考。

1  门冬氨酸原料药生产来源

门冬氨酸生产始于 20 世纪 60 年代，日本田

边制药公司利用反丁烯二酸发酵技术率先实现了

由富马酸转化为门冬氨酸的工业化生产，转化率

达 99%[2]。1973 年，Chibata 等 [3] 从大肠杆菌中提

取门冬氨酸酶，包埋在交联聚丙烯酰胺中制成固

定化酶，催化富马酸和氨合成门冬氨酸。

20 世纪 80 年代初，我国开始研制生产门冬

氨酸。随着市场竞争的日趋激烈，2000 年，王雪

根等 [4] 研制出游离整体细胞法替代固定化细胞法

工业化生产门冬氨酸，简化了工艺流程，降低了

生产成本，而且减少了对环境的污染。

工业化生产门冬氨酸的方法主要方法包括传

统发酵法、化学合成法、生物酶催化转化法。

1.1  传统发酵法
传统发酵法以葡萄糖为碳源，利用微生物

发酵生产门冬氨酸，主要有单菌种发酵和双菌

种发酵两种方法，其主要利用某些微生物在

一定条件下分解，发酵生成门冬氨酸 [5]。常见

的 微生物前身包括大肠杆菌、酵母菌、丝状青

霉菌、枯草杆菌和副球菌等。传统发酵法是早

期工业合成门冬氨酸的主要方法，但在大多数

情况下，这些菌只会合成少量的门冬氨酸，且

生长周期较长。因此，对于生产高效率的门冬

氨酸需要有效地提升产量。

1.2  化学合成法
以马来酸酐为原料，在过渡金属催化剂和

pH 1.0 左右的强酸性条件下转化成富马酸，然后

分离纯化获得富马酸，通过氨在门冬氨酸裂解酶

的催化下转化生成门冬氨酸，再用硫酸中和过量

的氨，分离纯化得到门冬氨酸 [6]。该方法具有利

用率高、操作流程简单等优点，但也存在一定缺

点，如细胞半衰期较短、固定化操作较复杂、对

设备要求高、易造成环境污染等。门冬氨酸化学

合成法的反应机理见图 1。

图1  化学合成转换为门冬氨酸的反应机理

Figure 1. Reaction mechanism of chemical synthesis to aspartic acid

1.3  生物酶催化转化法
生物酶催化转化法是利用产生门冬氨酸酶的

菌种，将富马酸和氨转换生产门冬氨酸。相比较

而言，生物酶催化转化法具有专一性强、转化率

高、产品纯度高、工艺简洁、环境污染小等优点，

因此生物酶催化转化法具有较强的市场竞争力。

近年来，有关生物酶催化转化生产门冬氨酸的研

究也越来越多 [7-8]。门冬氨酸生物酶催化转化法

的反应机理见图 2。

2  门冬氨酸原料药有关物质的药典控
制情况

门冬氨酸在生产过程中可能会产生表 1 所示

的有关物质，其有关物质含量的多少直接影响门

冬氨酸及其衍生物的纯度，也可能会引起药物不

良反应。《中国药典》和《日本药典》中门冬氨

马来酸酐 富马酸 门冬氨酸

过渡金属催化剂 门冬氨酸裂解酶
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酸有关物质检查方法均只采用 TLC 法进行限度检

查，无法具体定量有关物质的含量。由于不同国

家在氨基酸领域的发展历程不同，对有关物质的

要求目前也存在一定差异，未来趋势将会接近一

致。对企业而言，各国药典中门冬氨酸的有关物

质控制具有一定参考价值。

图2  生物酶催化转化为门冬氨酸的反应机理

Figure 2. Reaction mechanism of enzyme-catalyzed conversion to aspartic acid

表1  四大药典的门冬氨酸有关物质控制情况

Table 1. The control situation of aspartic acid related substances in the four major pharmacopoeias
药典版本 检测方法 特定杂质控制 杂质限度要求

《中国药典（2020年版）》二部[1] TLC法 无 无

《欧洲药典》（EP10.0）[9] 氨基酸分析仪法 苹果酸、富马酸、谷氨酸、丙氨

酸、琥珀酸、L-谷氨酰胺、门

冬酰胺、马来酸、D-门冬氨酸

谷氨酸、丙氨酸、门冬酰胺≤0.2%，其他

单一杂质≤0.1%，总杂质≤1.0%

《美国药典》（USP43）[10] HPLC法 马来酸、富马酸、苹果酸 马来酸≤0.05%，苹果酸≤0.20%，富马酸

≤0.10%，单一未知杂质≤0.05%，未知杂质

总量≤0.1%

《日本药典》（JP18）[11] TLC法 无 无

3  门冬氨酸原料药有关物质研究情况

由于氨基酸的极性特点，游离氨基酸的分析

需要使用灵敏度较高的检测技术。目前主要检

测方法有 HPLC 法 [12-13]、GC 法 [14] 和氨基酸分析

（amino-acid-analysers，AAA）法 [15] 等。AAA 法

是近年来测定氨基酸应用较为普遍的一种分析方

法，其通过柱后衍生法可以检测氨基酸或含胺结

构的物质，具有操作简便、稳定性好、重复性好

等优点 [16]。但柱后衍生法的反应条件要求高，流

动相配置复杂，成本昂贵，故氨基酸的测定也可

以采用 HPLC 柱前衍生法。该方法相比于柱后衍

生法，具有分析方法快、对仪器要求低的特点，

被视为经典氨基酸分析技术的替代方法 [17]。但由

于大多数氨基酸一般均具有较弱的发色团，经过

衍生化反应可能会产生副产物，干扰色谱分离，

影响结果的重复性 [18]，故目前氨基酸的有关物

质分析主要通过与各种检测器（如 UV[19]、电喷

雾 [20]、质谱 [21] 等）耦合的 HPLC 法进行检测。

谭畅等 [22] 建立门冬氨酸中羟基丁二酸、丁

二酸和富马酸等有关物质的 HPLC 检查方法。该

方法采用 AQ C18 色谱柱，流动相为 0.01 mol/L 磷

酸二氢钾水溶液（磷酸调 pH 至 3），检测波长

为 200 nm。在该条件下主峰与杂质峰可完全分离

（图 3）。通过方法学考察说明该方法专属性好、

灵敏度高，可用于门冬氨酸中有关物质的检测。

而在样品的色谱图中，主峰后有 1 个相邻的杂质

峰，该峰的保留时间与酒石酸一致，推测该组分

可能是酒石酸，其归属还有待进一步研究。

图3  天门冬氨酸有关物质的HPLC色谱图[22]

Figure 3. HPLC chromatogram of aspartic acid related 

substances[22]

注：A. 供试品溶液；B. 对照品溶液。
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由于门冬氨酸鸟氨酸 UV 吸收较弱，覃婷婷

等 [23] 建立了柱后衍生、梯度洗脱的方法测定门冬

氨酸鸟氨酸的有关物质（图 4）。该方法不仅可

以提高响应值，且柱后衍生反应时间较短，消除

了衍生试剂的干扰，具有灵敏度高、重现性好等

优点，适用于测定门冬氨酸鸟氨酸颗粒剂中的有

关物质及含量。但柱后衍生法中衍生速度及衍生

剂种类的选择对有关物质分析有一定影响，也限

制了该方法的应用。

在线二维脱盐 - 高分辨飞行时间质谱联用方法，

对单个最大杂质富马酸进行定性和定量研究，可

用于门冬氨酸钾镁注射液的质量控制（图 5）。

该方法在一维色谱柱完成被测组分与最大单个杂

质的分离后，对该杂质进行纯化与富集，在二维

色谱柱上串联质谱对最大单个杂质进行定性分

析。之后流入高分辨质谱仪，从而初步判定最大

单个杂质的结构和性质。而通过对 HPLC 色谱中

检测波长、流动相、进样量、流速等条件的优化

后，主峰与有关物质峰分离度良好，回收率高，

具有灵敏度高、选择性好的优点。

一般而言，制剂关注的有关物质主要为贮存过

程中产生的降解杂质，而原料药则主要关注合成过

程中产生的有关物质，因此需要根据特定的有关物

质建立相应的分析方法。马晓黎等 [25] 建立了 HPLC

法对门冬氨酸鸟氨酸注射液有关物质进行控制的方

法。该方法下门冬氨酸、鸟氨酸及其主要杂质 L-

鸟氨酸内酰胺和富马酸分离效果好、重现性好、专

属性强，能有效监控产品质量。将该研究方法与《中

国药典（2020 年版）》二部 [1] 中门冬氨酸鸟氨酸

方法对比（图 6），结果显示本研究建立的方法检

出的有关物质数和有关物质量均高于药典方法，系

统适用性参数满足有关物质的检查要求，更适合该

品种注射液的有关物质检查。

针对门冬氨酸鸟氨酸有关物质研究，胡惠平

等 [26] 公开了一种门冬氨酸鸟氨酸有关物质检测方

法。该方法与常规门冬氨酸鸟氨酸有关物质检测

方法相比，能够将门冬氨酸鸟氨酸中的各有关物

质（马来酸、鸟氨酸内酰胺盐酸盐、富马酸、精

氨酸和门冬氨酸缩合物）有效地分离检测出来，

且分离度良好、准确度高，为门冬氨酸鸟氨酸有

关物质的进一步研究提供了便利。

A

B

C

图4  柱后衍生HPLC色谱图[23]

Figure 4. HPLC chromatogram with procolumn 

derivatization[23]

注：A. 系统适用性溶液；B. 供试品溶液；C. 阴性样品溶液；1. 门冬
氨酸；2. 鸟氨酸；3. 鸟氨酸内酰胺；4. 赖氨酸；5. Ω-二鸟氨酸。

不同于柱前或柱后衍生的方法，肖菁等 [24] 采

用氨基柱和末端吸收条件建立了门冬氨酸钾镁注

射液有关物质和含量测定的 HPLC 法，同时采用

图5  在线二维色谱系统工作原理示意图[24]

Figure 5. Schematic diagram of the working principle of an online two-dimensional chromatography system[24]
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陈宇堃等 [27] 改进测定门冬氨酸鸟氨酸原料药

中有关物质的方法，以两根氨基色谱柱串联的方

式，建立了可同时测定门冬氨酸鸟氨酸原料药中

马来酸、3- 氨基 -2- 哌啶酮、琥珀酸、苹果酸、

富马酸、β-门冬氨酰门冬氨酸这六种已知有关物

质含量的方法（图 7）。与《中国药典（2020 年

版）》二部 [1] 门冬氨酸鸟氨酸原料药标准中有关

物质测定方法相比，该研究方法在参考上述色谱

方法的基础上，改用两根氨基柱串联后进行试验，

结果显示溶剂峰与马来酸峰分离效果良好、分离

度符合要求。

针对现有技术存在的不足，刘志华等 [28] 建立

了一种能同时准确地分析检测门冬氨酸原料药中

酒石酸、苹果酸、马来酸、琥珀酸、富马酸和门

冬氨酸缩合物等有关物质的色谱条件，系统适用

性谱图见图 8。该分析条件时长为 40 min，主成

分与各有关物质之间均能达到基线分离，具有专

属性好、准确度高、重现性好的优点。

图6  自建方法及药典方法对有关物质检查色谱图

Figure 6. Chromatograms of the related substances checked by self-established method and the pharmacopoeia method
注：A. 自建方法[25]；B. 药典方法；1. 马来酸；2. 杂质A；3. 精氨酸；4. 鸟氨酸；5. 门冬氨酸；6. 杂质B；7. 门冬氨酸缩合物。

图7  系统适用性试验HPLC色谱图[27]

Figure 7. HPLC chromatograms of system suitability tests[27]

注：A. 系统适用性试验用混合对照品溶液；B. 混合对照品溶液；C. 供试品溶液；D. 阴性对照溶液；1. 马来酸；2. 3-氨基-2-哌啶酮；3. 门冬氨

酸；4. 琥珀酸；5. 苹果酸；6. 富马酸；7. 鸟氨酸；8. β-门冬氨酰门冬氨酸。

A B

C D

图8  系统适用性溶液的HPLC色谱图[28]

Figure 8. HPLC chromatograms of system suitability tests[28]
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4  门冬氨酸原料药有关物质控制指标

门冬氨酸原料药在实际生产过程中，其有关

物质的控制指标分为已知杂质与未知杂质，并分

别对其做出限定。经比对国内外药典门冬氨酸原

料药有关物质控制限度，结合国内门冬氨酸原料

药主要生产企业的产品检测结果，特别是湖北省

氨基酸原料药重点企业的门冬氨酸原料药多年检

测结果，以及门冬氨酸原料药下游使用单位对门

冬氨酸原料药有关物质的控制需求，对门冬氨酸

原料药的有关物质控制指标提出限定（表 2），

以供门冬氨酸原料药产业链中使用企业探讨。

表2  门冬氨酸原料药的有关物质控制指标

Table 2. Control indicators of related substances to 

aspartic acid active pharmaceutical ingredient
有关物质 限度（%）

已知

  马来酸 ≤0.05

  苹果酸 ≤0.05

  富马酸 ≤0.05

  门冬缩合物 ≤0.05

  谷氨酸 ≤0.05

  丙氨酸 ≤0.10

  D-门冬氨酸 ≤0.30

未知

  单个杂质 ≤0.05

  总杂质 ≤0.30

5  结语

5.1  门冬氨酸原料药有关物质种类
原料药的有关物质种类较多，其研究与控制

方法及其必要性已被研究者作出浅析 [29-30]。本文

主要对门冬氨酸有关物质控制进行探讨，尽可能

显示门冬氨酸原料药的有关物质种类，为门冬氨

酸生产与使用提供借鉴与共勉，共同为门冬氨酸

原料药的质量保障做出贡献。

5.2  门冬氨酸原料药有关物质限度
原料药的有关物质限度是一个重要的科研内

容 [31]，不论国内还是国外的监管机构均从有关物

质检查项目与限度以及选择有关物质检查方法加

以重点监管。门冬氨酸作为一个广泛使用的原料

药，其有关物质限度要求一直是关注焦点，虽然

可以根据每日剂量来制订有关物质的限度，但产

业链的下游企业对其提出越来越高的要求。

5.3  门冬氨酸原料药有关物质要求
现行版《中国药典》对门冬氨酸原料药有关

物质检测和限定的控制方法与国外欧、美、日药

典有明显差异，《中国药典》主要是结合国内门

冬氨酸生产实际状况来拟定；国内门冬氨酸原料

药生产企业与使用企业，尤其是使用企业，试图

按照国外药典标准对门冬氨酸的有关物质进行控

制，甚至比国外药典要求更严，给门冬氨酸原料

药的生产企业提出更高标准的要求，由此给门冬

氨酸原料药产业链带来一定影响。

5.4  门冬氨酸原料药生产技术发展
门冬氨酸的生产工艺包括发酵法、酶法和化学

合成法等多种方法，目前国内以酶促转化为主，多

以富马酸为起始物料，目标产物的纯度既与起始物

料和添加剂有关，也与转化酶的种类和酶活有关；

随着合成生物学的发展，门冬氨酸的生产技术工艺

将会有显著的进步，目标产物的纯度将会得到进一

步提升，现阶段关注的有关物质与限度，随着合成

生物学发酵技术的进步将可能被化解。

5.5  门冬氨酸原料药有关物质理性控制
目前医药行业之所以要求将有关物质的研

究与控制做到尽善尽美，关键是考虑药物的安

全性 [32-33]，但引起药物不良反应因素很多；氨

基酸的有关物质的更多是与治疗无关，因此本

文涉及门冬氨酸原料药的有关物质，其限定范

围应该处于一个合理状态，不论从监管角度，

还是生产、使用角度，在确保安全性的前提下，

合理要求有利于生产，也便于产品经济性与使

用者的可及性。
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