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Abstract 
Peptide medicines have been widely used because of the advantages of relatively low cost, high 
biological activity, low side effects, target specificity, etc. At present, the peptide drug market is 
growing twice as fast as other drug markets. Currently, most of the peptides are manufactured by 
solid-phase peptide synthesis. During synthesis and transportation process, related structure im-
purities such as amino acid deletion, amino acid insertion, incomplete removal of protecting 
groups, oxidation/reduction are easily generated. Many related structure impurities don’t have 
therapeutic effect; on the contrary they have toxic and side effect. In the paper, the analysis of re-
lated structure impurities in synthetic peptide medicines is systematically reviewed. This will be 
helpful to establish related regulation on quality control of medicine and improve quality of pep-
tide medicine. 
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摘  要 

多肽药物具有相对成本低、生物活性强、毒副作用小、作用靶点专一等优点，因而被广泛使用。目前，

多肽药物市场的增速是其他药物市场增速的2倍。大多数的多肽药物是通过固相肽合成技术来获得。多

肽药物在合成和储存过程，容易形成相关结构杂质，如氨基酸丢失、氨基酸插入、保护基残留、氧化/
还原等。很多相关结构杂质不但没有药物疗效，反而具有毒副作用。本文系统地对合成多肽药物中相关

结构杂质分析进行了综述，将有助于建立相关药物质量管理规范，最终提高多肽药物质量。 
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1. 引言 

多肽是氨基酸脱水缩合的反应产物。根据美国药典定义，氨基酸数量在 40 以下的缩合产物称为多肽；

氨基酸数量大于 40 的缩合产物则需要考虑其空间结构，称为蛋白质。多肽易于人工合成和序列优化，可

很快确定其药用价值。由于本身的特性，多肽从临床试验到获得美国食品药物监督管理局批准所需的时

间比小分子药物短很多，而多肽药物通过临床试验的机率比小分子化合物要高两倍[1] [2]。与小分子化合

物相比，多肽的半衰期一般较短，在体内容易被快速代谢；相对大分子蛋白或抗体类药物，多肽更稳定

用量更少、单位活性也更高；与大分子蛋白相比，多肽化学合成技术成熟，易与杂质分离，纯度更高[3] [4]；
另外，重组蛋白不能引入非天然氨基酸、很难在末端修饰、生产周期长、成本高。多肽比蛋白抗体类药

物成本低，但比很多小分子药物的成本高，随着科技的进步，设备更新和工艺改善，多肽的合成成本和

商业成本已经大幅度下降。这些优点使多肽在药物开发中具有特定的优势。 
多肽的化学合成最初始于液相合成，但由于多肽液相合成的每一步都要进行纯化和分离，操作繁琐。

1963 年美国化学家 Merrifield [5]报道了用固相树脂作为载体合成四肽化合物(Leu-Ala-Gly-Val)的方法，标

志着多肽固相合成时代的开始，推动了多肽固相合成的规模化生产。如今，多肽固相合成法已被广泛应

用。在多肽合成和储存过程，容易形成相关结构杂质，如氨基酸丢失、氨基酸插入、去氨基化、降解产

物等。很多相关结构杂质不但没有药物疗效，反而具有一定的毒副作用。因此，欧盟药典规定需对含量

在 0.5%以上的相关结构杂质进行定性分析，对含量在 1%以上的相关结构杂质进行定量分析并考察其毒

副作用。美国药典也有类似规定。本文系统综述了合成多肽药物中相关结构杂质分析进展，旨在推动我

国建立与国际接轨的相关药物质量管理规范，最终提高生物医药产业中多肽药物产品质量。 

2. 多肽固相合成 

目前，大多数多肽药物是通过固相合成技术来获得。固相合成以连接在固相载体的首个氨基酸为起

点，经脱保护基、活化、缩合耦连的循环过程，将氨基酸逐一连接直到获得目标序列多肽[6]。主要步骤

如图 1：a，将氨基保护的第一个氨基酸通过酯键固定到树脂上。b，脱保护基。c，将氨基保护的第二个

氨基酸的羧基与固定在树脂上的第一个氨基酸的氨基进行脱水缩合，通过肽键将氨基酸逐个连接。d，将

多肽从树脂上洗脱，并脱侧链保护基[7] [8]。 
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Figure 1. Solid phase peptide synthesis route 
图 1. 多肽固相合成线路 

 

另外，加热、微波等辅助手段可加快反应速度、减少反应时间、提高合成效率[9] [10]。 

3. 杂质类别 

多肽药物在合成和储存过程，容易形成相关结构杂质[11]，如氨基酸丢失、氨基酸插入、保护基残留、

氧化/还原、侧链修饰、末端修饰、聚集体等。 

3.1. 氨基酸缺失 

在多肽固相合成中，连接在树脂上的氨基酸保护基的不完全脱除或引入了未完全活化的氨基酸都会

降低缩合反应效率，这将导致整个肽链缺失一个或多个氨基酸残基。在运输和储存过程中，也会产生少

量降解产物，在 N 或 C 端缺失一个或多个氨基酸残基，也可归为氨基酸缺失的杂质[12]。Sanz-Nebot 等
人[13]-[19]采用质谱技术测量相关结构杂质的分子量，并通过与目标多肽的分子量差别来识别杂质的种类，

研究了卡贝缩宫素、章鱼唾腺精、亮丙瑞林、戈舍瑞林和曲普瑞林等多肽中的杂质概况，均发现了氨基

酸缺失的杂质。Taichrib 等人[20]在合成激素替可沙肽过程中发现了许多截短了的杂质肽。作者通过计算

获得 N 或 C 端截短了的替可沙肽杂质的理论分子量，采用反相 C18 色谱和毛细管电泳加上质谱技术检测

替可沙肽中的杂质，将杂质的实验数据与理论分子量进行对此，从而确认杂质序列。 

3.2. 氨基酸插入 

在多肽固相合成中，为确保最大缩合效率，往往加入过量的氨基保护的氨基酸。然而，如果缩合反 
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应结束后，过量的反应物没有被完全冲走，就会造成额外的氨基酸插入到目标肽序列中。Sanz-Nebot 等

人[13]-[19]在研究卡贝缩宫素、依来多辛、醋酸亮丙瑞林、戈舍瑞林和曲普瑞林等多肽时，发现了许多氨

基酸插入的杂质，通过杂质分子量与目标肽分子量的差别判断插入氨基酸的类型，但并没有进一步研究

氨基酸插入的位置。De Spiegeleer 等人[21]在研究肥胖抑制素时，发现了质量偏移 + 137.1 的杂质，这是

由于一个额外的组氨酸残基插入到目标肽序列中。Taichrib 等人[20]研究替可沙肽时，发现了两个氨基酸

插入的杂质，即 + YMS(质量数增加 381)和 + SYSM (质量数增加 468)。另外，还发现了截短的替可沙肽

却插入一个额外的甘氨酸残基的杂质。Verbeke 等人[22]也报道了一些氨基酸插入的杂质肽，例如插入甘

氨酸残基。 

3.3. 保护基残留 

在多肽固相合成中，有时候不能完全去除保护基(氨基保护、侧链保护等)，将导致保护基仍残留在目

标肽中。Sanz-Nebot 等人[13]-[19]发现了分子量比目标肽增加 56 的相关结构杂质，确认了样品中含有保

护基(tBu 和 Fmoc)残留的杂质。在替可沙肽中，也发现了 tBu 和 tBoc 残留的杂质[23]。Verbeke 等人[22]
通过谷氨酸残基甲基化确定了多种保护基残留的杂质。 

3.4. 氧化/还原 

在多肽固相合成中，某些氨基酸残基易于发生氧化/还原反应。在卡比托辛和依来多辛粗产品中分别

发现了半胱氨酸和蛋氨酸被氧化生成的杂质。相对于目标多肽，这些杂质的分子量增加了 16、32 和 48，
根据氧化程度，分别为亚砜、砜、磺酸。Taichrib 等人[20]发现了替可沙肽的亚砜杂质。此外，Verbeke
等人[22]报道了两个半胱氨酸残基被氧化为胱氨酸(质量数减少 2)的杂质。组氨酸和赖氨酸也容易被氧化，

分别形成 2-氧代组氨酸和氨基脂肪酸[24] [25]。在储存过程中，长时间暴露在光和空气中也会生成氧化杂

质。另一方面，色氨酸在酸性条件下很活泼，可被氧化生成羟基色氨酸，而犬尿氨酸，3-羟基犬尿氨酸，

N-甲酰犬尿氨酸和羟基-N-甲酰犬尿氨酸可被还原[15] [24]。当多肽发生氧化反应时会产生活性氧[26]，包
括自由基：超氧阴离子( 2O − )，羟基(OH•)，过氧化基( 2RO )，烷氧基(RO•)和超氧化氢基( 2HO )；中性分子：

过氧化氢(H2O2)，次氯酸(HClO)，臭氧(O3)，单线态氧(1O2)；过氧亚硝基阴离子(ONOO−)。 

3.5. 非对映异构化 

非对映异构化的机理可分为两种：烯醇化和噁唑酮反应机理，这两者都是碱性催化机理[27]-[31]。
Fmoc 保护的氨基酸在缩合步骤中采用烯醇化机理(图 2(a))，即一个叔胺夺走α碳上的氢原子，在α碳上形

成碳负离子[32]，质子可从平面两侧进攻，从而生成外消旋产物。Elsawy 等人[33]合成 AVPPhgY-NH2 时，

发现了苯甘氨酸(Phg)的外消旋化过程。另一种多肽合成路线，先活化羧基端(通常为酰卤活化)，通过噁

唑酮中间体发生外消旋化(图 2(b))。为避免这种情况，合成反应通常从 C 端到 N 端，通过键合羧基活化

的游离氨基酸来完成，而不是采用增长肽链的方式[34]。 
Finder 等人[35]发现重组的 β-淀粉肽(Aβ1-42)的聚集速率比其合成样品更快。为探索重组样品与合成

样品之间的差别，作者利用制备色谱、在相同的分离条件下分别将重组肽和合成肽进行纯化。氨基酸分

析结果表明，相对于无非对映异构化的重组肽，合成肽中存在 1.01%的 D 型组氨酸残基、0.14%的 D 型

精氨酸残基和 0.10%的 D 型蛋氨酸残基。β-淀粉肽中含有三个组氨酸、一个蛋氨酸和一个精氨酸，合成

样品中大约有 3.5%的非对映体杂质。此外，相比于无非对映异构化的重组肽，这些非对映异构体杂质改

变了聚集的动力学过程。即使是少量的异构体杂质，甚至只有一个氨基酸异构化，也会极大影响整体的

生物学功能。此外，常用的高效液相色谱并不能够将这些非对映异构体杂质与主成分完全分离。 
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(a) 

 
(b) 

Figure 2. (a) Mechanism of enolization; (b) mechanism of oxazolone 
图 2. (a) 烯醇化机理；(b) 噁唑酮机理 

 

Sanz-Nebot 等人[13]-[19]报道了卡贝缩宫素、依来多辛、醋酸亮丙瑞林、戈舍瑞林和曲普瑞林肽中非对映

异构化的杂质，但没有确认异构化的准确位置。 

3.6. 侧链修饰杂质 

3.6.1. 去氨基化产物 
天冬酰胺和谷氨酰胺等两种碱性氨基酸侧链含有氨基，在多肽合成和储存过程中，易失去氨基、增

加羟基，从而形成去氨基化的产物，机理如图 3。 
由于-CONH2 转换为-COOH，去氨基化产物的分子量增加 1。De Spiegeleer 等[21]和 Lai 等[36]在研究

狗和鼠的肥胖抑制素时，发现了去氨基化杂质。日本国家计量院[37]在研制 C 肽标准物质过程中，发现

了去氨基化 C 肽，但没有对去氨基化位点进行深入研究。 

3.6.2. 其他 
使用氨基酸活化剂 N，N’-二异丙基碳二亚胺时，组氨酸残基易发生侧链反应，产生分子量+126 的取

代胍。使用二甲基甲酰胺试剂时，易形成二甲胺衍生物。另外，戈舍瑞林的研究中，发现了多种精氨酸

残基侧链修饰的杂质[37]。另外，丝氨酸残基的侧链乙酰化也是一种常见的侧链修饰[38]。 

3.7. 末端修饰杂质 

N 端为谷氨酰氨的多肽在储存过程中，当温度高于 4˚C 时，易脱水发生焦谷氨酰化，其机理如图 4。
日本国家计量院[37]在研制 C 肽标准物质过程中，发现了焦谷氨酰化的杂质。 

另外，N 端的乙酰化也是一种常见的末端修饰。 

3.8. 聚集体 

多肽聚集可分为共价和非共价两种，其形成的程度取决于各种环境因素。共价聚集体通常由两个单

体通过酰胺键、二硫键形成。非共价聚集体是疏水作用、静电作用等弱相互作用的结果。通常非共价聚 
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(a) 

 
(b) 

Figure 3. (a) Mechanism of asparagine deamidation; (b) mechanism of glutamine 
deamidation 
图 3. (a) 天冬酰胺去氨基化机理；(b) 谷氨酰胺去氨基化机理 

 

 
Figure 4. Mechanism of pyroglutamylation 
图 4. 焦谷氨酰化机理 

 
集体与其单体之间存在平衡转换。这种平衡受样品浓度和溶剂性质(如 pH)影响[39] [40]。De Spiegeleer
等人[21]利用尺寸排阻色谱–质谱技术研究肥胖抑制素时，发现了二聚体杂质。 

4. 结论 

在多肽药物的合成、储存及运输过程中，会产生多种类型的相关结构杂质。存在于多肽药物中的相

关结构杂质会影响其生物功能及药效。因此，在药物研发阶段和临床使用过程中，相关结构杂质分析及

控制是需要考虑的重要因素之一。现有的文献报道，多肽药物中杂质分析通常利用分子量的变化推测可

能的氨基酸序列及修饰，而对氨基酸插入、去氨基化等修饰位点的研究较少。作者认为，开发对多肽药

物中杂质序列及修饰的准确分析方法至关重要，串联质谱技术及高分辨质谱技术的发展将在多肽药物中

杂质分析领域发挥重要作用。 
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