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一、前言 

多肽是由多个氨基酸通过酰胺键相连形成的化合物，可

通过基因重组表达、生物提取、化学合成等方法制备。 

化学合成多肽药物在制备方法、结构确证、质量研究等

方面均存在自身特性，不能简单的将其归属于小分子化学药

物或生物制品。同时，许多国内外指导性文件均明确不涵盖

多肽类药物。本指导原则在2007年版《合成多肽药物药学研

究技术指导原则》的基础上，对合成多肽药物药学研究方面

所涉及的特殊问题进行分析，结合国内外对多肽药物研究和

评价的实践经验，提出化学合成多肽药物药学研究的一般性

技术要求，供业界参考执行。 

本指导原则的起草是基于对多肽药物的当前认知，随着

多肽药物研究技术的提高和相关法规的完善，本指导原则将

不断修订。本指导原则仅适用于采用化学合成法制备的多肽

药物。 

二、原料药制备工艺 

（一）合成工艺的选择 

根据反应载体不同，多肽原料药的合成工艺主要包括液

相合成法和固相合成法。根据肽键形成的顺序，多肽原料药

的合成工艺主要包括线性合成法和片段缩合合成法。在合成
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工艺选择时应结合目标肽链的长短和氨基酸特性综合考虑。

需要注意的是，在多肽合成过程中会产生一些与目标肽链结

构类似的杂质，如缺失肽、插入肽、错结肽和差向肽等，诸

如此类杂质的产生和蓄积会增加多肽成品提纯的难度，合成

工艺选择时应避免或减少此类肽相关杂质的产生。 

以固相合成工艺为例，在工艺开发时应关注氨基酸保护/

脱保护策略、缩合剂选择依据、树脂选择依据、氨基酸偶联、

裂解、纯化、肽链修饰和富集冻干等研究内容。对于多肽纯

化方法的选择，需要综合考虑肽链长短、极性和荷电性以及

粗品纯度等因素，对纯化前后样品进行质量对比研究，证明

拟采用的纯化方式可有效起到提纯效果。在开发冻干工艺时

需充分考虑冻干条件的合理性，提供详细的冻干工艺参数，

并对冻干前后样品进行质量对比研究。过滤等工艺中若存在

极端pH值或有机溶剂条件，还需考虑进行必要的滤膜相容性

研究。 

（二）物料及控制 

根据 ICH Q11 及其问答文件等相关要求，在多肽原料药

的合成工艺中，保护氨基酸或肽段的质量状况直接影响多肽

药物质量，应定义为起始物料。 

保护氨基酸的质量控制项目一般应包括性状、、有关物

质、手性异构体、残留溶剂、含量测定等。由于保护氨基酸

中的杂质可能伴随化学反应而发生杂质传递和转化，继而增
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加多肽药物的提纯难度，应增加必要的杂质研究，同时制定

合理的控制限度。应结合保护氨基酸的合成工艺确定杂质谱

组成，以 Fmoc 保护氨基酸为例，常见的杂质包括保护不完

全氨基酸、手性异构体、同分异构体、二肽衍生物、β-丙氨

酸杂质等（如表 1）。应开发出能有效检出各潜在杂质的分析

方法，并对分析方法进行必要的方法学验证，充分证明所采

用方法的可行性。保护氨基酸合成过程中如果使用了某些溶

剂，如乙酸乙酯、乙酸等，需要对其残留进行合理控制，以

避免在后续偶联反应中出现“封端”现象。 

表 1   Fmoc 保护氨基酸中常见的杂质 

杂质 描述 

保护不完全氨基酸 游离氨基酸（未保护）或部分保护的氨基酸  

手性异构体 
含有手性中心的氨基酸可能存在，如 D-氨基

酸中存在 L-氨基酸 

二肽衍生物 如 Fmoc-Leu-OH 中存在 Fmoc-Leu-Leu-OH 

β-丙氨酸（Ala）杂质 

在使用 9-芴甲基  N-琥珀酰亚胺碳酸酯

（Fmoc-OSu）时，可能产生 Fmoc-β-Ala-OH

和 Fmoc-β-Ala-AA-OH 

同分异构体 如亮氨酸（Leu）中存在异亮氨酸（Ile） 

片段缩合合成法中，采用肽段作为起始物料，应提供肽

段的合成工艺及必要的结构确证资料，应结合多肽终产品质

量标准制定肽段的质控项目，如鉴别、纯度和含量测定等。

肽段有关物质考察应重点关注可能引入到终产品中的其他

短肽残留情况，建立相应的杂质控制策略，并提供必要的方

法学验证资料。同时，也应该提供研究资料明确肽段的储存

条件和时限。 
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固相合成中，树脂作为必需物料，其质量可直接影响多

肽药物质量，应提供树脂的来源、质量标准和检验报告，并

对树脂的摩尔取代系数、所用合成条件下的膨胀系数和稳定

性情况等予以说明。由于缺乏有效的表征手段和针对性的质

控方法，不推荐与肽链C端氨基酸相连的树脂作为起始物料。 

（三）生产工艺 

1、工艺描述 

应提供详细的工艺描述，以代表性批次，如注册批、工

艺验证批为例，按照工艺流程详细描述各步工艺操作，包括

反应试剂、投料量、反应条件、过程控制等。如果纯化方法

使用制备型液相色谱仪，应提供载样量、洗脱程序、收集范

围以及各洗脱液的处理方式等。 

2、反应终点控制 

液相合成反应终点一般可采用色谱法（如 TLC 法、HPLC

法）监测；固相合成反应的终点可采用茚三酮法、三硝基苯

磺酸法和四氯苯醌法等监测；二硫键连接的反应终点可采用

Ellman 试验或 HPLC 法监测。除上述方法外，其他合适的方

法也可以使用。监测方法应确保方法灵敏度符合检测要求。

需要注意的是，有些情况下单独一种监测方法的检测灵敏度

可能不够，可采用多种手段进行监测。 

3、中间体控制 

对于液相合成，应参照《化学药物原料药制备和结构确
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证研究的技术指导原则》对中间体的质量进行控制，特别要

对缩合片段制订合理的质量控制措施（例如分子量、有关物

质和含量等）。 

对于固相合成，在氨基酸偶联过程中，因肽链未与树脂

裂解，缺少有效的中控手段，对肽链从树脂切割后的中间体

应建立合理的控制措施。在综合分析后续纯化和冻干等步骤

杂质谱变化情况的基础上，制定合理的中间体质控限度。 

三、结构确证 

多肽分子由多种氨基酸组成，通常分子量较大，通过小

分子化学药物结构研究常用的一些方法（例如紫外光谱、红

外光谱、核磁共振波谱等）来解析多肽的结构存在一定的困

难。可采用适当的方法确证多肽药物一级结构（即氨基酸序

列及其修饰情况），并酌情采用其他方法确证其高级结构。 

多肽原料药的一级结构确证中，应明确各氨基酸的连接

顺序。对于具有氨基酸侧链修饰的多肽以及存在两个以上分

子内环（如二硫键、酰胺键等）的环肽，应明确具体修饰位

点、修饰物结构以及每个内环键的具体连接位点。氨基酸序

列分析可采用多级质谱联用（MS-MS）、Edman降解等方法。 

多肽药物的高级结构一般包括二级结构（如螺旋、折叠、

转角等）和三级结构，且与肽链所处的溶液环境密切相关。

可先通过文献资料等论述说明是否存在高级结构，如存在，

应结合药物制剂进行综合考察。对于具有一定高级结构才能
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发挥其生物活性或缓释作用的多肽创新药物，应分析其高级

结构对体内生物活性的影响。对于多肽仿制制剂，应具有与

参比制剂一致的高级结构。具体的研究方法例如：圆二色谱

（CD）、傅里叶变换红外光谱（FTIR）、拉曼光谱、核磁共

振波谱（NMR）、晶体X-射线衍射（XRD）、分析超速离心

（AUC）、场流分离（FFF）、荧光光谱等。同时，可结合多

肽药物的体内/体外生物活性研究结果，佐证其高级结构。 

四、制剂处方工艺 

化学合成多肽药物制剂研究应遵循小分子化学药物的

一般规律，可参照《化学药物制剂研究基本技术指导原则》、

《化学药品注射剂仿制药质量和疗效一致性评价技术要求》

等开展相应研究。同时，需关注多肽药物的特殊性，如理化

性质和稳定性等。 

（一）剂型的选择 

与小分子化学药物相比，多肽药物多具有稳定性差、易

酶解、脂溶性差等特点，化学合成多肽药物通常选择注射途

径给药。近年来，随着多肽药物研发的深入和制剂技术的进

步，多肽药物剂型选择的范围逐步扩大，鼓励根据临床使用

需要，开发临床需求广泛、顺应性好的剂型，如长效制剂、

口服制剂、吸入制剂等。 
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（二）处方筛选及工艺开发 

在进行多肽药物的制剂研究时，需要充分了解原料药的

理化性质，如溶解度、pH 值、pI、比旋度、高级结构、水分、

油/水分配系数等，应关注原料药在不同 pH 值、离子强度、

光、热、湿、氧化等条件下的稳定性情况。结合拟开发药物

的关键质量属性，有针对性地进行研究。在整个处方工艺开

发过程中需关注多肽药物的化学和物理稳定性。 

处方筛选时，可根据原料药性质和剂型特点进行辅料选

择，应有利于提高多肽药物的稳定性，避免辅料与原料药的

不良相互作用，同时应尽量减少不必要辅料的使用。关注辅

料是否会引起多肽药物的杂质谱和/或高级结构发生变化，从

而影响药物的安全性。例如，某些辅料中的醛基可能与肽链

中的氨基发生反应；某些辅料可能引起体系的 pH 值、离子

强度等发生变化，从而导致降解杂质增加、高级结构变化等。 

工艺开发时，应充分了解引起多肽药物不稳定的因素，

在拟定生产工艺中应尽量避免多肽药物长期或短期处于不

稳定条件下。表 2 列出了制剂工艺开发中部分需要考虑的不

稳定因素。例如，配液过程中使用 pH 调节剂，可能会导致

局部 pH 值过高/过低，进而引起多肽药物降解等问题；对于

主药含量较低的多肽药物制剂，应关注容器、滤膜等的吸附

情况；粉针剂的冻干过程可能存在缓冲剂结晶、pH 值移位、

稳定剂形态改变、高级结构改变等问题；多肽药物多具有引
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湿性，应关注辅料中的水分、生产过程的湿度控制等；注射

使用的多肽药物，应关注无菌保障水平等。 

表 2   多肽药物的不稳定因素 

类型 产生原因 影响因素 

化学不稳定性 

氧化 多肽序列中含有 Met、

Cys、His、Trp、Tyr 等

易氧化的氨基酸残基 

氧、光、pH 值、温度、缓冲液、

金属离子等 

去酰胺化 多肽序列中含有 Asn、

Gln 或 C 端酰胺等 

pH 值、温度、缓冲液、离子强

度等 

门 冬 氨 酸

反应 

Asn-X、Asp-X（X=Gly、

Ser 等）异构化、环化、

水解等 

pH 值、温度、缓冲液、离子强

度等 

二 硫 键 交

换或β消除 

多肽序列中含有Cys等 pH 值、氧、温度、缓冲液、金

属离子等 

聚合 多肽序列中含有-SH、-

NH2、-COOH 等活性基

团 

pH 值、温度、浓度、缓冲液等 

物理不稳定性 

吸附 多肽与包材、滤膜等发

生相互作用 

多肽的表面性质、包材和滤膜

的材质等 

高 级 结 构

改变 

多肽分子的微环境发

生变化等 

温度、pH 值等 

（三）工艺描述及中间体控制 

工艺描述中应结合工艺开发时确定的关键生产步骤，提

供工艺操作细节，以保证制剂的批内和批间质量一致性。 

结合药物生产过程，制定必要的中间体控制措施，建立

合理的控制限度，以保证生产可持续进行。多肽药物多为注

射剂，需对生物负载进行常规中控监测，对中间体存放条件

和时限进行研究。 
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五、质量研究与控制 

（一）原料药的质量研究 

合成多肽原料药的质量研究除参考小分子化学药物的

研究思路进行常规项目的研究外，还应根据合成多肽的制备

工艺、结构和理化特性等增加一些特定的考察项目，例如氨

基酸组成分析、反离子含量等。表 3 列举了合成多肽原料药

的质控项目作为参考，仅作为示例展示，并不代表全部情况，

应根据产品特性拟定具体考察项目。 

表 3   合成多肽原料药的质控项目 

检查项 注释 

鉴别 

高 效 液 相 色 谱

（HPLC） 

供试品溶液与对照品溶液主峰的保留时间一

致，推荐采用等剂量混合进样，应得到单峰  

质谱（MS） 应在理论值 (单同位素分子量或平均分子

量)±1.0 Da 范围内，大于 2kDa 的多肽建议使

用高分辨率仪器 

氨基酸组成分析

（AAA）  

应明确水解和衍生化方法 

检查 

氨基酸比值 应明确水解、衍生化方法和计算方法，需开

展方法学验证 

反离子含量 应明确是否存在反离子；根据多肽药物结构中

的理论反离子含量在质量标准中拟定合理的上

下限范围 

肽相关杂质（或

称有关物质） 

应采用杂质对照品进行方法学验证（如工艺

杂质、降解杂质、差向肽杂质等），关注方法

的专属性 

残留溶剂 重点关注生产过程中接近终产品工艺步骤所

用到的溶剂 

元素杂质 参考 ICH Q3D 根据风险评估结果对可能引入

的元素杂质进行控制 
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水分 多肽通常具有引湿性，水分可能显著影响药物

的含量和稳定性，应根据开发过程和稳定性考

察的历史批次数据在质量标准中设定水分的可

接受标准。 

含量测定 

高 效 液 相 色 谱

（HPLC） 

可参考有关物质/鉴别方法（与对照品比较） 

注：注射用原料药建议对微生物限度和细菌内毒素进行研究。 

1、鉴别 

多肽药物的鉴别方法应具有专属性，通常采用反相高效

液相色谱（RP-HPLC）和质谱法（MS）。此外，还可考虑使

用氨基酸组成分析（AAA）、肽图分析或核磁共振波谱（NMR）

等不同原理的鉴别方法进行正交确认。 

2、氨基酸比值 

氨基酸分析数据可用于计算多肽药物的氨基酸比值。氨

基酸分析的水解方法可参考相关技术指南进行。通常选择在

水解处理中稳定的氨基酸用于多肽的定量研究，此类氨基酸

主要有门冬氨酸、谷氨酸、丙氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、赖

氨酸和精氨酸。可根据多肽药物的氨基酸序列及不同氨基酸

测定方法调整用于定量研究的氨基酸种类。需明确氨基酸比

值水解方法和计算方法，同时，应进行相应的分析方法验证

工作，证明方法的适用性。 

3、杂质 

根据化学合成多肽药物的杂质特点，可将其分为肽相关

杂质和非肽杂质。 



 11 / 15 

 

（1）肽相关杂质 

肽相关杂质（或称有关物质）是指与目标分子结构有关

的杂质，是反映多肽化学纯度的重要指标之一。肽相关杂质

可由起始物料引入、生产工艺副反应或长期放置过程中降解

产生。表4列举了肽相关杂质的常见类别及来源，仅作为常见

示例展示，并不能代表全部情况，应结合产品特性进行评估

和分析。 

表 4    肽相关杂质的类别及来源 

类别 描述 来源 

缺失肽 缺少一个/多个氨基酸 合成或降解 

插入肽 
存在一个 /多个额外的

氨基酸 
起始物料或合成 

错结肽 
存在一个 /多个（与目

标序列）不同的氨基酸 
起始物料或合成 

差向肽 
存在一个 /多个差向异

构化的氨基酸 
起始物料，合成或降解 

Asp/Asn 相 关

杂质 

含有门冬氨酸 /琥珀酰

亚胺的序列 

分别从 Asp 或 Asn 的侧链失

去水或氨而环化到主链 

含 β-Asp 的序列 

合成或储存过程中门冬氨酸/

琥珀酰亚胺中间体的水解开

环 

Asp 立体异构体（非对

映异构体） 

门冬酰胺/琥珀酰亚胺中间体

差向异构化，然后在合成或

储存过程中开环 

断链产物 

合成或储存过程中门冬酰胺/

琥珀酰亚胺中间体的完全水

解 

焦谷氨酸 
含有  N 端谷氨酰胺或

谷氨酸的序列 
合成 

聚合物 

端基具有反应活性或

为二硫键改变等引发

肽聚合 

合成或降解 
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含硫杂质 
巯基氧化 

二硫键氧化或还原 
合成或降解 

其他 

谷氨酰胺、门冬酰胺

或 C 端的脱酰胺 
合成或降解 

氨基官能团的乙酰化 合成或降解 

由于部分肽相关杂质的结构、性质与主成分较为相似，

采用单一原理的分析方法可能无法完全分离，推荐采用多种

不同原理的检测方法进行有关物质检查。有关物质检查方法

除常见的高效液相色谱外，还可考虑使用离子交换色谱、毛

细管电泳法等。聚合物检查可采用分子排阻色谱、聚丙烯酰

胺凝胶电泳法等。 

差向肽类杂质的色谱行为多与主成分非常接近，鉴定和

分离难度大。可使用氘代试剂水解多肽（例如氯化氘 (DCl)/

氘代水 (D2O)），采用 Marfey 试剂（FDAA）、邻苯二甲醛

（OPA）或三氟乙酸酐（TFAA）等对水解后的氨基酸进行衍

生，采用相应检测手段测定每个氨基酸手性异构体的含量，

判断出肽链中易发生消旋的氨基酸，进一步制备相应的异构

体杂质对照品进行针对性研究。 

有关物质检查方法学验证过程中应重点关注专属性问

题，可选择与目标肽结构相近的工艺杂质和降解杂质对照品

进行分离度考察，或采用多肽粗品和强制降解试验样品检验

主峰峰纯度。由于多肽一般为末端吸收，采用 DAD 检测器

无法有效反映峰纯度，可采用液质联用等方法对主峰峰纯度
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进行研究。结合有关物质项目中确定的特定杂质，采用相应

的杂质对照品进行全面的方法学验证。 

本指导原则将肽相关杂质的报告限、鉴定限和质控限分

别制定为 0.1%、0.5%和 1.0%。如发现多肽药物杂质存在安

全性隐患，应适当收紧杂质限度要求。 

（2）非肽杂质 

非肽杂质是工艺过程中引入的与目标分子结构不相关的

杂质，包括反应试剂和溶剂、金属催化剂、缩合剂等残留物，

此类杂质的研究可参照小分子化学药物相关指导原则进行。 

多肽药物在合成过程中，需使用不同类型的缩合剂、保

护基团等，此类物质在反应过程中可能生成含有警示结构的

小分子副产物。应制定合理的控制策略，例如，可采用具有

代表性的化合物或接近终产品工艺步骤生成的化合物进行

针对性的清除效力研究，以证明采用的分离纯化方式可有效

去除相应杂质。 

4、含量测定 

含量测定是评价多肽质量的重要指标之一，通常在无水、

无反离子的基础上进行研究。一般可采用 HPLC 法，通过与

对照品进行比较，得到目标多肽占总物质的百分比。若经充

分的方法学验证，也可采用其他原理的分析方法。 

（二）制剂的质量研究 

化学合成多肽制剂的质量研究基本思路和要求可参照
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小分子化学药物相关指导原则进行，同时提供充分的试验资

料。 

多肽药物注射剂的质量标准包括但不限于以下项目：性

状、鉴别、溶液的澄清度与颜色、pH 值、有关物质、装量/装

量差异、可见异物、渗透压摩尔浓度、不溶性微粒、细菌内

毒素、无菌、含量测定等。若处方中添加了抑菌剂、抗氧剂

等，需对抑菌剂含量、抗氧剂含量进行定量检查。 

根据多肽药物的稳定性特征和剂型特点，应重点研究制

剂的降解杂质（如脱酰胺、氧化和乙酰化杂质等）、制剂工

艺相关杂质（包括原料药与辅料和/或内包材的反应产物等）。

另外，为降低不良反应发生率，还应对聚合物进行针对性研

究，关注制剂工艺过程、外源因素等的变化对聚合物的影响。 

杂质分析方法的选择和相关验证工作可参考原料药部

分进行。 

六、稳定性研究 

合成多肽药物稳定性研究的基本原则应遵循《化学药物

（原料药和制剂）稳定性研究技术指导原则（修订）》的一般

性要求。结合工艺开发过程中发现的药物不稳定性因素，在

稳定性考察中重点关注。 
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