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门冬氨酸鸟氨酸是国内首个用于临床的具有护肝、

解毒、能量补充的三效合一的新药，于 2006年 8月在国

内上市，上市制剂名称为注射用门冬氨酸鸟氨酸，其他

剂型还有颗粒、干混悬剂，临床用于急、慢性肝病的治

疗，包括肝硬化、脂肪肝及肝炎引起的血氨升高，对肝性

脑病也有一定疗效[1-3]。

目前，测定门冬氨酸鸟氨酸及其制剂的含量和有关

物质的检测方法，文献报道多为高效液相色谱（HPLC）
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摘 要 目的：建立测定注射用门冬氨酸鸟氨酸中有关物质的方法。方法：采用亲水作用色谱 B 柱-高效液相色谱（HILIC B

柱-HPLC）法测定 3批注射用门冬氨酸鸟氨酸的有关物质。色谱柱为ACE HILIC B，流动相为 0.02 mol/L磷酸二氢钾缓冲液（pH

5.0）-乙腈（40 ∶60，V/V），检测波长为205 nm，流速为1.3 mL/min，柱温为30 ℃。对样品进行酸、碱、光、热、氧化破坏性试验，并将建

立的方法与2015年版《中国药典》方法比较。结果：除光照破坏样品外，其余各条件破坏后样品与未破坏样品比较主峰面积均有

所下降、杂质增多，各杂质间及与主成分峰间分离度均大于1.5；5个杂质马来酸、精氨酸、富马酸、门冬氨酸缩合物、3-氨基-2-哌啶

酮及主成分门冬氨酸鸟氨酸的检测质量浓度线性范围分别为0.077 2～7.72、0.464～9.28、0.087 6～8.76、0.403～10.075、0.082 4～

8.24、1.613～80.7 μg/mL（r＝0.999 7～0.999 9），检测限分别为0.058、19、2.5、17、0.35、24 ng，定量限分别为0.19、63、8.3、56、1.2、80

ng。5个杂质的平均加样回收率为 96.3％～102.1％（RSD＝0.4％～2.0％，n＝9）。3批样品中上述 5个杂质的平均含量分别为 0

（未检出）、0、0.026％、0.011％、0.019％ ，与《中国药典》方法比较，测定结果相似，但后者进行2次系统适用性试验时各峰出峰顺序

不一致。结论：建立的HILIC B柱-HPLC法简便、准确，耐用性和重现性优于《中国药典》方法，可以用于控制注射用门冬氨酸鸟氨

酸的有关物质。

关键词 HILIC B柱-HPLC法；注射用门冬氨酸鸟氨酸；有关物质；破坏性试验
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for the determination of related substances in Ornithine aspartate for

injection. METHODS：A HILIC B column-HPLC method was used for the determination of related substances in 3 batches of

Ornithine aspartate for injection. The determination was performed on ACE HILIC B column with mobile phase consisted of 0.02

mol/L monopotassium phosphate buffer solution（pH 5.0）-acetonitrile（40 ∶ 60，V/V）at the flow rate of 1.3 mL/min. The detection

wavelength was set at 205 nm，and column temperature was 30 ℃ . Acid，alkali，light，heat，oxidation forced degradation tests

were carried out；established method was compared with the method stated in Chinese Pharmacopeia of 2015 edition. RESULTS：

Except for light-destroyed samples，compared with undestroyed samples，main peak area of samples destroyed by other conditions

was decreased certainly；the impurity was increased；the separation of impurities with main component peaks was higher than 1.5.

The linear range of 5 impurities that maleic acid，arginine，fumaric acid，aspartic acid condensate，3-mino-2-piperidone and main

component ornithine aspartate were 0.077 2-7.72，0.464-9.28，0.087 6-8.76，0.403- 10.075，0.082 4-8.24，1.613-80.7 μg/mL（r＝

0.999 7-0.999 9），respectively. The limits of detection were 0.058，19，2.5，17，0.35 and 24 ng，respectively；the limits of

quantitation were 0.19，63，8.3，56，1.2，80 ng，respectively. The average recoveries of 5 impurities were 96.3％-102.1％（RSD＝

0.4％ -2.0％，n＝9）. Average contents of 5 impurities in 3 batches of samples were 0（not detected），0，0.026％，0.011％，

0.019％，respectively. Compared with the method of Chinese Pharmacopeia，established method obtained similar results，but the

peak order of each peak was not consistent in 2 times of system suitability tests. CONCLUSIONS：Established HILIC B column-

HPLC method is simple and accurate. It is better than the method stated in Chinese Pharmacopeia in durability and reproducibility.

It can be used for controlling relevant substance in Ornithine aspartate for injection.

KEYWORDS HILIC B column-HPLC method；Ornithine aspartate for injection；Related substance；Destructive test

··2626



中国药房 2018年第29卷第19期 China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 19

法，采用的色谱柱主要为碳十八柱和氨基柱。其中，含

量测定时主要采用碳十八柱（直接分离测定主成分[4-6]或

衍生化后分离测定主成分[7-9]），进行有关物质检查时则

采用氨基柱[10-13]（同时也可测定含量）。在2015年版《中

国药典》（二部）中，门冬氨酸鸟氨酸原料药有关物质检

查方法[14]是由我所（武汉药品医疗器械检验所）制订的，

而注射用门冬氨酸鸟氨酸有关物质检查方法也由我所

制订，与原料药检查方法一致，但后者尚未收入《中国药

典》中。在此方法中，采用氨基柱分离测定5个已知杂质

和其他未知杂质，但是笔者及厂家质检人员在试验中均

发现采用氨基柱时存在耐用性和重现性不好的缺点：每

次制备流动相时必须保持各条件和操作高度一致，否

则在不同时间、由不同检验人员试验得到的图谱中，各

峰的保留时间相差较大，甚至可致富马酸峰、精氨酸峰

与主峰之间的分离度达不到要求，富马酸和精氨酸的出

峰顺序也会发生变化。为此，笔者采用亲水作用色谱

（HILIC）B柱为分析柱分离测定各杂质，以克服氨基柱

耐用性和重现性差的缺点，以改进门冬氨酸鸟氨酸原料

药及制剂中有关物质的检测方法。现将试验内容报道

如下。

1 材料
1.1 仪器

UltiMate 3000、Agilent1100 HPLC 仪（美国戴安公

司、美国 Agilent 公司）；ACE HILIC B 柱（英国 ACE 公

司，多点氨丙基键合的碱性基质亲水作用色谱柱，200

mm×4.6 mm，5 μm）；AEL-200电子天平（瑞士 Mettler-

Toledo公司）。

1.2 药品与试剂

注射用门冬氨酸鸟氨酸（武汉启瑞药业有限公司，

批号：B171136、B171137、B171138，规格：2.5 g/支）；门冬

氨酸鸟氨酸对照品（批号：A150401，纯度：99.8％）、门冬

氨酸缩合物对照品（批号：170201，纯度：98.2％）、3-氨基-2-

哌啶酮对照品（批号：D004-16001，纯度：99.8％）均由武

汉某药厂提供；马来酸对照品（批号：1910015-201302，

纯度：99.7％）、富马酸对照品（批号：111541-201101，纯

度：99.4％）、精氨酸对照品（批号：140685-201506，纯度：

99.9％）均购自中国食品药品检定研究院；乙腈为色谱

纯，磷酸二氢钾、磷酸均为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：ACE HILIC B；流动相：0.02 mol/L 磷酸二

氢钾缓冲液（取磷酸二氢钾 2.72 g，加水 500 mL 溶解

后，加入浓氨溶液 5 mL，用水稀释至 1 000 mL，混合后

用磷酸调节pH值至5.0±0.05）-乙腈（40 ∶ 60，V/V）；检测

波长：205 nm；流速：1.3 mL/min；柱温：30 ℃；进样量：

50 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 供试品溶液 取注射用门冬氨酸鸟氨酸（约相当

于门冬氨酸鸟氨酸 400 mg）适量，精密称定，置于 100

mL量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，作为供

试品溶液。

2.2.2 混合对照品溶液（系统适用性溶液） 取马来酸、

精氨酸、富马酸、门冬氨酸缩合物、3-氨基-2-哌啶酮对照

品各10 mg，精密称定，置于同一100 mL量瓶中，加流动

相溶解并稀释至刻度，摇匀，作为杂质对照品贮备溶液；

精密称取门冬氨酸鸟氨酸对照品200 mg，置于50 mL量

瓶中，精密加入杂质对照品贮备溶液2 mL，用流动相稀

释至刻度，摇匀，作为混合对照品溶液。

2.2.3 自身对照溶液 精密量取供试品溶液适量，用流

动相定量稀释，制成每 1 mL中约含 4 μg门冬氨酸鸟氨

酸的溶液，作为自身对照溶液。

2.3 系统适用性和专属性试验

2.3.1 系统适用性试验 精密量取“2.2.2”项下混合对

照品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱

图。结果表明，主成分峰与各杂质峰之间分离良好（因

本品中没有辅料，仅冻干前用氢氧化钠溶液调节pH值，

故未进行辅料干扰试验）。系统适用性色谱图见图1。

2.3.2 专属性试验 取本品（批号：B171136）适量，约相

当于门冬氨酸鸟氨酸40 mg，置于10 mL量瓶中，共6份，

1份为未破坏样品，另 5份按以下条件进行破坏。（1）高

温破坏：加流动相 5 mL，振摇使溶解，水浴加热 30 min，

放冷，用流动相稀释至刻度，摇匀，作为高温破坏样品。

（2）酸破坏：加6 mol/L盐酸溶液1 mL，振摇使溶解，放置

1 h，加 1 mol/L氢氧化钠溶液 6 mL，用流动相稀释至刻

度，摇匀，作为酸破坏样品。（3）碱破坏：加1 mol/L氢氧化

钠溶液1 mL，振摇使溶解，放置2 h，加6 mol/L盐酸溶液

0.16 mL，用流动相稀释至刻度，摇匀，作为碱破坏样

品。（4）光破坏：置于4 000 Lx灯管下放置24 h，加流动相

溶解并稀释至刻度，摇匀，作为光破坏样品。（5）氧化破

坏：加30％双氧水1 mL，振摇使溶解，放置1 h，水浴加热

10 min，放冷，用流动相稀释至刻度，摇匀，作为氧化破坏

样品。取上述6种样品各50 μL，注入色谱仪，按“2.1”项

下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果，各破坏后的

样品与未破坏样品比较，除光照破坏样品外（对光照较

图1 系统适用性试验色谱图

Fig 1 Chromatograms of system suitability test
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稳定），其他破坏条件下主峰面积均有所下降，杂质峰有

所增加，主成分峰与各杂质峰之间的分离度均大于1.5，

表明本方法专属性良好。专属性试验高效液相色谱图

见图2。

2.4 线性关系考察

取“2.2.2”项下混合对照品溶液，加流动相稀释制成

马来酸质量浓度分别为 0.077 2、0.154、0.386、0.772、

1.54、3.86、5.79、7.72 μg/mL的溶液；精氨酸质量浓度分

别为0.464、0.928、1.86、4.64、6.96、9.28 μg/mL的溶液；富

马酸质量浓度分别为 0.087 6、0.175、0.438、0.876、1.75、

4.38、6.57、8.76 μg/mL 的溶液；门冬氨酸缩合物质量浓

度分别为 0.403、0.806、1.61、4.03、6.04、10.0 μg/mL的溶

液；3-氨基 -2-哌啶酮质量浓度分别为 0.082 4、0.165、

0.412、0.824、1.65、4.12、6.18、8.24 μg/mL的溶液，分别进

样测定，记录峰面积。

另取门冬氨鸟氨酸对照品约10 mg，精密称定，置于

100 mL量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀；分别

精密量取溶液适量，用流动相稀释制成质量浓度为

1.61、4.03、8.07、20.2、40.3、80.7 μg/mL 的系列对照品溶

液，进样测定，记录峰面积（2个主成分峰面积总和）。

以各成分峰面积为纵坐标（A）、质量浓度为横坐标（c，

μg/mL）进行线性回归，结果见表1。

表1 各成分线性关系结果

Tab 1 Linear range of each components

成分
富马酸
马来酸
精氨酸
3-氨基-2-哌啶酮
门冬氨酸缩合物
门冬氨酸鸟氨酸

回归方程
A=11.6c+0.087

A=9.89c+0.146

A=0.626c+0.008

A=3.21c+0.009

A=1.33c+0.106

A=0.065 5c

r

0.999 9（n=8）

0.999 9（n=8）

0.999 9（n=6）

0.999 9（n=8）

0.999 7（n=6）

0.999 9（n=6）

线性范围，μg/mL

0.087 6～8.76

0.077 2～7.72

0.464～9.28

0.082 4～8.24

0.403～10.075

1.613～80.7

2.5 稳定性试验

取供试品溶液（批号：B171136），分别于室温下放置

0、2、4、6、8 h后进样测定，记录峰面积。结果，各杂质峰

面积均未见显著变化，2个主成分峰峰面积的RSD分别

为0.5％和0.4％（n＝5）。表明供试品溶液室温下放置8

h内稳定性良好。

2.6 精密度试验

取混合对照品溶液，连续进样 6次，计算峰面积的

RSD值。结果，马来酸、精氨酸、富马酸、门冬氨酸缩合

物、3-氨基 -2-哌啶酮峰面积的 RSD 分别为 0.22％、

0.34％、0.21％、0.64％、0.21％（n＝6）。6次进样保留时

间的 RSD 分别为 0.3％、0.1％、0.1％、0.1％、0.1％（n＝

6）。表明仪器精密度良好。

2.7 检测限与定量限试验

取混合对照品溶液和门冬氨酸鸟氨酸对照品溶液，

逐步稀释，分别进行检测，以3倍信噪比计算检测限，以

10倍信噪比计算定量限。结果马来酸、精氨酸、富马酸、

门冬氨酸缩合物、3-氨基-2-哌啶酮、门冬氨酸鸟氨酸（以

后面一个峰即鸟氨酸的峰计算，下同）的检测限分别为

0.058、19、2.5、17、0.35、24 ng；定量限分别为 0.19、63、

8.3、56、1.2、80 ng。

2.8 加样回收试验

取本品（批号：B171136）适量，9份，每份各相当于门

图2 专属性试验高效液相色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms of specificity tests
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冬氨酸鸟氨酸约0.4 g，精密称定，分别置于100 mL量瓶

中，3 份为 1 组，按各杂质限度浓度（0.1％）的 50％、

100％、150％分别精密加入杂质对照品贮备溶液 2、4、6

mL，用流动相稀释至刻度，摇匀，进样测定并计算，回收

率试验结果见表2。

表2 回收率试验结果

Tab 2 Results of recovery tests

成分

马来酸

3-氨基-2-哌啶酮

富马酸

精氨酸

门冬氨酸缩合物

取样量，
mg

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

408.5

样品含量，
μg

0

0

0

0

0

0

0

0

0

85.79

85.79

85.79

85.79

85.79

85.79

85.79

85.79

85.79

106.2

106.2

106.2

106.2

106.2

106.2

106.2

106.2

106.2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

44.94

44.94

44.94

44.94

44.94

44.94

44.94

44.94

44.94

加入量，
μg

193

193

193

386

386

386

579

579

579

206.1

206.1

206.1

412.2

412.2

412.2

618.3

618.3

618.3

219.0

219.0

219.0

438.0

438.0

438.0

657.0

657.0

657.0

232.0

232.0

232.0

464.0

464.0

464.0

696.0

696.0

696.0

20.2

20.2

20.2

40.3

40.3

40.3

60.5

60.5

60.5

测得量，
μg

196

197

196

389

390

392

586

589

591

293.0

297.2

298.6

505.1

509.8

511.3

711.7

715.8

715.4

328.9

325.2

330.1

549.6

552.9

553.7

783.2

775.3

780.4

228.9

221.8

224.3

457.2

461.9

470.5

671.0

667.3

668.3

63.9

64.2

63.9

83.5

84.7

84.2

103.5

105.0

103.1

回收率，
％

101.6

102.1

101.6

100.8

101.0

101.6

101.2

101.7

102.1

100.5

102.6

103.3

101.7

102.9

103.2

101.2

101.9

101.8

101.7

100.0

102.2

101.2

102.0

102.2

103.0

101.8

102.6

98.7

95.6

96.7

98.5

99.5

101.4

96.4

95.9

96.0

93.9

95.3

93.9

95.7

98.7

97.4

96.8

99.3

96.1

平均回收率，
％

101.5

102.1

101.9

97.6

96.3

RSD，
％

0.4

0.9

0.9

2.0

1.9

2.9 3批样品中有关物质测定结果

取 3批样品，按上述建立的方法测定有关物质。供

试品溶液的色谱中如有与马来酸、富马酸、精氨酸、鸟氨

酰胺、门冬氨酸缩合物等与对照品保留时间一致的色谱

峰，按外标法计算；如显未知杂质峰，按自身对照法计

算。供试品溶液（批号：B171136）和空白溶剂（流动相）

的色谱图见图3，测定结果见表3。

表3 3批样品中有关物质的测定结果（％％）

Tab 3 Determination of related substances in 3 batch-

es of samples（％％）

有关物质

富马酸
马来酸
精氨酸
3-氨基-2-哌啶酮
门冬氨酸缩合物
未知杂质

B171136

0.026

0

0

0.021

0.011

0.08

批号
B171137

0.027

0

0

0.018

0.011

0.09

B171138

0.026

0

0

0.019

0.011

0.09

均值

0.026

0

0

0.019

0.011

0.087

2.10 与《中国药典》方法比较

采用《中国药典》方法[14]检查 3批样品，结果精氨酸

和马来酸均未检出，富马酸含量均为 0.03％，3-氨基-2-

哌啶酮含量为 0.03％～0.04％，门冬氨酸缩合物含量均

为 0.04％。2种方法比较结果相似，批号为 B171136的

样品的色谱图见图 4A。但采用《中国药典》方法进行 2

次系统适用性试验时，出现各峰出峰顺序不一致的情

况，见图4B与图4C。

3 讨论

3.1 HILIC柱的特点

传统氨基柱是具有正相、反相、弱阴离子交换与亲

水作用等多种分离作用模式的色谱柱，分离作用模式多

而复杂，但因其作用主要集中于表面固定相，重现性较

差。HILIC柱的分离模式为单一的亲水作用模式，原理

是硅胶上键合极性基团后在硅胶表面形成水膜，待分离

测定的分子或离子在水膜中可与固定相的氨丙基发生

140

120

100

80

60

40

20

0

-20

m
A

U

0 5 10 15 20 25 30 35

t，min

A.空白溶剂

3-
氨

基
-2

-哌
啶

酮

富
马

酸

175

150

125

100

75

50

25

0
-20

m
A

U

0 5 10 15 20 25 30 35

t，min

B.供试品溶液（批号：B171136）

未
知

杂
质

门
冬

氨
酸

鸟
氨

酸

门
冬

氨
酸

缩
合

物
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Fig 3 HPLC chromatograms of related substances de-

termination
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极性分配及离子交换作用，此原理决定了其具备较好的

稳定性。HILIC柱种类较多，各生产厂家生产的HILIC

柱有相似之处也有一些不同。其中，本文采用的 ACE

HILIC B柱，其固定相上键合有碱性（B）基团，对中性分

子或酸性物质具有良好的分离性能。HILIC柱产品上市

已10多年了，其在食品、药品、化学品领域，对大极性物

质的分离测定已有较广泛的应用和报道 [15]，推广性较

好。在试验中应注意，因HILIC柱特殊的填料性质，平

衡时间较一般的碳十八色谱柱长，建议在平衡 3 h后再

进行试验。

3.2 关于未知杂质检测限的计算

门冬氨酸鸟氨酸是由门冬氨酸和鸟氨酸合成的，在

水溶液中可分解为门冬氨酸和鸟氨酸，所以在色谱图中

显示为2个峰，出峰顺序依次为门冬氨酸和鸟氨酸（经前

期试验确定）。由于鸟氨酸峰面积较小，故本试验在计

算未知杂质的检测限时以鸟氨酸峰计算。

综上，本文采用HILIC柱为分析柱建立HPLC法，采

用此法检查注射用门冬氨酸鸟氨酸的有关物质时，重现

性及耐用性好，克服了采用氨基柱为分析柱时耐用性和

重现性差的缺点，且方法准确可靠，可以较好地分离门

冬氨酸鸟氨酸原料药或制剂中各种杂质进而控制产品

质量。

目前，尚未见有文献报道采用HILIC柱分离门冬氨

酸鸟氨酸的方法，因此，本文内容为首次报道。
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图4 采用《中国药典》方法检查有关物质的高效液相色

谱图

Fig 4 HPLC chromatograms of the determination of

related substances by the method of Chinese

Pharmacopeia
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B.系统适用性溶液（第1次）
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C.系统适用性溶液（第2次）
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