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摘要：目的 建立测定枸橼酸莫沙必利片有关物质检测条件下特定杂质莫沙必利柠檬酰胺 2个色谱峰的超高效液相色谱 -四极杆飞

行时间质谱（UPLC - Q - TOF - MS）法。方法 HPLC条件，色谱柱为 Agilent C18柱（150 mm × 4. 6 mm，5 μm），流动相为枸橼酸盐溶液 -
乙腈（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 274 nm，柱温为 30 ℃，进样量为 10 μL；UPLC - Q - TOF - MS 条件，色谱柱为

YMC - Triant C18柱（150 mm × 2. 1 mm，1. 9 μm），检测器为 DAD检测器，流动相为含 0. 1%甲酸的 10 mmol / L乙酸铵（A）-乙腈（B）、

梯度洗脱，流速为 0. 5 mL / min，检测波长为 274 nm，柱温为 40 ℃，进样量为 0. 5 μL。电喷雾离子源正离子扫描模式（ESI +），二级质谱碰

撞能量 30 eV，毛细管电压 4 kV，锥孔电压 45 V，碎裂电压 60 V，干燥气流速 8 mL / min，干燥气温度 300 ℃，雾化气压力 35 psi，扫描模式

MS / MS；扫描范围 m / z 50～700；按不加校正因子的主成分自身对照法计算杂质莫沙必利柠檬酰胺含量。结果 莫沙必利柠檬酰胺出

现双峰，且与其他杂质的分离良好；莫沙必利柠檬酰胺质量浓度在 0. 35～7. 00 μg / mL范围内与峰面积线性关系良好（r = 0. 999 7）；检

测限为 0. 70 ng，定量限为 2. 8 ng；精密度试验结果的 RSD 小于 4. 00%；流动相中枸橼酸盐溶液 pH在 3. 8～4. 2时所建方法耐用性良

好。通过 UPLC - Q - TOF - MS推测，莫沙必利柠檬酰胺的 2个色谱峰为其在液相色谱条件下生成羧酸钠盐后不完全解离成的 2种型式。

结论 所建方法适合枸橼酸莫沙必利片中特定杂质莫沙必利柠檬酰胺的检测，该研究可为制剂后续质量控制研究提供参考。
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AbstractAbstract：：Objective To establish an ultra - high performance liquid chromatography - quadrupole tandem time - of - flight mass
spectrometry（UPLC - Q - TOF - MS）method for the detection of two chromatographic peaks of specific impuritie（mosapride citric
amide） under the detection conditions of related substances in Mosapride Citrate Tablets. Methods High - performance liquid
chromatography（HPLC） conditions were as follows：the chromatographic column was Agilent C18 column（150 mm × 4. 6 mm，5 μm），

the mobile phase was citrate solution - acetonitrile with gradient elution，the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection wavelength
was 274 nm，the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was 10 μL. UPLC - Q - TOF - MS conditions were as
follows：the chromatographic column was YMC - Triant C18 column（150 mm × 2. 1 mm，1. 9 μm），the detector was diode array
detector（DAD），the mobile phase was 10 mmol / L ammonium acetate containing 0. 1% formic acid（A）- acetonitrile（B） with
gradient elution，the flow rate was 0. 5 mL / min，the detection wavelength was 274 nm，the column temperature was 40 ℃，and the
injection volume was 0. 5 μL. Electron spray ionization（ESI +） with positive ion scanning mode was adopted，the collision energy of
the secondary mass spectrometry was 30 eV，the capillary voltage was 4 kV，the taper hole voltage was 45 V，the fragmentation
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voltage was 60 V，the flow rate of drying air was 8 mL / min，the temperature of drying gas was 300 ℃，the pressure of atomizing
gas was 35 psi，the scanning mode was MS / MS，and the scanning range was m / z 50 - 700. The content of impurity mosapride
citric amide was calculated by the main component self - contrast method without calibration factor. Results Mosapride citric amide
showed double peaks and was well separated from impurities. The linear range of mosapride citric amide was 0. 35 - 7. 00 μg / mL
（r = 0. 999 7）. The limit of detection（LOD） was 0. 70 ng and the limit of quantification（LOQ） was 2. 8 ng. The RSD of the
precision test was less than 4. 00%. The mobile phase of citrate solution had good durability with pH of 3. 8 - 4. 2. According to
UPLC - Q - TOF - MS，the two chromatographic peaks were conjectured to be the incomplete dissociation of mosapride citric amide
into two forms after the formation of carboxylic acid sodium salt under liquid chromatography conditions by UPLC - Q - TOF - MS.
Conclusion The established method is suitable for the detection of the specific impurity mosapride citric amide in Mosapride
Citrate Tablets，and the study can provide a reference for the follow - up quality control of the preparation.
Key wordsKey words：：Mosapride Citrate Tablets；impurity；mosapride citric amide；HPLC；UPLC - Q - TOF - MS

枸橼酸莫沙必利为选择性5 -羟色胺4（5 - HT4）受

体激动剂，可增强上消化道的胃排空和蠕动，促进肠道

胆碱能神经元释放乙酰胆碱，刺激胃肠道而发挥促动

力作用［1］。其选择性强，不良反应少，耐受性较好，促胃

动力作用强，主要用于缓解慢性胃炎伴有的消化系统

症状，也可用于胃食管反流性疾病、糖尿病性胃轻瘫及

部分胃切除患者的胃功能障碍［2 - 5］。该制剂 1998年在

日本上市，商品名Gasmotin®；2001年在中国上市，中文

名加斯清®［6］。目前，中国、欧洲、美国等的药典均未收

载，日本药典（JP17版）虽有收载，但也未对特定杂质

作明确规定。一致性评价参照日本药典（JP17版）

“Mosapride Citrate Tablets”质 量 标 准［7］及 日 本 IF 文

件［8］，建立本品有关物质检查方法，主要对5种特定杂质

进行研究，结果特定杂质莫沙必利柠檬酰胺在液相色谱

图中显示2个色谱峰，但是否均为莫沙必利柠檬酰胺，双

峰出现的原因以及是否影响该杂质含量的计算等问题

仍需进一步研究。本研究中采用高效液相色谱（HPLC）
法和超高效液相色谱 - 四极杆飞行时间质谱（UPLC -
Q - TOF - MS）法对莫沙必利柠檬酰胺在有关物质液相

检测条件下显示的 2个色谱峰进行研究，为枸橼酸莫沙

必利片后续相关质量标准研究提供参考。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Waters ACQ - 2489型高效液相色谱仪，配备紫外

检测器（美国Waters公司）；超高效液相色谱 - 四极杆

串联飞行时间质谱联用仪，包括 1290型超高压液相色

谱系统（配备DAD检测器）、6540BQ - TOF型四极杆串

联飞行时间质谱系统（配备电喷雾离子源）、Mass Hunter
工作站软件（美国 Agilent公司）；XS105型电子天平、

S210型酸度计（瑞士Mettler Toledo公司）。

1. 2 试药

枸橼酸莫沙必利片（自制，批号分别为 170701，
170702，170703）；莫沙必利柠檬酰胺对照品（加拿大

TRC公司，批号为 15 - THT - 139 - 2，含量 94. 54%）；

甲酸、乙酸铵、乙腈均为色谱纯；其余试剂均为分析纯；

水为超纯水。

2 方法与结果

2. 1 检测条件

2. 1. 1 HPLC条件

色谱柱：Agilent C18柱（150 mm × 4. 6 mm，5 μm）；

检测器：紫外检测器；流动相：枸橼酸盐溶液（A，取枸橼

酸钠 8. 82 g，加水 800 mL使溶解，用稀盐酸调 pH至

4. 0，加水至 1 000 mL）-乙腈（B），梯度洗脱（洗脱程序

见表 1）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：274 nm；柱温：

30 ℃；进样量：10 μL。理论板数按莫沙必利峰计应不低

于40 000。
表1 梯度洗脱程序

Tab. 1 Gradient elution program

时间（min）
0
40

A（%）

85
45

B（%）

15
55

时间（min）
41
51

A（%）

85
85

B（%）

15
15

2. 1. 2 UPLC - Q - TOF - MS条件

色谱条件：色谱柱为YMC - Triant C18柱（150 mm ×
2. 1 mm，1. 9 μm）；检测器为DAD检测器；流动相为含

0. 1%甲酸的 10 mmol / L乙酸铵（A）-乙腈（B），梯度洗

脱（洗脱程序见表 2）；流速为 0. 5 mL / min；检测波长为

274 nm；柱温为40 ℃；进样量为0. 5 μL。
质谱条件：电喷雾离子源，正离子扫描模式

（ESI +）；二级质谱碰撞能量 30 eV；毛细管电压 4 kV；锥
孔电压 45 V；碎裂电压 60 V；干燥气流速 8 mL / min；干
燥气温度 300 ℃；雾化气压力 35 psi；扫描模式MS / MS；
扫描范围m / z 50～700。
2. 2 溶液制备

取样品细粉适量，精密称定，加乙腈 -水（40∶60，
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表2 梯度洗脱程序

Tab. 2 Gradient elution program

时间（min）
0
5
10

A（%）

90
90
70

B（%）

10
10
30

时间（min）
15
16
20

A（%）

40
90
90

B（%）

60
10
10
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V / V）溶解并稀释，制成每 1 mL中约含枸橼酸莫沙必

利 1 mg的溶液，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

精密量取适量供试品溶液，用乙腈 -水（40∶60，V / V）定

量稀释，制成每 1 mL中约含 5 μg的溶液，即得对照溶

液。取莫沙必利柠檬酰胺对照品约 10 mg，精密称定，置

20 mL容量瓶中，加乙腈 -水（40∶60，V / V）溶解并定容，

摇匀，即得对照品溶液。

2. 3 有关物质检测

精密量取 2. 2项下对照溶液适量，按 2. 1. 1项下

HPLC条件进样，调节检测灵敏度，使主成分色谱峰的

峰高为满量程的 10%～20%；再精密量取 2. 2项下供试

品溶液和对照溶液，按 2. 1. 1项下 HPLC条件进样测

定，记录色谱图，见图 1，分别按保留时间定位主峰及各

杂质峰。可见，莫沙必利柠檬酰胺峰定位处显示 2个明

显的色谱峰，保留时间分别为 8. 434 min和 8. 665 min。
有文献指出，莫沙必利柠檬酰胺为一对对映异构体，在

色谱行为上表现为 2个峰［9］。但从莫沙必利柠檬酰胺结

构看并非如此（因不含手性中心）。因此，其色谱图中出

现双峰的原因仍需进一步研究。
A / AU0. 05

0. 04
0. 03
0. 02
0. 01
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

t / min

图1 样品有关物质高效液相色谱图

Fig. 1 HPLC chromatograms of related substances in samples

2. 4 双峰质谱解析

取 2. 2项下对照品溶液适量，按 2. 1. 2项下UPLC -
Q - TOF - MS条件进样分析，记录液相色谱图及一级

（MS1）和二级（MS2）质谱图，见图2和图3。
液相色谱图中在 12. 70 min和 12. 76 min处各出现

1个峰，分别命名为 1号峰和 2号峰。2个峰一级质谱分

子量均与莫沙必利柠檬酰胺相当，二级质谱主要碎片

峰离子丰度相当，峰形相似，分子量均高度一致。初步

推断两个色谱峰均为莫沙必利柠檬酰胺。

解析质谱，推断莫沙必利柠檬酰胺可能有多种裂

解 途 径（如 图 4）。按 途 径 a 进 行 碎 裂 ，失 去 右 侧

C20H26ClFN3O9基团后生成碎片m / z 109. 04，元素组成

为 C7H6F +。另外可能按途径 b失去左侧 C12H17FN2O基

团后生成碎片m / z 372. 05，进而继续破裂，生成 1个碎

片 m / z 175. 02，元素组成为 C6H7O6 + ；另一碎片获得

1个氢得到碎片m / z 198. 03，元素组成为C9H9ClNO2 +。
莫沙必利柠檬酰胺可能的裂解碎片分子量与质谱图中

二级碎片离子分子量一致，吻合度较高，因此进一步确

定2个峰均为莫沙必利柠檬酰胺。

2. 5 双峰存在型式确认

本研究中所用的莫沙必利柠檬酰胺对照品为莫沙

必利柠檬酰胺二钠盐，羧酸钠盐为弱酸强碱盐，溶液状

态时存在解离现象，在流动相 pH环境中可能有 3种存

在型式，各型式之间存在解离平衡，见图5。调节流动相A
的 pH分别为 2. 5，3. 0，3. 5，3. 8，4. 0，4. 2，4. 5，5. 0，

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 t / min

A / mAU（× 102）
120100806040200

1，2. 莫沙必利柠檬酰胺

图2 对照品溶液高效液相色谱图

1，2. Mosapride citric amide
Fig. 2 HPLC chromatogram of reference substance

100 200 300 400 500 600 700m / z

离子强度（× 106）
1. 21. 00. 80. 60. 40. 20

1

A

100 200 300 400 500 600 m / z

离子强度（× 105）
5
4
3
2
1
0

1

B

m / z100 200 300 400 500 600 700

离子强度（× 105）5
4
3
2
1
0

2

C

100 200 300 400 500 600 m / z

离子强度（× 105）1. 50
1. 25
1. 00
0. 75
0. 50
0. 25
0

2

D
1，2. 莫沙必利柠檬酰胺

A，C. MS1 B，D. MS2
图3 对照品溶液质谱图

1，2. Mosapride citric amide
A，C. MS1 B，D. MS2

Fig. 3 Mass spectra of reference substance
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5. 5，6. 5，取 2. 2项下对照品溶液，按 2. 1. 1项下HPLC
条件进样分析，结果见表3。

根据莫沙必利柠檬酰胺分子结构特征推测，其未

解离型式（Ⅰ）仅在低 pH环境中稳定存在。在有关物质

色谱项下的 pH环境中，主要以 Ⅱ 和 Ⅲ 两种型式存

在。在不同 pH环境中，Ⅱ 和 Ⅲ 的比例不同，出峰时间

略有差异，液相色谱图峰面积比例也发生显著变化。当

流动相A的 pH在 2. 5～5. 0范围内，液相谱图中莫沙必

利柠檬酰胺始终表现为双峰，即以Ⅱ和Ⅲ两种型式存

在；随着流动相 pH的升高，型式Ⅲ的峰面积相对增大，

而型式Ⅱ的峰面积相对减小；当流动相 A的 pH ≥ 5. 5
时，莫沙必利柠檬酰胺液相色谱图由双峰变成单峰，此

时 2个羧酸根已完全解离，主要以解离的型式（Ⅲ）存

在。因此，莫沙必利柠檬酰胺在有关物质检查液相色谱

条件下（pH 4. 0）显示双峰。

2. 6 方法学考察

线性关系考察：精密量取2. 2项下对照品溶液5 mL，
置 50 mL容量瓶中，加乙腈 - 水（40∶60，V / V）定容，摇

匀，即得对照品贮备液；精密量取 0. 1，0. 3，0. 6，0. 8，

1. 0，1. 5，2. 0 mL，分别置 10 mL容量瓶中，加乙腈 -水

（40∶60，V / V）定容，摇匀，制得系列对照品溶液。按

2. 1. 1项下HPLC条件进样分析，以峰面积（A）为纵坐

标，莫沙必利柠檬酰胺质量浓度（C，μg / mL）为横坐标

进行线性回归，得回归方程 A = 12 926. 72C - 926. 87
（r = 0. 999 7，n = 7）。结果表明，莫沙必利柠檬酰胺质量

浓 度 在 0. 35～7. 00 μg / mL（相 当 于 供 试 品 溶 液

0. 035%～0. 70%）范围内与峰面积线性关系良好。根据

线性回归方程中的斜率，计算莫沙必利柠檬酰胺校正

因子为 1. 10，在 0. 9～1. 1范围内，可采用不加校正因子

的主成分自身对照法计算该杂质含量。

强制降解试验：称取样品细粉适量（约相当于枸橼

酸莫沙必利 10 mg），精密称定，置 10 mL容量瓶中，平行

5份，分别进行热降解（80 ℃烘箱下放置 48 h，溶剂定

容）、酸降解（2 mL溶剂，1 mL 1 mol / L HCl，90 ℃加热

30 min，冷却中和，溶剂定容）、氧化降解（2 mL溶剂，

2 mL 3% H2O2，90 ℃加热 5 min，冷却，溶剂定容）、碱降

解（2 mL溶剂，1 mL 0. 1 mol / L NaOH，90 ℃加热10 min，
冷却中和，溶剂定容）、光降解（溶剂定容，4 500 lx光照
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图4 莫沙必利柠檬酰胺可能的裂解途径

Fig. 4 Possible fragmentation pathway of mosapride citric amide

图5 莫沙必利柠檬酰胺对照品溶液可能存在的解离平衡

Fig. 5 Possible dissociation equilibrium of mosapride citric amide
reference substance

表3 不同流动相pH下莫沙必利柠檬酰胺对照品溶液峰面积

Tab. 3 The peak area of mosapride citric amide reference
substance under different pH values and mobile phases

流动相pH
2. 5
3. 0
3. 5
3. 8
4. 0
4. 2
4. 5
5. 0
5. 5
6. 5

峰面积

Ⅱ
1 228 683
1 242 276
1 235 980
1 276 793
1 285 612
1 259 361
1 221 660
1 238 300

Ⅲ
1 204 068
1 224 113
1 269 117
1 251 693
1 260 087
1 285 755
1 341 099
1 417 161
2 707 818
2 739 342

Ⅱ∶Ⅲ
51∶49
50∶50
49∶51
50∶50
50∶50
50∶50
48∶52
47∶53

Ⅱ + Ⅲ
2 432 751
2 466 389
2 505 097
2 528 486
2 545 699
2 545 116
2 562 759
2 655 461
2 707 818
2 739 342
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箱中照射 64 h）试验。按 2. 1. 1项下HPLC条件进样分

析，记录色谱图。结果表明在该色谱条件下主峰与相邻

杂质峰之间的分离度符合要求。

定量限和检测限考察：取 2. 2项下对照品溶液适

量，逐级稀释，按 2. 1. 1项下HPLC条件进样分析，记录

峰面积。以信噪比（S / N）约为 3或 10时待测成分的进

样量分别作为检测限与定量限，结果莫沙必利柠檬酰

胺的检测限为0. 70 ng，定量限为2. 8 ng。
精密度试验：精密量取 2. 6项下对照品贮备液 0. 2，

1. 0，1. 5 mL，分别置 10 mL容量瓶中，加乙腈 - 水

（40∶60，V / V）定容，摇匀，作为精密度 20%，100%，

150%的供试品溶液，各平行 3份，按 2. 1. 1项下HPLC
条件进样分析，记录峰面积。结果莫沙必利柠檬酰胺

峰面积的 RSD分别为 3. 96%、0. 07%、0. 45%（n = 3），

表 明 在 20%～150% 体 积 分 数 范 围 内 仪 器 精 密 度

较好。

耐用性考察：取2. 2项下对照品溶液适量，按2. 1. 1项
下 HPLC条件进样分析。调节流动相 A的 pH为 3. 8，
4. 0，4. 2，记录莫沙必利柠檬酰胺峰面积之和的变化，

考察方法耐用性。结果，流动相A的 pH在 3. 8～4. 2范
围内变化时，莫沙必利柠檬酰胺双峰总面积的 RSD为

0. 38%，证明该方法耐用性良好。

2. 7 样品含量测定

取 3批样品适量，各平行 3份，分别按 2. 2项下方法

制备供试品溶液，按 2. 1. 1项下HPLC条件进样分析，

记录峰面积，计算含量。结果批号 170701，170702，
170703样品中莫沙必利柠檬酰胺含量分别为 0. 006%，

0. 005%，0. 007%。

3 讨论

3. 1 双峰定性

杂质检测是药物质量控制的关键。液质联用技术

在杂质谱分析中的应用越来越广泛，可推测药物中存

在的未知杂质结构［10 - 12］。本研究中建立的UPLC - Q -
TOF - MS法可有效地对枸橼酸莫沙必利片有关物质色

谱图中莫沙必利柠檬酰胺的 2个峰进行定性研究，可推

导出两个峰的结构。通过一级质谱图可知，两个峰的分

子量均与莫沙必利柠檬酰胺一致；进一步推测莫沙必

利柠檬酰胺可能的裂解途径，各裂解碎片离子分子量

与二级质谱图中二级碎片离子分子量相当，确定色谱

图中双峰均为莫沙必利柠檬酰胺峰。

3. 2 双峰分析

从莫沙必利柠檬酰胺结构看，其含有 2个羧酸基

团，进入液相后，与流动相中的钠离子生成羧酸钠盐，

羧酸钠盐为弱酸强碱盐，在不同 pH流动相中发生解

离，可能存在保留时间各异的未解离（Ⅰ）、部分解离

（Ⅱ）及完全解离（Ⅲ）3种型式。随着 pH的改变，各型式

之间相互转化，液相色谱图中各峰面积的比例也发生显

著变化［13］。确定莫沙必利柠檬酰胺双峰现象为其羧酸钠

盐的不完全解离所致，液相谱图中双峰为莫沙必利柠檬

酰胺的两种存在型式（Ⅱ和Ⅲ），各型式之间存在解离平

衡，在一定 pH条件下可相互转化。这在一定程度上可

为“色谱图中，同一物质出现双峰”的研究提供新的

思路。

3. 3 方法评价

本研究中建立了枸橼酸莫沙必利片有关物质检查

的UPLC - Q - TOF - MS法，并以此对特定杂质莫沙必

利柠檬酰胺进行研究。采用不加校正因子的主成分自

身对照法能快速、有效地检出该杂质。色谱图中双峰

均为莫沙必利柠檬酰胺，定量时以两个峰面积之和计

算，不会影响该杂质校正因子计算和检测结果。因此，

本研究可为枸橼酸莫沙必利片杂质研究及其质量控制

提供参考。
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