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超高效液相色谱串联质谱法测定磷酸肌酸钠中３种潜在遗传毒性
杂质
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摘要：　目的　建立同时测定磷酸肌酸钠中３种潜在遗传毒性杂质磷酸三乙酯、肌酸磷酸二乙酯、肌酐磷酸二乙
酯含量的超高效液相色谱质谱法（ＵＰＬＣＭＳ）。方法　采用超高效液相色谱三重四极杆质谱联用仪，色谱柱 ＡＣＱＵ
ＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（２．１ｍｍ×１０ｃｍ；１．７μｍ）；流动相为０．１％甲酸水溶液甲醇（６０４０）；流速为０．２５ｍＬ·ｍｉｎ－１；
柱温为３０℃；进样量为２０μＬ；电喷雾离子源，正离子模式，多反应监测扫描方式采集数据。结果　磷酸三乙酯、肌酸
磷酸二乙酯、肌酐磷酸二乙酯分别在０．５～１３５．６、４．１～１０３．９、０．８～１２５．６μｇ·Ｌ－１，峰面积与浓度呈良好线性关系；
检测限分别为０．２、１．３、０．３μｇ·ｋｇ－１；定量限分别为０．６、４．１、０．９μｇ·ｋｇ－１；在高、中、低３个加标水平下，３种杂质的
回收率为９７．４％～１０３．８％，相对标准偏差为０．３％～２．８％。结论　该方法简便准确，可用于磷酸肌酸钠中磷酸三乙
酯、肌酸磷酸二乙酯、肌酐磷酸二乙酯等杂质的检测。

关键词：　磷酸肌酸钠；潜在遗传毒性杂质；超高效液相色谱质谱法
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　　基因毒性杂质或遗传毒性杂质（ｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕ
ｒｉｔｙ，ＧＴＩ）是指本身直接或间接损伤细胞 ＤＮＡ，产生
基因突变或体内诱变，具有致癌可能或者倾向的化

合物［１］。由于 ＧＴＩ在很低浓度时即可能直接或间
接损伤细胞 ＤＮＡ，产生基因突变或体内诱变，还可

能促使肿瘤的发生，对其进行风险评估和限量控制

受到越来越多的关注和重视，许多法规机构如国际

人用药品注册技术协调会、美国食品药品监督管理

局、欧洲药物管理局等都对 ＧＴＩ有了明确的要
求［２５］，中国国家药典委员会发布的关于《中国药

典》２０２０年版四部通则增修订内容（第四批）公示中
也包括了“ＧＴＩ控制指导原则审核稿”等。磷酸肌酸
钠作为一种新能量供给剂，能够给心肌细胞提供外

源性能量，维持细胞高能磷酸水平，同时，还能提供

稳定心肌细胞的纤维膜，抑制膜磷脂的降解，从而保
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护心肌，临床应用具有使用安全、疗效确切等特

性［６７］。根据磷酸肌酸钠合成工艺及所用起始原料

的生产工艺，磷酸肌酸钠合成中可能涉及潜在 ＧＴＩ
磷酸三乙酯、肌酸磷酸二乙酯、肌酐磷酸二乙酯。目

前，对ＧＴＩ检测方法较多［８１２］，但对磷酸肌酸钠中潜

在ＧＴＩ磷酸三乙酯、肌酸磷酸二乙酯、肌酐磷酸二乙
酯检测未见报道。本文利用超高效液相色谱串联
质谱法，建立了磷酸肌酸钠中磷酸三乙酯、肌酸磷酸

二乙酯、肌酐磷酸二乙酯测定含量方法，为磷酸肌酸

钠生产工艺过程控制和质量保障提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　甲醇、甲酸为色谱纯，购自
美国默克化工技术（上海）有限公司，水为纯化水，

磷酸肌酸钠由开封明仁药业有限公司提供（批号：

２０１７０３０１、２０１７０３０２、２０１７０３０３），磷酸三乙酯、肌酸
磷酸二乙酯、肌酐磷酸二乙酯对照品由开封明仁药

业有限公司合成并精制（批号：２０１８０２０１、２０１８０２０１、
２０１８０２０３）；ＷａｔｅｒｓＸＥＶＯＴＱＳ超高效液相色谱三
重四极杆质谱联用仪购自沃特世科技（上海）有限

公司，ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯＸＰ２０Ｓ电子分析天平购自
梅特勒托利多国际贸易（上海）有限公司。
１．２　方法
１．２．１　溶液配制
１．２．１．１　混合对照品储备液制备　取磷酸肌酸钠、
磷酸三乙酯、肌酸磷酸二乙酯和肌酐磷酸二乙酯对

照品适量，精密称定，分别置５０ｍＬ量瓶中，加水溶
解并稀释至刻度，摇匀，精密量取０．１ｍＬ，分别置于
２０ｍＬ量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，作为
对照品贮备液，终浓度为１０００μｇ·Ｌ－１。
１．２．１．２　供试品溶液制备　取磷酸肌酸钠样品
１ｇ，精密称定，置１０ｍＬ量瓶中，加水适量，超声提

取２０ｍｉｎ，放冷，加水至刻度，摇匀。
１．２．２　色谱条件　色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨ
Ｃ１８色谱柱（２．１ｍｍ×１０ｃｍ；１．７μｍ），柱温３０℃，
流动相：０．１％甲酸水溶液甲醇（６０４０），流速：
０．２５ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样体积：２０μＬ。
１．２．３　质谱条件　电喷雾电离源，毛细管电压：
３．０ｋＶ ；离 子 源 温 度：１５０ ℃；氩 气 流 量：
０．１５ｍＬ·ｍｉｎ－１；脱溶剂气温度：４５０℃；脱溶剂气流
量：１０００Ｌ·ｈ－１；锥孔气流量：１５０Ｌ·ｈ－１。采用正
离子模式，多反应监测测定。

１．２．４　标准曲线制备、检出限和定量限　分别精密
量取杂质磷酸三乙酯、肌酸磷酸二乙酯和肌酐磷酸

二乙酯对照品贮备液适量，加甲醇稀释配制系列标

准曲线溶液，以定量限浓度为最低浓度点，按上述色

谱条件测定，记录色谱图，以杂质的浓度和峰面积进

行回归。

按“１．２．２和１．２．３”项下确定的实验条件在空
白样品中加标后测定，以信噪比约为３时对应的各
标准溶液浓度为检出限；以信噪比约为１０时对应的
各标准溶液浓度为定量限。

１．２．５　加标回收率和精密度试验　以不含３种杂
质的磷酸肌酸钠为本底，分别添加高、中、低３个浓
度的混合对照品溶液，浓度分别为１×各杂质定量
限、５０μｇ·Ｌ－１和１００μｇ·Ｌ－１，进行回收率试验，每
个浓度水平平行测定６次，计算平均回收率和相对
标准偏差，以评价该方法的回收率和精密度。

１．２．６　样品检测　取３批磷酸肌酸钠原料药，按
“１．２．１．２”项下方法制备供试品溶液，进样测定。

２　结果

２．１　质谱条件　磷酸三乙酯、肌酸磷酸二乙酯、肌
酐磷酸二乙酯检测的质谱条件见表１。

表１　磷酸肌酸钠及３种杂质的超高效液相色谱质谱法参数
Ｔａｂ．１Ｕｌｔｒａｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｃｒｅａｔｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｄｉｕｍａｎｄｏｔｈ
ｅｒｔｈｒｅｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ
化学成分 分子式 母离子（ｍ／ｚ） 定量离子（ｍ／ｚ） 定性离子（ｍ／ｚ） 锥孔电压／Ｖ 碰撞电压／Ｖ
磷酸肌酸 Ｃ４Ｈ１０Ｎ３Ｏ５Ｐ ２１２．０３ ９０．０２ １１４．０９ ２０ １８
磷酸三乙酯 Ｃ６Ｈ１５Ｏ４Ｐ １８３．０９ １５５．０５ １２７．０１ １８ １６
肌酸磷酸二乙酯 Ｃ８Ｈ１９Ｎ３Ｏ５Ｐ ２６９．０３ １９４．９７ １５２．８８ １４ １４
肌酐磷酸二乙酯 Ｃ８Ｈ１７Ｎ３Ｏ４Ｐ ２５０．０７ １１４．０３ １９４．０４ １８ １６

２．２　标准曲线、检出限与定量限试验　结果见表
２。磷酸三乙酯、肌酸磷酸二乙酯、肌酐磷酸二乙酯
的线性回归方程呈良好线性关系，相关系数均 ＞

０．９９８；检测限分别为０．２、１．３、０．３μｇ·ｋｇ－１；定量
限分别为０．６、４．１、０．９μｇ·ｋｇ－１。

表２　磷酸三乙酯、肌酸磷酸二乙酯、肌酐磷酸的标准曲线、相关系数、检出限及定量限
Ｔａｂ．２　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ，ｌｉｍｉｔｓｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒｉｅｔｈｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄｉｅｔｈ
ｙｌｃｒｅａｔｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ
化学成分 标准曲线 ｒ 范围／（μｇ·Ｌ－１） 检出限／（μｇ·ｋｇ－１） 定量限／（μｇ·ｋｇ－１）
磷酸三乙酯 ｙ＝２２９８４６４７ｘ＋８５７５．２２ ０．９９９９ ０．５～１３５．６ ０．２ ０．６
肌酸磷酸二乙酯 ｙ＝４６５８２５ｘ＋１３９１１．２６ ０．９９８０ ４．１～１０３．９ １．３ ４．１
肌酐磷酸二乙酯 ｙ＝８６２６４２６ｘ－２６０２．９６ ０．９９９８ ０．８～１２５．６ ０．３ ０．９
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２．３　加标回收率和精密度试验　结果见表３。３种
杂质的加标回收率为９７．４％ ～１０３．８％，相对标准

偏差为０．３％～２．８％。

表３　磷酸肌酸钠中３种杂质的加标回收率及其相对标准偏差
Ｔａｂ．３　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｒｅｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｃｒｅａｔｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｄｉｕｍ （ｎ＝３）

化学成分
低浓度

加标回收率／％ 相对标准偏差／％

中浓度

加标回收率／％ 相对标准偏差／％

高浓度

加标回收率／％ 相对标准偏差／％

磷酸三乙酯 １０３．８ １．３ １０１．１ ０．６ １００．２ ０．３

肌酸磷酸二乙酯 ９７．４ ２．８ １００．８ １．０ １０１．６ ０．７

肌酐磷酸二乙酯 １００．２ ０．５ ９９．５ １．６ ９９．８ ０．５

２．４　样品检测结果　３批样品均未检出磷酸三乙
酯、肌酸磷酸二乙酯、肌酐磷酸二乙酯。３种杂质混

合标准溶液的总离子流图及质谱图见图１和图２。

Ａ：肌酸磷酸二乙酯；Ｂ：磷酸肌酸；Ｃ：肌酐磷酸二乙酯；Ｄ：磷酸三乙酯。

图１　磷酸肌酸钠及３种杂质混合标准溶液的总离子流色谱图
Ｆｉｇ．１　Ｔｏｔａｌｉｏｎｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆａｍｉｘｔｕｒｅｏｆｃｒｅａｔｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｄｉｕｍａｎｄｔｈｒｅｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

Ａ：磷酸肌酸；Ｂ：肌酸磷酸二乙酯；Ｃ．肌酐磷酸二乙酯；Ｄ：磷酸三乙酯。

图２　磷酸肌酸钠及３种杂质的质谱图
Ｆｉｇ．２　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｃｒｅａｔｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｄｉｕｍａｎｄｔｈｒｅｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ
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３　讨论

目前，磷酸肌酸钠的生产方法主要有酶催化法

和化学合成法。酶催化法［１４］中肌酸激酶不易得，大

生产中工艺稳定性差，成本高，且分离纯化用离子交

换树脂，操作繁琐。化学合成是目前工业化生产主

流方法，磷酸肌酸钠化学工艺有多种方法［１５１６］，其

中练美华［１６］采用肌酐经三氯氧磷磷酰化制得二氯

代磷酸肌酐，用碳酸氢钠部分水解得到磷酸肌酐钠，

再经过氢氧化钠水解开环得到磷酸肌酸钠粗品，乙

醇精制得到目标产物。在这条合成路线中，三氯氧

磷作为起始原料，自身化学性质十分活泼，遇水剧烈

反应，生成磷酸，进一步跟乙醇酯化生成磷酸三乙

酯；中间体磷酸肌酐跟乙醇酯化反应，生成肌酐磷酸

二乙酯；磷酸肌酸同样和乙醇酯化反应，生成肌酸磷

酸二乙酯。因此，在实际生产中有生成磷酸三乙酯、

肌酸磷酸二乙酯、肌酐磷酸二乙酯杂质的风险，目前

没有明确方法对磷酸肌酸钠中该类杂质进行控制，

能够灵敏检测出磷酸肌酸钠产品中是否存在该类杂

质，有利于产品质量控制，保障药品安全。

本研究使用 ＷａｔｅｒｓＸＥＶＯＴＱＳ超高效液相色
谱三重四极杆质谱联用仪检测磷酸三乙酯、肌酸磷
酸二乙酯、肌酐磷酸二乙酯杂质。采用电喷雾离子

源，利用自身软件的自动调谐功能，在已知目标结构

的情况下，通过直接进样能够自动调谐优化出目标

结构的特征离子对，大大提高了工作效率。

流动相成分及比例变化能够影响液相的分离效

果和质谱离子化效率。流动相中加入酸后能够在质

谱离子源处提供更多质子，有利于样品更好离子化，

从而使响应值增大。同时，样品处在酸性环境中，有

利于保持目标成分结构稳定，峰形得到明显改善。

甲酸良好的挥发性能够减少对质谱的污染，所以选

择０．１％甲酸水溶液作为水相。前期研究分别比较
了乙腈和甲醇作为有机相的分离效果。结果表明，

采用０．１％甲酸甲醇（６０４０）作为流动相，分离效
果好，质谱响应高。

综上所述，本方法能够对磷酸肌酸钠中的潜在

ＧＴＩ磷酸三乙酯、肌酸磷酸二乙酯和肌酐磷酸二乙
酯进行有效监控，专属性强，灵敏度高，满足 ＧＴＩ测

定的特殊要求，可作为磷酸肌酸钠中的潜在 ＧＴＩ磷
酸三乙酯、肌酸磷酸二乙酯和肌酐磷酸二乙酯的质

控方法。
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