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摘!要%药物核磁共振定量分析已见诸多篇报道:英&美&欧药典中都先后引入了核磁共振分

析方法:本文对药物核磁共振定量分析的参数作了较为详尽的研究"提出了 选 择 定 量 特 征 峰

的新标准:经维生素’实际样品测定其精密度优于>C"结果满意:

关键词!核磁共振#定量分析#药物#核磁共振参数#维生素’
中图分类号!8&>%!!文献标识码!D

引言
核磁共振定量分析早在上世纪%$年代就已提出来"但因为当时该方法灵敏度低"测

定的重现性也不理想而未得到长足的发展:由于现代超导高磁场的脉冲E./0)+0变换核

磁共振谱仪的应用"核磁共振定量分析方法的灵敏度&精确度&准确度及分析速度等方

面已达到或接近高效液相色谱!FGH’$’>(的水平:
药物核磁共振定量分析在我国已见诸多篇报道’!IA("美&英&欧等国和地区药典中

都已先后引入了核磁共振定量分析方法:药物定量分析应用核磁共振方法已成趋势"这

是因为核磁共振定量分析是以结构分析为基础的分析方法"在进行定量分析之前"必须

进行药物的鉴定:因此"药物核磁共振分析是鉴别假冒&伪劣药品的有力武器:我国药

典尚未引入核磁共振方法:如果能广泛应用核磁共振定量分析方法"无疑对管理我国的

药品市场有着重大的意义:
作者认为"核磁共振定量分析的准确性与选作定量分析的特征峰质子的弛豫方式有

很大关系:因为某 一 药 物 结 构 中 不 同 含 氢 基 团 由 于 弛 豫 机 理 的 差 别"导 致 恢 复J.26K?

收稿日期!!$$A?>!?>>$收修改稿日期!!$$%?$>?>@

基金项目!国家自然科学基金资助项目!!$"%@$>&$#湖北省科学基金资助项目!!$$"DJD>>B$:

作者简介!张友杰!>&#B?$"男"江西人"教授:!#通讯联系人%刘小鹏"电话%$!%?A%BA%&A!?B>>A"L?M1)2%2)/N=BB!B

!,)*1:7.M:7*:



M1**平衡完全程度的不同!从而影响单位质子峰积分面积的一致性:这是制约核磁共

振定量分析方法准确性和重现性的重要因素:现在流行选作定量用的特征峰常常以甲基

单峰为最佳:实际上!经研究表明!甲基峰往往不适于作为定量用的特征峰:因为此峰

往往导致核磁信号积分值偏低:除此以外!多项核磁共振实验参数也影响峰面积:为了

阐述影响积分面积的因素!选用乙基苯作为定量分析研究的对象:其中含有#种不同弛

豫机理的质子基团"甲基#亚甲基和芳氢:作者认为!只有选择其相对积分强度等于或

很接近于其质子数时的实验条件才有可能做到比较准确的定量分析:为此!研究了峰面

积与延迟时间#脉冲宽度#取数次数#取数时间和发射偏置等等因素的关系!以求得到

最佳的定量分析条件:

>!实验部分
!:!!仪器

超导核磁共振谱仪系美国9D8OD;公司生产的 4+07/0P=2/,?"$$型:
分析用电子天平!感量$:$>M5!系<106.0)/,电子天平:

!:"!试剂和试样

乙基苯标样!9D8OD;公司随仪器提供:
重水!北京化工厂出品!&&:BC Q!R:
顺丁烯二酸!D:8:!上海三爱思试剂有限公司出品!经重结晶处理:
维生素’样品!由市场医药商店购买!系湖北华中药业有限公司出品:

!:#!试样定量分析测定手续

将新购维生素’约!$粒在干燥洁净研钵中研磨成粉末!称取!B:$&M5$!"%该粉末

样品!加入内标顺丁烯二酸%:!#M5$!#%至!@MM核磁样品管中!加入重水$:@MH!
在超声震荡器中溶解@M)*!同时通以高纯氮气>M)*!盖上管帽后!放置!待其中淀粉

沉降于管底!溶液澄清后即可进行核磁共振定量测定:测得内标峰$"A:""%的峰面积D,
和维生素’的峰$"":&%或"#:%A%的面积$"!按下式计算维生素’的含量"

9:S:’C %!#$"&"
!"$#&#

>$$C

其中&" 为维生素’的当量 T 分子量$>%A:>#%U 定量峰对应的质子数!&# 为内标当量

$@B:$#A%:
!:$!谱仪的调节

将试样放入核磁共振谱仪中!必须经过仔细匀场后再取数!然后进行仔细的相位校

正和线形校正!待确定结构正确无误后方可选定定量峰和进行积分:通常每次测定取数

至少重复@次:

!!结果和讨论
":!!延迟时间!! 对积分面积的影响

设置核磁共振实验参数如下"
谱宽#’T"%&B:"AFK&脉冲宽度(’T#:$",&发射偏置)*+T!@:%@!>FK&采样

次数,)TA"次&取数时间-)T>:$,&采样温度.T!$V:
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样品!乙基苯"溶剂!氘代氯仿#
延迟时间/> 对各峰相对积分面积的影响$见表>:

表!!延迟时间对各峰相对面积的影响

S1W2+>!L33+76.3X+21P6)M+.*6(+0+216)Y+)*6+501210+1.36(+=+1Z,

X+21P6)M+/>%,
0+216)Y+)*6+501210+1.36(+=+1Z,"10+1.3’F!""!:A$#T!:$$$#

"%:!$ "!:A$ ">:!$

> ":#>$ !:$$$ !:%B!

! ":##A !:$$$ !:%B$

@ ":A%# !:$$$ !:%%A

>$ ":&%! !:$$$ !:%A$

!$ @:$B& !:$$$ !:%%$

@$ @:$&> !:$$$ !:B##

>$$ @:!%> !:$$$ !:%%B

由表>数据可以看出$如令乙基苯的亚甲基质子积分面积为!:$$$$随着延迟时间

/> 的增加$苯环上质子的积分面积逐渐增加:当/>T!$,时$积分值与其质子数相吻合

"可能包括了很小氘代氯仿残余质子峰面积#:但是$甲基质子峰积分值并不是这样:这

是因为其弛豫以甲基自旋转动机制为主:由于甲基高速旋转$相关时间很短$导致弛豫

时间很长$加之其受温度影响很大$积分在一定时间内难以达到#:$$$的相对值:
"""!脉冲宽度#$对相对峰面积的影响

设置核磁共振实验参数除(’和/>T!$,外$其它参数同!:>:
从表!数据可以看出$随着脉冲宽度增加$苯环上质子的积分面积下降:这是因为

脉冲宽度"翻转角##加大后$弛豫难以在短时间内恢复到平衡状态:所以$脉冲宽度或翻

转角以不超过#$[为宜:甲基质子峰积分面积变化不大$但仍不能接近#:$$$值:

表"!脉冲宽度#$对相对峰积分面积的影响

S1W2+!!L33+76.3=/2,+\)X6(.*6(+0+216)Y+)*6+501210+1.3=+1Z,

=/2,+\)X6((’%",
0+216)Y+)*6+501210+1.36(+=+1Z,"10+1.3’F!""!:A$#T!:$$$#

"%:!$ "!:A$ ">:!$

>:$ @:#>& !:$$$ !:%"@

!:$ @:>%& !:$$$ !:B$$

#:$ ":&%> !:$$$ !:B$!

":@ ":B>! !:$$$ !:B$B

A:$ ":@AA !:$$$ !:B%&

&:> #:&B! !:$$$ !:B@#

注!本仪器氢核&$[脉冲宽度(’T&:>",
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""#!采样次数%&对相对峰面积的影响

设置核磁共振实验参数!除,)和/>T!$,外"其他参数同!:>:
从表#中苯环质子的数据可以看出"采样次数少"数据重现性差:当达到A"次以上

时"数据比较稳定"重现性好"也趋近于其质子总数@:为节省实验时间"加快分析速度

起见"累加A"次即可满足一般分析的要求:甲基质子峰积分虽然累加了A"次"数据也

基本稳定"但离#:$$$值仍有差距:

表#!采样次数%&对相对峰积分面积的影响

S1W2+#!L33+76.3*/MW+0.3601*,)+*6.*6(+0+216)Y+)*6+501210+1.3=+1Z,

*/MW+0.3601*,)+*6,)#6)M+,$
0+216)Y+)*6+501210+1.36(+=+1Z,#10+1.3’F!#"!:A$$T!:$$$$

"%:!$ "!:A$ ">:!$

> ":>"# !:$$$ !:BB#

" ":B!> !:$$$ !:B!@

B @:>B% !:$$$ !:%A#

>A @:>A# !:$$$ !:%!"

A" ":&A& !:$$$ !:B!A

>!B ":&A! !:$$$ !:B!%

""$!采样时间’&等参数对相对峰面积的影响

总的来说"采样时间对相对峰积分面积没有太明显影响"为兼顾灵敏度和分辨率两

者"建议-)在!:$#":$,为宜:在射频场比较均匀的情况下"偏置对峰积分影响也不

大:只要不是偏离中心频率太远就可以了:谱宽不宜取得过宽"谱宽覆盖了药物全部质

子峰即可"以免谱宽过大"射频场不均匀引起单位质子峰面积的不一致:
":%!技术因素的影响

所谓技术因素是指一些人为操作方式"例 如"磁 场 的 均 匀 度%核 磁 共 振 峰 的 选 取%
峰面积的界定等:这些因素也往往影响定量分析的准确性和重现性:

根据经验"谱仪的工作状态是十分关键的:磁场均匀度往往由分辨率来量度:定量

分析时"谱仪的分辨率最好达到该仪器的出厂指标:
在定量分析特征峰选取的问题上"目前流行的做法是&首选含有多个氢的单峰’:显

然首先选用的是孤立的甲基峰:但经本文作者研究表明"因甲基弛豫难以达到完全"所

以其表现出来的峰积分值小于#个质子对应的峰面积"导致测定结果偏低:因此"我们

认为"在选作的特征峰与其它峰完全分开的条件下"不管对应的质子多少"不管峰形裂

分如何"都可选做定量特征峰:在采用内标法的情况下"最好不选用甲基峰"尽管它是

一单峰:
另一个问题是峰面积的界定问题:在实际工作中"要想定量测定的重现性好"标准

偏差小"界定峰积分面积的起%止点是十分重要的:根据我们的经验"在界定峰起%止点

时应将该峰谱图放大"仔细调整相位"取峰形轮廓线与完全水平的基线刚好重合处为其

起%止点:这样积分面积重现性良好:
顺便指出"内标质子与试样质子的同步完全弛豫是非常重要的"它可以影响测定数
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据的准确性:
":&!核磁共振定量分析的综合因素

综上所述!提出核磁共振定量分析的实验条件如下"

1#仔细匀场!达到分辨率>:$FK以下$

W#仔细校正相位!峰形左#右对称!无边带!呈正态分布的标准吸收型峰形:为避

免边带可以采用不旋转样品管的操作:
7#仔细校正基线!最好在全部质子化学位移范围内成水平直线$寻找准确的基线与

吸收峰底部交点:
X#核磁共振参数参考值如下"/> !!$,$(’$#$[$,)!A"次$数据点数,(!!

]#’]-)$谱宽以覆盖药物全部质子共振频率范围为宜!不宜过宽:偏置位于中心频率

附近为宜:
+#在上述条件下!以易于达到完全弛豫的质子峰面积为基数!求出各质子峰面积的

相对比:查看各峰相对面积与其代表质子数是否吻合:选择其 中 分 离 良 好#峰 形 对 称!
且峰面积与其质子数十分接近的峰为定量特征峰:
3#在选择和设置好上述条件下!对试样进行测定!至少重复@次:必须着重指出!

上述因素即使完全满足了!也不应期望核磁共振方法有很高准确度和精密度%%&:因为影

响信号积分数值的因素很多!不可能有很高的精度:通常相对偏差在>#!C 之内应是

满意的了!不宜过分苛求:
我们在上述条件下!对实际药物样品维生素’进行了测定!结果见表":

表$!维生素’含量的核磁共振定量分析结果

S1W2+"!’.*6+*6.3Y)61M)*’X+6+0M)*+XWP;48

*/MW+0.3X+6+00M)*16).*

0+216)Y+)*6+501210+1.36(+=+1Z,’10+1.3=+1Z’"":$B(T>:$$$(

"A:""

)*6+0*12,61*X10X

"":&%

’F ’8)*5(
"":$B

’F

"#:%A

’F!

> >:@&" $:&&@ >:$$$ !:$>#

! >:@&$ $:&&! >:$$$ !:$>#

# >:@&B >:$$$ >:$$$ !:$>!

" >:@&> $:&&" >:$$$ !:$$B

@ >:@&! >:$$B >:$$$ !:$>"

7.*6+*6.3Y)6:’’1Y+015+( A%:"$C A%:&AC

,61*X10XX+Y)16).*$ $:##@ $:"$!

0+216)Y+,61*X10XX+Y)16).* $:@$C $:@&C

由表"可看出!在仪器状态很好的情况下!核磁共振定量分析的精确度也可以获得

小于>C的好结果!也可以看出在上述分析条件下!选择不同定量特征峰所得到的相对

标准偏差的相差在$:>C之内:
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#!结论
药物核磁共振定量分析法!由于其操作简便!样品用量少!定性鉴定和定量分析同

步完成!其 它 物 质 和 杂 质 干 扰 少!无 须 分 离 过 程!分 析 速 度 和 精 密 度 可 以 接 近 FGH’
法:特别是;48定量法不依赖于被测物的高纯标准品即可进行定量分析:这样!定量

分析的困难程度大为降低!只要一般标准品"内标#可溶于溶解试样的溶剂之中就可完成

定量分析:这又是 FGH’法不及之处:核磁共振定量分析由于影响峰面积的因素很多!
其标准偏差在>C左右!即为满意结果!不可过分追求:核磁共振法这种精度已能满足

现代药品市场的监管要求:
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()*+,-./0123456*,.,),/789:9;-)-:.0/:
<*97),)9),=-479>?.,./0@:*A.

23$456*789:0>!;<=>:-*8(0,?!#
">:S(+’+*6+03.0D*12P,),1*XS+,6)*5!d/(1*J).+*5)*++0)*5O*,6)6/6+!d/(1*"#$">@#

!:S(+’+*6+03.0D*12P,),1*XS+,6)*5!’+*6012’()*1;.0M12f*)Y+0,)6P!d/(1*"#$$%&$

4B.):95)%S(+=0)*7)=2+,/*X+02P)*5,+2+76).*.3;4817a/),)6).*=101M+6+0,"):+:!0+?
21N16).*X+21P6)M+!=/2,+\)X6(1*X*/MW+0.3601*,)+*6+67:$3.0a/1*6)616)Y+1*12P,),
.3X0/5,\+0+X),7/,,+X)*X+61)2:<.M+0+a/)0+M+*6,.*,+2+76)*51==0.=0)16+=+1Z,3.0
a/1*6)616)Y+1*12P,),\+0+=0.=.,+X:d+,(.\+X6(166(+M+6(P2=+1Z),*.6,/)61W2+3.0
a/1*6)616)Y+1*12P,),W+71/,+)6.36+*(1,2.*50+21N16).*6)M+:d)6(6(+=0)*7)=2+,X),?
7/,,+X!6(+7.*6+*6.3Y)61M)*’X+6+0M)*+XWPa/1*6)616)Y+;481*12P,),\1,3./*X6.
(1Y+0+216)Y+,61*X10XX+Y)16).*2+,,6(1*>C:

C-?D/:+.%*/72+10M15*+6)70+,.*1*7+!a/1*6)616)Y+1*12P,),!X0/5!17a/),)6).*=101M+?
6+0!Y)61M)*’

!#’.00+,=.*X)*51/6(.0%H)/g)1.?=+*5!S+2%$!%?A%BA%&A!?B>>A!L?M1)2%2)/N=BB!B!,)*1:7.M:7*:
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