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核磁共振技术的定量方法综述
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摘要：核磁共振技术不仅是优秀的定性技术，在定量方面，也有着其独特的优势。作为一种高选择性、快速、

经济的定量分析方法，核磁定量技术已广泛应用于医药、化工、食品等领域。核磁共振定量技术的基本原理

是检测的磁性核共振信号强度与相应核的数成正比，并可根据样品性质，灵活选择相应的技术手段和定量

方法，具有广泛的应用价值。本文针对核磁定量技术的定量方法，结合相关文献报道应用研究成果进行了

系统的总结，为其实际应用及研究提供借鉴。

关键词：核磁定量；基本原理；相对定量法；归一化法；内标法；外部标准法；电子参考获取体内浓度法；通过

信号注入进行幅度矫正参考法；标准添加法；标准曲线法；基于脉冲长度的浓度测定法；人工信号量化法
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　　１９４５年，Ｐｕｒｃｅｌｌ等［１］用吸收法首次观察到固体

石蜡的核磁共振现象。吸收法的原理是粒子在满足

共振条件的射频电磁场的作用下，处于低能级的粒

子可吸收射频场ΔＥ的能量跃迁到高能级，而处于高
能级的粒子又可把能量交给晶格而回到低能级。若

样品弛豫时间不长，能够建立自旋与晶格之间的热

平衡，保持低能级粒子数多于高能级，便能观察到持

续的核磁共振信号。１９５１年，Ｂｌｏｃｈ［２］用感应法首次
观察到水的核磁共振现象，感应法的原理是当核磁

矩在射频场作用下发生转向时，宏观磁化矢量 Ｍ随
之改变，根据电磁感应定律，此时接收线圈上便会产

生核感应电动势，从而检测到信号。在随后的几年

间，Ｂｌｏｅｍｂｅｒｇｅｎ、Ｈａｈｎ等陆续发现了弛豫、自旋回
波、化学位移以及自旋 －自旋耦合等现象［３－６］，意味

着核磁共振技术逐步成为解决化学问题的有力工

具。１９６３年，核磁共振技术首次应用于定量分析，
Ｊｕｎｇｎｉｃｋｅｌ等［７］利用定量核磁技术确定了２６种纯有
机物质的分子内质子比率；Ｈｏｌｌｉｓ［８］分析了３个待测
物阿司匹林、非那西汀和咖啡因在各自混合物中的

含量。此后随着磁场强度的提高、超低温探头的出

现等，使得定量核磁技术的灵敏度及分辨率不断提

高，应用也越来越广泛。

核磁定量技术可以集定性鉴别与定量测定于一

体，与其他分析技术相比，不需要自身对照品，不需

要分离多组分样品，能同时测定混合物中的多个组

分，样品前处理简单［９］。ＵＳＰ第１９版、ＢＰ１９７５年增
补版、ＪＰ１２版以及ＥＰ５０版开始把核磁定量技术作
为法定标准收载于附录中。２０００年，国际化学测量
委员会把该技术定义为基本比例测定方法［１０－１１］。

而我国对核磁定量技术研究相对较晚，在２０１０年版
《中华人民共和国药典》才把该技术作为法定标准收

载于附录中。

核磁定量技术既可采用一维也可使用二维核磁

实验来实现定量目的。由于氢是构成是有机分子的

主要元素，分布普遍，１Ｈ核的天然丰度高，因此氢核
灵敏度高，且使用范围广，是最常用的一维核磁共振

技术。但氢谱的谱宽较窄，信息量大，重叠严重。若

样品分子中含有其他杂原子磁性核，如１９Ｆ、３１Ｐ、１５Ｎ
等，也可选择相应的核磁共振实验进行定量，以便获

得更“干净”的谱图。同时在分析复杂样品时，也可

选用化学位移相关谱 （ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，
ＣＯＳＹ）、全相关谱 （ｔｏｔａｌｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，

ＴＯＳＣＹ）、Ｊ－耦合谱（Ｊ－Ｒｅｓｏｌｖｅｄ）、异核单量子相关
（ｈｅｔｅｒｏｎｕｃｌｅａｒｓｉｎｇｕｌａｒｑｕａｎｔｕｍｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ，ＨＳＱＣ）等
二维技术解决问题。目前，核磁定量技术已经在医

药［１２］、生物［１３］、化学［１４］、食品［１５－１７］、农业［１８］等多个

领域得到广泛应用。

核磁定量技术的定量方法众多，除了常用的相

对定量、绝对定量等，还有像电子参考获取体内浓度

（ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｏａｃｃｅｓｓｉｎ－ｖｉｖｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＥＲＥＴＩＣ）、基于脉冲长度的浓度测定（ｐｕｌｓｅｌｅｎｇｔｈ
ｂａｓｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ，ＰＵＬＣＯＮ）等方法。
本文对核磁定量的主要技术及应用进行综述。

１　基本原理
核磁定量的基本原理是信号强度与产生该信号

的核数成正比［１９］。

Ｉ＝Ｋｓ×Ｎ
Ｉ代表信号强度，Ｎ代表原子核数目，Ｋｓ代表光

谱仪常数。在定量分析里，所有共振线的 Ｋｓ应保持
相同。Ｋｓ取决于样品的性质、仪器的磁场强度和脉
冲序列等因素［１９］。通过优化这些因素，保证所有参

与分析的核经历相同的磁化水平，从而进行精确

积分［２０］。

２　定量方法
２１　相对定量法　相对定量法是最简单的核磁定
量方法之一，２个组分Ｘ、Ｙ的摩尔比ｎＸ／ｎＹ可以由以
下公式确定［２１］：

ｎＸ
ｎＹ
＝
ＩＸ
ＩＹ
·
ＮＹ
ＮＸ

其中，ｎ代表摩尔量；Ｉ代表信号强度；Ｎ代表核
数；Ｘ，Ｙ分别代表２个组分。

组分Ｘ的摩尔量在ｍ种组分的混合物中所占的
百分比可以由以下公式确定［２１］：

ｎＸ
∑ｍ
ｉ＝１ｎｉ

＝
ＩＸ／ＮＸ
∑ｍ
ｉ＝１Ｉｉ／Ｎｉ

×１００％

其中，ｎ代表摩尔量；ｍ代表组分个数；Ｘ代表分
析物；Ｉ代表信号强度；Ｎ代表核数。

该方法是定量异构体比例的重要方法。Ｐａｒ
ｋｅｒ［２２］在其发表的一篇综述中详细介绍了使用 ＮＭＲ
法来测量手性分子纯度的各种技术和策略，例如２Ｈ
可以用于分析通过同位素标记的手性化合物，特别

是手性醇和胺类；１９Ｆ可以用于分析含氟原子的手性
化合物；另外还包括１３Ｃ、３１Ｐ、２９Ｓｉ、３３Ｓ、７７Ｓｅ等，均可以
分析含有相应原子的手性化合物，在实际实验中，研
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究人员需要根据目标化合物的结构和性质选择相应

的核素，优化实验条件以便获得准确的手性纯度信

息。Ｓａｌｓｂｕｒｙ等［２３］使用高浓度纯手性溶剂化试剂

（ＣＳＡ）１，１－ｂｉｓ－２－ｎａｐｈｔｈｙｌ（联萘酚），采用１Ｈ
ＮＭＲ对手性胺类药物盐酸芬氟拉明、盐酸舍曲林和
盐酸帕罗西汀各自的对映体进行了分离和定量。通

过调整各药物与 ＣＳＡ的摩尔比，实现各自对映体之
间的基线分离，在芬氟拉明与 ＣＳＡ摩尔比为 １∶１８
时，芬氟拉明的甲基共振出现明显基线分离；在舍曲

林与ＣＳＡ摩尔比为１∶２０时，可观察到舍曲林对映体
之间的信号分离；在帕罗西汀与 ＣＳＡ摩尔比为１∶２０
时，有利于实现帕罗西汀对映体之间的基线分离，但

分离并不完全，通过同核去耦实验提高分辨率，进而

达到定量目的。由于盐酸芬氟拉明 ＨＰＬＣ法需要衍
生化或需要特定的色谱柱，盐酸舍曲林ＨＰＬＣ法需要
额外推导，因此作者并没有对这２种药物进行 ＨＰＬＣ
定量，而盐酸帕罗西汀 ＮＭＲ法定量结果与 ＨＰＬＣ法
结果一致。通过选择不同的手性溶剂化试剂，可以

利用核磁共振技术分离定量不同功能的手性药物的

对映体，且该技术不需要进行衍生化，也不需要特殊

的耗材，非常适合快速常规分析，可用作手性 ＨＰＬＣ
或旋光度测定的补充或替代方法。除此之外，也有文

献报道使用相对定量法结合２ＤＴＯＣＳＹ测量１３Ｃ标记
的代谢物中的特定１３Ｃ富集度［２４］；结合３ＤＴＯＣＳＹ－
ＨＳＱＣ＋非等间距采样用于１３Ｃ－代谢通量分析［２５］；结

合 ３ＤＵｌｔｒａｆａｓｔＪ－ＲｅｓｏｌｖｅｄＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎＳｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ
（ＵＦＪＣＯＳＹ）ＮＭＲ测量复杂生物样品中的位点特异
性１３Ｃ同位素丰度［２６］。

２２　归一化法　归一化法，也叫做１００％ｍｅｔｈｏｄ法，
公式如下［２７］：

Ｐ（％）＝
ｎＩｎｔ·ＭＷｔ

ｎＩｎｔ·ＭＷｔ＋∑
ｕ
１（ｎＩｎｔｕ·ＭＷｕ）

×１００％

其中，ｎＩｎｔ为单个质子的归一化积分，ＭＷ为相对
分子质量，ｔ为分析物，ｕ为杂质的个数。

Ｐａｕｌｉ等［２７］以计算商业用槲皮素中组分山柰酚

的含量为例，采用１Ｈ实验，分十步详细解释了此方法
的计算过程，并最终算得山柰酚的含量为１２２０％。
该方法最大优势是其不需要精确称量样品，避免了

因人为或天平原因而导致称重不准确产生的误差。

且该方法无需校准，适用于珍贵或者质量有限的样

品。但要注意：所有杂质必须在所采集的核磁图谱

上可见；不存在信号重叠现象［２１］。

２３　内标法　内标法是核磁定量中应用最广泛的
定量方法，是一种绝对定量方法，主成分的含量ＰＸ可
通过添加已知含量的内标物 Ｐｓｔｄ通过以下公式
计算［２１］：

ＰＸ＝
ＩＸ
Ｉｓｔｄ
Ｎｓｔｄ
ＮＸ
ＭＸ
Ｍｓｔｄ
ｍｓｔｄ
ｍＸ
Ｐｓｔｄ

其中，ＩＸ、Ｉｓｔｄ分别代表待测物和内标物的信号强
度；ＮＸ、Ｎｓｔｄ分别代表待测物和内标物产生相应信号
的核数；ＭＸ、Ｍｓｔｄ分别代表待测物和内标物的相对摩
尔质量；ｍＸ、ｍｓｔｄ分别代表待测物和内标物的质量。

作为应用最广泛的定量方法，选择合适的内标

尤为重要。内标物需自身性质稳定，不吸潮，不变

质，纯度高，品质好，无毒，价低，可长期保存；在没有

分析物信号的区域产生单共振线是最佳选择；不与

待测样品发生反应；有较短的Ｔ１值，最好与分析物参
与计算的信号的Ｔ１值相近

［２１，２８］。

Ｂｅｋｉｒｏｇｌｕ等［２９］研究了２５种核磁定量内标物的
候选化合物，通过比较其溶解度、纯度、适用性及在４
种不同氘代试剂（Ｄ２Ｏ、ＤＭＳＯ－ｄ６、ＣＤ３ＯＤ和ＣＤＣｌ３）
中的１Ｈ化学位移值，最终确定了８个化合物（２，４，
６－三碘苯酚、１，３，５－三氯 －２－硝基苯、３，４，５－三
氯吡啶、对苯二甲酸二甲酯、１，４－二硝基苯、２，３，
５－三碘苯甲酸、马来酸和富马酸）作为内标。

秦玲萍等［３０］分别采用１Ｈ核磁定量法和１９Ｆ核磁
定量法测定盐酸莫西沙星的含量。在１Ｈ核磁定量
中，以样品δ８６６处信号为样品定量信号，以３，５－
二甲基吡唑δ５７４处信号为内标定量信号；在１９Ｆ核
磁定量中，以样品δ１２００８处信号作为内标信号，以
三氟乙酸δ７５６６处做为内标定量信号，均采用内标
法进行含量测定。分别对 ２种方法进行方法学验
证，结果均符合预期。２种方法含量测定结果与质量
平衡法测定结果一致。韩智等［３１］以六甲基磷酰三胺

为内标，采用３１Ｐ核磁定量技术测定肉制品中磷酸盐
的含量，并进行了方法学验证。该方法加标回收率

为９７０％～１１２０％，ＲＳＤ为０８７％～３２％。日内精
密度为０６８％～３６％，日间精密度为１１％～４５％，
对市售肉制品中磷酸盐含量进行检测，核磁共振

法测定结果准确，与离子色谱法无显著性差异

（Ｐ＞００５）。
Ｈｕ等［３２］提出了一种特殊的 ＨＳＱＣ实验，称为

Ｔｉｍｅ－Ｚｅｒｏ１Ｈ－１３ＣＨＳＱＣ（ＨＳＱＣ０）。在常规的
ＨＳＱＣ实验中，由于受到 Ｃ－Ｈ异核耦合、Ｈ－Ｈ同
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核耦合以及弛豫时间的影响，峰体积与样品浓度不

成正比［３３］，因此无法通过常规的内标法获得分析

物的量。ＨＳＱＣ０实验的原理是通过重复前面谱图
中包含的脉冲序列程序，获得 ３个 ＨＳＱＣｉ谱，对其
数据进行外推，确定 ＨＳＱＣ０实验中样品的信号强
度，该信号类似于１Ｈ核磁定量实验中的信号，在第
一个１Ｈ激励脉冲后立即（在零时间）获得，因此可
以认为不存在信号衰减，ＨＳＱＣ０中的归一化信号强
度与混合物中单个化学物质的浓度成正比。在

Ｂｒｕｋｅｒｔｏｐｓｐｉｎ软件中，ＨＳＱＣ１实验需要设置梯度脉
冲ＧＰＮＡＭ１，２，１３－１６，形状均为ＳＭＳＱ１０１００，值分
别为 ８０％、２０１％、７０％、８５％、１５％及 ９０％；ＨＳＱＣ２
实验在ＨＳＱＣ１实验的基础上，增加ＧＰＮＡＭ３和４２个
梯度，形状均为 ＳＭＳＱ１０１００，值分别为 ７０％、
１７５９％；ＨＳＱＣ３实验在 ＨＳＱＣ２实验的基础上，增加
ＧＰＮＡＭ５和６２个梯度，形状均为ＳＭＳＱ１０１００，值分
别为６０％、１５０７５％。

公式如下：

ｌｎ（Ａｉ，ｎ）＝ｌｎ（Ａ０，ｎ）＋ｉ×ｌｎ（ｆＡ，ｎ）
其中，ｉ代表进行 ＨＳＱＣ实验的次数（ｉ＝１，２，

３）；（Ａｉ，ｎ）代表在第 ｉ次实验中样品的信号强度；
（Ａ０，ｎ）代表 ＨＳＱＣ０实验中样品的信号浓度，（ｆＡ，ｎ）
表示特定衰减因子。

该实验可看作是二维实验中的内标法，不需要

考虑不同峰 ＪＣＨ的影响，可用于绝对定量。但需要
注意以下几点：由于 ＨＳＱＣｉ需要重复多个 ＨＳＱＣ的
脉冲，弛豫对检测的影响较大，因此该实验比较适

用于小分子混合物样品的定量而不适用于大分子

样品或大分子和小分子混合样品的检测，且弛豫延

迟时间 Ｄ１要设置成大于等于待检测样品 Ｔ１的 ５
倍；扫描次数（ＮＳ）根据样品浓度而定，为了保证在
ＨＳＱＣ３种仍能看到信号，最开始的 ＮＳ需要设大一
些，如果希望误差 ＜１％，设置的 ＮＳ最好使信噪比
（Ｓ／Ｎ）＞１５０；若为了平衡样品浓度与检测时间的
问题，也 可 只 做 ＨＳＱＣ１和 ＨＳＱＣ２ ２个 点 获 取
ＨＳＱＣ０。Ｗｙｃｈｅ

［３４］使用 ＨＳＱＣ０法对从一种海绵分
离出的复杂提取物中的具有显著抗肿瘤活性的单

个化合物 Ｔｈｉｏｃｏｒａｎｉｎｅ进行了定量分析。以四甲基
硅烷为内标，ＣＤＣｌ３作溶剂，添加４％的 Ｃｒ（ＡｃＡｃ）３
作为弛豫增强剂，使用７００ＭＨｚ仪器进行采集，对
样品１分别进行恒定时间相位循环 ＨＳＱＣ０实验和
非恒定时间梯度选择 ＨＳＣＱ０实验，对样品２进行恒

定时间相位循环 ＨＳＱＣ０实验，得到含量分别为
１１２％、１１７％和０９０％，最终估算提取物中 Ｔｈｉｏ
ｃｏｒａｎｉｎｅ的含量为１０％，与实验室分离出的实际量
一致。Ｋｏｈｄａ［３５］使用 ＨＳＱＣ０实验结合 Π分析研究
了水溶液中 ｎｕｋａｃｉｎＩＳＫ－１（含有３个单硫键的２７
个残基的抗菌肽）的两态交换，通过 ＨＳＱＣ０，得到了
无偏差的平衡常数 Ｋ，通过 Π分析，得到了 Ｋ与速
率常数 ｋ的乘积，利用 ２种方法得到的无偏差数
据，生成了速率 －平衡自由能关系（ｒａｔｅ－ｅｑｕｉｌｉｂ
ｒｉｕｍｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ）图。与普通的 ＨＳＱＣ
相比，ＨＳＱＣ０得到的速率 －平衡自由能关系图分布
宽度减少了约５０％，显示了良好的聚类形成。而通
过 ＨＳＱＣ０方法，作者还发现了２个特殊的氨基酸残
基 Ａｂｕ９和 Ａｌａ１４，推断它们可能在转换态中采用
了特殊构象，从而允许一些侧链穿过由单硫键形成

的环结构，这２个残基为操纵 ｎｕｋａｃｉｎＩＳＫ－１的物
理化学性质和生物活性提供了有用的目标，对药物

设计和疾病治疗具有潜在的应用价值。

２４　外部标准法　内标法是将对照品与待测物混
合进行采集，会有互相污染的风险，而为了避免这

种风险发生，可以采用加入外部标准的方法进行分

析。在同轴毛细管加入标准溶液，然后将毛细管插

入含有样品溶液的核磁管中进行采集计算。分析

物与标准物要溶解在同一种溶剂中，且要事先校准

毛细管与核磁管的体积［２１］。在灵敏度方面，外部

标准法的灵敏度要低于内标法，是由于插入毛细管

后导致样品在射频线圈内所占体积减少。在５ｍｍ
核磁管中插入外径为１８ｍｍ的毛细管，Ｓ／Ｎ会降低
约３０％，但这种降低取决于毛细管的直径，因此可
以选择使用更薄的毛细管，以便在核磁管中占用更

少的样品体积。而在精密度方面，外部标准法要优

于内标法［３６］。

Ｈｅｎｄｅｒｓｏｎ等［３７］使用额外带有同轴毛细管的特

殊核磁管，以磷酸三乙酯作为外标，采用３１ＰＮＭＲ测
定了军用神经毒剂沙林、梭曼以及 ＶＸ的纯度，并进
行了方法学验证，其精密度 ＲＳＤ为０５０％，准确度
ＲＳＤ为 １０％，检测限为 ２５μｇ·ｍＬ－１，定量限为
８０μｇ·ｍＬ－１。通过使用此种方式，可以有效避免标
准物被军用神经毒剂所污染。Ｈｕ等［３８］使用１，１，２，
２－四氯乙烷作为外部标准，将含有已知浓度的外标
的毛细管插入到ＮＭＲ样品管中，通过１ＨＮＭＲ，测得
牛奶中脂肪含量为（３６±０１）％，乳糖含量为
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（４７８±１０）ｍｇ·ｍＬ－１；通过 ＨＳＱＣ，首次在牛奶中
定量了柠檬酸、Ｎ－乙酰糖类和三甲胺，浓度分别为
（３２±０２）ｍｍｏｌ·Ｌ－１、（２９±０１）ｍｍｏｌ·Ｌ－１和
（４０±０６）ｍｍｏｌ·Ｌ－１。
２５　电子参考获取体内浓度法　在２０世纪９０年
代，由于当时还没有理想的内部参考标准，Ａｋｏｋａ
等［３９］提出了电子参考获取体内浓度法（ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｏａｃｃｅｓｓｉｎ－ｖｉｖｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＥＲＥＴＩＣ）。
以盐酸三甲胺（ＴＭＡ）做为内标，Ｄ２Ｏ为溶剂，配制
乳酸钠浓度范围为５２５～５４１１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的５份
样品，通过实验对比内标法与 ＥＲＥＴＩＣ法。结果表
明ＥＲＥＴＩＣ法的准确度略好于内标法，且当实验时
间超过 ５６ｈ时，结果没有明显变化。Ｍｉｃｈｅｌ等［４０］

在不同的 ２Ｄ光谱中使用 ＥＲＥＴＩＣ信号，包括 ＣＯ
ＳＹ、Ｊ－耦合以及 ＨＳＱＣ等，证明该方法可成功应用
不同的２Ｄ实验。使用５００ＭＨｚ仪器，内部增加了
１个宽带天线的探针生成 ＥＲＥＴＩＣ信号，使用相位
重置技术便于同时检测到 ＥＲＥＴＩＣ信号和 ＮＭＲ信
号，室温下采集不同的 ２Ｄ光谱。结果证明，
ＥＲＥＴＩＣ信号可以被精确地放置在谱图的任意位
置，通过调整 ＥＲＥＴＩＣ信号的参数，可在不同的２Ｄ
光谱中轻松控制 ＥＲＥＴＩＣ峰的位置。通过应用
ＥＲＥＴＩＣ方法，可在不同的情况下改善光谱的质量，
更有利于抑制 Ｔ１噪音与提高分辨率，在定量分析
中有很大潜力。在固体核磁中，由于内部标准及外

部标准应用受限，应用 ＥＲＥＴＩＣ可以大大提高测量
精度［３９］。Ｆｒａｎｃｏｎｉ等［４１］将 ＥＲＥＴＩＣ法应用到注射
造影后器官的 ＭＲＩ（磁共振成像）研究。随后 ＥＲ
ＥＴＩＣ结合高分辨率魔角光谱（ＨＲ－ＭＡＳ）在生物
医学领域得到越来越广泛的应用，尤其是在患者诊

断和临床预后提供定量信息方面［４２－４３］。

ＥＲＥＴＩＣ信号使用浓度已知的溶液进行校准，可
以用于样品的定量分析。该方法通过在探头中设置

一个自由线圈（通常是１３Ｃ线圈），可以在采样过程中
产生参考信号，该信号由指数递减信号（低频成分）

和观测频率的正弦信号（高频成分）相乘产生，是一

个具有真实ＮＭＲ信号的所有特征的伪 ＦＩＤ信号，通
过控制频率、相位和振幅等参数，获取准确的化学位

移和积分值，进而量化谱图中的所有组分。电子信

号设置在自由光谱范围内，避免与分析物信号

重叠［３８－３９］。

ＥＲＥＴＩＣ信号首先要通过已知浓度的溶液进行

校准，其公式如下：

［ＥＲＥＴＩＣ］＝［ＲＥＦ］·
ＡＥＲＥＴＩＣ
ＡＲＥＦ

其中，［ＥＲＥＴＩＣ］、［ＲＥＦ］分别是ＥＲＥＴＩＣ和标准
溶液的浓度；

ＡＥＲＥＴＩＣ、ＡＲＥＦ分别是 ＥＲＥＴＩＣ和标准溶液的峰
面积

校准完成后，使用以下公式计算任意化合物的

含量：

［Ｃｏｍｐ］＝Ｋ［ＥＲＥＴＩＣ］·
ＡＣｏｍｐ
ＡＥＲＥＴＩＣ

其中，［Ｃｏｍｐ］、ＡＣｏｍｐ分别代表分析物的浓度和峰
面积

Ｋ是常数，与产生信号的核数和组分的相对摩尔
质量有关

无需每天都对ＥＲＥＴＩＣ信号进行校准，若仪器的
功率、脉冲长度、室温和其他条件保持稳定，其信号

的变化是很微小的，仅需每月校准一次即可［４５］。此

方法可以适用于所有核和所有仪器，因为参考信号

的所有参数可以在很大范围内轻松调整。

２６　通过信号注入进行幅度矫正参考法　ＥＲＥＴＩＣ
信号强度受到各种耦合因素的调制，如２个通道之
间的调谐／匹配，线圈之间的电感和电容耦合机制，
用于耦合 ＥＲＥＴＩＣ信号的探针通道的回波损失等。
若样品在不同的溶剂或盐组成中有着不同的介电特

性时，在定量分析中会引入显著误差。因此 Ｒｕｓｓｅｌｌ
等［４６］在ＥＲＥＴＩＣ的基础上，开发了一种更具优势的
方法，即通过信号注入进行幅度矫正参考法（ａｍｐｌｉ
ｔｕｄｅ－ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｓｉｇｎａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，
ＡＲＴＳＩ）。该方法不将参考信号直接注入任何通道上
的探头，使用插入损耗非常低的定向耦合器，将参考

信号直接通过光谱仪的整个路径。因此可以很好控

制参考信号的路径，防止其随时间退化。由于每个

样品都可能改变线圈探针的接受度，并改变信号的

灵敏度，因此需要相应的缩放电子信号强度。根据

互易原理，信号强度与探针质量因子的平方根成反

比，质量因子与９０°脉宽的平方成反比。因此可以根
据参考样品的脉宽和电子参考功率计算参考强度所

需的功率，对 ＲＥＲＴＩＣ信号进行功率校正，更适用于
盐浓度变化较大的样品。Ｒｕｓｓｅｌｌ等制备了一系列含
２ｍｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖、０２４ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡聚糖硫酸钠和
０～２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠溶液，分别用ＥＲＥＴＩＣ和
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ＡＲＴＳＩ法测定其蔗糖浓度，而 ＡＲＴＳＩ法得到的数据
要好于ＥＲＥＴＩＣ法。
２７　标准添加法和标准曲线法　标准添加法原理
是将未知浓度（假设为 ＣＸ）的分析物 Ｘ等分成相同
体积（ＶＸ），并分别将其转移到体积为Ｖｔ的量瓶中，向
其添加ＶＳ体积的浓度为ＣＳ的分析物 Ｘ的标准溶液，
随后用相应的溶剂将溶液稀释至刻度。可用以下公

式计算［３８］：

ＩＴ＝
ｋＶＳＣＳ
ＶＴ
＋
ｋＶＸＣＸ
ＶＴ

＝ＫＶＳＣＳ＋ＫＶＸＣＸ

其中，ＩＴ代表总积分面积；Ｋ＝ｋ／ＶＴ
将公式变形，得到：

ＩＴ＝ｍＶＳ＋ｂ
其中，ｍ＝ＫＣＳ，ｂ＝ＫＶＸＣＸ

通过线性最小二乘法确定ｍ，ｂ的值

ｍ
ｂ＝

ＫＣＳ
ＫＶＳＣＳ
则分析物浓度ＣＸ可由以下公式计算：

ＣＸ＝
ｂＣＳ
ｍＶＸ
若样本量有限，可通过将对照品连续递增至分

析物的单个测量等分试样来进行标准添加。在原始

样品上以及每次加入标准溶液后进行测量。使用未

知样品中添加的对照品的峰面积和浓度绘制曲线。

分析物的浓度通过标准曲线的外推得到。Ｂｅｒｒｅｇｉ
等［４７］使用标准添加法，采集样品的１Ｈ谱图，测定了５
种不同苹果汁中甲酸的含量。标准曲线的线性相关

系数ｒ＝０９９９５，检测限计算为１４９ｍｇ·Ｌ－１，回收
率在９５％～１０９％，日内重复性（ｎ＝５）ＲＳＤ为３９％，
日间重复性（ｎ＝１０）ＲＳＤ为４６％。Ｍａｒｔｉｎｅａｕ等［４８］

使用标准添加法，采集样品的 ２ＤＩＮＡＤＥＱＵＡＴＥ谱
图，测定了３种不同的乳腺癌细胞系（ＭＤＡ－ＭＢ－
４６８、ＳＫＢＲ３和 ＭＣＦ－７）提取物中１５个代谢物的绝
对浓度，结果与关于乳腺癌代谢特征变化的研究一

致，并且该方法展现出了良好的线性与准确度，是确

定相关生物标志物的有利工具。

标准曲线法是使用一系列含有已知浓度的标准

溶液，标准溶液浓度范围应当包含测定分析物所需

的浓度，利用最小二乘法进行线性回归，建立线性方

程，从而计算样品浓度，需要注意的是，标准溶液与

测试溶液的参数应当保持一致。Ｃｈｅｎ等［４９］使用标

准曲线法，采集样品的选择性 ＨＳＱＣ（ｂａｎｄ－ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ

ＨＳＱＣ）谱图，计算了２３个雷公藤属倍半萜吡啶类生
物碱的浓度，浓度范围为 ０２５～７０４ｍｍｏｌ·Ｌ－１。
Ｌｅｗｉｓ等［５０］在ＨＳＱＣ实验中使用标准曲线法，测定了３
个不同生物提取物（拟南芥、酿酒酵母和紫花苜蓿）中

约４０种代谢物的浓度，浓度范围为４０μｍｏｌ·Ｌ－１～
２３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，并且使用 ＨＳＱＣ方法的平均误差为
２７％，而１ＨＮＭＲ方法的误差为１６２％，证明在ＨＳＱＣ
法比１ＨＮＭＲ更加准确。Ｄｕｆｏｕｒ［５１］使用标准曲线法，
通过２ＤＣＯＳＹＮＭＲ对血浆中２－羟丙基－β－环糊精
进行了定量分析，并进行了方法学验证。线性相关系

数ｒ＝０９９６，定量限为０１１２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，重复性与中
间精密度ＲＳＤ均＜４８％，证明了该方法在复杂生物
基质中定量分析难以检测的化合物方面的有效性。另

外，Ｔｒéｆｉ等［５２］将２ＤＤＯＳＹＮＭＲ与标准曲线法结合，
定量分析了不同来源的氟西汀与氟伏沙明制剂中的活

性成分与辅料。

标准添加法与标准曲线法均需要使用标准物

质，若标准物质充足，可以考虑使用该方法解决

问题。

２８　基于脉冲长度的浓度测定法　对于生物大分
子溶液而言，很难找到一种不与大分子相互作用并

在光谱范围外发生共振的化合物，因此 Ｗｉｄｅｒ等［５３］

基于互易原理，开发了基于脉冲长度的浓度测定法

（ｐｕｌｓｅｌｅｎｇｔｈｂａｓｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ，ＰＵＬ
ＣＯＮ）定量分析蛋白质样品。其公式如下：

ＣＵ＝ｆｔｃＲ
ＳＵＴＵθ

Ｕ
３６０ｎＲ

ＳＲＴＲθ
Ｒ
３６０ｎＵ

其中，Ｓ代表信号强度，即积分；Ｔ代表温度，以
开尔文为单位；θ３６０代表３６０°射频脉冲；ｎ代表扫描
次数；Ｕ代表待测物；Ｒ代表参考物。因子 ｆｔ包含在
激发和信号采集之间所发生的任何信号损失，在常

规一维单脉冲实验中，ｆｔ为１，在二维实验中，由于信
号强度受到弛豫及Ｊ耦合的影响，信号存在不均匀衰
减，需要对每个信号单独计算ｆｔ。

该方法主要取决于传递到核磁共振探头线圈的

射频功率和线圈的完美调谐／匹配。线圈功率取决
于稳定的放大器，也取决于从放大器到探头的路径

中相同的射频电缆、射频滤波器及其他组件，而这些

部件长时间内不会损坏，因此为 ＰＵＬＣＯＮ法的稳定
性提供了可靠的保障。需要注意，对于高盐浓度样

品，需要精确设置调谐与匹配，避免浓度测量的

误差。
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该方法不仅局限于蛋白质溶液的核磁共振，只

要溶质可以产生核磁信号，就可以确定其浓度。

Ｌａｇｅｒｑｕｉｓｔ等［５４］在３１ＰＮＭＲ中使用ＰＵＬＣＯＮ法对木质
素中的羟基含量进行测定，避免了内标信号与木质

素信号重叠或内标降解导致稳定性差的问题。使用

５００ＭＨｚ仪器，比较了使用ｅ－ＨＮＤＩ内标和ＰＵＬＣＯＮ
法测定的香草醇及木质素样品中的羟基含量，结果

证明ＰＵＬＣＯＮ法与传统内标法相当，该方法能解决
内标的相关问题，并能与 ＩＣＯＮ相结合，可提高实验
的效率和可重复性。Ｃｈｅｎ等［４９］使用 ＰＵＬＣＯＮ法，采
集样品的选择性 ＨＳＱＣ（ｂａｎｄ－ｓｅｌｅｃｔｉｖｅＨＳＱＣ）谱
图，将ＰＵＬＣＯＮ法的结果与标准曲线法结果进行横
向比较，证明该方法准确可行。除此之外，ＰＵＬＣＯＮ
法也可能在固体核磁、磁共振成像以及体内磁共振

波谱中得到应用［１２，５３］。

若达不到探针完美调谐的条件（阻抗匹配达到

５０Ω）或样品电导过高，ＰＵＬＣＯＮ法可能会失败，此
外，由于核磁共振激发和接受电路实际上略有不

同，互易原理并不是完全准确，因此 Ｍｏ等［５５］改进

了此方法，用“接收效率 Ｒ”表征在最佳调谐和匹配
下从单位横向磁化强度下观察到的核磁信号的效

率。最佳调谐条件是指在激励电路中对探头进行

调谐和匹配，使其在观测频率处的射频反射最小。

接收效率 Ｒ相当于紫外中的消光系数。在接收器
增益、激发角以及样品体积不变的情况下，经接收

效率归一化的信号与浓度成正比。但该技术还未

应用于小分子。

２９　人工信号量化法　Ｆａｒｒａｎｔ等［５６］基于绝对强度

测量并结合 ＰＵＬＣＯＮ校正，开发了用于核磁定量的

自动采集后软件。通过添加标准人工频域信号，并

根据实验参数和条件的变化补偿信号，使得核磁信

号的强度相对于数字参考信号同步，然后积分值自

动转化为其毫摩尔当量。但添加的信号同样需要

校准。这种方法叫作人工信号量化（ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｂｙａｒｔｉｆｉｃｉａｌｓｉｇｎａｌ，ＱＵＡＮＴＡＳ），也可以在 ＴＯＰＳＰＩＮ
软件中使用，称为 ＥＲＥＴＩＣ２。此外，ＱＵＡＮＴＡＳ软
件可以自动将外部标准数据集（如９０°脉冲长度、
扫描次数、温度和接收器增益等）复制到当前实验

中以供参考。Ｆａｒｒａｎｔ通过在１Ｈ和１９ＦＮＭＲ中应用
ＱＵＡＮＴＡＳ方法，证明该方法可以从１Ｈ核定量扩展
到异核定量，并且还使用该方法评估了 ＮＭＲ仪的
长期稳定性和对不同样品的响应再现性，探究了盐

浓度对于 ＮＭＲ响应的影响，有利于处理含有盐分
的生物样品。Ｗａａｇｅｐｅｔｅｒｓｅｎ［５７］使用 ＱＵＡＮＴＡＳ法
结合１ＨＮＭＲ，确定了大鼠大脑皮层中葡萄糖、乳
酸、丙氨酸、谷氨酸、ＧＡＢＡ、谷氨酰胺和天冬氨酸的
绝对浓度，使用 ＱＵＡＮＴＡＳ法结合 ＨＳＱＣ，确定了这
些代谢物中１３Ｃ的富集情况，说明 ＱＵＡＮＴＡＳ法在研
究代谢途径和代谢物动态方面是一种非常有利的

工具。

３　总结与展望
随着技术的不断发展，核磁共振技术已经越来

越多的应用于定量目的，已经逐步发展成为研究热

点之一，发展前景十分广阔。本文结合相关文献报

道的应用研究成果，对核磁定量技术的定量方法进

行了总结，表１归纳了本文涉及的核磁定量的应用
实例，希望能为核磁定量技术的进一步发展提供

借鉴。

表１　核磁定量应用实例总结
Ｔａｂ１　ＳｕｍｍａｒｙｏｆｅｘａｍｐｌｅｓｏｆＮＭＲｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

方法　　　　
（ｍｅｔｈｏｄ）　　　　

应用举例

（ｅｘａｍｐｌｅｓｏｆＮＭＲｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ）
ＮＭＲ技术　

（ＮＭＲｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）　

相对定量法（ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ）

盐酸芬氟拉明、盐酸舍曲林、盐酸帕罗西汀对映体定量分析（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｎａｎｔｉ
ｏｍｅｒｓｏｆｆｅｎｆｌｕｒａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｓｅｒｔｒａｌｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ａｎｄｐａｒｏｘｅｔｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

１ＨＮＭＲ

手性胺类和醇类定量分析（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｈｉｒａｌａｍｉｎｅａｎｄａｌｃｏｈｏｌ） ２ＨＮＭＲ
１３Ｃ标记的代谢物中的特定１３Ｃ富集度（ｓｐｅｃｉｆｉｃ１３Ｃｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｉｎ１３Ｃｌａｂｅｌｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ） ２ＤＴＯＳＣＹ
１３Ｃ代谢通量分析（１３Ｃｍｅｔａｂｏｌｉｃｆｌｕｘａｎａｌｙｓｉｓ） ３ＤＴＯＳＣＹ－ＨＳＱＣ
复杂生物样品中的位点特异性１３Ｃ同位素丰度（ｓｉｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃ１３Ｃｉｓｏｔｏｐｅａｂｕｎｄａｎｃｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓ

３ＤＵＦＪＣＯＳＹ

归一化法（ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ） 商业用槲皮素中山柰酚定量分析（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｑｕｅｒｃｅｔｉｎａｎｄｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ） １ＨＮＭＲ

内标法（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ） 盐酸莫西沙星定量分析（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ） １Ｈ、１９ＦＮＭＲ

肉制品中磷酸盐定量分析（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｉｎｍｅａｔｐｒｏｄｕｃｔｓ） ３１ＰＮＭＲ
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表１（续）

方法　　　　
（ｍｅｔｈｏｄ）　　　　

应用举例

（ｅｘａｍｐｌｅｓｏｆＮＭＲｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ）
ＮＭＲ技术　

（ＮＭＲｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）　

Ｔｈｉｏｃｏｒａｎｉｎｅ定量（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴｈｉｏｃｏｒａｎｉｎｅ） ＨＳＱＣ０
ｎｕｋａｃｉｎＩＳＫ－１两态交换（ｔｗｏｓｔａｔｅｅｘｃｈａｎｇｅｏｆｎｕｋａｃｉｎＩＳＫ－１）

外部标准法（ｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ）军用神经毒剂纯度测定（ｐｕｒｉｔｙｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｉｌｉｔａｒｙｎｅｒｖｅａｇｅｎｔｓ） ３１ＰＮＭＲ
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