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摘要　目的：建立定量核磁共振氢谱（１ＨｑＮＭＲ）法测定若干药用辅料中水分。方法：以苯磺酸钠为内标，
重水为溶剂，采用核磁共振氢谱绝对定量法测定空白试样中水的含量，并在此基础上，与空白值进行比对，

建立样品水含量定量计算公式，并对样品中水分进行测试和计算。结果：方法学研究表明，该方法具有良好

的线性关系（ｒ＝０９９９１），线性范围为试样绝对含水量００３２～０５６１ｍｇ，精密度试验 ＲＳＤ为００３９％，重
复性试验ＲＳＤ为０５１％，平均加样回收率为９８７％，１ＨｑＮＭＲ法测得 ＤＭＳＯ－１、ＤＭＳＯ－２、苯磺酸钠、乙
酸钠中水分分别为０２３％、０２８％、０４６％、０２８％，与２０２０年版《中华人民共和国药典》经典方法试验结
果基本一致。结论：建立的１ＨｑＮＭＲ法操作快速、简便，样品用量少，结果较准确，可用于一些药用辅料中
水含量的测定。
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ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍ ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ（２０２０）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅ
１ＨｑＮＭＲｍｅｔｈｏｄｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｓｆａｓｔ，ｓｉｍｐｌｅｔｏｏｐｅｒａｔｅ，ｗｉｔｈａｓｍａｌｌｓａｍｐｌｅｓｉｚｅａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｒｅｓｕｌｔｓＩｔｃａｎｂｅ
ｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｉｎｓｏｍｅｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：１ＨｑＮＭＲ；ｍｅｄｉｃｉｎｅ；ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ；ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ；ｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ

　　在制药工程等领域，制品中水分的存在，会影响
制品活性成分的含量、药效、理化稳定性及保质期等

多项参数，为了满足生产工艺、质量控制、产品储存

等方面的要求，水分的测定显得十分重要［１］，也是很

多药品辅料质控必需的一个指标。此外，在标准物

质的研制方面，水分的测定也极其关键［２－３］，这将直

接影响到质量平衡法的最终定量纯度值。

针对不同种类的制品及水分要求，２０２０年版《中
华人民共和国药典》（简称《中国药典》）列举了若干类

测定方法，如费休氏法、烘干法、减压干燥法、甲苯法

等。同时，随着研究开发，近年来亦出现了一些其他水

分分析手段，如近红外光谱分析、气相色谱法、微波传

感分析等［４－６］。这些方法在不同的领域虽各有优势，

但是，目前采用最多的经典方法还是费休氏法。与其

他测定水分的方法相比，费休氏法具有检测限低，线性

区间宽，适用范围广等优点，可应用于很多场景并被视

为标准方法［７－９］。但是，费休氏滴定法也存在一些不

足之处，比如，操作较为烦琐，需要专门配制或购买费

休氏试液，在采用容量滴定法时还需要对试液进行标

定；为了提高结果的准确度，往往要求的样品量较大；

有时需要通过卡式炉联用进行测定等［１０］。

近年来，定量核磁共振波谱（ｑＮＭＲ）技术因其操
作简单、无损测定等优点，在各领域得到越来越广泛

的应用［１１－１５］，也是质量平衡法的重要补充［１６］，文献

报道也有若干利用 ｑＮＭＲ测定样品中水分的研
究［１７－１９］。但这些研究测定的样品对象比较有限，其

中有的方法需要化学衍生化，步骤较为烦琐。为了

拓展ｑＮＭＲ方法的应用场景，本研究以重水为溶剂，
苯磺酸钠为内标，建立了１ＨｑＮＭＲ法测定样品中水
分绝对含量的方法，对二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）等一些不
含活泼氢的药品辅料中的水分进行了测定，方法简

单快捷，准确性高，样品用量较少，通用性强。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＡｇｉｌｅｎｔＮＭＲ６００ＭＨｚ核磁共振波谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ

公司）；ＣＰ２２５Ｄ分析天平（十万分之一，赛多利斯公
司）；移液枪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；９１６Ｔｉ－Ｔｏｕｃｈ自动电
位滴定仪（万通公司）。

１２　试药
重水（批号 ＩＮＢＡＡＢＡＦＢ，北京伊诺凯科技有限

公司，含量９９９％）；苯磺酸钠（批号 ＡＭＵＹＤ－ＲＴ，
ＴＣＩ公司，标定含量 ９９７％）；马来酸标准物质（批号
ＢＣＣＣ６４８１，ＳＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣＨ公司，纯度 ９９９４％，
用于核磁共振法标定苯磺酸钠）；方法验证用若干种

实验室常见辅料样品，包括 ＤＭＳＯ－１（批号
Ｔ２０１００４２９，国药集团化学试剂有限公司）、ＤＭＳＯ－２
（批号 Ｆ７２３１５７７３，阿拉丁试剂有限公司）、苯甲酸钠
（批号２０２３０５０５，国药集团化学试剂有限公司，含量
９９５％）、乙酸钠（批号 ＢＣＣＪ００２４，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公
司，含量９９０％）。
２　方法与结果
２１　溶液的制备
２１１　内标溶液　精密称量苯磺酸钠６６６８８ｍｇ，
加入重水２０ｍＬ，充分溶解，配成苯磺酸钠内标溶液，
密封保存。

２１２　供试品溶液　移取 ＤＭＳＯ样品５～３００μＬ
（体积可根据样品水分适当调整），精密称定移取

的样品质量；用移液枪精准加入内标溶液５００μＬ；
溶解混匀并移入核磁管测定。对于固体样品，可

精密称定样品（称取质量可根据样品水分适当调

整）５～３００ｍｇ，其余操作同 ＤＭＳＯ样品。
２１３　空白溶液　为了尽量减少环境可能的影响，
采用与“供试品溶液”配制完全相同的操作步骤，不

同之处在于加入ＤＭＳＯ样品的量为０。
２２　检测条件

采用氢谱的脉冲序列，测试温度 ２５℃，谱宽
（－２～１４）×１０－６，脉冲角度 ４５°，脉冲延迟时间
６０ｓ，采样时间 ３ｓ，扫描次数 ８次。数据处理使用
ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ５３１软件，先进行相位和基线校准，然
后采用手动积分，计算得到水峰和内标定量峰峰面
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积的相对比值，采用２０２０年版《中国药典》四部通则
“０４４１核磁共振波谱法”中绝对定量公式，计算得到
空白试样中水分的绝对含量。

２３　内标及定量峰的选择
将一定量的苯磺酸钠、ＤＭＳＯ样品溶于重水中混

合制样，测定试样的１ＨＮＭＲ，得到如图１所示氢谱。
图中峰１的两重峰对应苯磺酸钠苯环上磺基邻位的
氢质子；峰２为水质子峰；峰３为 ＤＭＳＯ质子峰。由
图１可以看出，３个谱峰均呈现出良好的线形和分辨
率，与其他谱峰基线分离良好且无相互干扰。同时，

苯磺酸钠是离子化合物，具有良好的水溶性和稳定

性，不易挥发，溶液呈中性状态，没有易电离的氢质

子，对样品水分的测定干扰小。因此，苯磺酸钠可作

为定量内标，并把δＨ７８６和４８０处的峰１和峰２作
为定量特征峰，对样品中的水分进行测定。

图１　苯磺酸钠和ＤＭＳＯ混合制样的１ＨＮＭＲ谱图

Ｆｉｇ１　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆｓｏｄｉｕｍ ｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅａｎｄＤＭＳＯ

ｍｉｘｅｄｓａｍｐｌｅｓ

２４　仪器参数的选择
核磁共振定量实验结果的准确性与实验仪器

参数的选择紧密相关，仪器参数主要包括延迟时

间、采样时间、扫描次数等，其中又以延迟时间的合

理设置尤为重要。采用足够的延迟时间，才能保证

激发的氢核弛豫完全，从而使氢谱的峰面积与对应

的原子数目具有可比性，通常定量核磁要求 ５Ｔ１
（纵向弛豫时间）的延迟时间。利用反转恢复法对

Ｔ１进行测定，结果发现，体系中水质子峰具有最长
的纵向弛豫时间，其 Ｔ１约为 １１４ｓ。除 Ｔ１外，延
迟时间的合理设置还与脉冲角度等多种可能因素

相关。因此，为了得到合理的延迟时间，通过改变

该参数，考察目标物与内标定量峰面积的比值使之

稳定，是一个较为合理的方法，这样就可以消除各

种未知因素带来的可能影响。于是分别设定一系

列的延迟时间（１、２、５、１０、１５…８０ｓ），对样品进行
氢谱采样。通过考察目标物与内标定量峰面积的

比值可知，６０ｓ的延迟时间足以使该比值保持稳
定，而这个数值也与５Ｔ１基本吻合。在确定延迟时
间的前提下，分别设置系列采样时间（１～１０ｓ）和
扫描次数（２～３２次）进行氢谱测定，结果表明，这２
个参数对比值的影响较小，综合考虑谱图信噪比和

实验效率，采用采样时间３ｓ和扫描次数８作为定
量实验条件。因此，最后优化的实验参数为：延迟

时间６０ｓ，采样时间３ｓ，扫描次数８。
２５　方法学研究
２５１　线性关系考察和定量公式的建立　按照
“２１”项下溶液的制备方法和“２２”项下检测条
件，调整 ＤＭＳＯ样品（已标定水分）的加入量为０～
１１６１５ｍｇ，其中空白溶液的样品加入量为０，测定
上述溶液的１ＨＮＭＲ并积分。因为ＤＭＳＯ的加入量
与其所含水的量成正比，因此，ＤＭＳＯ的加入量可
换算为水的加入量，以水的加入量 Ｘ（ｍｇ）为横坐
标，以目标物（水）／内标物定量峰面积的比值（ＡＳ）
为纵坐标 Ｙ，得到拟合曲线和线性回归方程
Ｙ＝１８０８５４＋０７７６９４Ｘ　ｒ＝０９９９１

可知目标物质量与峰面积比值在测定范围内

线性关系良好，且拟合曲线基本通过空白溶液的坐

标点（０，１８１７）。因此，在实际测定中为简化步骤，
减少工作量，采用扣除空白的单点法定量是合理可

行的。在采用绝对定量公式计算空白溶液含水量

（ｍＫ）的基础上，可得到样品水分计算公式：

ωＳ＝
（ＡＳ－ＡＫ）／ｍＫ
ＡＫｍＳ

×１００％ （１）

式中：ωＳ为样品中水的质量分数（％），ｍＳ为供
试品溶液中加入样品的质量（ｍｇ），ＡＳ为供试品溶液
的目标物（水）与内标定量峰面积的比值，ＡＫ为空白
溶液的目标物（水）与内标定量峰面积的比值，ｍＫ
为空白溶液中的含水量（ｍｇ）。

采用 ２０２０年版《中国药典》四部通则“０４４１
核磁共振波谱法”中核磁绝对定量法计算水分，可

得到空白溶液含水量为３０２ｍｇ；系列加入 ＤＭＳＯ
样品 的 供 试 品 溶 液 扣 除 空 白 后 含 水 量 为
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００３２～０５６１ｍｇ，可作为该方法的线性范围。
２５２　精密度试验　按照“２１”项方法配制 ＤＭＳＯ
样品的供试品溶液，在相同的试验条件下，对其进行连

续６次测定，计算水／内标物定量峰面积的比值（ＡＳ），
可得到ＲＳＤ为００３９％。因试验是对同一样本连续进
行测定，故其ＲＳＤ与核磁仪器本身的性能相关，试验
结果表明，仪器的状态稳定，精密度良好。

２５３　重复性试验　按照“２１”项方法，分别取同
一ＤＭＳＯ样品６份配制供试品溶液，在相同试验条
件下平行测定６次，同时测定的还有空白溶液，根据
积分结果分别计算水的质量及 ＤＭＳＯ样品水分
（ωＳ），得到ωＳ值的ＲＳＤ为０５１％，具体见表１，由此
表明该定量方法具有良好的重复性。

表１　重复性测试结果
Ｔａｂ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｔｅｓｔ

序号

（Ｎｏ）
ｍＳ／ｍｇ

水的质量

（ｗａｔｅｒｍａｓｓ）／ｍｇ
ωＳ／％

１ １３３３３ ０２８９ ０２１７

２ １３３２３ ０２８７ ０２１５

３ １３２４７ ０２８７ ０２１５

４ １３２９６ ０２８９ ０２１７

５ １３２４９ ０２８５ ０２１５

６ １３３２０ ０２８９ ０２１７

ＲＳＤ／％ ０５１

２５４　回收率试验　按照“２１”项方法，分别称取
一定量的ＤＭＳＯ样品（已测定水分）于６个试管中，
然后分别加入不同质量的重水（Ｈ２Ｏ含量已经通过
核磁绝对定量法进行标定），对上述体系进行含水量

测定，ＤＭＳＯ样品和重水溶液中的 Ｈ２Ｏ质量以及体
系含水量测定。６次回收率试验包含３种不同加标
量，其回收率结果没有显著差异，范围为 ９６３％～
１０３３％，平均回收率为９８７％，ＲＳＤ为２５％，定量
结果较为准确。

２５５　检测限和定量限　在已知“２５１”拟合曲线
斜率和测定１１个空白溶液的基础上，计算得到方法的
检测限为供试品溶液中样品水含量８７μｇ，定量限为
水含量２６μｇ，显示了较高的灵敏度。实际检测时，可
根据样品中水分的高低，灵活改变加入的样品量，从而

可以大大提高方法的通用性，扩展方法的适用范围。

２６　样品测定
按照测定原理，采用类似的操作步骤，本研究的分

析方法同样适用于其他一些药品辅料中水分的测定，

其中也包括无机辅料。选择若干种实验室常见的辅料

样品，对本方法开展验证试验，同时采用２０２０年版《中
国药典》的经典方法（费休氏法、烘干法）进行对照测

试。由表２可以看出，本方法与２０２０年版《中国药典》
的费休氏法（容量滴定法）和烘干法测试结果基本一

致（烘干法结果相对偏高，可能源于样品里面包含有其

他挥发性物质），也说明了本方法的实用性。

表２　若干样品中水分测定结果及对照
Ｔａｂ２　Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｗａｔｅｒ

ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｓｅｖｅｒａｌｓａｍｐｌｅｓ

样品　　

（ｓａｍｐｌｅ）　　

水分（ｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ）／％

１ＨｑＮＭＲ 药典方法（ＣｈＰｍｅｔｈｏｄ）

ＤＭＳＯ－１ ０２３ ０２４１

ＤＭＳＯ－２ ０２８ ０２９１

苯甲酸钠（ｓｏｄｉｕｍｂｅｎｚｏａｔｅ） ０４６ ０４８１／０５０２

乙酸钠（ｓｏｄｉｕｍａｃｅｔａｔｅ） ０２８ ０２９１／０３１２

　注（ｎｏｔｅ）：１费休氏法（ＫａｒｌＦｉｓｃｈｅｒｔｉｔｒａｔｉｏｎ）；２烘干法（ｏｖｅｎ－
ｄｒｙｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）

３　讨论
实验室所用的试剂中或多或少都含有一定的水

分，因此，方便、快捷、准确地测定样品中的微量水一

直是个难题。本研究提出的方法，通过核磁绝对定

量法测定并扣除空白溶液中的水分，可以规避试剂

含水对测定结果的影响，为采用核磁法测定水分提

供了一个可选思路。通过对比发现，本方法与药典

方法有较好的一致性，取得了较满意的测试效果，且

具有方法简单快捷，样品用量较少，通用性较强的特

点。但在实际应用中，有以下几点需要重视。

３１　ＮＭＲ参数的选择
定量核磁共振测定中，激发的氢核完全弛豫是

保证准确定量的基础，而水分子属于小分子，具有较

长的纵向驰豫时间，因此，测试条件必须提供足够长

的延迟时间，以保证定量的准确性，本研究中的延迟

时间设为６０ｓ。
３２　测试对象的选择

根据测试原理可知，测试样品中不能含有活泼

氢，因为活泼氢会和溶剂重水中的氘发生交换，生成

Ｈ２Ｏ，从而使测试结果偏大，这就使得本方法在测定
药用辅料水分时具有一定的局限性，限制了其对一

些有机辅料的应用（比如醇类、酸类等），但对于很多
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不含活泼氢的无机辅料该方法却能够较好地使用。

为了消除活泼氢的影响，对于这类有机辅料，可采用

如氘代ＤＭＳＯ为溶剂（前提是 ＤＭＳＯ为其良溶剂），
则不会发生上述交换反应；另外，通常氘代 ＤＭＳＯ中
样品活泼氢与Ｈ２Ｏ（δＨ约３３×１０

－６）的出峰位置不

同，保证了水质子峰积分的一致性。综上，对于含有

活泼氢的有机物，按照本文的思路，通过改变溶剂种

类（比如氘代 ＤＭＳＯ），同样有望开发出类似的方法
进行水分测定，从而大大扩展该方法的应用范围。

３３　测试环境的影响
环境空气湿度的变化可能或多或少会给试验结

果带来一些影响，特别是对样品中微量水的测定。

空白溶液和供试品溶液采用统一的操作步骤，同步

进行测定，可以将这些影响尽可能地降到最低。

３４　数据处理的影响
数据处理不当可能会对结果带来一些影响，积

分处理的过程尤其重要，积分之前需要对相位和基

线仔细校准，尽量减少数据处理带来的误差。
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