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摘要　目的：研制标定百合（卷丹）配方颗粒标准项下首批中药化学对照品２－乙酰王百合苷 Ａ。方法：采
用核磁共振波谱、质谱、紫外光谱和红外光谱技术进行结构鉴定，采用高效液相色谱法、气相色谱法、库仑

法、炽灼残渣法等分析技术进行纯度分析、有关物质测定及其他理化参数考察，在此基础上采用质量平衡法

进行定值，同时采用氢核磁共振定量法加以佐证。结果：首批中药化学对照品结构鉴定为２－乙酰王百合
苷Ａ，经ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ检索确定为新化合物，质量平衡法定值结果为９９３１％，核磁共振波谱定量法测定结果为
１０００６％（ｎ＝３），ＲＳＤ为０４７％。结论：首批中药化学对照品２－乙酰王百合苷Ａ的研制标定保障了百合
（卷丹）配方颗粒标准的实施。
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　　首批中药化学对照品的研制标定首先须确证化
学结构，并对其纯度、有关物质、理化性质和均匀性

进行考察，这些检查符合要求后，方可进行定值研

究，此外还需要进行稳定性考察［１］。众所周知，核磁

共振（ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＮＭＲ）技术是目前
有机化合物结构解析的一种重要工具，中药化学对

照品的结构鉴定即主要通过解析ＮＭＲ、质谱、紫外光
谱和红外光谱得以实现［２－５］。纯度分析主要采用高

效液相色谱或气相色谱；有关物质主要包括水分、溶

剂残留和无机杂质，通常分别采用库伦水分测定仪、

气相色谱和炽灼残渣测定［６－９］。中药化学对照品的

定值采用国际通用的质量平衡法。同时，还需要采

用至少１种不同原理的可靠方法进行定值佐证，以
氢核磁共振波谱定量法（１ＨｑＮＭＲ）最为常用，且多
采用内标法［１０－１４］。

中药化学对照品通常以已知化合物为主，本文

报道的首批中药化学对照品２－乙酰王百合苷Ａ（化
学结构见图１），经 ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ检索为新化合物，其来
源是百合科植物卷丹ＬｉｌｉｕｍｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍＴｈｕｍｂ的干
燥肉质鳞叶，系供百合（卷丹）配方颗粒特征图谱与

含量测定项用。２－乙酰王百合苷 Ａ的准确定性与
定值研究为充分保障有关标准的顺利实施提供了重

要的物质基础。
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图１　２－乙酰王百合苷Ａ结构
Ｆｉｇ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ２－ａｃｅｔａｔｅｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ／２－ａｃｅｔｙｌｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ

１　仪器与试药
Ｗａｔｅｒｓ２９９８高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ公司），

ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯＣ３０ＳＸ库仑水分滴定仪（Ｍｅｔｔｌｅｒ
公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ｂ气相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；
ＭＦＬＣ－１６／１２马弗炉（泰斯特公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ８４５３紫
外可见分光光度计（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＴｈｅｒｍｏｉＮ１０ＭＸ
傅里叶变换显微镜红外光谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；Ｂｒｕｋ
ｅｒＡｓｃｅｎｄ６００ＭＨｚ型核磁共振仪（Ｂｒｕｋｅｒ公司）；
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＱＥｘａｃｔｉｖｅ高分辨质谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ
公司）；ＭｅｔｔｌｅｒＴＯＬＥＤＯＸＰＥ１０５（精度 ００１ｍｇ）、
ＸＳ１０５（精度００１ｍｇ）电子天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ公司），Ｘ－
显微熔点测定仪（控温型）（北京泰克仪器有限公

司）；ＳＨＩＭＡＤＺＵＤＴＧ－６０热重差热同步测定仪（岛
津公司）；ＲｕｄｏｌｐｈＡｕｔｏｐｏｌＩＶ旋光仪（Ｒｕｄｏｌｐｈ公
司）。

２－乙酰王百合苷 Ａ对照品原料购自桂林纽斯
达医药科技开发有限公司；乙腈为色谱纯，购于赛默

飞世尔科技公司，水为超纯水；ＣＤ３ＯＤ（批号 ＰＲ－
２９９８３／０４２７１８ＭＥ１）购于 ＣａｍｂｒｉｄｇｅＩｓｏｔｏｐｅＬａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓＩｎｃ公司，１，４－二硝基苯（９９％；批号Ｄ０８１９）购
于东京化成工业株式会社。

２　方法与结果
２１　结构解析

样品为白色粉末；［α］－１６２°（ｃ０５１，ＣＨ３ＯＨ）。
ＵＶ光谱（ＣＨ３ＯＨ）显示最大吸收λｍａｘ２０１、２１２、２２８、３１３
ｎｍ，与文献［１５］报道的王百合苷 Ａ和 Ｂ主要紫外吸
收峰基本一致。它的ＩＲ（溴化钾压片）光谱显示羟基
（３５４２、３４６４、３３３３ｃｍ－１）、羰基（１７２９、１７０１ｃｍ－１）、
双键（１６３６ｃｍ－１）和苯环（１６０３、１５１６ｃｍ－１）的存在。
ＨＲＥＳＩ－ＭＳ给出准分子离子峰 ｍ／ｚ４４１１４１３０
［Ｍ－Ｈ］－（计算值：４４１１３９６），结合１３ＣＮＭＲ谱，确
定该化合物分子式为Ｃ２０Ｈ２６Ｏ１１。

１ＨＮＭＲ（６００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）谱图（表１）显示高
场区１个甲基信号δ２０１（３Ｈ，ｓ，－ＣＯＣＨ３），低场区
显示１组反式双键氢信号 δ７６４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１５６
Ｈｚ，Ｈ－７’）和δ６３５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１５６，Ｈ－８’），１
组１，４－二取代苯环氢信号 δ７４８（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
６６，１８Ｈｚ，Ｈ－２’，６’）和 δ６８３（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
６６，１８Ｈｚ，Ｈ－３’，５’）以及１个糖基的端基氢信
号 δ４５２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ－１”）。１３ＣＮＭＲ
（ＣＤ３ＯＤ，１２５ＭＨｚ）谱图（表２）显示２０个碳信号，包
括乙酰基碳信号δ１７２２（ＣＯＣＨ３）、２０９（ＣＯＣＨ３），１
组对羟基桂皮酰基碳信号 δ１２７１（Ｃ－１’）、１３１３
（Ｃ－２’）、１１６８（Ｃ－３’）、１６１４（Ｃ－４’）、１１６８
（Ｃ－５’）、１３１３（Ｃ－６’）、１４７１（Ｃ－７’）、１１４６
（Ｃ－８’）和 １６８８（Ｃ－９’），１组葡萄糖基信号 δ
１０４７（Ｃ－１”）、７５０（Ｃ－２”）、７８０（Ｃ－３”）、７１５
（Ｃ－４”）、７７９（Ｃ－５”）、６２７（Ｃ－６”），以及３个
连氧碳信号 δ６４０（Ｃ－１）、７２１（Ｃ－２）、６８８
（Ｃ－３）。葡萄糖基端基氢偶合常数 Ｊ＝７８Ｈｚ，说明
葡萄糖基是β－Ｄ－型。这些数据与文献［１５］报道
的王百合苷Ａ（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ）和王百合苷Ｂ（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅ
Ｂ）的核磁波谱数据相似，表明三者结构十分相近。
通过异核单量子（ＨＳＱＣ）谱，对上述碳氢结合信号进
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行了归属。在异核多键相关（ＨＭＢＣ）谱图显示糖基
的端基氢δ４３２（Ｈ－１”）与 δ６８８（Ｃ－３）存在远
程相关信号；δ４０６（Ｈ－３）和 ３８３（Ｈ－３）与 δ
６４０（Ｃ－１）、７２１（Ｃ－２）和１０４７（Ｃ－１”）均存
在远程相关信号；δ５３４（Ｈ－２）与 δ６８８（Ｃ－３）
和１７２２（ＣＯＣＨ３）均存在远程相关信号；δ４５２
（Ｈ－１）和 ４３６（Ｈ－１）与 δ６８８（Ｃ－３）、７２１

（Ｃ－２）和１６８８（Ｃ－９’）均存在远程相关信号；δ
２０９（ＣＨ３ＣＯ）与δ１７２２（ＣＯＣＨ３）存在远程相关信
号（见图２），从而进一步确定了样品结构。与王百合
苷Ａ相比，样品结构为王百合苷 Ａ的２位羟基乙酰
化产物。２－乙酰王百合苷 Ａ与王百合苷 Ｂ为同分
异构体，主要结构差异在于乙酰基与葡萄糖基的取

代位置不同。

表１　王百合苷Ａ、Ｂ（４００ＭＨｚ）［１］和２－乙酰王百合苷Ａ（６００ＭＨｚ）的１ＨＮＭＲ数据（ＣＤ３ＯＤ）

Ｔａｂ１　１ＨＮＭＲｄａｔａ（ＣＤ３ＯＤ）ｏｆｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ，Ｂ（４００ＭＨｚ）
［１］ａｎｄ２－ａｃｅｔａｔｅｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ／

２－ａｃｅｔｙｌｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ（６００ＭＨｚ）

碳号

（ｐｏｓｉｔｉｏｎ）

王百合苷Ａ

（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ）［１］
王百合苷Ｂ

（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＢ）［１］
２－乙酰王百合苷Ａ

（２－ａｃｅｔａｔｅｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ／２－ａｃｅｔｙｌｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ）

１ ４３８～３１５ ４４０～３０６ ４５２（１Ｈ，ｄｄ，１２０，３６），４３６（１Ｈ，ｄｄ，１２０，６６）

２ ５３４（１Ｈ，ｍ）

３ ４０６（１Ｈ，ｄｄ，１０８，５４）３８３（１Ｈ，ｄｄ，１１４，５４）

２’，６’ ７４３（２Ｈ，ｄ，８０） ７４３（２Ｈ，ｄ，９０） ７４８（２Ｈ，ｄｄ，７２，１８）

３’，５’ ６８１（２Ｈ，ｄ，８０） ６８５（２Ｈ，ｄ，９０） ６８３（２Ｈ，ｄｄ，７２，１８）

７’ ７６５（１Ｈ，ｄ，１６０） ７６２（１Ｈ，ｄ，１６０） ７６４（１Ｈ，ｄ，１５６）

８’ ６３２（１Ｈ，ｄ，１６０） ６３５（１Ｈ，ｄ，１６０） ６３５（１Ｈ，ｄ，１５６）

１” ４３８～３１５ ４４８（１Ｈ，ｄ，７０） ４３２（１Ｈ，ｄ，７８）

２” ４４０～３０６ ３２２（１Ｈ，ｍ）

３” ３３１（１Ｈ，ｍ）

４” ３３２（１Ｈ，ｍ）

５” ３３７（１Ｈ，ｍ）

６” ３８９（１Ｈ，ｂｒｄ，１２０’），３７０（１Ｈ，ｄｄ，１２０，５４）

ＣＨ３ＣＯ－ ２０１（３Ｈ，ｓ） ２０９（３Ｈ，ｓ）

O O

HO

O

O
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图２　２－乙酰王百合苷Ａ的关键ＨＭＢＣ相关信号（Ｈ→Ｃ）
Ｆｉｇ２　ＫｅｙＨＭＢＣｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ（Ｈ→Ｃ）ｉｎ２－ａｃｅｔａｔｅｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ／
２－ａｃｅｔｙｌｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ

百合属植物中富含苯丙素甘油糖苷类成分，由于最初

从Ｌｉｌｉｕｍｒｅｇａｌｅ（岷江百合，又名王百合）中分离得到，
因此俗称为王百合苷（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅｓ），其结构通常在糖基
化甘油骨架的Ｃ１或Ｃ２位发生酯化，且２Ｓ－构型最常
见，但２Ｒ－构型不太常见［１６－２０］。鉴于此，初步推论

２－乙酰王百合苷Ａ结构中Ｃ２位构型与王百合苷Ａ、
Ｂ一致，为（２Ｓ）－１－Ｏ－对香豆酰基－２－Ｏ－乙酰

基－３－Ｏ－β－Ｄ－吡喃葡萄糖基甘油酯苷。
２２　纯度分析

按照２０２０年版《中华人民共和国药典》四部高
效液相色谱法（通则 ０５１２），采用 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ
ＳＢ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以乙腈
（Ａ）－０１％磷酸水溶液（Ｂ）（０～２０ｍｉｎ，１８％Ａ；
２０～３０ｍｉｎ，１８％Ａ→９０％Ａ；３０～３５ｍｉｎ，９０％Ａ→
１８％Ａ；３５～４５ｍｉｎ，１８％Ａ）为流动相梯度洗脱，流速
１ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长３１２ｎｍ，样品以甲醇为溶剂，
制成质量浓度为２ｍｇ·ｍＬ－１的供试品溶液，进样分
析，记录色谱图至主峰保留时间的３倍。在上述色
谱条件下，进样２０μｇ，除主峰外，可见极少量杂质峰
检出，归一化纯度为 ９９６６％，１％自身对照纯度为
９９６９％。均匀性初检归一化纯度（ｎ＝３）分别为
９９６６％、９９６５％、９９６２％，ＲＳＤ为００２１％。
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表２　王百合苷Ａ、Ｂ（１００ＭＨｚ）［１］和２－乙酰王百合苷Ａ（１５０ＭＨｚ）的１３ＣＮＭＲ数据（ＣＤ３ＯＤ）

Ｔａｂ２　１３ＣＮＭＲｄａｔａ（ＣＤ３ＯＤ）ｏｆｒｅｇａｌｏｓｉｄｅｓＡ，Ｂ（１００ＭＨｚ）
［１］ａｎｄ２－ａｃｅｔａｔｅｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ／２－ａｃｅｔｙｌｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ（１５０ＭＨｚ）

碳号

（ｐｏｓｉｔｉｏｎ）

王百合苷Ａ

（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ）［１］
王百合苷Ｂ

（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＢ）［１］
２－乙酰王百合苷Ａ

（２－ａｃｅｔａｔｅｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ／２－ａｃｅｔｙｌｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ）

１ ６６７ ６５１ ６４０（ｔ）

２ ６９７ ７６１ ７２１（ｄ）

３ ７２０ ６４４ ６８８（ｔ）

１’ １２７２ １２７１ １２７１（ｓ）

２’ １３１２ １３１３ １３１３（ｄ）

３’ １１６９ １１６９ １１６８（ｄ）

４’ １６１３ １６１３ １６１４（ｓ）

５’ １１６９ １１６９ １１６８（ｄ）

６’ １３１２ １３１３ １３１３（ｄ）

７’ １４６８ １４７１ １４７１（ｄ）

８’ １１５０ １１４８ １１４６（ｄ）

９’ １６９２ １６８９ １６８８（ｓ）

１” １０４７ １０４４ １０４７（ｄ）

２” ７５１ ７５０ ７５０（ｄ）

３” ７８０ ７８０ ７８０（ｄ）

４” ７１６ ７１５ ７１５（ｄ）

５” ７７９ ７７９ ７７９（ｄ）

６” ６２７ ６２８ ６２７（ｔ）

ＣＯＣＨ３ １７２７０ １７２２（ｓ）

ＣＯＣＨ３ ２０８ ２０９（ｑ）

２３　有关物质分析
２３１　水分　采用库仑法卡氏水分仪测定样品中
水分，结果分别为０１５５８％、０１４２４％、０１４０１％、
０１５８９％、０１３９５％，均值以 ０１５％（ｎ＝５）计，
ＲＳＤ＝６３％。
２３２　残留溶剂　以 Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺溶解样
品，制备质量浓度为４ｍｇ·ｍＬ－１的供试品溶液；以无
水甲醇为对照。色谱条件：按照２０２０年版《中华人
民共和国药典》四部气相色谱法（通则０５２１），采用
ＴｈｅｒｍｏＴＧ－６２４毛细管柱 （３０ｍ ×０３２ｍｍ，
１８０μｍ）色谱柱，检测器为 ＦＩＤ，高纯氮为载气，程
序升温（起始温度４０℃，终止温度为２２０℃，升温速
率为１０℃·ｍｉｎ－１），进样体积为１μＬ。在上述色谱
条件下，取供试品溶液进样分析，外标法计算样品中

残留溶剂甲醇含量分别为 ０１８３２％、０１８３２％、
０１７６４％、０１７６５％，均值以０１８％（ｎ＝４）计，ＲＳＤ
为２４％。
２３３　炽灼残渣　按照２０２０年版《中华人民共和
国药典》四部炽灼残渣检查法（通则０８４１），采用铂

金坩埚，于 ６００℃炽灼，测得样品炽灼残渣为
００５％。
２４　定值
２４１　质量平衡法　按照质量平衡法计算公式：
含量 ＝自身对照纯度 ×（１００％ －水分 －残留溶
剂 －炽灼残渣），计算 ２－乙酰王百合苷 Ａ含量为
９９６９％ ×（１００％ －０１５％ －０１８％ －００５％）＝
９９３１％。
２４２　核磁共振波谱定量法　采用９０°脉冲，在恒
温（２５℃）下获取１Ｈ核磁共振谱［具体试验参数设
置：采集（ＡＱ）时间２７５ｓ，弛豫时间（Ｄ１）３０ｓ，扫描
次数（ＮＳ）３２次］，结果如图３所示。以１，４－二硝基
苯为内标，以样品氢信号（δ６７９）与内标氢信号（δ
８４５），按照公式

Ｗｓ（％）＝
（Ａｓ／ｎｓ）×Ｍｓ×ｍｒ
（Ａｒ／ｎｒ）×Ｍｒ×ｍｓ

×Ｐｒ×１００％

计算核磁共振波谱定量法计算结果为１０００６％
（ｎ＝３），ＲＳＤ为０４７％。公式中 Ａｓ为２－乙酰王百
合苷Ａ的信号面积，ｎｓ为２－乙酰王百合苷Ａ参与含
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量计算的氢原子数（ｎｓ＝２），Ｍｓ为２－乙酰王百合苷
Ａ的分子量（Ｍｓ＝４４２４１ｇ·ｍｏｌ

－１），Ａｒ为内标１，４－
二硝基苯的信号面积，ｎｒ为内标中包含的氢原子数
（ｎｒ＝４），Ｍｒ为内标物质的分子量（Ｍｒ＝１６８１１ｇ·
ｍｏｌ－１），ｍｓ为称取２－乙酰王百合苷 Ａ的质量，ｍｒ为
称取的内标物质的质量，Ｐｒ为内标的质量百分含量
（Ｐｒ＝９９０％）。

图３　核磁共振定量谱图
Ｆｉｇ３　ｑＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍ

２５　均匀性与稳定性评估
随机抽取１２瓶样品，每瓶称样２次，每次称样量

约１０ｍｇ，用甲醇溶解制成每１ｍＬ含１ｍｇ的溶液，
按照“２２”项纯度分析条件进样，以峰面积／称样量
进行方差分析，结果 Ｆ值为０４５，＜Ｆ（１１，１２）（２７２），
表明样品均匀。

设置不同取样时间点０、５、１０ｄ，每个时间点分
别取２份样品，每份取样约１０ｍｇ，用甲醇溶解制成
每１ｍＬ含１ｍｇ的溶液，按照“２２”项纯度分析条件
进样，以峰面积／称样量进行 ｔ检验，结果 ｜ｂ１｜
（３７８４０）＜ｔ０９５，１ｓ（ｂ１）（３４０９９６），表明样品在考察
期间未观察到不稳定性。

２６　结果
样品经核磁共振波谱、质谱、紫外光谱、红外光

谱以及比旋度等技术鉴定其结构为２－乙酰王百合
苷Ａ。经高效液相色谱自身对照法分析纯度满足定
量用中药化学对照品的要求。经库伦法、气相色谱

法、炽灼残渣分别测定样品中水分、残留溶剂以及无

机杂质等有关物质。经国际通用的质量平衡法定

值，同时采用核磁共振波谱定量法辅助定值，进一步

验证定值结果的准确性。经均匀性、稳定性评估结

果均符合要求。综合上述结果，鉴定样品为 －乙酰
王百合苷Ａ，可以作为含量测定用对照品使用、分发。
含量以９９３％计。
３　讨论

中药化学对照品通常为已知化合物，本文报

道的２－乙酰王百合苷 Ａ经 Ｓｃｉｆｉｎｄｅｒ检索为新化
合物，其结构经１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ、ＨＳＱＣ、ＨＭＢＣ、
ＨＲＭＳ、ＵＶ、ＩＲ等谱学技术和旋光度解析确定，从
源头上保障了首批中药化学对照品的结构准确

性。此外，在进行定值研究时，本文除采用国际通

用的质量平衡法定值外，进一步采用１ＨｑＮＭＲ法
加以佐证，２种方法含量测定结果基本吻合，能够
更好地保证２－乙酰王百合苷 Ａ对照品的赋值准
确性。２－乙酰王百合苷 Ａ首批对照品的研制标
定为相关品种的质量控制提供了强有力的物质

基础。
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