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摘要　目的：建立定量核磁共振氢谱（ｑＨＮＭＲ）测定右佐匹克隆含量的方法。方法：以１，３，５－三甲氧基苯
δ６０８处质子信号为内标峰，以右佐匹克隆 δ８５４、８３８、８１２、７７８处质子信号为定量峰，以ＤＭＳＯ－ｄ６为

溶剂，在恒温２９８Ｋ，弛豫延迟时间１０ｓ，扫描次数３２次条件下采集氢谱。结果：定量核磁共振氢谱法测定
右佐匹克隆片中右佐匹克隆平均含量为２９４％，即平均每片中含右佐匹克隆３００ｍｇ，ＲＳＤ为０１５％，与药
物说明标示的量基本一致。结论：定量核磁共振氢谱可用于药物中右佐匹克隆含量的测定，并且具有快速、

准确以及操作简单等优势。
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　　定量核磁技术用于定量分析的依据是化学环境
不同的氢原子核的共振峰面积只与氢原子数有关，

不需特定的对照品，快速准确，特异性强，特别适合

无对照品的新药含量测定，已先后被美国药典、欧洲

药典、日本药局方和２０２０年版《中华人民共和国药
典》（简称《中国药典》）收录［１－８］。

右佐匹克隆化学名为（＋）－（７Ｓ）－６－（５－
氯 －２吡啶基）－７－［（４－甲基哌嗪 －１－基）甲酰
氧基］－５，６－二氢吡咯并［３，４－ｂ］吡嗪 －５－酮
（见图１），是吡咯环酮类短效催眠药，用于治疗失
眠症。霍美娣等［９］对其化学结构进行了确证，刘惠

军等［１０］对佐匹克隆原料及片剂有关物质的 ＨＰＬＣ
测定进行了研究。《中国药典》采用电位滴定法（通

则０７０１）及紫外 －可见分光光度法（通则０１０１）测
定右佐匹克隆含量，采用高效液相色谱法（通则

０５１２）测定有关物质［１１］。目前，定量核磁共振氢谱

法测定右佐匹克隆含量未见报道。本文以１，３，５－
三甲氧基苯为内标，建立了基于定量１Ｈ－ＮＭＲ测
定右佐匹克隆片中右佐匹克隆含量的方法。研究

了溶剂、内标物及 ＮＭＲ实验参数对测量结果的影
响，为该物质的含量测定提供了一种新思路，建立

了一种简单、方便、快捷的测定右佐匹克隆含量的

方法。
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图１　右佐匹克隆的化学结构式

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｄｅｘｚｏｐｉｃｌｏｎｅ

１　仪器与试药
１１　仪器

ＢｒｕｋｅｒＡｖａｎｃｅⅢ ＨＤ７００ＭＨｚＮＭＲ谱仪（Ｂｒｕｋ
ｅｒ公司）；高效液相 ＨＰＬＣ型号 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０（安捷伦
科技有限公司），ＹＭＤ－ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ）；ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ１４３０数据处理软件（Ｍｅｓｔ

ｒｅｌａｂＲｅｓｅａｒｃｈＳ．Ｌ．公司）；ＭＥ２０４Ｅ万分之一电子天
平（梅特勒公司）。

１２　试药
对照品 １，３，５－三甲氧基苯（批号 ５１０１３７－

２０１６０１，含量 ９９９％）、右佐匹克隆（批号 １００８７１－
２００８０１，含量１００％），均购自中国食品药品检定研究
院。右佐匹克隆片（商品名：伊坦宁，成都康弘药业

集团股份有限公司，批号３Ｄ００６，规格３ｍｇ·片 －１）；

ＤＭＳＯ－ｄ６（９９９％，ＣＩＬ公司），色谱乙腈（北京迈瑞
达公司），其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２１　供试品溶液制备

分别精密称取一定量的１，３，５－三甲氧基苯和
右佐匹克隆片待测样品，置于同一离心管，加入 ＤＭ
ＳＯ－ｄ６０６ｍＬ，超声（功率７０Ｗ）溶解３０ｍｉｎ，离心
取上清液转移至５ｍｍ核磁管中。
２２　ＮＭＲ实验和谱图处理

采用 ｚｇ３０脉冲序列，谱宽１４０９７７４Ｈｚ（谱仪
对应的质子共振频率为７００１８Ｈｚ）、中心频率为
４９０１２６Ｈｚ、θ＝３０°、时间域数据点为６４ｋ，测定温
度为２９８Ｋ，延迟时间为１０ｓ，采样次数为３２次，每
份样品平行测定 ５次取平均值，采用线宽因子为
０３Ｈｚ的窗函数对原始的自由感应衰减（ＦＩＤ）信
号进行傅里叶变换得到频域谱，对谱图进行手动相

位和基线校正及化学位移定标处理，同时对照参考

文献［９］对右佐匹克隆的１Ｈ、１３ＣＮＭＲ信号进行归
属，见表１。
２３　右佐匹克隆含量的测定
２３１　含量测定的公式　采用下列公式［２］计算待

测样品中右佐匹克隆的含量。

Ｐｘ＝
Ｉｘ
ＩＩＳ
·
ＮＩＳ
Ｎｘ
·
Ｍｘ
ＭＩＳ
·
ｍＩＳ
ｍｘ
·ＰＩＳ

Ｉｘ为右佐匹克隆片待测样品定量峰的积分面
积，ＩＩＳ为１，３，５－三甲基苯内标定量峰的积分面积；
Ｎｘ和 ＮＩＳ分别为右佐匹克隆片待测样品和 １，３，
５－三甲基苯内标定量峰包含的质子数（Ｎｘ＝４，
ＮＩＳ＝３）；Ｍｘ和ＭＩＳ分别为右佐匹克隆待测样品和１，
３，５－三甲基苯的相对分子质量（Ｍｘ＝３８８８１，
ＭＩＳ＝１６８１９）；ｍｘ和 ｍＩＳ分别为右佐匹克隆待测样
品和１，３，５－三甲基苯内标的称样量；Ｐｘ和 ＰＩＳ分别
为右佐匹克隆待测样品和１，３，５－三甲基苯内标的
质量分数（ＰＩＳ＝９９９％）。
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表１　右佐匹克隆信号归属
Ｔａｂ．１　ＡｓｓｉｇｎｍｅｎｔｏｆＮＭＲｓｉｇｎａｌｓｏｆｄｅｘｚｏｐｉｃｌｏｎｅ

编号（Ｎｏ） δＨ δＣ 编号（Ｎｏ） δＨ　　 δＣ

１ ８９８（ｄ，Ｊ＝２６Ｈｚ，１Ｈ） １４７８ ９ ８１２（ｄｄ，Ｊ＝８９，２６Ｈｚ，１Ｈ） １３８６

２ ８９５（ｄ，Ｊ＝２６Ｈｚ，１Ｈ） １４８６ １０ ８３８（ｄ，Ｊ＝８９Ｈｚ，１Ｈ） １１６１

３ １５５５ １１ １２７１

４ １４３４ １２ １６３１

５ １５２８ １４，１６ ２３１～１７９（ｂｒｓ，４Ｈ） ５３８

６ ７７８（ｓ，１Ｈ） ７９１ １５，１３ ３４４～３１２（ｂｒｓ，４Ｈ） ４３６

７ ８５４（ｄ，Ｊ＝２６Ｈｚ，１Ｈ） １４６６ １７ ２１０（ｓ，３Ｈ） ４５８

８ １４７８

２３２　测定结果　按“２１”项方法制备供试品
溶液，在 “２２”项 条 件 下 进 行 检 测，并 将
１Ｈ－ＮＭＲ谱中δ８５４、８３８、８１２、７７８信号作为
其定量峰，１，３，５－三甲氧基苯１Ｈ－ＮＭＲ谱中 δ
６０８的信号作为其内标的定量峰，按上述公式计

算，每个定量峰积分面积计算的平均值作为结果，

测得待测样品中右佐匹克隆的含量均值为

２９４％，折算成质量即平均每片右佐匹克隆片（伊
坦宁）中含右佐匹克隆３００ｍｇ，ＲＳＤ为 ０１５％，
见表２。

表２　右佐匹克隆含量测定结果
Ｔａｂ．２　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｄｅｘｚｏｐｉｃｌｏｎｅ

编号

（Ｎｏ）

取样量（ｓａｍｐｌｅａｍｏｕｎｔ）／ｍｇ

ｍＸ ｍＩＳ

含量

（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

平均值

（ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ）／％

ＲＳＤ／

％

１ １００５ ２１ ２９３ ２９４ ０１５

２ １０３４ １７ ２９４

３ １０３０ ５３ ２９４

２４　稳定性试验
取同一待测样品溶液分别在１ｄ内的第０、６、１２

和２４ｈ进行ＮＭＲ测定，结果显示待测样品中右佐匹
克隆与 １，３，５－三甲氧基苯内标的峰面积之比的
ＲＳＤ为００９０％（ｎ＝４）。表明待测样品的 ＤＭＳＯ－
ｄ６溶液室温放置２４ｈ稳定。
２５　线性试验［２］

精密称取内标物１，３，５－三甲氧基苯２９８０ｍｇ，
用ＤＭＳＯ－ｄ６１ｍＬ溶解，得到２９８０ｍｇ·ｍＬ

－１的内

标液；精密称取右佐匹克隆对照品２５１０ｍｇ，精密加
入内标液 ０１ｍＬ，用 ＤＭＳＯ－ｄ６制成质量浓度为
３１３８、４７０１、６２７５、７８４４、９４１３、１０９８１、１２５５０
ｍｇ·ｍＬ－１的一系列对照品溶液。按照“２２”项条件
下进行１Ｈ－ＮＭＲ分析。以右佐匹克隆对照品与１，３，
５－三甲氧基苯的峰面积之比 Ｙ为纵坐标，右佐匹克
隆对照品与１，３，５－三甲氧基苯的质量比 Ｘ为横坐
标进行线性回归，得回归方程（ｎ＝７）：

Ｙ＝０１７３Ｘ－００３６４　ｒ＝０９９７２
右佐匹克隆对照品与内标物的质量比在

０４２１～１６８４与峰面积之比呈线性关系。
２６　ＨＰＬＣ法测定［１４］

色谱条件：安捷伦 １２６０高效液相色谱仪，
ＹＭＤ－ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱
柱，流动相为水－乙腈（９０∶１０→５∶９５）进行梯度洗脱
（流动相体系中含有十万分之一的甲酸，洗脱时间

３０ｍｉｎ），检测波长２８０ｎｍ，流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温
２５℃，进样量５μＬ。

溶液的制备：精密称取右佐匹克隆对照品１２６２
ｍｇ，用甲醇溶解并配制成浓度为 ０５０５、０２５２、
０１２６、００６３、００３２、００１６ｍｇ·ｍＬ－１的标准品溶
液；精密称取右佐匹克隆待测样品３０ｍｇ，用甲醇配
制成浓度为１５００ｍｇ·ｍＬ－１的待测液。

用ＨＰＬＣ外标法测定待测样品中右佐匹克隆的
含量为３０４％，测定结果与ｑＨＮＭＲ方法基本一致。
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３　讨论与结论
３１　溶剂的选择

合适的溶剂除了对样品和内标均有良好的溶解

性外，其残留的信号峰应不干扰所分析样品的信号

峰。右佐匹克隆易溶于二甲亚砜或氯仿，较易溶于

醋酸，难溶于甲醇、丙酮或乙腈，极难溶于乙醚或异

丙醇，几乎不溶于水。试验中用３种常用的氘代试
剂进行提取，发现 ＣＤＣｌ３提取成分复杂，谱图略显杂
乱；ＤＭＳＯ－ｄ６溶剂中右佐匹克隆信号峰清晰，分辨
率好；ＣＤ３ＯＤ溶剂提取谱图清晰，由于溶剂效应信号
分离度不如ＤＭＳＯ－ｄ６，综合考虑右佐匹克隆的溶解
度，本文最终确定用ＤＭＳＯ－ｄ６为氘代试剂，见图２。

图２　不同氘代试剂提取后右佐匹克隆１Ｈ－ＮＭＲ谱图

Ｆｉｇ．２　１Ｈ－ＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｄｅｘｚｏｐｉｃｌｏｎｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｕｔｅｒａｔｅｄｒｅａｇｅｎｔｓ

３２　延迟时间（ｄ１）的确定
在核磁定量实验中，延迟时间（ｄ１）必须设定的

足够长（≥５Ｔ１），才能使原子核完全弛豫，确保被积
分的信号强度与原子核数目呈正比［１２］。为考量 ｄ１
对实验结果的影响，针对同一待测样品，分别将 ｄ１设
置为１、２、５、１０、１５、２０ｓ，结果表明：当ｄ１≥１０ｓ后，待
测样品及内标的定量峰的积分面积不再变化［２］，为

同时满足 ｄ１≥ ５Ｔ１且节省采样时间，本文选择 ｄ１
为１０ｓ。
３３　采样次数（ｎｓ）的确定

ｎｓ的多少直接影响 ＮＭＲ的信噪比：ｎｓ越大，信
噪比越高，定量越准确。对于 ｑＨＮＭＲ，一般要求信
噪比（Ｓ／Ｎ）≥２５０［１３］。但 ｎｓ越大，采样时间也越长。
为考量ｎｓ对实验结果的影响，针对同一待测样品，分
别将ｎｓ设定为８、１６、３２和６４。结果表明：７００ＭＨｚ

液氦超低温探头灵敏度较高，Ｓ／Ｎ都能达到要求，综
合考量测试时间及定量结果的准确性，本文选择

ｎｓ为３２。
３４　内标及定量峰的选择

理想的内标应满足以下条件：（１）化学惰性不与
样品反应；（２）非挥发性、稳定、溶于常规使用的
ＮＭＲ试剂；（３）内标的定量峰与待测样品的定量峰
分离良好，分子量与待测样品接近等。待测样品及

内标的定量峰均应选择不受其他信号干扰的孤立

峰，若化合物中多个信号均符合上述条件，最好采用

其积分面积之和，取其平均值作为结果以减小误差。

处于不同化学环境的质子 ＮＭＲ弛豫时间不同，在
ｑＨＮＭＲ实验中，待测样品和内标最好选择处于相似
化学环境的质子作为定量峰。由图３可知，右佐匹
克隆位于δ８５４、８３８、８１２、７７８信号峰相对独立，
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与１，３，５－三甲氧基苯位于δ６０８的信号均无重合。
因此本文选定 δ８５４（ｄ，１Ｈ）、８３８（ｄ，１Ｈ）、８１２

（ｄｄ，１Ｈ）、７７８（ｓ，１Ｈ）为待测样品的定量峰，δ６０８
（ｓ，３Ｈ）为内标１，３，５－三甲氧基苯的定量峰。

图３　右佐匹克隆和１，３，５－三甲氧基苯氢谱

Ｆｉｇ．３　１Ｈ－ＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＤｅｘｚｏｐｉｃｌｏｎｅａｎｄ１，３，５－ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｂｅｎｚｅｎｅ

３５　ｑＨＮＭＲ的优势
ＨＰＬＣ外标法所需实验时间长并且高度依赖标

准品，而ｑＨＮＭＲ则无需标准品，降低了对标准品依
赖程度，对样品无破坏性，操作简便，重现性好等优

点，已广泛用于药物的常量分析。在文献调研的过

程发现各国药典尚未收载右佐匹克隆 ｑＨＮＭＲ含量
测定方法也未见文献报道，故对其研究具有重要意

义。本文基于１Ｈ－ＮＭＲ技术，以１，３，５－三甲氧基
苯为内标、ＤＭＳＯ－ｄ６为溶剂，对氢核磁共振定量法
进行了方法学研究，核磁定量方法的测定结果与

ＨＰＬＣ法基本一致，与药品说明书吻合。本文所建立
的ｑＨＮＭＲ方法操作简便，快速准确，不破坏样品，为
右佐匹克隆含量测定提供了一种新的手段，也为其

质量控制研究提供了实验依据。
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（本文于２０２３年７月２６日收到
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