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摘要　目的：采用氢核磁定量方法快速测定千年健中主要成分芳樟醇、原儿茶酸的含量。方法：以氘代二
甲基亚砜为测试溶剂，吡嗪为内标物，在４００ＭＨｚ光谱仪上进行１Ｈ－ｑＮＭＲ测量，其中吡嗪、芳樟醇、原儿茶
酸的定量共振峰分别为δ８６６、δ５８５～５９５、δ６７８～６８０。结果：芳樟醇、原儿茶酸的线性关系良好，相
关系数分别为０９９９７、０９９８５，精密度ＲＳＤ分别为０３０％、０４０％，回收率分别为９８８％～１００７％（ＲＳＤ
为３７％）和９９４％～１００６％（ＲＳＤ为４４％），表明所建立的氢核磁定量方法，结果准确，稳定可行，且整个
检测过程在３ｍｉｎ左右完成。４批千年健药材中芳樟醇、原儿茶酸的含量范围分别为０３２８～０３９８ｍｇ·
ｇ－１、０５５９～０６３０ｍｇ·ｇ－１。结论：该方法操作简单，分析速度快，专属性强，可用于千年健中２个有效成
分的同步测定，为千年健药材的全面质量评价和质量控制提供科学依据。
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中图分类号：Ｒ９１７　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：０２５４－１７９３（２０２４）０６－０９４６－０６
ｄｏｉ：１０１６１５５／ｊ０２５４－１７９３２０２４０６０４

Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｌｉｎａｌｏｏｌａｎｄｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｔｅｉｎ
Ｈｏｍａｌｏｍｅｎａｏｃｃｕｌｔａｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃ

ｒｅｓｏｎａｎｃｅ（ｑＮＭＲ）ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

ＪＩＡＮＧＬｉ－ｊｕａｎ１，ＷＥＩＪｉａ－ｘｉａｎ１，ＺＨＯＵＰｉｎ－ｘｉｕ２，
ＺＨＡＮＧＦｅｎｇ－ｌａｎ１，ＺＨＡＮＧＸｉａ－ｗｅｎ１，ＬＩＹｅ－ｈａｎｇ１

（１．ＳｃｈｏｏｌｏｆＣｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＧｕａｎｇｘｉＭｉｎｚｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＧｕａｎｇｘｉＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＰｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＭａｔｅｒｉａｌｓａｎｄＭｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＧｕａｎｇｘｉＨｉｇｈｅｒＥｄｕｃａｔｉｏｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＮｅｗＣｈｅｍｉｃａｌａｎｄＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎＰｒｏｃｅｓｓＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｎａｎｎｉｎｇ５３００，Ｃｈｉｎａ；

２．ＧｕａｎｇｘｉＭｉｎｚｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｎａｎｎｉｎｇ５３００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｈｙｄｒｏｇｅｎｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｗｈｉｃｈｃａｎｒａｐｉｄｌｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｌｉｎａｌｏｏｌａｎｄｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｔｅｉｎＨｏｍａｌｏｍｅｎａｏｃｃｕｌｔａＭｅｔｈｏｄｓ：Ｕｓｉｎｇｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ－ｄ６
（ＤＭＳＯ－ｄ６）ａｓｔｈｅｔｅｓｔｓｏｌｖｅｎｔａｎｄｐｙｒａｚｉｎｅ－ａｓｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ，

１Ｈ－ｑＮＭＲｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｗａｓｐｅｒ

ｆｏｒｍｅｄｏｎａ４００ＭＨｚｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒＴｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｐｅａｋｓｏｆｐｙｒａｚｉｎｅ，Ｌｉｎａｌｏｏｌａｎｄｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｔｅ
ｗｅｒｅδ８６６，δ５９０ａｎｄδ８６０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆｌｉｎａｌｏｏｌａｎｄｐｒｏｔｏ
ｃａｔｅｃｈｕａｔｅｗｅｒｅｇｏｏｄｗｉｔｈｒｏｆ０９９９７ａｎｄ０９９８６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅＲＳＤｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎｗｅｒｅ０３０％ ａｎｄ
０４０％，ａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｗｅｒｅ９８８％－１００７％（ＲＳＤ＝３７％）ａｎｄ９９４％－１００６％（ＲＳＤ＝４４％），
　　　　



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） ·９４７　　 ·
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ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｏｖｅｒａｌｌｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎａｎｄｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＨｏｍａｌｏｍｅｎａｏｃｃｕｌｔａ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｈｏｍａｌｏｍｅｎａｏｃｃｕｌｔａ；ｌｉｎａｌｏｏｌ；ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｔｅ；１Ｈ－ｑＮＭＲ；ｍｕｌｔｉ－ｉｎｄｅｘ；ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

　　千年健始载于《本草纲目拾遗》，具有祛风湿、壮
筋骨 的 功 效［１－２］。千 年 健 （Ｈｏｍａｌｏｍｅｎａｏｃｃｕｌｔａ
（Ｌｏｕｒ．）Ｓｃｈｏｔｔ）作为天南星科千年健属植物，其味
苦、辛，性温，归肝、肾经，主产于广西、广东、云南等

地，主治风寒湿痹、腰膝冷痛、拘挛麻木、筋骨痿软，

临床上常用于治疗风湿腰腿痛、风湿及类风湿性关

节炎、骨折、跌打损伤等，主要化学成分为挥发油和

倍半萜类化合物，此外还有酚酸类、生物碱、脂肪酸

等［３－６］。药理研究表明其具有抗炎镇痛、抗阿尔兹海

默症、抗骨质疏松、抗病原微生物、抗氧化、抗肿瘤等

作用，具有广阔的开发应用前景。２０２０年版《中华人
民共和国药典》采用气相色谱法测定芳樟醇的含量

及其他常规鉴别项目作为控制千年健质量的手段和

指标，存在耗时长，样品预处理复杂等缺点，且单一

指标难以全面、科学地评价千年健药材的质量［７－９］。

近年来，氢核磁定量（１ＨｑＮＭＲ）方法由于测试
时间短，专属性强，样品前处理简单，不破坏样品自

身结构，且定量过程中通过选用合适的内标物避免

了对照品的使用，对于稳定性差的化合物是很好的

定量分析方法，已被广泛应用于中药有效成分含量

的测定等［１０－１８］。尚未见千年健相关氢核磁定量方

法的报道。本文以吡嗪为内标物，采用１Ｈ－ｑＮＭＲ
法同时测定千年健药材中芳樟醇、原儿茶酸的含量，

该法快速、简便，不需要对照品，测定结果准确，为千

年健的全面质量评价和质量控制提供依据。２个成
分的结构见图１。
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图１　芳樟醇（Ａ）和原儿茶酸（Ｂ）的化学结构式

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｌｉｎａｌｏｏｌ（Ａ）ａｎｄｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｔｅ（Ｂ）

１　仪器与试药
ＢｒｕｋｅｒＡｄｖａｎｃｅⅢ ４００核磁共振波谱仪（Ｂｒｕｋｅｒ

公司），ＡＬ－１０４电子分析天平（精度 ００００１，慈溪
市天东衡器厂），ＸＯ－５２００ＤＴ超声波清洗机（南京
先欧仪器制造有限公司），ＲＥ－２０００Ａ旋转蒸发仪
（上海亚荣生化仪器厂），粉碎机（天津市泰斯特仪器

有限公司）。

对照品芳樟醇（含量≥９８％，购自希恩思化学技
术有限公司）、原儿茶酸（含量≥９８％，购自希恩思化
学技术有限公司）、吡嗪（含量≥９９％，购自上海麦克
林生化科技有限公司），ＤＭＳＯ－ｄ６（含量９９８％，购自
萨恩化学技术有限公司）。千年健药材购自当地各大

药房并经鉴定，４批药材分别标记为１、２、３、４。
２　方法与结果
２１　实验原理

内标法为ＱＮＭＲ分析最常用的方法。测定制备
的样品和内标物混合溶液，通过比较样品特征峰面

积与内标峰面积计算样品含量。积分时，先将 ＮＭＲ
谱图基线调平，选定峰积分区间，每个峰积分３次，
ＲＳＤ＜１％时取平均值。用绝对定量公式计算待测组
分的量：Ｗｓ＝Ｗｒ×（Ａｓ／Ａｒ）×（Ｅｓ／Ｅｒ）其中Ｗｒ为内标物
的量，Ａｓ和Ａｒ分别为供试品特征峰和内标峰的峰面积，
Ｅｓ和Ｅｒ分别为供试品和内标物的质子当量重量（质
量）（以分子量除以特征峰的质子数计算得到），然后

根据称样量计算组分在样品中的含量［１０－１８］。

２２　溶液的配制
２２１　内标溶液　精密称取１０ｍｇ内标物吡嗪，溶
解至 ＤＭＳＯ－ｄ６１ｍＬ中，即得。
２２２　供试品溶液　取药材粉末（过４０目筛）５００
ｇ，精密称定，置于２００ｍＬ锥形瓶中，加入８０％乙醇
１００ｍＬ，４５℃超声（功率１８０Ｗ，频率４０ｋＨｚ）处理
３０ｍｉｎ，抽滤，重复２次，合并滤液，于５０℃减压回收
旋干得粗浸膏。精密称定１０ｍｇ提取物浸膏于质谱
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管中，用移液枪精密加入ＤＭＳＯ－ｄ６４９０μＬ和已配制
好的内标溶液１０μＬ，超声溶解，移至核磁管待测。
２２３　对照品溶液　精密称定芳樟醇和原儿茶酸
各１０ｍｇ，用 ＤＭＳＯ－ｄ６配制浓度为１０ｍｇ·ｍＬ

－１储

备液，分别取 ２个成分的储备液各 １３、２５、５０、１００、
２００、４００μＬ于核磁管中，分别加入１０ｍｇ·ｍＬ－１内标
液５０μＬ（吡嗪），后加 ＤＭＳＯ－ｄ６至５００μＬ，混合均
匀，得芳樟醇和原儿茶酸质量浓度分别为０２６、０５、
１、２、４、８ｍｇ·ｍＬ－１单一系列对照品溶液，按照“２３”

条件测定１Ｈ－ｑＮＭＲ波谱。
２３　１Ｈ－ｑＮＭＲ测试条件

采用 ｚｇ３０脉冲序列，谱宽（ＳＷＨ）为 １１９０４８
Ｈｚ，弛豫时间（Ｄ１）为１ｓ，脉冲宽度（Ｐ１）１４９０ｓ，样
品扫描次数（ＮＳ）３２。所有数据均使用 ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ
软件处理。得到的检测图谱采用手动调整相位和基

线，并进行手动积分。在本测试条件下，内标物吡嗪

和原儿茶酸、芳樟醇对照品的１Ｈ－ｑＮＭＲ波谱图
见图２。

１．原儿茶酸（ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｔｅ）　２．芳樟醇（ｌｉｎａｌｏｏｌ）　３．吡嗪（ｐｙｒａｚｉｎｅ）

图２　原儿茶酸（Ａ）、芳樟醇（Ｂ）、吡嗪（Ｃ）氢核磁共振波谱图

Ｆｉｇ．２　１Ｈ－ＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆ　ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｔｅ（Ａ），ｌｉｎａｌｏｏｌ（Ｂ）ａｎｄｐｙｒａｚｉｎｅ（Ｃ）

２４　方法学验证
２４１　线性关系　分别取“２２３”项芳樟醇和原儿
茶酸系列对照品溶液，分别转移至５ｍｍ核磁管中，

按照“２３”项条件下测定察，分别以（芳樟醇／吡嗪、
原儿茶酸／吡嗪）质量比Ｘ为横坐标，相应１Ｈ－ｑＮＭＲ
定量峰面积比Ｙ为纵坐标，　　　　
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图３　千年健氢核磁图谱

Ｆｉｇ．３　１Ｈ－ＮＭＲＳｐｅｃｔｒａｏｆＨｏｍａｌｏｍｅｎａｏｃｃｕｌｔａ

得芳樟醇、原儿茶酸的线性回归方程：

Ｙ＝０４９７８Ｘ＋００１５８０　ｒ＝０９９９７
Ｙ＝０２５１８Ｘ　ｒ＝０９９８５

芳樟醇、原儿茶酸与内标物吡嗪质量比值在

０１０～４０内与两者定量峰面积比值呈良好的线性
关系。

２４２　精密度考察　取“２２２”项中的供试品溶液
（样品１），按照“２３”项条件连续测试６次，连续测

试３ｄ，分别考察仪器日内和日间精密度，结果芳樟
醇峰面积和内标峰面比日内 ＲＳＤ为 ０３０％，日间
ＲＳＤ为１５％；原儿茶酸峰面积和内标峰面积比的日
内ＲＳＤ分别为 ０４０％，日间 ＲＳＤ为 １８％，精密度
好，也说明样品稳定性好。

２４３　稳定性考察　取“２２２”项中的同一份供试
品溶液（样品１），按照“２３”项下条件分别在０、２、４、
８、１２、２４ｈ进行１Ｈ－ｑＮＭＲ测试，记录用于定量的目
标峰的积分面积。结果芳樟醇、原儿茶酸积分面积

的ＲＳＤ为 １３％和 ０８０％。表明样品的供试溶液
２４ｈ内稳定性良好。
２４４　重复性考察　取“２２２”项中的供试品溶液
（样品１），平行制备６份，按照“２３”项下条件进行
测试。经测定芳樟醇、原儿茶酸的平均含量分别为

０３４０、０５７０ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ分别为 ３８％、３５％。
表明重复性良好。

２４５　加样回收率考察　精密称取６份已知芳樟
醇、原儿茶酸含量的浸膏样品（样品１）１０ｍｇ，按照
“２２２”项的方法制备供试品溶液且分别精密加入
一定量的芳樟醇、原儿茶酸对照品，按照“２３”项的
条件进行测定，计算加样回收率，芳樟醇的平均回收

率为９９６％，ＲＳＤ为３７％；原儿茶酸的平均回收率
为１００１％，ＲＳＤ为４４％（见表２），表明试验方法准
确度可靠。

表２　２种指标成分的回收率和 ＲＳＤ（ｎ＝６）
Ｔａｂ．２　ＲｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄＲＳＤｓｏｆ２ｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

化合物　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　

样品中的量

（ｓａｍｐｌｅ）／ｍｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／ｍｇ

测得量

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／ｍｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）％

平均回收

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）％

ＲＳＤ／

％

芳樟醇（ｌｉｎａｌｏｏｌ） ０３４６ １００１ １３４３ ９９６ ９９６ ３７０

１００３ １３４２ ９９３

１０１５ １３４９ ９８８

１０１４ １３５０ ９９０

１００２ １３４９ １００１

１００２ １３５６ １００７

原儿茶酸（ｐｙｒａｚｉｎｅ） ０５９９ １００３ １６０５ １００２ １００１ ４４

１００６ １６０９ １００４

１００９ １６１２ １００３

１０１５ １６０８ ９９４

１００９ １６１４ １００６

１００８ １６０５ ９９８
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２４６　样品含量的测定
按照“２２”项下方法制备供试品溶液，照“２３”

项条件，分别对４批千年健药材的２个有效成分含量
进行测定，对每一样品重复测定 ３次，并计算其含

量。结果见表３，波谱图见图 ３。４批千年健药材中
芳樟醇和原儿茶酸含量分别为０３２８～０３９８ｍｇ·
ｇ－１和０５５９～０６３０ｍｇ·ｇ－１

表３　２个成分含量测定结果
Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ２ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

样品

（ｓａｍｐｌｅ）

产地　

（ｈａｂｉｔａｔ）　

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｍｇ·ｇ－１）

芳樟醇（ｌｉｎａｌｏｏｌ） 原儿茶酸（ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｔｅ） 总量（ｔｏｔａｌ）

１ 广西（Ｇｕａｎｇｘｉ） ０３４６ ０５９９ ０９４５

２ 广西（Ｇｕａｎｇｘｉ） ０３９８ ０５３０ ０９２８

３ 云南（Ｙｕｎｎａｎ） ０３４０ ０６３０ ０９７

４ 安徽（Ａｎｈｕｉ） ０３２８ ０５５９ ０８８７

３　讨论
３１　提取溶剂的选择

千年健粉末分别用８０％甲醇水溶液、７０％甲醇
水溶液、６０％甲醇水溶液、丙酮、９５％乙醇、水、８０％
乙醇水溶液、６０％乙醇水溶液等溶剂进行提取。结
果显示８０％乙醇水溶液提取的浸膏２个有效成分含
量均较高，且在 ＤＭＳＯ－ｄ６中的溶解性比较好，所以
选择８０％的乙醇水溶液作为提取溶剂。
３２　内标物和溶剂的选择

内标物的选择考察了苯甲酸、３５－二硝基苯甲
酸、对苯二酚、顺丁烯二酸、苯甲酸苄酯、吡嗪，结果

显示吡嗪性质稳定且不与样品发生反应，有１个易
于识别的单峰，且信号峰不与待测峰重叠，所以选择

吡嗪作为内标物。千年健浸膏和吡嗪在 ＤＭＳＯ－ｄ６
中溶解性最好，并且信号峰不与样品峰重叠，也没有

干扰。因此试验选择 ＤＭＳＯ－ｄ６作为氘代试剂。
３３　定量峰的选择

通过对芳樟醇、原儿茶酸和吡嗪的谱峰分析，优

先选择耦合裂分数最少的，且分离度较好的峰，根据

以上要求，以 δ５８５～５９５为芳樟醇、δ６７８～６８０
原儿茶酸的峰为定量峰，以 δ８６６为内标吡嗪定量
峰（图２）。
３４　１Ｈ－ｑＮＭＲ测试条件

扫描次数考察了１６、３２、６４、１２８次，测试结果显
示，当扫描次数≥３２次时，积分面积稳定，ＲＳＤ＜
１％，所以选择扫描３２次。
４　结论

１Ｈ－ｑＮＭＲ法具有专属性强，准确快捷，重现性

好，不破坏化合物结构，且不需要使用对照品，仅使

用内标物质即可同时对多种成分进行含量测定和鉴

别等优点，已广泛应用于中药有效成分含量的测

定［１０－１８］。本实验建立同时测定千年健中芳樟醇、原

儿茶酸含量的１Ｈ－ｑＮＭＲ法，其结果表明从各药店
购买的千年健药材都符合２０２０年版《中华人民共和
国药典》芳樟醇不少于０２０％的标准，说明药材质量
都符合要求，各产地的千年健药材中芳樟醇和原儿

茶酸的含量差异不明显。

本实验建立了一种快速、简便的同时测定千年

健中芳樟醇、原儿茶酸含量的１Ｈ－ｑＮＭＲ法。该方
法操作简单，、速度快，、特异性强，、样品不丢失，不

需要标准物质，同时只需用内标物就可以对多种化

学成分进行定量，为千年健药材质量控制提供了一

种快速、有效的新方法。
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