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定量核磁共振技术应用及发展

郭聪聪, 王映红*

(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 北京 100050)

摘要: 核磁共振定量 (quantitative nuclear magnetic resonance, qNMR) 技术样品处理简单、重复性强, 在化合物定

量方面具有明显优势。近年来逐渐得到应用的二维qNMR分析, 能较好解决复杂体系中不同成分的量化问题, 在医

药、食品、化工等领域逐渐得到应用。本文将从 qNMR分析方法、影响因素、实验优化、应用领域等多方面对其进行

综述, 以促进qNMR技术的广泛有效应用。
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Application and development of quantitative nuclear magnetic 
resonance technology
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Abstract: Quantitative nuclear magnetic resonance (qNMR) technology has significant advantages in 

quantification due to its simple sample processing and high reproducibility. Two-dimensional qNMR analysis, 

which can solve the quantification problem of different components in complex systems, has gradually been 

applied in medicine, food, metabonomics, chemical engineering, and other fields. This paper reviews the analysis 

methods, influencing factors, experimental optimization, application fields, and other aspects of qNMR to promote 

its wide and effective application.
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核磁共振 (nuclear magnetic resonance, NMR) 可

以提供多种谱图, 对包括大分子化合物在内的物质进

行结构确证。Hollis[1]于 1963 年首次利用 1H NMR 对

阿司匹林、非那西汀和咖啡因的混合物进行定量, 将

NMR引入定量领域。NMR作为一种定量技术, 具有对

标准品依赖程度低, 测试后的样品可回收及可同时分析

多个化合物等优势[2]。定量 NMR (quantitative NMR, 

qNMR) 包括一维 (one-dimensional, 1D) 和二维 (two-

dimensional, 2D) 技术, 1D qNMR操作简便, 应用较早, 

也最为普遍。常用的 1D qNMR 包括 1H[3-10]、13C[11,12]、
15N[13,14]、19F[15,16]、31P[17-19]等核磁技术。1H NMR 具有高

灵敏度, 且氢原子核在化合物中分布广泛, 应用普遍; 
19F、31P天然丰度均为 100%, 灵敏度高, 可用于分析含

有相应原子的化合物; 13C和 15N的天然丰度较低, 分别

为 1.1% 和 0.37%, 灵敏度低 , 多用于分析浓度较大或

经 13C、15N标记的溶液体系。2D NMR交叉峰由两个原

子核的振动频率共同决定, 使重叠信号得以分开, 更有

利于复杂混合体系的定量分析。常用于定量的2D NMR

包括COSY (homonuclear correlation spectroscopy)[20,21]、

TOCSY (total correlation spectroscopy) [22,23]、HSQC 

(heteronuclear single quantum coherence) [24-27]。 其 中

HSQC为异核单量子相干, 检测核为氢核, 间接维为具
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有更大谱宽的碳谱 , 同时具备 1H NMR 的高灵敏度

和 13C NMR的高分辨率, 应用相对较多。NMR技术具

有高重复性、样品处理简便的显著优势, 随着高磁场谱

仪、超低温探头等核磁技术的发展, NMR的灵敏度得

到提高, 在定量领域具有更加可观的应用前景, 因此本

文将对 1D qNMR与 qHSQC的影响因素、应用及研究

进展进行论述。

1 qNMR的理论基础 

NMR的研究对象是具有磁矩的原子核, 在静磁场

中, 具有磁矩的原子核产生能级裂分, 此时, 对样品施

加一个特定频率的电磁波, 原子核发生能级跃迁, 即产

生核磁共振。核磁共振信号强度与相应原子核数量成

正比, 这形成了核磁共振定量的基础。

qNMR可以使用外标法和内标法进行定量, 其中

内标法更为常用, 其计算方法遵循以下公式 (1): 

WR =
( )IR

nR

MR

( )IS

nS

MS

WSmS%  (1)

其中, R为目标分析物, S为内标, WR为目标分析

物的实际测定值, WS为内标实际称样量, I为目标信号

积分值, M为相对分子质量, ms%为内标纯度。

2 qNMR实验优化 

基于 1D qNMR分析重点在于保障积分准确性, 必

须准确考虑影响信号强度的因素, 包括信号峰纯度、采

样参数和处理参数, 并对实验条件进行优化。除以上

影响 1D qNMR信号强度的因素外, 2D qNMR 峰体积

会受到更多采样参数的影响, 如影响 qHSQC信号强度

的因素还包括直接碳氢耦合 (direct carbon-hydrogen 

coupling constants, 1JCH)、同 核 耦 合 (homonuclear 

coupling constants, JHH) 及横向弛豫时间 (transversal 

relaxation time, T2), 同时 , 优化 qHSQC 脉冲序列可在

一定程度上补偿以上参数的影响, 提高定量分析的精

确度。本文将对 1D qNMR和 2D qHSQC涉及的参数

进行讨论, 对于其他 2D qNMR读者可根据自身需求关

注相关文献。

2.1　峰纯度　 

基于NMR的定量分析需保证选择的定量峰不与

其他共振信号重叠, 否则会引起定量结果偏大, 可利用

2D NMR对峰纯度进行验证, 当出现重叠无法准确定

量时, 可通过以下方式进行解决。

2.1.1　更换氘代试剂　溶剂会引起化学位移改变[28], 

因此当定量峰与其他信号重叠时, 可以更换氘代试剂

观察信号峰的分离情况, 但必须同时保证样品的溶解

性, 必要时可使用以使定量峰和其他信号峰分离的溶

剂为主的混合氘代试剂进行溶解。

2.1.2　选择合适的样品浓度　氢和碳的化学位移会随

浓度发生变化, 因此可适当调整分析样品的浓度获得高

纯度的定量峰。在此过程中, 灵敏度是不可忽视的因

素, 为保证定量方法精密度的相对标准偏差 (relative 

standard deviation, RSD) 在 1% 之内 , 对于 1H NMR 要

求信噪比 > 250, 19F NMR > 300, 31P NMR > 600[29]。

2.1.3　添加辅助试剂　使用的辅助试剂包括有机手性

试剂环糊精及镧系位移试剂铕、镨和镱, 会使化学位移

出现更大的变化, 其中镧系试剂会引起信号展宽, 其展

宽程度与场强呈现正相关, 因此镧系试剂适于基于低

磁场仪器的定量分析[30]。

2.1.4　选择1D异核NMR或多维NMR　异核1D NMR

包括 13C、15N、31P 和 19F, 其中 13C、15N 的天然丰度较低 , 

灵敏度低, 适于分析含量较多的样品, 否则需要较长的

采样时间, 实验效率较低。与此相比, 2D NMR可在另

一维度将重叠信号展开, 且灵敏度高于 13C和 15N NMR, 

在近十年被开发用于定量领域[31]。

2.2　采样参数　 

影响核磁信号强度的因素除原子核数量外, 还存

在诸多其他因素, 包括弛豫时间、耦合作用、采样时间、

脉冲激发位置等, 这些均是实验结果的误差来源。为

提高定量准确性, 必须了解各参数对信号强度的影响

及其优化方法。

2.2.1　纵向弛豫时间 (longitudinal relaxation time, T1)　

qNMR要求一个脉冲激发完成后, 给予足够的弛豫延

迟, 保证纵向磁化矢量恢复完全。采用 90°激发, 脉冲

激发间隔为 5T1时, 纵向磁化矢量可恢复 99.3%, 满足

qNMR要求。然而, T1受到很多因素影响, 如: pH值、

溶液浓度等, 因此应准确测定不同条件下目标峰的T1, 

保证弛豫延迟 ≥ 5Tmax。此外, 为减少实验时间, 可采用

30°激发, 此时弛豫延迟 ≥ 4Tmax, 纵向磁化矢量即可恢

复99.5%。

2.2.2　采样时间 (acquisition time, AQ)　采样时间要

足够长, 保证自由衰减信号 (free induction delay, FID) 

不被截断, 否则会使信号强度降低。若采样时间结束

前, FID未衰减结束, 获得的核磁信号会被扭曲, 强信

号根部会出现对称的振荡信号。

2.2.3　偏共振效应　偏共振效应是指所有范围的基团

无法被脉冲均匀激发, 因此为减少偏共振效应对信号

强度的影响, 采集qNMR时, 应将激发频率设定为化合

物的定量峰与内标峰之间的中心频率。

2.2.4　直接碳氢耦合 (1JCH)　直接碳氢耦合是影响

HSQC信号强度的主要因素之一, 二者之间的关系遵

从公式 (2)。
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I ∝ sin2(π*J true ) /2J tune  (2)

其中, I为信号强度, Jtrue为目标信号峰实际的 1JCH, 

Jtune为调制的碳氢耦合常数 (在 Bruker软件中为采样

参数CNST2)。常规HSQC实验中, Jtune通常为 145 Hz, 

足以使不同基团产生信号, 不出现信号丢失。然而, 利

用HSQC进行定量时, 为使内标和定量峰响应一致, 当

分析样品为单一物质时, 将 Jtune设置为内标峰和定量

峰 1JCH的均值即可, 若期望同时定量分析多个化合物, 

则各化合物选择的定量峰应具有相近的 1JCH, 并将 Jtune

设置为内标峰和定量峰 1JCH的均值。

2.2.5　同核耦合 (JHH)　同核耦合会引起信号强度降

低, 二者之间的关系遵循公式 (3)[32]。 　

I ∝ cos2(π∆JHHi)  (3)

其中, I为定量峰积分值, Δ = 1/(21JCHtune), Jtune为调

制的耦合常数 (在 Bruker软件中为采样参数 CNST2), 

JHH为同核耦合常数, 因此定量峰应尽量选择单峰或耦

合较少的信号峰。

2.2.6　横向弛豫时间 (T2)　横向弛豫时间与峰强度的

关系为 I ∝ exp(−2Δ/T2)
[32]。T2较大时, 其对信号强度的

影响可忽略不计, 因此当目标化合物为小分子时, T2可

以不进行测定。对大分子进行定量, 若定量基团 T2为

同一数量级, 其对定量峰产生的影响一致, 此时横向弛

豫的影响可不纳入考虑范围; T2相差较大时, 横向弛豫

对信号强度的影响不可忽视, 此时可对 T2进行准确评

估, 校准信号强度, 或选择短时脉冲序列, 减少横向磁

化矢量的丢失。

2.2.7　改善脉冲序列　与 1D qNMR相比, 1JCH是影响

HSQC 信号强度的特异性因素。Jtrue与 Jtune偏差越大, 

信号损失越大, 当定量化合物较多, 且定量峰的 1JCH相

差较大时, 基于标准程序的HSQC定量不再适用。此

外, HSQC的间接维为具有较大谱宽的碳谱, 偏共振效

应对信号强度的影响更加明显, 当目标化合物的定量

信号峰分布较分散时, 仅通过设定激发频率的位置无

法补偿偏共振效应的影响。因此为提高HSQC定量实

用性, 可通过改进脉冲序列补偿 1JCH和偏共振效应对

信号强度的影响。

Hu等[33]提出相循环HSQC0 (time-zero HSQC), 即: 

将基础的HSQC序列模块进行重复, 对不同重复次数 

(i) 获得的 HSQC谱进行积分 (Ai), 以重复次数为横坐

标, ln (Ai) 为纵坐标, 进行线性回归, 截距即为 ln (A0), 

以上方式获得的A0与化合物浓度线性相关, 可直接用

于定量分析。该研究利用此方式对丙氨酸/蛋氨酸/3-羟

基丁酸钠混合溶液进行定量, 验证了该方法的准确性。

Hu 等[34] 进一步提出了 gsHSQC0 (gradient-selective 

HSQC0), 包括恒定时间 gsHSQC0和可变 gsHSQC0, 其

中可变 gsHSQC0信号衰减程度相对较低, 更适于测定

浓度较低的化合物。然而, 随着重复次数增加, HSQC

信号强度会衰减, 当化合物含量较少或仪器设备场强

较低时 , HSQC3, 甚至 HSQC2 无法达到定量信噪比。

Sette等[35]利用相循环HSQC0, 并分别利用 600 MHz和

400 MHz谱仪对HSQC0对场强的耐用性进行探讨, 结

果表明场强为 400 MHz 时, HSQC2 和 HSQC3 信噪比

较低, 定量无法实现, 当增加扫描次数, 并与非均匀采

样 (non-uniform sampling, NUS) 合用时 , 定量准确性

依旧无法得到保证。因此, 该序列的使用应基于高场

强的核磁共振仪。

Wang 等[36] 提 出 J-compensated Q-HSQC, 保 证 
1JCH = 120～170 Hz 具有一致的信号响应。该序列在

CPMG INEPT (Carr-Purcell-Meiboom-Gill insensitive 

nuclei enhanced by polarization transfer) 中使用复合

90°射频脉冲, 同时使用XY-16进行相位循环, 对 JCH和

JHH 进行调制 , 改善脉冲激发的不均匀性 ; 碳通道

INEPT 利用 TanhTan 脉冲取代硬 180°反转脉冲, 演化

期用Crp60com.4取代硬 180°重聚焦脉冲, 减少射频场

不均一性和非共振效应; 在演化期引入固定时间法, 对

较宽范围的碳碳耦合进行补偿[37], 减少间接维的线形

展宽 (相位畸变) 及伪影, 提高谱图分辨率。

上述脉冲序列中, 影响信号强度的因素获得了不

同程度的补偿。然而与碳相连的氢的个数对信号强度

的影响均存在, 在定量时仍需对交叉峰进行准确归属。

Makela等[38]提出QEC-HSQC (quantitative, equal carbon 

response HSQC)。此脉冲序列在第一次 INEPT后引入

重聚焦周期, 在演化期后不引入相应的去聚焦周期, 实

现不同类型的碳信号响应一致。另外, 该脉冲序列在

INEPT中用 180° Shaka-6组合脉冲补偿偏共振效应[39]; 

在梯度场引入短时G2和G7脉冲以清除 180°脉冲的缺

陷, 引入较长时间G3脉冲以抑制 t1噪音。用二甲马钱

子碱和金鸡纳啶对脉冲序列进行评估, 结果发现不同

类型碳积分值的 RSD 分别为 5.96% 和 7.08%, 证明了

该序列的可行性; 同时利用含有薄荷醇和没食子酸丙

酯的混合样品探讨了该序列定量的准确性。

2.3　处理参数　 

谱图的处理方式也会影响积分强度, 包括傅里叶

变换前后的处理。对于傅里叶变换之前窗函数的选择, 

较大的 LB (line broadening for em) 会增加信噪比 , 但

同时会引起信号展宽, 因此适于信号分辨率较高的谱

图。其次, 充零会在一定程度上增加分辨率, 但充零点

数 (size of real spectrum, SI) 不能超过采样点数 (time 

domain size, TD) 的两倍。最重要的是积分范围要求
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是半峰宽的64倍, 保证积分99%的信号强度。

3 qNMR的应用 

qNMR对所有基团均可检测, 可在无对照品的情况

下, 同时实现定性和定量分析, 且样品处理简单、可回收, 

实验重复性强, 弥补了其他分析技术的不足, 因此在各领

域的应用逐渐增加 (表1[3-11,14-16,18-21,24,26,27,32,34,36,40-53])。

3.1　在药物分析方面的应用　 

美国药典29-NF24中已经公布了几种通过 1H NMR

测定的药物, qNMR已成为目前测定原料药及片剂中

主药含量的新工具。

Table 1　Summary of qNMR applications. qNMR: Quantitative nuclear magnetic resonance; PE: Polyethylene; PET: Polyethylene tere‐

phthalate; PS: Polystyrene; MP: Microplastic; DNT: Dinotefuran; TCM: Traditional Chinese medicine; NPS: New psychoactive substances; 

Bs-HSQC: Band-selective HSQC; Q-QUIPU HSQC: Quick quantitative perfected and pure shifted HSQC; CPMG: Carr-Purcell-Meiboom-

Gill; QEC-HSQC: Quantitative, equal carbon response HSQC; NUS: Non-uniform sampling; COVID-19: Coronavirus disease 2019; gsHSQC0: 

Gradient-selective time-zero HSQC; QQ HSQC: Quick, quantitative HSQC; GlcNAc: N-Acetyl-D-glucosamine; (GlcNAc)2: N, N'-Diacetyl‐

chitobiose

Orlistat in tablets[3]

Dipotassium glycyrrhizinat[4]

Organic calibration standards[5]

PE, PET, and PS[6]

DNT[7]

Danshen injection[8]

Futicasone propionate and 

azelastine hydro-chloride in 

nasal spray formulation[9]

Pomegranate seed oil[10]

Cannabinoids[11]

Choline[14]

Difluprednate[15]

Fluorinated NPS[16]

Cyclophosphamide hydrate[18]

Organophosphorus compound, 

sofosbuvir[19]

Phytocannabinoids[20]

11-α-Hydroxymo-grosides[21]

Heparin[24]

Epoxide formation in oil and 

mayonnaise[26]

Diester-type C19-diterpenoid 

alkaloids[27]

Study a qNMR method to quantify orlistat in tablets
Establish a quantitative method based on 1H qNMR and 

develop for assessing the purity of dipotassium 

glycyrrhizinate
Perform qNMR analysis in conjunction with the mass 

balance to afford greater confidence in the purity 

assessment of organic calibration standards
Find solvents suitable for quantitative analysis of MP 

particles and to validate the calibration curve method for 

the quantitative analysis of MP particles by qNMR
Quantify DNT belonging to the third-generation 

neonicotinoid pesticides, which are among the most 

common residuals in a variety of food commodities
Establish a comprehensive method for quantitative 

determination of complex ingredients in TCM injections
Conduct quality control on the dosage forms

Assess the concentration of conjugated fatty acids for the 

identification of pomegranate seed oil
Characterize and determine the main non-psychoactive 

cannabinoids in eight different hemp varieties
Determine choline in commercial matrices and additives

Reveal drug multiphase distribution of oil-in-water 

nanoemulsion, and provide reference for drug 

development and quality monitoring
Establish NMR methods to quantify 11 types of 

fluorinated NPS
Determine the purity of cyclophosphamide hydrate

Quantitative analysis of organic compounds containing 31P

Develop a quantitation method for cannabinoids
Achieve quality control of luo han guo fruits and extracts

Profile the substitution patterns of K5-PS derivatives
Assess the formation of hydroperoxides, aldehydes, and 

epoxides under accelerated shelf-life conditions
Establish a fast 2D HSQC qNMR method with high 

efficiency and accuracy

500 MHz, CryoProbe
500 MHz, CryoProbe

400 or 600 MHz, BBFO 

probes

500 MHz, TH ATM 

probe

800 MHz, CPQCI 

CryoProbe

600 MHz

400 MHz

600 MHz, ONE NMR 

probe
600 MHz

500 MHz, TBO-LF 

probe
600 MHz, liquid 

nitrogen-cooled prodigy 

TCI-F probe
400 MHz

600, 500, and 400 MHz

600 MHz, CryoProbe; 

500 and 400 MHz, 

normal probes
400 MHz
400 MHz, PABBO 

broad-band probe
500 MHz, TXI probe
600 MHz, CryoProbe

600 MHz, CP21 BBO 

600S3 BB-H&F-D-05 

Z XT CryoProbe

1H NMR
1H NMR

1H NMR

1H NMR

1H NMR

1H NMR

1H NMR

1H NMR

13C NMR

14N NMR

19F NMR

19F NMR

1H NMR,
31P NMR
31P NMR

1H NMR, COSY
COSY,

Bs-HSQC
HSQC
HSQC

HSQC

2017
2021

2015

2019

2023

2022

2021

2022

2019

2021

2022

2022

2021

2022

2022
2021

2005
2022

2023

Object Objective Instrument Pulse sequence
Publishing 

time
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Levofloxacin[36]

Saccharides[40]

Diterpene acids[41]

Anthraquinones[42]

Alkaloids[43]

Cycloartane triterpenes[44]

Minor components in mango 

juice[45]

6 primary metabolites in 

pomegranate juice[46]

Isomaltulose[47]

Juice, wine, honey, and olive 

oil

Metabolic and lipo-protein of 

COVID-19 patients[48]

Bovine liver extract[34]

Thiocoraline in an extract from 

Verrucosispora sp.[49]

Structural units of lignin[32,50,51]

Vitamin D2 and D3[52]

GlcNAc and (GlcNAc)2
[53]

Obtain the relative and absolute content of enantiomers in 

levofloxacin cream
Assess pulmonary deposition in impaction experiments of 

saccharides employed as carriers in dry powder inhaler 

formulations to select the appropriate carriers
Quantify diterpenoid acids to address the issue of 

inaccuracy in the quantification of diterpenoid acids with 

weak UV absorption based on chromatography with UV 

detector
Select duroquinone and rutin with similar molecular 

characteristics to the target compounds as alternative 

standards for quantification, to address the dependence of 

chromatographic techniques on standards
Explore the complemen-tarity of qNMR methods by 

combining 1H NMR and 2D Q-QUIPU HSQC
Solve the adulteration problem of Actaea racemosad in 

the market
Explore the quantitative characteristics of band-selective 

excitation

Evaluate the quality problems such as adulteration

Establish a NMR method to quantify isomaltulose, other 

monosaccharides and disaccharides in food within a short 

time
Utilize complex statistical models to detect origin 

authenticity, production process control, false labeling, 

sample similarity, and species purity

Analyze the metabolic status of COVID-19 patients

Quantify metabolites in bovine liver extract

Quantify micromolar natural product in complex extracts

Analyze the degree of polymerization and branching of 

lignin, and evaluate its structure

Analyze the micellization degree of vitamin D in cream to 

optimize the formula
Analyze the decomposition activity of chitinase and 

screen the best conditions for enzyme activity

400 MHz, BBFO probe

600 MHz, normal probe

300 MHz, PABBO 

broad band probe

400 MHz,

PABBO broad band 

probe

700 MHz, normal probe

600 MHz, TXI 

CryoProbe
500 MHz

700 MHz, TXO 

CryoProbe

500 MHz, Prodigy 

CryoProbe

400 MHz

600 MHz, TXI probe

700 MHz, QCI probe

700 MHz, QCI probe

600 MHz, triple 

resonance z-gradient 

probe[32], CryoProbe[52,53]

600 MHz FT-NMR

500 MHz

J-Compensated 

Q-HSQC
1H NMR

HSQC

HSQC

1H NMR,

Q-QUIPU HSQC
1H NMR

Band-selective 

excitation 
1H NMR
CPMG,

ZG,

QEC-HSQC
HSQC combined 

with 50% NUS

Completely 

automated 

Bruker 

FoodScreener™
Bruker IVDr

Constant-time 

gsHSQC0
Phase-cycled 

HSQC0,

non-constant-

time gsHSQC0
Q HSQC,

QQ HSQC,
31P NMR
1H NMR

1H NMR

2020

2019

2018

2019

2019

2020

2017

2020

2022

2021

2011

2011

2003,

2011,

2011.
2020

2011

Continued

Object Objective Instrument Pulse sequence
Publishing 

time

Sun 等[3]利用 1H NMR 对奥利司他片剂进行含量

测定 , 该方法定量限为 0.014 mg·mL-1, 平均回收率达

99.45%, 测定结果与高效液相色谱 (HPLC) 一致。

Zhang等[4]选择富马酸和邻苯二甲酸氢钾作为内标, 利

用 1H NMR 对自行合成的甘草酸二钾进行纯度鉴定, 

所建立方法呈现出良好的准确性、精密度和耐用性, 基

于两种内标的平均回收率均大于 99%, 分析结果与

HPLC-UV 一致。Babenko 等[40]分析喷雾制剂中多糖

辅料的体外肺部沉积 , 以苯甲酸钠为内标 , 利用 1H 

NMR定量分析糖类含量, 对载体颗粒进行筛选, 以选

择合适的药物载体, 保证药物输送效率, 为吸入制剂的

优化提供参考。

手性化合物分析传统上使用 HPLC进行, 其手性

柱昂贵, 样品前处理复杂耗时, 相比之下, qNMR具有

显著优势, Wang等[36]利用 qHSQC, 分析左氧氟沙星乳

膏中对映体含量 , 前处理仅需半小时即可完成 , 与

HPLC相比缩短了 6倍; 在乳膏基质 1H NMR中手性中

心周围的信号被药物辅料重叠 , 因此本研究利用 J-
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compensated Q-HSQC, 使用 (R)-1,1′-联萘-2,2′-二基磷

酸盐与氧氟沙星相互作用, 使H-1a信号分离; 参比信

号为与定量峰 T2近似的马钱子碱 C-12/H-12 交叉峰 , 

获得乳膏中左氧氟沙星相对含量为 60.2%, 绝对定量

值为182 mg·g-1。

分析聚合物中某成分的含量较困难, 通常需采用

高尖端且昂贵的技术, 如: X射线光电子光谱、二级离

子串联飞行时间质谱、等温滴定量热法等。与此相比, 

qNMR 操作简单、价格适中、可直接检测成分含量。

Guerrini等[24]利用HSQC对硫酸化肝素进行分析, 通过

与HPLC结果比较, 证明了HSQC定量肝素的准确性, 

进而对硫酸盐K5-PS衍生物进行了充分表征。

色谱技术为中药活性成分传统的分析方法, 然而, 

中药材成分复杂, 各化合物具有不同的理化性质, 难以

实现多组分同时定量。相比之下 qNMR操作简便, 且

可以同时对多化合物进行定性定量分析, 成为中药材

物质含量测定的有效技术。

Cicek 等[41]利用 HSQC 对古巴油中 8 种二萜酸进

行定量 , 总采样时间为 3 h。此外 , 将 HSQC 与 75% 

NUS联合应用[42], 采样时间缩短, 实现了欧鼠李中蒽醌

类化合物的定量分析。Le等[43]对白毛莨中生物碱进

行定量, 利用快速的 1H qNMR定量分析稳定性低的小

檗碱 , 利用 Q QUIPU (quick quantitative perfected and 

pure shifted) HSQC 对氢化小檗碱和黄连碱进行准确

定量, 且定量结果与 UHPLC-MS 和 UHPLC-UV 一致, 

证明了核磁共振联合应用在复杂基质中的定量潜能。

Imai等[44]利用 1H NMR对Actaea racemosa (AR) 及

其近缘物种A. podocarpa (AP)、A. cordifolia (AC) 根状

茎和地上部分的70%甲醇提取物中总芳烷三萜含量进

行测定。利用COSY确证了 δ 0.20～0.45与 0.46～0.62

信号峰纯度, 考虑到信号分离程度, 选定δ 0.20～0.45外

旋H-19信号进行定量, 校准信号为残余DMSO-d5, 最终

获得AR的根状茎和地上部分中总芳烷三萜含量分别

为 7.2%～19.3%和 3.8%～20.8%, AC为 13.9%～28.5%

和 7.5%～8.7%, AP仅含有 1.1%～4.0%和 2.1%～3.3%。

基于此, 有助于解决市场中AR掺假问题。

3.2　在食品分析方面的应用　 

为扩展 qNMR定量动态范围, 实现浓度分布广泛

代谢物的准确定量, Ryu等[45]将选择性激发氢谱和传

统氢谱联合应用, 以HMF和TSP-d4分别作为低场区和

高场区定量峰参照物, 对芒果汁中次生物质进行了准

确定量。本文利用丙氨酸标准溶液验证了选择性激发

氢谱定量准确度, 定量方法选定标准曲线法; 同时代谢

物莽草酸在低场区和高场区均有可用于定量的信号, 

因此利用两种方法分别对两个区域的信号进行分析, 

二者定量结果一致, 进一步证实了选择性激发氢谱标

准曲线法定量的准确性。Tang等[46]对石榴汁中 6种初

级代谢物进行靶向分析, 以邻苯二甲酸氢钾和二甲基

丙二酸为内标, 氯化锰为弛豫试剂, 选择CPMG、ZG和

QEC-HSQC对市售石榴汁进行定量分析, 从而对石榴汁

掺假等质量问题进行评估。Fels等[47]利用HSQC标准

程序与 50% NUS联合应用对食品中糖进行定量分析, 

将分析结果与酶法测定、高效离子交换色谱 (HPAEC) 

及气相色谱 (GC) 的分析结果进行对比, 验证所建立

方法的准确性, 与传统糖的分析时间高于 60 min相比, 

本研究所建立的方法仅需27 min即可实现定量。

Bruker的FoodScreenerTM是一个完全自动化的NMR

食品分析平台 (https://www.bruker.com/en/products-and-

solutions/mr/nmr-food-solutions/food-screener.html)。目

前含有果汁、葡萄酒、蜂蜜和橄榄油 4个模块, 可以提

供基于 400 MHz的NMR分析和筛选报告。该平台仅

需要简单的样品制备即可识别并完全量化化合物, 通

过复杂的统计模型可实现产地真实性、生产过程控制、

虚假标签、样品相似性和物种纯度的检测, 研究人员仅

需将谱图结果传输至Bruker与参考数据库进行比较, 

之后便会收到一份易于解释的报告。该平台的使用是

全自动化, 且不需要研究人员具备核磁专业知识。

3.3　在代谢组学分析中的应用　 

生物体液中代谢物的精确定量 , 可通过标准代

谢物图谱库, 自动对基于标准化程序获得的代谢谱进

行精确定量。利用三维互相关 (three-dimensional cross 

correlation, 3DCC) 和反卷积的方式对谱图进行处理[54], 

即: 将液相或质谱获得的信息与NMR信息结合, 从复

杂的代谢物核磁谱图中提取出纯化合物的NMR谱图, 

使用数学方式进行处理 , 获得纯化学位移谱的信号

强度。除此之外, 利用某些软件或程序 (如 Chenomx 

NMR Suite、COLMARm、Bruker IVDr 等) 对谱图进行

自动反褶积处理, 即: 将峰值位置和峰强度与谱库中纯

化合物的谱图进行匹配, 实现代谢物的定量分析[55]。其

中 IVDr为布鲁克生物样本库工具, 还可自动对标准化

程序获得的脂蛋白谱进行精确定量, Schmelter等[48]利

用Bruker IVDr工具对新型冠状病毒感染 (COVID-19) 

患者的代谢和脂蛋白特征进行分析, 将分析结果与健

康患者及 COVID-19阴性的心源性患者进行比较, 发

现与健康患者相比, COVID-19 患者表现出严重血脂

异常和代谢状态的深度改变。

Hu等[34]利用常时 gsHSQC0对牛肝提取物进行定

量, 总采样时间为 2 h。在样品中添加DSS和 2-吗啉乙

磺酸分别作为低浓度和高浓度代谢物定量的内标, 测

量浓度范围可达 0.1～120 mmol·L-1, 成功定量了牛肝
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脏提取物中的 23 种代谢物。Hu 等[49]还利用相循环

HSQC0 和非常时 gsHSQC0 脉冲对 Verrucosispora sp.

的提取物噻可拉林进行选择性定量, 测定时加入弛豫

试剂乙酰丙酮铬 , 获得噻可拉林的平均含量为 1.0% 

(w/w), 实现了复杂提取物中微摩尔级天然产物的定量

分析, 总采样时间为4 h 15 min。

3.4　在化工类分析中的应用　 

Heikkinen 等[32]利用 Q HSQC 对云杉木中磨木木

质素结构单元进行绝对定量, 以 DMSO 为溶剂, 4-(1-

羟乙基)-2-甲氧基苯酚为内标, 对 β-O-4、β-5、dibenzo‐

dioxocin 和 β-β4 种结构单体进行准确定量。Crestini

等[50]采用QQ (quick quantitative) HSQC、31P NMR对C-

9及不同结构单体进行定量, 评价软木和硬木磨木木

质素样品的聚合程度及分支程度, 并对木质素结构进

行评估[51]。

护肤霜基质复杂, 维生素D2、D3的甲基信号峰 (δ 

0.5) 重叠严重 , 因此 Robertson 等[52]以 δ 6 处双峰为定

量峰, TSP为内标, 利用 1H NMR分别以MeOD和D2O

为溶剂, 对护肤霜中游离维生素 D2、D3进行定量, 分

析乳霜中维生素D胶束化程度, 进而对乳膏配方进行

优化。

3.5　其他　 

qNMR在对照品纯度标定中表现出显著优势, 其

可以直接对目标化合物进行分析, 特异性较强, 实验过

程简便。Davies等[5]利用 1H NMR对 21种标准物质进

行分析, 并将结果与质量平衡法进行比较, 多数物质通

过两种方法获得的纯度值等价; 而硫酸睾酮含有一种

与主成分吸收波长不一致的杂质, 导致其产生不同的

响应因子, 利用HPLC-UV进行纯度测定时, 定量结果

偏大 , 而 NMR 可以在谱图中区分该成分 , 显示出

qNMR在该物质纯度鉴定中的优势。

Liu等[53]利用 1H NMR, N-乙酰基作为靶信号, 应用

反褶积技术确定N-乙酰D-葡萄糖胺 (GlcNAc) 和N,N′-

二乙酰壳二糖 (GlcNAc)2的含量, 同时利用H-α/H-β信

号对 α/β GlcNAc和 β-α/β-β (GlcNAc)2的相对含量进行

确定, 实现了几丁质水解产物实时分析, 基于此可以分

析几丁质酶的分解活性, 筛选酶活性的最佳条件, 实现

α/β GlcNAc和β-α/β-β (GlcNAc)2的有效制备。

Peez等[6]利用 1H NMR定量测定聚乙烯 (polyethy-

lene, PE)、聚酯 (polyethylene terephthalate, PET) 和聚

苯乙烯 (polystyrene, PS)。以氘代试剂残余质子信号

为内标, PE以C7D8为溶剂, 以H-1和H-2整体积分进行

定量; PET以CDCl3/TFA 4∶1为溶剂, 定量信号为H-1; 

PS 以 CDCl3为溶剂, 定量峰为芳香环信号; 利用标准

曲线法对样品进行定量。该方法的定量限低于环境相

关浓度的下限, 精密度均大于 99%; 准确度测定值均在

相应置信区间, 线性相关系数在 0.90～0.99之间, 证明

了该方法分析微塑料含量的实用性。与传统分析方法

相比, qNMR获得数值为质量浓度, 丰度单位一致, 使

研究结果更具有可比性。

4 总结与展望 

本文对 qNMR的应用、实验准确性的影响因素及

实验方式进行简要综述。与其他定量分析技术相比, 

qNMR具有对标准品依赖程度低、样品处理简单、重复

性强等显著优势。特别是近年来逐渐得到应用的 2D 

qNMR分析, 能较好解决复杂体系中不同成分的量化

问题, 在医药、食品、化工等领域应用逐渐增多。当然, 

qNMR仍然存在不足, 与其他定量方法相比, 其灵敏度

相对较低, 但是随着近年来超低温探头[56]、更高磁场仪

器、定量溶解动态核极化[57]、激光和低温探头辅助核磁

共振[58]等技术的发展 , NMR 灵敏度和分辨率获得提

高。利用HSQC定量分析时, 为达到足够的信噪比和

分辨率, 采样时间通常较长, 因此还需将NUS[59]、VRT 

(variation of the repetition time)[60]、光谱折叠[61]等加速

实验采集的技术与之有机结合 ; 并且 , 自动化分析

COLMARq[62]的发展会使其操作可行性增加。

此外, 改进的HSQC脉冲序列并未收录于商业软

件中, 因此要求实验人员具备专业的脉冲方面知识, 这

大大限制了它的一般应用。尽管如此, 随着NMR技术

的不断发展, qNMR的应用前景依然可期。
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