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定量核磁共振氢谱法测定药用辅料二油酰基磷脂酰胆碱的含量

王娅雯，陈雪帆
（浙江工业大学绿色制药协同创新中心，杭州３１００１４）

摘要：目的　建立测定二油酰基磷脂酰胆碱（１，２ｄｉｏｌｅｏｙｌＳＮｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，ＤＯＰＣ）含量的定量核磁共振氢谱
法（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｒｏｔｏｎｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ｑＨＮＭＲ）。方法　采用 ＢｒｕｋｅｒＡＶＡＮＣＥⅡ ６００ＭＨｚ核磁共振波谱仪，
采集 ＤＯＰＣ的核磁共振氢谱，以１，３，５三甲氧基苯为内标物，氘代氯仿为溶剂，３０°脉冲，扫描次数为 １６次，测试温度
２５℃，采集时间（ＡＱ）为５ｓ，弛豫延迟时间（Ｄ１）为３５ｓ，对ＤＯＰＣ进行定量分析。结果　样品的１ＨＮＭＲ谱在化学位移
δ０８７出现甲基的质子信号，ＤＯＰＣ和内标物定量峰信号在１ＨＮＭＲ谱上分离度良好，ＤＯＰＣ在线性范围内线性关系良
好（ｒ＞０９９９６），方法精密度和重复性良好，ＤＯＰＣ含量为９６７％ ～９８７％，测定结果与磷钼酸比色法测定结果基本一
致。结论　建立的 ｑＨＮＭＲ方法可以对 ＤＯＰＣ进行准确定量，相比于经典的磷钼酸比色方法更加快速，并且不需要复杂
的前处理操作。
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　　广义上卵磷脂是由多种成分（磷脂酰胆碱、磷
脂酰丝氨酸和磷脂酰乙醇胺等）组成的混合磷

脂［１］，天然卵磷脂来源广泛，大量存在于动植物体

内，最有实用价值的卵磷脂原料是大豆和蛋黄［２］。

然而，从天然原料中提取的大豆磷脂和蛋黄磷脂成

分繁杂、稳定性差，增加了应用过程中的不确定性因

素，且不利于质量控制。因此，在药物研究中，具有

单一组分的高纯度卵磷脂则更受青睐，由于天然卵

磷脂的纯化工艺复杂繁琐，研究人员便将重点放在

了化学合成上，通过人工合成获得具有明确结构的

单一组分，从而得到具有一定特性的磷脂。二油酰

基磷脂酰胆碱（１，２ｄｉｏｌｅｏｙｌｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏ
ｌｉｎｅ，ＤＯＰＣ）是一种常用的合成卵磷脂［３］，具有两性

分子结构（图１），这种独特的理化性质和生理活性
使其在医药领域具有十分重要的意义，主要作为药

用辅料用于注射液、混悬液、乳剂等多种不同剂型的

药物中［４５］或直接作为有效成分使用；因与人体具有

较高的相容性且稳定性好纯度高，适合作为膜材用

·４８１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２５Ｊａｎｕａｒｙ，Ｖｏｌ６０Ｎｏ２　　　　　　 　 　 　 　　 中国药学杂志２０２５年１月第６０卷第２期



于脂质体的制备，如 Ｓｋｙｅｐｈａｒｍａ公司将无菌的阿糖
胞苷悬浮液包装到由胆固醇、甘油三油酸酯以及二

油酸磷脂酰胆碱、二棕榈酰磷脂酰甘油制备而成的

多室脂质体中［６］；ＤＯＰＣ的疏水端由不饱和的油酸
组成，广泛作为抗氧剂应用于食品行业［７］。ＤＯＰＣ
作为重要的药用辅料，确保其安全有效、质量可控对

于人类健康事业的发展至关重要。

核磁共振波谱（ＮＭＲ）法可以在物质的分析研
究中提供精确的定性和定量信息，因其独特的分析

能力，目前已成为了一种研究物质结构和特性的新

兴技术。由于核磁共振活性核的普遍存在，ＮＭＲ法
在代谢组学［８］、结构鉴定［９］、含量测定［１０］和反应监

测［１１］等方面具有极其广泛的应用。定量核磁共振

氢谱法（ｑＨＮＭＲ）作为一种用于有机化合物定值的
潜在基准方法，具有许多优点［１２１３］：ＮＭＲ法通过记
录静磁场中磁性原子核与电磁波相互作用的结果来

分析样品，不会破坏样品结构和化学特性；不需要提

供待测样品的对照品即可进行定量分析，并且具有

高度的选择性；对样品的要求低，不需要复杂的前处

理工作，仪器操作简单分析速度快。各国药典均已

收载该方法［１４１７］，并广泛应用于药物的质量分析研

究。常规的测定磷脂酰胆碱含量的方法是高效液相

色谱 （ＨＰＬＣ）法，ＤＯＰＣ不含有生色基团，无法使用
常规的紫外（ＵＶ）检测器进行含量测定，通常选择蒸
发光散射（ＥＬＳＤ）检测器进行检测。ＥＬＳＤ的原理
是将流动相雾化形成小液滴，然后加热蒸发，不易挥

发的化合物形成微小颗粒，通过散射光信号来检测

和定量目标化合物。因此，ＥＬＳＤ检测器要求流动
相及流动相中加入的修饰剂必须具有良好的挥发

性，这样就使非挥发性的缓冲盐的应用受到了限

制；液相的平衡时间长，且 ＥＬＳＤ检测器的灵敏度
会低于 ＵＶ检测器，样品中的溶剂残留也可能导致
散射光强度的非线性响应。ＤＯＰＣ的分子式为
Ｃ４４Ｈ８４ＮＯ８Ｐ，含有磷，因此可通过比较测定样品中磷
元素的含量来折算ＤＯＰＣ的含量。但该方法专属性
较差，且实验过程繁杂，影响定量结果准确性的因素

较多。结合ｑＨＮＭＲ的仪器性能和方法优势，本研
究首次采用 ＮＭＲ法对 ＤＯＰＣ进行含量测定，为
ＤＯＰＣ及其他合成磷脂的质量研究提供技术支持。

本实验收集了来自４个厂家共８批次的 ＤＯＰＣ
药用辅料，采用 ｑＨＮＭＲ技术，测定其 ＤＯＰＣ的含
量，对专属性、精密度、重复性、线性范围等进行方法

学考察，实验结果表明，该方法可准确快速地对

ＤＯＰＣ定量分析。

图１　二油酰基磷脂酰胆碱（ＤＯＰＣ）的结构式
Ｆｉｇ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆ１，２ｄｉｏｌｅｏｙｌｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ（ＤＯＰＣ）

１　仪器与试药
ＢｒｕｋｅｒＡＶＡＮＣＥⅡ ６００ＭＨｚ型核磁共振波谱

仪（Ｂｒｕｋｅｒ公司）；ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ电子天平（精度
０００１ｍｇ，上海梅特勒托利多有限公司）；ＭｉｌｌｉＱ
超纯水仪（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

氘代氯仿（ＣＤＣｌ３，ＣａｍｂｒｉｄｇｅＩｓｏｔｏｐｅＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
公司，批号：ＰＲ３１５９４／０４３００ＣＬ１，含量 ９９８％）；
１，３，５三甲氧基苯（上海皓鸿生物医药科技有限公
司，批号：Ｌｆ０５２０１３４９３７，含量 ９７３７％）；去离子水
（ＭｉｌｌＱ制备）。

ＤＯＰＣ：市售样品来自 ４个不同厂家共 ８批样
品，编号分别为Ｓ１～Ｓ８。

２　实验方法
２１　溶液的配制
２１１　１，３，５三甲氧基苯内标溶液　精密称取
１，３，５三甲氧基苯约 ８０ｍｇ置于 ５ｍＬ量瓶内，用
ＣＤＣｌ３定容得到内标溶液。
２１２　 核磁共振供试品溶液配制　取 ８批
ＤＯＰＣ样品约 ２０ｍｇ，精密称定，加入内标溶液

·５８１·
中国药学杂志２０２５年１月第６０卷第２期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２５Ｊａｎｕａｒｙ，Ｖｏｌ６０Ｎｏ２



５００μＬ，振荡使其完全溶解，转移至５ｍｍ核磁管
待测。

２２　核磁测试参数设置
ｑＨＮＭＲ采用 ３０°脉冲，谱宽（ＳＷ）设置为

２００２５４，中心频率为 ６１７５，采样次数（ＮＳ）为
１６次，测试温度为 ２５℃，采样时间（ＡＱ）为 ５ｓ，
弛豫延迟时间（Ｄ１）为３５ｓ，采样点数６５×１０４。
在上述实验条件下，调整仪器参数、调谐、锁场、

匀场、采样。

２３　核磁数据处理计算
将采集得到的数据使用 ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ１２软件进

行傅里叶变换，设置溶剂峰，进行相位矫正和基线矫

正，选定内标和样品定量特征峰，积分 ５次取平均
值［１８］，按公式１计算结果。

Ｐｘ＝
Ｉｘ
Ｉｓｔｄ
Ｎｓｔｄ
Ｎｘ
Ｍｘ
Ｍｓｔｄ
Ｗｓｔｄ
Ｗｘ
×Ｐｓｔｄ 公式（１）

式中，Ｉｘ和 Ｉｓｔｄ分别为待测样品与内标物定量
峰的平均积分面积；Ｎｘ和 Ｎｓｔｄ分别为待测样品与
内标物定量峰积分信号所包含的质子数；Ｍｘ和
Ｍｓｔｄ分别为待测样品与内标物的相对分子质量；
Ｗｘ和 Ｗｓｔｄ分别为待测样品与内标物的质量；Ｐｘ和
Ｐｓｔｄ分别为待测样品和内标物的质量百分含量。
２４　分析方法学考察
２４１　线性关系考察　精密称取内标物４０ｍｇ置
于１０ｍＬ量瓶中用氘代氯仿定容，得到质量浓度为
４ｍｇ·ｍＬ－１的内标溶液。分别称取 ２５、２０、１０、
５３３、４０、３０和１６ｍｇ样品，各加入１ｍＬ上述内
标溶液，得到样品质量浓度范围为 １６～２５ｍｇ·
ｍＬ－１的待测溶液。以样品与内标物的取样质量比
值（ｍＳ／ｍＲ）为横坐标，两者定量峰积分面积比值
（ＡＳ／ＡＲ）的平均值为纵坐标进行线性回归，回归方
程为：ｙ＝０４２５３ｘ＋０００５，ｒ＝０９９９６表明样品与
内标物质量比值在０４１～６２８内与两者定量峰积
分面积比值呈良好的线性关系（表１）。

表１　二油酰基磷脂酰胆碱（ＤＯＰＣ）线性实验结果
Ｔａｂ１　ＲｅｓｕｌｔｓｆｏｒｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｔｅｓｔｉｎｇｏｆＤＯＰＣ

ρ（ＤＯＰＣ）／ｍｇ·ｍＬ－１ ｍＳ／ｍＲ ＡＳ／ＡＲ

１６ ０４１ ０１７８

３０ ０７５ ０３１９

４０ １００ ０４５７

５３３ １３３ ０５３５

１０ ２８４ １２５０

２０ ５０９ ２１５０

２５ ６２８ ２６７９

２４２　精密度试验　取“２１２”项下同一份供试
品溶液，按“２２”项下条件连续测定６次，计算 ＡＳ／
ＡＲ的比值，相对标准偏差（ＲＳＤ）为１３％。
２４３　稳定性试验　取同一份供试品溶液，在室温
下放置０、６、１８、２４、３６、４８ｈ分别进行测定，计算ＡＳ／
ＡＲ的比值，ＲＳＤ为０８０％，表明供试品溶液室温放
置４８ｈ内稳定。
２４４　重复性试验　按“２１２”项下条件平行配
制６份供试品溶液，按“２２”项下实验条件测定，计
算ＡＳ／ＡＲ的比值，ＲＳＤ为１１６％，重复性良好。
２４５　专属性考察　ＤＯＰＣ样品、１，３，５三甲氧基
苯内标物和两者混合溶液的核磁共振氢谱见图２，
分别选择样品位于０８７和内标位于６０８的两处信
号作为两个化合物的定量峰。二者互不干扰且基线

平整，专属性良好。

图２　１，３，５三甲氧基苯（Ａ）、ＤＯＰＣ（Ｂ）及１，３，５三甲氧基
苯和ＤＯＰＣ混合物（Ｃ）的１ＨＮＭＲ谱图
Ｆｉｇ２　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ１，３，５ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｂｅｎｚｅｎｅ（Ａ），
ＤＯＰＣ（Ｂ）ａｎｄｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｏｆ１，３，５ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｂｅｎｚｅｎｅａｎｄ
ＤＯＰＣ（Ｃ）

２５　样品测定
取４个厂家共８批样品按“２１２”项下方法配

制供试品溶液Ｓ１～Ｓ８，按“２２”项下方法进行测定。
采用ｑＨＮＭＲ法和磷钼酸比色法测定 ＤＯＰＣ样品含
量的结果见表２，对ｑＨＮＭＲ法和磷钼酸比色法结果
进行配对 ｔ检验，Ｐ＞００５（Ｐ＝０２９７），结果表明，
两种方法测得结果基本一致。

３　结果与讨论
３１　ＤＯＰＣ的氢谱解析

采集ＤＯＰＣ的氢谱，对其质子信号进行解析归
属，结果见表３。
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表２　ｑＨＮＭＲ与钼蓝分光光度法测定 ＤＯＰＣ样品含量的结
果比较

Ｔａｂ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ＤＯＰＣｓａｍｐｌｅｓｂｙｑＨＮＭＲａｎｄｍｏｌｙｂｄｅｎｕｍｂｌｕｅｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏ
ｔｏｍｅｔｒｙ

Ｓａｍｐｌｅ

Ｎｏ．

Ｃｏｎｔｅｎｔ

（ｑＨＮＭＲ）／％

Ｃｏｎｔｅｎｔ（ｍｏｌｙｂｄｅｎｕｍｂｌｕｅ

ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃｍｅｔｈｏｄ）／％

Ｓ１ ９７２８ ９８６８

Ｓ２ ９８７４ １００４５

Ｓ３ ９８７０ ９７１５

Ｓ４ ９６９８ ９７５９

Ｓ５ ９６８２ ９９５１

Ｓ６ ９６７２ ９８４６

Ｓ７ ９７６７ ９６７１

Ｓ８ ９６８３ ９６０７

表３　ＤＯＰＣ样品的１ＨＮＭＲ测定结果（ＣＤＣｌ３）

Ｔａｂ３　１ＨＮＭＲｄａｔａｏｆＤＯＰＣ（ＣＤＣｌ３）

Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

δ Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｒｏｔｏｎｓ

Ｐｅａｋ

ｓｈａｐｅ
Ａｔｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

５４０－５２７ ４Ｈ ｍ Ｈ１４，Ｈ１５，Ｈ３３，Ｈ３４
５１９ １Ｈ ｍ Ｈ３
４４３－４２６ ３Ｈ ｍ Ｈ５，Ｈ２
４１２ １Ｈ ｄｄ Ｈ２
３９４ ２Ｈ ｍ Ｈ４９
３８３－３７６ ２Ｈ ｍ Ｈ５０
３３６ １０Ｈ ｓ Ｈ５２，Ｈ５３，Ｈ５４
２２８ ４Ｈ ｑ Ｈ７，Ｈ２６
２００ ８Ｈ ｑ Ｈ１３，Ｈ１６，Ｈ３２，Ｈ３５
１５８ ４Ｈ ｍ Ｈ８，Ｈ２７
１２９ ３９Ｈ ｔ －ＣＨ２－

０８７ ６Ｈ ｔ Ｈ２３，Ｈ４２

３２　内标物的选择
在核磁共振谱中，信号峰面积与它所代表的

核的数量成正比，分子中每个氢核的共振频率会

根据化学环境的不同而发生偏移。因此可以向样

品中添加适量可计量溯源的替代物质作为 ｑＮＭＲ
的内部标准［１９］。再通过公式 １来确定样品的含
量。在进行 ｑＨＮＭＲ实验时，应尽量选择纯度高易
称量、化学惰性即不与样品或溶剂发生反应，且在

溶剂中溶解完全的物质。根据上述原则，本实验

选取了１，３，５三甲氧基苯环上的质子峰作为内标
物定量信号，样品的定量峰为化学位移 δ０８７的
甲基信号峰，二者完全分离且基线平整，不受其他

信号峰的干扰。

３３　定量峰的选择
一般选择与相邻信号分离度良好的信号峰作为

样品的定量峰。在本实验中，分别统计了样品和内

标物不同信号作为定量峰时样品的浓度。结果表

明，样品选择化学位移为 δ０８７的甲基信号峰、内
标选择δ６０９的质子信号峰与其他信号峰分离度
良好，定量的结果与真实值更接近。

３４　氘代试剂的选择
分析物和内标应在氘代试剂内完全溶解，不能

有悬浮或析出，否则将导致定量结果的不准确［２０］。

常用溶剂包括重水、氘代丙酮、氘代三氯甲烷、氘代

甲醇以及氘代二甲亚砜等。ＤＯＰＣ易溶于三氯甲
烷，可溶于甲醇和乙醇，不溶于丙酮和水。内标物不

溶于水，在三氯甲烷中极易溶解。因此，选择氘代氯

仿作为溶剂。

３５　仪器参数的选择
仪器的参数设置直接影响实验结果的准确

性［２１］。影响准确性的参数主要包括弛豫延迟时间

Ｄ１、扫描次数（ＮＳ）、激发脉冲的角度（Ｐ１）和采集
时间等。Ｄ１是影响质子信号峰面积准确性的重要
参数，Ｄ１的设定与纵向弛豫时间（Ｔ１）直接相关。
有研 究 表 明，若 Ｐ１为 ３０°，Ｄ１应 满 足 大 于
７／３Ｔ１［２２］；若 Ｐ１为９０°，Ｄ１应满足大于５Ｔ１［２３］，测
定的结果可以得到保障。采用反转恢复法（ｉｎｖｅｒ
ｓｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙ）测得 ＤＯＰＣ和内标物定量峰的 Ｔ１值
分别为２５２８ｓ和 ３６６４ｓ，为了使核自旋沿着极
化磁场的方向完全恢复平衡，保证被积分的信号

强度与原子核数目完全成正比，本次实验设定 Ｄ１
为 ３５ｓ。ｑＨＮＭＲ的信噪比一般要求不小于
２５０［２４］，扫描次数与信噪比成正比，但扫描次数的
增加会延长实验时间。本实验分别考察了 ＮＳ为
４、８、１６、２４和３２次对定量结果的影响，Ｓ／Ｎ均满
足上述要求，定量结果的 ＲＳＤ为 ０４３％，无明显
差异。本实验选择扫描次数为 １６可以满足实验
精度和准确度要求。

３６　ｑＨＮＭＲ在药品方面的应用和优势
随着超导技术、低温探头和脉冲傅里叶变换等

先进技术的不断发展，ｑＨＮＭＲ的灵敏度和准确度显
著提高，已经成为复杂样品结构分析的标准工具。

相比于气相色谱法和液相色谱法，ｑＨＮＭＲ不破坏样
品，能够同时进行准确的定性和定量分析，试验结束

可以回收样品，提高样品利用率。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＤＲＥＳＣＨＥＲＳ，ＶＡＮＨＯＯＧＥＶＥＳＴＰＴｈｅｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｒｅｓｅａｒｃｈ

ｃｅｎｔｅｒ：ｃｕｒｒｅｎｔｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓａｎｄｔｈｅｉｒｕｓｅｉｎｄｒｕｇｄｅ
ｌｉｖｅｒｙ［Ｊ］．Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ，２０２０，１２（１２）：１２３５ＤＯＩ：１０３３９０／
ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ１２１２１２３５．
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