
基金项目：浙江省自然科学基金项目资助（ＬＴＧＹ２３Ｈ２９０００６）；浙江大学２０２２年实验技术研究项目资助（ＳＹＢＪＳ２０２２１０）

作者简介：王娇娇，女，硕士研究生，实验师　　研究方向：药品和食品质量控制　　通讯作者：王迎超，男，硕士，副研究员　　研究方向：药

物分析与药物质量控制的研究　　Ｔｅｌ：（０５７１）８８９８２８７１

基于定量核磁共振与色谱含量测定相结合的相对校正因子测定技术

研究

王娇娇１，葛志伟１，陆诗燕１，袁京群１，唐宇２，王迎超２
（１．浙江大学农生环测试中心，杭州 ３１００５８；２．浙江大学药学院，

杭州３１００５８）

摘要：目的　建立基于定量核磁共振（ｑＮＭＲ）与色谱融合的相对校正因子（ＲＣＦ）测定方法，探讨方法的可行性与准确
性。方法　充分利用 ｑＮＭＲ同一次测定中，所有激发原子的光谱常数相同的特点，由核磁信号计算化合物的物质的量
之比，运用色谱技术测定色谱峰面积之比，进而将两者结果融合，计算出 ＲＣＦ；以对苯二甲酸二甲酯相对于香豆素的校
正因子为例，验证方法的可靠性，并将该方法用于前维生素 Ｄ３的 ＲＣＦ的计算。结果　实验结果显示，斜率比值法、多点
法、融合技术３种方法测得的ＲＣＦ值相同，验证了方法的可靠性。此外使用该方法测定了前维生素Ｄ３相对于维生素Ｄ３
的 ＲＣＦ，测定结果与文献报道的结果一致，进一步证明了该计算方法准确可靠。结论　液相色谱与定量核磁共振融合
技术，为在缺乏对照品的情况下，计算化合物 ＲＣＦ提供了新思路，解决了性质不稳定、对照品不易获得的化合物 ＲＣＦ测
定难的问题。
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　　目前文献报道的相对校正因子（ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃ
ｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＲＣＦ）常用计算方法有：斜率比值法、多点
法、吸光系数比值法［１］。这些方法建立时都需要用

到对照品，但以下３类对照品不仅难以购买而且价
格昂贵：①不易获得化合物，例如低含量植物活性成

分、药物杂质等；②不稳定化合物，如受到光、热等作
用易发生构型转化的顺反异构体等；③个性化需求
的特殊化合物，如特殊催化剂、荧光传感器等。

不同于常用的含量测定仪器分析手段色谱法

（如液相色谱法和气相色谱法）、光谱法（如紫外吸
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收光谱法和荧光光谱法）、质谱法以及各种联用技

术［２３］，定量核磁共振（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔ
ｉｃ，ｑＮＭＲ）的分析对象为原子，不需要和分析物完
全相同的参考物质，无需制作标准曲线，只需含有

相同原子的化合物做内标即可实现绝对定量，已

广泛用于药物分析［４６］、食品分析［７］和参考物质质

量控制［３］等领域。根据国际计量委员会对基准分

析方法的定义，ｑＮＭＲ已满足基准定量方法的
要求［８１１］。

鉴于ｑＮＭＲ同一次测定中，所有激发原子的光
谱常数相同的特点，可采用稳定价廉的化合物或体

系中其他化合物作为内标，由核磁信号计算其与待

测化合物的物质的量之比，运用色谱技术测定内标

与待测化合物的色谱峰面积之比，进而将两者结果

融合，即可计算出待测有机化合物的色谱 ＲＣＦ，从
而达到由易得、稳定、价廉的化合物来测定不稳定、

不易获得、昂贵的化合物ＲＣＦ的目的。
活性维生素Ｄ类化合物具有共轭三烯结构，可

热异构化为前维生素 Ｄ［１２１３］，且在避光、无氧、加热
８０℃条件下，部分维生素Ｄ类化合物定量转化为前
维生素Ｄ，无其他杂质产生［１４］。原型结构与前体结

构是一对异构体，在溶液中发生可逆的异构化，这与

温度和时间有关，因此前维生素 Ｄ的制备及定量测
定在维生素 Ｄ类化合物含量测定中都是共性的难
点问题［１２］。

本研究首先分别使用斜率比值法、多点法、液相

色谱与定量核磁共振氢谱（１ＨｑＮＭＲ）融合技术 ３
种方法测定了对苯二甲酸二甲酯相对于香豆素的校

正因子，验证了方法的可行性。在此基础上，采用融

合技术测定了前维生素 Ｄ３（ｐｒｅＶｉｔＤ３）相对于维生
素Ｄ３（ＶｉｔＤ３）的 ＲＣＦ，结果与文献一致。本方法通
过色谱技术和定量核磁共振技术的融合为 ＲＣＦ的
测定提供了新思路，同时解决了不稳定、不易获得、

昂贵的化合物测定难的问题。

１　仪器与试剂
ＪＮＭＥＣＺ５００Ｒ／Ｍ１型全数字化超导核磁共振

波谱仪（日本 ＪＥＯＬ公司）；ＬＣ２０ＡＤ型高效液相色
谱仪（日本岛津公司）；ＡＬ１０４型万分之一天平（德
国ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司）；ＤＨＧ９０５３Ａ型电热恒
温鼓风干燥箱。

氘代二甲基亚砜（ＤＭＳＯｄ６，９９９％ Ｄ＋００３％
ＴＭＳ，美国剑桥同位素实验室公司）；甲醇（色谱
纯）；对苯二甲酸二甲酯、香豆素（分析纯）；ＶｉｔＤ３

（９８％，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；实验
用水为超纯水。

２　方法
２１　融合技术方法验证
２１１　方法验证样本制备　准确称取对苯二甲酸
二甲酯和香豆素各５ｍｇ溶于１ｍＬＤＭＳＯｄ６中，随
后用ＤＭＳＯｄ６稀释成不同浓度标准溶液（样品浓度
见表１）用于１ＨｑＮＭＲ测定。同时将系列标准溶液
用乙腈稀释１００倍后用液相色谱测定各化合物色谱
峰面积。

２１２　１ＨｑＮＭＲ测定　１ＨｑＮＭＲ采集条件：脉冲
宽度６５２７μｓ，脉冲角度９０°，弛豫时间４０ｓ，扫描次
数１６次。数据使用ＪＥＯＬＤｅｌｔａ６００软件处理，线
宽因子０２Ｈｚ，进行手动相位校正和基线校正，积
分时，选定积分区域，每个峰积分３～５次，相对标准
偏差（ＲＳＤ）小于１％时取平均值［５］。

２１３　高效液相色谱条件　岛津 ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８柱
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：体积分数８０％
乙腈水溶液；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：４０℃；检
测波长２５４ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２２　ｐｒｅＶｉｔＤ３的ＲＣＦ测定
２２１　供试品溶液制备　精密称取 ＶｉｔＤ３１０ｍｇ，
置于棕色小瓶中，加入１０ｍＬＤＭＳＯｄ６，充氮气排
除空气，置于８０℃电热恒温鼓风干燥箱中，避光加
热１ｈ后取出，迅速冷却，用于１ＨｑＮＭＲ测定。同时
用甲醇稀释１００倍后用液相色谱测定 ＶｉｔＤ３和 ｐｒｅ
ＶｉｔＤ３的色谱峰面积。
２２２　１ＨｑＮＭＲ测定　１ＨｑＮＭＲ采集条件：脉冲
宽度６５２７μｓ，脉冲角度９０°，弛豫时间１０ｓ，扫描次
数６４次。数据使用ＪＥＯＬＤｅｌｔａ６００软件处理，线
宽因子０２Ｈｚ，进行手动相位校正和基线校正，积
分时，选定积分区域，每个峰积分３～５次，相对标准
偏差（ＲＳＤ）小于１％时取平均值［５］。

２２３　 高效液相色谱条件　ＹＭＣＣａｒｏｔｅｎｏｉｄ柱
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：体积分数９８％
甲醇水溶液；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：４０℃；检
测波长２６５ｎｍ；进样量：１０μＬ。

３　结果与讨论
３１　ｑＮＭＲ与色谱融合的色谱相对ＲＣＦ计算简介

一般常用的气相色谱和液相色谱的检测器对不

同物质的响应值不同，但在１ＨｑＮＭＲ同一次测定
中，所有激发氢原子的光谱常数相同。通过
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１ＨｑＮＭＲ中峰面积的比值和代表的原子数，可以得
到溶液中不同化合物的物质的量之比，结合色谱测

定的峰面积之比，进而计算 ＲＣＦ（无特殊说明情况

下，本研究ＲＣＦ均为相对摩尔校正因子）。从而达
到由易得、稳定、价廉的化合物来测定不稳定、不易

获得、昂贵的化合物ＲＣＦ的目的，见图１。

ｃＡ、ｃＢ－化合物Ａ和Ｂ的物质的量浓度；ｆ－化合物Ａ相对于Ｂ的ＲＣＦ；ｆＡ－化合物Ａ的校正因子；ｆＢ－化合物Ｂ的校正因子；ＡＡ、ＡＢ－色谱图中化合物Ａ和化合物

Ｂ的峰面积；ｎＡ、ｎＢ－化合物Ａ和化合物Ｂ的物质的量；ＩＡ、ＩＢ－氢谱中化合物Ａ和化合物Ｂ指定峰的积分面积；ＮＡ、ＮＢ－氢谱中化合物Ａ和化合物Ｂ指定峰代表

的氢原子数。

ｃＡ，ｃＢ－ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＡａｎｄＢ；ｆ－ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＡｒｅｌａｔｉｖｅｔｏＢ；ｆＡ－ｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＡ；ｆＢ－ｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＢ；ＡＡ，ＡＢ－ｔｈｅｐｅａｋａｒｅａｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＡａｎｄｃｏｍｐｏｕｎｄＢｉｎｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；ｎＡ，ｎＢ－ｔｈｅｍｏｌａｒｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＡａｎｄＢ；ＩＡ，ＩＢ－ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｉｎｔｅｇｒａｌ

ａｒｅａｏｆｔｈｅｄｅｓｉｇｎａｔｅｄｐｅａｋｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＡａｎｄｃｏｍｐｏｕｎｄＢｉｎｔｈｅｈｙｄｒｏｇｅｎｓｐｅｃｔｒｕｍ；ＮＡ，ＮＢ－ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｏｍｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｔｈｅｄｅｓｉｇｎａｔｅｄｐｅａｋｏｆｃｏｍ

ｐｏｕｎｄＡａｎｄｃｏｍｐｏｕｎｄＢｉｎｔｈｅｈｙｄｒｏｇｅｎｓｐｅｃｔｒｕｍ．

图１　定量核磁共振（ｑＮＭＲ）与色谱融合的色谱相对校正因子（ＲＣＦ）计算
Ｆｉｇ１　Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｆｕｓｉｏｎｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ
ａｎｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．

３２　融合技术方法验证
３２１　实验参数的影响 分别考察了不同脉冲角
度、弛豫时间、扫描次数对１ＨｑＮＭＲ积分面积的影
响。当脉冲角度为 ９０°，弛豫时间≥４０ｓ，扫描次
数≥１６次时，信噪比 ＞１５０且指定信号积分面积之
比趋于稳定。

３２２　不同方法测定的ＲＣＦ值比较 运用传统的斜
率比值法、多点法以及本研究提出的融合技术测定的

对苯二甲酸二甲酯相对于香豆素的ＲＣＦ均为０５２，
结果见表 １。表明将 ｑＮＭＲ与色谱技术融合用于
ＲＣＦ测定的方案是可行的，测定结果是准确的。
３３　ｐｒｅＶｉｔＤ３相对校正因子计算
３３１　ｐｒｅＶｉｔＤ３制备条件优化　ＶｉｔＤ３具有共轭

三烯结构，避光隔绝空气条件下能够热异构化为

ｐｒｅＶｉｔＤ３（图２）。ＶｉｔＤ３与ｐｒｅＶｉｔＤ３之间的转变是
可逆的，升高温度有利于ｐｒｅＶｉｔＤ３的生成，但ＶｉｔＤ３
为优势构象，而 ｐｒｅＶｉｔＤ３为非优势构象，溶液中非
优势构象易向优势构象转化，最终达到动态平

衡［１２］。考察了在避光隔绝空气条件下，不同温度加

热不同时间时溶液中ＶｉｔＤ３热异构化的比例。结果
显示，分别在６０、８０、１２０℃条件下加热１５ｈ后溶
液中ｐｒｅＶｉｔＤ３峰面积占 ＶｉｔＤ３和 ｐｒｅＶｉｔＤ３面积总
和的比例分别为２１％、８２％、８２％，但是 １２０℃
条件下加热样品的色谱图中出现较多杂峰（图３），
据文献［１５］报道 １００～１８０℃时 ＶｉｔＤ３会不可逆
地生成焦胆钙化甾醇、异焦胆钙化甾醇、异维生素
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Ｄ３、异速甾醇等。随后将样品在避光、隔绝空气、
８０℃下加热１、２、３ｈ，经液相色谱分析发现，随着
加热时间的增加，ｐｒｅＶｉｔＤ３峰面积占 ＶｉｔＤ３和

ｐｒｅＶｉｔＤ３峰面积总和的比例均为 ８２％。因此，
ｐｒｅＶｉｔＤ３制备的最佳条件为：避光、隔绝空气、
８０℃下加热１ｈ。

表１　对苯二甲酸二甲酯相对于香豆素的ＲＣＦ测定结果
Ｔａｂ１　ＴｈｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＣＦｏｆｄｉｍｅｔｈｙｌｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅｒｅｌａｔｉｖｅｔｏｃｏｕｍａｒｉｎ．

Ｓａｍｐｌｅ
ｃ／μｍｏｌ·Ｌ－１ ＲＣＦ

Ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅ Ｃｏｕｍａｒｉｎ Ｔｈｅｓｌｏｐｅｒａｔｅｍｅｔｈｏｄ Ｔｈｅｍｕｌｔｉｐｏｉｎｔｍｅｔｈｏｄ Ｆｕｓｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

ＳＴ１ １３ １７ ０５２ ０５３

ＳＴ２ ２６ ３４ ０５２ ０５１

ＳＴ３ ３９ ５１ ０５２ ０５２ ０５１

ＳＴ４ ５１ ６８ ０５２ ０５２

ＳＴ５ ７７ １０３ ０５２ ０５２

Ａｖｅｒａｇｅ － － － ０５２ ０５２
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图２　维生素Ｄ３（ＶｉｔＤ３）及前维生素Ｄ３（ｐｒｅＶｉｔＤ３）结构
Ｆｉｇ２　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ａｎｄｐｒｅｖｉｔａｍｉｎＤ３

３３２　１ＨｑＮＭＲ中定量峰选择　在进行 ｑＮＭＲ分
析前先对其质子峰进行归属，明确每个信号峰所对

应的质子数，根据文献［１５］及谱图分析，将氢原子
δ６１７、５９５和５０２分别归属为ＶｉｔＤ３的Ｈ６、Ｈ７、
Ｈ１９质子信号峰，将氢原子 δ５８９、５６３和５４５分
别归属为 ｐｒｅＶｉｔＤ３的 Ｈ６、Ｈ７、Ｈ９质子信号峰
（图４）。ｑＮＭＲ分析优先选择耦合裂分较少且与相
邻质子峰分离较好的峰作为定量峰，综合考虑选择

ＶｉｔＤ３的 Ｈ１９（δ５０２）和 ｐｒｅＶｉｔＤ３的 Ｈ９（δ５４５）
作为定量峰。

图３　ＶｉｔＤ３溶液避光隔绝空气条件下，８０℃加热前、后（Ａ）及不同温度下加热后（Ｂ）的色谱图
Ｆｉｇ３　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＶｉｔＤ３ｓｏｌｕｔｉｏｎｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｈｅａｔｉｎｇａｔ８０℃ （Ａ）ａｎｄａｆｔｅｒｈｅａｔｉｎｇａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（Ｂ）ｕｎｄｅｒ
ｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆａｖｏｉｄｉｎｇｌｉｇｈｔａｎｄｉｓｏｌａｔｉｎｇａｉｒ

３３３　１ＨｑＮＭＲ实验参数优化　弛豫时间对核磁
共振信号积分结果的准确性影响较大，ｑＮＭＲ实验
的弛豫时间通常设定不低于纵向弛豫时间的５倍，
采用反转恢复法测定化合物质子的纵向弛豫时间，

ＶｉｔＤ３的Ｈ１９和ｐｒｅＶｉｔＤ３的 Ｈ９的弛豫时间分别

为０９１、１３５ｓ。弛豫时间设定过长会增加分析时
间，在保证采样质子能够得到充分弛豫的同时兼顾

分析时间，选择纵向弛豫时间为１０ｓ。扫描次数增
加会提高信号峰的信噪比和稳定性但延长测试时

间，考虑到 ＶｉｔＤ３和 ｐｒｅＶｉｔＤ３的稳定性。本研究
·９４４·
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图４　ＶｉｔＤ３和ｐｒｅＶｉｔＤ３的
１ＨＮＭＲ谱图

Ｆｉｇ４　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＶｉｔＤ３和ｐｒｅＶｉｔＤ３

确定的扫描次数为６４次，每次分析需１５ｍｉｎ左右。
３３４　ｐｒｅＶｉｔＤ３的 ＲＣＦ计算结果　按照“２３”项
下方法制备６份样品并根据图１中的公式计算 ｐｒｅ
ＶｉｔＤ３相对于 ＶｉｔＤ３ＲＣＦ，平均值为 ２１，ＲＳＤ为
１５％，表明方法重复性良好。

为了验证方法准确度，向含有 ｐｒｅＶｉｔＤ３和
ＶｉｔＤ３的溶液中加入不同量的ＶｉｔＤ３，并根据图１中
的公式计算 ｐｒｅＶｉｔＤ３相对于 ＶｉｔＤ３的 ＲＣＦ。具体
操作为：称取 ＶｉｔＤ３５０ｍｇ，置于棕色小瓶中，加入
５０ｍＬＤＭＳＯｄ６，充氮气排出空气，置于８０℃电热
恒温鼓风干燥箱中，避光加热 １ｈ后取出，迅速冷
却，平行取上述溶液０６ｍＬ７份，分别加入０、１、２、
３、４、５、６ｍｇＶｉｔＤ３，之后测定并计算ＲＣＦ，结果见表
２，７份样品计算的 ＲＣＦ平均值为 ２１，ＲＳＤ为
１２％。表明方法准确可靠，且结果与文献［１４］报
道一致。

表２　ＰｒｅＶｉｔＤ３相对于ＶｉｔＤ３的ＲＣＦ测定结果
Ｔａｂ１　ＴｈｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＣＦｏｆｐｒｅＶｉｔＤ３ｒｅｌａｔｉｖｅｔｏ
ＶｉｔＤ３

ｍ（ＶｉｔＤ３）／ｍｇ ＲＣＦ Ａｖｅｒａｇｅ ＲＳＤ／％

０ ２１１

１ ２１１

２ ２０８

３ ２０７ ２１ １２

４ ２０９

５ ２０５

６ ２０５

４　结　论
目前，基于 ｑＮＭＲ与色谱融合的有机化合物

ＲＣＦ测定技术的研究未见报道，该技术为难以获得
对照品、制备成本高、不稳定、个性化的特殊化合物

ＲＣＦ的测定提供了新思路，同时该方法操作简单，
便于实现，拓展了 ｑＮＭＲ技术的使用范围，有望解
决药物中间体、药物制剂中无对照品化合物含量测

定的难题。此外，该技术还有望用于中药“一测多

评”中ＲＣＦ的测定。
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