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[摘要] 　 建立基于定量核磁共振(quantitative
 

nuclear
 

magnetic
 

resonance,qNMR)技术的人参皂苷对照品质量评价方法。 采用

Bruker
 

Avance
 

Ⅲ
 

500
 

MHz核磁共振仪,配备 5
 

mm
 

BBO探头,采集定量氢谱,30°脉冲,弛豫延迟时间 D1 为 20
 

s,探头温度为

303
 

K,采样次数为 32次。 采用绝对定量法,选择高纯度的定量核磁共振用内标对苯二甲酸二甲酯,以灵敏度相对较好的甲基

峰作为定量峰,结合线性拟合解卷积处理提高积分结果的准确性,建立了基于 qNMR 技术的人参皂苷对照品质量评价方法,
并完成方法学验证。 采用建立的 qNMR对 5种人参皂苷类对照品人参皂苷 Rg1、人参皂苷 Re、人参皂苷 Rb1、人参皂苷 Rd和
三七皂苷 R1 进行质量评价研究,结果表明 5种人参皂苷对照品 qNMR测定值低于厂家提供的 HPLC 归一化含量。 该方法可

以保障人参皂苷对照品的质量,同时也为相关中药材及其制剂质量评价的准确性提供有力支持。 基于 qNMR 技术的中药对

照品质量评价方法简单、快捷、结果准确,值得推广用于中药对照品的质量值定量测定。
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[Abstract] 　 The
 

present
 

study
 

established
 

a
 

quality
 

evaluation
 

method
 

for
 

ginsenoside
 

reference
 

substances
 

based
 

on
 

quantitative
 

nuclear
 

magnetic
 

resonance
 

(qNMR)
 

spectroscopy.
 1H-NMR

 

spectra
 

were
 

collected
 

on
 

Bruker
 

Avance
 

Ⅲ
 

500
 

MHz
 

NMR
 

spectrometer
 

equipped
 

with
 

a
 

5
 

mm
 

BBO
 

probe.
 

The
 

acquire
 

parameters
 

were
 

set
 

up
 

as
 

follows:
 

pulse
 

sequence
 

of
 

30°,
 

D1 =20
 

s,
 

probe
 

temperature=
 

303
 

K,
 

and
 

the
 

scan
 

number
 

=
 

32.
 

Dimethyl
 

terephthalate,
 

a
 

high-quality
 1H-qNMR

 

standard,
 

was
 

used
 

as
 

the
 

internal
 

standard
 

and
 

measured
 

by
 

the
 

absolute
 

quantitative
 

method.
 

Methyl
 

peaks
 

of
 

comparatively
 

good
 

sensitivity
 

were
 

selected
 

for
 

quantification,
 

and
 

linear
 

fitting
 

deconvolution
 

was
 

adopted
 

to
 

improve
 

the
 

accuracy
 

of
 

integration
 

results.
 

The
 

qNMR
 

spectroscopy-based
 

method
 

was
 

established
 

and
 

validated,
 

which
 

was
 

then
 

used
 

for
 

the
 

quality
 

evaluation
 

of
 

ginsenoside
 

Rg1,
 

ginsenoside
 

Re,
 

ginsenoside
 

Rb1,
 

ginsenoside
 

Rd,
 

and
 

notoginsenoside
 

R1 .
 

The
 

results
 

suggested
 

that
 

the
 

content
 

of
 

these
 

ginsenoside
 

reference
 

standards
 

obtained
 

from
 

the
 

qNMR
 

spectroscopy-based
 

method
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

detected
 

by
 

the
 

normalization
 

method
 

in
 

HPLC
 

provided
 

by
 

the
 

manufacturers.
 

In
 

conclusion,
 

the
 

qNMR
 

spectroscopy-based
 

method
 

can
 

ensure
 

the
 

quality
 

of
 

ginsenoside
 

reference
 

substances
 

and
 

provide
 

powerful
 

support
 

for
 

the
 

accurate
 

quality
 

evaluation
 

of
 

Chinese
 

medicine
 

and
 

its
 

preparations.
 

The
 

qNMR
 

spectroscopy-based
 

575
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method
 

is
 

simple,
 

rapid,
 

and
 

accurate,
 

which
 

can
 

be
 

developed
 

for
 

the
 

quantitative
 

assay
 

of
 

Chinese
 

medicine
 

standard
 

references.
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words ] 　 qNMR; ginsenoside
 

Rg1; ginsenoside
 

Re; ginsenoside
 

Rb1; ginsenoside
 

Rd; notoginsenoside
 

R1; dimethyl
 

terephthalate
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人参皂苷为五加科植物人参和三七的主要有效

成分,也是人参、三七药材及其制剂如血塞通注射

液、血栓通注射液的主要质控指标。 目前常用的人

参皂苷定量分析方法为高效液相色谱法,均需要被

测物相应的对照品才能完成定量分析。 因此,人参

皂苷对照品的质量对人参、三七药材及其相关制剂

的质量评价结果的准确性起着至关重要的作用。 目

前国家标准物质中心可提供人参皂苷标准物质 15
种,全国各地可提供人参皂苷对照品的公司较多。
各对照品公司所出具的人参皂苷对照品纯度都是以

色谱方法根据归一化面积计算所得,这种方法测定

的纯度受色谱分离条件影响较大,而且对照品中所

含杂质与对照品的最大吸收波长和响应因子也不尽

相同,因此,用色谱峰面积归一化法所测得的对照品

纯度与其真实值之间会有较大偏差。 使用纯度不准

确的对照品进行人参、三七药材及其制剂的质量评

价所得的数据与真实数据之间会有一定的偏差。 化

学标准物质的定值在国际上通常采用质量守恒法,
该方法有一定的局限性,并且方法复杂,操作繁琐。

定量核磁共振法( quantitative
 

nuclear
 

magnetic
 

resonance,qNMR)在药物分析中的研究应用首次发

表于 1963年[1]。 近五十年来,qNMR技术在药物相

关领域得到飞速发展,尤其是现代超高磁场的脉冲

傅里叶变换核磁共振仪的应用,使得 qNMR 的分析

灵敏度和精密度已经达到或接近高效液相色谱法的

水平[2],分析速度甚至能优于高效液相色谱法。 根

据国际计量局(BIPM)-物质量咨询委员会(CCQM)
对“基准测量方法”给出的定义,核磁共振法已达到

“基准测量方法”的标准[3-4]。 与传统的色谱法相

比,qNMR具有样品制备简单、可同时得到定性和定

量数据、测量时间短、非侵入性和非破坏性、无需相

关样品的对照物质等优点。 近年来,qNMR 已被广

泛应用于药品、赋形剂、疫苗、天然产物、多肽、农药

以及食品和饮料的成分分析,以及植物提取物、药酒

和生物体液的代谢谱和指纹图谱分析。 我国亦已有

诸多学者采用 qNMR 测定了化合物含量或进行指

纹图谱分析[5-10],张琪等[11]对 qNMR 的影响因素进

行了探析,作为一种不分离分析的方法,获取准确的

信号积分结果是影响 qNMR准确性的关键。
人参皂苷结构较为复杂,其对照品一般是通过

提取分离的方式获得,常常含有水分和各种溶剂残

留。 LI
 

Z
 

Y 等[12]和 HUANG
 

B
 

M 等[13]采用 qNMR
对部分人参皂苷的纯度进行了分析。 本研究选取定

量核磁共振分析专用的内标,选择灵敏度相对较好

的甲基峰作为定量峰,结合线性拟合解卷积提高积分

结果的准确性,建立了基于 qNMR技术的人参皂苷对

照品质量评价方法,并完成方法学验证。 该方法可以

保障人参皂苷对照品的质量,同时也为相关中药材及

其制剂质量评价的准确性提供有力的支持。
1　 材料

Bruker
 

AvanceⅢ
 

500
 

M 超导核磁共振波谱仪,
质子激发频率 500. 13

 

MHz,配置 BBO探头,Topspin
 

2. 1工作站(瑞士 Bruker公司)。
5

 

mm标准核磁样品管购自美国 Norell 公司。
氘代吡啶-d5(氘代度>99. 5%)、TraceCERT Ⓡ认证

的核磁共振定量用内标对苯二甲酸二甲酯(批号

BCBL1702V,纯度 99. 99%,测量不确定度 0. 16%)、
顺丁烯二酸(马来酸,批号 BCBG2002V)、反丁烯二

酸(富马酸,批号 BCBF2132V) 购自美国 Sigma-
Aldrich公司。 国家药品标准物质人参皂苷 Rg1(批
号 110703-201530,含量测定用,以 91. 7%计)由中

国食品药品检定研究院提供。 实验用人参皂苷对照

品为人参皂苷 Rg1、Re、Rb1、Rd和三七皂苷 R1,由 2
个对照品销售公司提供,共计 15 个样品,代号与批

号: Rg1 ( SH-110820、 SH-150921、 JL-1、 JL-2、 SH-
140729)、 Re ( SH-151016、 JL-1、 SH-140721 )、 Rb1
( SH-150907、 SH-140723 )、 Rd ( SH-150924、 SH-
140719)、R1(SH-150813、SH-140722、JL-1)。
2　 方法

2. 1　 样品的制备

对苯二甲酸二甲酯内标以及各人参皂苷对照品

在五氧化二磷干燥器中真空干燥 24
 

h 以上。 准确

称量内标对苯二甲酸二甲酯约 5
 

mg 和人参皂苷对

照品约 30
 

mg(精确到 0. 01
 

mg),加入 0. 5
 

mL
 

氘代

675
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吡啶-d5,超声及涡旋混合至完全溶解,转移至 5
 

mm
核磁管中,加封直接用于1H-NMR测试。
2. 2　 1H-NMR测试条件

采用 zg30 脉冲序列测定样品溶液的1H-NMR
图谱。 测定温度为 303

 

K,观测频率 500. 13
 

MHz,谱
宽 10

 

330. 578
 

Hz,中心频率 3
 

088. 51
 

Hz,90°脉冲宽

度 14. 62
 

μs,采样数据点 65
 

536,扫描 32 次,空扫 2
次,弛豫延迟时间 20

 

s,每个样品重复测定 3次。
2. 3　 数据处理

将得到的1H-NMR 图谱先在 Topspin
 

2. 1 工作

站中进行傅里叶变换,对谱图进行相位校正和基线

校正,后续谱图标峰、积分等操作在 MestReNova
 

14. 0软件中完成,采用绝对定量法对皂苷对照品进

行定量分析。
人参皂苷对照品含量计算方法如下。

Px =
Ix
Iis
·

Nis
Nx
·

Mx

Mis
·

Wis
Wx
·Pis

其中,Ix 和 Iis 分别为人参皂苷和内标化合物的

核磁共振信号强度也就是被测信号的峰面积,Nx 和

Nis 分别表示人参皂苷和内标化合物被测信号对应

的氢原子个数,Mx 和 Mis 分别表示人参皂苷和内标

化合物的摩尔质量,Wx 和 Wis 分别表示人参皂苷和

内标化合物的称样质量,Px 和 P is 分别表示人参皂

苷和内标化合物的质量分数。
2. 4　 方法学考察

2. 4. 1　 精密度试验 　 取同一份人参皂苷 Rg1(SH-
110820)供试品溶液,按 2. 2 项下方法连续测定 6
次,记录定量峰积分面积,计算人参皂苷 Rg1 含量,
计算仪器精密度(RSD)。
2. 4. 2　 重复性试验 　 制备同一批次人参皂苷 Rg1
(SH-110820)供试品溶液 6 份,按 2. 2 项下方法进

行测定,记录定量峰积分面积,计算人参皂苷 Rg1 含
量,计算方法的重复性(RSD)。
2. 4. 3　 准确性试验　 取已知浓度的国家药品标准

物质人参皂苷 Rg1(批号 110703-201530),按 2. 1 项

下方法制备样品,平行制备 3份,按 2. 2 项下方法进

行测定,每个样品重复测定 3次,记录定量峰积分面

积,计算人参皂苷 Rg1 含量,与其标识浓度进行对

比,计算方法的准确性。
3　 结果与讨论

3. 1　 氘代溶剂与内标化合物的选择　
一般情况下,通过对人参皂苷类化合物的溶解

性质及内标化合物的溶解性质来选择合适的溶剂。
在结构鉴定研究中,人参皂苷一般选用氘代吡啶作

为溶剂,以减少残留溶剂峰对样品信号的干扰。 本

研究也尝试了氘代甲醇,人参皂苷在氘代甲醇中也

能溶解,然而甲醇的残留溶剂峰化学位移为 3. 30,
位于人参皂苷氢信号出峰的高场区,对人参皂苷的

信号有一定的干扰。 另外,由于氘代吡啶的抗磁各

向异性强于氘代甲醇,人参皂苷不同甲基峰在氘代

吡啶中化学位移的间距略大。 考虑到对人参皂苷进

行定量测定的同时可对比文献的化学位移信息确证

结构,本研究采用氘代吡啶作为溶剂溶解样品。
内标物的选择在 qNMR 技术应用中是十分重

要的。 内标物应具有很高的纯度,化学性质稳定且

无挥发性,在各种氘代溶剂中均能较好的溶解,不与

溶剂和待测样品发生化学反应,结构简单,质子化学

位移不干扰样品测定。 HOLZGRABE
 

U[14]总结了常

用的定量核磁共振用内标有 15 种,本研究对比了 3
种内标化合物顺丁烯二酸(马来酸)、反丁烯二酸

(富马酸)和对苯二甲酸二甲酯。 这 3 种内标物都

从 Sigma-Aldrich 公 司 购 买 TraceCERT Ⓡ 认 证

(Traceable
 

Certified
 

Reference
 

Materials,认证的设计

符合 ISO
 

Guide
 

31)的 qNMR 用内标。 人参皂苷的

相对分子质量均在 1
 

000 左右,考虑到内标化合物

与样品的称样量及定量峰积分面积尽量接近以减少

称样和积分误差,定量峰化学位移尽量以中心频率

左右对称,本研究选择具有 TraceCERT Ⓡ认证的对

苯二甲酸二甲酯为内标化合物。
3. 2　 称样量选择　

称样准确性将直接影响准确度,采用高精度的

分析天平可减少称量误差,同时要选择合适的称样

量,既考虑称量的准确性,也考虑样品溶解度和经济

性。 本研究对比了内标化合物 1. 00
 

mg,待测对照

品 5. 00
 

mg 组和内标化合物 5. 00
 

mg,待测对照品

30. 00
 

mg组,考察 2组实验测定结果的重复性。 本

研究确定采用内标化合物 5. 00
 

mg 左右,待测对照

品 30. 00
 

mg左右的称样量。
3. 3　 核磁共振实验参数的优化　

弛豫延迟时间(D1)是为了保证实验之前系统

具有足够的纵向磁化强度。 D1 对核磁共振信号积

分结果的准确性影响较大,通常建议 D1 为纵向弛豫

时间(T1)的 5 倍或以上。 采用反转恢复实验测定

被测化合物定量质子的纵向弛豫时间,人参皂苷定
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量甲基峰的 T1 均在 1
 

s 以下,对苯二甲酸二甲酯的

2个信号的 T1 分别为 3. 868
 

s(δ
 

8. 12)和 2. 057
 

s(δ
 

3. 80)。 为了保证每次采样质子都能得到充分的弛

豫,选择 D1 为 20
 

s。
扫描次数影响峰面积的重复性和稳定性,增加

扫描次数能提高信号峰的信噪比,但会增加分析时

间。 当扫描次数达到 32次时,信号峰的信噪比足以

满足测定要求,信号峰峰面积稳定。 本研究确定的

扫描次数为 32次,每次分析需 8
 

min左右。
3. 4　 定量峰的选择　

在对人参皂苷类对照品进行 qNMR 分析之前,
先对其进行定性结构分析,将质子峰进行归属,明确

每个备选定量峰所对应的质子数,优先选择耦合裂

分数较少的、与相邻质子峰分离较好的峰作为备选

定量峰。 5种人参皂苷的结构见图 1,其质子通常可

以分为甲基质子、连氧碳上质子、烯氢质子、其他的

烷基质子、糖的端基质子。 本研究中 5 种人参皂苷

类化合物的 5类质子的信号峰与内标物对苯二甲酸

二甲酯的苯环上的质子以及甲氧基上的甲基质子单

峰均无干扰。 人参皂苷类化合物适合定量的质子信

号为甲基信号,甲基信号基本为单峰,含有 3 个质

子,信噪比较好,故选择与相邻质子分离较好的甲基

信号作为定量峰,定量甲基信号的归属参考 CHO
 

J
 

G 等[15]、王洪平等[16]、WANG
 

Y
 

S 等[17]的研究结

　 　

果。 由于在实际研究过程中不能保证被测样品和内

标化合物的定量峰化学位移以中心频率左右对称,
为了减少实验误差,选取 2 组甲基信号进行定量分

析,取其测定结果的平均值作为测量结果。 人参皂

苷 Rg1 选取 18 位和 28 位 2 组甲基信号作为定量

峰,人参皂苷 Re选取 28位和 29位 2组甲基信号作

为定量峰,三七皂苷 R1 选取 18位和 30位 2组甲基

峰作为定量峰,人参皂苷 Rb1、Rd 选取 19 位和 29
位 2组甲基信号作为定量峰,对苯二甲酸二甲酯的

苯环上的质子作为内标的定量峰,1H-NMR 谱图见

图 2。

图 1　 5种人参皂苷及内标对苯二甲酸二甲酯结构

Fig. 1 　 Structures
 

of
 

five
  

ginsenosides
 

and
 

dimethyl
 

tereph-
thalate

 

(internal
 

standard,
 

IS)

18、28、29和 30分别表示人参皂苷第 18、28、29和 30位甲基信号。

图 2　 5种人参皂苷和内标化合物的1H-NMR谱图

Fig. 2　 1H-NMR
 

spectra
 

of
 

five
 

ginsenosides
 

and
 

IS

3. 5　 积分方法的选择　
人参皂苷的甲基峰主要出现在高场 δ

 

0. 5 ~
2. 50的区域,其他脂肪氢的信号也在该区域出峰,
部分定量甲基信号在峰底部有脂肪氢信号的重叠。

为了提高积分结果的准确性,需要对核磁共振谱图

进行解卷积处理,最常用的解卷积方法有线性拟

合[18](line
 

fitting)和全谱解卷积[19] ( global
 

spectral
 

deconvolution,
 

GSD)。 本研究采用 GSD 方法积分,
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计算所得的仪器精密度 RSD 分别为 1. 6%(18 位

甲基信号)、1. 5% ( 28 位甲基信号),而采用 line
 

fitting方法积分,计算所得的仪器精密度 RSD 分别

为 0. 77%(18 位甲基信号)、0. 77%(28 位甲基信

号),因此,选择 line
 

fitting 方 法 进 行 谱 图 积 分

处理。
3. 6　 方法学验证

仪器精密度 RSD 分别为 0. 77%(18 位甲基信

号)、0. 77%(28位甲基信号),仪器精密度良好。
方法精密度 RSD 分别为 1. 1%(18 位甲基信

号)、0. 80%(28位甲基信号),方法重复性良好。
方法准确性试验:国家药品标准物质人参皂苷

Rg1 的纯度测定结果为 91. 44%±1. 03%(n = 3),标
示纯度为 91. 7%,方法准确性良好。

3. 7　 人参皂苷对照品质量分析

采用 qNMR内标法对来源于 2 个不同公司的 5
种人参皂苷对照品,共计 15 个样品进行含量测定,
测定结果见表 1,其测定结果低于厂家的标示纯度,
这与 HUANG

 

B
 

M 等[13]的研究结果一致,无论是

HPLC-UV、HPLC-ELSD 甚至 HPLC-TOF-MS 所测得

人参皂苷 Rg1 的面积归一化纯度均高于 qNMR测得

的结果。 本研究中厂家标示的人参皂苷对照品纯

度为 HPLC 面积归一化纯度,其准确的前提是对照

品中的杂质在检测波长下可以被检测到,并且与

对照品具有相同的响应系数,而在实际情况中,这
个前提并不一定成立,因此,采用面积归一化法作

为中药对照品的赋值方法,其测得的结果不够准

确和可靠。

表 1　 人参皂苷对照品含量测定结果与 HPLC归一化含量对比(n= 3)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

content
 

results
 

of
 

ginsenosides
 

obtained
 

from
 

qNMR
 

and
 

HPLC
 

normalized
 

content(n= 3) %

对照品 批号
qNMR

 

数据 RSD
HPLC归

一化
人参皂苷 Rg1 SH-150921 89. 06 0. 71 99. 24

JL-1 90. 55 0. 11 -
JL-2 85. 56 0. 53 -
SH-140729 92. 72 0. 082 99. 41

人参皂苷 Re SH-151016 90. 44 0. 057 99. 36
JL-1 92. 66 0. 002

 

3 -
SH-140721 84. 20 0. 17 98. 94

三七皂苷 R1 SH-150813 93. 91 0. 22 99. 25
SH-140722 95. 67 0. 22 99. 26
JL-1 86. 59 0. 57 -

人参皂苷 Rb1 SH-150907 88. 90 1. 2 98. 93
SH-140723 88. 38 0. 087 99. 10

人参皂苷 Rd SH-150924 91. 09 0. 40 99. 29
SH-140719 88. 97 0. 066 99. 29

　 注:-.厂家未提供 HPLC归一化含量。

4　 结论

本研究以 5 种最常用的人参皂苷对照品为例,
优化建立了基于 qNMR 技术的中药对照品质量评

价方法。 为了提高 qNMR 分析方法的准确性,本研

究选择 2组干扰较少的甲基峰作为定量峰,取其平

均值作为测量结果,甲基峰灵敏度相对较好,然而部

分定量甲基信号在峰底部有脂肪氢信号的重叠,通
过优选解卷积积分方法提高积分结果的准确性。 采

用 qNMR测定国家标准物质人参皂苷 Rg1 的含量,
测定结果结果与其含量标示值基本一致,说明采用

qNMR测定人参皂苷对照品含量结果准确。 研究发

现 qNMR测得的市售人参皂苷对照品的含量低于

厂家的标示值,以这些人参皂苷对照品对人参药材

及其相关制剂进行质量评价,其结果与真实结果会

有一定的偏差。 因此,建立基于 qNMR 技术的中药

对照品质量评价方法对于中药质量评价具有重要的

意义。
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