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摘　要　建立核磁共振氢谱法测定１０Ｏ（Ｎ，Ｎ二甲氨基乙基）银杏内酯Ｂ甲磺酸盐（ＸＱ１Ｈ）标准物质的含量。以齐
多夫定为内标，ＤＭＳＯｄ６Ｄ２Ｏ（５∶１）为溶剂，氢谱测定条件为：脉冲宽度３０°，延迟时间２０ｓ，采样次数３２次，窗函数０３Ｈｚ。
在此条件下，样品与内标的定量峰分离良好，线性范围宽，含量测定结果为９９１２％，ＲＳＤ为０１６％。该方法专属、准确，简
便、快速，适用于对药物基准物质绝对含量的测定。
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　　１０Ｏ（Ｎ，Ｎ二甲氨基乙基）银杏内酯 Ｂ甲磺
酸盐（代号ＸＱ１Ｈ，结构如图１Ａ所示）是银杏内酯
Ｂ的１０羟基衍生物。与银杏内酯 Ｂ相比，ＸＱ１Ｈ
抗血小板活化因子（ＰＡＦ）的活性较强，且 ＸＱ１Ｈ
具有良好的水溶性，弥补了银杏内酯 Ｂ水溶性低
的缺陷，可做成冻干粉针剂，目前已获得一类新

药临床研究批准［１－２］。ＸＱ１Ｈ具有稳定性好、水
溶性好、药效好等优点，用于治疗缺血性中风、炎

症、哮喘等与 ＰＡＦ相关的疾病［３－７］，市场开发前

景十分广阔。

目前ＸＱ１Ｈ尚处于开发研制阶段，作为创新
药，首先必须确定对照品含量。新药对照品含量一

般通过协作标定来确定，包括使用化学滴定法、色

谱法和重量分析法等。化学滴定法特异性不强；色

谱法采用归一化法，存在杂质和被测组分在检测器

上响应差异的局限，使其难以准确测定绝对含量；
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而采用定量核磁共振法（ＱＮＭＲ）确定对照品含量
时，具有特异性强、快速及准确等优点［８－９］。

ＱＮＭＲ用于定量分析的基础是各化学环境中
的质子吸收峰的面积只与所包含的质子数有关，不

需引进任何校正因子就可直接根据各共振峰的积

分值推算所代表的自旋核的数量［１０］。目前 ＮＭＲ
定量方法已收载于《中华人民共和国药典》（２０１０
年版）［１１］。由于ＱＮＭＲ法测定药品含量时通常无
需专用的药品基准物质，而仅以已知含量的药物或

化学物质为参比，就可测得药品的绝对含量，所以

特别适用于对新药标准物质的含量确定［８］。本研

究建立ＱＮＭＲ测定ＸＱ１Ｈ绝对含量，研究溶剂、内
标物、定量峰、核磁共振实验参数的选择对方法结

果的影响，建立了专属、准确、快速的含量测定方

法，为标准物质含量测定提供了一种新的手段。

!

　材　料

１１　药品与试剂
ＸＱ１Ｈ（江苏柯菲平医药科技有限责任公

司）；齐多夫定对照品（含量１０００％，中国药品生
物制品检定所，批号：１００６７２２００４０１）；氘代二甲亚
砜（９９９％氘代，含１％ＴＭＳ）、重水（９９９％氘代，
美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）。
１２　仪　器

Ａｖａｎｃｅ５００超导核磁共振仪及操作软件 Ｔｏｐ
ｓｐｉｎ２１（瑞士Ｂｒｕｋｅｒ公司）；Ｍ２Ｐ百万分之一分析
天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）。

"

　方法与结果

２１　含量测定方法的建立与验证
２１１　供试品溶液的制备　分别精密称取供试样
品约 ６ｍｇ、内标约 ５ｍｇ，置同一离心管中，加
ＤＭＳＯｄ６０５ｍＬ，超声溶解，加入 Ｄ２Ｏ０１ｍＬ，涡
旋，配制成每 １ｍＬ分别含样品 ００２ｍｍｏｌ、内标
００４ｍｍｏｌ的供试品溶液，将其转移至５ｍｍ标准
核磁共振样品管内，即得。

２１２　１ＨＮＭＲ测定条件　采用 ＱＮＰ探头，扫描
宽度：５５０１Ｈｚ，中心频率：２５００Ｈｚ；脉冲宽度：３０°；
时间域数据点：３２Ｋ；测定温度：３０８Ｋ；延迟时间：
２０ｓ；采样次数：３２次；窗函数：０３Ｈｚ。每份样品
平行测定５次。
２１３　专属性考察　ＸＱ１Ｈ样品、内标齐多夫定

对照品、样品与内标混合溶液的核磁共振氢谱如图

１所示。结果表明，样品氢谱中在低场区的质子信
号δ５３３（１Ｈ，ｄ）、５０８（１Ｈ，ｓ）可作为定量峰，内
标齐多夫定的定量峰可选 δ７６４（１Ｈ，ｄ），其混合
溶液中样品与内标各定量峰能够完全分离，各定量

信号无相互干扰。

Ｆｉｇｕｒｅ１　１ＨＮＭＲｏｆＸＱ１Ｈ（Ａ），ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（ｚｉｄｏｖｕｄｉｎｅ，
Ｂ），ＸＱ１ＨａｎｄＩＳｍｉｘｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）
ａ１ａｎｄａ２：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｅａｋｓｏｆＸＱ１Ｈ；ｂ：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｅａｋｏｆＩＳ；ＸＱ
１Ｈ：１０Ｏ（Ｎ，Ｎｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｅｔｈｙｌ）ｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅＢｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ

２１４　线性及范围　精密称取约 ２，４，６，８，１０，
１２ｍｇ的ＸＱ１Ｈ样品，分别置离心管中，取内标齐
多夫定对照品约５ｍｇ，精密称定，按“２１１”项下
方法配制６份系列溶液，按“２１２”项下条件进行
测定，以 ＸＱ１Ｈ与齐多夫定的物质的量比 Ｘ为横
坐标，其定量峰积分面积比值 Ｙ为纵坐标，进行线
性回归，得回归方程为Ｙ＝１００３３Ｘ＋００００３，ｒ＝
０９９９９。结果表明，物质的量比在０１８６～１１０３
范围内，氢信号与样品称样量成正比，方法线性关

系良好。

２１５　进样精密度　取供试品溶液，按“２１２”
项下条件连续测定６次，记录积分面积，计算样品
与内标积分面积比值的ＲＳＤ（ｎ＝６）为０２２％。
２１６　重复性　取 ＸＱ１Ｈ样品适量，共６份，精
密称定，按“２１１”项下方法制备供试品溶液，按
“２１２”项下条件进行测定。结果 ＸＱ１Ｈ的平均
含量（ｎ＝６）为９９２１％，ＲＳＤ为０１７％。
２１７　稳定性　取同一供试品溶液分别在０，２，
４，８，１２，１８，２４ｈ进样测定，结果 ＸＱ１Ｈ样品与内

０４３
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标的峰面积比值的 ＲＳＤ（ｎ＝７）为０１３％，表明供
试品溶液室温放置２４ｈ内稳定。
２１８　耐用性　取同一供试品溶液，分别在开氏
温度为３０３Ｋ、３０８Ｋ和３１３Ｋ的实验条件下，各连
续测定５次。ＸＱ１Ｈ与内标的定量峰积分面积比
值的 ＲＳＤ为０２１％，说明不同温度对样品的含量
测定结果基本一致。

２２　样品测定
取ＸＱ１Ｈ样品，按“２１１”项下方法制备６份

供试品溶液，按“２１２”项下条件进行测定，采集
并处理图谱。按公式（１）计算样品含量，结果见
表１。

Ｐｘ＝
Ｉｘ
ＩＩＳ
×
ＮＩＳ
Ｎｘ
×
Ｍｘ
ＭＩＳ
×
ｍＩＳ
ｍｘ
×ＰＩＳ （１）

其中：Ｐｘ和 ＰＩＳ分别为 ＸＱ１Ｈ和内标的含量
（％）；Ｉｘ和ＩＩＳ分别为 ＸＱ１Ｈ和内标定量峰积分面
积；Ｎｘ和 ＮＩＳ分别为 ＸＱ１Ｈ和内标定量峰积分信
号包含的质子数（Ｎｘ＝１，ＮＩＳ＝１）；Ｍｘ和ＭＩＳ分别为
ＸＱ１Ｈ和内标的相对分子质量；ｍｘ和 ｍＩＳ分别为
ＸＱ１Ｈ和内标的称样量。

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｓｕｌｔｓｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＸＱ１Ｈ

Ｎｏ
Ｗｅｉｇｈｔ／ｍｇ

ｍＩＳ ｍＸＱ１Ｈ
ＩＸＱ１Ｈ／ＩＩＳ ＰＸＱ１Ｈ／％ Ｍｅａｎ ＲＳＤ／％

１ ４９４２ ５８３０ ０５２８７ ９９２５
２ ４９５８ ５９６９ ０５３９４ ９９２１
３ ５０２８ ６１５３ ０５４８３ ９９１９
４ ４９４５ ５９２９ ０５３６２ ９９００
５ ５１７２ ６１４０ ０５３０１ ９８８５
６ ５１３３ ６０４４ ０５２７６ ９９２０

９９１２ ０１６

#

　讨　论

３１　溶剂的选择
合适的溶剂除了对样品和内标均有良好的溶

解度外，其残留的信号峰应不干扰所分析样品的信

号峰。ＸＱ１Ｈ为甲磺酸盐类，易溶于极性溶剂（如
二甲亚砜及水），而不溶于氯仿、甲醇等，故考虑选

用ＤＭＳＯｄ６或Ｄ２Ｏ为溶剂，由于拟选的内标大多
数在二甲亚砜中较易溶解，故选用 ＤＭＳＯｄ６为测
定溶剂。实际测定过程中发现，样品及内标中的活

泼质子信号经常会干扰所选定的定量峰信号，可加

入Ｄ２Ｏ以消除活泼质子的干扰。经实验比较，确
定选用ＤＭＳＯｄ６Ｄ２Ｏ（５∶１）作为测定溶剂。
３２　内标的选择

合适的内标应满足其参考峰与样品峰分离、能

溶于分析溶剂中、不与待测样品相互作用等条

件［１２］。由ＸＱ１Ｈ的氢谱可知，在高场区质子信号
密集，可选择在低场区（＞δ６３）出现信号的物质
作为内标物。根据 ＸＱ１Ｈ氢谱特征及所用溶剂，
参照文献以及本课题组的实践经验，分别考察对苯

二酚、富马酸、奈韦拉平、齐多夫定作为内标物的情

况。结果表明，对苯二酚（δ６６２，ｓ）、富马酸（δ
６７２，ｓ）、奈韦拉平（δ８４９，ｄｄ；δ７１０，ｄ）和齐多
夫定（δ７６４，ｄ）在化学位移值大于６３的信号，峰
型简单，与样品无重叠，性质稳定。其中对苯二酚

（Ｍｒ：１１０１１）和富马酸（Ｍｒ：１１６０７）相对分子质量
较小，且测定时所选用信号分别含４个和２个质
子，作为内标物可能引起较大的称量误差。奈韦拉

平和齐多夫定相对分子质量较大，测定时所选用信

号只含１个质子，作为内标物称样量与样品称样量
近似，可减小称量误差，且齐多夫定溶解性优于奈

韦拉平，故选用齐多夫定作为定量内标。

３３　定量峰的选择
对于待测物及内标，定量峰为钝峰、偶合裂分

数较多、相邻质子峰分离条件不佳时，测定误差均

较大，应尽量选择相同峰形的信号作为定量峰；在

设定的积分范围内没有干扰；若化合物中多个信号

峰均符合条件，最好全部采用，取其平均值，以减小

测定误差。ＸＱ１Ｈ结构复杂，氢谱中其质子信号
在高场区密集，因此选定低场区的δ５３３（１Ｈ，ｄ）、
５０８（１Ｈ，ｓ）为ＸＱ１Ｈ的定量峰（取其积分面积平
均值为 Ｉｘ），δ７６４（１Ｈ，ｄ）为内标齐多夫定的定
量峰。

３４　参数的选择［１３］

３４１　延迟时间（ｄ１）的选择　延迟时间 ｄ１要选
择足够长（≥５×Ｔ１）使原子核完全弛豫，从而使被
积分的信号强度与原子核数目成正比。实验表明，

当ｄ１≥１０ｓ后，样品定量峰积分面积不再变化，为
确保各定量峰信号完全弛豫，选择延迟时间为

２０ｓ。
３４２　脉冲宽度的选择　脉冲宽度常选择３０°～
９０°之间。为使定量实验所采用的各定量峰信号的
弛豫能完全恢复到平衡状态，一般选择较小的脉冲

宽度，常用３０°倾倒角。
３４３　采样次数的选择　采样次数的选择直接影
响图谱的信噪比，一般要求信噪比Ｓ／Ｎ≥２５０，采样
次数越多，信噪比越好，但检测时间也越长。实验

１４３
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结果表明，当采样次数达到１６次以上，其信噪比已
满足定量分析要求，通过综合考虑选择采样次数为

３２次。

$

　结　论

本研究以齐多夫定为内标，ＤＭＳＯｄ６Ｄ２Ｏ

（５∶１）为溶剂，直接称量法配制供试品溶液，经过
一系列条件优化，最终确定氢谱测定条件为：脉冲

宽度３０°，延迟时间２０ｓ，采样次数３２次，窗函数
０３Ｈｚ。在此条件下，选择 δ５３３（１Ｈ，ｄ）、５０８
（１Ｈ，ｓ）为ＸＱ１Ｈ定量峰，δ７６４（１Ｈ，ｄ）为内标齐
多夫定的定量峰，样品与内标的定量峰分离良好，

ＸＱ１Ｈ含量测定结果为９９１２％，ＲＳＤ为０１６％。
所建立的方法操作简便、特异性强、快速准确，为

ＸＱ１Ｈ研发过程中标准物质含量测定提供了一种
新的手段，为其质量控制研究提供实验依据。
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