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核磁共振法测定 13-顺阿维 A 
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摘  要：目的  建立核磁共振法测定 13-顺阿维 A。方法  采用 1H-NMR 测定 13-顺阿维 A，通过样品与内标物质响应峰面

积比较计算样品的质量分数以及其中残留溶剂。结果  以 δ5.64 处定量峰和 δ8.45 处内标峰面积比值与 13-顺阿维 A 和 1,4-
对硝基苯质量比进行线性回归，线性关系良好。13-顺阿维 A 的质量分数为 98.5%，RSD 值为 1.5%（n=3），重复性良好，与

质量平衡法测定结果一致；样品中残留溶剂为四氢呋喃，其质量分数为 1.0%。结论  核磁共振法测定 13-顺阿维 A 快速、

准确、方便，结果可靠，可以用来进行标准物质的测定。 
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Determination of 13-cis acitretin by nuclear magnetic resonance 

LIU Yang, ZHANG Cai-yu, CHENG Qi-lei, YANG Hua-xin, HE Lan 
National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China 

Abstract: Objective  To establish a nuclear magnetic resonance (NMR) method to determine the content of 13-cis acitretin. 
Methods  1H-NMR was used to characterize 13-cis acitretin. The mass fraction and residue solvent of 13-cis acitretin were 
calculated by comparing the peak area of 13-cis acitretin with the internal reference substance. Results  There was a good 
regression between quantitative peaks ration of 13-cis acitretin and internal reference substance versus mass ratio of δ5.64 and 8.45. 
Based on NMR, the mass fraction of 13-cis acitretin was 98.5% with RSD of 1.5% (n = 3) and the residual solvent was 
tetrahydrofuran with its mass fraction of 1.0%. Conclusion  It is a rapid, convenient, and precise method for the determination of 
13-cis acitretin by NMR, and the results can be used in reference substance assay experiment.  
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阿维 A 为抗皮肤角化异常治疗药物，是口服治

疗银屑病的主流用药，在《中国药典》2010 年版二

部、美国药典（USP）34 版、欧洲药典（EP）7.7
和英国药典（BP）2011 中均有收载。13-顺阿维 A
是阿维 A 的异构体（图 1），《中国药典》2010 年版

第一增补本中以杂质对照品外标法测定阿维 A 中

13-顺阿维 A。因此，准确测定 13-顺阿维 A 对照品

对阿维 A 药品质量控制具有重要意义。质量平衡法

测定样品时需要高效液相色谱法测定样品纯度[1-2]，

测定样品中水分、残留溶剂以及炽灼残渣，一般需

要大于 2 g 样品，对于 13-顺阿维 A 类制备困难且

比较贵重的样品，质量平衡法的应用受到一定局限。

由于残留溶剂的种类未知，样品中残留溶剂也无从

检查。研究一种使用少量样品（少于 100 mg）能准

确测定其中残留溶剂种类、含量以及 13-顺阿维 A
含量的方法就显得十分必要。近年来，核磁共振技

术开始越来越多地应用于定量检测[3-6]。USP 35 和

EP 7.7 中利用核磁共振技术对十几种药品进行质量

控制[7-8]。《中国药典》2010 年版中正式将核磁共振

定量技术收载于附录[9]。本实验利用核磁共振定量

技术，选取合适的内标物质、试验参数设置和定量

峰，快速简便地测定了 13-顺阿维 A。 
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图 1  阿维 A 和 13-顺阿维 A 的结构 
Fig. 1  Structures of acitretin and 13-cis acitretin 

1  仪器与试药 
1.1  仪器 

Advance 400 型核磁共振仪（瑞士布鲁克公司），

14.1T 超导磁体，5 mm 双核 z-梯度探头，Topspin2.3
试验控制，数据处理软件；Agilent 6890 气相色谱仪；

Mettler Toledo XP205 电子天平。 
1.2  样品及试剂 

13-顺阿维 A（重庆华邦胜凯制药有限公司），

氘代 DMSO（Sigma 公司，北京金欧翔科贸公司分

装），1,4-对硝基苯（TCI Chemical），四氢呋喃（Fisher 
Scientific）。 
2  方法与结果 
2.1  供试品溶液的制备 

精密称取 13-顺阿维 A 样品和内标物质适量，

加入一定体积的氘代 DMSO，配制成 29.1、7.4 
mmol/L 的溶液，转入 5 mm 核磁管中备用。 
2.2  实验条件 

采用 zg30 脉冲序列在恒温（25 ℃）下获取
1H-NMR 谱。参数设置：谱宽（SWH）8 223 Hz，
射频中心频率（O1P）：2 471 Hz，采样点数（TD）

64K，采样时间（AQ）3.98 s，弛豫时间（D1）15 s，
采样次数（NS）16，空扫次数（DS）2，增益（RG）

203。 
2.3  图谱测定 

采集图谱，采集样品和内标物质的核磁共振响

应峰，见图 2。 
2.4  定量峰的选择 

选择 13-顺阿维 A 中 δ5.64 处独立单峰，此峰

与其他响应峰分离良好，适合作为定量峰。与此同

时，阿维 A 样品的 14 位氢出现在 δ5.79，与 13-顺
阿维 A 定量峰不重叠，证明 13-顺阿维 A 待测品中

不含有阿维 A。见表 1。 

 
a-内标物质峰  b-13-顺阿维 A 峰  c-残留溶剂峰 

a-peak of internal standard  b-peak of 13-cis acitretin  c-peaks of 
residual solvents 

图 2  13-顺阿维 A 与内标物质的核磁共振响应峰 
Fig. 2  NMR peaks of 13-cis acitretin and internal standard 

表 1  13-顺阿维 A 的 1H-NMR 谱解析 
Table 1  1H-NMR analysis of 13-cis acitretin 

δ 氢个数 峰裂分 J/Hz 峰归属 

2.06～2.26 15   16，17，19，

20，21 

3.75 3 s  18 

5.64（定量峰） 1 s  14 

6.32～6.36 2   8，10 

6.69，6.73 2   4，7 

7.01 1 dd 11.52 11 

7.70 1 d 15.28 12 

 
2.5  仪器参数设定 

弛豫延迟时间是每次脉冲发射前的等待时间。

弛豫延迟时间的设定必须使待测样品和内标物质中

质子完全弛豫，样品与内标物质相应峰面积的比值

才会保持相对恒定。短的弛豫延迟时间会对积分结

果产生较大的影响，增加定量结果的误差。Pauli
等[4]提出，为了保证积分结果的准确，弛豫延迟时

间应≥5 倍的纵向弛豫时间。为了测出适宜的弛豫

延迟时间设定，分别测定并计算了在弛豫延迟时间

为 1、5、10、15、20、25 s 时样品定量峰与内标峰

面积比值变化，见图 3。可以看出，弛豫延迟时间

长于 15 s 后，样品定量峰与内标物质峰面积比不再

变化，因此弛豫延迟时间设定为 15 s。 
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图 3  弛豫延迟时间对 13-顺阿维 A 及内标物质定量峰面积

比的影响 
Fig. 3  Effect of relaxation time on peak area ratio of 13-cis 

acitretin vs internal standard 

2.6  方法学研究 
2.6.1  线性关系考察   准确称取 13-顺阿维 A 
18.85、18.09、18.16、17.95、18.31 mg 和 1,4-对硝

基苯 13.09、9.01、10.35、17.39、20.41 mg，以不

同的质量比制备 5 个待测样品，测定 1H-NMR 谱，

记录积分面积。以 δ8.46 处定量峰和 δ5.64 处内标峰

面积比值为纵坐标，13-顺阿维 A 和 1,4-对硝基苯质

量比为横坐标做线性回归，得回归方程 Y=1.575 8 
X＋0.001 2，R2=0.999 6。结果表明以 1,4-对硝基苯

为内标时测定样品中13-顺阿维A的线性关系良好。 
2.6.2  精密度试验  取编号 1 样品，制备供试品溶

液，连续测定 6 次，记录积分面积，计算定量峰和

内标峰面积比值，结果 RSD 值为 0.75%。 
2.6.3  重复性试验  取编号 1 样品，平行 3 份，制

备供试品溶液，进行测定，以定量峰与内标峰面积

比值计算得 13-顺阿维 A 的平均质量分数为 98.5%，

RSD 为 1.3%。 
2.6.4  稳定性试验  取编号 1 样品，制备供试品溶

液，分别在 0、1、2、4、8、12 h 进行测定，计算

样品定量峰与内标定量峰面积比值，结果其 RSD 值

为 1.05%，表明供试品溶液室温放置 12 h 稳定。 
2.7  定量结果 

从图 2 中可以看到 δ1.76、3.60 处出现 2 个杂质

峰，峰位移与四氢呋喃的化学位移一致，可以确定

13-顺阿维 A 待测样品中的残留溶剂为四氢呋喃。 
平行取 3 份样品，制备供试品溶液，采用 13-

顺阿维 A 响应峰与内标峰，计算 13-顺阿维 A 质量

分数。 

Ws=（As/ns×Ms×mr）/（Ar/nr×Mr×ms）×Wr 
As 为 13-顺阿维 A 的峰面积，ns为 13-顺阿维 A 峰包含

的氢原子数，Ms 为 13-顺阿维 A 的相对分子质量，Ar为内标

1,4-对硝基苯的峰面积，nr为 1,4-对硝基苯包含的氢原子数，

Mr为 1,4-对硝基苯的对分子质量，ms 为称取的 13-顺阿维 A

质量，mr为称取的 1,4-对硝基苯质量，Wr为 1,4-对硝基苯的

质量分数 

根据图2中δ5.64处13-顺阿维A定量峰与δ8.45
处内标物质峰面积相比，重复试验 3 次，计算出 13-
顺阿维 A 供试品的质量分数为 98.5%，RSD 值为

1.3%。见表 2。 
利用高效液相法测定13-顺阿维A的质量分数，

利用卡氏水分仪测定了 13-顺阿维 A 中水分，按质

量平衡法计算出供试品中 13-顺阿维 A 的质量分数

为 99.0%，与核磁共振定量计算的值基本吻合。见

表 2。 

表 2  核磁共振法和质量平衡法测定 13-顺阿维 A 
Table 2  Results of 13-cis acitretin content by NMR and 

mass balance method 

13-顺阿维 A/% 
编 号 

NMR 法 质量平衡法 

1 98.4 99.0 

2 99.8 99.2 

3 97.2 98.8 

 
取 δ3.60 处峰，用同样的方法计算样品中四氢

呋喃的质量分数为 1.1%。为了验证结果的准确性，

利用顶空气相色谱测定了 13-顺阿维 A 样品中残留

溶剂，结果显示样品中含有四氢呋喃 1.0%，与核磁

共振定量的结果一致。 
3  讨论 

理想的内标化合物应当满足化学惰性、易溶于

溶剂、不与样品反应且响应峰与样品响应峰有良好

的分离。常用的内标物质包括一些固态高纯的化合

物，如二甲基砜、间苯二甲酸甲酯和顺丁烯二酸等。

本实验中选择的 1,4-对硝基苯在溶剂中稳定，分子

中的 4 个氢等价，在核磁共振图谱中只有 1 个相应

峰（δ8.5），易于分辨，与 13-顺阿维 A 各峰均有较

好的分离。 
在核磁共振定量试验中，峰面积需要手动积分

且直接影响到最终定量结果的准确性。要达到重复

性好、标准偏差小的要求，应将核磁共振图谱放大，

手动调整相位后，取轮廓线与基线的刚好重合处为
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起点和终点进行积分。应平行积分 5 次，取平均值

作为最后峰面积。 
根据德国计量科学研究院的研究，在使用有证

标准物质作为内标物质的情况下，核磁共振定量测

得待测样品的含量误差一般小于 1%[10]，因此本实

验采用核磁共振定量方法的操作简单、专属性强，

其检测限和定量限可以达到微克至纳克级，可以满

足测定 13-顺阿维 A 对照品的要求。 
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