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【=评价方法学=】=

氢核磁共振定量法测定槲皮素原料药中的槲皮素=

孙文霞，钟家亮，侯佳威，王广东，郝海军G=
中国医药工业研究总院上海医药工业研究院=分析测试中心，上海= = OMNOMP=

摘= =要：目的=建立核磁共振氢谱法测定槲皮素原料药的绝对含量。方法= =以 ajplJdS=为溶剂，马来酸为内标，采集槲皮

素和马来酸混合物的核磁共振氢谱。以槲皮素中化学位移在 δTKRM～TKRU和马来酸化学位移在 δSKOS的质子信号峰为定量峰，

测定槲皮素的量，并与质量平衡法比较。结果= =槲皮素与马来酸峰的面积比（AsLAr）与其质量比（msLmr）的线性回归方程

为 y＝OKVSP=x＋MKNPQ=N（rZMKVVV=P）。测得 P批槲皮素的质量分数分别为 URKOMB、UQKVPB和 URKOTB，平均质量分数为 URKNPB，

opa为 MKONB。测定结果与质量平衡法定值基本一致。结论= =所建立的氢核磁共振定量法准确、快速，为质量平衡法提供有

力佐证。=
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槲皮素（èuerceíin）是一种黄酮类化合物，具

有扩张血管、保护内皮功能、抑制心肌肥厚、祛痰、

镇咳、抗癌等药理作用xNz。结构式见图 N。由于无

明显的毒副作用，成为近年来研究的热点xOJPz。目前，

槲皮素含量测定主要采用高效液相色谱法xPz，尚未

见核磁定量法（èkjo）测定其含量的报道。=
核磁共振（nucle~r=m~gneíic=reson~nceI=kjo）

技术最初主要用于化合物的结构确定，随着高强度

磁场和傅里叶变换技术的应用，使得仪器的各项性

能得到显著性的改善，从而为该技术应用于定量分=
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图 N= =槲皮素结构式=
cigK=N= = qhe=structure=of=quercetin=
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析奠定了基础xQJSz。èkjo法测定含量的基础是质子

吸收峰面积与所包含的质子成正比，通常以已知含

量的内标为参比，就可测得化合物的绝对含量。该

法测定样品含量时不需对照品，无需引入校正因子，

不受样品中水分、残留溶剂等干扰，且定性检定和

定量分析同步完成，与 emiC法相比具有较大的优

势xRz。《中国药典》OMNM 年版二部附录Ⅸ首次收载

了 èkjo法，其在含量测定方面的应用逐渐得到重

视。本研究采用内标法对槲皮素含量测定方法进行

了系统的方法学验证，并与质量平衡法进行比较，

为槲皮素原料药质量控制提供新方法。=
N= =仪器与试药=

_rukerJQMM型核磁共振仪（瑞士布鲁克公司）；

Agilení= NOSM 高效液相色谱仪（安捷伦公司）；

VNRhcqiJíouch 卡氏水分仪（瑞士万通）；分析天平

（德国 s~ríorius公司）；氘代ajpl（ajplJdS，pigm~
公司）；槲皮素原料药（批号 OMNPNOMS，南京景竹

生物科技有限公司）；马来酸对照品（批号

NVMMNRJOMNPMO，中国食品药品检定研究院）；槲皮

素对照品（批号 NMMMUNJOMNOMV，中国食品药品检

定研究院）。=

O= =方法与结果=
OKN= =供试品溶液的配制=

精密称取马来酸 RSKTU= mg 溶于 OR= mi=
ajplJdS中，作为内标溶液。另精密称取槲皮素原

料药 QKNV=mg，溶于 NKM=mi内标溶液，转移 MKR=mi
至核磁管中待测。=
OKO= =实验条件=

采用 zgPM 脉冲序列在恒温（OVR= h）下获取
NeJkjo。实验参数设置为：谱宽（pte）UMNO=ez，
中心频率（lN）O=TRT=ez，采样时间（An）QKM=s，
弛豫延迟时间（aN）NR=s，脉冲宽度（mN）VKRQ=μs，
采样次数（kp）SQ次。=
OKP= = NeJkjo内标法测定槲皮素方法的建立=
OKPKN= =氘代溶剂的选择及槲皮素 NeJkjo谱图的归

属= =合适的氘代溶剂对内标及槲皮素溶解性较好，

且内标谱峰不与样品峰谱峰发生重叠。氘代 CaClP
易挥发，测试过程中可能会导致样品浓度发生变化，

因而选用 ajplJdS作为溶剂。ajplJdS空白实验

的 NeJkjo 谱图，溶剂峰归属为 δOKRM（èuiníeí，
ajplJdS峰），δPKPO（s，eOl）。槲皮素 NeJkjo谱图

及峰归属分别见图 O、表 N。与文献报道基本一致xSz。=

=
图 O= =槲皮素的 NeJkjo谱图=

cigK=O= = aetermination=of=quercetin=with=NeJkjo=spectral=

表 N= =槲皮素 NeJkjo谱解析=
qable=N= = NeJkjo=spectral=date=for=quercetinK=

δ= 氢个数= 多重性= 峰归属=
SKNT∼SKNV= N= d= SJe=
SKPV∼SKQN= N= d= UJe=
SKUO∼SKVM= N= d= R’Je=
TKRM∼TKRU= N= dd= S’Je=
TKSM∼TKTM= N= d= O’Je=
VKOU= N= s= P’Jle=
VKPP= N= s= Q’Jle=
VKRS= N= s= PJle=
NMKTS= N= s= TJle=
NOKQU= N= s= RJle=

OKPKO= = 内标和定量峰的选择 = = 本实验选用

ajplJdS作为溶剂，马来酸作为内标，与槲皮素混

合物 NeJkjo 谱图见图 P（图谱中仅显示 δSKM～
SKS）。由图谱可知，马来酸溶剂峰归属为 δSKOS（s，
ajplJdS），与槲皮素附近的谱峰分离度较好，并

选取槲皮素 δTKRM～TKRU（dd，S’Je）处作为槲皮素

的定量峰。=
OKPKP= =线性关系考察= =精密称取槲皮素 MKSQ、NKVP、
PKMU、QKUP、SKNV=mg分别加入 N=mi马来酸对照液，

混匀后置于 R=mm核磁管中。以槲皮素与马来酸定=

= = = = = = = = = = = NO= = = = = = = = = = = NM= = = = = = = = = = = U= = = = = = = = = = = S= = = = = = = = = = = Q= = = = = = = = = = = = O=
δLE×NM−SF=
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=
图 P= =马来酸与槲皮素的 NeJkjo谱图=

cigK= P= = aetermination= of= maleic= acid= and= quercetin= with=
NeJkjo=spectral=

量峰面积比（AsLAr）对槲皮素与马来酸质量比

（msLmr）作线性回归，得出回归方程为 y＝OKVSP= x
＋MKNPQ=N（rZMKVVV=P）。结果表明，以马来酸作为内

标，用 èkjo 内标法测定样品中槲皮素含量，在

MKSQ～SKNV=mgLmi线性关系良好。=

OKPKQ= =仪器精密度= =取供试品溶液，按“OKO”项下

条件连续测定 R次，获取 NeJkjo，调整相位并积

分。计算定量峰与内标峰面积的比值。结果显示，

其 opa＝MKUQB。=
OKPKR= =重复性= =取供试品溶液，按照“OKO”项下条

件进行测定，获取 NeJkjo，调整相位并积分。计

算定量峰与内标峰面积的比值，结果 opa＝NKPVB。=
OKPKS= =样品稳定性= =取供试品溶液分别于 M、O、Q、
U、NO=h按照“OKO”项下条件进行测定，获取 NeJkjo、
积分。计算定量峰与内标峰面积的比值。计算 opa
为 NKRSB，表明样品溶液在 NO=h内稳定。=
OKPKT= =加样回收率试验= =取 S份已测定含量的槲皮

素样品，分别加入槲皮素对照品，并加入内标溶液

配制样品溶液，按照“OKO”项下的测定条件获取
NeJkjo，计算回收率。结果见表 O。=

表 O= =加样回收率实验（nZS）=
qable=O= = bxperiment=of=average=recovery=rate=EnZSF=

样品含量Lmg= 标准品加入量Lmg= 测得量Lmg= 回收率LB= 平均回收率LB= opaLB=
NKQU= OKRQ= QKMR= NMNKRT= = =
NKPN= OKRQ= PKUO= VUKUO= = =
PKNO= OKRQ= RKSM= VTKSQ= VVKRQ= NKRT=
OKVS= OKRQ= RKRP= NMNKNU= = =
QKOQ= OKRQ= SKTQ= VUKQO= = =
QKMQ= OKRQ= SKRT= VVKSN= = =

=
OKPKU= =方法耐用性= =取供试品，分别在耐用条件为

温度（OVR±R）h，弛豫时间（NR±N）s，脉冲宽

度（VKRQ±MKR）μs，扫描次数（SQ±R）次进行耐用

性实验。在上述耐用条件下，计算得到的 opa值最

大为 MKTOB。因此采用的测试条件耐用性良好，满

足分析要求。=
OKPKV= =定量结果= =平行配制 P份样品，按照如下公

式计算槲皮素的量，经计算 P份槲皮素质量分数分

别为 URKOMB、UQKVPB和 URKOTB，平均质量分数为

URKNPB，opa为 MKONB。=
槲皮素BZxEAsLnsF×Ms×mrzL=xEArLnrF×Mr×msz×tr=

其中，As为槲皮素定量峰的积分面积；ns为槲皮素定量

峰代表的氢个数；Ms 为槲皮素相对分子质量；Ar 为马来酸

定量峰的积分面积；nr 为马来酸定量峰代表的氢个数；Mr
为马来酸相对分子质量；mr 为马来酸质量；tr 为马来酸质

量分数；ms为槲皮素质量。=

OKQ= =质量平衡法测定结果=
emiC面积归一化法结果为 VVKPSB，卡氏水分

测定结果为 NPKVQB，炽灼残渣为 MKNNB，残留溶剂

为 MKMMMVB。质量平衡法计算结果为：（NMMB−水
分B−炽灼残渣B−残留溶剂B）×emiC面积归一化

法测定结果B＝URKPVB。可见，èkjo 测定结果基

本与质量平衡法结果一致。=
P= =讨论=

aN要足够长，以使原子核完全弛豫，从而使被

积分的信号强度与原子核数目成正比。本实验分别

考察了 aN为 N、R、NM、NR、OM、PM= s时对槲皮素

定量峰的影响。结果表明，当 aN＞NR= s 时，AsLAr
的比值趋于稳定，因此选择 aN为 NR= s。考察了扫

描次数（kp）对定量峰积分面积的影响。在 aN设
置为 NR=s前提下，分别对 kp为 NS、PO、SQ、VS、
NOU 进行了考察。结果表明，当 kp＞SQ 时，AsLAr
的比值趋于稳定。因此 kp 设定为 SQ。lN 的位置

对定量分析的结果也会产生一定的影响，为使定量

峰和内标峰在近似的射频场内测定，从而保证积分

结果的准确性，lN应位于内标峰和样品定量峰的中

=
SKS= = = = = SKR= = = = = = = SKQ= = = = = = = = SKP= = = = = = = SKO= = = = = = = = SKN= = = = = = SKM=

δLE×NM−SF=
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间处，因此，lN设定为 O= TRT=ez，对应的 lNm值
为 SKUV。=

槲皮素原料药中可能存在分子结构相近的山柰

酚、异鼠李素等有关物质，δSKM～TKM的质子峰会有

关物质质子峰干扰。因此最终选取了槲皮素 δTKRM～
TKRU（dd，S’Je）处作为定量峰。定量峰一般首先

考虑峰型简单的质子峰xTz，当峰型简单的质子不适

合作为定量峰时，也可选择多重峰xUz。但对定量峰

积分时应将该峰放大，仔细调整相位，选取峰型轮

廓线与基线重合处为其起、止点，多次积分后取其

平均值。=
质量平衡法测定结果与 èkjo 测定结果基本

一致。但采用 èkjo技术测定槲皮素含量，无需对

照品，测试过程简单，快速准确，且结果可靠。为

槲皮素原料药、相关制剂及标准品的质量控制提供

有价值的参考。=
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