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　 　 摘要:　 为建立定量核磁共振波谱法测定白芷中欧前胡素含量的方法ꎬ以对苯二酚为内标、氘代二甲基亚砜

(ＤＭＳＯ￣ｄ６)为溶剂ꎬ在 ４００ ＭＨｚ 光谱仪上进行了 ｑＮＭＲ 测量ꎮ 选择测定温度为 ２９３􀆰 ７ Ｋꎬ谱宽(ＳＷＨ)为８ ０１２􀆰 ８
Ｈｚꎬ采样时间(ＡＱ)为 ４􀆰 ０ ｓꎬ弛豫时间(Ｄ１)为 １ ｓꎬ脉冲宽度(Ｐ１) １４􀆰 ９０ ｓꎬ扫描次数(ＮＳ)为 ３２次ꎬ空扫次数(ＤＳ)为
２次ꎬ以欧前胡素中 δ７􀆰 ６５的峰为定量峰ꎬ对苯二酚中 δ６􀆰 ５５ 的峰为内标定量峰ꎮ 对线性关系、检测限、定量限、精
密度、重复性、稳定性和回收率等进行了方法学评价ꎬ结果良好ꎮ 采用高效液相色谱法加以验证ꎬ２种方法测定结果

基本一致ꎬ表明 ｑＮＭＲ可用于白芷中欧前胡素含量测定ꎮ
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　 　 中药白芷为伞形科植物白芷[Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａｅ
(Ｆｉｓｃｈ.ｅｘＨｏｆｆｍ.)Ｂｅｎｔｈ.ｅｔＨｏｏｋ.ｆ.]或杭白芷[Ａ.ｄａｈｕ￣
ｒｉｃａｅ( Ｆｉｓｃｈ. ｅｘＨｏｆｆｍ.) Ｂｅｎｔｈ. ｅｔＨｏｏｋ. ｆ. ｖａｒ. ｆｏｒｍｏｓａｎａ
(Ｂｏｉｓｓ.)ＳｈａｎｅｔＹｕａｎ]的干燥根[１]ꎬ始载于«神农本草

经»ꎬ并列为中品ꎬ因干燥初生根为芷ꎬ色白ꎬ故名白

芷ꎬ在中国有着悠久的药食两用的历史[２]ꎮ 白芷性

温ꎬ气芳香ꎬ味辛ꎬ微苦ꎬ具有解表散寒、通窍止痛、祛
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风除湿、消肿排脓、抗炎、解热、美白等作用ꎬ在临床

实践中ꎬ广泛应用于风寒感冒、头痛、鼻塞、鼻渊、牙
痛、赤白带下、痈疽疮疡、湿盛久泻等病症ꎬ特别是用

于风寒侵犯阳阴引起的头痛ꎬ其疗效较显著[３￣８]ꎮ 除

作药用外ꎬ在食品、保健品、香料、护肤美容、日用化

工等方面也有广泛的应用[９]ꎬ特别是其干燥根作为

调味料可增香添味ꎬ脱臭除异ꎬ增进食欲[１０]ꎮ
白芷中主要的生物活性成分有香豆素、挥发油、多

糖和微量元素[１１]ꎮ 香豆素主要包括欧前胡素、异欧前

胡素、佛手柑内酯、氧化前胡素、水合氧化前胡素和异

珊瑚菜素[１２]ꎮ 在 ２０１５版药典中常用欧前胡素含量对

白芷进行质量评价[１３]ꎮ 目前ꎬ欧前胡素的测定多采用

高效液相色谱法ꎬ该法存在耗时(出峰时间为 １１.６
ｍｉｎ)、样品预处理复杂、标准品价格昂贵等缺点ꎮ 因

此ꎬ建立一种快速、可靠的测定白芷中欧前胡素含量的

方法具有一定的现实意义[１４￣１８]ꎮ 近年来ꎬ１Ｈ核磁共振

波谱法(１Ｈ ｑＮＭＲ)已被广泛成功地应用于化学药品、
中药及植物提取物、液体样品、异构体、食品等的定量

分析[１９￣２０]ꎮ 该法具有检测时间短、样品预处理简单、仪
器操作相对简单、特异性好以及分析过程中不需要昂

贵的对照品等优点ꎮ 其基本原理是特征峰的峰面积与

质子数成正比ꎬ常用绝对内标定量法ꎬ即以待测物与已

知内标物的峰面积的比值确定待测物的含量[２１￣２６]ꎮ
本研究采用氢核磁共振建立白芷中欧前胡素含

量测定新方法ꎬ并对白芷样品进行分析ꎬ并用高效液

相色谱法(ＨＰＬＣ)验证测定结果ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 仪器与试剂

核磁共振仪(４００ ＭＨｚꎬＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ 数据处理软

件ꎬＢｒｕｋｅｒ公司产品)ꎻ超声清洗器ꎬ深圳市得康科技

有限公司产品ꎻＨＨ￣Ｓ数显恒温水浴锅ꎬ江苏正基仪器

有限公司产品ꎻ电子天平ꎬ慈溪市天东衡器厂产品ꎻ循
环水式多用真空泵ꎬ郑州长城科工贸有限公司产品ꎻ
ＪＦＳＤ￣１００粉碎机ꎬ上海嘉定粮油仪器有限公司产品ꎻ
高效液相色谱仪ꎬ岛津公司产品ꎮ

欧前胡素ꎬ上海源业生物科技有限公司产品ꎬ≥
９８％ꎻ对苯二酚ꎬ上海麦克林生化有限公司产品ꎬ≥
９９％ꎻ氘代二甲基亚砜(ＤＭＳＯ￣ｄ６)ꎬ剑桥同位素实验

室有限公司产品ꎬ≥９９􀆰 ９％ꎻ甲醇ꎬ天津市富宇精细

化工有限公司产品ꎬ≥９９􀆰 ５％ꎮ
白芷购于四川省遂宁市的新桥、大英、新胜等地ꎮ

１.２　 测试条件

采用 ｚｇ３０脉冲序列ꎬ测定温度为 ２９３􀆰 ７ Ｋꎬ谱宽

(ＳＷＨ)为８ ０１２􀆰 ８ Ｈｚꎬ采样时间(ＡＱ)为 ４􀆰 ０ ｓꎬ弛豫时

间(Ｄ１)为 １ ｓꎬ脉冲宽度(Ｐ１)１４􀆰 ９０ ｓꎬ样品扫描次数

(ＮＳ)３２次ꎬ空扫次数(ＤＳ)为 ２次ꎮ 色谱柱:ＺＯＲＢＡＸ
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８色谱柱(４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流
动相:甲醇(Ａ)￣水(Ｂ)ꎻ流速:１􀆰 ０ ｍｌ / ｍｉｎꎻ柱温:３０
℃ꎻ检测波长:２５０ ｎｍꎻ进样量:２０ μｌꎮ
１.３　 溶液制备

内标溶液的制备:准确称取 ３０ ｍｇ 内标物对苯

二酚溶解至 ６.０ ｍｌ ＤＭＳＯ中ꎬ制得内标溶液ꎬ作为核

磁共振波谱法(ｑＮＭＲ)定量的内标样品ꎮ 供试品溶

液制备:采用刘红梅等[２７]的方法进行制备ꎮ 取白芷

粉末(过 ４０ 目筛)约 ２５ ｇꎬ精密称量ꎬ置于容量瓶

中ꎬ精密加入甲醇 １２５ ｍｌꎬ超声波处理(４０ ｍｉｎꎬ４０
℃)ꎬ静置冷却ꎬ取上清液ꎬ重复 ２次ꎮ 将 ２次提取液

合并ꎬ过滤ꎬ滤液水浴加热得粗浸膏ꎬ称量粗浸膏质

量ꎮ 取粗浸膏 ０􀆰 ０６ ｇꎬ精密称量ꎬ加 ０􀆰 ５ ｍｌ 内标溶

液ꎬ超声波溶解ꎬ移置核磁管ꎬ用于氢核磁共振法测

定ꎮ 取上述粗浸膏 ０􀆰 ０６ ｇꎬ精密称量ꎬ加入 ３ ｍｌ 甲
醇ꎬ超声波溶解ꎬ过微孔滤膜(０􀆰 ４５ μｍ)ꎬ移置进样

小瓶ꎬ用于高效液相色谱法测定ꎮ 核磁共振标准品

溶液的制备:准确称取 ３ ｍｇ 欧前胡素标准品ꎬ溶解

至 ０􀆰 ５ ｍｌ内标溶液中ꎬ制得标准品溶液ꎬ备用ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 溶剂、内标与定量峰的选择

测定结果表明ꎬ欧前胡素及对苯二酚在 ＤＭＳＯ￣
ｄ６中均有较好的溶解性ꎬ且谱峰不重叠ꎬ因而选用

ＤＭＳＯ￣ｄ６作为溶剂ꎬ对苯二酚作为内标ꎮ 以欧前胡

素中 δ７􀆰 ６５峰为定量峰ꎬ对苯二酚中 δ６􀆰 ５５ 峰为内

标定量峰(图 １)ꎮ
２.２　 定量核磁共振波谱法的方法学验证

２.２.１　 线性关系　 分别精密称取标准品 ３ ｇ、４ ｇ、５
ｇ、６ ｇ、７ ｇ、８ ｇꎬ并各加入 ０.５ ｍｌ内标溶液ꎬ制备 ６ 个

不同浓度的样品溶液ꎬ测定１Ｈ ＮＭＲ 波谱ꎮ 分别对

标准品和内标物特征信号峰的峰面积进行积分ꎬ每
个样品的积分面积取 ３次积分的平均值ꎮ 以标准品

和内标物的积分面积比值(Ｙ)对标准品和内标物质

量比值( ｘ)进行线性回归ꎬ得出回归方程(图 ２)ꎮ
图 ２表明标准品与内标物质量比值在１.２至 ３􀆰 ２ 范

围内与两者定量峰面积比值呈良好的线性关系ꎮ
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图 １　 欧前胡素(Ａ)、对苯二酚(Ｂ)和两者的混合物(Ｃ)的１Ｈ ｑＮＭＲ 波谱

Ｆｉｇ.１　 １Ｈ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ(ｑＮＭＲ) ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ (Ａ)ꎬ ｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅ (Ｂ) ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｉｘｔｕｒｅ (Ｃ)

图 ２　 标准品与内标物质量比、面积比的线性关系

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｂｅ￣
ｔｗｅｅｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ

２.２.２　 精密度 　 取制备的核磁共振波谱法标准品

溶液ꎬ在核磁共振测试条件下ꎬ重复测定 ５次ꎮ 以标

准品定量峰面积与内标物定量峰面积的比值计算相

对标准偏差(ＲＳＤ)ꎬＲＳＤ＝ ０􀆰 ６５４％ꎮ
２.２.３　 稳定性 　 取用于氢核磁共振波谱法测定的

溶液ꎬ分别于 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１０ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 进样

测定ꎮ 以样品定量峰与内标物定量峰面积比值计算

ＲＳＤꎬＲＳＤ＝ １􀆰 ３３９％ꎬ表明供试品溶液室温放置 ２４ ｈ
稳定ꎮ
２.２.４　 重复性 　 在核磁共振波谱法测定溶液制备

条件下ꎬ平行制备 ６份供试品溶液ꎬ在同一试验条件

下测定ꎮ 以样品定量峰面积与内标物定量峰面积的

比值计算 ＲＳＤꎬＲＳＤ＝ １􀆰 ８３７％ꎬ表明重复性良好ꎮ
２.２.５　 加样回收率　 取同一批已知含量的样品浸膏

约 ０􀆰 ０３ ｇꎬ精密称量ꎬ平行 ６份ꎬ分别精密加入 ０􀆰 ５ ｍｌ
欧前胡素对照品溶液ꎬ超声波溶解ꎬ移至核磁管ꎬ在核

磁共振测试条件下测定ꎬ计算回收率ꎬ结果见表 １ꎮ

表 １　 １Ｈ 核磁共振波谱法( １Ｈ ｑＮＭＲ)测定白芷中欧前胡素的回收率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ ｉｎ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａｅ ｂｙ ｔｈｅ １Ｈ￣ｑＮＭＲ

样品
样品含量
(ｍｇ)

加入量
(ｍｇ)

测得量
(ｍｇ)

回收率
(％)

平均回收率
(％)

相对标准偏差
(ＲＳＤ)(％)

１ １.０６４ １.５００ ２.６１９ １０３.６５０ １０２.７４０ ２.５０３

２ １.０２３ １.５００ ２.５３７ １００.９２２

３ １.０２３ １.５００ ２.６１９ １０６.３７７

４ １.０６４ １.５００ ２.６１９ １０３.６５０

５ １.０６４ １.５００ ２.６１９ １０３.６５０

６ １.０６４ １.５００ ２.５３７ ９８.１９４
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２.３　 样品中欧前胡素含量测定及 ＨＰＬＣ 验证

取制备样品 ０.０６ ｇꎬ精密称量ꎬ制备供试品溶

液ꎬ进行核磁共振波谱法测定(表 ２、图 ３)ꎮ 计算样

品中欧前胡素含量(Ｗ１)ꎬＷ１ ＝ Ａ１Ｗ２Ｍ１ ｎ２ / Ａ２Ｍ２ ｎ１ꎬ
式中 Ｗ１、Ｗ２分别为目标物、内标物的质量ꎬＡ１、Ａ２分
别为目标物、内标物的积分面积ꎬＭ１、Ｍ２分别为目标

物、内标物的分子量ꎬｎ１、ｎ２分别为目标物、内标物的

质子数ꎮ 由表 ２可知ꎬ产自新桥、大英和新胜的白芷

中 欧 前 胡 素 含 量 分 别 为 ０􀆰 ２０４％、 ０􀆰 ２００％ 和

０􀆰 ２２０％ꎮ 另外ꎬ采用高效液相色谱法对白芷样品中

欧前胡素含量进行测定ꎬ结果表明两种方法所得结

果无显著差异(表 ２、图 ４)ꎮ

表 ２　 １Ｈ 核磁共振波谱法( １Ｈ ｑＮＭＲ)和高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)
测定白芷中欧前胡素含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ ｉｎ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａｅ ｂｙ ｔｈｅ １Ｈ ｑＮ￣
ＭＲ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ (ＨＰＬＣ)

样品
欧前胡素含量 (％)

１Ｈ ｑＮＭＲ ＨＰＬＣ

新桥样品 ０.２０４ ０.２０３

大英样品 ０.２００ ０.１９６

新胜样品 ０.２２０ ０.２１１

图 ３　 新桥(Ａ)、新胜(Ｂ)、大英(Ｃ)白芷提取物的１Ｈ 核磁共振波谱图

Ｆｉｇ.３　 １Ｈ ｑＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ Ｘｉｎｑｉａｏ(Ａ)ꎬ Ｘｉｎｓｈｅｎｇ(Ｂ) ａｎｄ Ｄａｙｉｎｇ(Ｃ)

图 ４　 新桥、新胜、大英白芷提取物的高效液相色谱图

Ｆｉｇ.４ 　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ
ｆｒｏｍ Ｘｉｎｑｉａｏ(Ａ)ꎬ Ｘｉｎｓｈｅｎｇ(Ｂ) ａｎｄ Ｄａｙｉｎｇ(Ｃ)

３　 结 论

本试验建立了定量核磁共振波谱法测定白芷

中欧前胡素含量的方法ꎮ 该法具有检测时间短、
样品预处理简单、仪器操作相对简单、特异性好、
分析过程中不需要昂贵的对照品等优点ꎬ且测定

结果与高效液相色谱法基本一致ꎮ 采用１Ｈ ｑＮＭＲ
法测定了白芷中欧前胡素含量ꎬ并用 ＨＰＬＣ 法验

证ꎮ 结果表明ꎬ１Ｈ ｑＮＭＲ 法和 ＨＰＬＣ 法的定量测

定结果基本一致ꎮ１Ｈ ｑＮＭＲ 法可用于白芷中欧前

胡素含量的测定ꎬ为白芷质量控制提供了一种快

速、有效的新方法ꎮ
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