
简便、精密而准确的定量 NMR

应用报告

摘要

通过 VnmrJ 3.1 软件中的新型 qNMR 工具及利用外标物进行校准，展示了极为准确而精

密的定量 NMR。定期校准可使准确度高达 99.9%，精密度高达 0.59%；而每次实验时均

进行校准可使准确度和精密度分别达到 100% 和 0.35%。

前言

针对小分子有机化合物的定量分析可通过多种技术来完成。最常用的是在色谱分离后利

用光谱检测（如紫外/可见光、蒸发光散射等）或者波谱检测（如质谱）对分析物进行检

测。虽然这些检测方法在某些用途上各有其优势，但它们都会受到如响应因子或基质效

应等问题的困扰。通用的色谱检测器是不存在的。

尽管 NMR 通常用于结构分析，它正被越来越多的人视为一种重要的定量工具。NMR 
用于定量分析时最为强大，因为共振信号的积分强度直接与该信号所代表的原子核数成

正比。此外，谱图中的所有质子均具有相同的灵敏度，因此确定定量结果不再需要特定

化合物的消光系数或校准。NMR 已经用于测定合成和生物合成产物、精细化学品和药

物以及生物体液中的代谢产物、分解代谢产物和内源性化合物的浓度1。研究表明，定量 
NMR（qNMR）尤其适用于代谢组学、药物开发和分析以及天然产物分析2。
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仪器

布洛芬定量实验采用配有 5 mm OneNMR 
探头和 7600-AS 自动进样器的 Agilent 
500 MHz DirectDrive NMR 波谱仪来完

成。所有数据均在活性样品温度规定值 
25  °C 下采集。探头首先根据校准标样进

行调谐，并在随后的所有测定中均保持该

配置。

咖啡因定量实验采用配有 5 mm OneNMR 
探头和 7600-AS 自动进样器的 Agilent 
400 MHz DirectDrive NMR 波谱仪来完

成。探头在每次研究前根据校准标样进行

调谐。

分析参数

各仪器使用的参数如表 1 所示。

实验部分

标样和试剂

布洛芬购自 Sigma-Aldrich，其储备液

用 DMSO-d6（含有 6 个氘原子的二甲基

亚砜）配制，浓度为 200.00 mg/mL 或 
969.5 mM。通过稀释该储备液而制备得到

一系列样品共九种，浓度低至 515 µM。

样品系列中还包括仅含 DMSO-d6 溶剂的

空白样品。咖啡因购自 Sigma-Aldrich，
用 D2O 配制成浓度为 52.11 mM 的储备

液。并用 D2O 稀释储备液，配制为稀释液

待用。 

定量 NMR 具有必要的准确度和精密度，

可成为许多分析实验室的常规定量工具。

与内标物进行化学参比能够完成准确定

量，但这种技术繁琐冗长并且污染样品。

为了得到准确而精密的定量结果，人们还

使用过数种电子参比法，如 ERETIC（电

子参比以获得体内浓度）、PIG（梯度脉

冲）、ARTSI（通过信号插入进行振幅校

正参比）和 QUANTAS（由人工信号定

量）。然而，这些方法由于检测范围和/
或其易出现误差的固有性质，使用受到限

制3-7。

由于 NMR 平台高度稳定且线性良好，仅

通过浓度外标物的绝对积分和一维谱图就

可以方便地对小分子有机物进行准确而精

密的 qNMR 测量。本应用报告展示了安捷

伦 NMR 系统独一无二的性能，即能够对

几乎任意有机化学样品进行简便而准确的

绝对定量。文中描述了如何使用 Agilent 
VnmrJ 3.1 软件、OneNMR 探头（对于

溶剂、电介质或样品高度变化具有非常好

的耐受性）和 DirectDrive 控制台对小分

子有机物进行定量分析。仅进行一次校准

可以获得的准确度（实际浓度的百分比）

为 96.98 到 102.12%，精密度（标准偏差

的百分比）为 0.59 到 1.07%。如果在每次

实验时均采集校准数据以将实验室环境的

细微变化计算在内，还可获得更高的准确

度和精密度（分别为 99.48-100% 和 0.35-
0.60%）。

表 1. 安捷伦 NMR 波谱仪工作条件

单次校准

仪器 配有 5 mm OneNMR™ 探头的 Agilent Direct Drive 500 MHz NMR
激发脉冲 12.1 µs @ 57 dB；90°翻转角

接收器增益 针对每个样品自动调整

扫描次数 1
操作频率 499.86 MHz 
采集时间 3.0 秒
傅里叶数 256k
窗函数 0.3 Hz 指数谱线增宽

多次校准

仪器仪器 配有 5 mm OneNMR™ 探头的 Agilent Direct Drive 400 MHz NMR配有 5 mm OneNMR™ 探头的 Agilent Direct Drive 400 MHz NMR
激发脉冲 激发脉冲 11.5 µs @ 59 db；90 度翻转角11.5 µs @ 59 db；90 度翻转角

接收器增益接收器增益 20 dB20 dB
扫描次数扫描次数 11
操作频率操作频率 399.92 MHz 399.92 MHz 
采集时间采集时间 4.0 秒 4.0 秒 
傅里叶数傅里叶数 256k256k
 窗函数 窗函数 0.3 Hz 指数谱线增宽0.3 Hz 指数谱线增宽
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一旦这些值输入到探头文件中，校准就完

成了，可通过鼠标单击来获取样品浓度。

校准过程的更详细说明可在“VnmrJ 3.1 
自动化用户指南”的“定量工具”一章中

找到。 

的、能与所有其他信号很好地分离的锐共

振或共振组，并且校准物共振所代表的原

子核总数必须是已知的。然后用 90 度脉

冲收集单次扫描的一维谱图，并对含有校

准物共振的区域进行积分。手动设置积分

区域的值：首先确定样品浓度和原子核数

的乘积，然后在Integral Value(积分值)内
输入该乘积值，再单击“Set Integral 
Value”（设置积分值）按钮（图 1）。然

后可以使用 qEstimate 命令在探头文件中

填充确定未知样品浓度所需的全部参数。 

结果与讨论

外标物校准

安捷伦控制台在接收器通道中使用了直接

信号数字化。这一设计架构能够在仅通过

一次外标物校准而无需任何内参比信号的

情况下，带来返回高质量绝对定量数据所

需的稳定性和线性。

可以用浓度范围 10 到 100 mM 的任何已

知浓度样品进行校准。样品应当包含适当

便捷地对校准标样进行积分

图 1. 设置积分面积的界面工具可在“Process”（数据处理）选项卡下的“Integration”（积分）面板中找到
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常规 qNMR 的定期校准

要使用新型 qNMR 工具定量分析样品并

得到可接受的准确度和精密度，最少需

要一次探头校准（或者针对 90 度脉冲宽

度的定期校准）。积分误差大致可由公式 
0.25+(100/SN)8 计算得到，因此为了将

积分误差降至 1% 以下，信噪比（S/N）

必须达到 150/1。在准确度和精密度很重

要时，必须考虑用于校准的及每个分析物

的光谱信噪比。 

为了说明常规 qNMR 所用的单次校准，用 
DMSO-d6 制备浓度为 15.17 mM 的布洛

芬校准标样，并将其置于 5 mm 的 NMR 
管中。此外，还配制了浓度在 132 mM 
与 500 μM 之间的一系列共九种样品。

标样浓度以及 1.33 ppm 处的甲基双重峰

的强度被用作 qEstimate 校准的输入值

（图 2）。

一旦探头校准完成，浓度系列中每个样品

都将自动提交进行采集。在系统执行了常

规的自动锁场、自动匀场和自动增益功能

后，采集每个样品的单次扫描 1H NMR 谱
图。依次采集每个样品的数据，然后重复

整个采集过程直至对每个样品至少采集了 
20 组重复数据。

在校准步骤中，对合适的外标物谱峰进行积分

通过软件可便捷地测定浓度值

图 2. 布洛芬的 1H NMR 谱图（下方轨迹），用于校准和定量表 2 中所给的布洛芬浓度系列，区

域宽度为 0.5 到 2 ppm（上方轨迹）。甲基双重峰出现在 1.33 ppm，甲基异丁基双重峰出现在 
~0.84 ppm。图中还给出了布洛芬的结构

图 3.“Determine Concentration”（确定浓度）按钮用于初始化“Concentration”（浓度）

弹出窗口。该工具允许交互式地在谱图中分配每个积分区域的重数（即原子核数），并可选择

将哪些区域包含在最终的浓度计算中
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图 3 是通过“Process”（处理）选项

卡下“ Integrat ion”（积分）面板中

的“Determine Concentration”（确定浓

度）按钮访问“Determine Concentration”
（确定浓度）工具时所显示的窗口。其中显

示了谱图中的各个积分面积，并且可以在交

互式地分配了适当的重数后将其添加到用以

计算浓度的列表中。对于单个样品的考察，

手动实行该工作流程是非常快速、简单且便

捷的。 

由于当前研究包含超过 180 张的谱图，因

此使用了自动处理宏来选择对应甲基的双

重峰（约 1.3 ppm 处）和异丁基的双重峰

（约 0.8 ppm 处）的区域，根据重数（即

原子核数）缩放这些区域的积分（分别为 
3 和 6 个质子），然后依据这两个信号计

算样品的浓度，最后将结果写入以逗号分

隔的电子表格（csv）文件中。此宏的示

例可在光谱仪上的用户库中找到（/vnmr/
userlib/maclib/qEst2csv）。为了达到本

工作数据分析的目的，将每个峰作为独立

的浓度测定进行处理。 

结果如表 2 所示，整个浓度系列的标准

偏差低于  1%。结果表明，在接近三个

数量级的浓度范围内，线性非常出色，

R2= 0.9995（图 4）。 

表 2. 对一系列浓度的布洛芬进行定量分析的准确度和精密度，使用单点校准

实际浓度 (mM) 平均测定浓度 (mM) 标准偏差 (mM) 准确度* （实际浓度
的百分比）

精密度 (%SD)

0.515 0.531 0.006 96.98% 1.07%

1.03 1.049 0.008 98.13% 0.79%

2.06 2.098 0.012 98.14% 0.59%

4.12 4.171 0.024 98.77% 0.57%

8.24 8.269 0.048 99.65% 0.58%

16.49 16.571 0.103 99.51% 0.62%

32.98 33.014 0.293 99.90% 0.89%

65.97 67.813 0.492 97.21% 0.73%
131.94 129.141 1.091 102.12% 0.84%

总体 98.46% 0.74%

* 注意在极低和极高浓度下样品准确度的预期损失。由于采集所用的单次扫描引起的低信噪比，预计在低浓度下会出现积

分误差；另外，辐射阻尼可能会影响浓度非常高的样品。

优异的定量准确度和精密度，使用单次校准获得 

图 4. 快速、简便、准确地确定布洛芬浓度，动态范围超过 3 个数量级，实际浓度与测定浓度
之间的相关性的 R2 值为 0.9995
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两个样品定量）。图 5 的下方轨迹为非去

耦对比谱图，其中 13C 卫星峰与 12C 信号

明显分离。从图 5 的上方轨迹中可以看到 
13C 卫星峰已经完全消失在主共振带中。

即使宽带 13C 去耦可能引起噪音/误差，定

量的准确度和精密度仍然非常好（表 5）。

第二次实验对样品 1 和 2 进行重复，在

采集过程中使用双级宽带 13C 去耦以消除 
13C 卫星峰9。对每个样品总共进行 98 次研

究，设置仪器以在 28 小时中每两小时对

每个系列重复一次（七次 qNMR 研究，

研究前先进行外标物自动校准，然后再对

运行时校准以得到更高的准确度和精密度

在每次样品研究之前进行校准可获得更高

的定量准确度和精密度。这有助于补偿由

于实验室环境的改变而引起的稳定性的细

微变化。如果对校准标样和目标样品使用

相同的增益值，还能获得进一步的改善。

为展示进一步提高的准确度和精密度，使

用了咖啡因作为分析物，并制备得到一系

列共三个浓度标样。所制备的样品浓度为 
50.44 mM、51.91 mM 和 52.11 mM，

整个系列的浓度差异仅为 3.3%。在这三

个样品的研究中，都先进行了外标物的自

动校准（以 D2O 配制的 54.11 mM 咖啡

因），然后再对样品进行定量。执行七次 
qNMR 研究作为一个系列，并使用 NMR 
控制台每三个小时重新提交一次该系列，

直至研究总数达到 630 次（每个浓度 210 
次）。如表 3 所示，定量的总体准确度为 
99.94%，总体精密度为 0.51%，确保能够

识别三个样品浓度之间非常细微的差异。

进行第二个实验以评估 NMR 管中样品的

高度对定量结果的影响。在实验过程中，

从先前实验所用的每个管中移除样品，以

使每个管中的样品高度分别降至 48、35 
和 30 mm（表 4）。然后对每个样品总共

进行 35 次研究，设置仪器使其在 16 小时

内每三小时重复系列一次（七次 qNMR 研
究，研究前先进行外标物自动校准，然后

再对三个样品定量）。使用 OneNMR 探
头，结果证实样品高度从 35 到 54 mm 的
变化不会降低结果的准确度或精密度（表 
4）。样品 3 中的样品高度（30 mm）太

低而无法正常进行匀场，因此未得到任何

有用的结果。

表 3. 三种咖啡因浓度的定量研究的准确度和精密度，使用多次运行时校准

实际浓度
(mM)

样品高度
(mm)

平均测定浓度 
(mM)

标准偏差
(mM)

准确度（实际浓
度的百分比）

精密度

52.11 54 52.16 0.27 99.85% 0.52%
50.44 45 50.70 0.21 99.48% 0.42%
51.91 37 51.99 0.31 99.90% 0.60%

    总体 99.74% 0.51%

表 4. 样品高度对准确度和精密度的影响

实际浓度
(mM)

样品高度
(mm)

平均测定浓度 
(mM)

标准偏差
(mM)

准确度（实际浓
度的百分比）

精密度

52.11 48 52.13 0.19 99.96% 0.35%

50.44 35 50.44 0.17 100.00% 0.49%

51.91 30 — — — —

    总体 99.98% 0.42%

表 4. 样品高度对准确度和精密度的影响

实际浓度
(mM)

样品高度
(mm)

平均测定浓度 
(mM)

标准偏差
(mM)

准确度（实际浓
度的百分比）

精密度

52.11 54 52.09 0.20 99.96% 0.37%
50.44 35 50.44 0.17 100.00% 0.49%

    总体 99.98% 0.43%
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结论

NMR 实验自身展示出人们希望定量技术

具备的所有特性：特异性、选择性、灵敏

度、线性、高动态范围、单位响应因子以

及最重要的——对所有含质子的有机分子

的通用检测能力。使用 NMR 进行定量分

析的主要缺点始终在于市售 NMR 硬件所

固有的线性不佳的问题。按样品到样品的

方式校正这些误差是可能的，但它需要加

入化学内标物或者将外部参比信号并入实

验数据。内标物使用过程繁琐并且会给测

定带来另一层误差，而生成外部参比信号

的方法由于检测范围和/或其容易产生误

差的固有性质，使用范围非常受限。

安捷伦 NMR 系统与众不同的地方在于其

接收器的信号通道是完全数字化的，能够

在宽样品浓度范围内得到前所未有的优秀

响应线性。OneNMR 探头对于溶剂、电

介质和样品高度也具有非常高的耐受性。

将这一强大的硬件与先进的软件结合，安

捷伦开发出了一种出众的定量分析工具。

利用 VnmrJ 3.1 软件，并用已知浓度的外

标物一次性确定校准参数，可以通过绝对

积分简便快速地完成准确而精密的 NMR 
定量分析。对于小分子有机物的定量分

析，准确度可达 96.98 到 102.12%，精密

度可达 0.59 到 1.07%。如果在每个样品研

究开始前进行运行时校准，以将实验室环

境稳定性的微小变化计算在内，还可获得

更高的准确度和精密度（分别可达 99.48-
100% 和 0.35-0.60%）。实际上，即使宽

带 13C 解耦也不会在这些测定中产生显著

的误差。使用软件功能可以采集并存储校

准参数、建立并安排定量研究、创建自定

义报告，从而快速简便地实现这一水平的

准确度和精密度。

最后，尽管本应用报告仅讨论了使用质子 
NMR 数据进行定量，但该新型 qNMR 工
具与频率是无关的。用户可使用任意合适

的原子核（31P、19F、13C 等）进行相同的

校准，然后通过同样的工作流程来对这些

原子核采集数据。

在 13C 去耦的情况下仍保持着定量的高准确度和精密度

图 5. ，咖啡因样品谱图：上图采用双级宽

带去耦对频宽为240ppm的13C去耦；下图

为不去耦质子谱。两个实验采集时间均为 
3.6 秒。使用位于“Experiment Selector”
（实验选择器）的“Std1D”（标准一维）

选项卡中的“BilevelDEC”脉冲序列进

行去耦
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