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低分子量肝素核磁共振波谱法的定性鉴别方法研究
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摘要　目的：建立低分子量肝素核磁共振波谱法（NMR）的定性鉴别方法。方法：一维 13C-NMR 实验是在

装配 5 mm BBO 探头的 Bruker Ascend-500 核磁共振谱仪上采集。采样时间 1.1 秒；弛豫延长时间（D1）1
秒；测量温度 40 ℃ ；谱宽 δ 236。结果：通过不同类型低分子量肝素标准品和市售产品的核磁共振一维碳

谱精细结构信息比较发现，不同类型的低分子量肝素都可以通过碳谱特征信号进行区分。结论：核磁共振

一维碳谱定性鉴别低分子量肝素类型的方法，专属性强，简单方便，是鉴别低分子量肝素较好的方法。
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Identification of low molecular weight heparin by NMR
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Abstract　Objective：To establish an NMR method for the identification of low molecular weight heparin．
Method：Carbon nuclear magnetic resonance（13C-NMR）spectra were collected by using a Bruker Ascend 500 
spectrometer with 5 mm BBO probe．The measurement parameters setting were：acquisition time 1．1 s，relaxation 
delay（D1）1 s，temperature 40 ℃，and spectrum width δ 236．Result：By comparing the 13C-NMR spectra of low  
molecular weight reference standard and purchased heparin，there were some unique signals in the 13C-NMR 
spectra，which could be used to identify different types of low molecular weight heparin．Conclusion：1D 13C-NMR 
spectroscopy is a specific，simple and convenient method for the identification of low molecular weight heparin．
Keywords：low molecular weight heparin；13C-NMR；nuclear magnetic resonance spectroscopy；identification
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肝素是一种抗凝剂，是由葡萄糖胺、L- 艾杜糖醛

苷、N- 乙酰葡萄糖胺和 D- 葡萄糖醛酸交替组成的

黏多糖硫酸脂［1，2］，在体内外都有抗凝血作用。肝素

的主要不良反应是易引起自发性出血、诱导血小板减

少症［3］及骨质疏松［4］。为了减少以上副作用，20 世

纪 80 年代末，欧洲首先研发出了低分子量肝素（low 
molecular weight herparin，LMWH）。经大量临床研究

证实， 低分子量肝素的活性 / 抗凝血活性的比值为



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysis www.ywfxzz.cn药物分析杂志 Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2017,37(9)        ·1728· 

子量肝素，而中国药典没有相关方法的收录。2008 年

肝素中毒事件［18］给我们很好的警示，中国药典也需要

与时俱进，尽早研究出低分子量肝素的有效鉴别方法。

本课题组已经对不同类型低分子量肝素标准品进行了

初步研究，对其碳谱精细结构信息解析发现，不同类型

的低分子量肝素都有其特征的碳谱信号，因此可以通

过碳谱特征信号对低分子量肝素进行区分［19］。

本文通过对美国及国内一些厂家的低分子量肝

素产品进行核磁共振一维碳谱鉴定研究，对市售的不

同类型、不同批次低分子量肝素核磁共振碳谱进行比

较，建立低分子量肝素核磁共振碳谱数据库，对市售低

分子量肝素产品的质量进行摸底考察，为核磁共振法

应用，为低分子量肝素药品质量提升打下基础。

1　实验方法

1.1　仪器及试药　Bruker 公司 Ascend-500 核磁共振 
仪，milli-Q 的纯水仪，试剂氘代甲醇、重水，购自 SIGMA- 
Aldrich；EP 标准品：依诺肝素钠，code 号 E0180000；
那 曲 肝 素 钙，code 号 N0025000；达 肝 素 钠，code 号

D0070000；帕肝素钠，code 号 P0305000；亭扎肝素钠，

code 号 T1490000。USP 标准品：依诺肝素钠，批号

GOL137。市售低分子量肝素样品详细信息见表 1。
表 1　低分子量肝素样品信息

Tab. 1　Sample information of low molecular weight heparin
样品号

（sample 
number）

样品名称

（sample name）
生产厂家

（venders）

1 低分子量肝素钠（low molecular weight 
heparin sodium）

厂家 1
（vender 1）

2 依诺肝素钠（enoxaparin sodium） 厂家 2
（vender 2）

3 低分子量肝素钙（low molecular weight 
heparin calcium）

厂家 3
（vender 3）

4 低分子量肝素钙（low molecular weight 
heparin calcium）

厂家 4
（vender 4）

5 低分子量肝素钠（low molecular weight 
heparin sodium）

厂家 5
（vender 5）

6 低分子量肝素钠（low molecular weight 
heparin sodium）

厂家 6
（vender 6）

7 那曲肝素钙（nadroparin calcium） 厂家 7
（vender 7）

1.2　供试品溶液配制　按照 USP 和 EP 收录的方法

配制溶液，称取低分子量肝素约 200 mg，加入纯水、重

水、氘代甲醇的混合溶剂（体积比例为 8∶2∶0.5）1 mL， 
使其完全溶解，转移到 5 mm 核磁管中采集数据。

1.5~4.0，而普通的肝素为 1，既保持了肝素的抗血栓

作用，又降低了出血的危险［5-7］。

目前国内外已有 10 多种不同类型的低分子量

肝素产品［8］，按生产工艺不同常见的有：依诺肝素

钠（enoxaparin sodium）［9］、那 曲 肝 素 钙（nadroparin 
calcium）、达 肝 素 钠（dalteparin sodium）、帕 肝 素 钠

（parnaparin sodium）和亭扎肝素钠（tinzaparin sodium）

等。目前欧洲药典（EP）已收载了上述 5 种低分子量

肝素产品，美国药典（USP）也收录了依诺肝素钠。低

分子量肝素的制备是以肝素为原料，用物理、化学或生

物的方法将其分级或降解，得到具有较低分子量的组

分或片段［10］。例如，依诺肝素钠为肝素苄酯碱性 β-
裂解制得；帕肝素为肝素被 Cu2+ 与过氧化氢氧化解聚

制得；亭扎肝素为肝素由肝素酶酶解制得；达肝素和

那曲肝素为亚硝酸控制解聚降解制得［11］。

通过比较类似工艺制备低分子量肝素产品（例

如，达肝素和那曲肝素之间），发现其具有更多的相似

性，然而，依诺肝素和亭扎肝素的比较表明其物理、化

学和生物学特性彼此相差很大［12］。肝素解聚过程的

微小变化可能会造成低分子量肝素结构或组成的巨

大变化，因此，通过不同方法制备得到的低分子量肝

素产品具有不同的物理、化学和生物学特性。由于不

同生产工艺低分子量肝素产品在分子结构、理化和生

物学特性等方面的确定和潜在差异性，美国 FDA、欧

洲药品局（European Medicines Agency）和世界卫生

组织（WHO）等机构，把不同低分子量肝素作为单独

的产品，不被视为临床等效。根据国际标准，低分子

量肝素产品的选择应基于其各自成熟的临床安全性

和有效性数据［13］。

我国目前市售的低分子量肝素产品分为进口产

品和仿制产品：进口产品有那曲肝素钙注射剂、达肝

素钠注射剂等；仿制产品有低分子量肝素钠注射剂

和低分子量肝素钙注射剂。目前我国没有对低分子

量肝素进行分类，而相关报道称不同生产工艺的低分

子量肝素的毒副作用不同［14-15］。

USP 和 EP 收录的低分子量肝素质量标准［16-17］

中，主要包括重均分子量、抗 Xa 效价、抗 Xa/ 抗Ⅱa、钠
盐与钙盐的鉴别、重金属的限量、核酸类杂质、杂蛋白的

测定及安全性检查项等。此外，还增加了核磁共振一

维碳谱定性鉴别低分子量肝素类型的方法，要求样品

与标准物质的 13C-NMR 谱相似。通过大量文献和实验

比较，目前核磁共振法能很好地区别不同类型的低分
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1.3　仪器参数设置　一维 13C-NMR 实验是在装配

5 mm BBO 探头的 Bruker Ascend-500 核磁共振谱仪

上采集。采样时间（AQ）1.1 s，弛豫延长时间（D1）
1 s，测量温度（T）40 ℃，谱宽（SW）δ 236.6，采样点数

（data point）64 k，扫描次数（NS）32 768 次，线展宽因子

（line-broadening factor）0.3 Hz。
在上述实验条件下，调整仪器参数、调谐、锁场、

匀场、采样，得到 13C-NMR 谱，再进行基线和相位

调整。用氘代甲醇定标，甲醇中碳的化学位移定为 
δ 50.0［16-17］（USP 和 EP 收录方法）。

2　结果与讨论

2.1　乙醇残留　比较不同样品的碳谱，发现其中一些

样品有乙醇残留，其特征化学位移在 δ 18.7 和 δ 59.3 附

近（图 3）。由于在肝素的生产工艺中用到乙醇，乙醇残

留也属于正常，本文不对乙醇残留信号进行特殊讨论。

2.2　样品 2、样品 5 和样品 7　厂家 2 和厂家 5 明确

说明其生产的低分子量肝素是依诺肝素钠，厂家 7 给

出其生产的低分子量肝素是那曲肝素钙，通过比较其

与欧洲药典的相应标准品的一维碳谱发现，这几个样

品与相应的 EP 标准品碳谱信号的化学位移，峰形和强

度基本一致（图 1 和图 2）。

1. EP 标准品依诺肝素钠（EP reference standards，enoxaparin sodium）　2. 样品 2（依诺肝素钠）（sample 2，enoxaparin sodium）　3. 样品 5（依诺肝素

钠）（sample 5，enoxaparin sodium）

图 1　3 种低分子量肝素的一维 13C 谱图

Fig. 1　The 1D 13C-NMR spectra of 3 low molecular weight heparin 

1. EP 标准品那曲肝素钙（EP reference standards，nadroparin calcium）　2. 样品 7（那曲肝素钙）（sample 7，nadroparin calcium）

图 2　2 种低分子量肝素的一维 13C 谱图

Fig. 2　The 1D 13C-NMR spectra of 2 low molecular weight heparin
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厂家 1 和厂家 6 没有明确说明其生产的低分子

量肝素类型。通过与 EP 标准品的一维 13C 谱图比较

发现，其与 EP 达肝素钠标准品的一维 13C 相似性较

高（图 3）。不同处有：（1）样品 6 的一维 13C 谱图中在 
δ 175.5~178.0 处的峰与 EP 达肝素钠标准品在相同

化学位移处的峰形不一致（图 3 放大图）；（2）信号

峰峰形明显不一致。表明样品 6 与达肝素钠标准品

中相同的糖单元的空间结构不同［20-22］，因此样品 6
所使用的生产工艺与 EP 标准品的生产工艺不完全 
一致。

1. EP 标准品达肝素钠（EP reference standard，dalteparin sodium）　2. 样品 1（sample 1）　3. 样品 6（sample 6）

图 3　3 种低分子量肝素的一维 13C 谱图及其低场区放大图

Fig. 3　The expended and total 1D 13C-NMR spectra of 3 low molecular weight heparin

2.3　样品 3 和样品 4　将低分子量肝素样品 3 和样

品 4 与 EP 5 种标准品一维 13C 谱图（图 4）对比发

现，这 2 个样品与 EP 现有的 5 种标准品相似度都

不高，不同处有：（1）在化学位移 δ 56.0，δ 62.3 和 δ 
80.0~92.0 区间处的信号峰与 5 种标准品在相应化

学位移处峰在精细化学位移、峰形、峰强度等方面有

很大差别，表明这 2 个样品与现有的 5 种标准品在所

含糖单元种类、数量、空间结构及其可能的基团修饰

等方面不一致；（2）样品 4 在化学位移 δ 24.5 处多了

1 个甲基峰，表明样品 4 在甲基端的空间结构与 EP 5
种标准品有明显的不同。一般情况下，低分子量肝素

在所含糖单元种类、数量、空间结构及其可能的基团修

饰等方面与其生产工艺密切相关，因此样品 3 和样品

4 所使用的生产工艺与 EP 5 种标准品不完全一致。

*. 样品 3、4 与标准品差别大的信号峰（the major differences between sample 3，4 with reference standards）
1. EP 标准品依诺肝素钠（EP reference standards，enoxaparin sodium）　2. EP 标准品那曲肝素钙（EP reference standards，nadroparin calcium）　3. EP
标准品达肝素钠（EP reference standards，dalteparin sodium）　4. EP 标准品亭扎肝素钠（EP reference standards，tinzaparin sodium）　5. EP 标准品帕肝

素钠（EP reference standards，parnaparin Sodium）　6. 样品 3（sample 3）　7. 样品 4（sample 4）

图 4　7 种低分子量肝素一维 13C 谱图比较

Fig. 4　The 1D 13C-NMR spectra of 7 low molecular weight heparin
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A. 叠加图全谱（overlaid total spectrum）　B，C. 局部放大图（expanded spectra）

图 5　厂家 2 的 15 批次样品叠加图

Fig. 5　Overlaid spectra of 15 batches from manufacturer 2

2.4　厂家 2-15 批样品　对 15 批依诺肝素钠样品 2
的同生产工艺不同生产批次的样品进行测定，发现

15 批样品的相似度都很高（图 5-A）。表明在严格控

制生产工艺、保证生产质量的条件下，生产得到样品

的一维 13C 谱图具有很高相似度，可以作为低分子量

肝素产品质量控制的方法。尽管这 15 批次样品一

维 13C 谱图相似度很高，但在某些化学位移处有偏差 
（δ 0.1~ 0.3）（图 5-B，C）。通常情况下，核磁共振谱

图中化学位移的细微变化有许多影响因素，具体到低

分子量肝素样品中可能有以下几种情况：（1）低分子

量肝素样品自身的不一致性；（2）核磁共振样品制备

过程中引入的影响因素（样品的浓度、pH、离子强度

等）；（3）核磁共振数据采集过程中的影响因素（温

度的准确性，温度的波动范围，核磁样品管的均一性

等）。目前，在 USP 和 EP 的相关项下要求样品与标

准物质的 13C-NMR 谱相似，没有具体的标准。

2.5　药典相关标准　目前，USP 和 EP 收录的低分子

量肝素质量标准项下的核磁共振 13C 谱定性鉴别方

法只简单描述了样品的制备和相关放行标准，即相关

项下要求样品与标准物质的 13C-NMR 谱相似。本课

题组在研究过程中发现，核磁样品的制备及数据采集

参数可能会对 13C 谱图产生一定的影响，应该对其进

行详细的描述。

核磁共振 13C 谱中包含许多结构信息，如化学

位移、峰形、相对强度等，通常情况下，13C 谱的比较

需要对上述信息都进行比较。而 USP 和 EP 只描述

谱图相似，其中化学位移的精细差别（如厂家 2 的

15 批次样品）、精细峰形比较（样品 6）等均未说明，

造成在具体的检验过程中判定困难。建议应具体描

述如何进行相似度比较，对参数进行量化，以便于比

较，例如：（1）化学位移（δ）精细差别应规定在什么

范围内为相似；（2）比较精细峰形时应规定其中一

些特征峰的半峰宽、多重峰等参数；（3）在峰相对强

度比较中应使用相对定量方法规定每组峰的强度范 
围等。

中国药典中目前还未加入低分子量肝素 13C 谱
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定性鉴别项，建议增加该项鉴别，并研制相应的标准

物质。在研制相应标准物质的过程中，应加大样本量

对其结构进行深层次的研究，充分考虑生物活性与
13C 谱得到的结构信息之间的关系，必要时可以与国

外产品进行结构一致性的考察。

3　总结

本文通过核磁共振一维碳谱鉴定了 EP 低分子

量肝素标准物质和一些厂家市售的低分子量肝素产

品，比较 5 种不同低分子量肝素 EP 标准物质 13C 谱

精细结构信息发现，不同类型的低分子量肝素都有其

特征的 13C 谱信号。在不同厂家低分子量肝素样品

检测中，可以通过样品特征信号与标准物质 13C 谱信

号的比较，确认其类型和来源。USP 和 EP 相关项下

要求样品与标准物质的 13C-NMR 谱相似，相似的判

断标准有待进一步研究。
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