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核磁共振波谱在分析化学领域应用的新进展 
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摘要  发展检测物质的化学组成、结构及其变化的新方法、新技术是分析化学的核心科学问题之一. 波谱分析(光谱、

质谱及核磁共振)是分析化学中常用的主要仪器分析手段. 核磁共振能在液态、固态和气态条件下提供复杂体系中分子

组成、原子分辨的三维结构、相互作用和动态过程等丰富信息, 在生物分析中发挥着越来越重要的作用. 本文将综合

阐述核磁共振技术在生物大分子体系、复杂体系以及与其他分析手段联用的进展情况.  
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Abstract  Development of new and effective methods for measuring chemical composition, molecular structures, interac-
tions and dynamics is one of the major issues of analytical chemistry. Spectral analysis (spectroscopy, mass spectrometry and 
nuclear magnetic resonance) is the most commonly used analytical tool to address these issues. Nuclear magnetic resonance 
is capable to determine structure for small molecules, macromolecules and complicated biological systems, and it is consid-
ered as the most powerful tool in analytical chemistry. This paper reviewed recent progress of nuclear magnetic resonance in 
biological macromolecules system, complex system and the hyphenated method applications in analytical chemistry. In the 
first part, we gave a brief introduction of nuclear magnetic resonance technology and its applications in analytical chemistry 
field. The detailed application descriptions of nuclear magnetic resonance technology have been summarized from part two to 
part four. In the second part, we summarized the applications of nuclear magnetic resonance technology in biological macro-
molecules system, including the main nuclear magnetic resonance technology development in three dimensional protein 
structural analysis field and its applications; the related methods and applications in the dynamic study of protein complex, 
the in-cell nuclear magnetic resonance labeling methods development history and its applications, and also the methods of 
nuclear magnetic resonance technologies in studying the interactions of protein and drugs. In the third part, the qualitative 
and quantitative analysis of nuclear magnetic resonance technologies in complex systems has been summarized, including the 
applications in the metabolomics and the applications in the field of food quality and safety. In the fourth part, we briefly 
introduced the joint applications of magnetic resonance technologies and other separation methods such as chromatography 
and spectroscopic ways. The conclusions of nuclear magnetic resonance technology applications and the suggestions of fu-
ture developing directions were stated in the last part. 
Keywords  nuclear magnetic resonance; analytical chemistry; complex system; biomacromolecules 

   
1  引言 

核磁共振技术作为分析物质的化学组成、结构及其

变化的重要手段之一, 可深入探测物质内部而不破坏样

品, 并具有准确、快速和对复杂样品不需预处理就能进

行分析等特点. 经过60多年的发展, 核磁共振技术形成

了两个主要学科分支, 即核磁共振波谱(NMR)和磁共振

成像(MRI). 随着磁场强度的提高, 信号检测(硬件和信

号处理)、脉冲实验、自旋标记等技术的进步, 困扰核磁

共振的低灵敏度的问题已大大改善. 现今, 核磁共振已

广泛应用于化学、生物学、医学、食品以及材料科学等

DOI: 10.6023/A12060339



  
化 学 学 报 综述  

 
2006   http://sioc-journal.cn © 2012 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences Acta Chim. Sinica 2012, 70, 2005—2011
 

诸多学科领域, 成为在这些领域开展研究工作的有力工

具, 成为一种不可或缺的分析与测量手段. 本文主要涉

及 NMR 波谱部分, 综述了其在分析化学领域方面的最

新进展, 包括应用于生物大分子体系, 复杂体系的定性

与定量分析, 与其他分离手段(色谱)手段的联用, 并提

出结论及对未来的展望.  

2  NMR 技术在生物大分子体系的应用 

2.1  蛋白质三维结构解析 

蛋白质的分子结构是蛋白质执行生物功能的基础, 
解析蛋白质的三维结构有助于在原子分子水平上认识

生命活动的本质. 目前蛋白质的结构测定方法主要是 X
射线晶体衍射和 NMR 技术. NMR 技术在液态环境下测

定蛋白质的结构, 可以对蛋白质所处环境的 pH 值、盐

浓度、温度等进行灵活调控, 因而比 X 射线晶体衍射更

接近于生理环境.  
Wüthrich 教授研究组最早把 NMR 用于蛋白质结构

的测定, 发展了一系列结构测定方法, 并于 1985年获得

了首个液态中蛋白质的三维结构[1]. Wüthrich 教授因为

对蛋白质结构的NMR研究的贡献而获得2002年诺贝尔

化学奖. 蛋白质结构的 NMR 测定包括三个步骤: 第一, 
通过蛋白质表达、自旋(13C, 15N)标记、分离与纯化技术

获得适合结构测定的蛋白质样品; 第二, 通过 NMR 实

验收集一系列多核多维 NMR 谱, 并在此基础上进行蛋

白质主链与侧链基团中的 1H/13C/15N 核归属, 确定信号

与蛋白质分子各个核之间的对应关系, 得到蛋白质的二

级结构. 进而从 NMR 谱中提取核间 Overhauser 效应

(NOE)、自旋-自旋耦合常数(J)、残余偶极-偶极耦合常

数(RDC)等几何约束参数; 第三, 以这些约束条件为基

础, 采用分子动力学模拟优化, 得到蛋白质的三维结构.  
NMR 技术最初主要用于分子量较小的水溶性蛋白

质结构测定[1～9]. 其主要原因是随着蛋白质分子量的增

大, 除谱线数目急剧增多归属难度增加之外, 蛋白质分

子整体运动性能减慢, 谱线增宽, 导致分辨率和灵敏度

同时降低. 提高磁场强度是提高灵敏度和分辨率的最有

效途径. 因此, 生物 NMR, 特别是蛋白质 NMR 研究的

需求, 不断促进高稳定性、高均匀性和高强度的磁体技

术的发展. 目前, 质子(1H)共振频率高达 1 GHz 的 NMR
谱仪已经市场化. 近年来高灵敏的探头技术也取得了长

足发展, 比如低温探头可使灵敏度提高2～4倍, 已经成

为高磁场 NMR 谱仪的标准配置.  
除上述硬件技术的快速发展外, 新型脉冲实验方法

和数据法处理分析方法, 以及基于生物工程的选择性和

非选择性蛋白质自旋(同位素)标记技术也取得了快速发

展. 1997 年蛋白质 NMR 研究技术有两个突出进展. 其
一是 Wüthrich 研究组建立的横向弛豫优化谱(TROSY)
二维实验方法. 该方法能窄化谱线、提高 NMR 技术的

分辨率与灵敏度[10], 使得 NMR 技术在研究大分子量蛋

白质方面迈出了重要的一步, 显著提高了 NMR 图谱的

质量. 目前, TROSY 技术已被整合到 NOESY 等实验 
中[11,12]. 在 TROSY 基础上发展起来的交叉弛豫极化转

移增强(CRINEPT)[13], 交叉饱和转移(CST)[14]等一系列

技术有助于提高信号灵敏度. 其二是 Bax 研究组发展的

残余偶极耦合(RDC)技术[15,16]. RDC 能够提供蛋白质分

子中 HN—H、C—H 等化学键(矢量)相对于外磁场的取

向, 也包括不同蛋白质分子间的相对取向, 为蛋白质结

构提供了 NOE 外的另一种约束参数, 提高了溶液 NMR
蛋白质结构的分辨率.  

顺磁弛豫增强(PRE)技术是近年来蛋白质 NMR 方

法学研究的又一重大突破[17～19]. PRE-NMR 可用于测定

1.5～2.4 nm 的远程结构信息, 以及蛋白质瞬态结构和

瞬态相互作用信息. 最近, Chou 等[20]发展了以化学位移

(CS)、RDC 和 PRE 约束为基础, 结合分子碎片重排算法

(MFR), 测定蛋白质三维结构的新方法, 并成功解析了

分子量为 34 kDa 的线粒体非偶联膜蛋白(UCP2)主链的

三维结构.  
由于氘原子(2H)具有很小的旋磁比和很低的弛豫效

率, 能够有效提高分辨率. 因此, 蛋白质中氢原子的氘

代技术是蛋白质 NMR 研究的热点领域. 加拿大 Kay 
等[21]发展的 Val, Leu, Ile 甲基质子化的高度氘代蛋白质

制备技术、日本 Kainosho 等[22]发展的侧链质子选择性

氘代技术近年来受到广泛关注, 已成功的用于大分子量

蛋白质的解析. 如 Kay 研究组利用这些新的蛋白质标记

技术与脉冲程序解析了分子量为 82 kDa 的苹果酸合酶

G 的溶液结构[21,23]. 目前, 在常规的结构生物学实验室, 
都可以完成分子量约 20 kDa 的蛋白质结构测定. 在有

强力 NMR 技术支撑的实验室, 可以对更大分子量的蛋

白质及其复合物进行溶液结构的研究[24～26], 甚至研究

分子量大于 900 kDa 的蛋白复合物中的部分结构[27].  
对于某些蛋白质的二聚体、多聚体、可溶于表面活

性剂中的膜蛋白以及蛋白质-核酸复合物等, 由于它们

的氨基酸残基数目不大, 谱峰重叠现象不严重, 在应用

NMR 技术来进行结构解析时通常只需要解决横向弛豫

的问题. 氘代技术、特殊标记结合 TROSY 脉冲技术, 可
以较好的解决此类问题, 实现大分子量蛋白质化学位移

的归属和结构简析[21]. Wüthrich 研究组结合这些技术解

析了大肠杆菌外膜蛋白 OmpX 与 DHPC 结合后形成的

分子量为 60 kDa 的蛋白质的整体折叠状态[28]. 他们首

先利用 2H, 13C, 15N标记技术制备蛋白质样品, 然后采集

TROSY 类型的 3D 谱图, 得到主链化学位移的归属, 并
结合 15N-NOESY-HSQC 谱图计算出了该蛋白质的整体

折叠状态. 在上述研究的基础上, 该研究组制备了 2H, 
13C, 15N 整体标记背景下选择性氢代 Ile-δ1, Leu-δ1,2, 和
Val-γ1,2甲基基团的 OmpX 样品[24], 并整合 TROSY 技术

与传统的 H(CC)(CO)NH-TOCSY 和 (H)CC(CO)NH- 
TOCSY 实验, 得到了这几个特殊标记的甲基集团的归
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属[29]; 随后应用 13C 标记得到末端甲基 Val 和 Leu 的立

体 异 构 归 属 [30]; 基 于 3D 13C-NOESY-HSQC 和
15N-NOESY-HSQC实验中得到有关甲基与甲基, 酰胺与

酰胺以及甲基与酰胺之间的 NOE 距离约束, 结合二面

角等约束, 得到了该蛋白的高分辨三维结构[31].  
虽然以上方法为 NMR 技术在蛋白质结构解析方面

带来了突破性的进展, 但氘代与特殊标记技术成本比较

昂贵, 样品制备困难. 针对这一情况, Yang 等提出了一

种非氘代蛋白质样品制备技术, 仅需使用 13C/15N 标记

就可以通过四维 NOESY 实验和相应的数据处理方法, 
解析单体分子量达到42 kDa, 选择性标记多聚体分子量

达到 65 kDa 的蛋白质结构[32～34]. 另外, NMR 技术还能

与X射线晶体衍射结合使用, 在筛选结晶条件及解析复

杂的蛋白质三维结构方面具有独特的优势. Zhang 等利

用这种技术解析了多个蛋白质复合物结构[35].   
NMR 硬件、标记方法、实验方法以及数据处理方

法等的综合发展(如图 1 所示), 极大的提高了实验灵敏

度, 拓宽了 NMR 技术的应用领域.  
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图 1  NMR 技术的发展历程 
Figure 1  The development of NMR technology 
The figure described the development of NMR technology on equipment, label 
methods, experimental methods, and data analysis methods 

2.2  蛋白质复合物的动力学研究 

蛋白质往往是与其他蛋白质或生物分子形成蛋白

复合物而执行功能的. 蛋白复合物执行功能的过程中, 
经历一个相互接触、结构变化、然后相互分离的过程. 在
这个过程中, 瞬态弱相互作用非常普遍, 结构域之间的

相互作用非常复杂, 其结构难以用一般的方法来测定. 
NMR 特别适合研究瞬时存在、不稳定的复合物, 对于溶

液中蛋白复合物的研究具有独特的优势, 能很好的描述

蛋白质肽链的动力学特征.  
蛋白质复合物结构解析中最重要的是确定它们之

间的相互作用界面. 1H-15N-HSQC 滴定实验可以在接近

生理条件下确定蛋白质相互作用界面, 该方法十分灵

敏, 能检测到非常弱的蛋白质之间的相互作用. 两维

NOE 特别适合蛋白质与肽之间的相互作用研究, 但是

该方法为了实现 Overhauser 效应的转移, 一般只适合分

子量大于 50 kDa 的蛋白质的研究. TROSY、CRINEPT、
13C/15N 过滤技术[36,37]、残余偶极耦合技术(RDC)[15]、顺

磁弛豫增强技术[19]、NMR 弛豫弥散技术[37,38]等都已用

到了复合物的研究中.  
NMR 弛豫弥散技术(relaxation dispersion)是蛋白质

动力学研究的重要手段之一, 该技术是 Kay 等发展起来

的, 可用于蛋白质折叠过程中间体的测定[37], 通过测定

物质之间的化学交换快慢来研究蛋白质的结构与动力

学过程[37,38]. 2010 年, Kay 研究组用弛豫弥散技术观测

到脂肪酸结合蛋白 FBP11 的 FF 结构域在折叠过程中先

瞬间形成中间态 , 然后再过渡到稳定态结构 [39]. 
Mittermaie 研究组利用弛豫弥散技术测定了 PBX-HD 的

折叠行为[40]. 应用顺磁弛豫增强(PRE)技术不仅能获得

远程结构信息, 也能获得蛋白质的动态结构变化来揭示

蛋白质分子之间的瞬态相互作用[17～19]. 顺磁弛豫增强

技术测定动力学过程的时间尺度为纳秒到微秒量级, 与
弛豫弥散技术测定的时间尺度微秒至毫秒量级互为补

充, 是研究蛋白质复合物及其动力学的主要方法.  

2.3  In-cell NMR 

细胞内环境非常复杂 , 大分子的浓度超过 300 
g/L[41], 与通常研究的理想稀溶液之间存在巨大的差别. 
然而, 直到最近, 大多数蛋白质的研究仍旧是在体外稀

溶液中进行的, 虽然能得到很好的数据, 但由于研究条

件与实际生理条件差别很大, 实验结果难以反映真实的

生理环境下的情况. In-cell NMR 为在生理条件下研究

蛋白质提供了一种可能[42].  
细胞内的蛋白质核磁共振信号在 40 年前就被首次

观察到[43], 但是直到近 10 年来, 由于同位素富集与标

记技术的发展使得我们能够比较容易的把蛋白质从其

它细胞组分中区别开来, In-cell NMR 才引起广泛的关 
注[44,45]. 在原核细胞中获得这些蛋白质的最广泛使用的

方法是直接在大肠杆菌等细胞中超量表达这些蛋 
白[46～52]. 然而, 蛋白质在真核细胞中的表达水平太低, 
难以达到 NMR 实验对样品量的要求, 针对这种情况, 
通常采用易位[53]或显微注射[54～56]的方法把同位素标记

的蛋白输送到真核细胞中. 但显微注射通常只适合于比

较大的细胞如卵母细胞(细胞直径约为 1 mm)等[57]. 虽
然 In-cell NMR 近年来有较大的发展, 但在所有报道的

液体 in-cell NMR研究中, 其中目的蛋白质的NMR线宽

(1H, 13C, 15N)都是窄到足以让传统的高分辨率液体核磁

共振能检测到其信号. 而这样的蛋白质屈指可数, 目前

报道的只有 GB1, NmerA 和 TTHA 三个分子量小于 10 
kDa 的蛋白质, 绝大部分蛋白质, 包括很多分子量同样

小于 10 kDa 的蛋白质不能用传统的核磁共振方法获得

高分辨谱[49,50,58,59]. In-cell NMR 目前还处于起步阶段, 
需要大力发展新的标记方法, 脉冲序列和快速采样及信
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号处理方法以克服灵敏度低和背景信号干扰等问题. 
In-cell NMR 技术的发展历程概述如下(如图 2 所示). 
In-cell 19F 标记技术具有灵敏度高和基本无背景信号干

扰的优点. 对于小分子量蛋白, 可以采用氟代的氨基酸

类似物的标记方法, 而对于分子量较大的蛋白质, 则可

采用氟代的非天然氨基酸的定点标记方法[50].  

90年代前

目前常用

发展趋势

1D 1H, 特殊蛋白质(金属蛋白)或蛋白质上的某些特

殊氨基酸(如组氨酸)

15N 标记样品, 13C特异性甲基标记或19F标记样品

2D 15N-1H HSQC, 甲基13C-1H HMQC

采用选择性标记方法结合快速采样技术, 可以在细
胞内确定某些小蛋白质结构— — 2009刚起步, 需要
发展新的标记方法与核磁方法

 
图 2  In-cell NMR 的发展历程 
Figure 2  The development of in-cell NMR methods 

2.4  蛋白质与药物之间的相互作用研究 

当蛋白质与药物发生作用时, 化学位移、弛豫速率、

NOE 效应等参数都会发生变化, NMR 技术通过检测这

些参数的变化来确定蛋白质与药物之间的相互作用. 用
NMR 技术来研究蛋白质与药物之间的相互作用能探测

很广的离解常数(KD)范围(大于 100 μmol/L), 尤其适合

分子间的弱相互作用研究. 而且与其它方法相比, NMR
技术可以确定蛋白质与药物分子的结合位点.  

用 NMR 研究蛋白质与药物的相互作用方法灵活多

变, 但就其检测对象而言, 可简单的划分为药物检测与

蛋白质检测.  
在以蛋白质为检测对象的研究中, 可以通过比较药

物加入前后蛋白质的 NMR 参数变化来判断蛋白质与药

物的相互作用情况. 1996 年, Abbott[60]实验室提出的

SAR-by-NMR 方法, 通过比较加入药物前后的谱图变

化, 来确定蛋白质与小分子是否存在相互作用以及相互

作用的强度. 该方法可广泛用于药物筛选[61], 这种高通

量筛选可以找到大量药物与靶蛋白相结合的结构片段, 
结合其他手段对药物进行改造, 对药物的设计和药物库

的选择具有很好的指导作用. 同时, 这种方法还能观察

到药物与蛋白质之间的 NOE 效应, 确定蛋白质与药物

相互作用的界面以及它们的空间结构变化, 进一步指导

药物的设计. 但这种方法需要同位素标记以及毫克级高

纯度蛋白样品来获得 NMR 信号, 成本高、周期长, 并且

对蛋白质的分子量也有限制.  
在以药物为检测对象的研究中, 可以通过比较蛋白

质加入前后药物的 NMR 参数变化来判断蛋白质与药物

的相互作用情况. 药物小分子与蛋白质结合以后, 化学

位移、纵向和横向弛豫速率、信号半峰宽等都会产生显

著的变化. 这种方法不需要了解蛋白质的结构信息, 不
需要同位素标记, 成本相对较低, 并且能对分子量较大

的蛋白质进行研究. 常用的 NMR 检测方法包括 NOE
法、Water-LOGSY 法[62]以及饱和转移差谱(STD)法[63,64]

等. STD 是最为普遍且行之有效的方法之一, 它结合

NOE 效应和选择性脉冲, 通过 1H 差谱来研究蛋白质与

药物的相互作用, 近年来, 已得到广泛应用. STD 技术

已用于检测了药物与人源鼻病毒蛋白的相互作用[65]以

及 RNA 与药物的相互作用[66]; STD 技术与魔角旋转技

术相结合, 还可用于固体麦胚凝聚素与多糖的结合[67].  

3  复杂体系的定性与定量分析 

3.1  在代谢组学方面的应用 

1999 年, Nicholson 在其近 20 年的生物代谢复杂系

统研究的基础上提出了代谢组学的概念, 指出代谢组学

就是生物体系因刺激或基因改变而导致的代谢产物随

时间的变化[68]. 基于 NMR 技术的代谢组学研究主要包

含以下几个步骤: 首先针对要解决的问题, 设计实验方

案, 采集足够数量的样本; 然后进行核磁共振波谱数据

采集和对系列 NMR 谱进行统计分析, 从而提取不同组

别之间代谢物种类和含量的相对变化信息. 代谢组学研

究主要采用一维核磁共振谱、横向时间加权谱以及扩散

加权谱来选择性的检测代谢物的信号[69], 信号经过谱

图处理、分段积分以及数据归一化等步骤后, 再通过主

成分分析[70]以及聚类分析[71]等, 建立数据模型, 然后进

行交叉验证, 并归属变化的代谢物.  
NMR 分析生物体液等混合物样品时, 样品的前期

处理简单, NMR 技术检测速度快, 本身不会破坏样品, 
而且 NMR 谱图能提供丰富的分子结构与动力学信息, 
因而在代谢组学各个领域(如药物开发、毒理学、病理

学、营养代谢组学以及功能基因组等)的研究中得到了

广泛的应用[72～75].  
在药物开发过程中, 代谢组学能进行早期活体毒理

测试, 为药物分子筛选提供依据. Nicholson 研究组将体

液的 NMR 谱分解成了一系列与特定的器官毒性相对应

的“生物标记物窗口”, 可以通过简单的 1D 1H NMR
谱图获取毒理信息[76]. 在病理学的研究方面, Wang等研

究了血吸虫病对啮齿动物尿液代谢的影响, 结果发现血

吸虫不仅扰乱了体内三羧酸循环等代谢过程, 对肠道菌

群的代谢也产生了很大的影响[77]. 在营养代谢组学方

面, Solanky 等对食用含有(结合态或非结合态)大豆异黄

酮食物的女性的尿液进行了检测, 结果发现, 大豆异黄

酮的摄入者尿液中的氧化三甲胺升高[78]. Wang 等对持

续饮用欧洲黄菊的志愿者的尿液进行了分析, 研究结果

表明, 菊花的抗菌作用对人体肠道菌群产生了一定的影

响, 导致了马尿酸和苯乙酰基谷酰胺含量增加了, 而菊

花的抗氧化作用则导致了尿液中的肌酸酐的下降[79].  

3.2  NMR 在食品质量与安全方面的应用 

随着生活水平的提高, 无论是生产者还是消费者, 
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对食品的性价比与稳定性要求也越来越高, 因而需要寻

求好的技术手段来测定与评价食品的质量. 食品体系往

往是复杂而不均匀的, 很多方法都不能很好的用于食品

检测中. NMR 技术穿透能力强, 不受样品厚度的影响, 
是一种无损、安全、有效的检测方法, 在食品质量与安

全检测中有良好的应用前景 . 目前 , 在食品检测中 , 
NMR 技术主要用于常量成分的检测, 如水分含量、淀

粉、脂类物质以及其他成分的分析; NMR 技术也可以用

来测定食品成分的分子结构, 如糖、蛋白质与氨基酸的

结构测定等; NMR 技术还可以实施对水果品质的无损

检测.  
水分的含量高低及结合状态对食品的品质与稳定

性有非常重要的影响, 是食品加工需要考虑的重要因

素. NMR 技术能通过测定食品中的水分子氢核的纵向

弛豫时间 T1与横向弛豫时间 T2来推测食品的相关特性, 
游离水流动性较好, 具有较大的 T2, 而当水与底物结合

时, 流动性变差, T2降低. Bertam 等运用低脉冲场 NMR
技术研究了DFD肉和 PSE肉在 10个月冻藏过程中水分

活度和分布的变化情况, 实验结果表明, 随着冷冻时间

的增加, 猪肉中自由水的含量增加[80]. Lucas 等测定了

面包在预冻和冰冻两个过程中水含量与冰含量的变化

情况, 研究结果发现, 局部冰含量在冻结过程中成比例

的减少[81]. Kuo 等用 NMR 技术测定了在常温下贮藏了

10 d 的, 分别由生面团与熟面团制成的干酪的水分活

度, 结果表明, 两者的水分活度都增加了, 但是熟面团

干酪的水分活度小于生面团干酪[82]. 蛋白质的变性和

结构变化与水分活度变化密切相关, NMR 技术对食品

贮藏过程引发的结构变化而导致的水分迁移非常敏感, 
可广泛用于食品的存储过程中的质量检测.  

在脂肪分析中, NMR 技术是唯一能取代固体脂肪

指数(SFI)分析, 有潜在用途的分析方法. 目前已经形成

国际标准, 在国外应用得较为广泛. Rudi 等利用 NMR
技术对焦糖进行了复合弛豫分析, 在同一时间测定了 T1

和 T2, 一步确定了焦糖生产过程中的油水含量[83]. Ki-
okias 等利用 NMR 和静光散射技术测量了经过加热、酸

化和固蛋白处理的水包油乳化体系中的液滴尺寸 [84], 
研究结果表明, 该技术能广泛用于多种乳制品的液态油

的测量. Bertram 等用 NMR, 测定了两种含不同量长链

脂肪酸的奶酪在冷却过程中的弛豫时间, 结果发现在脂

肪的结晶峰值 17～22 ℃时, 两种奶酪的 T2都发生了明

显的变化[85]. 研究表明, 1H NMR 技术可用于测定奶酪

的相转变.  
聚合物(面包、脆点心、麦芽糖糊等)由玻璃态转变

为橡胶态时, 质子基团的运动频率增加, 引起弛豫时间

T1和 T2的改变, 因而通过 NMR 技术来测定 T1, T2的变

化, 从而确定转变温度(Tg)是一种非常有效的方法. 而
且 NMR 的测量精度高、对样品的破坏性小, 比差示扫

描量热法(DSC)、热机械法(TMA)等常用的测量 Tg的方

法具有更大的优势. Ruan 等利用 NMR 技术测定了无定

型麦芽糖的玻璃化温度, 研究结果发现 T1 温度曲线和

T2 温度曲线的交点即为相转变点所对应的温度 Tg
[86]. 

Pitombo等研究了新鲜大西洋马鲛鱼的玻璃化转变温度, 
他们利用 T2 与温度的关系发现了两个温度转折点, 即
冻结自由水与结合水融点[87].  

在淀粉分析中, NMR 技术主要用来研究淀粉的颗

粒结构、糊化特性和动力学、分子迁移以及变性淀粉取

代度等. 由于淀粉的无定型区与结晶区的化学位移与弛

豫时间不同, 因而可以通过 NMR 技术对其进行研究. 
Atichokudomachai 等利用 NMR 技术和 X 射线检测了木

薯淀粉酸化后的双螺旋结构变化, 结果发现, 随着水解

时间的增加, 双螺旋结构增加[88]. 在淀粉糊化过程中, 
水分子的移动性降低, T1与 T2变短, 易于用 NMR 技术

来进行检测. Tananuwong 等通过测定普通玉米、蜡质玉

米、豌豆与土豆的 T2, 结果发现, 糊化过程中出现两个

不同的 T2值, 并认为糊化过程中水存在“自由”与“结

合”两种状态[89]. 利用 NMR 技术, 还可以测定不同化

学基团的特征波峰, 从而确定变性淀粉的取代度. Elo-
maa 等利用 1H NMR 表征了醋酸酐改性后的淀粉的结构

变化[90]. 目前, 利用 1H NMR 测定变性淀粉中羟丙基的

含量, 已经成为一种国际通用标准.  
目前, NMR 技术在食品品质鉴定方面也得到了广

泛应用. 如利用 NMR 技术可以鉴别酒类、肉类以及油

脂类食品的品质优劣. 王乐等[91]利用 NMR 技术测定了

地沟油、泔水油、花生油、菜籽油以及大豆油在不同温

度下的固体脂肪含量(SFC), 结果发现, 食用油的 SFC
值几乎为零, 而杂油的 SFC 值很高, 这一方法可以用于

鉴别食用植物油的掺伪现象以及废油脂的掺入量. 韩兴

林等[92]应用 NMR 技术分析了不同工艺香型白酒以及食

用酒精勾兑的白酒, 结果发现, 各种白酒的甲基峰与亚

甲基峰等微观结构存在差别, 这种方法可用于鉴定酒的

品质. 目前, 世界各国也已开发出通过测定酒精中的氘

(2H)元素的丰度从而推测葡萄酒原产地的方法, 并能结

合其它方法对葡萄酒的组分进行全面的分析, 对其品质

进行鉴定.  

4  与其他分离手段(色谱)和光谱手段的连用技

术研究 

NMR 技术是获得物质结构的有力手段, 能够检测

不同分子结构上的细微差别. 但 NMR 技术要求分析的

样品是纯物质, 因此对混合样品如天然产物等进行分析

时, 要先对混合物样品进行分离. 很多分离手段能与

NMR 技术联用, 实现样品的分离与分析, 如高效液相

色谱-核磁共振联用(HPLC-NMR)、液相色谱-质谱-磁

共振波谱(HPLC-MS-NMR)联用、超临界流体萃取-核磁

共振(SFE-NMR)联用等. 目前 NMR 技术与高效液相色

谱联用(HPLC-NMR)在复杂样品的分离与分析中已得

到了广泛的应用, 将在本文主要讨论.  
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HPLC-NMR 技术至今已有 30 多年的历史[93～95], 随
着谱仪场强不断升高, 超低温探头的出现, 以及分离技

术的不断发展[95～98], HPLC-NMR 技术应用越来越广泛. 
但由于受传统的傅立叶变换核磁共振波谱(FT-NMR)实
验相位编码模式的影响, 在线 HPLC-NMR 分析难以实

现. 近 10 年来, 由于快速采样 NMR 方法的相继出 
现[99～103], 可以在不到 1 s的短时间内采集到高分辨的二

维 NMR 谱 , 为 HPLC-NMR 在线联用提供了条件 . 
HPLC- NMR 联用技术实现了在线分离和结构解析于一

体, 简化了分析过程, 在药物检测[104～106]、天然产物分

析[97,107,108]、环境分析、新药合成以及组合化学[108～110]

等领域有着广泛的应用前景.  
首次尝试基于快速 NMR 采样方法的 HPLC-NMR

的是 Frydman 研究组[111], 他们结合单扫描二维 NMR 方

法, 对 HPLC 连续洗脱的组分进行了检测. 但该方法使

用了非常规色谱分离条件, 且对硬件配置要求很高, 难
以在商品 HPLC-NMR 仪器上得到广泛应用. 针对上述

情况, 刘买利研究组将基于 Hadamard 频率编码的快速

采样方法应用到了 HPLC-NMR 实验中[112], 实现了复杂

样品的在线 HPLC-NMR 联用分离分析. 该方法能在短

时间内获得大量待测物的结构信息, 对于高浓度的组

分, 只需要 14～23 s 就能记录到高分辨的 2D TOCSY
谱. 对低浓度组分复杂样品, 在切换到离线操作模式下, 
几分钟内能记录到高分辨二维 HPLC-NMR 谱. 该方法

为复杂样品体系的高通量检测提供了新的途径.  

5  结论与展望 

NMR 技术作为物质分析的手段, 在分析化学领域

得到了广泛应用, 已广泛用于小分子、大分子及其复杂

体系结构分析, 是物质结构分析中使用最广泛、功能最

强大的武器.  
NMR 技术近年来发展迅速, 新方法与新技术层出

不穷, 研究领域不断扩展, 已经从最初的物理学领域逐

步渗透到化学、生物、医疗等领域. 在蛋白质结构解析

中, 已从溶液结构测定发展到膜蛋白和活细胞中的蛋白

质结构研究. 在代谢组学研究方面也具有广泛的前景. 
随着食品消费者与生产者对高性价比与高稳定性食品

的期望值不断增加, 对评价食品质量的技术手段的需求

日益迫切. NMR 技术由于穿透力强, 不受样品厚度的影

响, 且无损、无辐射, 在食品检测与食品品质控制方面

有广泛的应用前景.  
尽管近年来核磁共振的硬件不断改进, 新的脉冲方

法不断出现, 其应用范围越来越广, 但灵敏度仍然是制

约核磁共振应用的瓶颈. 发展灵敏度增强的各种核磁共

振方法, 发展与其它分析方法联用技术及快速和灵敏度

增强的数据处理技术仍将是核磁共振方法的研究重点. 
可以预见, 随着核磁共振新技术的发展, 必将扩大核磁

共振在分析化学中的应用范围.  
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