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摘要：目的 建立核磁共振氢谱法定量测定肺炎球菌荚膜多糖中 C-多糖杂质的分析方法。方

法 以 6A、6B 和 10A 三种血清型肺炎球菌荚膜多糖为样品，二甲基亚砜为内标物，建立绝

对定量方法测定 C-多糖含量 结果 C-多糖质量百分含量在 0.04 %~3.3%范围内线性关系良

好（R2>0.999），检测方法的最低定量限可达 0.04 %；加标回收率在 102 %~109 %之间 ；

重复性相对标准偏差（RSD）均小于 3 %，5 天内稳定性 RSD 均小于 1 %。结论 核磁共振

氢谱定量方法操作简单，重复性和耐用性良好，不受其他实验因素的影响，为肺炎球菌荚膜

多糖的质量控制提供了新的手段。 
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Abstract:A quantitative nuclear magnetic resonance (qNMR ) method to analyze the content of 

residual C-polysaccharide (C-Ps) in the Streptococcus pneumoniae capsular polysaccharide was 

developed. Using pneumococcal serotypes 6A, 6B and 10A capsular polysaccharids as model 

samples, dimethyl sulfone as internal standard, the 1H qNMR quantitation method was established 

and validated.  The linear ranges for C-Ps was 0.04%~3.3% (R2> 0.999), the limit of 

quantification of this detection method could reach 0.04%, and the spiked recoveries were 

102%~109%. The RSD of repeatability and the RSD of 5 day stability of this method are lower 

than 3% and 1%, respectively. The 1H qNMR method established in this study can be successfully 

used to determine the absolute C-Ps contents of Streptococcus pneumoniae capsular 

polysaccharides. It has advantages of simple operation, good repeatability and robustness and can 
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be easily adopted for the quality control of pneumoniae capsular polysaccharides during the 

manufacture and distribution stages 
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1 引言 

肺炎球菌是引起全球不同年龄人群，尤其是幼儿和老年人的肺炎、中耳炎、支气管炎、

脑膜炎和败血症等严重疾病的重要病原菌，其中侵袭性肺炎球菌疾病具有很高的致死率[1,2]。

肺炎球菌荚膜多糖是肺炎球菌细胞壁外荚膜的主要组成成分，具有免疫原性，可在人体内诱

导产生特异性抗体阻止肺炎球菌的感染。目前接种以肺炎球菌荚膜多糖为主要抗原成分的疫

苗是肺炎球菌性疾病预防的有效措施[3]。肺炎球菌根据其荚膜多糖组成结构的不同，已鉴别

出 96 种不同的血清型。目前针对成人使用的 23 价肺炎球菌荚膜多糖疫苗，是由常见的致病

率高的 23 种血清型肺炎球菌荚膜多糖组成。 

肺炎球菌荚膜多糖目前主要通过不同肺炎球菌菌株进行发酵生产、纯化后得到。C-多糖

(C-Ps)是所有肺炎球菌细胞壁的组成成分，由重复的五糖单元组成，经由核糖醇磷酸二酯键

与荚膜多糖及细胞壁肽聚糖相连，其分子结构和分子大小与肺炎球菌荚膜多糖类似。因此在

肺炎球菌荚膜多糖的生产和纯化过程中无法将C-Ps完全去除[1]，甚至可能会含有大量的C-Ps。

C-Ps 具有高度的免疫原性，但是抗 C-Ps 抗体并不具有保护性[4]。此外，当使用蒽酮硫酸这

类显色方法对肺炎荚膜多糖进行含量测定时，并不能区分肺炎球菌荚膜多糖和 C-Ps，给准

确评价有效抗原含量带来困难。C-Ps 在肺炎球菌荚膜多糖疫苗生产中被当做杂质项看待，

世界卫生组织（WHO）目前也将 C-Ps 列为肺炎球菌荚膜多糖疫苗的杂质。因此， C-Ps 杂

质的定性和定量检测在肺炎荚膜多糖疫苗研发和生产过程具有重要的意义。 

肺炎球菌荚膜多糖的质控主要使用传统的湿法化学、离子色谱法和免疫学方法。其中

HPAEC-PAD 离子色谱法，利用 C-Ps 中存在的核糖醇片段，用酸对 C-Ps 进行多次水解，然

后检测水解产物中核糖醇的量，间接计算 C-Ps 的含量。这个方法前处理复杂，而且 6A、6B

和 10A 这三种血清型肺炎球菌荚膜多糖本身结构中含有核糖醇片段，无法使用该方法检测

C-Ps 含量[8,9]。此外还有使用 C-Ps 单克隆抗体（单抗），利用速度比浊法检测 C-Ps 含量[10]。

或者酶联免疫（elisa）法，利用抗体抗原的特异性结合来检测 C-Ps 含量。这两种生物学的

方法都存在流程长、试剂贵、专一性差，重复性不好等问题。 

组成 C-Ps 的单糖残基上含有磷酸胆碱取代基，它的三甲基铵基上有三个化学等价的氮



甲基，共九个 1H，信号峰非常强，且远离样品中大多数的信号峰，非常利于使用核磁 1H 谱

进行定量分析。本研究用核磁共振氢谱法，以 6A、6B 和 10A 三种血清型肺炎球菌荚膜多

糖为样品，进行了 C-Ps 杂质的绝对定量测定，并对本方法的线性、准确性、重现性等进行

了评估和验证，为肺炎荚膜多糖的质量控制提供一种快捷准确的新方法。 

2 材料与方法 

2.1 仪器与试剂 

AVANCE NEO 600MHz 超导核磁共振波谱仪（配备超低温探头 CP BBO，德国 Bruker

公司）； 

AVANCE III 500MHz 超导核磁共振波谱仪（配备 BBO 探头，德国 Bruker 公司）； 

电子天平（d=0.01mg，XS105，瑞士 Mettler Toledo 公司）； 

Mini 点动漩涡仪（MFIX-36，杭州海沛仪器有限公司）。 

重水（D2O，99.9 %D，安耐吉）；二甲基亚砜（DMSO，纯度 99.8 %，阿拉丁）； 2,2,3,3-D4-3-

（三甲基硅基）氘代丙酸钠（ TMSP-d4，98 %，美国 CIL），甘油磷酸胆碱（98 %，上海

麦克林生化科技股份有限公司）。 

6A 型（批号：Y20200403T6A）、6B 型（批号：Y20190303T6B）、10A 型（批号： 

Y20191001T10A、Y20191002T10A、Y20191103T10A）肺炎链球菌荚膜多糖原液冻干粉（-30℃

保存）由北京智飞绿竹生物制药有限公司提供。 

2.2 溶液的配制 

2.2.1 标准溶液的制备 

选取 TMSP-d4 作为化学位移参照物，用重水配置成 0.01 % TMSP-d4的溶液。精确称量

20 mg DMSO 试剂，用 5 mL 0.01 % TMSP-d4重水溶液溶解，作为内标储备液。用 0.01 % 

TMSP-D4 的重水溶液将内标储备液稀释成浓度为 0.05 mg/mL 的内标工作液。称取甘油磷酸

胆碱，配制并稀释成 0.48 mg/mL 的溶液。 

2.2.2 多糖储备液的制备 

分别精密称取一定量的 6A、6B 和 10A 血清型的肺炎球菌荚膜多糖原液冻干粉，溶于

重水中，涡旋使冻干粉充分溶解，过夜后用 0.22 μm 水系滤膜过滤，得到浓度为 10 mg/mL

的各血清型的多糖储备液。 

2.2.3 供试品溶液的制备 



取多糖储备液（10 mg/mL）300 μL，内标工作液 100 μL，重水 100 μL，涡旋混匀，所

得溶液作为供试品溶液。将该溶液全部转移至 5 mm 核磁管中，待测。 

2.3 实验方法 

2.3.1 定量 1H NMR 采集参数 

定量 1H NMR 谱图采集所用仪器参数设置见表 1。 

表 1  定量
1
H NMR 采样参数设置 

谱仪 脉冲序

列 

TE SW O1P TD NS D1 RG DS 

600 MHz zg 298 K 7200 

Hz 

2880 Hz 64 

k 

32 40 s 16 2 

600 MHz zg30 298 K 7200 

Hz 

2880 Hz 64 

k 

64 20 s 32 2 

500 MHz zg 298 K 6000 

Hz 

2400 Hz 64 

k 

32 40 s 101 2 

注：TE 为实验温度；SW 为谱宽；O1P 为中心频率；TD 为采样点数；NS 为采样次数；

D1 为弛豫延迟时间；RG 为增益；DS 为空扫次数。 

2.3.2 谱图处理 

采用 Bruker TopSpin 4.0.9 版软件处理数据，数据经傅里叶变换后得到谱图。冲零（SI）

点数为 64 k，窗函数设为 0.3 Hz，经相位调整和基线校正后对选定的特征峰进行积分，所有

数据采用同一个积分文件，消除手动积分误差。 

2.3.3 计算 

在合适的检测条件下，核磁共振波谱中的谱峰面积或信号强度直接与引起该信号的原子

核个数成正比。绝对定量法是采用已知纯度的化合物作为参比标准，通过待测物特征峰与参

比物特征峰的峰面积，依据 NMR 定量公式计算待测物的含量。依据定量 1H-NMR 的基本原

理，供试品中 C-Ps 的绝对定量按下公式计算[11]： 

𝑤 =
𝐴𝑥

𝐴𝑠𝑡𝑑
×
𝑁𝑠𝑡𝑑

𝑁𝑥
×

𝑀𝑥

𝑀𝑠𝑡𝑑
×
𝑚𝑠𝑡𝑑

𝑚𝑥
× 100%。       （1） 

式（1）中，w 为样品中待测组分质量百分比含量，单位为 %；A 为信号的响应强度，

即峰面积；N 为产生信号的核的数目；M 为摩尔质量；mstd 为待测样品中含内标物的质量，

mg；mx 为待测样品中含供试品的质量，mg。 



3 结果与讨论 

3.1 定量特征峰的选择 

    文献报道C-Ps杂质重复单元中磷酸胆碱取代基的氮甲基信号峰位于 δH 3.24[12,13]。以10A

血清型多糖溶液（含 C-Ps）为样品，通过检测 1H-15N HMBC 二维核磁共振谱，得 δH 3.24

的氢与 δN 48.0 氮有相关，确认了 δH 3.24 信号来源于 C-Ps 重复单元中磷酸胆碱氮甲基。 

C-Ps 重复单元的胆碱氮甲基的核磁 1H 谱位置固定，基本不随着血清型肺炎荚膜多糖类

型的变化而改变。图 1 为 6A、6B 和 10A 血清型多糖供试品溶液及 DMSO 溶液的 1H-NMR

对比图， 在三种血清型多糖中，C-Ps 重复单元的胆碱氮甲基氢信号均位于 δH 3.24，峰型尖

锐。此外该谱峰与 6A、6B 和 10A 血清型多糖的峰及 C-Ps 其他峰均无重叠，非常适合作为

定量特征峰。DMSO 具有化学性质稳定、不与溶剂和样品发生反应、纯度高等优点，常被

选为内标物，且 DMSO 在重水溶剂中氢信号位于 δH 2.73，为一尖锐单峰，与供试品溶液的

信号均无相互干扰，因此选择 DMSO 作为定量分析的内标物。 

 

图 1  DMSO 溶液和 6A、6B、10A 血清型肺炎荚膜多糖的 1H-NMR 叠加图 

 

3.2 弛豫延迟时间（D1）的设定 

在定量实验中，弛豫延迟时间 D1 的设置直接关系到定量原子核是否完全弛豫，决定定

量结果的准确性，一般 D1 需要大于 5T1。T1 为纵向弛豫时间，通常情况下小分子的 T1 比大

分子的长，因此D1的设置以 T1长的小分子为依据。通过反转恢复法测得DMSO 位于 δH 2.73

特征峰 T1为 5.1 s，C-Ps 位于 δH 3.24 的特征峰 T1为 0.79 s。为了保证自旋核的充分弛豫，

确保定量检测结果准确，在采用 zg 脉冲序列时将 D1 设为 40 s；在采用 zg30 脉冲序列时将

D1 设为 20 s。 



3.3 线性和定量限 

分别取 10A 血清型的多糖储备液 5 μL、10 μL、25 μL、50 μL、100 μL、150 μL、300 μL、

400 μL，各加内标工作液 100 μL，用重水补至 500 μL，混匀，用于考察方法的线性。 

以 10A 多糖中 C -Ps 百分含量为横坐标，C-Ps 定量峰与 DMSO 定量峰积分面积的比值

为纵坐标，作线性回归方程。线性回归方程为 y=1.06366x+0.00108，R2=0.99998，C-Ps 在

0.04 %~3.3 %范围内线性良好（图 2）。利用布鲁克谱仪自带软件计算 C-Ps 定量峰的信噪比，

C-Ps 绝对含量在 0.04 %时信噪比为 11.9。中国药典四部通则（2020 版）中以信噪比 S/N=10

时对应的检测浓度为定量限（LOQ），因此本检测方法定量限可达到 0.04 %。 

 

图 2  C-多糖含量测定标准曲线 

3.4 准确度 

C-Ps 上磷酸胆碱取代基有两种取代方式：一种是仅在一个单糖残基上的单取代；另一

种是在两个不同单糖残基上的双取代。通过仔细分析和观察 1H NMR 谱图在 δH 3.24 处的谱

峰（图 3A），可以推断本次测试所有肺炎荚膜多糖所含的 C-Ps 主要为双取代。其特征是 δH 

3.24 处的谱峰是接近等高的双峰，双峰分别来自两个不同单糖残基上磷酸胆碱氮甲基。它们

的化学位移非常接近，基本重叠在一起，从外观上看类似一对双峰。从 31P 谱上也能看到双

取代对应的三组 31P 谱峰。通过比对文献报道，可对该三组峰进行指认[7]（图 3B）。通过相

应 31P 谱峰的积分值，判断所检测的肺炎荚膜多糖样品所含 C-Ps 主要为磷酸胆碱双取代。 



 

图 3  6A、6B、10A 血清型肺炎荚膜多糖谱图对比：A.1H 谱 3.1-3.4 化学位移区间段放大图；B.31P 谱图 

C-Ps 的标准物不易获得，价格非常昂贵。此外，即使是花重金购得 C-Ps 的标准物，极

有可能是单取代，而不是双取代的。甘油磷酸胆碱的结构见图 4，其分子中的磷酸胆碱片段

所处化学环境类似 C-Ps 中的磷酸胆碱。在 1H NMR 谱图上，甘油磷酸胆碱氮甲基的 δH 3.23，

基本与 C-Ps 磷酸胆碱氮甲基重叠。甘油磷酸胆碱为小分子，其 1H 谱峰较大分子的 C-Ps 尖

细，对 C-Ps 中的氮甲基进行积分时，能将甘油磷酸胆碱的氮甲基峰完全包含。因此选用甘

油磷酸胆碱作为 C-Ps 标准物的替代品进行加标回收率的测试。 

 

图 4  甘油磷酸胆碱结构式 

分别取 0.48 mg/mL 甘油磷酸胆碱溶液 0 μL、10 μL、40 μL、100 μL，各加入 6B 血清型

的多糖储备液 300 μL，内标工作液 100 μL，用重水补至 500 μL，混匀，每个浓度平行制备

3 份，用于考察方法的准确度。 

10 μL、40 μL 及 100 μL 甘油磷酸胆碱的加标回收率分别为 109 %、102 %、102 %，表

明该方法准确度良好。详见表 2。 

表 2  加标回收率  

加标量（μL） 10  40  100  

回收率 % 107，112，107 103，102，102 103，102，102 

平均值 % 109 102 102 

RSD % 2.39 0.67 0.29 

3.5 重复性、稳定性 



按照 1.2.3 制备 6A、6B 和 10A 三种血清型供试品溶液，每种平行制备 6 份，考察重复

性、稳定性及耐用性。 

6A、6B 和 10A 供试品溶液重复性测定的 C-Ps 含量的 RSD 分别为 1.16 %、0.96 %和

2.85 %，表明该方法重复性良好。6A、6B 和 10A 供试品溶液在 0 天、1 天、5 天测试结果

的 RSD 分别为 0.53 %、0.34 %和 0.35 %，表明该供试品溶液稳定性良好。详见表 3。 

表 3  重复性、稳定性试验结果（%） 

编号 

6A 6B 10A 

0 天 1 天 5 天 0 天 1 天 5 天 0 天 1 天 5 天 

1 1.51 1.52 1.50 1.61 1.58 1.56 2.36 2.37 2.36 

2 1.51 1.51 1.49 1.58 1.59 1.58 2.52 2.52 2.48 

3 1.52 1.54 1.49 1.58 1.59 1.58 2.55 2.55 2.51 

4 1.54 1.54 1.54 1.59 1.58 1.59 2.43 2.45 2.44 

5 1.49 1.50 1.48 1.59 1.58 1.60 2.45 2.48 2.46 

6 1.52 1.52 1.51 1.56 1.56 1.55 2.43 2.43 2.44 

平均值 1.51 1.52 1.50 1.59 1.58 1.57 2.46 2.47 2.45 

RSD% 1.16 1.01 1.43 0.96 0.80 1.22 2.85 2.50 2.14 

不同天 

RSD% 
0.58 0.34 0.35 

3.6 耐用性 

氢谱测试中，最常采用激发脉冲的宽度（pulse width，P1）为 30°或 90°，即对应布鲁克

谱仪 zg30 和 zg 脉冲序列。与常温探头相比，超低温探头能有效降低谱图噪音，提升检测灵

敏度。 

分别使用 zg 和 zg30 脉冲序列、以及在不同谱仪（600 MHz 超低温探头、500 MHz 常温

探头）上的测试结果见表 4。不同脉冲序列，D1 值设定合理，所得结果均满足要求。不同

谱仪测试结果无明显差异，即 500 M 常温探头谱仪能满足 C-Ps 该含量的测定，方法的普适

性强，易于推广。 

 

表 4  不同脉冲、不同仪器下定量结果对比 

编号 6A 6B 10A 



600 兆  

zg 

600 兆  

zg30 

500 兆  

zg 

600 兆  

zg 

600 兆  

zg30 

500 兆  

zg 

600 兆  

zg 

600 兆  

zg30 

500 兆  

zg 

平均值 % 1.51 1.52 1.52 1.59 1.58 1.55 2.46 2.46 2.46 

RSD % 1.16 1.42 1.23 0.96 0.66 1.57 2.85 2.65 2.59 

4 结论 

本实验以 6A、6B 和 10A 型三种肺炎链球菌荚膜多糖为样品，利用内标法，建立和验

证了肺炎球菌荚膜多糖中 C-Ps 杂质含量的核磁氢谱定量方法。该方法前处理简便，特异性

强，精密度高，重现性好。本方法为 C-Ps 的绝对定量提供了新技术，为肺炎疫苗的质量控

制研究提供了依据。 

甘油磷酸胆碱分子中的磷酸胆碱片段所处化学环境类似C-Ps中的磷酸胆碱。在 1H NMR

谱图上，甘油磷酸胆碱氮甲基为尖锐单峰，与 C-Ps 磷酸胆碱氮甲基峰基本重叠。对 C-Ps

中的氮甲基进行积分时，能将甘油磷酸胆碱的氮甲基峰完全包含。因此甘油磷酸胆碱不仅可

用于验证内标定量方法的准确性，还可作为 C-Ps 标准品的替代品，开展核磁共振外标法定

量的相关工作。 
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