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双外标校准高效液相色谱法同时测定中药牛膝中皂苷类成分和

甾酮类成分
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摘要: 牛膝现行的质量标准难以有效控制其质量。本研究运用双外标结合校正因子, 同时测定牛膝中牛膝皂苷

C、牛膝皂苷D、β-蜕皮甾酮、25R-牛膝甾酮和 25S-牛膝甾酮的含量。采用Agilent Poroshell 120 EC-C18 (150 mm ×

4.6 mm, 2.7 µm) 色谱柱, 流动相为 0.1%磷酸乙腈-0.1%磷酸水溶液梯度洗脱, 流速 0.8 mL·min-1, 柱温 35 ℃, 进样量

5 μL, 分析时间30 min。分别以β-蜕皮甾酮和牛膝皂苷D为对照, 计算25R-牛膝甾酮、25S-牛膝甾酮和牛膝皂苷C的

相对校正因子 (relative correction factors, RCF) 和相对保留时间 (relative retention time, RRT), 25R-牛膝甾酮、25S-牛

膝甾酮和牛膝皂苷C的相对校正因子分别为 1.116、1.056和 0.888 1, 不同条件下RCF稳定性良好。分别使用外标法

和双外标校准法对 20批不同来源牛膝样品的含量进行计算, 两种方法所得结果相对误差 (relative error, RE) 小于

5%, 表明建立的双外标校准法同时测定牛膝中5种成分准确可行。含量测定结果显示牛膝2种皂苷和3种甾酮的含

量分别为 0.597%～1.916%和 0.044%～0.150%, 皂苷含量约为甾酮的 10倍, 提示牛膝皂苷是牛膝药材质量的关键成

分。该研究结果为牛膝药材提供了科学可行的整体质量评价方法。
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Abstract: Saponins and sterones are two main characteristic components in Achyranthis Bidentatae Radix.

In order to control the quality of Achyranthis Bidentatae Radix more effectively, a high-performance liquid
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chromatography (HPLC) method was established by using double external standards calibration method (DESCM)

for simultaneous determination of the contents of achyranthoside C, achyranthoside D, β -ecdysterone, 25R-

inokosterone and 25S-inokosterone in Achyranthis Bidentatae Radix. Chromatographic separation was achieved

on an Agilent Poroshell 120 EC-C18 (150 mm × 4.6 mm, 2.7 µm) using 0.1% phosphoric acid in water and 0.1%

phosphoric acid in acetonitrile as mobile phase. The flow rate was 0.8 mL·min-1 and the column temperature was

set as 35 ℃ , the injection volume was 5 μL and the total analytical time was 30 min. β -Ecdysterone was used

as the reference to calculate the relative correction factors (RCF) and relative retention time (RRT) of 25R-

inokosterone and 25S-inokosterone, achyranthoside D was used for achyranthoside C. The RCFs of 25R-

inokosterone, 25S-inokosterone, and achyranthoside C were 1.116, 1.056, and 0.888 1, respectively. The double

external standards calibration method (DESCM) and external standard method (ESM) were used to calculate the

contents of five ingredients in Achyranthis Bidentatae Radix samples from different sources and the variation

between the results was within acceptable limits (RE ≤ 5%). The results showed that the contents of two saponins

and three sterones of Achyranthis Bidentatae Radix were 0.597%-1.916% and 0.044%-0.150% respectively.

The total content of saponins was about 10 times that of sterones. In conclusion, the established DESCM allowed

simultaneous determination of five ingredients (achyranthoside C, achyranthoside D, β-ecdysterone, 25R-inokosterone,

and 25S-inokosterone) in Achyranthis Bidentatae Radix, providing a scientific and feasible overall quality evaluation

method for Achyranthis Bidentatae Radix.

Key words: Achyranthis Bidentatae Radix; achyranthoside D; β-ecdysterone; double external standards cali‐

bration; HPLC; quality evaluation

牛膝始载于《神农本草经》, 列为上品[1], 来源于苋

科植物牛膝Achyranthes bidentata Bl.的干燥根。其性

苦、酸、平, 具有逐瘀通经、补肝肾、强筋骨、利尿通淋、

引血下行的传统功效[2]。牛膝主产于河南省焦作地区

(古怀庆府), 故又称怀牛膝, 为“四大怀药”之一。其化

学成分主要为齐墩果烷型皂苷类 (牛膝皂苷A～D及

微量的人参皂苷Ro、竹节参皂苷 IVa等) 和甾酮类 (β-

蜕皮甾酮、25R-牛膝甾酮、25S-牛膝甾酮等), 以及少量

生物碱、黄酮和有机酸类成分[3-6]。其中皂苷类与甾酮

类为其特征性成分, 具有抗炎、抗骨质疏松、抗肿瘤等

作用[7-10]。

牛膝为常用中药, 广泛应用于临床方剂、制剂。牛

膝药材的质量标准[2]中, 定性鉴别指标成分为 β-蜕皮

甾酮和人参皂苷Ro, 含量测定仅有 β-蜕皮甾酮单一指

标成分, 不仅专属性不强, 且含量很低, 难以反映牛膝

的内在质量。虽有同时测定甾酮类和人参皂苷Ro、竹

节参皂苷 IVa 的研究报道 , 但其分析方法并不完

善[11-13]。结合文献报道和本课题组前期研究, 发现牛

膝皂苷 C、D 为牛膝中的主要药效成分, 且专属性强,

但因同系物较多, 分离制备困难。

本论文基于牛膝中甾酮和皂苷两类成分的理化性

质, 运用双外标校准法 (双外标加校正因子), 采用 2种

对照品, 实现同步定量牛膝中 5种目标成分 (2种皂苷

和 3种甾酮类成分), 完成系统的方法学考察, 并应用

于 20批不同来源牛膝样品的测定, 为牛膝药材、饮片、

制剂的质量标准提升提供新的依据。

材料与方法

仪器与试剂 安捷伦公司 Agilent1260Infinity II

高效液相色谱仪 (四元泵 1260 Quat Pump, 进样器

1260Vialsampler, 柱温箱 1260 MCT, 检测器 1260 DAD

HS); 安捷伦公司 Agilent1260Infinity (1290Thermostat

四元泵 , 1260HiPALS 进样器 , 柱温箱 1260TCC, 检测

器 1260DADVL+); BT124S 型电子分析天平、BT25S

型电子分析天平 (北京赛多利斯科学仪器有限公司);

数控超声波清洗器 (Branson, 美国); 色谱柱 Agilent

Poroshell 120 EC-C18 (150 mm × 4.6 mm, 2.7 µm) (安捷

伦科技有限公司,美国), CAPCELL CORE C18 (150 mm ×

4.6 mm, 2.7 µm) (资生堂, 日本), Waters CORTECS C18

(150 mm × 4.6 mm, 2.7 µm) (沃特世科技有限公司, 美

国)。分析级甲醇、乙醇 (国药集团化学试剂有限公

司); 色谱级乙腈 (Fisher Scientific, 加拿大); 色谱级磷

酸 (批号: 2C127470312, 柯灵斯有限公司); 超纯水由

MILLI-Q 超纯水制备仪制备 (Millipore, 美国)。β-蜕

皮甾酮对照品 (β -ecdysterone, 批号 : ST02800120, 纯

度 ≥ 98.0%)、25R-牛膝甾酮 (25R-inokosterone, 批号 :

ST20270305, 纯度 ≥ 90.0%) 和 25S-牛膝甾酮 (25S-

inokosterone, 批号 : ST20260105, 纯度 ≥ 98.0%) 购自

上海诗丹德标准技术服务有限公司 ; 牛膝皂苷 C

(achyranthoside C, 批号: J05GB144089, 纯度 ≥ 95.0%)

和牛膝皂苷 D (achyranthoside D, 批号: J05GB144090,

纯度 ≥ 94.0%) 购自上海源叶生物科技有限公司。

实验材料 供研究的 20批牛膝样品, 编号 1～13
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为药材, 18～20为饮片, 产地为河南省武陟县大封镇,

采集时间为 2019 年 11 月～2020 年 1 月 ; 14～16 为饮

片, 收集于安徽亳州药材市场; 17为饮片, 收集于河北

安国药材市场。经上海中药标准化研究中心王峥涛教

授鉴定为苋科植物牛膝Achyranthes bidentata Bl.的干

燥根 , 凭证标本存放于上海中药标准化研究中心标

本库。

HPLC 色谱条件 色谱柱 : Agilent Poroshell 120

EC-C18 (150 mm × 4.6 mm, 2.7 µm); 流动相为0.1%磷酸

乙腈 (A)-0.1% 磷酸水溶液 (B), 梯度洗脱 : 0～5 min,

18% A; 5～10 min, 18%～34% A; 10～30 min, 34%～

36% A; 检测波长: 0～14 min为 248 nm, 14～30 min为

203 nm; 流速0.8 mL·min-1; 柱温35 ℃; 进样量5 μL。

对照品溶液制备 取各对照品适量, 精密称定, 用

50% 乙醇制成每 1 mL 含 0.012 6 mg 的 β-蜕皮甾酮、

0.002 26 mg的 25R-牛膝甾酮、0.003 52 mg的 25S-牛膝

甾酮、0.097 3 mg的牛膝皂苷 C 和 0.179 mg的牛膝皂

苷D的混合溶液, 作为牛膝对照品溶液。

供试品溶液制备 取牛膝药材粉末 (过 3号筛) 约

0.5 g, 精密称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加入 50%乙醇

25 mL, 密塞 , 称定重量 , 超声处理 (功率 300 W, 频率

40 kHz) 30 min, 取出, 放冷, 再称定重量, 用 50%乙醇

补足减失的重量, 摇匀, 离心 (5 000 r·min-1) 10 min, 取

上清液过0.22 μm微孔滤膜, 即得。

方法学考察

专属性 取空白溶液、牛膝对照品溶液 2、牛膝供

试品溶液分别进样测定, 比较色谱图。

线性范围、检测限和定量限 分别取 β-蜕皮甾

酮、25R-牛膝甾酮、25S-牛膝甾酮、牛膝皂苷C、牛膝皂

苷 D对照品各适量, 精密称定, 加 50%乙醇溶解并制

成质量浓度分别为 0.050 2、0.009 02、0.014 1、0.389和

0.716 mg·mL-1的混合母液, 用 50%乙醇稀释得到 6个

不同浓度对照品溶液。浓度由低到高依次进样测定。

分别以对照品溶液的浓度为横坐标 (x), 峰面积为纵坐

标 (y), 绘制标准曲线 , 并得到回归方程、线性范围和

相关系数。将混合对照品溶液逐级稀释, 以信噪比为

10∶1确定定量限 (LOQ), 以信噪比为 3∶1确定检测限

(LOD)。

日内精密度 精密吸取高、中、低 3个浓度对照品

溶液, 按“HPLC色谱条件”于一天内连续进样 6次, 记

录色谱图和峰面积, 计算各待测物峰面积的RSD值。

日间精密度 精密吸取高、中、低 3个浓度对照品

溶液, 按“HPLC色谱条件”3天内连续进样, 记录色谱

图和峰面积, 计算各待测物峰面积的RSD值。

重复性 取同一批牛膝按“供试品溶液制备”项下

方法平行制备 6份供试品溶液, 按“HPLC色谱条件”进

样测定, 计算各待测物含量的RSD值。

稳定性 取同一供试品溶液, 在室温下, 于 0、2、

4、6、8、12、16、18、20、24和 48 h进样, 记录峰面积并计

算各化合物含量和RSD值。

加样回收率 取牛膝样品约 0.125 g, 精密称定 ,

分别按照各成分已知含量的 50%、100%和 150%加入

各对照品适量。按“供试品溶液制备”项下方法制备供

试品溶液, 每个浓度水平平行 3份, 并按“HPLC色谱条

件”项下方法进样测定。

双外标校准法

RCF的计算 按照相对校正因子计算公式[14]。将

“线性范围、定量限和检测限”项下 6个不同浓度系列

混合对照品溶液进样并记录峰面积, 分别以 β-蜕皮甾

酮为对照 S1, 计算不同浓度点下 25R-牛膝甾酮、25S-

牛膝甾酮的 RCF的平均值; 以牛膝皂苷 D为对照 S2,

计算不同浓度点下牛膝皂苷C的RCF的平均值, 比较

RSD值。

RCF耐用性考察 取牛膝混合对照品溶液, 分别考

察在不同型号高效液相色谱仪 (Agilent 1260 Infinity

II、Agilent 1260 Infinity) 上使用 3 根不同厂家的 C18

色 谱 柱 (Agilent Poroshell 120 EC-C18、CAPCELL

CORE C18、Waters CORTECS C18) 对 RCF 稳定性的

影响, 记录峰面积, 按照“RCF计算公式”计算待测成分

RCF 的平均值及 RSD 值 ; 采用 Agilent Poroshell 120

EC-C18 色谱柱进行色谱分离 , 考察温度 (30、35 和

40 ℃ )、流速 (0.7、0.8 和 0.9 mL·min-1) 和磷酸浓度

(0.1%磷酸水、0.2%磷酸水和 0.1%磷酸乙腈-0.1%磷

酸水) 对RCF稳定性的影响, 分别记录各化合物的峰

面积, 计算RCF的平均值和RSD值。

色谱峰定位 取牛膝混合对照品溶液, 在两台液

相色谱仪 Agilent 1260 Infinity II、Agilent 1260 Infinity

用不同厂家C18色谱柱Agilent Poroshell 120 EC-C18、

Shiseido CAPCELL CORE C18、Waters CORTECS C18

进样测定。以 β-蜕皮甾酮为对照S1, 计算 25R-牛膝甾

酮和 25S-牛膝甾酮的相对保留时间以及RSD值; 以牛

膝皂苷D为对照 S2, 计算牛膝皂苷C的相对保留时间

以及RSD值。

含量测定 将收集得到的 20 批牛膝药材样品

按“供试品溶液制备”项下方法制备得供试品溶液, 并

按“HPLC色谱条件”进样测定, 分别以 β-蜕皮甾酮为

对照 S1, 计算 25R-牛膝甾酮和 25S-牛膝甾酮的含量;

以牛膝皂苷 D为对照 S2, 计算牛膝皂苷 C的含量, 与

外标法测得的含量结果进行比较 , 计算相对误差值

(RE)。
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结果

1 方法学考察

1.1 专属性

对比空白溶液、混合对照品溶液和供试品溶液色

谱图 (图 1), 空白溶液对牛膝中 5种有效成分无干扰,

且样品溶液中 5个有效成分的分离度、对称性均良好,

表明该方法专属性较好。

1.2 线性范围、定量限和检测限

5种成分的线性回归方程、相关系数、线性范围、

检测限和定量限结果见表 1, 5种成分在线性范围内均

显示出良好的线性关系。

1.3 精密度

1.3.1 日内精密度 测得高浓度混合对照品中 5种化

合物 β-蜕皮甾酮、25R-牛膝甾酮、25S-牛膝甾酮、牛膝

皂苷 D 和牛膝皂苷 C 峰面积的 RSD 分别为 0.12%、

0.17%、0.19%、0.34% 和 0.10%; 中浓度混合对照品的

RSD 分别为 0.45%、0.38%、0.77%、0.69% 和 0.88%; 低

浓度混合对照品的 RSD 分别为 0.36%、1.2%、0.76%、

1.5%和1.6%, 均小于2%, 表明仪器精密度良好。

1.3.2 日间精密度 测得高浓度混合对照品中 5种化

合物 β-蜕皮甾酮、25R-牛膝甾酮、25S-牛膝甾酮、牛膝

皂苷 D 和牛膝皂苷 C 峰面积的 RSD 分别为 0.27%、

0.40%、0.21%、0.23%和 0.068%; 中浓度混合对照品的

RSD 分别为 0.34%、1.2%、0.84%、1.4% 和 0.54%; 低浓

度混合对照品的 RSD 分别为 1.1%、1.6%、0.20%、

0.61%和1.3%, 均小于2%, 表明仪器精密度良好。

1.4 重复性

6份样品中 β-蜕皮甾酮、25R-牛膝甾酮、25S-牛膝

甾酮、牛膝皂苷 D和牛膝皂苷 C含量 (mg·g-1) 的 RSD

分别为 0.53%、1.1%、0.34%、0.78%和 1.1%, 均小于 2%,

表明方法重复性良好。

1.5 稳定性

不同时间点测得样品中 β-蜕皮甾酮、25R-牛膝

甾酮、25S-牛膝甾酮、牛膝皂苷 D 和牛膝皂苷 C 含量

(mg·g-1) 的RSD分别为 0.80%、0.79%、0.61%、0.19%和

0.54%, 均小于 2%, 表明供试品溶液在 48 h 内稳定性

良好。

1.6 加样回收率

样品中 5种成分 β-蜕皮甾酮、25R-牛膝甾酮、25S-

牛膝甾酮、牛膝皂苷D和牛膝皂苷C的平均回收率分

别为 99.8%、92.9%、100.8%、99.0% 和 100.3%, RSD 均

小于3%, 该方法回收率良好。

2 双外标校准RCF的计算与验证

2.1 RCF的计算

按多点校正法, 以 β-蜕皮甾酮为对照 S1, 计算不

同浓度点的 25R-牛膝甾酮和 25S-牛膝甾酮的 RCF的

平均值分别为 1.116和 1.056; 以牛膝皂苷D为对照S2,

计算不同浓度点的牛膝皂苷 C 的 RCF 的平均值为

0.888 1, RSD均小于2%。

2.2 RCF的耐用性

不同高效液相色谱仪及色谱柱条件下, 25R-牛膝

甾酮、25S-牛膝甾酮和牛膝皂苷C的RCF计算结果见

表 2, 平均值分别为 1.111、1.014和 0.894 0。不同柱温

下, 25R-牛膝甾酮和 25S-牛膝甾酮的RCF平均值分别

为 1.100和 1.013, 牛膝皂苷C的RCF平均值为 0.895 3;

不同流速条件下 , 25R-牛膝甾酮和 25S-牛膝甾酮的

RCF平均值分别为 1.108和 1.015, 牛膝皂苷C的RCF

平均值为 0.881 1; 在不同磷酸浓度条件下, 25R-牛膝

甾酮和 25S-牛膝甾酮的 RCF 平均值分别为 1.117 和

Figure 1 HPLC profiles of blank solvent (A), mixed references

(B) and Achyranthis Bidentatae Radix sample (C). 1: β -Ecdys‐

terone; 2: 25R-Inokosterone; 3: 25S-Inokosterone; 4: Achyrantho‐

side D; 5: Achyranthoside C

Table 1 The calibration equation, correlation coefficient, linear range, LODs, and LOQs of 5 compounds

Analyte
β-Ecdysterone
25R-Inokosterone
25S-Inokosterone
Achyranthoside D
Achyranthoside C

Calibration equation
y = 6 199.1x + 3.032 7
y = 5 571.2x + 0.491 7
y = 5 804.7x + 0.890 4
y = 1 375.9x - 0.511 8
y = 1 516.9x + 3.571 7

Correlation coefficient
0.999 9
0.999 9
0.999 9
0.999 7
0.999 7

Linear range/μg·mL-1

0.040 2-50.2
0.072 2-9.02
0.046 9-14.07

0.247-715.6
0.400-389.2

LOD/ng·mL-1

12
22
14
74

120

LOQ/ng·mL-1

40
72
47

247
400
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1.004, 牛膝皂苷C的RCF平均值为 0.895 3。RSD值均

小于2%, 表明RCF的耐受性良好。

2.3 色谱峰定位

以 β-蜕皮甾酮作为 25R-牛膝甾酮和 25S-牛膝甾酮

的对照 S1, 以牛膝皂苷 D 作为牛膝皂苷 C的对照 S2,

以相对保留时间法定位对应色谱峰, 相对保留时间的

RSD值均小于 5%。各化合物在不同色谱柱和不同仪

器系统测得的相对保留时间值以及相对校正因子值

见表2。

3 外标法和双外标校准法含量测定比较

分别采用双外标校准法 (DESCM) 与外标法

(ESM) 测得牛膝样品的含量结果见表 3。两种方法测

得的 5种成分含量相对误差 (RE) 小于 5%, 表明所建

立的双外标法测定结果准确度较高。

讨论

牛膝成分研究中常用指标成分人参皂苷Ro和竹

节参皂苷 IVa在牛膝中的含量甚微, 但由于人参皂苷

Ro和牛膝皂苷D结构相近, 竹节参皂苷 IVa和牛膝皂

苷C结构相近, 给成分分离及鉴定带来困难。本实验

条件能够将两对成分成功分开, 为牛膝皂苷C和牛膝

皂苷D的准确定量奠定了基础。

实验针对 5种被测成分, 以单位峰面积值 (峰面积

与称样量的比值) 为评价依据, 分别对提取溶剂 (25%

乙醇、50%乙醇、75%乙醇、50%甲醇和甲醇)、提取方

法 (超声法和回流法)、料液比 (1∶20、1∶50和 1∶80) 和

提取时间 (15、30和 45 min) 进行了系统考察, 最终确

定了本实验提取方案。光谱分析结果显示 3种甾酮的

紫外最大吸收均为 248 nm, 两种皂苷最大吸收均在

Table 2 Relative retention time (RRT) and relative correction factors (RCF) of different instruments and different columns

Instrument

Agilent 1260 Infinity II

Agilent 1260 Infinity

Mean

RSD/%

Column

Poroshell 120 EC-C18

CORTECS C18

CAPCELL CORE C18

Poroshell 120 EC-C18

CORTECS C18

CAPCELL CORE C18

RRT/RCF

25R-Inokosterone/

β-ecdysterone

1.132/1.110

1.105/1.120

1.119/1.102

1.130/1.113

1.111/1.126

1.124/1.096

1.120/1.111

0.94/1.0

25S-Inokosterone/

β-ecdysterone

1.214/1.012

1.163/1.007

1.182/1.024

1.194/1.004

1.177/1.015

1.194/1.005

1.187/1.014

1.5/0.74

Achyranthoside C/

achyranthoside D

1.340/0.893 5

1.221/0.893 6

1.268/0.894 9

1.352/0.892 5

1.248/0.895 7

1.289/0.891 6

1.286/0.894 0

4.0/0.17

Table 3 Contents of 5 compounds in Achyranthis Bidentatae Radix samples determined by two methods (mg·g-1). ESM: External standard

method; DESCM: Double external standards calibration method

Sample

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Mean

RE/%

β-Ecdysterone (S1)

ESM

0.503

0.630

0.435

0.323

0.712

0.826

0.716

0.301

0.883

0.822

0.836

0.640

0.884

0.465

0.929

0.529

0.622

0.984

0.551

0.936

0.676

/

25R-Inokosterone

ESM

0.093 2

0.124

0.0843

0.063 9

0.138

0.166

0.138

0.056 3

0.167

0.159

0.162

0.132

0.146

0.099 0

0.200

0.109

0.125

0.207

0.114

0.197

0.134

0.033

DESCM

0.093 3

0.124

0.0843

0.063 7

0.138

0.166

0.138

0.056 3

0.167

0.159

0.162

0.132

0.146

0.098 5

0.200

0.109

0.125

0.207

0.113

0.197

0.134

25S-Inokosterone

ESM

0.147

0.193

0.134

0.093 0

0.215

0.284

0.230

0.088 0

0.268

0.250

0.271

0.224

0.261

0.149

0.305

0.167

0.191

0.311

0.170

0.295

0.212

1.1

DESCM

0.146

0.191

0.133

0.092 6

0.213

0.281

0.227

0.087 5

0.265

0.248

0.268

0.221

0.259

0.147

0.301

0.165

0.189

0.307

0.169

0.292

0.210

Achyranthoside D (S2)

ESM

6.50

10.1

6.18

5.68

5.66

13.6

9.64

5.12

7.38

11.1

9.72

8.64

8.53

4.22

6.12

3.56

4.93

5.96

3.38

5.93

7.10

/

Achyranthoside C

ESM

3.14

5.41

3.40

2.90

2.91

5.51

3.65

1.90

2.90

5.62

5.04

4.77

4.36

2.80

4.07

2.62

3.45

3.91

2.59

3.68

3.73

1.6

DESCM

3.20

5.42

3.46

2.95

2.98

5.52

3.69

1.98

2.96

5.62

5.06

4.79

4.39

2.87

4.12

2.70

3.51

3.96

2.67

3.73

3.78
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203 nm, 为保证分析结果准确性, 对各成分采用最大吸

收波长检测。0～14 min 的检测波长为 248 nm, 用于

检测甾酮类成分 ; 14～30 min 的检测波长为 203 nm,

用于检测皂苷类成分。

20批不同来源牛膝样品中皂苷和甾酮的含量测

定数据显示 2 种皂苷含量之和约为 3 种甾酮含量之

和的 10 倍 , 表明皂苷类成分是牛膝中的主要成分 ,

特别是牛膝皂苷 C 和牛膝皂苷 D, 是牛膝质量评价

不应忽视的成分。牛膝中 3 种甾酮类成分的含量呈

现正相关 , 2 种皂苷类成分含量基本呈现正相关 , 甾

酮与皂苷含量无明显相关性 , 表明两类成分生物合

成途径可能不相关 , 仅采用一类成分评价牛膝质量

不够全面。

综上, 本实验采用双外标法结合校正因子同时测

定牛膝中 5种有效成分, 选择的指标成分具有专属性,

并与外标法测得结果的相对误差 (RE) 值均小于 5%。

该方法节约了检测成本与时间, 避免了单一指标的局

限性, 研究结果为牛膝药材提供了科学可行的整体质

量评价方法。
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