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ＨＰＬＣ法同时测定怀牛膝中３种甾酮类成分
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（中国药科大学天然药物活性组分与药效国家重点实验室，南京 ２１０００９）

摘　要　建立怀牛膝中３种甾酮类成分含量测定方法，比较不同产地牛膝的质量差异。色谱柱为ＶｅｎｕｓｉｌＸＢＰＣ１８柱，
流动相为０１％甲酸乙腈（８４∶１６），检测波长为２５０ｎｍ。在所建立的方法中，β蜕皮甾酮、Ｒ牛膝甾酮和Ｓ牛膝甾酮与杂质
分离良好，线性范围分别为３０７～１４７０００μｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９９４，ｎ＝６），０５２～２４６００μｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９９７，ｎ＝６），０４７～
２２５００μｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９９８，ｎ＝６），平均回收率分别为１０１４％、１０１１％和１０１１％。本方法适用于同时测定怀牛膝中β蜕
皮甾酮、Ｒ牛膝甾酮及Ｓ牛膝甾酮的含量。
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　　牛膝为苋科植物牛膝（Ａｃｈｙｒａｎｔｈｉｓｂｉｄｅｎｔａｔａｅ
Ｂ１）的干燥根。牛膝性平，味甘苦酸，具有补肝肾、
强筋骨、逐瘀通经、引血下行之功效［１］，用于治疗腰

膝骨痛、四肢拘挛、淤血腹痛、跌打损伤等症。牛膝

中含有甾酮、皂苷和多糖等多种成分［１］。药理实验

研究表明，牛膝中的甾酮类物质（主要包括 β蜕皮
甾酮、Ｒ牛膝甾酮和Ｓ牛膝甾酮等）有促进成骨样细

胞增殖作用［３］，这与牛膝补肝肾、强筋骨功效吻合。

２０１０年版《中华人民共和国药典》即以β蜕皮甾酮
作为怀牛膝的质量控制指标［１］。为了提高质量评价

方法的专属性，本试验建立了同时测定怀牛膝中

３种甾酮类成分的ＨＰＬＣ方法，并应用该方法对所
收集的不同产地怀牛膝药材样品进行了含量测定及

结果分析，以期为牛膝的质量评价提供依据。
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　材　料

１１　药品与试剂
β蜕皮甾酮、Ｒ牛膝甾酮、Ｓ牛膝甾酮对照品

为本实验室自制，经 ＭＳ、ＮＭＲ鉴定结构（图 １），
ＨＰＬＣ测定纯度达 ９８％以上。６批药材样品
（ＮＸ０１ＮＸ０６）收集于药材主产地河南、河北、内蒙

古，并均由本研究组李会军教授鉴定为苋科植物牛

膝（ＡｃｈｙｒａｎｔｈｅｓｂｉｄｅｎｔａｔａＢｌ）的干燥根，凭证标本
保存于天然药物活性组分与药效国家重点实验室

（中国药科大学）。

乙腈（色谱纯，德国默克公司）；甲醇（色谱纯，

江苏汉邦科技有限公司），水为重蒸水，其余为分

析纯。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｈｒｅｅｐｈｙｔｏｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅｓｆｒｏｍＡｃｈｙｒａｎｔｈｉｓｂｉｄｅｎｔａｔａｅＲａｄｉｘ

１２　仪　器
Ａｇｉｌｅｎｔ１１００Ｓｅｒｉｅｓ高效液相色谱仪及附件

（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＴ２２４Ｓ型（万分之
一）及ＢＴ２５Ｓ型（十万分之一）电子天平（德国Ｓａｒ
ｔｏｒｉｕｓ公司）；ＭＵＬ９０００Ｓｅｒｉｅｓ超纯水系统（美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

"

　方法与结果

２１　色谱条件
ＶｅｎｕｓｉｌＸＢＰＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ），北京吉瑞森科技有限公司；流动相为０１％
甲酸乙腈（８４∶１６），体积流量１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波
长２５０ｎｍ；柱温：４０℃；进样量１０μＬ。在上述色
谱条件下，β蜕皮甾酮、Ｒ牛膝甾酮、Ｓ牛膝甾酮与
样品中其他成分均能达到完全分离，分离度大于

１５，理论板数不小于４０００。色谱分离图见图２。
２２　对照品溶液的制备

分别精密称取β蜕皮甾酮对照品４９０ｍｇ、Ｒ
牛膝甾酮０８２ｍｇ、Ｓ牛膝甾酮０７５ｍｇ置于 ２ｍＬ
量瓶，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，制成每１毫
升含β蜕皮甾酮２４５０ｍｇ、Ｒ牛膝甾酮０４１０ｍｇ、
Ｓ牛膝甾酮０３７５ｍｇ的混合对照品溶液。
２３　供试品溶液的制备

取本品粉末（过３号筛）约１ｇ，精密称定，置
具塞锥形瓶中，加水饱和正丁醇 ４５ｍＬ，密塞，称
定，浸泡过夜，超声处理（功率 ３００Ｗ，频率 ４０
ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，补足失重量，滤过，滤渣和滤器用甲醇

１：βｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ；２：Ｒｉｎｏｋｏｓｔｅｒｏｎｅ；３：Ｓｉｎｏｋｏｓｔｅｒｏｎｅ
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ａ）ａｎｄｓａｍ
ｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）

１０ｍＬ分数次洗涤，合并滤液和洗液，蒸干，残渣加
甲醇使溶解，转移至１０ｍＬ量瓶中，加甲醇至刻度，
摇匀，即得。

２４　线性关系考察
取“２２”项下制得的对照品溶液，依次稀释到

混合对照品溶液的３／５、１／５、１／２０、１／８０、１／３２０、１／
８００，进样１０μＬ，按“２１”项测定β蜕皮甾酮，Ｒ牛
膝甾酮，Ｓ牛膝甾酮的色谱峰峰面积，以峰面积为
纵坐标（Ｙ），进样浓度（μｇ／ｍＬ）为横坐标（Ｘ），进

１１２
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行线性回归，得回归方程分别为：蜕皮甾酮 Ｙ＝
７０３２Ｘ＋５２２３３，ｒ＝０９９９４（ｎ＝６）；Ｒ牛膝甾酮
Ｙ＝７４４８Ｘ＋１３８８４，ｒ＝０９９９７（ｎ＝６），Ｓ牛膝甾
酮 Ｙ＝１１４２４Ｘ＋１６４１８，ｒ＝０９９９８（ｎ＝６）。结
果表明，三者线性范围分别为 ３０７～１４７０００、
０５２～２４６００和０４７～２２５００μｇ／ｍＬ。
２５　精密度

精密吸取“２２”项下制得的对照品溶液，稀释
到原浓度的１／８，进样１０μＬ，于１ｄ连续重复进样
６次，测定峰面积，得到β蜕皮甾酮、Ｒ牛膝甾酮和
Ｓ牛膝甾酮面积的 ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为 ０５２％、
０６１％、０１９％；连续进样３ｄ，每天进样３次，测定
峰面积，计算β蜕皮甾酮、Ｒ牛膝甾酮和 Ｓ牛膝甾
酮峰面积的 ＲＳＤ（ｎ＝９）分别为 ０８３％、２１６％
和１３６％。
２６　重复性

取同一批次牛膝干燥粉末 ６份，精密称定，
按“２３”项下制备样品溶液，在上述色谱条件下
进样，进样量为１０μＬ，得到 β蜕皮甾酮、Ｒ牛膝
甾酮和 Ｓ牛膝甾酮的平均质量分数分别为
００５７６％、０００７９％和 ００１１，ＲＳＤ（ｎ＝６）分
别为０３８％、１６１％和１１５％。表明该方法的

重复性良好。

２７　稳定性
精密吸取同一供试品溶液进样１０μＬ，分别于

０，２，４，８，１２，２４ｈ进样分析，记录峰面积，测得 β
蜕皮甾酮、Ｒ牛膝甾酮和 Ｓ牛膝甾酮峰面积的
ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为０９３％、０８８％和１２９％。结
果表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。
２８　加样回收率

精密称定含量已知的牛膝药材粉末９份，每份
约０５ｇ，置锥形瓶中。每组分别精密加入 β蜕皮
甾酮、Ｒ牛膝甾酮和 Ｓ牛膝甾酮对照品适量，制成
低、中、高质量浓度的溶液，按“２３”项下制备供试
品溶液，在上述色谱条件下进行分析，进样量为

１０μＬ。计算加样回收率和 ＲＳＤ。β蜕皮甾酮、
Ｒ牛膝甾酮和Ｓ牛膝甾酮平均加样回收率（ｎ＝９）
分别为１０１４０％、１０１１５％和１０１１０％，ＲＳＤ分别
为１６０％、１３０％和１１０％。
２９　样品测定

购自不同产地的怀牛膝药材，分别按 “２３”项
下制备样品溶液，按上述色谱条件进行分析，每份

溶液进样３次，按外标法计算 β蜕皮甾酮、Ｒ牛膝
甾酮和Ｓ牛膝甾酮的含量，结果见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｅｒｏｎｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＡｃｈｙｒａｎｔｈｉｓｂｉｄｅｎｔａｔａｅＲａｄｉｘｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｂｙＲＰＨＰＬＣ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ βｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ／％ Ｒｉｎｏｋｏｓｔｅｒｏｎｅ／％ Ｓｉｎｏｋｏｓｔｅｒｏｎｅ／％ Ｓｔｅｒｏｎｅｓ／％
ＮＸ０１ ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａ ０１０２９±００００２ ００１４８±００００２ ００１７４±００００３ ０１３５１±００００６
ＮＸ０２ Ｈｅｂｅｉ ００６７６±００００１ ００１１０±００００１ ００１３２±００００１ ００９１７±００００１
ＮＸ０３ Ｈｅｎａｎ ００４０９±００００１ ０００４５±００００１ ０００７７±０００００ ００５３１±０００００
ＮＸ０４ Ｈｅｎａｎ ００５０９±００００１ ０００７１±００００１ ０００９９±０００００ ００６７９±０００００
ＮＸ０５ Ｈｅｎａｎ ００５９５±００００１ ０００９１±００００１ ００１１２±０００００ ００７９８±００００１
ＮＸ０６ Ｈｅｎａｎ ００３０８±０００１１ ０００４９±００００１ ０００６３±００００１ ００４１９±０００００

#

　讨　论

利用建立的方法对不同来源的牛膝样品进行

测定，从含量测定结果可知，６批样品中 β蜕皮甾
酮的含量均大于００３０％，均符合２０１０年版《中华
人民共和国药典》含量测定项要求。但从甾酮类

成分的含量测定结果看，在收集的所有样品中，河

南道地产区的药材中甾酮类成分的含量总体上略

低于内蒙和河北两个产地。因此，以甾酮类成分为

指标来评估不同产地牛膝药材质量值得商榷。另

外，β蜕 皮 甾 酮 的 平 均 含 量 偏 低 （仅 约 为
００６０％），在后期实验中将考虑增添牛膝中其他

含量高的化学成分作为含量测定评价指标，以更好

地控制牛膝的质量。
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