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火绒草，Leontopodium leontopodioides （Willd.）
Beauv是菊科火绒草属植物的一种。我国主要分布
于东北、西北、华北及西南地区，青藏高原，多生于典
型草原、山地草原及草原砂质地，野生资源极为丰富 
[1]。有研究报道火绒草中含有酚酸类、甾类、黄酮类
化合物。火绒草味微苦，性寒。入肾、膀胱二经。具
有疏风解表、清热解毒、凉血止血、益肾利水、消炎利
尿之功效。主治急(慢)性肾炎、尿道炎、蛋白尿、血
尿等多种肾脏疾病，以及风热感冒、创伤出血等；蒙
医用于肺热咳嗽、支气管炎的治疗；藏医用于治疗
流行性感冒、瘟病时疫、矿物药中毒、砒霜中毒、肉
瘤、疮疖疔毒、出血，亦可作艾灸用。另有研究报道
火绒草具有降血糖的作用[2]。

火绒草为民间常用中药材，我们实验室早在
九几年就开始对火绒草药材进行研究，尤献民等
从火绒草中分离出火绒草多糖，并测定其含量为
4.57%~8.39%[4]。目前，指纹图谱已成为国际公认的
控制中药与天然药物质量的有效手段，但火绒草药
材的指纹图谱研究未见报道，本文采用反相HPLC
法，初步建立火绒草药材的HPLC指纹图谱，为火绒
草药材的质量控制提供一定的科学依据，作为今后
对火绒草进一步研究的基础。
1 仪器与试药

Agilent 1100高效液相色谱仪：四元泵、在线脱

气机、柱温箱、DAD检测器（美国Agilent公司）。
乙腈为色谱纯；水为娃哈哈纯净水；其他试剂

均为分析纯；样品编号火绒草为（S1~S10），来源分
别为S1、S2、S3、S4、S5、S6来源于沈阳东陵地区，
S7、S8来源于辽宁千山，S9、S10来源于沈阳新城子
地区；
2 方法与结果

2.1 色谱条件 色 谱 柱：Ultimate XB-C18 5μm，
4.6mm×200mm（美国月旭公司）；流动相AB：0.5％
冰醋酸，流动相B：甲醇：乙腈：四氢呋喃（3：2：1），
梯度洗脱条件见表1；流速：1mL/min；DAD检测器，
检测波长：325nm；柱温：20℃；进样量：10μl，谱图
记录60min。

表1 梯度洗脱条件

时间（min）时间（min） A（%）A（%） B（%）B（%）
0 8585 1515
1515 7070 3030
3535 6868 3232
4242 6464 3636
6060 4545 5555

2.2 供试品溶液的制备 各取干燥的火绒草药
材1g，剪碎，精密称定，置索氏提取器中，加石油醚

（30~60℃）提取1h，药渣挥干溶剂，置50mL锥形瓶
中，加50％乙醇25mL，称定重量，回流提取2h，用
50％乙醇补足重量，经0.45μm滤膜滤过，作为供试
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品溶液。
2.3 方法学考察 （1）精密度试验：取同一供试品
溶液，在上述色谱条件下重复进样6次，记录指纹图
谱。结果表明，各共有峰相对保留时间的RSD不大
于0.2％，相对峰面积的RSD不大于0.2％。

（2）重复性试验：精密称取干燥的同一火绒草
药材6份，每份1.0 g，按“2”项下制备供试品溶液，
在上述色谱条件下进行HPLC分析，记录指纹图谱。
结果表明，各共有峰相对保留时间的RSD不大于
0.5％，相对峰面积的RSD不大于1.0％。

（3）稳定性试验：取同一供试品溶液分别在0，
2，4，8，12，24 h进样分析，记录指纹图谱。结果表明，
各共有峰相对保留时间的RSD不大于1.0％，相对峰
面积的RSD不大于1.0％，说明供试品溶液在24h内
稳定。
2.4 指纹图谱的建立 （1）不同批次火绒草指纹图
谱比较：按“2”项下制备供试液[5-6]，记录色谱图，共
考察了120min，发现在60min后没有峰出现。10批
次火绒草药材测定结果见图1。根据结果，比较各
批样品色谱图，确定了15个共有峰，见图2，其中7
号峰为参比峰。共有峰中，峰面积占共有峰总面积
的5~10%有5个，分别是2、9、10、11和14号峰，峰面
积占共有峰总面积的10%以上的有3个，分别是1、7
和13号峰。

图1 10批火绒草药材HPLC图

图2 火绒草药材HPLC图

（2）指纹图谱的相似度计算：采用药典委员会
的色谱指纹图谱相似度计算软件（2004A版），依据
10批不同批次及来源火绒草药材的色谱指纹图谱
建立共有模式，计算样品与共有模式之间的相似度，
相似度计算结果见表2。
3 讨 论

本实验通过一系列筛选，建立了较好的色谱洗
脱条件，各色谱峰之间分离度良好，达到指纹图谱
的要求，所得到的火绒草的HPLC指纹图谱重现性、

精密度和稳定性均良好。运用DAD二极管阵列检
测器，采集190~400nm的三维HPLC UV联用图，发
现火绒草药材供试品溶液在325nm下有最大吸收波
长，无色谱峰丢失现象，综合考虑，选择325nm波长
作为火绒草药材指纹图谱检测波长。不同批号火
绒草药材所含各有效成分基本相同，但是各成分含
量略有差异，如果要保证药品的一致性，应注意药
材产地和采收时间。7号峰是稳定存在于火绒草药
材中的一个活性成分，重现性较好，分离度较好，含
量较高，因此选择7号峰为指纹图谱的参照物。根
据此方法确定了其中15个共有峰，并利用相似度软
件对火绒草指纹图谱进行匹配，结果表明10批火绒
草在整体上相似，因此以这10批样品的相对峰面积
和相对保留时间的均值建立了模式图谱，可初步用
于火绒草的真伪鉴别和质量评价。实验中比较了
水、50%乙醇、70%乙醇、甲醇等不同提取溶液及回
流、超声等不同提取方法和不同提取时间，结果表
明50%乙醇回流提取2h，效果最佳。而且实验中发
现，对于叶绿素较高的样品，先用石油醚（30~60℃）
提取不影响共有峰，但柱压会降低一些，对色谱
柱可起到保护作用。实验中试用了Eclipse XDB-
C18(Agilent)等C18色谱柱，各共有峰的出峰顺序没
有变化。为了得到较理想的分离效果，发现流动相
B用甲醇和四氢呋喃较好，但当A与B不同比例混
合时，柱压上升较快，原因是甲醇与水混合后黏性较
大，尤其是比例接近1：1时，黏性最大。为了保护色
谱仪和色谱柱，在B相中加入一定比例乙腈，柱压降
低很多，且分离效果更好。实验中对柱温也作了考
查，发现柱温对峰的分离和各共有峰的出峰顺序都
有很大影响，综合考虑，最后决定柱温采用20℃。

表2 不同批次火绒草指纹图谱相似度计算结果

样品号样品号 相似度相似度 样品号样品号 相似度相似度
S1S1 0.9870.987 S6S6 0.9790.979
S2S2 0.9850.985 S7S7 0.9510.951
S3S3 0.9710.971 S8S8 0.9690.969
S4S4 0.9750.975 S9S9 0.9720.972
S5S5 0.9960.996 S10S10 0.9610.961

本次实验还存在一些不足之处，在后续研究中
我们会积极完善。首先，是我们以7号峰为参照物，
但7号峰的成分确认还为完成，随着我们对火绒草
药材的进一步研究，会在指纹图谱的指导下对火绒
草各有效成分进行提取分离，并进行结构鉴定，确定
各共有峰的成分；其次，目前我们对火绒草药材的
收集不够完善，产地、批次不全，在后续的研究中，我
们要尽量收集各地不同季节的火绒草药材，建立一
个较为完善的指纹图谱。◆
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