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土一枝蒿药材指纹图谱和含量测定研究*
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摘要：目的 研究土一枝蒿药材的指纹图谱和相关成分含量测定方法。方法 参照 2020年版《中国药典（四部）》测定药材样品的水分、

总灰分、水溶性浸出物含量；采用高效液相色谱（HPLC）法测定药材样品中 3个成分的含量，色谱柱为 CAPCELL PAK C18 MG Ⅱ（S - 5）柱

（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），流动相为乙腈 - 0. 1%磷酸溶液（梯度洗脱），流速为 0. 7 mL / min，检测波长为 365 nm，柱温为 30 ℃，进样

量为 10 μL。建立 10批药材样品的 HPLC指纹图谱，采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012年 130723版）进行相似度评价，确

定共有峰。结果 10批药材样品的 HPLC图谱有 14个共有峰，相似度为 0. 941～0. 997，确认的 3个成分分别为异荭草素、异牡荆苷、

槲皮素 - 4′ - O - β - D - 葡萄糖苷，其质量浓度分别在 12. 55～200. 82 μg / mL（r = 0. 999 9）、7. 20～115. 28 μg / mL（r = 0. 999 5）、

6. 14～98. 20 μg / mL（r = 0. 999 8）范围内与峰面积线性关系良好；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 3. 0%；平均加样

回收率分别为 97. 92%，101. 37%，103. 92%，RSD 分别为 1. 38%，2. 33%，1. 26%（n = 6）。10批药材样品中上述 3个成分的平均含量分

别为 1. 421 0，0. 422 0，0. 283 4 mg / g；水分含量为 10. 15%～12. 23%，总灰分含量为 5. 24%～13. 29%，水溶性浸出物含量为 7. 37%～

11. 54%。结论 所建标准可用于土一枝蒿药材的质量控制。

关键词：土一枝蒿；高效液相色谱法；指纹图谱；含量测定；质量标准
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Fingerprints and Content Determination of Achillea Wilsoniana
JIN Qianqian1，2，LIU Liyan1，2，WANG Yang1，JIANG Liangmeng1，2，SUN Jia3，ZHENG Lin3，WANG Yonglin1，3

（1. Engineering Research Center for the Development and Application of Ethnic Medicine and TCM · State Key Laboratory of Functions and Applica⁃
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3. Guizhou Provincial Key Laboratory of Pharmaceutics，Guizhou Medical University，Guiyang，Guizhou，China 550004）

AbstractAbstract：：Objective To study the fingerprints of Achillea wilsoniana，and to establish a method for the content determination of
related components. Methods According to the Chinese Pharmacopoeia （2020 Edition，Volume Ⅳ），the content of moisture，total
ash and water - soluble extracts of the medicinal materials were determined. The content of three components in the medicinal
materials was determined by the high - performance liquid chromatography（HPLC）method with CAPCELL PAK C18 MG Ⅱ（S - 5）
column（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），the mobile phase was acetonitrile - 0. 1% phosphoric acid solution（gradient elution），the flow
rate was 0. 7 mL / min，the detection wavelength was 365 nm，the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was
10 μL. HPLC fingerprints of 10 batches of medicinal materials were established to evaluate the similarity and determine the
common peaks by the Similarity Evaluation System of Chromatographic Fingerprints of Traditional Chinese Medicine （Version
130723，2012）. Results There were 14 common peaks in the HPLC chromatograms of 10 batches of medicinal materials，and the
similarity was in the range of 0. 941 - 0. 997. The three components identified were isoorientin，isovitexin，and quercetin - 4′ - O - β -
D - glucoside，and their linear ranges were 12. 55 - 200. 82 μg / mL（r = 0. 999 9），7. 20 - 115. 28 μg / mL（r = 0. 999 5），6. 14 -
98. 20 μg / mL （r = 0. 999 8）. The RSDs of precision，stability and repeatability tests were all less than 3. 0%. The average
recoveries of isoorientin，isovitexin，and quercetin - 4′ - O - β - D - glucoside were 97. 92%，101. 37%，103. 92% with RSDs of 1. 38%，

2. 33% and 1. 26%（n = 6），respectively. The average content of the above three components in 10 batches of medicinal materials
were 1. 421 0，0. 422 0，0. 283 4 mg / g，respectively. The moisture content was in the range of 10. 15% - 12. 23%，the total ash
content was in the range of 5. 24% - 13. 29%，and the water - soluble extract content was in the range of 7. 37% - 11. 54%.
Conclusion The established standard can be used for the quality control of Achillea wilsoniana.
Key wordsKey words：：Achillea wilsoniana；HPLC；fingerprint；content determination；quality standard

土一枝蒿为菊科植物云南蓍 Achillea wilsoniana
Heimerl ex Hand. - Mazz. 新鲜或干燥的地上部分，又

名飞天蜈蚣、野一枝蒿等，主要产于云南、四川、贵州等

地，具有解毒利湿、活血止痛等功效，可用于头风痛、牙

痛、风湿痹痛、血瘀经闭、腹部痞块、跌扑损伤、蛇虫咬

伤、痈肿疮毒等的治疗［1 - 3］。土一枝蒿是贵州省少数民

族用药，收载于《贵州省中药材、民族药材质量标准》

（2003年版），其中仅对其性状及显微特征进行了规

定［4］，相关文献也较缺乏。因此，本研究中参照2020年版

《中国药典（四部）》对土一枝蒿药材水分、总灰分、水溶

性浸出物进行含量测定，并通过高效液相色谱（HPLC）
法对不同产地和批次的土一枝蒿药材进行指纹图谱研

究及 3种主要成分的含量测定，以期为其质量标准研究

提供参考。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Ultimate3000型高效液相色谱仪（美国Thermo Fisher
Scientific公司），包括Chromeleon色谱数据工作站、系统

控制器、柱温箱、低压梯度组件、输液泵、脱气组件、样

品室、自动进样器、UV - DAD检测器；AE240型十万分

之一电子天平（瑞士Mettler Toledo公司）；KQ5200E型

超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

1. 2 试药

异荭草素对照品、异牡荆苷对照品、槲皮素 - 4′ -

O - β - D -葡萄糖苷对照品（均为从土一枝蒿药材中提

取分离制备所得，含量均大于 98. 0%）；乙腈为色谱纯；

其余试剂为分析纯；水为超纯水。土一枝蒿药材12批（来

源及批号见表1），经贵州中医药大学药学院生药实验室

孙庆文教授鉴定为菊科蓍属植物土一枝蒿的干燥全草。
表1 药材样品来源

Tab. 1 Source information of Achillea wilsoniana samples

编号

S1
S2
S3
S4
S5

产地

贵州高坡

贵州高坡

贵州高坡

贵州龙里

贵州花江

批号

20200712
20200716
20200721
20200724
20200727

编号

S6
S7
S8
S9
S10

产地

贵州关岭

贵州惠水

贵州贵定

贵州正安

贵州湄潭

批号

20200802
20200810
20200818
20200825
20200902

2 方法与结果

2. 1 水分、灰分、浸出物含量测定

参照 2020年版《中国药典（四部）》通则 0832水分

测定法中的第二法（烘干法）、通则 2302灰分测定法和

通则 2201项下水溶性浸出物测定法进行相应含量测

定。结果见表2。
2. 2 HPLC 指纹图谱的建立与分析

2. 2. 1 色谱条件

色谱柱：CAPCELL PAK C18 MGⅡ（S - 5）柱（250 mm ×
4. 6 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）- 0. 1%磷酸水溶液

（B），梯 度 洗 脱（0～45 min 时 13%A，45～46 min 时
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13%A→14%A，46～76 min 时 14%A，76～77 min 时

14%A→15%A，77～107min时15%A→20%A，107～113min
时 20%A→65%A）；流速：0. 7 mL / min；检测波长：365 nm；
柱温：30 ℃；进样量：10 μL。
2. 2. 2 溶液制备

取异荭草素、异牡荆苷、槲皮素 - 4′ - O - β - D -
葡萄糖苷对照品各适量，精密称定，用甲醇溶解制成质

量浓度分别为 1. 101，1. 580，1. 346 mg / mL的单一对照

品贮备液；分别精密量取12. 5，5，5 mL，置同一25 mL容
量瓶中，加甲醇定容，摇匀，即得质量浓度分别为0. 550 5，
0. 316 0，0. 269 2 mg / mL的混合对照品溶液。取药材样

品粉末 1. 0 g，过 3号筛，精密称定，置 50 mL具塞三角瓶

中，精密加入 70 %甲醇 20 mL，称定质量，超声（功率

200 W，频率 40 kHz）处理 15 min，放冷至室温，再次称

定质量，加 70%甲醇补足减失的质量，摇匀，静置，取上

层液，12 000 r / min离心 10 min，取上清液，即得供试品

溶液。以甲醇为空白对照溶液。

2. 2. 3 方法学考察

精密度试验：取药材样品（编号S1）适量，按2. 2. 2项
下方法制备供试品溶液，按 2. 2. 1项下色谱条件连续进

样测定6次，以异红草素峰（5号峰）为参照峰，计算14个
共有峰的相对保留时间和相对峰面积，结果的RSD分别

小于0. 50%，3. 00%（n = 6），表明方法精密度良好。

稳定性试验：取 2. 2. 2项下供试品溶液（编号 S1），

分别于室温下放置 0，4，8，18，20，24 h时按 2. 2. 1项下

色谱条件进样测定，以异红草素峰（5号峰）为参照峰，

计算 14个共有峰的相对保留时间和相对峰面积，结果

的RSD分别小于 0. 50%，3. 00%（n = 6），表明供试品溶

液在室温放置24 h内基本稳定。

重复性试验：取药材样品（编号S1）适量，按2. 2. 2项
下方法制备供试品溶液，平行 6份，按 2. 2. 1项下色谱

条件进样测定，以异红草素峰（5号峰）为参照峰，计算

14个共有峰的相对保留时间和相对峰面积，结果的

RSD分别小于 1. 00%，2. 00%（n = 6），表明方法重复性

良好。

2. 2. 4 指纹图谱建立与相似度评价

指纹图谱建立：取10批药材样品各适量，按2. 2. 2项
下方法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测

定，将 10批药材样品的HPLC数据导入中药色谱指纹

图谱相似度评价系统（2012年 130723版），利用中位数

法进行多点校正，生成 10批药材样品的HPLC叠加指

纹图谱（图 1）及共有模式的对照指纹图谱（图 2），共确

定了 14个共有峰。通过与混合对照品溶液图谱（图 3）
比对，确认 5号峰为异荭草素，10 号峰为异牡荆苷，

12号峰为槲皮素 - 4′ - O - β - D -葡萄糖苷。

相似度评价：以共有模式为对照图谱，采用中药色

谱指纹图谱相似度评价系统（2012年 130723版）计算

10批样品的相似度。结果 S1～S10药材样品相似度依次

为 0. 987，0. 997，0. 957，0. 986，0. 941，0. 995，0. 987，
0. 995，0. 993，0. 988，表明不同产地、不同批次样品的

相似度较好。

2. 3 含量测定

2. 3. 1 方法学考察

系统适用性试验：取 2. 2. 2项下混合对照品溶液、

供试品溶液、空白对照溶液适量，按 2. 2. 1项下色谱条

件进样测定，记录色谱图。结果供试品溶液中异荭草

表2 药材样品水分、总灰分、水溶性浸出物含量测定结果（%，n = 2）
Tab. 2 Results of content determination of moisture，total ash and

water - soluble extract of Achillea wilsoniana samples（%，n = 2）

样品编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6

水分

10. 15
11. 40
10. 40
11. 53
11. 78
11. 98

总灰分

5. 45
8. 33
5. 24
6. 86
6. 53
8. 19

浸出物

11. 54
8. 20
7. 37
8. 24
8. 76
9. 69

样品编号

S7
S8
S9
S10
X

水分

12. 10
12. 23
11. 63
11. 55
11. 48

总灰分

12. 20
13. 29
9. 37
7. 74
8. 32

浸出物

7. 62
9. 09
10. 18
9. 42
9. 01

A / mAU
500

400

300

200

100

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

R
S10
S9
S8
S7
S6
S5
S4
S3
S2
S1

图1 10批药材样品高效液相色谱叠加指纹图谱

Fig. 1 Superimposed HPLC fingerprints of 10 batches of Achillea wilsoniana samples
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素、异牡荆苷、槲皮素 - 4′ - O - β - D -葡萄糖苷色谱

峰保留时间与对照品色谱峰一致，各成分分离度均大

于 1. 5，理论板数均大于 15 000，且空白对照无干扰。详

见图4。
线性关系考察：精密量取 2. 2. 2项下混合对照品溶

液适量，逐级稀释成不同质量浓度的系列混合对照品

溶液，按 2. 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，以

待测成分质量浓度（X，mg / mL）为横坐标、峰面积（Y）为

纵坐标进行线性回归，得回归方程，异荭草素为 Y1 =
402. 56X1 + 0. 230 5（r = 0. 999 9）、异牡荆苷为 Y2 =
303. 68X2 + 1. 314 5（r = 0. 999 5）、槲皮素 - 4′ - O - β -
D -葡萄糖苷为Y3 = 309. 48X3 + 0. 102 0（r = 0. 999 8）。

结果表明，异荭草素、异牡荆苷、槲皮素 - 4′ - O - β -
D -葡萄糖苷质量浓度分别在 12. 55～ 200. 82 μg / mL、
7. 20～115. 28 μg / mL、6. 14～98. 20 μg / mL范围内与

峰面积线性关系良好。

精密度试验：取样品（编号 S1）适量，按 2. 2. 2项下

方法制备供试品溶液，按 2. 2. 1项下色谱条件连续进样

测定 6次，记录峰面积。结果异荭草素、异牡荆苷、槲皮

素 - 4′ - O - β - D - 葡萄糖苷峰面积的 RSD分别为

0. 82%，0. 81%，2. 12%（n = 6），表明方法精密度良好。

稳定性试验：取 2. 2. 2项下供试品溶液（编号 S1），

分别于室温下放置 0，4，8，18，20，24 h时按 2. 2. 1项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。结果异荭草素、异牡

荆苷、槲皮素 - 4′ - O - β - D -葡萄糖苷峰面积的RSD
分别为 0. 54%，0. 67%，2. 05%（n = 6），表明供试品溶液

在室温放置24 h内基本稳定。

重复性试验：取药材样品（编号S1）适量，按2. 2. 2项下

方法制备供试品溶液，平行6份，按2. 2. 1项下色谱条件

进样测定，记录峰面积。结果异荭草素、异牡荆苷、槲皮

素 - 4′ - O - β - D - 葡萄糖苷峰面积的 RSD分别为

1. 78%，1. 95%，2. 24%（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量药材样品粉末（编号

S1）约 0. 5 g，精密称定，各 6份，分别加入异荭草素、异

牡荆苷、槲皮素 - 4′ - O - β - D - 葡萄糖苷对照品

0. 741 5，0. 254 3，0. 182 5 mg，按2. 2. 2项下方法制备供

试品溶液，按 2. 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面

积并计算加样回收率。结果见表3。
2. 3. 2 药材样品含量测定

取各批药材样品粉末约1. 0 g，精密称定，按2. 2. 2项下

方法制备供试品溶液，按 2. 2. 1项下色谱条件进样测

定，记录峰面积并按标准曲线法计算样品中 3种待测成

分含量。结果见表4。
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3 讨论

3. 1 样品提取方法选择

预试验中分别考察了提取溶剂（30%甲醇、70%甲

醇、甲醇、30%乙醇、70%乙醇、乙醇、水）、提取时间（15，
30，45 min）、提取方式（超声、回流）对提取效果的影

响，在考虑供试品制备方法的高效、简单、方便操作等

因素前提下最终确定，提取溶剂为 70%甲醇、超声处理

15 min为最佳提取方法。

3. 2 色谱条件优化

预试验中对不同检测波长进行了考察，发现各待

测成分在 330，350，365 nm波长处有较大吸收，但在

330，350 nm波长处有杂质峰干扰，且基线分离效果不

如365 nm，故最终选择365 nm为检测波长；比较了不同色

谱柱的分离效果，发现MG Ⅱ C18柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 μm）具有较高柱效，能较好地分离待测成分与杂质

峰；流动相考察了乙腈 - 0. 1%磷酸溶液、甲醇 - 0. 1%
磷酸溶液、甲醇 -水、乙腈 -水，发现以乙腈 - 0. 1%磷

酸溶液为流动相时，各色谱峰的峰形及分离度较好；还

考察了不同柱温（30 ℃、35 ℃、40 ℃）及流速（0. 7，0. 8，
1. 0 mL / min），发现 30 ℃为分析检测的最佳柱温，流速

为 0. 7 mL / min时色谱峰分离效果优于 0. 8 mL / min
及1. 0 mL / min，故可确定最佳色谱条件。

3. 3 结果分析

有文献报道，土一枝蒿药材中主要含有萜烯类，生

物碱类等化学成分，具有抗炎、解热、镇痛、抗菌、血管

保护等药用价值［5 - 13］。国内外文献尚未见其质量控制

相关研究报道，在《贵州省中药材、民族药材质量标准》

（2003年版）中仅以土一枝蒿药材的性状及显微鉴别作

为质量控制指标，不能全面控制药材的质量。因此，本

试验中对土一枝蒿药材进行了指纹图谱及含量测定的

研究，结果表明，10批不同产地和不同批次土一枝蒿药

材相似度均大于 0. 940，说明贵州省内各产地的药材质

量均一性较高。水分与浸出物含量相对总灰分含量而

言差异较小，范围较宽，说明贵州省不同产地的土一枝

蒿药材中无机成分、杂质、泥沙含量差异较大。不同产

地的样品含量存在差异，其中 S4样品中异荭草素、异牡

荆苷、槲皮素 - 4' - O - β - D -葡萄糖苷含量较低，S5
样品含量较高，除这两批药材外，其余 8批土一枝蒿药

材中 3种成分含量较均衡。由以上结果可知，药材成分

含量差异与产地的差异有一定相关性。

综上所述，本研究中建立的HPLC指纹图谱及含量

测定的方法简单，准确可靠，样品的收集具有一定代表

性，可为土一枝蒿药材的质量控制提供参考。
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表3 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 3 Results of the recovery test（n = 6）

待测成分

异荭草素

异牡荆苷

槲皮素 - 4′ - O -
β - D -葡萄糖苷

样品含量

（mg）
0. 735 5
0. 718 6
0. 721 1
0. 723 1
0. 732 5
0. 732 9
0. 256 7
0. 250 8
0. 251 7
0. 252 4
0. 255 7
0. 255 8
0. 178 5
0. 174 4
0. 175 0
0. 175 5
0. 177 8
0. 177 9

加入量

（mg）
0. 741 5
0. 741 5
0. 741 5
0. 741 5
0. 741 5
0. 741 5
0. 254 3
0. 254 3
0. 254 3
0. 254 3
0. 254 3
0. 254 3
0. 182 5
0. 182 5
0. 182 5
0. 182 5
0. 182 5
0. 182 5

测得量

（mg）
1. 450 0
1. 444 8
1. 446 6
1. 462 0
1. 468 2
1. 448 6
0. 519 4
0. 513 7
0. 502 6
0. 504 0
0. 510 5
0. 519 6
0. 369 4
0. 367 1
0. 362 9
0. 361 5
0. 368 6
0. 367 5

回收率

（%）

96. 36
97. 94
97. 84
99. 65
99. 22
96. 52
103. 30
103. 38
98. 66
98. 94
100. 20
103. 74
104. 60
105. 59
102. 96
101. 92
104. 55
103. 89

X
（%）

97. 92

101. 37

103. 92

RSD
（%）

1. 38

2. 33

1. 26

表4 药材样品含量测定结果（mg / g，n = 2）
Tab. 4 Results of the content determination of three components

in 10 batches of Achillea wilsoniana samples（mg / g，n = 2）

样品

编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
X

异荭草素

1. 380 6
1. 676 0
1. 463 4
0. 407 9
1. 985 4
1. 436 1
1. 809 5
1. 463 7
1. 409 3
1. 178 0
1. 421 0

异牡荆苷

0. 461 9
0. 540 7
0. 462 5
0. 158 8
0. 684 4
0. 386 5
0. 487 1
0. 378 0
0. 368 8
0. 291 7
0. 422 0

槲皮素 - 4′ - O - β -
D -葡萄糖苷

0. 357 3
0. 343 9
0. 368 0
0. 185 3
0. 585 8
0. 190 3
0. 241 6
0. 173 3
0. 196 4
0. 192 5
0. 283 4
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