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不同产地带鱼高效液相色谱指纹图谱的 

建立及其聚类分析 

马明珠 1, 周宇芳 1,2*, 缪文华 2, 孟志娟 1,2, 廖妙飞 1, 周小敏 3, 邓尚贵 2, 郑  斌 1,2* 

(1. 浙江省海洋开发研究院, 舟山  316000; 2. 浙江海洋大学食品与药学学院, 舟山  316000;  

浙江兴业集团有限公司, 舟山  316000) 

摘  要: 目的  建立不同产地带鱼高效液相色谱(high performance liquid chromatographic, HPLC)指纹图

谱 , 结合聚类分析确定带鱼产地归属。方法   采用乙酸乙酯提取 , 料液比 1:100 (m:V), Agilent Eclipse 

XDB C18 柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm), 检测波长 210 nm, 柱温 30℃, 进样量 20 μL, 流速 0.5 mL/min, 乙腈(A)

和 0.1%磷酸水(B)为流动相梯度洗脱; 通过相似度评价系统和聚类分析对指纹图谱进行分析。结果  采用中药

色谱相似度评价系统建立了各产地带鱼 HPLC 指纹图谱共有模式, 确立了 13 个共有峰和 7 个特征峰。对 7 个

特征峰聚类分析, 结果显示 5 个产地 28 个带鱼样品能够按照产地来源正确聚类。结论  该方法操作简便、准

确可靠、重复性好, 可用于带鱼产地归属。 

关键词: 带鱼; 高效液相色谱; 指纹图谱; 聚类分析 

Establishment of high performance liquid chromatographic fingerprints of 
Trichiurus haumela from different origins and its cluster analysis 

MA Ming-Zhu1, ZHOU Yu-Fang1,2*, MIAO Wen-Hua2, MENG Zhi-Juan1,2, LIAO Miao-Fei1,  
ZHOU Xiao-Min3, DENG Shang-Gui2, ZHENG Bin1,2* 

(1. Zhejiang Marine Development Research Institute, Zhoushan 316000, China; 2. College of Food and Pharmacy, 
Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316000, China; 3. Zhejiang Xingye Industrial Group Co., Ltd.,  

Zhoushan 316000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish high performance liquid chromatographic (HPLC) fingerprints of 

Trichiurus haumela from different habitats and determine the origin of Trichiurus haumela based on cluster 

analysis. Methods  The samples were extracted by ethyl acetate, solid-liquid ratio 1:100 (m:V); Agilent Eclipse 

XDB C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 µm) was used as the chromatographic column; the detection wavelength was 

210 nm; the column temperature was 30℃; the injection volume was 20 µL; the flow rate was 0.5 mL/min; 

acetonitrile (A) and 0.1% phosphoric acid (B) were used as mobile phase gradient elution; the fingerprints were 

evaluated by similarity evaluation system and cluster analysis. Results  By using the Chinese medicine 
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chromatographic similarity evaluation system, the common patterns of HPLC fingerprint of Trichiurus haumela from 

different regions were established and 13 common peaks and 7 characteristics peaks were identified. Clustering 

analysis of 7 characteristic peaks showed that 28 Trichiurus haumela samples from 5 producing areas could be 

correctly clustered according to origin. Conclusion  This method is simple, accurate, reliable and reproducible, and 

can be used for identify of haumela. 

KEY WORDS: Trichiurus haumela; high performance liquid chromatographic; fingerprint; cluster analysis 
 
 

0  引  言 

带鱼(Trichiurus haumela)又称刀鱼或牙带鱼, 隶属于

鲈形目带鱼科, 因其易于捕捞、成本低廉等诸多优势, 是

我国海洋捕捞中产量最高的鱼类 , 占全球总捕捞量的

70%~80%。带鱼营养丰富, 肉质鲜美, 富含蛋白质、不饱

和脂肪酸和多种微量元素[1‒4], 有利于生产开发各种鱼类制

品, 具有很高的经济价值[5‒8]。品质决定商品价值, 不同环境

所产的带鱼在鲜度和质地上相差甚远[9], 目前市场上已形成

舟山带鱼、渤海带鱼、南海带鱼等多个知名品牌, 然而由于

其外形和银鳞具有高度的相似性, 带鱼的分类学至今仍未

得到解决。导致一些不法商贩为牟取利益, 以次充好, 扰乱

市场, 严重损害消费者利益。因此, 亟须建立客观、有效的

产地判别方法, 更好地对带鱼进行产地鉴定和归属。 

目前科学工作者对带鱼资源和生物学进行过大量研

究, 主要集中在海洋捕捞[10]、分类定名[11‒12]、年龄生长、

生殖及种群特征等方面[13‒17]。对带鱼的产地鉴定和归属研

究相对较少, 利用高效液相色谱(high performance liquid 

chromatographic, HPLC)指纹图谱技术研究带鱼产地归属的

文献尚未见报道。HPLC 指纹图谱技术是最常用的化学指纹

图谱研究方法, 在固定的色谱条件下, 样品中各组分的相对

保留时间值和相对峰面积值为各组分所特有, 各色谱峰的峰

面积值代表了不同化学成分的含量信息, 具有分离效能高、

重现性好、灵敏度高等优点[18‒20]。在中药材[21‒26]和部分海洋

生物如虾[27]、马粪海胆[28]、大黄鱼[29]、海参[30]、鲍鱼[31]、淡

菜[32]、贝类[33]等的质量控制和产地溯源领域得到了很好的应

用。因此, 本研究以渤海湾、黄海、舟山渔场、漳州海域和

印度洋 5 个产地的带鱼为研究对象, 建立其高效液相指纹图

谱检测方法, 通过中药色谱相似度评价系统和聚类分析对其

产地特征进行评价, 旨在为带鱼的产地鉴定和质量控制提供

参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

带鱼样品于同一捕捞鱼季分别采自不同产地(表 1), 

选取大小均一、体表光泽、鱼体饱满、鱼鳃鲜红、黏液透

明、眼球饱满的带鱼样品, 300~400 g, 冻存于‒80℃冰箱

中。按统计学随机选择用于实验分析。 

表 1  不同产地带鱼样品来源 
Table 1  Sources of Trichiurus haumela samples from different origins 

样品序号 产地 来源 

S1~S4 舟山渔场 浙江兴业有限公司 

S5~S6 舟山渔场 舟山普陀金鹏水产有限公司 

S7~S8 舟山渔场 舟山市东河市场 

S9~S13 渤海湾 大连荔沅海产有限公司 

S14~S18 黄海 青岛城阳金利源水产商行 

S19~S23 漳州海域 东山县鑫连水产食品有限公司 

S24~S28 印度洋 杭州农都市场 

 

Agilent 1260 高效液相色谱系统、ODS 小柱(美国安捷

伦公司); 梅特勒 XP204 万分之一电子天平(瑞士梅特勒-托

利多仪器公司); LGJ-10冷冻干燥机(北京四环科学仪器厂); 

KQ2200DE 超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 ); 

RE3000A 旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)。 

甲醇、无水乙醇、乙酸乙酯、氯仿、丙酮(分析纯, 国

药集团化学试剂有限公司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 德国默克

公司 ); 磷酸 (色谱纯 , 天津科密欧化开发中心 ); Agilent 

Eclipse XDB C18 柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)(美国安捷伦科

技有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品制备 

取 200~300 g 带鱼中间背部肌肉, 于‒55℃冰箱中预冻

24 h, 取出放入真空冷冻干燥机中干燥24 h, 研磨, 过60目筛, 

精密量取 0.8000 g样品于烧瓶中, 加入乙酸乙酯 80 mL, 超声

提取 40 min, 过滤, 蒸干, 过 ODS 小柱, 蒸干, 甲醇溶解并定

容至 5 mL, 过 0.22 µm 微孔滤膜, 得供试品溶液。 

1.2.2  色谱条件 

色谱柱: Agilent Eclipse XDB C18 柱(250 mm×4.6 mm, 

5 μm); 流动相: 乙腈(A): 0.1%磷酸水(B); 检测波长: 210 nm; 

柱温: 30℃; 进样量: 20 μL; 流速: 0.5 mL/min; 洗脱程序

见表 2。 

1.2.3  方法学考察 

(1)精密度实验 

按照 1.2.1 方法制备一份供试品溶液, 按照 1.2.2 色谱

条件, 连续进样 5 次, 计算各共有峰的相对保留时间和峰

面积, 结果显示各共有峰的相对保留时间和峰面积的相对

标准偏差(relative standard deviations, RSDs)值均小于 5.0%, 

说明仪器的精密度良好。 
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表 2  乙腈(A)-0.1%磷酸水(B)梯度洗脱程序 
Table 2  Acetonitrile (A)-0.1% phosphate water (B) gradient 

elution procedure 

时间/min 乙腈(A)/% 0.1%磷酸水(B)/% 

0 5 95 

6 10 90 

11 27 73 

15 35 65 

23 60 40 

27 85 15 

42 87 13 

55 95 5 

60 100 0 

 
(2)重复性实验 

按照 1.2.1 方法制备共 5 份同一产地供试品溶液, 按

照 1.2.2 色谱条件, 连续进样 5 次, 计算各共有峰的相对保

留时间和峰面积值, 结果显示各共有峰的相对保留时间和

峰面积的 RSDs 值均小于 5.0%, 表明重现性良好。 

(3)稳定性实验 

取同一产地带鱼供试品溶液, 按照 1.2.2 色谱条件, 

在 0、4、8、12、16、24 h 分别进样, 计算各共有峰的相

对保留时间及相对峰面积值, 结果显示 RSDs 值均小于

5.0%, 表明带鱼供试品在室温 24 h 内稳定性良好。 

1.3  数据处理 

采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统 A 版

(2004)(国家药典委员会)对来自 5 个产地共 28 个带鱼样本

提取物的实验结果和数据进行分析。采用 SPSS 26.0 对带

鱼高效液相色谱特征峰进行聚类分析。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件的优化 

实验选取乙腈‒0.1%磷酸水、甲醇-水和乙腈-水 3 种

梯度洗脱体系进行比较研究(以下实验均进行 3 次重复), 

其中 A 相中乙腈明显优于甲醇, 无论在保留时间、分离度

和出峰数量上, 乙腈都具有明显优势。B 相上 0.1%磷酸与

纯水相比, 色谱峰的分离度及峰形均更好(图 1)。因此, 选

择乙腈‒0.1%磷酸水系统为流动相。 

 
 

 
 

注: 柱温 30℃; 检测波长 210 nm。 

图 1  不同流动相下的带鱼高效液相色谱图 

Fig.1  High performance liquid chromatograms of Trichiurus 
haumela at different mobile phases 

 
本研究选取了常见的一些检测波长(210、230、254、

280、320 nm)下的色谱图。结果显示 210 nm 波长下检测出

的色谱图峰较多(图 2), 因为绝大多数物质在 210 nm 下均

有吸收, 能够尽可能多地反映带鱼样品中的成分, 故选择

210 nm 作为检测波长。 

分别对 25、30 和 35℃ 3 个柱温条件进行考察, 结果

见图 3, 发现温度对色谱图的分离度和峰型并没有显著影

响, 30℃下的谱图峰型、分离度相对较好, 故选择 30℃为

检测柱温。 

综上, 最终确定了带鱼 HPLC 条件: 色谱柱, Agilent 

Eclipse XDB C18 柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动相, 乙

腈(A)和 0.1%磷酸水(B); 检测波长, 210 nm; 柱温, 30℃; 

进样量, 20 μL; 流速, 0.5 mL/min; 梯度洗脱程序见表 2。 

 
 

 
 

注: a~e 的波长分别为: 210、230、254、280、320 nm; 柱温 30℃; 流动相乙腈(A)和 0.1%磷酸水(B)。 

图 2  不同检测波长下的带鱼高效液相色谱图 

Fig.2  High performance liquid chromatograms of Trichiurus haumela at different detection wavelengths 
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注: 柱温 30℃; 流动相乙腈(A)和 0.1%磷酸水(B)。 

图 2(续)  不同检测波长下的带鱼高效液相色谱图 

Fig.2  High performance liquid chromatograms of Trichiurus haumela at different detection wavelengths 
 
 

 

 
注: 流动相乙腈(A)和 0.1%磷酸水(B); 检测波长 210 nm。 

图 3  不同柱温下的带鱼高效液相色谱图 

Fig.3  High performance liquid chromatograms of Trichiurus 
haumela at different column temperatures 

 
2.2  样品处理的优化 

由于不同提取剂的极性存在差异, 对带鱼样品的提

取能力也有所不同, 实验分别选用无水乙醇、丙酮、乙酸

乙酯、氯仿作提取溶剂, 采用优化后的色谱条件进行分析。

结果表明, 乙酸乙酯提取后色谱峰分离度最好, 相较其他

溶剂, 色谱峰的数量也更丰富, 更能反映带鱼样品成分, 

所以选取极性适中的乙酸乙酯为提取剂(图 4)。 

实验分别设置料液比为 1:50、1:100、1:150 (m:V) 3

个水平, 综合考虑了带鱼色谱图中共有峰的峰形、峰高、

峰面积及基线等因素, 发现料液比为 1:100 (m:V)时, 提取

的效果最佳(图 5)。 

最终确定带鱼供试品提取工艺: 精密量取已过 60 目

筛的带鱼样品 0.8000 g, 置于圆底烧瓶中, 准确加入乙酸

乙酯 80 mL, 超声提取 40 min, 过滤, 蒸干, 过 ODS 小柱, 

蒸干, 甲醇溶解并定容至 5 mL, 过 0.22 µm 微孔滤膜, 即

得供试品溶液。 

 
 

 

 
注: 流动相 0.1%磷酸水(B); 检测波长 210 nm; 柱温 30℃。 

图 4  不同溶剂提取的高效液相色谱图 

Fig.4  High performance liquid chromatograms of Trichiurus 
haumela extracted with different solvents 
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注: 流动相 0.1%磷酸水(B); 检测波长 210 nm; 柱温 30℃。 

图 5  不同料液比的带鱼高效液相色谱图 

Fig.5  High performance liquid chromatograms of Trichiurus 
haumela extracted with different solid-liquid ratios 

 
 

2.3  不同产地带鱼 HPLC 指纹图谱分析 

2.3.1  不同产地带鱼 HPLC 指纹图谱相似度和共有峰分析 

采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统 A 版(2004)(国

家药典委员会)对来自 5 个产地共 28 个带鱼样本的乙酸乙酯

提取物实验结果和数据进行分析, 得出指纹图谱共有模式, 

并通过相似度比较, 得到各个产地带鱼的参考指纹图谱。共

标定出 13 个共有峰, 且总峰面积占 90%以上, 其中 5、6、8、

9、11、12、13 号色谱峰分离度好, 代表性较强, 指纹特征

性明显, 可作为带鱼 HPLC 指纹图谱的特征峰(图 6)。 

 
 

图 6  不同产地带鱼的参考指纹图谱 

Fig.6  Reference fingerprints of Trichiurus haumela from  
different origins 

 

以图谱中 9 号峰为参照峰, 计算 7 个特征峰相对保留

时间(表 3)和峰面积(表 4)。由图 6 和表 3、4 可以看出, 5

个产地带鱼样品中 7 个特征峰相对保留时间的 RSDs 仅为

0.06%~1.53%, 相差较小 ; 而相对峰面积的 RSDs 为

23.10%~55.70%, 相差较大。由此可知, 不同产地带鱼样品

在化学成分种类上具有一致性, 但同一成分的含量具有显

著差异。推测这可能是带鱼生存环境和水文条件的影响引

起的, 不同产地的带鱼由于地理位置的不同、水文条件的

差异从而在营养物质的含量上有所不同。 

 
表 3  28 个不同产地带鱼特征峰的相对保留时间 

Table 3  Relative retention times of characteristic peaks of Trichiurus haumela from 28 different origins 

样品号 
特征峰 

5 6 8 9 11 12 13 

S1 0.815 0.891 0.929 1.000 1.064 1.085 1.145 

S2 0.812 0.889 0.928 1.000 1.065 1.086 1.147 

S3 0.810 0.887 0.928 1.000 1.066 1.087 1.147 

S4 0.812 0.891 0.929 1.000 1.065 1.085 1.146 

S5 0.814 0.891 0.929 1.000 1.064 1.085 1.145 

S6 0.813 0.889 0.928 1.000 1.065 1.086 1.146 

S7 0.814 0.890 0.929 1.000 1.065 1.085 1.145 

S8 0.812 0.891 0.928 1.000 1.064 1.085 1.146 

S9 0.818 0.893 0.931 1.000 1.064 1.084 1.142 

S10 0.818 0.893 0.931 1.000 1.064 1.084 1.142 

S11 0.817 0.819 0.893 1.000 1.065 1.085 1.142 

S12 0.810 0.888 0.927 1.000 1.066 1.088 1.151 

S13 0.816 0.892 0.930 1.000 1.065 1.0085 1.143 

S14 0.815 0.889 0.928 1.000 1.065 1.086 1.148 

S15 0.813 0.889 0.928 1.000 1.065 1.086 1.147 

S16 0.813 0.890 0.929 1.000 1.065 1.086 1.147 

S17 0.813 0.889 0.929 1.000 1.064 1.086 1.146 

S18 0.814 0.890 0.929 1.000 1.065 1.086 1.147 
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表 3(续) 

样品号 
特征峰 

5 6 8 9 11 12 13 

S19 0.811 0.888 0.928 1.000 1.065 1.087 1.148 

S20 0.813 0.891 0.929 1.000 1.064 1.085 1.145 

S21 0.813 0.891 0.929 1.000 1.064 1.085 1.145 

S22 0.813 0.892 0.929 1.000 1.065 1.085 1.146 

S23 0.814 0.891 0.928 1.000 1.065 1.086 1.145 

S24 0.813 0.891 0.929 1.000 1.064 1.086 1.146 

S25 0.813 0.890 0.928 1.000 1.065 1.087 1.146 

S26 0.814 0.891 0.929 1.000 1.065 1.086 1.145 

S27 0.813 0.892 0.927 1.000 1.066 1.084 1.146 

S28 0.814 0.891 0.929 1.000 1.065 1.085 1.147 

平均值 0.814 0.888 0.927 1.000 1.065 1.083 1.146 

RSD/% 0.24 1.53 0.73 0.00 0.06 1.35 0.17 

 
表 4  28 个不同产地带鱼特征峰的相对峰面积 

Table 4  Relative peak areas of characteristic peaks of Trichiurus haumela from 28 different origins 

样品号 
特征峰 

5 6 8 9 11 12 13 

S1 0.247 0.086 0.283 1.000 0.051 0.065 0.023 

S2 0.237 0.084 0.273 1.000 0.050 0.066 0.031 

S3 0.232 0.083 0.282 1.000 0.051 0.065 0.035 

S4 0.245 0.083 0.276 1.000 0.053 0.067 0.036 

S5 0.244 0.086 0.275 1.000 0.055 0.064 0.034 

S6 0.239 0.084 0.276 1.000 0.056 0.065 0.037 

S7 0.245 0.086 0.281 1.000 0.052 0.066 0.036 

S8 0.204 0.085 0.278 1.000 0.054 0.067 0.035 

S9 0.134 0.042 0.269 1.000 0.113 0.079 0.046 

S10 0.132 0.039 0.248 1.000 0.115 0.067 0.046 

S11 0.133 0.038 0.255 1.000 0.115 0.072 0.047 

S12 0.156 0.055 0.241 1.000 0.127 0.082 0.048 

S13 0.135 0.043 0.246 1.000 0.114 0.069 0.047 

S14 0.244 0.036 0.247 1.000 0.074 0.045 0.035 

S15 0.235 0.044 0.254 1.000 0.068 0.045 0.021 

S16 0.230 0.040 0.251 1.000 0.071 0.044 0.028 

S17 0.238 0.043 0.252 1.000 0.069 0.045 0.025 

S18 0.236 0.042 0.253 1.000 0.073 0.047 0.022 

S19 0.174 0.066 0.161 1.000 0.139 0.041 0.098 

S20 0.183 0.073 0.125 1.000 0.174 0.041 0.116 

S21 0.193 0.069 0.119 1.000 0.164 0.039 0.112 

S22 0.190 0.067 0.123 1.000 0.168 0.040 0.110 

S23 0.192 0.072 0.123 1.000 0.173 0.041 0.115 

S24 0.084 0.017 0.153 1.000 0.155 0.076 0.068 

S25 0.101 0.019 0.150 1.000 0.147 0.065 0.068 

S26 0.079 0.018 0.142 1.000 0.150 0.076 0.069 

S27 0.091 0.015 0.146 1.000 0.153 0.073 0.068 

S28 0.098 0.021 0.149 1.000 0.147 0.069 0.067 

平均值 0.184 0.055 0.219 1.000 0.105 0.060 0.054 

RSD/% 31.85 45.54 28.48 0.00 43.84 23.10 55.70 
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2.3.2  聚类分析 

本研究选取分离度好、代表性较强的 7 个特征峰进

行研究, 峰高和峰面积的 RSDs 值表明 7 个特征峰的区别

主要体现在峰面积上, 因此实验采用 SPSS 26.0 进行数据

处理, 将 5 个产地 28 个带鱼样品的 7 个特征峰相对峰面

积作为原始数据导入软件 , 用组间相关联接法计算 , 采

用平方欧式距离为测度进行系统聚类分析。从图 7 中可

看出, 当平方欧式距离为 25 时, 各产地带鱼分别聚类, 

其中舟山渔场与黄海先聚为一类, 再与渤海带鱼聚为一

类; 漳州海域与印度洋聚类之后与其他 3 个产地带鱼聚

类。同一产地的带鱼样品聚为一类, 说明同一产地的带鱼

样品间化学成分种类及含量大体相同; 不同产地间聚类

距离不同 , 说明不同产地间带鱼确有差别 , 距离越近带

鱼样品化学成分及含量越接近, 此与鱼类作为流动性食

物资源的特性有关。系统聚类分析能够比较综合、全面

地反映出样品间的关系。 

 

 
 

图 7  不同产地带鱼样品的 HPLC 指纹图谱聚类结果 

Fig.7  Results of cluster analysis about HPLC fingerprints of 
Trichiurus haumela samples from different origins 

 

3  结  论 

本研究通过单因素分析考察了流动相、检测波长、柱

温 3 个因素对带鱼液相色谱图的影响, 最终建立了带鱼样

品的高效液相色谱检测方法, 得到了色谱峰分离度高、峰

型较好的带鱼 HPLC 指纹图谱, 谱图的基线平稳, 指纹特

征性明显。为了尽可能全面地反映带鱼样本成分, 实验还

考察了不同提取溶剂及料液比对带鱼指纹图谱的影响, 结

果发现乙酸乙酯为提取剂提取, 料液比为 1:100 (m:V)时, 

提取的效果最佳。 

通过中药色谱相似度评价系统建立了不同产地带鱼

样品的指纹图谱共有模式, 确立了 13 个共有峰和 7 个特

征峰。聚类分析结果表明各产地带鱼分别聚类, 舟山渔场

与黄海先聚为一类 , 再与渤海带鱼聚为一类; 漳州海域

与印度洋聚类之后与其他 3 个产地带鱼聚类。可见, 带鱼

具有一定的地域特点, 不同带鱼样品间的亲疏远近关系

不同。 

所建立的指纹图谱分析方法操作方便、结果稳定准确, 

在继续完善指纹图谱相关数据库基础上, 能够实现带鱼产

地区分与鉴别, 为确定带鱼产地归属提供了参考。 
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