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广西不同产区两面针 HPLC 指纹图谱研究 
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摘  要：目的  采用高效液相色谱法建立两面针的 HPLC 色谱指纹图谱分析方法，为其品质控制提供可靠依据。方法  采
用 HPLC-UV 分析两面针的指纹图谱。色谱柱：UltimateTMXB C8柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为水（0.2%磷酸＋

0.2%三乙胺）（A）-乙腈（B），梯度洗脱：0～5 min，8%～12% B；5～7 min，12%～15% B；7～14 min，15%～21% B；14～
35 min，21%～25% B；35～40 min，25%～36% B；40～60 min，36%～52% B；60～80 min，52%～100% B；80～95 min，
100% B；体积流量 1.0 mL/min；柱温 35 ℃；检测波长 250 nm，测定 24 批两面针指纹图谱，应用相似度分析、系统聚类

分析，对两面针进行分类研究。结果  在色谱指纹图谱中，确定了 22 个共有峰，根据相似度分析、系统聚类分析的结果，

将 24 批药材分为 2 类。结论  该指纹图谱检测方法方便，重现性好，可用于两面针质量控制。 
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两面针为芸香科植物两面针 Zanthoxylum 
nitidum (Roxb.) DC. 的干燥根[1-2]，又名入地金牛、

蔓椒、双面针、双背针等，是广西的道地药材，其

茎皮、根和根皮中均含有生物碱类、无机元素、木

质素类。主治风湿性关节痛、牙痛、胃痛、咽喉肿

痛、毒蛇咬伤等症，现代研究表明两面针具有消肿

止痛、抗菌等活性，尤其在抗肿瘤方面具有较大开

发价值[3-5]。目前，两面针由于市场用量的逐年增大，

两面针原材料的采集已越来越困难，临近枯竭，市

场上两面针原料的伪品也较多。本实验建立了两面

针指纹图谱的分析方法，能更有效地控制其质量，

两面针的 GAP 规范种植提供借鉴。 
1  仪器与材料 

岛津高效液相色谱仪（包括 LC—20A 二元泵，

SIL—20A 标准自动进样器，SPD—20A 紫外可见检

测器，CTO—20A 柱温箱，CBM—20A 工作站）。

SB—3200T 超声波清洗仪（上海能信超声有限公

司）；Barnstead D3750 超纯水仪；BP—211D 电子分

析天平（德国赛多利斯 BS—224s）；RE—52AA 旋

转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）。 
鹅掌楸碱（质量分数＞98%）由广西师范大学

药用资源化学与药用分子教育部重点实验室分离所

得；氯化两面针碱（批号 110848-200502）、乙氧基

白屈菜红碱（批号 110847-200601）、L-芝麻素（质

量分数＞98%，批号 SE060523）、两面针对照药材

（批号 121014-200302）购于中国药品生物制品检定

所。乙腈（色谱纯，美国 Fisher 公司），甲醇（分析

纯，国药集团化学试剂有限公司），超纯水。各药材 
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样品具体来源见表 1，均由广西中医药研究院中药

研究所赖茂祥研究员鉴定为两面针 Zanthoxylum 
nitidum (Roxb.) DC. 的根。将药材 45 ℃干燥后粉

碎，过 40 目筛备用。 

表 1  样品来源 
Table 1  Sources of samples 

编号 来 源 编号 来 源 
S1 广西南宁市大塘 S13 广西灵山县沙坪镇 
S2 广西大新县榄圩镇 S14 广西马山县 
S3 广西大新县上古岭 S15 广西南宁市 
S4 广西大新县 S16 广西宁明县 
S5 广西金秀县大瑶山 S17 广西融水县 
S6 广西扶绥县 S18 广西上思县十万大山 
S7 广西南宁市高峰 S19 广西天等县 
S8 广西南宁市高峰林场 S20 广西田东县 
S9 广西崇左市 S21 广西武鸣县 
S10 广西隆安县 S22 广西武鸣县伊岭岩 
S11 广西南宁市西乡塘区 S23 广西玉林市 
S12 广西南宁市老虎岭 S24 中国药品生物制品检定所
 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱为 UltimateTMXB C8 柱（250 mm×4.6 
mm，5 μm），流动相为水（0.2%磷酸＋0.2%三乙胺）

（A）-乙腈（B），梯度洗脱：0～5 min，8%～12% B；
5～7 min，12%～15% B；7～14 min，15%～21% B；
14～35 min，21%～25% B；35～40 min，25%～36% 
B；40～60 min，36%～52% B；60～80 min，52%～

100% B；80～95 min，100% B。体积流量 1.0 
mL/min；柱温 35 ℃；检测波长 250 nm；进样量 10 
μL；分析时间 95 min。 
2.2  对照品溶液的制备 

精密称取氯化两面针碱对照品 2.41 mg、乙氧

基白屈菜红碱对照品 3.91 mg、鹅掌楸碱对照品 1.53 
mg 置 10 mL 棕色量瓶中，L-芝麻素对照品 1.87 mg，
置于 25 mL 棕色量瓶中，加适量无水乙醇使之溶解

并加至刻度，摇匀，得到混合对照品溶液。 
2.3  供试品溶液的制备 

取两面针药材 0.5 g，精密称定，加甲醇 30 mL，
回流提取 30 min，滤过，浓缩，残渣定容到 25 mL
量瓶中，过 0.45 μm 微孔滤膜，得供试品溶液。 
2.4  方法学考察 
2.4.1  精密度试验  取同一两面针药材供试品溶

液，按“2.1”项下色谱条件连续进样 5 次，记录色

谱图，结果表明，各共有峰与参比峰的相对保留时

间与相对峰面积的 RSD 值分别为 0.02%～0.20%与

0.80%～2.87%，结果表明仪器精密度较好，符合指

纹图谱要求。 
2.4.2  稳定性试验  取同一供试品溶液，按“2.1”
项下色谱条件分别于 0、2、4、8、12、24 h 进行测

定。各共有峰与参比峰的相对保留时间与相对峰面

积的 RSD 值分别为 0.12%～0.35%与 0.80%～

2.87%，结果表明供试品溶液在 24 h 内基本稳定。 
2.4.3  重复性试验  取同一两面针药材 5 份，同法

制备成供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件分别进

样检测，记录色谱图，结果表明，各共有峰与参比

峰的相对保留时间与相对峰面积的 RSD 值分别为

0.13%～0.35%与 0.05%～2.70%，说明本实验方法

的重复性良好，符合指纹图谱要求。 
2.5  样品测定 

分别吸取两面针供试品溶液与对照品溶液 10 
μL，注入高效液相色谱仪，按“2.1”项下色谱条件

进行测定。 
2.6  指纹图谱的建立及共有峰的确定 

分别制备 24 批两面针供试品溶液，按以上色谱

条件测定，记录色谱图（图 1）。根据 24 个产地两

面针指纹图谱的检测结果，生成两面针共有模式的

对照指纹图谱，分别选择鹅掌楸碱、氯化两面针碱、

乙氧基白屈菜红碱、L-芝麻素的色谱峰为参照峰。

分析色谱图可以确定两面针指纹图谱中的 22 个色

谱峰为其共有特征峰（图 2）。 

 
5-鹅掌楸碱  9-氯化两面针碱  10-乙氧基白屈菜红碱  18-L-芝麻素 

5-liriodenine  9-nitidine chloride  10-ethoxychelerythrine  18-L-sesamin 

图 1  两面针参照指纹图谱 (A) 与混合对照品 
(B) HPLC 图 

Fig. 1  Reference fingerprint (A) and HPLC chromatogram 
of mixed reference substances (B) of Z. nitidum 
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2.7  共有指纹峰的相对保留时间及相对峰面积 
在供试品色谱图中，以乙氧基白屈菜红碱色谱 

 
图 2  24 批两面针的 HPLC 色谱图 

Fig. 2  HPLC chromatograms of 24 batches of Z. nitidum  

峰（10 号峰）为参照峰[6]，将其保留时间和色谱峰

面积为 1，将其他特征峰的保留时间与峰面积和乙

氧基白屈菜红碱的保留时间与峰面积相比，得到各

峰的相对保留时间和相对峰面积（表 2 和 3）。按以

上方法计算 24 个产地药材的 22 个共有指纹峰的相

对保留时间和相对峰面积显示出了很好的“共有”

特点。 
2.8  指纹图谱相似度评价 

采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统软件

（2004A 版）对 24 批不同产地的两面针分别进行相

似度评价，计算各色谱图的整体相似度（表 4）。除

S1、S4、S8、S14、S17、S18、S23 相似度低于 0.90
外，其他产地的两面针指纹图谱相似度均高于 0.90。 
2.9  各产地两面针的聚类分析 

将不同产地两面针 HPLC 图谱中 22 个共有峰

的峰面积值标准化组成 24×22 阶原始数据矩阵，运

用 SPSS17.0 软件对其进行系统聚类分析，采用组间 

表 2  24 批样品共有峰的相对保留时间 
Table 2  Relative retention time of common peaks 

各指纹峰相对保留时间 
样品 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
S1 0.383 0.425 0.640 0.672 0.706 0.746 0.763 0.798 0.903 1.000 1.187 
S2 0.385 0.427 0.644 0.677 0.703 0.748 0.765 0.800 0.906 1.000 1.188 
S3 0.385 0.427 0.643 0.675 0.703 0.748 0.765 0.801 0.905 1.000 1.188 
S4 0.385 0.427 0.643 0.663 0.702 0.748 0.765 0.800 0.906 1.000 1.187 
S5 0.384 0.426 0.641 0.673 0.700 0.745 0.763 0.798 0.901 1.000 1.185 
S6 0.384 0.426 0.643 0.675 0.709 0.748 0.765 0.800 0.905 1.000 1.193 
S7 0.385 0.428 0.645 0.677 0.712 0.750 0.768 0.804 0.908 1.000 1.197 
S8 0.383 0.426 0.642 0.675 0.708 0.747 0.763 0.799 0.904 1.000 1.190 
S9 0.385 0.427 0.643 0.675 0.703 0.748 0.765 0.800 0.904 1.000 1.190 
S10 0.386 0.428 0.644 0.676 0.703 0.748 0.766 0.801 0.904 1.000 1.191 
S11 0.385 0.428 0.645 0.678 0.712 0.750 0.768 0.803 0.906 1.000 1.196 
S12 0.386 0.428 0.644 0.676 0.711 0.750 0.767 0.803 0.907 1.000 1.194 
S13 0.385 0.427 0.644 0.676 0.711 0.749 0.766 0.801 0.904 1.000 1.194 
S14 0.384 0.426 0.642 0.675 0.707 0.747 0.764 0.799 0.902 1.000 1.190 
S15 0.386 0.427 0.639 0.671 0.703 0.747 0.765 0.801 0.904 1.000 1.181 
S16 0.386 0.428 0.646 0.679 0.709 0.749 0.767 0.801 0.907 1.000 1.197 
S17 0.384 0.426 0.639 0.671 0.700 0.746 0.763 0.800 0.901 1.000 1.187 
S18 0.384 0.428 0.641 0.663 0.701 0.747 0.765 0.799 0.906 1.000 1.185 
S19 0.385 0.427 0.644 0.676 0.703 0.749 0.766 0.801 0.904 1.000 1.193 
S20 0.387 0.426 0.647 0.680 0.710 0.750 0.767 0.802 0.908 1.000 1.196 
S21 0.385 0.427 0.643 0.676 0.709 0.749 0.766 0.801 0.904 1.000 1.192 
S22 0.384 0.426 0.642 0.674 0.707 0.747 0.764 0.800 0.903 1.000 1.190 
S23 0.384 0.426 0.642 0.675 0.709 0.747 0.764 0.799 0.903 1.000 1.188 
S24 0.386 0.426 0.646 0.668 0.708 0.744 0.764 0.793 0.904 1.000 1.187 
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续表 2 

各指纹峰相对保留时间 
样品 

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

S1 1.245 1.328 1.385 1.527 1.584 1.642 1.721 1.820 1.873 1.904 1.959 

S2 1.248 1.332 1.390 1.532 1.593 1.647 1.727 1.823 1.880 1.908 1.963 

S3 1.248 1.332 1.390 1.532 1.593 1.647 1.727 1.823 1.880 1.908 1.963 

S4 1.248 1.331 1.390 1.531 1.593 1.647 1.726 1.823 1.880 1.908 1.970 

S5 1.244 1.327 1.386 1.527 1.594 1.643 1.715 1.818 1.875 1.903 1.961 

S6 1.251 1.335 1.392 1.534 1.596 1.651 1.730 1.829 1.883 1.913 1.969 

S7 1.255 1.338 1.396 1.539 1.600 1.655 1.735 1.834 1.888 1.918 1.974 

S8 1.247 1.329 1.388 1.530 1.590 1.646 1.724 1.822 1.876 1.906 1.958 

S9 1.251 1.336 1.395 1.537 1.599 1.654 1.734 1.830 1.888 1.916 1.972 

S10 1.253 1.337 1.396 1.539 1.601 1.656 1.736 1.832 1.890 1.918 1.977 

S11 1.254 1.338 1.396 1.538 1.600 1.654 1.734 1.833 1.887 1.918 1.974 

S12 1.253 1.335 1.394 1.536 1.598 1.652 1.732 1.831 1.885 1.916 1.972 

S13 1.252 1.336 1.393 1.535 1.597 1.652 1.731 1.830 1.884 1.914 1.970 

S14 1.247 1.330 1.388 1.529 1.590 1.645 1.724 1.823 1.877 1.907 1.959 

S15 1.242 1.325 1.383 1.524 1.585 1.640 1.718 1.815 1.871 1.899 1.955 

S16 1.255 1.337 1.397 1.539 1.601 1.656 1.736 1.834 1.891 1.920 1.974 

S17 1.250 1.334 1.393 1.535 1.596 1.651 1.731 1.828 1.886 1.915 1.974 

S18 1.245 1.327 1.386 1.527 1.587 1.643 1.722 1.818 1.875 1.903 1.961 

S19 1.251 1.334 1.392 1.534 1.594 1.650 1.729 1.829 1.883 1.913 1.969 

S20 1.255 1.339 1.397 1.540 1.602 1.657 1.736 1.835 1.891 1.920 1.974 

S21 1.251 1.335 1.392 1.535 1.596 1.648 1.730 1.828 1.883 1.913 1.970 

S22 1.248 1.331 1.388 1.530 1.591 1.646 1.725 1.824 1.878 1.908 1.964 

S23 1.245 1.329 1.386 1.527 1.587 1.642 1.721 1.819 1.873 1.902 1.958 

S24 1.243 1.327 1.387 1.525 1.590 1.640 1.721 1.824 1.880 1.904 1.952 
 
连接法，利用欧式距离（Euclidean）作为样品的测

度。根据 24 个样品之间相关系数由大到小的顺序合

并，样品中 S1、S2、S3、S4、S6、S7、S8、S9、
S10、S11、S12、S13、S14、S15、S16、S17、S18、
S19、S20、S21、S22、S23、S14 可以聚为 I 类，S5
单独聚为 II 类，该结果与指纹图谱相似度分析结果

相近（图 3）。 
3  讨论 
3.1  色谱条件的选择 

分别在 210、220、230、250、260、272、285、
300 nm 的波长处对样品进行测定，通过比较发现

250 nm 处色谱峰较多，峰形较好且吸光度较大，故

选择 250 nm 作为测定波长。本实验考察了 4 种流动

相系统：甲醇-水、乙腈-水、甲醇-水（0.2%磷酸＋

0.2%三乙胺）、乙腈-水（0.2%磷酸＋0.2%三乙胺）

进行二元梯度洗脱，结果表明，甲醇-水系统中色谱

峰分离较差，且甲醇-水、乙腈-水、甲醇-水（0.2%
磷酸＋0.2%三乙胺）系统基线漂移严重，乙腈-水

（0.2%磷酸＋0.2%三乙胺）系统的分离效果较好，

故选择乙腈-水（0.2%磷酸＋0.2%三乙胺）作为流动

相进行二元梯度洗脱。 
3.2  提取溶剂与提取方法 

分别比较了甲醇、乙醇、石油醚、氯仿、醋酸

乙酯对两面针的提取效果，结果表明甲醇提取的效

果最佳，色谱峰的数目最多，量较高，且峰形较好，

因此选为提取溶剂。分别比较超声提取、索氏提取、

加热回流 3 种方法，结果表明加热回流 0.5 h 效果最

好，因此选加热回流提取作为提取方法。 
3.3  结果分析 

本实验通过对 24 批两面针的指纹色谱图的比

较研究，发现不同产地的两面针整体色谱峰峰形相

似，相似度较高，但样品 S5 在非共有峰及特征指
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表 3  24 批样品共有峰的相对峰面积 
Table 3  Relative peak areas of common peaks for 24 batches of samples 

各指纹峰相对峰面积 
样品 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
S1 0.680 0.168 0.879 0.499 0.162 0.191 0.305 0.194 1.059 1.000 0.643 
S2 0.062 0.023 0.039 0.016 0.069 0.133 0.062 0.195 0.177 1.000 0.018 
S3 0.309 0.154 0.147 0.246 0.036 0.179 0.141 0.088 0.352 1.000 0.230 
S4 0.201 0.063 0.051 0.106 0.233 0.193 0.176 0.312 0.193 1.000 0.096 
S5 10.331 3.268 1.586 4.311 2.375 3.047 2.120 2.320 7.682 1.000 1.254 
S6 0.252 0.070 0.057 0.075 0.005 0.134 0.050 0.081 0.271 1.000 0.155 
S7 0.104 0.051 0.062 0.055 0.055 0.090 0.058 0.065 0.191 1.000 0.049 
S8 0.395 0.105 0.264 0.089 0.127 0.090 0.196 0.061 0.488 1.000 0.725 
S9 0.283 0.077 0.059 0.024 0.027 0.163 0.207 0.102 0.596 1.000 0.191 
S10 0.325 0.153 0.302 0.359 0.011 0.216 0.131 0.111 0.610 1.000 0.269 
S11 0.355 0.093 0.048 0.033 0.029 0.048 0.038 0.027 0.379 1.000 0.208 
S12 0.145 0.047 0.057 0.063 0.069 0.075 0.082 0.049 0.218 1.000 0.079 
S13 0.147 0.073 0.071 0.027 0.004 0.080 0.089 0.049 0.468 1.000 0.048 
S14 0.356 0.157 0.349 0.221 0.020 0.179 0.153 0.108 1.069 1.000 0.107 
S15 0.299 0.149 0.336 0.156 0.021 0.211 0.144 0.076 0.908 1.000 0.186 
S16 0.118 0.021 0.034 0.022 0.064 0.147 0.092 0.332 0.124 1.000 0.036 
S17 0.325 0.083 0.184 0.131 0.027 0.138 0.136 0.094 0.643 1.000 0.351 
S18 0.243 0.052 0.062 0.105 0.203 0.236 0.195 0.345 0.262 1.000 0.103 
S19 0.408 0.074 0.059 0.043 0.002 0.083 0.082 0.063 0.455 1.000 0.096 
S20 0.043 0.010 0.027 0.010 0.057 0.125 0.071 0.201 0.110 1.000 0.028 
S21 0.115 0.036 0.282 0.156 0.004 0.077 0.058 0.031 0.508 1.000 0.098 
S22 0.371 0.195 0.268 0.167 0.177 0.156 0.229 0.110 0.722 1.000 0.405 
S23 0.590 0.246 0.580 0.333 0.073 0.280 0.254 0.157 1.389 1.000 0.562 
S24 0.546 0.146 0.246 0.190 0.052 0.351 0.236 0.369 0.799 1.000 0.381 

各指纹峰相对峰面积
样品 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

S1 0.401 0.104 0.079 0.068 0.124 0.129 0.125 0.347 0.408 0.452 0.620 
S2 0.096 0.051 0.037 0.044 0.078 0.029 0.066 0.057 0.029 0.219 0.017 
S3 0.071 0.025 0.022 0.055 0.037 0.019 0.071 0.483 0.008 0.169 0.098 
S4 0.159 0.146 0.049 0.068 0.130 0.077 0.090 0.089 0.042 0.146 0.046 
S5 0.734 0.367 0.625 0.474 1.388 0.257 1.953 0.346 1.170 0.323 0.089 
S6 0.031 0.022 0.027 0.044 0.019 0.024 0.028 0.048 0.030 0.140 0.044 
S7 0.006 0.001 0.002 0.018 0.017 0.010 0.028 0.014 0.029 0.046 0.066 
S8 0.595 0.009 0.029 0.060 0.031 0.044 0.020 0.047 0.018 0.111 0.030 
S9 0.155 0.018 0.068 0.058 0.020 0.014 0.053 0.059 0.036 0.368 0.074 
S10 0.257 0.052 0.032 0.059 0.031 0.025 0.060 0.072 0.021 0.234 0.106 
S11 0.118 0.018 0.007 0.029 0.013 0.031 0.028 0.024 0.048 0.156 0.062 
S12 0.031 0.007 0.006 0.016 0.034 0.027 0.033 0.033 0.039 0.118 0.103 
S13 0.061 0.068 0.026 0.050 0,044 0.039 0.041 0.118 0.019 0.215 0.062 
S14 0.265 0.122 0.189 0.112 0.083 0.172 0.090 0.460 0.040 0.439 0.035 
S15 0.068 0.024 0.059 0.051 0.030 0.025 0.060 0.084 0.036 0.169 0.054 
S16 0.042 0.024 0.027 0.051 0.086 0.032 0.043 0.065 0.013 0.083 0.017 
S17 0.250 0.137 0.011 0.033 0.027 0.017 0.045 0.046 0.175 0.372 0.693 
S18 0.201 0.129 0.032 0.068 0.123 0.065 0.099 0.081 0.034 0.120 0.042 
S19 0.048 0.016 0.053 0.072 0.030 0.057 0.026 0.051 0.030 0.314 0.047 
S20 0.030 0.017 0.019 0.057 0.071 0.024 0.029 0.038 0.012 0.098 0.010 
S21 0.117 0.042 0.035 0.053 0.016 0.111 0.053 0.053 0.033 0.172 0.027 
S22 0.143 0.035 0.026 0.047 0.064 0.195 0.085 0.050 0.241 0.300 0.136 
S23 0.178 0.078 0.077 0.048 0.058 0.125 0.147 0.083 0.055 0.228 0.062 
S24 0.095 0.076 0.082 0.102 0.157 0.100 0.069 0.136 0.050 0.450 0.081 
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表 4  样品相似度 
Table 4  Similarity of samples 

批号 相似度 批号 相似度 
S1  0.794 S13  0.981 
S2   0.925 S14  0.891 
S3   0.922 S15 0.939 
S4 0.888 S16  0.904 
S5   0.498 S17  0.874 
S6  0.978 S18  0.877 
S7   0.940 S19  0.972 
S8  0.848 S20 0.909 
S9  0.976 S21 0.968 
S10  0.951 S22  0.929 
S11  0.973 S23  0.845 
S12  0.959 S24  0.932 

 

图 3  系统聚类分析结果 
Fig. 3  Results of hierarchical cluster analysis 

纹峰的相对大小上还存在一定的差别，说明不同产

地的种源受地域、土壤环境等影响较大，这对两面

针 GAP 规范种植产地规划具有一定参考作用。来

源相近的样品 S7、S8，相似度评价和聚类分析并不

接近，表明除了地域因素外，两面针受环境影响导

致个体间差异。从分析结果还可以看出，24 批样品

中绝大多数样品相似度均大于 0.9，表明各个产地药

材质量具有较好的相似性，因此，从实验结果中判

定作为两面针主产地的广西西南区域两面针质量是

稳定的，可以建立合格的两面针指纹图谱。 
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