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基于超高效液相色谱鄄质谱联用技术

对大麻植物中 3 种成分及化学表型分析
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摘摇 要摇 建立了超高效液相色谱-质谱联用(UPLC / PDA鄄QDa)同时对大麻植物中 驻9鄄四氢大麻酚(驻9鄄THC)、
大麻酚(CBN)和大麻二酚(CBD)进行定性与定量分析的方法。 缴获的大麻植物用甲醇超声萃取, 采用甲醇

(含 0. 1%甲酸)和超纯水为流动相, 等度洗脱, 流速为 0. 2 mL / min, 经 Waters UPLC BEH C18 柱(50 mm伊
2. 1 mm, 1. 7 滋m)分离, 利用光电二极管阵列检测器(PDA)在 220 nm 波长下检测, 并通过质谱检测器

(QDa)对目标洗脱峰进行追踪确证。 在 0. 5 ~ 20 滋g / mL 浓度范围内, 3 种大麻酚类化合物的质量浓度与峰面

积呈良好的线性关系, R逸0. 999; 低、中、高添加水平的平均回收率为 82% ~ 102% , 相对标准偏差(RSD)在
0. 4% ~ 4. 1%之间。 本方法稳定、简便、灵敏, 能够满足检测需求。 根据 驻9鄄THC、(驻9鄄THC+CBN) / CBD、
驻9鄄THC / CBD或 CBN / CBD 表型指数, 区分不同产地大麻的化学表型, 为大麻植物的检测分析和质量控制提

供了有效手段。
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1摇 引 言

大麻植物是非法加工制造大麻制品的基本原料。 大麻中的大麻酚类化合物是影响中枢神经最重要

的成分, 其中作用最强的精神活性物质是 驻9鄄四氢大麻酚(驻9鄄Tetrahydrocannabinol, 驻9鄄THC), 非精神

活性的大麻二酚(Cannabidiol, CBD)可以调节 驻9鄄THC 的欣快效应, 大麻酚(Cannabinol, CBN)具有镇

静和麻醉功效[1,2]。 大麻酚类类化合物的含量受遗传、栽培环境、收获时间、储存条件等因素的影

响[3 ~ 5], 根据以下 3 种表型指数, 可将大麻分为毒品型大麻(玉型)和纤维型大麻(域型) [2,6 ~ 9]:(1)依
据 驻9鄄THC 含量判断。 若 驻9鄄THC 含量>0. 3% , 则为毒品型大麻; 若 驻9鄄THC 含量<0. 3% , 则为纤维

型大麻。 (2)依据表型指数计算公式(驻9鄄THC+CBN) / CBD 判断。 若表型指数>1, 则为毒品型大麻;
若表型指数<1, 则为纤维型大麻。 (3)依据两个表型指数 驻9鄄THC / CBD 和 CBN / CBD 判断。 若两个表

型指数之一大于 1, 则为毒品型大麻; 而如果两个都小于 1, 则为纤维型大麻。
目前, 对大麻酚类的分析检测方法主要有气相色谱鄄串联质谱法(GC鄄MS / MS)、液相色谱鄄串联质谱

法(LC鄄MS / MS)。 气相色谱分析过程需要对大麻样品进行加热衍生化的前处理, 在此过程中, 酸性大

麻酚类会脱羧成为它们的中性对应物[6,8]; 液相色谱法则不需要加热即可直接分析测定大麻中的酸性

和中性大麻酚类[10 ~ 13], 实现对大麻植物中组成成分的完整分析。 Happyana 等采用 LC鄄MS 方法对大麻

植物中大麻酚类成分的分析检测, 耗时 40 min[1]。 Ambach 等采用 HPLC鄄DAD 方法, 将时间缩短至

16 min[10]。 本研究的超高效液相色谱采用高压小颗粒填料, 使分析效率和分离度显著提高[14 ~ 17], 同

时借助 QDa 质谱检测器对目标物分子信息进一步确认。 利用此技术, 成功建立了一种可在 7 min 内完

成对大麻植物中 3 种成分 驻9鄄THC、CBN 和 CBD 检测的分析方法(3 种大麻酚类的分子结构式见图 1),
从而实现对大麻植物化学表型的分类, 为大麻原植物类毒品犯罪的缉查及从法庭科学角度为大麻原植

物类毒品犯罪的定罪量刑提供科学依据和理论参考。
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图 1摇 3 种大麻酚类的分子结构式

Fig. 1摇 Chemical structures of three cannabinoids

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

ACQUITY UPLC H鄄Class 超高效液相色谱仪(Waters EmpowerTM3数据处理系统, 美国 Waters 公司);
ACQUITY 光电二极管阵列检测器(PDA, 可操作波长 190 ~ 500 nm, 光学分辨率 1. 2 nm)和 ACQUITY
QDaTM质谱检测器(美国 Waters 公司); 超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司); 台式高速冷冻离心

机(德国 Sigma 公司); Mettler Toledo鄄XS105 电子天平(瑞士 Mettler 公司); 高速万能粉碎机(天津市泰

斯特仪器有限公司); 0. 22 滋m MCE 针头式过滤器(上海岛津技迩商贸有限公司)。
甲醇(美国 Fisher Scientific 公司)、甲酸(美国 Sigma 公司)为色谱纯; 实验用水均为超纯水(美国

Millipore 公司超纯水装置制备); 驻9鄄THC、CBD 和 CBN 标准品(均为 1. 0 mg / mL 甲醇溶液, 美国 Ceril鄄
liant 公司), -20益避光保存。

混合标准溶液的配制:分别准确移取 驻9鄄THC、CBD 和 CBN 标准储备液置于 2 mL 容量瓶中, 以甲

醇稀释并定容, 配制成 0. 5、1、2、5、10 和 20 滋g / mL 的系列混合标准溶液。
2. 2摇 样品前处理

选取不同产地的 30 个大麻样本, 经登记备案获批后, 研磨成均匀细粉待用。 准确称取 10 mg 大麻

植物粉末, 置于 15 mL 塑料离心管中, 加入甲醇 5 mL, 经水浴超声萃取 30 min 后, 以 6000 r / min 离心

5 min, 取上清液过 0. 22 滋m 针孔滤膜, 供 UPLC / PDA鄄QDa 分析。
2. 3摇 分析条件和数据分析

色谱条件:色谱柱为 Waters ACQUITYTM UPLC BEH C18柱(50 mm伊2. 1 mm, 1. 7 滋m); 柱温 35益;
样品室温度为 20益; 进样体积为 2 滋L; 流动相为甲醇(含 0. 1%甲酸)鄄水(87颐 13, V / V), 等度洗脱, 流

速为 0. 2 mL / min; 在 220 nm 波长处进行检测; 使用 10%甲醇溶液清洗密封圈; 运行时间 7 min。
质谱条件:Waters 质谱检测器 QDa, 电喷雾离子源, 扫描质量范围为 m / z 100 ~ 500 Da。 从超高效

液相色谱柱流出来的样品直接进入质谱分析, 正离子扫描, 采样速率 10 点 / s, 毛细管电压为 0. 8 kV,
锥孔电压为 30 V, 探头温度为 600益。

利用 Waters EmpowerTM3数据处理系统得到 3 种大麻酚类化合物的含量数据, 采用 SIMCA鄄P11. 5
(Umetrics AB, Umea, Sweden)软件作主成分分析, 通过得分图获得不同产地大麻样本的分型信息。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 样品前处理条件的优化

为进一步优化前处理条件, 实验选用甲醇作为提取剂, 以超声方式进行萃取, 考察了不同萃取时

间(15、 30 和 45 min)和萃取次数(1 和 2 次)对大麻酚类提取效率(峰面积)的影响。 最终采用 30 min
超声 1 次的条件, 第 1 次提取后, 各目标物峰面积均达到两次提取各目标物峰面积之和的 95%以上。
3. 2摇 UPLC / PDA鄄QDa 条件的选择

为改善峰形, 本实验尝试在甲醇中加入 0. 1%甲酸溶液, 采用甲醇鄄水(87颐 13, V / V)等度洗脱时,
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不仅能达到较好的分离效果, 且分离时间较短, 目标分析物可在 4 min 内流出色谱柱。 为避免天然产

物中组分众多可能存在的样品间干扰, 将分离检测时间延长至 7min。 采用优化后的实验条件, 对大麻

混合标准溶液及大麻植物样品溶液检测, 3 种目标大麻酚类化合物的色谱图见图 2。
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图 2摇 大麻混合标准溶液(A)和大麻植物样品溶液(B)的超高效液相色谱图

Fig. 2摇 UPLC chromatograms of cananbis mixture reference (A) and cannabis plant (B)
1. CBD, 2. CBN, 3. 驻9鄄THC.

3. 3摇 UPLC 方法学验证

3. 3. 1摇 方法的专属性 摇 在方法建立期间, 通过优化峰间距并增大分离度, 保证峰的专属性。 CBD、
CBN 和 驻9鄄THC 的保留时间分别为 1. 1、1. 6 和 1. 9 min, 各成分与其相邻色谱峰的分离度均大于 1. 6,
拖尾因子在 1. 16 ~ 1. 23 之间。 同时, QDa 检测器作为光学数据的补充, 具有更高质量的定性质谱数

据, 可对组分进行进一步确证。 在正离子模式下扫描, 根据对混合标准溶液的碎片离子质谱图分析,
驻9鄄THC、CBN 和 CBD 的 m / z 分别为 315、311 和 315。 分别在 m / z 315 和 311 下提取离子流质谱图, 对

大麻样本的洗脱峰进行比对分析。 图 3 和图 4 是利用质谱检测器 QDa 对 驻9鄄THC、CBN 和 CBD 各峰的

追踪确证结果, 与 PDA 检测分析一致, 且无基质干扰。 在选定实验条件下, 所测的 3 个大麻酚类组分

与其它组分完全分离, 满足含量测定要求。
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图 3摇 大麻混合标准溶液(A)和大麻植物样品溶液(B)的提取离子流图(m / z 315)
Fig. 3摇 Extracted ion chromatograms of cananbis mixture reference (A) and cannabis plant (B) (m / z 315)
1. CBD; 2. 驻9鄄THC.

3. 3. 2摇 线性关系、检出限和定量限摇 配制 3 种大麻酚类化合物浓度分别为 0. 5 ~ 20. 0 滋g / mL 的系列混

合标准溶液, 按照上述条件进行检测分析。 以各分析物的峰面积 Y 为纵坐标, 浓度 X(滋g / mL)为横坐

标, 绘制标准曲线, 进行线性回归分析。 采用向空白样品中逐级降低加标浓度的方法确定检出限

(LOD)和定量限(LOQ), 按照信噪比 S / N逸3 和 S / N逸10 分别计算检出限和定量限。 3 种大麻酚类化

合物的回归方程、线性范围、相关系数、定量限及检出限见表 1, 在 0. 5 ~ 20. 0 滋g / mL 浓度范围内, 3 种

大麻酚类化合物线性关系良好(R逸0. 999), 可满足定量分析的要求。
3 . 3 . 3 摇 准确度和精密度 摇 向已知含量的大麻样品中分别添加低、中、高浓度水平的混合标准品,
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图 4摇 大麻混合标准溶液(A)和大麻植物样品溶液(B)的提取离子流图(m / z 311)
Fig. 4摇 Extracted ion chromatograms of cannabis mixture reference (A) and cannabis plant (B) (m / z 311)

表 1摇 驻9鄄THC、CBN 和 CBD 的线性回归方程、检出限(LOD)和定量限(LOQ)
Table 1摇 Calibration curves, limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ) for 驻9鄄THC, CBN and CBD

序号
Number

成分
Component

保留时间
Retention time

(min)

线性范围
Linear range
(滋g / mL)

回归方程
Regression equation

LOD
(滋g / mL)

LOQ
(滋g / mL)

1 驻9鄄THC 1. 924 0. 5 ~ 20 y=3. 76伊104 x-1. 15伊103(R=0. 9999) 0. 1 0. 4
2 CBN 1. 630 0. 5 ~ 20 y=6. 64伊104 x+3. 44伊103(R=0. 9998) 0. 05 0. 2
3 CBD 1. 129 0. 5 ~ 20 y=4. 00伊104 x-1. 06伊103(R=0. 9999) 0. 1 0. 4

每个浓度水平做 6 次平行实验, 进行加标回收实验, 评价方法的准确度。 同时, 对每个浓度水平在一

天内重复测定 6 次, 连续测定 6 天, 评价方法的日内精密度( Intra鄄day precision)和日间精密度( Inter鄄
day precision)。 由如表 2 可知, 3 种大麻酚类化合物的加标回收率范围为 82% ~102% , 相对标准偏差

(RSD)均小于 5% , 表明本方法精确可靠, 重复性良好。
表 2摇 大麻中 3 种成分的加样回收率实验结果(n=6)
Table 2摇 Results of recovery test of the three constituents in cannabis (n=6)

成分
Component

初始量
Original

(滋g / mL)

加入值
Added

(滋g / mL)

精密度 Precision(% )

日内 Intra鄄day 日间 Inter鄄day

测定值
Total found
(滋g / mL)

回收率
Recovery
(% )

相对标准偏差
RSD(% )

驻9鄄THC

CBN

CBD

10. 850 0. 6 2. 6 1. 0 11. 42 96 2. 5
10. 658 2. 0 2. 4 2. 0 12. 39 86 4. 1
10. 045 8. 0 4. 1 3. 3 16. 57 82 0. 77

1. 987 0. 6 0. 3 3. 0 2. 60 102 3. 3
1. 947 2. 0 0. 8 3. 5 3. 80 92 0. 65
1. 791 8. 0 4. 8 3. 3 9. 56 97 0. 47

0. 590 0. 6 0. 6 3. 8 1. 21 103 3. 6
0. 578 2. 0 2. 0 0. 9 2. 52 97 0. 61
0. 543 8. 0 3. 2 3. 4 8. 16 95 0. 36

3. 4摇 实际样品分析

应用本方法测定不同产地的大麻植物样本中 3 种大麻酚类化合物的含量, 依据不同的表型指数计

算公式对样本进行化学表型划分, 结果见表 3。
受遗传特征、栽培环境、收获时间、储存条件等因素的影响, 大麻植物样本中 3 种大麻酚类化合物

的含量有很大差异。 在许多国家, 大麻种植被认为是非法的, 而在允许种植的国家中, 需要测试栽培

品种中精神活性物质 驻9鄄THC 的含量需低于法律允许下限。 在欧洲, 允许种植的大麻, 其 驻9鄄THC 最

大含量为干物质重量的 0. 2% 或 0. 3% , 以此作为国家规定限度[11]。 本实验测定的大麻植物样本中

驻9鄄THC、CBN 和 CBD 含量变化范围分别在 0. 026% ~ 1. 44% 、0. 006% ~ 3. 33%和 0. 006% ~ 3. 84%之

间。 根据含量结果判断, 表 3 中有 12 个大麻样本的 驻9鄄THC 含量大于 0. 3% , 可归为毒品型大麻。
据文献[4]报道,由于对热和光的不稳定性,大麻植物样品中的驻9鄄THC浓度会随时间延长而降
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表 3摇 大麻样本中 3 种大麻酚类化合物的测定结果
Table 3摇 Contents of 3 kinds of cannabinoids in cannabis samples

编号
No.

大麻样本
Cannabis
sample

含量 Content (w / w, % )

驻9鄄THC
表型指数(1)
Phenotypic
index(1)

CBN CBD

表型指数(2)
Phenotypic index(2)

表型指数(3)
Phenotypic index(3)

(驻9鄄THC+CBN) / CBD 驻9鄄THC / CBD CBN / CBD

化学表型
Phenotype

1 HLJ鄄1 0. 395 ND ND - - - 玉
2 HLJ鄄2 0. 505 ND 0. 035 14. 43 14. 43 - 玉
3 HLJ鄄3 1. 44 3. 33 0. 317 15. 04 0. 43 10. 49 玉
4 HLJ鄄4 0. 423 0. 01 0. 409 1. 06 1. 03 0. 02 玉
5 HLJ鄄5 0. 047 ND 0. 056 0. 84 0. 84 - 域
6 HLJ鄄6 0. 021 ND 0. 108 0. 19 0. 19 - 域
7 HLJ鄄7 0. 033 ND 0. 351 0. 094 0. 094 - 域
8 HLJ鄄8 0. 224 0. 006 0. 053 4. 34 4. 23 0. 11 玉,域
9 NMG鄄1 0. 671 0. 012 0. 031 22. 03 21. 65 0. 39 玉
10 NMG鄄2 0. 632 0. 007 0. 029 22. 03 21. 79 0. 24 玉
11 NMG鄄3 0. 693 0. 012 ND - - - 玉
12 NMG鄄4 0. 031 ND 0. 325 0. 095 0. 095 - 域
13 NMG鄄5 0. 038 ND 0. 046 0. 83 0. 83 - 域
14 NMG鄄6 0. 045 ND 0. 034 1. 91 1. 91 - 玉,域
15 XJ鄄1 0. 375 ND ND - - - 玉
16 XJ鄄2 0. 338 ND ND - - - 玉
17 XJ鄄3 0. 485 ND ND - - - 玉
18 XJ鄄4 0. 454 0. 007 0. 014 32. 93 32. 43 0. 5 玉
19 XJ鄄5 0. 202 2. 92 3. 84 0. 81 0. 05 0. 76 域
20 XJ鄄6 0. 125 0. 007 0. 01 13. 2 12. 5 0. 7 玉,域
21 XJ鄄7 0. 216 ND 0. 084 2. 57 2. 57 - 玉,域
22 XJ鄄8 0. 101 0. 01 0. 067 1. 65 1. 51 0. 15 玉,域
23 SX鄄1 0. 731 ND 0. 484 1. 51 1. 51 - 玉
24 SX鄄2 0. 386 ND 0. 037 10. 43 10. 43 - 玉
25 SX鄄3 0. 026 ND 0. 070 0. 37 0. 37 - 域
26 SX鄄4 0. 033 0. 033 ND - - - 域
27 SX鄄5 0. 084 ND 0. 008 10. 5 10. 5 - 玉,域
28 SX鄄6 0. 072 ND 0. 042 1. 71 1. 71 - 玉,域
29 SX鄄7 0. 034 ND 0. 010 3. 4 3. 4 - 玉,域
30 SX鄄8 0. 095 0. 006 0. 006 16. 83 15. 83 1 玉,域

HLJ: 黑龙江(Heilongjiang); NMG: 内蒙古( Inner Mongolia); XJ: 新疆(Xinjiang); SX: 陕西(Shaanxi)。 玉: 毒品型大麻(drug鄄type
cannabis); 域: 纤维型大麻(fiber鄄type cannabis)。 ND, not detected.

低。 考虑到检材中大麻酚类受环境等因素造成的含量变化, 可以 3 种大麻酚类化合物的相对组成含量

判断化学表型。 以表型指数(2)进行样本分型, 有 17 个样本被归为毒品型, 其中有 9 个样本的驻9鄄THC
含量均低于 0. 3% , 但仍归为毒品型大麻。 表型指数(3)是对表型指数(2)的拆分, 据此分型, 得到判

断与表型指数(2)的结果一致。 该判断方法不适用于未检出 CBD 的植物样本表型分析, 但对于利用检

材中 驻9鄄THC 含量降低推断检材变化, 对法庭科学具有一定的信息价值。
3. 5摇 基于主成分分析的分型研究

主成分分析(Principal component analysis, PCA)通过对数据进行降维处理后, 可以直观显示各组样

品的差异[18 ~ 20]。 以大麻样本中 驻9鄄THC、CBN、CBD 的含量为变量, 作主成分(PCA)分析, 将黑龙江、
内蒙古、新疆和陕西 4 个产地大麻样本的 30 组含量数据导入 SIMCA鄄P 软件, 将数据标准化后进行 PCA
分析, 3 种大麻酚类化合物的累计贡献率达到 94. 4% , 所得的载荷图如图 5 所示, 不同产地的大麻样

本被分为 2 类即毒品型和纤维型大麻, 按照 3 种大麻酚类化合物的影响进行分类, 获得与表型指数

(1)吻合的分型结果。
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图 5摇 不同产地大麻样本 PCA 分析得分图

Fig. 5 摇 Score plots of cannabis samples from different origin
analyzed by principal component analysis (PCA)

4摇 结 论

本研究采用光电二极管阵列(PDA)检测器

与质谱检测(QDa)技术联用, 建立了同时测

定大麻植物中 3 种大麻酚类化合物含量的超

高效液相色谱与质谱联用分析方法, 可对3 种

大麻酚类实现色谱的快速分离及质谱的追踪

确证。 利用本方法对不同产地的大麻植物样

本进行含量分析, 并对利用不同的表型指数

和主成分分析判断大麻植物的化学表型进行

了探讨, 为监测和打击毒品型大麻的非法种

植提供了高通量快速检测方法和判断依据。
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Determination of Three Kinds of Cannabinoids in Cannabis Using
Ultra鄄high Performance Liquid Chromatography鄄Tandem Mass

Spectrometry and Analysis of Phenotype of Cannabis
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ZHENG Hui*2, LIU Yao*1,2
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Abstract摇 An analytical method of ultra鄄high performance liquid chromatography鄄tandem mass spectrometry
(UPLC / PDA鄄QDa) for the qualitative and quantitative analysis of 驻9鄄tetrahydrocannabinol ( 驻9鄄THC),
cannabidiol (CBD), and cannabinol (CBN) in confiscated cannabis was developed. The seized cannabis was
extracted in methanol by sonication. The binary mobile phase consisted of methanol (containing 0. 1% formic
acid) and water. After centrifugation, the supernatant was separated on Waters UPLC BEH C18 column (50
mm伊2. 1 mm, 1. 7 滋m) with isocratic elution at a flow rate of 0. 2 mL / min. The three cannabinoids were
analyzed by photodiode array ( PDA) detector at 220 nm and confirmed by mass spectrometer QDa. The
correlation coefficient of standard curve for the three cannabinoids in linearity range was not less than 0. 999,
as well as the recoveries were 82% -102% with the relative standard deviations (RSD) of 0. 36% -4. 12% at
three spiked levels. The method is specific, easy, quick and suitable for confirmation of the cannabinoids in
seized cannabis. Cannabis plants in different areas were classified by their chemical phenotype as drug鄄type or
fiber鄄type plants, taking into account the phenotypic index 驻9鄄THC, ( 驻9鄄THC+CBN) / CBD, or the
驻9鄄THC / CBD and the ( 驻9鄄THC + CBN) / CBD ratios. The analysis of the original composition of plant
material is necessary for the detection and the quality control of cannabis plants.
Keywords 摇 Ultra鄄high performance liquid chromatography鄄tandem mass spectrometry; Cannabis plants;
驻9鄄Tetrahydrocannabinol; Cannabidiol; Cannabinol; Phenotype
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