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摘要：为了应对黑龙江省工业大麻的快速发展所带来的工业大麻花、叶、茎秆、种子等的大量检测需求，本文

建立了工业大麻花、叶、茎秆和种子中大麻二酚酸（ＣＢＤＡ）、大麻二酚（ＣＢＤ）、四氢大麻酚酸（ＴＨＣＡＡ）和四

氢大麻酚（ＴＨＣ）同时测定的高效液相色谱法。工业大麻花、叶、茎秆和种子中的４种大麻素经２０ｍＬ的

９０∶１０（Ｖ∶Ｖ）甲醇正己烷溶液分两次振荡提取后离心，收集全部上清液混合后，过滤。提取液采用Ｃ１８色谱

柱分离，可变波长紫外检测器检测，基质加标法定量。结果表明：大麻二酚、大麻二酚酸、四氢大麻酚和四氢

大麻酚酸４种大麻素在０．５～２５．０ｍｇ·Ｌ
１之间线性关系良好，相关系数Ｒ２均大于０．９９９４，４种大麻素的提取

回收率为８９．６％～９９．７％，相对标准偏差为１．５％～４．８％，检出限为０．１ｍｇ·ｋｇ
１。该方法具有快速、操作简

单、灵敏度高等优点，可满足工业大麻中大麻二酚、大麻二酚酸、四氢大麻酚和四氢大麻酚酸的检测要求。
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　　我国乃至全球对大麻的研究由来已久，目前

从大麻中已鉴定出约５００种化合物
［１］。在这５００

余种化合物中最受研究者关注的就是大麻素。大

麻素是特有的萜烯酚化合物，浓缩在植物毛状体

产生的树脂分泌物中，这些毛状体主要集中在雌

花序的特定部位。大麻素是一组化学结构类似化

合物，已知约１００种
［２］。在植物组织中，大麻素以

酸性（羧化）形式生物合成。发现的最常见的酚酸

类大麻素有四氢大麻酚酸Ａ（ＴＨＣＡＡ），大麻二

酚酸（ＣＢＤＡ）和大麻萜酚酸（ＣＢＧＡ）
［３４］。四氢大

麻酚酸以 ＴＨＣＡＡ 和 ＴＨＣＡＢ 两种形式存

在［５］，ＴＨＣＡＡ是四氢大麻酚酸的主要形式，且

在大麻样品中只能检测到ＴＨＣＡＡ，故将其称为

ＴＨＣＡ。ＴＨＣＡ和ＣＢＤＡ在经过高温干燥的条

件下脱羧成为四氢大麻酚 （ＴＨＣ）和大麻二

酚（ＣＢＤ）。大 麻 二 酚 （ＣＢＤ）和 四 氢 大 麻

酚（ＴＨＣ）是工业大麻中研究最广泛使用率最高

的２种大麻素
［６］，两者在医学上的地位逐渐增强，

四氢大麻酚（ＴＨＣ）通常被认为是具有精神活性

的化合物容易致瘾［７］，是我国严格管控的毒

品［８１０］。为了量化新鲜植物材料中曾经存在的总

ＴＨＣ含量和总ＣＢＤ含量，其中总ＴＨＣ含量为

ＴＨＣＡ和ＴＨＣ二者的总含量，同理总ＣＢＤ含量

为ＣＢＤＡ和ＣＢＤ的总含量。

工业大麻是指花叶干物质中总四氢大麻酚含

量低于０．３％的大麻品种
［１１１３］。目前工业大麻在

纺织、化妆品、食品以及医药等行业均有较大的发

展［１４１６］。随着黑龙江省工业大麻产业的快速发

展［１７１８］，工业大麻的种植面积逐年增加［１９２０］，目

前却缺乏与之相应的能够同时检测工业大麻花、

叶、茎秆和种子中大麻二酚、大麻二酚酸、四氢大

麻酚、四氢大麻酚酸测定含量的检测方法。建立

能够同时测定工业大麻中４种主要大麻素的高效

液相色谱检测技术标准，能有效提升我国工业大

麻检测能力和水平，可有效促进黑龙江省工业大

麻产业的发展。本方法基于高效液相色谱技术，

通过对工业大麻花、叶、茎秆和种子中大麻二酚、

大麻二酚酸、四氢大麻酚、四氢大麻酚酸提取方

式、提取溶剂、色谱条件的优化，建立了同时测定

工业大麻中４种大麻素含量的高效检测方法，以

期满足其快速检测需求。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

标 准 品 大 麻 二 酚 酸 （ＣＢＤＡ）、大 麻 二

酚（ＣＢＤ）、四氢大麻酚酸（ＴＨＣＡＡ）和四氢大麻

０６
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酚（ＴＨＣＡ）（１ｍｇ·ｍＬ
１，１ｍＬ）购自美国Ｃｅｒｉｌ

ｌｉａｎｔ公司。色谱纯乙腈、正己烷、甲醇、甲酸和乙

醇均购自北京迪马欧泰科技发展中心（中国）。分

析纯的磷酸购自北京益利精细化学品有限公

司（中国北京）。有机系滤膜（尼龙，０．２２μｍ）购

自北京迪马欧泰科技发展中心（中国）。

高效液相色谱，配有可变波长紫外检测

器（ＵＶＤ）日本岛津公司；ＢＴ２２０２Ｓ电子天平德

国赛多利公司；ＣＦ１５ＲＸ高速离心机日本日立公

司；ＨＳ５０１振荡器德国ＩＫＡ 公司；ＶＯＲＴＥＸ２涡

旋仪德国ＩＫＡ公司。

１．２　方法

１．２．１　试材制备　大麻花、叶、茎秆和种子来自

黑龙江省农业科学院经济作物研究所于哈尔滨市

道外区民主镇种植的龙麻五号。

大麻花、叶和大麻茎秆于避光通风处阴干，风

干后的大麻茎秆用铡刀切成１ｃｍ左右的小段，大

麻种子混匀。四分法取样，放入食品加工机粉碎，

过４０目筛，制成试样，放入试样瓶中密封，做上标

记，并置于－２０℃条件下保存，待测。

１．２．２　色谱条件　液相色谱柱：ＺＯＲＢＡＸＳＢ

Ｃ１８（粒径５μｍ，２５０ｍｍ×４．６ｍｍ）；柱温：

３５℃；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ１；进样量：１０μＬ；流动

相：０．１％甲酸水溶液＋乙腈（２５＋７５），保持

２５ｍｉｎ；检测波长：２５０ｎｍ。

１．２．３　标准储备液　分别精密量取１．００ｍＬ大

麻二酚、大麻二酚酸、四氢大麻酚、四氢大麻酚酸

标准溶液于１０ｍＬ棕色容量瓶中，用色谱甲醇稀

释至刻度，分别配制成浓度为１００ｍｇ·Ｌ
１的标准

储备溶液，－２０℃以下避光保存。

混合大麻二酚、大麻二酚酸、四氢大麻酚、四氢

大麻酚酸标准储备液：分别精密量取１００ｍｇ·Ｌ
１的

４种大麻素标准储备溶液１．０ｍＬ，于１０ｍＬ容量

瓶中用色谱甲醇稀释至刻度，配制成大麻二酚、大

麻二酚酸、四氢大麻酚、四氢大麻酚酸浓度为

１０ｍｇ·Ｌ
１的混合标准工作溶液，－２０℃以下避

光保存。

１．２．４　提取方法　分别称取粉碎后的大麻花、

叶、茎秆或种子约１．０ｇ（精确至０．０１ｇ）试样至

５０ｍＬ离心管中。向离心管中加入２０ｍＬ９０∶１０

（Ｖ∶Ｖ）的甲醇正己烷溶液，振荡提取６０ｍｉｎ，

３５００ｒ·ｍｉｎ１离心３ｍｉｎ。将上清液全部转移至

新的５０ｍＬ离心管中，再次向残渣中加入２０ｍＬ

９０∶１０（Ｖ∶Ｖ）的 甲 醇正 己 烷 溶 液，振 荡 提 取

６０ｍｉｎ，３５００ｒ·ｍｉｎ１离心３ｍｉｎ，合并提取液，

１００００ｒ·ｍｉｎ１涡旋混合１ｍｉｎ，取２ｍＬ混合液经

０．２２μｍ有机系滤膜过滤，待测。

１．２．５　方法学考察　本研究方法学考察包括检

测限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）。其中ＬＯＤ拟设定

为信噪比为３时的样品添加浓度，ＬＯＱ拟设定为

信噪比为１０时且回收率结果和相对标准偏差符

合要求的样品添加浓度。本研究设２个添加浓度

进行回收率测定，浓度分别为方法４倍定量限浓

度和４０倍定量限浓度。定量限以上添加浓度的

回收率范围应该在７０％～１２０％之间，结果的变

异系数应在２０％以内。对大麻二酚、大麻二酚酸、

四氢大麻酚、四氢大麻酚酸的峰面积狔和浓度

狓（ｍｇ·Ｌ
１）制作工作曲线，设置５个点进行测定。

取混合标准工作液与试样交替进样，采用单

点或多点校准，外标法定量。当样品的上机液浓

度超过线性范围时，需根据测定浓度，稀释后进行

重新测定。

１．２．６　试验设计　分别对仪器条件、提取溶剂、

提取方法进行优化，通过回收率确定最高效便捷

的检测方法。

仪器条件的优化：分别选用了ＺＯＲＢＡＸＳＢ

Ｃ８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，２．５μｍ）、ＺＯＲＢＡＸＳＢ

Ｃ８（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，２．５μｍ）、ＺＯＲＢＡＸＳＢ

Ｃ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，２．５μｍ）和 ＺＯＲＢＡＸ

ＳＢＣ１８（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，２．５μｍ）４种不同的

常见色谱柱来确定对大麻二酚、大麻二酚酸、四氢

大麻酚、四氢大麻酚酸的分离度以及峰形；由于大

麻二酚酸和四氢大麻酚酸中含有羧酸基，因此选

用了甲醇＋水，甲醇＋０．１％甲酸水，甲醇＋０．１％

磷酸水，乙腈＋０．１％甲酸水４种组合进行分离。

提取溶剂的优化：用混合标准溶液加标大麻

花、叶、大麻茎秆和大麻种子，以使上述３种介质

中４种大麻素含量均为４０ｍｇ·ｋｇ
１，使用乙腈、乙

醇、甲醇和甲醇正己烷９０∶１０（Ｖ∶Ｖ）对上述４种大

麻素的提取溶剂进行优化。

提取方法的优化：比较振荡（６０ｍｉｎ）、超

声（１０，２０，３０和６０ｍｉｎ）和均质３种提取方式对

添加水平为４ｍｇ·ｋｇ
１的４种大麻素的提取效果。

１．２．７　数据分析　采用Ｅｘｃｅｌ２０１７处理数据及

制作图表。

２　结果与分析
２．１　ＨＰＬＣ条件优化

２．１．１　色谱柱的优化　由于大麻二酚、大麻二酚

１６
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酸、四氢大麻酚、四氢大麻酚酸在甲醇、乙醇等有

机溶液中是非极性化合物（图１），因此选用在反

相色谱柱对４种大麻素进行保留和分离。研究发

现 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢＣ１８（４．６ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，

２．５μｍ）色谱柱对４种大麻素的保留最好，分离

度高且峰形好。

图１　４种大麻素的结构式

２．１．２　分离溶液的优化　４种提取溶剂中乙

腈＋０．１％甲酸水对大麻二酚、大麻二酚酸、四氢

大麻酚、四氢大麻酚酸４种大麻素的分离效果和

响应最好，因此最终确定流动相采用乙腈—

水（０．１％甲酸）系统进行洗脱，流动相比例为

７５∶２５（Ｖ∶Ｖ），流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ１，在２５ｍｉｎ内

４种大麻素得到很好的色谱保留与分离。图２和

图３分别为标准品和大麻花叶提取物在ＺＯＲＢ

ＡＸＳＢＣ１８色谱柱，７５∶２５（Ｖ∶Ｖ）乙腈—０．１％甲

酸水系统下的色谱图。

１．大麻二酚酸（ＣＢＤＡ）；２．大麻二酚（ＣＢＤ）；３．四氢

大麻酚（ＴＨＣ）；４．四氢大麻酚酸（ＴＨＣＡＡ）。

图２　４种大麻素标准品的色谱图（０．０１ｍｇ·Ｌ
１）

２．２　提取溶剂的优化

如图４所示，使用乙腈对４种大麻素的提取

率为８７．２％～８９．４％，甲醇对４种大麻素的提取

率为９０．７％～９３．１％，乙醇对４种大麻素的提取

率为８９．１％～９１．４％，９０∶１０（Ｖ∶Ｖ）的甲醇正己

烷的提取率为９６．７％～９８．９％。因此，９０∶１０

（Ｖ∶Ｖ）的甲醇正己烷是提取大麻花、叶、茎秆和

种子中４种大麻素的最佳溶剂。

１．大麻二酚酸（ＣＢＤＡ）；２．大麻二酚（ＣＢＤ）；３．四氢

大麻酚（ＴＨＣ）；４．四氢大麻酚酸（ＴＨＣＡＡ）。

图３　大麻花、叶提取物的色谱图

图４　提取溶剂对４种大麻素提取率的影响

２．３　提取方法的优化

由表１可知，超声提取随着时间的增加，大麻

二酚、大麻二酚酸、四氢大麻酚、四氢大麻酚酸的

提取率也逐渐提高，平均提取率由７５．４％～

７８．５％提高至９４．３％～９６．１％，但仍低于振荡

６０ｍｉｎ的平均提取率。振荡提取操作简便，适合

大批量样品，因此本研究选择振荡６０ｍｉｎ作为

４种大麻素的提取方式。

表１　提取方法对４种大麻素提取率的影响

提取方法
平均提取率／％

大麻二酚 大麻二酚酸 四氢大麻酚 四氢大麻酚酸

超声１０ｍｉｎ ７５．４ ７０．９ ７８．５ ７７．４

超声２０ｍｉｎ ８２．３ ７９．６ ８４．２ ８０．１

超声３０ｍｉｎ ９２．５ ９１．５ ９２．８ ９０．４

超声６０ｍｉｎ ９５．８ ９４．３ ９５．２ ９６．１

振荡６０ｍｉｎ ９９．８ ９８．４ １０１．２ ９９．２

２．４　标准曲线和检出限

本研究选用外标法定量，在确定的最佳条件

下，按响应值将大麻二酚、大麻二酚酸、四氢大麻

酚、四氢大麻酚酸配制成含０．５，１．０，５．０，１０．０和

２５．０ｍｇ·Ｌ
１的混合标准工作溶液，对４种大麻素

的峰面积狔和浓度狓（ｍｇ·Ｌ
１）制作工作曲线，其标

２６
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准曲线如下：狔大麻二酚酸＝４４３５２狓大麻二酚酸－１５６６４，

Ｒ２＝０．９９９５；狔大麻二酚 ＝４８９５２狓大麻二酚 －１５０４７，

Ｒ２＝０．９９９７；狔四氢大麻酚＝５０８６３狓四氢大麻酚－１６６２３，

Ｒ２＝０．９９９４；狔四氢大麻酚酸＝３９１４０狓四氢大麻酚酸－９４７９．２，

Ｒ２＝０．９９９５。按照噪音理论确定该方法检测

４种大麻素的最低检出限ＬＯＤ（３倍信噪比）均为

０．０３ｍｇ·ｋｇ
１，最低定量限ＬＯＱ（１０倍信噪比，同

时符合回收率和变异系数要求）均为０．１ｍｇ·ｋｇ
１。

２．５　回收率和精密度

在不含有大麻二酚、大麻二酚酸、四氢大麻

酚、四氢大麻酚酸的工业大麻花、叶、茎秆和种子

中分别加入４和４０ｍｇ·ｋｇ
１的４种大麻素，每个

浓度的样本平行制备 ５ 份。回收率结果详见

表２，可见４种大麻素的提取回收率为８９．６％～

９９．７％，ＲＳＤ值均小于５％，表明本方法对４种大

麻素的提取效率良好，可以满足工业大麻中４种

大麻素的检测分析。

表２　４种大麻素的添加回收率

基质
添加水平／

（ｍｇ·ｋｇ１）

大麻二酚 大麻二酚酸 四氢大麻酚 四氢大麻酚酸

平均回收率／％ ＲＳＤ／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

花、叶 ４ ９５．３ １．５ ９１．５ ４．７ ９４．８ ３．９ ８９．６ １．９

４０ ９６．７ ２．７ ９０．９ ２．５ ９５．７ １．７ ９３．５ ２．６

茎秆 ４ ９４．７ ３．８ ９２．４ １．９ ９５．４ ４．８ ９１．５ １．９

４０ ９８．７ ４．２ ９５．６ ２．８ ９８．６ ２．５ ９２．６ ３．７

种子 ４ ９２．９ １．８ ９４．６ １．８ ９５．４ １．９ ９０．８ ３．０

４０ ９９．４ １．９ ９３．７ ２．６ ９９．７ ２．２ ９８．６ １．７

２．６　方法的重复性

在同一实验室，由同一操作者使用相同的仪

器设备，按相同测试方法，并在短时间内对同一水

平加标样品进行了６次测定，４种大麻素的加标

浓度及平行性测定结果可以看出，大麻二酚、大麻

二酚酸、四氢大麻酚、四氢大麻酚酸在 ４ 和

４０ｍｇ·ｋｇ
１两个水平的平行性测定结果中，其相

对标准偏差（ＲＳＤ）为１．５％～４．８％，表明方法重

复性好，能够满足工业大麻中大麻二酚、大麻二酚

酸、四氢大麻酚、四氢大麻酚酸高效液相色谱定量

检测重复性的要求。

３　讨论
本研究利用高效液相色谱建立了工业大麻中

同时提取、分离大麻二酚、大麻二酚酸、四氢大麻

酚、四氢大麻酚酸的分析方法。该方法能同时测

定工业大麻中４种大麻素，且操作简单、灵敏度

高，同时该方法能够与国外测定的目标物一致，与

国际工业大麻数据一致，能够满足出口需求［２１］。

此外，通过规定测试所用的试剂材料、仪器、取样、

分析步骤等关键测试要素，使得该方法在选择性、

精密度、准确性、检测限和分析效率上有很大的提

高。结合黑龙江省仪器配置和测试水平，并考虑

黑龙江省工业大麻体系的实际情况，在查阅、收集

国内外标准资料的基础上来确定本标准的各项指

标及操作步骤，使本方法具有较强的适用性，可推

动我国工业大麻的检测工作，最终促进我国工业

大麻的快速健康发展。

４　结论
本文建立了一种基于高效液相色谱法的同时

检测工业大麻花、叶、茎秆和种子中４种大麻素的

分析方法。本方法的色谱条件为液相色谱柱：

ＺＯＲＢＡＸ ＳＢＣ１８ （粒 径 ５ μｍ，２５０ ｍｍ ×

４．６ｍｍ）；柱温：３５℃；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ１；进样

量：１０μＬ；流动相：０．１％甲酸水溶液＋乙腈（２５＋

７５），保持２５ｍｉｎ；检测波长：２５０ｎｍ。前处理方

法为分别称取粉碎后的大麻花、叶、茎秆或种子约

１．０ｇ（精确至０．０１ｇ）试样至５０ｍＬ离心管中。

向离心管中加入２０ｍＬ９０∶１０（Ｖ∶Ｖ）的甲醇正

己烷溶液，振荡提取６０ｍｉｎ，３５００ｒ·ｍｉｎ１离心

３ｍｉｎ。将上清液全部转移至新的５０ｍＬ离心管

中，再次向残渣中加入２０ｍＬ９０∶１０（Ｖ∶Ｖ）的甲

醇正己烷溶液，振荡提取６０ｍｉｎ，３５００ｒ·ｍｉｎ１

离心３ｍｉｎ，合并提取液，１００００ｒ·ｍｉｎ１涡旋混合

１ｍｉｎ，取２ｍＬ混合液经０．２２μｍ有机系滤膜过

滤，经高效液相色谱测定。该方法的检出限、定量

限、精密度、回收率等结果均较好，可用于实际样

品的分析检测。
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