
应⽤纪要

UPLC和APGC联合四极杆⻜⾏时间质谱仪
对⼤⿇品种进⾏靶向和⾮靶向筛查以及鉴别
的策略

Marian Twohig, Douglas M. Stevens, Steven Lai, Christopher J. Hudalla

Waters Corporation, ProVerde Laboratories

摘要

http://www.waters.com


本应⽤纪要展⽰了⼤⿇品种的化学分析⼯作流程。

优势

利⽤LC和GC分离、单⼀信息学⼯作流程以及HRMS系统进⾏⼤⿇分析■

通过同时收集精确质量数⺟离⼦和⼦离⼦数据，再结合化合物库，增加化合物鉴定的可信度■

Progenesis QI有助于解析⼤⿇复杂多变的化学成分■

简介

随着许多国家开始实⾏有关安全使⽤⾼质量⼤⿇产品的官⽅计划，药⽤⼤⿇和成⼈⽤⼤⿇的使⽤量正在增加并

逐步获得认可1。⼤⿇在治疗各种疾病（包括慢性疼痛和癫痫症）⽅⾯显⽰出有希望的治疗潜⼒2-4。不同⼤⿇

品种的化学成分可能具有很⼤差异4-8，了解不同品种间的化学成分差异以及这些差异与疗效和⽤⼾体验的相关

性⾮常重要。全⾯的化学成分分析可以帮助品种鉴定，使⽤可定量标记区分各种植物化学成分，⽬的是将化学

成分与药理作⽤关联起来9-13。⽬前已有研究尝试根据化学成分（包括植物⼤⿇素和萜类化合物成分）对⼤⿇

品种进⾏分类10-21。化学成分（化学型）数据将与基因分型结合使⽤，以获得更完整的信息20,21。这些特定成

分被视为植物中的主要活性成分，因此会受到监测，据研究报道，它们可发挥协同作⽤，极⼤地影响⼤⿇的有

益效果15。

本研究中，我们将展⽰⼤⿇品种化学分析的⼯作流程。采⽤超⾼效液相⾊谱(UPLC)和⼤⽓压⽓相⾊谱(

APGC)，结合⾼分辨率⻜⾏时间质谱仪(Tof-MS)，提取和分析了18个品种（包括⼯业⼤⿇）的⼤⿇花样品(n = 

5)。这些技术的结合提供了更⼤的分析覆盖范围，可以帮助调查⼤⿇和⼯业⼤⿇等复杂样品的成分。⼤⿇素和

萜烯的内部参考数据库可为检出的化合物分配鉴定结果。这些数据库通过计算机模拟和实验数据⽣成。根据已

知⼤⿇素和萜烯的化学结构预测质谱信息，并由分析现有确证参⽐标准品（如果有）⽣成的实验数据提供⽀持

。

参⽐数据库包括分⼦离⼦、碎⽚离⼦、同位素谱图的精确质量数信息，如果存在参⽐标准品，还有保留时间等

其他⾊谱特性可⽤于鉴定组分。使⽤主成分分析 (PCA) 等多变量分析 (MVA) 来确定各种⼤⿇品种之间化学成

分的差异。

植物产⽣的化学成分的浓度取决于多种因素，包括光照、⼟壤、植物年龄、⽣⻓条件、收获时间等环境条件
14,22。 应注意的是，该研究中不允许控制已知对植物化学成分产⽣重⼤影响的环境变量。



实验

条件

⼤⿇素样品前处理 

将16种化合物（表1）的真实⼤⿇素标准溶液⽤⼄腈混合制得储备液。⼤⿇花是从包括⼯业⼤⿇在内的 18 个

不同品种中收集的，并分别均质化。称取均质化植物材料0.1 g，放⼊50 mL离⼼管中。添加体积为5 mL的⼄

腈，使⽤Geno Grinder处理样品2分钟(1000 rpm)。然后将样品在5000 rpm下离⼼5分钟。去除上清液并进⼀

步按 1:10 稀释，为 UPLC-Tof-MS 分析做准备。

表1.研究中分析的⽬标⼤⿇素的名称、分⼦量、元素组成、精确质量数和CAS编号。

萜烯样品前处理

使⽤含有23种萜烯的异丙醇溶液混标（表2）制备⽤于萜烯分析的储备液。将 0.1 g 均质化植物材料称重到 20 

mL 闪烁瓶中。向瓶中加⼊5 mL⼄酸⼄酯。超声处理15分钟后，将所得⼤约4 mL提取物转移到4 mL琥珀⾊样

品瓶中。将样品离⼼并转移⼀部分到 2 mL ⾃动进样器样品瓶中，⽤于 GC-MS 分析。此样品前处理步骤改编

⾃近期研究，包括考察各种提取溶剂以及GC-MS⽅法验证23。



表2.研究中分析的⽬标⼤⿇素和萜烯的名称、CAS编号和别名。

仪器和软件

在ACQUITY UPLC I-Class系统和Xevo G2-XS QTof质谱仪上进⾏LC分离。使⽤MassLynx软件进⾏数据采集和

数据分析。使⽤Progenesis QI和EZinfo进⾏数据处理和MVA24。 



UPLC⽅法条件

⾊谱柱： ACQUITY UPLC CSH苯⼰基柱*2.1 × 100 mm, 

1.7 µm

溶剂A： 0.1%甲酸的⽔溶液

溶剂B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

流速： 0.600 mL/min

柱温： 30 °C

进样体积： 1 μL

梯度

*完成数据采集并进⼀步评价⾊谱特性之后，发现使⽤CORTECS C18⾊谱柱（部件号：186007096）进⾏分离

可为研究中使⽤的真实⼤⿇素标准品提供出⾊的分离度31。

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/columns/186007096-cortecs-c18-column-90a-16--m-21-mm-x-150-mm-1-pk.html


Xevo G2-XS QTof条件

采集模式： MSE灵敏度模式

开始质量数和结束质量数： 100-1200 Da

电离模式： ESI+

⽑细管电压： 3.5 kV

锥孔电压： 25 V

碰撞能量范围： 15-35 eV

脱溶剂⽓温度： 400 °C

离⼦源温度： 100 °C

脱溶剂⽓流速： 800 (L/h)

锥孔⽓流速： 50 (L/h)

APGC⽅法条件

GC： 配备7693A⾃动进样器的Agilent 7890B

⾊谱柱： Restek Rxi-5MS, 20 m × 0.18 mm（内径）× 

0.18 μm（膜厚）

载⽓： 氦⽓流速0.4 mL/min

进样： 1 μL，分流⽐20:1，温度275 °C，使⽤4 mm

内径带棉的直⼊⼝衬管

溶剂延迟： 4.0 min



GC柱温箱程序

Xevo G2-XS QTof条件

采集模式： MSE灵敏度模式

质量范围： 40-500 Da

电离模式： APGC + 使⽤⽔的质⼦化模式

电晕针电流： 2.0 μA

锥孔电压： 20 V

锥孔⽓流速： 100 L/h氮⽓

尾吹⽓体流速： 400 L/h氮⽓

辅助⽓体流速： 150 L/h氮⽓

传输管路： 300 °C



离⼦源温度： 150 °C

碰撞能量范围： 10-40 eV

谱库⽣成

利⽤数据⾮依赖型采集模式（称为MSE）通过单次进样采集⺟离⼦和⼦离⼦的精确质量数测量结果。当使⽤多

个属性搜索科学库或数据库中的条⽬时，假阳性结果发⽣率显著降低，⼤幅增加了结果可信度。将分析现有确

证标准品得到的处理后数据⽂件与相关的.mol结构⽂件相结合，创建⽬标化合物的⾃定义数据库。保留时间和

精确质量数信息可以从Progenesis QI报告中获得（图1）。谱库中添加了没有可⽤参⽐标准品的化合物的其他

结构，使⼤⿇素及其相关化合物的总数超过120种。⼤⿇素和萜烯化合物有许多异构体，此外，它们的结构特

征通常都相似，因此包含特定信息（例如碎⽚离⼦和⾊谱保留时间）的数据库将有助于靶向和⾮靶向研究。可

以通过ChemSpider（www.chemspider.com <http://www.chemspider.com/> ，英国皇家化学学会）访

问其他数据库。 

图1.CBCA以及碎⽚离⼦和其他化合物属性数据库的数据库条⽬⽰例。

http://www.chemspider.com/
http://www.chemspider.com/
http://www.chemspider.com/
http://www.chemspider.com/


结果与讨论

⼤⿇素的UPLC-Tof/MS分析

使⽤16种真实⼤⿇素标准品作为初始⽬标成分。图2所⽰的⾊谱分离可以鉴定混合物中的每种⼤⿇素。

图2.研究中分析的16种真实⼤⿇素混标的基峰强度⾊谱图（1 μL进样）。

⼤⿇品种的鉴别

主成分分析(PCA)可以概述萜烯和⼤⿇素成分的信息，并汇总观察到的谱图24。 图3显⽰了使⽤UPLC-Tof-MS

分析⼤⿇品种（包括⼯业⼤⿇）⽣成的PCA图。



图3.UPLC-MS分析⼤⿇品种（包括⼯业⼤⿇）⽣成的PCA图。每个品种⽤不同的颜⾊表⽰。

在PCA数据中观察到图3中的⼀组品种（⽤蓝⾊椭圆突出显⽰）。其他⼏种变体被完全分离，表明它们不属于

同⼀化学类型。观察到的主要区别出现在图左侧的⼯业⼤⿇（CBD含量较⾼、Δ9-THC含量较低的变体）与右

侧的⾼Δ9-THC品种（Δ9-THC含量较⾼）之间。去除⼤⿇组会导致图 4 中所⽰的模式，其中每个药物类型的栽

培品种都清楚地区分。Mendo Purps、HumP 和 Acai 品种是最独特的。

图4.UPLC-Tof-MS分析⼤⿇品种（不包括⼯业⼤⿇）⽣成的PCA图

CBG的鉴定和丰度特征

CBG是⼀种⾮精神性⼤⿇素，具有潜在的治疗特性，⼀直备受药理学界的关注25,26。 我们已使⽤结构、其他

特性和碎⽚离⼦数据库鉴定CBG，拟定的元素组成为C21H32O2，[M+H]+ 317.2477。质量数误差、保留时间误

差和同位素相似性也有利于增加鉴定结果可信度（图5）。



图5.使⽤结构、碎⽚离⼦和其他特性数据库鉴定CBG。

CBG的丰度特征图说明了这种⼤⿇素在样品中相对性质的相似性或差异（图6）。

图6.丰度特征图显⽰了不同品种的CBG相对性质的差异。

在Compound Review（查看化合物）中，会将有关特征（m/z保留时间对）和已鉴定组分的信息制成表格。

图7中显⽰了不同品种的最⾼和最低平均值（相对信号强度的平均值）、最⼤倍数变化以及汇总了观察结果变

化的其他参数。ANOVA p（假阳性率，FPR）和q（错误发现率，FDR）测试⽤来衡量数据矩阵中每项特征的

差异显著性27。 在Mendo Purps和Acai品种中分别测定出CBG的最⾼和最低平均值，倍数变化为6.15。



图7.Review compounds（查看化合物）提供了已鉴定⼤⿇素和其他特征的数据概要。

对于扩展MVA，Progenesis QI可以将数据导出到EZinfo，在该平台上观察检测到的⼤⿇素的载荷双标图（图

8）。该图可以展⽰出观察结果之间的趋势和相似性。Δ9-THC和THCV的标记朝向左上象限。在使⽤UPLC/UV

进⾏的效价实验中（数据未显⽰），主要发现左上象限的品种Δ9-THC浓度较⾼，范围为重量的0.91-

2.97%，⽽左下象限⼤多数品种的THCA含量较⾼。此外，⼤⿇素标记THCVA、CBCA、CBGA和CBG也显⽰在

该象限中，表明该象限的品种中，这些⼤⿇素的表达更⾼。集中在图右侧的⼯业⼤⿇组为⼤⿇素CBD、CBDA

和CBDV。CBN 是 Δ9-THC 的代谢物，在上象限中观察到，这表明该图中这⼀部分的栽培品种可能已经⽼化或

受到导致其形成的储存条件影响13。



图8.显⽰已鉴定⼤⿇素标记的载荷双标图。

载荷图(A)可⽤于解析得分图(B)中观察到的模式，得分图说明了品种之间的关系24。 在载荷图中可以观察到已

鉴定⼤⿇素CBGA、THCA和Δ9-THC化学性质的最⼤差异。在右上象限中可以看到具有更⾼CBGA表达的品种

。可以将重要的⽬标未知物标记重新导⼊Progenesis QI。在Josh D OG品种⽅向的左下象限中观察到未知组

分9.20_374.2463n，在9.20分钟洗脱，中性质量数为374.2463（⽤红⾊椭圆突出显⽰）（图9A和B）。



图9.载荷图(A)和得分图(B)中显⽰了从实验中去除⼯业⼤⿇后的数据趋势。

将该组分从EZinfo的载荷图中导⼊Progenesis QI，以供进⼀步评价。当针对内部数据库搜索标记时，我们提

出了元素组成为C23H34O4的4种化合物，并根据每个拟定的分数和理论碎⽚离⼦进⾏了排序（图10）。没有真

实的标准化合物可⽤于进⼀步确认此鉴定。在单独的负离⼦ESI实验中，观察到该组分的三个主要精确质量数

碎⽚离⼦（m/z 329.2486，C22H33O2；m/z 245.1547，C16H21O2；m/z 191.1077，C12H15O2）（数据未显

⽰），并且可以与之前报告的具有相同元素组成的未命名⼤⿇素匹配14。

图10.⼤⿇素数据库中元素组成为C23H34O4的组分的搜索结果

该组分的丰度特征如图11所⽰。最⼤倍数变化为409，其中在JoshD OG品种中检测到的平均值最⾼，在



HumP品种中检测到的平均值最低。

图11.显⽰未知组分9.20_374.2463n在测试样品中相对性质差异的丰度特征图。

载荷数据中突出显⽰的其他重要组分包括在8.62分钟洗脱的CBNA，中性质量数为354.1833n，随后使⽤确证

标准品进⾏了确认。在8.53分钟洗脱的组分，其中性质量数为372.2304n，拟定的元素组成为C23H32O4，使⽤

数据库条⽬初步鉴定为2-⼄酰氧基⼤⿇⼆⾊烯8,28。 这些建议是根据现有的数据库条⽬提出的。明确鉴定需要

使⽤确证标准品验证或开展进⼀步研究，包括分离后进⾏NMR分析。

由于⼤⿇品种的化学特征各不相同，因此可以在Progenesis QI软件中编制组分⽬标列表，⽤于随后的靶向鉴

定和区分。

萜烯的APGC-Tof-MS分析

据报道，萜烯类化合物在参与许多⽣物学功能的同时，对⼤⿇的特性和作⽤产⽣了重⼤影响15,29。 以前曾经

尝试使⽤萜烯图谱对⼤⿇品种进⾏化学分类鉴别13,15-21。

萜烯分析使⽤了与表征⼤⿇素差异相同的⼯作流程。我们开发出⼀种GC分离⽅法，可以从倍半萜中分离出单

萜（图12）30。 我们使⽤确证萜烯标准品的分析信息来⽣成碎⽚离⼦和保留时间数据库，随后与结构数据库

结合使⽤，增加鉴定结果可信度。

在PCA数据中，LOGH、HumP、ICC、Acai、⼯业⼤⿇、Mendo P和SourAOG品种分别聚集成化学类型不同

的组（图13）。可以使⽤载荷图解析不同组之间的差异（数据未显⽰）。



图13.⼤⿇品种APGC-MS分析的PCA图。

Review Compounds（查看化合物）窗⼝中显⽰了通过库识别的⽬标萜烯的有关信息。β-⽉桂烯在SourH品

种中表达最⾼，在⼯业⼤⿇中表达最低（图14）。

图14.Review compounds（查看化合物）提供了已鉴定萜烯和其他特征的数据概要。

相关性分析⽅法将样品按照共同特性分成不同的组，以便于评价提取的⼤⿇样品中萜烯/⼤⿇素丰度特征之间

的关系。在HumP、HeadB、LOGH和SourH品种中可观察到β-蒎烯、β-⽉桂烯和α-蒎烯的丰度特征之间的相

关性（图15）。



图15.相关性分析结果显⽰，⼤⿇品种中β-蒎烯、β-⽉桂烯和α-蒎烯的标准化丰度特征有相似性。

载荷双标图显⽰，选定的萜烯标记与图右侧品种的相关性更强，该图右侧是⼯业⼤⿇组图的对侧。LOGH、

SourH和MendoBr品种与单萜、β-蒎烯、β-罗勒烯、α-萜品烯、γ-萜品烯、萜品油烯和d-3-蒈烯的相关性更强

（图16）。萜烯类化合物β-⽉桂烯、α-蒎烯和⽯⽵烯氧化物在HumP品种有更⾼的表达。



图16.显⽰选定萜烯标记的载荷双标图。

⼤⿇素和萜烯的特征相关性可以通过解析UPLC-Tof/MS和APGC-Tof/MS的载荷数据来确定。可以从

Progenesis QI导出数据，以供进⼀步处理。

结论

利⽤UPLC-Tof/MS和APGC-Tof/MS分析结合Progenesis QI PCA数据处理可以轻松识别品种间的差异。⼯业

⼤⿇品种的典型特征为，CBD及其相关代谢物含量⾼，Δ9-THC含量低。在PCA中观察到具有更⾼Δ9-THC表达

的品种。将数据导出到EZ Info后，可以进⾏扩展MVA，分析结果可⽤来解析和说明在不同品种中观察到的化

学差异。⼤⿇素和萜烯丰度概况和层次聚类树状图提供了跨品种趋势的清晰可视化。可以使⽤ MVA 突出显⽰



重要的未知成分，并将其发送到 Progenesis QI 以供进⼀步询问。

⾃定义数据库对于鉴定品种分析中检测到的⼤⿇素和萜烯有很⼤的帮助。该数据库由化合物结构、精确质量数

以及其他特性（例如保留时间和碎⽚离⼦）组成，这些特性基于现有确证标准品创建。组分鉴定基于多种属性

（包括保留时间、精确质量数⺟离⼦和碎⽚离⼦谱图以及同位素分布），增加了分配结果的可信度。其他⼤⿇

素和萜烯结构⽂件也可以添加到数据库中，⽅便筛选⼤量分析物。我们使⽤该谱库成功鉴定了有保留时间和碎

⽚离⼦谱图记录的13种⼤⿇素，⽽对于更多⼤⿇素的鉴定，尽管⽆法获得确证标准品以供进⼀步确认，但我们

已根据结构数据库筛选和理论碎⽚离⼦初步判定了这些⼤⿇素的归属。谱库⽣成和标准化⾊谱分离将改善⼤⿇

基质化学多样性的表征。

这些⼯具能够在受控的分析条件下分析⼤规模样品组，尽可能减少测量技术变化带来的影响，同时还能够评估

多种条件，例如可能对⼤⿇素和萜烯的表达量产⽣微⼩影响的⽣⻓环境或收获技术变化。
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