
应⽤纪要

使⽤超⾼效液相⾊谱(UPLC)结合PDA和质
谱检测分析⼤⿇植物材料和⻝⽤产品中的⼤
⿇素

Kim Van Tran, Marian Twohig, Christopher J. Hudalla

Waters Corporation, ProVerde Laboratories

摘要

http://www.waters.com


医⽤⼤⿇和娱乐⼤⿇的合法化在继续推进。因此需要使⽤⼀种简单可靠的分析⽅法来分析植物材料和⼤⿇衍⽣

产品，以⽀持标⽰量并确保产品质量和消费者安全。

我们已经开发出⼀种稳定耐⽤的分析⽅法，即使⽤UPLC-PDA和质谱检测对⼤⿇花、⼤⿇和⻝⽤产品中的18种

⼤⿇素进⾏检测和定量。将ACQUITY PDA检测器与ACQUITY QDa质谱检测器（⼀种单四极杆质谱检测器）结

合使⽤，在Empower⾊谱数据软件的控制下采集定量数据。装配CORTECS C18分析柱的Waters ACQUITY 

UPLC H-Class-PDA-QDa系统能够在10 min内分离18种⼤⿇素。对于使⽤QDa质谱检测器检测的⼤⿇素，校

准曲线中使⽤的最低浓度为0.4 μg/mL；对于使⽤PDA检测的⼤⿇素，校准曲线中使⽤的最低浓度为约3.125 µ

g/mL。与PDA相⽐，ACQUITY QDa为低浓度⼤⿇素提供了更准确的检测。结果表明，该⽅法适⽤于分析和准

确检测各种基质（包括⼤⿇花、⼤⿇、浓缩物和⻝⽤产品）中的⼤⿇素。

优势

ACQUITY UPLC-PDA-QDa系统是⼀种⾼度可靠且稳定耐⽤的仪器，可⽤于⼤⿇花、⼤⿇、浓缩物和⻝⽤产

品的常规分析

■

兼⽤PDA和质谱检测功能，提⾼了峰确证的可信度■

Empower⾊谱数据软件通过将电⼦记录永久链接在⼀起来管理所有原始数据、⽅法和结果■

简介

医⽤⼤⿇和娱乐⼤⿇的合法化在继续推进。随着越来越多的产品完成开发并进⼊市场，业界亟需使⽤简便、可

靠且快速的⽅法来⽀持标⽰量并确保产品质量和消费者安全。⼤⿇植物(Cannabis sativa)是⼀种复杂的天然

产物，可产⽣数百种不同的⼤⿇素，但⼤多数实验室的分析重点仅为其中五种主要化合物：Δ9-四氢⼤⿇酚(Δ9

-THC)、Δ9-四氢⼤⿇酚酸(THCA)、⼤⿇⼆酚酸(CBDA)、⼤⿇⼆酚(CBD)和⼤⿇酚(CBN)。最近，其他次要的

⼤⿇素也表现出有益的药⽤效果，因此将它们与主要化合物⼀起分离和鉴定变得越来越重要。分析⼈员希望

，能够在合理的时间范围内尽量减少次要和主要⼤⿇素的共洗脱峰，同时提供准确的定量结果。这对于⻝⽤产

品⽽⾔尤为困难，因为⼤⿇素已被添加⾄各种⻝品中，包括⾼糖和⾼脂肪的⻝品（例如巧克⼒和软糖）。对于

化学组成复杂的样品，需要采⽤有效的样品前处理⽅法才能确保分析取得成功1。超⾼效液相⾊谱(UPLC)与UV

检测相结合能够对复杂基质样品进⾏效价测定，因为它可以鉴别和定量结构相似的主要和次要⼤⿇素及其不同

形式，从混合物中测定正确的化合物，提供有效的结果。添加质谱检测可以提供更⾼的特异性和灵敏度。本研

究使⽤同时配有ACQUITY PDA和ACQUITY QDa质谱检测器的ACQUITY UPLC H-Class系统分析⼤⿇花、⼤⿇

和⻝⽤产品（包括软糖、巧克⼒和饮料）中的18种⼤⿇素。



实验

材料与试剂

标准品

⼤⿇素标准品购⾃Cayman Chemical（密歇根州安阿伯）和Cerilliant/Sigma-Aldrich（美国密苏⾥州圣路易

斯）。

试剂

样品提取所⽤的LC-MS级溶剂和LC流动相购⾃Honeywell Burdick & Jackson（美国密歇根州⻢斯基根）。

甲酸购⾃Sigma-Aldrich（美国密苏⾥州圣路易斯）。  

样品前处理

⼤⿇及衍⽣样品购⾃当地（⻢萨诸塞州）。样品前处理⽅法因基质⽽异。

⼤⿇和⼤⿇花

称取⼤⿇植物材料(0.5 g)置于50 mL离⼼管中，加⼊⼀份⼄腈(20 mL)和两颗不锈钢珠。将样品⽤

Geno/Grinder®（SPEX，新泽西州Metuchen）在1500 RPM下处理3 min（图1a）。将离⼼管超声处理20 

min，并在3000 RCF下离⼼5 min。超声处理后，将样品离⼼处理，并⽤0.2 µm PTFE过滤器过滤。在稀释倍

数为80和2000的两个浓度⽔平下重复分析样品三次。样品中⼀些主要⼤⿇素（例如THCA和CBDA）的含量明

显更⾼，需要进⾏稀释后才能处于校准范围内。

⻝⽤产品

称取⼀份(1 g)冷冻研磨或匀浆样品，置于50 mL离⼼管内，并加⼊10 mL⽔。将离⼼管涡旋混合1 min，超声

处理20 min。加⼊⼄腈(10 mL)，将离⼼管涡旋混合1 min。向离⼼管中加⼊CEN QuEChERS盐（部件号

186006813），振摇1 min，然后在3000 RCF下离⼼5 min。根据样品浓度不同，上层⼄腈溶液可采⽤直接进

样和使⽤⼄腈稀释后再进样的⽅式。

利⽤Freezer/Mill®研磨软糖和粘性材料；但是，如果在室温下⻓时间放置，脆化的软糖材料会变粘（图1

b）。 



图1.利⽤Geno/Grinder®对固体材料进⾏溶剂提取（A图）。不锈钢珠有利于粉碎，可⽤于

QuEChERS提取过程的振摇步骤。利⽤Freezer/Mill®粉碎软糖和粘性材料（B图）。 

⼤⿇素泡制饮料

将⼀份泡制饮料(10 mL)加⼊10 mL⼄腈中。将样品涡旋混合1 min后，加⼊CEN QuEChERS盐，将样品振摇1 

min，并在3000 RCF下离⼼5 min。根据样品浓度不同，上层⼄腈溶液可采⽤直接进样和使⽤⼄腈稀释后再进

样的⽅式。

使⽤QuEChERS样品制备⽅案测定软糖基质中⼤⿇素的回收率：(n=3)

制备预加标样品：

将⼀份(1000 µL)包含18种真实⼤⿇素标准品的加标溶液（浓度50 µg/mL）添加⾄1 g匀浆软糖（编号941，经

预先测定，包含0.119% CBD）中，使软糖中的最终加标浓度为0.005%。加⼊⽔(10 mL)，将样品涡旋混合

，并超声处理20 min。加⼊⼄腈(9 mL)，将混合物涡旋混合，并加⼊CEN QuEChERS盐。将试管振摇1 min，

离⼼5 min。最后在QuEChERS步骤得到的1 mL⼄腈提取液中加⼊100 µL⼄腈，使后加标样品的最终体积为

1.1 mL。

制备后加标样品：

将1 g匀浆软糖（编号941，经预先测定，包含0.119% CBD）加⼊10 mL⽔中。将样品涡旋混合，超声处理20 

min，然后加⼊10 mL⼄腈。接下来加⼊CEN QuEChERS盐。然后将样品振摇1 min，离⼼5 min。向最终的

⼄腈提取液(1 mL)中添加包含18种⼤⿇素标准品的混合物（100 µL，浓度为50 µg/mL）。

根据通过溶剂制备的标准曲线计算样品浓度，测定⼤⿇素的回收率(%)。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class



检测条件： PDA单波⻓，228 nm，253 nm

PDA谱图，210~400 nm，分辨率4.8 nm

样品瓶： 认证样品瓶（部件号：186005668CV）

过滤器： 针式过滤器（部件号：WAT200556）

⾊谱柱： CORTECS C18, 1.6 µm, 2.1 mm × 150 mm（部

件号：186007096）

柱温： 29 °C

样品温度： 5 °C

进样体积： 1 μL

流速： 0.45 mL/min

流动相A： 20 mM甲酸铵，pH 2.92

流动相B： ⼄腈

弱清洗液： 90:10⽔:甲醇

强清洗液： 5:95⽔:⼄腈

密封清洗液： 90:10⽔:甲醇



梯度表

质谱条件

质谱系统： ACQUITY QDa 

电离模式： 正离⼦和负离⼦电喷雾(ESI+/ESI-)

采集质量数范围： 100-600 Da

SIR ESI+和SIR ESI-

⽑细管电压： 1.5 kV(+)，0.8 kV (-)

锥孔电压： 10 kV (+)，15 kV (-)

离⼦源温度： 150 °C

探头温度： 450 °C

数据管理

⾊谱软件： Empower⾊谱数据软件(CDS)



结果与讨论

PDA和质谱检测

使⽤配备PDA和质谱检测器的UPLC系统分析了表1中列出的18种⼤⿇素。ACQUITY QDa是⼀款稳定的质谱检

测器，可集成到⾊谱⼯作流程中，适⽤于需要质谱信息的应⽤。在复杂基质中，质谱检测能够提⾼峰鉴定的可

信度，并达到更低的检测限。

结合更具针对性的选择离⼦记录实验(SIR)，在全扫描ESI正离⼦和负离⼦模式下采集MS数据。将PDA设定为监

测单个波⻓（228 nm和253 nm），并采集210~400 nm内的完整PDA谱图。将保留时间、PDA数据和质谱数

据⼀起⽤于鉴定样品中检出的⼤⿇素（图2）。图3显⽰了⽤于分析⼤⿇素的仪器、软件和分析⼯作流程。

表1. 18种⼤⿇素的实测保留时间、化学式和CAS编号列表 

将⾊谱、UV和质谱数据整合到软件的同⼀窗⼝中，可减轻数据解析负担。通过Empower软件质谱分析窗⼝

（图2）这⼀个位置即可将分析中所有检测器采集到的⾊谱峰与其对应的谱图（包括UV⾊谱图）相关联，并显

⽰光谱图、总离⼦流⾊谱图(TIC)、质谱图和提取离⼦⾊谱图(XIC)。检出峰的光谱经时间校准后显⽰在⾊谱图

上⽅的窗⼝中，便于分析⼈员快速审查数据。图2显⽰了18种⼤⿇素的分离⾊谱图，⽅法总运⾏周期为10 

min。



图2.Empower质谱分析窗⼝，显⽰在同⼀个窗⼝中。UV谱图、MS谱图、PDA和总离⼦流⾊谱图(

TIC)以及提取离⼦⾊谱(XIC)都显⽰在同⼀个窗⼝中。 

图3.⽤于分析⼤⿇花、⼤⿇、⻝⽤产品和饮料中18种⼤⿇素的分析⼯具 



⼤⿇素定量

⽤⼄腈连续稀释以配制18种⼤⿇素样品的校准溶液，⽣成多点校准曲线，该曲线在PDA和质谱检测中均表现出

良好的线性(R2 > 0.99)。UV数据（波⻓228 nm）的校准曲线范围为3.1~50 µg/mL，ACQUITY QDa数据的校

准曲线范围为0.4~50 µg/mL。由ACQUITY QDa数据得到的CBDV校准曲线的R2仅为0.9878，因为该检测器的

饱和浓度为50 µg/mL（图4）。对于在ACQUITY QDa检测中具有⾼响应并且需要进⼀步稀释以拟合线性曲线

的⼀些⼤⿇素，可使⽤校准范围0.4~25 µg/mL。

图4.在228 nm下得到的18种⼤⿇素的校准曲线，以及0.1~50 µg/mL的各个SIR通道 

图5显⽰了研究中使⽤PDA（波⻓228 nm）和QDa SIR通道检测⼤⿇素的最低校准点⾊谱图。UV⾊谱图显⽰了

在1 µL进样体积下对3.125 µg/mL⼤⿇素的检测。所⽰质谱检测的最低校准点为0.4 µg/mL。



图5.在228 nm (3.15 µg/mL)下和各个SIR 实验(0.4 µg/mL)中检测的最低浓度校准标准品的⾊谱

图 

使⽤靶向MS实验(SIR)可以改善灵敏度和特异性，从⽽在复杂基质中实现更低的检测限。图6和图7显⽰了分析

低浓度Δ9-THC和⾼浓度Δ9-THC⼤⿇花得到的代表性⾊谱图。在图6中，Empower CDS在UV⾊谱图中根据保

留时间⾃动鉴定并标记出CBD和CBDA。使⽤靶向分析获得的特异性也很明显，提⾼了组分鉴定结果的可信度

。在负离⼦ESI模式下，使⽤靶向m/z 357的SIR检测酸性⼤⿇素（如CBDA）。除靶向SIR和提取波⻓⾊谱图以

外，同时记录全扫描MS数据和210‒400 nm范围内的PDA谱图，以便查看MS和UV谱图，从⽽进⼀步提⾼峰鉴



定结果的可信度。

图6.低浓度Δ9-THC⼤⿇花样品的峰确证⾊谱图，使⽤210‒400 nm范围的紫外谱图与正离⼦和负

离⼦MS TIC以及228 nm下的UV与m/z 315和m/z 357的SIR进⾏分析。 

同样，在图7中，Empower CDS在UV⾊谱图中根据保留时间鉴定并标记出Δ9-THC和THCA。m/z 315和m/z 

357的SIR通道显⽰了Δ9-THC和THCA的SIR⾊谱图。



图7.分析⾼浓度Δ9-THC⼤⿇花样品得到的⾊谱图，使⽤228 nm的UV以及m/z 315和m/z 357的

SIR进⾏分析。MS分析提⾼了样品中Δ9-THC鉴定的可信度。 

图8为⼀份Empower报告，其中显⽰了低浓度Δ9-THC⼤⿇样品的分析结果。表格中同时以µg/mL和重量百分

⽐(wt%)显⽰了计算浓度。分析⼈员可设计⾃定义计算来⾃动计算并报告总THC和总CBD以及CBD/THC⽐率

。这样不仅减少了单独计算需求，还能将数据保留在同⼀个软件环境中。Empower报告完全可⾃定义以报告

相关数据。



图8.Empower报告，显⽰了在228 nm波⻓下分析⼤⿇样品得到的UV⾊谱图。报告中还显⽰了总

THC和总CBD等⾃定义计算。 

⽐较⼤⿇花、⼤⿇、⻝⽤产品和⼤⿇素泡制饮料中检出的⼤⿇素与相关标⽰量

表2中显⽰了⼤⿇花和⼤⿇中18种⼤⿇素的定量分析结果，结果以wt%计。样品来⾃不同制造商，其中包含不

同种类和浓度的⼤⿇素。将包含⾼浓度THCA或CBDA的样品稀释2000倍，使样品处于校准范围内。对于浓度

较低的次要⼤⿇素，只需较低的稀释倍数（稀释80倍）。⼤多数检出量在标⽰量的53%~121%之间。⼀些⼤

⿇素由于在检测器中的信号较弱，因此%RSD较⾼。



表2.⼤⿇和⼤⿇花的定量分析结果

%wt1：检出重量%

%RSD：相对标准偏差(n=3)

%标签：检出量相⽐于标⽰量的百分⽐(%)

%wt2：标⽰重量%

⼤⿇⻝⽤产品和⼤⿇素泡制饮料的定量分析结果分别⻅表3a和表3b。在⻝⽤产品和泡制饮料中检出的⼤⿇素

以%计。⼤多数⼤⿇素的检出量在标⽰量的60~125%范围内，但软糖#868除外，其检出值为标⽰量的36%。



表3a.⻝⽤产品的定量分析结果

%wt1：检出重量%

%RSD：相对标准偏差(n=3)    *通过QDa得到的%RSD

%标签：检出量相⽐于标⽰量的百分⽐(%)

%wt2：标⽰重量%

表3b.泡制饮料的定量分析结果。在这些样品中仅检出CBD。

%wt1：检出重量%

%RSD：相对标准偏差(n=3)

%标签：检出量相⽐于标⽰量的百分⽐(%)

%wt2：标⽰重量%

图9显⽰了分析巧克⼒样品#515中的⼤⿇素得到的代表性⾊谱图。Δ9-THC表现出较⾼的UV和QDa响应。Δ8-

THC的UV信号低于QDa信号，导致UV分析的%RSD为28%，QDa分析的%RSD为0%。MS分析提⾼了巧克⼒

样品中Δ9-THC和Δ8-THC鉴定的可信度。



图9.巧克⼒样品中Δ9-THC和Δ8-THC的⾊谱图，使⽤228 nm下的UV和m/z 315处的SIR检出。 

使⽤QuEChERS样品制备⽅法测得的⻝⽤产品和⼤⿇素泡制饮料中⼤⿇素的回收
率

图10中显⽰了⻝物中加标⼤⿇素的%回收率定量结果。通过⽐较在QuEChERS提取前加标样品（预加标样品

）的wt%与QuEChERS提取后加标样品（后加标样品）的wt%来计算回收率。以0.005%⽔平（在样品中为5 

mg/mL）加标软糖的浓度接近UV分析中校准曲线的检测限(3.15 µg/mL)。在该⽔平下，由于基质效应，某些

基质中⼤⿇素的回收率可能会受到影响。PDA分析得到的⼤⿇素回收率范围为60%~125%。ACQUITY QDa质

谱检测器分析得到的⼤⿇素回收率范围为94%~106%，表明其准确度⾼于UV检测⽅法。



图10.使⽤CEN QuEChERS得到的0.005%加标⽔平的软糖中18种⼤⿇素的回收率，通过PDA和

QDa进⾏分析(n=3)。 

⽐较使⽤PDA（波⻓228 nm）和SIR通道获得的⼤⿇素检测器响应，如图11所⽰。使⽤MS分析软糖基质中加

标⽔平为5 μg/mL的⼤⿇素混合物得到的检测器响应更⾼，有助于定量分析⼤⿇素泡制产品中含量较低的⼤⿇

素。



图11.软糖基质中加标浓度为5 µg/g (0.005%)的18种⼤⿇素检测所得的UV⾊谱图（波⻓228 

nm）和叠加SIR通道 

结论

装配CORTECS C18⾊谱柱的Waters ACQUITY UPLC H-CLASS-PDA-QDa系统能够在10 min内有效分离18种

⼤⿇素。

ACQUITY QDa质谱检测器可⽤作PDA的正交检测技术，以进⾏峰确证并定量低浓度⼤⿇素。对于使⽤质谱检

测器检测的⼤⿇素，校准曲线中使⽤的最低浓度为0.4 µg/mL；对于使⽤PDA检测的⼤⿇素，校准曲线中使⽤

的最低浓度为约3.125 µg/mL。

Empower质谱分析窗⼝特别提供有⼀个位置，⽤于将分析中所有检测器获得的⾊谱图与光谱图相关联。在同

⼀窗⼝合并信息⾮常便于分析⼈员查看和解析数据。

Empower CDS具有许多有助于分析数据的功能（包括⾃定义计算），可以快速得出相关信息。在软件内执⾏

计算可保持数据完整性，并有助于记录保存。

QuEChERS提取能够以⾼回收率有效提取⻝物和饮料中的⼤⿇素。 



此分析⼯作流程适⽤于分析各种基质（包括⼤⿇花、⼤⿇、浓缩物以及⻝物和饮料）中的⼤⿇素。
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