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摘 要：本研究在优化前处理条件和色谱分离的基础上，建立了高效液相色谱法（HPLC）测定工业大麻中大麻二酚

（CBD）和四氢大麻酚（THC）的检测方法。样品经优化提取剂、流动相及色谱条件，最终选择用 95%乙醇提取，乙腈-水
（68∶32，v/v）为流动相，采用C18色谱柱进行分离，柱温 35 ℃，流速 1.0 mL/min，进样体积 10 μL，检测波长 220 nm。结果表明，该

方法在 0.02~0.10 mg/mL浓度范围内具有良好的线性关系，相关系数（r）均大于 0.998。方法检出限（LOD，S/N=3）和定量限

（LOQ，S/N=10）分别为：CBD的检出限为 0.000 1 g/100 g、定量限为 0.000 3 g/100 g；THC的检出限为 0.000 6 g/100 g、定量限

为 0.001 8 g/100 g。在已知样品中加入 0.5 mg/kg、50 mg/kg和 200 mg/kg三个浓度水平的 CBD和 THC标准溶液，进行加标

回收试验，CBD的回收率为 92%~101%，THC的回收率为 80%~102%。该方法准确性、灵敏性和稳定性良好，能够满足工

业大麻中 CBD和 THC的检测要求。
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Determination of CBD and THC in Industrial Hemp by HPLC
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Abstract：Based on the optimization of pretreatment conditions and chromatographic separation, a High-
performance liquid chromatography HPLC method for the determination of cannabidiol (CBD) and Δ9-tetrahydro⁃
cannabinol (THC) in industrial hemp was developed. The samples were extracted with 95% ethanol, acetonitrile-
water (68∶32, v/v) as the mobile phase, and separated by C18 column at 35 °C with a flow rate of 1.0 mL/min, the in⁃
jection volume was 10 μL and the detection wavelength was 220 nm. The results show that the method has a good
linear relationship in the range of 0.02-0.10 mg/mL, and the correlation coefficients (r) are all greater than 0.998.
The detection limits (LOD, S/N=3) and quantitative limits (LOQ, S/N=10) were 0.0001 g/100 g and 0.0003 g/100 g
for CBD, 0.0006 g/100 g and 0.0018 g/100 g for THC, respectively. The recovery rates of CBD and THC were 92%-
101% and 80%-102%, respectively when the negative samples were added with 0.5 mg/kg, 50 mg/kg and 200
mg/kg. The method has good accuracy, sensitivity and stability, and can meet the detection requirements of CBD
and THC in industrial hemp.
Key words：Industrial hemp; CBD; THC; HPLC

工业大麻又称火麻、大麻、汉麻 [1]，规定其中

的四氢大麻酚（THC）含量小于 0.3%的大麻品种

允许种植，目前其应用范围比较广，如化妆品、制药、
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食品、纺织等多种行业，具有较大的经济价值[2-8]。

大麻酚是大麻叶所含的大麻酚类化合物的

一种，是大麻在贮存过程中，其所含的四氢衍生

物被空气氧化而产生的。大麻酚是一种麻醉药，

具有抗炎、镇痉、止痛、镇静、安眠等作用 [7-14]。大

麻叶中含有多种大麻酚类衍生物，已分离到 15种
以上，最主要且含量较高的是大麻二酚和四氢大

麻酚 [15]。

大麻二酚是评价工业大麻的重要指标，关注
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四氢大麻酚是对大麻毒品监测和控制的重要指

标，故测定工业大麻中大麻二酚和四氢大麻酚的

含量十分重要。目前，国内外测定大麻二酚和四

氢大麻酚的检测方法有高效液相色谱法、气相色

谱质谱法、液相色谱质谱法等 [16-25]。

基于此，建立了 HPLC方法，具有所需试剂种

类少且常见，操作简单且准确、稳定等特点。对

于工业大麻品质评价和质量控制具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料

整株大麻由吉林省农业科学院、吉林省麻类

工程研究中心和吉林省麻类科技创新中心提供。

1.2 试剂

大麻二酚（CBD）和四氢大麻酚（THC）标准品

（1 mg/mL）（美国 Sigma-Aldrich公司）；甲醇、乙腈

（色谱纯，美国 Thermo Fisher公司）；95%乙醇（分

析纯，上海国药集团）；水为自制超纯水；0.45 μm
滤膜（丹东百特仪器有限公司）。

1.3 仪器设备

1260Ⅱ高效液相色谱仪：安捷伦有限公司；

BT 124S 电子天平（±0.001 g）：中国赛多利斯科学

仪器（北京）有限公司；VF 611超纯水系统：德国

SARTORIUS公司。

1.4 试验方法

1.4.1 待测液制备

称取试样 1.0 g（精确至 0.01 g）于回流瓶中，

加入 20 mL 95%乙醇回流 60 min，重复一次，合并

两次提取液，过滤，减压回收乙醇，用甲醇溶解转

移至 25 mL容量瓶中，定容至刻度，摇匀，过 0.45
μm滤膜，上机测定。

1.4.2 标准储备液配制

大麻二酚标准储备液：准确称取大麻二酚

（CBD标准品 1.0 mL，加入 2 mL甲醇溶解，制成

0.5 mg/mL标准储备液。于 2～4 ℃条件下储存，

有效期为 1年。

四氢大麻酚（THC）标准储备液：准确吸取 1
mg/mL的四氢大麻酚标准溶液 0.5 mL于 5 mL容
量瓶中，用甲醇定容至刻度，制成 0.1 mg/mL的标

准储备液。于-20 ℃条件下储存，有效期为 3年。

1.4.3 标准工作液配制

大麻二酚标准工作液：吸取适当体积的大麻

二酚标准储备液，用甲醇逐级稀释，配制成 0.01
mg/mL、0.02 mg/mL、0.04 mg/mL、0.05 mg/mL、0.06
mg/mL、0.08 mg/mL、0.10 mg/mL、0.15 mg/mL、0.20

mg/mL、0.25 mg/mL的标准工作液。于 2～4 ℃条

件下储存，有效期为 1个月。

四氢大麻酚标准工作液：吸取适当体积的四氢

大麻酚标准储备液，用甲醇逐级稀释，配制成 0.002
mg/mL、0.004 mg/mL、0.006 mg/mL、0.008 mg/mL、
0.010 mg/mL、0.020 mg/mL、0.040 mg/mL、0.060
mg/mL、0.080 mg/mL、0.10 mg/mL的标准工作液。

于-20 ℃条件下储存，有效期为 6个月。

1.4.4 色谱条件

色谱柱：C18柱，柱长 150 mm，内径 4.6 mm，粒
度 3.5 μm；或者性能相当的色谱柱。

柱温：35 ℃。
流动相：乙腈-水（68∶32，v/v）。
流动相流速：1.0 mL/min。
进样体积：10 μL。
检测波长：220 nm。

2 结果与分析

2.1 最适称样量确定

准确称取样品 0.5 g、1.0 g、1.5 g，通过测定大

麻二酚（CBD）和四氢大麻酚 (THC)含量，确定最适

称样量。

样品混匀粉碎过 18目筛后，分别称取 0.5 g、
1.0 g、1.5 g（精确至 0.01 g）于回流瓶中，加入 20
mL 95%乙醇回流 60 min，重复一次，合并两次提

取液，过滤，减压回收乙醇，用甲醇溶解转移至 25
mL容量瓶中，定容至刻度，摇匀，过 0.45 μm滤

膜，上机测定，结果见表 1。

由表 1可知，当称样量为 1.0 g和 1.5 g时，对

样品中大麻二酚和四氢大麻酚提取效果均较

好，从经济和计算方面分析，选择称样量为 1.0 g
较适宜。

2.2 最适粒度确定

将样品过 18目、20目和 60目筛，称取样品

1.0 g（精确至 0.01 g），加入 20 mL 95%乙醇回流

表 1 不同称样量对样品中大麻二酚和四氢大麻酚

提取效果的影响

项目

本底值/g·100 g-1

本底值/g·100 g-1

注：n=3，下同

加入量/g·100 g-1
RSD/%

加入量/g·100 g-1
RSD/%

称样量/g
0.5
0.13
0.006
0.04
0.006

1.0
0.17
0.003
0.05
0.006

1.5
0.16
0.006
0.05
0.006
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60 min，重复一次，合并两次提取液，过滤，减压回

收乙醇，用甲醇溶解转移至 25 mL容量瓶中，定容

至刻度，摇匀，过 0.45 μm滤膜，上机测定。通过

测定大麻二酚和四氢大麻酚含量，确定最适粒

度，结果见表 2。

由表 2可知，粒度对样品中大麻二酚和四氢

大麻酚提取效果影响不大，选择 18目即可。

2.3 最适提取剂确定

样品混匀粉碎过 18目筛后，称取 1.0 g（精确

至 0.01 g）于回流瓶中，分别加入 20 mL 75%乙醇、

95%乙醇和无水乙醇回流 60 min，重复一次，合并

两次提取液，过滤，减压回收乙醇，用甲醇溶解转

移至 25 mL容量瓶中，定容至刻度，摇匀，过 0.45
μm滤膜，上机测定。通过测定大麻二酚和四氢

大麻酚含量，确定最适提取剂，结果见表 3。

由表 3可知，95%乙醇对样品中大麻二酚和

四氢大麻酚提取效果较好。

2.4 最适提取剂体积确定

样品混匀粉碎过 18目筛后，称取 1.0 g（精确

至 0.01 g）于回流瓶中，经过大量试验后，采用分

别加入 95%乙醇 10 mL、20 mL、30 mL回流，回流

60 min，重复一次，合并两次提取液，过滤，减压回

收乙醇，用甲醇溶解转移至 25 mL容量瓶中，定容

至刻度，摇匀，过 0.45 μm滤膜，上机测定。通过

测定大麻二酚和四氢大麻酚含量，确定最适提取

剂体积，结果见表 4。
由表 4可知，提取剂加入 20 mL和 30 mL对样

品中大麻二酚和四氢大麻酚提取效果均较好。从

经济和时间角度考虑，提取剂加入 20 mL较适宜。

2.5 最适提取时间确定

样品混匀粉碎过 18目筛后，称取 1.0 g（精确

至 0.01 g）于回流瓶中，经过大量试验后，采用分

别加入 95%乙醇 20 mL，分别回流 30 min、60 min、
90 min重复一次，合并两次提取液，过滤，减压回

收乙醇，用甲醇溶解转移至 25 mL容量瓶中，定容

至刻度，摇匀，过 0.45 μm滤膜，上机测定。通过

测定大麻二酚和四氢大麻酚含量，确定最适提取

时间，结果见表 5。

由表 5可知，提取时间 60 min和 90 min对样

品中大麻二酚和四氢大麻酚提取效果均较好。从

经济和时间角度考虑，提取时间为 60 min较适宜。

2.6 线性关系

按照 1.4.3制作标准工作曲线，分别得大麻

二酚和四氢大麻酚浓度范围为 0.02~0.10 mg/mL
系列标准工作溶液进行 HPLC分析，结果见图 1。

从图 1得出，大麻二酚标准曲线相关系数（r)
为 0.998 4，线性方程为 y=53 631x-58.442；四氢大

麻酚标准曲线相关系数（r)为 0.999 8，线性方程为

y=40 834x-10.096。
2.7 检出限和定量限

采用信噪比方法，将标准溶液逐步稀释计算

检出限和定量限，结果见表 6。以 3倍信噪比计算

出 CBD和 THC的检出限分别为 0.000 1 g/100 g和
0.000 6 g/100 g。以 10倍信噪比计算出CBD和 THC
的定量限分别为0.000 3 g/100 g和0.001 8 g/100 g。

表 3 不同提取剂对样品中大麻二酚和四氢大麻酚

提取效果的影响

项目

本底值/g·100 g-1

本底值/g·100 g-1

加入量/g·100 g-1
RSD/%

加入量/g·100 g-1
RSD/%

75%
乙醇

0.137
0.005
0.032 2
0.005

95%
乙醇

0.167
0.006
0.052 6
0.005

无水

乙醇

0.156
0.006
0.050 6
0.006

表 5 不同提取时间对样品中大麻二酚和四氢大麻酚

提取效果的影响

项目

本底值/g·100 g-1

本底值/g·100 g-1

加入量/g·100 g-1
RSD/%

加入量/g·100 g-1
RSD/%

30 min
0.133
0.005
0.029 2
0.005

60 min
0.166
0.006
0.053 6
0.005

90 min
0.166
0.006
0.053 6
0.006

表 2 不同粒度对样品中大麻二酚和四氢大麻酚

提取效果的影响

项目

本底值/g·100 g-1

本底值/g·100 g-1

加入量/g·100 g-1
RSD/%

加入量/g·100 g-1
RSD/%

18目
0.167
0.005
0.052 5
0.005

20目
0.166
0.006
0.052 5
0.005

60目
0.166
0.006
0.052 6
0.006

表 4 不同提取剂体积对样品中大麻二酚和四氢大麻

酚提取效果的影响

项目

本底值/g·100 g-1

本底值/g·100 g-1

加入量/g·100 g-1
RSD/%

加入量/g·100 g-1
RSD/%

10 mL
0.132
0.005
0.028 6
0.005

20 mL
0.166
0.006
0.053 0
0.005

30 mL
0.166
0.006
0.053 0
0.006
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表 6 检出限与定量限考察结果 g/100 g
项目

检出限

定量限

本底值

0.000 1
0.000 3

加入量

0.000 6
0.001 8

2.8 重复性

2.8.1 精密度试验

同一检验员、同一台仪器、同一样品连续测定

7次，计算各组含量的相对标准偏差（RSD）（表 7）。

依据GB 27417-2017《合格评定化学分析方法确认

和验证指南》采用变异系数 CV值对重复性进行判

定，当被测组分含量在 1 000 mg/kg 时，CV 值 ≤
3.8%，表明本方法可靠稳定，重复性好。

2.8.2 日间精密度试验

同一样品，每隔 24 h重新制备，上机测定，同

时制备后分 8次上机测定，计算 RSD。参见表 8。
依据 GB 27417-2017《合格评定化学分析方法确

认和验证指南》采用变异系数 CV值对再现性进

行判定，当被测组分含量在 1 000 mg/kg时，CV值
≤3.8%，符合要求，表明本方法再现性良好。

2.9 稳定性试验

同一份样品溶液分别在 0 h、4 h、8 h、12 h、18
h、24 h时上机测定，测定结果计算 RSD。参见表

9。依据 GB 27417-2017《合格评定化学分析方法

确认和验证指南》采用变异系数 CV值对稳定性

进行判定，当被测组分含量在 1 000 mg/kg时，CV
值≤3.8%，符合要求。表明本方法稳定性良好。

表 8 再线性考察结果 g/100 g

进针次数

第一针

第二针

第三针

第四针

第五针

第六针

第七针

第八针

平均值

日RSD/ %
日间RSD/ %
日CV值
日间CV值

本底值

第一日

0.166
0.167
0.166
0.166
0.167
0.166
0.167
0.167
0.167

0.000 535
0.000 088 4

0.32
0.053

第二日

0.166
0.167
0.166
0.167
0.167
0.166
0.167
0.167
0.166

0.000 518

0.31

加入量

第一日

0.052 1
0.052 3
0.052 6
0.052 1
0.052 3
0.052 6
0.052 3
0.052 3
0.052 3
0.000 191

0.000 017 7
0.36

0.034

第二日

0.052 1
0.052 3
0.052 6
0.052 2
0.052 3
0.052 6
0.052 3
0.052 3
0.052 3
0.000 177

0.34

表 9 稳定性考察结果 g/100 g
间隔时间

0 h
4 h
8 h
12 h
18 h
24 h

平均值

RSD %
CV值

本底值

0.167
0.167
0.166
0.167
0.167
0.166
0.167

0.000 516
0.310

加入量

0.052 1
0.052 3
0.052 3
0.052 1
0.052 3
0.052 3
0.052 2
0.000 103
0.198
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图 1 大麻二酚和四氢大麻酚标准曲线图

表 7 精密度考察结果 g/100 g
进针次数

第一针

第二针

第三针

第四针

第五针

第六针

第七针

平均值

RSD /%
CV值

本底值

0.166
0.167
0.166
0.166
0.167
0.166
0.167
0.166

0.000 535
0.321 172

加入量

0.052 1
0.052 3
0.052 6
0.052 1
0.052 3
0.052 3
0.052 3
0.052 3
0.000 168
0.320 578
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定大麻二酚含量为 0.067 mg/g，四氢大麻酚含量为

0.020 mg/g（0.002%），满足规定四氢大麻酚（THC）
含量小于 0.3%的要求。

3 结 论

建立 HPLC法测定工业大麻中大麻二酚和四

氢大麻酚含量的检测方法，在 0.02~0.10 mg/mL浓
度范围内具有良好的线性关系，相关系数（r）均大

于 0.998。方法检出限（LOD，S/N=3）和定量限

（LOQ，S/N=10）分别为：CBD的检出限为 0.000 1
g/100 g、定量限为 0.000 3 g/100 g；THC的检出限

为 0.000 6 g/100 g、定量限为 0.001 8 g/100 g。在已
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图 2 大麻二酚和四氢大麻酚色谱图

2.10 加标回收试验

为了降低不同批次之间的变化，采用覆盖整

个浓度测试范围的不用试样评估偏倚。依据 GB
27417-2017《合格评定化学分析方法确认和验证

指南》，分别在已知含量样品中添加浓度水平为

0.5 mg/kg、50 mg/kg、200 mg/kg标准溶液。根据添

加浓度对照标准中规定回收率范围，若在范围表

明该方法准确可行。结果见表 10。
表 10 加标回收试验

项目

大麻二酚

四氢大麻酚

加入浓度/mg·kg-1
0.5
50
200
0.5
50
200

本底值/g·100 g-1

0.166

0.052 3

加入量/g·100 g-1
0.02
0.005
0.000 05
0.02
0.005
0.000 05

平均回收率/%（n=5）
101
92
100
102
98
80

标准规定/%
95～105
90～110
80～110
95～105
90～110
80～110

从表 10可以看出，该方法加标回收率满足

GB 27417-2017《合格评定化学分析方法确认和

验证指南》中规定值，表明该检测方法可行。

2.11 工业大麻中大麻二酚和四氢大麻酚含量测定

按照建立的方法对工业大麻中大麻二酚和四

氢大麻酚进行测定，测定结果见表 11和图 2。测

表 11 工业大麻中大麻二酚和四氢大麻酚含量

mg/g
项目

大麻二酚

四氢大麻酚

含量

0.067
0.020
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知样品中加入 0.5 mg/kg、50 mg/kg和 200 mg/kg三
个浓度水平的 CBD和 THC标准溶液，进行加标回

收试验，CBD的回收率为 92%~101%，THC的回收

率为 80%~102%。该方法准确性、灵敏性和稳定

性良好，能够满足工业大麻中 CBD和 THC的检测

要求。此外，该方法节本增效，适用性较强。
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