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摘　 要:目的 　 建立使用凝胶渗透色谱( GPC)净化,高效液相色谱( HPLC)分析测定火麻仁油中 Δ9 -四氢大麻酚

(Δ9 -THC)的检测方法。 方法 　 样品经环已烷和乙酸乙酯溶解,经 GPC 净化分离,再以 Agilent
 

Eclipse
 

XDB-C18 色

谱柱(150
 

mm×4. 6
 

mm,3
 

μm)分离,以乙腈-水流动相洗脱,二级管阵列检测器分析,外标法定量。 结果 　 该方法在

0 ~ 500
 

μg / L 浓度内,线性相关系数( r) >0. 999,方法检测限(LOD)为 0. 05
 

mg / kg,定量限(LOQ)为 0. 17
 

mg / kg。 加

标回收率在 84. 6% ~ 101. 8%之间,相对标准偏差为 3. 2% ~ 4. 7% ( n = 6)。 在实际样品检测中,10 种不同品牌的火

麻仁油中 Δ9 -THC 含量在 0. 40 ~ 5. 82
 

mg / kg 之间。 结论 　 该方法稳定性好,灵敏度高,适用于火麻仁油样品中

Δ9 -THC 的检测分析。
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oils
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Abstract:
  

Objective 　 A
 

method
  

for
 

determination
 

of
 

Δ9 -tetrahydrocannabinol ( Δ9 -THC )
 

in
 

hempseed
 

oil
 

by
 

gel
 

permeation
 

chromatograph-high
 

performance
 

liquid
 

chromatography ( GPC-HPLC )
 

method
  

was
 

developed.
 

Methods 　
Samples

 

were
 

extracted
 

with
 

cyclohexane
 

and
 

ethyl
 

acetate
 

and
 

the
 

extract
 

was
 

purified
 

by
 

GPC, then
 

separated
 

by
 

Agilent
 

Eclipse
 

XDB-C18
 column (150

 

mm×4. 6
 

mm, 3
 

μm) . The
 

acetonitrile-water
 

was
 

used
 

as
 

mobile
 

phase, and
 

quantified
 

by
 

secondary
 

tube
 

array
 

detector
 

and
 

external
 

standard
 

method.
 

Results 　 The
 

linear
 

correlation
 

coefficient
 

( r)
 

of
 

this
 

method
  

was
 

above
 

0. 999
 

in
 

the
 

concentration
 

range
 

of
 

0-500
 

μg / L. Δ9 -THC
 

had
 

a
 

limit
 

of
 

detection ( LOD )
 

of
 

0. 05
 

mg / kg
 

and
 

the
 

limit
 

of
 

quantity ( LOQ)
 

of
 

0. 17
 

mg / kg.
 

Recoveries
 

were
 

between
 

84. 6%
 

and
 

101. 8%
 

and
 

the
 

relative
 

standard
 

deviation
 

were
 

within
 

3. 2% -4. 7% ( n = 6 ) .
 

With
 

the
 

actual
 

samples
 

tested,
 

Δ9 -THC
 

content
 

in
 

10
 

different
 

brands
 

of
 

hempseed
 

oil
 

ranges
 

from
 

0. 40-5. 82
 

mg / kg.
 

Conclusion　 The
 

results
  

showed
 

that
 

the
 

method
  

had
 

good
 

stability
 

and
 

high
 

sensitivity, and
 

was
 

suitable
 

for
 

determination
 

of
 

Δ9 -THC
 

in
 

hempseed
 

oil.

Key
 

words:
 

Cannabinoid;
 

Δ9 -tetrahydrocannabinol;
 

hempseed
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gel
 

permeation
 

chromatograph;
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography

　 　 四氢大麻酚( THC)主要来源于大麻,可使人致

幻成瘾,研究 [ 1] 表明,人类摄入含量高于 0. 3%
 

THC
时显示精神活性,为此,联合国公约和许多国家的

法律均将 THC 含量高于 0. 3% 的大麻列为 “ 麻醉

品”或“毒品” ,并采取管控措施。 工业大麻是极有

价值的经济作物,具有 THC 含量低、营养价值高的

特点,在世界范围内普遍种植和使用。 火麻作为工

业大麻的一种,在 2002 年 2 月我国原卫生部发布的

《关于进一步规范保健食品原料管理的通知》 [ 2] 中,
将其列为药食同源的原料之一,用其果实压榨而成

的火麻仁油在市场上广泛销售。
目前检测 THC 等大麻素的方法包括薄层色谱

法、气相色谱法、气相色谱 -质谱法、高效液相色谱

( HPLC) 法、 HPLC-质谱法和核磁共振光谱法 [ 3-9]

等。 检测对象大多为草本植物和血液、尿液等生

物检材,为确认缴获的可疑物品和吸食人群,对食

品中 THC 的研究种类和对象多集中在油脂含量较

少的样品中,对油脂含量高的油类样品研究较少。
由于 THC 易溶于火麻仁油等油脂中,从油脂中良

好的分离出 THC 是个难点,文献 [ 10-16] 报道大多使

用标准物质添加的方式确定提取效率,使用阳性

样品研究的报道较少。 因此,本试验建立使用凝

胶渗透色谱( GPC) 分离油脂中的 Δ 9 -THC,经复溶

提取并冷冻处理后用 HPLC 法测定,具有较好的

检测效率,能适应火麻仁油等油脂中 Δ 9 -THC 的检

测要求。

1　 材料与方法

1. 1　 主要仪器与试剂

1260 型 HPLC 仪、 Eclipse
 

XDB-C18 色 谱 柱

( 150
 

mm× 4. 6
 

mm, 3
 

μm ) 均 购 自 美 国 Agilent,
AutoClean

 

A 型 GPC 仪、EV311 型旋转蒸发仪均购

自中国 LabTech,SPT-24
 

A 型氮吹浓缩仪,涡旋仪。
Δ9 -THC 标准品 ( CAS: 1972-08-3, 100

 

μg / mL,
天津阿尔塔公司) ,正已烷、环己烷、乙酸乙酯、甲

醇、乙腈等试剂均为色谱纯或优级纯,火麻仁油于

市场购买。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 标准溶液配制

移取 适 量 Δ9 -THC 标 准 溶 液 用 甲 醇 配 制 成

1. 0
 

mg / L 的标 准 品 储 备 液, 置 棕 色 储 液 瓶 中 于

-20
 

℃ 保存备用。 使用时用 75% 甲醇-水溶液配制

成 10. 0、50. 0、100. 0、200. 0 和 500. 0
 

μg / L 浓度的

标准曲线溶液,现配现用。
1. 2. 2　 样品前处理

称取 5
 

g 火麻仁油样品,用环已烷 -乙酸乙酯

( 1 ∶1,V / V) 溶液定容至 10
 

mL,涡旋混匀后,用凝

胶渗透色谱仪净化,收集 8. 5 ~ 12. 5
 

min 的馏出

液,在 40
 

℃ 下旋转蒸发浓缩至近干,用 1
 

mL 甲醇

溶液洗脱浓缩瓶 3 次,并收集汇总于试管中,涡旋

混匀后,于- 20
 

℃ 冰箱中冷冻 2
 

h,取出合并全部

甲醇层溶液,在 40
 

℃ 下氮吹至近干,用 2
 

mL
 

75%
乙腈 -水溶液洗脱并过 0. 22

 

μm 纤维素滤膜后用

HPLC 测定。
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1. 2. 3　 仪器条件

GPC:凝胶净化柱 S-X3
 

Bio-Beads 填料(22
 

g,料
径 38 ~ 75

 

μm ) ;流动相: 环已烷-乙酸乙酯 ( 1 ∶ 1,
V / V) ;流速:5. 0

 

mL / min;进样量:2
 

mL;检测器:紫
外检测器;波长:210

 

nm。
HPLC:色谱柱:Agilent

 

Eclipse
 

XDB-C18 色谱柱

(150
 

mm × 4. 6
 

mm,3
 

μm) ;流动相:75% 乙腈-水溶

液;流速:1. 0
 

mL / min;进样量:100
 

μL;检测器:二极

管阵列检测器;波长:210
 

nm;柱温:35
 

℃ 。
1. 2. 4　 数据处理

用 Chemstation 软件采集、分析和处理检测结果

和数 据, 用 Origin
 

9. 0 软 件 进 行 图 表 的 绘 制, 用

Excel 进行数据统计和计算。

2　 结果与分析

2. 1　 GPC 条件的优化

为进一步优化 GPC 分析火麻仁油中 Δ9 -THC
的条件,本试验比较了乙酸乙酯 ∶环己烷 = 7 ∶3、6 ∶4、
1 ∶1和 4 ∶6(V / V)等不同流动相配比对分离效果的影

响,同时考察了 3. 0 ~ 6. 0
 

mL / min 流速下 Δ9 -THC 与

油脂的分离情况,结果表明,在流速为 5. 0
 

mL / min、
流动相为乙酸乙酯-环己烷 ( 1 ∶ 1,V / V) 时, Δ9 -THC
和火麻仁油的分离效果最好,见图 1。

图 1　 火麻仁油中 Δ9 -THC 的 GPC 图

Figure
 

1　 Chromatogram
 

of
 

Δ9 -THC
 

in
 

hempseed
 

by
 

GPC

为获得使用 GPC 净化收集火麻仁油中 Δ9 -THC
的准确馏分时间,本试验从第 6. 5

 

min 开始,每隔

1
 

min 收集馏出的组分,按 1. 2. 2 方法进行处理后检

测,分析不同时间收集的馏分中 Δ9 -THC 的含量,从
而确定 Δ9 -THC 在 GPC 上净化的准确馏出时间,结
果见图 2。

从图 2 中可看出,Δ9 -THC 在 GPC 仪上的保留

时间集中在 8. 5 ~ 12. 5
 

min 的时间段内,其余时间里

几乎没有检出目标物,这段时间馏分出的 Δ9 -THC
占全部总量的 98. 85%,因此,本试验中将收集 GPC
的馏出时间定为 8. 5 ~ 12. 5

 

min。
但从图 1 中可以看出,在 8. 5 ~ 12. 5

 

min 时,油

图 2　 GPC 分析火麻仁油中 Δ9 -THC 含量馏出时间情况

Figure
 

2　 Analytical
 

results
 

of
 

Δ9 -THC
 

in
 

hempseed
 

oil
 

by
 

GPC

脂组分还未完全馏出,收集这段时间的馏出液氮吹

至干后仍含有少量油脂,经称量比较,这些油脂约

占未经 GPC 处理油脂重量的 5% ~ 10%。 尽管火麻

仁油经 GPC 处理后去除了大部分油脂,但残留的油

脂仍会对下一步的检测分析产生影响。 为去除残

留的油 脂, 需 优 先 选 择 对 油 脂 溶 解 率 较 低 且 对

Δ9 -THC 提取效果好的溶剂。 结合图 1 中对各提取

溶液和提取方式的研究结果,使用甲醇溶剂超声提

取对残留油脂有较低的油脂溶解率和较好的提取

效率,此外,文献报道 [ 13] 指出,冷冻对去除残留油脂

也有一定的效果,因此,对 GPC 净化后的残留油脂,
采用甲醇再次提取并冷冻处理方法进行二次净化。
试验结果表明,经冷冻处理后的火麻仁油样品液氮

吹至干后不含有油脂,仪器分析时样品的干扰杂质

少,能够满足试验分析的要求。
2. 2　 提取和净化方法的选择

当前对 Δ9 -THC 的提取方法主要有试剂溶解后

直接分析法 [ 9] 、液液萃取法 [ 17] 、超声波萃取法 [ 18] 和

水解提取法 [ 19] 。 各种方法对提取不同种类样品中

的 Δ9 -THC 各有优势,但由于 Δ9 -THC 极性较弱,且
辛醇-水分配系数高达 12

 

091[ 20] ,表明其具有较强

的脂溶性,在分析油脂类样品中的 Δ9 -THC 时,传统

的提取方法效果不甚理想。 GPC 法能分离分子量

不同的物质,从而将 Δ9 -THC 从火麻仁油中分离出

来,与传统提取方法比较,具有处理油脂样品量大、
分离效果好的特点。 本试验采用 GPC 法分离火麻

仁油样品中的 Δ9 -THC,并将使用 GPC 法提取火麻

仁油的效果与报道 [ 18-19] 的直接提取法和超声提取

法进行比较,同时比较了甲醇、乙腈等试剂,通过最

终含量比较不同试剂和提取方式对火麻仁油中

Δ9 -THC 的影响,结果见图 3。
从图 3 可以看出,使用 GPC 法提取的火麻仁油

中 Δ9 -THC 含量最高,达到 4. 4
 

mg / kg,其次为用甲

醇和 乙 腈 溶 液 超 声 提 取 的 结 果, 分 别 为 2. 1 和
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图 3　 不同溶剂提取 Δ9 -THC 的含量

Figure
 

3　 Content
 

of
 

Δ9 -THC
 

by
 

different
 

extraction
 

methods

1. 8
 

mg / kg,提取效率最低的是直接提取法,甲醇直

接提 取 和 乙 腈 直 接 提 取 的 结 果 分 别 为 1. 6 和

0. 85
 

mg / kg。 可见, GPC 法对火麻仁油中 Δ9 -THC
的提取效果最好,超声提取法优于直接提取法,甲

醇对 Δ9 -THC 的提取效率高于乙腈。
2. 3　 检测波长和流动相的选择与优化

使用二极管阵列检测器对 Δ9 -THC 进行波长扫

　 　 　 　

描(210 ~ 270
 

nm) ,从获得的吸收波长-吸光度光谱

图可以看出,Δ9 -THC 的最大吸收波长不显著,吸光

度随波长的增加呈下降趋势。 本试验选择了 210 和

220
 

nm 波长比较 Δ9 -THC 的峰面积和峰高,发现在

210
 

nm 处 Δ9 -THC 的峰形、峰面积和峰高都优于

220
 

nm 处, 因 此, 本 试 验 选 择 210
 

nm 作 为 测 量

波长。
使用 HPLC 分析大麻素常用的流动相包括甲

醇-水体系和乙腈-水体系,本试验考察了两种流动

相体系对 Δ9 -THC 灵敏度和稳定性的影响,结果表

明,在两种流动相体系下, Δ9 -THC 均能顺利出峰,
流动相对响应灵敏度影响不大,但在乙腈-水体系流

动相下,基线平衡时间相对更短,且稳定性更好。
此外,在 210

 

nm 波长下,乙腈的最大吸光度小于甲

醇,造成的干扰也更小,因此选用乙腈-水体系作为

流动相。 试验比较了 95%、85%、75%、65% 等不同

乙腈-水比例的流动相配比,结果表明,用 75%乙腈-
水作为流动相时,目标物峰形较好且灵敏度高,出

峰时间能够适应不同品牌火麻仁油的检测要求,见
图 4。

图 4　 Δ9 -THC 的色谱图( A)和光谱图( B)

Figure
 

4　 Chromatogram
 

( A)
 

and
 

spectrogram
 

( B)
 

of
 

Δ9 -THC

2. 4　 检出限和校准曲线

本试验通过逐级稀释火麻仁油样品的方法,确
定 Δ9 -THC 的检出限 ( LOD) 和定量限 ( LOQ) 。 以

3 倍信噪比 ( S / N = 3 ) 对应 LOD, 以 10 倍信噪比

(S / N = 10)对应 LOQ,得到 Δ9 -THC 的方法 LOD 和

LOQ 分别为 0. 05
 

和 0. 17
 

mg / kg。 配制 0. 0 ~ 500. 0
 

ng / mL 的系列标准溶液,以目标物的色谱峰面积为

纵坐标( y) ,以目标物标准溶液浓度为横坐标( x)绘

制校准曲线, 得到校准曲线方程为 y = 0. 9748x -
0. 8773,相关系数 ( r) = 0. 999

 

94,表明 Δ9 -THC 在

0. 0 ~ 500. 0
 

ng / mL 范围内具有较好的线性关系,且
无背景干扰。
2. 5　 回收率与精密度

在天然含有 Δ 9 -THC 的火麻仁油中分别添加

浓度相当于 1、5、10 倍 LOQ 的标准溶液,按 1. 2. 2
方法进 行 加 标 回 收 率 试 验, 每 个 水 平 重 复 测 定

6 次,平均回收率和相对标准偏差( RSD) 的结果见

表 1。 从结果可以看出,平均回收率为 84. 6% ~
101. 8% ,RSD 为 3. 2% ~ 4. 7% ,表明该方法的准确

度和精密度能满足油脂类样品中 Δ 9 -THC 的检测

要求。

表 1　 Δ9 -THC 加标回收率与 RSD(n = 6)

Table
 

1　 Recoveries
 

and
 

relative
 

standard
 

deviations
 

of
 

Δ9 -THC(n = 6)
样品本底值
/ ( mg / kg)

添加量
/ ( mg / kg)

平均测定值
/ ( mg / kg)

平均回收
率 / %

RSD
/ %

4. 76 0. 17 101. 8 4. 7
4. 59 5. 31 0. 85 84. 6 3. 9

6. 27 1. 70 98. 8 3. 2
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2. 6　 实际样品检测

根据所建立的方法,对市售的 10 种火麻仁油样

品中 Δ9 -THC 含量进行检测(n = 3) ,结果见表 2。 市

售的 10 种火麻仁油样品中均检出 Δ9 -THC,含量在

0. 40 ~ 5. 82
 

mg / kg 范 围 内, 此 结 果 与 相 关 文

献 [ 5,13-16] 的报道相符,同时也满足对 Δ9 -THC 含量低

于 0. 3%的限量要求。

表 2　 实际样品检测结果(n = 3)
Table

 

2　 Analytical
 

results
 

of
 

actual
 

samples(n = 3)
火麻仁油样品 Δ9 -THC / ( mg / kg) RSD / %

1# 4. 44 2. 1

2# 1. 21 1. 7

3# 3. 12 3. 6

4# 5. 82 3. 9

5# 5. 21 4. 3

5# 3. 21 4. 5

7# 0. 42 3. 6

8# 0. 40 4. 2

9# 0. 41 4. 7

10# 5. 58 3. 8

3　 小结

本试验 建 立 了 GPC-HPLC 测 定 火 麻 仁 油 中

Δ 9 -THC 含量的检测分析方法。 由于火麻仁油等

油脂样品基质复杂,THC 具有较强的脂溶性,采取

GPC 分离油脂,甲醇复溶并冷冻处理的方式进行

净化,并使用天然含有 Δ 9 -THC 的火麻仁油样品

进行试验,结果表明,该方法的 LOQ、线性范围和

精密度 均 能 满 足 对 油 脂 类 样 品 中 Δ 9 -THC 检 测

要求。
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