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摘要
准确测量高脂肪含量样品（如巧克力、布朗尼和饼干）中的 ∆9-四氢大麻酚 (∆9-THC) 
和大麻二酚  (CBD) 是满足不断变化的大麻监管环境（包括在法律允许食用的司法管
辖区内用于产品标签、安全和法医目的）的一项重要检测需求。巧克力是一种复杂
基质，富含蛋白质、脂肪和可可，因此其分析较为困难。本应用简报将展示一种研
磨巧克力、萃取大麻素并利用 LC/UV 对其进行定量的简单优化流程，并将着重介绍
简单的样品前处理和极低的单个样品分析成本。数据显示目标分析物在多天内的准
确度、精度和线性响应。使用独特的 Agilent Captiva EMR-Lipid 过滤技术，制得清洁
的样品。本方法为掺入大麻的牛奶巧克力、黑巧克力和白巧克力的效价测试提供了
出色的稳定性、更高的灵敏度和准确度。 

主要优势 

 – 快速样品前处理，提高样品通量 

 – 经优化的样品净化流程，过滤步骤简单、高效

 – 准确、精密的 THC 和 CBD 定量

 – 减少 HPLC 维护，提高实验室效率 

使用 Agilent Captiva EMR-Lipid 脂质
去除产品和 Agilent 1260 Infinity II  
液相色谱系统简单、准确地定量掺入
大麻的巧克力食品中的 THC 和 CBD
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前言
为满足已制定或不断变化的监管要求，
对食品中大麻素的检测需求不断增加。
不同国家/地区和州的监管要求有很大差
异。每种食品类型都存在与其独特的物理
一致性相关的特定挑战，此外它们的不同
成分还会对分析仪器产生影响。因此，需
要更加稳定可靠的流程来定量分析食品 
（如巧克力、布朗尼、饼干、糖果和饮
料）中的 ∆9-THC 和 CBD 等大麻素[1,2,3]。
这种定量分析流程的准确度对于法律考虑
因素、安全原因和确保市售产品的适当标
签至关重要。Vandrey 等人 (2015) 发现，
仅 17% 的食用产品如实标注了 ∆9-THC 
浓度，而  23% 的食用产品标注过低，
60% 的标注过高[4]。 

巧克力分析为何存在挑战？
效价测试通常由配备 UV 检测器的 HPLC 执
行，在某些情况下由 LC/MS 或 LC/MS/MS 
执行。样品前处理不受分析平台的影响，
是准确测定大麻素的关键。如果进样前食
品基质未从样品中充分去除，HPLC 系统
的背压可能会增加，可能会产生额外的维
护和仪器停机时间。色谱柱也可能会更快
堵塞，最重要的是，THC 和 CBD 定量分
析的准确度可能会随时间变化。

巧克力是一种具有挑战性的待分析食品，
因为它的粘性很高，富含脂肪  (30%–
40%)、糖 (60%)、蛋白质 (10%) 和类黄
酮[5]。正如文献中记载的那样，这种高含
量的基质干扰物会大大降低使用 LC/UV 
进行效价测试的准确度和精度[6]。更具体

地说，脂肪占巧克力干重的 30%–40%，
脂肪的存在会直接影响大麻素在适用于 
HPLC 分析的溶剂中的溶解度。如果未在
进样前充分去除脂肪，THC 和 CBD 可能
会与这些脂质结合并发生沉淀。因此，巧
克力样品中脂质去除不当和不充分会导致
大麻素定量分析不准确[6]。此外，脂肪还
会增加 HPLC 系统的维护，因为它们很容
易堵塞反相液相色谱柱，需要更长的液相
色谱梯度，才能用有机溶剂彻底冲洗干净
色谱柱。额外的运行时间会降低实验室分
析效率，并需要额外的流动相，从而增加
了环境和废物处理成本。

导致巧克力中大麻素定量分析不佳的另一
个原因是，可可中含有丰富的类黄酮，如
儿茶素、表儿茶素和没食子儿茶素。这些
类黄酮占可可粉干重的 8%，并可通过非
共价相互作用与平面芳香大麻素（如大麻
酚 (CBN)）相互作用，从而降低 HPLC 上
的紫外信号[6]。因此，为了对掺入大麻的
巧克力进行准确的效价测试，去除干扰物
至关重要。

样品处理和均质化
在溶剂中萃取大麻素之前，可以使用不同
的技术来处理巧克力。其中一些技术耗时
费力，需要各种实验室设备。食品样品可
以通过商用搅拌机进行机械研磨，也可以
通过研钵和研杵将其压碎。这两种方法都
不是处理巧克力的理想选择，因为巧克力
具有很高的粘性，并且在处理过程中会部
分融化。另外，可以将巧克力融化，或者
在溶剂萃取之前将其冷冻。冷冻后，巧克
力更容易研磨，低温可减少样品降解。如

果未优化样品处理，通常需要长时间超声
处理才能确保从巧克力中完全萃取大麻
素。针对这些技术，样品通量可能具有挑
战性，因为搅拌器、研钵和超声处理设备
通常每小时只能处理少量样品，并需要针
对每种样品进行清洁。 

从食品中回收大麻素的萃取技术 

细磨处理巧克力后，可以使用不同的萃取
技术来捕获 THC 和 CBD，同时尽可能多
地去除干扰物。快速、简便、经济、高
效、稳定和安全 (QuEChERS) 技术广泛用
于处理食品样品[7]。该技术采用两步法，
第一步萃取步骤基于使用盐的水分配，第
二步基于分散式 SPE (dSPE) 方法去除更
多基质组分。然而，对于巧克力和其他富
含脂肪的食品，如布朗尼和饼干，不适
合使用 QuEChERS，因为大麻素和脂肪
都是疏水性的；因此，在水分配步骤后无
法去除脂肪。遗憾的是，与非质子溶剂 
（如乙腈）相比，水也会捕获来自可可
的干扰物，如本应用简报所示。此外，
QuEChERS 去除了极性干扰物（如糖和
盐），但它们通常不会保留在反相色谱
中，也不会干扰大麻素，大麻素将很好地
保留在 C18 色谱柱上。此外，QuEChERS 
第二步中使用的分散剂特异性和容量不
足，无法完全捕获巧克力中存在的脂质
量。QuEChERS 分散剂试剂盒可能含有 
150–400 mg C18，可以捕获脂质，这对
于脂肪含量最高的食品而言，明显不足。
不幸的是，分散剂也会捕获大麻素。出于
这些原因，QuEChERS 不适用于富含脂
质的食品（如巧克力、布朗尼和饼干）的
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效价测试，但这种技术适用于硬糖和软糖
等其他基质。

作为 QuEChERS 的替代技术，可以在溶
剂中萃取巧克力样品并将其放入冰箱中以
沉淀脂质。这种温度诱导的脂质沉淀（也
称为冬化）具有时间和温度依赖性。通
常，样品需要在 –20 °C 下放置几个小时
以进行冬化，才能表现出一定的效率。然
而，在某些情况下，脂肪含量需要极低的
温度 (–80 °C) 和过夜才能使冬化发挥作
用。此外，冬化还会降低大麻素的溶解
度，可能会导致在测试效价时，回收率、
灵敏度和准确度出现巨大损失。 

Agilent Enhanced Matrix Removal-Lipid 
(EMR-Lipid) 是一种独特的吸附剂，可通
过体积排阻和化学键合选择性地去除复杂
基质和具有挑战性的高脂肪样品中的脂
质，同时将目标分析物留在溶液中[8, 9]。如
果是大麻食品，EMR 将去除大量脂质，
而不会捕获大麻素。Captiva EMR-Lipid 
过滤中采用 EMR 以小柱形式装填在两个
筛板之间的吸附剂。在使用乙腈萃取的巧
克力中添加 20% 水可以充分沉淀蛋白质
并处理样品，以便在 Captiva EMR-Lipid 
柱上轻松过滤。在一个简单的步骤中，可
以捕获蛋白质和脂质，而不会损失任何大
麻素。EMR 技术针对脂质的这种特异性
首次能够去除几乎 100% 的脂肪，而不会
在此过程中损失 THC 和 CBD[10]。

总而言之，巧克力的效价测试使实验室面
临着不小的挑战，因为其处理过程耗时费
力，有大量样品时更是如此。巧克力的特
定挑战可归因于存在脂肪和可可基质。除
了导致分析柱和系统的维护问题外，脂肪

还会直接干扰大麻素的检测。可可中的黄
酮类化合物也是有文件记录的干扰源。
QuEChERS 萃取并不是巧克力中大麻素
的最佳萃取方法，因为巧克力含有明显更
脏的基质，会干扰检测且需要更多仪器维
护。溶剂萃取后进行冬化也不是脂肪食品
效价测试的最佳选择，因为它非常耗时，
并且大麻素的紫外线信号较低，会对准确
度带来不利影响。本文开发的改进流程简
化了样品前处理，以最低的成本处理大量
巧克力样品，更重要的是，具有极高的准
确度和精度。 

实验部分

材料和试剂 

 – 50 mL 聚丙烯 (PP) 离心管 
（VWR 货号 89039-660）

 – 15 mL 聚丙烯 (PP) 离心管 
（VWR 货号 89039-668）

 – 安捷伦陶瓷均质子（货号 5982-9313）

 – Agilent InfinityLab 超纯 LC/MS 乙腈
（货号 5191-4496）

 – Agilent InfinityLab 超纯 LC/MS 水 
（货号 5191-4498）

 – Agilent InfinityLab 超纯 LC/MS 甲醇
（货号 5191-4497）

 – Agilent Captiva EMR-Lipid，3 mL 
（货号 5190-1003）

 – 安捷伦螺口样品瓶（货号 5182-0553）

 – 安捷伦甲酸（货号 G2453-85060）

 – THC 有证标准物质，1.0 mg/mL 甲醇
溶液 

 – CBD 有证标准物质，1.0 mg/mL 甲醇
溶液 

自开发本应用以来，安捷伦已推出了大麻
素有证标准物质。这些有证标准物质可用
于代替本文使用的标准品。

 – 大麻素混合物 A ― CBD、CBN 和 
∆9-THC，各 1.0 mg/mL（货号 
5190-9430）

 – 大麻素混合物 B ― THCA、CBDA 和  
CBG，各 1.0 mg/mL（货号 5190-9429）

 – 大麻素混合物 C ― CBDV、CBGA 和 
CBC，各 1.0 mg/mL（货号 5190-9428）

 – 大麻素混合物 D ― THCV 和 ∆8-THC，
各 1.0 mg/mL（货号 5190-9427）

实验室设备
 – 安捷伦正压 (PPM) 48 孔处理装置（货
号 5191-4101）（可选，用于提高通量）

 – 安捷伦 3 mL 柱架（货号 5191-4103）

 – 用于安捷伦 PPM-48 的废液支架（货
号 5191-4112）

 – 自动化机械均质机（SPEX SamplePrep  
Geno/Grinder 1600 MiniG 或同等 
产品）

 – Eppendorf 5804 R 离心机，带 50 mL 
管线转接头

 – 剪刀

 – 分析天平

 – 迷你涡旋仪
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8. 将 2 mL 上清液转移至 15 mL PP 离心
管中

9. 加入 500 µL Nanopure（1 级）水，盖
上盖子并简单涡旋混合

10. 将 3 mL 柱架（货号 5191-4101）放置
在废液架（货号 5191-4112）上方

11. 将 3 mL Captiva EMR-Lipid 净化管置
于柱架上，将洁净的 15 mL PP 离心
管置于废液架上 EMR 净化管正下方位
置处

12. 将步骤 8 中的所有内容物 (2.5 mL) 倒
入 3 mL Captiva EMR-Lipid 净化管
中。使其通过重力作用流动

13. 初始的 2.5 mL 洗脱完成后，将另外 
1.5 mL（4:1 乙腈:Nanopure 水）溶液
加入 Captiva EMR-Lipid 净化管中，同
样使其通过重力作用流动

14. 不要忘记将收集管涡旋混合，转移到
样品瓶中，并盖上盖子

注：或者，采用重力自流并使 EMR 净化速
度提高 4 倍，将上面的 2 个架子和 Captiva 
EMR-Lipid 净化管放在安捷伦 PPM-48 处
理装置（货号  5191-4101）中，压力为 
1 psi，流速控制在每 3 到 5 秒最多 1 滴
（参见“实验室设备”部分的注释）。

注：含有坚果和水果的非均质烘焙食品
和巧克力需要在萃取前完全均质化，以
获得具有代表性的样品，并获得完全均
化质的乙腈萃取物。为此，在上述流程
的第 2 步称量之前，需要在搅拌机/低温 
研磨机或自动化机械均质机中处理所有这
些样品。

质谱条件
参数 值

MS Agilent 6545 LC/Q-TOF*

采集模式 TOF 扫描，40 张谱图/秒，m/z 范围为 
100–1700

离子源 安捷伦喷射流 ESI

干燥气流速 12 L/min

鞘气温度 350 °C

雾化器压力 40 psi

干燥气温度 350 °C

鞘气流速 11 L/min

极性 正离子

毛细管电压 3500 V

喷嘴电压 1000 V

碎裂电压 135 V

* 本研究使用飞行时间 (TOF) 质谱作为定性工具，以评估不
同样品前处理流程产生的基质电荷

样品处理和大麻素萃取
掺入大麻的巧克力样品

1. 使用分析天平称量与标示量相关的掺
入大麻的巧克力（条状、方形、小块
等），并记录数值

2. 用剪刀将巧克力剪成小块或薄片
（图 1）；取 1 ±0.005 g 转移至 50 mL 

PP 离心管中

3. 向离心管中加入两粒陶瓷均质子， 
以确保完全、快速均质化；盖上盖子

4. 将离心管放入 –20 °C 的冰箱中冷冻 
20 分钟

5. 加入 10 mL 含有 2% 甲酸的冷乙腈 
（之前已放入 –20 °C 冰箱中）

6. 将试管放在自动化机械均质机上进行
剧烈垂直振荡 (1500 rpm) 5 分钟。巧
克力应该被完全溶解并混匀

7. 在室温 (20 °C) 下，以 3600–5000 rpm 
的转速将离心管离心 5 分钟

仪器条件

HPLC 条件 

在本研究中，我们实施了如下所述的安
捷伦标准效价分析方法[11]。

参数 值

液相色谱模块

Agilent 1260 Infinity II Prime 泵 
(G7104C)

配备样品盘冷却选件的 Agilent 1260 
Infinity II 样品瓶进样器 (G7129C)

Agilent InfinityLab 集成式柱温箱 
(G7130A)

Agilent 1260 Infinity II 二极管阵列 
检测器 WR

MS Agilent 6545 LC/Q-TOF

运行时间 9.5 min

后运行时间 1.5 min

分析柱 Agilent InfinityLab Poroshell 120  
EC-C18, 3.0 × 50 mm, 2.7 µm

保护柱 Agilent InfinityLab Poroshell 120  
EC-C18, 3.0 × 5 mm, 2.7 µm

流动相 A 0.1% 甲酸水溶液

流动相 B 0.05% 甲酸的甲醇溶液

进样量 5 µL

Multisampler 
温度

20 °C

柱温 50 °C

检测 230 nm 处的紫外光，针对所有定量 
结果

流速 1 mL/min

梯度

时间 
(min) %A %B 
0 40 60 
1 40 60 
7 23 77 
8.2 5 95

进样针清洗 用 25:25:50 异丙醇:乙腈:甲醇在冲洗口
冲洗 3 秒
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用于基质匹配校准品的非掺入巧克力
样品
按照上一节中描述的流程进行操作，确保
准备足够的基质匹配校准品所需的巧克力
基质（非掺入牛奶，深色或白色），方法
是在第 8 步至少上样两个 15 mL PP 离心
管和 2 mL 等分试样的上清液，然后按照
第 9 步及后续步骤的建议处理每个离心
管。最后，务必将两种洗脱液合并，并在
一个 15 mL PP 离心管中涡旋混合。表 1 
显示了用于配制校准品的连续稀释。

结果与讨论
为了获得理想的样品处理和萃取条件，本
文测试了几种条件。成功的参数包括通
过重量分析和 LC/Q-TOF 确定的清洁度。
分析物回收率通过 LC/UV 确定。除了在 
0.5–100 µg/mL 浓度范围内（相当于每
克巧克力 10–2000 µg CBD 和 THC）的
准确度和精度外，还测试了溶液中分析物
的稳定性。

样品处理
对于样品处理，未对搅拌机和低温研磨机
进行测试，因为它们一次只能处理一个样
品，并需要在样品与样品之间进行清洁。
此外，也没有使用融化的巧克力，以避免
可能影响分析物稳定性的高温。因此，用
剪刀将巧克力切碎（图 1）并将这些样品
放入带有两粒陶瓷均质子的一次性聚丙烯
管中以进行完全均质化更易操作。本文测
试了不同的振荡时间以优化大麻素萃取。
请注意，在 4 °C 下刚出库时处理巧克力
样品更易操作。此外，还观察到在带有陶
瓷均质子的 PP 管中于 –20 °C 下冷冻称
量的样品 20 分钟，有利于避免巧克力在
机械垂直振荡过程中粘附在管壁上。

萃取溶剂
测试了几种萃取溶剂：乙腈、甲醇、
80/20 乙腈/乙酸乙酯和 40/60 乙醇/水。
虽然与乙腈相比，使用甲醇萃取  CBD 
和  T H C  的效率略高  ( h t t p s : // b l o g .
restek.com/medical-marijuana-solvent-
extract ion-eff ic iency-%e2%80%93-
potency-determinations-with-gc-fid/)，
但是当在 MS 扫描模式下通过 LC/Q-TOF 
（公认为评估样品清洁度的非特异性但非
常灵敏的方法）进行分析时，发现甲醇会
产生“更脏的”巧克力萃取物（不利基
质含量更高）。简而言之，与“干净”样

品相比，从“脏”样品中获得的 Q-TOF 
总离子流图 (TIC) 具有更强的信号（更多
峰，更高噪音水平）。从图 2 中可以看
到，与黑色曲线（乙腈）相比，红色曲线
（甲醇）显示出更高的背景噪音和一些额
外的峰。随着时间的推移，进样更脏的样
品将导致额外的系统维护、增加成本并降
低检测实验室的盈利能力。向乙腈中添
加 2% 的甲酸以改善蛋白质沉淀，并减少 
THC 和 CBD 与巧克力蛋白质的结合。在
一周多的时间内证实了 CBD 和 THC 在这
些温和酸性条件下的稳定性。

校准品水平 浓度 (µg/mL) 连续稀释液配制

6 100 100 µL CBD 标准品 + 100 µL THC 标准品 + 800 µL 巧克力基质

5 50 500 µL 校准品 6 + 500 µL 巧克力基质

4 10 200 µL 校准品 5 + 800 µL 巧克力基质

3 5 500 µL 校准品 4 + 500 µL 巧克力基质

2 1 200 µL 校准品 3 + 800 µL 巧克力基质

1 0.5 500 µL 校准品 2 + 500 µL 巧克力基质

0 0 1000 µL 巧克力基质

* 在此前处理之后，校准品 2、4 和 6 的最终体积将为 500 µL。确保调整自动进样器的设置以适应此体积

表 1. 使用连续稀释法制备基质匹配校准标样

图 1. 称重前用剪刀剪碎的牛奶巧克力 

https://www.restek.com/row/chromablography/chromablography/medical-marijuana-solvent-extraction-efficiency--potency-determinations-with-gc-fid/
https://www.restek.com/row/chromablography/chromablography/medical-marijuana-solvent-extraction-efficiency--potency-determinations-with-gc-fid/
https://www.restek.com/row/chromablography/chromablography/medical-marijuana-solvent-extraction-efficiency--potency-determinations-with-gc-fid/
https://www.restek.com/row/chromablography/chromablography/medical-marijuana-solvent-extraction-efficiency--potency-determinations-with-gc-fid/
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萃取物净化
多个大麻检测实验室在分析巧克力产品
时，均报告了系统反压，这可能是由于
脂质积累并最终堵塞反相柱造成的。这
表明，这些样品需要在大麻素萃取后彻
底去除脂质。本文比较了掺入 THC 的商
业牛奶巧克力样品的不同净化流程，包
括过滤、使用 QuEChERS 萃取盐和分散
剂、冬化（–80 °C 下的脂质沉淀）以及
在 Captiva EMR-Lipid 上过滤。通过所得
萃取物的重量分析以及 LC/Q-TOF 分析对
结果进行比较。如图 3 所示，在 Captiva 
EMR-Lipid 上过滤并进行冬化得到的平均
残留重量相同，而未经进一步处理的简单
乙腈萃取产生的残留重量最高，未经分散
式固相萃取的 QuEChERS 处理为其次。
在 QuEChERS 萃取中添加脂肪特异性分
散剂的确有助于去除一些巧克力基质成
分并降低残留重量，但达不到经 Captiva-
EMR-Lipid 和冬化处理的程度（图 4）。

× 106

0
0.25
0.50
0.75
1.00
1.25
1.50
1.75
2.00
2.25
2.50
2.75
3.00
3.25
3.50
3.75
4.00
4.25

采集时间 (min)
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

响
应

图 2. 通过 LC/Q-TOF TIC 比较添加了 CBD 和 THC 的甲醇（红色曲线）和乙腈（黑色曲线）的白巧克力萃取物

图 4. 使用 Agilent Captiva EMR-Lipid（左图）和 QuEChERS（右图）
萃取的牛奶巧克力之间的直观对比

图 3. 样品前处理和干燥后的样品清洁度比较（括号内为每次处理的残留物平均重
量 (n = 3)，以 mg 为单位） 
(A) 乙腈萃取 + Captiva EMR-Lipid 净化 (0.4 mg) 
(B) 乙腈萃取（未处理）(30.3 mg) 
(C) QuEChERS 萃取 (26.7 mg) 
(D) 脂肪样品的 QuEChERS 萃取 + 分散 (8.3 mg) 
(E) 乙腈萃取 + 冷稳定（冬化流程）(0.4 mg)

Figure 3. Sample cleanliness comparison after sample preparation and 

A B C D E
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除了重量分析之外，还通过 LC/Q-TOF 
对来自各种样品处理的萃取物进行了比
较，以进一步进行清洁度评估。查看
所得的 TIC 图，与其他净化技术相比，
Captiva EMR-Lipid 萃取物的基线明显更
低（图 5A 和 5B）。这种额外的清洁度在 
4.5 到 6 分钟之间以及 8.5 分钟后尤为明
显。此外，采用不同净化技术的 LC/UV 

分析结果显示，与其他净化方法相比，使
用 Captiva EMR-Lipid 净化产品时，THC 
的信号明显更高（图 6）。这种 UV 信号
增加可归因于使用 Captiva EMR-Lipid 过
滤的出色脂质去除效果。大麻素是脂溶性
的，因此，如果未有效去除脂质，则会干
扰大麻素的紫外检测[6]。QuEChERS 的特
异性和容量不足以完全捕获烘焙食品和巧

克力中的脂肪。QuEChERS 分散剂只能使
用 C18 从样品中去除脂质，这种方法缺
乏选择性，同时还会捕获大麻素。在低温
或冬化条件下，脂质沉淀的确会去大量脂
质，但也会共沉淀大量大麻素，如图 5A 
和 5B 所示。
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ACN 空白（无基质）

ACN 萃取物，EMR（注意与其他曲线的比例差异）

ACN 萃取物，未净化  

ACN 萃取物，QuEChERS（未进行分散式固相萃取） 

ACN 萃取物，QuEChERS（进行分散式固相萃取） 

ACN 萃取物，冬化 

更干净的区域 

更干净的区域 
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× 106
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响
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响
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图 5A. LC/Q-TOF TIC 对比
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图 5B. 第 8 分钟和第 9 分钟之间的放大区域。THC 在 8.32 分钟时洗脱
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净化处理

乙腈萃取物净化比较
经 EMR 净化的 ACN
未净化的 ACN
经 QuEChERS 净化的 ACN（未进行分散式固相萃取）
经 QuEChERS + 分散式固相萃取的 ACN
经冬化的 ACN

图 6. 掺入大麻的牛奶巧克力的乙腈萃取物经不同的净化处理后 THC 峰面积（UV 信号）对比（每种处理方法 3 份样品，误差线表示标准偏差）
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方法性能特征 

通过牛奶巧克力超过 4 天，白巧克力和
黑巧克力分别超过  2  天测试优化方法
（用酸化乙腈萃取 CBD 和 THC，结合在 
Captiva EMR-Lipid 上过滤萃取物）的稳
定性、准确度和精度（表 2、3、4）。每
种大麻素的浓度范围为 0.5–100 µg/mL，
重复进样三次，使用六点绘制基质匹配
标准曲线（表 5 和图 7）。这些校准曲
线的稳定性在 7 天内得到证实（表 6）。
在萃取/过滤前后添加非掺入巧克力样
品，以确定两种分析物的回收率（表 7）。
最后，对市售的掺入 THC 的牛奶巧克力
进行了检测，以验证定量流程的准确度
（表 8）。

日内和日间准确度与精度 

表 2. 牛奶巧克力

校准品 1 
（0.5 µg/mL CBD，0.5 µg/mL THC）

CBD THC

第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天

校准品 1 ― 第一次前处理 114.1 106.6 103 117.4 96.3 97.8 96.7 109.8

校准品 1 ― 第二次前处理 105.3 97.8 123.5 110.1 103.4 93.5 100.2 105.9

校准品 1 ― 第三次前处理 106.1 101.4 108.1 108.6 97.6 101.9 92.1 106.2

日内平均准确度 (n = 3) 108.5 101.9 111.5 112.0 99.1 97.7 96.3 107.3

日间平均准确度 (n = 12) 108.5 100.1

日间标准偏差 (n = 12) 7.1 5.4

日间精密度（%RSD，n = 12） 6.5 5.4

表 3. 黑巧克力

校准品 1 
（0.5 µg/mL CBD，0.5 µg/mL THC）

CBD THC

第 1 天 第 2 天 第 1 天 第 2 天

校准品 1 ― 第一次前处理 105.9 112.6 109.0 96.9

校准品 1 ― 第二次前处理 107.0 106.9 106.8 96.5

校准品 1 ― 第三次前处理 103.8 93.7 106.4 97.4

日内平均准确度 (n = 3) 105.6 104.4 107.4 96.9

日间平均准确度 (n = 6) 105.0 102.2

日间标准偏差 (n = 6) 6.2 5.8

日间精密度（%RSD，n = 6） 6.0 5.7

表 4. 白巧克力

校准品 1 
（0.5 µg/mL CBD，0.5 µg/mL THC）

CBD THC

第 1 天 第 2 天 第 1 天 第 2 天

校准品 1 ― 第一次前处理 98.4 114 103.7 107.2

校准品 1 ― 第二次前处理 111.9 107.8 103.5 103

校准品 1 ― 第三次前处理 106.8 101.4 107.8 102.6

日内平均准确度 (n = 3) 105.7 107.7 105.0 104.3

日间平均准确度 (n = 6) 106.7 104.6

日间标准偏差 (n = 6) 6.0 2.3

日间精密度（%RSD，n = 6） 5.6 2.2
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校准曲线和线性范围

名称 范围 (µg/mL) 校准品数量 曲线类型 重量

平均拟合， 
牛奶巧克力 
（R2，n = 4）

平均拟合， 
黑巧克力 

（R2，n = 2）

平均拟合， 
白巧克力 

（R2，n = 2）

CBD 0.5–100 6 线性 1/x 0.99962 0.99988 0.99984

THC 0.5–100 6 线性 1/x 0.99983 0.99984 0.99987

表 5. 牛奶巧克力、黑巧克力和白巧克力的校准曲线平均拟合 (R2) 

0 5–5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

× 103

浓度 (µg/mL)

响
应

y = 10.180102x + 0.477279
R2 = 0.99978443 
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× 103
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响
应

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0 y = 10.777959x + 0.182414
R2 = 0.99954888

CBD

THC

图 7. 分别针对 CBD 和 THC 的典型基质匹配校准曲线

牛奶巧克力中校准品的稳定性
表 6. CBD 和 THC 校准品的 7 天稳定性研究。校准品在 20 °C 下储存于 HPLC 样品瓶进
样器中

校准品水平
浓度  

(µg/mL)

CBD THC

第 1 天的  
UV 峰面积

第 7 天的  
UV 峰面积 

第 1 天的  
UV 峰面积

第 7 天的  
UV 峰面积 

6 100 1025 1142 946 1060

5 50 504 582 471 537

4 10 92 109 94 103

3 5 46 54 45 49

2 1 9 11 8 9

1 0.5 4 5 4 5
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回收率研究

CBD THC

牛奶 黑 白 牛奶 黑 白

萃取前基质加标平均峰面积 (n = 3) 292.9 294.9 298.1 257 268.8 261.2

萃取后基质加标平均峰面积 (n = 3) 274.4 275.9 275.7 246.3 245 250.4

回收率% (n = 3) 106.7 106.9 108.1 104.3 109.7 104.3

萃取后基质加标平均峰面积 (n = 3) 274.4 275.9 275.7 246.3 245 250.4

溶剂（无基质）加标平均峰面积 (n = 3) 277.2 255.9

基质效应% (n = 3) 99 99.5 99.4 96.3 95.7 97.9

表 7. 牛奶巧克力、黑巧克力和白巧克力中 CBD 和 THC 的回收效率和基质效应（其中 % 回收效率 = (萃取前
加标/萃取后加标) × 100，且 % 基质效应 = (萃取后加标/溶剂加标) × 100）

市售样品分析
将瓶内浓度转换为成品浓度的计算（使用
上述方案 ― 如果使用不同的稀释程度，
则需要相应地修改算式）

A) 起始材料中 THC/CBD 的重量 (µg)：
瓶内浓度 (µg/mL) × 4/2.5 × 2.5/2 × 
10 mL/1 g 巧克力

B) 起始材料浓度：THC/CBD 重量  
(µg THC/CBD) × 1 (mg THC/CBD)/ 
1000 (µg THC/CBD) × 巧克力样品 
重量（g 巧克力）

表 8. 牛奶巧克力。对市售的掺入 THC 的牛奶巧克力进行了检测，以验证定量流程的准确度 

THC

第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天

平均瓶内浓度计算值（n = 3，µg/mL） 16.9 15.9 15.4 16.3

巧克力条重量 (g) 31.4 31.4 31.4 31.4

平均巧克力条内浓度计算值（n = 3，mg THC/条） 10.6 9.9 9.6 10.2

标签声明（mg THC/条） 10 10 10 10

准确度 % 105.6 99.4 96.2 102.3

结论
由于巧克力和烘焙产品（如布朗尼和饼
干）的基质复杂性和高脂肪含量，效价测
试极具挑战性。考虑到大麻素与脂肪的
亲和力，在通过 LC/UV 分析之前去除脂
质，以便实现大麻素的可靠、准确的定量
分析。与其他用于高脂含量样品的常见前
处理技术相比，本文中开发的流程能够实
现最高的脂质去除率，获得更高的 THC 
和 CBD LC/UV 信号。使用较短的液相色
谱梯度减少了溶剂消耗，使用更清洁的样
品，分析柱不太可能受到脂质积累的影
响。这些优化的方法参数延长了系统正常
运行时间，提高了实验室分析效率和盈利
能力。因此，使用此方法对高脂肪食品进
行效价测试不仅简单、准确、可靠，而且
还能提高实验室分析效率。
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