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［摘　要］　为了建立柴胡注射液、维生素Ｃ注射液、盐酸林可霉素注射液、黄芪多糖注射液中非法添

加倍他米松的超高效液相色谱检查方法，采用 ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱（２．１ｍｍ×

５０ｍｍ，１．７μｍ），以０．７５％三乙胺溶液（用磷酸调节ｐＨ为３．０）－甲醇－乙腈（５０∶４５∶５）为流动相；流

速为０．３ｍＬ·ｍｉｎ－１；二极管阵列检测器，波长采集范围为１９０～４００ｎｍ，记录色谱图波长２４２ｎｍ。柱

温２５℃，进样量１０μＬ。倍他米松质量浓度在２０．０～１８０．０ｍｇ·Ｌ－１内峰面积呈良好线性关系（Ｒ２

＝０．９９９７，ｎ＝７），在柴胡注射液、盐酸林可霉素注射液、维生素Ｃ注射液、黄芪多糖注射液中倍他米

松的平均回收率分别为１０３．５％（ＲＳＤ＝０．２％）、１０１．２％（ＲＳＤ＝０．８％）、１００．４％（ＲＳＤ＝１．７％）、

９９．２％（ＲＳＤ＝１．７％）。本方法简便、快速、准确，可用于柴胡注射液等四种兽用注射液中非法添加

倍他米松的检测。
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ｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ０．３ｍＬ／ｍｉｎ；Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓｓｅｔａｔ２４２ｎｍａｎｄｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙｃｏｌｌｅｃｔｅｄｔｈｅｓｐｅｃｔｒｕｍ
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１０μＬ．Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｂｅｔａｍｅｔｈａｓｏｎｅｗａｓ２０．０～１８０．０ｍｇ·Ｌ－１（Ｒ２＝０．９９９７，ｎ＝７）；Ｔｈｅｍｅａｎｒｅｃｏｖｅｒｙ

·６４·



　２０１７，５１（１）：４６～５１／韩春晓，等 中国兽药杂志

ｆｏｒｂｅｔａｍｅｔｈａｓｏｎｅｉｎｂｕｐｌｅｕｒｕｍｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ｖｉｔａｍｉｎＣｉｎｊｅｃｔｉｏｎａｎｄａｓｒａｇｕｌｕｓ

ｐｏｌｙｓａｃｈａｒｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅ１０３．５％（ＲＳＤ＝０．２％），１０１．２％（ＲＳＤ＝０．８％），１００．４％（ＲＳＤ＝１．７％），９９．２％

（ＲＳＤ＝１．７％）．Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓａｃｃｕｒａｔｅ，ｅａｓｙａｎｄｆａｓｔ，ａｎｄｐｒｏｖｉｄｅｓａｒｅｌｉａｂｌｅｗａｙｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｂｅｔａｍｅｔｈａｓｏｎｅ

ｉｎｂｕｐｌｅｕｒｕｍｉｎｊｅｃｔｉｏｎａｎｄａｎｏｔｈｅｒｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆｖｅｔｅｒｉｎａｒｙｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＵＰＬＣ；ｂｕｐｌｅｕｒｕｍｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｖｉｔａｍｉｎＣｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ａｓｒａｇｕｌｕｓｐｏ

ｌｙｓａｃｈａｒｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｂｅｔａｍｅｔｈａｓｏｎｅ

　　倍他米松作为一种糖皮质激素，与糖、脂肪、

蛋白质的代谢和生长发育等有着密切的关系，具

有抗炎、抗毒、抗过敏、抗休克、抗免疫和抗发热

（退热）等作用，在临床上有十分广泛的应用［１］，

如糖皮质激素的内科适应症有内分泌代谢病如高

脂血症，感染性疾病如急性血吸虫病，系统性结缔

组织病如系统性红斑狼疮等［２］，临床上常短期使

用于调节人体代谢和对抗炎症。糖皮质激素是一

组具有广泛的活性物质，对机体各脏器的机能均

具有广泛的作用和影响，但如果长期给药，不可避

免地会引起许多副作用和并发症，严重的副作用

和并发症可导致病人死亡［３］，如长期应用可引起

水、盐、糖、蛋白质及脂肪的代谢紊乱，诱发或加重

感染，引发一些精神神经症状如情绪及行为异常，

骨质疏松易发生病理性骨折，以及一些消化道症

状如胃和十二指肠溃疡等［４－５］。常见的糖皮质激

素中，研究较多的为地塞米松，醋酸泼尼松等，对

于倍他米松，目前还没有专门的试验方法。试验

选取与糖皮质激素作用相似或与糖皮质激素联合

使用的四种注射液作为基质，柴胡是临床常用中

药药材，具有和解退热、疏肝解郁功效，柴胡注射

液具有清热抗炎、抗病毒、保肝等作用，小柴胡汤

与糖皮质激素联合能减少激素用量，减轻激素副

作用［６－７］；糖皮质激素可用于由盐酸林可霉素引

起的过敏性休克［８］；黄芪多糖可用于感染性疾病

的治疗过程［９］；大剂量维生素 Ｃ和糖皮质激素都

可以用于治疗婴幼儿免疫性血小板减少性紫疲，

均恢复良好［１０］，更昔洛韦眼用凝胶联合维生素

Ｃ、糖皮质激素球结膜下注射治疗角膜内皮炎［１１］。

但是简单将倍他米松添加到以上制剂中，可能引

起倍他米松结构发生改变，产生毒副作用，因此需

建立一种方法以检测注射剂中非法添加的倍他米

松。以往的糖皮质激素主要的检测方法有液相色

谱 －质谱联用，高效液相色谱法，反相高效液相色

谱法，超高效液相色谱法等［１２－１５］，超高效液相色

谱法简便易操作，结果准确，因此选用超高效液相

色谱法检测倍他米松。

１　材 料

１．１　仪器　ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣ超高效液相色谱

仪－二极管阵列检测器（Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＡＧ－２８５

电子天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ公司）；ＤＥＬＴＡ３２０ｐＨ计（Ｍｅｔｔｌｅｒ

公司）；ＫＱ－２５０ＤＥ型超声波清洗器（昆山市超声

仪器有限公司）。

１．２　试剂与试药　三乙胺（分析纯，国药集团化

学试剂有限公司），磷酸（分析纯，北京北化精细

化学品有限责任公司），甲醇（色谱纯，赛默飞世

尔科技中国有限公司），乙腈（色谱纯，赛默飞世

尔科技中国有限公司），水（超纯水）。倍他米松

对照品（批号为４０７１８，含量质量分数为９８．８％，

德国 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司）。柴胡注射液（１０ｍＬ∶

原生药１０ｇ）、维生素 Ｃ注射液（１０ｍＬ∶０．５ｇ）、盐

酸林可霉素注射液（１０ｍＬ∶１ｇ）、黄芪多糖注射液

（１０ｍＬ∶０．２ｇ）均为市售样品，且经检测不含倍他

米松。

２　方法与结果

２．１　色谱条件　色谱柱为ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ

ＢＥＨＣ１８色谱柱（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．７μｍ），流动相

为０．７５％三乙胺溶液（取 ７．５ｍＬ三乙胺加水至

１０００ｍＬ用磷酸调节 ｐＨ至 ３．０）－甲醇 －乙腈

５０∶４５∶５，流速为０．３ｍＬ·ｍｉｎ－１，二极管阵列检测

器，波长采集范围１９０～４００ｎｍ，记录色谱图波长

２４２ｎｍ，柱温为２５℃，进样量１０μＬ。
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２．２　溶液的制备

２．２．１　阴性对照溶液　分别精密量取无非法添加

的柴胡注射液，盐酸林可霉素注射液，维生素 Ｃ注

射液，黄芪多糖注射液２、１、２、３ｍＬ分别置于１０ｍＬ

量瓶中，用０．７５％三乙胺溶液∶乙腈∶甲醇（７０∶２９∶１）

溶液稀释至刻度，摇匀，即得。

２．２．２　对照品溶液　取倍他米松对照品约２０ｍｇ，

精密称定，置１００ｍＬ量瓶中，加入０．７５％三乙胺溶

液∶乙腈∶甲醇（７０∶２９∶１）溶液适量，超声（２５０Ｗ，

４０ＫＨｚ）处理１０ｍｉｎ，使其溶解，稀释至刻度，摇匀，

即得倍他米松对照品储备液（２００．０ｍｇ·Ｌ－１）；精

密量取倍他米松对照储备液５ｍＬ至 １０ｍＬ量瓶

中，用０．７５％三乙胺溶液∶乙腈∶甲醇（７０∶２９∶１）溶

液稀释至刻度，摇匀，即得倍他米松对照品溶液

（１００．０ｍｇ·Ｌ－１）。

２．２．３　阳性添加溶液　在无非法添加的阴性注射

液中分别添加倍他米松对照品适量，混匀，根据倍

他米松注射液的含量，添加剂量参考临床使用剂

量，添加剂量分别为８０、１００、１２０ｍｇ·Ｌ－１。

２．２．４　建立光谱数据库的溶液　以２．２．２中倍他

米松对照品溶液（１００．０ｍｇ·Ｌ－１）作为建立光谱数

据库的溶液。

２．３　专属性与系统适应性试验　分别精密吸取

２．２．１项下阴性对照溶液、２．２．２项下倍他米松对

照 品 溶 液、２．２．３项 下 阳 性 添 加 溶 液

（１００．０ｍｇ·Ｌ－１）各１０μＬ，分析条件按照２．１项

中的参数测定，进样分析。结果显示，阴性样品出

峰时间均较早，在１ｍｉｎ之前，而倍他米松出峰时

间约３ｍｉｎ，表明阴性样液对目标分析物测定无基

质干扰，按倍他米松计算理论板数≥５０００，阴性样

品对阳性溶液的测定结果无影响。结果见下

图１－图６。

２．４　峰纯度和光谱相似度检查　对阳性添加溶液

色谱图中的注射液所含药物色谱峰进行峰纯度检

查，以及对倍他米松的光谱图与光谱库进行匹配，

按注射液与倍他米松浓度比分别为１∶１进行检查匹

配，结果表明各色谱峰的纯度角度均小于纯度阈

值，说明该色谱条件下，四种注射液以及倍他米松

图１　倍他米松对照品 ＰＤＡ光谱图

１为倍他米松的色谱峰

图２　倍他米松对照品 ＵＰＬＣ色谱图

１为倍他米松色谱峰；２为柴胡注射液色谱峰

图３　柴胡注射液阳性溶液ＵＰＬＣ色谱图

的出峰位置无其他干扰峰，为单一物质峰，方法可

行；且ＰＤＡ匹配角度均小于匹配阈值，供试品溶液

中相应色谱峰的光谱与倍他米松的光谱非常相似，

可认为是同一物质，数据结果见表１。

２．５　线性关系　分别精密量取２．２．２项下倍他米

松对照品储备液适量，用０．７５％三乙胺溶液∶乙腈∶

甲醇（７０∶２９∶１）溶液稀释制成浓度分别为 ２０．０、
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１为倍他米松色谱峰；２为黄芪多糖注射液色谱峰

图４　黄芪多糖注射液阳性溶液ＵＰＬＣ色谱图

４０．０、８０．０、１００．０、１２０．０、１４０．０、１８０．０ｍｇ·Ｌ－１

的系列标准溶液，按“２．１”项中色谱条件，从低浓度

向高浓度依次进行测定，记录色谱图，分别以标准

溶液浓度为横坐标，以色谱峰面积为纵坐标，进行

线性回归运算，得倍他米松回归方程为 Ａ＝

７１３０８２３４．４５ρ＋３５３５８．９３９，Ｒ２＝０．９９９７。结果表

明倍他米松质量浓度在２０．０～１８０．０ｍｇ·Ｌ－１之

间时与峰面积呈良好线性关系．

１为倍他米松色谱峰；２为盐酸林可霉素注射液色谱峰

图５　盐酸林可霉素注射液阳性溶液ＵＰＬＣ色谱图

１为倍他米松色谱峰；２为ＶＣ注射液色谱峰

图６　维生素Ｃ注射液阳性溶液ＵＰＬＣ色谱图

表１　峰纯度检查结果表
药物名称 峰名称 纯度角度 纯度阈值 纯度结果 匹配角度 匹配阈值 ＰＤＡ理想匹配结果

柴胡注射液 倍他米松 ０．６２１ ０．７７３ 单一物质峰 ０．１９３ １．２５０ 是

维生素Ｃ注射液 倍他米松 ０．１５４ ０．５６３ 单一物质峰 ０．１７２ １．２４１ 是

黄芪多糖注射液 倍他米松 ０．２０４ ０．６４９ 单一物质峰 ０．１７３ １．２４１ 是

盐酸林可霉素注射液 倍他米松 ０．１４５ ０．５３１ 单一物质峰 ０．１２６ １．２４１ 是

２．６　回收率试验
２．６．１　精密度
２．６．１．１　仪器精密度试验　　取 ２．２．２项下
倍他米松对照品溶液１０μＬ，按２．１项下色谱条
件重复进样６次，记录色谱峰面积。得倍他米松
色谱峰面积的 ＲＳＤ为０．１２％。表明色谱系统精
密度良好。

２．６．１．２　重复性试验　　取按２．２．３项下制备的
四种阳性添加溶液６份，按２．１色谱条件分析，记
录光谱，色谱图，计算柴胡注射液、盐酸林可霉素注

射液、维生素Ｃ注射液、黄芪多糖注射液中倍他米

松含量的平均值，分别为 ２０．０４、２０．０７、２０．０５、
２０．０５ｍｇ；ＲＳＤ分别为 ０．４５％、０．３１％、０．１６％、
０．３２％；表明本方法中倍他米松的重复性良好。
２．６．２　加标回收率试验　取“２．２．３”四种阳性添
加溶液，按“２．１”条色谱条件测定，记录色谱图，用
外标法以色谱图峰面积计算回收率，结果见表２。
２．７　检测限　将２．２．３项下阳性添加溶液（添加
剂量为１００ｍｇ·Ｌ－１）逐级稀释，按２．１项下色谱条
件测定，记录色谱图，光谱图，以光谱图失真的最大

浓度为检测限，检出限为 １０．０ｍｇ·Ｌ－１，，结果见
图７。
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表２　回收率试验结果

样品名称
添加水平／
（ｍｇ·Ｌ－１）

回收率／％（ｎ＝９）

１ ２ ３

批内平均

回收率／％
相对标准偏差

（ＲＳＤ／％ ｎ＝３）
批间平均

回收率／％
相对标准偏差

（ＲＳＤ／％ ｎ＝９）

柴胡注射液

８０ １０３．３４ １０３．５１ １０３．４１ １０３．４２ ０．０８

１００ １０３．５７ １０３．２ １０３．２１ １０３．３３ ０．２

１２０ １０３．３７ １０３．６ １０３．５７ １０３．５１ ０．１２

１０３．５ ０．２

盐酸林可霉素注射液

８０ １００．３４ １００．３９ １００．８１ １００．５１ ０．２５

１００ １００．８１ １００．７４ １００．９１ １００．８２ ０．０９

１２０ １００．３５ １００．４２ １００．１６ １００．３１ ０．１３

１０１．２ ０．８

维生素Ｃ注射液

８０ ９８．５２ ９８．７２ ９８．７７ ９８．７７ ０．１３

１００ ９９．９６ １００．１６ ９９．９４ １００．０２ ０．１２

１２０ １０２．１７ １０２．７ １０２．６２ １０２，５０ ０．２３

１００．４ １．７

黄芪多糖注射液

８０ １００．９９ １００．９８ １００．８ １００．９２ ０．１１

１００ ９７．１１ ９７．０９ ９６．９７ ９７．０６ ０．０８

１２０ ９８．７４ ９９．９４ ９９．８５ ９９．５１ ０．６７

９９．２ １．７

图７　倍他米松的检测限光谱图及色谱图

２．８　耐用性试验
２．８．１　供试品溶液的稳定性　取２．２．３项下倍他
米松阳性添加溶液（１００．０ｍｇ·Ｌ－１），按２．１项下
色谱条件分别在０、２、４、８、１２、１６、２４ｈ测定，计算地
倍他米松色谱峰面积的ＲＳＤ为０．２９％。表明供试
品溶液在２４ｈ内稳定。
２．８．２　色谱条件的微小改变　取２．２．２与２．２．３
项下同一对照溶液和阳性添加溶液，调整流动相的

配比：７．５％三乙胺溶液（ｐＨ＝３．０）－甲醇 －乙腈
（４５∶５０∶５、５５∶４０∶５、４５∶４５∶１０）；调整柱温：２０℃、
２５℃、３０ ℃；改 变 流 速：０．２ ｍＬ· ｍｉｎ－１、
０．４ｍＬ·ｍｉｎ－１，以上色谱条件的微小改变对分离
效果、含量测定均无明显影响。

３　讨 论

３．１　溶剂以及流动相的选择　试验建立了柴胡、

盐酸林可霉素、维生素 Ｃ、黄芪多糖注射液中非法
添加倍他米松的检查方法，该方法采用 ＷａｔｅｒｓＡｃ
ｑｕｉｔｙＵＰＬＣ超高效液相色谱仪 －二极管阵列检测
器，以０．７５％三乙胺溶液∶乙腈∶甲醇（７０∶２９∶１）为
溶剂，优化流动相比例为 ０．７５％三乙胺溶液（ｐＨ
为３．０）－甲醇－乙腈（５０∶４５∶５），保证了良好的峰
型和分离效果，并提高了回收率。

顾明芬［１６］在用高效液相色谱法检测黄芪多糖

注射液中的地塞米松磷酸钠时采用的流动相及溶

剂为三乙胺溶液（取三乙胺０．７５ｍＬ，加水稀释至
１０００ｍＬ，用磷酸调节 ｐＨ值至３．０±０．０５）－甲醇
－乙腈（５５∶４０∶５），倍他米松和地塞米松为同分异
构体，但试验中发现倍他米松在该流动相为溶剂时

溶解度不好，调整溶剂比例为７．５％三乙胺溶液∶乙
腈∶甲醇（７０∶２９∶１）时，溶解度良好；同时试验采用
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超高效液相色谱法，调整流动相比例为０．７５％三乙
胺溶液（ｐＨ＝３．０）－甲醇 －乙腈（５０∶４５∶５），分离
度良好，效率高。

３．２　检测波长的选择以及适用性结果　研究规定
的条件下，倍他米松在１９９和２４２ｎｍ有最大吸收，
前者的吸收明显低于后者，故选择定量波长为

２４２ｎｍ。
本方法检测限为１０．０ｍｇ·Ｌ－１，在光谱图未失

真的范围内，倍他米松的线性良好，添加浓度较低

时本方法仍然适用。方法重复性、线性关系良好

（Ｒ２＝０．９９９７），添加回收率在９９．２％ ～１０３．５％范
围内，ＲＳＤ在０．２％～１．７％之间。四种注射液中倍
他米松的出峰位置无其他干扰峰，为单一物质，

ＰＤＡ匹配结果理想。
利用化学药物疗效确切、适用范围广的特点，

滥用或非法使用兽药及违禁药品的现象屡见不

鲜［１７－１８］，但一些药物可以通过食物链的累积与传

递，降低了动物性食品的安全性，增加了食用动物

性食品致人生病的危险性。添加的药物种类繁杂，

为相关检测机构带来挑战。应提前完善兽药中非

法添加药物的检测方法，提升检测水平，增强对非

法添加药物的识别能力，防患于未然［１９］。本试验

采用的ＵＰＬＣ－ＰＤＡ法大大缩短了检测时间
（≤ ５ｍｉｎ），且 ＰＤＡ检测器可以定性目标化合物，
可以用于中兽药违法添加检测。
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