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RP － HPLC测定人血液和尿液中的倍他米松
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摘要: 目的 采用 HPLC法测定人血液和尿液中的倍他米松。方法 以乙酸乙酯为萃取剂、泼尼松为内标。用 Welchrom C18

柱，甲醇 －水( 60∶40) 为流动相，检测波长 240 nm。结果 倍他米松在血液和尿液中的线性范围为 0． 1 ～ 20 μg·mL －1 ( r2 ＞
0. 999) ; 检测限均为 0． 02 μg·mL －1 ; 平均方法回收率为 91% ～ 104% ; 日内、日间 RSD≤4． 6% ; 萃取回收率≥86． 3%。结论
所建方法准确、灵敏、简便，适用于血液、尿液中倍他米松的分析。
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Abstract: OBJECTIVE To establish an HPLC method for determination of Betamethasone in the blood and urine of human．
METHODS Ethyl acetate was uesed as the solvent for liquid － liquid extraction and prednisone was used as the internal standard．
Separation was achieved on Welchrom C18 ( 250 mm × 4． 6 mm，5 μm) column using CH3OH － H2O( 60∶40) as mobile phase． The

detection wavelength was at 240 nm． RESULTS The linear limits of Betamethasone both ranged from 0． 1 to 20 μg·mL －1 ( r2 ＞
0. 999) in the blood and urine． The both limits of detection were 0． 02 μg·mL －1 ． The mean recovery of this method ranged from 91%
to 104% ． The intra and inter day precision of Betamethasone were no more than 4． 6% and the mean extraction recovery was no less
than 86． 3% ． CONCLUSION The method is simple，accurate，sensitive and suitable for determination of Betamethasone in the blood
and urine．
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倍他米松为肾上腺皮质激素类药物，临床上用

于治疗活动性风湿病、类风湿性关节炎、红斑狼疮、
严重支气管哮喘、严重皮炎［1 － 2］等。在剂量过大或
治疗时间过长时可致代谢紊乱，产生各种不良反

应［3 － 4］。倍他米松的含量测定方法有 UV、GC、
GC /MS、HPLC、LC /MS［5 － 9］等。UV 法方便快捷，但
灵敏度、选择性均不高，只适用于医院制剂常规分
析。GC、GC /MS法需要经硅烷化试剂衍生化，操作
繁琐费时。HPLC法是目前比较常用的倍他米松制
剂的含量测定方法，但鲜见以此法检测生物样品中

倍他米松的报道。LC / MS 法灵敏度高，专属性强，
但仪器较为昂贵，因此，采用 RP － HPLC 法测定人
血液和尿液中倍他米松的含量，方法准确、灵敏、简
便，可用于药物安全性评价及法医毒( 药) 物分析检

案的鉴定。

1 实验部分

1． 1 仪器与试药
1100 高效液相色谱系统( 美国安捷伦) ; UV －

260 可见 －紫外分光光度计( 日本岛津) 。倍他米松
( 天津天药药业股份有限公司，批号: BE040315) ; 泼
尼松对照品 ( 中国药品生物制品检定所，批号:

199 － 9401) ; 乙酸乙酯、甲醇为色谱纯; 水为超纯水
( 电阻 ＞ 18 MΩ) ; 其余试剂为分析纯。
1． 2 方法与结果
1． 2． 1 溶液的制备与样品的前处理 精密称取
50． 0 mg倍他米松对照品，用甲醇定容至 50 mL，得
1． 0 mg·mL －1的对照品贮备液。精密称取 3． 0 mg
泼尼松内标，用甲醇定容至 100 mL，得 30． 0 μg·
mL －1的内标溶液。所配溶液 4 ℃下贮存。取 1 mL
人血液或尿液，添加 100 μL内标溶液，加入 1 mL饱



和氯化钠溶液，漩涡混合 2 min，加入 5 mL萃取溶剂
乙酸乙酯，漩涡振摇提取 5 min，于 3 × 103 r·min －1离

心 10 min ，取上层有机层，于 60 ℃水浴中通空气流
挥干。残留物用 100 μL 甲醇溶解，于 1． 2 × 104 r·
min －1高速离心 10 min，取上清液进样分析。
1． 2． 2 色谱条件 色谱柱为 Diamonsil C18柱( 250
mm × 4． 6 mm，5 μm) ，预柱为同样填料的短柱( 8
mm × 4 mm) ，流动相为甲醇 －水( 60∶40) ，流速为
1 mL·min －1，柱温 25 ℃，检测波长 240 nm，同时收

集 190 ～ 360 nm的紫外吸收光谱，进样量为 20 μL。
1． 2． 3 系统适用性试验 在“1. 2. 2”项色谱条件
下，取倍他米松与内标对照品的混合溶液重复进样

6 次，倍他米松与内标的分离度 ＞ 1． 5; 相对标准偏
差小于 2% ; 理论板数 ＞ 1． 4 × 104。
1． 2． 4 专属性试验 同法处理空白血、空白尿、血
样中加入内标和尿样中加入内标，结果显示: 血液和

尿液中的内源性组分不干扰测定，倍他米松和内标

的 tR 分别约为 14． 5、7． 9 min。其色谱图见图 1。
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图 1 空白血液( A)、血样加内标液( B)、空白尿液( C)、尿样加内标液( D) 的色谱图
Fig 1 Chromatograms of blank blood ( A) ，blank blood spiked with Betamethasone and IS ( B) ，blank urine( C) ，blank urine spiked with

Betamethasone and IS( D)

1． 2． 5 标准曲线的绘制 准确吸取 1． 0 mL空白血
液或尿液数份，加入 100 μL 内标溶液，再加入 50
μL不同浓度的倍他米松对照品溶液( 对照品贮备
液稀释所得) ，制成含倍他米松浓度分别为 20． 0、
10． 0、5． 0、2． 0、1． 0、0． 4、0． 1 μg·mL －1的血液样品和

尿液样品。按“1． 2． 1”项方法处理后，进样，记录峰
面积。以倍他米松与内标峰面积的比值对样品中相
应药物浓度作图，用最小二乘法进行回归运算，求得

倍他米松的回归方程。在所测浓度范围内，倍他米
松在血液和尿液中的线性关系均良好( r2≥0． 999) 。
结果见表 1。

表 1 血液和尿液中倍他米松的线性范围及检测限
Table 1 Linear range and detection limit of Betamethasone in

blood and urine

Samples Linear range /μg·mL －1 Regression equation r2

Blood 0． 10 － 20． 00 Y = 0． 3262X － 0． 0161 0． 9994
Urine 0． 10 － 20． 00 Y = 0． 3395X + 0． 0246 0． 9991

1． 2． 6 检测限 取不同浓度的倍他米松对照品溶
液( 对照品贮备液稀释所得) ，加入空白血液和尿液

中，配制成浓度在标准曲线末端逐渐降低的系列生

物样品。按“1． 2． 1”项进行前处理后进样，记录峰
面积。以 S /N≥3 计，获得血液和尿液中倍他米松
的检测限均为 0． 02 μg·mL －1。
1． 2． 7 准确度与精密度试验 准确吸取 1． 0 mL空
白血液和尿液数份，加入 100 μL 内标溶液，再分别
添加 50 μL不同浓度的倍他米松对照品溶液，制成

高、中、低浓度的血液及尿液添加样品。每个浓度点
平行添加 6 份，涡旋混匀后按“1． 2． 1”项方法操作，
记录相应的峰面积。按照所建立的标准曲线进行处
理和分析，得到倍他米松在血液和尿液中的方法回

收率。于同日和不同日分别配制高、中、低浓度的血
样及尿液添加样品，每个浓度点平行添加 6 份，按照
所建立的方法以及标准工作曲线进行处理和分析，

得到倍他米松在血液和尿液中的日内精密度和日间

精密度( 表 2) 。

表 2 血液和尿液中他米松的回收率及精密度( n =6)

Table 2 Accuracy and precision of betamethasone in blood and

urine( n =6)

Samples C /
μg·mL －1

Recovery /
%

Intra － day
precision /%

Inter － day
precision /%

Blood 0． 4 98． 8 4． 1 4． 6
2． 0 93． 3 1． 6 3． 3
10． 0 101． 1 2． 1 2． 7

Urine 0． 4 95． 1 1． 7 2． 4
2． 0 99． 1 2． 7 3． 7
10． 0 101． 6 2． 2 3． 4

1． 2． 8 萃取回收率试验 分别配制高、中、低浓度
的血液和尿液添加样品，每个浓度点平行添加 6 份，
按“1． 2． 1”项方法操作，记录相应的峰面积; 另取同
样高、中、低浓度的对照品溶液进样分析，记录相应
的峰面积，分别计算相应浓度下添加血样、尿样与对
照品的峰面积之比，得到倍他米松在血液和尿液中

的平均萃取回收率均高于 86． 3%。
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1． 2． 9 稳定性 将配制好的高、中、低浓度血液和
尿液添加样品，分别于样品处理前、后室温下放置
1、2、4、12、24 h后，按照所建立的方法以及标准工作
曲线进行处理和分析，得到倍他米松在血液和尿液

中浓度的相对误差小于 12%，基本稳定。

2 讨论

泼尼松与倍他米松均属于人工合成的肾上腺糖

皮质激素，两者的化学结构相似( 均具有甾核母

体) ，酸碱性、溶解性相近，紫外光谱图也类似，其最
大吸收波长均在 240 nm 处。作者选定的色谱条件
下，泼尼松能够与待测组分达到理想的分离，且响应

值相近似，故选择泼尼松作为内标物。倍他米松在
乙酸乙酯、乙醚等有机溶剂中溶解度较高，因此，研
究考察了乙酸乙酯、乙醚和氯仿溶剂的提取效果，结
果显示: 氯仿和乙酸乙酯对倍他米松的提取率均较

高，以氯仿作为提取溶剂时，氯仿位于水相下层，不

便于分离，且毒性较大，不宜采用; 以乙酸乙酯作为

提取溶剂时，样品中的杂质较少，萃取回收率较高且

稳定，且毒性较小，因此，选择乙酸乙酯作为萃取溶

剂。于样品中加入 1 mL饱和 NaCl溶液可沉淀蛋白
和防止乳化。在流动相的选择方面，结合相关文
献［6 － 7］，考察了甲醇 － KH2PO4 ( 20、15、10 mmol·
L －1 ) 溶液系统，结果显示: 以甲醇 － KH2PO4 溶液作

为流动相时，血液中内源性杂质会干扰测定; 采用甲

醇 －水系统( 80∶20、75∶25、70∶30、60∶40 ) 时的
色谱行为，结果表明: 以甲醇 －水( 60∶40 ) 作为流
动相时，倍他米松与内标完全分离且色谱峰的对称

因子接近 1，内源性杂质不干扰测定，保留时间也比
较合适，故选择甲醇 －水( 60∶40) 为流动相。
文献［9］采用 LC － MS法对倍他米松在健康人体

内的代谢动力学规律进行了考察，结果显示: 人血浆

中的倍他米松峰浓度约为 20 ng·mL －1。文中方法
的检测限为 20 ng·mL －1，但测定的是全血中的药物

浓度，且法医毒物分析案件大多是由药物过量摄入

引起的，其全血药物浓度远远高于正常血药浓度，故

所建方法能基本满足法医毒物分析鉴定的需要。文
中建立的血液和尿液中倍他米松的 HPLC 分析方法
简便、灵敏。经过方法学验证，其准确度、精密度和
萃取回收率都达到了生物分析的要求，能满足药物

安全性评价与法医毒物分析实际应用的需要。
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