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摘要:建立了高效液相色谱法测定二丙酸倍他米松(１)中的有关物质ꎬ即倍他米松(２)、倍他米松 １７－丙酸酯(３)、二丙酸倍

氯米松(４)、６α－溴倍他米松二丙酸酯(５)ꎮ 色谱柱选用 ＣＯＳＭＯＳＩＬ ５Ｃ１８－ＭＳ－Ⅱ(４􀆰 ６ ｍｍ×１５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ以 ０􀆰 ０４％三氟乙酸－
Ｈ２Ｏ 为流动相 Ａ、０􀆰 ０２％三氟乙酸－乙腈为流动相 Ｂꎬ梯度洗脱ꎻ流速为 ０􀆰 ８ ｍＬ / ｍｉｎꎬ检测波长为 ２５４ ｎｍꎬ柱温 ４０℃ꎮ 结果显示ꎬ
１ 和杂质 ２~５ 均分离良好ꎬ且在各自浓度范围内线性关系良好ꎻ２ ~ ５ 的平均回收率(ｎ ＝ ９)为 ９９􀆰 ８％ ~ １０４􀆰 ２％ꎬＲＳＤ 为 ４􀆰 ０％ ~
６􀆰 １％ꎮ １、２、４ 的检测限为 ０􀆰 １ μｇ / ｍＬꎬ３ 和 ５ 的检测限为 ０􀆰 ２ μｇ / ｍＬꎮ 建立的方法准确性好、灵敏度高ꎬ各组分分离较好ꎬ可用
于 １ 中有关物质的测定ꎮ
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　 　 倍他米松二丙酸酯(ｂｅｔａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｄｉｐｒｏｐｉｏｎａｔｅꎬ
１)也被称为二丙酸倍他米松ꎬ是一种人体的糖皮质

激素ꎬ具有强大的抗炎[１－２]、抗风湿和抗过敏作用ꎬ
抗炎效果是氢化可的松的 １６ 倍ꎬ是治疗慢性阻塞性

肺疾病的一线药物[３]ꎮ 对于治疗消化系统炎症、皮
肤黏膜炎症或者泌尿系统炎症都有很好的效果ꎬ还
可以起到抑制身体长高的作用[４－５]ꎮ 临床上主要用

于治疗慢性支气管哮喘、骨关节炎、类风湿性关节炎

等慢性和急性疾病[６－７]ꎮ
目前ꎬ倍他米松的相关原料药的有关物质分析

得到了广泛的关注[８]ꎬ而 １ 的有关物质分析方法少

有报道ꎬ已有的分析方法主要有胶束电动色谱

法[９]、高效液相色谱法[１０]、紫外分光光度法[１１] 等ꎮ
高效液相色谱法因方法本身具有检测限低、灵敏度

高等优点ꎬ成为药物分析的主流[１２]ꎮ 现有的液相色

谱方法分析时间长ꎬ对仪器和色谱柱的要求较

高[１３]ꎬ分离度低ꎬ在研发过程应用中存在不足ꎬ不能

满足需要及时掌握各个参数的要求ꎮ 欧洲药典

ＥＰ１０􀆰 ０[１４]采用内径 ２ ｍｍ、粒径 ２􀆰 ５ ｍ 的封端 Ｃ１８
柱ꎬ价格高ꎬ并非常用柱ꎬ且对色谱仪器要求较高ꎬ需
要使用超高效液相色谱ꎬ价格昂贵ꎬ不适合在研发过

程作为预实验使用ꎬ且中国药典至今仍未有收录ꎬ因
此ꎬ开发出一种快速有效的分析方法显得极为重要ꎮ

本文中开发了一种快速有效的梯度洗脱方法ꎬ
采用实验室常用的 Ｃ１８ 色谱柱可在 １５ ｍｉｎ 内有效

地分离出 １ 以及 ＥＰ 杂质倍他米松(２)、倍他米松

１７－丙酸酯(３)、二丙酸倍氯米松(４)和 ６α－溴倍他

米松二丙酸酯(５)ꎬ分离度好ꎬ定量限低ꎬ可同时定

􀅰９４２􀅰



现代化工 第 ４４ 卷第 ７ 期

量 １ 和这 ４ 种杂质ꎬ以期为 １ 原料药中有关物质的

控制提供参考ꎮ

１　 仪器与试药

１２００ 型高效液相色谱仪(美国安捷伦公司)ꎻ
ＸＰ５６ 分析天平(梅特勒托利多)ꎻＦＥＤ１１５ 热风循环

干燥箱(德国宾德集团)ꎮ
１(常州四药制药有限公司ꎬ含量 ９９􀆰 ７％ꎬ批号

２０２３０２１０)ꎻ杂质 ２ 对照品(ＱＣＳ 标准物质研发中

心ꎬ含量 ９９􀆰 ８９％ꎬ批号 ３２８２６)ꎻ杂质 ３ 对照品(ＱＣＳ
标准物质研发中心ꎬ含量 ９９􀆰 ５８％ꎬ批号 ２２７３９)ꎻ杂
质 ４ 对 照 品 ( ＱＣＳ 标 准 物 质 研 发 中 心ꎬ 含 量

９９􀆰 ６５％ꎬ批号 ２６９４２)ꎻ杂质 ５ 对照品(ＱＣＳ 标准物

质研发中心ꎬ含量 ９８􀆰 ５６％ꎬ批号 ２６９９７)ꎻ乙腈、甲醇

和三氟乙酸(ＴＦＡ)均为 ＨＰＬＣ 级ꎬ其余试剂是 ＡＲ
级ꎬ水是纯化水ꎮ

２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件

色谱柱选用 ＣＯＳＭＯＳＩＬ ５Ｃ１８－ＭＳ－Ⅱ(４􀆰 ６ ｍｍ×
１５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流动相 Ａ 为 ０􀆰 ０４％ ＴＦＡ－Ｈ２Ｏꎬ流
动相 Ｂ 为 ０􀆰 ０２％ ＴＦＡ－乙腈ꎻ梯度洗脱(０ ~ ３ ｍｉｎꎬＡ
８０％~５０％ꎻ３~６ ｍｉｎꎬＡ ５０％ ~ ５％ꎻ６ ~ ９ ｍｉｎꎬＡ ５％ꎻ
９~１２ ｍｉｎꎬＡ ５％ ~ ８０％ꎻ１２ ~ １５ ｍｉｎꎬＡ ８０％)ꎻ柱温

４０℃ꎻ检测波长 ２５４ ｎｍꎻ 进样量 ２ Ｌꎻ 流速 ０􀆰 ８
ｍＬ / ｍｉｎꎮ
２􀆰 ２　 溶液配制

２~５ 对照品贮备液:精密称取 ２ ~ ５ 对照品各

１０ ｍｇꎬ分别放入 ４ 个 １００ ｍＬ 量瓶中ꎬ用空白溶液

(乙腈 ∶甲醇＝ １ ∶１ꎬ体积比)溶解并定容ꎬ摇匀ꎬ即得

(２~５ 均为 １００ μｇ / ｍＬ)ꎮ
１ 对照品溶液: 精密称取 １ 对 照 品 ( 批 号

２０２３０２１０)１０ ｍｇꎬ于 １００ ｍＬ 的量瓶中ꎬ使用空白溶

液溶解并定容ꎬ摇匀后即得ꎮ
供试 品 溶 液: 精 密 称 取 １ 原 料 药 ( 批 号

２０２３０３１３)５０ ｍｇꎬ于 ５０ ｍＬ 量瓶中ꎬ使用空白溶液溶

解并定容ꎬ摇匀后即得(１ ｍｇ / ｍＬ)ꎮ
０􀆰 １％自身对照溶液:精密移取供试品溶液

０􀆰 １ ｍＬꎬ于 １００ ｍＬ 量瓶中ꎬ空白溶液定容后摇匀

即得ꎮ
２􀆰 ３　 系统适用性试验

精密取 １００ ｍｇ １ 原料药(批号 ２０２３０３１３) 于

１００ ｍＬ 量瓶中ꎬ加入 ２~５ 对照品贮备液各 １ ｍＬꎬ用

空白溶液溶解并定容ꎬ摇匀后作为系统适用性溶液ꎮ
按上述色谱条件依次进空白溶液、供试品溶液和上

述系统适用性溶液ꎬ并记录相应色谱图(图 １)ꎮ 结

果显示空白溶液对 １ ~ ５ 各色谱峰均无干扰ꎬ杂质

２~５ 相对 １ 保留时间 ( ＲＲＴ) 分别为 ０􀆰 ７６、０􀆰 ８６、
１􀆰 ０６、１􀆰 １０ꎬ系统适用性溶液中各组分色谱峰间分离

度均>１􀆰 ５ꎮ 且供试品溶液中各色谱峰均能很好地

分开ꎮ

ａ—空白溶液ꎻｂ—供试品溶液ꎻｃ—系统适用性溶液

图 １　 典型 ＨＰＬＣ 图谱

２􀆰 ４　 破坏性试验

称取 １０ ｍｇ １ 原料药(批号 ２０２３０３１３)ꎬ共 ６ 份ꎬ
进行以下试验ꎮ ①未破坏溶液:量入乙腈 ４ ｍＬ 溶解

后用水定容至 １０ ｍＬꎬ摇匀后即得ꎮ ②酸破坏溶液:
量入乙腈 ４ ｍＬ 溶解后量入 ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ ２ ｍＬꎬ于
室温下 ８ ｈꎬ加 ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液 ２ ｍＬ 中和ꎬ再
加水定容至 １０ ｍＬꎬ摇匀即得ꎮ ③碱破坏溶液:量入

乙腈 ４ ｍＬ 溶解后量入 ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液 ２ ｍＬꎬ
摇匀后ꎬ加 ２ ｍＬ ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 中和ꎬ再用水定容至

１０ ｍＬꎬ摇匀后即得ꎮ ④光破坏溶液:加乙腈 ４ ｍＬ
溶解后用水定容至 １０ ｍＬꎬ摇匀并密封ꎬ在光照强度

为 ４ ５００±５００ ｌｘ 的光照箱中放置 ２４ ｈ 后取出ꎬ即
得ꎮ ⑤高温破坏溶液:量入乙腈 ４ ｍＬ 溶解后加水

２ ｍＬꎬ放置在 ６０℃烘箱中加热 １４ ｄꎬ取出后加水定

容至 １０ ｍＬꎬ摇匀后即得ꎮ ⑥氧化破坏溶液:量入乙

腈 ４ ｍＬ 溶解后加 ３０％ Ｈ２Ｏ２ 溶液 ２ ｍＬꎬ于室温下放

置 １５ ｄꎬ用水定容至 １０ ｍＬꎬ摇匀后即得ꎮ 按上述色

谱条件对上述破坏溶液进行测定ꎬ每个样品各进 １
针ꎮ 结果见图 ２ꎮ

(ａ)未破坏 (ｂ)酸破坏

􀅰０５２􀅰
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(ｃ)碱破坏 (ｄ)光破坏

(ｅ)高温破坏 (ｆ)氧化破坏

图 ２　 破坏性试验色谱图

结果显示ꎬ１ 在氧化与高温条件下较为稳定ꎻ而
在强酸、强碱破坏及光照条件下显著降解ꎮ 经二极

管矩阵监测器(ＰＡＤ)吸收波长扫描ꎬ最大吸收峰大

多在 ２５４ ｎｍ 附近ꎮ 酸性条件下产生杂质 ２、杂质 ３ꎬ
和原有的未知杂质Ⅰ、Ⅱ以及未知降解杂质Ⅲꎻ碱性

条件产生杂质 ２ 和原有未知Ⅰ以及未知降解杂质

Ⅲꎻ光照条件下产生已知杂质 ３ 和 ５、原有未知杂质

Ⅰ和未知降解杂质Ⅳꎮ 在上述强酸、强碱、氧化、光
照以及高温破坏产物与 １ 均能较好地分离ꎬ经二极

管矩阵监测器(ＰＡＤ)扫描对 １ 主峰进行峰纯度检

查ꎬ结果显示 １ 是纯的ꎬ表明在本色谱条件下ꎬ１ 与

其他杂质分离彻底ꎮ 依据峰面积可知ꎬ１ 与 ２ ~ ５ 各

杂质总含量物料平衡ꎮ
２􀆰 ５　 线性试验

精密移取 １~５ 溶液各 １ ｍＬ 置同一 ２０ ｍＬ 量瓶

中ꎬ加空白溶液定容ꎬ摇匀后制成质量浓度均为

５ μｇ / ｍＬ 的混合线性贮备液ꎬ再分别配制成质量浓

度分别为 ０􀆰 ０５、０􀆰 １、０􀆰 ２、０􀆰 ５、１、２ μｇ / ｍＬ 的系列线

性试验溶液ꎮ
按上述色谱条件ꎬ分别进上述系列线性试验溶

液ꎬ分别以质量浓度(Ｃ)为横坐标ꎬ峰面积(Ａ)为纵

坐标ꎬ做线性回归ꎬ分别以杂质 ２ ~ ５ 的拟合方程斜

率与 １ 拟合方程斜率的比值为杂质 ２ ~ ５ 的相对校

正因子ꎮ 结果如表 １ 所示ꎬ杂质 ２~５ 的校正因子为

０􀆰 ８４~１􀆰 ５０ꎮ
２􀆰 ６　 定量限和检测限

精密移取 ２􀆰 ５ 项下的 ５ μｇ / ｍＬ 混合线性贮备

液ꎬ用空白溶液稀释定容成系列浓度溶液ꎬ按上述色

　 　 　 　 　 　 　 表 １　 线性试验结果

化合物 线性方程 相关系数 ｒ 校正因子

１ ｙ＝ ２􀆰 ８６０５ｘ＋１􀆰 ８８９８ ０􀆰 ９９９９ １􀆰 ００

２ ｙ＝ ４􀆰 ２７９７ｘ＋０􀆰 ００６８５ １􀆰 ００００ １􀆰 ５０

３ ｙ＝ ３􀆰 ７２６１ｘ－０􀆰 ５２８０ ０􀆰 ９９９９ １􀆰 ３０

４ ｙ＝ ２􀆰 ３９０９ｘ－０􀆰 ２０８５ ０􀆰 ９９９８ ０􀆰 ８４

５ ｙ＝ ３􀆰 ２８８１ｘ＋０􀆰 ０６２６ ０􀆰 ９９９９ １􀆰 １５

谱条件进行进样测定ꎬ分别按信噪比(Ｓ / Ｎ)≥１０ 计

算定量限和(Ｓ / Ｎ)≥３ 计算检测限ꎮ 结果显示 １、２、
３、４、５ 的定量限为 ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎻ１、２、４ 的检测限为

０􀆰 １ μｇ / ｍＬꎬ３ 和 ５ 的检测限为 ０􀆰 ２ μｇ / ｍＬꎮ 实验结

果表明该分析方法有较好的灵敏度ꎮ
２􀆰 ７　 回收率试验

精密称取 １ 原料药(批号 ２０２３０２１０)１００ ｍｇ 置

１００ ｍＬ 量瓶中ꎬ共计 ９ 份ꎬ分别加入 ２ ~ ５ 对照品贮

备液适量配制成低、中、高水平(添加质量浓度分别

为 １、３、５ μｇ / ｍＬ)(按 ２􀆰 ２ 项下操作)ꎬ每个水平各 ３
份ꎬ按上述色谱条件进行进样测定ꎬ计算平均回收

率ꎮ 结果显示ꎬ２ ~ ５ 的回收率 ＲＳＤ 分别为 ４􀆰 ０％、
６􀆰 １％、５􀆰 ０％、 ４􀆰 １％ꎬ平均回收率 ( ｎ ＝ ９) 分别为

９９􀆰 ８％、１０２􀆰 ７％、１０３􀆰 ２％、１０４􀆰 ２％ꎮ
２􀆰 ８　 精密度试验

精密移取 ２􀆰 ３ 项下系统适用性溶液ꎬ在上述色

谱条件下连续进样 ６ 次ꎬ计算 ２ ~ ５ 对应的峰面积

ＲＳＤ 值ꎮ 实验表明该方法具有较好的精密度ꎬ２ ~ ５
的 ＲＳＤ(ｎ＝ ６)分别为 ２􀆰 ５％、１􀆰 ７％、２􀆰 ６％、３􀆰 ０％ꎮ
２􀆰 ９　 重复性试验

按上述供试品溶液的制备方法配置供试品 ６
份ꎬ在上述色谱条件下测其峰面积ꎬ各峰的相对保留

时间和相对峰面积的 ＲＳＤ 均<３％ꎬ表明重复性符合

要求ꎮ
２􀆰 １０　 稳定性试验

室温下ꎬ新鲜配制的系统适用性溶液和样品溶

液ꎬ分别于 ０、２、４、６、８、１２、２４ ｈ 进样ꎬ记录色谱图ꎬ
有关物质 ２ ~ ５ 峰面积 Ａ 的 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ５％、
１􀆰 ３％、１􀆰 ０％、１􀆰 ６％ꎬ表明供试品溶液室温下至少可

稳定放置 ２４ ｈꎮ
２􀆰 １１　 耐用性试验

在上述色谱条件下考察 ２􀆰 ３ 项下系统适用性溶

液ꎮ 考察检测波长(２５４±２ ｎｍ)、柱温(４０±５℃)、流
速(０􀆰 ８ ± ０􀆰 ２ ｍＬ / ｍｉｎ)、色谱柱[ＣＯＳＭＯＳＩＬ ５Ｃ１８ －

􀅰１５２􀅰
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ＭＳ－Ⅱ(４􀆰 ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ)、Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００ － ５ －Ｃ１８
４􀆰 ６×２５０ ｍｍ]对 １ 与其他杂质分离效果的影响ꎮ 结

果表明ꎬ该方法在色谱条件规定的变动范围下测定ꎬ
１ 和其他各杂质峰之间的分离度仍满足大于 １􀆰 ５ 的

要求ꎬ表明此方法耐用性好ꎬ方法稳定可靠ꎮ
２􀆰 １２　 样品有关物质测定

取 ３ 批 １ 原料药(批号分别为 ２０２３０２１１、２０２３０２１２、
２０２３０２１３)ꎬ采用上述色谱条件对 ２􀆰 ２ 项下方法制备

供试品溶液和自身对照液进行测定ꎬ外标法计算待

测物质含量ꎮ 结果见表 ２ꎬ除列出杂质外ꎬ其余均未

检出ꎮ
表 ２　 有关物质测定结果 ％

批号 １ ３ Ⅰ Ⅱ 总杂质

２０２３０２１１ ９９􀆰 ７３ ０􀆰 １８ ０􀆰 ０３ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ２７

２０２３０２１２ ９９􀆰 ７１ ０􀆰 １９ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ２９

２０２３０２１３ ９９􀆰 ７２ ０􀆰 １６ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０７ ０􀆰 ２８

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 检测波长的选择

取 １ 对照品(批号 ２０２３０２１０)及有关物质 ２、３、
４、５ 各适量ꎬ分别加乙腈－甲醇(体积比 １ ∶ １)溶解

并定容到相应刻度ꎬ制得 １０ μｇ / ｍＬ 的溶液ꎬ在

１９０ ~４００ ｎｍ 范围进行全波长扫描ꎬ因 １ 和有关物

质 ２、３、４、５ 的较大吸收均在 ２５４ ｎｍ 附近ꎬ故选用

该波长ꎮ
３􀆰 ２　 色谱条件优化

考察了 ＥＰ 的色谱条件下 １ 与各已知杂质的分

离度及分离时间ꎬ结果显示 ＥＰ 的分析时间较长ꎬ且
对色谱柱与仪器的要求较高ꎮ 因此ꎬ开发了梯度洗

脱方法ꎬ并对实验室常用色谱柱进行了筛选ꎮ 分别

选取了 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ８ 色谱柱 (４􀆰 ６ ｍｍ ×
１５０ ｍｍꎬ５ μｍ)和 ＣＯＳＭＯＳＩＬ ５Ｃ１８－ＭＳ－Ⅱ(４􀆰 ６ ｍｍ×
１５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎮ 经对比ꎬ最终采用峰形、柱效与分

离度均较好的 ＣＯＳＭＯＳＩＬ ５Ｃ１８－ＭＳ－Ⅱ(４􀆰 ６ ｍｍ×
１５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ优化流动相体系方面ꎬ在 ＥＰ 的流

动相体系上增加了梯度考察ꎬ并分别在 Ａ 相中添加

０􀆰 ０４％ ＴＦＡ 和 Ｂ 相中添加 ０􀆰 ０２％的 ＴＦＡꎬ最终采用

上述色谱条件ꎮ 通过实验表明ꎬ该色谱条件不仅有

不错的峰形ꎬ且各峰之间完全分离ꎬ可以满足 １ 有关

物质的检测要求ꎮ
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