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摘要: 研究目的：解决了枸橼酸托法替布解离常数无确凿报道的问题，该文首次使用紫外光谱法不同解离常

数模型算法通过实验测定了枸橼酸托法替布的解离常数，为药物分析和剂型设计提供重要参考。方法：用紫

外光谱扫描不同枸橼酸托法替布 pH 梯度溶液，得到枸橼酸托法替布的的特征吸收波长，使用 Adrien Albert

推荐的光谱法中解离常数算法，根据分子态枸橼酸托法替布和离子化态枸橼酸托法替布的吸光度比值的对数

值和 pH 的数据，计算出枸橼酸托法替布的解离常数。同时，根据选择不同参比波长和主特征吸收波长的吸

光度比值与 pH 的关系曲线图推导出酸性环境下的电离突跃点，该突跃点即离子和分子态各一半的 pH 值对

应值为解离常数。结果：得出枸橼酸托法替布在酸性条件下的解离常数为 6.0。并且，使用商业化解离常数

推算软件根据枸橼酸托法替布结构式推算出该物质 pKa 与实验结果接近，佐证了结果的准确性。配制相应的

pH 的缓冲液测试样品，分析结果情况良好。结论：使用紫外光谱法测定弱酸弱碱盐-枸橼酸托法替布的解离

常数方法简单快捷，测定结果可信。 
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Abstract: Objective: In order to solve the problem that there is no conclusive report of the dissociation constant of 

tofacitinib citrate, the dissociation constant of tofacitinib citrate was determined for the first time by using the model 

algorithm of different dissociation constants of ultraviolet spectroscopy. It provides an important reference for the 

analysis and design of the drug form. Methods: The characteristic absorption wavelengths of tofacitinib citrate were 

obtained by scanning the pH gradient solutions of different tofacitinib citrate by ultraviolet spectroscopy, and the 

dissociation constant of tofacitinib citrate was calculated according to the logarithmic value of the absorbance ratio of 

the molecular tofacitinib citrate and the ionized tofacitinib citrate and the data of pH calculation. At the same time, the 
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ionization hop in the acidic environment is derived according to the relationship between the absorbance ratio and pH 

of the selected different reference wavelengths and the main characteristic absorption wavelength, and the pH value of 

the ionic and molecular states is the dissociation constant. Results: The dissociation constant of tofacitinib citrate 

under acidic conditions was 6.0. In addition, the pKa of the substance was calculated according to the structural 

formula of tofacitinib citrate using commercial dissolution constant estimation software, which was close to the 

experimental results. The accuracy of the results is corroborated. Buffer test samples corresponding to pH were 

prepared, and the results were well analyzed. Conclusion: The method of determining the dissociation constant of 

weak acid and weak base salt - tofacitinib citrate by ultraviolet spectroscopy is simple and fast, and the determination 

results are reliable. 

Keywords: Tofacitinib Citrate; Ultraviolet Spectroscopy; Dissociation Constant; pKa 

 

1 引言 

化合物的电离程度在其吸收、分布、代谢和排泄

（ADME）特征的表征中起着重要作用。电离形式中，

药物分子比其未电离态（分子态）更易溶，但膜渗透

性更低[1]。在水溶性较差的药物的情况下解离常数

（pKa）的重要性更加凸显，尤其是在其吸收，分布和

代谢和排泄的药代动力学方面[2]。 

和油水分配系数 LogP 类似，解离常数作为物质的

重要特性，在药物制剂分析及药物剂型设计中起着关

键作用。解离常数对于物质在色谱分析中在固定相上

中保留，起着决定性作用。 

枸橼酸托法替布作为抗类风湿的一线用药，其解

离常数研究尤显重要，但关于枸橼酸托法替布解离常

数的研究，目前无相关研究报道，导致其色谱分析方

法中缓冲液选择的多样性和无序性。例如，枸橼酸托

法替布的含量液相测定方法文献报道的不少，其流动

相中的缓冲液各文献报道大相径庭，有使用

0.05mol/L 磷酸二氢钠溶液的[3]，有使用 0.1%醋酸铵

溶液作为缓冲液的[4]。也有使用 0.05mol/L 磷酸二氢

钾溶液使用氢氧化钠调节 pH 7.0 [5]作为缓冲液的。

笔者参考当前 pKa 研究的最新方法思路，使用紫外

光谱法[6]，在枸橼酸托法替布的 pH 梯度溶液中测定

了其解离常数 pKa 值，同时使用两种不同方法进行

了结果的对比，同时与计算机软件计算模拟的结果进

行了对比，解决其分析测试中流动相的缓冲盐溶液的

选择，确定了缓冲液的合适 pH 值。同时也为药物制

剂的设计提供了参考。 

 

 

2 材料与方法 

2.1 药品试剂与仪器 

紫外分光光度计（Lab solution），pH 计（FE28）

枸橼酸（AR 级），枸橼酸三钠（AR 级）枸橼酸托法替

布原料（含量 100%，批号：20220301）盐酸（AR 级，

批号：20220901）去离子水（临用新制）Marvin Sketch

（版本号 20.8.0）。 

2.2 方法 

2.2.1 不同 pH 缓冲液组成选择 

枸橼酸托法替布化合物中含有枸橼酸阴离子，枸

橼酸属于弱酸，因此，采用不同组成的枸橼酸-枸橼酸

三钠缓冲液配制[7]不同 pH 值的缓冲液的方法来测试，

减少了采用其他阴离子所造成的测试主成分的改变，

同时减少了其他阴离子对结果干扰，同时 API 的电离

稳定性得到保证。（注：pH 1.2 缓冲液使用 0.1N 盐酸

溶液配制。） 

2.2.2 pH 梯度溶液的光谱扫描 

分别配制称取约 20mg 的枸橼酸托法替布原料药

数份，分别用 0.1N 盐酸、pH 3.0、pH 3.2、pH 3.5、pH 

3.8、pH 4.0、pH 4.4、pH 5.0、pH 5.4、pH 6.0、pH 6.4

的缓冲液溶解并稀释至 100ml 刻度。在 200nm~400nm

进行紫外扫描（比色皿厚度 1mm）。光谱图扫描显示，

289nm、220nm 均为其溶液的特征吸收波长，359nm 为

其弱特征吸收波长（后两者的摩尔吸光系数与 289nm

不同）。（光谱图见图 1） 
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2.2.3 不同特征波长下枸橼酸托法替布的 pH 梯

度缓冲液的吸光度结果测定 

因枸橼酸托法替布在不同 pH 缓冲液中不存在二

次电离本身性质较为稳定。在 289nm 下，对枸橼酸托

法替布在不同 pH 的枸橼酸-枸橼酸三钠溶液进行吸光

度测定，记录测定结果见表 2。因单波长测定 pKa 结果

可能存在误差[8]，为解决单一波长紫外测定解离常数

结果的精密度及准确度[9, 10]，笔者同时测定了 220nm

下不同 pH 梯度样品溶液的吸光度，见表 1、表 2。 

2.2.4 解离常数 pKa 确定 

1)公式计算法。根据 Adrien Albert 推荐的解离常数

的计算方法[11-13]进行计算。采用公式计算：pKa = 

pH+log10((dm-d)/(d-di))式中，pH 为该溶液的 pH 值，dm

为游离分子态下该溶液的吸收值（289nm 下取 1.2 介质

中测得的吸光度 1.09707），d 为每个不同 pH 梯度溶液

中测定的吸收度。di 为离子化状态下测得的吸收度

（289nm 下取 0.52413）。计算出枸橼酸托法替布解离

常数。结果见表 1、表 2。 

2) 曲线推导法。计算选定的参比波长 220nm、

359nm 下 pH 3.0 溶液中的摩尔吸光系数。计算吸光度

比值。摩尔吸光系数计算公式：A=kcl 

式中：A 为吸光度值，单位，Au 

K 为摩尔吸光系数，单位：Au*l/g*cm
-1（每摩尔

该物质在每升溶液中在 1cm 的比色皿中的吸光度）； 

l 为比色皿厚度，单位：cm 

其中 359nm 为枸橼酸托法替布特征末端特征吸收

波长。绘制 pH-吸光度比值曲线，在曲线的拐点处确定

该物质 pKa 的方法作为对比方法 2 [14]，推算该物质在

3.0~6.4 段的 pKa 结果。见表 3 及图 2、图 3。 

2.2.5 使用商业计算机模拟软件推算枸橼酸托

法替布不同电离部位的解离常数 

使用商用计算机模拟软件根据物质特征结构进行

模拟计算 pKa [15]，使用 Marvin Sketch 20.8.0 版本推

算不同位点的解离常数结果。结果见图 4。 

2.2.6 使用测得的 pKa 进行液相测试色谱分离

结果 

根据 pKa±2 以外选择缓冲盐，配制流动相分析样

品。结果见图 5。 

2.3 结果 

2.3.1 特征吸收波长测试结果 

按 2.2.2 项下，对不同 pH 梯度溶液在 200~400nm

波长范围内进行扫描，得到枸橼酸托法替布紫外光谱

扫描图。 

 

图 1 pH 梯度枸橼酸托法替布的紫外光谱图 

结果：枸橼酸托法替布在不同 pH 梯度缓冲液中特征吸收波长不变，289nm, 220nm, 359nm 均为其特征吸收

波长。缓冲液未改变物质的结构，物质也未发生二次电离。 

 

 



 化学科学与工程 2024, 3(1): 16-21 19 

 

http://www.chemscieng.com 

2.3.2 不同 pH 梯度缓冲液的吸光度结果测定 

表 1 289nm 下吸光度测定结果 

pH 值 289nm 吸收值 分子状态吸收值 完全离子状态吸收值 计算结果 pKa 平均值 

1.2 1.09707 

1.09707 0.52413 

--- 

5.5 

3.0 0.54923 4.34 

3.4 0.54229 4.88 

3.8 0.56783 4.89 

4.0 0.52413 --- 

4.4 0.54469 5.83 

5.0 0.59394 5.86 

5.4 0.61871 6.10 

6.0 0.63274 6.63 

6.4 0.65877 6.91 

 

表 2 220nm 下吸光度测定结果 

pH 值 
220nm 吸

收值 

分子态

吸收值 

完全离子状

态吸收值 

计算

结果 

pKa 平

均值 

1.2 1.79688 

1.79688 0.78980 

--- 

6.2 

3.0 0.89968 3.91 

3.4 0.81886 4.93 

3.8 0.86311 4.91 

4.0 0.79646 6.18 

4.4 0.78980 --- 

5.0 0.83152 6.36 

5.4 0.80839 7.13 

6.0 0.79693 8.15 

6.4 0.79825 8.47 

取表 1 及表 2 所得 pKa 结果，求均值，计算得到

酸阶段枸橼酸托法替布的解离常数 pKa 结果：5.9。 

2.3.3 pH-吸光度比值曲线推导法测定枸橼酸托

法替布的解离常数 

按 2.2.4 2）项下方法计算摩尔吸光系数及吸光度

比值，结果见表 3。 

表 3 吸光度比值统计结果 

pH/吸光

度比值 
359* 220** A289/A359 A289/A220 

3.0 0.00635 0.92747 90.51 0.62 

4.0 0.00674 0.83190 81.93 0.66 

5.4 0.00367 0.82011 164.11 0.73 

6.0 0.00775 0.82044 84.95 0.80 

6.4 0.00133 0.80583 505.04 0.83 

“*”表示参比 359nm 下吸收值。该波长下，枸橼酸托法替布在

pH 3.0 溶液中摩尔吸光系数：1554457。 

“**”表示参比 220nm 下吸收值。该波长下，枸橼酸托法替布在

pH 3.0 溶液中摩尔吸光系数：226919794。 

注：289nm 下 pH 3.0 溶液中摩尔吸光系数为 140694823 

表 3 统计了不同 pH 梯度溶液，对应于不同摩尔吸

光系数的参比波长下的吸光度比的情况。 

 

图 2 双波长模式下 pH-吸收度比值曲线图 

 

图 3 双波长模式下 pH-吸收度比值曲线图 

注：曲线中虚线部分为多项式函数拟合前推一个周期延伸部分。 

结果：由图 2，图 3 结果可知，S 型曲线拐点处 pH 值即为枸橼

酸托法替布的 pKa 值。解离常数为 6.0。 

2.3.4 使用 Marvin Sketch PKa 软件推算 pKa 

结果图 

软件推算枸橼酸托法替布解离常数见图 4. 
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图 4 Marvin Sketch 软件推算 pKa 结果图 

结果：根据软件对枸橼酸托法替布结构中托法替布不同部位的 N
+的电离常数推算及枸橼酸的不同部位电离

模型计算，推算出酸性环境下 pKa 结果为 6.4，与笔者的计算结果基本相同。该物质在碱性环境有两个解离常数。 

2.3.5 缓冲盐选择及流动相确定 

根据所计算得到的解离常数，选择 10mM 甲酸铵[16]溶液作为缓冲液（pH 在 4.0 左右），甲酸铵缓冲液甲酸

调节 pH 4.0 与乙腈作为流动相测试枸橼酸托法替布有关物质。使用梯度洗脱。结果枸橼酸托法替布色谱保留性

及色谱峰形均良好，重现性良好。见图 5。 

 

图 5 枸橼酸托法替布有关物质对照品溶液系统适用性色谱图 
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2.3.6 结果分析及说明 

使用紫外光谱法，根据不同 pKa 的算法，采用酸

阶段游离态和电离离子态下的吸光度进行与 pH 关联

的对数函数计算及基于不同摩尔吸光系数的双波长模

式吸光度比值和 pH 关系曲线推导法分别计算解离常

数，同时，结合商业软件测试，确定了光谱法测定枸

橼酸托法替布的解离常数结果，结果为 6.0。其中，双

波长-pH 曲线法中参比波长选择 359nm 更为合理。 

3 结论 

该文使用紫外光谱法对枸橼酸托法替布在酸性环

境下的解离常数进行了测定，结果表明其在酸性条件

下解离常数约为 6.0。采用三种方法对比研究，结果基

本一致。参考该解离常数配制流动相，结果色谱峰峰

形良好。因枸橼酸托法替布结构中的氨基存在数个电

离位点，因此，继续在碱性环境下考察其解离情况，

进一步测定托法替布在碱性环境下的解离常数，可以

为全面了解其在 1~12 的 pH 范围内的解离常数奠定更

加全面的基础。 
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