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HPLC 法测定枸橼酸托法替布中残留溶剂甲酸和氰乙酸含量

石丽娟 1，程贯军 1，王莉 1，许敏 1，李慧 1，吴诺 3，耿燕楠 2*，江玉娟 1*
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3. 上海市控江中学，上海 200093）

摘要　目的：建立 HPLC 法测定枸橼酸托法替布中残留溶剂甲酸和氰乙酸的含量。方法：采用 Waters 
Atlantis T3（250 mm×4.6 mm，5 µm）色谱柱，以 0.02 mol · L-1 磷酸二氢钾溶液（用磷酸调 pH 2.5）- 甲醇为

流动相，梯度洗脱，流速 0.5 mL · min-1，柱温 35 ℃，检测波长 210 nm。结果：甲酸、氰乙酸与相邻峰分离度

良好（R ＞ 5）；分别在 9.930~107.780 µg · mL-1、14.727~98.908 µg · mL-1 浓度内线性关系良好（r = 0.999 9、
0.999 8）；平均回收率（n=9）分别为 100.2%、105.3%，RSD 分别为 2.3%、4.1%。稳定性考察（18 个月）3 批

枸橼酸托法替布中含氰乙酸 0.024%、0.026%、0.028%。结论：经方法学验证，本法可用于枸橼酸托法替布

中甲酸和氰乙酸的含量测定。
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Determination of residual solvent formic acid and  
cyanoacetic acid in tofacitinib citrate by HPLC
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Abstract　Objective: To establish an HPLC method for the determination of residual solvent formic acid and 
cyanoacetic acid content in tofacitinib citrate. Methods: The separation was performed on a Waters Atlantis T3 
(250 mm×4.6 mm, 5 μm) column with a gradient elution of 0.02 mol · L-1 potassium dihydrogen phosphate (pH was 
adjusted to 2.5 with phosphoric acid) (A) - methanol (B) as the mobile phases. The flow rate was 0.5 mL · min-1 and 
the column temperature was 35 ℃ . Detection wavelength was 210 nm. Results: Formic acid and cyanoacetic acid 
were well separated from the adjacent peaks (R ＞ 5). The linearity was good in the concentration ranges of 9.930-
107.780 μg · mL-1 and 14.727-98.908 μg · mL-1 (r = 0.999 9, 0.999 8), respectively. The average recoveries (n=9) 
were 100.2% and 105.3%, with RSDs of 2.3% and 4.1%, respectively. The determination results of three batches 
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枸橼酸托法替布（tofacitinib citrate）是由辉瑞

（Pfizer）制药公司研发的治疗类风湿关节炎的创新

药，是第 1 个被批准用于人类自免疫性疾病的 JAK
（Janus kinase）抑制剂，主要用于甲氨蝶呤治疗效果

不佳或者对其不耐受的中重度活动性类风湿性关节

患者 [1-4]，能够有效缓解病情，降低药物的不良反应。

甲酸是枸橼酸托法替布合成工艺中使用的溶剂，

可能存在残留，2020 年版《中华人民共和国药典》四

部残留溶剂测定法 0861 项下限度规定其含量不得过

0.5%；氰乙酸为枸橼酸托法替布合成工艺中可能存

在的降解杂质，对大鼠的口服 LD50 为 1 500 mg · kg-1，

毒性与甲酸接近（LD50=1 100 mg · kg-1，大鼠口服），

对人体均有一定危害。基于此，本文以 2020 年版《中

华人民共和国药典》四部、ICHQ3A 和 ICHQ3C 指导

原则为依据 [5-7]，建立了枸橼酸托法替布中甲酸和氰

乙酸检测方法，以便对其进行控制。

目前，原料药中残留溶剂甲酸的测定大多将甲酸

衍生化后生成酯类物质，采用气相色谱法间接测得甲

酸的残留量 [8-9]，操作较为复杂；氰乙酸是 1 种有机

合成中间体，多用于合成正丁酯医用黏合剂、维生素、

巴比妥等原料药 [10]，可能会有残余，国内尚未见同时

测定枸橼酸托法替布中甲酸和氰乙酸含量的方法的

报道。本文采用 HPLC 法 , 对枸橼酸托法替布中甲

酸和氰乙酸含量进行测定，可以实现甲酸和氰乙酸 2
种杂质的同步控制，检测成本低，快速，为枸橼酸托法

替布原料中甲酸和氰乙酸的检查提供了依据，也可为

其他原料药中甲酸和氰乙酸的测定提供参考。

1　仪器与试药

1.1　仪器

Waters ARC 高效液相色谱仪，含 Waters 2998 PDA
检测器（Waters 公司）；Agilent 1260 高效液相色谱

仪，含 DAD 检测器（安捷伦公司）；XPE205 电子天平

（绝对精度分度值达到 0.01 mg，Mettler Toledo 公司）；

FA2004 电子天平（绝对精度分度值达到 0.1 mg，上
海精密仪器有限公司）；S210 酸度计（Mettler Toledo
公司）；LHH-250SD 药品稳定性试验箱（上海 - 恒科

仪器有限公司）。

1.2　试药

甲醇、乙腈为分析纯，天津市康科德科技有限公

司；磷酸为分析纯，天津富宇精细化工有限公司；磷

酸二氢钾为分析纯，天津市大茂化学试剂厂；无水甲

酸为分析纯，北京益利精细化学品有限公司；氰乙酸

（98.22%），上海阿拉丁生化科技股份有限公司；盐

酸为分析纯，烟台远东精细化工有限公司；纯净水，

杭州娃哈哈集团有限公司；枸橼酸托法替布（批号

F14-2110001、F14-2110002、F14-2111001），山东海

佑福瑞达制药有限公司。

2　方法与结果

2.1　色谱条件

采用 Waters Atlantis T3（250 mm×4.6 mm，5 µm）

色谱柱，以 0.02 mol · L-1 磷酸二氢钾溶液（用磷酸调

节 pH 2.5）为流动相 A，以甲醇为流动相 B，梯度洗脱

（0~8 min，100%A；8~10 min，100%A → 50%A；10~ 
25 min，50%A； 25~30 min，50%A → 100%A；30~ 
45 min，100%A），柱温 35 ℃，检测波长 210 nm，流速

0.5 mL · min-1，进样体积 10 µL。
2.2　溶液的制备

2.2.1　溶剂　0.1 mol · L-1 盐酸溶液（取盐酸 9 mL，
用水稀释至 1 000 mL）。
2.2.2　甲酸、氰乙酸储备液　称取无水甲酸、氰乙酸

各适量，精密称定，分别加溶剂溶解并稀释成每 1 mL
中约含甲酸、氰乙酸各 0.5 mg 的溶液，摇匀，即得。

2.2.3　对照品溶液　精密量取甲酸、氰乙酸储备液

各 1 mL，置 10 mL 量瓶中，加溶剂稀释至刻度，摇匀， 
即得。

2.2.4　甲酸、氰乙酸定位溶液　精密量取甲酸、氰乙

酸储备液各 1 mL，分别置 10 mL 量瓶中，加溶剂稀释

至刻度，摇匀，即得。

2.2.5　供试品溶液　取枸橼酸托法替布适量，精密称

定，加溶剂溶解并稀释成每 1 mL 中约含枸橼酸托法

替布 10 mg 的溶液，摇匀，即得。

2.2.6　枸橼酸定位溶液　取枸橼酸一水合物适量，加

of samples were 0.024%, 0.026%, 0.028% (cyanoacetic acid), respectively. Conclusion: The established method is 
proved to be suitable for the determination of formic acid and cyanoacetic acid in tofacitinib citrate.
Keyword: tofacitinib citrate; solvent residue; formic acid; cyanoacetic acid; content determination; methodological 
validation; HPLC
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溶剂溶解并稀释成每 1 mL 中约含枸橼酸 4 mg 的溶

液，摇匀，即得。

2.2.7　混合线性储备液　取无水甲酸、氰乙酸适量，

精密称定，加溶剂溶解并稀释成每 1 mL 中约含甲酸、

氰乙酸 0.5 mg 的溶液，摇匀，即得。

2.3　方法学考察

2.3.1　系统适用性及专属性试验　取“2.2”项下溶

剂，对照品溶液，甲酸、氰乙酸定位溶液，供试品溶液，

枸橼酸定位溶液各 10 µL，按“2.1”项下色谱条件进

行测定，其中对照品溶液连续进样 6 次，记录色谱图

并计算结果。结果显示，空白溶剂、枸橼酸、枸橼酸托

法替布均不干扰甲酸、氰乙酸的检测，对照品溶液图

谱中，甲酸峰和氰乙酸峰的分离度为 5.63（见图 1），
本方法专属性良好；对照品溶液连续进样 6 次，甲酸、

氰乙酸峰面积的 RSD 分别为 1.2%、1.9%，表明系统

适用性良好。
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1. 枸橼酸（citric acid）　2. 甲酸（formic acid）　3. 氰乙酸（cyaoace tic acid）　4. 托法替布（tofacitinib）
图 1　溶剂（A）、枸橼酸（B）、对照品（C）和供试品溶液（D）色谱图

Fig. 1　Chromatograms of solvent (A), citric acid (B), referenc substance (C) and test solution (D)

2.3.2　溶液稳定性试验　取“2.2.3”和“2.2.5”项下

配制的对照品溶液及供试品溶液，于室温放置，分别

于第 0、2、4、6、7、12 及 24 h，按“2.1”项下色谱条件

进行测定，记录色谱图。结果供试品溶液中 12 h 内

均未检出甲酸和氰乙酸，表明供试品溶液在室温下放

置 12 h 稳定；对照品溶液中 24 h 内甲酸峰和氰乙酸

峰面积的 RSD 分别为 1.0%、2.1%，表明对照品溶液

在室温下放置 24 h 稳定。

2.3.3　重复性试验　按“2.2.5”项下方法，配制 6 份

供试品溶液。精密量取 10 µL，分别注入液相色谱

仪，记录色谱图，结果 6 次测定均未检出甲酸、氰乙

酸，表明本方法重复性良好。

2.3.4　中间精密度试验　按“2.1”项下方法，不同实

验人员于不同的时间采用不同仪器，分别平行测定 6
份供试品的甲酸、氰乙酸。结果表明，同一批次样品

2 组 12 次试验均未检出甲酸、氰乙酸，表明中间精密

度较好。

2.3.5　定量限及检测限　取“2.2.2”项下甲酸储备

液、氰乙酸储备液适量，用溶剂稀释成系列溶液，

分别进样分析。以信噪比 S/N ≈ 10 时所对应的浓 
度为定量限，测得甲酸、氰乙酸的定量限分别为

9.930、14.727 µg · mL-1；以 S/N ≈ 3 时所对应的浓度

为检测限，测得甲酸、氰乙酸的检测限分别为 2.979、
4.418 µg · mL-1。定量限连续进样 6 针，甲酸、氰乙酸

峰面积的 RSD 分别为 7.0%、3.5%，表明甲酸、氰乙酸

定量限溶液精密度良好。

2.3.6　线性关系考察　精密量取“2.3.5”项下定量限

溶液作为线性系列溶液 1#；精密量取“2.2.7”项下混

合线性储备液，用溶剂分别稀释制成不同浓度系列溶

液 2#~5#，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱

图。以质量浓度 C 为横坐标，峰面积 A 为纵坐标绘

制标准曲线，计算得甲酸和氰乙酸回归方程： 



药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2025,45(2) ·293·

 Journal  of  Pharmaceutical  AnalysisChinese 药物分析杂志ywfx.nifdc.org.cn

A = 1 151.2C - 1 402.7　r = 0.999 9
A = 628.22C - 955.28　r = 0.999 8

质量浓度分别在 9.930~107.780 µg · mL-1、14.727~ 
98.908 µg · mL-1 范围内与峰面积线性关系良好。

2.3.7　回收率试验　称取枸橼酸托法替布（批号

F14-2110001）约 100 mg，精密称定，置 10 mL 量瓶

中，共 9 份，精密加入“2.2.7”项下混合线性储备液

0.5、1.0、1.5 mL，各 3 份，用溶剂稀释为 50% 供试溶

液（1#~3#）、100% 供试溶液（4#~6#）、150% 供试溶液

（7#~9#），进样测定，结果见表 1，本方法准确度良好。

表 1　回收率试验测定结果（n=3）

Tab. 1　Recovery test measurement results
成分

（component）
加入量

（added）/µg
测得量

（measured）/µg
回收率

（recovery）/%
平均回收率

（average recovery）/%
RSD/%

甲酸（formic acid） 269.450 271.093 100.6 98.6 2.5

269.450 257.994 95.8

269.450 268.008 99.5

538.900 548.624 101.8 100.1 2.2

538.900 543.630 100.9

538.900 526.171 97.6

808.350 823.774 101.9 101.8 1.4

808.350 810.497 100.3

808.350 833.654 103.1

氰乙酸（cyanoacetic acid） 247.269 253.595 102.6 108.6 5.7

247.269 268.280 108.5

247.269 283.949 114.83

494.538 517.434 104.63 105.0 1.7

494.538 529.316 107.0

494.538 511.108 103.4

741.807 754.050 101.7 102.2 0.90

741.807 765.899 103.3

741.807 754.246 101.7

2.3.8　耐用性试验　取同一批样品和对照品，改变

流速（±0.05 mL · min-1）、柱温（±5 ℃）、流动相 pH
（±0.2）及不同批号色谱柱，考察系统适用性及甲酸、

氰乙酸检出量。结果表明，上述条件改变下的样品中

甲酸、氰乙酸均无变化；对照品中甲酸和氰乙酸分离

度在 4.03~7.99，耐用性良好。见表 2。

表 2　耐用性试验测定结果

Tab. 2　Durability test results
考察条件（conditions of investigation） 分离度（resolution）

流速（flow rates）/（mL · min-1）   0.45 5.63

  0.50 5.64

  0.55 6.03

流动相 pH（mobile phase pH）   2.3 4.03

  2.5 7.99

  2.7 6.36

柱温（column temperature）/℃ 30 5.34

35 5.63

40 5.64

色谱柱（column） 批号（lot No.）0185302761 5.08

批号（lot No.）0166372651 5.29
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2.3.9　样品测定结果及影响降解因素考察　3 批样品

（批号 F14-2110001、F14-2110002、F14-2111001）中

均未检出甲酸和氰乙酸。取批号为 F14-2110001 的

样品，通过影响因素试验考察甲酸和氰乙酸含量（见

表 3），结果表明氰乙酸为枸橼酸托法替布的降解产

物，对高温、高湿条件较为敏感，需对其进行测定分

析，以便更好地监控枸橼酸托法替布的质量。

表 3　枸橼酸托法替布影响因素试验考察试验结果

Tab. 3　Tofacitinib citrate influencing factors test 

examination test results

考察因素

（factor for examination）
时间

（time）/d

含量（content）/%

甲酸

（formic acid）
氰乙酸

（cyanoacetic acid）

光照试验（light test）
4 500 lx±500 lx

0 ND ND

5 ND ND

10 ND ND

20 ND ND

60 ℃高温试验（high-
temperature test 60 ℃）

0 ND ND

5 ND ND

10 ND 0.021

20 ND 0.019

高湿试验 [high-humidity 
test（RH90%±5%）]

0 ND ND

5 ND 0.030

10 ND 0.025

20 ND 0.025

注（note）：ND. 未检出（not detected）

2.3.10　枸橼酸托法替布长期稳定性考察（甲酸、氰乙

酸）　枸橼酸托法替布贮存于稳定性试验箱（30 ℃± 
2 ℃；RH65%±5%），3 批样品（F14-2110001、F14-
2110002、F14-2111001）长期稳定性试验考察发现，

随着时间推移，氰乙酸含量逐渐上升，详见表 4。表

明氰乙酸为枸橼酸托法替布的降解产物，需对其含量

进行测定，以完善枸橼酸托法替布的质量控制。

3　讨论

3.1　检测方法及色谱条件的选择

3.1.1　检测方法　甲酸气化性能不良，色谱峰拖尾严

重，保留时间也较长，无法直接检出，应用 GC 法需将

甲酸转化为甲酸乙酯，再计算甲酸含量，操作烦琐，采

用 HPLC 法进行甲酸和氰乙酸的检测，与 GC 法对比，

具有操作简单、成本低等优点 [11-12]。

3.1.2　检测波长　采用二极管阵列检测器（DAD）对

甲酸和氰乙酸在 190~400 nm 波长范围内进行光谱扫

描，并记录吸收曲线（见图 5），甲酸的最大吸收波长

表 4　枸橼酸托法替布长期稳定性考察（甲酸、氰乙酸）试验结果

Tab. 4　Long-term stability study of tofacitinib citrate

（formic acid, cyanoacetic acid）test results

批号

（batch number）
时间（time）/
月（month）

含量（content）/%

甲酸

（formic acid）
氰乙酸

（cyanoacetic acid）

F14-2111001 3 ND ND

6 ND ND

12 ND 0.024

18 ND 0.026

F14-2110002 3 ND ND

6 ND ND

12 ND ND

18 ND 0.028

F14-2110001 3 ND ND

6 ND ND

12 ND ND

18 ND 0.018

注（note）：ND. 未检出（not detected）

为 206.8 nm，氰乙酸无特征吸收，但甲酸和氰乙酸均

有明显的末端吸收，故确定甲酸、氰乙酸检测波长为

210 nm。

3.1.3　色谱柱　参考相关文献 [13-16]，首先采用 ZORBAX 
SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）色谱柱进样分析，

发现溶剂峰影响甲酸和氰乙酸的分离；另外采用

Sunniest SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）色谱柱，甲

酸和氰乙酸分离度较差，无法满足要求（R ＜ 1.5）；

考虑甲酸和氰乙酸极性较大，增强其保留值为方法开

发的主要关键点之一，故采用亲水性 Waters Atlantis 
T3（250 mm×4.6 mm，5 µm）色谱柱，保留能力强

于 ZOBAX SB-C18 色谱柱，可以更好地分离目标物。

通过对比不同亲水色谱柱，最终确定采用 Waters 
Atlantis T3（250 mm×4.6 mm，5 µm）色谱柱。

3.1.4　流动相体系　考察了以 0.02 mol · L-1 磷酸

二氢钾溶液为流动相 A，分别以甲醇、乙腈为流动

相 B，结果表明采用乙腈峰形对称性差；考察了 0.02 
mol · L-1 磷酸二氢钾溶液（磷酸调 pH 2.3~3.0），并以

甲醇为流动相 B，同时优化梯度洗脱程序，最终确定

以 0.02 mol · L-1 磷酸二氢钾溶液（磷酸调 pH=2.5）
为流动相 A，以甲醇为流动相 B，进行梯度洗脱，峰形

对称且分离效果良好。

3.1.5　色谱柱温度　调节色谱柱温度为 30、35、40 ℃，

考察温度对甲酸和氰乙酸分离度的影响，其分离度分
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别为 7.16、6.48、5.61，柱温对目标峰分离度影响较小，

综合考虑柱温对柱效的影响，确定 35 ℃为检测温度。

3.2　方法的评价

本试验采用 HPLC 技术建立了同时测定枸橼酸

托法替布中甲酸和氰乙酸含量的测定方法，避免了气

相色谱测定的样品衍生化处理的复杂步骤，重现性

好，灵敏度高，检测成本低，能快速准确地测定枸橼酸

托法替布中甲酸和氰乙酸的含量。参考 2020 年版

《中华人民共和国药典》，对该方法进行了方法学验

证，结果该方法的专属性、线性、检测限和定量限、精

密度、回收率均符合验证要求，同时进行耐用性研究，

考察既定的色谱条件发生微小变动，对方法适用性的

影响，确定色谱条件的适用范围，本方法适用于枸橼

酸托法替布中甲酸和氰乙酸含量检测。

4　结论

枸橼酸托法替布中的残留溶剂甲酸和降解杂质

氰乙酸均具有毒性，对人体造成伤害。通过对比市

场上不同厂家原料，发现原料质量参差不齐，本实验

采用 HPLC 技术，建立了同时测定枸橼酸托法替布中

甲酸和氰乙酸含量的检测方法，该方操作简单，成本

低，能够为枸橼酸托法替布中甲酸、氰乙酸的含量测

定提供依据，为其他产品中甲酸、氰乙酸的测定提供 
参考。
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图 2　甲酸及氰乙酸光谱指数图

Fig. 2　Spectral index plots of formic acid and cyanoacetic acid 
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