
书书书

李德和，王君为，徐文雅，等．类球红细菌中辅酶Ｑ１０含量的测定及其动态研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１）：２９８－３０１．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０１．０８８

类球红细菌中辅酶 Ｑ１０含量的测定及其动态研究
李德和，王君为，徐文雅，郭丽冰，贾　真，赵　越

（广东药学院中药学院，广东广州５１０００６）

　　摘要：以液体培养为基础，建立高效液相色谱分析测定辅酶 Ｑ１０含量的方法，测定类球红细菌中辅酶 Ｑ１０的含量，

进而测定在生长过程中单位质量的湿菌体中辅酶Ｑ１０含量的动态变化。结果显示，菌体中辅酶Ｑ１０的相对含量在对数

期表现出增长趋势，并在稳定期趋于稳定，而在菌体衰亡期则表现出相对含量减少的趋势。在利用类球红细菌进行发

酵生产辅酶Ｑ１０时，应在菌体生长的稳定期进行提取分离。
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　　类球红细菌（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ）是一类原核生物，
红细菌属，在自然界分布广泛，可在不同条件下进行光自养及

光异养。菌体无毒且菌体中含有多种营养物质，尤其辅酶Ｑ、
类胡萝卜素等抗氧化性物质含量较高［１］，因而被广泛应用于

食品、保健品、化妆品等行业。辅酶Ｑ１０（ｃｏｅｎｚｙｍｅＱ１０，ＣｏＱ１０）
是一种脂溶性多烯醌类化合物，是细胞自身合成的天然抗氧

化剂和细胞代谢激活剂。目前，ＣｏＱ１０的制备方法主要有 ３
种，即动植物组织提取法、化学合成法和微生物发酵法。微生

物发酵法合成的ＣｏＱ１０成本低，无光学异构体，生物学活性高，
临床应用效果好［２－４］。其中日本首先实现ＣｏＱ１０工业化生产，
产量占全球的９０％，是ＣｏＱ１０的主要生产国。

在医学上，目前ＣｏＱ１０主要应用领域是心血管病临床方
面［５］。治疗坏血病、糖尿病、十二指肠溃疡和胃溃疡、坏死性

牙周炎、病毒性肝炎、肺气肿、听觉障碍等也有一定疗效［６－８］。

近来还发现其对艾滋病也有辅助疗效，已开始二期临床试

验［９］。在食品［１０］、保健品行业，作为食品添加剂应用到饮料、

糖果、糕点、乳酪、酸奶等食品生产中，因具大幅度改善人体细

胞的用氧功能、提高人体免疫力、增强抗氧化性等功效而应用

于保健食品中。在化妆品行业，由于ＣｏＱ１０有清除氧自由基、
延缓皮肤衰老、具有抗衰老功效而应用于化妆品中［１１］。

现代人们越来越注重健康，ＣｏＱ１０在医药、保健品等领域
的广泛应用使得ＣｏＱ１０作为保健食品、药品或者添加于保健食
品、药品也越来越为人们所接受。ＣｏＱ１０的需求量也越来越
大，产量高、周期短地获得ＣｏＱ１０的生产方法是时代所需，而建
立有效的测定方法以及确定从菌体中提取ＣｏＱ１０的时期是微
生物发酵获得ＣｏＱ１０的一个至关重要的环节。光合细菌中辅
酶Ｑ含量明显高于其他生物组织，特别是类球红细菌，所以
可作为极珍贵的辅酶Ｑ来源。光合细菌的辅酶 Ｑ大部分为

ＣｏＱ１０。经查阅相关资料，近年来未见关于类球红细菌中
ＣｏＱ１０含量动态变化的报道，在利用类球红细菌发酵生产
ＣｏＱ１０的工艺中，关于在何时提取分离有一定的盲目性。本研
究在建立高效液相色谱法分析菌体中ＣｏＱ１０相对含量方法的同
时，进一步分析了类球红细菌在生长过程中辅酶Ｑ１０相对含量
的变化趋势，为今后利用类球红细菌发酵生产ＣｏＱ１０的研究奠
定基础，也为笔者所在课题组利用类球红细菌发酵六味地黄汤

获得抗氧化药效更显著的保健品的研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
岛津ＵＶ－２４５０紫外－可见分光光度计，日本岛津公司；

ＢＰ２１１Ｄ电子天平，德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；ＡＹ１２０电子天平，日本
Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司；ＭＪ－７８Ａ高压灭菌锅，美国 Ｓｔｉｋ公司；
ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ超净工作台，江苏省苏州安泰空气技术有限公
司；ＲＸＺ人工气候箱，浙江省宁波江南仪器厂；３－３０Ｋ离心
机，德国Ｓｉｇｍａ公司；ＳＫ８２００Ｈ超声波清洗机，上海科导超声
仪器有限公司；ＲＶ１０旋转蒸发仪，德国 ＩＫＡ公司；ＬＣ－２０Ａ
高效液相色谱仪，ＬＣ－ｓｏｌｕｔｉｏｎｌｉｔｅ色谱工作站，ＳＰＤ－Ｍ２０Ａ
紫外检测器，日本岛津公司；ＤＩＫＭＡｐｌａｔｉｓｉｌＯＤＳ（４．６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱，天津迪马公司。

酵母膏、蛋白胨为国产生物纯，其他所用试剂均为国产分

析纯。甲醇为瑞典Ｏｃｅａｎｐａｋ色谱纯，无水乙醇为天津科密欧
色谱纯。辅酶 Ｑ１０标准品（批号：１４０６１１－２０１２０４）购自中国
食品药品检定研究院。类球红细菌（编号：１．２１７４）购自中国
科学院微生物研究所。

１．２　试验方法
１．２．１　液体菌液的培养　种子培养基配方：ＫＨ２ＰＯ４１．００ｇ，
ＣａＣｌ２０．１０ｇ，ＮａＨＣＯ３３．００ｇ（过滤除菌），ＣＨ３ＣＯＯＮａ１．００ｇ，
ＭｇＣｌ２１．００ｇ，ＮＨ４Ｃｌ１．００ｇ，ＮａＣｌ１．００ｇ，酵母膏０．５０ｇ，蛋白
胨０．５０ｇ，丁二酸钠 １．００ｇ，微量元素液 １．００ｍＬ，去离子
水 １０００ｍＬ。

发酵培养基配方：ＮＨ４Ｃｌ０．３０ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，
ＮａＣｌ０．４０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１．００ｇ，Ｎａ２ＣＯ３０．５ｇ，ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ
０．２０ｇ，酵母膏 １．００ｇ，微量元素液 １０．００ｍＬ，去离子
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水１０００ｍＬ。
微量元素液配方：Ｎａ２－ＥＤＴＡ２．００ｇ，Ｈ３ＢＯ３１．５０ｇ，

ＣｕＳＯ４０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ１．２０ｇ，ＮａＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ０．４５ｇ，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２０ｇ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１５ｇ，ＮｉＣｌ２·６Ｈ２Ｏ
０．０２ｇ，去离子水１０００ｍＬ。

菌液的扩大培养：按上述种子培养基配方配制４００ｍＬ种
子培养基，于高压灭菌锅１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，待培养基冷却至
室温后，于超净工作台分装至５００ｍＬ具塞透明玻璃瓶中，再
将实验室保留菌种按２０％的接种量接入种子培养基中，培养
３ｄ得到对数期菌液。

按上述发酵培养基配方配制３０００ｍＬ发酵培养基，于高
压灭菌锅１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，待培养基冷却至室温后，于超净
工作台分装至３个１０００ｍＬ具塞透明玻璃瓶并按５％的接种
量接入上述对数期菌液，获得３瓶１０００ｍＬ的扩大菌液作为
３个平行。扩大的菌液置于实验室人工气候箱培养７ｄ，培养
条件：温度３５℃、光照度４０００ｌｘ、湿度６０％。
１．２．２　菌体生长的监测　各瓶每２４ｈ分别取１次样，利用
紫外－可见分光光度计测定６６０ｎｍ处吸光度，取平均值，由
此判断菌体的生长情况。

１．２．３　样品的准备及相对含量计算　样品的制备：各瓶每
２４ｈ分别取１次样５０ｍＬ，６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清获
得湿菌体，菌体洗涤２次后称质量，取平均值获得菌体湿质量
ｍ，然后分别加入１０ｍＬ丙酮充分混匀，避光超声破碎辅助提
取１５ｍｉｎ，离心收集上清，残渣重复２次，合并３次上清于旋
转蒸发仪５０℃蒸干，加无水乙醇定容至１０ｍＬ，得供试品。
利用高效液相色谱仪进行含量测定，取其平均值获得供试品

浓度Ｃ。ＣｏＱ１０的相对含量（μｇ／ｇ）＝１０Ｃ／ｍ，其中 Ｃ为供试
品浓度（μｇ／ｍＬ），ｍ为菌体湿质量（ｇ）。

２　结果与分析

２．１　菌液的生长趋势
从图１中可以发现菌体在培养后１ｄ处于延迟期，之后

开始进入对数期并持续到培养后３ｄ，以后进入稳定期一直持
续到培养后６ｄ，培养后７ｄ开始进入衰亡期。

２．２　菌体湿质量
各瓶每２４ｈ分别取样５０ｍＬ，６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃

上清获得湿菌体，菌体洗涤２次后称质量，取平均值获得菌体
湿质量（图２）。
２．３　高效液相方法的确定
２．３．１　检测波长的选择　取 ＣｏＱ１０标准品，利用紫外 －可见
分光光度计对其波长２００～８００ｎｍ进行全波长扫描，取最大
吸收波长为检测波长，测得 ＣｏＱ１０在波长２７５ｎｍ处有最大吸
收，选为检测波长。

２．３．２　色谱条件　色谱柱 ＤＩＫＭＡＰｌａｔｉｓｉｌＯＤＳ（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 ∶无水乙醇 ＝２０∶８０，柱温
３５℃，进样体积１０μＬ，流速１ｍＬ／ｍｉｎ。
２．３．３　系统适用性　分别自动进样 ＣｏＱ１０标准品（Ｃ＝
１５０μｇ／ｍＬ）、样品、离心得到的上清液１０μＬ。由图 ３、图 ４
可见，标准品与样品出峰时间为（１６．９４４±０．１１２）ｍｉｎ，理论
塔板数按ＣｏＱ１０计不小于５０００，分离度大于１．５，拖尾因子在
０．９５～１．０５之间。离心得到的上清液不含ＣｏＱ１０（图５）。

２．３．４　标准品溶液的制备　精确称取ＣｏＱ１０标准品１．５０ｍｇ，
置于１０ｍＬ容量瓶中，加无水乙醇定容至刻度，摇匀得到
１５０．０μｇ／ｍＬ的标准品储备液。
２．３．５　供试品溶液的制备　“１．２”节所制溶液即为供试品
溶液。

２．３．６　方法学考察　标准曲线的制备及线性范围的考察：精
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切吸取０．５、１．０、２．０、２．５、３．０ｍＬ的标准品储备液至１０ｍＬ
容量瓶并用无水乙醇定容至刻度，摇匀分别得到７．５、１５．０、
２２．５、３０．０、３７．５、４５．０、５２．５μｇ／ｍＬ标准品溶液。进样分析，
以标准品峰面积Ａ对标准品浓度Ｃ（μｇ／ｍＬ）作线性回归。从
图６得，Ａ＝５４４７．６Ｃ－３４７０．１，ｒ２＝０．９９９９（ｎ＝６），结果表
明：ＣｏＱ１０在７．５～５２．５μｇ／ｍＬ浓度范围内线性良好。

精密度试验：对标准品进行６次进样，得到峰面积ＲＳＤ＝
０．４％，说明该方法精密性好。

稳定性试验：对标准品分别于０、２、４、６、８、１０ｈ进样，得
到峰面积ＲＳＤ＝０．６７％，说明标准品稳定性好。对供试品分
别于０、２、４、６、８、１０ｈ进样，得到峰面积 ＲＳＤ＝０．５５％，说明
样品稳定性好。

重复性试验：同一时期同瓶菌液平行取样６次，同样处理，
进样分析得到峰面积ＲＳＤ＝１．７１％，说明该方法重复性好。

加样回收率试验：取已知含量的同一批菌液６份，加入一
定量的标准品，按照“２．２”节方法制备供试品溶液，分别进样
１０μＬ，进行色谱分析，结果见表１，平均回收率为９８．２６％，ＲＳＤ
为１．３７％。

表１　加样回收率试验结果

序号
样品量

（μｇ）
加入量

（μｇ）
测定量

（μｇ）
回收率

（％）

１ ３０．２２ ３０ ５９．３６ ９７．１３
２ ３０．２２ ３０ ５９．１４ ９６．４１
３ ３０．２２ ３０ ６０．１１ ９９．６２
４ ３０．２２ ３０ ５９．５８ ９７．８７
５ ３０．２２ ３０ ６０．１２ ９９．６８
６ ３０．２２ ３０ ５９．８８ ９８．８６

平均值 ９８．２６

　　注：ＲＳＤ＝１．３７％。

２．４　样品ＣｏＱ１０相对含量的测定
由图７可见，类球红细菌中ＣｏＱ１０的相对含量在延迟期有

一定增长趋势但趋势较不明显，而在对数期则不断地增加且增

长趋势较明显，到菌体稳定期则达到最高并保持相对稳定，菌

体进入衰亡期后菌体中ＣｏＱ１０相对含量表现出急剧下降的趋势。

３　结论与讨论

近年来，关于ＣｏＱ１０的提取方法有相关报道［１２－１６］，从各种

组织或细胞提取ＣｏＱ１０，主要是利用超声破碎组织细胞以及利
用酶法、反复冻融辅助破碎的方法进行破碎提取，进而利用有

机溶剂进行提取。ＣｏＱ１０的测定方法主要有紫外分光光度法、
高效液相色谱法、气相色谱法以及与质谱的联用［１７－２１］。

　　本试验建立了测定类球红细菌中ＣｏＱ１０含量的高效液相
色谱法，该法也可用于测定笔者所在课题组利用类球红细菌

发酵六味地黄汤中的类球红细菌中的ＣｏＱ１０。通过对提取溶
剂的选择与用量、超声提取时间、液相流动相的选择与配比的

考察，发现三氯甲烷、苯、丙酮、乙醚、石油醚对ＣｏＱ１０都具有
较好的提取效果，丙酮的提取效果最好，且相对于其他４种溶
剂丙酮具有毒性小、无麻醉性等特点，所以本试验选用丙酮作

为提取溶剂。通过对丙酮提取用量的考察发现，用量为

３０ｍＬ超声１５ｍｉｎ提取３次时提取效果最好。丙酮用量过
多会导致试剂的浪费且提取效果反而有所下降，用量过少会

导致因提取不完全而增加提取次数；超声时间过长会导致其

中ＣｏＱ１０的结构遭到破坏，超声时间过短会因细胞破碎不完
全而导致提取不完全；以上都会导致实际测定的ＣｏＱ１０含量
不准确。根据２０１０版《中国药典》中相关规定，液相流动相
选为甲醇和无水乙醇，流动相的配比根据《中国药典》选为甲

醇 ∶无水乙醇 ＝５０∶５０时，出峰时间大于６０ｍｉｎ，所以使用
了３０∶７０、２０∶８０、１０∶９０等３个比例，发现２０∶８０的配比峰
形最好，且出峰时间在１６ｍｉｎ左右，理论塔板数大于５０００，
分离度大于１．５，拖尾因子在０．９５～１．０５之间。

本试验在建立高效液相色谱法测定类球红细菌中ＣｏＱ１０
含量的基础上，同时测定了菌体中ＣｏＱ１０的相对含量在生长
过程中的动态变化。结果表明，类球红细菌中ＣｏＱ１０相对含
量在菌体延迟期增长不明显，在对数期不断增长且增长趋势

明显，增长趋势在稳定期趋于平缓并达到相对含量的最大值，

而在衰亡期则表现出下降的趋势。

本试验建立了简便有效且精准的测定类球红细菌中

ＣｏＱ１０含量的方法，以及确定了ＣｏＱ１０在类球红细菌生长过程
中相对含量的动态变化，确定了ＣｏＱ１０在菌体对数期末期至
稳定期末期达到含量的最大值，这为利用类球红细菌发酵生

产ＣｏＱ１０的研究奠定了基础，也为笔者所在课题组利用类球
红细菌发酵六味地黄汤获得抗氧化效果更显著的保健品的研

究奠定了基础。
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不同地理种源丹参根系分泌物的 ＧＣ－ＭＳ比较分析
兰　英，沈晓凤，严铸云，王　海，何冬梅，王苏琴，任　波，陈　新
（成都中医药大学中药资源系统研究与开发利用省部共建国家重点实验室培育基地／

中药材标准化省部共建教育部重点实验室，四川成都６１１１３７）

　　摘要：为了阐明丹参根系分泌行为与遗传和环境的关系，以不同地理（四川省、山东省、河南省）种源丹参组培苗
和根段材料，分别进行无菌和沙土培养。并利用ＧＣ－ＭＳ技术对丹参根系分泌物进行组分分析，从组培和盆栽丹参根
系分泌物中分别检测出１９种、３６种物质，其中组培丹参根系分泌物以酚类、酯类为主。各种源丹参根系分泌物中有
其特殊的成分，但所有分泌物中均含有十六烷棕榈酸、硬脂酸油醇酯、松油醇等，只是含量不同。土培条件下，根系分

泌物中烃类、醇类、醛类在种类及含量上均有所增加，而酚类、酯类明显减少，尤其是酚类物质，增加２种酸类、２种甾
醇类和１种萘胺、２种酰胺类组分，但未检出组培丹参根系分泌物中的１种酮类和３种脂肪胺类物质。研究表明，丹参
根系分泌物的组成和相对含量受遗传和环境的影响，其中有机酸、甾醇类和酰胺类是环境胁迫下的主要分泌物，本研

究结果将为提高丹参根际土壤养分高效利用提供一定参考。
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　　根系分泌物是植物与环境相互作用的媒介，在植物间、植 物与微生物间的相互作用中具重要的生态学意义［１］，其组成

受遗传和环境的双重调控，在植物根系化感作用及根际营养

调控中起着重要作用［２－３］。研究表明三七［４］、人参［５］、西洋

参［６］、地黄［７］、苍术［８］等的根系分泌物具化感作用。丹参

（ＳａｌｖｉａｍｉｈｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅ．）是多地栽培的药用植物，其中四川、
河南、山东是丹参药材的道地产区［９］。已有研究表明，丹参

虽具广泛的土壤适应性，但不同产地丹参的有效成分和无机

元素含量差异明显，并与遗传特性及土壤因子相关［１０－１３］。本
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