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摘要  [ 目的] 为碱蓬中辅酶Q10 的提取分离和工业化生产提供科学依据。[ 方法] 用10 % KOH- 甲醇的醇碱皂化法从碱蓬中提取辅酶

Q10 , 并用硅胶柱层析, 经无水乙醇重结晶后, 得黄色结晶。用熔点测定法和薄层层析法对黄色结晶进行定性鉴定 , 用 HPLC 法和Craven
氏颜色试验法对其进行定量测定。[ 结果] 无水乙醇重结晶后得到的晶体 , 其熔点为48 .6 ～50 .3 ℃, 在碱性条件下, 加入氰基乙酸乙脂
后 ,生成了蓝色化合物 , 证明该结晶是辅酶Q10 。用Craven 氏颜色试验法测得碱蓬干粉中辅酶 Q10 的含量约为63 .3 μg/ g , 精制辅酶 Q10 结

晶的纯度为93 .2 % 。用HPLC 法测得的辅酶Q10 含量约为63 .1 μg/ g。两种定量分析方法存在良好的线性关系。[ 结论] 碱蓬是获取辅酶
Q10 的良好材料, 有很好的开发前景。
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Extraction and Separation of Coenzyme Q10from Suaeda salsa
GAO Jianet al  ( College of Chemical and Biological Engineeri ng , Yancheng Institute of Technology , Yancheng , Jiangsu 224003)
Abstract  [ Objective] The study ai med to provide scientific basis for the extraction and separation of coenzyme Q10 from Suaeda salsa and its industrial
production. [ Method] Coenzyme Q10 was extracted from S . salsa by saponification with 10 % KOH- methanol . The yellowcrystal was obtained through
silica gel col umn chromatography and then recrystallization with anhydrous ethanol . The yellowcrystal was qualitatively identified by melti ng point assay
and TLC method and quantitatively determined by HPLC method and Craven colori metric assay . [ Result] The melting point of crystal obtained throughre-
crystallization with anhydrous ethanol was 48 .6 ～50 .3 ℃ . Under al kali condition, the blue compound was generated after adding ethyl cyanoacetate .
These testified that the crystal was coenzyme Q10 . The content of coenzyme Q10in dry S . salsa powder determined by Craven colori metric assay was about
63 .3 μg/ g . The purity of refi ned coenzyme Q10 crystal was 93 .2 % . The content of coenzyme Q10 determined by HPLC method was about 63 .1 μg/ g .
These 2 quantitative analyses had good linear relationship . [ Conclusion] S . salsa was good material fromwhich coenzyme Q10 was obtai ned . It had very
good development prospect .
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  碱蓬( Suaeda salsa) 为藜科、碱蓬属一年生草本植物, 又

名翅碱蓬、黄须菜、盐蒿。野生于海涂或盐场的盐滩之上, 无

污染 , 被称为标准的“绿色食品”, 幼苗可作蔬菜, 种子可榨

油, 富含不饱和脂肪酸、维生素和微量元素, 对人体有重要的

保健作用[ 1 - 2] 。近年来, 一些研究表明, 碱蓬中含有辅酶

Q10 。辅酶Q10 是动物、植物、微生物等细胞体内能与线粒体内

膜相结合, 在呼吸链中作为重要的氢的传递者 , 具有明显的

生理作用, 是细胞内的天然抗氧化剂及代谢激活剂, 作为生

化药物具有广泛的疗效。辅酶 Q10 是一种醌类化合物, 存在

于网状内皮组织系统中 , 能提高机体免疫力, 在心脏病治疗

中有很好的疗效 , 同时在恶性肿瘤、急性肝炎、脑血管障碍、

高血压、坏血病等疾病中也发挥着重要的作用。目前研究者

正在对其进行进一步临床应用研究。辅酶 Q10 的特点是无毒

副作用 , 作为一种新药进行产品开发前景广阔[ 3 - 5] 。随着辅

酶Q10 在医药、食品添加剂等领域的广泛应用, 这种产品在我

国及全世界的开发势头良好, 因此, 在我国加快开发、生产这

种产品已成为当务之急[ 6] 。目前, 国内外辅酶 Q10 的研究主

要以化学合成或微生物发酵法, 也有少数从动、植物组织中

提取辅酶Q10的研究报告。但迄今对碱蓬中辅酶 Q10 的提取

研究鲜有报道。笔者结合碱蓬的实际情况, 旨在研究碱蓬中

辅酶Q10 的提取分离方法, 筛选出操作简单、提取效率高、产

品纯度高的工艺条件, 为盐生植物资源碱蓬的开发利用及实

现工业化生产提供科学依据。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 供试材料。碱蓬幼苗采自盐城市射阳县射阳港盐碱

土中。

1 .1 .2  仪器与试剂。紫外分光光度计( 北京瑞利分析仪器公

司) ; 旋转蒸发仪( 上海亚荣生化仪器厂) ;HPLC 高效液相色谱

仪( 美国戴安公司) 。辅酶Q10 标准品( 中国药品生物制品检定

所) ; 石油醚、甲醇、KOH、乙醚、无水乙醇等均为分析纯。

1 .2 方法

1 .2 .1 辅酶Q10 提取。由于辅酶Q10 见光易分解 , 所有操作均

在较暗光线下进行。盐地碱蓬中辅酶 Q10 提取方法参照文献

[ 7] 方法, 取盐地碱蓬幼苗洗净、快速阴干后 , 剪成碎段, 然后

粉碎成粉末干燥, 精密称取干燥粉末样品50 g , 加入7 % 焦性

没食子酸, 搅拌均匀, 再加入适量的10 %KOH 的甲醇溶液, 混

匀, 此时组织材料已变成黑色糊状 , 在90 ℃回流30 min 迅速

冷却至室温, 加入1 倍量的石油醚, 进行多次萃取, 合并萃取

液, 用蒸馏水进行水洗, 再以适量的无水硫酸钠除去水分( 除

去水分使后续处理中辅酶Q10 能更好的与烃类溶剂混溶) , 除

去水分后, 将溶液减压浓缩至小体积, 放入冰箱, 低温析出胆

固醇等杂质并进行过滤 , 得到黄色油状物, 准备上硅胶柱进

行纯化。

1 .2 .2 辅酶 Q10 分离纯化。辅酶Q10 分离纯化方法参照文献

[ 8] 方法, 称取适量硅胶, 湿法装柱, 将浓缩的辅酶 Q10 提取液

上硅胶柱 , 先以石油醚洗涤除去杂质 , 再以10 % 乙醚- 石油

醚洗脱, 收集黄色带部分的洗脱液, 减压蒸馏洗脱液 , 回收乙

醚- 石油醚, 加入少量无水乙醇, 于4 ℃冰箱内放置, 得到黄

色的结晶。

1 .2 .3 辅酶 Q10 定性鉴定。采用物理和化学结合的方法鉴

定分离纯化后的辅酶 Q10
[ 9] 。采用熔点测定法测定辅酶 Q10
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的熔点 , 检查辅酶Q10 熔点是否在49 ℃左右; 用Craven 氏颜色

试验法 , 在KOH 碱性条件下 , 加入氰基乙酸乙酯, 因氰基乙

酸乙酯能取代辅酶 Q10 的甲氧基并生成蓝色化合物, 根据这

特征颜色反应检验提取物是否是辅酶Q10 ; 采用薄层层析法 ,

称取一定量的硅胶 G, 湿法铺板, 在105 ℃下活化1 h , 按常规

方法点样, 用体积比为80 :20 的石油醚- 乙醚作为展开剂, 碘

蒸气作为显色剂来显示斑点, 并用标准品辅酶Q10 作对照[ 5] 。

1 .2 .4  辅酶 Q10 定量分析。配置浓度为10 、20、30、40、50

μg/ ml 的辅酶Q10 标准品乙醇梯度溶液, 分别取辅酶 Q10 标准

液2 .0 ml , 加入无水乙醇3 .0 ml , 氰基乙酸乙酯1 .0 ml ,0 .5 %

KOH 溶液1 .0 ml , 摇匀 , 均呈蓝色, 在620 nm 处测定吸光度 ,

绘制辅酶Q10标准曲线( 图1) , 曲线的回归方程

Y= 0 .018 3 X+ 0 .001 4 ( 1)

式中, X 为辅 酶 Q10 的浓 度( μg/ ml ) , Y 为 吸 光 度, R2 =

0 .999 3 , 样品测定方法同辅酶Q10 标准品。

图1 辅酶Q10标准曲线

Fig .1 Thestandard curveof coenzyme Q10

另外, 将纯化的结晶溶于无水乙醇中, 用HPLC 液相色谱

法进行定量分析[ 10] , 以 C18 作为色谱柱 , 色谱条件为以体积比

为13∶7 的甲醇- 乙醇作为流动相, 检测波长为275 nm, 温度

为30 ℃ , 进样量为20 μl , 流速为1 .0 ml/ min 。

2  结果与分析

2 .1  碱蓬辅酶 Q10的分析鉴定  经硅胶柱分离纯化得到的

结晶, 经重结晶后, 测定晶体的熔点, 测定值为48 .6 ～50 .3

℃, 与文献报道的辅酶Q10 熔点为49 ℃相一致 ; 用Craven 氏颜

色试验法鉴定经硅胶柱分离纯化得到的结晶, 发现在碱性条

件下, 加入氰基乙酸乙酯 , 生成了蓝色化合物 , 根据这种特征

颜色反应进一步证明提取分离的结晶是辅酶 Q10 ; 用薄层层

析法, 以石油醚- 乙醚作为展开剂, 碘蒸气作为显色剂, 共点

了5 个样, 如图2 所示, 其中T1 为标准品, 显色后为1 个斑

点,T2 和T3 为硅胶柱分离纯化后经乙醇重结晶后的样品, 显

色后也分别为一个斑点, 且与标准品斑点所在的位置相一

致,T4 和T5 为提取后未经分离纯化的样品 , 除了有与对照相

一致的斑点外分别还有几个杂斑, 可能是其他一些杂质。通

过以上3 种鉴定方法可见, 用碱蓬提取分离的结晶为辅

酶Q10 。

2 .2  碱蓬辅酶 Q10 的含量测定  利用醇碱皂化法得到碱蓬

辅酶Q10粗提取液, 用硅胶柱洗脱分离纯化后, 用旋转蒸发仪减

压浓缩, 在真空冷冻干燥器上蒸干得粉末状精制辅酶Q10 , 经无

水乙醇重结晶后, 得到黄色结晶。以辅酶Q10 标准品为标样, 得

标准曲线。经测定相对于碱蓬干粉, 其辅酶 Q10 的含量约为

63 .3 μg / g , 精制辅酶 Q10 结晶的纯度为93 .2 % 。用 HPLC 液相

色谱法测得的辅酶Q10 含量约为63 .1μg / g , 这与经化学反应在

620 nm处可见分光光度法测定的值相一致, 经进一步分析这2

种定量分析方法存在良好的线性关系。由上述结果表明, 经纯

化后精制辅酶Q10结晶中辅酶Q10含量很高。

图2 辅酶Q10薄层层析图谱

Fig .2 Thethinlayer chromatogramof coenzyme Q10

3  讨论

辅酶 Q10 见光易分解、易氧化, 这为辅酶 Q10 提取分离带

来了很大难处, 而植物中除了辅酶 Q10 还有色素、脂类等其他

一些很复杂的亲脂性的物质, 这些情况进一步增大了辅酶

Q10 提取分离试验的难度。为了防止光线对提取辅酶 Q10 的影

响, 该研究均在较暗的光线下进行试验操作。试验加入焦性

没食子酸可以起到抗氧化作用, 但仍不能避免一些还原性物

质被氧化分解, 这将导致部分辅酶 Q10 的损失。用碱醇皂化

法提取辅酶Q10 时, 如果采用 NaOH- 乙醇法进行皂化, 因乙

醇的大量存在, 再加上皂化需要较长的时间, 可能导致辅酶

Q10 环上的甲氧基与乙醇中的乙氧基发生置换, 生成了单或双

氧化合物[ 8] , 为避免产生这些杂质 , 试验采用了 KOH- 甲醇

混合溶剂进行皂化, 同时尽可能缩短皂化时间 , 皂化结束后 ,

采取迅速冷却的方法。

近年来, 国内外对辅酶 Q10 的应用研究持续不断, 辅酶

Q10 应用前景非常广阔。但是大多数辅酶 Q10 研究集中在化学

合成和微生物发酵上。化学合成辅酶 Q10 的前体物来源有

限, 且反应难度大、效率低 ; 而微生物发酵法, 因很难找到理

想的菌种, 发酵产率低、成本高 , 制约其应用研究。最近 , 许

多学者将目光转移到动、植物提取上, 直接从这些自然资源

中提取辅酶Q10 优势越来越明显。但从动、植物中提取辅酶

Q10 首先要找到理想的材料, 在我国沿海滩涂生长着广袤的盐

生植物———碱蓬, 碱蓬中辅酶Q10 含量较高, 这为开发利用辅

酶Q10 提供了基础。碱蓬中除了含有辅酶Q10 外, 还含有丰富

的其他天然化合物。在提取辅酶 Q10 的同时 , 可以考虑综合

利用碱蓬。在不影响辅酶 Q10 提取的前提下 , 采取适当的生

产工艺得到辅酶 Q10 产品 , 联产其他有活性的化合物。这可

以增加经济效益, 减少废弃物的排放, 但方法上有待进一步

研究和提高。
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别用IEF 和732 树脂装填的交换柱吸附L- 脯氨酸溶液达到饱

和后 , 用 0 .1 mol/ L 氨水进行洗脱。控制淋洗速度为 2 .5

ml/ min , 定容收集流出液, 并且分析 L- 脯氨酸浓度。解吸后

的IEF 再转为氢型, 洗涤干燥后得到再生。

由图6 可知, 纤维柱的洗脱曲线既高又尖, 无拖尾现象 ,

表明所吸附的L- 脯氨酸能够充分、迅速地被解吸下来。纤维

的洗脱率达到88 .9 % , 最大富集倍数为48 倍。而树脂柱的

洗脱曲线比较宽平, 洗脱率为90 .1 % , 最大富集倍数为23

倍, 从纤维上洗脱下来的 L- 脯氨酸溶液浓度远高于732 树

脂。因此 , 用强酸IEF 富集分离L- 脯氨酸有利于降低能耗 ,

提高效率。

图5 不同流速下L- 脯氨酸溶液的穿透曲线

Fig . 5 Breakthroughcurves under different flowrate of the L-pro-

linesolution

图6 L- 脯氨酸溶液在纤维和树脂上的洗脱曲线

Fig .6 Elutioncurves of L-proline for ionexchange of fiber and 732

resin

  再生后IEF 可以重复使用。研究发现, 经过20 次

吸附- 解吸循环后,IEF 的交换容量仍达到182 .75 mg/ g , 再

生性能稳定。

3  结论

( 1) 强酸IEF 对L- 脯氨酸的静态吸附速率远大于732 树

脂, 吸附在200 s 时间内达到平衡。L- 脯氨酸溶液在pH 值为

5 时,IEF 的吸附量最大。随着温度的升高, 强酸IEF 对 L- 脯

氨酸的吸附量逐渐减小, 吸附过程是放热过程。

( 2) 强酸IEF 对L- 脯氨酸具有很好的吸附能力 ,L- 脯氨酸

溶液上柱液的浓度影响纤维饱和吸附量, 浓度越高, 饱和吸

附量越大 , 但过高的浓度导致穿透点提前。在试验条件下纤

维对浓度为3 .57 g/ L 的 L- 脯氨酸溶液的动态吸附容量达到

185 .68 mg/ g 。

( 3) L- 脯氨酸溶液在流速为3 ml/ min 时在纤维上的吸附

较完全。

( 4) 用0 .1 mol/ L 的氨水可将交换柱上吸附的L- 脯氨酸

溶液充分解吸下来, 再生20 次后的纤维仍具有很好的吸附

性能。
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