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摘 要：在辅酶 4"$发酵菌体提取方法筛选的基础上，用薄层色谱（567）、紫外光谱（8&）结合高效
液相色谱（9:67）方法对提纯样品进行定性和定量分析 )试验结果表明：采用丙酮悬液超声处理，
有机溶剂萃取 2 ;，由薄层色谱结合紫外光谱法定量分析辅酶 4"$，得到较精确的结果，为发酵法生

产辅酶 4"$的分离和测定提供了一种较有效的方法 )
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QALI’BR ’@ 7’4"$ XAR UGLGQWIBGU VM 567，8& ABU ;IC; YGQ@’QWABFG (IZ,IU F;Q’WAL’CQAY;M ’B L;G
VARG ’@ RG(GFLGU YQGLQGALWGBLR ’@ L;G @GQWGBLALI’B F,(L,QG XIL; YQ’YGQ ’QCABIF R’(PGBL GSLQAFLI’B ) 5;G
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辅酶 4"$又叫泛醌、癸烯醌，是一类脂溶性醌类

化合物，化学名称为 !，/?二甲氧基?2?甲基?3?癸异戊
烯基苯醌 ) 辅酶 4"$为黄色或橙黄色结晶性粉末，

无臭无味，不溶于水，在氯仿、苯、丙酮或石油醚中

溶解，熔点为 #0 ) $ [ 2$ ) $ \，相对分子质量 03/ ) #；
在动植物、微生物等细胞体内与线粒体内膜相结

合，是生物体呼吸链中重要递氢体 )辅酶 4"$作为一

种多功能性的生化药物，在临床中有着广泛的用
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途［!，"］；辅酶 #!$的生产方法主要有动植物组织提取

法，化学合成法和微生物发酵法；与其它制备方法

相比，微生物发酵法生产具有原料成本低、易控制

及可实现大规模生产的特点，能满足该药物在临床

上的需要 %
辅酶 #!$是微生物发酵的胞内产物，因此，发酵

产物辅酶 #!$必须经分离纯化 %高效液相色谱分析
方法对样品要求较高，分析仪器昂贵且分析费时 %
因此，需找到一种简便、准确且相对快速的测定发

酵液中辅酶 #!$的方法 %实验利用有机溶剂萃取、薄
层色谱分离及紫外分光光度法等方法分离和测定

辅酶 #!$，为进一步大规模的发酵生产控制和成分

分析提供参考 %

! 材料与方法

! " ! 仪器
层析硅胶 &’"()*薄板（ !$ +, - "$ +,）；

./(0(#冷冻干燥机：美国 ’12 34356,3 78+制造；
高速离心机；超声波细胞破碎仪；19*!0$$ 自动扫
描可见紫外分光光度计：北京普析通用仪器有限公

司制造；高效液相色谱仪：2:;,<=>? ,@=6A BC*DEF
型液相色谱仪 %
! " # 主要试剂
无水乙醇，甲醇，丙酮，石油醚，氯仿，苯，乙醚，

己烷，异辛烷，异丙醇等均为分析纯 %
! " $ 样品
进口辅酶 #!$标准品：2;G,<公司产品，舟山海

力生制药公司惠赠 %
! " % 辅酶 &!’的制备

制备流程：发酵液（实验室制备，菌种 !"#$%&#’
() *+,#%&+-./* H2I"$D!）!D ($$ J K ,;8离心分离
!( ,;8!冷冻干燥!有机溶剂搅拌抽提!离心去除
菌体!减压蒸发干燥!残渣用少量石油醚萃取，收
集石油醚层减压浓缩再用水洗涤!无水硫酸钠干
燥!定量无水乙醇溶解!薄层层析分离!刮下与
标准品同样 !0 值的斑点!石油醚抽提!蒸发干燥

!残余物用约 $ % ( ,B乙醇溶解!低温保存待用 %
! " ( 辅酶 &!’的分析方法

紫外分析法：在波长 !L$ M N$$ 8, 下对待测定
样品进行紫外扫描，测定其最大紫外吸收波长，同

时在 "O( 8,下进行定量测定 %
高效液相色谱法：色谱柱为 2P:6J;3@JQC!0（!$

+, - ) % D ,, 7F），用十八烷基硅烷键合硅胶为填充
剂，以甲醇 K无水乙醇（体积比为 ! R !）为流动相，柱
温 N( S，检测波长 "O( 8,，进样量 "$!B %

# 结果与讨论

# " ! 辅酶 &!’提取制备方法的确定

由于辅酶 #!$为细胞内物质，主要存在于细胞

内线粒体内膜上，其提取效果的好坏直接影响到产

品的纯度和得率 %提取胞内醌类物质最常用的萃取
剂是有机溶剂［N，)］%对菌体细胞采用 !）甲醇与乙醚
体积比为 " R !；"）异辛烷与异丙醇体积比为N R !；N）
甲醇与氯仿体积比为 ! R "；)）丙酮直接萃取；(）丙
酮悬液超声破碎等方法，结果见图 ! %试验结果表
明，甲醇与氯仿混合法抽提后易分多层，后续处理

困难，最后确定采用丙酮悬液超声处理法 %

图 ! 不同溶剂处理方法对辅酶 &!’提取率的影响

)*+" ! ,--./01 2- 3*--.4.50 1267.50 04.809.50 9.0:231 25
0:. .;048/0 <*.631 2- =2&!’

# %! %! 溶剂搅拌萃取时间的确定! 冷冻干燥细胞

经丙酮悬液超声处理后，在 $ % (，!，N，(，0 : 内进行
连续搅拌，比较提取效果，结果见图 " %最后确定有
机萃取时间为 ( : %

图 # 有机溶剂萃取时间对辅酶 &!’提取率的影响

)*+" # ,--./01 2- .;048/0*5+ 0*9. 25 0:. .;048/0 <*.631 2-
=2&!’

# %! % # 提取温度对提取效果的影响! 采用常温、

)$，D$ S进行提取，结果见图 N % 考虑连续保温处理
对有机溶剂挥发及目的组成可能造成的影响，最后

确定有机萃取温度为常温（"( S）结合间歇加热的
方法提取 %
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图 ! 有机溶剂萃取温度对辅酶 "#$提取效果的影响

%&’(! )**+,-. /* +0-12,-&3’ -+45+12-61+ /3 -7+ +0-12,-
+**+,-&8+3+.. /* 9/"#$

: ( : ;<9=>?法测定辅酶 "#$含量

: !: !# 薄层色谱法分离辅酶 "#$展开剂的选择

以氯仿与苯（体积比为 # $ #）或石油醚与乙醚（体积
比为 % $ &）等为展开剂，以碘蒸汽为显色剂或直接在
紫外光下显色，对辅酶 "#’样品粗提液进行薄层色

谱分离［(］，点样量 (!)，标样参考质量浓度 #’’

!* + ,)，将显示的斑点与标准品 !" 值对照；同时，

配制质量浓度为 #’ - #(’!* + ,) 的标准品系列溶
液，分别确定其最小检测质量浓度，结果见表 # !
表 # 薄层色谱法展开剂的选择及最小检测质量浓度

;2@( # A .+B+,-&/3 /* C&.5B2D ./B8+3- */1 ;<9 4+-7/C 23C
4&3&464 4+2.61+4+3- ,/3,+3-12-&/3

展 开 剂
已烷 +二乙醚
（体积比为

%( $ #(）

氯仿 +苯
（体积比为

# $ #）

石油醚 +乙醚
（体积比为

% $ &）

苯 +丙酮
（体积比为

./ $ 0）

!" 值 ’ ! ( ’ ! 10 ’ ! %( 2
最小检测
质量浓度 +
（!* + ,)）

/( &3 (’ 2

苯 +丙酮经碘蒸汽和紫外光显色，无斑点；其它
展开剂显色斑点大小与质量浓度高低并不相关，只

是色泽深浅与样品质量浓度有关，因此，需结合 45
法进行测定 !根据 !" 值适宜取值范围和检测灵敏

度大小，选取氯仿和苯作为展开剂，进行 6)7分离
分析 !
: !: !: 紫外分光光度法标准曲线的制作# 精确称

取辅酶 "#’标准品 &’ ,*，溶于无水乙醇并定容至
(’ ,)，然后将此溶液分别稀释至一定体积，得到 %，
&’，3’，%’，#&’，#1’，&’’!* + ,) 等系列质量浓度，
在 &0( 8,波长下测定吸光度 !结果表明，辅酶 "#’

在 %’ - #&’!* + ,)范围内线性关系较好，其回归曲
线方程为 # 9 (. $ ### % 2 # $ (00 (，相关系数 !& 9
’ $... 1 $
: !: !! 辅酶 "#$的紫外吸收曲线比较及定量方法

的确立

经上述方法制备的辅酶 "#’样品，对照标准品，

以无水乙醇作空白，在 #.’ - /’’ 8, 下紫外扫描，
其紫外吸收曲线见图 3 !

图 E 标准品（上图）及样品（下图）的紫外扫描吸收曲
线图

%&’(E A 2@./1@+3- ,618+ /* >? .,23 F&-7 -7+ .-23C21C

51/C6,- 23C .245B+

从图 3可以看出，经有机溶剂萃取和石油醚提
取得到的粗提液和辅酶 "#’标样扫描峰形基本一

致，在（&’0 : &）8,和（&0( : #）8,处有最大吸收，
且试样液在 &0( 8, 处峰位置发生偏离，还有一些
小的杂质峰 !这是由于试样经多种有机溶剂提取及
细胞内杂质的溶出，这些杂质在（&’0 : &）8, 和
（&0( : #）8,附近有较大吸收的缘故 !因此对粗提
品直接紫外定量测定会带来一定的误差，于是，通

过薄层层析分离进一步提纯处理并结合紫外检测

来定量测定辅酶 "#’的含量 !方法如下：粗提品!点
样，在硅胶薄板上展开!刮下与标准品同样 !" 值

的斑点!目标物用少量石油醚洗提!旋转蒸发仪
干燥!残余物用约 ’ ! / ,) 乙醇溶解!样品 !根据
收集样品质量浓度大小用酒精溶剂作适当稀释，在

&0( 8,处测定吸光值 !
: ( ! ;<9=>?法与 GH<9法测定结果比较
对有机溶剂萃取、石油醚洗提和 6)7分离得到

的提取物用一定量无水乙醇溶解后，进行 ;<)7法
测定，并与上述实验结果比较，见表 & !
由 6)7=45 法测得的辅酶 "#’质量浓度为

;<)7法的 .&>，可能是由于用 6)7 法展开得到
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的斑点在再洗提过程中部分损失的缘故 !
表 ! 辅酶 "#$两种测定方法比较

%&’(! )*+,-. /012&34+05 06 .70 8*.*3145&.405 1*.908+ 06
:0*5;<1* "#$

方 法 辅酶 "#$的质量浓度 %（!& % ’(）

)(*+,-法 .$ ! #

/0(*法 .1 ! 2

! ( = 辅酶 "#$高效液相色谱分析鉴定

将上述制备的粗提样品经薄板层析后，再进行

高效液相色谱分析，以鉴定提取效果［3］!标样质量
浓度为 4$$!& % ’(，检测波长 415 6’，色谱图见图
5，3 !

图 > 标样（!$$!? @1A）高效液相色谱分析色谱图（检
测波长 !B>51）

C4?( > D EFA: &5&-<+4+ ?3&29 06 .9* +.&58&38 +&12-*

由图 5，3 可看出，辅酶 "#$标样和样品色谱峰

图中保留时间均为 4$ ! 3 ’76 !用该辅酶 "#$的提取

方法分离的样品液经层析后，采用 /0(*检测发现
杂质种类很少，对辅酶 "#$的测定没有干扰 !另外，
通过改变检测波长，在 4$3 6’ 下对标准样及试制
样品进行 /0(* 检测，结果得到在保留时间 4$ ! 3
’76处标样和试样有一个主峰，证明为同一种物质 !

进一步对测定样品加 $ ! $# ’( 硼氢化钠溶液还原
处理，在同样色谱条件及波长下检测，在原保留时

间处目的物吸收峰消失，证实为辅酶 "#$ !

图 G 试样（粗提品）高效液相色谱分析色谱图
C4?( G D EFA: &5&-<+4+ ?3&29 06 .9* *H.3&/.45? +&12-*

I 小 结

#）通过比较辅酶 "#$的提取分离方法，确定在

3 $$$ 8 % ’76的条件下转 #5 ’76的方法收集对数生
长期的菌体；采用丙酮悬液超声处理法，萃取时间

为 5 9 !
4）分离提取过程中要避免辅酶 "#$的氧化破

坏，尤其在碱性条件下，必要时应加抗氧化剂，如焦

性没食子酸；待测样品要新鲜或经适当低温保存处

理 !通过比较不同有机溶剂对浸提收率的影响，选
择毒害相对小、成本低、提取率较高的浸提方法；通

过 /0(*分析方法鉴定证实，确定了较理想的发酵
产品辅酶 "#$的分离提取方法 !

2）)(*+,-法与 /0(*定量分析法相比，具有
方法较简便，操作时间短，成本低，相对误差较小，

样品处理简单，是一种较实用的辅酶 "#$定量测定

方法 !
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