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摘 要：研究了溶剂种类、浓度，提取溶剂比例、提取次数、时间、温度，萃取次数与温度，以及柱纯

化和重结晶等条件对提取农杆茵中辅酶Q。。的影响；进行了最佳工艺优化，确立了生产工艺，并进

行了中试验证。结果表明，最佳工艺条件为：用5倍的体积分数95％的乙醇在50℃浸提2遍，每

遍1 h，获得提取液；提取液浓缩后经过提取液一甲醇一石油醚(三者体积比为1：2：3)的萃取体系室

温萃取3遍，浓缩石油醚相后经过1步硅胶层析柱纯化，2或3步乙醇重结晶。中试结果表明，该

工艺获得辅酶Q，。的纯度>99％，平均回收率>80％。
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A Study on Technique for Extracting Coenzyme Qlo from Agrobacterium

TIAN Bao—jing，LI Jian， NIE Li—ying， CAO Xiao—dan，LI Xiao—qiang

(Institute of Bioteeh--Pharm in Tasly Groups，Tianjin 300402，China)

Abstract：The process parameters of extraction CoQl 0 from Agrobacterium were carefully

investigated and then validated by pilot—scale test in this manuscript．The optimum process

parameters were decided as follows：firstly，extracting twice(one hour each time)using 5X 95％

enthanol at 50℃followed by a concentrated step then extracting three times at room temperature

using a extraction system ratio of 1：2：3(concentrated solution。methanol：Petroleum ether)

and finally concentrating Petroleum ether phase，through one step of Silica Gel—Alumina Column

purification，tWO to three steps of recrystalization by enthanol to obtain the aim product．The

pilot—scale test shown the process gives a purity of over 99％，percentage recovery over 80％．
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辅酶Qlo品名为：2一(3，7，11，15，19，23，27，31，

35，39-癸甲基一2，6，10，14，18，22，26，30，34，38一四

十癸烯基)一5，6-_--2甲氧基一3一甲基一p一苯醌[13；是一种

黄色至橙黄色结晶性粉末，无臭无味；是人体不可

缺少的参与代谢的重要活性物质。在医药方面，辅

酶Q，。最常用于心血管系统疾病的预防和治疗Ⅲ；

另外对于病毒性肝炎等也有一定的疗效嘲。动物

实验显示，辅酶Q。。具有增强小鼠免疫力的作用，其

作用机制可能与辅酶Q。。能激活NK细胞、T细胞、

巨噬细胞功能及清除氧自由基、稳定膜电位等有

关[4]。辅酶Q。。的制备方法主要有3种：动植物提

取法、微生物发酵法和化学合成法。目前微生物发

酵法以其原料来源简单、放大容易等优点，被认为

是最有前景的生产辅酶Q，o的方法。
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1材料与方法

1．1材料

1．1．1菌种土壤杆菌(Agrobacterium sp．)，由

天津天士力集团有限公司生物药品研究所保藏。

1．1．2试剂 标准品为Sigma公司产品，其他试

剂均为国产分析纯。

1．1．3仪器旋转蒸发器，Agilent 1100型高效液

相色谱仪，美国安捷伦公司制。

1．1．4培养基及培养条件 葡萄糖38 g／L，蔗糖

40 g／L，玉米浆40 g／L，硫酸铵10 g／I。，MgSO。

0．15 g／L，K2 HP04 0．6 g／L，KH2P04 0．6 g／L；控

制pH 7．6～7．8，溶氧率>20％；30℃培养。

1．2 方 法

1．2．1检测方法建立

色谱条件[1]：Thermo ODS HYPERSIL(250

mm×4．6 mm，5 p．m)，以甲醇一无水乙醇(体积比

1：1)为流动相，柱温35℃，检测波长为275 nm。

理论板数按辅酶Q。。峰计算不低于3 000。

标准曲线：取辅酶Q，。标准品20 mg，精密称

定，加无水乙醇40 mL，在50℃水浴中振摇溶解，放

冷后，移至100 ml。的量瓶中，加无水乙醇稀释至刻

度，摇匀，精密量取20、15、10、5、3、2扯L注入液相

色谱仪，记录色谱图峰面积。

发酵菌辅酶含量测定：准确量取发酵液

200,uL，转移到1 mL的离心管中。置于离心机中

13 200 r／min离心4 rain，弃上清液，加入1 mL乙

醇。超声破碎仪悬起沉降物，脱色摇床振荡30 min。

将乙醇浸提后的样品再以13 200 r／min离心4

rain，吸取上清液，0．22“m有机滤膜过滤，转入干

净离心管中，HPLC测定。

1．2．2提取纯化

提取溶剂筛选：将发酵得到的发酵液，离心收

集菌体，各称取100 g菌体，分别加入无水乙醇、无

水乙醇石油醚(体积比3：1)、石油醚、丙酮和乙酸

乙酯各1 L，50℃摇床振荡2 h，离心分别收集上清

液，再分别添加1 L溶剂到离心沉淀物中，50℃摇

床振荡2 h，离心分别收集上清液，按溶剂不同分别

合并两次提取液，用旋转蒸发仪减压浓缩至干，获

得提取物，分别向每种提取物中加入无水乙醇，

50℃溶解，HPLC检测提取物中辅酶Q。。的含量，

计算提取得率。

提取溶剂体积分数：方法同上，称取4份菌体，

每份100 g，分别加入不同体积分数乙醇各1 L，

50℃摇床振荡2 h，离心分别收集上清液，再分别添

加1 L不同体积分数乙醇到离心沉淀物中，50℃摇

床振荡2 h，离心分别收集上清液，按乙醇体积分数

不同分别合并两次提取液，用旋转蒸发仪减压浓缩

至干，获得提取物，分别向每种提取物中加入无水

乙醇，50℃溶出，HPLC检测提取物中辅酶Q。。的

含量，计算提取得率。

提取溶剂比例和提取次数：方法同上，称取3

份菌体，每份100 g(约100 mL)，分别按照3、5、8倍

体积加入体积分数95％乙醇300、500和800 mL，

50℃摇床振荡2 h，离心分别收集上清液，提取3

次，HPLC分别检测提取物中辅酶Q。。的含量，计算

提取得率。

提取时间与温度：方法同上，称取4份发酵菌

体，每份100 g，每份中加入体积分数95％乙醇

500 mL，分别以25、37、50、60℃为提取温度，每

30 min取一次样，HPLC检测提取液中辅酶Q。。的

含量，计算提取得率。

萃取次数与温度：各取1 L已知辅酶Q。。含量

的乙醇提取液3份，经旋转蒸发浓缩至约1／20，加

入100 ml。甲醇和150 mL石油醚，分别置于室温、

45℃和60℃进行萃取，分别萃取3次，分别将石油

醚用旋转蒸发器减压浓缩至于，分别加入无水乙

醇，50℃溶解，HPLC检测提取物中辅酶Q，。的含

量，计算萃取得率。

层析柱纯化：称取2 g萃取浓缩膏，加人10 mL

石油醚稀释。将该溶液均匀加入预先装好的硅胶

层析柱，以乙酸乙酯一石油醚展开剂(体积比1：20)

展开，收集全部红色(橙色)洗脱液，40℃，

0．09 MPa减压蒸出溶剂。液体加入30 mL无水乙

醇，析出橙黄色固体粉末；过滤，减压干燥，称质量

和HPLC测定纯度，计算得率。

重结晶：称取1 g层析柱纯化所得固体粉末，

40℃减压熔化成为红色液体，强烈搅拌下加入

20 mL无水乙醇，4℃静置12 h，用G4型耐酸沙芯

漏斗减压过滤得到黄色粉末，减压干燥，称质量和

HPLC测定纯度，计算得率。如有需要，可按上述

规程重复过程。

1．2．3 中试研究 以3批5 t高密度发酵菌体为

材料，称取菌体质量，按照每千克菌体5 L的比例加

入乙醇，50℃提取1 h，收集提取液，再加入等量的

乙醇提取一次，收集提取液，将提取液浓缩1／20，以

浓缩液一甲醇一石油醚(体积比1：2：3)室温萃取，萃

取3遍，收集合并石油醚相，浓缩成膏状，加入石油

醚，硅胶层析柱层析，收集全部红色(橙色)洗脱液，

减压蒸出溶剂，加入无水乙醇，进行重结晶3次，
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HPLC测定纯度，计算得率。

2结果与讨论

2．1提取溶剂筛选

辅酶Q，。的性质，在三氯甲烷、苯、丙酮、乙醚或

石油醚中溶解，在乙醇中极微溶解，在甲醇和水中

不溶解。根据以上性质，选择了无水乙醇、石油醚、

丙酮和乙酸乙酯作为溶剂提取发酵菌体中的辅酶

Q，。。图1结果显示，无水乙醇的收率最高，能获得

高达97．3％的得率。虽然辅酶Q。。只是极微溶解在

乙醇中，但是乙醇较其他几种溶剂对细胞的穿透力

强，在提高提取溶剂比例的情况下，能获得高达

97．3％的提取得率，而5种提取液中辅酶Q。。的纯

度HPI。C检测均为20％左右，因此确定乙醇作为提

取溶剂。

lOO

摹80

憾
蒙60

蔷40
建20

七
[]提取g }率

■E- 卜纯 度

士
--F —}

图1 不同溶剂对辅酶QIo提取得率的影响

Fig．1 Effect of kind of solvent Oil extraction rate

2．2提取溶剂体积分数

辅酶Q，。不溶于水，所以高体积分数的乙醇有

利于得到高的提取得率。图2结果显示，无水乙醇

的提取得率最高，达到98．2％；体积分数95％的乙

醇的提取得率也高达95．7％，而体积分数90％和

85％的乙醇的提取得率分别只有81．2％和67．0％，

HPLC检测提取液浓度，随乙醇体积分数降低而降

低，从生产成本的角度考虑，选择体积分数95％的

乙醇作为提取溶剂。

2．3提取溶剂比例和提取次数

从表1结果中可以看出，用3种提取溶剂比例，

3次提取发酵菌体后，提取得率分别是98．3％、

99．2％和100．4％。从大规模生产，溶剂使用量和

回收消耗，以及提取次数与菌体处理量等多种角度

考虑，选择用5倍体积的体积分数95％的乙醇提取

两次的工艺。

2．4提取时间与温度

从图3结果可以看出，温度影响提取得率的高

低，且提取得率随时间变化，当提取温度低于辅酶

Q，。的熔点(2S℃和37℃)时，提取得率在3 h内均

低于提取温度等于或大于辅酶Q，。的熔点温度(50

℃和60℃)时的提取。50℃条件下提取发酵菌体

中的辅酶Q。。时，在60 rnin时达到最高，3 h内基本

保持不变；而60℃提取时，在60 rain达到最大提

取得率后，随时间延长，提取得率逐渐变低。这可

能跟辅酶Q，。具有热不稳定性有关，因此选择50℃

条件下用5倍体积的体积分数95％的乙醇提取发

酵菌体中的辅酶Q。。，提取两遍，每次1 h。
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图2不同体积分数乙醇对辅酶Ql。提取得率的影响

Fig．2 Effect of concentration of ethanol on extraction

rate

表l 不同乙醇比例和提取次数对辅酶Q，o提取得率的影响

Tab．1 Effect of volume of ethanol＆extraction times on ex-

traction rate

图3不同温度和时间对辅酶Q。o提取得率的影响

Fig．3 Effect of temperature&time on extraction rate

2．S萃取次数与温度

从图4结果中可以看出，室温萃取3遍相应的

提取液，可以达到大于95％的萃取得率，计算绝对
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得率为90％以上，而且HPLC检测纯度达到85％

～90％，因此在此工艺里，选取室温，萃取3遍。然

后旋转蒸发浓缩萃取液，得到萃取浓缩膏。
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图4不同温度和萃取次数对辅酶Ql。萃取得率的影响

Fig．4 Effect of temperature&extraction ti珈es on ex,-

traction rate

2．6柱纯化

经过柱纯化后，收集到的辅酶Q。。经HPLC检

测纯度达到95％左右，回收率达到92％，而且去除

掉了大部分胆固醇。

2．7重结晶

经过2或3次重结晶后，得到的辅酶Q，。的纯

度达到99％，各项指标达到药典要求；由于在该步

骤中结晶母液可以回收移交到提取步骤，该步骤收

率可以确定为100％。

2．8 中试研究

3批中试研究参照小试工艺确定的参数进行，

将小试工艺中的摇床振荡变为了反应器搅拌，将小

试工艺中的离心步骤变为了微滤膜浓缩，以利于适

应工业化生产的需要。结果显示，中试过程每批得

到的产品纯度均大于99％，计算所得收率大于

80％，与小试结果基本持平，证明该工艺适宜放大

生产。

3 结 语

辅酶Q，。是人体内细胞中的线粒体的电子传递

系统的构成因子，除作为药物外，还用于保健食品

或化妆品。在研究中选择易于培养且产量较高的

土壤农杆菌进行发酵培养，提取其中的辅酶Q，。，经

研究得到适合该菌种的辅酶Q。。提取工艺，经过体

积分数95％的乙醇提取，再经过甲醇和石油醚相的

萃取，后经正相柱纯化和重结晶，获得符合中国和

日本药典的纯品，经过中试放大，能获得大于80％

的得率，而且其中用到的甲醇、乙醇和石油醚均可

以回收利用，降低了生产成本，适宜工业化生产。
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