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辅酶 Q10超声波破碎法提取工艺条件研究
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[摘　要] 　为了获得超声波提取辅酶 Q10的最佳工艺条件 ,系统研究了利用超声波法提取时输出功率、每次辐射

时间、工作总时间、水添加量等因素对细胞破碎和辅酶 Q10提取效果的影响。结果表明 ,超声波提取辅酶 Q10的最佳工

艺条件为 :输出功率 500 W ,每次辐射/间歇时间 12 s/ 10 s ,工作总时间 12 min ,水添加量 45 mL/ g ;采用优化的超声波

提取工艺 ,辅酶 Q10提取量可达到 1. 196 mg/ g。证明超声波破碎法提取辅酶 Q10是可行的 ,与未破壁提取、研磨法及

反复冻融法提取效果相比 ,辅酶 Q10提取效果良好。
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Study on the technology of the coenzyme Q10 extraction
with ultrasonic cell2break method
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Abstract : In order to obtain t he optimal condition of ult rasonic cell2break met hod for coenzyme Q10 ex2
t raction ,the effect of outp ut power ,duration of radiation each time ,total working time and amount of water

on cell2wall disruption and coenzyme Q10 ext raction were systematically studied in t his paper . The result s

showed that t he optimal condition for coenzyme Q10 ext raction was as follows outp ut power 500 W ,radia2
tion/ intermission time 12 s/ 10 s ,total working time 12 min ,and amount of water 45 mL/ g ;t he quantity of

coenzyme Q10 ext racted by ult rasonic cell2break met hod could reach 1. 196 mg/ g under t he optimal condi2
tion. It’s p roved t hat the met hod of t he ult rasonic cell2break for ext racting coenzyme Q10 was feasible and

more effective t han t he met hod of non2broken ,grinding ,f reezing and melting repeatedly.
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　　辅酶 Q10 (Coenzyme Q10 ,CoQ10 )又称癸烯醌、

泛醌 ,广泛存在于动物、植物和微生物细胞内 ,主要

结合在线粒体内膜上 ,构成呼吸链环节中的一个重

要的递氢体。目前 ,辅酶 Q10作为多功能生化药物

在临床上已有很多应用 ,如用于心血管疾病、急慢性

病毒性肝炎、亚急性肝坏死、坏血病、十二指肠溃疡、

坏死性牙周炎、癌症、帕金森症等的治疗 ,均取得了

一定的疗效[1 ]。此外 ,由于辅酶 Q10还能大幅度改

善人体细胞的用氧功能、营养功能和免疫增强功能 ,

能有效地深入皮肤 ,激发细胞活性 ,改善肤质 ,滋润

肌肤 ,具有抗皮肤皱纹和延缓皮肤衰老的功效 ,因而

也被广泛应用于食品添加剂、化妆品等领域[223 ]。

目前 ,制备辅酶 Q10多采用动植物组织提取法、

微生物发酵法及化学合成法等[4 ] ,其中微生物发酵
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法在近几年发展较快 ,该法具有原料来源丰富、反应
条件温和、产品生物活性好等优点 ,是最具发展潜力
的生产方法[5 ]。但由于辅酶 Q10是微生物发酵所得

的细胞内产物 ,故其提取过程中首先需要进行细胞

破壁 ,因此细胞破碎是提取辅酶 Q10的关键步骤之

一 ,直接影响着辅酶 Q10的生物活性、收率和成本。

细胞破壁的方法很多 ,目前常用的有物理研磨法、化

学溶解法等[6 ] ,但其效果均不是十分理想 ,提取率低

而成本太高。因此 ,寻找合适的细胞破碎方法具有

十分重要的实际意义。本试验以此为出发点 , 对超

声波的破壁效果及其影响因素进行了研究 ,分析了

各因素对 Q10提取效果的影响 ,优化了最佳破壁条

件 ,旨为辅酶 Q10的开发利用奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料与仪器

1. 1. 1　试验菌株 　根癌土壤杆菌 ( A g robacteri um

t umef aciens) 1. 2554 ,购自中国普通微生物菌种保

藏中心。

1. 1. 2 　培养基　①斜面菌种培养基。即为甘露醇

琼脂培养基 ; ②种子培养基。含葡萄糖 10 g/ L ,蛋

白胨 5 g/ L ,酵母膏 5 g/ L ,NaCl 5 g/ L ,p H 值 7. 2 ;

③发酵培养基。含葡萄糖 20 g/ L ,蛋白胨 10 g/ L ,

酵母膏 10 g/ L ,磷酸二氢钾 0. 5 g/ L ,磷酸氢二钾

0. 5 g/ L ,MgSO4 ·7 H2 O 0. 5 g/ L ,p H值 7. 2。

1. 1. 3　试验试剂　石油醚等提取试剂均为分析纯 ,

辅酶 Q10标准品购自于美国 Serva公司。

1. 1. 4 　试验仪器 　J Y922ⅡDN 超声波细胞粉碎

机 ,宁波新芝生物科技股份有限公司产品 ;真空冷冻

干燥机 ,美国 SIM公司产品 ; HW Y2112双层全温度

培养摇床 ,上海智城分析仪器制造有限公司产品 ;

PM180R高速冷冻离心机 ,美国 SIM 公司产品 ;490

旋转蒸发器 ,BUCH I公司产品 ; UV22550 紫外可见

分光光度计和 L C22010A 高效液相色谱仪 ,均为日

本岛津公司产品。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　培养菌体 　将 1 环生长良好的试管斜面种

子 ,接入装有 50 mL 种子培养基的 250 mL 锥形瓶

中 ,30 ℃、180 r/ min 往复摇床培养 24 h ,然后取 5

mL 种子液加入装有 100 mL 发酵培养基的 250 mL

锥形瓶中 ,于 30 ℃、180 r/ min往复摇床培养 56 h。

6 000 r/ min离心 20 min收集菌体 ,真空冷冻干燥。

1. 2. 2　单因素试验　准确称取 0. 5 g干菌 ,在不同

试验条件下进行细胞破碎 ,分别以破碎后上清液中

的蛋白质含量和辅酶 Q10提取量为测定指标 ,进行

单因素试验以确定超声波输出功率、超声波每次辐

射时间、超声波工作总时间、水添加量等因素对细胞

破碎率和辅酶 Q10提取量的影响。(1)超声波输出

功率。试验固定超声波每次辐射/间歇时间为 15 s/

10 s ,超声波工作总时间为 10 min ,水添加量为 45

mL/ g ,分别以 100 ,200 ,300 ,400 ,500 , 600 , 700 W

输出功率进行细胞破碎 ; (2)超声波每次辐射时间。

试验固定超声波每次间歇时间为 10 s ,在超声波输

出功率为 500 W ,超声波工作总时间为 10 min ,水添

加量为 45 mL/ g的条件下 ,超声波每次辐射时间分

别为 5 ,10 ,15 ,20 ,25 ,30 s进行细胞破碎 ; (3)超声

波工作总时间。在超声波输出功率为 500 W ,超声

波每次辐射/间歇时间为 15 s/ 10 s ,水添加量为 45

mL/ g的条件下 ,分别设定超声波工作总时间为 5 ,

10 ,15 ,20 ,25 ,30 min进行细胞破碎 ; (4)水添加量。

选择超声波输出功率为 500 W ,超声波每次辐射/间

隙时间为 15 s/ 10 s ,超声波工作总时间为 10 min ,

称取的干菌分别按 15 ,30 ,45 ,60 ,75 ,90 mL/ g ,添加

蒸馏水进行超声波细胞破碎。

1. 2. 3　正交试验　在单因素试验的基础上 ,进行 4

因素 3水平正交试验 ,采用 L 9 (34 )正交表 ,以辅酶

Q10的提取量为考察指标。试验设计见表 1。

表 1　正交试验因素水平表

Table 1　Factors and levels of orthogonal experiment

水平
Level

因素 Factors

输出功率/ W
Output power of ult rasonic

A

每次辐射时间/ s
Duration of radiation each time

B

工作总时间/ min
Total working time

C

水添加量/ (mL ·g - 1)
Amount of water

D

1 450 12 8 35

2 500 15 10 45

3 550 18 12 55

1. 2. 4　超声波法破壁与常规破壁法的比较　在正

交试验优化条件下 ,采用超声波法进行细胞破壁 ,并

与研磨法和反复冻融法比较辅酶 Q10的提取效果。

1. 2. 5　辅酶 Q10的提取 　将不同破壁条件下所获

得的细胞碎片移入圆底烧瓶中 ,加入 2 mL 15 g/ L

的焦性没食子酸溶液和 5 mL 100 g/ L 的氢氧化钠2
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甲醇溶液 ,90 ℃回流 30 min ,迅速冷却 ,用 20 mL 石

油醚萃取 3次 ,静置分层 ,合并上清液用去离子水洗

至中性 ,以无水硫酸钠脱水至澄清 ,用真空旋转蒸发

仪 (50 ℃)浓缩至干 ,挥发完后 ,加入无水乙醇 10

mL。放入冰箱冷冻 ,析出胆固醇 ,过滤 ,无水乙醇定

容至 50 mL。待测。

1. 2. 6　细胞破碎率的测定　细胞破碎后 ,以 9 000

r/ min离心 15 min ,取上清液 ,测定细胞破碎前后上

清液中的蛋白质含量 ,通过其变化来估算细胞破碎

率 ,并结合镜检选择最佳破碎条件。蛋白质浓度的

测定采用考马斯亮蓝 G2250 法[ 7 ] ,以牛血清蛋白为

标准品。蛋白质含量用单位体积 ( mL )上清液中所

含的蛋白质质量 (mg)表示。

1. 2. 7　辅酶 Q10含量的测定 　单因素试验采用紫

外分光光度法[8 ]测定 ,正交试验采用 HPL C 法测

定 ,色谱条件为 :用甲醇与无水乙醇 (体积比为1∶1)

作流动相 ,体积流量为 1. 0 mL/ min ,柱温 30 ℃,检

测波长 275 nm。辅酶 Q10含量由单位细胞干重 (g)

所含的辅酶 Q10的质量 (mg)表示。

2　结果与分析

2. 1　超声波输出功率对细胞破碎率与辅酶 Q10提

取量的影响

由图 1可见 ,超声波的输出功率对细胞破碎率

和辅酶 Q10提取效果有很大影响。输出功率过小 ,

细胞破碎不完全 ,辅酶 Q10释放不充分 ;输出功率的

增加有利于液体中空穴的形成 ,从而产生更多的空

化泡 ,使破碎作用增强 ,但输出功率超过 500 W后 ,

由于超声波处理的空化作用引起细胞液局部的高温

高压 ,使溶液产生了 H·和 O H ·等自由基[9 ] ,这些

强氧化性的自由基使部分辅酶 Q10发生氧化降解 ,

从而导致辅酶 Q10的提取量降低。因此 ,确定超声

波破壁的最佳输出功率为 500 W。

2. 2　超声波每次辐射时间对细胞破碎率与辅酶

Q10提取量的影响

由图 2可以看出 ,在其他几个因素水平均相同

的情况下 ,每次辐射时间为 10 s 时 ,超声波破碎的

效果最好。超声波通过空化效应破碎细胞的过程实

际就是空化泡形成、振动、膨胀、压缩和崩溃闭合的

过程 ,这一过程需要一段短暂的时间来完成 ,短时多

次的工作方式能使超声波产生的空化泡 ,有足够的

时间和更多机会完成膨胀和爆炸过程 ,因此有利于

细胞的破碎[10 ]。不过 ,每次辐射时间低于 10 s时 ,

破碎率反而会下降。这可能是由于辐射时间太短 ,

超声波空化效应起不到爆裂破壁作用所致。辅酶

Q10提取量在每次辐射时间为 15 s时达到最大 ,而

不是在细胞破碎程度最大时的 10 s处 ,这是因为超

声波空化效应越强 ,产生的活性氧也就越多 ,引起辅

酶 Q10氧化降解。因此 ,本试验选择 15 s/ 10 s作为

超声波的最佳辐射/间歇时间。

图 1　超声波输出功率对细胞破壁效果及

辅酶 Q10提取的影响

Fig. 1　Effect of output power of ult rasonic on the cell

disruption and coenzyme Q10 extraction

图 2　超声波每次辐射时间对细胞破壁及

辅酶 Q10提取的影响

Fig. 2　Effect of duration of radiation each time of ult rasonic

on the disruption and coenzyme Q10 extraction

2. 3　超声波工作总时间对细胞破碎率与辅酶 Q10

提取量的影响

由图 3可见 ,随超声波工作总时间的增加 ,细胞

破碎率随之提高 ,说明延长超声波工作总时间有利

于细胞破碎 ,但辅酶 Q10的提取量并不随工作总时

间的延长而持续增大。利用超声波法在 500 W 输

出功率下 ,作用 10 min 基本达到了最大提取量 ,为

1. 058 mg/ g。而工作总时间超过 10 min 后 ,辅酶
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Q10提取量随工作总时间的延长而急剧下降 ,这主要

是由于破碎时间过长延长了辅酶 Q10与氧气、光的

接触时间 ,导致辅酶 Q10降解。并且由于作用时间

过长使细胞过于粉碎 ,导致大量蛋白和其他杂质被

提取出来 ,增加了后续提取分离的难度 ,影响产品的

纯度。因此 ,选用 10 min作为最佳工作总时间。

2. 4　水添加量对细胞破碎率与辅酶 Q10提取量的

影响

由图 4可以看出 ,当水添加量为 15～45 mL/ g

时 ,随水添加量的增大 ,细胞浓度降低而有利于细胞

破碎 ,这是因为细胞浓度越高 ,液体的粘稠度越大 ,

可能不利于空化泡的形成及其膨胀和爆炸 ,导致破

碎效果较差[11 ]。但细胞浓度也不能太低 ,如水添加

量超过 45 mL/ g 时 ,破碎率降低 ,这可能是由于水

添加量越大 ,超声波在水中传递的损失也就越大 ,破

碎效果相应也就越差。因此 ,确定水的添加量为 45

mL/ g ,此时辅酶 Q10的提取量最大 ,为1. 057 mg/ g。

图 3　超声波工作总时间对细胞破壁及辅酶 Q10提取量的影响

Fig. 3　Effect of total working time of ult rasonic on the cell

disruption and coenzyme Q10 extraction

图 4　水添加量对细胞破壁及辅酶 Q10提取量的影响

Fig. 4　Effect of amount of water on the cell disruption and

coenzyme Q10 extraction

2. 5　辅酶 Q10提取工艺优化

超声波破碎法提取辅酶 Q10的正交试验结果见

表 2 ,试验结果的方差分析结果见表 3。

表 2　超声波破碎法提取辅酶 Q10的正交试验结果

Table 2　Result s of orthogonal experiment

试验号
Number of
experiment

输出功率/ W
Output power
of ult rasonic

A

每次辐射时间/ s
Duration of radiation

each time
B

工作总时间/ min
Total working time

C

水添加量/ (mL ·g - 1)
Amount of water

D

辅酶 Q10提取量/
(mg·g - 1)
Content of

coenzyme Q10

1 1 1 1 1 0. 962

2 1 2 2 2 0. 831

3 1 3 3 3 0. 936

4 2 1 2 3 1. 000

5 2 2 3 1 1. 187

6 2 3 1 2 0. 983

7 3 1 3 2 1. 001

8 3 2 1 3 0. 830

9 3 3 2 1 0. 607

K1 2. 729 2. 963 2. 776 2. 756

K2 3. 170 2. 848 2. 438 2. 815

K3 2. 438 2. 526 3. 124 2. 766

R 0. 244 0. 146 0. 229 0. 020

　　由表 3可见 ,输出功率、工作总时间对辅酶 Q10

的提取效果均有极显著的影响 ,每次辐射时间与辅
酶 Q10的提取效果间关系显著 ,而水添加量对辅酶

Q10提取效果的影响极小。各因素对辅酶 Q10提取

效果的影响程度依次为输出功率 >工作总时间 >每

次辐射时间 >水添加量 ,综合各因素的 K值并直接
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比较可知 ,A2B1 C3 D2 为最佳破碎条件 ,即输出功率

为 500 W ,每次辐射/间歇时间为 12 s/ 10 s ,工作总

时间为 12 min ,水添加量为 45 mL/ g。在此条件下 ,

辅酶 Q10的提取量为 1. 196 mg/ g。
表 3　超声波破碎提取辅酶 Q10的正交试验方差分析结果

Table 3　Result s of variance analysis of the orthogonal experiment

变异来源
Origin of variance

平方和
Sum of square

自由度
Degree of f reedom

均方
Mean square

F值
F value

显著性
Significant examination

　输出功率
　Output power of ult rasonic

0. 090 55 2 0. 045 28 136. 239 7 3 3

　每次辐射时间
　Duration of radiation each time

0. 034 21 2 0. 017 10 51. 467 4 3

　工作总时间
　Total working time

0. 078 44 2 0. 039 22 118. 015 1 3 3

　水添加量
　Amount of water

0. 000 66 2 0. 000 33

　误差
　Error

0. 000 7 2 0. 000 33

　总和
　Sum

0. 203 87

　　注 : F0. 01 (2 ,2) = 99 . 0 , F0. 05 (2 ,2) = 19 . 00 ; 3表示差异显著 , 3 3表示差异极显著。

Note : F0. 01 (2 ,2) = 99 . 0 , F0. 05 (2 ,2) = 19 . 00 ; 3 is significant difference , 3 3 is greatly significant difference.

2. 6　超声波破壁与常规破壁法的比较

超声法、研磨法和反复冻融 3 种方法对辅酶

Q10的提取效果如图 5所示。由图 5可以看出 ,超声

波的提取效果最好 ,达到 1. 196 mg/ g ,较未破壁提

高了 1. 5倍。其次为反复冻融法 ,而研磨破碎法由

于研磨时间相对较长 ,在空气中接触氧气面积较大 ,

提取出来的辅酶 Q10被氧化分解 ,所以提取效果最差。

图 5　不同提取方法辅酶 Q10提取量的比较

1.未破壁 ;2.超声波法 ;3.研磨法 ;4.反复冻融法

Fig. 5　Comparison of the extracted amount of coenzyme

Q10 between different ext raction methods

1. Nonbroken ;2. Ult rasonic met hod ;3. Grinding met hod

4. Repeatedly f reezing and melting met hod

3　结论与讨论

1)通过正交试验确定超声波破壁法提取辅酶

Q10的最佳工艺条件为 :输出功率为 500 W ,工作总

时间为 12 min ,每次辐射/间歇时间为 12 s/ 10 s ,水

添加量 45 mL/ g。在此条件下 ,破壁后菌体中辅酶

Q10的提取量为 1. 196 mg/ g。

2)超声波破壁提取法与其他破壁方法相比 ,具

有提取效果好、实用性高、成本低、省时等特点。

3)为了提高辅酶 Q10的产量 ,后续的研究工作

可以在超声波与其他破壁手段结合方面展开深入、

系统的研究。
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