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血浆辅酶 Q10 的高效液相色谱快速测定
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摘 　要 : 建立了一种简单快速测定血浆辅酶 Q10 (CoQ10 )的反相高效液相色谱方法。血浆经正丙醇萃取 , 上层

清液直接进样分析。色谱柱为 Hypersil ODS2 5μm, 150 mm ×416 mm i1d1, 以异丙醇 - 甲醇 (体积比 1 ∶9)作

流动相 , 275 nm作检测波长 , 外标法定量。在 0105～20 mg/L范围内 , 峰高与质量浓度呈良好的线性关系 ( r

= 01999 8) , 血浆中辅酶 Q10的检出限为 0103 mg/L (S /N = 3)。该方法简单、快速、精密度高 (RSD < 5% ) , 适

宜于血浆辅酶 Q10含量的检测。
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Ab s tra c t: A simp le and rap id high performance liquid chromatographic (HPLC) method for the deter2
m ination of coenzyme Q10 (CoQ10 ) in human p lasma was developed. CoQ10 can be dissociated from lip2
op roteins and comp letely extracted into n2p ropanol. After centrifugation, the supernatant was filtrated

and analyzed by HPLC. Hypersil ODS2 5μm (150 mm ×416 mm i1d1) was selected as the analytical

column, isop ropanol - methanol(1 ∶9 by volume) as the mobile phase with flow2rate of 115 mL /m in,

and UV 275 nm as the detection wavelength. The level of CoQ10 was quantitatively determ ined by an

external standard method. The linear range of the calibration curve of concentration vs. peak height is

0105 - 20 mg/L with a correlation coefficient of 01999 7. The detection lim it of CoQ10 in p lasma was

0103 mg/L (S /N = 3). This method is suitable for the determ ination of CoQ10 in human p lasma.
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辅酶 Q10 (CoQ10 )是一种脂溶性的类维生素物质 , 广泛存在于动物、植物、微生物的细胞内并与线

粒体内膜相结合。CoQ10的生物活性主要来自其醌环的氧化还原特性及其侧链的理化性质 (结构见图

1)。CoQ10是细胞代谢和细胞呼吸的激活剂 , 具有天然的抗氧化活性 , 能保持膜质流动性并增强人体非

特异性免疫功能 [ 1 - 2 ]。研究表明 , 细胞组织缺氧或肌体代谢过旺都会引起体内 CoQ10的消耗 , 此外 ,

图 1　CoQ10的结构

Fig11　Structure of CoQ10

HMG - COA还原酶在抑制胆固醇合成的同时也阻碍了体内 CoQ10的

生物合成 [ 2 ]。因此 , 检测 CoQ10的含量具有重要的生物学意义。

　　对 CoQ10 的含量检测已有很多报道 : 光度法 [ 3 - 4 ]、色谱

法 [ 1, 2, 5 - 9 ]、伏安法 [ 10 ]、化学发光法 [ 11 ]、荧光法 [ 12 ]、电子磁共振

法 [ 13 ]等 , 其中最常用的还是液相色谱法。CoQ10和脂质结合在一起 ,

文献 [ 9 ]报道了其在各类脂质中的分布 : 低密度脂蛋白中占 60% ,

高密度脂蛋白中占 25% , 其他脂蛋白中占 15%。因此 , 测定前定
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量地萃取 CoQ10成为整个分析过程的关键。很多文献 [ 1 - 3, 5 - 8 ]采用亲水性的有机溶剂 (比如乙醇或

甲醇 )去除血浆脂蛋白 , 然后再用强疏水性的有机溶剂进行萃取。该过程常常需要多次反复操作以保证

CoQ10完全进入疏水相 , 因此操作较为繁琐 , 且需大量有机溶剂。此外 , 用这种提取方法作定量分析

时 , 需用大量氮气吹扫后定容 , 成本较高 , 人为操作误差也较大。本文采用一种简单的前处理方法 ,

只需一种溶剂便可实现脱脂和萃取两种功效 , 该方法应用于血浆 CoQ10的检测 , 简单快速 , 回收率高 ,

精密度较好。

1　实验部分

111　仪器与试剂

Shimadzu液相色谱系统 (日本岛津公司 ) , 配有 LC210ATvp泵、SPD210Avp检测器、SIL210ADvp型

自动进样器、SCL210Avp系统控制器和 Shimadzu CLass2VP色谱工作站 ; 色谱柱 ODS2 ( 416 mm i1d1 ×

150 mm, 5μm, 大连依利特公司 ) ; 有机系针筒式微孔滤膜 (0122μm, 大连依利特公司 ) ; 超速低温离

心机 (美国科俊仪器公司 )。

CoQ10标准品 ( Sigma公司 ) , 甲醇、正丙醇、异丙醇均为色谱纯 (北京天地公司 )。所有血样由大连

市中心医院提供。

112　实验方法

11211　标准溶液的配制 　称取约 10 mg CoQ10标准品 , 加入无水乙醇溶解并定容至 25 mL, 由 275 nm

处的吸光值 (摩尔吸光系数ε= 14 600)测定其准确浓度 , 然后将该溶液稀释成 100 mg/L的储备液 , 在

避光条件下于冰箱中冷冻保存。

11212　血样的收集 　将新鲜血液注入以肝素作抗凝剂的试管中 , 立即在 2 500 r/m in下离心 10 m in,

取上层血浆 , 迅速放入冰箱 ( - 20 ℃中保存 )。分析时 , 将冰冻血浆置于室温下解冻 2 h后 , 进行血浆

的预处理。

11213　血浆的预处理 　因 CoQ10结构中含有异戊烯基 , 见光易降解 , 故样品的预处理均在避光条件下

进行。取 013 mL血浆于离心管中 , 加入 1 mL正丙醇 , 振荡 5 m in, 在 8 000 r/m in下离心 10 m in, 取

上层清液 , 经微孔式针筒过滤器过滤后进行色谱分析。

11214　色谱条件 　采用 ODS2 色谱柱 (416 mm i1d1 ×150 mm, 5μm) , 流动相为异丙醇 -甲醇 (体积比

1 ∶9) ; 流速 : 115 mL /m in; 检测波长 : 275 nm; 进样量 : 400μL。

2　结果与讨论

211　萃取溶剂的选择

CoQ10和血浆中的脂蛋白结合在一起 , 因此 , 往往需要先经亲水性的溶剂脱脂蛋白 , 然后采用疏水

性的溶剂对 CoQ10进行萃取。本文比较了几种常见的有机溶剂 , 发现正丙醇既能脱脂又能定量萃取

CoQ10 , 大大简化了 CoQ10的提取过程。己烷、甲醇、乙腈和三氯乙酸因其极性太弱或太强 , 均不能将

CoQ10从血浆中提取出来 , 其回收率为零。其它几种常见有机溶剂的萃取回收率见表 1。

表 1　各种有机溶剂的萃取回收率
Table 1　Extraction recovery using different solvents

Solvent
Volume of p lasma

V /mL

Volume of solvent

V /mL

Recovery

(R ±SD) /%
n

Ethanol(乙醇 ) 0. 3 1 31 1

Acetone (丙酮 ) 0. 3 1 88 1

i2Propanol(异丙醇 ) 0. 3 1 108. 3 ±14. 4 3

n2Propanol(正丙醇 ) 0. 2 1 96 ±9. 2 3

n2Propanol(正丙醇 ) 0. 3 1 98 ±3. 5 3

n2Propanol(正丙醇 ) 0. 4 1 95. 3 ±4. 0 3

n2Propanol(正丙醇 ) 0. 5 1 90. 7 ±10. 7 3
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212　血浆与正丙醇用量的最佳体积比

血浆 CoQ10的浓度较低 , 过多的萃取溶剂会造成 CoQ10浓度的进一步稀释。萃取溶剂过少又不能保

证 CoQ10的定量萃取。本文比较了血浆和正丙醇在不同体积比情况下 , CoQ10的萃取回收率变化 , 其结

果见表 1。从表 1结果可看出 , 实验采用 1 mL正丙醇定量萃取 013 mL血浆较适宜。

图 2　标样色谱图
Fig12　Chromatogram of CoQ10 standard

213　流动相的选择

比较异丙醇和甲醇在不同配比、不同流速情况下 CoQ10的色

谱行为时 , 发现当两者的体积比为 1 ∶9及流速为 115 mL /m in时 ,

CoQ10峰能很好地和干扰峰分离。在此条件下 , 标样和血样的色谱

行为分别见图 2和图 3。

214　方法的线性和灵敏度考察

准确量取一定体积的 CoQ10贮备液 , 配制 CoQ10质量浓度分

别为 0105、012、014、018、112、210、410、1010、2010 mg/L

的系列标液。分别取标液 013 mL, 加水 013 mL, 正丙醇 017 mL

(与血浆相同的醇水比例 ) , 振荡混匀 , 按上述 “11213”分析

条件进行分析。结果表明 , 在 0105～2010 mg/L范围内 , 峰高

与浓度呈良好的线性关系 , y = 1 45814 x + 151095 ( y为峰高 , x

图 3　血浆样色谱图
Fig13　Chromatogram of p lasma

为浓度 , 相关系数 r = 01999 8)。方法的检出限为 0103 mg/L

(S /N = 3)。

215　测定的精密度及回收率考察

平行取 3份相同的混合血浆 , 振荡摇匀后 , 按上述方法

进行 CoQ10含量的测定 , 其结果为 0157 ±01008 mg/L (mean ±

SD) , 测定精密度 (相对标准偏差 )为 114%。

回收率实验采取实际样品加标样的方法测得 , 取 “精密

度 ”实验中的同一血浆样品 , 从中称取 12份平行样 , 平分为

3组 , 每组依次加入 10、20、30μL CoQ10标液 ( 20 mg/L ) ,

分别记录为加标血样 1、加标血样 2及加标血样 3, 按上述方

法检测 , 其结果见表 2。

表 2　样品的加标回收率 ( n = 3)

Table 2　Recovery of CoQ10 sp iked to a p lasma samp le ( n = 3)

Samp le
O riginal

ρO / (mg·L - 1 )

Added

ρA / (mg·L - 1 )

Found

ρF / (mg·L - 1 )

Recovery

(R ±SD) /%

Sp iked p lasma 1 (加标血样 1) 0. 57 ±0. 008 0. 70 1. 32 ±0. 02 103. 0 ±1. 6

Sp iked p lasma 2 (加标血样 2) 0. 57 ±0. 008 1. 40 2. 00 ±0. 03 101. 5 ±1. 7

Sp iked p lasma 3 (加标血样 3) 0. 57 ±0. 008 2. 10 2. 78 ±0. 15 104. 2 ±5. 7
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的重要因素。实验中比较了不同电压 (6～30 kV)对分离结果的影响 , 发现电压太低 (6 kV) , 出峰时间

图 2　对照品 ( a)和样品 ( b)的毛细管电泳图
Fig12　Electropherogram of standard ( a) and samp le ( b)

1. artem isinin

表 1　样品的测定结果及回收率
Table 1　Determ ined results and recovery

O riginal

ρO / (mg·L - 1 )

Added

mA /mg

Found

ρF / (mg·L - 1 )

Recovery

R /%

10. 0 1. 52 11. 4 99

10. 0 8. 05 18. 1 100

10. 0 12. 0 21. 2 96

较长 , 大约在 26 m in左右 , 提高电压 , 出峰时间明

显提前 , 综合考虑了电压对分离度和柱效的影响 ,

选择 15 kV为最佳检测电压。

215　线性范围和精密度实验

在最佳的实验条件下 , 将青蒿素标准品进样 6

次 , 迁移时间和峰面积的相对标准偏差分别为

112%和 315%。青蒿素标准品在 20～280 mg/L范围

内峰高 ( Y)与质量浓度 (ρ, mg/L )之间呈现良好的线

性关系 , 其线性回归方程为 : Y = 2102 + 102ρ, r =

01995 6, 检出限为 312 mg/L。

216　样品测定和加标回收实验

按照 113制备好样品溶液 , 在最佳的实验条件

下进行测定 , 其毛细管电泳图如图 2所示。分别加

入 1152、8105、1210 mg对照品进行加标回收 , 实

验结果如表 1所示。
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