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黑腹果蝇中辅酶 Q的鉴定及其对寿命的影响
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摘要: 辅酶 Q 是存在于线粒体内膜上的脂溶性电子传递体,它是呼吸链的重要组成部分. 辅酶 Q 在不同生物体内其侧

链异戊二烯单位的数目不同,目前对黑腹果蝇( Drosophila melanog aster )中辅酶 Q 的存在形式和含量还不清楚.利用高

效液相色谱法分析鉴定了模式生物黑腹果蝇中辅酶 Q 的种类及含量. 实验结果表明: 黑腹果蝇中辅酶 Q9 与 Q10 并存,

辅酶 Q9的含量约为 Q10 的 2. 5 倍.辅酶 Q 含量具性别差异, 其中辅酶 Q9 在雌性黑腹果蝇中含量较雄性约高 30% , 而

辅酶 Q10 在雌性果蝇中则比雄性果蝇高约 33% ; 辅酶 Q9 与 Q10 含量在辅酶 Q 合成酶 coq 2 的突变体中明显降低并且

coq 2 突变体的寿命较野生型略短 .这些实验结果将为利用黑腹果蝇模型研究辅酶 Q 的功能提供重要基础.
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� � 辅酶 Q( coenzyme Q)又名泛醌, 是一种脂溶性醌

类化合物,由美国威斯康辛大学的 Crane等在 1957年

首先于牛心肌细胞线粒体中分离得到, 次年 Fo lkers

等测定了该类物质的化学结构 [ 1�2] . 辅酶 Q 是由一个

具有氧化还原活性的苯醌环与多个半不饱和异戊二烯

组成的侧链相连而形成, 这种独特的结构使其具备了

特殊的功能
[ 1�2]

. 辅酶 Q 在生物体内有 3 种氧化还原

状态,半醌型辅酶 Q、还原型辅酶 Q 和氧化型辅酶 Q.

20世纪 60年代辅酶 Q 在呼吸链中的作用被多个实验

证明,比如把线粒体内的辅酶 Q 除去或重新加入, 可

导致还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 ( NADH)和琥珀

酸脱氢酶失活或重新被激活[ 3] . Crane 等的早期研究

表明辅酶 Q 对线粒体呼吸链的电子传递具有重要功

能,它能把线粒体电子传递链上的电子从复合物 I 和

II 传送到复合物 III上 [ 4] .

Cr ane等从牛心肌细胞中提取出来的辅酶 Q 侧链

有 10个异戊二烯单位,称为辅酶 Q10, 研究者已经从

多种生物体中提取到辅酶 Q,在不同生物体内辅酶 Q

侧链上的异戊二烯单位数量有所不同. 目前从各种生

物体内提取到的辅酶 Q的侧链异戊二烯单位数从 6~

10不等,例如在人类、拟南芥中主要以辅酶 Q10形式

存在; 在小鼠、大鼠、白斑鱼、线虫、产蛋白圆酵母以及

某些昆虫,如苍蝇和菜粉蝶中主要以辅酶 Q9的形式

存在;从大肠杆菌 K12和棕色固氮菌中分离得到辅酶

Q8;从圆酵母中分离到辅酶 Q7;而从酿酒酵母中分离

到辅酶 Q6[ 4�5] .

近期许多研究表明辅酶 Q 除了在线粒体呼吸链

中的电子传递作用外,还涉及细胞代谢的许多方面.辅

酶 Q作为重要的辅助因子参与解偶联蛋白的质子泵

活性调控
[ 6]

.此外它还作为线粒体通透性转换孔抑制

剂,调控细胞凋亡
[ 7]
. 在真核细胞中, 辅酶 Q 除了线粒

体膜外还广泛存在于内膜系统中, 如内质网、高尔基体

等,在这些内膜系统中,辅酶 Q 主要作为抗氧化剂,或

辅助抗氧化剂把 �维生素 E 自由基还原成维生素

E[ 8�9] .体外体内实验也证明了辅酶 Q 能抑制人淋巴细

胞 DNA 过氧化而引发的 DNA 双链断裂 [ 10�11] . 此外,

辅酶 Q 还在酿酒酵母的质膜和溶酶体膜上的电子传

递系统中发挥重要作用[ 12�13] .如今辅酶 Q 已经广泛应

用于临床医疗, 普遍用来治疗心肌疾病以及神经退化

性疾病,如亨丁顿氏舞蹈症、帕金森和肌萎缩性脊髓侧

索硬化症等
[ 14�15]

.

目前对辅酶 Q 分布和功能的研究大多局限于酵

母、线虫,在大鼠中的研究也十分有限,研究还多集中

在细胞水平上[ 17�18] .本文则针对黑腹果蝇( Dr osophi�
la melanog aster , 以下简称果蝇)这一模式生物中的

辅酶 Q种类及含量进行研究, 并初步探讨了它对寿

命的影响, 为从整体动物水平去分析辅酶 Q 的功能

奠定基础.



1 � 材料与方法

1. 1 � 材 � 料

1. 1. 1 � 主要试剂

十二烷基磺酸钠( SDS)、正己烷、丙酮、三氯甲烷、

甲醇、乙醇、氯化钠均购于上海生工工程有限公司, 辅

酶 Q10及 Q9对照品均购于 Sigma公司.

1. 1. 2 � 主要仪器

安捷伦 1200系列高效液相色谱仪.

1. 1. 3 � 果蝇食物配方

每升果蝇食物含玉米粉 67 g, 琼脂粉 5. 3 g,麦芽

提取物42. 4 g ,大豆粉9. 2 g, 酵母提取物15. 9 g, 蔗糖

40 g,丙酸 4. 5 mL,水 920 mL.

1. 1. 4 � 果蝇品系

野生型对照 为 w
1118
由美国 U CSD William

McGinnes 教授惠赠;辅酶 Q 合成酶突变体 coq2
JV259

/

TM 6B 由美国 UCLA U tpal Banerjee 教授惠赠 [ 19] .

1. 2 � 方 � 法

1. 2. 1 � 果蝇饲养

饲养温度 25 � , 相对湿度 65% , 光照周期为 12

h, 每天:早晨 8: 00 � 晚上 8: 00.

1. 2. 2 � 果蝇中辅酶 Q 的提取

基本实验流程参照动物内脏提取辅酶 Q 的方

法[ 20] . 将 100 mg 麻醉的果蝇分装入 5个1. 5 mL Ep�

pendorf管中,每管加入 300 �L 0. 1 mmol/ L 的 SDS

溶液,用特氟龙研磨棒研磨样品约 30 s 至均匀半透

明悬浊液, 放置于涡旋震荡器上震荡 30 s 后, 用超声

破碎仪冰浴超声 15 s.涡旋震荡 15 s后每管加入 900

�L V (正己烷) � V (丙酮) = 1 � 1再涡旋震荡 30 s,

超声 15 s,于冰上冷却,涡旋震荡 90 s 后, 以 1 000 g

离心力离心3 m in.将上清液转移至新的 Eppendorf管

中 , 置于3 0 � 水浴上 , 用氮气吹干 . 加入 1 mL

V (三氯甲烷) � V (甲醇) = 1�1重新溶解后,加入0. 5

mL 的质量分数为 0. 7%NaCl溶液洗涤一次,离心后取

上清液至新管中, 氮气吹干后加入 50 �L 无水乙醇溶

解,样品置于- 20 � 避光保存.

1. 2. 3 � 高效液相色谱法测定果蝇中辅酶 Q

辅酶 Q 的定量测定基本参照以前的报道
[ 20]

,高效

液相色谱条件: Phenomenex Gemini C18 110A色谱柱

( 250 mm � 4 . 6 mm , 5 �m ) , 流动相为V (甲醇) �

V (乙醇) = 1�1,柱温 35 � , 流速为 0. 8 mL/ min,紫

外检测器检测波长为275 nm ,果蝇样品进样量40 �L,

运行时间 40 m in.

辅酶 Q9、Q10标准溶液配制: 精密称取辅酶 Q9、

Q10对照品 10 mg, 装入 100 mL 容量瓶中, 加入无水

乙醇约40 mL,在 50 � 水浴中振摇溶解,放冷后, 用无

水乙醇稀释至刻度, 作为对照品贮备液- 20 � 避光保

存.

1. 2. 4 � 果蝇寿命的统计

果蝇寿命的统计参照文献[ 21] , 在 1. 2. 1饲养条

件下,同一基因型同一性别共 200 只果蝇分 10 管饲

养,每管 20只. 每 3 d 统计一次果蝇死亡数并将活果

蝇转移至新鲜食物中, 当每管存活果蝇数较少时可适

当合并,当每管总数不能超过 20只.

2 � 实验结果

2. 1 � 果蝇中辅酶 Q组成

为了分析果蝇中辅酶 Q 的组成成分,我们按照方

法 1. 2. 1对 100 mg 雌雄混合成体野生型果蝇 w
1118
进

行了提取, 将提取产物和稀释成 50 �g / mL 的辅酶

Q9、Q10对照溶液进行高效液相色谱分析,结果如图1

所示.辅酶 Q9对照品在 C18分析柱中的保留时间约

为 19. 11 m in(图 1A) ,辅酶 Q10对照品的保留时间约

为 25. 09 m in(图 1B) .我们观察到果蝇提取物中也存

在相应保留时间的特征峰, 而且保留时间为 18. 905

min的峰面积大于 25. 324 min 的峰面积(图 1C) . 参

照文献[ 1, 4, 18] ,我们判定果蝇中存在两种形式的辅

酶 Q,即辅酶 Q9和 Q10.根据高效液相色谱法定量分

析,辅酶 Q9 在成体果蝇中的含量约为 14. 3 �g / g, 而

辅酶 Q10的含量约为 4. 8 �g/ g, 即辅酶 Q9的含量约

为辅酶 Q10的 2. 5倍.

2. 2 � 雌、雄性果蝇中辅酶 Q 9及 Q 10含量

为了进一步准确测定辅酶 Q 的组成及含量, 我

们分别收集雌、雄性 w
1118果蝇各 3组,每组含 100 mg

成体果蝇. 6组果蝇的辅酶 Q9 与 Q 10含量统计如图

2所示,雌雄性果蝇皆含有辅酶 Q9与 Q 10. 此外雌性

果蝇中辅酶 Q9、Q10含量皆比雄性果蝇的高, 分别为

( 14. 8 � 0. 9) �g/ g 与( 5. 6 � 0. 5) �g/ g ;而雄性果蝇

中辅酶 Q9、Q10 含量分别为 ( 11. 4 � 0. 6) �g/ g 与

( 4. 2 � 0. 7) �g / g .根据统计, 辅酶 Q9在雌性果蝇中

的含量较雄性果蝇高约 30% , 而雌性果蝇中辅酶

Q10则比雄性果蝇高约33% . 辅酶Q 9与Q 1 0的总
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图 1� 果蝇中辅酶 Q( Q9 和 Q10)色谱图

Fig. 1� Chromat og rams map o f CoQ ( Q9 and Q10) from fruit

fly w 1118

量在雌、雄性果蝇中的含量分别为( 20. 4 � 1. 4) �g/ g

与( 15. 6 � 1. 3) �g / g.

2. 3 � 辅酶 Q 合成酶突变株果蝇中的辅酶 Q

近年来有数篇文献报道酵母与线虫中辅酶 Q 合

成酶的研究
[ 22�24]

,但果蝇中辅酶 Q 合成酶的研究尚未

见报道.最近 Baner jee教授实验室制备了一系列线粒

体蛋白基因的突变体,其中有一个辅酶 Q 合成酶基因

coq2的突变体 coq2J V259
/ T M6B [ 19] . 该突变体纯和致

死,但杂合子没有可见缺陷. 因为平衡染色体 TM 6B

上有很多倒位、易位及其他突变, 在分析coq2JV259缺陷

图 2� 野生型果蝇不同性别中辅酶 Q 含量的比较

Fig. 2 � Comparison o f CoQ cont ents in Drosophila with

different sex es

图 3 � coq2突变体与野生型果蝇中辅酶 Q 含量的比较

F ig. 3� Compar ison of CoQ contents in coq2 mutant and

w ild type contro l

时必须排除平衡染色体的影响. 我们将突变品系

coq2
JV259

/ TM 6B 与野生型对照w
1118
杂交, 在子一代中

挑选杂合体 coq2J V259 / + 与 w
1118作为野生型对照测定

辅酶 Q9、Q10 的含量. 如图 3 所示, 杂合突变体

coq2
JV259

/ + 中辅酶 Q9 的含量明显降低, 为野生型对

照的 45%;而 Q10含量的降低更为显著, 仅为野生型

对照的 24% .根据我们的测定, 辅酶 Q9与 Q10的总

量在野生型对照中的含量约为 18. 3 �g/ g, 而杂合突

变体中的含量仅为 6. 8 �g/ g.所以辅酶 Q合成酶 coq2

对辅酶 Q9与 Q10的合成皆至关重要, 与文献中报道

的酵母与线虫的 coq2功能一致
[ 22, 24]

.

2. 4 � 辅酶 Q 合成酶 coq2突变体对寿命的影响

Kayser 等发现线虫辅酶 Q 合成酶突变体的寿命

较野生型对照明显增长, 而长时间摄取辅酶 Q 会缩

短线虫的寿命[ 25�26] . 但是在哺乳动物中似乎并不一

样, 给小鼠长时间喂食辅酶 Q 能够延缓衰老 [ 19�20] . 为

了检测辅酶 Q对果蝇寿命的影响,我们同时统计了辅

酶 Q 合成酶杂合突变体 coq 2 JV259 / + 和野生型对照

w
1118各200只雄性果蝇的寿命, 每4 d统计一次死亡
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图 4 � coq2突变体与野生型果蝇寿命的比较

F ig. 4� Com par ison of lifespans of coq2 mutant and

w ild type contro l

率. 存活率曲线如图 4 所示, 辅酶 Q 合成酶杂合突

变体 coq 2 JV259 / + 比野生型对照 w
118的寿命略短.

coq 2
JV259

/ + 的平均寿命为 32. 2 d, 最低寿命为 12

d,最高寿命为 57 d, 标准差为 11. 0 d. w
1118
的平均

寿命为 37. 4 d, 最低寿命为 15 d, 最高寿命为 66 d,

标准差为 11. 2 d. 通过平均数显著性检验, t= 6. 6,

p< 0. 01, 统计差异显著.

3 � 讨 � 论

辅酶 Q 作为一个具有多种生物功能的脂溶性醌

类化合物分布于几乎所有生物体中, 从原核生物到真

核生物中都存在不同形式的辅酶 Q [ 1�5] .目前对辅酶 Q

的分布、代谢、合成及功能性研究还多集中在细胞水

平,在酵母、线虫中的研究也十分有限. 利用培养细胞

或简单生物体中可以更加方便地研究辅酶 Q 的各种

生化特性,但其生理功能在不同物种中不尽相同, 比如

哺乳类细胞中辅酶 Q 的代谢与低等生物细胞有很大

区别.高等生物各组织中存在有效的系统能还原氧化

态的辅酶 Q, 从而保持较高的抗氧化水平
[ 18]

. 但在线

虫中可能正相反,有实验证明长时间摄取辅酶 Q 会缩

短线虫的寿命, 这可能是因为电子传递的增加导致了

过氧化物( ROS)水平的上升[ 24�26] .

果蝇是奠定经典遗传学基础的重要模式生物之

一,已经被广泛运用于遗传学、发育生物学及药物筛选

等研究领域.果蝇比线虫更高等, 属于后生动物,几乎

所有哺乳类重要的信号通路在果蝇中都存在.我们的

实验结果显示, 果蝇的辅酶 Q 组成与哺乳类一致, 并

且辅酶 Q合成酶突变体寿命缩短也与目前公认的辅

酶 Q的抗衰老功能相符. 辅酶 Q10是新一代的维生

素,除了在临床上救助突发心脏病等相关疾病外, 已经

作为抗氧化及抗衰老的保健品供大众使用[ 27�28] .但我

们对辅酶 Q 的生理功能并不十分了解,由于果蝇具有

遗传背景清楚、突变体丰富、生长周期短等优点,利用

其研究辅酶 Q的生理功能将发挥独特的优势. 我们的

实验结果将有利于利用果蝇模型研究辅酶 Q 的功能.
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Characterization of Coenzyme Q and Preliminary Investigation on Its

Effect on Life�span in Drosophila melanogaster
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Abstract: Coenzyme Q is an essential component o f the mito chondr ial respirato ry chain as a lipid�soluble electron tr anspor ter loca�

ted in the inner membrane o f mito chondria. T he number of isoprenoid subunits in the coenzyme Q side chain var ies in different spe�

cies . T he content of coenzyme Q in Dros ophila has no t been r epo rted yet. In t he present r epo rt, w e analyzed the content of coenzyme

Q in adult Drosop hila by H PLC. We prov ided evidence that Drosop hila contains bo th CoQ9 and CoQ10. T he amount of CoQ9 is a�

bout 2. 5 fo lds than that of CoQ10. We furt her show ed the content o f CoQ9 and CoQ10 in females ar e respectiv ely about 30% , 33%

higher t han that in ma les. In addition, both concent rations o f CoQ9 and CoQ10 are significantly reduced in the mutant of CoQ syn�

thase gene coq2 which appeared wit h shor tened life� span. These results prov ided a good basis to further invest igate in viv o bio log ical

functions o f CoQ in Drosophila.
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