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СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ АНАЛИЗА  
ОКИСЛЕННОГО И ВОССТАНОВЛЕННОГО  
КОЭНЗИМА Q10 В БИОМАТЕРИАЛЕ  
(ОБЗОР)

В.И. Зозина1*, О.А. Горошко2, Л.М. Красных2, В.Г. Кукес1,2

Резюме. В организме человека коэнзим Q10 находится в окисленной и восстановленной формах и обнаруживается во всех 
органах. В обзоре рассмотрены современные методики ВЭЖХ-анализа коэнзима Q10 с использованием электрохимическо-
го, спектрофотометрического и масс-спектрометрического детекторов. В статье представлены данные по отбору проб, 
подготовке биоматериала к анализу и обеспечению стабильности коэнзима Q10 в биоматериале. Проведен сравнитель-
ный анализ используемых методик определения для окисленной и восстановленной формы коэнзима Q10 по чувствитель-
ности и селективности методов.

Ключевые слова: коэнзим Q10, убихинон, убихинол, ВЭЖХ. 
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Abstract. In the human body, coenzyme Q10 is in the oxidized and reduced forms and can be found in every organ. The review describes 
modern HPLC methods of coenzyme Q10 analysis using electrochemical, spectrophotometric and mass spectrometric detectors. In 
the article we present information on sampling, preparation of biomaterial for analysis and preservation of coenzyme Q10 stability in 
biomaterial. It is carried out a comparative analysis of the determination methodologies for the oxidized and reduced forms of coenzyme 
Q10 by its sensitivity and selectivity.
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ВВЕДЕНИЕ
Коэнзим Q10 (синоним – убихинон, кофер-

мент Q10, CoQ10) представляет собой жирораст- 
воримое соединение из класса бензохинонов  – 
2,3-диметокси-5-метил-6-декапренил-1,4-бен- 
зохинон [1]. Кофермент Q10 обладает нескольки-
ми биохимическими функциями. Хорошо извест-
ны такие его функции, как сопряжение энергети-
ческих процессов в митохондриях и действие в 
качестве главного регенерирующего антиокси-
данта [2]. Кофермент Q10 является существенной 
частью клеточного механизма, производящего 
АТФ, которая обеспечивает энергией сокраще-
ние мышц и другие жизненно важные клеточные 
функции. Основная часть процесса производства 
АТФ происходит во внутренней мембране мито-

хондрий, где обнаруживается кофермент Q10. Го-
раздо менее изучены такие функции, как окис-
лительное действие при генерации сигналов и 
контроль окислительно-восстановительного со-
стояния клетки [3].

Коэнзим Q10 играет важную роль в окисли-
тельном стрессе, который может быть определен 
как нарушение проокислительно-антиокисли-
тельного баланса и считается основной причи-
ной старения и появления многих дегенератив-
ных заболеваний.

Коэнзим Q10 в организме человека находит-
ся в двух формах: окисленной – убихинон – CoQ10 
(рисунок 1А) и восстановленной – убихинол – 
CoQ10Н2 (рисунок 1Б). 
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Соотношение убихинол/убихинон в крови являет-
ся достоверным маркером окислительного стресса [4]. 
Интересным фактом является то, что при некоторых 
болезнях (респираторный дистресс-синдром у взрос-
лых) сообщается об уменьшении соотношения убихи-
нол/убихинон в плазме крови, которое сопровождает-
ся уменьшением концентрации аскорбата в плазме, а 
также появлением липидных гидроперикисей [5]. Этот 
факт позволяет сделать выводы о центральной роли 
убихинона в окислительно-восстановительной систе-
ме организма. Именно убихинол и проявляет эффект 
антиоксиданта, ингибируя супероксидный анион-ра-
дикал, гидроксильный радикал, алкоксильные ради-
калы, а также восстанавливает α-токоферол из то-
кофероксильных радикалов [6]. В организме CoQ10 
обнаруживается во всех органах. На протяжении всей 
жизни содержание коэнзима Q10 в тканях и органах ко-
леблется: достигает максимального значения к 20 го-
дам, а затем с возрастом снижается: к 40 годам на 25%, 
к 75 – до 52% [7]. Содержание CoQ10 и CoQ10H2 в раз-
личных органах и плазме крови человека представле-
ны в таблице 1.

Таблица 1.

Содержание убихинона и убихинола в органах  
и плазме крови здорового человека

Биологический 
материал CoQ10 CoQ10H2

Литературный 
источник

Печень 54,9 мкг/г 52,1 мкг/г

[8]
Сердце 114, мкг/г 69,5 мкг/г
Мозг 13,4 мкг/г 3,1 мкг/г
Мышцы 39,7 мкг/г 25,8 мкг/г
Плазма крови 0,12 мкг/мл 1,6 мкг/мл [7, 9]

Было установлено, что соотношение убихинол/
убихинон составляет 95/5, что указывает на существо-
вание СоQ10 в плазме в основном в восстановленной 
форме [10].

Кофермент Q10 обнаруживается в высоких кон-
центрациях в клетках сердечной мышцы в связи с вы-
сокой потребностью этого типа клеток в энергии [11]. 
Нормальный уровень в крови составляет около 0,8–
1,2  мкг/мл [3]. Чтобы значительно увеличить концент- 
рацию кофермента, его требуется принимать в коли-
честве по меньшей мере 100 мг/день, что приводит к 
увеличению уровня кофермента в крови приблизи-
тельно до 2 мг/мл. Высокая концентрация в крови не-
обходима, чтобы кофермент Q10 поступил в ткани, 
испытывающие в нем недостаток. Снижение концент- 

рации Q10 в плазме крови человека отмечается при ря-
де патологических состоянии, преимущественно при 
сахарном диабете, онкологических заболеваниях, кар-
диомиопатиях, сердечной недостаточности [2]. Умень-
шить концентрацию CoQ10 в плазме способен ряд ле-
карственных препаратов.

Уровень коэнзима Q10 в плазме крови уменьша-
ется примерно на треть у лиц, принимающих статины, 
поскольку при приеме статинов блокируется фермент 
ГМГ-КоА-редуктаза, являющийся ключевым не толь-
ко в синтезе холестерина, но и коэнзима Q10. Считает-
ся, что уменьшение плазматического уровня коэнзима 
Q10 вследствие приёма статинов провоцирует появле-
ние миопатии и рабдомиолиза [12].

Все вышесказанное приводит к необходимости 
диагностики и изучения способов коррекции выше-
описанных патологий, для чего разрабатываются ме-
тоды определения окисленной и восстановленной 
формы коэнзима Q10 в организме человека. На се-
годняшний день самым распространенным методом 
определения коэнзима Q10 является высокоэффек-
тивная жидкостная хроматография (ВЭЖХ).

ОТБОР И СТАБИЛЬНОСТЬ  
БИОПРОБ, СОДЕРЖАЩИХ  
УБИХИНОН И УБИХИНОЛ

В основном пробы крови отбирали в вакуумные 
пробирки с гепарином, цитратом натрия или ЭДТА, за-
тем центрифугировали при 3000 g 10 мин и сразу же 
анализировали или хранили плазму до анализа при 
–80 °С. Скорость окисления убихинола в убихинон уве-
личивалась с увеличением температуры хранения [10, 
13]. 

Проведенный эксперимент показал, что физио-
логический уровень эндогенного убихинола в плаз-
ме крови снижался уже в первые сутки хранения при 
–20 °C и его полное окисление происходило к 4-м сут-
кам хранения. При этом общее содержание СoQ10 
оставалось неизменным. Однако образцы плазмы кро-
ви, содержащей фармакологические концентрации 
убихинона, после приема препарата СoQ10 хранились 
в течение 14 дней при –20 °С без значительного изме-
нения концентрации восстановленной формы убихи-
нона [7].

Другие авторы показали, что содержание убихи-
нола не менялось при хранении плазмы крови при 
4 °С в течение 8 ч [14]. 

Существуют исследования, где показано, что уби-
хинол нестабилен в крови, плазме и экстракте изопро-
панола, а соотношение убихинон/убихинол менялось 
уже в течение 1 ч после отбора образцов крови [15].

Для предотвращения окисления убихинола в сы-
воротку крови добавляли натрия аскорбат (5 мМ в 
5  мМ фосфатном буферном растворе, рН 7,4) [16], бен-

Рисунок 1. Структура убихинола (А) и убихинона (Б)

СЕКЦИЯ:   Контроль качества химико-фармацевтических препаратов
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зохинон [17], бутилгидрокситолуол (ВНТ) [18], а также 
смесь лимонной кислоты, цитрата натрия и декстро-
зы [13]. Среди различных изученных антиоксидантов 
смесь аскорбиновой кислоты (5%) и ЭДТА (0,1%) пока-
зала лучшую защиту, чем такие фенольные антиокси-
данты, как бутилгидроксианизол, бутилгидроксис- 
толуол или пропилгаллат [18].

Для стабилизации проб тканей их диспергирова-
ли на холоде в темноте с добавлением бутилгидрок-
ситолуола для предотвращения окисления коэнзима 
Q10 [6, 16, 19, 20].

ПОДГОТОВКА БИОПРОБ К АНАЛИЗУ
Пробоподготовка является важным фактором 

получения адекватного результата анализа. Коэнзим 
Q10 и в окисленной, и в восстановленной форме – ве-
щество нестойкое и фотолабильное, при анализе не-
обходимо сохранить соотношение окисленной и вос-
становленной форм коэнзима, поэтому извлечение 
из биоматериала и приготовление стандартных раст- 
воров проводили на холоде, в посуде темного стек-
ла и затемненном помещении или при тусклом свете.

Убихинон и убихинол хорошо растворяются в гек-
сане, диэтиловом эфире, в смеси этанол : диэтиловый 
эфир, хуже в пропаноле, этаноле, этилацетате. Раствор 
убихинона в гексане стабилен не менее 1 мес при хра-
нении при –20 °С [10].

Извлечение коэнзима Q10 из биологических жид-
костей проводили методом жидкостной экстрак-
ции [15, 21] или методом осаждения белков различ-
ными растворителями: гексаном, с выпариванием в 
атмосфере азота и последующим суспендировани-
ем в смеси хлороформ : метанол 1:3 [6] либо охлаж-
денным изопропанолом на ультразвуковой бане [20, 
22], н-пропанолом [23], анализируя непосредственно 
экстракт.

Другие авторы [7, 13] проводили многократную 
обработку проб плазмы крови, органов смесью этанол 
(метанол) и н-гексан (1:2:5) [13] с упариванием гексано-
вого слоя в атмосфере инертного газа и растворени-
ем в аликвоте этанола [21, 24] либо непосредственным 
анализом гексанового слоя, поскольку было показано 
снижение содержания убихинола и увеличение содер-
жания убихинона после сушки гексанового экстрак-
та в токе азота, хотя на эти процедуры потребовалось 
всего несколько минут [10]. Следует учесть, что жид-
костная экстракция с использованием гексана, за кото-
рой следует выпаривание, приводит к значительному 
окислению убихинола. Значительно более быстрым и 
точным в определении соотношения убихинол/убихи-
нон является метод одношаговой экстракции. Высокая 
липофильность пропанола, а также смешиваемость с 
водой приводила к более полной экстракции, нежели 
использование изопропанола или другого короткоце-
почечного спирта [15].

Для улучшения экстракции CoQ10 из биологи-
ческой матрицы, а именно отделения CoQ10 от липо-
протеинов, к плазме крови добавляли поверхностно-
активные вещества, такие как додецилсульфат натрия, 
или Тритон Х-100, или твин-20, а также изучали влия-
ние температуры экстракции (4 °С и 19 °С) и типы про-
бирок (стекло и полипропилен) [13]. Было показано, 
что экстракция CoQ10 в полипропиленовой пробирке 
с твином-20 с концентрацией 3% при 4 °С смесью ме-
танол : гексан по сравнению с экстракцией пропано-
лом обеспечила лучшую сохранность CoQ10 в пробе, а 
также хорошую воспроизводимость между повторами 
с коэффициентом вариации 4,3% и улучшение эффек-
тивности хроматографического разделения на 51,2% с 
УФ-детектированием [13, 16]. 

Для выделения убихинола и убихинона из тканей 
ткани гомогенизировали с физраствором или пропа-
нолом, лиофилизировали, экстрагировали этанолом, 
н-гексаном [16, 24].

МЕТОДЫ АНАЛИЗА
Для измерения уровня эндогенного СоQ10 су-

ществует много различных хроматографических ме-
тодов, хемилюминесценция, спектрофлуоримет- 
рия  [17], вольтамперометрия [24], однако наиболее 
часто используется метод высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ) в сочетании с различ-
ными детекторами: ультрафиолетовым [7, 13, 22–27], 
электрохимическим [4, 6, 7, 14, 21, 28, 29] или масс-
спектрометрическиим [1, 9, 15, 19, 20, 30–32]. Во многих 
методах избегают проводить разделение убихинола и 
убихинона, вместо этого химически окисляют убихи-
нол и измеряют общий CoQ10 [23, 31].

ВЭЖХ с электрохимическим 
детектированием 

При использовании электрохимического детекто-
ра (ЭХ) на жидкостном хроматографе для анализа окис-
ленного и восстановленного CoQ10 перед внесени-
ем на колонку окисленную форму в экстракте плазмы 
восстанавливали до CoQ10Н2 добавлением раствора 
натрия тетрагидробората в этаноле либо боргидрида 
натрия. Концентрацию окисленного CoQ10 вычисляли 
по разнице общего CoQ10 до восстановления и после 
восстановления [7]. Такой подход делает возможным 
окисление восстановленного убихинола на электрохи-
мическом электроде. Разделение изучаемых веществ 
осуществлялось на обратимых фазах Phenomenex, 
Luna C18 [7], ОФ-Supelco-LС8  [10]. При этом использо-
вались подвижные фазы: 0,3% NaCl в смеси этанол – 
метанол – 7% HClO4 (975:15:10) [7], 50  Мм перхлорат 
натрия в смеси метанол – трет-бутанол (85:15) [10].

Предел обнаружения в плазме составил 
0,005 мкг/мл [21]. Однако увеличение времени подго-
товки образца делает этот метод весьма трудоемким.

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля
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ВЭЖХ со спектрофотометрическим  
УФ-детектированием

В некоторых исследованиях для определе-
ния общего CoQ10 использовали метод ВЭЖХ с УФ-
детектором. Хотя данный метод является недорогим 
и доступным, он недостаточно чувствителен для од-
новременного определения убихинона и убихинола в 
образце [33]. Поскольку CoQ10 является липофильным 
соединением, то для разделения применяли в основ-
ном обращенно-фазовые варианты хроматографии. 

Авторы статьи [23] провели хроматографический 
анализ образцов плазмы крови на колонке Supelcosil 
LC18 при элюировании смесью этанол : метанол (65:35) 
с целью определения общего убихинона в концентра-
ции 0,29 мкг/мл. В работе [22] описано определение 
общего убихинона в плазме крови путём разделения 
на хроматографической колонке Hypersil C18 при элю-
ировании 10% изопропанолом в метаноле и обнару-
жении при помощи УФ-детектора с λ=275 нм. В этих ис-
следованиях использовались предколонки [22, 23]. 

Подобные исследования проводились на обра-
щенно-фазовых колонках C18 с различным составом 
и соотношением подвижных фаз: этанол [7], смесь ме-
танол : гексан (85:15) [13], метанол-н-гексан (72:28) [26], 
изопропанол : метанол (60:40) [25], ацетонитрил  : тет- 
рагидрофуран : вода (55:40:5) [24].

Таким образом, определение CoQ10 возможно 
при использовании спектрофотометрического детек-
тора  при длине волны λ=275 нм для CoQ10 и λ=290 нм 
для CoQ10H2, однако этот детектор обладает более 
низкой чувствительностью, чем электрохимический 
детектор.

Возможно совместное применение УФ- и ЭХ-
детекторов для улучшения селективности разделения. 
Некоторые исследователи использовали комбинацию 
ВЭЖХ с УФ- и ЭХ-детекторами для одновременного из-
мерения убихинона и токоферолов [30]. 

Недавним открытием является использование 
микроэмульсионной жидкостной хроматографии. 
Хроматографическое определение проводилось при 
помощи колонки Synergi Gemini (4,6×250 мм). Посколь-
ку CoQ10 является липофильным соединением, был 
применен метод микроэмульсионной жидкостной 
хроматографии, где в качестве подвижной фазы ис-
пользовалась микроэмульсия типа «вода в масле». По-
ложительной чертой микроэмульсии является более 
низкое давление в системе по сравнению с другими 
подвижными фазами. Предел обнаружения убихинона 
и убихинола при этом типе анализа более высокий по 
сравнению с обычной обращенно-фазовой хромато-
графией: 20 нг/мл и 100 нг/мл соответственно [9].

ВЭЖХ с масс-спектрометрическим 
детектированием

В настоящее время метод ВЭЖХ-МС/МС является 
одним из наиболее высокоселективных и чувствитель-
ных, что требуется для измерения низких концентра-

ций эндогенного убихинона и убихинола в плазме кро-
ви для диагностики патологий.

При обнаружении убихинона методом масс-
спектрометрии использовались обращенно-фазо-
вые колонки С18 при элюировании смесью метанол  : 
изопропанол : муравьиная кислота в соотношении 
45:55:0,05 [2], или смесью изопропанола и метанола 
(1:4)  [31], или смесью метанола с 5 мМ формиатом ам-
мония [1, 15]. Соотношение m/z для убихинона со-
ставляло 880,7, а для убихинола – 882,7 m/z [1]. Про-
демонстрирована возможность одновременного 
определения окисленных и восстановленных форм 
коэнзима Q10 методом ВЭЖХ-МС без протекания ка-
ких-либо вторичных процессов во время детектиро-
вания в отличие от электрохимического (восстанови-
тельные процессы) или других видов детектирования 
(окисление убихинола во время анализа) [1]. 

В отличие от использования электрохимического 
детектора масс-спектрометр обладает более высокой 
чувствительностью. Авторы [20] провели анализ на ко-
лонке Synergi Hydro RP при элюировании подвижной 
фазы, в состав которой входило 60% изопропанола и 
40% ацетонитрила. Использовали режим химической 
ионизации при атмосферном давлении с регистра- 
цией отрицательных ионов (напряжение коронного 
разряда – 3 кВ, скорость подачи газа – 2,5 л/мин, тем-
пература источника – 275°С). Достигнуты пределы об-
наружения Q10H2 и Q10, составившие 30 и 5 нг/мл соот- 
ветственно [20]. В других исследованиях при примене-
нии электрораспылительной ионизации предел обна-
ружения убихинола составил 15,8 нг/мл [1].

Другими авторами [32] предложен метод одно-
временного определения убихинона и убихинола с 
помощью усиленной ионизации раствором хлорида 
лития (LiCl) в режиме селективного мониторинга мно-
жественных реакций (MRM). Ионизация раствором LiCl 
и использование режима MRM открыли новую страни-
цу в количественном определении CoQ10. Разработан-
ный метод является простым, быстрым, универсаль-
ным и чувствительным. Чувствительность данного 
метода возросла в 50 раз [32].

Кроме того, в современном анализе использует-
ся метод сверхпроизводительной жидкостной хро-
матографии (UPLC) в тандеме с масс-спектрометрией 
и одношаговой экстракцией пропанолом. Несмотря 
на то, что стабильность убихинола в пропаноле огра-
ничена, упрощенный процесс экстрагирования и ско-
рость хроматографирования (4,2 мин) позволяет сде-
лать большое количество анализов [15].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, при помощи метода ВЭЖХ с УФ-

детектором не представляется возможным опреде-
лить соотношение убихинол/убихинон в плазме кро-
ви человека по причине его низкой чувствительности. 
В случае определения соотношения убихинол/уби-
хинон методом ВЭЖХ с электрохимическим детек-
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тором процесс пробоподготовки 
слишком трудоемок. Метод ВЭЖХ 
с МС-детектированием обладает 
высокой чувствительностью и се-
лективностью, что позволяет ши-
роко его использовать в диагнос- 
тических целях для определения 
соотношения убихинона и убихи-
нола в качестве маркера окисли-
тельного стресса.
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