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转基因何首乌毛状根生物转化青蒿酸的研究 
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摘  要：目的  利用转基因何首乌 Polygonum multiflorum 毛状根对青蒿酸进行生物转化研究，分离鉴定其转化产物。方法  何
首乌毛状根预培养 7 d，投入青蒿酸，培养 2 d，终止反应，利用 TLC 和 GC-MS 对转化产物进行检测，利用硅胶柱、ODS
反相柱和 Sephadex LH-20 柱色谱对转化产物进行分离纯化，并根据理化数据和波谱技术鉴定转化产物的化学结构。结果  青
蒿酸在何首乌毛状根中发生了转化反应，经 GC-MS 检测可生成多种青蒿素类化合物。分离鉴定了 2 个转化产物：异青蒿内

酯（1）和 3β-羟基青蒿酸（2），利用 GC-MS 鉴定了另外 2 个转化产物：去氧青蒿素 B（3）和青蒿内酯（4）。结论  本实

验首次利用转基因植物器官对青蒿酸进行生物转化研究，得到 3 个青蒿素类化合物和 1 个羟基化产物。该研究一方面填补了

转基因植物器官对青蒿素类化合物生物转化的空白，另一方面也丰富了转基因何首乌毛状根的化合物转化类型。 
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Abstract: Objective  To investigate the biotransformation of artemisinc acid by transgenic hairy roots of Polygonum multiflorum and 
identify the transformation products. Methods  Artemisinic acid was added to the suspension of transgenic hairy roots of P. 
multiflorum which had been pre-cultured for 7 d and co-cultured for another 2 d. The biotransformation products were detected by TLC 
and GC-MS, isolated by various chromatographic methods, and identified by physicochemical analyses and spectral data. Results   
GC-MS results showed that artemisinic acid could be biotransformed to many kinds of artemisinic compounds in the suspension of  
transgenic hairy roots of P. multiflorum. Two biotransformed products, isoannulide (1) and 3β-hydroxyartemisinic acid (2), were 
isolated. In addition, deoxyarteannuin B (3) and annulide (4) were determined by GC-MS. Conclusion  It is the first time to 
biotransform artemisinic acid by transgenic organs and to obtain three artemisinic compounds and one hydroxylation product, which 
fills the gaps in biotransformation of artemisinic compounds by transgenic organs and also enriches compound types of transgenic 
hairy roots of P. multiflorum. 
Key words: transgenic hairy roots of Polygonum multiflorum Thunb.; biotransformation; artemisinc acid; annulide; 3β-hydroxy- 
artemisinic acid 
 

青蒿酸属倍半萜酸类成分，与抗疟药物青蒿素

具有相似的化学结构骨架，均为杜松烷型倍半萜[1]。

据报道，青蒿酸可能为青蒿素生物合成途径的中间

体之一，其量在黄花蒿体内远远高于青蒿素[2-4]。因

此，利用青蒿酸作为起始物来合成青蒿素类化合物

引起了研究人员的极大关注[5-6]。 

在前期工作中，本课题组对其培养条件、化学

成分、转化能力等进行了大量的研究[7-10]。结果表

明转基因何首乌毛状根培养体系中具有丰富的酶体

系，可以催化多种反应，如糖基化反应、还原反应、

羟基化反应等[9-10]。迄今为止，尚未见用转基因植

物器官对青蒿酸进行生物转化的报道。为了系统研 
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究青蒿酸在转基因培养体系中的代谢情况，本实验

采用转基因何首乌毛状根培养物对青蒿酸进行生物

转化研究，并分离鉴定其转化产物。 
1  材料与仪器 

雷磁 PHS—25 数显 pH 计（上海精密科学仪器有

限公司）；LDZX—40B I 型立式自动压力蒸气灭菌锅

（上海申安医疗器械厂）；HZQ—QX 全温振荡器（哈

尔滨东联电子技术开发有限公司）； Burker Advance 
400 MHz 核磁共振波谱仪（Bruker 公司）；Trace M 
ETM 型 GC-MS（美国菲尼根公司）；薄层色谱硅胶

（青岛海洋化工厂）；ODS（YMC 公司）；Sephadex 
LH-20（Pharmacia 公司）；其余试剂均为分析纯。 

青蒿酸由本研究组从黄花蒿叶中分离得到[11]，经

HPLC 检验其质量分数＞95%。何首乌 Polygonum 
multiflorum Thunb. 毛状根系由本实验室用发根农杆

菌 LBA9402 感染何首乌无菌苗叶片诱导获得[6]。 
2  方法 
2.1  何首乌毛状根悬浮培养体系的建立 

何首乌毛状根的诱导及鉴定见文献方法[7]。所用

培养基为 MS 培养基（不含激素），蔗糖质量浓度为

30 g/L，将 pH 调至 5.75，121 ℃灭菌 20 min。控制

接种量为每 100 mL 培养基毛状根鲜质量 5 g（折合干

质量约为 0.5 g）。于黑暗条件下 25 ℃振荡培养，摇

床转速为110 r/min。预培养7 d后用于生物转化实验。 
2.2  生物转化方法 

取 2 瓶毛状根悬浮培养物，无菌环境下加入 0.5 
mL 质量浓度为 10 mg/mL 的青蒿酸乙醇溶液；另取

2 瓶培养物，于无菌环境下加入相同体积的乙醇溶

液作为空白对照。相同条件下共培养 2 d。 
2.3  转化产物的检测 

将终止反应后的何首乌毛状根悬浮培养物与培

养基抽滤分开。培养物置于 55 ℃烘箱中烘干至恒

重后，于研钵中粉碎，称质量。然后用 10 倍的甲醇

冷浸 12 h，超声提取 30 min，重复提取 3 次。将甲

醇提取物用水混悬，以等体积的醋酸乙酯萃取 3 次，

合并醋酸乙酯萃取液。水层再用正丁醇萃取 3 次，

合并萃取液。培养基浓缩到一定体积后，分别用醋

酸乙酯和正丁醇萃取 3 次，得到培养基的醋酸乙酯

及正丁醇萃取部分。空白对照组操作同上。用 TLC
及 GC-MS 法对上述样品进行检测。GC-MS 条件：

DB-5 弹性石英毛细管柱（30 m×0.25 mm, 0.25 
µm），载气为氦气，分流比 20∶1，柱前压 11.4 Pa。
程序升温：初始温度 80 ℃，温度保持 1 min，以

4 ℃/min 的速率升温至 206 ℃，然后以 3 ℃/min
升温至 230 ℃，最后以 15 ℃/min 升温至 300 ℃，

保持 20 min。MS 源温度为 230 ℃。 
2.4  转化产物的分离纯化 

向 20 瓶培养物中加入青蒿酸 600 mg，继续培

养 2 d 后对其进行处理（方法同“2.3”项），得醋酸

乙酯层萃取液。经硅胶柱、ODS 以及 Sephadex 
LH-20 柱色谱，得化合物 1 和 2。 
3  结果 
3.1  转化产物的分离鉴定 

化合物 1：无色油状物；EI-MS m/z: 232 [M]+, 
192, 149, 121, 79。1H-NMR (400 MHz, acetone-d6) δ: 
6.54 (1H, t, J = 2.8 Hz, H-13α), 5.64 (1H, t, J = 2.8 
Hz, H-13β), 5.49 (1H, brs, H-3), 4.88 (1H, d, J = 8.0 
Hz, H-5), 1.84 (3H, s, H-15), 0.90 (3H, d, J = 6.4 Hz, 
H-14)；13C-NMR (100 MHz, acetone-d6) δ: 40.8 (C-1), 
26.8 (C-2), 124.1 (C-3), 130.9 (C-4), 74.7 (C-5), 39.4 
(C-6), 38.6 (C-7), 30.4 (C-8), 34.8 (C-9), 29.6 (C-10), 
140.0 (C-11), 166.3 (C-12), 129.2 (C-13), 20.1 (C-14), 
18.4 (C-15)。以上数据与文献报道基本一致[12]，故

鉴定化合物 1 为异青蒿内酯。 
化合物 2：无色针状结晶（氯仿）；ESI-MS m/z: 

273 [M＋Na]+, 249 [M–H]−。1H-NMR (400 MHz, 
acetone-d6) δ: 0.97 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-14), 1.74 
(3H, s, H-15), 2.27 (1H, dd, J = 14, 2.0 Hz, H-2), 3.94 
(1H, d, J = 5.6 Hz, H-3α), 5.16 (1H, s, H-5), 5.54 (1H, 
s, H-13α), 6.34 (1H, s, H-13β)；13C-NMR (100 MHz, 
acetone-d6) δ: 41.9 (C-1), 35.5 (C-2), 67.2 (C-3), 
137.2 (C-4), 123.6 (C-5), 39.5 (C-6), 43.1 (C-7), 26.8 
(C-8), 36.5 (C-9), 29.4 (C-10), 144.5 (C-11), 168.3 
(C-12), 124.5 (C-13), 20.6 (C-14), 21.1 (C-15)。以上

数据与文献报道基本一致[13]，故鉴定化合物 2为 3β-
羟基青蒿酸。 
3.2  转化产物的 GC-MS 鉴定 

由图 1 可见，与空白对照组（A）相比，转化实

验组（B）产生了很多新峰，说明青蒿酸在转基因何

首乌毛状根培养体系中成功地发生了生物转化。对峰

面积较大的 3 个峰的质谱图进行了检索，并与文献对

比[11]，确定这 3 个峰均为青蒿素类化合物，推测为去

氧青蒿素 B（3）、青蒿内酯（4）和异青蒿内酯（1）。 
4  讨论 

青蒿酸在转基因何首乌毛状根中成功地发生了

转化，形成 2 种代谢物：青蒿素类化合物及其羟基 
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A-空白对照组  B-转化组  C-底物 (青蒿酸) 

A-blank control group  B-biotransformation group  C-substrate (artemisinc acid) 

图1  青蒿酸在何首乌毛状根培养体系中生物转化GC-MS图 
Fig. 1  GC-MS chromatograms of artemisinc acid bio- 

    transformed by hairy roots of P. multiflorum 

化合物，说明转基因何首乌毛状根培养物含有丰富

的酶体系，可以催化多种反应。实验采用对青蒿素

类化合物灵敏的 GC-MS 法检测转化产物的生成。从

图 1 明显观察到去氧青蒿素 B（3）、青蒿内酯（4）
和异青蒿内酯（1）的色谱峰，而未观察到 3β-羟基

青蒿酸（2）的色谱峰。其原因可能是与化合物 3、4
和 1 相比，2 的极性更大，在此色谱条件下难以出现。 

青蒿酸投入到转基因何首乌毛状根培养体系

后，在环合酶的作用下可生成化合物 3，在双键转

移酶及环合酶的共同作用下可生成化合物 1 和 4，
在羟基转移酶的作用下可生成化合物 2。其可能的

生物合成途径见图 2。 
本实验为首次利用转基因植物器官对青蒿酸进 

 

 
实心箭头为分离鉴定的产物，虚心箭头为 GC-MS 鉴定的产物 

Solid arrows mean compounds isolated and dashed arrows 
mean compounds determined by GC-MS 

图 2  转基因何首乌毛状根对青蒿酸的生物转化 
Fig. 2  Biotransformation of artemisinic acid  

by hairy roots of P. multiflorum 

行的生物转化研究，该研究一方面填补了植物器官

对青蒿素类化合物生物转化的空白，另一方面也丰

富了转基因何首乌毛状根的转化类型。在本研究中，

分离鉴定了 2 个转化产物：异青蒿内酯（1）和 3β-
羟基青蒿酸（2）；利用 GC-MS 鉴定了另外 2 个转

化产物：去氧青蒿素 B（3）和青蒿内酯（4）。该研

究结果表明转基因何首乌毛状根除了可以催化羟基

化反应、糖基化反应及还原反应[8-9]外，还可以催化

环合反应及双键移位。 
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