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提高青蒿素产量的生物技术研究进展
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摘要：青蒿素是目前治疗疟疾的特效药，主要来自于中药黄花蒿。由于自然资源有限，人们试图通过各种栽培方

法来获得高产量的青蒿素。对自青蒿素大量应用以来的获得高产量青蒿素的生物技术研究进行了比较详尽的综

述，包括育苗栽培多次收割法、组织培养法、转基因克隆法。
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黄花蒿Artemisia annua L．为菊科蒿属植物。从黄花蒿

中提取的青蒿素是我国独有的抗疟新药。其对脑型疟、恶性

疟、间日疟及抗氯喹株疟有高效、速效、低毒的特点[1]，被国

际卫生组织指定为抗疟疾中药。目前青蒿素虽然能够通过人

工合成，但是由于其成本高，难度和毒性大，未能投入工艺化

生产[2]，所以青蒿素主要还是从我国天然黄花蒿中提取。以

往人们注重以改善黄花蒿的生长环境，如改善其光照条件、

温热条件、施用微量元素及生长素、密植、引种等方式来提高

青蒿素在黄花蒿中的积淀。最近通过研究发现，可以通过特

殊的栽培、组织培养、转基因方式提高青蒿素产量。

1 育苗栽培多次收割法

Kumars等[3“1报道青蒿素在黄花蒿体内的沉积量因黄

花蒿的种类、生长发育时段及组织器官不同而变化。这是因

为叶是光合作用的器官，也是青蒿素主要的积累器官，其中

含青蒿素的量较高，而茎中的量仅为叶的10％。通常，幼叶

比老叶量高，但是幼苗在越冬期的青蒿素量也低。在黄花蒿

叶内，青蒿素约从3、4月份渐渐开始合成和积累，在5、6月

开始升高，在8、9月达到顶峰。正在开花的植株中，青蒿素在

叶中的量约占总量的30％，而在冠状花序中约含40％，根中

的量在整个生长过程中都较低[4’5]。

不过冠状花序中由于瘦果油的出现导致青蒿素提取较

困难。植株在生活力较强时收割，90％的青蒿素聚集在叶和

优质茎中，是化学提取的最佳时期，所以必须采用合适的栽

培及收割方式才能很好地提高青蒿素的产量口]。

为了提高青蒿素的产量，首先要延长黄花蒿生长期。第

一步得进行浸种催芽，整地做垄，播种施肥，得到较早的幼

苗。黄花蒿种子无休眠现象，播种前不需特殊处理，但可以进

行浸种催芽以提高种子的利用率。要特别注意种子的净度，

种子净度对播种量有很大的影响。种子在光照条件下，

15～25℃时萌发。在选好的地上以每公顷3～3．75×104 kg

有机肥施入地面，然后翻耕土地，做垄20 cm。下种前15 d可

用稀腐熟人类尿水对苗床进行淋施。种子同一定比例的细土

混匀，匀撒畦面，播种后覆盖一层薄细土掩种，再用喷雾器喷

清水将苗床淋湿。为保温、保湿，可用农用地膜将苗床覆盖，

如果条件允许可以在塑料大棚育种。苗期宜追施清淡人畜粪

水，也可追施一些氮肥，以每公顷90 kg为宜，出苗后要注意

防旱保苗[6]。

通过大田移栽，获得壮株，并注意田间管理。应选择水源

有保证的田地，苗高5～10 em时便可移栽，移栽时选择阴雨

天或晴天下午进行，栽后淋足定根水。移栽按株行距26．5

cm×26．5 eITI畦内挖穴，每穴栽1株，每公顷1．13×105～

1．8×105株。许成琼[61认为移栽时间一般为3月上旬，而根
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外追肥可以提高黄花蒿的产量，叶面喷肥可以提高青蒿素在

叶面的沉积量。中耕及病虫害的防治同普通种植法。

Kumars等[43认为采用多次收获法(multi—harvest)可以

提高黄花蒿产量[4j。由于此次黄花蒿是提前种植的，大大地

扩展了黄花蒿的生育期。一些适宜的环境条件中可以进行多

次收割，3月上旬移栽，于6月中旬，8月上旬，9月中旬及11

月中旬收割，共收割4次。韦霄[73认为：这一段时间内，不仅

要求有合适的自然的光照和气温，还要求保证黄花蒿生长发

育所需的充足的水分和养分，多施氮肥，调控田间的土壤含

水量。为了保证苗的再生，应在植株顶部距地面40～50 em

剪割枝头，每株上都应保留一些嫩梢，收割时用花枝剪剪去

老叶和顶部部分幼嫩的组织，促使枝条向侧面发枝[4’5]。收割

下来的叶子进行青蒿素的提取，其中的青蒿素量要远远高于

其他组织[45]。

Irfan等[8]通过实验发现，盐类或重金属类可以改变植

物体内的渗透压，以至改变黄花蒿体内活性氧的量，加速了

黄花蒿酸向青蒿素的转化。所以在最后一次收获之前，如果

不是黄花蒿的留种田，可以在收割前10～15 d喷洒少量的

氯化钠盐溶液或醋酸铅溶液。虽然这样会导致黄花蒿枯萎，

不能继续生长或生长缓慢，但是由于青蒿素沉积量变化较

大，依旧提高了青蒿素的产量。而且这还可以减少青蒿素提

取过程中的工作量和资源消耗量。

Kumars等[41报道，3月移栽的幼苗，间歇地收割了4次，

11月完成其全部生育过程，所得的青蒿素产量达到了62 kg／

hm2，这要比普遍的栽培收割法的产量(25 kg／hm2)高得多。目

前进行的大田实验中，所测得的各个性状的比例及相关分析说

明了一个普遍存在的现象：收割多次的叶的总产量比1次或2

次的高。这是因为间歇性的收割会促使植株的再生，产生新叶。

这样，富含青蒿素的叶被及时收获，避免了青蒿素的流失及叶

的脱落。显而易见，黄花蒿尽管是一年生植物，但其生长期长，

具有健壮的根系、极其丰富的茎叶，枝叶排列有序，不相互遮

光，具有较高的光合利用率，植株再生能力、抗病虫能力、根系

吸收营养的能力强，从而可进行多次根上收获。

2组织培养法

利用植物组织培养来生产青蒿素是目前青蒿素研究的

另一热点，可能成为大规模生产青蒿素的重要手段。自20世

纪80年代以来，进行了大量的植物组织培养生产青蒿素的

研究工作，Fulzzledpl等D,lO]在黄花蒿愈伤组织、悬浮细胞、

芽和毛状根等培养物中及各种培养体系进行了青蒿素合成

的探索。

许多研究认为黄花蒿愈伤组织中不含青蒿素。但贺锡

纯[1妇在愈伤组织伴随芽分化形成时，检测到青蒿素约为干

质量的0．008％。而Brown等口21和Tawfit等n33在分化苗长

成的植株中，青蒿素的量达到干质量的0．92％，高于野生植

株。同时在其分化的芽和黄花蒿悬浮细胞培养液中发现青蒿

素[1“。由此可见，在未分化的黄花蒿植物组织中不含或含有

极低水平的青蒿素，而一定的组织分化则可促进青蒿素的合

成。所以在黄花蒿的组织培养过程中，应该使用大量的物质

刺激愈伤组织分化成苗，从而获得高产量的青蒿素D““。“。

不过愈伤组织形成是整个组织培养的基础，不应忽视。

愈伤组织的诱导：在无菌条件下将已消毒的黄花蒿花序、花

棱及叶片剪碎，分别接种于含有6-BAl mol／L+2，4-D 0．5

mol／L及6一BAl mol／L+Kt 0．5 mol／L的MS培养基上，在

24～28 oC条件下避光培养9 d，诱导愈伤组织，5～10 d后伤

口处即生长出白色或淡黄色的愈伤组织。将诱导15～20 d

的愈伤组织转继于新的培养基，并于恒温光照下培养。愈伤

组织约1 5 d转接一次[1“。

将所得愈伤组织分别转入含有IAA 0．1 mol／L+6-BAl

mol／L及IAA 0．1 mol／L+Ktl tool／L的芽分化培养基上，每

日光照8 h，分化出芽。在芽的分化过程中，影响青蒿素合成的

因素很多，如黄花蒿的基因型、激素和基本培养基都对芽的发

生有显著影响，而光强在1 ooo～6 000 lx和温度在20～30℃

对丛生芽韵发生影响不大；尽量选用高产的黄花蒿来做接种

物；诱导丛生芽的激素组合是IAA 0．1 mol／L+6-BAl mol／L

及IAA0．1 mol／L+Ktl mol／L；Woerdenbag等n朝研究发现，

赤霉素(gibberellin)和水解酷蛋白等对黄花蒿芽中的青蒿素合

成具有较强的刺激作用，Panieg等口73试验，在诱导青蒿素芽的

培养基中添如适量的赤霉素，会使得芽中的青蒿素量提高3～4

倍凹]。另外，氧离子在黄花蒿丛生芽的诱导和青蒿素的生物合

成过程中起着非常重要的作用[1“”]。

Weathers等瞳叩利用发根农杆菌15834感染黄花蒿的芽

尖和叶片，获得黄花蒿毛状根培养物，并且检测到青蒿素的

量约为干质量的0．43％。黄花蒿发根的诱导：消毒后的黄花

蒿幼茎剪成2 cm左右的小段，无菌滤纸吸取多余水分，插入

不含任何激素的培养基[1“。用接种针挑取活化的细菌涂抹

于茎端切面上，25℃持续光照培养。等到接种部位发根长到

1 cm以上时，剪下发根置于添加赛孢霉素或羧苄青霉素的

不含激素的固体培养基上进行杀菌培养。已完全无菌的发根

在无激素培养基上继代培养，接种时只接1～2 cm的根尖，

为25℃暗培养。在此种培养基中，pH约为5．5～6．5时最适

于毛状根的生长及青蒿素的合成。而在变温开始25℃，后来

30℃条件下培养，利于毛状根的生长及青蒿素的合成[2⋯。而

光强为3 000 lx，时间为1 6 h最佳[18““。

耳前，黄花蒿组织培养的研究工作主要集中在利用生物

技术的手段来进行组织培养物的改进，如通过改进培养器

皿，从而得到高产青蒿素[2“。Fulzele等口2]利用1 L生物反应

器进行黄花蒿芽的悬浮培养，经过30 d的分批培养可获得

再生的植株，生物量提高了4～5倍。Park等[2胡利用2 L的

长方形雾化培养器(mist culture system)培养黄花蒿芽，经

过4周的培养，培养物增殖8倍，获得的黄花蒿芽可长出不

定根。中国科学院植物研究所的一些专家通过摇瓶、气升式

内环流生物反应器(internal loop airlift bioreactor)[241及雾

化生物反应器(novel mist bioreactor)c”1获得高产黄花蒿及

青蒿素。在气升式内环流生物反应器中，毛状根培养物均匀

分布在生物反应器的筛网问，或以不锈钢网为附着点向周围

生长，在25℃和12 h的光周期下，经20 d获得培养物的生
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物量的干质量为22．57 g／L，青蒿素产量374．4 mg／LL2“。为

进一步利用生物反应器进行黄花蒿组织大规模培养生产青

蒿素的研究工作奠定基础。气升式内环流生物反应器的工作

流程图及黄花蒿和青蒿素的产量图表，充分说明气升式内环

流生物反应器是目前比较合理的黄花蒿组织培养发生器。黄

花蒿组织培养中运用该反应器，既能减少材料的浪费又能很

好的提高青蒿素的产量。

用组织培养技术获得青蒿素，此种方法有不破坏自然资

源、不受自然条件限制的优点，还可能通过各种细胞及基因工

程的手段获得高产青蒿素的新品系，具有其他方法无法替代的

优越性，此类方法可能成为大规模生产青蒿素的重要手段。

3转基因克隆法

目前，研究人员又通过转基因方法来提高青蒿素的产

量，是一种目前认为最有发展潜力的提高青蒿素产量的方

法。一般认为青蒿素的生物合成经由三大步骤：醋酸(acetic

acid)形成法尼基焦磷酸(FPP)，由FPP合成倍半萜

(sesquiterpenes)，倍半萜内酯化形成青蒿素，而目前也认为

这3个步骤分别与法尼基焦磷酸合成酶、倍半萜环化酶

(epicedrol synthase)，以及酶形成过程中的加氧酶或氧化酶

有关啪。

在黄花蒿转基因过程中，多数是用农杆菌携带外源基因

感染健壮黄花蒿植株，把外源基因插入到目标DNA的特定

部位[2“，最后对获得外源基因的植株进行继代培养，以得到

性状稳定的高产黄花蒿品系lea]。一些与青蒿素合成有关的

基因被克隆，并且一部分被转移到大肠杆菌或黄花蒿中进行

表达，如法尼基焦磷酸合成酶基因、倍半萜环化酶基因、萜类

合成酶基因、杜松烯合成酶基因口5’2⋯。

同时由于青蒿素及其衍生物的生物合成受到多个限速

酶所调控，且一些编码限速酶基因的表达可能具有高度的组

织和时空特异性瞳⋯，因此通过导人过量表达的相关限速酶

基因或抑制其他分支途径的反义基因，可望提高转基因器官

或植株中青蒿素及其衍生物的量。将改良的绿色荧光蛋白

(GFP)基因，插入到植物表达载体中，构建双CaMV 35S启

动子驱动下的植物表达载体PBIGFP。Southern blotting分

析表明，外源GEP基因已整合到转基因黄花蒿芽G21系的

基因组中。在荧光显微镜下，观察到转基因黄花蒿芽中有较

强的绿色荧光，表明绿色荧光蛋白基因在转基因黄花蒿芽中

已表达嘲。

这方面的研究虽然很多，但是由于种种因素的限制，同

时人们对转基因物质始终存在排斥心理，所以这一方面的文

献报道相对较少。

4结语

由于现代科学的发展速度并不能完全消灭疟疾，目前还

没有发现比青蒿素更有效的治疗疟疾的药物，且青蒿素具有

高效、速效、低毒，不会产生抗药性的特点。所以在相当长的

一段时间内，青蒿素依旧是最佳的治疗疟疾的药物。目前大

部分的青蒿素是从黄花蒿植株中提取的，只有少量的是通过

人工合成。所以通过提高黄花蒿产量方法来提高青蒿素的产

量是研究人员不懈追求的目标。

在今后的几年里，青蒿素高产的研究应以下几个方向进

行深入研究：(1)不同品种的黄花蒿高产栽培及收割模式的研

究；(2)黄花蒿组织培养生物反应器系统及培养物质的研究，

努力实现青蒿素大规模组织培养化生产；(3)青蒿素合成关键

酶基因的研究，以及在合适的黄花蒿体系中的高效表达。
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pH区带精制逆流色谱在中药中的研究进展

黄娟，童胜强，贵晓霞，颜继忠+

(浙江工业大学药学院，浙江杭州 310014)

pH区带精制逆流色谱(pH—zone—refining counter—

eurrent chromatography)最早是在普通制备型高速逆流色

谱的基础上发展起来的口]。利用取代色谱的特点，由一系列

的溶质区带组成，样品在区带之间的界面富集，杂质则在区

带的边缘。这种技术需要在有机相中加入有机酸或碱，水相

中加入无机反离子。有机相和水相都可以作为流动相或固定

相。当流动相穿入固定相时，由于酸碱反应，最终达到平衡。

有机酸在有机相和固定相中的分配系数作为量度，样品的分

配系数与其的差距决定各样品的出峰时间。当样品进入柱中

时被分离物质便以一串矩形峰的形式被洗脱出来，并且依据

pKa和疏水性所决定的pH值的大小依次排开。

同普通的高速逆流色谱相比，pH区带精制逆流色谱具

有分离容量大、分离纯度和效率高等优点心]。特别适用于分

离那些在较宽的pH 1～10内，可形成稳定的可离子化的物

质。目前在国际上pH区带精制逆流色谱广泛用于生物碱、

植物中的酸性成分、染料、对映异构体、氨基酸及其衍生物的

分离制备，取得了良好的效果。本文主要综述近5年来该技

术在分离纯化中药有效成分及其他方面的最新研究进展。

I pH区带精制逆流色谱在中药有效成分提取中的应用

1．1 生物碱的分离：生物碱是人类最早研究的植物有效成

分，在植物中的分布相当广泛。pH区带精制逆流色谱是分离

制备生物碱的非常有效的方法。Ito等[3]利用该技术纯化乌

头中的生物碱，得到了4种非常纯的生物碱成分，溶剂体系

为甲基叔丁基醚一四氢呋喃一蒸馏水(2：2：3)，上层有机相

加入10 mmol三乙胺作为保留碱，下层加入10 mmol盐酸

作为洗脱酸，实验中分别进样2．0、6．5、10．5 g，都取得了非

常好的效果，而且随着进样量的增加，峰宽明显增大，经

HPLC检验分离纯度达到99％以上。在北美，白毛莨作为药

用植物有着悠久的历史，研究表明其含有的生物碱成分具有

很强的生物活性，但在分离时，普通的方法难以取得良好的

效果。利用pH区带精制逆流色谱，通过对其溶剂体系和其

他一系列条件的摸索，发现四氢呋喃的加入可以促进样品的

溶解，实现了样品的成功分离，所得的生物碱分别为盐酸小

檗碱、canadaline、氢化小檗碱、8一北美黄连碱和异紫堇杷明

碱[4]。利用这一色谱技术从Erythroxylum pervillei Baillon

茎皮中将几种生物碱分成两部分，一部分是pervilleine，另一

部分是几种莨菪芳香酯碱的混合物。所用溶剂体系为甲基叔

丁基醚一水(1：1)，并让其平衡过夜，上层有机相加入2 mL

的三乙胺作为保留碱，pH调节到约为10，下层水相加入1

mL 37％盐酸作为洗脱酸，pH调节到约为2，流动相的泵入

速度为3 mL／min[5]。从Picralima nitida根中分离纯度吲哚

生物碱时，Okunji等[6]首先利用硅胶柱色谱，但该方法只能

获得很少的纯品，为了得到大量的纯品，采用了高速逆流色

谱，但由于固定相在柱中的保留甚少，无法实现很好的分离，

所以采用pH区带精制逆流色谱，并实现了对样品的成功分

离。所选溶剂体系为甲基叔丁基醚一乙腈一水(2：2：3)，上层

有机相加入三乙胺作为保留碱，pH调节到10。?，下层水相

加入盐酸作为洗脱酸，pH调节到约为1．7，样品以1：1的

比例分别溶解在流动相和固定相中。从他们的研究中可以发

现在分离一定种类的样品时，pH区带精制逆流色谱具有不

可比拟的优越性。Yuan等[73从绿茶中分离得到咖啡因和茶

碱，所选溶剂体系为甲基叔丁基醚一水(1：1)，上层有机层加

入10 mmol三乙胺作为保留碱，下层加入10 mmol盐酸作

为洗脱酸，整个过程总共耗时仅4 h，大大缩短了分离时间。

Wang等[83从夏天无中得到495 mg原鸦片碱，626 mg四氢

巴马亭和423 mg荷包牡丹碱，分离纯度可达到93％。所用
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