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不同种源黄花蒿室内水培条件下青蒿素和青蒿乙素
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［摘要］ 目的：建立不同种源黄花蒿内青蒿素及青蒿乙素含量测定的方法，比较不同来源黄花蒿种质在水培均一化生长

条件下青蒿素与青蒿乙素含量的差异，分析影响黄花蒿主要成分含量差异的关键因素。方法：黄花蒿种子采用随机排列水培

混合培养，运用超高效液相色谱-串联质谱法，ACQUITY UPLC® BEH C18色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），流动相选择水-乙

腈（95∶5，含 0.1% 甲酸，A）-乙腈 -水（95∶5，含 0.1% 甲酸，B）进行梯度洗脱（0~3.5 min，25%~1%A；3.5~3.6 min，1%~25%A；
3.6~5.0 min，25%A），流速 0.4 mL·min-1，电喷雾离子源，正离子模式，检测不同种源黄花蒿中青蒿素及青蒿乙素的含量差异。

结果：所建立的方法灵敏度高、分离度良好。不同种源黄花蒿在相同培养条件下，即 25 ℃恒温下循环水培养，青蒿素和青蒿乙

素含量存在较大差异，其中青蒿素含量较高的黄花蒿种源产地是云南，质量分数达 3 810.597 μg·g-1；青蒿乙素含量较高的黄花

蒿种源地是山西，质量分数 1 691.747 μg·g-1，青蒿素含量按照从高到低种源地排列依次为云南>海南>湖北>广西>浙江>山西>

北京>山东>黑龙江>甘肃。相关性分析发现，以地域划分时，青蒿素含量与黄花蒿来源地的纬度呈显著负相关，但青蒿素与青

蒿乙素含量均与经度无显著相关性。结论：同一培养环境不同种源黄花蒿内青蒿素及青蒿乙素含量存在显著差异，影响黄花

蒿中青蒿素及青蒿乙素含量的主导因素可能是其遗传背景，提示改良青蒿品种是后续黄花蒿栽培中提升质量的关键因素。
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［Abstract］ Objective：To establish a method for the determination of artemisinin and arteannuin B in

different Artemisia annua germplasms，compare the differences of the two compounds among different A. annua

germplasm under the condition of hydroponic homogenization and explore the key factors affecting contents of

principal compounds in different A. annua germplasms. Method：Seedlings from different A. annua germplasms

were arranged randomly and fed in a hydroponic cultivation system. Contents of artemisinin and arteannuin B

were detected by ultra performance liquid chromatography tandem mass spectrometry（UPLC-MS/MS）with

multi-reaction monitoring mode and ACQUITY UPLC® BEH C18 column（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），mobile

phase was water-acetonitrile（95∶5，containing 0.1% formic acid，A）and acetonitrile-water（95∶5，containing

0.1% formic acid，B）for gradient elution（0-3.5 min，25%-1%A；3.5-3.6 min，1%-25%A；3.6-5.0 min，

25%A），the flow rate was set at 0.4 mL·min-1. The content differences of artemisinin and arteannuin B in

different provenances of A. annua were detected and analyzed statistically. Result：The established method had

high sensitivity and good separation. A significant difference of artemisinin and arteannuin B contents was

observed in different germplasms under the same culture conditions，that is，under the constant temperature of

25 ℃ in hydroponics . The provenance with higher artemisinin content was Yunnan，and the content was

3 810.597 μg·g-1. The highest strain of arteannuin B was Shanxi provenance germplasm with the content of

1 691.747 μg·g-1. According to the content of artemisinin，the provenances were arranged as follows：Yunnan，

Hainan， Hubei， Guangxi， Zhejiang， Shanxi， Beijing， Shandong， Heilongjiang， and Gansu province

germplasms. Correlation analysis showed that there was a significant negative correlation between artemisinin

content and latitude of A. annua，but there was no significant correlation between contents of artemisinin and

arteannuin B and longitude. Conclusion：The contents of artemisinin and arteannuin B among different A. annua

germplasms were significantly different under the same culture environment，and the dominant factors affecting

biosynthesis and accumulation of artemisinin and arteannuin B in A. annua may be the genetic background，

suggesting that germplasm improvement is the key factor to improve the medicinal quality of A. annua in

subsequent cultivation.

［Keywords］ Artemisia annua； artemisinin； arteannuin B； hydroponics； germplasm； ultra

performance liquid chromatography tandem mass spectrometry（UPLC-MS/MS）；longitude and latitude

青蒿为菊科植物黄花蒿 Artemisia annua 的干燥

地上部分［1］，距今已有 2 000 多年的应用历史。葛洪

的《肘后备急方》首次记载了黄花蒿具有治疗疟疾

的作用［2］，还可治疗由疟疾引起的间歇性发烧、骨蒸

和疲惫［3］，具有缓解中暑、止血、镇痛等活性［4］。随

着对青蒿研究的深入，发现其除了可治疗疟疾外，

还可治疗肺结核［5］、疥疮、急性惊厥等，具有抗病毒、

抗真菌、抗炎、抗癌等作用［5-8］。黄花蒿的主要有效

成分青蒿素是目前抗疟特效药［9］。疟疾是一类由疟

原虫引起的严重危害人类健康及生命安全的寄生

虫病，根据世界卫生组织发布的《2020 年世界疟疾

报告》［10］，全球感染疟疾的人数在 2.3 亿左右，死亡

人数约为 40 万人，与之前相比，感染疾病人数及死

亡人数虽略有下降，但疟疾仍是威胁人类健康的一

类 传 染 性 疾 病［11］。 近 几 年 ，全 球 青 蒿 素 用 量 近

180 吨（1 吨=1 000 kg），但由于野生黄花蒿中青蒿素

含量低且质量不稳定，致使大部分原料不具备商业

价值，故出现青蒿素需求缺口大［12］而青蒿素原料供

不应求的现状［13］。

在我国，黄花蒿天然群体呈现一定地域性［14］，

高品质青蒿最适宜产区主要分布于秦岭淮河以南

地区。不同基原黄花蒿因采收时间、气候环境、肥

料等因素的不同，会对黄花蒿次生代谢物的积累产

生影响，导致难以评价黄花蒿类群的品质［15-16］。由

于目前还无法实现青蒿素的体外生物全合成，因

此，青蒿素的获取仍依赖于植物提取。但黄花蒿主

要依靠人工栽培，质量良莠不齐，因此，培育优良药

用植物新品种是保障优质药材生产的前提［17］，明确

影响黄花蒿品质的主导因子是研究关键。

选择合理的评价指标对黄花蒿质量标准的评

定至关重要。黄花蒿内发挥作用的成分为倍半萜

类成分——青蒿素类化合物［18］，青蒿素的合成属于

类异戊二烯的合成途径，起源于异戊烯基焦磷酸及

二甲基丙烯基焦磷酸［19-20］，已有文献报道青蒿乙素
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可能是合成青蒿素的前体物质［21］，说明青蒿乙素对

于青蒿素的合成意义重大。因此，本研究拟对青蒿

素及青蒿乙素 2 个成分进行定量分析。目前关于此

二者含量测定的方法较多 ，主要有薄层色谱法

（TLC），紫外分光光度法（UV）和高效液相色谱法

（HPLC）等［22］。本研究选择超高效液相色谱 -串联

质谱法（UPLC-MS/MS）进行检测［23］，一方面，TLC

和 UV 等方法的灵敏度较低且易受干扰；另一方面，

青蒿素类化合物因其特殊的过氧桥结构而对紫外

吸收不明显，需要经过衍生化处理，再进行 HPLC 分

析，方法较为繁琐［23］；而液质联用技术将色谱对复

杂样品的高分离能力及质谱的高选择性、高灵敏度

等特性结合起来，比较适合用于这类无紫外吸收的

化合物的定量分析。

古籍中对道地药材的形成与生态环境之间的

关系已有初步认识和记载，认为药材品质与生态环

境密切相关［24］，例如，《本草经集注》记载“诸药所

生，皆有境界”。有学者收集全国各地黄花蒿中的

青蒿素含量数据，分析了该成分含量与气候因子及

地理分布之间的关系，结果表明青蒿素含量与日

照、气温、降水量及产地纬度密切相关［25］。根据物

种多样性与气候数据库，研究人员认为黄花蒿适宜

产区分布在北美洲东部、欧洲西部及亚洲东部［26］；
在 亚 热 带 地 区 ，其 青 蒿 素 质 量 分 数 在 0.4%~

0.7%［27-28］，在温带和寒带地区则<0.1%［29-30］。然而，

以上研究均未区分黄花蒿生长过程中的遗传因素、

环境因素和人为因素，基于此，本研究拟采用随机

分布水培方式，对不同种源黄花蒿叶片中的青蒿素

及青蒿乙素含量进行测定，比较在相同环境下不同

种源黄花蒿中这 2 种成分的差异，探讨同一环境及

栽培模式下不同产地黄花蒿内青蒿素及青蒿乙素

含量与其经纬度之间的相关性，以期为黄花蒿的育

种提供数据支持。

1 材料

ACQUITY I-Class 型高效液相色谱仪与 Xevo

TQ-S micro 型三重四级杆串联质谱仪（美国 Waters

公司），XS105 型 1/10 万电子分析天平［梅特勒-托利

多仪器（上海）有限公司］，JXFSTPRP-GN 型多样品

组织研磨仪（上海净信实业发展有限公司），BS210S

型 1/1 万电子分析天平（德国赛多利斯公司），Milli-

Q 型超纯水机（美国 Millipore 公司）。青蒿素对照品

（上海源叶生物科技有限公司，批号 CF201801，纯度≥
98%），青蒿乙素对照品（上海瀚香生物科技有限公

司，批号 HX201810226，纯度≥98%），水为超纯水，

甲醇、乙腈、甲酸为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

云南、山西、海南等 10 个地区的黄花蒿种子均

由中国中医科学院中药研究所向丽副研究员采集，

运用水培方法将种子萌发为完整的植株，植株经中

国中医科学院中药研究所向丽副研究员鉴定为菊

科植物黄花蒿 A. annua，种子经 DNA 条形码技术再

次验证鉴定。每个产地 6 个生物学重复，每个生物

学 重 复 进 行 3 个 技 术 重 复 ，具 体 采 集 样 本 信 息

见表 1。

首先筛选出干净的种子（部分种子带壳），不同

地域的黄花蒿种子随机种于海绵盘，倒入适量水，

使海绵充分吸水，待其发芽后放置于黑暗处，盖上

保鲜膜，25 ℃恒温培养，长出根为止（根透过海绵）
将其随机种到水培间循环水培养数周，生长一段时

间后采集叶片；水培样品顺序见图 1。

2 方法与结果

2.1 色 谱 条 件 使 用 Waters ACQUITY UPLC®

BEH C18 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），流动相

表 1 黄花蒿种子采样信息

Table 1 Sampling information of A. annua seeds

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

产地

云南

山西

海南

甘肃

黑龙江

湖北

山东

广西

北京

浙江

经度/°

102.716

112.569

109.845

103.833

126.670

114.279

117.009

108.295

113.641

120.160

纬度/°

25.052

37.880

19.039

36.065

45.748

30.573

36.663

22.838

34.758

30.272

质量分数（n=6）/μg·g-1

青蒿素

3 810.597

1 071.772

3 702.952

17.181

105.284

3 336.534

860.521

2 748.592

1 035.802

1 359.466

青蒿乙素

384.629

1 691.747

325.771

10.813

1 092.411

90.074

1 380.204

149.782

1 357.668

1 086.604

数字编号与表 1 中产地编号一一对应

图 1 黄花蒿种子水培样本随机栽培

Fig. 1 Cultivation of A. annua seeds in hydroponic culture
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水 -乙腈（95∶5，含 0.1% 甲酸，A）-乙腈 -水（95∶5，含

0.1% 甲酸，B）梯度洗脱（0~3.5 min，25%~1%A；3.5~

3.6 min，1%~25%A；3.6~5.0 min，25%A），流速设定

0.4 mL·min-1，柱温 35 ℃，进样量 1 μL。

2.2 质谱条件 电喷雾离子源（ESI），离子源温度

500 ℃，锥孔气及脱溶剂气均为氮气，脱溶剂气流速

800 L·h-1，锥孔气流速 50 L·h-1，毛细管电压 3 kV，数

据采集模式为多反应监测（MRM）模式，在正离子模

式下采集，运用外标法计算每个化合物的含量；数
据 分 析 使 用 仪 器 自 带 MassLynx 4.2 SCN977 及

TargetLynx 进行分析，数据统计运用 R 语言。

2.3 溶液的制备

2.3.1 对照品溶液 取青蒿素对照品 5.0 mg，精密

称定后加入乙腈 1 mL，配成 5 g·L-1青蒿素对照品溶

液；取青蒿乙素对照品 5.0 mg，精密称定后加入乙腈

1 mL，配成 5 g·L-1 青蒿乙素对照品溶液；分别取青

蒿素及青蒿乙素对照品溶液适量，加入 50% 乙腈

（含 0.1% 甲酸）稀释成青蒿素、青蒿乙素质量浓度均

为 1 g·L-1的混合对照品溶液。

2.3.2 供试品溶液 收集叶片后进行冷冻干燥，运

用组织研磨仪将样品研成极细粉（功率 50 Hz，研磨

时间 40 s）。称取 0.01 g 于 1.5 mL 的离心管中，加入

80% 甲醇（含 0.1% 甲酸）1 mL，超声 30 min（100 W，

40 kHz），以 12 000×g，4 ℃离心 20 min，吸取上清液

至新的 1.5 mL 离心管中备用，置于-80 ℃冰箱保

存；进样前取出样品平衡至室温，再用 50% 乙腈稀

释 10 倍，待测。

2.4 方法学考察

2.4.1 专属性试验 取 2.3 项下制备的溶液，按 2.1

和 2.2 项下条件测定，见图 2。结果显示，各成分之

间无干扰，该方法专属性良好。

2.4.2 线性关系考察 分别精密吸取混合对照品

溶液适量，加 50% 乙腈（含 0.1% 甲酸）稀释，配成系

列质量浓度的混合对照品溶液，按 2.1 和 2.2 项下条

件测定。以对照品质量浓度（mg·L-1）为横坐标轴，

峰面积为纵坐标轴，绘制标准曲线，得青蒿素、青蒿

乙 素 回 归 方 程 分 别 为 Y=1.268 59X+17.808 5（R2=

0.999 4），Y=4.172X+56.332 4（R2=0.999 6），线性范

围均为 0.062 5~2 mg·L-1。

2.4.3 精密度试验 取同一供试品溶液，按 2.1 和

2.2 项下条件连续进样 6 次，计算青蒿素及青蒿乙素

峰面积的 RSD 分别为 2.4% 和 2.5%，表明仪器精密

度良好。

2.4.4 重复性试验 分别精密称取同一份黄花蒿

样品 6 份，按 2.3.2 项下方法制备供试品溶液，按 2.1

和 2.2 项下条件测定，计算青蒿素和青蒿乙素平均

质量分数为 5 988.736，1 041.428 μg·g-1，RSD 分别

为 1.1%，5.1%，表明该方法重复性良好。

2.4.5 稳定性试验 取同一供试品溶液，分别于制

备后 0，1，2，4，8，12，24 h 按 2.1 和 2.2 项下条件测

定，计算青蒿素和青蒿乙素峰面积的 RSD 分别为

4.0%，2.3%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性较好。

2.4.6 加样回收率试验 精密称取已知指标成分

含量的样品粉末 0.005 g，共 6 份，分别加入青蒿素及

青蒿乙素（质量浓度分别为 0.982，0.049 mg·L-1）的
混合对照品溶液 1 mL，按 2.3.2 项下方法制备供试

品溶液，按 2.1 和 2.2 项下条件测定，计算青蒿素平

均加样回收率 103.82%，RSD 6.1%；青蒿乙素平均

加样回收率 102.51%，RSD 6.0%，表明该方法准确

性良好。

A，B. 混合对照品；C，D. 供试品；1. 青蒿素；2. 青蒿乙素

图 2 黄花蒿 UPLC-MS/MS分析的总离子流

Fig. 2 Total ion chromatograms of A. annua by UPLC-MS/MS
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2.5 样品测定 不同种源黄花蒿中青蒿素与青蒿

乙素的质量分数见表 1。结果发现不同种源黄花蒿

水培后这 2 个成分的含量均存在较大差异，其中，青

蒿素含量较高的种源地是云南，平均质量分数达到

3 810.597 μg·g-1，其次是海南，平均值 3 702.952 μg·g-1；
青蒿乙素含量最高的是山西，平均质量分数达到了

1 691.747 μg·g-1，其次是山东，平均值 1 380.204 μg·g-1；
甘肃采集黄花蒿种子经水培后青蒿素及青蒿乙素

的含量均较低，质量分数分别为 17.181，10.813 μg·g-1，

分 别 为 云 南 青 蒿 素 及 青 蒿 乙 素 含 量 的 0.5% 及

2.8%，以及山西的 1.6% 及 0.6%。由图 3 可知，湖北

产地的黄花蒿与其他产地相比，其青蒿素含量波动

较大，根据统计结果得标准差 1 758.445 μg·g-1，这

在研究中应当引起关注；源于北京的黄花蒿中青蒿

素含量波动值较小，标准差 269.584 μg·g-1；青蒿乙

素在山西及山东产地黄花蒿中的含量相对波动较

大，标准差分别为 338.004，374.68 μg·g-1。根据以

上实验数据可以看出，不同产地黄花蒿中青蒿素、

青蒿乙素含量具有很大差异，以青蒿乙素质量分数

为纵坐标，青蒿素质量分数为横坐标，进行聚类分

析，见图 4，以青蒿乙素质量分数/青蒿素质量分数=

0.5 作为分界线（图中灰色虚线）。结果显示，10 个

产地的黄花蒿被自然分为 2 个类群，位于灰色虚线

左边的产地有山西、北京、黑龙江、山东、浙江、甘

肃，位于灰色虚线右边的产地为云南、海南、湖北、

广西，这 4 个产地均位于秦岭淮河以南地区；聚类分

析结果与其他学者发现的野生黄花蒿含量变化规

律一致，具有明显的空间聚集特征［25］。

2.6 相关性分析 黄花蒿中青蒿素、青蒿乙素含量

与种源地的相关性分析见图 5，6。结果发现青蒿素

含量与种源地经度呈负相关（r=0.431），但相关性不

显著；青蒿素含量与种源地纬度显著相关（r=0.851，

P<0.01），表明青蒿素含量与纬度变化密切相关。青

蒿乙素含量与种源地经度、纬度均呈正相关（r 分别

为 0.516，0.555），但这种相关性均不显著。综上所

述，不同种源的黄花蒿在同一培养环境下培养青蒿

素与青蒿乙素的含量差异具有统计学意义，青蒿素

与青蒿乙素含量与种源地纬度的关系相对于经度

来说更加紧密一些，说明在培养环境一致的情况

下，不同种源的黄花蒿中青蒿素及青蒿乙素的含量

依然是有差别的。

3 讨论

为了比较不同种源黄花蒿中青蒿素及青蒿乙

素的含量，本研究将云南、北京、黑龙江、山东、山

西，湖北等不同来源的黄花蒿种子置于同一环境下

图 4 不同种源黄花蒿的聚类分析

Fig. 4 Cluster analysis of A. annua from different provenances

图 3 不同种源黄花蒿中指标成分含量分布的箱式分析

Fig. 3 Box diagram of content distribution of index components

in A. annua from different provenances

图 5 黄花蒿中青蒿素含量与种源地经纬度的相关性分析

Fig. 5 Correlation analysis of artemisinin content in A. annua with longitude and latitude of provenance
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水培，然后建立基于 UPLC-MS/MS 快速测定其中

2 种化合物含量的方法，通过方法学考察，证明该方

法专属性良好；根据含量测定结果，不同种源黄花

蒿在同一培养环境下的青蒿素及青蒿乙素含量的

差异具有统计学意义（P<0.01），以青蒿素含量为参

考，种源地为云南及海南的黄花蒿质量较好，而来

源于甘肃的质量较差；依据青蒿素质量分数与青蒿

乙素质量分数的比值，运用笛卡尔坐标系将 10 个种

源的黄花蒿分为 2 个类群，其中位于秦岭淮河以南

的地区即青蒿素含量较高的地区聚为一类；为了进

一步比较相关差异，对 2 种化合物的含量与不同种

源地的经纬度作相关性分析，结果表明不同种源黄

花蒿中青蒿素含量与纬度显著相关，与不同环境下

所得研究结果一致［25］，具有明显空间聚集，但本文

研究结果中青蒿乙素含量与种源地的经纬度未呈

现显著相关性。

高品质药材的形成与环境饰变、遗传背景及人

为因素密切相关。本研究考察了在同一培养环境

下黄花蒿中青蒿素与青蒿乙素的含量差异，并进行

相关性分析，结果表明在同一环境下生长的黄花蒿

中青蒿素变化规律与不同环境下黄花蒿中青蒿素

变化规律一致，推测其种质遗传背景对青蒿素及青

蒿乙素的含量具有更为关键的影响，进一步解析不

同种源遗传背景及相互之间的差异，可对后续黄花

蒿的优良品种筛选提供依据。本研究将不同种源

的黄花蒿置于同一环境下培养，探究了青蒿素、青

蒿乙素含量与种源的关系，但高品质黄花蒿形成机

制的阐释不太全面，仍需在环境饰变、遗传背景及

人为因素方面进行深入研究。
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