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电化学模拟制备天麻素体内氧化代谢产物及其神经保护作用研究  
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摘  要：目的  采用电化学模拟技术制备天麻素体内 I 相氧化代谢产物，并确认其为潜在起效成分。方法  采用电化学模拟

技术（µPrepcell 电池及 SynthesisTM 制备型电池），优化电压、电解液、反应物浓度和体积流量等，制备天麻素体内 I 相氧化

代谢产物。构建缺糖缺氧/复氧（oxygen and glucose deprivation/reperfusion，OGD/R）诱导的 PC12 细胞模型，考察天麻素及

其 5 个代谢产物的神经保护作用。结果  通过优化参数，确定薄层电化学电池（µPrepcell）模拟天麻素代谢为对羟基苯甲

醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷和对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷的反应条件为：掺硼金刚石（borondopeddiamond，BDD）为工

作电极，最佳底物浓度为 100 µmol/L，最佳电解液浓度为 20 mmol/L 甲酸铵水溶液-甲醇（1∶9），最佳体积流量为 50 µL/min，

最佳电压为 1.6 V。再利用电化学合成电池（SynthesisCell）进行大量制备，玻碳（reticulated glassy carbon，RGC）电极为工

作电极，从 240 mg 天麻素中制备得到 77 mg 对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷。神经保护活性评价表明天麻素及其 5 个代

谢产物对 OGD/R 诱导的 PC12 细胞均具有较好的保护作用（P＜0.05、0.01），且浓度为 50 µmol/L 时，与天麻素相比，代谢

产物对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷和对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷神经保护作用相对显著（P＜0.05），存活率分

别提高了 8.63%、9.42%，细胞凋亡率分别降低了 29.27%、45.30%。Western blotting 结果表明对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖

苷和对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷均可显著增加 OGD/R 诱导的 PC12 细胞 B 淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）

蛋白表达水平（P＜0.01），降低 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cystein-

asparate protease-3，Caspase-3）蛋白表达水平（P＜0.01）。结论  天麻素及其代谢产物均具有神经保护作用，首次应用电化学

模拟新技术制备天麻素体内 I 相氧化代谢产物并初步阐明了其发挥神经保护作用的机制，为阐明天麻素的起效物质奠定基础。 
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Abstract: Objective  To prepare the phase I oxidative metabolites of gastrodin in vivo by electrochemical technology, and then 

confirm the potential active components. Methods  Electrochemical technologies (µPrepcell and SynthesisTM cell) were used to 
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optimize the voltage, electrolyte, reactant concentration and flow rate, etc., and prepare phase I oxidation metabolites of gastrodin in 

vivo. Oxygen and glucose deprivation/reperfusion (OGD/R) induced PC12 cells model was constructed to investigate the 

neuroprotective effects of gastrodin and its five metabolites. Results  By optimizing the parameters, µPrepcell of electrochemical was 

determined to simulate the metabolism of gastrodin to p-hydroxybenzaldehyde-O-β-D-glucopyranoside and p-hydroxybenzoic acid-

O-β-D-glucopyranoside. The optimized reaction conditions: Borondopeddiamond (BDD) working electrode was used as the working 

electrode; Optimal substrate concentration was 100 µmol/L; Optimal concentration of electrolyte was 20 mmol/L ammonium formate 

water-methanol (1∶9), optimal flow rate was 50 µL/min, and optimal voltage was 1.6 V. Using electrochemical SynthesisCell, 

reticulated glassy carbon (RGC) electrode for bulk preparation, 77 mg p-hydroxybenzaldehyde-O-β-D-glucopyranoside was prepared 

from 240 mg gastrodin. The neuroprotective activity evaluation showed that gastrodin and its five metabolites had a good protective 

effect on OGD/R induced PC12 cells (P < 0.05, 0.01), and when the concentration was 50 µmol/L, p-hydroxybenzaldehyde-O-β-D-

glucopyranoside and p-hydroxybenzoic acid-O-β-D-glucopyranoside had a relatively significant neuroprotective effect (P < 0.05), 

survival rate increased by 8.63% and 9.42%, and apoptosis rate decreased by 29.27% and 45.30%, respectively. The results of Western 

blotting showed that p-hydroxybenzaldehyde-O-β-D-glucopyranoside and p-hydroxybenzoic acid-O-β-D-glucopyranoside could 

obviously increase the protein expression level of B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) (P < 0.01), and reduce the protein expression levels of 

Bcl-2 associated X protein (Bax) and cystein-asparate protease-3 (Caspase-3) in OGD/R induced PC12 cells (P < 0.01). Conclusion  

For the first time, electrochemistry was used to simulate the in-vitro phase I oxidative metabolism of gastrodin and the mechanism of 

its neuroprotective effect was preliminarily elucidated. It was preliminarily found that gastrodin had neuroprotective effects, which laid 

a foundation for clarifying the active substances of gastrodin. 

Key words: gastrodin; electrochemistry; oxidative metabolites; neuroprotection; activity evaluation; p-hydroxybenzaldehyde-O-β-D-

glucopyranoside; p-hydroxybenzoic acid-O-β-D-glucopyranoside 

中药进入体内的化合物是中药发挥药效的物质

来源，目前认为在体内达到一定血药浓度的原型成

分及代谢产物为药效物质，其可能通过叠加作用或

协同作用共同参与发挥药效[1-2]。天麻素是天麻的主

要活性成分之一[3]，其对帕金森[4]、脑缺血[5]、神经

保护[6-7]、头晕[8]等神经系统疾病具有很好的治疗效

果。研究者对天麻素体内代谢产物进行了大量研究，

发现天麻素进入血浆中的代谢产物有对羟基苯甲

醇、对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷、对羟基苯

甲酸、对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷、对羟基

苯甲醛、对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷的磺基

化产物、对羟基苯甲醇的磺基化产物、对羟基苯甲

酸的磺基化产物、对羟基苯甲酸的甘氨酸化产物以

及脱烃基、脱甲氧基的 2 个 I 相代谢产物和 2 个乙

酰化氨基酸结合的 II 相代谢产物[9-10]。Jia 等[11]进一

步采用绝对定量和半定量法研究发现血浆中天麻素

及其代谢产物暴露量达峰浓度（Cmax）大小依次为

天麻素＞对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷＞对

羟基苯甲酸＞对羟基苯甲醇＞对羟基苯甲醛-O-β-

D-吡喃葡萄糖苷＞对羟基苯甲醛，其中对羟基苯甲

酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷和对羟基苯甲酸的暴露量

远高于对羟基苯甲醇，且对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃

葡萄糖苷、对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷的暴

露量高于其苷元对羟基苯甲酸、对羟基苯甲醛。目

前对羟基苯甲醇、对羟基苯甲酸、对羟基苯甲醛均

已报道具有一定的神经保护作用[12-14]，然而天麻素

中进入体内经 I 相氧化生成的具有较高暴露量的代

谢产物对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷和对羟

基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷是否也具有很好的

神经保护作用尚不清楚。本研究首先制备得到代谢

产物对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷和对羟基

苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷，并进一步评价确认其

活性。 

目前，对于体内代谢产物的制备有化学合成

法[15]、体外生物合成法[16]、从体内排泄物直接提取

法等[17]。近年来，电化学系统是高效的代谢产物合

成的一种新的技术工具，其可模拟自然氧化还原反

应以及结合反应[18-20]，如 Baumann 等[21]分别采用体

内实验、体外实验、电化学-质谱（EC-MS）法模拟

药物代谢得到化学药四氢西泮的代谢数据，说明

EC-MS 法模拟药物代谢具有极高的一致性；Khera

等[22]通过比较电化学和酶氧化制备他汀类药物代

谢物研究发现电化学模拟方法具有较高的得率；

Brauckmann 等[23]通过使用 LC/ESI-MS 检测到顺铂

及西咪替丁之间的加合物与产品其各自的电化学氧

化产物；Szultka-Młyńska 等[24]对利用 EC-MS 模拟

药物/异生物质的 I相氧化和 II相结合代谢产物进行

总结。目前该技术已广泛应用于模拟制备已上市化
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学药的代谢。中药及其复方含有的化学成分繁杂，

其吸收进入体内的化学成分及代谢产物亦繁杂，且

代谢产物不易鉴定，因此，基于电化学技术模拟中

药中的单体成分的代谢，对于阐明中药体内药效成

分具有极高的应用价值。本研究利用电化学模拟技

术制备天麻素体内 I 相氧化代谢产物，并评价天麻

素及其体内代谢产物对缺糖缺氧/复氧（oxygen and 

glucose deprivation/reperfusion，OGD/R）诱导的

PC12 神经细胞损伤的保护作用，以期充分阐明天麻

素在体内的起效物质，为研究其作用机制奠定基础。 

1  材料 

1.1  细胞 

PC12 细胞购自北京北纳生物科技公司。 

1.2  药品与试剂 

天麻素（批号 M11GS148059）、对羟基苯甲醛

（批号 Y02J7C15574）、对羟基苯甲酸（批号 D-063-

161216）购自上海源叶生物科技有限公司，质量分

数＞98%；对羟基苯甲醇（批号 RFSD05911812016，

质量分数＞98%）购自成都瑞芬思生物科技有限公

司；对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷（质量分数＞

98%）由本实验室氧化合成制备所得；氯化钠（批

号 20220107）、氯化钾（批号 20200103）、无水氯化

钙（批号 20190822）、无水硫酸镁（批号 20200116）、

碳酸氢二钠（批号 20180108）、碳酸氢钠（批号

20220215）、氢氧化钠（批号 20211224）均购自国药

集团化学试剂有限公司；HEPES（批号 7365-45-9）

购自美国 Amresco 公司；甲醇（批号 206403）、乙

腈（批号 207296）、甲酸（批号 207034）、0.01 mol/L

磷酸盐缓冲液（PBS，批号 20210927）、胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS，批号 31909）购自美国

Thermo Fisher Scientific 公司；甲酸铵（批号 L0810）、

乙酸铵（批号 160267A）购自美国 Flucka analytical

公司；二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO，批

号 24117007）购自美国 Sigma 公司；不完全 RPMI 

1640 培养基（含双抗，批号 20211015）购自北京百

诺威生物科技有限公司；0.25%胰蛋白酶（含 EDTA，

批号 202011229）、CCK-8 检测试剂盒（批号

K001062211）购自北京兰博利德商贸有限公司；凋

亡试剂盒（批号 20210831）购自江苏凯基生物技术

股份有限公司；RIPA 裂解液（批号 9116）、BCA 蛋

白定量试剂盒（批号 9232）、4%～15%聚丙烯酰氨

凝胶（SDS-PAGE）制备试剂盒（批号 P1200）购自

爱必信（上海）生物科技有限公司；SDS-PAGE 电

泳缓冲液（批号 B1005）、TBST 洗膜液（批号 B1009）

购自北京普利莱基因技术有限公司；PVDF 膜（批

号 IPSN08132）购自美国 Merck Millipore 公司；B

淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）抗体（批

号 AF6285）购自碧云天生物技术有限公司；Bcl-2

相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）抗体

（批号 bs-28034R）购自北京博奥森生物技术有限公

司；半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cystein-asparate 

protease-3，Caspase-3）抗体（批号 E1121）购自美

国 Santa 公司；HRP 标记的山羊抗兔 IgG 抗体（批

号 G1401）、488 标记的山羊抗小鼠抗体（批号

GB25301）购自武汉赛维尔生物科技有限公司。 

1.3  仪器 

1290 型超高效液相色谱仪、6550 型 Q-TOF 质

谱（美国 Agilent 公司）；ROXY 电化学模拟系统

[μPrepCellTM、掺硼金刚石（borondopeddiamond，

BDD）工作电极、Pd/H2参比电极，SynthesisCellTM、

玻碳（reticulated glassy carbon，RGC）工作电极，

美国 Antec 公司]；制备型高效液相色谱，LC-100P

型泵和 LC-100UV 型检测器（大连江申分离科技有

限公司）；Milli-Q 超纯水系统（美国 Millipore 公司）；

SQP 型十万分之一电子天平（美国 Mettler Toledo 公

司）；KQ-300DE 型数控超声波清洗器（昆山市超声

仪器有限公司）；5305型真空浓缩仪（德国Eppendorf

公司）；3-18KS 型离心机（美国 Sigma 公司）；NU-

5810E 型 CO2 培养箱（美国 NuAire 公司）；IX71 型

倒置荧光显微镜（日本 Olympus 公司）；FACS Canto 

II 型流式细胞仪（美国 BD 公司）；SK-D3309-Pro 

LCD 数控三维摇床（大龙兴创实验仪器股份公司）；

Amersham Imager 680 型化学发光成像仪（美国

Cytiva 公司）。 

2  方法 

2.1  电化学模拟技术制备天麻素体内 I相氧化代谢

产物 

2.1.1  电化学反应条件的优化 

（1）电压条件的优化：取 100 μmol/L 天麻素 5 

mL，通过注射泵输入电化学反应小室，体积流量为

50 μL/min，在 Roxy 电化学反应监测系统离线模式

下，分别设置 1.0、1.2、1.4、1.6、1.8、2.0 V 恒定

电压，使用 µPrepCell™进行反应，收集反应液，液

质联用检测分析。 

（2）电解液优化：取 100 μmol/L 天麻素底物溶

液，以 50 μL/min 将底物溶液输入反应小室中，电
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压设为 1.6 V，电解液为含有 20 mmol/L 甲酸铵的甲

醇-水（9∶1），对溶剂甲醇和乙腈、甲酸铵和乙酸

铵进行优化选择，收集不同电解液下的氧化产物溶

液，液质联用检测分析。 

（3）体积流量优化：其他条件不变，体积流量

选择 50、100、200 μL/min，收集反应液，液质联用

检测分析。 

（4）反应底物浓度优化：其他条件不变，称取

适量天麻素底物溶于 20 mmol/L 甲酸铵水溶液-甲

醇（1∶9）溶液中，浓度分别为 50、100、150 μmol/L，

收集反应液，液质联用检测分析。 

2.1.2  电化学和质谱联用在线模拟天麻素 I 相氧化

代谢产物  利用 ROXYTM 电化学系统对天麻素进

行电化学氧化，该系统装备了薄层反应池

（µPrepCell）以及掺硼金刚石工作电极和 Pd/H2参比

电极，天麻素浓度为 100 μmol/L[溶于 20 mmol/L 甲

酸铵水溶液-甲醇（1∶9）]，通过 5 mL 注射泵注射

到电化学反应池中，体积流量 50 μL/min、温度 20 ℃

为最佳模拟条件，施加 1.6 V 电压，连接质谱，采

用 ESI-MS 对氧化产物进行检测（干燥气温度 

200 ℃，干燥气体积流量 11 L/min，喷雾气压力

275.8 kPa，鞘气温度 300 ℃，鞘气体积流量 12 

L/min），通过 Agilent MassHunter Qualitative Analysis

软件在线观察天麻素 I 相氧化代谢产物的生成。 

2.1.3  电化学离线模拟制备天麻素 I 相代谢产物  以

100 μmol/L 天麻素[溶于 20 mmol/L 甲酸铵水溶液-

甲醇（1∶9）]、体积流量 50 μL/min、电压 1.6 V、

氧化过程中的温度 20 ℃为最佳模拟条件，反应过

程中不连接质谱，收集反应溶液后，进行液质分析。 

Zorbax Eclipse Plus C18 色谱柱（150 mm×2.1 

mm，1.8 μm），流动相为 0.1%甲酸水溶液（A）-乙

腈（B），5%乙腈等度洗脱 10 min；体积流量 0.4 

mL/min；柱温 35 ℃；紫外检测器波长 220 nm；进

样量 2 μL。质谱参数同“2.1.2”项。 

2.1.4  电化学 SynthesisCellTM 制备池制备天麻素

的体内 I 相氧化代谢产物 

（1）最佳反应时间考察：电化学 SynthesisCellTM

制备池中装有 RGC 工作电极（4.5 cm×4.5 cm×0.2 

cm）和参比电极（Pd/H2），使用 ROXYTM系统控制

电化学电位，底部放有磁力转子，使转子和玻碳电

极保持一定的空间距离，将制备池放在磁力搅拌器

上。量取 100 μmol/L 天麻素[溶于 20 mmol/L 甲酸

铵水溶液-甲醇（1∶9）]80 mL 放置于制备池中，

电化学电池在氧化过程中的温度为 20 ℃，电压设

置为 1.6 V，反应过程中用磁力搅拌器低速搅拌。在

电化学反应过程中对反应时间进行考察，分别于 5、

10、15、20 min 后收集反应液，取 1 mL 反应液经

0.22 μm 滤膜滤过，进行液质分析。 

（2）放大制备：称取天麻素，用缓冲液[20 

mmol/L 甲酸铵水溶液（pH 7.4）-甲醇（1∶9）]配

制成浓度为 100 µmol/L 天麻素溶液，放置于制备池

中进行反应，收集所有反应液。 

2.1.5  代谢产物分离制备  收集的所有反应液通过

旋转浓缩仪浓缩，浓缩温度为 50 ℃，7%乙腈溶解，

在下列条件下对该溶液进行制备：制备型色谱柱

YMC-Pak ODS-A C18 色谱柱（250 mm×20 mm，5 

µm），紫外波长 220 nm，流动相为 7%乙腈，进样

量 0.2 mL；体积流量 8 mL/min。流出液经真空旋转

浓缩仪浓缩至小体积后，加水溶解，冻干。 

2.1.6  代谢产物结构鉴定  通过高分辨质谱（HR 

ESI-MS）、核磁共振波谱（13C-NMR 和 1H-NMR）

等方法对代谢产物进行结构鉴定。 

2.2  天麻素及其代谢产物对 OGD/R 诱导的 PC12

细胞的影响 

2.2.1  药物的配制 

（1）天麻素及代谢产物的配制：精密称取适量

天麻素、对羟基苯甲醇、对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃

葡萄糖苷、对羟基苯甲醛、对羟基苯甲酸-O-β-D-吡

喃葡萄糖苷、对羟基苯甲酸对照品，用 DMSO 溶解，

得各母液浓度为 10 mmol/L。 

（2）缺糖缺氧液的配制：称取氯化钠 6.8 g、氯

化钾 0.4 g、无水氯化钙 0.2 g、无水硫酸镁 0.1 g、

磷酸氢二钠 0.3 g、碳酸氢钠 2.2 g、HEPES 4.8 g，

溶于 1 L 超纯水，即得缺糖缺氧液，于 4 ℃保存。 

2.2.2  细胞 OGD/R 模型的制备、分组和给药  将培

养 3～5 d 的 PC12 细胞用于建立 OGD/R 模型。细胞

消化后按 1.5×105个/孔接种于 96 孔板中培养 24 h。

给药组和模型组加入缺糖缺氧液，放入缺氧小室后

通入混合气体（1% O2、5% CO2、94% N2）缺糖缺氧

6 h。之后模型组更换为完全培养基，给药组分别加

入 12.5、25.0、50.0 µmol/L 天麻素及其代谢产物。模

型组和给药组在恒温培养箱中复糖复氧 24 h；空白

组为不含细胞的空白培养基，对照组细胞加入含

0.5% DMSO 的培养基，在恒温培养箱中培养 24 h。 

2.2.3  细胞存活率检测  各组每孔分别加入 CCK-

8 溶液孵育 2 h，空白孔为空白培养基，450 nm 波长
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下测定吸光度（A），计算细胞存活率。每组平行 6

个复孔，实验重复 3 次。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.2.4  流式细胞术检测细胞凋亡率  按“2.2.2”项

下方法进行分组、造模，分别加入 50 µmol/L 天麻

素及其代谢产物，取上清液，600×g 离心 5 min，

收集沉淀，用胰酶消化后于 400×g 离心 5 min，收

集细胞。加入 100 µL binding buffer 缓冲液重悬细

胞，再分别加入 5 μL 硫氰酸荧光素标记磷脂结合蛋

白（Annexin V-FITC）与 5 μL 碘化丙啶（PI）混匀，

避光孵育 15 min，应用 FACS Canto II 流式细胞仪

检测各组细胞凋亡情况。 

2.2.5  Western blotting 检测凋亡相关蛋白表达  按

“2.2.2”项下方法进行分组、造模，分别加入 50 

µmol/L 对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷及对羟

基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷后，收集细胞，RIPA

裂解液裂解细胞，提取并定量蛋白，加热使蛋白变

性。取蛋白样品经 10% SDS-PAGE 凝胶电泳后转至

PVDF 膜，4 ℃封闭过夜，室温孵育一抗、二抗。

以 β-tubulin 作为内参，ECL 试剂检测免疫反应蛋

白，Chemi-Doc XRS+曝光，Image LabTM 分析化学

发光强度，各蛋白与内参的比值进行半定量分析。 

2.2.6  统计分析  所有数据均采用 x s 表示，组间

比较采用独立检验。 

3  结果 

3.1  电化学系统制备天麻素体内 I 相代谢产物 

3.1.1  电化学反应条件优化  通过施加不同恒定电

压，收集反应液，液质联用分析，结果见图 1。在

1.4 V 时氧化产物已有形成，1.6 V 时氧化产物大量生

成，天麻素含量急剧下降，电压达到 2.0 V 时，天麻

素和氧化产物色谱峰均趋于消失，这可能是由于高 

 

M0-天麻素  M1-对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷  M2-对羟

基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷，图 2、3 同 

M0-gastrodin  M1-p-hydroxybenzoic acid-O-β-D-glucopyranoside  

M2-p-hydroxybenzaldehyde-O-β-D-glucopyranoside, same as fig. 2, 3 

图 1  不同电压下氧化产物 EIC 图 

Fig. 1  EIC diagram of oxidation products under different 

voltages 

电压下天麻素及其氧化产物会被氧化为CO2和H2O。 

同此，确定最佳浓度电解液为 20 mmol/L 甲酸

铵水溶液-甲醇（1∶9），最佳体积流量为 50 µL/min，

最佳底物浓度为 100 µmol/L。 

3.1.2  电化学 µPrepCell™模拟系统在线和离线模

拟制备代谢产物  电化学模拟系统和质谱联用分别

在线和离线模拟生成天麻素体内代谢产物。在线系

统中，天麻素的[M＋HCOO]−在电池关闭状态（图 2-

A）下被检测到，当电化学仪器连接到质谱并施加

1.6 V 电压时，[M＋HCOO]−离子丰度下降。在电池

开启模式下获得的质谱离子图（图 2-B）显示氧化

产物的产生，M1 为[M－H]−，经质谱裂解碎片初步

分析确定为对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷；

M2 为[M＋HCOO]−，经质谱裂解碎片分析确定天麻

素在体内转化的代谢产物为对羟基苯甲醛-O-β-D-

吡喃葡萄糖苷。

 

A-电池关闭状态  B-电池打开状态 

A-cell off  B-cell on 

图 2  EC-MS 在线检测天麻素代谢产物的生成 

Fig. 2  EC-MS online system detect metabolites of gastrodin
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3.1.3  LC-MS 检测电化学系统离线模拟制备得到

的反应液  收集电化学系统离线模拟制备得到的天

麻素反应液，进行 LC-MS 分析，利用氧化产物的碎

片离子进行定性鉴定，得到了 M1 和 M2 2 种代谢

产物，见图 3。 

 

图 3  LC-MS 离线检测天麻素代谢产物的生成 

Fig. 3  LC-MS offline system detect metabolites of 

gastrodin 

3.1.4  电化学 SynthesisCellTM 制备天麻素的体内 I 相

氧化代谢产物  利用电化学 SynthesisCellTM制备型电

极对其天麻素的 I 相氧化代谢产物进行大量制备，通

过对反应时间考察发现，反应 20 min 时氧化代谢产物

转化率最大。因此，称取 240 mg 天麻素，使其浓度为

100 µmol/L，分多次放置于制备池中进行反应，每次

反应 20 min 后停止，收集得到所有反应液。 

3.1.5  代谢产物分离及鉴定  经分离制备得到代谢

产物，制备液经真空旋转浓缩仪浓缩至干，加水溶

解，冷冻干燥，得到代谢产物对羟基苯甲醛-O-β-D-

吡喃葡萄糖苷（77 mg）。 

其结构鉴定如下：白色粉末，HR ESI-MS m/z 

[M＋HCOO]− 329.086 9，推断其相对分子质量为 284，

计算得分子式为 C13H16O7，其偏差为 2.36×10−6。1H-

NMR (600 MHz, CH3OH-d4) δ: 9.78 (1H, s, CHO), 

7.90 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-2, 6), 7.26 (2H, d, J = 8.4 

Hz, H-3, 5), 5.08 (1H, d, J = 7.2 Hz, glu-H1), 3.61～

3.62 (2H, m, glu-H2, 5), 3.67 (1H, m, glu-H3), 3.52 

(1H, m, glu-H4), 3.72 (1H, dd, J = 12.3, 5.6 Hz, glu-

H6a), 3.92 (1H, d, J = 12.3 Hz, glu-H6b)；13C-NMR 

(150 MHz, CH3OH-d4) δ: 192.90 (CHO), 132.849 (C-

1), 132.578 (C-2, 6), 117.2 (C-3, 5), 164.0 (C-4), 101.5 

(glu-C-1), 74.77 (glu-C-2), 78.3 (glu-C-3), 71.2 (glu-C-4), 

77.9 (glu-C-5), 62.4 (glu-C-6)。以上数据与文献报

道[25]对照，鉴定该化合物为对羟基苯甲醛-O-β-D-吡

喃葡萄糖苷。 

3.2  天麻素及其代谢产物对 OGD/R 诱导的 PC12

细胞的影响 

3.2.1  天麻素及其代谢产物对 OGD/R 诱导的 PC12

细胞存活率的影响  如图 4 所示，经缺氧处理后，

与对照组比较，模型组细胞存活率显著降低（P＜

0.01），表明 OGD/R 损伤 PC12 细胞造模成功。与

模型组比较，天麻素（12.5、25.0、50.0 µmol/L）组

细胞存活率均显著升高（P＜0.01）；当天麻素的 5 个

代谢产物作用于损伤的 PC12 细胞后，除 25.0、50.0 

µmol/L 的对羟基苯甲醇和 50 µmol/L 的对羟基苯甲

醛外，其他浓度的代谢产物均可显著提高细胞的存

活率（P＜0.05、0.01）。

       

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与天麻素组比较：&P＜0.05，下图同 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group; &P < 0.05 vs gaetrodin group, same as below figures 

图 4  12.5 (A)、25.0 (B)、50.0 (C) µmol·L−1 天麻素及其代谢产物对 OGD/R 诱导的 PC12 细胞存活率的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effects of 12.5 (A), 25.0 (B), 50.0 (C) µmol·L−1 gastrodin and its metabolites on survival rate of OGD/R induced PC12 

cells ( x s , n = 3)
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3.2.2  天麻素及其代谢产物对 OGD/R 诱导的 PC12

细胞凋亡的影响  如图 5 所示，与对照组比较，模型

组细胞凋亡率显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，

各给药组细胞凋亡率均显著降低（P＜0.05、0.01）。 

3.2.3  对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷及对羟基

苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷对 OGD/R 诱导的 PC12

细胞 Bcl-2、Bax 和 Caspase-3 蛋白表达的影响  如

图 6 所示，与对照组比较，模型组 Bcl-2 蛋白表达

水平显著降低（P＜0.01），Bax 和 Caspase-3 蛋白表

达水平均显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，各

给药组 Bcl-2 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01），

Bax 蛋白表达水平显著降低（P＜0.01）；对羟基苯

甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷组 Caspase-3 蛋白表达水

平显著降低（P＜0.01）。

 

图 5  天麻素及其代谢产物对 OGD/R 诱导的 PC12 细胞凋亡的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effects of gastrodin and its metabolites on apoptosis of OGD/R induced PC12 cells ( x s , n = 3)

 

图 6  对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷及对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷对 OGD/R 诱导的 PC12 细胞 Bcl-2、Bax 和

Caspase-3 蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effects of p-hydroxybenzaldehyde-O-β-D-glucopyranoside and p-hydroxybenzoic acid-O-β-D-glucopyranoside on 

expressions of Bcl-2, Bax and Caspase-3 proteins in OGD/R induced PC12 cells ( x s , n = 3)

4  讨论 

4.1  代谢产物制备方法比较 

目前用于体内代谢产物制备的方法有从生物样

品中分离、微生物转化法、化学结构修饰法、植物

组织培养法、从原植物中分离。然而生物样品富集

过程比较复杂，代谢产物分离难度大（内源性干扰

多），产率低，且需要较多的实验动物；微生物转化

需要筛选可转化得代谢产物的菌种，该操作耗时长，

操作复杂，且需在已确定代谢产物结构的基础上进

行；化学结构修饰法需在代谢产物结构确定的基础

上进行合成，某些合成反应复杂，且产率低；植物

组织培养法需根据文献筛选可转化得代谢产物的植

物，操作周期长，且获得代谢产物种类有限，无法

充分模拟体内代谢；从原植物中分离获取代谢产物，

往往数量有限，且操作繁琐、复杂，产率低。 

电化学反应作为一种新兴技术手段，可以提供
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快速、可靠且详细的药物可能的代谢产物，很好地

弥补药物体内代谢研究的不足。对于氧化反应，通

过在反应电极的正负极之间施加电压，在电极表面

形成氧自由基，当反应底物流经反应池时，氧自由

基会攻击底物的不饱和基团，将底物氧化[26]。通过

优化电极、电解液、电压等条件最终可选择性地制

备代谢产物。而在线观测电化学氧化可以观察得到

氧化反应过程中的中间代谢产物，为药物的药效研

究提供依据。电化学反应的机制为通过施加电压，

在电极表面形成氧自由基，从而模拟体内的各种代

谢反应。本课题组前期也采用电化学模拟技术制备

得到藁本内酯的体内关键 I 相代谢产物环氧藁本

内酯[27]。 

本研究中采用电化学系统中 µPrepcell 电池的

BDD电极实现了在线和离线模拟制备天麻素的2个

体内 I 相代谢产物，然而由于尚未购得制备型的

BDD 电极，故采用制备型玻碳电极制备时仅制备得

到了 1 个体内 I 相代谢产物（对羟基苯甲醛-O-β-D-

葡萄糖苷），说明电化学模拟系统中不同电极其氧化

能力不同，所生成的产物也有所差别。此外，本研

究采用 µPrepcell 电池制备时，反应体系太小，故暂

未能大量获得天麻素的 2 个体内 I 相代谢产物；采

用制备型玻碳电极制备时，由于制备池容量限制，

故 240 mg 天麻素分多次制备得到 77 mg 产物 1，制

备条件均为在 1.6 V 电压下，100 μmol/L 天麻素溶

液于 80 mL 反应池中反应 20 min，不需要其他氧化

剂。表明电化学制备代谢产物时，制备型电极反应

时间短，而 µPrepcell 电池反应时间较长，反应方法

简单，但若要获取大量产物，则需多次制备。 

4.2  天麻素及其体内代谢产物神经保护作用比较 

细胞存活率结果表明天麻素及其代谢产物对

OGD/R 损伤细胞均具有一定程度的保护作用。且当

浓度为 50 µmol/L 时，与天麻素相比，对羟基苯甲

醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷及对羟基苯甲酸-O-β-D-吡

喃葡萄糖苷对于损伤后的细胞具有更为明显的保护

作用，存活率分别提高了 8.63%、9.42%；且给予对

羟基苯甲醛及对羟基苯甲酸后的 PC12 细胞也具有

更高的存活率，较于对羟基苯甲醇，提高了 3.01%、

11.75%。 

PC12 细胞缺糖缺氧后，早期凋亡率和晚期凋亡

率显著增加，正常细胞减少。给予 50 µmol/L 的天

麻素和代谢产物后，早期凋亡率和晚期凋亡率均有

所降低。与天麻素相比，对羟基苯甲酸-O-β-D-吡喃

葡萄糖苷能显著降低 OGD/R 诱导的 PC12 细胞凋

亡率，降低了 45.30%，对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡

萄糖苷较天麻素作用于 OGD/R 诱导的 PC12 细胞

后，其凋亡率下降了 29.27%。 

4.3  对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷及对羟基

苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷神经保护作用 

细胞凋亡途径包括线粒体途径、死亡受体途径

及内质网应激途径[28]。Bcl-2 蛋白家族（主要包括促

凋亡因子 Bax 和抗凋亡因子 Bcl-2）通过调节线粒

体通透性从而调节细胞凋亡。正常生理条件下，Bax

和 Bcl-2 处于平衡状态；在缺糖缺氧条件下，诱导

破坏 Bax 和 Bcl-2 的平衡，导致 Bax 表达量增加，

Bcl-2 表达量减少，线粒体膜的通透性增加，细胞色素

C 进一步释放激活主要的凋亡执行蛋白 Caspase-3，最

终引起细胞凋亡[29]。 

通过进一步的流式细胞术及 Western blotting 实

验检测细胞凋亡情况，本研究发现天麻素体内代谢

产物对羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷及对羟基

苯甲酸-O-β-D-吡喃葡萄糖苷均可显著减少PC12细胞

凋亡进而保护神经细胞，其机制是通过升高 Bcl-2 的

表达水平，降低 Bax 及 caspase-3 的表达水平发挥

作用。 

此外，已有学者研究发现天麻素可通过降低细

胞外信号调节激酶 1/2（extracellular signal-regulated 

kinase 1/2，ERK1/2）的磷酸化状态及抑制 Caspase-3

表达减少神经细胞凋亡[30]；对羟基苯甲醇也通过增

加 Bcl-2 的表达和抑制 Caspase-3 的活化抑制细胞

凋亡从而保护神经细胞[31]；对羟基苯甲醛通过下调

Caspase-3 及 Bax 蛋白的表达抑制神经细胞凋亡发

挥对脑缺血再灌注大鼠的保护作用[32]；对羟基苯甲

酸可通过减少氧化应激抑制神经细胞凋亡[33]。而对

羟基苯甲醛-O-β-D-吡喃葡萄糖苷及对羟基苯甲酸-

O-β-D-吡喃葡萄糖苷这 2 个代谢产物也通过抑制

Bax/Bcl-2/Caspase-3 线粒体凋亡途径发挥神经保护

作用，这与天麻素在抑制细胞凋亡发挥神经保护作

用方面的药理机制一致。 

本研究首次采用电化学模拟法制备了天麻素体

内 I相代谢产物，并发现其对于OGD/R诱导的PC12

细胞存活率、凋亡抑制率均有一定程度的提升，提

示其在体内可能与天麻素共同发挥对神经系统的保

护作用，且可能通过抑制 Bax/Bcl-2/caspase-3 线粒

体凋亡途径发挥神经保护作用。本研究为今后天麻

药效物质基础研究提供了重要的依据。 
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