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脂溶性茶多酚中的主要活性组分及对人卵巢癌 

Ho．8910细胞株的体外抑制活性 

陈平 ，钟建华 ，孙东 

(1．浙江大学化学系 ，浙江 杭州 ，310028；2．温州医学院，浙江 温州 ，325000) 

摘要：利用高速逆流色谱对脂溶性茶多酚中的主要活性组分进行分离和纯化，获得了一种新的单取代的长碳链 

脂溶性儿茶素?表没食子儿茶素．3—0-没食子酸一4’．棕榈酸酯 ，并对其分子结构进行 了元素分析 、IR、MS和 

H—NMR 等 表征。药理学实验 考察并 比较 了脂 溶性的表没食子儿茶素-3一O．没食 子酸．4’一棕 榈酸酯 、水溶性 的绿 

茶多酚和脂溶性茶 多酚对人 卵巢癌 HO．8910细胞 株的体外抑制活性 。结果表 明 ，单取代的 EGCG棕 榈酸 酯的 

活性 比脂溶性茶 多酚强 ，而与绿茶 多酚相当。 
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The M ain Active Component of Lipophilic Tea Polyphenols and 

in vitro Inhibition Activity on Ovarian Cancer Cells Ho·8910 

CHEN Ping ， ZHONG Jian．hua ， SUN Dong 

(1．DepartmentofChemistry，ZlaejiangUniversity，Hangzhou 310028，China；2．Medical College ofWenzhou，Wenzhou 325000，China) 

Abstract： A single—substitution long—chain lipophilic catechin was isolated and purified from lipophilic tea 

polyphenols by high—speed countercurrent chromatography (HSCCC)．Its molecular structure was elucidated as 

epigallOcatechin一3-O—gallate一4'-palmitate by elemental analysis，IR，M S and H—NM R．The in vitro inhibition activity 

of the lipid·-soluble epigallocatechin·-3-O·-gallate·-4'--palmitate on ovarian cancer cells HO·89 10 was investigated and 

compared with that of green tea polyphenols and lipophilic tea polyphenols．The results demonstrated that the 

inhibition activity of the single—substitution EGCG palmitate was almost corresponding tO green tea polyphenols，and 

more effective than lipophilic tea polyphenols． 
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茶多酚是一种高效低毒 的 自由基清除剂 ， 

在防辐射损伤、抑菌、抗病毒、抗感染、抑制 

肿瘤、防治心脑血管疾病、抗衰老等方面具有 

较好 的功效【l 】，因此 ，茶多酚作为天然的 自 

由基 清除剂及抗 氧化剂在 天然药物研究与开 

发上有着很好的应用前景 。但由于绿茶多酚易 

溶于水，妨碍了它在脂溶性体系中充分发挥效 

用，因此需对茶多酚中的儿茶素分子进行结构 

修饰 ，使其水溶性改性成脂溶性。尽管已有学 

者对绿茶茶多酚改性为脂溶性的方法及抗氧 

化活性进行了许多研究【7四】，但对于改性后茶 

多酚 的儿茶 素分子结构 的测定及结构 与其 活 
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性之间的关系研究 至今 尚无文献报导。本 文利 

用高速逆流色谱对改性后的脂溶性茶多酚中 

的主要活性组分进行分离和纯化，获得了一种 

新的单取代的长碳链脂溶性儿茶素，通过元素 

分析、红外 、质谱和核磁共振等现代仪器进行 

了分子结构测定，并通过药理学实验考察了对 

人卵巢癌 HO．8910细胞株的体外抑制活性。 

1材料和方法 

1．1主要原料 

绿茶多酚(多酚含量 ：≥95％，EGCG含量： 

≥5O％)和脂溶性茶多酚均由浙江余姚四明茶叶 

生物制品有限公司提供，其中脂溶性茶多酚是按 

专利技术制造的产品【lo】；标样 EGCG购自Sigma 

公司；人卵巢癌HO-8910细胞株由浙江省肿瘤研 

究所建立并提供；其他试剂均为分析纯。 

1．2仪器 

Agilent 1 100高效液相色谱仪 (四元泵， 

VWD检测器)，Carlo．ErbaEA1110元素分析 

仪 ，Bruker Vector 22红外 分光 光度计 ， 

Esquire．LC电喷雾离子阱(ESI)质谱仪，Bruker 

Avarice 400 MHz核磁共振仪及高速逆流色谱 

(HSCCC，柱容量 1 100 m1)系统一套。 

1．3实验方法 

1．3．1脂溶性茶多酚的高速逆流色谱分离和纯化 

采 用 正 己烷 ：乙 酸 乙 酯 ：甲 醇 ：水 = 

1：1：1：l(v／v)的溶剂系统，下相为固定相，上相 

有机相为流动相，对脂溶性茶多酚进行高速逆流 

色谱分离和纯化 ，转速 750 r／min，流量 3．2 

ml／min，自动部分收集器收集，并在线记录分离 

谱图。进样 6 h后停止，用 HPLC检测，收集其 

中含单一组分的溶液，经浓缩干燥，得到一种粉 

状的固体。将脂溶性茶多酚和分离得到的粉状固 

体分别溶于 85％甲醇水溶液中，按以下条件进行 

HPLC分析：色谱柱 Zorbax．ODS(5 Ixm，4．6rain 

I．D．×25 cm)，柱温 25℃，流动相 85％甲醇水溶 

液，流速 1．0ml／min，检测波长 280nm。 

1．3．2药理学实验 

将受试样品绿茶多酚、脂溶性茶多酚及其 

分离得到的粉状化合物分别用 DMSO溶解， 

使浓度分别为 31．25、62．5、125、250、 500 

u g／ml，取处于指数生长期的 HO．8910细胞株 
一 瓶，加入适量的 Trypsin．EDTA 溶液，使贴 

壁细胞脱落，用 10 ml含 5％胎牛血清的 RPMI 

1640培养液配成悬液。计数后用完全培养液 

稀释成 5×10 个 ／ml的细胞悬液 。取 24孔 

板，每孔加上述细胞悬液 1．O ml，放人培养箱 

48 h。然后依 次加入 5个 浓度的受试样品和 

DMSO，每个浓度 4孔。培养 48 h，每孔加入 

5 mg／ml的 MTT 100 l，温育 48 h，吸去上清 

液，加入 O．5 ml的 DMSO，摇匀，每孔吸出 

0．1 ml于 96孔板 ，用酶标仪 于 550 nm处测定 

每个小孔的 OD值，用 Bliss法求出 IC5oo细 

胞成活率的计算公式为： 

细胞成活率(％)=哿薷 U／) ×10o％ 刈照到肥 但 

2结果与讨论 

2．1脂溶性茶多酚的分离和结构表征 

由于茶多酚中大部分为儿茶素，并且其中 

以表没食子儿茶素没食子酸酯(EGCG)的含量 

为最高。因此，茶多酚改性成脂溶性茶多酚后， 

其组成中也应以 EGCG的衍生物含量最高，且 

大部分是同系物，性质十分相近，通常的纯化 

方法较难分离。实验采用高速逆流色谱进行分 

离和纯化，达到了较好的分离效果(图 1)。收 

时 问 Time，h 

图 1 脂溶性茶多酚的高速逆流色谱分离谱图 
Fig．1 HSCCC separation chromatogram of 

lipophilic tea polyphenols 
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集谱图中峰 3的组分，进行 HPLC分析(图 2b)， 

可见该组分为脂溶性茶多酚的 HPLC 分析谱 

图(图 2a)中保留时间 11．7 min的单一组分，元 

素分析结果可初步确定该组分为一单取代的 

EOCG 棕榈酸酯化合物(c38H48ol2，理论值： 

C65．52％ ， H6．90％ ； 实 验 值 ： C65．38％ ， 

H6．85％)。电喷雾离子阱(ESD质谱(图 3)表明 

其分子离子峰 m／z 695．4为单取代的EGCG棕 

榈酸酯化合物(分子量 696．8)的负离子碎片，主 

要碎片离子峰 m／z 457．1为新酯键断裂后的 

EGCG负离子碎片，由此可确证样品峰 3组分 

为EGCG．COOCl5H3l。对峰3组分作红外测定， 

其红外谱图如图 4所示，与标样 EGCG的红外 

谱图比较，发现两图谱较为相似，但样品峰 3 

组分在 2924 cm 和 2853 cm 处分别有两个较 

强的长链烷烃 的v。。和v。的特征吸收峰，在 1735 

cm 处有一非共轭饱和脂肪酸酯 v。：。的特征 

峰 ，表 明脂肪 酸烃链 以酯键 与 EGCG相连 。 

样品峰 3组分的 H．NMR测量表明，各相 

关质子峰的化学位移与标样 EGCG [IH．NMR 

6 H：2．65(d，1H，4e-H)，2．92 (m，1H，4a-H)， 

4．95(s，lH，2·H)，5．36(s，lH，3-H)，5．82(dd， 

lH，8-H)，5．93(dd，1H，6-H)，6．40(s，2H，2’H， 

6’-H)，6．8 1(s，2H，2”-H， "-H)，8．0 l(s，lH， 

4’-oH)，8．70(s，2H，3’-oH，5'-OH)，8．89(s，IH， 

4”-oH)，9．03(s，lH，7-oH)，9．18(s，2H，3"-OH， 

时问 Time，rain 

时问 Time，rain 

图 2 脂溶性茶多酚(a)和高速逆流色谱分离谱图中峰 3组分(b)的 HPLC分析 

Fig．2 HPLC analysis of(a)lipophilic tea polyphenols and(b)the fraction 

corresponding tO peak 3 in HSCCC separation chromatogram 
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图 3 EGCG棕榈酸醋的电喷雾离子阱质谱图 

Fig．3 The Electrospray ionization(ESI)MS of EGCG palmitate 
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图 4 EGCG(a)和 EGCG棕榈酸醋(b)的红外谱图 
Fig．4 The IR spectra of(a)EGCG and(b)EGCG 

palmitate(KBr) 

HO 

OH 

14CH3 

图 5 EGCG棕榈酸醋分子的结构 
Fig．5 The molecular structure of EGCG 

palmitate 

5”．OH)，9．27(S，1H，5-OH)】较为相近，但 6 

8．01质子峰消失 ，同时在 6 0．85(t，3H，J=6．72 

Hz)， 6 1．24(m，26H)， 6 1，58(m，2H)三处 

出现了较强 的质子峰 ，而 6 0．85、 6 1．24 、6 

1．58分别为长链脂肪烃上一CH3、一(CH2)13一及 

— CO．CH2．所 对 应 的 质子 峰 。 由于 6 8．0l为 

EGCG中 B环上 4’．OH对应的质子峰⋯】，表 明 

长碳链酰基已导入了 EGCG分子结构的 B环 

4’位酚羟基上，而 EGCG 的母体环没有发生 

改变。由此可见，该单取代的 EGCG棕榈酸酯 

化合物的结构可确定为表没食子儿茶素．3．O． 

没食子酸．4’．棕榈酸酯(图 5)。 

2．2 EGCG棕榈酸酯对人卵巢癌HO．8910细胞 

株的体外抑制活性 

表 1为采用 MTT法检测三种受试样 品对 

人卵巢癌 HO．8910细胞株的体外抑制活性对 

比的实验结果。从表中可以看出，脂溶性茶多 

酚中长碳链基团的导人，在提高茶多酚脂溶性 

的同时，原有的生物活性有所下降，而单取代 

的EGCG棕榈酸酯仍保持较好的抗癌效果，其 

体外抑制活性与茶多酚相当，而比脂溶性茶多 

酚有更强的活性 。说明茶多酚经改性后 ，虽然 

脂溶性增加，清除脂溶性自由基的能力较强， 

但长链脂溶基团一方面可以单取代和多取代 

形式与儿茶素分子结合，使儿茶素分子中的酚 

羟基数目减少 ，而且多取代形式在空间结构上 

会对周围其他羟基产生屏蔽作用；另一方面， 

长链脂溶基团的导人使得脂溶性茶多酚的平 

均分子量增加，引起相同重量浓度下的摩尔浓 

度下降，最终导致了脂溶性茶多酚对癌细胞抑 

制活性的下降。而对于单取代的 EGCG棕榈酸 

酯，虽然其分子量有所增加，但不存在多取代 

形式在空间结构上对周围羟基的屏蔽作用，由 

于组 分上 是单 一 的儿茶 素 中最 具 活性 的 

EGCG 的单取代衍生物 ，不仅改善了水溶性 

EGCG的脂溶性 ，其分子更易穿过脂质层，深 

入脂质体的憎水区，对脂溶性 自由基的清除能 

力增强，而且相应浓度下抑制癌细胞的活性组 

分的有效浓度高。因此，脂溶性茶多酚中的主 

要活性组分表没食子儿茶素一3一O一没食子酸一4’一 

棕榈酸酯作为抑制癌细胞的有效活性组分，可 

望替代混合物的水溶性茶多酚，在西药开发中 

有着潜在的应用前景。【下转第104页】 

表 1 受试样品对人卵巢癌 HO．8910细胞株的体外抑制率(％)及 Ic5o 
Table 1 The in vitro inhibition activity and IC5o of samples on ovarian cancer cells HO·89 1 0 
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