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摘要 : 采用有机合成法合成茶多酚2锗化合物. 运用反相液相色谱技术初步分离茶多酚和茶多酚锗的酚类组成. 选用基

质辅助激光解吸电离化飞行时间 (MALDI2TOF)质谱技术分析茶多酚及茶多酚2锗的组成和结构. 结果表明 ,茶多酚主要

由儿茶素及酚类化合物组成 ,其中 (2)表没食子儿茶素没食子酸酯 ( EGCG) 、(2) 表没食子儿茶素没食子棓酸甲酯 ( EGC2
M G)和表三羟基黄烷232醇没食子酸酯 ( EZG)易与 Ge4 + 反应且形成含锗的酚类化合物. 茶多酚及茶多酚2锗化合物均有

抑制肺癌细胞生长的能力 ,其抑制速率随着酚类化合物浓度增加而提高 ,但茶多酚锗抑制速率高于茶多酚近 1 倍.
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　　茶叶中富含儿茶素成分 ,约占其质量分数的 15 %

～32 %. 儿茶素主要由表没食子儿茶素 [ (2)2epigallo2
catechin ,EGC]、右旋儿茶素[ ( + )2catechin ,DC]、表儿

茶素[ (2) epicatechin ,EC]、表没食子儿茶素没食子酸

酯[ (2) epigallo2catechin gallate ,EGCG]和表儿茶素没

食子酸酯 [ (2)2epicatechin gallate , ECG]等组成[1 ] . 近

年来 ,气质联用技术和电喷雾 ( ESI) 质谱技术在茶多

酚组成与结构分析上的研究报道逐年递增 ,但选用

MALDI2TOF 质谱分析技术的研究却较少[ 2 - 3 ] . 由于

MALDI2TOF 质谱仪具有耐盐、适合于分析混合组分

和高通量等优势 ,是目前生物大分子组成及结构与功

能研究的主要分析技术之一[4 ] . 本论文选用 MALDI 2
TOF 质谱分析技术直接分析茶多酚和茶多酚锗的组

成、结构、稳定性和抑制肺癌细胞生长速率 ,其技术与

结果可为今后优化筛选茶多酚锗抗肿瘤药物提供科学

依据与技术.

1 　材料与方法

1. 1 　实验材料与分析仪器
实验所需的茶多酚样品 (含儿茶素 95 %) 购自福

建省南平松溪县天宝生物化工厂 ,纯度 98 %左右 ;氧

化锗 (AR)及其它化学试剂均为分析纯. 实验所需质谱

仪为德国 BU R KER 公司生产的 REFL EX Ⅲ的

MALDI2TOF 质谱仪、U PW250S 型超纯水器、M2 型

酶标仪、国产 828 型 p H 测定仪和 RE252 型旋转蒸发

器、英国 Waters 公司生产的 1515 型高压液相色谱仪.

实验所需的肺癌细胞株编号为 SGC7901 ,购置于美国

A T TC 细胞库 ,肺癌细胞株菌保存在液氮中备用.

1. 2 　HPLC分离茶多酚锗基本条件[ 5]

流动相分别采用 50 %甲醇溶液和 0. 1 %三氟乙

酸 ( TFA) ;样品洗脱流速为 2 mL/ min ,进样量为 200

μL ;洗脱时间为 10～30 min 之间. HPL C 检测器类型

为紫外检测器.

1. 3 　茶多酚锗制备
用超纯水配制茶多酚浓度为 4. 0 mg/ mL . 按 Ge

( IV)与茶多酚质量比为 3 ∶10 的剂量缓慢添加 Ge4 +

溶液 ,并用醋酸钠缓冲溶液调节反应体系为 p H4. 5～

5. 5 之间 ,在常温下搅拌至反应完全溶解为止 (约为 20

min) . 待反应结束后 ,置于 10 ℃冰箱内静置 12 h. 随

后采用旋转蒸发器蒸发易挥发液体 ,在真空干燥箱中

(40 ℃)干燥 24 h ,得褚黄色的茶多酚锗固体. 采用苯

茐酮分光光度法测定残留 Ge ( IV)含量 ,推算茶多酚锗

产率为 68 %. 分析前 ,实验样品需经 Sep hadex G225

层析柱去除残留的氧化锗和其它盐类化合物.

1. 4 　基质和分析样品配制
实验所需的 D HB (2 ,52二羟基苯甲酸) 基质采用

二次重蒸水搅拌溶解 30 min ,配制成 D HB 饱和水溶

液. 待测样品和基质溶液 (1 ∶1 by vol . ) 事先预混 60

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Xiamen University Institutional Repository

https://core.ac.uk/display/41361852?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

s ,然后取混合液 0. 8μL 滴在 MALDI2TOF 质谱仪专

用样品靶上 ,待样品自然干燥后 ,将样品靶置于质谱仪

靶箱内进行样品分析[6 ] .

1. 5 　质谱测定条件
选用脉冲氮激光 (337 nm) 作为离子解吸电离源.

分析模型选用高分辨率反射模型 ,加速电压控制在 20

kV. 平均每次测定样品的激光脉冲次数在 120 次之

间. 采用外标法标定多肽质谱峰峰位[7 ] .

1. 6 　测定茶多酚及茶多酚锗抑制肺癌细胞生

长速率
肺癌细胞株经活化后 ,按常规肺癌细胞培养条件

进行培养. 定量取肺癌细胞 ,依次在培养基加入不同浓

度 (10、25、50、100、120、150、200μg/ mL ) 的茶多酚和

茶多酚锗 ,并在酶标板中进行培养 ,处理时间为 2 d. 选

用酶标仪和 M T T 比色法测定肺癌细胞存活率 ,测定

波长为 570 nm. 按公式 :细胞凋亡率 ( %) = (1 - 实验

细胞样吸收值/ 对照细胞样吸收值) ×100 % ,统计并

计算茶多酚及茶多酚锗抑制肺癌细胞的效率.

2 　结果与讨论

2. 1 　RP2HPLC法分离茶多酚

表 1 　MALDI2TOF 质谱法分析茶多酚组成及分子式

Tab. 1 　Composition and molecular formula of tea polyphenol analyzed with MALDI2TOF mass spect rometry

编号
测量值

( m/ z)
化合物 化合物缩写

分子量

(u)
分子式

A 497. 61 (2)表没食子儿茶素没食子酸酯 EGCG 458 [ EGCG + K+ ]

B 568. 32 (2)表没食子儿茶素没食子酸酯 EGCG 458 [ EGCG + Cd2 + ]

C 644. 15 (2)表没食子儿茶素没食子棓酸甲酯 EGCM G 472 [ EGCM G + CA + 2 H + ]

棓酸 CA 170

D 838. 68 (2)表没食子儿茶素没食子棓酸甲酯 EGCM G 472
[ EGCM G + EGC + Ca2 + + Na2 +

- 2 H + ]
(2)表棓儿茶素 EGC 306

E 852. 08 表三羟基黄烷232醇没食子酸酯 EZG 426 2[ EGZ]

F 866. 70 表三羟基黄烷232醇没食子酸酯 EZG 426 [ EZG + CG]

儿茶素2棓酸 CG 442

G 1060. 17 (2)表没食子儿茶素没食子酸酯 EGCG 458 [ EGCG + CG + CA ]2 +

儿茶素2棓酸 CG 442

采用反相 H PL C 技术分离茶多酚可显示出 5 个

特征色谱峰 ,其峰形与图 1 相似 ,各特征色谱峰的保留

时间分别为3. 502、5. 072、7. 471、10. 793、15. 843 min.

从结果看 ,茶多酚是一种混合的酚类化合物 ,其中各自

的含量和分子结构有明显不同。如果这些酚类化合物

结构很相似 ,其色谱峰保留时间应很接近 ,但测定结果

色谱峰之间的保留时间差别较大 ,推测茶多酚的中酚

类化合物的组成与分子结构可能有较大差别. 由于完

　图 1 　MALDI2TOF 质谱法测定茶多酚的质谱图

　Fig. 1 　Mass spect rogram of the tea polyphenol measured

with MALDI2TOF mass spect rometry

全分离有一定难度 ,若采用 MALDI2TOF 质谱技术研

究茶多酚中混合酚类化合物的组成与结构比采用其他

分析技术可能较为适当些.

茶多酚经去离子水透析除盐后 ,用于 MALDI2
TO F 质谱仪测定. 从图 1 看岀 ,因受基质干扰 ,质荷比

m/ z 测定范围内控制在大于 400 ,大约显示出 12 个较

为典型的质谱峰 ,说明未经分离纯化的茶多酚由一系

列不同的儿茶素类化合物组成. MALDI2TO F 质谱技

术适合于测定大于质荷比 400 以上的混合有机化合物

和生物大分子的组成与结构信息 ,它可以直接分析茶

多酚化合物 ,尤其是多聚体组成的测定. 参照图 1 所显

示的质荷比值和前人已报道茶多酚化合物组成与分子

结构式[2 - 3 ,7 ] ,可获得表 1 结果. 在分析表 1 结果后 ,作

者发现茶多酚的主要成分由 (2) 表没食子儿茶素没食

子酸酯 ( EGCG) 和它的分解产物组成 ,并含有少量的
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　图 2 　反相高压液相色谱法分离茶多酚锗色谱图

　Fig. 2 　Chromatogram map of tea polyphenol2germanium

( Ⅵ) separated with RP2HPLC

二聚体化合物和带单电荷的二聚体 ,例如 : 2 EGZ、

2 EGCG和[ CG]2 + . 尽管茶多酚和茶多酚锗组成较为

复杂 ,但从络合前后红外光谱对比中 ,可见到明显特征

新峰 ,推测是络合后形成 Ge2O 所引起[1 ] .

2. 2 　茶多酚的组成与分子结构(见表 1)

2. 3 　RP2HPLC法分离茶多酚锗

表 2 　MALDI2TOF 质谱法分析茶多酚锗组成及分子结构式

Tab. 2 　Composition and molecular formula of tea polyphenol germanium ( Ⅵ) analyzed with MALDI2TOF mass spect rometry

编号
测量值

( m/ z)
化合物 化合物缩写

分子量

(u)
分子式

A 465. 54 (2)表没食子儿茶素没食子酸酯 EGCG 458 [ EGCG + Li + ]

B 514. 40 儿茶素2棓酸 CG 442 [ CG + Ge ]

C 531. 00 (2)表没食子儿茶素没食子酸酯 EGCG 458 [ EGCG + Ge ]

D 547. 32 (2)表没食子儿茶素没食子棓酸甲酯 EGCM G 472 [ EGCM G + Ge ]

E 685. 41 儿茶素2棓酸 CG 442 [ CG + CA + Ge ]

棓酸 CA 170

F 869. 70 表三羟基黄烷232醇没食子酸酯 EZG 426 [ EZG + CG23 H + ]

儿茶素2棓酸 CG 442

G 1151. 77 (2)表没食子儿茶素没食子酸酯 EGCG 458 [2 EGCG + Li + ] + [ EGCG]2 +

采用有机合成法合成茶多酚锗 , 并采用 RP2
H PL C 法进行分离 ,获得图 2 色谱图. 图 2 结果显示出

5 个较为典型的色谱峰 ,其峰数目与茶多酚化合物所

显示的色谱峰数相同 ,但色谱峰的相对保留时间差别

变小. 这一现象说明了 ,茶多酚与 Ge4 + 进行络合反应

后 ,不仅产生了茶多酚锗化合物 ,同时在合成过程中部

分茶多酚发生组成变化且形成含锗的酚类化合物 ,因

而二者之间的相对色谱峰保留时间和色谱峰相对峰面

积有着明显差异. 为了证实这一论点 ,作者采用 MAL2
DI2TO F 质谱技术研究茶多酚锗的组成与结构.

2. 4 　茶多酚锗的组成与分子结构

　图 3 　MALDI2TOF 质谱法测定茶多酚锗的质谱图

　Fig. 3 　Mass spect rogram of the tea polyphenol2germani2
um ( Ⅵ) measured with MALDI2TOF mass spec2
t rometry

比较图 1 和图 3 可知 ,茶多酚与 Ge4 + 络合后 ,所

显示的质谱峰数明显高于茶多酚 ,使组成呈现更复杂

化特点 (图 3) . 参考图 3 质谱峰所对应质荷比值和前

人已报道的茶多酚化合物组成[2 - 3 ,8 ] ,可获得表 2 结

果. 结果显示 ,儿茶素2棓酸 (CG) 、(2) 表没食子儿茶素

没食子酸酯 ( EGCG) 、(2) 表没食子儿茶素没食子棓酸

甲酯 ( EGCM G)和棓酸均有络合 Ge4 + 的能力 ,并形成

有机锗化合物. 茶多酚和茶多酚锗化合物中均含有少

量的 EGCG二聚体结构.

2. 5 　茶多酚及茶多酚锗抑制肺癌细胞生长
从图 3 中可看出 ;当在培养基中施加低于 75μg/

mL 茶多酚和茶多酚锗时 ,抑制肺癌细胞生长的现象

既不明显又没有区别 ,但随着茶多酚及茶多酚锗浓度

提高 ,两者抑制肺癌细胞能力随之增强 ,并显示出对应

线性关系. 比较图 4A 和 4B 抑制速率后 ,发现茶多酚

锗抑制肺癌细胞生长速率几乎高于茶多酚近一倍. 由
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　图 4 　茶多酚及茶多酚锗抑制肺癌细胞生长趋势

　Fig. 4 　Growth trend of lung2cancer cell inhibited withtea

polyphenol and tea polyphenol2germanium

A : tea polyphenol ; B : tea polyphenol2germanium

此来看 ,茶多酚锗中的含锗的酚类化合物 ( CG2Ze 、

EGCG2Ge 、ECGM G2Ge 和 CG2CA2Ge)比茶多酚中的

酚类化合物具有更强的抑制肺癌细胞的能力. 但由于

这些酚类化合物难于通过 H PL C 进行逐一分离 ,目前

暂无法比较这些含锗的酚类化合物化合物之间抑制肺

癌细胞的强弱 ,同时也无法了解不同结构的酚类化合

物抑制肺癌细胞的能力的关联[ 8 ] . 虽然不同酚类化合

物的分子结构与抑制肿瘤细胞作用的关系研究尚未见

详细报道 ,但如果能进一步拓展有效的分离技术并且

能对这两种酚类化合物逐一分离 ,就能更深入地研究

酚类化合物抑制肺癌细胞生长的分子机理.

Composition ,Structure ,and Inhibiting Growth Rate of Lung2cancer Cell
by Tea Polyphenol and Tea Polyphenol2germanium
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(1. Key Laboratory of the Minist ry of Education for Cell Biology and Tumor Cell Engineering ,
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Abstract : The compound of tea polyphenol2germanium ( TP2Ge4 + ) was synthesized by typical technology of organic synthesis.

The polyphenol compositions of tea polyphenol and tea polyphenol2germanium were effectively separated by RE2HPLC techniques.

Matrix2assisted laser desorption ionization/ time of flight (MALDI2TOF) mass spect rometry was selected to analyze the composition ,

st ructure and stability of tea polyphenol ( TP) and TP2Ge4 + . The result s showed that TP was mainly composed of catechin and poly2
phenolic compounds. These polyphenolic compounds such as epigallo2catechin gallate ( EGCG) ,epigallo2catechinmethyl gallate ( EGC2
M G) ,epiafzelechin gallate ( EZG) reacted easily with germanium oxide to consistute a series compounds of the polyphenolic2germani2
um. In addition ,both TP and TP2Ge4 + showed capacities for inhibitting growth of lung2cancer cells. This inhibiting rate would en2
hance with the concentration increment both compounds. However , the inhibiting rate with TP2Ge4 + showed higher approximately

one multiple than that of TP.

Key words : tea polyphenol ;tea polyphenol2germanium ;composition ,st ructure ;lung2cancer cell
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