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(一)表没食子儿茶素没食子酸酯对活性氧 自由基的清除作用机制 
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M echanism of scavenging effects of ( )-epi- were determined when (一 )一epigallocatechin 

galloeatechin gallate on active oxygen free gallate[(一 )一EGCG]scavenging superoxide 

radicals anion free radical(o )and hydrox~'l radical 

(-OH)． The mechanism of scavenging active 
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free radicals of(一 )一EGCG and the promotion 

of (一 )EGCG free radicaI and its structure 

were analyzed in vitro． Our results suggest 

that the centers of scavenging reaction of 

(一 )一EGCG are B，D ，and A cycles，and each 

( )一EGcG traps six oi or·oH． It is in ac— 

cord with the value of stiochiometric factor月 

一 6． 
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tron spin resonance； 

radical scavengers 

4摘要 

)一epjgaI1ocatechi“； elec— 

chemiluminescence；free 

本文研究了(一)表没食子儿茶素没食子 
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酸酯[( )一EGCG]清除 oi和·OH 的半数清除 

率 SC 清除速率常数 k和清除反应的化学计 

量 因子 ． 用体 外模 型分析 了药物对活性氧 自 

由基的清除机制和 ( )一EGCG自由基的启现 

及 结 构特 点 ，推论药 物 的清 除 反应 中心 为 B、 

D和 A环 ，每分子药物可捕捉6个 o；或·oH， 

与化学计量因子 一一6相符． 

关键词 (一)表没食子儿茶素没食子酸酯 

电子自旋共振；化学发光 ；自由基清除剂 

(一)表没食子 儿茶 素没食子 酸酯 [(一)一 

EGCG](见 Fig 1)，是 一种 从 茶 叶 (Camellia 

sinensis L)中提取 的天然 多酚类 化合 物 ．占茶 

叶干物质的 5—10 ，具有很强的清除 自由基 

能力 ，比 V 和 Vc强 “ ，同时有抗衰老 、抗辐 

射、抗 肿瘤等功 效． 本 文 用电子 自旋共振 

(ESR)自旋捕集技术研究了(一)一EGCG清除 

活性 氧 自由基 的 特性，用体 外模 型 分析 了 

(一)一EGCG的清除机制．并用化学发光法测 

定了清除速率常数 k与清除反应的化学计量因 

子 一，以探讨( )一EGCG药理作用机制． 

0H 

Fig 1 (一)-e pjgallocatechin gallate(EGCG) 

M ATERIALS AND M ETHOnS 

5 r 5'-dimethyl一1-pyrroline一1-oxide (DM PO )．xan 

thineoxidaset luminol均 为 Sigma产 品，DMPO 经活 

性 炭 处 理 后 t ESR 检 测 无 杂 质 信 号 ，luminol用 

Me 2SO 配成1 mmol·L 的储 备液，使用前以 Hank's 

液稀释 ，其余试剂均为国产 AR级． ( )epigaIlocat— 

echin gallate[( )一EGCG]的制备按文i猷1”法． 

和 ·OH的测定 用黄瞟呤(x)／黄嘌呤氧化酶 

(XO)体系产 生 0i，Fenton反应产生·0H，在这两体 

系由加入药物 ．并 用不加药物作对照 ．药物混 匀后 ， 

吸入 石 英 谐 振 腔 ，1．5 min 后 描 记 ESR 谱 ． ( )一 

EGcG的清除作用以半数 清除率 (SCso)表征Ⅲ． 

放谱仪 为日本 JEOL FE1X 电子顺磁共振仪． 测 

定条件：微波功率20 mw ，x波段 ．调制幅度0．1 mT， 

时间常数0．1 s．中心磁场324．5 mT．温度25℃． 

化学发光仪为北京第二光学仪 器厂生产的 WDD一 

1型．测定 ·OH 电压为600V，测定 0；电压为800 V， 

操作 方法 见 文献 ：． 

清除速率常数 k和化学计量因子 月的潮定 和 

按照文献 所述方法进行测定计算． 

体外(一)一EGCG 自由基的启动 爰其结构特 性 

在 pH 12 0的缓冲 溶液 中 ，加入218 pmol·L 的( )一 

EGCG 和 DMPO，吸 入 石英 谐 振 腔 ，2 min内描 记 

ESR谱 ，由所得渡谱计算 出超精细分裂常数． 

RESULTS AND DISCUSSIo N 

1 (一)一EGCG对 o；、·OH的清除作用 

用 x／xo体 系产生 oi“ ， Fenton反应产生 
·

OH ，(一)一EGCG对 oi和 ·OH的最大清除 

率分别可达98 和99 “ ． 清除率随浓度增 

加而升高 ，清 除率 Y与浓度 x之间的常用对 

数线性 回归式分别为：P o )= 22．871gX(0 )+ 

43．68，r一 0．989， 一 6 (X (o：)< 10 t~mol·L叫 ) 

和 y(．oH)= 77．521gXf．oH)一 127．87，r一 

0．975， 一5(X(．oH)<2。0 t~mol·L )由方 程 

计算 (一)一EGCG对 oi和 ·OH的 半数清除率 

SCso分别为 1．89和 197 t~mol·L ，而 用相 同条 

件同时测得抗 坏血酸的 SC 。分 别为7．4和 500 

t~mol·L～，分别 比( )一EGCG大 3．9和2．5倍 ． 

表明(一)一EGCG清除 oi和 ·OH 的能力大 于 

抗坏血 酸． 

2 清除率随时间的变化 清除率与时间 

的关系，是表征清 除能力的重要参数，(一)一 

EGCG清除 oi时有较稳定的清除率 ， 而清除 
·OH 时．随时间先增加后迅速下降(Fig 2)． 

因此(一)一EGCG作为 ·OH 的清 除剂时 ，必须 

注 意观察 时 间， 只有在 l man左 右和 218 

： 一 
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~tmol·I 浓度下．才有较高的清除率 

Fig 2． Scavenging effect of(一 )一EGCG 20 pmol·L 

0n o2“ )and 300 pmol·L 0n·OH(●) 
一 5， ± 

3 清除反应的清除速率常数和化学计量 

因子 (一)一EGCG 与 活性 氧 自由基 (()；． 
·OH)的反应过程可用下式表示： 

链抑制 

Oi(·OH)十(一)一EGCG H：o (H 0) 

+[(一 )EGCG]· (1) 

链终止 

(H一1)oj+r( )EGCG~⋯ n0nradi 

cal products (2) 

·OH + ·OH — H O (3) 

() + 2H 一 H2o2 (4) 

常 数 为(一)一EGCG 的化学计量 因子． 

在( )EGCG 存在下，链终止主要通过反应 

(1)和(2)，而不是反应(3)或(4)进行的． 

本研 究 用化学 发光 法 测得 ( )EGCG 清 

除Oj和·OH 的速率常数 分别为7．71×106和 

3．52×10”L·mmol_。·s～，化学计量因子 n分 

别为5．98和6 23+表 明每 个(一)一EGCG分子 

能捕获6个 0；或 ·OH，且清除速率 ·OH大干 

0；． 

水溶液均相体系中( )EGCG清除活性 

氧的反应可 用下式表 示 ： 

链 抑 制 ：() (·()H)_r( )一E( (r—  

H () 一[(一)E( c、( ]· 

链终止：5() (or·()H) [t )E(r【、(；)]·一  

nonradieal products 

本文首次报道 了( )E( (’( 清除 () 干Ⅱ· 

OH 的 ．"和 SC ．这 对于探 讨 ( ) ，(‘(， 

抗氧化机制是极其重要的． 此 外．由清除反 

应速率常数可知．被清除的 自由基活性越高． 

清除反应越易进 行．反之则进行缓慢． 但是 

(一)EGCG 清 除 ·OH 的清 除率 只有在 ：】8 

．umol·L～．1 min左右方 可达 到较好值 (Fig 

2)，这可能与·OH诱导 (一) E( (’( 的助氧化 

作 用有 关． 

4 (一)一EGCG 自由基的启动及结构特点 

通常，自由基清除剂在清除自由基后本身会变 

成 自由基，我们曾试图在 X／x()体 系和 Fen 

ton反应中检测( )E( (；( 自由基．但是由于 

生成的(一)EGCG 自由基浓度低．寿命短．结 

果 无法检测 到． 为 证实 ( )EGC(r自由基 

的 存 在 ．将 ( )一EGCG 加 入 碱性 水 溶 液 (pH 

12．0)中．并用DMPO捕捉 ，ESR检测．发现 

( 1_EGC(；也能产生自由基． 

Fig 3是(一)一EGCG 自由基的 ESR信号 ． 

超精细分裂常数 aw 一 0．528 mT． ：一 0．322 

mT和 h 一 0．183mT． 由图可以看出．主要 

有三重谱线，说明每分子 ( )EGCG有三种 

可能被自由基抽提的氢原子． 

设想(一)一EGCG 自由基的结构(Fig 4)． 

表明在 B和 D环上最 多能捕捉4个自由基．由 

于( )EGCG与 (+)一catechin的差别主要在 

B环和 I)环上 ．已知 (+ )一catechin自由基能在 

碱性 溶 液 中分 裂 出两 条谱 线． 一 0．1 8j 

mT，aH2— 0．020 mT，表明(_一)一catechin能在 

A 环捕获 自由基 ．可 以推论．每分子 ( ) 

EGCG可以在 A环和 B．I)环上分别捕获2个 

自由基．这与本试验得到的化学计量因子 ，，=6 

是 一致 的． 

赵保路等 曾用分子轨道理论 MNI 法 
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Fig 3． ESR spectra of (一 )一EGCG radical in an al k- 

Iine 5oIution．Autoxidation condition： 【一 )一EGCG 2I8 

pmol·L一’in pH 12．0 buffer at 25士 I 【 

计算了f+) catechin的反应中心 ，得出产生物 

A环活性大于 B环．与上述实验结果相符，但 

对于(一)E( ( ，从以上结果看到．清除 自由 

基 的 J曼应 活性 应 位 于 A 环 ．B 环和 D 环 上 ． 

(一)EGCG 捕获 自由基的能力 比(+)一ca re— 

chin大3倍． 
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