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生物素化白藜芦醇的分离纯化与药效学评价
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摘　要 :以 DCC为催化剂 ,采用低温化学催化法合成生物素化白藜芦醇。产物采用 Resourse RPC反相色谱柱分

离、纯化 ,并且运用液质联用进行分析验证。MTT法测定产物体外对 Hep G2、MCF27肿瘤细胞的抑制作用。实
验结果显示 :通过 HPLC2MS、紫外扫描分析鉴定证实 ,分离得到的产物确实是生物素化白藜芦醇 ,其保留了原有

的体外抗肿瘤活性。此种化学合成方法反应条件温和 ,容易控制 ,操作方便。合成得到的白藜芦醇的生物素化

衍生物 ,为下一步探讨白藜芦醇的结合蛋白提供简单有效的分子工具。
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Abstract:A novel compound2biotinylated resveratrol was synthesized at low temperature without the p rotection of the hy2
droxyl of resveratrol in the p resence of DCC as the catalyst. The p roduct was purified with Resourse RPC reversed2phase

column and conformed by HPLC2MS. The inhibition of Hep G2,MCF27 cancer cells growth in vitro which were caused by

biotinylated resveratrol was determ ined byMTT assay. Itwas showed that the p roductwas isolated and identified as bioti2
nylated resveratrol by HPLC2MS, UV scanning, which showed little change in the anticancer activity in vitro byMTT as2
say. These results demonstrate that our study p rovides a kind of chemosynthesismethod underm ild conditons and with an

easily controlled2p rocedure for obtaining the biotinylated resveratrol. B iotinylated resveratrol could be used as a simp le,

strong molecular tool for investigating the resveratrol2binding p rotein.
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　　白藜芦醇 ( 3, 4′, 52trihydroxystilbene)属于非黄

酮类多酚化合物 ,在植物体内常以顺、反式两种构型

共存 ,反式白藜芦醇是主要的生物活性异构体。白

藜芦醇最初的天然资源是葡萄皮和红酒。近年来 ,

白藜芦醇逐渐引起人们的注意 ,被作为法国人吃高

脂肪食物而心脏病发病率较低这一“法兰西怪事”(

France Paradox ) 的可能解释 [ 1 ]
,而且发现白藜芦醇

能减少血小板的聚集及血栓的形成和减少冠状动脉

粥样心脏病的发生 [ 2, 3 ]。随着对白藜芦醇研究的深

入 ,许多研究发现它具有抗肿瘤特性和抗氧化、抗突

变、抗炎作用 ,对鼻咽癌、肺癌、肝癌、肠癌、胃癌、乳

癌、白血病等均有拮抗作用 [ 426 ]
,但是关于它的抗肿

瘤分子机制研究很少。

本文经过一系列生物合成和化学合成的预实验

研究 ,建立了一种低温化学催化的方法 ,成功合成了

生物素化白藜芦醇。生物素化白藜芦醇具有生物素

的一些特性 ,可以借助 ABS系统 (亲和素 2生物素系
统 )间接地固定在某些物理担体的表面 ,为进一步

探讨白藜芦醇在肿瘤细胞中靶位点 ,阐明其抗癌作

用机制与作用途径 ,提供简单有效的分子工具。

1　材料与仪器

白藜芦醇 (反式构型 ,色谱纯度为 99% ,湖南省

洪江华光生物有限责任公司 ) ; MTT、生物素 ( Sigma

公司 ) ; RPM IMedium 1640细胞培养基 ( Gibco BRL

公司 ) ;胰酶、小牛血清、DMSO、L2谷氨酰胺为华美
生物工程公司 ; 42二甲氨基吡啶 (DMAP)、1, 32二环
己基碳化二亚胺 (DCC)为上海延长生化科技发展



有限公司产品 ,其他试剂均为国产分析纯。

AKTA exp lorer 100型中低压液相系统 (瑞典

Amersham Pharmacia B iotech公司产品 ) ; WATERS

Platform ZMD 4000型液质联用仪 (美国 W aters公

司 ) ; MK3型酶标仪 (美国 Thermo2Labsystem s公

司 ) ;Model3110型号细胞培养箱 (美国 Thermo2For2
ma公司 )。

人肝癌细胞 Hep G2、人乳腺癌细胞 MCF27 (中

国科学院上海细胞库提供 )。

2　方法

2. 1　生物素化白藜芦醇的化学合成

将 744 mg白藜芦醇、168 mg DCC (1, 32二环己
基碳化二亚胺 )和 10 mg DMAP (42二甲氨基吡啶 )

溶于 10 mL混合溶剂 (干燥二氯甲烷 : DMF = 9: 1) ,

搅拌均匀后缓慢滴加含 199 mg生物素的 DMF溶

液 ,避光搅拌溶液过夜 ,反应液密封冷藏 ,备用。以

上整个化学催化合成过程均于 4 ℃冷库中完成。

2. 2　生物素化白藜芦醇的纯化

实验 2. 1的化学合成反应产物用 AKTA exp lor2
er 100中低压液相系统进行 HPLC分离纯化。液相

色谱分离条件为 :制备型色谱柱选用 ResourceTM

RPC 100mL (Amersham Pharmacia. B iotech. Co. Swe2
den) ,梯度乙腈水溶液作为洗脱液 ,洗脱梯度———水

洗 (2CV)、15%乙腈 (5CV )、30%乙腈 (6CV )、100%

乙腈 (4CV) ,检测波长 : 300、280、220 nm。洗脱流速

为 10 mL /m in。根据色谱图的出峰情况 ,相应收集

各个色谱峰组分 ,将洗脱液浓缩蒸干 ,冷冻干燥后 ,

待用。

2. 3　生物素化白藜芦醇的 HPLC2MS分析

实验 2. 2的各个色谱峰物质采用 HPLC2MS分

析仪分析产物的纯度、分子量。HPLC分析条件 :分

析色谱柱为 SunFireTM C18 (5μm, 2. 1 ×150 mm, Part

No. 186002541, Lot No. 0108143521) ,柱温 30 ℃,流

速 0. 3 mL /m in,进样量 10μL,流动相甲醇 2水 21%

乙酸梯度洗脱。MS分析条件 :毛细管电压 3187 kV,

锥孔电压 30 V,离子源温度 120 ℃,脱溶剂气温度 300

℃,光电倍增器电压 700 V,流速 4. 2 L /h。

2. 4　生物素化白藜芦醇的体外抗癌活性评价

2. 4. 1　细胞培养与传代

实验细胞选用人肝癌细胞 Hep G2、人乳腺癌细

胞 MCF27。肿瘤细胞培养在 RPM I 1640培养液中

(含 10%热灭活小牛血清 , 0. 2% NaHCO3 ,青霉素

100 U /mL和链霉素 100μg/mL) ,在 37 ℃、5% CO2

饱和湿度下培养 ,用 D2Hanks配制的 0. 3%胰蛋白

酶消化细胞传代。

2. 4. 2　MTT法测定细胞增殖曲线

取对数生长期的肿瘤细胞用 0. 3%胰蛋白酶消

化并制成单细胞悬液 ,按每孔 6 000～7 000个细胞

接种于 96板 ,每孔 150μL,置于 37 ℃、5% CO2培

养箱培养 24 h,再加入完全培养基 ( 0. 1% DMSO )

稀释的不同浓度的药物供试品溶液 150μL,平行设

置空白对照组 ,每组设 8个复孔 ,继续培养 72 h。培

养结束后 ,每孔加 MTT(5 mg/mL) 20μL,继续培养

4 h,然后弃上清液 ,每孔加 DMSO 150μL, 37 ℃孵

育 10 m in,用酶标仪测定 A570 ,按公式 ( 1)计算抑制

率。

细胞生长抑制率 =
对照孔 A值 -加药孔 A值
对照孔 A值

×100% (1)

3　结果

3. 1　生物素化白藜芦醇的纯化

反应合成液的 HPLC色谱图表明 (图 1) ,本文

采用的低温化学催化合成反应 ,几乎没有副反应产

生 ,产物种类也比较少 ,整个反应条件易于控制和操

作。通过 MS分析发现保留时间为 10. 27的色谱峰

为白藜芦醇 ,分子量为 228;保留时间为 16. 39、

16159的色谱峰为生物素化白藜芦醇 ,分子量为

454。

分部收集图 1中保留时间为 16. 39的色谱峰洗

脱液 ,经 HPLC2MS色谱分析表明其纯度 > 90% (归

一化法 ) ,如图 2所示。其阴离子、阳离子质谱图表

明其 M 21值为 454. 0, M + 1值为 456. 1, M + Na值

为 478. 1 (图 3) ,据此推导其分子量为 454. 2,这与

生物素化白藜芦醇的理论分子量 454一致。此物质

的紫外特征吸收波长在 227、300 nm附近 ,见图 4。

通过以上技术手段分析 ,证实这个色谱峰即为所需

的产物———生物素化白藜芦醇。按生物素反应用量

计算其产物得率为 31%。

图 1　化学反应液的 HPLC色谱图

Fig11　Analysis of the reaction p roduct by HPLC
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3. 2　生物素化白藜芦醇的体外抗癌活性评价

前期研究已经证实白藜芦醇能够体外显著抑制

MCF27、Hep G2肿瘤细胞的增殖活力。图 5、6表明

白藜芦醇经过生物素修饰以后 ,对上述两种肿瘤细

胞的抑制活性虽有所下降 ,但其药效仍保持原来的

剂量依赖关系。例如对人肝癌细胞 Hep G22, 300

μM白藜芦醇的细胞抑制率为 40% ,而生物素化白

藜芦醇降为 30%。

图 5　生物素化白藜芦醇和白藜芦醇对 Hep G22增殖的影
响曲线

Fig15　B iotinylated resveratrol and resveratrol decreases cell

viability in Hep G22, human liver cancer cell

图 6　生物素化白藜芦醇和白藜芦醇对 MCF27增殖的影
响曲线

Fig16　B iotinylated resveratrol and resveratrol decreases cell

viability in MCF27, human breast cell line

4　讨论

药物靶点是指在一种疾病的病理过程中起某种

作用的生物分子 ,它是创新药物发现的前提 ,也是药

物筛选的基础 ,良好的药物靶点是发现性质优良药

物的基础 [ 7 ]。本课题组试图通过噬菌体展示技术、

亲和甄别磁珠技术 (即免疫磁珠技术 )等方法来探

讨白藜芦醇在肿瘤细胞上的靶位点 ,而运用这些生

物技术首先要解决的第一个关键问题就是白藜芦醇

的固定化问题。通过近年来国内外的文献调研 ,我

们发现 ABS系统已经广泛应用于多种分析技术之

中 ,并且展现出优于传统技术 ,例如免疫组织化学、

酶联免疫吸附测定法 ( EL ISA )、生物分析系统等的

特性。近年来 ,也有很多成功借助 ABS系统解决药

物固定化的实例 [ 8210 ]。因此 , ABS系统是解决白藜

芦醇固定化问题的可行途径。而要借助 ABS系统

就必须首先合成白藜芦醇的生物素化衍生物 ,然后

才能进行后续的研究。

以前合成生物素化衍生物大都采用先化学合成

衍生物素———羟基琥珀酰亚胺酯 ,然后再与蛋白质、

糖等多种类型的大小分子形成生物素标记产物。但

是此种试剂价格较贵 ,难于满足大量制备生物素化

白藜芦醇的需要。本论文采用的低温化学催化法合

成生物素化白藜芦醇 ,是在低温状态下 , 1, 32二环己
基碳化二亚胺 ( DCC)催化下进行的 , DCC是一种常

用于催化酯化、酰胺化等反应的脱水剂 ,反应过程中

无需保护白藜芦醇的酚羟基 , DCC能够直接使生物

素上的羧基原位活化 ,形成一种活泼的中间体。这

个中间体在 DMAP的帮助下 ,直接攻击白藜芦醇上

的酚羟基 ,脱水形成酯键。而脱下来的水分子则加

到 DCC上形成 DCU ,其反应机理如图 7所示。整个

反应过程中的试剂要严格控制无水状态 ,否则催化
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反应无法正常进行。为了保证白藜芦醇上的酚羟基

被生物素单一取代 ,本实验采取白藜芦醇反应的摩

尔量大大过量于生物素的用量 ,而且生物素是最后

一个加入反应体系 ,以缓慢滴加方式加入的。本实

验通过 HPLC2MS证实这种低温化学催化法能够成

功合成生物素化白藜芦醇 ,几乎没有副反应和副产

物的产生 ,白藜芦醇上的酚羟基都是被生物素单一

取代。图 3也证实了我们得到的生物素化白藜芦醇

的分子量为 454,与之前化学合成设计的初衷完全

一致。本研究室已经运用此种方法分别合成了生物

素化阿霉素、生物素化紫杉醇 (论文待发表 )等一系

列化合物 ,说明此种方法具有一定的普遍性 ,可以广

泛用于一些小分子的生物素修饰。

图 5、6表明 ,白藜芦醇被生物素修饰之后 ,基本

上保持了原有的抗癌活性 ,且具有剂量依赖关系。

与原有活性相比有所下降的原因 ,我们推测可能与

其被生物素修饰后 ,溶解性有所下降有关。活性实

验结果提示生物素化白藜芦醇通过 ABS系统的介

导 ,实现白藜芦醇的固定化后 ,能够保证固定在担体

表面的白藜芦醇仍旧能够提供出原有的、与靶点蛋

白质结合的空间结合位点或构型。说明生物素化的

白藜芦醇不仅具有生物素的一些性质如结合各种标

记物 (酶、荧光素、同位素等 )用于酶联免疫分析

( EL ISA )、细胞表面标志 ;而且可以结合了抗原、抗

体、配体后 ,用于筛选或纯化抗体、抗原、受体等一系

列的生物淘洗实验 ,例如噬菌体展示技术、甄别磁珠

技术 (即免疫磁珠技术 )的应用。

图 7　DCC催化合成生物素化白藜芦醇的反应原理

Fig17　The mechanism of esterification by the catalysis of DCC
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