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吡啶锰配合物诱导肿瘤细胞死亡的作用及对线粒体

功能的影响
赵凯迪1　高　静1*　李　香1　李　瓒2　陈秋云2

(1江苏大学药学院, 镇江 212013; 2江苏大学化学化工学院, 镇江 212013)

摘要      研究新合成的小分子吡啶锰配合物Adpa-Mn(III)([(Adpa)Mn(μ2-O)2Mn(Adpa)]PF6·8H2O 
(Adpa=bis(2-pyridylmethyl)amino-2-propionic acid))的抗肿瘤作用, 初步探索其抗肿瘤的机制。MTT
分析Adpa-Mn(III)对细胞活性的影响; 活细胞工作站观察GFP荧光标记组蛋白HeLa细胞的细胞核

形态, MDC染色以及GFP-LC3质粒转染, 探讨细胞死亡的方式; JC-1染色检测线粒体膜电位; Fluo-
3-AM和DCFH-DA荧光探针分别检测细胞中Ca2+和ROS的含量。结果发现, Adpa-Mn(III)剂量依赖

性地抑制细胞活性; 给药后细胞核出现固缩、片段化; 自噬小泡增多, GFP-LC3荧光强度增强; 线粒

体膜电位下降; 细胞内Ca2+发生超载, ROS含量升高。由此, Adpa-Mn(III)可抑制肿瘤细胞活性, 其
机制与引起线粒体膜电位下降、增加ROS生成及诱导细胞的死亡有关, 同时胞内Ca2+超载也参与

了该作用。这些数据显示, Adpa-Mn(III)具有成为抗肿瘤先导金属配合物的潜在可能性。
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继王晓东等[1]发现细胞内的线粒体可释放细胞

色素C, 诱导细胞凋亡之后, 线粒体已被称为“细胞生

死的马达”。通过干扰线粒体的功能, 使线粒体外膜

通透性发生改变, 可以诱导启动死亡程序, 包括细胞

的凋亡和自噬[2-3]。目前, 线粒体已经成为筛选新型

抗肿瘤药物的重要靶位之一[4-5]。

锰是人体必需的金属离子之一, 是多种酶的辅

酶[6]。锰可以特异性的蓄积在线粒体内, 与钙离子

竞争, 影响细胞内钙稳态[7-8]; 锰离子通过氧化还原

发生二价和三价转换, 可产生自由基导致氧化损伤[9]。

吡啶环有增强药物与生物大分子结合的能力, 同时

吡啶类化合物也有一定的抗肿瘤作用[10-11]。本文研

究的配体Adpa为二吡啶甲基胺类化合物, 本实验室

已有的研究表明, Adpa可用于与多种金属离子形成

具有较好抗肿瘤活性的配合物[12-15], 但是这些配合

物与DNA作用较强, 具有潜在的较高的毒副作用, 
而Adpa与锰形成的配合物与DNA的相互作用则比

较弱。另外, 肿瘤细胞对带有吡啶、氨基等碱性基

团的化合物识别能力大于正常细胞[16]。所以, 新的

配合物可能通过吡啶基团提高对肿瘤组织的识别能

力, 并且保留锰离子的特性, 对线粒体具有一定的靶

向性, 破坏线粒体功能, 干扰肿瘤细胞能量代谢, 从
而诱导肿瘤细胞死亡。本实验对新合成的[(Adpa)

Mn(μ2-O)2Mn(Adpa)]PF6·8H2O(母核结构见图1, 引自

参考文献[17])诱导肿瘤细胞死亡的作用以及机制进

行了初步研究, 为此类药物的研发打下基础。

1   材料与方法
1.1  药品

[(Adpa)Mn(μ2-O)2Mn(Adpa)]PF6·8H2O由江苏大

学化学化工学院陈秋云教授研究组合成。贮存液

(100 mmol/L)用二甲亚砜(DMSO)配制。应用液以

含10%血清培养基稀释。

1.2  细胞株及培养

人肝癌细胞(HepG2)、人宫颈癌细胞(HeLa)、
人非小细胞肺癌细胞(A549)、人脑胶质瘤细胞株

(U251)和正常永生化肝细胞(WRL-68)购于中科院上

海细胞库; 组蛋白(H2B)稳定转染HeLa细胞株(H2B-
GFP labeled HeLa)由南京大学李朝军教授惠赠。用

含10%小牛血清或胎牛血清(杭州四季青生物工程

有限公司)的RPMI1640/MEM/DMEM(Gibco)培养液

在37 ºC、5% CO2及饱和湿度的培养箱中培养。
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A: 化学结构; B: 晶体结构。

A: chemical constitution; B: crystal structures.
图1　[(Adpa)Mn(μ2-O)2Mn(Adpa)]+的结构[17]

Fig.1　The structure of [(Adpa)Mn(μ2-O)2Mn(Adpa)]+[17]

1.3  主要仪器及试剂

HealForce CO2孵箱; TS100 Nikon倒置相差显

微镜; Spectra Max 190酶标仪; Spectra MaxGemini
荧光酶标仪; Nikon eclipse Ti-E活细胞荧光工作站; 
Hoechst 33342荧光染料(南通碧云天生物技术有限

公司); 自噬荧光染料MDC(Sigma公司); JC-1荧光染

料(Molecular Probes公司); DCFH-DA荧光探针(南通

碧云天生物技术有限公司); Fluo-3-AM(Sigma公司)。
1.4  MTT法检测细胞活性

取对数生长期细胞, 消化、计数, 以 4×104/mL的
密度接种于96孔培养板中, 每孔100 µL。培养24 h
后以不同浓度化合物处理肿瘤细胞。药物作用48 h
后, 去上清, 每孔加入100 µL MTT(1 mg/mL), 继续培

养4 h, 弃上清, 每孔加入100 µL DMSO, 1 h后用酶标

仪在 570 nm处测定吸光度值。抑制率(%) = (1–给药

组吸光度值/对照组吸光度值)×100%。

1.5  活细胞工作站观察细胞核形态变化

取对数生长期H2B-GFP labeled HeLa细胞, 以
4×104/mL的密度接种于24孔培养板中, 每孔500 µL。
培养24 h后给药, 在Nikon eclipse Ti-E活细胞荧光工

作站下观察。

1.6  MDC染色检测, LC3质粒转染检测细胞自噬

作为自噬的特征, 细胞内酸性小泡的形成使用

MDC染色进行检测。细胞经药物处理后吸掉培养基, 
加入50 mmol/L MDC 37 ºC孵育15 min, 然后PBS洗
两次, 在荧光显微镜下观察。

细胞采用脂质体2000质粒转染试剂盒进行质

粒GFP-LC3转染。4 h后弃去上清, 加入药物进行处

理, 在荧光显微镜下观察。

1.7  JC-1染色检测线粒体膜电位

线粒体膜电位可由荧光染料JC-1来反映。JC-1
的特性是当膜电位小于100 mV时会以单体的形式

存在于线粒体内膜, 在490 nm激发光下会形成绿色

荧光(发射光525 nm); 而当膜电位升高时, JC-1会聚

集在线粒体内膜形成橙色荧光(发射光590 nm); 反
之, 当膜电位下降时, JC-1又会以绿色荧光的单体形

式存在。药物处理细胞后吸掉培养基, 加入5 mg/mL 
JC-1 37 ºC孵育30 min, 然后PBS洗两次, 在荧光显微

镜下观察或使用荧光酶标仪检测荧光强度。

1.8  DCFH-DA荧光探针检测细胞内ROS水平

细胞内ROS水平使用DCFH-DA荧光探针检测。

药物处理细胞后吸掉培养基, 加入无血清培养基稀

释的DCFH-DA溶液, 使其终浓度为10 µmol/L, 37 ºC
孵育30 min, 然后PBS洗两次, 在荧光显微镜下观察

或使用荧光酶标仪检测荧光强度。

1.9  Fluo-3-AM荧光探针检测细胞内Ca2+含量

细胞内Ca2+含量使用Fluo-3-AM荧光探针来

检测。药物处理细胞后吸掉培养基, 加入3 µg/mL 
Fluo-3-AM 37 ºC孵育30 min, 然后PBS洗两次, 在荧

光显微镜下观察或使用荧光酶标仪检测荧光强度。

1.10  统计方法

采用SAS统计软件, ANOVA方差分析, 数据以平
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均数±标准差(means±SD)表示。各实验至少重复3次。

2   结果
2.1  Adpa-Mn(III)对细胞活性的影响

结果显示, Adpa-Mn(III)有效地抑制HepG2细胞、

HeLa细胞、A549细胞以及U251细胞增殖(图2), 且
IC50值都在10 µmol/L左右(表1)。倒置相差显微镜下

观察可见, 作用48 h后, 细胞形态发生明显改变, 细
胞皱缩、变圆、数量减少(图3)。说明Adpa-Mn(III)
对肿瘤细胞具有抑制增殖、诱导细胞损伤的作用。

比较Adpa-Mn(III)对肿瘤细胞(HepG2)和正常细胞

(WRL-68)的作用可以发现, Adpa-Mn(III)对正常细

胞的抑制作用明显小于对肿瘤细胞的抑制作用(图
4)。同时, Adpa-Mn(III)可时间剂量依赖性的抑制

U251细胞增殖(图5)。
2.2  Adpa-Mn(III)对细胞核形态的影响

由图6A可以看出, 随着药物作用时间的延长, 
GFP标记的Hela细胞的细胞核出现固缩、片段化等

典型的凋亡特征(箭头所指处)。对具有凋亡特征的

细胞核进行统计, 药物作用24 h后其占总细胞数的

20%左右(图6B)。说明Adpa-Mn(III)可能诱导细胞

发生了凋亡, 但是凋亡率比较低。

2.3  Adpa-Mn(III)诱导细胞的死亡方式

由图7可以看出, U251细胞经MDC染色, 药物作

A: U 251; B: HeLa; C: A549; D: HepG2. means±SD, n=5.
图2　Adpa-Mn(III)抑制不同肿瘤细胞的增殖

Fig.2　Proliferation inhibition of Adpa-Mn(III) on different cancer cell lines

表1　Adpa-Mn(III)作用48 h抑制不同肿瘤细胞株的IC50值

Table 1　IC50 of Adpa-Mn(III) on different tumor cell lines 
for 48 h

细胞株	 IC50(μmol/L)
Cell line
HeLa 15.2
U251	 10.2
A549	 14.2
HepG2	 17.5

用24 h后细胞荧光强度明显强于对照组。LC3蛋白

在自噬过程中起着关键的作用, 使用GFP-LC3质粒

转染U251细胞, 给药24 h后, 荧光发生聚集, 且荧光

强度明显增加(图8), 说明LC3蛋白表达增加, Adpa-
Mn(III)诱导细胞发生了自噬。

2.4  Adpa-Mn(III)对细胞线粒体膜电位的影响

将不同浓度的Adpa-Mn(III)作用于U251细胞, 
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图3　Adpa-Mn(III)抑制各肿瘤细胞增殖的形态学观察(100×)
Fig.3　The morphological changes were induced by Adpa-Mn(III) in cancer cells for 48 h(100×)

使用不同浓度Adpa-Mn(Ⅲ)处理HepG2细胞和WRL-68细胞, 48 h后MTT法检测细胞活性。Means±SD, n=5, *P<0.05.
HepG2 cells and WRL-68 cells were treated by different concentration of Adpa-Mn(Ⅲ ) for 48 h. Cell proliferation was determined by MTT assay. 
Means±SD, n=5, *P<0.05.

图4　Adpa-Mn(III)对HepG2细胞和WRL-68细胞的抑制作用

Fig.4　Proliferation inhibition of Adpa-Mn(III) on HepG2 cells and WRL-68 cells
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图5　Adpa-Mn(III)时间剂量依赖性抑制U251细胞增殖

Fig.5　Dose- and time-dependent effect of Adpa-Mn(III) on U251 proliferation

A: 细胞使用15 µmol/L Adpa-Mn(III)处理后在活细胞工作站下观察细胞及细胞核的形态学变化, 观察24 h; B: 每个时间点随机选取5个视野, 对
凋亡样细胞核进行计数, 并计算占视野总细胞数的百分比。

A: cells were exposed to 15 µmol/L of Adpa-Mn(III), then observe the morphological changes of the cells and nuclei under the LCS. This process lasted 
for over 24 hours. B: apoptotic nuclei were counted from 5 eyesights each time point and the percent was calculated.

图6　活细胞工作站观察Adpa-Mn(III)引起GFP核标记的Hela细胞凋亡(200×)
Fig.6　Adpa-Mn(III) induced apoptosis in H2B-labled HeLa cells by using a live cell system(LCS)(200×)
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图7　Adpa-Mn(III)处理U251细胞后MDC染色增强(200×)
Fig.7　Adpa-Mn(III) treatment enhanced MDC staining in U251 cells(200×)

图8　Adpa-Mn(III)处理U251细胞后GFP-LC3荧光强度增强(400×)
Fig.8　Adpa-Mn(III) treatment enhanced the fluorescence of GFP-LC3 in A549 cells(400×)

用JC-1染色通过荧光显微镜观察并测荧光度。如图

9A所示, Adpa-Mn(III)处理的U251细胞红光减弱、

绿光增强, 说明U251细胞的线粒体膜电位降低。随

着Adpa-Mn(III)的浓度增加, U251细胞线粒体膜电

位降低的程度也随之增加。如图9B所示, 测定给

药后的红、绿荧光强度比值, 与对照组相比, 随着

Adpa-Mn(III)浓度的增加, 红、绿荧光强度比值明显

下降。从而进一步说明, Adpa-Mn(III)通过降低肿瘤

细胞线粒体膜电位诱导细胞死亡。

2.5  Adpa-Mn(III)对细胞内ROS的影响

ROS在正常的细胞代谢中必不可少, 但是过量

的ROS会导致氧化损伤, 进而导致细胞的死亡。故

采用DCFH-DA染色检测U251细胞内ROS的含量。

分析图10A中的荧光照片, 正常组中存在一定强度

的绿色荧光, 这是维持细胞正常功能所必需的, 而经

过10 μmol/L的Adpa-Mn(III)处理以后, 绿色荧光剧

烈增强。对荧光信号进行定量分析, 如图10B所示: 
以10 μmol/L的Adpa-Mn(III)作用U251细胞不同时

间, 与对照组相比, 处理6 h后, 104个细胞荧光强度增

加到1.5倍, 说明细胞内活性氧显著升高。随着化合

物作用时间的延长, 细胞内ROS的含量继续增加。

2.6  Adpa-Mn(III)对细胞内Ca2+的影响

钙离子是线粒体功能的一个关键调节因子, 在
对于细胞器和刺激ATP的合成中起着重要的作用。

用Fluo-3-染色, 荧光显微镜观察U251细胞内钙离

子浓度的变化, 结果如图11所示, 5 μmol/L Adpa-
Mn(III)作用24 h荧光强度略有增强, 与对照组相

比, 平均荧光强度升高, Ca2+的荧光强度随着Adpa-
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A: 细胞使用不同浓度的Adpa-Mn(III)处理48 h, 线粒体使用JC-1染色, 在Nikon荧光显微镜下观察(200×); B: Adpa-Mn(Ⅲ)时间剂量依赖性的降低

U251细胞中JC-1的红/绿荧光比值, means±SD, n=5, 与对照组相比, *P<0.05。
A: cells were exposed to Adpa-Mn(III) with different concerntration for 48 h. The change of mitochondrial stained with JC-1 were visualized by us-
ing Nikon Fluorescence microscope(200×); B: dose and time-dependent decrease of the red/green fluorescence ratio of JC-1 by treatment with Adpa-
Mn(III) in U251 cells, means±SD, n=5,*P<0.05 vs control.

图9　Adpa-Mn(III)诱导U251线粒体膜电位下降

Fig.9　Adpa-Mn(III)-induced mitochondrial membrane potential collapse in U251 cells
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A: 细胞使用10 µmol/L Adpa-Mn(III)处理不同时间后拍摄荧光照片(200×); B: 细胞使用10 µmol/L Adpa-Mn(III)处理不同时间后使用荧光酶标仪

检测荧光强度, means±SD, n=3, 与对照组相比, *P<0.05。
A: cells were treated by 10 µmol/L Adpa-Mn(III) for different time, fluorescence photo were taken(200×) B: cells were treated by 10 µmol/L Adpa-
Mn(III) for different hours, fluorescence intensity were detected by spectrophotofluorimeter, means±SD, n=3, *P<0.05 vs control.

图10　Adpa-Mn(III)诱导U251细胞内ROS的产生

Fig.10　Adpa-Mn(III) trigger ROS generation in U251 cells

A: Adpa-Mn(III)处理细胞24 h后拍摄荧光照片(200×); B: 使用荧光酶标仪检测荧光强度, means±SD, n=6, 与对照组相比, *P<0.05。
A: cells were treated by Adpa-Mn(III) for 24 h, fluorescence photos were taken(200×); B: fluorescence intensity were detected, means±SD, n=6, 
*P<0.05 vs control.

图11　Adpa-Mn(III)引起U251细胞内Ca2+超载

Fig.11　Intracellular Ca2+ overload was induced by Adpa-Mn(III)
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Mn(III)作用浓度的升高而增强, 说明Adpa-Mn(III)可
诱导胞内钙离子超载。

3   讨论
随着顺铂在抗肿瘤方面的应用, 引起无机药物

化学研究的热潮。早期无机抗肿瘤药物多是围绕

着二价铂类配合物进行研究, 虽然可以影响线粒体

的功能, 但这些化合物多数是以DNA为靶点, 干扰

DNA的功能, 且对肿瘤细胞识别能力弱, 毒性较大。

二吡啶甲基胺以及它的衍生物被认为是一种优良的

多齿配体, 由于其吡啶上的氮原子和烷基胺上的氮

原子能够与多种金属配位而形成稳定的配合物, 并
且这些配合物具有生物、金属有机以及催化活性, 
而被广泛的应用于配位化学领域[18]。本实验中配体

Adpa与锰形成十分稳定的配合物, 利用肿瘤细胞对

带有吡啶等碱性基团化合物识别能力大于正常细

胞的特点, 以及锰的线粒体靶向性, 提高药物对肿

瘤细胞和线粒体的识别作用。本实验观察到, Adpa-
Mn(III)可以抑制多种不同组织来源的肿瘤细胞增

殖, 并且对正常细胞的抑制作用较弱, 表现出良好的

抗肿瘤活性。

目前, 很多临床上使用的化疗药物都能通过诱

导肿瘤发生凋亡(I型程序性死亡)的机理来治疗肿

瘤, 然而由于肿瘤细胞中凋亡通路往往存在缺陷, 所
以极易产生耐药性[19-20]。而自噬(Ⅱ型程序性死亡)
可以作为一个可能的抗肿瘤机制有效地抑制凋亡耐

受的肿瘤细胞。

本实验观察到, GFP核标记的Hela细胞在Adpa-
Mn(III)作用下, 细胞出现皱缩、出泡的现象, 细胞核

出现固缩、片段化等凋亡样变化, 但是发生凋亡样

变化的细胞核比例并不高。而MDC染料可被细胞

吸收并选择性地聚集于自噬小泡(autophagic vacu-
oles)中, 在荧光显微镜的观察下呈现出点状结构, 这
就使得自噬的活化可被形象地检测到。实验中观

察到, 给药组细胞荧光强度明显强于对照组。同时, 
GFP-LC3荧光强度显著增强, 说明LC3蛋白的表达

量增加。提示Adpa-Mn(III)可以诱导肿瘤细胞发生

凋亡和自噬而导致细胞死亡, 而且自噬很可能在其

中起着更重要的作用。

在凋亡和自噬的过程中, 线粒体都起着直接或

间接的调节作用[21-22]。线粒体外膜(outer mitochon-

drial membrane, OMM)的透化作用, 即通透性增加, 
表现为线粒体跨膜电位Δψ的下降, 导致一些促凋亡

蛋白(特别是细胞色素C)从线粒体膜间隙释放至胞

浆, 继而触发凋亡。线粒体膜电位Δψ的降低是细胞

发生凋亡的标志事件[23]。一旦线粒体跨膜电位Δψ
崩溃, 则细胞凋亡不可逆转。最新的研究发现, 线
粒体上还存在参与自噬体形成的调控因子(受体: 
Atg32), 线粒体功能改变可启动自噬[24-26]。自噬、凋

亡和坏死可能都是线粒体对胞内信号的统一调控下

的不同结果[27]。而ROS[28-29]和Ca2+[30-32]在这些过程中

起着十分重要的作用。

本研究显示, Adpa-Mn(III)时间剂量依赖性的降

低线粒体膜电位, 在15 μmol/L的浓度作用48 h后线粒

体膜电位发生明显下降(图8)。在此之前, 15 μmol/L
的Adpa-Mn(III)处理U251细胞24 h后, 细胞内Ca2+就

已发生超载(图10)。而且, 10 μmol/L的Adpa-Mn(III)
处理U251细胞6 h后, 细胞内的ROS水平就明显升高

(图9)。说明Adpa-Mn(III)可能通过破坏线粒体功能, 
增加ROS的产生, 诱导细胞内Ca2+超载, 继而导致线

粒体外膜通透性的改变, 线粒体膜电位下降, 启动细

胞死亡进程, 导致细胞发生凋亡和自噬, 从而抑制肿

瘤细胞的增殖。

综上所述, Adpa-Mn(III)通过线粒体介导的通路

诱导肿瘤细胞发生凋亡和自噬, 抑制肿瘤细胞的增

殖。此外, 肿瘤细胞靶向性的探讨以及在体抗肿瘤

活性的检测仍需进一步研究, 以证实Adpa-Mn(III)作
为抗肿瘤先导化合物的有效性。
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The Activity of Inducing Cancer Cell Death and Affecting Mitochondrial 
Function of a Novel Manganese-pyridine Compound

Zhao Kaidi1, Gao Jing1*, Li Xiang1, Li Zan2, Chen Qiuyun2

(1School of Pharmacy, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China; 
2School of Chemistry and Chemical Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China)

Abstract        In this study, anticancer activity of the novel manganese-pyridine compound Adpa-Mn(III) 
([(Adpa)Mn(μ2-O)2Mn(Adpa)]PF6·8H2O (Adpa=bis(2-pyridylmethyl) amino-2-propionic acid)) and its possible 
mechanism were investigated. Four human cancer cell lines including HepG-2, HeLa, A549 and U251 cells were 
treated by manganese-pyridine derivative Adpa-Mn(III). Cancer cell proliferation were detected by MTT assay. To 
observe cell apoptosis, the morphological and nuclei changes in H2B-GFP-labled HeLa cells were observed by a 
live cell system (LCS). Autophagic cell death was studied with acidic vesicular organelles observation following 
monodansylcadervarine (MDC) labeling and autophagy-related proteins GFP-LC3 plasmid transfection. Mitochon-
drial membrane potential was observed by JC-1 staining; Intracellular free Ca2+ content was detected with Fluo-3 
staining; Formation of ROS were detected by DCFH-DA staining. Our data show that Adpa-Mn(III) exhibited sig-
nificant inhibition on cancer cell proliferation and exhibited dose- and time-dependent effect on U251 proliferation. 
Adpa-Mn(III) induced apoptosis indicated by chromatin condensation. Treartment of Adpa-Mn(III) enhanced fluo-
rescence intensity of monodansylcadervarine (MDC) and GFP-LC3. Moreover, Adpa-Mn(III) induced mitochondri-
al membrane potential decreased, elevated ROS, and overloaded intracellular Ca2+. These results suggest that Adpa-
Mn(III) exerts significant anticancer activity. Adpa-Mn(III) may induce apoptosis and autophagy of cancer cells. 
The possible mechanism underlying its anticancer effect was related to ROS-induced mitochondrial dysfunction. In 
summary, the current study suggest that Adpa-Mn(III) could be exploited as a potential lead compound as a novel 
anticancer metal-drug.
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