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新合成的 7- 氮杂异能蓝抑制 A549 细胞增殖的

作用及可能机制
4丰、 回回
I、 目臼 目臼 高静 * 戴小敏李静李文费1 王朝晖 l 姚其正 l

(江苏大学药学院，镇江 2 1 20 13 ; 1 中 国药科大学药学院，南京 2 10009)

摘要 研究新合成的 N' -(正-丁基)-7- 氮杂异肯定蓝(N'-(n-butyl)-7-azaisoindigo, 7-AI-b)抑制

人非小型肺癌细胞 A549 的增殖， 初步探索其抗肿瘤的机制 。 以不同浓度的 7-AI-b 作用于 A549 ，

MTT检测与相差显微镜观察相结合，分析 7-AI-b 对细胞增殖的影响 ; MDC 染色和 Westem 印迹检

测 自 噬标志蛋白 (LC坷的表达，研究药物处理后细胞是否发生 了 自 噬。 PI 羊染， 流式检测细胞周期

的变化; Fluo-3-AM 荧光探针检测细胞中 Ca2+ 的含量。 结果发现， 7-AI-b 以时间和剂量依赖性方式

抑制细胞的增殖; MDC 染 色后，自 噬小泡增多， LC3 的总表达量增加， 且由 LC3-I 向 LC3-II 的转变

量升高 。 流式细胞检测发现细胞被阻滞在 GJG ， 期;同时，药物处理后，细胞内 Ca2+ 出 现 了 超载。

由此， 新合成的 7-AI-b 有很好的抑制肿瘤细胞增殖的作用 ，其机制与引起细胞周期阻滞、诱导细

胞 自 噬有关， 胞内 Ca2+ 超载也参与了该作用 。

关键词 7- 氨杂敲玉红衍生物;抗肿瘤; 细胞周期;自噬 ; Ca2+ 

前玉红是中国医学院科学家在 60年代中期发现

的具有新型结构的抗肿瘤新药，它是传统中成药

" 当归龙套丸" 中青黛抗肿瘤的有效成分 。 过去一

直被用于治疗慢性白血病['] 。 但是它并没有得到很

好的开发利用， 主要是因为它具有一定的副作用[刀， 然

而，它的同分异构体异置在蓝却引起越来越多学者的兴

趣[3]，其结构的优化越来越受到关注 [4] 。

自 噬(autophagy)是细胞利用溶酶体降解自身受

损的细胞器和大分子物质的过程， 是真核细胞特有的

生命现象， 是细胞生长发育、成熟分化及死亡的重

要调控机制[坷 。 研究表明自噬作用在机体的生理和

病理过程中都能见到， 与人类的多种疾病，尤其是恶

性肿瘤存在密切关系闷 。

很多细胞应激都能导致细胞自噬， 比如线粒体功

能的损伤[7] 。 线粒体普遍存在于真核细胞中， 是细胞

的"能量工厂 " 。 目 蔽，线粒体已经成为筛选新型

抗肿瘤药物的重要靶位之一[8.9] 。 同时线粒体也是细

胞的钙库， Ca2+ 超载将会影响细胞的信号通路， 也是

引起细胞 自 H茧的一个很重要的原因 [' 0] 。

前玉红以及其结构的优化己被国外的公司抢先

申请了专利，故本实验对新合成的N' -(正 - 丁基)-7-氨

杂异缸蓝 [N-(n-butyl)-7-azaisoindigo， 7-AI-b， 见图 1]

的抗肿瘤活性以及机制的进行了初步探索，为研发具

有自主知识产权的前玉红类抗肿瘤新药打下基础 。

飞

/.二

N 

Fig.l The structure of Nl_(n-butyl)-7-azaisoindigo 

1 材料与方法

1.1 试剂

N' -(正 - 丁基)-7- 氨杂异竟走蓝由中国药科大学药

学院姚其正教授研究组合成， 暗红色针状纤维， 贮存

液(10 mmol/L)用二 甲亚枫(DMSO)配制。应用液以

含 10% 小牛血清的 RPMI 1640 (Gibco)配制 。

1.2 细胞株及培养

A549 (人肺腺癌细胞)细胞购于中科院上海细胞库;

用含 10% 小牛血清(四季青)的 RPMII640 (Gibco)培养

液在 37 .C 、 5% CO2 及饱和湿度的培养箱中培养。
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1.3 主要仪器及试剂

ThermoC02培养箱; MDSpec位aM缸 190 酶标仪;

BD FACS Calibur流式细胞仪; Nikon eclipse TE20∞-5 

荧光显微镜; PI 单染试剂盒(联科生物); Fluo-3-AM 荧

光探针(碧云天);自噬荧光染料mono dansylcadaverine 

(MDC) (Sigma) ; ß-actin/LC3 一抗(Abcam)，羊抗兔、

羊抗鼠二抗(博士德)。

1.4 MTT 法检测细胞活性

96 孔板对数生长期细胞 (4x l04 个 Iml) ， 药物处

理 48 h 后加 MTT (1 mg/ml) , 37 'C , 4 h，加 100μl

DMSO，酶标仪于 570 nm 处测光吸收值。相对抑制

率(%)=(1-吸光值给药组 / 吸光值对照组)xl00% 。

1.5 MDC 染色、自噬标志蛋白(LC3)的表达检

测细胞的自噬

自噬囊泡的检测按Mizushima ( "1的方法用 MDC

染色进行。 30μmollL 7-AI-b 作用不同时间，加入浓

度为 50 μmollL MDC 染料， 37 'C温育 15 min, PBS 洗

两次，荧光显微镜观察 。 6 孔板培养 A549 细胞，不

同时间给药后，提取细胞总蛋白， Western 印迹检测

LC3 的表达情况。

1.6 流式细胞术分析细胞周期

6 孔板培养 A549 细胞， 24 h 后加入 7-AI-b (10 、

20 、 30 、 40μmol几)， 24 h 后，收集细胞， PI 染色，温

育 30 min，流式细胞仪检测 。

1.7 Fluo-3-AM 探针法检测细胞内 Ca2+ 水平

不同浓度的 7-AI-b 作用不同时间，加入 3μg/ml

Fluo-3-AM, 37 'C温育 30 min, PBS 洗两次。荧光显
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微镜观察，并收集细胞通过流式细胞仪检测 。

1.8 统计方法

采用 SAS 统计软件， ANOVA 方差分析，组间比

较采用 q 检验，数据以平均数 ± 标准差(社s)表示。各

实验至少重复 3 次 。

2 结果

2.1 7-AI-b 抑制肿瘤细胞增殖

结果显示， 7-AI-b呈时间和剂量依赖性抑制A549

细胞增殖， 40μmollL的 7-AI-b 对 A549 细胞作用 48 h 

时的抑制率达到 9 1. 20% (图 2A) 。 倒置相差显微镜

下观察可见，作用 48 h 后，细胞形态明显改变 。 未

经药物处理的细胞轮廓清晰， 呈梭形，贴壁生长。 药

物作用后，出现少数皱缩、变圆、变小的损伤细胞，

随着药物浓度的增高，可见损伤、死亡的细胞增多，

最后几乎所有细胞发生了形态学改变，呈现脱落、漂

浮的生长状态(图 2B) 。

2.2 7-AI-b 诱导 A549 细胞周期阻滞

采用 PI 单染，流式细胞术分析细胞周期，由图 3

看出 ， 7-AI-b 作用 24 h 后，随着药物浓度的升高， 停留

在GoIG， 期的细胞逐渐增多， 40μmollL的药物处理后，

被阻滞在 GoIG， 期的细胞己达到 80%，说明 A549细胞

被有效的阻滞在 Go/G ， 期 。

2.3 7-AI-b 诱导细胞发生自噬

从图 4 可以看出， 30μmoνL 7-AI-b 处理 A549 细

胞 6 h， 经 MDC 染色，正常组细胞中的荧光呈弥散状

态，药物处理 6h 后，细胞内出现点状荧光， 并发生聚

Fig.2 Dose- and time-dependent anticancer effect of 7-AI-b 

A: cell prolifera tion was determined by MTT assay at different time and doses (.x:土s ， n=5); B: the morphological changes were induced by 7-
AI-b in A549 cells for 48 h (200x). a: control; b: 20 mmollL; c: 30 mmollL; d: 40 mmol/L 
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Fig.3 Cell cycle was arrested at GoIG, after 24 h following 7-

AI-b exposure 

Changes in the cell cycle distribution of A549 cells treated with 7-

AI-b for different doses were analysed by FACS. a: control; b: 10 

mmol/L; c: 20 mmo l/L; d: 30 mmol/L ; 巳 : 40 mmo l/L. 
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Fig.4 Autophagy of AS49 cells were induced by 30 阳noVL 7-AI-b 

A: MDC staining enhanced by 7-AI-b treatment (200x). 8 : express ion of LC3-1 and LC3-II in ce lls treated with 30 mmol/L 7-AI-b. a: control; 

b:6 h;c:1 2 h 
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Fig.S Intracellular Ca2+ overloading was induced by 7-AI-b 

A: 30 mmol!L 7-AI-b enhanced the fluorescent intensity of Fluo-3 (200x) . a: control; b: 3 h ; c: 6 h; d : 12 h . 8 : the intrace llular Ca2
+ level 

was detec ted by FACS . Red peak: contro l; 81 ack peak: 3 h; Green peak: 6 h. 
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集，显示细胞己处于自噬活化状态。 Western 印迹检

测 LC3 表达，结果发现，药物处理后， LC3 的总表达

量增加，且由 LC3-I 向 LC3-II 的转变量升高 。 以上

结果说明， 7-AI-b 可以诱导细胞发生自 l篮 。

2.4 7-AI-b 导致胞内 Ca2+ 水平升高

由图 5 (A)可见， 7-AI-b 作用后，细胞内的 Ca2+ 水

平随着时间的增加而升高， 在药物作用 12 h 后，出现

明显升高。 图 5 (B)流式细胞仪检测也出现一致的结

果，药物处理 3h 后， 主峰出现了右移， 荧光强度增强，

6 h 后右移比较明显。

3 讨论

就玉红是我国传统的抗肿瘤药，由于它的溶解吸

收较差，以及缺乏强有力的基础研究积累的结果，我

国在这方面的研究出现了停滞现象，但是它在临床上

所表现出的很好的抗肿瘤活性，还是引起了国内外很

多学者的关注[ 1 坷 ， 近年来有关献玉红及其同分异构体

异前蓝的结构优化和改进的化合物越来越受到人们

的关注，国外公司抢先申请了专利，为了打破国外对

敲玉红及其异构体研究的垄断，中国药科大学姚其正

教授合成了这类新型化合物[ 1坷， 相对于传统前玉红，新

化合物的溶解性要好很多，且发现其中的一种化合物

7-AI-b 具有较好的抗肿瘤活性 。

由于敲玉红类化合物可以明显阻滞肿瘤细胞的

增殖周期[ 1气本实验首先检测了 A549 细胞周期的变

化，和前玉红类化合物一样，新合成的 7-AI-b 能有效

的将细胞阻滞在 GofG 1 期，说明新合成的化合物和传
统蘸玉红一样，是有效的细胞周期阻滞剂。

另外，本研究发现前玉红类化合物7-AI-b能引起

细胞的自噬(图的。自 l噬是新近发现的一种细胞死

亡方式[ 1匀。有关 自噬的机制目前国内外研究的连不

是很透彻， 但是很多文献指出，自 I盟和线粒体有着非

常密切的关系[川. 1凡而线粒体是一个钙库，调节着

细胞内 Ca2+ 的平衡， 故本实验又检测了用药处理后细

胞内的 Ca2+ 浓度的变化，发现在给药 3 h 后， Ca2+ 浓

度出现升高，给药 12 h 后 Ca2+ 水平增强明显，说明在

细胞死亡过程中， Ca2+ 可能也参与其中，并发挥了一

定的作用，但有关它们之间具体的联系还有待进一步

的研究。

由此，本实验结果证明新合成的前玉红类衍生物

(7-AI-b)对肿瘤细胞存在抑制作用，其抗肿瘤机制与

细胞周期阻滞、诱导肿瘤细胞自 H踵， Ca2+ 超载有关 。

但有关Ca2+调控作用， 是否直接参与细胞周期阻滞和

·研究论文·

细胞自 H茧，以及这种化合物毒性和在体抗肿瘤效果还

有待于进一步的研究。

而据文献报道，肯定玉红对各系骨髓造血细胞无抑

制作用[l2]，故前玉红及其衍生物将成为肿瘤治疗领域

内的新一代具有更新作用机制的抗肿瘤药物 。 本实

验探索了新合成前玉红衍生物的抗肿瘤作用及部分

机制，为研发具有我国自主知识产权的敲玉红类抗肿

瘤新药提供了初步理论基础 。
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The Inhibitory Effect and Possible Mechanism of a Novel 7-azaisoindigo 

on Proliferation of A549 Cells 

Jing-Jing Xu , Jing Gao* , Xiao-Min Dai , Jing Li , Wen-Bin Li 1, Chao-Hui Wang 1, Qi-Zheng Yao 1 

(School of Pharmacy, Jiangsu Universi砂， Zhenjiang 212013, China; ISchool of Pharmacy, 

China Pharmaceutical Uniνersl纱， Nanjing 210009, China) 

Abstract The anticancer effect of a newly synthesized 7-azaisoindigo derivative (namely N' -(n-butyl)-7-

azaisoindigo, 7-AI-b) was investigated in human lung cellline A549, and the underlying mechanism of action was 

analysed. Cell proliferation was assessed by MTT assay; Autophagy induced by 7-AI-b was evaluated by MDC 

staining and the expression of LC3 by Westem blot; Cell cycle was detected by flow cytome町 (FCM) following PI 

staining; The alteration of intracellular Ca2+ level was detected following Fluo-3-AM loading. It was found that 7-AI­

b inhibited A549 cell proliferation in a dose- and time-dependent way. 7-AI-b-induced autophagy occurred showing 

enhanced MDC staining, and increased in both expressions of LC3 and conversion of LC3-1 to LC3-II; Cell cycle 

was 缸Tested in the GoIG1 phase; Meanwhile, 7-AI-b was found to increase intracellular Ca2
+ level. Generally speaking, 

the novel compound 7-AI-b could inhibit the proliferation of cancer cells effectively. Its mechanism might be related 

to arrest cell cycle and induce cell autophagy. The intracellular Ca2+ overloading was involved in cell death process. 

Key words 7-azaisoindigo derivative; anti-tumor; cell cycle; autophagy ; Ca2+ 
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