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多吡啶类双核镍配合物的合成、晶体结构及抗癌活性
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摘要：合成了 2个相似的多吡啶类双核镍配合物[Ni2(L)2Cl2](ClO4)2·3H2O (1)和[Ni2(L)2Cl2](PF6)2 (2)(L=N，Nbis(pyridin2ylmethyl)
4(4((pyridin2ylmethyl)amino)benzyl)aniline)，通过X射线单晶衍射对其结构进行测定并解析，并利用元素分析、红外光谱对其

进行表征。另外，通过噻唑蓝(MTT)比色法检验了 2个配合物对HeLa细胞、BGC823细胞、NCIH460细胞以及HepG2细胞的

体外毒性作用，结果表明 2个配合物均对NCIH460细胞表现出良好的毒性作用，IC50值分别为(26.0±2.2) μmol·L-1 (1)和(31.3±
2.7) μmol·L-1 (2)。进一步通过Hoechst 33342染色、活性氧水平检测、线粒体膜电位的测定和分析探究了配合物 1的抗肿瘤作

用机制，结果表明，该配合物可能通过线粒体途径来诱导细胞凋亡从而对癌细胞产生致死作用。
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Synthesis, Structure and Anticancer Activity of Binuclear Polypyridine Nickel Complexes

QIAO PeiPei1 TIAN YueWei1 HE Qing1 ZHANG YongPo1
GAO ChunYan＊,1 ZHAO JinZhong1 DU WeiJun＊,2

(1Department of Basic Sciences, Shanxi Agricultural University, Jinzhong, Shanxi 030801, China)
(2College of Agronomy, Shanxi Agricultural University, Jinzhong, Shanxi 030801, China)

Abstract: Two new polypyridine dinuclear nickel complexes [Ni2(L)2Cl2] (ClO4)2·3H2O (1) and [Ni2(L)2Cl2] (PF6)2
(2) (L=N,N bis(pyridin 2 ylmethyl) 4  (4  ((pyridin 2 ylmethyl)amino)benzyl)aniline) were synthesized, and their
structures were determined by Xray single crystal diffraction, elemental analysis and infrared spectroscopy. More
over, the in vitro toxic effects of the two complexes on cancer cells (HeLa, BGC823, NCIH460, HepG2) were test
ed by thiazole blue (MTT) method, and the results indicate that the two complexes showed good toxicity on NCI
H460 cells. IC50=(26.0±2.2) μmol·L-1 (1), (31.3±2.7) μmol·L-1 (2). The cytotoxic mechanism of complex 1 towards
NCIH460 cells was further explored by Hoechst 33342 staining, detection of intracellular reactive oxygen species
levels and measurement of mitochondrial membrane potential change. The results demonstrate that complex 1 is
likely to induce cell apoptosis through the mitochondrial pathway, thereby causing lethal effects on cancer cells.
CCDC: 2058250, 1; 2058251, 2.
Keywords: nickel complex; crystal structure; cytotoxicity; mitochondrial pathway

自从顺铂被发现具有抗肿瘤活性以来，其衍生

物如卡铂、奥沙利铂、乐铂等被迅速研发并被广泛

用于治疗癌症，这使得金属配合物在众多靶向抗肿

瘤药物中脱颖而出，得到了人们的广泛关注[12]。但

随着临床应用的不断深入，人们发现铂类药物在带

来抗癌作用的同时伴随着对身体各种器官的毒副
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作用，且极易产生耐药性，这在很大程度上限制了

铂类配合物的生物利用度和临床应用[34]。铂类抗

癌药的这些缺点促使人们尝试用其他过渡金属配

合物替代它们[57]，因此，研发低毒、高效且不易产生

耐药性的新型金属配合物对于癌症治疗具有重要

的理论意义。

过渡金属镍作为人、动物、微生物和植物生命

过程中一种必需的微量元素，能促进红细胞再生及

造血功能，参与体内多种酶的组成，对人体内的各

种生理反应具有重要的调节作用[810]。近些年来，有

关镍配合物在生物无机化学研究中的报道逐渐增

加，其显示出多种生物活性，例如抗惊厥、抗真菌、

抗微生物、抗氧化以及抗肿瘤活性[1116]。而多吡啶

类配体作为现代配位化学中应用最为广泛的螯合

配体，由于其具有σ给电子能力以及π受电子能力，

能够与多种过渡金属形成稳定的配合物，因此具有

良好的应用前景[1720]。
据此，我们以含氮多齿吡啶N，Nbis(pyridin2

ylmethyl)  4  (4  ((pyridin 2 ylmethyl)amino)benzyl)
aniline (L)作为配体，合成了 2个未见文献报道的

多吡啶双核镍配合物 [Ni2(L)2Cl2] (ClO4)2·3H2O (1)和
[Ni2(L)2Cl2](PF6)2 (2)。利用X射线单晶衍射、红外光

谱以及元素分析确定了该配合物的晶体结构并进

行表征。对其作为潜在抗癌药物的特性进行了研

究：2个配合物的体外抗增殖活性通过对 4种癌细胞

系 (HeLa、BGC823、NCIH460和HepG2)的细胞毒

性进行研究；此外通过Hoechst 33342染色、细胞内

活性氧(ROS)水平检测、线粒体膜电位测定等技术和

方法探究了配合物抗肿瘤活性的作用机制。

1 实验部分

1.1 实验试剂与仪器

RPMI1640培养基、DMEM培养基、胰蛋白酶、胎

牛血清、溴化噻唑蓝四氮唑(噻唑蓝，MTT)、Hoechst
33342染色试剂、DCFHDA探针、JC1线粒体膜电位

检测试剂盒均购自索莱宝公司，二甲基亚砜(DMSO)

购自阿拉丁公司。其余试剂均为市售分析纯试剂。

所用仪器有PerkinElmer 240型元素分析仪(C、
H、N)、Bruker Smart 1000单晶衍射分析仪、酶标分析

仪DNM9602(北京普朗新技术有限公司)、倒置光学

显微镜DMIL LED(徕卡显微系统(上海)贸易有限公

司)、超净工作台 SWCJ1D(苏州净化设备有限公

司)、二氧化碳细胞培养箱(Galaxy 170 S New Bruns
wick)。
1.2 配合物的合成

配体L的合成参见文献[21]。
配合物 1的合成：称取 0.2 mmol的配体 L溶于

15 mL无水乙醇中，完全溶解后滴加 0.2 mmol的三

乙胺。然后缓缓滴加Ni(ClO4)2·6H2O(0.2 mmol)的水

溶液(5 mL)至上述溶液中，混合液在室温搅拌 10 h
后过滤，滤液在干净烧杯中静置。缓慢挥发一段时

间后，适合X射线单晶衍射分析的蓝绿色块状晶体

从溶液中析出，过滤，将晶体用少量冷乙醚淋洗，干

燥后称重，产率：35%。元素分析按 C62H62Cl4N10
Ni2O11计算的理论值(%)：C，53.87；H，4.52；N，10.13。
实验值(%)：C，53.90；H，4.55；N，10.06。FTIR(KBr，
cm1)：3 442，3 269，1 610，1 574，1 513，1 488，1 447，
1 219，1 098，1 021，811，625。

配合物 2的合成：称取 0.2 mmol的配体 L溶于

15 mL无水甲醇中，搅拌并逐滴加入 0.2 mmol的三

乙胺，缓慢加入 NiCl2·6H2O(0.2 mmol)的甲醇溶液

(10 mL)，混合液加热搅拌回流 0.5 h后，继续加入 0.2
mmol KPF6，继续回流 3 h，有大量绿色沉淀析出，过

滤。将绿色沉淀用 5 mL乙腈、5 mL甲醇、5 mL N，N
二甲基甲酰胺和 5 mL水复溶，过滤，滤液在室温下

静置 10 d后，适合X射线单晶衍射的蓝绿色块状晶

体析出。将晶体过滤并用少量冷乙醚淋洗，干燥后

称重。产率：31%。元素分析按 C62H58Cl2F12N10Ni2P2
计算的理论值(%)：C，52.39；H，4.11；N，9.85。实验

值(%)：C，52.42；H，4.17；N，9.80。FTIR(KBr，cm-1)：
3 270，1 611，1 575，1 514，1 488，1 448，1 218，1 098，
932，844，625。
1.3 配合物的晶体结构测定

选取配合物 1和 2的单晶样品 (尺寸均为 0.40
mm×0.25 mm×0.20 mm)置于 Bruker Smart 1000 CCD
单晶衍射仪上，在低温(配合物 1)或室温(配合物 2)
下，采用经石墨单色化的Mo Kα辐射作为衍射光源

(λ=0.071 073 nm)，以 φω扫描方式收集衍射点，通

过 SAINT程序进行数据还原，强度数据经 SADABS

Scheme 1 Structure of L
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程序校正[22]。用 SHELXS97程序的直接法解析结

构[2324]。对全部非氢原子坐标及其各向异性热参数

用 SHELXL97程序进行全矩阵最小二乘法修正；氢

原子均为理论加氢并进行跨式模型(riding model)精

修。配合物 1和 2的晶体学数据见表 1，部分键长键

角数据见表2。
CCDC：2058250，1；2058251，2。

表1 配合物1和2的晶体学数据

Table 1 Crystallographic data of complexes 1 and 2

Complex
Empirical formula
Formula weight
T / K
Crystal system
Space group
a / nm
b / nm
c / nm
V / nm3
Z

Dc / (g·cm-3)
F(000)
θ range for data collection / (°)
Limiting indices
Reflection collected
Independent reflection (Rint)
Goodnessoffit on F 2
R1, wR2 [I>2σ(I)]
R1, wR2 (all data)
Largest diff. peak and hole / (e·nm-3)
Flack parameter

1

C62H62Cl4N10Ni2O11
1 382.41
113(2)
Orthorhombic
P21212
1.537 0(4)
2.055 1(5)
0.971 1(3)
3.067 4(14)
2
1.492
1 424
1.65~25.01
-18 ≤ h ≤ 18, -17 ≤ k ≤ 24, -11 ≤ l ≤ 11
23 097
5 421 (0.045 8)
1.086
R1=0.069 8, wR2=0.198 9
R1=0.073 5, wR2=0.203 4
1 170 and -629
0.04(3)

2

C62H58Cl2F12N10Ni2P2
1 421.44
293(2)
Orthorhombic
Pbcn

2.003 9(4)
1.794 5(4)
1.662 0(3)
5.977(2)
4
1.580
2 912
3.05~25.01
-23 ≤ h ≤ 23, -21 ≤ k ≤ 21, -19 ≤ l ≤ 19
46 382
5 254 (0.087 3)
1.308
R1=0.093 7, wR2=0.164 2
R1=0.113 9, wR2=0.172 8
587 and -385

表2 配合物1和2的部分键长和键角

Table 2 Selected bond lengths (nm) and angles (°) of complexes 1 and 2

1

Ni1—N3
Ni1—N1
Ni1…Ni1A

N3—Ni1—N2
N5—Ni1—N1
N3—Ni1—N5
N4—Ni1—Cl1
N3—Ni1—N1
C2—C1—C29A

2

Ni1—N4
Ni1—N1
Ni1…Ni1A

0.207 1(5)
0.227 0(5)
1.052 5

97.2(2)
96.66(19)
168.07(19)
88.90(15)
76.26(19)
110.6(5)

0.205 4(4)
0.226 8(4)
0.997 1

Ni1—N5
Ni1—N4

N4—Ni1—N1
N2—Ni1—N4
N2—Ni1—Cl1
N4—Ni1—N5
N1—Ni1—Cl1

Ni1—N5
Ni1—N2

0.218 4(5)
0.209 4(5)

96.98(19)
169.1(2)
96.89(19)
79.68(19)
170.62(14)

0.218 9(5)
0.208 3(5)

Ni1—N2
Ni1—Cl1

N3—Ni1—N4
N3—Ni1—Cl1
N2—Ni1—N5
N5—Ni1—Cl1
N2—Ni1—N1

Ni1—N3
Ni1—Cl1

0.207 0(5)
0.240 44(19)

91.4(2)
95.67(15)
90.85(19)
92.08(15)
79.89(17)

0.206 0(5)
0.231 43(17)
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1.4 配合物的抗癌活性检测

1.4.1 细胞系及培养条件

人宫颈癌细胞系 (HeLa)、人胃癌细胞系 (BGC
823)、人肺癌细胞系 (NCI  H460)、人肝癌细胞系

(HepG2)由天津医科大学科研平台提供。HeLa细
胞用含 10%胎牛血清的DMEM(H)高糖培养基培养，

其它细胞用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640培养基

培养。

1.4.2 细胞毒性检测

采用MTT法来评估 2个配合物的体外抗肿瘤活

性。将细胞接种于 96孔(每孔 3×103~5×103个)细胞

培养板中，置于培养箱(37 ℃，体积分数5%的CO2)中
孵育 24h。除去旧的培养基，换入新鲜培养基，设定

空白组、对照组(未加配合物组)、加药组(配合物终浓

度分别为 3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μmol·
L-1)，分别加入相对应的药物后继续孵育 48 h，然后

每孔中加入 20 μL MTT(5 mg·mL-1)继续孵育 4 h。取

出培养板并吸出上清液，每孔加入 150 μL DMSO，
振荡 10min后使用酶标仪对其吸光度进行检测，并

计算 IC50值。

1.4.3 Hoechst 33342染色

Hoechst 33342是一种可对DNA 染色的细胞核

染色试剂，常用于细胞凋亡形态学检测，从而证明

化合物是否通过诱导凋亡的方式来杀死肿瘤细

胞[25]。取对数期且生长状态良好的NCIH460细胞

接种于 12孔板 (每孔 3×104~5×104个)，置于培养箱

(37 ℃，体积分数 5%的 CO2)中孵育 24h。分别加入

一定浓度的配合物 1于 12孔板中，并设置相应对照

组，置于培养箱中继续孵育 24 h，吸去培养基并用冰

冷的磷酸盐缓冲盐溶液 (PBS)清洗 2~3次，每次 3
min，加入 Hoechst 33342(10 μg·L-1)染液，置于培养

箱中避光孵育 15 min，弃去染液并用 PBS清洗 2~3
次，每次 3 min，置于荧光倒置显微镜选取合适的视

野进行观察并拍照。

1.4.4 ROS水平检测

ROS的产生和堆积是细胞凋亡中的重要事件，

因此细胞生长过程中ROS的产生可以作为检测细

胞早期凋亡的重要特征之一。我们利用凋亡细胞

内产生的活性氧可以将没有荧光的DCFH氧化生成

具有绿色荧光的DCF这一特征来检测细胞内活性

氧水平[26]。取处于对数期且生长状态良好的 NCI
H460细胞接种于 12孔板 (每孔 3×104~5×104个)中，

置于培养箱(37 ℃，体积分数 5%的CO2)中孵育 24 h。
在细胞中加入不同浓度的配合物 1继续孵育 24 h，
吸出上清液，将用无血清培养基稀释的 DCFHDA
探针(10 μmol·L-1)加入孔板中，置于培养箱中避光

染色 30 min，取出后用 PBS洗涤 3次，每次 3 min，然
后置于荧光倒置显微镜下进行观察，选取合适的视

野并拍照。

1.4.5 线粒体膜电位检测

诱导细胞凋亡过程通常分为内源性(线粒体)、
外源性(死亡受体)和内质网应激启动 3条通路，其中

线粒体通路最为常见。大量研究表明在凋亡过程

中一旦线粒体膜电位下降，则细胞将会发生不可逆

转的凋亡[2728]。采用 JC1线粒体膜电位检测试剂盒

对线粒体膜电位进行检测，通过红绿荧光的变化来

判断细胞是否发生凋亡。其基本步骤为取对数期

且生长状态良好的NCIH460细胞接种于12孔板(每
孔 3×104~5×104个)中，置于培养箱(37 ℃，体积分数

5%的CO2)中孵育 24 h,在细胞中加入不同浓度的配

合物1继续孵育24 h，按照试剂盒步骤进行操作。

2 结果与讨论

2.1 配合物的结构及其表征

对 2个配合物进行表征发现，配合物 1属于正

交晶系，P21212手性空间群，Flack因子为 0.04(3)。
晶体解析结果表明，1的每个Ni中心均为六配位模

式，该双核配合物由 2个不对称的 L形成双链螺旋

分子盒状，其基本单元是由 1个[Ni2(L)2Cl2]2+与外界

的 2个 ClO4-和 3个水分子构成。而配合物 2与 1的

N4—Ni1—N3
N5—Ni1—N1
N4—Ni1—N5
N2—Ni1—Cl1
N4—Ni1—N1
C28—C31—C4A

165.89(17)
97.74(18)
78.56(17)
95.61(15)
94.40(16)
109.8(4)

N2—Ni1—N1
N3—Ni1—N2
N3—Ni1—Cl1
N2—Ni1—N5
N1—Ni1—Cl1

75.83(18)
95.36(18)
97.74(15)
170.56(19)
170.26(12)

N4—Ni1—N2
N4—Ni1—Cl1
N3—Ni1—N5
N5—Ni1—Cl1
N3—Ni1—N1

94.87(18)
90.90(13)
90.06(18)
91.31(15)
78.75(18)

续表2

Symmetry codes: A: -x+2, -y, z for 1; A: -x+1, y, -z+1/2 for 2.

乔佩佩等：多吡啶类双核镍配合物的合成、晶体结构及抗癌活性 1741
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配位模式相同，结构相似，两者主要区别在于外界

阴离子、配位原子与中心原子之间的空间排列不同

以及空间群不同，2为非手性的Pbcn，晶体 2也属于

正交晶系，其基本单元是由 1个[Ni2(L)2Cl2]2+和外界

的2个PF6-构成。2个配合物的结构如图1所示。

由图 1可见，1和 2的Ni中心的配位原子由一个

L的叔胺N原子、2个吡啶N原子及另一个 L中的 1

个仲胺N原子、1个吡啶N原子和 1个Cl原子组成，

因此其构型可描述为畸变的八面体。L的二苯基甲

烷基团中的—CH2—是柔性的，在配合物 1中 C2—
C1—C29A的键角为 110.6(5)°，Ni1和Ni1A之间的距

离为 1.052 5 nm；而配合物 2 中 C28—C31—C4A
的键角为 109.8(4)°，Ni1 和 Ni1A 之间的距离为

0.997 1 nm。

Thermal ellipsoids are drawn at 30% probability level; Hydrogen atoms, external water molecules and negative
ions are omitted for clarity; Symmetry codes: A: -x+2, -y, z for 1; A: -x+1, y, -z+1/2 for 2

图1 配合物1和2的晶体结构

Fig.1 Crystal structures of complexes 1 and 2
2.2 细胞毒性实验

以顺铂作为阳性对照，对 2个化合物进行体外

抗肿瘤活性检测(表 3)。实验结果表明，2个镍配合

物对几种肿瘤细胞的毒性均高于配体，这说明配体

与Ni2+的配位明显增强了配体原有的抗癌活性。在

2个配合物中，配合物 1对肿瘤细胞表现出更高的毒

性作用，其中对 NCI H460毒性作用最强，IC50=
(26.0±2.2) μmol·L-1，因此我们选择配合物 1对NCI
H460细胞的抗肿瘤作用进行进一步研究。

表3 配合物1和2及配体L对测试细胞系的 IC50值

Table 3 IC50 values of complexes 1, 2 and ligand L toward the tested cell lines

Compound
Cisplatin

1

2

L

IC50 / (μmol·L-1)
HeLa
23.1±1.6
53.3±0.2
43.9±1.4
266.0±2.2

BGC823
2.2±0.1
87.3±1.6
97.9±4.5
227.7±3.0

NCIH460
16.3±0.1
26.0±2.2
31.3±2.7
120.7±3.5

HepG2
2.2±0.5

101.0±0.4
117.2±2.1
124.6±0.5

2.3 凋亡形态检测

利用 Hoechst 33342染色法检测了配合物 1对

NCIH460细胞形态学改变，结果如图 2所示。可以

看到，对照组细胞呈浅蓝色或者没有颜色；阳性对

图2 Hoechst 33342染色法检测配合物1对NCIH460细胞形态的影响

Fig.2 Effect of complex 1 on morphology of NCIH460 cells determined by Hoechst 33342 staining method
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照组(顺铂)细胞染色加深、变亮，而且出现皱缩；而

加药组的细胞随着浓度增大，细胞呈现明亮的深蓝

色，并伴随着一定的皱缩，在高浓度组中细胞皱缩

明显增多。由此可以判定，配合物是以诱导细胞凋

亡的方式[23]对NCIH460细胞产生毒性作用，且具有

一定的浓度依赖性。

2.4 ROS检测

如图 3所示，在对照组中，由于低的ROS水平，

DCHFDA难以转变成具有绿色荧光的DCF，因此观

察到微弱的绿色荧光斑点；当把NCIH460细胞暴露

于不同浓度的配合物 1中孵育 24 h后，DCHFDA在

高水平的ROS下被转变成具有绿色荧光的DCF，因
此在荧光显微镜下发现许多明亮的绿色斑点，且具

有一定的浓度依赖性。该结果表明，配合物 1通过

提高细胞内的活性氧水平来诱导细胞凋亡[26]。

图4 JC1探针染色法检测配合物1对NCIH460细胞内线粒体膜电位的影响

Fig.4 Effect of complex 1 on mitochondrial membrane potential of NCIH460 cells determined by JC1 probe staining method

图3 DCFHDA探针染色法测定配合物1对NCIH460细胞内ROS产生的影响

Fig.3 Effect of complex 1 on ROS production in NCIH460 cells determined by DCFHDA probe staining method
2.5 线粒体膜电位检测

以上 2个实验结果表明，配合物 1可能通过诱

导细胞凋亡的途径来对肿瘤细胞产生致死作用，因

此我们采用一种新型阳离子羰花青染料(JC1)作为

荧光探针测定了线粒体膜电位的变化。结果如图 4
所示，对照组NCIH460细胞由于高的膜电位所以呈

现红色荧光，但随着配合物 1的加入，其红色荧光逐

渐减弱，绿色荧光逐渐增强。从红色到绿色荧光的

变化表明配合物 1的加入导致NCIH460细胞线粒

体膜电位降低，且具有明显的浓度依赖性，据此推

测该配合物很可能是通过线粒体途径诱导细胞

凋亡[2728]。

3 结 论
合成了 2个未见文献报道的双核镍配合物

[Ni2(L)2Cl2](ClO4)2·3H2O (1)和[Ni2(L)2Cl2](PF6)2 (2)并对

其进行表征。MTT实验表明配合物 1和 2对体外肿

瘤细胞HeLa、BGC823、NCIH460及HepG2均具有

一定的细胞毒性，其中对于NCIH460细胞毒性作用

最强。进一步探究了配合物 1对NCIH460细胞的

毒性作用机制，结果表明，随着配合物 1浓度的递
增，细胞内活性氧平衡遭到破坏，线粒体膜电位逐
渐耗竭，说明该配合物很可能通过线粒体途径来诱
导细胞凋亡从而对癌细胞产生致死作用。
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