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摘 要 ：目 的 研 究 MTT 染 色 法 用 于 检 测 细 胞 凋 亡 的 可 行 性 。 方 法 以 As2O3 诱 导 K562 细 胞 建 立 凋 亡 细 胞 模 型 ，并 比 较

以 下 ３种 方 法 检 测 凋 亡 的 结 果 。MTT 染 色 法 检 测 、直 接 在 光 镜 下 进 行 形 态 学 观 察 以 及 DNA 凝 胶 电 泳 。结 果 MTT 染 色

法 可 准 确 判 定 细 胞 凋 亡 ，并 可 清 晰 分 辨 正 常 细 胞 、凋 亡 细 胞 和 死 亡 细 胞 。 结 论 MTT 染 色 法 是 一 种 简 单 、可 行 的 检 测 细

胞 凋 亡 的 方 法 。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ� Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ TostudythefeasibilityofusingMTTassaytodetectcellapoptosis. Ｍ ｅｔｈｏｄｓK562cellsweregrown

in RPMI 1640mediumsupplemented with10%cal f se rumand4μmol/Larsenictrioxide. Apoptosiswasinducedinthe

cultured cells byAs2O3, and the cellsweredetectedwithopticalmicroscope, DNAgelelectrophoresis andMTTstaining

respectively. Ｒｅｓｕｌｔ MTT staining could also accurately detect cellapoptosis, by whichtheapoptotic cellswereeasily

distinguishedfrom normal cellsanddeadcells. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ MTTstainingissimple, convenientandpracticalfordetecting

cellapoptosis.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：cellapoptosis;MTTassay;arsenic trioxide;K562cells

噻 唑 蓝 （MTT）染 色 法 操 作 简 单 、快 速 、结 果 准

确 ，一 般 广 泛 应 用 于 新 药 筛 选 、细 胞 毒 性 实 验 、肿 瘤 放

射 敏 感 性 实 验 ［1~3］。 近 来 ，也 有 实 验 室 用 MTT 法 绘 制

细 胞 生 长 曲 线 。

研 究 细 胞 凋 亡 的 方 法 很 多 ，如 形 态 学 的 方 法 和 生

化 检 测 法 等 ，但 均 存 在 一 些 不 尽 如 人 意 之 处 。 我 们 在

实 验 中 发 现 ，经 MTT 染 色 后 ，凋 亡 细 胞 呈 现 出 极 其

明 显 的 形 态 学 改 变 ，为 了 研 究 MTT 染 色 法 在 细 胞 凋

亡 检 测 中 的 应 用 ， 我 们 以 三 氧 化 二 砷 （As2O3） 诱 导

K562 细 胞 凋 亡 为 模 型 并 对 不 同 方 法 检 测 其 凋 亡 情 况

的 结 果 进 行 了 观 察 比 较 。

1 材 料 与 方 法

1.1 试 剂

RPMI1640 培 养 基 （Gibco BRL）、精 制 小 牛 血 清

（Hyclone）、As2O3（Sigma）、MTT 和 二 甲 基 亚 砜 （DMSO）

（上 海 生 物 工 程 公 司 ）、DU530 紫 外 分 光 光 度 计 （美 国

Beckman 公 司 ）。

1.2 溶 液 及 其 配 置

As2O3 贮 备 液 ：取 As2O3 适 量 溶 于 100ml120mmol/L
的 NaOH溶 液 中 ，配 成 1mmol/L 的 贮 备 液 ，过 滤 除 菌 ，

4 ℃ 贮 存 ［4］；MTT 溶 液 ：取 MTT 适 量 溶 于 50ml0.01

mol/L 的 PBS 液 （pH 7 . 4）中 ，磁 场 搅 拌 使 溶 ，配 成 2

g/L 的 MTT 溶 液 ，过 滤 除 菌 ，4 ℃贮 存 。

1.3 方 法

1.3.1 细 胞 培 养 将 K562 细 胞 置 于 含 10%精 制 小 牛

血 清 和 青 霉 素 、 链 霉 素 各 100U/ml 的 RPMI1640 培

养 基 中 ，常 规 培 养 （37 ℃，5%CO2）。 以 1.5×105 个 细 胞

/ml 的 浓 度 接 种 ，在 细 胞 对 数 生 长 期 加 药 ，处 理 组 加

入 As2O3，使 其 终 浓 度 为 4 μmol/L，对 照 组 加 入 与 处

理 组 相 同 摩 尔 数 的 NaOH，继 续 培 养 。

1.3.2 光 镜 下 检 测 细 胞 凋 亡 细 胞 加 药 后 ， 常 规 培 养

2 4 h，光 镜 下 观 察 。

1.3.3 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 参 照 文 献 ［5］进 行 。

1.3.4 MTT法 检 测 细 胞 凋 亡 MTT 染 色 操 作 参 照 文

献 ［6］，光 镜 下 观 察 。

2 结 果

2.1 光 镜 观 察

处 理 组 的 K562 细 胞 经 As2O3
作 用 2 4 h 后 经 光
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图 1 处 理 组 （A）和 对 照 组 （B）细 胞 培 养 2 4 h 后 的 光 镜 形 态 观

察 (×40)
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A:As2O3-treated;B: Control

图 3 对 照 组 （A）和 处 理 组 （B）细 胞 MTT 染 色 (×40)
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A: Control;B:As 2O3-treated(4μmol/L)

镜 观 察 可 见 细 胞 形 态 不 圆 整 ，细 胞 核 固 缩 、裂 解 成 质

膜 包 绕 的 碎 片 ，且 有 凋 亡 小 体 出 现 ，呈 现 明 显 的 细 胞

凋 亡 形 态 ； 对 照 组 细 胞 则 形 态 完 整 ， 核 物 质 分 布 均

匀 ，细 胞 不 表 现 出 凋 亡 (图 1)。

2.2 DNA凝 胶 电 泳

经 1%的 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 发 现 ，处 理 组 细 胞

DNA 提 取 物 可 见 明 显 的 梯 状 条 带 ， 对 照 组 细 胞 则 无

（图 2）。

2.3 MTT 染 色 法 检 测 细 胞 凋 亡

细 胞 加 入 MTT 共 培 养 4 h 后 ， 在 普 通 光 学 显 微

镜 下 ，发 现 对 照 组 细 胞 呈 圆 形 ，结 构 完 整 ，胞 浆 连 续 ，

形 成 的 蓝 紫 色 结 晶 分 布 比 较 均 一 。 而 处 理 组 细 胞 形

态 不 圆 整 ，体 积 变 小 ，边 缘 有 起 泡 现 象 ，形 成 的 蓝 紫

色 结 晶 在 细 胞 边 缘 聚 集 ， 成 新 月 状 或 边 界 分 明 的 颗

粒 块 状 浓 染 区 域 。 部 分 细 胞 成 空 泡 状 ，无 蓝 紫 色 结 晶

沉 着 （图 3）。

3 讨 论

目 前 常 用 的 细 胞 凋 亡 检 测 法 大 多 存 在 着 一 些 不

尽 如 人 意 之 处 ，如 光 镜 直 接 观 察 法 ，细 胞 各 部 分 明 暗

对 比 不 够 显 著 ，且 缺 乏 有 说 服 力 的 特 征 或 标 志 ；荧 光

染 色 法 ，需 要 配 备 荧 光 显 微 镜 ，当 紫 外 光 激 发 过 久 时

会 出 现 荧 光 淬 灭 现 象 ，荧 光 显 色 持 续 时 间 短 ，不 稳 定 ；

DNA 凝 胶 电 泳 法 检 测 所 需 时 间 长 ，操 作 繁 琐 ，电 泳 中

使 用 的 EB 还 有 致 癌 的 危 险 ；流 式 细 胞 术 检 测 则 需 先

进 的 仪 器 设 备 ，运 行 成 本 过 高 ，限 制 了 它 的 广 泛 应 用 。

MTT，化 学 名 为 3-（4，5）-2- 噻 唑 -（2，5）- 二 苯 基

溴 化 四 氢 唑 蓝 ，其 有 效 成 分 四 唑 蓝 能 与 活 细 胞 线 粒 体

中 的 琥 珀 酸 脱 氢 酶 作 用 而 被 还 原 为 不 溶 于 水 的 蓝 色

结 晶 — —— 甲 臜 formazan）并 沉 淀 在 细 胞 中 ，而 死 细 胞

则 无 此 功 能 。 利 用 MTT 这 一 特 性 ，经 其 染 色 后 即 可

在 光 镜 下 直 接 检 测 细 胞 凋 亡 。

总 结 本 研 究 经 验 ，我 们 认 为 MTT 染 色 法 用 于 检

测 细 胞 凋 亡 有 如 下 优 点 ：（1）可 较 好 区 分 正 常 、凋 亡 及

死 亡 的 细 胞 ：在 生 长 良 好 的 活 细 胞 中 ，蓝 色 结 晶 的 分

布 与 正 常 细 胞 中 细 胞 器 线 粒 体 的 分 布 一 致 ， 着 色 均

匀 ； 凋 亡 细 胞 在 光 镜 下 可 见 蓝 色 结 晶 聚 集 成 团 块 ，在

细 胞 的 边 缘 形 成 半 月 形 或 块 状 的 致 密 浓 染 小 区 域 ，呈

典 型 的 凋 亡 细 胞 的 形 态 学 特 征 ； 死 亡 细 胞 则 与 MTT
不 反 应 ，呈 空 泡 样 ，不 着 色 ；（2）方 法 简 单 ，易 于 操 作 ，

结 果 判 定 直 观 、准 确 ：MTT 与 细 胞 作 用 后 ，细 胞 各 部

分 的 阴 暗 对 比 增 强 ，光 镜 下 可 非 常 清 晰 地 观 察 到 细 胞

凋 亡 的 特 征 ；（3）对 仪 器 设 备 的 要 求 不 高 ，只 需 普 通 的

光 学 显 微 镜 即 可 ，利 于 推 广 应 用 ；（4）呈 色 稳 定 ，长 时

间 观 察 也 不 会 出 现 染 色 减 弱 现 象 。

综 上 所 述 ， 我 们 认 为 MTT 染 色 法 是 一 种 简 单 、

可 行 的 检 测 细 胞 凋 亡 的 方 法 。

致 谢 ：衷 心 感 谢 分 子 生 物 学 实 验 室 刘 智 、李 燕 等 同 志 的 大 力

协 助 。
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图 2 对 照 组 （A）和 处 理 组 （B）细 胞 的 电 泳 图
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AtypicalDNAladderwaspresentedinDNAgelelectrophoresis.A:
Control;B:As 2O3-treated
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图 5 LoVo/Adr 细 胞 中 的 P-gp 免 疫 组 化 染 色

（SABC 染 色 , ×160）

Ｆｉｇ．５ Ｉｍｍｕｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆＰ-ｇｐ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬｏＶｏ／Ａｄｒ ｃｅｌｌｓ(SABCstaining, ×160)

图 4 LoVo 细 胞 中 的 P-gp 免 疫 组 化 染 色

（SABC 染 色 , ×160）
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬｏＶｏ ｃｅｌｌｓ(SABCstaining, ×160)

LoVo 细 胞 中 ，阿 霉 素 集 中 分 布 在 细 胞 的 核 区 ，而 在

耐 药 株 中 ，核 区 分 布 显 著 减 少 ，相 对 在 胞 质 中 增 多 ，这

与 国 外 报 道 一 致 ［4，5］。 这 种 异 常 分 布 使 得 阿 霉 素 在 耐

药 细 胞 内 远 离 作 用 靶 点 细 胞 核 ， 不 能 发 挥 抗 癌 作 用 。

因 此 ，我 们 认 为 ，化 疗 药 物 在 细 胞 内 的 异 常 分 布 可 增

进 其 对 化 疗 药 物 的 耐 受 性 ，是 肿 瘤 细 胞 发 生 耐 药 的 原

因 之 一 。 但 目 前 关 于 药 物 在 MDR 细 胞 中 分 布 异 常 有

着 不 同 的 解 释 ，有 学 者 ［5］认 为 药 物 可 能 通 过 类 似 P-gp
机 制 或 其 他 机 制 （如 细 胞 内 pH 值 改 变 、磷 脂 膜 成 分

改 变 等 ）而 聚 集 在 胞 质 的 某 些 细 胞 器 中 ，远 离 靶 点 。虽

然 人 们 普 遍 认 为 细 胞 膜 上 P-gp 是 导 致 药 物 进 入 胞 内

的 主 要 机 制 ，但 Maraldi 等 ［6］研 究 表 明 在 MDR 细 胞

中 ，P-gp 在 细 胞 核 上 的 表 达 是 阻 止 药 物 进 入 核 区 的

直 接 原 因 。 我 们 观 察 到 加 用 VP 后 ，可 使 阿 霉 素 在 耐

药 细 胞 分 布 发 生 改 变 ，基 本 可 恢 复 到 敏 感 状 态 ，即 阿

霉 素 进 入 到 核 区 增 多 ，这 可 能 与 P-gp 有 关 。 VP 不 仅

抑 制 了 细 胞 膜 上 P-gp，使 细 胞 内 药 物 聚 集 增 加 ，而 且

能 使 储 留 在 胞 浆 中 药 物 重 新 进 入 核 内 ，恢 复 细 胞 对 药

物 的 敏 感 性 。

我 们 认 为 ，与 共 聚 焦 扫 描 显 微 镜 相 比 ，用 荧 光 显

微 镜 观 察 阿 霉 素 在 细 胞 内 分 布 更 为 方 便 、快 捷 、经 济 ，

其 缺 点 是 不 能 将 荧 光 值 半 定 量 ，但 仍 不 失 为 一 种 实 用

的 方 法 。
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