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MTT法检测羟基喜树碱对兔晶体上皮细胞生长的作用 
罗莉霞。，李平华。，彭 惠。，骆云鹏 ，汤为学 

(1．重 医科大学临床学院眼科 重庆 400016：2．重庆医科大学病理生理教研室 重 400016) 

【摘 要】目的：{盘测羟基 树碱( dr yc蛐ptot}IccirIc，HCP r)坩体外培养的兔晶体 『生细胞 (rabbit I曲s epithdial eelIs t 

RLECs)增殖的蟛呐。方法：取2～3代的RLEcs存9吼 板-p培养24h后，,ud小同浓度的HcPT分别作朋24及72ht州甲基哮}唑基 

网呻 (Methy【thiazolvItetrazolium，MTT)测定法观索HCPT对RLECs增殖及贴壁的影响 。结果：HCPT既能抑制RLECs的增 

精．还可抑制RLEcs的贴壁，24h的半数抑制量 (1 o|一))~j96．041 ecru1．72h的I o|-为1,34 mI 结论： ．定浓度的HcPT能 

育效抑制RLECs的生长。 
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Effect of Hydroxycamptothecine OR rabbit lens epithelial cells by M"I T assay 

LUO Li-xia~et al 

(Department ofOphtha!molo~"，College ofClinical Medicine，Chongqing Medical University，4000l6) 
【Abstract】 Objective：To investigate the inhibition ofHydmxycamptothecine(HCPZ)On rabbit lens epithelial 

cells(RLECs、proliferation in vitro．Methods：The RLECs of the second and the third passage we placed in 96- 

welltissue cultureplates andincubatedfor24hours．then exposedto different concentrationsofHCPTfor24 and 

72 h0MrS．Determined by MTT colorimetric assay．Results：We fotmd that HCPT could{nhibit both the growth of 

RLECs and the attachment of RLEC's．The lC50 of HCPT exposed to RLECs for 24 hours and 72 hours w~l"e 

96，04l ug／mland 1．34ug／m1．Conclusion：The growthofRLECscan be effectivelyinhibited byHCPT． 

[Key words]Lens epithellal cells：Hydroxycamptothecine：MTT colorime~ric assay 

自内障囊外摘除及人T品体植入术后，继发性 

后囊膜混浊 (后发性口内障)是影响术后视功能恢 

复的主要并发症之一。后囊膜混浊形成的主要原闻 

为：残留晶体上皮细胞增生、迁徙及胶原和基底 

膜样物质的形成。冈此．研究抑制晶体上皮细胞的 

增殖，对后发性白内障的预防和白内障术J舌疗效的 

提高有重大的意义。国内外已有关于药物抑制晶体 

上皮细胞增殖的实验研究，但尚未见HCPT麻用于 

抑制晶体上皮细胞的报道，l奉研究旨在探讨HCPT 

对RLECs增殖的影响，为临床上自内障术后后囊膜 

棍浊的预防．提供实验依据 _奉研究还探讨了较难 

培养的原代RLECs的改良方法．为需要培养RLECs 

的实验提供一种简便易行的途径。 

1 材料和方法 

1．i 材料 

1．1．1 动物及试剂 2～3月龄新两兰白色家兔 (重庆疾科大 

怍●介颦 莉霞 【1970- )．女，硕 l：牛 

学实验动物一{ 心提供)60 {．体重I～1．5kg，无眼疾．雌雄 

攘州：羟耩韩树碱 (天诚药业有限公刊)-小牛血清，胎牛血清 

(杭州网季青生物 I 程有限公刊)；DMEM／FI 2(Gibeo．美 

}I4)：MTr(sigma，美闺)；胰蚩自酶(Gibco．美I=I4)。 

I．1．2 器材 自动酶标光度仪(BIO-RAd 2550型，美国)；96 

扎酶标扳(NUNC．丹麦)；细胞培养瓶(NUNC．丹麦I。倒置 

显微镜(Nikon，f_{本)；离心机(LⅪ-II， 海)：微量振荡器 

(WZ-ZA．北京) 

1．2 方法 

1．2．I RLECs的培养 耳缘静脉注射卒气处死家兔，常规无 

苗操作摘 眼球，沿角膜缘剪，F以暴露品状体，在显微镜下 

完整摘出晶体．并仔细消除晶体用围残存的齄韧带。用显徽 

无齿镊沿赤道部撕下晶体前囊膜．放入盛有1～2滴完争培养 

液的表l血JIIL·{1-将前囊膜剪 约0．5～lmm 大小的碎片，用 

吸管将其均匀移A．50mt的培养瓶底面．并加入完全培养液 

5ml，(将囊膜碎片分别放入龠l5％小牛血清的DMEM；qCl2和 

龠15％胎牛血清的DMEM／FI2的塑料培养瓶及玻璃培养瓶进 

行培养)I放进37℃、台5"／d20~、饱和湿度的孵箱内，瓶底向 

卜静置3～4h待 卜皮贴壁后．翻转培养瓶继续培养。根据细 

胞生长情况更换培养液。 傲 惆 后每隔3天换 。次液，待 

培养细胞接近铺满时 ． 【{10，25％的胰蛋白酶消化3min，分 
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散、洗涤后．按 1：2比例传代培养。 

胞的生长情况种形奄。 

在倒簧显微镜下观察细 2_1
．

晶体上皮细胞的生长及形态 

I．2．2 MTT法测定HCPT对RLECs的作ILIi 取培养的第2～3 

代呈列数生长期的RLECs． 0．25％的胰蛋白酶消化3～ 

5 n，行盼蜻染色、计算活细胞数，调整细胞浓度 5×l0 

个／m1．并将细胞赫液接种3=96孔培养板．每孔200̈ I，簧 

CO：孵箱一I 培养24h。待细胞贴壁后，加入Hj生理盐水稀释 

的HCPT 20 1．々终浓度分别为0．375̈ g／ml、0 750 ml、 

1．5 ml、3,0 ml、和6,0 rI1l。每 ‘药物剂量设置9平 

打孔，同时设簧9扎试剂对照组及9彳L细胞对照组。加入 述 

浓度的HCPT后．分删继续培养24h和72h。取出、弃 消 

液，加入20ul的MTT和200u1无JfIL消培养澈，放入孵精q1再 

培养4h。墩出离心(8o0rp丌I)5mIn_去除 E清波．每孔加二甲 

砜200 1，微量振荡器 振摇5rain．用令自动静标光度仪 

进行比包，波长600nm．测出每孔吸光度值A。 

I．2．3 M兀怯测定HCPTMRI=ECs贴壁的影响 将培养的2～ 

3代RLECs以5×l0个／mi浓度接剥叮 24孔板后，加入终浓度 

为0．375 ml的HcPT 小 十分之 -24h I西 。作J}j24h后 

将脲培葬液及束贴壁 瞧吸掉．加无血清培养液200 I和 

MTT20 1，继续堵养4h后取出，吸去 卜清液，加二甲肌砒 

200 1． 荡后比色．波长600rim．用A值柬袭示贴壁的细胞 

量。 

I．3 统计学方法 

所有数据尉SAS~t~乜处理，以均值±标准差( ) 

表示，采硝，捡验。J}j药组分别与埘照组比j交'显著性栝准为 

P<0．05。 

2 结 果 

在含I5Olo,1,牛血清的DMEt~FI2培养!illcRLECs 

生长缓慢，且稀疏、最少，无法用台盼兰计数；而 

在含l5％胎牛血清的培养液中RLECs生长良好，早 

片状铺砌，细胞景多。在玻璃瓶中的RLECs贴肇不 

好，多旱岛状浮于培养液血而死亡：RLECs在塑料 

瓶中赫贴壁，倒置显微镜下璐察(如图1)：细胞保持 

上皮特征。 

图1 原代培养6天的兔晶体上皮细胞(倒量显黼 ，×200) 

2．2 HCPT对RLECs增殖的影响 

HCPT对RLECs增碴的影响如表1。MTT法显色 

深浅随扳孔中细胞数增加而逐渐加深，其吸光值A 

亦随之l丁}高。结果显示HCPT能抑$~RLECs增殖， 

且随药物浓度的增加发作用时问的延长，抑制作用 

增强。 

2．3 HCPT对RLECs贴壁的影响 将0．375 g／m1 

的HCPT作用于RLECs，结果显示该药对RLECs贴 

Tablel EffectsofHCPTontl1el：tollfcrationofRLECs 

24 hoursHCPT。(p0s ：“72 hoursHCPT~x~,ur~ 壁有抑制作用(JD<0．O5)。见表2。 

Tabl~2 Eff~cfsofHC阿 0I1the attachn~nt0fRLEcs 

3 讨 论 

3．1 体外培养RLECs~体会 

晶体对外界因素的反应几乎全部依赖于晶体上 
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皮细胞，冈晶体悬浮于房水中，使我们较易得到纯 

净的晶体上皮细胞” 。鉴于此，在后发性 内障预 

防的探索中，培养晶体上皮细胞 观察对其有关生 

理、生化及药物抑制等方面的研究 。1982年 ， 

Reddan介绍 了胰酶消化法培养RLECs ，其操作 

易掌握。奉实验在组织块培养方法 基础上 ，加以 

改进．简便易行。实验发现：(1)采用玻璃培养瓶， 

RLECs贴壤 好，重复性较著：而将品体囊膜碎片 

接种于塑料培养瓶中，细胞贴壁毕同，重复性高， 

可获得满意的细胞景。(2)用胎牛血清培养的RLECs 

比用小牛血清的要生长得旺盛，可缩短传代时阃， 

在加胎牛血清的培养液中生长的RLECs，原代7～8 

灭即铺满瓶底．且细胞景多 而生长在加小牛血清 

的培养液中的则需lO～15灭，且细胞量少 倒置显 

微镜下观察见RLECs早多边形上皮样细胞 (见图 

1) 。 

3．2 ~r丌法测定HCPT~-RLECs的作用 

MTT法 是一种简便、准确、快速的测定细胞 

增殖与抑制的方法．其原理为活细胞对可溶性MTT 

可产生一种 溶性的蓝紫色结晶产物，其 与活细 

胞数正比。将其济解在有机溶剂里，于一jj三波长范 

闱内，通过比色分析 以反映成活细胞数变化。MTT 

浓度为5mg／ml时，反应4h可获得满意的A值 。显色 

后宜在30rain内完成比色，此时稳定性较佳。 

_奉实验选用的新型抗癌药HCPT，其作用靶是 

拓扑异构酶l(Topo I)．它通过促使细胞DNA的降解 

而发挥细胞毒作用。Topo I正常功能是使超螺旋的 

DNA双链解旋，卣接参与或影响DNA复制、修复或 

转录过程，影响细胞生长。HCPT能抑制Topo I的功 

能，使DNA 能复制而导致细胞死亡。迄兮 ，国内 

外尚未见报道该药对晶体上皮细胞作用的碲f究。本 

实验采用MTT法检测HCPT对体外RLECs埯f殖的影 

响。其结果显示：HCPT对培养的RLECs的增殖有 

明显的抑制作用，且早浓度依赖性和时间依赖性 。 

HCPT对培养的RLECs作用24h和作用72h的Ic∞分别 

为96．041 ug／ml和1．34 pg／m1，_者具有显著性差异( 

P<O．05) 即该药持续作用对RLECs抑制作用好 ． 

而小宜采用短时作用方法。 

临床发现白内障囊外摘除术后，残留的晶体上 

皮细胞粘贴于后囊膜、继而增殖，最终形成后发性 

白内障。为了解HCPT对细胞粘附、贴壁的影响， 

将一定浓度的细胞悬液加入96孔板后 立即在细胞 

贴壁前加入HCPT，观察RLECs贴壁的情况。选择 

对RLECs无杀伤作用的小于 } 分之--24h Ic5o ，便 

于观察其对细胞贴肇率的影响。 

奉研究发现HCPT既能抑制兔晶体上皮细胞增 

殖，又能抑制其贴壁，从而影响细胞生长。所以我 

们认为HCPT对预防后发性 白内障的形成有较大的 

研究价值。 
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