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Optimal conditions of primary culture for small 

intestinal epithelial cells 

Wu Feng．et a】 

Department of Pediatric Surgery，College of Pediatrics 

On the be sis of preceding wcvk in establishing a repmdue ible method for small intestinal epithelial cells of 

tal rat in primary culture．we investigaged the optimal cultrite COIlditions of small intestinal epiifielial cell1The 

epithelial organoids of small intestine were obtsined frOm Wistar letal rats．and were successfullY cultured on 

collage—coated plates in DÊ m medium MTT colorim etric assay WaS developed to allow a repmdueible and 

quantitative measurement of proliferation of small intestin81 epitbelial cellB in primary culture．Bo as to get the 

optimal culture data at di聃rent COnditions．Results showed that cultur al medium quality．incubative time，C0Ju 

concentration．the amottnts of incubated epithelial organoids．fetal曲If serum level and th e time of adlninistrated 

drug were major influential factOrs in the process of epithelial growth in primary culture．T1le optim al cultttre 
data of these factors were also obtained．It is concluded that many factors can influence the growth of small 

intestinal epithelium in the process of prim ary culture．The optimal culture conditions WOuld be useful to 

investigate the effects of extracellular matrix constituents，hm'mones，growth factors，and specific nutrients on the 

epithe~al structure．function，proliferation，and differentiation in the amall intestine 
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提 要 WST一1是一种新受的四唑盐。它生成水溶性的有色物质．比色时不需额外的溶解步骤。在本研究中， 

我们将WST一1用于胃癌细胞株SGC一7901的抗癌药物筛诗试验．我们的研究表明：④最适细胞接种敷0．5×10'一1 

×l0·／孔．@．WST一1显色法的最佳波长450nm，③．WST一1显色法重复性良好．组内变异系数为 

a5 ~8．7 。~)WST-1法比 T法敏感。@．WST—l法比MT瞄 简便。@．WST一1法用于抗癌药物筛选结果与 

虾 r法具有良好的符合性．结果表明．WST一1法具有快速、简便的特点．是体外瘤株筛选抗癌新药和临床肿瘤药敏 

试验的可靠方法． 
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近年来，恶性肿瘤的发病率在世界范围内呈 

不断上升的趋势。随着医学科学的进展．恶性肿瘤 

的治疗方法也在不断涌现。但就目前来看，手术， 

放疗和化疗仍然是治疗恶性肿j宙的主要手段。合 

·男 ．1971—12生 研究生 

理使用化疗药物往往是肿瘤治疗成功的关键。由 

于肿瘤存在耐药的问题，如何选择对肿瘤敏感的 

抗癌药物对化疗至关重要。迄今为止，用于抗癌药 

物筛选的肿瘤药敏试验已形成体内外十余种方 

法 体内试验由于耗时长，价格昂贵，已逐步被体 

外实验取代。目前国内外常用的方j击有Salmon 
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固1 WST一1的代谢动力学 

法、同位紊掺A法及M'F／法等 。 ，前二种方法由 

于需要特殊条件及一定的设备．且同位素掺人法 

有放射性污染，故不宜在一般实验室推广。MTT 

法是 目前较常用的方法。其原理是利用活细胞线 

粒体脱氢酶将四甲基偶氮唑盐MTT(3一[4，6一． 

Dimethylthiazol一2一y1]一2．6 diphenyltetra- 

zolium bromide)~化为有色物质，产生有色物质 

的数量与活细胞的多少成正比，用有机溶剂二甲 

亚砜fDMSO)将有色物质溶解后进行比色．根据 

OD值计算活细胞的存活率。由于MTT经线粒体 

脱氢酶转化产生的有色物质为非水溶性．比色前 

需将细胞培养液吸去．再加人DMSO溶解有色物 

质 比色．实验步骤略显繁琐，且在吸去培养液的过 

程中，可能吸掉有色物质．对实验结果造成干扰。 

因此 ．MTT法 尚不是最佳的细胞活力检测方法。 

国外新近报导了一种新型的四唑盐 WST-I(4 
一 [3一(4一lodopheny一2一(4一nitrophenyD-2 

H一5tetrazolio]一1，3 benzene disulfonate)， 

经线粒体脱氢酶转化后产生水溶性有色物质， 

可直接进行比色，从而避免了MTT法的缺点。 

国内尚未见报导。本实验就WST-1显色法用 

于抗癌药物筛选试验的可行性及该法的最佳实 

验条件进行了探讨，现报导如下： 

1 材料与方法 

1．1 肿■ 锤 胞株 选 用本 室 保存 的人 胃腺 癌SGC 

1．50 

’．2O 

0．9O 
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0．oo 

400 470 540 日10 680 750 
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围2 WST一1检测法最适比色波长的选择 

一 7901． 

1．2 试剂 MTTfnuka)．溶解于PBS中．5mg／ml，抽滤 

除菌备用；WST—leP用型(Boehringer Mannheim)；Z甲 

亚砜(苏州正兴化工研究所，分析纯)；RPMII640(Gibco)； 

新生小血清(华西生化审I品厂)；胰蛋白蘸∞ifco)；抗癌药物； 

抗癌药物：丝裂霉素C(MMC．日本协和发酵工业株式会 

社)；长春薪碱(VCR，上海第十一制药厂)；腰铂(CDDP，云 

南十旧生物化学制药厂)；足叶乙甙(VP16，济南齐鲁制药 

厂)：5一氟尿嘧啶(5-Fu，天津^ 民制药厂)：阿霉素(ADM． 

意大利爱宝太药厂) 

1．3 96孔培养板(Cccning，美国) 

1,4 显色步骤 ①取对数生长中期sGC一7901细胞株一 

瓶，0．196胰蛋白酵消化 用RPMIl64O完全堵养液审I成单 

细胞臆悬液：②台盼兰染色，计算活细胞教；③诃整细胞浓 

度． 将 一定量 的细 胞接种 于96孔培养 板内，200~1／ 

孔；④5 96CO ．37’c培养一定时间(1—3天)后，分别加^ 

MTT或WST一1各20m；⑤继续培养1／2—4小时．wSr—l 

组 可 直 接 比色 ：M TT组 小 心 吸 去 培 养 液 ，加 ^ 

DMSO200~I．振荡5分种后比色．比色波长60~／llrR[ 。比色 

时均设立试剂对照。 

1．5 最适细胞接种数的选择夏WST-1与纲胞反应时问 

的确定 将SGC一7901细胞按1×10 ～l×10‘／孔分别接 

种于96孔培养板 ，200~1，分别在1／2．1．2，4小时四十时间 

点比色，并绘审I细胞敷 与OD值的关系曲线。 

1．6 WST一1法最佳波长的选择 选用最适细胞接种数． 

作8个 平 行 孔 ．按 前 述 方 法操 作 后 ，分 别 用 不 同波 
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长(405m ．450rim．492nm．600rim．700rim)进干亍比色．OD 

值最大者作为最佳渡长。 

1．7 WST一1法的组 内重复性实验 相同条件下．分别用 

一 定量的SGC一7901细胞接种至96孔培养板．每种细胞数 

作8十 平 干亍孔 ．每 孔 200Ⅱ1．培 养 2 4小 时后 加 入 

WST—l 201d／孔．4小时后比色．根据OD值计算每组的均 

值和变异系数(CV 

L8 wST一1法与MTT法敏感性的比较 相同条件下． 

将细胞按不同浓度接种至9吼 培养板，培养24小时后按前 

述方法分别加^WST一1及M 兀’比色．绘制细胞数与OD 

值关系曲线并比较。 

1．9 WST—l法与MT个法用于抗癌药物筛选的比较 ① 

将细胞按最适接种数接种至06孔培养板：②抗癌药物按1 

倍及10倍血峰浓度 (药物剂量见表1)分别加入细胞孔，每 

种药物的每种浓度作3十平行孔限 ：④培养2天后．分别加 

入ⅧBT一1或MTT．4小时后比色。操作已如前述．根据OD 

值计算存括率并比较两种试剂的异同。实验需设立试荆对 

照及阴性对照。肿摘细胞存活率=实验组OD值／阴性对照 

组OD值x 100 ：结果判定：肿瘤细胞存活率<30 剜该药 

为高度敏感；30~50 为中度敏感：>5O 为不敏感 ．数据 

采用配对 检验． 

衰l抗癌药精l倍《CmaxX1)~10~m(CmaxXl o)血峰；蛊度{Ilg／ ) 

2 结果 

2．1 最适细胞接种数的选择及WST—r与细胞反 

应时间l的确定 随细胞数的增多，WST一1法显 

色亦逐渐加深，OD值也随之升高(见表2)：根据细 

胞数与OD值的关系曲线，确定0．5x 10‘～1x 10' 

为最适细胞接种数：WST一1与细胞反应1小时后 

即有明显显色 ，确 定2～4小时反应时间较为适 

宜(图1) 

2．2WST一1法最佳波长的选择 将1x10'个肿瘤 

细胞接种至96孔板，共8个平行孔，24d,时后加入 

WST一1(方法已如前述)再培养2d,时，培养液变 

为橙红色，在不同波长下比色，450nm处出现最大 

吸收峰(图2)，故选择450rim为最佳波长。 

表2 不同细胞数在不同时间点比色的OD值 

2，3 重复性实验 相同条件下，四组样品的OD 

值重复性良好，CV值在3．5 ～8．7 之间(表3)。 

表3 wsT—l组内重复性实验的OD值测定结果 

2．4 WST一1法与MTT法敏感的比较 在相同 

条件下，WST一1法所测得的OD值明显高于MTT 

法测得的OD值(图3)，说明WST一1法 比MTT法敏 

感(P<0、05) 

2．5 WST一1法与MTT法用于抗癌药物筛选的 

比较 抗癌药物与肿瘤细胞作用两无后，分别经 

WST一1 法及MTT法比色，根据OD值算出细胞 

存活率( )配对t检验发现两种方法具有 良好的一 

裹l l倍■蜂浓度前橱与细胞作用后细胞存活率( )的结果 
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一 ●ITT 一△一 WST一' 

裹5 lO倍血峰浓度翱与细胞作用后细胞存活辜( )的结果 

围3 WST一1法与MTT法敏疟性的比较 ※VCR结果有差别(P< 6) 

致性，P>O．5(表4，5) 

3 讨论 

迄今为止，国内外已经发展起了多种体外的 

抗癌药物筛选试验。Salmon首先建立了肿瘤细胞 

的双层琼脂原代培养法 ，为肿瘤体外抗癌药物 

筛选奠定了基础：其后，Fmedman将同位素掺人 

法用于肿瘤药敏试验。这两种方法技术设备要求 

较高，且后者具有放射性污染，不宜在一般实验室 

推广。Mosmann首先将MTT法用于细胞生长的 

检测 ，随后国内外学者将该法用于体外抗癌药 

物筛选。与Salmon法及同位素掺人法比较，该法 

具有简便易推广的特点。但是，M TT由活细胞线 

粒体脱氢酶转化生成的紫色结晶为非水溶性，需 

加入DMSO溶解后方能比色，故略显繁琐：另外在 

加入DMSO前需吸尽培养藏，在此操作中，有可能 

吸掉部分紫色结晶产物．对实验结果造成干扰。因 

此，国外已开发出新型的四唑盐如xTT和WST一 

1，这些新的四唑盐经活细胞线粒体脱氢酶转化产 

生的有色物质为水溶性的，不需加入有机溶剂即 

可 比色，简化了实验步骤，并且保证了实验的准确 

性，因此 日益受到重视。 

在本研究中，我们探讨 了WST一1法用于抗 

癌药物筛选的可能性及其最佳的工作条件。在最 

适细胞接种数的选择实验中，我们发现0．5×10·一 

1×10‘／孔较为适宜，在此条件下OD值处于比色 

分析的理想读数范围．细胞数过低或过高曲线斜 

率均不佳，从而影响结果的准确性。在WST-1法 

与MTT法敏感性的 比较中，为使结果准确 ，必须 

保证二者实验条件完全一致。我们在实验中采用 

同一块96孔培养板，ABCD行正向为WST一1试 

剂对照组及实验／~；EFGH行反 向为MTT试剂对 

照组及实验组。最后分别用450nm及600nm对两 

个实验组进行比色。在WST一1法及MTT法用于 

抗癌药物筛选的实验中，我们也采用同样的方法． 

1倍血峰浓度药物与细胞作用在一块培养板上进 

行，1O倍血峰浓度药物与细胞作用在另一块培养 

板上进行．仍然采用正向和反向进行WST一1及 

MTT比色。这样，在条件一致的情况下，两种方法 

比色的结果才有可比性。1倍血峰浓度药物与细胞 

作用时，两种方法结论符合率为100 ：10倍血峰 

浓度药物与细胞作用时，两种方法结论符合率为 

83．3 。两者总的符合率为91．5 。通过配对t检 

验，两种方法所得存活率无显著性差异(P>O．5)， 

进一步说明两种显色法具有良好的一致性。在体 

外肿瘤药敏试验中，多数学者认为1倍血峰浓度药 

物与细胞作用后的检测结果更符合临床 。本实 

验结果显示①．WST一1显色法在96孔培养板的最 

适细胞接种数为0．5×1 o‘～1×10·／孔。②．WST一 

1显色法的最佳波长为450nm．③WST一1显色法 

重 复 性 良好 。④ ．W ST一1法 比M TT法 敏 

感。⑤．WST一1法比MTT法简便。④．WST一1法 
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用于抗癌药物筛选结果与MTT法具有良好的符 

合性。 

综上所述，本研究证明WST一1法具有快速、 

简便的特点。它克服了MTT法的缺点，也比MTT 

法敏感，是体外瘤株筛选抗癌新药和临床肿瘤药 

敏试验的可靠方法。 

f感谢本室 ．两为荦斟教授提供抗癌药糟夏指导部分 
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Experimental study on WST一1 assay used 

for anticancer drug screenning 

Lan ke，et al 

Department of Pathophysiology，The College of Basic M edicine 

W ST一1 is a new kind oftetrasolium salts．It yields water—soluble cleavage~oducts which C[Lrl be measured 

without an additional solubilization steP．In th e present study，th e procedure for th e study of anticancor drug 

screenning oil gastric cancer oell line SGC一7901 using WST—l(tetrasolium dve)assay has been observed in vitro． 

Our study showed that：O)．The optimal target cell concentration was 0．5x10‘～1x10‘／w elI for SGc一7901．(2 ．The 

optimal wa~length for measuring ths absorbanee of the foITilasan product was 450urn(max．absorption at this 

wavelength)．(3)．WST一1 assay was lllbore sensitive than Ⅳ T assay．(4)Th e CV of WST一1 assay was about 

3占 ～8．7 ．(6)．WST一1 assay was more∞nvenient than MT_r assay．(6)．The reeults of the two methods were 

comparable or having no significan t difference between th ese two methods．It can be said that WsT一1 assay is a 

simple．faDjd an d reliahie method for screenning anticancer drugs using cell line in vitro and for allticancer drug 

sensitivity test of human solid tumor 

KEY W ORDS WS r— l essay； 胛 T assay； Anticalice r drug screeching； SGC一7901 cell line 
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