
降 ,究其原因 ,吸入伤后支气管肺泡灌洗液中溶血性卵
磷脂(DPPC)的相对含量下降 ,伤后 24 h仅占总磷脂的

50%,肺组织中的 DPPC 的绝对与相对含量均增高。
表明吸入伤后具表面活性的磷脂组分减少 ,而表面张
力活性弱的组分增多[ 8] 。应用 5%的乳化猪源性 PS

(肺舒通 ,本所研制生产), 10 ml气道内注入每 2 h 1

次 ,每次应用前用 20 ml左右的等渗盐水作气管内灌

洗并吸净气道内分泌物。能明显改善低氧血症 、肺的
通气血流失调 ,促使 PaO2/FiO2、RI和 P(A-a)O2向好的

方向转化;提高肺的顺应性 。是一种有前景的治疗方
式[ 9] 。通过以上措施的应用 ,可以看出吸入性损伤的
病死率下降是不同程度吸入性损伤死亡率下降 ,是治
疗作用的效果体现 ,由于吸入性损伤的构成比不同 ,
轻 、中度吸入性损伤病死率的下降是吸入性损伤病死
率下降的主要因素;以上措施的应用在第 2 、3阶段的
重度吸入性损伤病死率降低中有一定作用 ,但第 2 、3
阶段的重度吸入性损伤病死率却无明显差别 ,表明这
些措施对重度吸入性损伤的治疗作用效果有限 ,一方
面需要开发更新治疗措施 ,另一方面需要从临床总结
经验 ,调整这些措施的适应征 ,才能使重度吸入性损伤
的治疗 ,跃上一个新的台阶。
　　这些措施对重度吸入性损伤的治疗作用效果有
限 ,需要开发更新治疗措施和从临床总结经验调整已

有措施的适应症 ,才能进一步提高重度吸入性损伤的
治愈率。
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经验与短篇 文章编号:1000-5404(2001)03-0360-01

MTT法在测定细胞放射敏感性中的运用

Application of MTT colorimetric assay for measuring radiosensitivity of cells in vitro

阮志华 ,杨和平 ,曾　勇 ,庞学利　　(第三军医大学附属西南医院肿瘤科 ,重庆 400038)

　　本研究用MTT 法和细胞克隆计数法检测了人肺腺癌细胞

株A 549在不同剂量 X射线照射后的存活分数 , 发现在一定照
射剂量内两种方法相关性较好。

1　材料和方法

　　细胞培养:人肺腺癌细胞株 A 549由附属新桥医院全军呼

吸内科研究所提供。培养在含有 10%小牛血清 ,青-链毒素(各

100 U/ml)的 RPMI-1640 培养液中。
　　X线照射:在室温下 , Varian 2300 直线加速器 6 MV-X线照
射 ,加 3 cm标准等效填充物 ,平均剂量率 2 Gy/min。

　　细胞存活分数测定:将处于对数生长期的细胞分为 4 组 ,
分别照射 0、2、6、10 Gy后 , 立即制成单细胞悬液 , 然后分别运用

MTT法和细胞克隆计数法测定细胞存活分数。
　　MTT法检测:将细胞制成单细胞悬液后 , 调节细胞浓度至 4

×104/ml ,按每孔 200μl接种 96孔板 ,每组设 4个复孔 , 培养5 d

　　作者简介:阮志华(1971-),男 ,湖北省枝江市人 ,硕士 ,医师 ,主要从事肿瘤

学方面的研究。电话:(023)65318301-73133

　　收稿日期:2000-01-15;修回日期:2000-10-12

(第 3天换培养液1 次), 每孔加入5 mg/ml MTT 20 μl , 37 ℃条件
下继续孵育 4 h , 终止培养。小心吸弃孔内培养上清液 , 每孔加
入15 μl二甲基亚砜(DMSO), 振荡 10 min , 使结晶物充分溶解 ,
选择 540 nm 波长 , 在酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收值
(A540),求出细胞存活分数(SF)。重复 3 次。
　　SF=实验组吸光值平均值/对照组吸光值平均值×100%
　　克隆计数法检测:按文献[ 1]进行。
　　统计学处理:t检验。

2　结果

　　MTT法和克隆计数法所测定的细胞存活分数 ,见表 1 ,在照
射剂量低于 6 Gy时 , 两种方法所测结果无显著性差别 , 在照射
剂量高于 10 Gy 时 ,MTT法所测值高于克隆形成法。

表 1　A 549细胞在 X射线照射后的存活分数(%,  x±s)

2 Gy 6 Gy 10 Gy

MTT 法 63±8.7 20.8±2.5 11.5±2.7

克隆法 67±7.3 21.3±3.1 6.1±2.3＊

＊:P<0.01与MTT法比较
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组比Ⅰ组血浆 ET-1在术前 、转流前 、术后 1 d和术后 3

d显著性增高 ,CPB 30 min 和停 CPB 期间非常显著性

增高 ,血浆 TM已提示 Ⅱ组病人 CPB所致的VEC损伤

的程度比Ⅰ组大 , Ⅱ组血浆 ET-1一直高于Ⅰ组也反映
了这一点。在心血管 CPB 手术中 ,伴随着 CPB 的启

动 ,许多与 CPB相关的因素如非搏动血流 、缺血-再灌
注 、血凝血酶和内毒素水平增高以及炎症递质的大量
表达 ,均可导致全身 VEC 急性损伤/活化 ,从而上调
VEC的 ET-1 基因的表达 ,使血浆 ET-1水平增高[ 6] 。
EC表达内皮细胞型 NO合酶(eNOS),其合成和释放的
NO通过激活血管平滑肌细胞 GTP 转变为 cGMP ,发挥
强有力的松弛血管效应。VEC损伤/活化可下调 eNOS

的基因表达 ,使 NO合成减少[ 1] ;而CPB所致的炎症递

质和内毒素可引起可诱导型 NO合酶(iNOS)表达 ,使
NO的释放增加[ 7] 。本实验结果显示:两组病人 CPB

围术期血浆 NO水平无明显变化 。而 Ⅱ组血浆 NO除

转流前和术后 1 d比 Ⅰ组显著性增高(P<0.05)外 ,其
余时相点相比无显著性差异 。其原因可能与 eNOS表

达下调和 iNOS 的激活程度不平衡相关。动物实验显
示:心肌缺血-再灌注对 VEC 的损伤 ,减少 NO的合成

和释放 ,并且增加 ET-1合成和释放 ,导致冠状血管的
内皮细胞依赖舒缩功能之 ET-1/NO平衡失调

[ 8]
,在再

灌注过程中 ,用 L-Arg或 NO供体能有效地减轻与缺血

-再灌注相关的内皮细胞和心肌细胞损伤
[ 9]
。Beghet-

ti
[ 10]
报道 CPB导致病人呼出气体中 NO 水平下降 ,这

可能是继发于肺 VEC 损伤/活化导致 NO 合成下降所

致。在心血管 CPB手术中 ,阻断升主动脉将不可避免
出现心肌缺血-再灌注损伤 ,推测在复跳后早期可能存
在EC损伤所致的 NO 合成和分泌下降的情况 。本实
验在复跳后早期时相点也未见血浆 NO水平下降。这
可能表明血浆NO水平可能不能准确反映心 、肺器官NO

水平的变化。两组病人 CPB围术期血浆 ET-1和NO的

变化趋势一致 ,均表现为血浆ET-1增加而NO无明显变

化 ,这提示 CPB可致 ET-1/NO平衡失调 。内皮细胞依
赖缩血管物质和扩血管物质的比例失调可能是导致

CPB术后早期急性血管痉挛的重要原因[6] ,尤其在心脏
可引起术后心肌细胞缺血 ,导致心功能不全;在肺可引
起肺血管阻力增高 ,导致肺动脉高压 ,从而增加并发症
和死亡率。因此 ,在心血管 CPB手术中 ,采取保护内皮
细胞的治疗措施具有重要的意义。
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3　讨论

　　MTT为线粒体脱氢酶的作用底物 , 活细胞能将其还原为不

溶于水的结晶体 formazon , 此结晶体在被 DMSO 溶解后呈紫色 ,
在540 nm处有最大吸收峰 ,通过 A540可以定量反应出存活细胞

数[ 2] 。本实验显示在 X射线照射剂量低于 6 Gy 时 ,MTT 法和

克隆计数法所测细胞存活分数无显著性差别 ,说明二者在一定

范围内可以相互替代;在 10 Gy时 MTT法所测结果偏高 , 可能

与MTT 法的敏感程度有关。本实验结果提示 ,当受试组吸光值
极低时(A540<0.15),不易准确测出更低的吸光值 , 从而表现出

较大误差(结果未示)。由于 2 Gy 照射时的细胞存在分数通常

代表细胞的内在放射敏感性[ 3] , 我们认为 ,MTT 法可用于细胞

放射敏感性检测 , 而且具有方便 、迅速 、重复性好等优点。 此

外 ,我们按文献[ 1] 所推荐方法 , 先在 96 孔板中培养数天后进

行X 线照射 ,然后再继续培养 5 d 后进 MTT 检测 , 不如本实验
步骤所得结果准确。

　　关键词:放射敏感性;MTT 法;克隆计数法
　　中图法分类号:R446;R814.2　　　文献标识码:B
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