
DOI: 10． 16016 / j． 1000-5404． 201811221

刃天青法检测 mtDNA 缺失 C6ρ0 细胞的活力
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［摘要］ 目的 建立以刃天青为氧化还原指示剂测定 mtDNA 被完全清除的大鼠胶质瘤 C6 细胞

( C6ρ0) 增殖及活力的方法，并对其有效性进行验证。方法 取对数生长期的 C6ρ0 细胞，采用刃天青法

比较不同细胞数量、刃天青浓度、孵育时间对荧光强度的影响，优化测定 C6ρ0 细胞活力的条件。比较

MTT 法和刃天青法测定 C6ρ0 和 C6 细胞活力的灵敏性，并以天然化合物熊果酸对 C6ρ0 和 C6 细胞活力

的影响对该方法进行验证。结果 C6ρ0 细胞数为 0 ～ 30 000 /孔，25 μg /mL 刃天青培养基避光孵育 1 ～
4 h，细胞数量与荧光强度呈良好线性关系，灵敏性高于 MTT 法。熊果酸 0 ～ 50 μmol /L 对 C6ρ0 和 C6
细胞具有增殖抑制作用，且增殖抑制率差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) ，IC50分别为20． 82、14． 62 μg /mL。
结论 刃天青法灵敏、简单、安全无毒、经济便宜、重复性好，特别适用于生长代谢缓慢的细胞系，可用于

其细胞增殖测定、活力分析及化合物细胞毒的高通量筛选。
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［Abstract］ Objective To establish a method for determining the cell viability of mitochondrial DNA
( mtDNA) -depleted C6 cells ( C6ρ0) using resazurin as the indicator of redox． Methods We performed a
systematic analysis to determine whether C6ρ0 cells were able to reduce resazurin and whether there was a
linear correlation between resazurin reduction and cell viability． The conditions of the resazurin assay were
optimized by evaluating the fluorescence intensities in cell cultures with different cell numbers，varying
concentrations of resazurin，and after different incubation time． This resazurin assay was assessed for its
sensitivity in detecting the viability of C6ρ0 and C6 cells in comparison with MTT assay． Ｒesults In
resazurin assay，an optimal linear relationship between the cell number and the fluorescent intensity was
maintained when the cell density was 0 ～ 30 000 per well and the cells were incubated in a 96-well plate with
25 μg /mL resazurin in the dark for 1 to 4 h at 37 ℃ with 5% CO2 ． In the cytotoxicity test of ursolic acid
using resazurin assay，ursolic acid significantly inhibited the proliferation of C6ρ0 and C6 glioma cells ( P ＜
0． 05) with IC50 values of 20． 82 μg /mL and 14． 62 μg /mL，respectively． Conclusion The resazurin assay
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allows sensitive，nontoxic and cost-effective determination of the cell number of mtDNA-depleted cells，and
can also be used for cell proliferation and viability assessment，with high-throughput screening of cytotoxic
compounds．
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Ｒho0 细 胞 也 称 为 ρ0 细 胞 ( mitochondrial DNA
depleted cells) ，是一类细胞线粒体内 mtDNA 被完全清

除、不能编码相应的线粒体呼吸链酶复合物亚单位、失
去氧化磷酸化功能、主要由糖酵解途径提供能量而存

活的细胞系。ρ0 细胞是研究细胞核与线粒体关系、线
粒体相关疾病、线粒体呼吸功能、mtDNA 突变及药物、
毒物作用机制的理想细胞模型［1 － 3］。细胞活力测定是

检测细胞存活、增殖及化合物对细胞毒性的便捷方法，

是化合物体外毒性评价的基础。细胞活力测定常用的

方法有 MTT 法、CCK-8 法、SＲB 法和 XTT 法等［4 － 7］，其

中 MTT 法、CCK-8 法和 XTT 法都基于线粒体内琥珀酸

脱氢酶的作用。MTT 法自 1983 年开发以来，因经济

和方便，应用最为广泛，其原理为 MTT 能被活细胞线

粒体内的琥珀酸脱氢酶还原而形成不溶性的蓝色甲

臜，甲臜的生成量在一定范围内与细胞数呈线性关系。
C6ρ0 细胞为 mtDNA 被清除的大鼠胶质瘤 C6 细胞，

mtDNA 清除后线粒体功能受损，生长代谢缓慢，使用

基于线粒体内琥珀酸脱氢酶的 MTT 法评价 C6ρ0 细胞

活力存在灵敏性低、可重复性差等弊端，不能真实反应

细胞的生理状态。为此，在研究化合物对 C6ρ0 细胞

活力影响的高通量筛选中找到一种灵敏，方便的评价

手段非常重要。
刃天青也叫阿拉玛蓝( Alamar blue) ，是一种非荧

光水溶性染料，在活细胞多种还原酶作用下，可将蓝色

的刃天青还原为粉红色，具有强荧光的试卤灵，可作比

色和荧光定量分析。据报道，刃天青常被用于检测牛

奶中 的 细 菌、真 菌 污 染 及 抗 菌 药 物 的 抑 菌 活 性 筛

选［8 － 10］，还可快速检测真菌孢子的活力，用于生物安

全检测［11］。国内外也有用作细胞增殖和细胞活力测

定的报道［12 － 13］。因此，本研究尝试使用刃天青染料做

指示剂，探索一种能灵敏、快速分析 mtDNA 缺失 C6ρ0
细胞活力及细胞毒测定的方法。

1 材料与方法

1． 1 仪器和试剂

HF 151 UV CO2细胞培养箱购自上海力申科学仪

器有限公司，SpectraMax Paradigm 多功能酶标仪购自

美国 Molecular Devices Corporation 公司，AE31 倒置显

微镜购自麦克奥迪实业集团有限公司，C6 胶质瘤细胞

购自中国科学院上海细胞库。
刃天青购自阿拉丁试剂有限公司，MTT、二甲基亚

砜( DMSO) 、溴化乙锭( EB) 及扎西他滨( ddC) 、Nutrient
Mixture F-12 Ham 培养基均购自美国 Sigma-Aldrich 公

司，胎牛血清和马血清分别购自浙江天杭生物科技有

限公司和天津康源生物科技有限公司，青霉素和链霉

素购自美国 Corning Incorporated 公司，其他试剂购自

国药集团化学试剂有限公司。刃天青和 MTT 用 PBS
( pH =7． 4) 分别配制为 0． 15、5． 00 mg /mL 的储备液，

熊果酸( UA) 由本课题组分离自鸢尾科植物马蔺，经

HPLC-MS 鉴定含量≥98%，DMSO 配制为 50 mmol /L
母液。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 C6 胶质瘤细胞培养于含 15%
马血清( HS) 、2% 胎牛血清( FBS) 、1% 青链霉素的 F-
12 Ham 培养基中，置于 37 ℃、5% CO2 饱和湿度的培

养箱中培养传代。将对数生长期的 C6 细胞在含终浓

度为 5 μmol /L 溴化乙啶 ( EB ) 、8 μmol /L 扎西他滨

( ddC) 、0． 1 mg /mL 丙酮酸和 50 μg /mL 尿嘧啶的 F-12
Ham 培养基中培养，每日换液，持续处理 42 d 后，经单

克隆培养得到能稳定传代的 C6ρ0 细胞系。经 PCＲ 鉴

定及营养缺陷型培养证实为 mtDNA 缺失的单克隆

C6ρ0，在添加 0． 1 mg /mL 丙酮酸和 50 μg /mL 尿嘧啶

的 F-12 Ham 培养基中稳定培养传代。
1． 2． 2 细胞数与荧光强度的关系 取对数生长期

的 C6、C6ρ0 细胞，血细胞计数板计数，调整细胞数为

2． 5 × 105 /mL 备用。以逐级稀释法分别以 0、2 500、
5 000、10 000、15 000、30 000、60 000、80 000 /孔的细胞

铺 96 孔板，使每孔体积为 100 μL，每个浓度设 5 个重

复。经 37 ℃、5% CO2培养 24 h，待细胞贴壁、铺展，弃

去原培养基，每孔加入 100 μL 含 25 μg /mL 刃天青的

F-12 Ham 新培养基，开盖避光，37 ℃、5% CO2孵育 2 h
后以 Ex /Em = 560 /590 nm 酶 标 仪 检 测 荧 光 强 度

( fluorescence intensity，FLU) ，以无细胞含 25 μg /mL 刃

天青的培养基为空白对照，作为检测背景，确定最佳的

细胞接种密度。
1． 2． 3 刃天青浓度及不同孵育时间对荧光强度的影响
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取对数生长期的 C6ρ0 细胞，血细胞计数板计数，以

1 ×104 /孔铺 96 孔板，使每孔体积为 100 μL，每个浓度

设 5 个重复。经 37 ℃、5% CO2培养 24 h，待细胞贴壁、
铺展，弃去原培养基，分别加入 F-12 Ham 培养基配制的

终浓度为 100． 0、50． 0、25． 0、14． 0、9． 4 μg /mL 的刃天青

溶液。开盖避光，37 ℃、5% CO2 孵育 2 h 后，以 Ex /
Em =560 /590 nm 酶标仪检测荧光强度，确定最佳的

刃天青使用浓度。
鉴于 0 ～30 000 /孔的细胞数量与荧光强度线性关系

最好，以 0、2 500、5 000、10 000、15 000、30 000 /孔铺96 孔

板，贴壁后加入含 25 μg /mL 刃天青的 F-12 Ham 新培养

基，分别在孵育 1、2、3、4、12、24 h 后，以 Ex /Em = 560 /
590 nm测定荧光强度，根据结果选择最佳孵育时间。
1． 2． 4 刃天青法与 MTT 法比较细胞数量与荧光强度

或光密度值的关系 分别取对数生长期的 C6 和

C6ρ0 细胞以 1 × 104 /孔铺 96 孔板，经 24 h 培养后，分

别以刃天青法和 MTT 法分别测定细胞数与荧光强度

或光密度值的关系。刃天青组弃原培养基后加入含

25 μg /mL的刃天青溶液 100 μL，37 ℃、5% CO2孵育 2
h，测定荧光强度。MTT 组每孔加入 0． 5 mg /mL 的 MTT
10 μL，37 ℃、5% CO2孵育 4 h，移除培养基后加入 100
μL 的 DMSO 溶解甲臜，37 ℃震荡孵育 30 min，490 nm
波长处测定光密度值［D( 490 ) ］。分别以细胞数量和

荧光值或光密度值做散点图并拟合曲线，分析细胞数

量与光密度值的关系。
1． 2． 5 刃天青法测定 UA 对 C6 和 C6ρ0 细胞活力的

影响 将对数生长期的 C6 和 C6ρ0 细胞以 1． 5 ×
104 /孔铺 96 孔板，37 ℃、5% CO2孵育 24 h 后，分别加

入终浓度为 0、0． 1、1． 0、10． 0、25． 0、50． 0 μmol /L 的

UA 处理 24 h，然后按 1． 3． 4 描述方法测定荧光强度。
实验分 3 组: 阴性对照组 ( 无细胞，含刃天青的培养

液) 、无药对照组( 无 UA，含细胞和刃天青的培养液) 和

UA 处理组( 不同浓度 UA 处理)。细胞活力 = ( UA 处理

组 －阴性对照组) / ( 无药对照组 －阴性对照组) ×100%，

依回归曲线，计算 IC50。
1． 3 统计学分析

采用 Graphpad prism 6． 0 进行分析，数据以 珋x ± s
表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采

用 t 检验。P ＜ 0． 05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2． 1 细胞数与荧光强度的关系

细胞数与生成的荧光强度呈正相关。如图 1A 所

示: 当细胞数在 0 ～ 80 000 /孔，随着细胞数的增加，荧

光强度逐渐增强。当细胞数在 0 ～ 30 000 /孔时，细胞

数量与荧光强度之间线性关系最好，细胞数 ＞ 30 000 /
孔后，荧光强度随细胞数增加的趋势降低，而细胞数 ＞
60 000 /孔后，进入平台期，荧光强度不再随细胞数的

增多而增强，mtDNA 完整的 C6 细胞甚至出现下降。
图 1B 显示: 随细胞数增加，肉眼即可观察到溶液颜色

由蓝色逐步变为粉红色，颜色的变化与荧光强度的增

加相一致。随细胞数增加，C6ρ0 颜色变化的幅度明显

小于 C6 细胞，可能与 C6ρ0 细胞 mtDNA 清除后线粒

体功能受损、生长代谢缓慢和产生的还原性脱氢酶较

少有关。
2． 2 刃天青含量与不同孵育时间对荧光强度的影响

使用不同浓度的刃天青孵育 C6ρ0 细胞，分析可

用于测定细胞活力的最佳刃天青浓度。随着刃天青浓

度的增加，荧光强度呈浓度依赖性增强，但当刃天青浓

度 ＞ 50 μg /mL 时，荧光强度反而下降，与 25 μg /mL 比

较差异有统计学意义( P ＜ 0． 05，图 2) 。故刃天青的浓

度应控制在 25 ～ 50 μg /mL，综合考虑 25 μg /mL 刃天

青浓度最为合适。
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图 2 不同浓度刃天青对荧光强度的影响

不同浓度的细胞需在不同的时间内将刃天青还原

为肉眼可见、颜色对比明显的粉红色试卤灵。C6ρ0 细

胞数少于 5 000 /孔，由蓝色转为红色的趋势不明显，但

荧光强度增加依然明显。在较高细胞密度下，1 h 内

即可观察到明显的颜色变化，区分度非常明显，1 ～ 4 h
孵育都可作为检测的时间。如图 3 所示: 细胞数在0 ～
30 000 /孔时，随着孵育时间的延长，荧光强度逐渐增

大，细胞数越多，荧光强度增加越明显，所需孵育时间

越短，当细胞数 ＞ 10 000 /孔，孵育时间超过 12 h，荧光

强度反而下降，细胞数越多，下降越明显。
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图 3 不同密度细胞孵育时间与荧光强度的关系 ( n = 5)

2． 3 MTT 法和刃天青法测定不同细胞数与光密度值

或荧光强度的关系

采用 MTT 法测定 C6ρ0 和 C6 细胞数与其光密度值

的关系( 图 4) 。C6ρ0 的光密度值随细胞数量的增加有

所增加，但增加幅度较小，细胞数在 2 500 ～ 30 000 /孔
时，光密度值只增加了 0． 127 6 ± 0． 017 3，灵敏性较

低，无法真实反映细胞数变化与光密度值间的关系。
特别是细胞数在 10 000 /孔以下时，灵敏性严重下降，

测定光密度值变异幅度很大，细胞数与光密度值间线

性关系极弱。细胞数在 0 ～ 30 000 /孔时与光密度值无

线性相关性，光密度值的变化不能真实反映 C6ρ0 细

胞数的变化，故 MTT 法不能作为 C6ρ0 细胞活力、细胞

毒的测定方法。而线粒体功能正常的 C6 细胞数与光

密度值之间具有较好的线性相关，可用 MTT 法作为评

价其细胞活力的方法。
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图 4 MTT 法测定不同数量细胞的光密度值的变化 ( n = 5)

刃天青法测定 C6 及 C6ρ0 细胞数与荧光强度变

化的关系见图 5。C6 和 C6ρ0 荧光强度均随细胞数变

化，二者间具有很好的线性关系，荧光强度随细胞数增

加而增强的趋势明显，回归曲线斜率较大，灵敏性强。
因此，刃天青法可作为化合物对 C6ρ0 细胞活力影响

及细胞毒作用的评价手段。
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图 5 刃天青法测定细胞数与荧光强度的回归曲线 ( n = 5)

2． 4 刃天青法测定 UA 对 C6ρ0 和 C6 细胞活力及增

殖抑制率的影响

以不同浓度的 UA 处理 C6ρ0 和 C6 细胞 24 h 后，

10 μmol /L 以上浓度组出现明显的细胞形态学改变和

细胞死亡、漂浮现象，细胞毒作用显著。刃天青法测定

不同浓度 UA 处理后的细胞活力( 图 6A) ，结果显示: 随
UA 浓度升高，细胞活力依赖性下降且具有细胞间差异

性。UA 对两种细胞的细胞毒作用具有明显差异，C6ρ0
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图 6 刃天青法测定不同浓度 UA 对 C6 和 C6ρ0 细胞活力的影响 ( n = 5)

细胞表现为更强的耐受性，细胞活力测定结果与光镜

下观察结果一致。将 UA 浓度的反对数值与细胞活力

做回归曲线，计算得 C6ρ0 和 C6 的 IC50 值分别为20． 82、
14． 62 μg /mL( 图 6B、C) 。

3 讨论

本研究开发了以刃天青做指示剂评价 mtDNA 缺

失 C6ρ0 细胞增殖、细胞活力测定的方法。测定最佳

条件为: 细胞数控制在 0 ～ 30 000 /孔，经药物处理一定

时间后弃原培养基，加入 25 μg /mL 不含血清的刃天

青培养基，开盖避光，5% CO2、37 ℃孵育 1 ～ 4 h，之后

以 Ex /Em = 560 /590 nm 酶标仪检测荧光强度，细胞

数及细胞活力与荧光强度呈良好线性关系。
刃天青法孵育时间短，更适用于细胞数量较少状

况下细胞活力的测定。本研究结果表明: 刃天青浓度

超过 50 μg /mL 或孵育时间超过 12 h，荧光强度反而

下降，可能的机制是孵育时间过长后刃天青的还原产

物带荧光的粉红色试卤灵会转化成无荧光、无色的二

氢试卤灵。细胞数量越多，代谢越旺盛，所需孵育的时

间越短。C6ρ0 细胞孵育时间在 1 ～ 4 h 时，荧光强度

随细胞数量的变化非常明显，对于线粒体功能正常的

细胞，孵育时间更可以缩短至 60 min 内 ( 数据未展

示) ，而 MTT 法孵育时间一般在 3 ～ 4 h，故刃天青法可

作为快速检测试剂使用; 当细胞数少于 5 000 /孔，荧光

强度随细胞数增加明显，呈现良好的线性关系，而细胞

数量较少时，MTT 法测得的光密度值随细胞数的变化

相关性较低，变动幅度大，故 MTT 法不能用作 C6ρ0 细

胞的增殖测定，而刃天青法能较好地满足需求。
刃天青法灵敏度高，能更真实反映低代谢活动细

胞在化合物作用下的增殖及细胞活力变化。MTT 法

虽能够满足正常 C6 细胞增殖的测定，但由于 C6ρ0 细

胞内 mtDNA 被清除，代谢率较低，故不能用 MTT 法研

究其增殖情况，也无法用 MTT 法开展化合物对 C6ρ0

毒性的高通量筛选和细胞活力的测定。HAMID 等［14］

以 MTT 法和刃天青法对 117 个化合物进行高通量筛

选，结果也表明刃天青法所得药物浓度随细胞活力的

变化曲线更加平缓，变化更灵敏，特别是在低浓度药物

下可避免 MTT 法光密度信号明显大于不加药物的对

照组的问题。另有研究报道: MTT 法作为抗胶质瘤药

物的细胞毒评价手段，表现出非特异性还原，其中细胞

形态改变，前凋亡蛋白增加，抗凋亡蛋白减少，但 MTT
未能检测出变化，低估了细胞毒性［15］。刃天青法以荧

光强度变化作为测定指标，对细胞内还原酶敏感，能敏

锐地检测到细胞内的变化。
刃天青法可用于多种细胞的增殖和细胞活力测定。

已有研究报道: 刃天青已被用于纤维母细胞、小鼠和人

淋巴细胞、大鼠肝细胞、神经元、HepG2、胶质瘤细胞及

其他多种肿瘤细胞的细胞毒性测定［16］。该方法不仅可

作为 mtDNA 缺失的 C6ρ0 细胞增殖及细胞毒分析，也完

全适用于正常细胞的增殖及细胞毒性测定，荧光强度的

变化随细胞种类的不同而不同。本研究结果显示: 由于

C6ρ0 细胞生长及代谢较慢，故其荧光强度随细胞数的

增多而增加的趋势较缓，这与前人类似研究结果相一致。
刃天青作为细胞代谢活力及健康状况的测定指

标，已用作 3D 培养肿瘤细胞增殖及细胞活力测定。
因为 3D 细胞的培养更能模拟组织中细胞真实的生长

状态，更能反映化合物对细胞的作用［17］，引起了人们

更大的兴趣。细胞 3D 培养时通过十字孢碱等细胞毒

化合物处理，可使刃天青的利用增加，故刃天青法不仅

可以用于细胞活力的测定，还可用于区分细胞毒化合

物和细胞生长抑制剂［18］。
此外，刃天青法具有安全、无毒、可连续监测、干扰

少、价格便宜和适用范围广的优势。刃天青为水溶性

染料，对细胞无诱变、无毒性，用刃天青法测定后，可连

续监测细胞活力的变化，比使用副板采用终点法测定

省时、省力; 检测后经冲洗，细胞可用于其他指标的检
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测。再者，刃天青法测定细胞活力对血清、药物和酚红

不敏感，可减少干扰，增加适用范围。刃天青法与 MTT、
XTT 和 CCK-8 等方法相比，价格便宜，使用量极少，5 g
的刃天青量即可配制 40 L 的刃天青孵育液，经济划算。

综上所述，刃天青法灵敏、简单、安全无毒、经济便

宜、重复性好，不仅特别适用于 C6ρ0 细胞，也可用于

细胞数较少或其他代谢缓慢细胞系细胞增殖测定、细
胞活力及细胞毒高通量筛选，值得进一步推广和应用。
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