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摘要 目的:建立正确的铁过载氧化应激模型及检测手段。方法:通过显微镜镜检、MTT法、结晶紫染色等方法测定 Fe － NTA
对肝星状细胞系 LX － 2 及肝细胞系 Chang liver增殖状态的影响; 利用紫外可见全波长扫描方法分析 Fe 与酚红、MTT 试剂及
显色产物、结晶紫之间的颜色反应。结果:MTT 试剂及显色产物与 Fe 之间存在颜色反应，不能用于检测铁过载氧化应激模
型; 结晶紫不与 Fe发生颜色反应，结晶紫染色可作为铁过载氧化应激模型的检测手段; 酚红与 Fe 之间存在一定的颜色反应，
在铁过载氧化应激模型中应使用无酚红培养基。结论:构建铁过载氧化应激模型应使用无酚红培养基，并采用结晶紫染色方
法检测细胞毒性。
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Abstract Objective: To develop a correct model of oxidative stress induced by iron － overload and find out the
right testing methods．Methods: Mesuring the cytotoxicity of Fe － NTA on LX － 2 and Chang liver cells via micro-
scope examination，the MTT assay and the crystal violet staining; analyzing the possible color reaction among phe-
nol，Fe，the MTT reagents and the chromogenic products，and the crystal violet using the UV － vis full － length scan-
ning． Results: MTT assay can not be used in the oxidative stress model induced by iron － overload for the color reac-
tion existing between Fe and the MTT reagents and the chromogenic products，while crystal violet staining could be
the right detecting mean in this model since there is no color reaction between Fe and the crystal violet． Then，as
phenol can also react with Fe to generate colored products，medium without phenol should be used in the iron － o-
verload model． Conclusions: In order to obtain the correct and valid experimental data，the Crystal Violet staining
method and the phenol － free medium should be used in the oxidative stress model induced by iron － overload．
Key words: ferrum( Fe) ; overload; oxidation; stress; hepatic stellate cells; MTT assay; crystal violet staining

铁是人体所必需的微量元素之一，然而越来越

多的研究表明，体内铁过多与多种脏器( 如肝、肾、
心、肺、脑、血液等) 疾病相关［1，2］。肝脏是铁代谢的
主要场所，也是铁过载的最主要靶器官。病毒感染、
肝炎、肝纤维化、肝癌等疾病都与铁过载存在密切的
联系［3］。铁被认为主要是通过影响氧化应激而影
响机体的健康。作为体内氧化反应的催化剂，铁不

但可以诱导羟基自由基的产生，还可以启动脂质过

氧化反应，从而加强对肝内各种细胞的损伤或激活，

导致疾病的发生［2，4］。
铁过载细胞氧化应激损伤模型是在体外检验肝

癌、肝炎、肝纤维化治疗药物有效性的重要工
具［5 ～ 8］。目前国际上已有多篇关于肝内细胞铁过载
模型的研究报道［5，6］; 国内也有数篇文献利用目前
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应用较为广泛且便捷的 MTT 比色法对 Fe － NTA 作
用后的肝星状细胞系或肝细胞系的增殖特性进行研

究［7，8］，其中应用 1 种肝星状细胞系 HSC － T6 的实
验发现 Fe － NTA处理能促进其增殖，且这种增殖作
用随 Fe － NTA 浓度的提高而增大，甚至在 1000
μmol·L －1的浓度下作用 48 h吸光值达到未处理组
的 7 倍之多［7］。这一现象与我们的研究结果存在较
大差别。为建立正确的铁过载氧化应激模型及检测
手段，本文对 Fe － NTA 铁过载模型进行了系统研
究。文中研究内容作者尚未见诸文献报道
1 仪器、药品、耗材
荧光倒置显微镜( Eclipse TE2000 － U，Nikon) ;

酶标仪( DNM － 9602，北京普朗) ; 高速台式离心机
( 3K15，Sigma) ; 紫外可见分光光度计( 752pc 型，上
海光谱仪器) 。
人肝星状细胞系 LX －2，人肝细胞系 Chang Liv-

er购自天呈医流。
DMEM高糖培养基( 有酚红) 购自 Invitrogen 公

司; DMEM高糖培养基( 无酚红) 、胎牛血清( FBS) 、
双抗( 青 \链) 购自 Hyclone公司; 胰蛋白酶购自 Am-
resco公司; MTT 试剂、次氮基三乙酸( Nitrilotriacetic
acid，NTA) 购自 Sigma公司。一次性细胞培养板、培
养瓶购自 Corning 公司。其他试剂均为国产分析
纯。
2 实验方法
2. 1 Fe － NTA 溶液配制 取 50 mmol· L －1 Fe
( NO3 ) 3 ) 溶液 5 mL 与 150 mmol·L －1 NTA 溶液 5
mL混合，用 0. 5 mol·L －1碳酸氢钠溶液调节 pH 至
7. 4，定容至 20 mL，得 25 mmol·L －1 Fe － NTA 母
液。
2. 2 Fe － NTA作用 细胞以 1. 0 × 105·mL －1接种

于 96 孔板，100 μL·孔 － 1，培养过夜后，分别加入终

浓度为 1000，500，100，50，25，0 μmol·L －1 Fe －
NTA，作用不同时间后行 MTT检测及结晶紫检测。
2. 3 MTT 检测 达到既定时间后，每孔中加入 10
μL( 96 孔板) 5 mg·mL －1 MTT试剂，继续培养 4 h，
终止培养，吸弃培养基，每孔加入 100 μL( 96 孔板)
DMSO，震荡使结晶物充分溶解，于酶标仪 492 nm处
测 OD值，以 630 nm做参比波长。实验中设置 6 个
平行样，重复 3 次。相对增殖率( Ralative Growth
rate，RGR) 用以下公式计算:

相对增殖率% =样品组吸光值
对照组吸光值

× 100%

2. 4 结晶紫检测 达到既定时间后，去除细胞培养

基，1 × PBS漂洗细胞两次后用 10%甲醛固定 30 s，1
× PBS漂洗 2 次; 加入结晶紫染液孵育 10 min，1 ×
PBS漂洗 5 遍，加入 33%乙酸水溶液溶解，570 nm
读数。实验中设置 6 个平行样，重复 3 次。
2. 5 数据统计 所有数据用均值 ±标准偏差表示，
并经 student's t － test检验显著性差异( * 代表与对照
相比 p ＜ 0. 05; ＊＊代表与对照相比 p ＜ 0. 01) 。
3 结果
3. 1 MTT方法检测 Fe － NTA模型中肝星状细胞增
殖 由图 1 可见，Fe － NTA 浓度 25 ～ 100 μmol·
L －1时对肝星状细胞系 LX － 2 增殖无显著影响，而
浓度为 500 μmol·L －1及 1000 μmol·L －1时对 LX －
2 细胞却表现出显著促增殖作用，这与多篇国内文
献报道是一致的［7，8］。然而在 MTT检验前镜检却发
现 Fe － NTA浓度为 500 μmol·L －1与 1000 μmol·
L －1组的细胞死伤严重，尤其是 1000 μmol·L －1组

的细胞质几乎全部回缩，丧失细胞正常形态，与

MTT读数结果截然相反( 图 2) 。

图 1 不同浓度 Fe － NTA作用于 LX － 2 细胞对增殖率影响( 1 d，有

酚红培养基，MTT检验) ．

Fig 1 Effect of different concentration of Fe － NTA on the relative

growth rates of LX － 2 cells ( 1 d，medium with phenol red，MTT assay)

3. 2 Fe 与培养基成分、MTT 反应产物之间的颜色
反应

我们推测，以上看似矛盾的结果是因为 Fe与培
养基成分、MTT 反应产物之间发生了某种颜色反
应。在铁过载模型中，培养过程发现加入高浓度 Fe
－ NTA的孔( 图 3 － A) 内培养基颜色要明显比未加
Fe － NTA的孔深( 图 3 － C) 。经 MTT 反应后加入
DMSO显色发现，添加高浓度 Fe － NTA 组( 图 3 －
D) 与不加 Fe － NTA 组颜色存在明显差异( 图 3 －
E) 。进一步将 MTT 显色产物经全波长扫描发现，
Fe － NTA处理与否存在明显差别，提示显色产物发
生了变化( 图 4) 。
由于通常使用的 DMEM 培养基中带有指示剂
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图 2 Fe － NTA作用于 LX － 2 细胞 1 d( 标尺为 200 μm)

Fig 2 Effect of Fe － NTA on LX － 2 cells for 1 d( scale bar = 200 μm)

A．对照( control) B. 100 μmol·L －1 Fe － NTA处理( 100 μmol·L －1

Fe － NTA treated cells) C. 500 μmol·L －1 Fe － NTA处理( 500 μmol

·L －1 Fe － NTA treated cells) D. 1000 μmol·L －1 Fe － NTA 处理

( 1000 μmol·L －1 Fe － NTA treated cells)

图 3 Fe与培养基成分、MTT反应产物间的颜色反应
Fig 3 The color reaction between Fe and the media component or the

MTT chromogenic products

A ～ C为培养基颜色( A，B and C showing the color of culture mediea) :

A. 1000 μmol·L －1 Fe － NTA 处理( 1000 μmol·L －1 Fe － NTA trea-

ted) B. 100 μmol·L －1 Fe － NTA 处理( 100 μmol·L －1 Fe － NTA

treated) C．未添加 Fe － NTA对照( control without Fe － NTA) D，E

为 MTT显色产物颜色( D and E showing the color of MTT chromogenic

products) : D. 1000 μmol·L －1 Fe － NTA处理( 1000 μmol·L －1 Fe －

NTA treated) E．未加 Fe － NTA对照组( control without Fe － NTA)

酚红，为了排除酚红在颜色反应中的可能作用，本文

采用无酚红培养基再次进行实验。结果证明 Fe －
NTA 处理后的显色产物全波长扫描曲线仍旧明显
不同于未加 Fe － NTA 组( 图 4 ) 。另外，比较有、无
酚红培养基组可以发现，无论是加入 Fe － NTA处理
组，还是不加 Fe － NTA 组，MTT 检验显色产物全波
长扫描后两条曲线具有几乎一致的形状与趋势，提

示酚红并非影响实验结果的主要因素。不过，由图
4 可见应用相同剂量 Fe － NTA 处理( 500 μmol·

L －1 ) ，有酚红培养基组的细胞吸光值要明显高于无

酚红培养基组，表明加入等量 Fe － NTA对有酚红培
养基组的细胞毒性要小于无酚红培养基组，提示酚

红添加与否会影响到 Fe － NTA 实际发挥作用的剂
量( 图 4) 。

图 4 MTT显色产物全波长扫描
Fig 4 Full － length scanning of MTT chromogenic products

1．酚红( phenol) 2．无酚红( without phenol) 3．酚红( phenol) + Fe

－ NTA 4．无酚红( without phenol) + Fe － NTA

3. 3 结晶紫染色检测 Fe － NTA 模型中肝星状细胞
及肝细胞增殖 根据以上实验结果，我们推测 Fe －
NTA与 MTT反应产物之间可能存在颜色反应。为
了证实这一想法，本文又利用结晶紫染色方法进行

检测。图 5 和图 6 显示，随着 Fe － NTA 浓度的增
大，其对 LX －2 细胞的毒性作用随之增加。相同的
现象也在 Chang liver 细胞上发现( 图 5 和图 6) ，且
Fe － NTA 对 2 种细胞的毒性作用都随时间延长而
增大( 图 7) 。

图 5 不同浓度 Fe － NTA作用 3 天对 LX － 2 及 Chang liver细胞毒性
( 结晶紫染色)

Fig 5 Effect of different concentrations of Fe － NTA on LX － 2 and

Chang liver cells proliferation ( Fe － NTA was added to the medium for 3

days before carrying out Crystal Violet staining)

3. 4 Fe与结晶紫间的颜色反应 Fe － NTA 处理后
的细胞行结晶紫检验显色产物全波长扫描曲线与未

加药物处理组呈现出一致的趋势和形状，提示显色

产物未发生变化( 图 8 － A) 。有酚红培养基及无酚
红培养基培养条件下 Fe － NTA处理后，显色产物全
波长扫描后2条曲线同样具有一致的形状与趋势
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图 6 Fe － NTA作用于 LX － 2 及 Chang liver细胞 3 d( 结晶紫染色，标尺为 200 μm)

Fig 6 Effects of Fe － NTA on LX － 2＆Chang liver cells for 3 days( Crystal violet staining，scale bar = 200 μm)

A． Chang liver细胞( Chang liver cells) B． LX － 2 细胞( LX － 2 cells)

1．对照( control) 2． 100 μmol·L －1 Fe － NTA处理( 100 μmol·L －1 Fe － NTA treated cells) 3． 1000 μmol·L －1 Fe － NTA处理( 1000 μmol·

L －1 Fe － NTA treated cells)

图 7 Fe － NTA作用 1 ～ 3 d 对 LX － 2 及 Chang liver细胞毒性
Fig 7 Effect of Fe － NTA on LX － 2 and Chang liver cells for 1 ～ 3 d

A． 100 μmol·L －1 B． 1000 μmol·L －1

( 图 8 － B) ，提示无论培养基中是否添加酚红，Fe 处
理细胞组结晶紫检验显色产物是相同的。另外，由
图8 － B可见应用相同剂量Fe － NTA处理，有酚红
培养基组的细胞吸光值要明显高于无酚红培养基

组，表明加入等量 Fe － NTA对有酚红培养基组的细
胞毒性要小于无酚红培养基组，提示酚红添加与否

会影响到 Fe － NTA实际发挥作用的剂量。

图 8 结晶紫显色全波长扫描
Fig 8 Full － length scanning of crystal violet chromogenic products

A．无酚红培养基( cells were treated with phenol free medium) B． 细

胞经 500 μmol·L －1 Fe － NTA处理( cells were treated with 500 μmol

·L －1 Fe － NTA)

1．未经 Fe － NTA处理( not treated with Fe － NTA) 2． Fe － NTA处理
( treated with Fe － NTA) 3． 酚红( phenol) 4． 无酚红( without phe-

nol)

4 讨论
本文利用不同浓度的 Fe － NTA 处理人肝星状

细胞系 LX －2 后行 MTT检测，仅从吸光值上看结论
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与其他文献是一致的，然而镜检的结果却与读数结

果截然相反，即高浓度 Fe － NTA反而会具有明显的
细胞毒性作用。
从显色产物全波长扫描结果可以推测出，Fe －

NTA可能与 MTT 反应产物存在颜色反应。经查阅
相关文献可知，Fe与偶氮类化合物能够络合形成 Fe
偶氮类染料，染料的最大吸收波长和 Fe与母体分子
的络合比例及 pH 有关。MTT———四甲基偶氮唑盐
即为 1 种偶氮类化合物，其细胞内反应产物甲臜也
可与 Fe络合发生颜色反应［9，10］。母体物质与金属
络合后，其紫外 －可见光谱吸收曲线会发生很大变
化，主要表现在最大吸收波长会发生红移，即向长波

方向移动［11］。这与图 4 的结果相一致。因此，当用
Fe － NTA作用于细胞后，其会与 MTT试剂及产物发
生颜色反应，对 MTT 的结果产生影响，导致直接用
比色法测定吸光值所得到的结果是不科学的。另
外，Fe离子可与溴连苯三酚红及罗丹明 B 发生协同
显色反应，在 pH 3. 0 ～ 5. 5 范围内，可形成红紫色配
合物，最大吸收峰为 590 nm［12］，由此可知，溶液中
的 Fe离子极有可能与指示剂酚红产生一定反应，这
点也可由图 3 中看出。由图 4 可知，无论培养基中
是否含有酚红，不会影响到最终颜色反应产物的光

学性质，这也容易理解，毕竟在显色前培养基是尽数

吸除的。然而，由图 4 及图 8 － B 可知，酚红添加与
否却可影响到同样浓度的 Fe － NTA 对细胞的作用
效果，表明酚红与 Fe离子的反应会使实际起作用的
Fe离子浓度下降。综上可见，当细胞培养中有用重
金属离子处理的过程，就不能简单地应用 MTT比色
法来检测细胞增殖，否则得出的结果将是不可信的。
为解决这个问题，本实验应用了能够反映细胞

总数量的结晶紫染色作为替代。结晶紫染色是在去
除原有培养基之后进行，这时培养基中的 Fe已经被
洗掉，因此不会与后来加入的结晶紫起反应; 我们的

实验结果也表明 Fe 不会与结晶紫染料产生颜色反
应，比色得到的结果是合理的。因此，在铁过载氧化
应激模型中可用结晶紫染色方法检测细胞毒性，并

且为保证 Fe离子作用浓度准确，培养细胞的液体要

用无酚红培养基。
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