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FDA-PI 双色荧光分光光度法检测细胞活性变化

祁爱群 钱凯先邵健忠严庆丰 施沁i青

(上海市血液中心上海 200051)(浙江大学生物系杭州I 310027)(上海化学试剂研究所 上海 200333) 

测定对细胞的杀伤率，测定细胞活性的变

化，在生物学上有着广泛的用途，较传统的方法

是用放射显影，后来出现了一些新的测定方法，

如 MTT 检测法，测定细胞内酶活性变化等，不

同方法各具特色。 1985 年 Jones 等人报道了他

们在动物细胞培养中应用 FDA-PI 双色荧光法

鉴别细胞活力，用于荧光显微镜的观察和摄影，

效果良好[1.2J。在本篇论文中我们重新设计，用

FDA 、 PI 两种荧光染料着色样品，用可激发这

两种荧光染料的光来激发，再用荧光分光光度

计检测 C60对 S180ß中瘤细胞的杀伤作用，效果非

常好，很简便直观地通过测出 FDA ， PI 双峰峰

值的高低变化来观察细胞的杀伤情况。同时，我

们用 MTT 方法进行细胞杀伤情况的检测，并

将这两种方法进行比较，可以看出 FDA-PI 双

色荧光法有许多 MTT 法不具备的优点，为测

定细胞的杀伤提供了一种新的良好的途径。

材料和 方法

1. 材料

光敏齐IJ C，。由浙江大学化学系提供 ， S180实体瘤株

由浙江省医学科学院提供 .96 孔板由华美生物工程公

司提供. RPMll640 为 Gmco 公司产品，微孔滤膜为

上海医药工业研究所生产. FDA (Fluorescein Diac

etate. 双醋酸荧光素) .PI (Propidium Iodide.映化旋〉均

为 SIGMA 公司产品，由杭州大学生命科学学院提供 ，

Sl-Cj-ICQ 型数字式照度计由浙江大学生产，其余试

剂均为国产分析纯试剂，溶液配制均采用三蒸水。

2. C，o-脂质体的制备

用卵磷脂包裹 C'O.itilJ 备出溶于水的 C，O-脂质体 ，

采用修改后的逆向蒸发技术(3)制备 C'O一脂质体，得到

均匀的黄棕色液体，经Sepharose 4B 柱 (2.8X20cm)

分离 ， 以 PBS (pH=7)作洗脱液，流速 12ml /h.最终可

得到浅黄色的 C，o-脂质体，未包进的 C，o留在柱顶。取

少量 c，o-脂质体测 UV-VIS 谱，观察特征吸收峰，另取

少量脂质体用等体积正己烧萃取出 C'O.测其 329nm 处

的吸光值，与 C，O正乙烧的标准吸光度曲线对照，得出

c，o-脂质体中 C.O 的含量.其余 C旷脂质体用直径为

O. 2年m 的微孔滤膜过滤灭菌，充氮气保存于 4 'C冰箱

中.

3. 标准细胞悬液的配制

用生长旺盛的 S'80肿瘤细胞悬液与经过高温处理

后的 s180n中瘤细胞悬液进行配比，配制成含活细胞为

10%.30%.50%.70%.75%.80%.85%.90%的标准

细胞悬液。

4. 光照处理

将 S'80实体瘤从荷瘤小鼠体上解剖下来，匀浆破

散，以每瓶 0.5ml 的量，分装到洁净的培养瓶中，传代

培养，待稳定生长后，每瓶加入浓度分别为 50μg/时，

40μg/ml 、 30μg/ml 、 20μg/ml 、 0μg/m l 的 C.O-脂质体各

1ml.再加入 RPMI1640 培养液中培养 2 天，置于殃鸽

灯下做不同的光照强度的光照处理，用数字式照度计

检测光强，光强分别为 4000 1ux.3000 1ux.2000 1ux. 

1000 1ux.0 1ux.光照时间为 5 分钟 。

S . 染料的配制和染色

5mg FDA 溶解在 1ml 丙翻中，避光贮藏在 4 'C 的

冰箱中，使用时取 O. 4ml FDA 贮藏液加入到 5ml 0.65 

mol /L 甘露醇中，按比比例获 FDA 染色溶液。将 2mg

PI 溶解在 5ml O. 65mo l /L 甘露醇中，按此比例配成 PI

染色溶液.

6. 荧光检测

将标准细胞悬液 2时 .FDA 和 PI 染液各 O. 5ml r昆

匀，加入比色皿中，置于荧光分光光度计中测量荧光强

度(扣除空白值) .记录图谱，激发波长为 450nm 。

本文 1999 年 5 月 31 日收到 .ll 月 11 日接受 。
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光照处理后的细胞悬液进行同样处理和检测.

7. MTT 方法拉法IJ

用 MπI ‘ l方法重做上述杀伤实验.并对细胞总数

计数 。

结果

1.标准曲线的建立

记录标准细胞悬液荧光强度，计算峰高之

比(H比)和活死细胞浓度之比 (C~) ，经直线回

归后，得:

10. 00 

.u 6.00 
A 

ιJ 

11 比

图 1 细胞杀伤标准曲线

H 1t: H518.. / lI",... C1t: Ct~ /C矩，回归方程为 :C= 1. 2

H. 

2. 双色荧法检测肿瘤细胞的杀伤

当光强为 o 1ux 时，各种 C60浓度对 S180肿

瘤细胞活性影响并不显著，H比较空白对照，即

C60浓度为 0μg/ml ，光强为 o 1ux 时的 H~相差

不大，各 P>0.05 。

当 C60浓度为 Of.lg/ml 时，各光强对 S180肿

瘤细胞存活的影响也不大，变化不显著。 H比较

空白对照的 HIt相差不大，各 P>0.05 。

当 C60浓度为 30μg/ml 时，由 FDA-PI 双色

荧光光谱可明显看出，在光的激发下，C旷脂质

体对 S180肿瘤细胞产生了明显的杀伤作用。见

表 1 。
-

1
t
i
-
-

寸
1
1
1
1
1

由

<UAU 
A
U哼 - 40. 0 

也H
~ 
垠 20 . 0
Ki( 

<? 

~-20. 0 

光i皮波长 ( nm )

图 2 光强为 1000 lux.C，.浓度为 30μg/ml 肘 ， S110

肿瘤细胞双色荧光光谱

3. MTT 法检测肿瘤细胞的杀伤

经 MTT 法检测结果可以看到阴性对照

(光强为 o 1ux) ，阳性对照 (C60浓度为 0μg/ml)

与空白对照(光强为 o 1ux ， C60浓度为 Of.lg/ml)

的光密度值以统计学角度来看是没有什么明显

区别的。即 P>0.05 。

当 C60浓度为 30μg/ml 时，在不同光照条

件下，细胞明显被杀伤。

讨论

C60是 90 年代分子科学研究的热点之一 ，

开创 C60研究的三位科学家荣获了 1 996 年诺贝

表 1 不同光强对 S...B中癌细胞的杀伤影响 (C..浓度为 30μg/mD

光强(lux) 。 1000 2000 3000 4000 

H1t值 7.98土 o. 33 6.30土 o. 26 3. 50土 o. 15 1. 20土 o. 07 o. 57土 0.03

C比值 9.58土 0.40 7.56土 0.31 4.20士 o. 18 1. 44士 0.08 o. 68士 o. 04 

CMX% 90. 6士 o. 36 87.8土 0.42 80. 7士 0.67 59 . 0 士1. 41 40.5 士1. 28 

P 值 P<O.OI P<O.OI P<O.OI P<O.OI 

注:以上值均为王士SE .n = 10.
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不仅可杀伤离体细胞，而且对活体动物细胞[川7η]

肿瘤[川8J杀伤作用的报道也越来越多 ， 本实验正

是利用 Cso的这种光动力学作用，来杀伤离体肿

瘤细胞 。

FDA 本身不发荧光，掺入活细胞后，释放

出荧光素来，在蓝色光激发下发射出黄绿色的

荧光来， PI 只能进入有缺损的膜或固定的死亡

细胞，在蓝色光激发下发出桔红色的荧光，活性

高的细胞发出强烈的黄绿色荧光，活性低的稍

显黄绿色，死亡细胞和细胞碎片是桔红色，而且

这两种荧光在 518nm ，和 597nm 处无峰重叠。

在以往的实验中，人们只分别用了 FDA 和 PI

荧光染色特性，进行染色鉴定，后来 Jones 等人

首次将这两种染料结合起来，用于荧光显微镜

的观察，我们在这次实验中，首次将这种方法，

用到荧光分光光度计上，在两种荧光染料作用

下，样品会发射出两种荧光，从 518nm 和

579nm 光谱峰的高低可以直观地看到死活细

胞放度的变化，同时两峰的测值也会被测出，通

过比较测值的大小变化，能方便地计算出细胞

的杀伤率，这是一种新的简便的方法。

在实验结果的分析中，我们采用的是峰高

的比值来进行计算阳。细胞发出的荧光强度与

细胞浓度成正比，荧光强度又可通过峰高来反

映 ， 因而细胞浓度与峰高成正比。用标准细胞悬

液测定，经直线回归，也可得出此正比关系。见

图 1。由峰高比值的变化{可间接看出死活细胞

浓度的变化，然后由统计学显著差异分析判断

各实验条件之间的差异情况。

用 MTT 方法重复上述实验，从实验结果

可以看出两种方法的结果是一致的， FDA-PI

双色荧光法完全可以替代 MTT 方法来正确地
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光强为 4000 lux. C..浓度为 40μg/ml 时 ， S"O 
肿瘤细胞双色荧光光谱

尔化学奖，Cso与光敏剂血叶琳相似，在有氧和

光的激发下.可产生大量的单线态氧杀伤细胞，

分子生物学进一步研究表明 ， Cs。可光致切断

DNA 键，另外寡聚核昔 Cs。可杂交到单链 DNA

上，在有光和氧的情况下，作用于单链区的鸟嗦

岭核昔，专一性地引起 DNA 损伤[5.气目前国

际上对 Cso的生物学研究已广泛开展起来 • Cso 

图 4

不同光强对肿瘤细胞的杀伤作用的影响 (C.o浓度为 301Jg /ml)表 2

4000 

0.44 5 土 O. 027 

25000土 1500

41. 7土 2. 5 

3000 

O. 624 土 0.022

35000土 1200

58.3 :1: 2.1 

2000 

0.855士 0.026

48000土 15000

80. 。士 2.4

1000 

O. 927士 0.025

52000土 14 00

86. 7土 2. 3 

。

O. 980士 0.022

55000土 12000

91. 7土 2. 1 

光强(lux)

üD(490nm) 

C(cells / mD 

C ,,\( % ) 

注:以上值均为文土SE.
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检测细胞的杀伤，而且双色荧光法有着 MTT

方法所不具有的优点。 第一，双色荧光法较

MTT 法灵敏度高，荧光检测本身具有灵敏度

高的特点，因而双色荧光法能够在细胞浓度很

低时测定出细胞的杀伤情况，更加准确地观察

细胞死活的变化，因而也比 MTT 法有着更为

广泛的应用范围。第二，双色荧光法较 MTT 法

精确度高，MTT 法直接仅仅测定活细胞的光

密度值，在各种客观因素的影响下存在着系统

误差，而双色荧光法测定死、活细胞的两种荧光

值，实验结果的数据处理采用的是双峰比值，因

而可大大减少系统误差。第三 ，MTT 法可测得

活细胞的浓度，利用细胞计数测定细胞总数，才

能测定整个细胞悬液死活细胞放度，而双色荧

光法则能精确地直接测出死活细胞的比例 ，也

能测出了死活细胞的浓度，因而更加准确清楚

地反映出细胞被杀伤的情况。

摘 要

本文建立了 FDA-PI 双色荧光分光光度法

来推测细胞活性的变化，通过图谱初步地观察，

进一步测定荧光测值，可以定性和定量地进行

分析，此方法简便易行，直观，为测量细胞活性

的变化提供一种良好的新方法。

关键词:细胞活性 荧光分光光度计 双醋

酸荧光素 (FDA ) 琪化硫 (PD C.. 
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A FLUOROMETRY METHOD TO DETERMINE CELL VIABILITY 

BY DOUBLE STAINING 明'1TH FLUORESCEIN 

DIACETSTE AND PROPIDIUM IODIDE 

QI Ai Qun QIAN Kai Xian SHAO Jian Zhong YAN Qing Feng 

CZhe jiallg U lliversity.Hallg z holl .310027) 

SHI Qin Qing 

CShallghai Chemical Reagellt Research Ill stitllte Shanghai • 200333) 

ABSTRACT 

We established a new double-staining procedure using fluorescein diacetate and propidium iodide to determine cell 
viability in cell suspension. By watching the fl uorograph and calculat ing the fluorescence value we can do quantitative 
and qualitative analysis of the cell viability. The method is simple and viable. 

Key words: Cell vlabll ity Spectro fJ uorophotometer Fluoresceln dlacetate C FDA ) Propidlum 

iodldeCPI) C.. Cell strain S". 
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