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体外 MTT法评价化妆品光毒性试验的建立与应用
徐薇袁蒋中仁袁李天舒袁贾红慧袁刘科亮袁金伟袁郑华袁周静

渊四川省疾病预防控制中心毒理所袁成都袁610041冤

前言

随着社会的发展袁动物福利日益受到公众的关注袁在动物试
验中提倡"3R"原则以保护试验动物的福利遥目前研究的较多且相
对成熟的光毒体外替代试验是 3T3中性红试验,并成为化学品光
毒性检测的推荐国标 [1]袁 但是 MTT法检测物质光毒性却鲜有报
道遥 本研究试着建立体外 MTT光毒性试验和体外中性红光毒性
试验袁探讨这两种方法的优劣袁并与动物试验进行比较遥

1材料与方法
1.1受试物

8-甲氧基补骨脂渊8-MOP袁AR级袁Sigma冤,实验时用无水乙
醇配制成所需浓度曰十二烷基磺酸钠渊SDS袁AR级袁成都市科龙化
工试剂厂冤袁试验时用蒸馏水配制曰3种育发液为四川省疾控 2011
年受理的检验样品遥
1.2细胞

NIH小鼠 3T3成纤维细胞渊华西细胞所提供袁ATCC第 10代冤遥
1.3动物尧饲料及动物房条件

由四川省实验动物专委会养殖场提供白化豚鼠 30只袁许可
证号及级别院SCXK(川)2011-14袁普通级遥 饲料来源于四川省医学
科学院实验动物研究所遥 动物房使用许可证号及级别:动物房为
开放系统袁使用许可证为 SYXK(川)2011-043遥
1.4主要仪器与试剂

HOPE-MED 8130A型皮肤光毒性实验仪渊天津开发区合普
工贸有限公司冤尧紫外辐照仪渊北京师范大学光电仪器冤尧MTT渊Sig鄄
ma公司冤尧中性红渊Sigma公司冤遥
1.5方法
1.5.1 细胞培养

高糖 DMEM培养基+10%胎牛血清+青链霉素 渊100U/mL冤+
2.5%HEPES袁 细胞消化采用 0.125%胰酶袁 以上试剂均为 GIBCO
公司生产遥 细胞培养在 37益袁5% CO2培养箱中培养遥
1.5.2 3T3细胞 MTT光毒性检测法试验方法

取对数生长期细胞袁 调节细胞浓度为 105/mL接种于 96孔
板渊外周一圈不接种冤袁每孔接种 100滋l遥 培养 24小时后袁每孔加
150滋l的 PBS清洗细胞后袁将配制好的 8个浓度渊C1~C8冤的待测
物质处理细胞袁1h后将光照板置于 UVA渊2.39mW/cm2冤下照射 35
分钟袁对照板用锡箔纸包好避光 35分钟遥 然后用 PBS洗两遍袁加
180滋l培养基培养 24h遥 加 20滋l新鲜配制的 MTT孵育 4小时袁弃
上清袁 每孔加 150滋l DMSO袁 震荡 10分钟袁 使结晶充分溶解袁
490nm检测吸光度遥用 PHOTO32软件计算光刺激因子渊PIF冤和平
均光效应渊MPE冤及 EC50遥
1.5.3 3T3细胞中性红光毒性试验方法

细胞接种尧染毒尧照射同 MTT法遥 UVA照射后渊对照板不照
射冤加 100滋l培养基培养 24小时袁然后加 150滋l中性红渊NR冤培
养 3小时袁弃 NR袁150滋l PBS洗涤细胞两遍袁加 150滋l中性红解
吸附液渊1%冰醋酸+50%乙醇+49%水冤袁震荡 10分钟袁540nm检测
吸光度遥 用 PHOTO32软件计算光刺激因子渊PIF冤和平均光效应
渊MPE冤及 EC50遥
1.5.4 PIF与 MPE的结果判定
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摘要: 目的 应用体外 MTT法评价化妆品光毒性遥 方法 分别以 MTT法尧 中性红试验评价 5种物质的体外 3T3细胞光毒性袁并
与动物试验结果相比较遥 结果 MTT法与中性红法均能正确判断光毒阳性物与光毒阴性物袁对 3种育发液的检测结果一致遥 上述
结果与动物实验结果相符遥 结论 体外 MTT法可作为光毒性动物试验的替代方法遥
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动物种属

8-MOP
SDS
育发液 A
育发液 B
育发液 C

表 3 动物试验结果
动物数渊只冤

6
6
6
6
6

性别

雌

雄

雌

雌

雄

阳性动物数渊只冤
6
0
0
0
5

有无光毒性

+
-
-
-
+

1h
0.00依0.00
0.00依0.00
0.00依0.00
0.00依0.00
0.00依0.00

24h
5.00依0.00
0.00依0.00
0.00依0.00
0.00依0.00
2.17依1.47

48h
4.00依1.10
0.00依0.00
0.00依0.00
0.00依0.00
1.83依1.17

72h
3.50依0.55
0.00依0.00
0.00依0.00
0.00依0.00
0.83依0.98

表 4 三种光毒试验结果比较

8-MOP
SDS
育发液 A
育发液 B
育发液 C

3T3 NRU试验
+
-
-
-
+

3T3 MTT试验
+
-
-
-
+

豚鼠光毒试验

+
-
-
-
+

PIF<2袁MPE<0.1袁预测无光毒性曰PIF>5袁MPE>0.15袁预测有光
毒性曰2臆 PIF 臆5袁 0.1臆MPE 臆0.15预测可能有光毒性[2]曰
1.5.4.1动物试验
按照叶化妆品卫生规范曳渊2007年版冤中的光毒试验方法结合

本实验室的具体条件进行试验[3]遥 试验前 24h在动物脊柱两侧备
4块 2cm伊2cm的皮肤完好的去毛区袁 在动物去毛区 1和 2涂敷
0.2ml受试物袁30min后用铝箔纸覆盖左侧渊去毛区 1和 3冤袁右侧
用 UVA进行照射遥试验结束后 1h尧24h尧48h尧72h观察皮肤是否出
现红斑尧焦痂尧水肿及其程度袁根据叶化妆品卫生规范曳渊2007 年
版冤中叶皮肤光毒性试验曳中的表 2对每只动物进行评分[4]袁单纯涂
受试物而未经照射区域未出现皮肤反应袁而涂受试物后经照射区
域出现皮肤反应分值之和为 2或 2以上的动物数为 1只或 1只
以上时袁判为受试物具有光毒性遥

2结果
2.1 MTT法试验结果
预测 8-MOP有光毒性袁SDS无光毒性曰预测育发液 A尧B无光

毒性袁育发液 C有光毒性遥 (见表 1)

2.2中性红法实验结果
预测 8-MOP有光毒性袁SDS无光毒性曰预测育发液 A尧B无光

毒性袁育发液 C有光毒性遥 (见表 2)

8-MOP
SDS
育发液 A
育发液 B
育发液 C

表 1 MTT法试验结果
+UVA

EC50渊mg/L冤
20.30
22.52

>10ml/L
>1000

0.53ml/L

PIF

10.60
1.13
1.0
1.0

17.37

-UVA
EC50渊mg/L冤

211.44
25.24

>10ml/L
>1000

9.08ml/L

MPE

0.22
0.015

-0.076
-0.014
0.559

有无光毒性

+
-
-
-
+

8-MOP
SDS
育发液 A
育发液 B
育发液 C

表 2 中性红法试验结果
+UVA

EC50渊mg/L冤
16.02
27.19

>10ml/L
>1000

0.86ml/L

PIF

13.65
1.125
1.0
1.0

>11.54

-UVA
EC50渊mg/L冤

216.18
28.78

>10ml/L
>1000

>10ml/L

MPE

0.168
0.0
0.0
0.0

0.263

有无光毒性

+
-
-
-
+

2.4三种方法结果比较
三种方法的检测结果一致袁三种方法均能正确的判定光毒阳

性物质和光毒阴性物质遥 (见表 4)

3讨论
本研究采用三种不同的方法检测 5种物质的光毒性袁 其中

含一种已知光毒阳性物质 渊8-MOP冤袁 一种已知光毒阴性物质
渊SDS冤袁还有 3种未知光毒性物质遥 结果表明三种方法均能正确
的判定光毒阳性物质和阴性物质袁说明试验系统可靠遥对剩余三
种未知物质的检测结果一致袁说明三种方法有较好的一致性袁即
体外试验在一定程度上可以替代动物体内试验遥 但国内有研究
表明 3T3 NRU试验与动物试验的结果有一定的出入[5]遥 考虑本
研究检测样本数量较小袁 故体外试验完全替代动物试验还需要
更大样本量更多试验中的测试数据的支持遥

MTT与中性红都是检测细胞存活的方法袁MTT法的原理是
活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性 MTT还原为水不
溶性的蓝紫色结晶甲瓒并沉积在细胞中袁且 MTT结晶形成的量
与细胞数成正比曰 中性红比色法的原理是中性红能与活细胞胞
浆中的阴离子结合而浓缩于活细胞中并不被细胞洗涤液洗脱袁
渗入活细胞的中性红量与活细胞数量呈正比遥 有研究表明中性
红法比 MTT法检测细胞活性更灵敏[6]袁也有学者建议 MTT法做
NRU法的补充[7]遥 笔者认为 MTT与中性红法的灵敏度相近袁但
是 MTT法的操作更简单些袁特别是与细胞共培养后只需弃去培
养液加 DMSO显色即可袁而中性红法因中性红可能被 96孔板吸
附而需要洗涤 2遍袁增加了结晶的损失而造成误差遥

MTT PT与 NRU PT都是体外细胞培养检测光毒性的方法袁
样品需以溶液的形式加入细胞培养液中袁 所以需要注意样品的
处理袁 特别是不溶于水的样品的处理遥 比如本实验中育发液 B
是凝胶袁笔者尝试水尧乙醇尧丙酮和 DMSO进行溶解袁结果乙醇溶
解的最好遥在实际检测工作中遇到的样品种类繁多袁最好能根据
样品的配方有选择性的选取溶剂进行实验遥
渊致谢院在此感谢广东省疾病预防控制中心杨颖提供的帮助浴 冤

2.3动物试验结果
8-MOP有光毒性袁SDS无光毒性曰 育发液 A尧B无光毒性袁育

发液 C有光毒性遥 (见表 3)
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