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Vero 细胞对 2,4,6-三氯苯酚的毒性响应特征和敏感性
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摘要：以 2,4,6 -三氯苯酚（2,4,6 -trichlorophenol,TCP）为例，采用 MTT 比色实验和 ANNEXIN V-FITC/PI 双染色 -流式
细胞技术研究了 Vero 细胞对有机化学污染物的毒性响应特征和敏感性，以期发现一种灵敏、可靠的表征微量化学物
质综合毒性的方法 . 研究结果表明：1）TCP 浓度对 Vero 细胞的毒性响应特征有决定作用 . 低浓度 TCP（≤0.5mg·L -1）
即可使部分细胞从原有的刚性不规则三角形结构变为圆形或椭圆形，但细胞的生长未受明显抑制 . TCP 浓度在 1~
5mg·L-1 时，细胞生长开始受到抑制，表现为细胞增殖受到抑制及部分细胞凋亡或死亡，但增殖抑制率和 TCP 浓度之
间的关系不明显 . 当 TCP 浓度大于 5mg·L-1 时，细胞增殖明显受到抑制，且随 TCP 浓度的增加，细胞增殖抑制率逐渐
升高 . 2）TCP 作用时间对 Vero 细胞的毒性响应特征有显著影响 . ANNEXIN V-FITC/PI 双染色 -流式细胞仪检测结果
表明，TCP 作用 24h 内 Vero 细胞毒性表现为以细胞膜的完整性受到损伤为主，凋亡或坏死细胞比例较小；而 48h 后，
凋亡细胞的比例明显增加 . 细胞复壮实验结果进一步证实 24h 内形态发生变化的细胞并未完全坏死或凋亡 . 以上结
果表明细胞形态变化和细胞膜损伤均为细胞毒性的早期表现特征，两者之间可能存在某种相关性，以此表征化学污
染物的生物毒性具有较高的灵敏度，值得进一步研究 .
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Abstract： In order to find a sensitive and reliable method to evaluate comprehensive toxicity of trace level chemicals in
environment, MTT assay and ANNEXIN V-FITC/PI-Flow Cytometry are used to study the cytotoxic response characteristics
and sensitivity in Vero cells exposed to 2, 4, 6-trichlorophenol （TCP）, a typical organic pollutant. Results show that: 1）TCP
concentration plays a key role in determining the response characteristics of Vero cytotoxicity. Low dose of TCP（≤
0.5mg·L -1） can cause cytomorphosis （some Vero cells become oval or circular from irregular triangle）, while the growth
of cells is not inhibited significantly. When TCP concentrations are 1 ~5mg·L -1, the growth of cells is inhibited, which
mainly manifested as inhibition of proliferation and apoptosis or death of some cells . The relationship between the inhibition
of proliferation and the TCP concentrations is not obvious. When TCP concentrations are more than 5mg·L -1, significant
inhibition of proliferation is found. With the increase of TCP concentrations, the rate of inhibition of proliferation increase
gradually. 2） Exposure time has obvious effects on response characteristics of Vero cytotoxicity. Results of ANNEXIN V -
FITC/PI -Flow Cytometry show that: cytotoxicity of Vero cells is mainly manifested as the damage of cell membrane
intact, and the proportions of cell apoptosis and necrosis are low in 24h exposure of TCP. After 48h exposure of TCP, the
proportion of cell apoptosis increases significantly. The results of cell rejuvenation further confirm that the cells which
morphology changes within 24h are not complete necrosis and apoptosis. The above results suggest that both of the change
of cell morphology and the membrane damage should be the early response characteristics of Vero cytotoxicity and there is
certain pertinence between them, which show high sensitivity in characterizing the biological toxicity of chemicals.
Keywords：TCP；Vero cells；membrane damage；morphology change；MTT；Flow Cytometry
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1 引言（Introduction）

随着工业化进程的加速，新合成的有机化学物

质日益增多 . 有机化学物质在生产、运输和使用过

程中不可避免地进 入 环 境 中 ，对 水 体、空 气、土 壤

产生污染 . 有报道指出，目前饮用水（源）中可检出

的有机污染物达 2221 种（顾涛等，2006），其中许多

具有致癌、致畸和致突变作用 . 由于饮用水中有机

物的种类繁多，浓度通常又很低，因此对其检测和

安全评价方法的发展提出了较高要求 .
传统的水生生物法检测灵敏度低、所需时间

长，难以快速评价水体中微量有机物的生物毒性 .
淡水发光细菌法虽然灵敏度有一定提高，但其与

人体细胞的同源性较低，评价结果难以直接反映

污染物对人体健康的影响 . 常用的 Ames 实验也仅

能用于微量化学物三致效应的评价，而不能全面

地反映污染物的毒性 . 基于此，评价水体的安全目

前仍然以检测水中 上百种物 质 的 含 量 为 主 . 这 种

方法既复杂又有技术障碍，并且由于多种化学物

质之间存在加合、协同等作用，即使每种化学物质

都在其安全浓度范围内，在共同作用下也可能对

人体健康造成危害 .
因此，建立一种广谱、可靠、灵敏、简单易行的

微量化学物质综合生物毒性评价技术是人们多年

来的追求 . Vero 细胞来源于非洲绿猴肾脏，与人体

细胞高度同源，培养方法简单，在正常情况下生长

时呈不规则三角形状，在毒性物质作用下形态会

发生明显变化，因此可以根据细胞形态的变化检

测 微 量 化 学 物 质 的 综 合 生 物 毒 性 （BS, 2000;
Fernández et al . , 2005）. 四 氮 甲 唑 蓝 （3 -（4,5）-
dimethylthiahiazo （-z-y1）-3,5-di-phenytetrazoliumro-
mide, MTT）比色法由于可以定量测定哺乳动物细

胞线粒体酶活性，以此反映存活细胞的数量及其

生 命 活 性（范 能 全 等 ，2005），近 年 来 在 医 学、食 品

等领域广泛用于检测外源物质的生物安全性 （黄

哲玮等，2005）. 此外，一种基于对单个细胞进行快

速 定 量 检 测 的 方 法———流 式 细 胞 技 术（Flow
Cytometry, FCM）被广泛用于医学和海洋学研究中

（于洋等，2006；汪保安等，2006），近年来也逐步用

于环境和生态毒理学研究中（林本成等，2007）.
上述几种细胞毒性检测法均具有一定的灵敏

度和广谱性，但对各种方法的敏感性比较，目前缺

乏较为全面的可行性研究 . 本文比较研究了 Vero
CCL-81 细胞对典型有机化学污染物 （以环境优先

控制 污染物 2,4,6 -三氯苯酚 （TCP）（Oikari et al . ,
1985；House et al . , 1997；余宇燕等，2006）为例）细

胞毒性的响应特征及其敏感性，以期确定一种灵

敏、可靠的微量化学物质细胞毒性表征方法，为今

后发展和完善一种简单、灵敏的化学污染物综合

生物毒性评价技术提供理论依据 .

2 材料与方法（Materials and methods）

2.1 细胞株

Vero（CCL-81）细胞由杭州远方生物科技有限

公司提供 .

2.2 培养基和试剂

MEM 培养基粉末、新生牛血清和 0.25%胰酶

购 自 美 国 Gibco 公 司 ；MTT 粉 剂 购 自 北 京 博 大 泰

克生物基因技术有限责任公司；ANNEXIN V-FITC
凋 亡 试 剂 盒 购 自 美 国 Bipec Biopharma 公 司 ；TCP
单标购自美国 Supelco 公司 .

2.3 器材

培 养 皿 （包 括 6、24 和 96 孔 培 养 板 ，加 拿 大

G&H 公司），IX71 倒置相差显微镜 （日本 Olympus
公 司），Bio -Rad Model 550 酶 标 仪 （美 国 Bio -Rad
公司），超净工作台，CO2 培养箱，FACSCalibur 流式

细胞仪（美国 BD 公司）.

2.4 细胞培养和处理

Vero 细胞按常规方法 （司徒镇强等，2007）培

养 在 Φ100mm 培 养 皿 中 ， 置 于 37℃、CO2 浓 度 为

5%的恒温培养箱中维持生长 . 为防止细胞生长过

快，传代时使用血清含量为 7%的 MEM 生长培养

基，待细胞完全贴壁后换为含血清 2%的 MEM 维

持培养基 .
在细胞毒性实验阶段，将处于对数生长期的细

胞消化，用血球计数板计数，以一定密度接种到 24
孔板（或 6 孔板及 96 孔板），用含不同浓度 TCP 的

MEM 生长培养基处理 . TCP 储备液采用 TCP （单

标） 加 十 二 烷 基 硫 酸 钠 （Sodium dodecyl sulfate,
SDS），经过超声破碎配制而成 . SDS 在培养基中的

含量不超过 0.001%.
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2.5 细胞形态的观察

分 别 将 3×103、1×104 和 1×105·mL -1 密 度 的 细

胞接种到 24 孔板，加入终浓度为 0.25、0.5、1、5、
10、20、50mg·L-1 TCP 的培养基后放入 CO2 培养箱

中培养 48h，然后用倒置显微 镜（放 大 40 倍）观 察

各孔细胞的生长状况，在白光下拍照进行比较 . 实

验同时设阴性对照 （含 0.001% SDS） 和阳性对照

（含 800mg·L-1 ZnSO4）.

2.6 细胞增殖抑制率分析（MTT 比色）

实 验 一 ： 将 终 密 度 为 1×105、6×104 和 3×104·
mL -1 的 细 胞 接 种 到 96 孔 板 ， 加 生 长 培 养 基 至

120μL. 培 养 过 夜 后 换 成 含 不 同 浓 度 TCP 的 培 养

液，TCP 终浓度为 1、5、10、20、50mg·L-1，每个浓度

设 6 个复孔 . 同时，设阴性对照（含 0.001% SDS）、
空 白 对 照 （不 含 细 胞） 和 阳 性 对 照 （800mg·L -1

ZnSO4）. 培 养 48h 后 加 入 20μL MTT 溶 液 ， 放 置

4h，轻轻吸去培养板各孔溶液，加入 120μL 酸化异

丙醇，振荡 10min 或放置 40min，用酶标仪在 570nm
波 长 下 测 定 光 吸 收 值 （OD），650nm 为 参 比 波 长 .
OD 值越大，表明相对活细胞数量越多 . MTT 实验

中，通常用细胞相对增值率 （Relative growth rate,
RGR）来 反 映 细 胞 的 活 性（郑 晓 雁 等 ，2006）. 但 在

本实验中，为直接反映 TCP 对 Vero 细胞的毒性作

用，将 RGR 转化为相对抑制率 . 即设定阴性对照

的 细 胞 抑 制 率 为 0%，空 白 对 照 的 细 胞 抑 制 率 为

100%，各 TCP 浓度组的相对抑制率可用以下公式

求出：

相对抑制率（%）=
（阴性对照 OD - 空白对照 OD）-（加药孔 OD - 空白对照 OD）

（阴性对照 OD - 空白对照 OD）

×100% （1）

实 验 二 ： 为 进 一 步 了 解 更 低 浓 度 下 TCP 对

Vero 细胞活性的抑制规律，细胞接种密度选择 6×
104·mL -1，TCP 浓 度 选 择 0.25、0.5、1、2、5mg·L -1，

重复上述实验，考察低浓度下 TCP 对 Vero 细胞活

性的抑制 .
MTT 溶 液 实 验 前 用 磷 酸 盐 缓 冲 液（Phosphate

buffered saline, PBS）溶 液 新 鲜 配 制 ，浓 度 为 5mg·
mL -1，过滤除菌后，4℃避光保存，保存时间不超过

2 周 .

2.7 细胞凋亡与膜损伤分析（流式细胞仪ANNEXIN
V-FITC/PI 双染色分析）

不同 TCP 浓度培养后的细胞经 ANNEXIN V-
FITC/PI 双染色后，通过流式细胞仪可以分析细胞

的凋亡、坏死与膜损伤状况 （Bryce et al . , 2007）.
其原理是细胞凋亡的早期，细胞膜内表面含负电

的 磷 脂 酰 丝 氨 酸（Phosphatidylserine, PS）可 从 细 胞

膜的内侧翻转到细胞膜表面，暴露在细胞外环境

中 . ANNEXIN V 能与 PS 高亲和力特异性结合，将

ANNEXIN V 进行荧光素 FITC 标记即能检测到细

胞 早 期 凋 亡 （ 王 敬 春 等 ，2007）. 碘 化 丙 啶

（Propidium Iodide，PI）是 一 种 核 酸 染 料 ，它 不 能 透

过完整的细胞膜，因此膜完整的细胞对 PI 有抗染

性 . 但如果细胞已死亡或处于凋亡中晚期，则细胞

膜破裂，PI 能够透过细胞膜而使细胞核染红 . 同时

如果细胞膜受损，但尚未凋亡或死亡，PI 同样可染

色 . 因此将两种试剂匹配使用，就可以将细胞膜受

损细胞和凋亡早期（PS 外翻）、晚期及死亡的 细胞

加以区分（Witt et al . , 2008）.
以 1×105·mL -1 的 密 度 将 细 胞 接 种 到 6 孔 板 ，

设 1、5、20、50mg·L -1 TCP 4 个浓度梯度和阴性对

照（含 0.001% SDS）. 时间梯度设定为 24h 和 48h .
到达设定时间后，将 6 孔板中的细胞依次消化，装

入 PE 管 ，做 好 标 记 . 1000rpm 离 心 10min，轻 轻 吸

去上清液 . 用冷的 PBS 将细胞重新悬浮，离心并弃

去上清液，重复 2 次 . 加入 200μL 结合 缓冲液（1×
binding buffer），将悬浮细胞密度调至 1×106·mL -1.
加入 5μL ANNEXIN V-FITC 染料混匀，置于暗处

4~8℃培养 15min. 再加入 10μL PI，置于暗处 4~
8℃培 养 5min. 1h 内 用 流 式 细 胞 仪 分 析（Foladori
et al . , 2007）.

2.8 细胞复壮实验

细胞经过高浓度药物 （TCP 浓度为 100mg·L-1，

ZnSO4 浓度为 800mg·L -1）处理 24h 或 48h 后，去除

旧培养液，PBS 冲洗 1 次，加含有 7%血清的 MEM
生长培养基培养 24h . 在白光下观察（×40），拍照，

比较复壮前后细胞形态的变化 .

2.9 统计分析

实 验 数 据 采 用 Excel 软 件 处 理 并 采 用 T 检 验

进行差异显著性分析 .
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3 结果（Results）

3.1 TCP 致 Vero 细胞形态变化的响应浓度

细 胞 密 度 不 同 时 细 胞 的 生 长 状 况 也 不 同 . 高

密度表面接种有利于细胞贴壁，细胞能较快进入

对数生长期 . 但当细胞的表面接种密度过大时，细

胞的扩展受到限制，使得部分细胞不能正常生长

（孙祥明等，1999），同时由于细胞生长过快而导致

营养不充分，造成部分细胞变圆或死亡，容易对实

验结果造成干扰；而过低密度下细胞不易贴壁，生

长缓慢，也不利于进行形态观察 .

预 实 验 结 果 表 明 细 胞 密 度 为 1×104·mL -1（24
孔板）时最利于镜下观察 . 此细胞密度下加不同浓

度 TCP 后细胞的形态如图 1 所示 . 可以看出，暴露

于 较 低 浓 度 TCP（0.25mg·L -1，图 1b）时 已 有 少 部

分细胞变圆，但和阴性对照（图 1a）相比差别不大

（阴 性 对 照 中 细 胞 正 常 生 长 时 也 存 在 少 量 变 形 或

死亡的细胞）. 当 TCP 浓度大于 0.5mg·L -1（图 1c）
时，有较多细胞 变 圆 或 脱 壁、漂 浮 在 培 养 基 中 ，和

阴性对照差异较为显著 . 随着 TCP 浓度增加 （图

1d~g），圆形和漂浮细 胞 进 一 步 增 多 ，贴 壁 细 胞 减

少. 阳性对照（图 1h）中细胞全部变圆（由于 ZnSO4 会

图 1 不同浓度 TCP 作用下 Vero 细胞的变形情况
（接种密度：1×104·mL-1; a: 阴性对照; b~g: 0.25、0.5、1、5、10、20mg·L-1 TCP; h: 阳性对照; 图中的白点是飘浮或贴壁变圆的细胞）

Fig.1 Morphology change of Vero cells exposed to different concentrations of TCP
（inoculum density: 1×104·mL-1; a: negative control; b~g: 0.25、0.5、1、5、10、20mg·L-1 TCP; h: positive control; White points in above photos are

suspending or“rounding off”cells）

a b

c d

e f

g h
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使血清絮凝，不利于镜下观察，因此图 1h 为弃去

培养基加 PBS 后拍摄所得，所以部分悬浮细胞被

随之丢弃，导致图 1h 显示的细胞数目少于实际状况）.

3.2 TCP 对 Vero 细胞增殖的抑制浓度

采 用 MTT 法 检 测 Vero 细 胞 增 殖 结 果 如 表 1
所示 . 不同接种密度下，随着 TCP 染毒浓度的增

加，OD 值均呈逐渐降低趋势，表明随着 TCP 浓度

的增加，相对活细胞数量逐渐减少 .

Vero 细 胞 相 对 抑 制 率 随 TCP 浓 度 的 变 化

（Vero 细胞增殖受抑制曲线） 如图 2 所示 . 在不同

细胞密度下，当 TCP 浓度大于 5mg·L -1 时，随着

TCP 浓度增加，细胞抑制率逐渐升高，基本呈对数

增 长 趋 势 . TCP 浓 度 在 1~5mg·L -1 浓 度 之 间 时 ，

TCP 浓度和抑制率的关系不明显，在中、高密度

（6×104、1×105·mL -1）下，TCP 浓度为 1mg·L -1 时抑

制率甚至出现负值（即促进细胞增殖）.
此外，从图 2 还可以看出，细胞接种 密 度 对

TCP 的细 胞抑制 率 有 较 显 著 影 响 . 随 着 细 胞 接 种

密度的增加，相同 TCP 浓度下细胞抑制率逐渐降

低，即较低细胞密度下抑制作用更为显著 . 一般情

况下，OD 在 0.2~0.8 之间时测量误差较小，因此细

胞密度最好选择在 6×104·mL-1~1×105·mL-1 之间 .
较低浓度 TCP（0.25~5mg·L -1）对 Vero 细胞增

殖的影响如表 2 所示 . 从表 2 可以看出，在 0.25~
5mg·L -1 浓 度 范 围 内 ，MTT 测 定 的 相 对 抑 制 率 结

果不稳定 . 随着 TCP 浓度的增加，相对抑制率呈现

不规律的变化，二者的相关关系不明显 . 当 TCP 浓

度 小 于 1mg·L -1 时 细 胞 相 对 抑 制 率 出 现 负 值 ，表

现为无细胞毒性，促进细胞增殖 .

3.3 不同浓度和作用时间下 TCP 致 Vero 细胞损

伤状态

TCP 作 用 24h 和 48h 后 的 Vero 细 胞 通 过

ANNEXIN V-FITC/PI 双染色-流式细胞仪分析，可

以得出处于不同状态的 Vero 细胞的分布图 . 一般

情况下，在双染色-流式细胞仪的散点图上，左下象

限表示正常活细胞，染色显示为 FITC-/PI-；右上象

限表示非活细胞，即凋亡中晚期和坏死细胞，染色

显 示 为 FITC+/PI+；而 右 下 象 限 表 示 早 期 凋 亡 细

胞，染色显示为 FITC+/PI- . 目前研究人员多从这 3
项来判别细胞的凋亡过程，但对于左上象限（染色

显示为 FITC-/PI+） 的细胞尚缺乏深入的研究，目

前 说 法 不 一 （Murata et al . , 2000; Bryce et al . ,
2007）. 本实验将结合细胞形态变化对该象限细胞

作初步分析 .
图 3 为 TCP 暴露 24h 后双染色 Vero 细胞散点

表 1 采用 MTT 实验检测各实验组光吸收值（OD）
Table 1 Optical absorption values of experimental groups

using MTT Assay

TCP
浓度组/

（mg·L-1）

OD 值

接种密度
3×104·mL-1

接种密度
6×104·mL-1

接种密度
1×105·mL-1

1 0.164±0.016**,## 0.389±0.020## 0.909±0.021##

5 0.175±0.016**,## 0.355±0.009**,## 0.844±0.039**,##

10 0.127±0.013**,## 0.310±0.022**,## 0.822±0.043**,##

20 0.096±0.009**,## 0.244±0.020**,## 0.742±0.054**,##

50 0.062±0.007**,## 0.146±0.013**,## 0.621±0.030**,##

阴性对照 0.217±0.018 0.385±0.014 0.894±0.020

阳性对照 0.011±0.010 -0.005±0.017 0.037±0.019

空白对照 0.000±0.001 -0.001±0.005 0.000±0.005

注：**、## 分别表示与阴性对照、阳性对照差异极显著（p<
0.01）

图 2 TCP 对 Vero 细胞活性的抑制作用
Fig.2 Inhibitory effects of TCP on viability of Vero cells
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表 2 低浓度组实验的光吸收值（OD）和抑制率（%）

Table 2 Optical absorption values and inhibition rates of low-
dose groups

TCP
浓度组/

（mg·L-1）

实验组 1 a） 实验组 2 a）

吸光值（OD） 抑制率/% 吸光值（OD） 抑制率/%

0.25 0.455±0.028 -4.4 0.417±0.048 -6.4

0.5 0.441±0.034 -1.1 0.402±0.051 -2.6

1 0.466±0.031 -7.0 0.371±0.018 5.3

2 0.419±0.056 3.8 0.377±0.042 3.8

5 0.355±0.053* 18.6 0.385±0.033* 1.8

阴性对照 0.436±0.050 0.0 0.392±0.055 0.0

阳性对照 0.003±0.002 99.3 0.006±0.003 98.6

注：* 表示与阴性对照差异显著（p<0.05）；a）: 两组平行实
验结果
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图 . 由图可见，随着 TCP 浓度的增加，活细胞比例

（左下象限，LL）逐渐减少，死细胞比例（包括凋亡

和 坏 死 ，右 上 象 限 ，UR）逐 渐 增 加 ，但 早 期 凋 亡 细

胞随 TCP 浓度增加而增加的现象并不明显 （右下

象 限 细 胞 数 量 较 少 ，LR）. 值 得 注 意 的 是 ， 随 着

TCP 浓度上升（从 1mg·L -1 到 50mg·L -1）左上象限

UL（FITC-/PI+）中的细胞比例增加，尤其当 TCP 浓

度达到 20mg·L-1 以上时，这部分细胞的比例超过

了凋亡和坏死细胞总数 .

图 3 TCP 作用 24h 后 Vero 细胞的流式细胞仪双染色散点图
（a: 阴性对照；b~e: 1、5、20、50mg·L-1 TCP）

Fig.3 Double staining scatter plots of Vero cells exposed to TCP for 24h
（a: negative control; b~e: 1、5、20、50mg·L-1 TCP）

TCP 暴露 48h 后双染色 Vero 细胞散点图如图

4 所示 . 随着 TCP 浓度的增加，左下象限活细胞比

例减少，右上象限坏死细胞和凋亡细胞的总比例

增加，右下象限早期凋亡细胞变化不明显 . 与 24h
相比，左上象限（FITC-/PI+）中的细胞比例变小，小

于右上象限坏死和凋亡细胞的比例 . 综合图 3、图

4 可 以 看 出 ，TCP 作 用 2hh 内 Vero 细 胞 毒 性 表 现

为以细胞膜的完整性受到损伤为主 （PI 染色），凋

亡 或 坏 死 细 胞 比 例 较 小 （PI 和 FITC 均 染 色）；而

48h 后，凋亡和坏死细胞的比例明显增加 .

3.4 复壮实验

为确认细胞膜完整性受到损伤而未发生凋亡

的细胞是否死亡，需进行细胞复壮实验 . 将经过高

浓度 TCP 和 ZnSO4 处理，培养 24h 后变形的细胞

重新转入正常培养液中复壮，发现经 24h 后细胞又

重新 贴壁，并成不规则三角状（图 5），而 48h 后的

变形细胞已不可复壮（图未列出）.

4 讨论（Discussion）

形 态 观 察 结 果 表 明 ，TCP 在 0.25mg·L -1 以 上

时可导致部分 Vero 细胞形态发生明显变化，且浓
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图 5 复壮 24h 前后 Vero 细胞形态的变化
（a、c: TCP 和 ZnSO4 处理 24h 后的细胞形态；b、d: 换新鲜培养基复壮 24h 后的细胞形态）

Fig.5 Morphology change of Vero cells after recover for 24h
（a, c: TCP and ZnSO4 exposure for 24h; b, d: recover for 24h）

图 4 TCP 作用 48h 后 Vero 细胞的流式细胞仪双染色散点图
（a: 阴性对照；b~e: 1、5、20、50mg·L-1 TCP）

Fig.4 Double staining scatter plots of Vero cells exposed to TCP for 48h
（a: negative control; b~e: 1、5、20、50mg·L-1 TCP）
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度越高，变形率越高 . MTT 比色实验表明，TCP 浓

度大于 5mg·L -1 时细胞增殖抑制率随浓度增加而

逐渐升高；但在 1~5mg·L -1 范围内，两者关系不稳

定；在 TCP 浓度小于 1mg·L -1 时细胞增值抑制率

出 现 负 值 . 这 表 明 以 细 胞 形 态 变 化 表 征 TCP 对

Vero 细胞的毒性可能比传统的细胞增殖抑制率灵

敏度更高 .
流式细胞术除了能够检测细胞凋亡外，还能反

映 受 试 细 胞 的 损 伤 状 态 . 在 24h 流 式 细 胞 仪 双 染

色散点图中，随 着 TCP 浓 度 增 加 ，左 上 象 限 UL
（FITC-/PI+）中的细胞比例增多，尤其当 TCP 浓度

达到 20mg·L-1 以上时，这部分细胞的比例超过了

凋亡和坏死细胞总数 （图 3）. 一般认为左上象限

（UL）的细胞属于机械损伤细胞，是实验操作过程

中的机械扰动导致损伤的细胞，因此该象限细胞

应该维持一个基本的背景值 . 但在 24h 实验中，该

象限的细胞比例随 TCP 浓度的增加，有显著的上

升 . 从理论上来说，PI 染色说明该细胞膜已经不完

整（膜损伤），而 FITC 未染 色，说 明 PS 没 有 外 翻 ，

也就是尚未发生凋亡 . 因此 推测 TCP 接 触 24h 后

导致了细胞膜的损伤（如果仅为机械受损，各浓度

散点图中该象限细胞比例应该相近）. 但是 TCP 接

触 48h 后，凋亡和坏死细胞的比例大于膜受损细胞

的比例（图 4）. 由此我们分析，细胞膜损伤是细胞

在 TCP 作用下的早期受损状态，即 TCP 在导致细

胞凋亡与坏死前，已导致 Vero 细胞膜的损伤 . 因

此膜损伤是一种比凋亡和坏死更为灵敏的细胞毒

性早期表征指标 . 结合细胞形态变化的研究，我们

可以推测，变形细胞可能和细胞膜受损有关 . 细胞

复壮实验也证实了这一点：高浓度 TCP 和阳性对

照（ZnSO4）培养 24h 后的变形细胞经复壮后细胞形

态可恢复正常，细胞可继续生长，而 48h 后的细胞

不 可 复 壮 . 这 表 明 24h 内 变 形 细 胞 并 未 完 全 坏 死

或产生凋亡，变形可能是细胞膜内某种和刚性结

构有关的组分发生变异或释放造 成 的 . 因 此 细 胞

变形可能是膜损伤的宏观表现之一 .
以上的实验结果和分析表明 Vero 细胞在接触

较低浓度的化学污染物或在接触污染物早期表现

出的细胞毒性可能是细胞膜损伤导致的细胞形态

变化，只有在接触时间较长或浓度较高时才表现

为细胞凋亡与坏死 . 因此，和细胞变形有某种关联

的细胞膜毒性可能是一种较细胞增殖、凋亡、坏死

更为敏感的化学污染物综合生物毒性表征方法 .

不过，由于目前对 Vero 细胞形态变化的检测

还依赖于显微镜观察等感性指标，因此还存在一

系列问题，如：1） 细胞变形的差异难以用肉眼区

别；2）变形细胞数难以准确界定和计数；3）细胞状

态 不好时观察结果很容易受到干 扰 . 这 些 都 导 致

目前难以建立污染物浓度-变形细胞率之间的定量

函数关系，从而难以准确判断化学物的最低无效

应浓度 . 本实验结果可以初步推断 TCP 致 Vero 细

胞变形可能和细胞膜完整性遭 到 破 坏 有 关 . 基 于

此 ， 如 能 在 后 继 的 研 究 中 建 立 化 学 污 染 物 导 致

Vero 细胞变形率与膜完整性有关组分的定量表征

关系，或者说通过某种特异性的细胞变形标志物

的定量分析来表征细胞变形率，将从根本上解决

可能和细胞变形有关的细胞膜毒性难以定量表征

的缺陷 .
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