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ОПТИМИЗАЦИЯ УСЛОВИЙ МТТ-АНАЛИЗА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ  

КЛЕТОК ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО  
ВОЗДЕЙСТВИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ  

НА КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЯХ ЧЕЛОВЕКА И ЖИВОТНЫХ 
 

Резюме 
МТТ-анализ клеточной метаболической активности широко используется в исследованиях цитоток-

сичности in vitro. В этой статье мы представляем собственные данные вместе с критической оценкой науч-
ной литературы для обоснованности и обсуждения применимости и потенциальных ограничений анализа 
МТТ. 

Ключевые слова: МТТ-анализ, клеточный метаболизм, жизнеспособность клеток, цитотоксичность, 
клеточная линия карциномы гортани человека Hep2, клеточная линия почки африканской зеленой мартышки 
Vero, оптическая плотность (ОП). 

 
Summary 

The MTT assay for cellular metabolic activity is widely used in vitro. This paper presents our own data and 
critical assessment of the literature data is carried out. The applicability and potential limitations of the MTT assay are 
discussed. 

Keywords: MTT assay, cellular metabolism, cell viability, cytotoxicity, human laryngeal carcinoma cell line 
Hep2, African green monkey kidney cell line Vero, optical density (OD). 
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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время как альтернатив-

ная замена использования моделей на жи-
вотных широко применяются методы in 
vitro [1]. Методы определения жизнеспо-
собности клеток могут быть классифициро-
ваны по различным категориям, а именно 
методы исключения красителей (краситель 
трипановый синий) (I); методы, основан-
ные на метаболической активности (II); 
анализ количества АТФ (III); анализы с ис-
пользованием сульфородамина B (IV); ана-
лиз жизнеспособности по маркерам проте-
азы (V); клоногенный анализ (VI); анализы 
пролиферации клеток по синтезу ДНК (VII) 
и микроспектроскопия комбинационного 
рассеяния (VIII) [2]. Наиболее распростра-
ненным в лабораторной  практике  методом 

определения жизнеспособности клеток, 
включенном в большинство протоколов 
молекулярной биологии и медицины, явля-
ется МТТ-анализ [3, 4], который относится 
ко II группе методов в приведенной выше 
классификации. 

Реагент МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-
2-ил)-2,5-дифенил-2H-тетразолий бромид) 
представляет собой соль монотетразолия, 
состоящую из положительно заряженного 
ядра четвертичного тетразольного кольца, 
содержащего четыре атома азота, окружен-
ного тремя ароматическими кольцами, 
включая два фенильных фрагмента и одно 
тиазолильное кольцо. Восстановление 
МТТ приводит к разрушению основного 
тетразольного кольца и образованию фио-
летово-синей  водонерастворимой  молеку- 
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лы, называемой формазаном [5]. Реагент 
МТТ может проходить через клеточную 
мембрану, а также внутреннюю мембрану 
митохондрий жизнеспособных клеток 
предположительно благодаря своему поло-
жительному заряду [5], а также липофиль-
ной структуре [6] и восстанавливается до 
формазана [5]. Хромогенная природа этой 
окислительно-восстановительной химиче-
ской реакции обеспечивает колориметриче-
ское измерение внутриклеточного образо-
вания формазана, на основе которого Т. 
Mosmann разработал анализ МТТ в 1983 г. 
[7], который имеет широкое применение в 
качестве анализа метаболической активно-
сти клеток. Анализ МТТ обычно проводят 
после нескольких часов инкубации клеток 
с МТТ. Полученный водонерастворимый 
формазан затем растворяют в растворителе, 
таком как диметилсульфоксид (ДМСО). 
Впоследствии снижение светопропускания 
за счет поглощения и других механизмов 
гомогенизированного раствора МТТ-
формазана измеряется с помощью устрой-
ства для считывания микропланшетов с 
точки зрения его оптической плотности 
(ОП) на длине волны, которую формазан, 
полученный из МТТ, поглощает больше 
всего в диапазоне 490–570 нм. Значения 
OП отражают концентрацию формазана и, 
следовательно, внутриклеточное снижение 
МТТ. Внутриклеточное снижение МТТ мо-
жет быть опосредовано ферментами окси-
доредуктазой и дегидрогеназой, а также 
донорами электронов (в основном НАД(Ф)
Н) на разных стадиях гликолитического 
пути к митохондриальной цепи переноса 
электронов [5]. Пока место образования 
формазана и его внутриклеточный транс-
порт остаются спорными. 

На общедоступном ресурсе Pub Med 
часто встречаются статьи, в которых описа-
но, что местами восстановления и образо-
вания осадка формазана являются митохон-
дрии, а митохондриальная сукцинатдегид-
рогеназа жизнеспособных клеток восста-
навливает МТТ до формазана [8] и может 
локализоваться в липидных каплях клеток 
[9]. В литературе обоснована роль мито-
хондрий в снижении МТТ [10]. Внутрикле-
точные гранулы формазана также опреде-
лялись в различных органеллах, а именно в 
эндоплазматическом ретикулуме, плазма-
тических   мембранах   [5],  ядре  и  лизосо- 

мах [8]. Эти наблюдения позволяют пред-
положить, что анализ МТТ – это больше 
чем просто представление митохондриаль-
ной активности [8]. Некоторые исследова-
тели выявили факторы, ограничивающие 
применение метода МТТ [6−8], которые 
необходимо учитывать при разработке, 
проведении, анализе и интерпретации ре-
зультатов данного анализа. Обычно упус-
каемые из виду мешающие переменные 
включают количество посеянных клеток, 
концентрацию реагента МТТ, добавленно-
го к клеткам, время инкубации клеток с 
МТТ, тип культуральной среды, удаление 
супернатанта клеток после инкубации 
МТТ, длину волны, при которой измеряет-
ся оптическая плотность. В этих парамет-
рах также существуют несоответствия, ко-
торые затрудняют сравнение измеренных 
значений ОП в разных исследованиях. 
Восстановление красителя зависит прежде 
всего от клеточного метаболизма; иногда 
это отражает жизнеспособность клеток, но 
смешивание переменных приводит к не-
точности анализа. 

Механизм, лежащий в основе анали-
за, также до конца не изучен. До сих пор 
существуют разногласия и неопределенно-
сти по некоторым аспектам: например, ка-
кие дополнительные органеллы, ферменты 
и молекулы участвуют в восстановлении 
МТТ, происхождение внеклеточных кри-
сталлов формазана, цитотоксический эф-
фект самого реагента МТТ и то, как ре-
зультаты анализа отражают жизнеспособ-
ность клеток, метаболическую активность 
и/или токсичность тестируемых веществ [7]. 

Общеизвестно, что МТТ-анализ 
включает превращение водорастворимого 
желтого красителя [3-(4,5-диметилтиазол-  
2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид], ко-
торый при восстановлении дегидрогеназой 
и восстановителями, присутствующими в 
метаболически активных клетках, дает не-
растворимый в воде пурпурный формазан 
[7]. Химическая структура МТТ и форма-
зана показаны на рисунке 1. 

Восстановление МТТ приводит к 
разрушению основного тетразольного 
кольца и образованию формазана. Липидо-
растворимый продукт формазан может 
быть экстрагирован органическими рас-
творителями и оценен с помощью спектро-
фотометрии.  

https://www.mdpi.com/1422-0067/22/23/12827#B1-ijms-22-12827
https://www.mdpi.com/1422-0067/22/23/12827#B1-ijms-22-12827
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Рисунок 1. – Восстановление МТТ в формазан 

Метод с самого начала подразуме-
вался в качестве анализа жизнеспособности 
культивируемых клеток [8]. К факторам, 
влияющим на окончательные измерения 
оптической плотности (ОП) в анализе 
МТТ, относятся концентрация реагента 
МТТ и его доля, которая фактически попа-
дает в клетку, клеточная метаболическая 
активность (которая сильно зависит от 
множества переменных, включая обработ-
ку клеток, биологическое действие культу-
ральной среды, плотность клеток и сопро-
тивление клеточного метаболизма из-за 
токсические эффекты МТТ), количество 
клеток, время экструзии кристаллов форма-
зана (что может препятствовать дальней-
шему усвоению МТТ), химическое вмеша-
тельство, такое как абиотическое снижение 
МТТ культуральной средой, тестируемое 
вещество или высвобождение клеточного 
содержимого, оптическое вмешательство 
со стороны всех фоновые компоненты, вре-
мя инкубации клеток с реагентом МТТ и/
или тестируемой обработкой и, в конечном 
счете, оптические измерения. 

Цель исследования – разработать 
протокол МТТ-анализа для оценки жизне-
способности опухолевых клеток карцино-
мы гортани человека Hep2 и нормальных 
клеток почки африканской зеленой мар-
тышки Vero, основанный на их метаболи-
ческой активности с учетом основных па-
раметров (количество посеянных клеток, 
плотность посева, инкубационный  период,  
состав среды, условия культивирования, 
количество реагента МТТ). 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Эксперименты выполнены в лабора-

тории биотехнологии отдела вирусных  ин- 

фекций РУП «Институт эксперименталь-
ной ветеринарии им. С.Н. Вышелесского» 
на клетках линии Hep2 (аденокарцинома 
гортани человека) и Vero (почка африкан-
ской зеленой мартышки), которые приоб-
ретены из коллекции клеточных культур 
человека и животных РНПЦ эпидемиоло-
гии и микробиологии МЗ РБ. 

В работе использовали следующие 
реактивы: бессывороточная среда RPMI 
1640 (Gibco), эмбриональная телячья сыво-
ротка (FBS) (Gibco), 0,25%-ный раствор 
трипсина-ЭДТА (Gibco), диметилсульфок-
сид (ДМСО) (Sigma-Aldrich), MTT (бромид 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтет-
разолия (Sigma-Aldrich), 0,4%-ный раствор 
трипанового синего (Sigma-Aldrich) и обо-
рудование: спектрофотометр STAT 21 при 
длине волны 492/630 нм, ламинарный бокс 
II класса биобезопасности (LAMSYS- 
TEMS), СО2-инкубатор (Galaxy 170R New 
Brunswick an Eppendorf company), микро-
скоп инвертированный (Primo Vert Plus, 
Carl Zeiss). 

На первом этапе проводили исследо-
вания по определению логарифмической 
фазы роста клеток в полной ростовой среде 
RPMI 1640 (Biosera, Франция) с добавле-
нием 10 % эмбриональной телячьей сыво-
ротки (Capricorn, Польша) при температуре 
37 °C в атмосфере 5 % CO2 для уточнения 
времени удвоения используемых в работе 
клеточных линий с целью выбора времени 
адаптации, необходимого для адгезии, и 
последующей инкубации веществ без пере-
сева. Для процедуры снятия клеточного 
монослоя применялся метод трипсиниза-
ции с последующей оценкой жизнеспособ- 
ности клеток методом исключения раство-
ра трипанового синего. Для подсчета коли- 
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чества клеток в суспензии готовили смесь 
из 10 мкл полученных при снятии моно-
слоя клеток и 10 мкл раствора трипанового 
синего. В течение нескольких минут смесь 
вводили в камеру Горяева и подсчитывали 
количество неокрашенных (живые клетки) 
и окрашенных в синий цвет (мертвые клет-
ки). Оценивали долю жизнеспособных кле-
ток и концентрацию клеток в суспензии. 
Исходная концентрация клеток составила 
240000 кл/мл. 

На втором этапе работы подбирали 
оптимальное количество клеток на лунку в 
полной ростовой среде для адгезии клеток ко 
дну планшета. В лунки вносили по 100 мкл 
суспензии клеток Hep2 и Vero. В верти-
кальные и горизонтальные дорожки         
96-луночного планшета вносили по        
100 мкл полной культуральной среды. В 
качестве нулевого контроля использовали 
полную питательную среду для каждой 
посевной концентрации. Планшет помеща-
ли в СО2 инкубатор и клетки культивиро-
вали 24, 48, 72 и 96 ч без смены среды. 
Конфлюэнтность монослоя клеточных по-
пуляций Hep2 и Vero контролировали при 
помощи световой микроскопии.  

По истечении времени инкубации 
клеток в каждую лунку планшета вно-    
сили стерильный раствор МТТ-реагента, 
приготовленный из расчета 5 мг/мл, с      
последующей инкубацией в течение 4 ч 
при температуре 37 °С в инкубаторе СО2. 
В итоге содержание МТТ реагента (мкг)     
в лунках составило 50; 25; 12,5; 6,25;       
1,56 мкг/лунку.  

Затем аккуратно удаляли надосадоч-
ную жидкость из лунок и образовавшиеся 
внутриклеточные фиолетовые кристаллы 
формазана салюбилизировали добавлени-
ем раствора ДМСО в объеме 150 мкл на 
лунку в течение 30 мин при температуре 
37 °С в СО2-инкубаторе. Для полноты рас-
творения энергично пипетировали. Затем 
измеряли поглощение света с длиной вол-
ны 492/630 нм в каждой лунке в блоке OП 
(оптическая плотность) на иммунофер-
ментном планшетном анализаторе Stat Fax 
2100 (Аwareness Technology, США) с пред-
варительным встряхиванием. 

Статистическую обработку данных 
проводили с использованием линейного 
регрессионного анализа. 

 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
Проведены исследования по опреде-

лению оптимальной плотности клеток, вре-
мени культивирования, концентрации   
МТТ-реагента и времени инкубации МТТ в 
массовом анализе МТТ на клеточных ли-
ниях аденокарциномы гортани (Hep2) и 
почки африканской зеленой мартышки 
(Vero). В ходе изучения времени удвоения 
клеточной культуры аденокарциномы гор-
тани и почки африканской зеленой мар-
тышки было показано, что через 5 ч после 
культивирования клеток наблюдалась ча-
стичная адгезия клеток ко дну культураль-
ного флакона. Через 24 ч инкубации 
наблюдалось удвоение клеток, в связи с 
чем данное время было выбрано для даль-
нейших исследований как необходимое 
для адаптации – первичной адгезии и нор-
мализации жизнедеятельности и роста. 
При этом было показано, что максимум 
абсорбции при конверсии МТТ-реагента в 
формазан клетками линии Нер2 и Vero при 
использовании в качестве солюбилизатора 
раствора ДМСО приходится на 492 нм. 
Данная длина волны была выбрана для ре-
гистрации оптической плотности в после-
дующих исследованиях. В качестве рефе-
рентской была выбрана длина волны        
630 нм. Автоматическое отсечение данного 
показателя при расчетах позволяет не ис-
пользовать отрицательный контроль (среда 
без клеток).  

Для выбора оптимальной концен-
трации клеток для пассажа было посеяно 
различное количество клеток в каждую 
лунку 96-луночного планшета, время куль-
тивирования клеточных популяций Hep2 и 
Vero составило 24, 48, 72, 96 ч перед до-
бавлением МТТ.  

Данные, представленные на рисун-
ках 1 и 2, отражают динамику зависимости 
оптической плотности клеток линии Hep2 
и Vero 3-го пассажа от концентрации кле-
ток в суспензии и времени инкубации. По-
казано, что линейный участок кривой зави-
симости оптической плотности при кон-
версии МТТ в формазан от количества 
жизнеспособных клеток в популяции Hep2 
начинается в среднем при 20 тыс. клеток в 
лунке (рисунок 2). Выявлено, что ОП зави-
сит от количества/плотности посева кле-
ток, концентрации МТТ и времени инкуба-
ции клеток. ОП меняется с увеличением 
количества/плотности посева клеток. 
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В то же время линейный участок 
кривой зависимости оптической плотности 
при конверсии МТТ в формазан от количе-
ства жизнеспособных клеток Vero начина-
ется при 25 тыс. клеток в лунке при инку-
бации 48 ч (рисунок 3). 

Следовательно, такие параметры, 
как концентрация клеток  на лунку 96-лу- 
ночного планшета для клеток Hep2 состав-
ляет 20 тыс., а клеток Vero – 25 тыс., и 
одинаковый период культивирования в те-
чение 48 ч рекомендуются для проведения 
исследований на цитотоксичность тестиру-
емых веществ in vitro анализом МТТ. 

Как показывают данные, получен-
ные на клеточной линии Hep2 независимо 
от концентрации МТТ и времени инкуба-
ции МТТ, увеличение количества посева 
клеток увеличивает ОП. Это логически по-
нятно, поскольку увеличение количества 
клеток увеличивает общий уровень проду-
цируемого формазана клеточной популя-
цией и, следовательно, измеряемую ОП, 
как показано в других исследованиях [17, 
18]. Тот факт, что уровни OП в отсутствие 
МТТ не менялись с увеличением количе-
ства клеток, показывает, что это не связано 
с оптическими эффектами увеличения ко-
личества клеток. 

Результаты анализа МТТ на клетках 
и Vero с применением диапазона концен-
траций МТТ реагента (25 мкг, 12,5 мкг и 
6,25 мкг на лунку) показали, что увеличе-
ние концентрации МТТ до 25 мкг на лунку 
вызывало увеличение уровня OП незави-
симо от количества клеток и момента вре-
мени измерения (рисунок 4).  

Однако при большем количестве 
клеток и в более длительные моменты вре-
мени разница ОП между концентрациями 
МТТ более очевидна. Увеличение концен-
трации МТТ не приводило к дальнейшему 
увеличению уровней OП независимо от 
количества клеток и момента времени из-
мерения. Вероятным объяснением этих 
наблюдений является ускорение гибели 
клеток,  вызванной  МТТ,  при более высо- 
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ких концентрациях МТТ реагента. Други-
ми словами, выше определенного уровня 
концентрации МТТ ускоренная скорость 
гибели клеток находится на уровне, кото-
рый не позволяет клеткам снижать МТТ в 
такой степени, как при более низких кон-
центрациях МТТ. Следовательно, концен-
трация МТТ, при которой образуется мак-
симальный уровень формазана до гибели 
клеток, индуцированной МТТ, должна 
быть выбрана как оптимальная концентра-
ция МТТ для каждого конкретного типа 
клеток, количества клеток и времени инку-
бации. 

Чтобы определить переменные, ко-
торые потенциально могут повлиять на 
измерения объемного МТТ-анализа, мы 
изучили ОП (в частности, уменьшенную 
интенсивность пропускания света при 
освещении образца с полосой пропускания 
492 нм в зависимости от количества кле-
ток, концентрации МТТ и времени инкуба-
ции клеток с реагентом МТТ на клеточной 
популяции линии Hep2 (рисунок 5). ОП 
клеток измеряли через 4 ч после добавле-
ния МТТ в концентрациях 5 мкг, 15 мкг и 
25 мкг на лунку.  

Наблюдаемое увеличение OП также 
может быть результатом увеличения плот-
ности клеток, а не их количества как тако-
вого, учитывая, что пространственная бли-
зость клеток друг к другу может влиять на 
межклеточную  коммуникацию и, следова- 

тельно, изменять метаболическое поведе-
ние клеток [11]. Другими словами, с увели-
чением количества клеток не только уве-
личивается сумма уровней формазана, про-
дуцируемого клетками, но и более высокая 
плотность клеток может также изменить 
уровень формазана в каждой отдельной 
клетке за счет изменения природы межкле-
точной передачи сигналов и, следователь-
но, ферментативной активности клеток. 
Однако это не просто вытекает из наших 
данных и должно быть подтверждено пу-
тем сравнения уровней OП различных по-
пуляций клеток с одинаковым количе-
ством клеток, различающихся пролифера-
тивным потенциалом деления. 

Следует отметить, что влияние уве-
личения количества клеток на ОП неоди-
наково в зависимости от различных кон-
центраций МТТ и времени инкубации. Да-
же при одинаковой концентрации МТТ и 
времени инкубации величина этого эффек-
та не остается постоянной по мере увели-
чения числа клеток. Исследования других 
авторов также показали, что OП не всегда 
является линейной функцией количества 
клеток, и эта функция варьирует в зависи-
мости от типа клеток [12], количества кле-
ток [12, 13], pH [12] и формазана [13]. В 
целом эти результаты позволяют заклю-
чить, что перед применением МТТ-анализа 
для оценки жизнеспособности клеток 
необходимо провести эксперименты по 
строгому протоколу, чтобы определить, 
как вышеупомянутые параметры влияют 
на взаимосвязь между измеренной OП и 
количеством клеток. 

На концентрацию формазана, выра-
батываемую клеточной популяцией, влия-
ет не только количество жизнеспособных 
клеток, но и другие факторы, связанные с 
тестируемыми веществами или состоянием 
клеток, а именно различное количество по- 
глощения МТТ [14] и изменения метаболи-
ческой активности клеток [15]. Другими 
словами, суммарный эффект всех изучен-
ных факторов, а не только одного из них,   
определяет уровень снижения МТТ, после-
дующую выработку формазана и, наконец, 
измеренную ОП. Например, в работе        
М. Ghasemi et al. [16] показано, что изме-
рение уровней ОП в разные моменты вре-
мени (2, 3 и 4 ч) после инкубации клеток 
PC-3  (простата человека) с МТТ  в условиях 
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независимо от концентрации МТТ, количе-
ства посева клеток и увеличения времени 
инкубации МТТ увеличивает уровни ОП, 
что предположительно представляет собой 
снижение МТТ и формазана. Однако при 
отсутствии клеток уровни OП были одина-
ковыми в разное время инкубации незави-
симо от концентрации МТТ. Кроме того, 
максимально возможный уровень сниже-
ния МТТ достигается через 3 ч инкубации 
при 20000 клеток PC-3 на лунку 96-
луночного планшета с 0,3 и 0,4 мг/мл МТТ. 
Однако при более низких уровнях количе-
ства клеток и/или концентрации МТТ мак-
симальный (насыщающий) уровень его 
снижения не достигается вплоть до 4 ч ин-
кубации МТТ. Следовательно, момент вре-
мени насыщения зависит от количества за-
сеянных клеток и концентрации МТТ реа-
гента [12]. Достижение уровня плато ОП 
после определенного времени инкубации 
клеток с МТТ может быть связано с умень-
шением клетками всего доступного реаген-
та МТТ или затруднением дальнейшего по-
глощения МТТ при появлении определен-
ного количества кристаллов формазана на 
поверхности клеток [9, 10]. Другой причи-
ной может быть цитотоксический эффект 
реагента МТТ. Показано, что внутрикле-
точный метаболизм МТТ постепенно вызы-
вает повреждение митохондрий, наруше-
ние нормального клеточного метаболизма 
и, наконец, апоптоз клеток [17]. Зависимая 
от времени потеря целостности мембраны в 
результате экзоцитоза формазана также яв-
ляется одним из механизмов гибели клеток 
после инкубации МТТ [18]. Тот факт, что 
насыщение уровней OП происходит рань-
ше при более высокой концентрации МТТ 
и большем количестве клеток, позволяет 
предположить, что более высокая концен-
трация МТТ и/или большее количество 
клеток потенциально ускоряют достижение 
уровня насыщения при снижении МТТ. 

Таким образом, более высокая плот-
ность клеток и их близость друг к другу 
могут повысить метаболическую актив-
ность клеток. Тестируемые лекарственные 
вещества также могут изменить момент 
времени насыщения и/или уровень насы-
щения и таким образом потенциально иска-
зить сравнительный анализ между различ-
ными состояниями клеток. 

 

Поскольку культуральные среды 
обеспечивают питательные вещества для 
роста, пролиферации и метаболизма кле-
ток, то их состав и наличие или отсутствие 
сыворотки могут влиять на результаты ана-
лиза МТТ, биологическое поведение кле-
ток, уровень метаболической активности и, 
следовательно, на снижение МТТ.  

Чтобы выяснить, как влияние сыво-
роточного голодания на метаболическую 
активность клеток будет отражаться на из-
мерениях анализа МТТ, мы сравнили лите-
ратурные данные анализа МТТ между клет-
ками, выращенными в бессывороточной и 
содержащей сыворотку средах [16].  

Данные литературы свидетельству-
ют о том, что большинство клеток, кото-
рым не хватало сыворотки в течение 26 ч, 
имели круглую морфологию (некоторые с 
пузырьками) по сравнению с нормальной 
формой веретена большинства клеток, по-
лучавших сыворотку, в то время как вере-
тенообразная форма клеток PC-3 (простата 
человека) может указывать на жизнеспо-
собность и прикрепление, круглая форма 
указывает на отслоение клеток и может 
быть морфологическим индикатором 
апоптоза клеток [18, 19]. Однако гибель 
клеток представляет собой поэтапный про-
цесс, который обычно занимает несколько 
часов [18], и клетки круглой формы могут 
находиться на разных стадиях клеточной 
гибели, тогда как на более ранних стадиях 
они все еще демонстрируют некоторый 
уровень метаболической активности, о чем 
свидетельствует образование формазана в 
этих клетках. 

Следует также отметить, что компо-
ненты, присутствующие в культуральной 
среде, потенциально могут повлиять на ре-
зультаты анализа МТТ. Вероятно, это мо-
жет возникнуть из-за оптических помех 
(поглощение или рассеяние света), химиче-
ских реакций (абиотическое восстановле-
ние МТТ) и биологического воздействия на 
жизнеспособность, рост и метаболическую 
активность клеток, которые, следователь-
но, могут повлиять на общий уровень сни-
жения МТТ. Некоторыми авторами было 
показано, что МТТ сам по себе не оказыва-
ет оптического влияния на результаты ана-
лиза [16]. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Анализ литературы и собственные 

данные свидетельствуют о том, что изме-
рения параметров МТТ являются результа-
том сложного процесса, зависящего от 
многих из вышеупомянутых факторов, и 
поэтому оптимизация анализа и рациональ-
ная интерпретация данных необходимы для 
предотвращения ошибочных выводов о та-
ких переменных, как жизнеспособность 
клеток, токсичность тестируемого вещества 
или состояние клеточного метаболизма. 

Наши результаты указывают на 
необходимость оптимизации таких пара-
метров, как количество клеток, условия 
культивирования, концентрация МТТ и 
время инкубации МТТ для каждой клеточ-
ной линии, условий эксперимента. Опти-
мальные значения этих параметров дости-
гаются, когда анализ может оптимально 
выявить различия между различными кле-
точными популяциями, позволяя клеткам 
проявлять максимальную способность к 
снижению МТТ, но не вызывать значи-
тельного уровня токсичности клеток перед 
измерениями анализа. Именно в таких оп-
тимальных условиях значения OП можно 
применять в качестве приблизительной 
оценки среднего уровня снижения МТТ в 
каждой популяции клеток. Однако уровень 

OП не является простым представлением 
только одного параметра, такого как жиз-
неспособность клеток, пролиферация кле-
ток или метаболическая активность, а 
представляет собой сумму многих факто-
ров на уровне отдельных клеток и клеточ-
ных популяций, а также других клеточных 
факторов, таких как фаза роста клеток, 
скорость поглощения МТТ и экструзии 
формазана, на которые потенциально мо-
жет влиять тестируемое вещество или 
культуральная среда.  

В ходе исследований нами разрабо-
тан протокол для проведения MTT-анализа 
на клетках аденокарциномы гортани Hep2 
и почки африканской зеленой мартышки 
Vero, который включает рекомендуемые 
оптимальные условия, а именно число вы-
севаемых клеток Hep2 в лунку составляет 
20 тыс. клеток, а Vero − 25 тыс. клеток; 
время адаптации клеток для адгезии и нор-
мализации процесса пролиферации состав-
ляет 48 ч; оптимальная концентрация  
МТТ – 25 мкг на лунку 96-луночного план- 
шета; оптимальное время инкубации реа-
гента МТТ с клетками – 4 ч при температу-
ре 37 °С и 5 % СО2; оптимальные длины 
волн для проведения МТТ-теста: 492 нм – 
для регистрации абсорбции формазана и 
630 нм – для отсечения фонового сигнала.  
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