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В последние годы в исследованиях токсичности наночастиц на клетках in vitro активно обсуждаются вопросы ме-
тодологии, в том числе возможности повышения воспроизводимости результатов измерений жизнеспособности 
клеток. Как известно, такие измерения являются наиболее часто используемым тестом на цитотоксичность, 
как для наночастиц, так и для других биологически важных материалов. В предложенной нами ранее оригинальной 
методике определения вкладов различных форм стабилизатора аэрозоля-ОТ (АОТ) в цитотоксичность водных 
растворов наночастиц серебра (НЧС) была обеспечена достаточно высокая воспроизводимость значений жизне-
способности клеток, чтобы получить достоверные количественные оценки различий средних значений жизнеспо-
собности. Эта задача была решена путем изменения процедуры эксперимента по сравнению с обычно применяемой 
в этом направлении наномедицины. В результате оказалось возможным получить качественно новую информа-
цию о механизме действия на клетки как поверхностно-активных веществ, так и наночастиц, стабилизирован-
ных такими веществами. В настоящей работе, на примере действия водного раствора АОТ на клетки эндотелия, 
описаны произведенные изменения процедуры, которые позволили существенно уменьшить стандартные от-
клонения от средних экспериментальных значений жизнеспособности клеток. Такие преобразования методики не 
специфичны как для экспериментов с растворами НЧС, стабилизированными АОТ, так и для клеток эндотелия и 
могут быть применимы в исследованиях цитотоксичности растворов различных биологически активных агентов 
(включая наночастицы металлов) на клетках разного типа.
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Ways to improve the reproducibility  
of cell viability measurements with the MTT assay
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Baltijskaya St. 8, Moscow 125315, Russian Federation

In recent years, methodological aspects of in vitro studies of nanoparticle toxicity have been actively discussed, including a 
possibility to improve the reproducibility of cell viability measurements. Such measurements are known as the most common 
cytotoxicity test both for nanoparticles and for other biologically important materials. Earlier we suggested a novel method 
for determining contributions of various aerosol-OT (AOT) forms to the cytotoxicity of aqueous silver nanoparticle (AgNP) 
solutions. This method provides a sufficiently high reproducibility of cell viability values to obtain reliable quantitative estimates 
of differences in average viability values. To solve this task, details of the procedure were modified from respective steps of the 
procedure commonly used in this area of nanomedicine. As a result, it became possible to obtain a qualitatively new information 
about the mechanism of action on cells of both surfactants and surfactant-stabilized nanoparticles. In the present work using 
the action of an aqueous AOT solution on endothelial cells as an example, we described the procedure-improving changes 
that allowed us to reduce significantly standard deviations from mean values of cell viability. Such changes are not specific for 
experiments neither with AOT-stabilized AgNPs solutions nor with endothelial cells but may be useful for cytotoxicity studies of 
solutions of biologically active agents (including metal nanoparticles) on various cell types.
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введение

Как известно, в разных направлениях токсикологи-
ческих исследований, в том числе и в нанотоксиколо-
гии, степень опасности действия вводимых агентов на 
человеческий организм оценивается по результатам экс-
периментов на модельных системах – на животных (in 
vivo) и на клетках (in vitro). Большая часть работ прово-
дится на клетках, главным образом из-за существенно 
большей трудоёмкости и дороговизны экспериментов 
на животных [1-3]. Поэтому результаты исследований на 
клетках играют весьма важную роль в оценках токсич-
ности наночастиц и наноматериалов, и, соответствен-
но, в возможностях их применения в биологии и меди-
цине. В связи с этим в последние годы в литературе ак-
тивно обсуждаются проблемы надежности результатов 
таких исследований, а также их применимости для оце-
нок реальной токсичности для человека [1, 4–6]. Се-
рьёзное внимание здесь уделяется вопросам методоло-
гии, в том числе воспроизводимости результатов, полу-
ченных на одинаковых объектах в разных лабораториях. 
В качестве причин расхождений рассматриваются наи-
более общие характеристики – способы синтеза, пара-
метры и предварительная подготовка используемых на-
ночастиц, параметры (размеры, происхождение) клеток 
и основные позиции в процедуре эксперимента (доза 
наночастиц, способ введения и др.) [1, 4].

При этом почти не уделяется внимание воспроизво-
димости результатов измерений жизнеспособности кле-
ток, несмотря на то что эти измерения являются наибо-
лее часто используемым (основным) тестом на цитоток-
сичность, и полученные с помощью этого теста данные, 
на сегодняшний день, служат фактически базовым кри-
терием для оценки токсичности наночастиц в экспери-
ментах на клеточных культурах. Между тем, в известной 
нам литературе этого направления часто встречаются 
публикации, в которых показаны весьма существен-
ные стандартные отклонения от средних измеряемых 
значений жизнеспособности, причем это, как правило, 
не обсуждается авторами, хотя может иметь значение 
для оценки достоверности этих результатов и соответ-
ственно, надежности выводов; примеры можно найти 
в [7, 8]. Возможно, это объясняется тем, что изменения 
жизнеспособности рассматриваются обычно либо как 
способ определения полуингибирующей концентрации 
(IC50) или летальной дозы, либо просто как качествен-
ная характеристика токсического действия наночастиц 
в исследуемом интервале их концентраций, используе-
мая в дальнейшем для решения других задач в той же ра-
боте. При этом достоверность количественных оценок 
различий средних значений жизнеспособности клеток 
в данном диапазоне концентраций наночастиц оказы-
валась несущественной. 

Тот же недостаток внимания к степени воспроиз-
водимости значений жизнеспособности клеток при-
сутствовал ранее и в наших определениях токсичности 
растворов наночастиц серебра (НЧС), стабилизирован-

ных аэрозолем-ОТ (АОТ) с помощью МТТ-теста на не-
скольких типах клеток [9–11]. С развитием этих иссле-
дований была обнаружена собственная токсичность 
стабилизатора, и перед нами встала задача выяснения 
механизма его действия на клетки (как в виде водного 
раствора, так и в составе раствора НЧС), Для этого бы-
ла разработана оригинальная методика определения от-
дельных вкладов двух форм стабилизатора (мономеров 
и мицелл) в водном растворе, что позволило продви-
нуться в понимании механизма цитотоксичности на-
ночастиц металлов, стабилизированных поверхност-
но-активными веществами [12, 13]. Оказалось, однако, 
что определение отдельных вкладов двух форм стаби-
лизатора предполагало достоверность количественных 
оценок различия средних значений жизнеспособностей, 
то есть достаточно малые отклонения от средних значе-
ний для всех концентраций АОТ в исследуемом диапа-
зоне. Иначе говоря, требовалось обеспечить достаточ-
но высокую воспроизводимость результатов измерения 
жизнеспособности клеток. 

В проведенных ранее измерениях на клетках Jurkat 
отклонения от средних значений жизнеспособности 
удовлетворяли этому условию [11, 12]. В то же время, 
в измерениях на клетках эндотелия эти разбросы были 
заметно более значительными, поэтому возникла не-
обходимость усовершенствования методики определе-
ния изменений жизнеспособности клеток с помощью 
МТТ-теста для уменьшения разбросов средних значе-
ний и повышения воспроизводимости результатов. 

Для выявления причин разброса измеряемых зна-
чений жизнеспособности были тщательно изучены воз-
можные факторы, из-за которых может увеличиваться 
вариабельность данных и которые влияют на воспроиз-
водимость в целом. Было найдено, что возможно повы-
сить воспроизводимость путем изменения некоторых 
позиций в процедуре эксперимента. В настоящей рабо-
те описаны разработанные изменения методики и по-
казан эффект таких изменений на воспроизводимость 
результатов измерений жизнеспособности на примере 
клеток эндотелия после инкубации с водным раство-
ром 1,7 мМ АОТ в 8 мМ KNO3; такой раствор исполь-
зовали для определения токсического действия моно-
мерной формы АОТ [12]. 

материалы и методы исследования

Приготовление раствора АОТ. Для исследования 
использовали 1,7 мМ раствор АОТ (бис(2-этилгек-
сил)сульфосукцината натрия, 96%, «Merck», Герма-
ния) в растворе 8 мМ нитрата калия. Вначале готовили 
раствор нитрата калия в дистиллированной воде, затем 
вносили в него АОТ и растворяли при перемешивании.

Культура эндотелиальных клеток. В работе использо-
вали линию EA.hy926 – эндотелиальные клетки пупоч-
ной вены человека, гибридизированные с клетками ли-
нии A549 (лёгочная аденокарцинома человека). Клетки 
были любезно предоставлены C.J. Edgell (Университет 
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Северной Каролины, США) [14]. Субкультивирование 
проводили в среде DMEM с добавлением 10% эмбрио-
нальной бычьей сыворотки, смеси заменимых амино-
кислот, смеси HAT и 2 ммоль/л L-глутамина. Клетки 
содержались в инкубаторе «New Brunswick Galaxy 48 R» 
(«Eppendorf», Германия) при 37ºС в увлажнённой ат-
мосфере с 5% углекислого газа. Клеточный монослой 
растили в культуральных флаконах площадью 25 см2. 
Пассирование клеток проводили 2 раза в неделю, от-
крепляя монослой раствором трипсина в растворе Вер-
сена («ПанЭко», Россия), оценивая концентрацию 
и жизнеспособность клеток методом отторжения кра-
сителя трипанового синего путём подсчёта в автома-
тическом счётчике клеток «Countess» («Thermo Fischer 
Scientific», США) в соответствии с инструкцией к при-
бору, и далее помещая клетки в свежую клеточную сре-
ду (2,5 × 104 клеток/мл, или 1,5 × 104 клеток на флакон). 
Для экспериментов использовали клетки с жизнеспо-
собностью не менее 95%. 

Оценка жизнеспособности клеток. Инкубацию кле-
ток с АОТ проводили в 96-луночных микропланше-
тах. В лунки планшета вносили 5 × 104 клеток в 200 мкл 
среды, затем планшет инкубировали 24 ч в инкубато-
ре (при 37ºС в увлажнённой атмосфере с 5% СО2). Да-
лее в лунки вносили раствор АОТ при разведениях 
в 108; 54; 36; 27; 21,6; 18 и 15,4 раза, что соответствова-
ло концентрациям наночастиц серебра в среде 1–7 мкг/
мл (с шагом 1 мкг/мл). Такие разведения (далее упоми-
наемые как стандартные) использовали во всех экспе-
риментах с клетками. В качестве отрицательного кон-
троля использовали дистиллированную воду. Клетки 
инкубировали 24 ч. 

После инкубации клетки однократно отмывали 
в фосфатно-солевом буфере (pH 7,4), затем к ним вно-
сили свежую культуральную среду DMEM и раствор 
МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетраз-
олиум бромид) до концентрации 500 мкг/мл и до объё-
ма 200 мкл. Через 4 ч инкубации с МТТ из лунок акку-
ратно отбирали среду, вносили по 100 мкл диметилсуль-

фоксида и оставляли планшеты на 20 мин в темноте при 
комнатной температуре. Оптическую плотность полу-
ченного раствора формазана в лунках измеряли на фото-
метре «Chameleon V» («Hidex», Финляндия) при 544 нм. 
Жизнеспособность клеток вычисляли как долю оптиче-
ской плотности испытуемых клеток от оптической плот-
ности контрольных клеток (инкубированных с дистил-
лированной водой), выраженную в процентах.

Результаты исследования и обсуждение

Осуществленные нами изменения в процедуре экс-
перимента с соответствующими комментариями при-
ведены в табл. 1. 

Как видно из таблицы, было увеличено вдвое число 
лунок-повторов для каждой концентрационной точки, 
уменьшено время предварительной инкубации клеток 
до одних суток, а также было уменьшено до одной чис-
ло отмывок клеток после инкубации с АОТ перед опре-
делением жизнеспособности по МТТ-тесту.

Такие меры позволили снизить вариабельность ре-
зультатов и, соответственно, уменьшить величину стан-
дартного отклонения в анализируемых данных. В каче-
стве примера на рис. 1 показаны данные по цитотоксич-
ности раствора АОТ исходной концентрации 1,7 mM 
в растворе с 8 mM KNO3 до и после изменений проце-
дуры, приведенных в табл. 1. 

Соответствующие средние значения и стандартные 
отклонения представлены в табл. 2. Как видно из табли-
цы, введенные изменения условий эксперимента позво-
лили заметно уменьшить стандартные отклонения при 
всех исследованных концентрациях АОТ.

Важно отметить, что проведенные изменения не яв-
ляются специфичными для используемых нами раство-
ров АОТ и НЧС, а также не зависят от метода опреде-
ления жизнеспособности клеток. В то же время такого 
рода изменения продемонстрированы нами на культу-
ре адгезивных клеток и должны рассматриваться с учё-
том этого обстоятельства, так как снижение потерь ад-

Таблица 1 
Изменения в процедуре эксперимента: в левом столбце показаны позиции до изменений процедуры, которые обычно применяются  

в экспериментах на клетках в формате 96-луночного планшета; в среднем столбце – изменения этих позиций в наших экспериментах  
с НЧС или АОТ на клетках эндотелия

Процедура до изменений Процедура после изменений Комментарий
3 экспериментальные точки на 
образец

6 экспериментальных точек на 
образец

Увеличение числа точек способствовало  
повышению надёжности результатов в целом

Инкубация клеток  
в микропланшетах в течение 
48–72 ч перед инкубацией  
с растворами наночастиц  
или стабилизатора

Инкубация клеток  
в микропланшетах в течение 24 ч 
перед инкубацией с растворами  
наночастиц или стабилизатора

Число клеток от лунки к лунке всегда варьируется. 
Чтобы снизить такую вариабельность на стадии 
инкубации после внесения клеток в лунки, время 
инкубации снижено настолько, чтобы клетки 
успели прикрепиться к лункам, но не увеличиться 
в численности

Двойная или тройная отмывка 
монослоя клеток после инкубации 
с растворами наночастиц 
или стабилизатора

Однократная отмывка монослоя 
клеток с предварительным  
центрифугированием  
микропланшета

Снижение числа отмывок до одной, а также пред-
варительное центрифугирование позволили сохра-
нить для дальнейшего анализа открепившиеся или 
слабо прикреплённые живые клетки
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гезивных клеток на этапе отмывки лунок планшета вы-
глядит более весомым по сравнению с суспензионными 
культурами клеток из-за более низкого числа монослой-
ных клеток в лунке.

заключение

Таким образом, описанные изменения процедуры 
эксперимента приводят к существенному уменьшению 
стандартных отклонений от средних значений жизне-
способности и могут быть полезны для повышения вос-
производимости результатов измерений жизнеспособ-
ности клеток при исследованиях токсического действия 
как растворов наночастиц или их стабилизаторов, так 
и других агентов, по крайней мере на адгезивных клет-
ках разного происхождения. 
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Таблица 2
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