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  MTT سنجش ةوسيله ارزيابي قابليت حيات قطعات نخاع موش بالغ ب
  پروا نسيميو  ملك سليماني مهرنجاني، محمد حسين آبنوسي ، *حميد رضا مومني

  اراك، دانشگاه اراك، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي

 7/10/88: تاريخ پذيرش   22/7/87 :دريافتتاريخ 

  چكيده

 يمكانيسمها ارزيابي قابليت حيات و همچنين ،كشت قطعات نخاع پستانداران يكي از تكنيكهاي مهم براي مطالعه آسيبهاي نخاع
قطعات راي كشت  in vitro)(آزمايشگاهي  هدف از اين پژوهش با تأكيد بر ايجاد يك مدل. مرگ سلولي مي باشد دخيل در

 MTT   3-(4,5-dimethylبا استفاده از سنجش  نخاع ارزيابي قابليت حيات قطعات تازه تهيه شده و قطعات كشت شده ،نخاع

thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)]  [ وسيله ه ب ي بالغموشها در اين تحقيق، ناحيه سينه ايي نخاع .است
اين قطعات به دو محيط . ميكروني بريده شد 600تا  300قطعات  بهعرضي  به طور  (tissue chopper)قطعه كننده بافت دستگاه

 MTT با استفاده از روشپس س. انتقال يافت و براي زمانهاي مختلف انكوبه شدند) واجد سرم و فاقد سرم(كشت مختلف 
 ميكروني به طور معني داري 400قطعات كشت شده  ،ساعت 24پس از  كهنتايج نشان داد . دگرديقابليت حيات آنها سنجش 

)01/0 P<( كشت شدههمچنين در اين زمان، قطعات . نازكتر و ضخيم تر نشان دادند قابليت حيات بيشتري را نسبت به قطعات 
نشان در محيط كشت فاقد سرم را در قابليت حيات نسبت به قطعات مشابه ) >P 001/0(در محيط واجد سرم افزايش معني داري

شده  تهيه در قطعات تازه بيانگر شدت رنگ در ماده ي خاكستري و سفيد همچنين MTTنتايج حاصل از سنجش كيفي . دادند
قطعات كشت شده در   و بخصوص در اين قطعاتساعت شدت رنگ در  24بود، در حالي كه بعد از گذشت  )لحظه صفر(

يك روش مفيد براي ارزيابي قابليت حيات قطعات  MTTپيشنهاد مي كند كه سنجش  ضراح جنتاي .كاهش يافت محيط فاقد سرم
ضخامت قطعات و حضور سرم در محيط كشت مي توانند قابليت حيات اين قطعات را  علاوه بر آننخاع موش بالغ است و 

  . دنمورد تأثير قرار ده

   .، قطعات نخاع، موش بالغMTTسنجش : كليدي واژه هاي

  h-momeni@araku.ac.ir: ، پست الكترونيك0861- 2765003: سئول، تلفن تماسنويسنده م* 

  مقدمه
كشت قطعات نخاع گرفته شده از جنين و يا نوزادان تازه 

براي مطالعه آسيبهاي تكنيك مهمي  ،متولد شده پستانداران
آكسون نورونهاي  شدن نخاع، دژنره شدن نورونها و رژنره

در آنها قطعات مدلهايي كه  ).14و  4، 1(حركتي مي باشد 
ران بالغ مورد استفاده قرار مي وگرفته شده از نخاع جان

 ارزيابي قابليت حيات و د، مي تواند براي مطالعهنگير
بيشتر . مرگ سلولي مفيد باشد ي دخيل درمكانيسمها

مثال سلولهاي پستانداران  به عنوانتمهاي بيولوژيكي سسي
لولي را يات سحروشي هستند كه بتواند قابليت  نيازمند

-MTT ، [3-(4,5 اندازه گيري نمايد و استفاده از سنجش

dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 
bromide)]  مي تواند  يك روش رنگ سنجي به عنوان

يكي  ، MTT. شود به اين منظور در نظر گرفته يمناسبابزار 
 محلول در آب استاز نمكهاي تترا زوليوم، به رنگ زرد و 

موجود در  هايوسيله دهيدروژنازه كه مي تواند ب
 به شكلاحيا شده و سپس  سلولي اي فعالهميتوكندري

در  و غير محلول )فورمازان MTT(فورمازان  كريستالهاي
اين كريستالها به رنگ . نمايددر سلولهاي زنده رسوب  آب
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بنفش بوده و ميزان رنگ بنفش ايجاد شده متناسب با 
. )6( تعداد سلولهاي زنده مي باشدفعاليت سلولي و 

در سال  )Mosmann )13در ابتدا توسط  MTTسنجش 
قابليت حيات و همچنين تزايد  سنجشبراي  1983

اخيراً اين  .موش مورد استفاده قرار گرفت لنفوسيتهاي
سنجش در بيشتر مطالعات مربوط به ارزيابي قابليت  حيات 

، 2(مورد استفاده قرار گرفته است  سلولهامختلف در انواع 
يك  به عنوان  MTTسنجشعلاوه بر اين، ). 17و  13، 6

براي ارزيابي قابليت حيات قطعات سيستم  روش معتبر
و   Connelyاخيراً. كار برده شده استه باعصاب مركزي 

اين روش را براي قطعات مغز، ساقه مغز و ) 4(همكارانش 
استفاده و قابليت حيات را  نخاع در نوزادان موش صحرايي

 به طوررنگ شده بود  MTTقطعات كه توسط  ايندر 
در يك مدل آسيب قطعه . كيفي مورد ارزيابي قرار دادند

را   MTTسنجش ،)9( و همكارانش Krassioukovنخاع، 
جهت مشخص نمودن سلولهاي زنده در قطعات نخاع 

 بودديده آسيب  weight drop تكنيكموش بالغ كه توسط 
با اين وجود، هيچ گونه تحقيقي  .مورد استفاده قرار دادندرا 

كمي و دقيق براي ارزيابي  به طور MTTكه در آن سنجش 
قطعات نخاع جانور بالغ مورد استفاده قرار  حياتقابليت 

در اين تحقيق تلاش شد بنابراين . وجود ندارد گرفته باشد
ضمن ان بتو MTT اتي در روشبراي اولين بار با تغييركه 

براي كشت قطعات نخاع مناسب  in vitro ايجاد يك مدل
اين قطعات  حياتابليت قموش بالغ، به طور كمي و كيفي 

توان به اين سئوال  مي همچنين .ادار درا مورد ارزيابي قر
آيا ضخامت اين قطعات و همچنين وجود سرم در كه 

محيط كشت مي تواند قابليت حيات اين قطعات را مورد 
  .ادقرار دهد پاسخ د تأثير

 
 
 
 

  مواد و روشها
با   Balb/cبالغ ماده يموشهادر اين تحقيق : حيوانات

كه از انستيتو پاستور ايران، تهران گرم  22±3ميانگين وزني 
حيوانات در . ند، مورد استفاده قرار گرفتخريداري شده بود

 20قفسهاي پلاستيكي در اتاق حيوانات با درجه حرارت 
 –ساعت تاريكي 12و نور كنترل شده درجه سانتي گراد 

غذاي استاندارد  باساعت روشنايي نگهداري و  12
حيوانات آزمايشگاهي تغذيه و آب به اندازه كافي در اختيار 

  .گرفتآنها قرار 

ه و آماده يشماتيك ته به طور 1شكل :  تهيه قطعات نخاع
نشان مي  اين بافت جهت كشت را سازي قطعات نخاع

 /mg(باربيتال توسط تزريق سديم پنتو موشهاابتدا . دهد

kg60 (قلب كشته  نكاملاً بيهوش و سرانجام توسط شكافت
نخاع خارج و  ،پس از باز نمودن ناحيه پشت حيوان. شدند

. قرار گرفت ,pH= (PBS 7 /4(بافر فسفات نمكي  در
كننده قطعه توسط دستگاه ) 11(سپس ناحيه سينه اي نخاع 

عرضي  به طور) آمريكا ، استولتينگ،tissue chopper( بافت
 و هشد بريدهميكروني  600و  500، 400، 300به قطعات 

ات در پليتهاي پلاستيكي استريل چهارخانه كه عاين قط
در هر (ميكروليتر محيط كشت بود قرار گرفتند  450حاوي 
در ). اي هر گروهرقطعه ب 12و در مجموع  قطعه 4خانه 
 :ر گرفتدو نوع محيط كشت مورد استفاده قرا مطالعهاين 

 50شامل  =pH 3/7- 4/7 محيط كشت واجد سرم با -1
، MEM (minimum essential medium)درصد

 HBSS )Hanks Balanced Salt Solution(، 25درصد25
 N-2-hydroxy ethylميلي مولار  25درصد سرم اسب، 

piperazine-n´-2-ethane sulfonic acid (HEPES) ،6 مگر 
 - 2 .استرپتومايسين- سيلينپني در ليتر گلوكز و يك درصد

پني  يك درصد+  RPMI 1640(محيط كشت فاقد سرم 
سپس قطعات  .=pH 7 /3-4/7با  )استرپتومايسين - سيلين

 37درجه حرارت  در دار 2Coنخاع در يك انكوباتور 
  . براي زمانهاي مختلف انكوبه شدندو درجه سانتي گراد 
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نخاع در ) 2. پس از باز نمودن ناحيه پشتي حيوان، نخاع از محل خود خارج شد) 1. خلاصه اي شماتيك از مراحل تهيه و كشت قطعات نخاع -1شكل 
به  tissue chopper)(قطعه كننده بافت نخاع توسط دستگاه) 3. ع بريده شدسرد قرارگرفته و ناحيه سينه اي نخا (PBS) بافر فسفات نمكي محلول

بهترين قطعات نخاع به درون پليت چهارخانه كه ) 5. قطعات نخاع به درون محيط كشت وارد و از يكديگر جدا شدند) 4. قطعات عرضي بريده شد
  .درجه سانتي گراد انكوبه شدند 37دار در درجه حرارت  Co2حاوي محيط كشت بود وارد و در انكوباتور 

براي ارزيابي قابليت حيات : سنجش قابليت حيات سلولي
مورد استفاده قرار  MTTسنجش  ،سلولي در قطعات نخاع

صورت محلول غليظ ه ب )سيگما، آمريكا( MTT. گرفت
mg/ml 5  درPBS دور از نور در يخچال ه تهيه و ب

ميكروليتر از محلول غليظ  50براي سنجش، . نگهداري شد
ميكروليتر محيط كشت اضافه شد و پليتها براي  450به 

درجه سانتي گراد  37دقيقه در درجه حرارت  20مدت 
پس از آن محيط كشت خارج و قطعات نخاع  .انكوبه شدند

مولار بافر  2/0درصد در 4 يديالدتوسط محلول پارافرم
 .قه فيكس شدنديدق 30ل حداق براي) pH =2/7(فسفات 

 200خانه كه حاوي  96سپس قطعات به درون پليت 
بود ) ، مرك آلمانDMSO(ميكروليتر دي متيل سولفوكسيد 

سرانجام . انتقال تا رنگ بنفش فورمازان را استخراج نمايد
خارج و رنگ  DMSO دقيقه، قطعات از محلول 30پس از 

 505طول موج با  ELISA reader بنفش توسط دستگاه
از طريق  قطعات نخاعقابليت حيات . نانومتر سنجش شد

اي هنمونه  (Optical density) چگالي نورنسبت بين 
نمونه هاي تازه تهيه چگالي نور  كشت شده به ميانگين

 .صورت درصد بيان شده محاسبه و ب) لحظه صفر(شده 

كار برده شده براي هر گروه مورد آزمايش ه تعداد قطعات ب
  .عدد كه با سه موش متفاوت تكرار شد 12

بيان  Mean ±SDصورت ه ب كسب شده نتايج: آناليز آماري
مورد ارزيابي قرار  ANOVA)(آناليز واريانس طريق زو ا

سطح معني دار  به عنوان >P 05/0در تمام حالات . گرفت
  .در نظر گرفته شد

  نتايج
 متفاوتقطعات نخاع با ضخامت  حياتقابليت تأثير 

 24نشان داد كه پس از  MTTسنجش : )ارزيابي كمي(
ساعت در محيط كشت درصد قابليت حيات قطعات نخاع 

 )>P 01/0( معني داري به طورميكرون  400با ضخامت 
 نسبت به قطعات نازكتر و ضخيم تر در محيط كشت واجد

  .بيشتر بود) 2 شكل(سرم فاقد و 

تأثير قابليت حيات قطعات نخاع در حضور سرم در 
 24نتايج نشان داد كه پس از ): ارزيابي كمي(محيط كشت

 400ساعت در محيط كشت، درصد قابليت حيات قطعات 
) درصد 51(ميكروني نخاع در محيط كشت واجد سرم 

 28(نسبت به اين قطعات در محيط كشت فاقد سرم 
با اين . افزايش يافت) >001/0P(به طور معني داري) درصد
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وجود، تفاوت معني داري در قابليت حيات قطعاتي كه 
ساعت در هر دو محيط كشت شده  72و  48براي مدت 

  ).3شكل(بودند مشاهده نشد 

  
قطعات نخاع با . اثر ضخامت بر قابليت حيات قطعات نخاع -2شكل 

ساعت  24ميكروني براي  600و  500، 400، 300ضخامتهاي متفاوت 
با نمونه  باقي و قابليت حيات آنها واجد و فاقد سرم ر محيط كشتد

. سنجش شد MTTتوسط روش  )لحظه زماني صفر(هاي كشت نشده 
معني داري قابليت حيات بيشتري را  به طورميكروني  400قطعات 

در محيط كشت واجد و فاقد سرم  نسبت به قطعات نازكتر و ضخيم تر
با تكرار بر روي سه =n 12براي هر گروه  .نشان دادند

  * >Mean±SD ,01/0 P .موش

): ارزيابي كيفي(در قطعات نخاع   MTTتوزيع رنگ 
براي ارزيابي كيفي  MTTعلاوه بر سنجش كمي، روش 

. قابليت حيات قطعات نخاع نيز مورد استفاده قرار گرفت
 400را در قطعات  MTT، منظري از توزيع رنگ 4شكل 

در قطعات تازه . ميكروني نخاع موش بالغ نشان مي دهد
در  MTT، شدت رنگ بنفش )لحظه ي صفر(تهيه شده 

، )A -4شكل (ماده ي خاكستري وسفيد قابل ملاحظه بود 

ساعت كاهش شدت رنگ در ماده  24در حالي كه پس از 
سفيد قطعات كشت شده در هر دو محيط كشت كاملاً 

در همين زمان شدت رنگ در ). B -4شكل ( مشهود بود
ماده خاكستري قطعات كشت شده در محيط واجد سرم 
بيشتر از نواحي مشابه در قطعات كشت شده در محيط فاقد 

  ).C-4شكل (سرم بود 

  
 400قطعات . اثر سرم بر قابليت حيات قطعات نخاع - 3شكل 

د سرم نخاع در دو محيط كشت شامل محيط واجد سرم و فاقميكروني 
نشان MTT سنجش . ساعت كشت شدند 72و  48، 24براي مدت 

ساعت، قابليت حيات در قطعات كشت شده در  24داد كه پس از 
معني داري نسبت به قطعات كشت شده در  به طورمحيط واجد سرم 

با تكرار بر روي سه =n 12براي هر گروه  .محيط فاقد سرم بيشتر بود
  * >Mean±SD 001/0 P ,. موش

  
 .)كنترل(در قطعات نخاع موش در لحظه صفر) فورمازان MTT(توزيع رنگ بنفش )   (MTT.Aارزيابي كيفي قطعات نخاع توسط سنجش  -4شكل 

  .شده بودندشت كC) (محيط كشت فاقد سرم  و B)( ساعت در محيط كشت واجد سرم 24وزيع رنگ بنفش قطعه اي از نخاع كه به مدت ت
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توزيع پر رنگ بنفش فورمازان در قطعه نخاع بيانگر نواحي 
نواحي زنده تلقي مي  به عنوانبا فعاليت متابوليكي زياد كه 

شود، در حالي كه نواحي بنفش كم رنگ و يا سفيد در ماده 
خاكستري و سفيد نماينگر نواحي در حال مرگ و يا مرده 

  .مي باشد

 بحث 

    آزمايشگاهي مدل ايجاد يك ضمندر مطالعه حاضر، 
)(in vitro  قابليت  ارزيابيبراي كشت قطعات نخاع مناسب

حيات قطعات تازه تهيه شده و كشت شده با استفاده از 
نشان داد كه ضخامت و نتايج  .انجام گرفت MTTسنجش 

همچنين وجود سرم در محيط كشت قادر است قابليت 
  .قطعات را مورد تأثير قرار دهدحيات اين 

 از جمله كشت قطعات نخاع در انواع مختلف مطالعات
نورونهاي  دژنره شدن ، )15و  14(رژنره شدن آكسون 

و تأثير داروها  )9( ، آسيب هاي نخاع )12و  11(حركتي 
كشت چنين قطعاتي . مورد استفاده قرار گرفته است) 17(
سلولهاي عصبي  در مقايسه با كشت) عصبي كشت بافت(

مزيتهايي را دارا مي باشد كه از آن جمله مي توان به حفظ 
تماميت و سازماندهي آناتوميكي در خصوص ارتباط بين 
 ،نورونها و سلولهاي گليا وحفظ خصوصيات عملي بافت

وجود دارد اشاره  in vivo)( زنده مشابه آنچه در شرايط
  ).7(ود من

از كشت قطعات نخاع لب محققين علاقمند مي باشند كه غا
گرفته شده از جنين و نوزادان تازه متولد شده براي ارزيابي 

همچنين رشد به خارج  و) 4(مرگ سلولي  ،قابليت حيات
استفاده  )15و  1(  (axonal out growth)آكسون نورونها

 و حقيقت كه آسيبهاي نخاعياين اما با توجه به . نمايند
 بيماريهاي حاصل از دژنره شدن نورونها

(neurodegenerative diseases) عمده در افراد بالغ  به طور
اتفاق مي افتد، نياز جدي براي مدلهاي آزمايشگاهي كه در 

وجود  گرفته اندمورد تحقيق قرار آنها نخاع نمونه هاي بالغ 

به همين جهت در تحقيق حاضر قطعات نخاع گرفته . دارد
در اين مطالعه  .موش بالغ مورد استفاده قرار گرفت شده از

 MTTبراي ارزيابي قابليت حيات قطعات نخاع از سنجش 
اين  دليل انتخاب اين روش اين بود كه در. استفاده شد

 فعاليت متابوليكي سلولها مورد سنجش قرار مي گيرد روش
 سلولي ، ساير روشهاي بررسي قابليت حياتبر عكس. )4(

و پروپيديوم  trypan blue)(كه در آنجا از تريپان بلو 
استفاده مي شود، تنها تماميت  ) (propidium iodideآيودايد

و اطلاعاتي در ) 18و  3(سلولها سنجش مي شود  يغشا
ميتوكندريها و يا عمل متابوليكي سلول ارائه نمي خصوص 

ظرفيت  جهت بررسي MTTسنجش  اين پژوهش در .گردد
ارزيابي مورد هاي فعال سلول در قطعات نخاع ميتوكندري

اين روش كه ناشي از تشكيل بنفش فورمازان . قرار گرفت
مي باشد به وسيله ميتوكندريهاي فعال در سلولهاي زنده ه ب

طور گسترده جهت ارزيابي قابليت حيات و تزايد سلولي 
ميت اتم روش اگرچه اين). 13(اده قرار مي گيرد فمورد است

توجه داشت كه  ستيميتوكندريايي را سنجش مي كند اما باي
نازهاي ژوسيله دهيدروه همچنين مي تواند ب MTT ياحيا

ارگانلهاي سلولي مثل ليزوزمها نيز صورت  متعلق به ديگر
توسط MTT  ياحيا نظر از اينكه صرف). 10( گيرد
دريها و يا ساير ساختارهاي ديگر سلولي صورت مي ميتوكن

گيرد، سلولهايي كه از نظر متابوليكي فعال مي باشند اين 
 هنوز اين مي توان گفت كه احياء را انجام مي دهند و

روش براي سنجش قابليت حيات سلولها و قطعات گرفته 
رنگ يك روش  به عنوانشده از سيستم اعصاب مركزي 

  ).4( محسوب مي شودو ارزان  سريعسنجي معتبر، 

قرار  MTTه شده كه در معرض قطعات نخاع تازه تهي
كه بيانگر  كامل بنفش رنگ شدند به طورگرفته بودند، 

فعاليت ميتوكندريها و بنابراين زنده بودن تمام سلولهاي اين 
فقدان يا ضعف رنگ بنفش  در حالي كه ،قطعات مي باشد

ويژه در ه در برخي از نواحي قطعات كشت شده ب فورمازان
 سلولها از جمله نورونها وكه  بود سفيد نشانگر آن ماده ي

 در ضمن .ر حال مرگ مي باشنددسلولهاي گليا مرده و يا 
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مي تواند جهت مشخص نمودن نواحي مرده در  روشاين 
ور نواحي مرده ضح. گيرداين قطعات نيز مورد استفاده قرار 

 ،نخاع كشت شدهزنده در كنار يكديگر در يك قطعه  و
يك روش دقيق  عنوان به MTTپيشنهاد مي كند كه سنجش 

 مينخاع محسوب در قطعه نواحي زنده و مرده براي تميز 
اعتبار اين روش را براي ارزيابي  بدين ترتيب وشود 

  .تصديق مي نمايد در اين قطعاتقابليت حيات 

در مطالعات گوناگون كه در آن كشت قطعات نخاع مورد 
هاي متفاوتي از ضخامت  محدودهتوجه قرار گرفته است، 

 .)9و  8، 4، 1(قطعات مورد استفاده قرار گرفته است ين ا
از  با هدف يافتن ضخامت مناسبي حاضر مطالعه در لذا

كه قابليت حيات بهتري را نشان مي داد، از  قطعات
) ميكرون 600و  500، 400، 300(ضخامتهاي متفاوت 

قابليت  ،كه ضخامت قطعه نخاع نتايج نشان داد. استفاده شد
ي كه قابليت به طور، مي دهدت آن را مورد تأ ثير قرار حيا

معني داري نسبت  به طورميكروني  400حيات در قطعات 
 حيات دركاهش قابليت . به ساير ضخامتها بيشتر بود

 ايني فتممكن است ناشي از حساسيت با تر نازكقطعات 
با . قطعات به آسيب بافتي در طي مراحل برش گيري باشد

 400تر از ي بالا ها زايش ضخامت قطعهاين وجود، اف
توضيح احتمالي  .ندادقابليت حيات را افزايش  ،ميكرون

اي اين نتيجه مي توانست ناشي از نفوذ اكسيژن و مواد رب
طرف داخلي ترين لايه هاي ه غذايي از محيط كشت ب
يك عامل  به عنوان مي توانست سلولي قطعه باشد كه

 400بنابراين ضخامت  .شودمحدود كننده در نظر گرفته 
بهترين ضخامت براي سنجشهاي كمي و  به عنوانميكرون 

  .پيشنهاد مي شود MTTكيفي 

شت مي تواند فاكتوري باشد در پارامترهاي محيط ك تفاوت
. كه ممكن است قابليت حيات را افزايش يا كاهش دهد

فاظتي شامل مواد غذايي و فاكتورهاي ح قادر است سرم
و  را در محيط كشت فراهم آورد نوروتروپيكفاكتورهاي 
در توافق با . )5( باشددر بقاء سلولها مؤثر  از اين طريق

نتايج كسب شده از قطعات نخاع و هيپوكامپ گرفته شده 
حضور سرم  ،)5و  4( جنين وحيوانات تازه متولد شدهاز 

 قابل ملاحظه اي به طور ستدر محيط كشت مي توان
 .دهد افزايشبالغ را  موشاع قابليت حيات قطعات نخ

كشت قطعات نتيجه گيري مي توان اشاره نمود كه  جهت
 مدل مناسبي براي مي تواندنخاع گرفته شده از موش بالغ 

با استفاده از سنجش ( قابليت حيات كمي و كيفي ارزيابي
MTT( در نظر ه شده و قطعات كشت شده يقطعات تازه ته

نتها ضخامت قطعات بلكه  نه در اين خصوص .گرفته شود
قابليت حيات  مي تواندحضور سرم در محيط كشت 

  .قطعات كشت شده را مورد تأثير قرار دهد

خانم  سركار وسيله از كمكهاي بدين: و قدرداني تشكر
و تشكر  در مراحل مختلف اين تحقيق منيره محمودي

  .گرددمي سپاسگزاري 
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Evaluation of viability in adult mouse spinal cord slices by MTT 
assay. 

Momeni H.R., Soliemani Mehranjani M., Abnosi M.H. and Nasimi P. 
Biology Dept., Faculty of Science, Arak University, Arak, I.R. of IRAN 

Abstract 
Spinal cord slice culture from mammals is one of important methods for studing spinal 
cord injury, evaluation of cell viability and cell death mechanisms. The aim of this study 
was to establish an in vitro model for culturing spinal cord slice by MTT [3 – (4,5- 
dimethy lthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] assay. The thoracic region of 
spinal cord from adult mouse was transversally sliced to 300-600 µm, using a tissue 
chopper. The slices were incubated with culture media in the presence or absence of 
serum for different period of time. MTT assay was used to assess the viability of the 
slices. After 24 h, 400-µm-thick slices displayed a significant increase (   P<0.01) in 
viability compared to both thinner and thicker slices. At this time point, a significant 
increase (P<0.001) was found in the viability of slices cultured in serum containing 
medium compared to serum free medium. Qualitative MTT assay also revealed an 
intense staining in both gray and white matter of freshly prepared slices. However, after 
24 h, the distribution of MTT staining was less pronounced in the slices particularly in 
slices cultured in serum-free medium compared to serum containing medium. Our 
results suggest that MTT assay is a useful tool for evaluating adult mouse spinal cord 
slices and that both slice thickness and the presence of serum into the medium affect 
viability in such slices. 

Keywords: MTT assay, Spinal cord slice, Adult mouse.  
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