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کننــده نتعیــیدارویی و سرطان براي تعیــین حساســیت ســلولی مهــم و  مطالعاتاي سلولی در ارزیابی بق :زمینه و هدف

کنند. تعیــین وجــود گردد که نقطه پایانی متفاوتی را ارزیابی میهاي مختلفی استفاده مینتیجه درمان است. بنابراین روش

دي متیــل -5و4(-3ســنجی ي رنگهــاباشد. در ایــن مطالعــه، حساســیت روشها داراي اهمیت میهمبستگی بین روش

بلو و سنجش کلونوژنیــک در تعیــین بقــاي رده ســلولی ، تریپان(MTT)زولیوم برماید دي فنیل تترا-5و2-ایل)-2-تیازول

  سرطان تیرویید آناپلاستیک ارزیابی گردید.

گاه علــوم پزشــکی دانش در مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی 1395از مهر تا اسفند  کنونیمطالعه تجربی  :روش بررسی

 Dulbecco's modifiedگیلان انجام پذیرفت. رده سلولی سرطان تیروییــد آناپلاســتیک انســانی کشــت شــده در محــیط 

Eagle's medium (DMEM)  10حاوي% Fetal bovine serum (FBS)ملاتــونین تیمــار گردیــد، ســاعت بــا  24مدت ، به

راندمان کشــت و درصــد کســر از و بررسی سنجش کلونوژنیک بلو و ، تریپانMTTهاي بقاي سلولی توسط تست سپس

  در سنجش کلونوژنیک استفاده گردید. بقا جهت رسم منحنی بقا

ــه ــه  ها:یافت ــونین در نقط ــت ملات ــاي در روش 50ICغلظ ــانMTTه ــه، تریپ ــک ب ــنجش کلونوژنی ــامل بلو و س ترتیب، ش

171/0794/4 ،894/0375/4  263/0و246/2 50 مقایســه مقــادیر مــولار بــود کــهمیلیIC در آزمــون MTT بلو و تریپــان

ســنجش - بلوتریپــان )،=0032/0Pک (سنجش کلونوژنی- MTTکه بین حالی، در)=6446/0Pاختلاف معناداري را نشان نداده (

، مثبــت و همبســتگی خطــیدهنده نشــاننتایج تحلیل رگرسیون بقاي سلولی، معنادار بود. ) اختلاف =0078/0Pکلونوژنیک (

  ).>99/0r= ،001/0P(بلو همبستگی بیشتر بود و تریپان MTTهاي که بین روشها بوده دار بین روشانمع

و  یک مــؤثر بــوده، هر سه روش بــراي تعیــین ســمیتّ ســلولی ســرطان تیروییــد آناپلاســتنتایج نشان دادندگیري: نتیجه

  ارند.بلو نسبت به سنجش کلونوژنیک، حساسیت بالاتري دو تریپان MTTهاي روش

  .بلوپانتری، کارسینوماي تیرویید ،MTTورمازان ف، ، ملاتونینزاییواحد کلونیسنجش  سلولی، يبقا :لیديک لماتک

 

  
 پژوهشیارزیابی بقاي سلولی از ابزارهاي مهم در حیطه بالینی و 

 هاي توموري در بیمارانسرطان، جهت تعیین میزان حساسیت سلول

 جراحی، استفاده از داروها یکی از عمل و رادیوتراپی کنار باشد. درمی

 یا ها بوده و حساسیتسرطان از بسیاري درمان در موثر هايروش

   درمان نتیجه براي مهمی عامل داروها برابر در سرطانی هايسلول مقاومت

  

هاي آزمایش نیازمند جدید، کارآمد ترکیبی هايروش گسترش 1است.

تکثیر  یا ، جهت تعیین بقا(In vitro)شرایط آزمایشگاهی  در بالینیپیش

تعیین بقاي سلولی در مطالعات مبتنی بر کشت سلول و  2باشد.سلولی می

بافت، داراي اهمیت بوده و جهت آزمایش مواد و داروهاي مختلف و 

اساس این  3گیرد.ها مورد استفاده قرار میتعیین سمیتّ شیمیایی آن

هاي آنزیمی، هاي مختلف سلولی مانند کنشها بر پایه فعالیتتست

و محصولات  ATPنفوذپذیري غشاي سلولی، چسبندگی سلول، تولید 

  مقدمه

 
  

 

  32تا  26هاي ، صفحه1شماره  ،77دوره ، 1398 فروردینی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  30/01/1398آنلاین:      20/01/1398پذیرش:      25/06/1397: ویرایش     18/06/1397دریافت:          چکیده
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 27          در تعیین بقاي سلولیمختلف  هايمقایسه روش                    

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2019 April;77(1):26-32 

بلو بر پایه عدم قابلیت آمیزي ترپیاناساس کار رنگ 4باشد.کوآنزیمی می

طور گسترده جهت بلو بهباشد. تریپانمینفوذ رنگ به غشاي سلولی 

شود. در این روش، بقاي سلولی کار برده میهاي مرده بهآمیزي سلولرنگ

نگرفته توسط میکروسکوپ یا ابزارهاي هاي رنگبا شمارش سلول

سلولی که قادر به تکثیر و تشکیل کلونی  5گردد.دیگري مشخص می

باشد، کلونوژنیک است و از دست دادن این توانایی سبب مرگ 

شود. این تعریف در خصوص می (Reproductive death)تجدیدپذیري 

هایی که سرعت تکثیر بالایی دارند، بیان هاي سرطانی و سلولسلول

ی است. بر این اساس، دهنده مرگ سلولشود و فقدان این توانایی نشانمی

زاي مختلف، سلول پس از قرارگیري سلول در معرض عوامل سمیتّ

 DNAممکن است هنوز سالم بوده و قادر به تولید پروتیین و ساخت 

جدید باشد، اماّ اگر قابلیت تکثیر خود را از دست دهد مرده در نظر گرفته 

 یتحساس بررسی براي روشی عنوانشود. سنجش کلونوژنیک بهمی

گیرد. می قرار استفاده مورد بقا رسم منحنی و عوامل مختلف ها بهسلول

وسیله عنوان شاخص بقاي سلولی بهها بهدر این روش، تعداد کولونی

  6.گرددمیکروسکوپ شمارش می

- 5و4(- 3سنجی روش رنگتوان بههاي مبتنی بر آنزیم میاز روش

اشاره ، (MTT)برماید  تترازولیوم فنیل دي- 5و2- )ایل- 2- تیازول متیل دي

استفاده از . باشدمیهاي زنده کرد که بر پایه تولید ماده رنگی توسط سلول

- دي فنیل- 5و2- تیازول)- 2- یلدي مت 5و4(- 3هاي تترازولیوم مانند نمک

اي است که جهت هاي گستردهتترازولیوم بروماید، از روش- هیدروژن2

، قادر به MTTشود. آزمایش کار برده میگیري بقا و تکثیر سلولی بهاندازه

ي به بلورها تترازولیوم زنده از طریق تبدیل نمک هايارزیابی کمیّ سلول

 دهیدروژناز سوکسینات آنزیم لهوسیبنفش رنگ نامحلول فرومازان، به

هاي زنده انجام باشد، که این تبدیل تنها در سلولمیتوکندریایی می

جهت تخمین  اسپکتروفتومتروسیله شود. میزان فرومازان تولید شده بهمی

ملاتونین مولکول کوچک چربی  7.شودگیري میمیزان بقاي سلولی اندازه

آل ترشح شده وسیله غده پینهدوست و از مشتقات سروتونین است که به

در بدن  8.کندو میزان ساخت آن از ساعت بیولوژیکی بدن پیروي می

یندهاي آاند که تنظیم فرهاي ملاتونین شناسایی شدهبسیاري از گیرنده

خواب،  يتنظیم ریتم زیستی و باروري، القا مانندزیستی مختلفی 

 براساس 9و8.دار هستندتنظیمات قطر عروقی و اثرات ضد سرطانی را عهده

اهش گرفته، ملاتونین در رده سلولی گلایوما منجر به کمطالعات انجام

گردیده و در  Sox2و  Nestin ،Bmi-1هاي سلولی و کاهش بیان ژن يبقا

زایی سبب کاهش تکثیر سلولی و مهار رگ رده سلولی سرطان پستان

مقایسه حساسیت و همبستگی میان هر  مطالعه این از هدف 10.گرددمی

بلو و سنجش کلونوژنیک در تعیین ، تریپانMTTهاي یک از روش

بقاي رده سلولی سرطان تیرویید آناپلاستیک انسانی تیمار شده با 

  باشد.هاي مختلف ملاتونین میدوز

  

  
در مرکز تحقیقات  1395مهر تا اسفند  از کنونیمطالعه تجربی 

دانشگاه علوم پزشکی گیلان  ،سلولی و مولکولی دانشکده پزشکی

 (ATC, 8305C)انجام پذیرفت. رده سلولی سرطان تیرویید آناپلاستیک 

پروتکل استاندارد براساس خریداري گردید و از انستیتو پاستور ایران 

 Dulbecco's modified Eagle's medium, DMEMدر محیط کشت 

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)  سرم جنین  %10حاوي

 g/mL) و استرپتومایسین (U/mL 100سیلین (، پنی(FBS)گاوي 

 %5و  C 37 لایه رشد داده و در انکوباتورصورت تک) به100

کربن و رطوبت اشباع، نگهداري شدند. جهت جدا کردن اکسیددي

 -تریپسین %25/0ها از کف فلاسک و پاساژ سلولی از محلول سلول

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) .استفاده گردید  

خریداري  (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)پودر ملاتونین 

هاي توسط اتانول تهیه گردید و غلظت) mg/ml 50شده و دوز استوك (

دست نهایی ملاتونین با رقیق کردن دوز استوك با محیط کشت کامل به

هاي مورد استفاده کمتر از که مقدار نهایی اتانول در غلظتطوريآمدند، به

 Cell/well 410×5در ششمین پاساژ، به تعداد  ATCهاي سلول بود. 1%

 ،C 37 ساعت در دماي 16مدت ي، بهاخانه 96در هر چاهک از پلیت 

ها از کربن انکوبه شدند و سپس سلولاکسیددي %5و  %80رطوبت 

 Leica DM)میکروسکوپ اینورت نظر چسبیدن به کف پلیت توسط 

IL LED, Wetzlar, Germany) هاي مورد بررسی قرار گرفتند. سلول

هاي مختلف هاي چسبیده توسط غلظتمعلق خارج شده و سلول

ساعت در  24مدت مولار) بهمیلی 2/0 و 6/0، 1، 4، 16، 28ملاتونین (

 Vehicleعنوان گروه شرایط تاریکی تیمار گردیدند. گروه کنترل نیز به

  تیمار گردید. %1توسط اتانول 

. شد ژسانتریفیو ن،شد تریپسینه از پس گانهاجد رطوبه چاهک هر ابتدا

 طمخلو %4/0 بلونتریپارنگ  µl 20 با سلولی نسوسپانسیو از µl 20 سپس

  بررسیروش 
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با  هالسلو وگرفت  ارقر رنئوبا ملا روي بر حاصل طمخلو از µl 10 و هشد

 ف،شفا کاملاً و نگربی هندز يهالسلو و بیآ نگر به هیددسیبآ يغشا

 -  هاصورت ((تعداد کل سلولدرصد بقاي سلولی به شمارش شده و

  .محاسبه گردید 100×ها)گرفته)/ تعداد کل سلولهاي رنگسلول

ساعت جهت انجام تست  24مدت به ATCهاي پس از تیمار سلول

MTTها توسط محلول نمکی بافر ، محیط رویی خارج گردید و سلول

 MTTماکرولیتر محلول  100شستشو شده و مقدار  (PBS)فسفات 

)mg/mL 5 شده در رقیقDMEM  فاقد فنول قرمز) به هر چاهک اضافه

و شرایط تاریکی  C 37 ساعت در دماي هارچمدت شد و پلیت به

مقدار انکوبه گردید. پس از آن محلول رویی هر چاهک خارج شده و به

 یکمدت ماکرولیتر ایزوپروپرانول به هر چاهک اضافه شده و به 100

وسیله انکوبه گردید. پس از آن جذب نوري به C 37 ساعت در دماي

Absorbance microplate reader  درnm 570  خوانده و درصد بقاي

 صورت (مقدار جذب نوري گروه تیمار شده/ مقدار جذب نوريسلولی به

در  Cell/well 410×5 ادتعد رمنظوبدین محاسبه شد. 100× گروه کنترل)

ها ساعت سلول 16 از پس و شده کاشته ايخانه ششهاي پلیت چاهک

سی از نظر چسبیدن به کف پلیت زیر میکروسکوپ اینورت برر

هاي ها با غلظتگردیدند. سپس محیط رویی خارج شده و سلول

ها ساعت تیمار شدند. پس از آن سلول 24مدت مختلف ملاتونین به

مدت اي بهخانه ششها درون پلیت تریپسینه و شمارش شده و سلول

که داراي روز کشت داده شدند. در نهایت اجتماع سلولی  هفت

ن کلونی زنده شمارش شده و راندمان عنواسلول باشند به 50حداقل 

هاي شده/ تعداد سلولکیلشهاي تصورت (تعداد کلونیبهکشت 

شده/ هاي تشکیلشده) و درصد کسر بقا (تعداد کلونیدادهکشت

) 100×شده)دادههاي کشتتعداد سلول× (راندمان کشت گروه کنترل

 .جهت رسم منحنی بقاي سلولی، محاسبه گردید

صورت مستقل سه بار تکرار انجام پذیرفت. آزمایشات به تمامی

 تحلیل و معیار بیان شده است. تجزیهانحراف صورت میانگینها بهداده

و  Tukey آزمون و ANOVA واریانس دوطرفه آنالیز ها با روشداده

درصدي بقاي  50ه سبب کاهش (غلظتی از دارو ک IC50محاسبه میزان 

 Nonlinear regression curve fitگردد)، توسط آزمون سلولی می

 GraphPad Prism Software, version 6چهارپارامتري لوجستیک با 

(GraphPad Prism Inc., San Diego, CA, USA) گرفت. در صورت 

 .شد گرفته نظر در >05/0P هاآزمون معناداري سطح هابررسی تمام

  
میزان بقاي سلولی نسبت به گروه  MTTدر نتایج حاصل از روش 

مولار ملاتونین تفاوت معناداري را میلی 6/0و  2/0کنترل در دوزهاي 

ترین مقدار خود با مولار به پایینمیلی 28نداشته و بقاي سلولی در دوز 

حالی است که دوز یک  رسیده است و این در 85/025/10%میانگین 

). در این 1بقاي سلولی را کاهش داده بود (جدول  %15مولار میلی

عنوان غلظتی که بقاي سلولی را به IC50روش غلظت ملاتونین در نقطه 

  ).1 نمودارمولار بوده است (میلی 117/0794/4دهد کاهش می 50%

  
آناپلاســتیک انســانی توزیع فراوانی نسبی بقاي سلولی سرطان تیروییــد  :1 جدول

  آمده از سه روشدستهتیمار شده با ملاتونین ب
  

MTT (%)  ملاتونین غلظت  (%) سنجش کلونوژنیک  (%) بلوتریپان (mM) 

100* 03/533/95 100 0 

23/570/92 01/198 00/2100 2/0 

19/704/98 00/298 15/166/98 6/0 

42/405/85 27/1566/76 10/1402/71 1 

75/605/58 92/656  68/662/30 4 

58/183/13 05/333/17 0 16  

85/025/10 57/733/15 0 28  

  اند.معیار از سه آزمون مستقل بیان شدهانحراف صورت میانگینها بهداده *

  
  

  

  

  

  

  

  

  
، MTTتیمار شده با ملاتونین در سه روش  ATCپاسخ -منحنی دوز: 1نمودار 

  و سنجش کلونوژنیکبلو آمیزي تریپانرنگ

  هایافته
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بلو، بقاي آمیزي تریپانآمده از روش رنگدستبراساس نتایج به

مولار ملاتونین میلی 6/0و  2/0سلولی تفاوت معناداري را در دوزهاي 

به  سبتننسبت به گروه کنترل نشان نداده و بیشترین میزان بقاي سلولی 

 27/1566/76%مولار با میانگین گروه کنترل مربوط به غلظت یک میلی

) بوده است 57/733/15%مولار (میلی 28و کمترین آن مربوط به دوز 

  ).1(جدول 

اسخ برابر پ- آمده از منحنی دوزدستبه IC50در این روش 

894/0375/4 1مولار ملاتونین بوده است (نمودار میلی.(  

ده در روش سنجش کلونوژنیک نیز بقاي سلولی وابسته به دوز بو

گین یانغلظت ملاتونین از بقاي سلولی کاسته شده بود. م و با افزایش

آمده نسبت به گروه کنترل در این روش در دستهبقاي سلولی ب

که در صورتیبود، در 10/1402/17%مولار معادل میلی یک غلظت

چ کاهش داشته و هی %100مولار بقاي سلولی میلی 28و  16دوزهاي 

  ).1 عنوان معیار بقاي سلولی مشاهده نگردید (جدولکلونی به

آمده در این روش معادل دستهب IC50بر این اساس میزان 

326/0246/2 1نمودار مولار بوده است (میلی.(  

آمده از سه روش، تفاوت دستهب IC50در مقایسه میزان 

) و این =64/0Pبلو مشاهده نشد (و تریپان MTTمعناداري بین روش 

بلو و سنجش حالی بود که اختلاف معناداري بین روش تریپاندر 

و سنجش  MTTهاي ) و همچنین بین روش=0078/0Pکلونوژنیک (

توان که میطوري) مشاهده گردید، به=0032/0Pکلونوژنیک (

روش سنجش کلونوژنیک بلو را نسبت بهو تریپان MTTهاي روش

  ).2نمودار تر دانست (حساس

 آمده از نمودار رگرسیون بقاي سلولی،دستهنتایج ب براساس

دار بین سه ااز نوع خطی، مثبت و معنچشمگیري میزان همبستگی 

و  MTTهاي باشد و ضریب همبستگی بین روشروش موجود می

، =99/0rبلو نبست به سنجش کلونوژنیک بیشتر بوده است (تریپان

001/0P<) ( 3نمودار.(  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  
  

  

آمیزي ، رنگMTTآمده از سه روش دستهب IC50ه میزان مقایس: 2نمودار 

  بلو و سنجش کلونوژنیک با تکرار سه آزمون مستقلتریپان

  

  

  

  
  

  بلو و سنجش کلونوژنیکآمیزي تریپان، رنگMTTتیمار شده با ملاتونین با سه روش  ATCرگرسیون بقاي سلولی  :3 نمودار

  .باشندرار سه آزمون مستقل میمعیار تکانحراف صورت میانگینها بهداده
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آمیزي و رنگ ، سنجش کلونوژنیکMTTهاي در این مطالعه روش

یک بلو جهت تعیین بقاي رده سلولی سرطان تیرویید آناپلاستتریپان

 رارقتیمار شده با دوزهاي مختلف ملاتونین مورد ارزیابی و مقایسه 

به  صورت وابستهکه ملاتونین بهآمده نشان داد دستههاي بگرفتند. یافته

د گردد و این در حالی بو ATCتواند سبب کاهش بقاي سلولی دوز می

با  اند.که نتایج حاصل از سه روش مورد مطالعه یکدیگر را تایید کرده

 بلو بالاتر از روشو تریپان MTTاینکه میزان همبستگی بین روش 

و دت و همچنین اختلاف معناداري بین این سنجش کلونوژنیک بوده اس

 این در متعددي مشکلات این،وجودروش وجود نداشت، با

ه کم مناسب بودن، هزین که دارد وجود بلومعمول تریپان هايآمیزيرنگ

 شناسایی در است ممکن کند ومی محدود را هاآن ،و سهولت انجام

 سه بین بایستمی هامشکلاتی ایجاد نماید، زیرا سلول مرده هايسلول

 هايسلول تعداد در غیر این صورت شوند، شمارش دقیقه پنجتا 

آمیزي یابد و از طرفی رنگمی زمان افزایش گرفته با افزایشرنگ

د ستنهایی که زنده ههاي سالم را از سلولبلو قادر نیست سلولتریپان

  11و5.اند، تفکیک نمایدولی عملکرد خود را از دست داده

ین را تري از ملاتوندوز پایین کیکلونوژنتوجه به اینکه روش با 

توان به اساس دهد، نتیجه حاصل را مینشان می IC50عنوان میزان به

 لیتروش کلونوژنیک مرتبط دانست، زیرا در این روش، سلولی که قاب

گردد و این در حالی تکثیر خود را از دست دهد مرده محسوب می

ل هنوز توانایی تولید محصولات سلولی است که ممکن است سلو

لونی ک تشکیل روش به بودن وابسته دیگر را داشته باشد، اما از طرفی

 هاي انجام آن بوده و لازمه آنزمان طولانی از محدودیت و صرف

  12.باشدمی ها تا زمان تشکیل کلونیحفظ قابلیت تکثیر سلول

 استفاده با هانهنمو از حجم زیادي تحلیل و تجزیه ، برايMTTروش 

  تواند تحت وجود، این روش میاینبا ،استخانه، مناسب  96هاي پلیت از

هاي پیرووات و ها، آنالوگفنول، پلیPHتاثیر عوامل مختلفی مانند مقدار 

در  13.کاهش یابد )O-2(نانوموادها قرار گرفته و یا توسط سوپراکسیدها 

 (TiO2)تیتانیوم اکسیددينانو جمله از شدهمهندسی مواد نانو سمیتّ تعیین

گزارش  MTTنتایج متناقضی در بقا و تکثیر سلولی با استفاده از تست 

تیتانیوم در افزایش سوپراکسیدها در اکسیدديشده است که به قابلیت نانو

هاي این روش از دیگر محدودیت 14.باشدهاي مختلف مرتبط میسلول

. حضور کلسترول در استمطالعه  وجود کلسترول بالا در سلول مورد

فرومازان از سلول شده و با کاهش میزان جذب سلول سبب خروج 

وجود اینبا 15.صورت کاذب کاهش خواهد یافتنوري، بقا سلولی به

 MTTسنجی کنند که استفاده از رنگمطالعات دیگر این یافته را تایید می

بی در ارزیابی بقاي هاي مناستوانند روشبلو میآمیزي تریپانو رنگ

 (SCCHN)هاي کارسینوماي سنگفرشی سر و گردن سلولی در سلول

اگرچه در مطالعه دیگر که اثر سمیتّ کال  2تیمار شده با سیسپلاتین باشند.

هاي سرطانی معده انسان مورد بررسی قرار داده بود، پروتکتین را بر سلول

ري برخوردار بلو از حساسیت بیشتروش تریپاننسبت به MTTروش 

  16بوده است.

تیمار شده با  ATCهاي دارد، در سلولبیان می پژوهش کنونی

و  فتهصورت وابسته به دوز، میزان بقاي سلولی کاهش یاملاتونین، به

بلو و سنجش ، تریپانMTTهاي آمده از روشدستهنتایج ب

ر دیگبا یکدیگر همبستگی داشته و نتایج یک کلونوژنیک تا حد زیادي

بلو نسبت و تریپان MTTهاي نمایند. همچنین روشا تایید میر

  اند. روش سنجش کلونوژنیک، داراي حساسیت بالاتري بودهبه

نامه تحت عنوان این مقاله حاصل بخشی از پایان: سپاسگزاري

 کیسرطان آناپلاست یرده سلول يو بقا تیّبر سم نیاثرات ملاتون"

 1395ارشد علوم تشریح در سال  در مقطع کارشناسی "انسان دییرویت

باشد که با حمایت مرکز می IR.GUMS.REC.1395.161و با کد 

تحقیقات سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات 

  بهداشتی گیلان انجام گردیده است.
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Comparison of different methods to determine the cell viability 
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Background: Evaluation of cell viability is momentous in pharmacologic and oncological 

research. Cell viability evaluation determines cell sensitivity and consequently treatment 

outcome. Various methods are available to determine cell survival. Each of these methods 

evaluates different endpoints. Accordingly, determining the correlation between these 

methods is important. In this study, in order to determine the viability of human anaplastic 

thyroid cancer cell line, the sensitivity of MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide] assay, trypan blue test and clonogenic assay were compared. 

Methods: This experimental study was performed in the Cellular and Molecular Research 

Center at Guilan University of Medical Sciences, Rasht, Iran from October 2016 to March 

2017. The human anaplastic thyroid cancer cell line was cultured in Dulbecco's modified 

Eagle's medium (DMEM) with 10% fetal bovine serum (FBS). The cultured cells were 

treated with melatonin, for 24 hours. Then, the viability of the cells was evaluated by 

MTT assay, trypan blue test and clonogenic assay. Furthermore, plating efficiency and 

surviving fraction were used in order to draw survival curve in the clonogenic assay. 

Results: The concentration of melatonin at IC50 point was 4.7940.117 millimolar (mM) in 

MTT assay, 4.3750.894 mM in trypan blue test and 2.2460.326 mM in clonogenic assay. 

Comparing the IC50 values of these test revealed that C50 values obtained from MTT assay 

and trypan blue test had no significant difference (P=0.6446), while there was a significant 

difference between IC50 values obtained from MTT and clonogenic assays (P=0.0032). 

Moreover, the IC50 values obtained from trypan blue test and clonogenic assay were also 

significantly different (P=0.0078). The results of the regression analysis of cell viability 

were shown a linear, positive and significant correlation between these three methods and 

MTT assay and trypan blue test showed higher correlation (r=0.99, P<0.001). 

Conclusion: Based on our results, all these methods were effective to identify 

cytotoxicity in human anaplastic thyroid cancer cell line, while MTT assay and trypan 

blue test were more sensitive than clonogenic assay. 

 
Keywords: cell survival, colony -forming units assay, melatonin, MTT formazan, thyroid 
carcinoma, trypan blue. 
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