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摘要：大量存在于环境中的有毒污染物仍然缺乏足够的毒理学数据来对其进行有效的监管，为了满足海量化合物毒性评价的 

需要，基于离体生物测试的高通量毒性筛选方法在近些年得到了迅猛的发展。高内涵筛选技术是新型的高通量化合物毒性 

筛选方法，该方法最显著的特点是能够在保持细胞结构和功能完整的基础上同时获取多种毒性指标。因此在简介高内涵筛 

选技术原理的基础上，综述了其在生态毒理学领域已有的应用，并针对性地对高内涵筛选技术的发展和挑战进行了展望。 
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Abstract：As a large amount of environmental pollutants may pose hazardous effects．on the environment and 

human beings at low concentrations，evaluating the toxic effects of these chemicals and understanding their 

mechanisms of action(MOA)are essential for management of chemical environmental risks．Therefore，high- 

throughput in vitro bioassay methods have been rapidly developed to satisfy the toxicity assessment of 

countless chemicals．High‘content screening(HCS)，as a new cell-based screening approach，allows multi-end— 

point determination simultaneously in intact cells．This review introduced the principles of HCS and Sunlnla- 

rized its application in ecotoxicology．FinaUy
， the new developments and challenges of HCS are proposed． 
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随着现代工业进步，人类合成、使用和间接产生 

的化合物的数量和种类在不断增长，其中包括了化 

工原料、阻燃剂、农药、增塑剂、食品添加剂、药物、天 

然化合物及衍生物、饮用水消毒副产物和化学合成 

副产物等多个类别 。然而由于在对化合物毒性 

作用方面认识的不足 ，绝大多数 的化合物缺乏有效 
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监管 ，部分化合物因此能够 以直接或 间接的方式进 

入环境 ，成为环境污染物。事实上 ，根据美国国家毒 

理规划处(NTP)生物分子筛选部负责人 Tice等 在 

2013年的估计，至少有数万种存在于环境中的污染 

物仍然缺乏足够的毒理学数据来预测其对人类和生 

态系统的影响。所以在生态毒理学领域，对这些化 

合物展开环境危害性和毒理特性鉴定，进行风险管 

理显得尤为必要而迫切。为此，美国环境保护局 

(EPA)在 2011年已开始推进新一代的健康风险评估 

(NexC_,en~ 目，NexGen项目强调了体外高通量毒性筛 

选在揭示化合物毒性作用机制方面的重要性 ，而该 

项 目的实施对中国的毒理学发展具有借鉴意义。 

模式动物的活体毒性测试 由于通量低 、成本高 

和周期长已不能满足当前巨量化合物毒性评价的需 

要，为了应对毒理学领域所面临的新挑战，2007年 

加拿大国家研究委员会(NRC)的“2l世纪毒性测试： 

一 种远见与策略”报告 为毒理学领域新世纪的发 

展奠定了基石。该报告不仅提 出了 21世纪毒性测 

试应当从活体生物检测向高通量的离体检测转变， 

更期望采用离体生物检测去揭示化合物毒性作用机 

制 ，从而使在这个框架下所进行 的风险科 学具有充 

分的科学依据。毒性作用机制的研究是以毒性途径 

紊乱(perturbations of toxicity pathways)为 观察 指 

标 ，这一特点与传统离体或活体生物检测 中，以死 

亡、突变、肿瘤形成等细胞或动物终点事件(apical 

end points)为观察指标所不 同。而所谓 的毒性通路 

在 NRC的报告中被定义为：正常细胞受外来化合物 

干扰后所产生的，能导致损害健康效应的细胞内应 

答通路Ⅲ。为了对这一观察指标进行全 面的衡量 ， 

新的高通量生物检测方法仍然有待进一步的发展。 

高内涵筛选(High Content Screening，HCS)是新 

型的高通量化合物毒性检测方法，能够在保持细胞 

结构和功能完整的基础上 ，运用多种荧光标记物标 

记细胞 ，自动化地对细胞 内多靶点 的复杂表型(phe- 

notype)进行筛选 ”。不同筛选条件下产生的表型 

特征既包括了完整细胞所表现的凋亡 、坏死 、增殖 、 

迁移等形式，还包括了细胞内的细胞器损伤、信号转 

导、代谢途径以及遗传损伤等 。不同于传统离体 

生物检测中以细胞内单靶点的作用为检测端点， 

HCS以高内涵(bigh content)的方式呈现化合物暴 

露下所产生 的多维表型信息 ，从而系统 的对化合 

物的毒性作用机制展开研究 ，更好 的对化学污染 

物进行风险评估。 

当前随着 HCS设备及分析技术的长足的进步， 

HCS技术 已在毒理学、药理学和医学领域有了极大 

的发展 ，在生态毒理学领域 ，HCS的应用亦在积极 

的展开。本文系统介绍 了 HCS技术原理 ，在此基础 

上总结了 HCS在当前生态毒理学领域 的应用，并对 

其发展前景和所面临的挑战进行 了展望。 

1 ItCS技术原理 

1．1 HCS概念 

光学显微镜设备在 自动化程度和图像收集速率 

的提高促进了 HCS的发展 ，研究人员 已可以利用图 

像分析方法在单细胞水平展开研究。因为 HCS以 

完整细胞为研究对象，细胞结构和功能完整，真实反 

应了细胞 内的毒性作用 机制 “。细胞荧 光图像是 

HCS获取数据的主要手段 ，特异性荧光探针或荧光 

蛋白的采用使细胞内不同结构被多种荧光信号同时 

标记 ，从而反应细胞表型。能够被 HCS检测得到的 

表型变化除包括标记点 的荧光强度改变外 ，还有细 

胞或细胞内结构形态变化。图像分析技术使得表型 

变化的定量分析成为可能，每个细胞的荧光和形态 

学特征得以被聚类和分类等数据挖掘手段所整合分 

析，从而转换为可解释的多维细胞表型信息，这种多 

生物学信息呈现方式拓宽了我们对化合物毒性作用 

机制 的理解和认识 。 

12 HCS实验流程 

HCS的试验流程包括了细胞培养、样品制备和 

暴露、图像获取、图像分析和数据挖掘 5个部分『5]，同 

时 ，基于高性能工作站和服务器建立起来的数据库系 

统对于 HCS数据的存储和调用分析也至关重要 ， 

以下对 HCS过程中几个关键步骤进行相关介绍。 

1．3 样品制备和暴露 

常规的 HCS过程同样依赖于实验员的操作，需 

要进行细胞培养、化合物暴露和细胞染色等一系列 

样品前处理过程 ，这在大规模高通量化合物的 HCS 

中会造成了2方面的影响，一方面 384、1536等多孔 

板的应用增加了实验员的操作难度 ；另一方面，实验 

员在操作的过程中容易引入人为误差 ，整个实验的 

质量控 制 难 以保 证 。因此 在 大 规模 高通 量 的 

HCS中，样品制备和暴露更依赖于 自动化 的液体处 

理设备，尽管当前自动化液体处理设备价格较高，但 

其引入使得实验的整体精度、重复性和可靠性被极 

大的增强，并满足了大部分液体处理的需要。目前， 

已有多个生物公司 ，如 Tecan，PerkinElmer等都开发 

了 自己的液体处理设备 。 
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1_4 图像获取 

随着近几年显微镜领域 的发展 ，HCS设备 已 日 

趋成熟，主要在检测速度、图像质量、共聚焦和厚组 

织扫描这 4个方面有了极大的进步。高速转盘的应 

用使得 HCS设备能够在短时间内扫描多通道的荧 

光信号 ，降低 了检测环境对细胞 的影响。新型的 

HCS设备已采用了基于新一代 CMOS图像传感器 

rCIS)设计的科学级 CMOS(sCMOS)。相比于传统的 

CCD图像传感器，sCMOS不仅能以4倍的视场范 

围在短时间内完成高质量的图像扫描，更能细致的 

展现细胞 内微观结构 。光路系统的改进也增强了 

HCS设备共聚焦能力，满足了以三维细胞培养为概 

念的一些新的细胞及组织培养技术的发展要求。表 

1总结当前厂商所提供的商品化高内涵设备。 

1．5 图像分析与数据挖掘 

为了从 HCS所获得图像中提取所需的生物学 

信息 ，需要对其进行图像分析和数据挖掘 。图 

像分析的主要 目的是对每个细胞都进行定 量化分 

析 ，主要包括 ：(1)细胞及细胞 内结构定位 ；(2)细胞 

结构分割；0)线性结构提取(针对神经细胞的神经 

突)；(4)细胞追踪(针对活细胞检测)；(5)特征提取共 

5个部分 。经过图像分析，得到了与图像信息关 

联的单细胞特征，包括了荧光强度、形态、表面纹理 

(texture)~l位置等多维数据 。将 多维数据正态化后 

再对其进行数据挖掘，最广泛的应用是聚类和分类 

算法 ，目的是将不同处理下所呈现不同表型特征的 

细胞归人所属类型 ，例如根据 DNA含量 与细胞 

形态对处于不 同细胞周期下 的细胞进行划分 】。 

图像分析和数据挖掘是 HCS研究的热点，只有通过 

该过程才能阐述图像背后的生物学问题。商品化的 

HcS分析软件的使用极大的降低了 HCS应用的难 

度 ，是 HCS图像分析和数据处理过程 中的主流策略， 

但其使用成本较高，通用性相对较差。现也有一些较 

为成熟的高内涵分析开源软件，如 由美国哈佛一麻省 

理工的博德研究所主导开发的 Cellprofiler 】，可以通 

过模块化定制来对 HCS图像进行分析，分析得到的 

数据可以进一步采用基于随机森林数的机器学习方 

法来进行分选。除此之外，结合R 和Weka 等数 

据分析软件，来对HCS图像分析经过进行数据处理、 

数据挖掘和数据可视化的应用也越来越多。 

1．6 生物数据库系统 

Keefer等估计，一个HCS平台每年数据产出量 

在 500 GB～6 TB左右 。如此高的数据产出，不仅 

要求在数据分析过程 中采用并行甚至集群计算 ，数 

据的储存和调用也依赖于服务器。但是，几乎每个 

HCS设备提供商都以各 自格式储存数据，这导致显 

微实验中图像格式冗余，制约了 HCS数据库的管理 

和维护 。OME以增强 HCS分析软件之间的互通 

性为 目的而开发的“Bio．format”已得到各个软硬件 

的广泛支持，使 HCS中统一 的数据管理成为可 

能 。HCS的数据库系统除了有传统的商业数据 

库 Oracle~ ，MDCStore 和 ColumbustM等 ，HCS开 

源数据库 SIDB1261和 OME的 OMERO 也有 了广泛 

的应用。 

2 HCS在生态毒理学的应用 

对环境中有毒有害化合物进行毒性筛查，分析 

其毒性作用机制是化学物质风险评估中必要的过 

程，也正是生态毒理学领域研究的重点。而 HCS最 

大的优势是在一次实验中对观测对象，如离体培养 

细胞，进行多维表型分析，因此也可以同时得到多组 

反应化合物毒性的指标 。荧光图像 中毒性指标的 

提取依赖于图像分析和数据挖掘，该过程 的 目的是 

对荧光图像 中的对象进行分割 和分类 。所 以 HCS 

的毒性指标既来源于荧光标记靶点所在位置和荧光 

强度 ，也能在细胞 和亚 细胞 的形态 结构上 反应 。 

正因如此 ，HCS对于其他毒性评价方法中难表征的 

毒性指标，如凋亡小体的形成，信号通路中转录因子 

的核转位，细胞趋化和集落形成等也能定量化的测 

定。Zock郾 已在其综述 中对 HCS所能得到的毒性 

指标进行了较为完整的综述，总结在表 2中。由于 

HCS中毒性指标的多产出，需要 对其并行分析 ，这 

已在生态毒理学领域展开了众多实际的应用。而在 

HCS应用较为成熟的药物筛查过程中，其在化合物 

作用机制的研究也对生态毒理学领域的应用具有借 

鉴意义。 

2．1 遗传毒性 

遗传毒性用于描述某化合物能够直接或间接的 

方式引起 DNA或染色体损伤的性质，具有这种性 

质的化合物被称为遗传毒物 】。工业污染使众多潜 

在的遗传毒物进入环境介质，而遗传毒物对生物胚 

胎细胞和体细胞的损害可能引起多种疾病，包括了 

新生儿畸形和癌症生成等 】。因此为了对这些化合 

物进行监管，需要对其遗传毒性定量测定，而相比于 

传统遗传毒性评价方法，HCS在具有较高的灵敏度 

和特异性同时，能够高通量的检测多个遗传毒性指 

标 ，因此应用广泛。 
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表 2 HCS主要 的应 用领域和研究对象 

Table 2 Key application areas and examples of HCS【 。 

应用领域 研究对象 应用领域 研究对象 应用领域 研究对象 

Fetid Object Feild Object Feild 0bject 

增殖 心脏衰竭 
NF·KB 

(Proliferation) (Cardiac failure) 

磷酸化 生物节律 
STAT 

(Phosphorylation) fCircadian rhythms) 

吞噬作用 免疫抑制 
W nt／fzd 

(Phagocytosis) (Immunosupression) 

自噬作用 骨质疏松 
PKB 

(Autophagy) (Osteoporosis) 

间隙连接诱导 真菌致病性 
NFAT 

(Cap junotion induction) (Fungal pathogensis) 

线粒体健康 病毒中和 
细胞信号通路 P38 (Mit

ochondrial health) 机体生理学 (Virus neutralization) 
Cell signaling 

核形态 Organism physiology 寄生物感染 
pathways TGF—beta 

(Nuclear mo~hology) (Parosite infection) 

凋亡 血管生成 
Smad2／3 

(Apoptosis) (Angi0genes．培) 

细胞生理学 细胞膜通透性 阿兹海默综合征 
GPCR 

Cell physiology (Membrane permeability) (Alzheimer's disease) 

糖皮质激素受体 细胞周期 帕金森综合征 

(Glucocorticoid receptor) (Cell cycle) rParkinson's disease) 

细胞迁移 亨廷顿综合症 
FOXOl也 

(M otility／migration) (Huntington’S disease) 

细胞骨架重拍 肌萎缩性侧素硬化 

酵母(yeast) (Cytoskeletal fAmyotrophic 

rearrangement) lateral SClelOSis) 

shRNA干扰文库 神经轴突生长 微核生成 
(shRNA (Micronucleus 

interference h~mry) (Neuite outgrowth) induction) 

s／RNA干扰文库 转化 磷脂沉积 
fsiRNA 

靶点验证 inte nce hbmry) (Transformation) (Phospho idosis) 

Target validation 干细胞自我更新 离体毒性测试 神经毒性 

(Stem cell self-renewa1) (In Vitro Toxicology) eurotoxicity) 

干细胞分化 细胞器健康 

(Stem cell differentiation] (Organelle health) 

肝毒性 

rHepatotoxicity) 

注：NF-t<B，核因子活化B细胞 K轻链增强子；STAT信号转导及转录激活蛋白；Wnt／fzd，Wnt／卷曲受体；PKB，蛋白激酶 B；NFAT，激活 T细胞 

核因子；p38，促分裂原活化蛋白激酶；TGF·beta，转化生长因子 B；Smad2／3，母亲DPP同源物 2；GPCR，G蛋白偶联受体；FOXOlct，叉头基因Ol。 

Note：NF-KB，nuclear factor kappa一 ht—chain。enhancer ofactivated B cells；STAT，signal transducer and activator oftranscription；W nt／fzd，W nt／ 

frizzled；PKB，protein kinase B；NFAT，nuclear factor of activated T-cells；p38，p38 mitogen—activated protein kinases；TGF。beta，transforming 

growth factor beta；Smad2／3，mothers against decapentapkgic homolog 2；GPCR，G protein·coupled receptor；FOXO1a，Forkhead box Ola． 

2．1．1 细胞周期阻滞 

生物的生长和繁衍依赖于遗传信息在细胞中准 

确而稳定的复制，为了满足遗传信息在复制过程中 

的高保真度，细胞进化拥有了一套高效的监控机 

制一DNA损伤应答(DNA Damage Response，DDR) 

系统 。DDR信号通路与多个细胞内信号通路相 
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互关联 ，其 中，一旦 DNA 发生了结构性 损伤 ，DDR 

信号通路被激活，可能根据不同的损伤类型和时间 

点首先将细胞阻滞于不同的细胞周期阶段，主要是 

G1、s和 G2期 ，并在这些 阶段 中尝试 对 DNA 损 

伤进行修复，因此细胞周期阻滞与 DNA损伤具有 

较强的关联性。HCS不仅能够进行 DNA含量分 

析“ ，采用数学模型来对细胞周期进行划分，还能充 

分利用细胞形态特征 ，采用机器学习的方法来判别 

更为细致的细胞周期状态 。另外多种荧光探针也 

能在HCS被用来表征不同的细胞周期状态，例如 

BrdU 和 Edu 是 HCS过程常用的 s期荧光标记 

物 " ，它们分别是胸腺嘧啶核苷衍生物和类似物， 

能够代替胸腺嘧啶(T)渗入进 s期细胞的DNA分子 

中，并通过荧光标记识别。 

2．12 特定 DNA损伤检测 

DNA 损伤具有多种类别 ，包括了氧化性 DNA 

损伤、DNA加合物、DNA 甲基化、双链 DNA损伤 

等 ，其中8-OHdG 、DNA甲基化结合蛋白 和磷 

酸化组蛋 白 H2Ax( H2Ax) 分 别是氧化性 DNA 

损伤、DNA 甲基化和双链 DNA损伤特异性标志 

物。采用免疫荧光方法，能标记特定的 DNA损伤 

标志物，并通过 HCS高通量来对化合物 DNA损伤 

类型进行判定。Barber㈣和 Kin1等㈣以抗体标记 

~／H2AX，并采用 HCS来对生成 的 ~／H2AX foci进行 

定量分析，通过该方法可以对遗传毒物的作用机制 

有一定 了解 。 

2．13 微核试验 

微核实验是在细胞核水平对遗传毒性 进行评 

价，微核的生成存在 2种机制，一种是由遗传毒物干 

扰细胞分裂器所引起的 】，这使得生成的绝大部分 

微核中含有着丝点或着丝粒，这类遗传毒物被称为 

非整倍体断裂剂，能间接的造成遗传毒性。另一种 

微核生成是由高水平的 DNA损伤引起的 ，这种 

机制与 Cyclin B1浓度含量有关 。微核生成前，细 

胞核内已发生严重的基因突变和染色体损伤断裂， 

然而过低的 cyolin B1浓度使得纺锤体组装检验点 

(spin【die assembly checkpoint，SAC)并不会被激活 ， 

因此 DNA严重损伤 的细胞被迅速退 出 M 期 ，导致 

部分脱核的染色体形成微核m删。基于这一机制生 

成微核的遗传毒物被称为染色体断裂剂 ，其能直 

接的对 DNA造成高水平的损伤。这 2种微核生成 

的机制是细胞微核实验的基础。 

通过图像特征提取算法的优化，HCS可以自动 

化高通量的定位存在于细胞质中的微核 ，微核 的生 

成率是遗传毒性可靠的衡量指标。例如，Yan等 

通过 HCS对 9种苯并噻 唑类化合物进行 了遗传毒 

性评价，其中以4-NQQ和 B(a)P为阳性对照，确保 

了实验的灵敏度 ，同时细胞急性毒性采用细胞减少 

率表示并在实验中加以控制。在此基础上对 9种苯 

并噻唑类暴露 MGC803和 A549后微核的生成率进 

行衡 量 ，HCS的检 测 结 果 表 明 2一氨 基 苯 并 噻 唑 

(ABT)、2．羟 基 苯 并 噻 唑 (OHBT)、2．氯 苯 并 噻 唑 

(CBT)、2一溴苯并 噻唑 (BrBT)和 2一甲硫 基苯并 噻唑 

(MTBT)的微核率能够呈现出剂量响应关 系。HCS 

也能根据上述2种微核生成机制，利用微核形态区 

分非整倍体毒剂和染色体断裂剂 。Kiyohiro等 发 

现通过区分微核 的大小可 以和 FISH方法一样有效 

的区分非整倍体毒剂和染色体断裂剂，因为非整倍 

体毒剂所造成的微核相 比于染色体断裂剂 的尺寸更 

大。Waker等 又通过 HCS分析 ，以 MMS和紫杉 

醇为指标化合物，确定了不同机制下产生的 2种微 

核面积区分阀值 ，并采用这一 阀值去测定了 62种指 

标化合物 ，该方法不仅检测过程更为简单快速 ，且具 

有较高的灵敏度和特异性。 

2．2 器官毒性评价 

生物在环境中所暴露的化合物会对体内特定的 

器官产生各异 的毒性作用 ，对化合物展开特定器官 

毒性评价能够发现该化合物在体 内所影响的主要靶 

器官，部分揭示其所具有的毒性作用机制。同时随 

着毒理学研究的进步，替代动物实验的体外模型研 

究是发展主流 。利 用 HCS能够高通量对 不同器 

官来源的细胞 系和原代细胞进行多参数高灵敏的毒 

性评价，从而使器官毒性评价的方式从活体实验向 

离体实验转变。以肝毒性为例 ，肝是外源化合物主 

要的代谢器官，外源化合物进人体内后首先被p~-$L 

动物肝脏中I相和 II相代谢酶代谢，尽管对于大多 

数化合物来说 ，代谢过程是一个解毒的过程 ，但有 

些化合物在代谢后会产生毒性更强的代谢产物 ，例 

如 B( 1P 。因此在毒理学 中对化合物肝毒性评价 

是研究 的重点 ，肝损伤 的类型包括肝细胞的坏死、凋 

亡、致癌作用和氧化应激等 】。HepG2是在离体细 

胞实验中评价肝毒性常用 的细胞系，属于人 源肝癌 

上皮细胞 。OtBrien等 采用 HepG2对 243种来 

源于药品的化合物进行 HCS，以评估该方法对肝毒 

性评价的灵敏度和特异性。细胞采用 4种染料分别 

标记了细胞内钙离子浓度、线粒体膜电和细胞膜通 
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透性和 DNA含量，结果表明，相比另外7种在离体 

实验 中常用的细胞毒性评价手段 ，基于 HCS肝毒性 

评价方法不仅具有类似的特异性，灵敏度也高达 

93％。通过机器学 习分 析 HCS数据 ，Edward等 

只通过 PI和 hoechst对细胞染色 ，即根据细胞核形 

态和细胞膜完整性这 2个方面的参数，采用有监督 

的分类方法来自动区分了健康、凋亡和坏死细胞，从 

而评价了金属纳米材料所能导致的肝毒性。除了 

HepG2细胞，其他细胞系和原代培养细胞也广泛的 

应用于化合物肝毒性评价。而对于其他器官毒性的 

评价 ，如肾 和心脏 毒性等 ，HCS也应用广泛 。 

2-3 神经毒性评价 

神经毒性适用于描述毒性化合物对神经系统的 

结构和功能造成不良影响的能力 。众多疾病，如 

阿尔茨海默病 ，都是由于神经系统的损伤而引起 

的。已有多种环境污染物被发现对神经系统会造成 

损伤，尽管神经毒性也是器官毒性的一种表现，但是 

其毒性指标的获取过程更为复杂 ，而采用离体神经 

细胞结合 HCS来评价化合物的神经毒性已是一种 

有效的毒性 测试 手段。评价 的指标包 括了细胞毒 

性 、神经细胞 间信号传递 、神经纤维生长 和突触形 

成。Joseph等 采用来源于人神经前体细胞系 

ReNcell CX细胞结合 HCS表明，结合神经细胞增殖 

和活力指标可 以用来评价化合物 的神经毒性。 

Nicholas等∥ 也发 现 HCS能高效 的提取 和分析神 

经突的线性结构 ，化合物的神经毒性大小能 以对神 

经突生长抑制的能力和影响细胞活力的大小来进行 

衡量。随着 HCS图形分析技术的提高，更为细致的 

神经细胞结构能够被提取和分析。Joshua等 确 

认 了在正常培养的啮齿动物原代培养的混合皮质细 

胞中，抗体标记的点状突触蛋白在树突处具有更高 

的密度 ，表 明突触主要形成于该 区域 。而神经毒性 

化合物暴露后可以通过 HCS来 自动的判断在树突 

处突触的减少量 ，结合神经细胞其他的形态特征 ，这 

些参数能够有效的来判断化合物的神经毒性 。 

化合物在完整的生命体中的神经毒性作用也能 

利用 HCS进行高通量的评价。Tara等 采用 EGFP 

标记斑马鱼，评价了斑马鱼胚胎在受精后 19 h到29 

h内会产生自发性尾部收缩现象。这种现象被认为 

是斑马鱼胚胎的第一次肌动活动，潜在的发育神经 

毒性化合物能够显著的干扰该现象的产生。来源于 

EPA 的 ToxCast一期化学 品文库 中的 16种化合物 

在斑马鱼胚胎受精后 5 h到 25 h内进行静态暴露 ， 

再用 HCS设备在随后大约 1_4 h的视频获取时间内 

对不同化合物暴露浓度下的自发性尾部收缩现象进 

行统计 ，结果表 明阿维菌素(abamectin)和埃玛菌素 

(emamectin benzoate)的暴露下 ，斑马鱼胚胎虽然没 

有严重的畸形，但完全丧失自发性尾部收缩能力，从 

而通过 HCS可以间接证明这两种化合物具有发育 

神经毒性 。 

2．4 化合物作用机制 

当前，HCS在对海量化合物作用机制(mode of 

action，MoA)的研究已经极大的促进了药物筛选的 

发展 ，尽管药物筛查和生态毒理学这 2个领域 中 

对化合物 的毒性测试 的出发点和 目的性都不尽 相 

同，但是药筛过程中利用 HCS展开海量化合物的 

MoA研究方法对生态毒理学中 HCS的应用提供了 

有益的参考。药物筛查的目的是在药物研发的初 

期，在大型化合物文库(chemical library)中寻找针对 

特定药物作用靶点(target)具有生物活性的化合物。 

而对于同一靶点有效的化合物也可能会发生脱靶效 

应(off-target effect)，即化合物会同时对特定靶点以 

外的体内生物大分子结合，这可能导致该化合物在 

药物开发后期被发现具有严重的副作用而造成巨大 

经济损失 。正因如此在药物筛查 的过程中应尽 

早发现化合物的脱靶效应 ，所 以需要在这一过程中 

对化合物的 MoA展开研究 。尽管生物组学技术 

的发展 ，如基因芯片、转录组测序等已能够有效的寻 

找化合物的 MoA，但是高昂的成本使其难以在大规 

模的药物筛查中展开，而利用 HCS对产生的细胞多 

维表型进行挖掘 ，能够了解化合物 的 MoA，寻找到 

目标化合物 J。 

药物筛查过程 中，HCS对 MoA 的研究主要通 

过 2个方向来进行 ，一是对细胞 内信号转导通路中 

关键的蛋 白进行荧光标记 ，通过对该蛋 白的表达和 

转位来直接了解暴露化合物的 MoA。例如对于核 

转录因子一KB(NF—KB) ，NF—KB的核转位是调控 

细胞生命活动的一个重要的分子途径，也是药物筛 

查中一个重要的靶点。类似的 HCS筛查也对细胞 

骨架 、蛋 白酶体 和细胞凋亡相关蛋 白 等展 

开。另一个方向是结合计算毒理学来对 HCS的多 

维细 胞 表 型 筛 选 来 进 行 化 合 物 MoA 的研 究 。 

Wawera等 认为 HCS中所得到的表型是一种无偏 

的，多维度 的“通用性语言 (univeral language)”，可 

以最大限度的反应生物活性，有利于化合物的 MoA 

研究。Young等 在这一个方向上展开了一些探索 
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性的工作，结合了HCS的表型分析和配体．预测模 

型来对化合物的作用机制进行 了研究，结果揭示 

HCS所得到的细胞表 型更应该去 预测化合 物的作 

用靶点 ，而不是去反映化合物的结构特征。得益于 

生物数据的积累和计算机水平 的进步 ，在此方向上 

对化合物的 MoA研究能在更大的药物筛查规模上 

进行，近些年来已有众多的 MoA分析方法被建立 

和应用 。删。 

2．5 RNA干扰和 eDNA 过表达 

RNA干扰㈣和 cDNA过表达川技术的应用使 

我们得以以“loSS of fuction”和“gain of function” 

的遗传学手段来研究化合物的 MoA，在药理学领域 

提出了化学遗传学(chemical genetic)的概念㈣，其目 

的是对化合物库中的小分子化合物进行筛查来研究 

这些化合物对生物大分子和信号转导通路的影响， 

也是为了发现新的药物作用靶点。HCS能够 同时 

对基因表达变化和化合物处理所引起的细胞表型的 

微小改变做出响应，化学遗传学中通常采用 RNA 

干扰文库和化合物文库并行 HCS(parallel HCS) ， 

来探索两者细胞表型之间的关系。两种文库中筛选 

产生的细胞表型首先被聚类，在同一个聚类类别中， 

筛选出的化合物可能和这个类别下所沉默的基因导 

致相同的表型，因此可以认为这些化合物能够干扰 

该沉默基因原本的表达，从而找到潜在的药物靶标 

和生物标记物 。 

在生态毒理学领域，更多的应用是通过 RNA干 

扰和 cDNA过表达技术来构建基因低表达和过表达 

系统 ，HCS也能灵敏的检测到构建前后的表型差异。 

例如，尽管HepG2细胞被广泛的应用于肝毒性检测， 

但是多种 CYPs在这种细胞模型中表达量较低 ，不 

利于模拟体内肝脏的代谢功能，Tolosa等 利用cD— 

NA过表达技术在 HepG2细胞中过表达多个 CYPs， 

该细胞模型与原代肝细胞中 CYPs表达量相类似 ，因 

此显著提高了 HCS对肝毒性检测的灵敏度。 

3 展 望 

当前 HCS已发展到一个新 的阶段 ，性能 日益强 

大的设备拓展 了 HCS在生态毒理学的应用 ，但 HCS 

并不仅仅依赖于设备本身，更需要利用海量数据去 

回答亟待解决的生物学问题，因此数据库系统和数 

据挖掘 已成为了 HCS应用所要着力加强的地方。 

在面对从活体向离体毒性实验转换的过程中出 

现的新问题 ，一些新的生物学技术也应 当在 HCS中 

得到进一步的应用。例如三维细胞培养技术，因为 

尽管单层细胞培养具有众多优点，但是单层细胞不 

能很好的模拟细胞在体 内真实的生理状态 ，缺乏细 

胞间通讯机制 ，培养周期短且只适合单种细胞类 型 

细胞培养 。在药物毒理学领域 ，已有多项证据 表 

明了这种差异性对特定器官毒性评价时会产生不利 

影响 。例如曲伐沙星(trovafloxacin)在临床使用过 

程中首先被发现有很强的肝毒性 ，而在对人源肝 

细胞(hepatocyte)药物筛查期间并没有 明显 的毒性 

作用 ，最近的研究表明，可能是体内肝脏细胞与单 

层细胞培养模型间的差异造成的 。而三维细胞培 

养模型 能够部分弥补单层细胞培养模型的不足， 

模拟更真实的体内细胞生长环境。得益于 HCS设 

备性能的提高，利用 HCS基于三维培养细胞对化合 

物进行毒性评价也展开了探索性的研究【82 

HCS在生态毒理学 的应用仍然需要结合 其他 

学科 的发展 ，例如结合生物组学和计算毒理学的相 

关应用，来研究海量化合物的毒性作用机制。因为 

在当前化合物的毒性评价中，对其毒性作用机制的 

研究已越来越为重要，作用机制的研究能够提供从 

化合物暴露到毒性效应之间一系列有证据支持 的、 

具有因果关系的关键事件(key events)，从而提高评 

价效率，减少 由毒性资料外推 到人 的不确定 因 

素 ，来更好的对化合物的生产和使用展开监管。 

通讯作者简介：马梅(1967一)，女，博士，研究员，博士生导师， 

主要从事水生态毒理学研究。 
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