
高内涵筛选在生命科学研究中的应用



高内涵筛选在生命科学研究中的应用

Joe M. Zock
赛默飞世尔科技公司 美国

摘要：过去的几十年来，成像作为一种基于细胞的检测模式，在现有的和正在开发的生物模型中，开启了一个测量“终点表型”

的全新世界。这些“高内涵”方法结合了多种细胞生理学的测量手段，不管它是来源于亚细胞组分、多细胞结构还是模式生物。

这样产生的多层面的数据可以帮助人们对很多复杂现象产生新的认知，这些现象可以包括细胞分化，也可以包括化合物药物学和

毒理学研究。我们查阅了日益增加的文献报道，了解其主要的应用领域，已发现了充足的证据表明这项科学技术正在对药物研发

和生命科学产生着实实在在的影响。

关键字：高内涵筛选；细胞信号通路；肿瘤学；神经生物学；体外毒理学；靶点鉴定；靶点验证；RNA干扰；干细胞

简介

高内涵筛选（High Content Screening， HCS）是自动化

显微成像技术与图像分析技术在药物研发及细胞生物学方面的

一个应用。这个技术已经从最初的一个有趣命题发展成为一种

有用的技术，并在最近十年中演变成为有价值的实用方法。这

篇综述旨在总结那些发表在同行审阅的期刊中，并使用HCS作

为一个主要研究方法的文章，试图让大家了解HCS在生命科学

的几个重要领域中的广泛应用。

可以想见，早期的研究论文着重于把HCS作为一种新技

术来发表。当这一技术得到广泛的接受和使用时，研究的侧重

点又回到了被研究的生物学问题，而HCS则成为一种工具，为

任何新化合物或新假设提供“支持性的生物学证据”。作者认

为，这种趋势是一项新技术被真正采纳的标志，也是HCS这项

技术被保留下来的有力证明。

有趣的是，虽然大多数使用HCS的论文可归类为细胞信号

通路、肿瘤学、神经生物学、体外毒理学及靶点验证（例如，

RNAi），然而越来越多的新近发表的文章则描述了HCS全新的

应用。在上述“标准”应用之外的领域，HCS技术已被广泛接

受，体现了这种技术的灵活性，可以扩展到其它可研究的生物学

过程，包括心脏衰竭［1］，间隙连接［2］，免疫抑制［3］，

骨质疏松［4］，吞噬作用［5］，自我吞噬作用［6］，中心粒

功能［7］，真菌致病机制［8］，视网膜修复［9］，生理节律

［10］，以及酵母筛查［11］等等，不一而足。

像其它新技术一样，HCS也被拿来与当前的技术实验方

法做比较。大多数情况下，HCS相比其它技术手段具有显著的

优势；或至少被认为是与现有技术互补的，可以提供更多的数

据来用于得出科学结论。例如，在最近将HCS与标准酶联免疫

吸附实验（ELISA）相比较的文章中，可以看到HCS可以从单

个细胞的水平来观察细胞内正在发生的事件，使得测量结果更

准确和可靠［12，13］。

Liu等解释了ELISA和HCS如何提供互补的结果，来帮助

作者确定受试化合物的复杂的药理学原理。文中提到：“很清

楚，神经微丝蛋白（NF）的ELISA结果是对神经细胞活性的评

估，…… 另一方面，Cellomics ArrayScan HCS平台，象本研

究中所展示的，旨在评估化合物促进神经突触生长的能力，…

…两种技术平台结合使用，能够帮助研究人员鉴定出具有多种

细胞活性的化合物，例如FK506”［14］。

Aglei等引证了使用HCS检测蛋白／蛋白相互作用的亚细

胞水平定位，这是HCS优于第二信使检测的一个方面。HCS

能够识别一个细胞培养孔内的某一特定细胞群，使得瞬时转染

能够被用于可靠的筛选研究，不再需要强制性地使用稳定转染

技术，因为基因的过度表达可以导致异常的生理学和毒理学变

化。“HCS实验提供了其它信息，这些信息不可能从荧光偏振

（FP）和报告基因实验中获得，例如蛋白／蛋白相互作用发

生的亚细胞定位。”在这种实验筛选策略下，与购买FP和报

告基因试剂的价格相比，HCS转位检测可以称得上是一种价格

低廉的实验方案[15]。

越来越多的困难实验正在被HCS所取代，这样做的好处

可能有：比现有方法的灵敏度更高，提高了通量，增加了安全

性，和/或降低了成本。Baniecki等人将HCS用于寻找抗疟新

药，他认为，“使用基于图像的DAPI恶性疟原虫生长实验，

我们可以检测到单个疟原虫；而使用DAPI恶性疟原虫生长实

验和[3H]标记的次黄嘌呤实验，96孔板上得到的读数结果显示

为：具有活力的疟原虫的比例为0.25%。两种手段的结果相比

较，HCS的灵敏度及可靠性都显著提高[16]。疾病控制中心的

Johnson等建立了一个快速的高通量牛痘病毒中和实验[17]，

此方法应用HCS来取代那些“费力的检测方法，尤其是当待检

样品数量很多时，需要48-72小时来等待空斑的形成，还需要

更多的时间来分析结果，结果很可能带有很大的主观性-因为

菌斑是手工计数的。”HCS检测的是带有GFP的病毒感染，

“因其生成数据的速度和可靠性，具有取代空班减少中和滴度

的可能，而成为临床实验室进行中和检测的标准方法。在正痘

病毒爆发事件中，HCS的快速和高通量的特性已证明了它是非

常有价值的。

从历史角度看，HCS源自药物发现，使用此方法可检测

多个参数，同时又可检测单个细胞的特性，因此，该方法起初

被用做新型的复筛检测模式、选择性筛选和细胞毒性的特征描

绘。“高内涵”、“前后关联”和“具有相关性”等词语描述

了出自于当前的HCS平台的数据特点[18]，但是，理解这些数

据的价值和应用范围仅在近期的文献报道中才变得越来越多。

一个非常显著的例子是，Young等人在他们最近的文章中，将

HCS数据和配体-靶点预测相结合，探讨化合物的药理学机

制，非常精彩地表明了应用多层面的HCS数据是如何的强大

[19]。使用细胞周期排列作为模型，收集到了一系列的基于图

像的细胞学参数。实验选择的是带有36特征的亚集，选定了

六个参数（胞核大小、复制、有丝分裂、胞核形态、EdU纹理

和胞核椭圆度），用于对拥有6547个化合物的库进行了特征

性描绘。“根据反应参数，有活性的化合物被归为7个表型效

应的类别中。然后，我们探索了表型特征与活性化合物的结构

之间的关系，并预测了目标化合物的结构特征。这样所产生的

构效关系比仅用单一类型的数据所产生的结果要丰富得多，而

且，我们可以推断一些化合物的作用机制。”

HCS与细胞信号通路

在药物研发的过程中，理解环境诱发因素如何触发一个

特定的生物级联反应是找到有效治疗方法的关键。因此，细胞

信号通路是开发大多数特异性作用于靶点的药物的基础。在科

研领域，同样存在着这样的需求—研究新发现的蛋白是如何参

与到各种各样的信号通路的。因此，在同行评审的期刊中，常

常可以看到引用HCS的文章报道的是细胞信号转导的某些领

域，就不足为奇了。从十年前最初的HCS文章报道NFkB转位

[20]，许多信号分子的活性已被量化，包括STAT[21,22]，

wnd/fzd[23]，akt[24]，NFAT[25]，p38[26]，TGF-beta[27]

和Smad2/3[28,29]，这组成了包括从炎症反应[30]到G-蛋白

偶联受体[31-33]的信号通路网络。

HCS与肿瘤学

通过早期检测凋亡[34-38]和增殖[39-41]，HCS在肿瘤

研 究 领 域 找 到 了 最 初 的 立 足 点 。 接 着 ， 关 于 细 胞 周 期 

[42-44]，转化[45]和迁移[46-48]的实验随之而来。我们开发

了迁移实验算法和试剂盒，用来评价肿瘤转移的可能性

[49-51]。利用HCS能够看到单个细胞的应答，而不是“群体

的平均反应性”，这使我们能够更好地理解抗肿瘤化合物是怎

样对癌变细胞和正常细胞产生不同的作用的，而且，也能够帮

助我们确定肿瘤标志物的功能[52]。使用HCS所鉴定的抗肿瘤

化合物已经开始进入临床实验阶段[53]。

随着HCS技术的不断发展，它也逐渐出现在肿瘤研究的

其它领域。例如血管生成，现在已经成为一项常规操作，在微

孔板中，通过刺激内皮细胞，使其经历向生成血管的状态转化

[54,55]。许多细胞相互传递信号，一起协同工作，产生具有

特别功能的多细胞结构，这些多细胞结构各自具有不同的特

性，分别与不同的疾病状态相关联，在这一点上，血管生成做

为一个检测指标是非常令人兴奋的。刺激新血管生成，对于受

损器官或伤口而言，可能是有利的；而抑制新血管生成，对于

实体瘤或视网膜（湿型黄斑部变性）而言，则可能具有治疗作

用。这里的关键是要能够准确地捕捉、测量和显示这些表型，

这是需要通过对很多参数逐个检测才能得到的。在血管生成这

个例子中，能够测量血管的大小和形状、连结度、节点的个

数、血管中细胞的个数、甚至血管中细胞的靶点激活情况，可

帮助研究者辨别不同的化合物的活性。在肿瘤研究中使用HCS

的另一个热点领域是：通过定量检测细胞骨架的重排，特别是

微管的组装和解体，来评价化合物的抗肿瘤作用[56，57]。

NCI化学基因组研究所是充分应用HCS平台的一个非常好的

例子。他们建立和应用HCS检测方法进行了核点形成、细胞形

态改变以及蛋白转位的研究。“因为这种检测结果是在细胞水平

完成的，而不是一个板孔内的平均状况，信噪比非常高；本质

上，每一个板孔本身就是一套数据点”[58]。利用HCS，他们鉴

定出了新型细胞分裂调节剂以及其它几种涉及NFAT和FOX01a核

转位的调节因子，这是通过检测多种细胞运动模式来完成的，而

不是像研究经典抗有丝分裂化合物那样，仅粗略检测微管的破

裂。这里提到的经典的抗有丝分裂化合物，指的是secramine，

它是一种肌动蛋白多聚体的抑制剂，可减少肿瘤转移。

HCS与神经生物学

在HCS技术发展的最早期，我们就认识到了成像技术在

神经细胞形态的量化方面具有非常大的潜力，我们是最早开发

出产品来监测神经轴突生长的机构。多年来，根据许多进行神

经轴突生长刺激剂[59-62]和神经保护[63-65]研究的用户的反

馈，我们对算法进行了很多次的优化，使得结果中计算出的指

标在原代细胞和标准细胞系中都能够代表神经元和神经亚群体

的许多特性。

更令人激动的是，不管是对潜在的基本生物学原理的研

究、还是建立新模型、或是为了治疗干预而进行的药物分子筛

选，HCS在多种神经疾病状态的研究中已被广泛应用。这样的

例子包括Alzheimer氏病[66]，Parkinson氏病[67，68]，

Huntington氏病[69,70]，肌萎缩性侧索硬化[71]和脑肿瘤

[72]，每年都有更多的文章出现。

HCS与体外毒理学

某种程度上，所有的HCS检测方法都可以认为是“毒

性”分析，因为这些方法测量的是细胞对刺激的生理学应答，

不管这种刺激来自环境还是化学物质。从相对简单的即刻细胞

毒性检测，例如细胞计数及细胞圆度，到更为特异的细胞器健

康状态的检测[73，74]，HCS可以应用于多种情形，通常是作

为多参数检测，这种情况下，将多个指标进行交叉关联分析，

会帮助深入确定毒性状态。

很清楚，HCS已经在药物研发中细胞毒性分析领域确立

了坚实的地位[75]。然而，超越于直接检测细胞毒作用的应用

领域，即能够做到在细胞水平进行预测，来评估对于整个生物

体（例如我们人类）产生的下游毒性效应，这才是药物发现中

自动化成像领域的重要发展方向，因为能否在正确的时间获取

关键的数据，这种能力的不断增强就意味着上亿美元的得失。

最初的应用领域包括：采用微核诱导检测[77，78]来评估基因

毒性，检测肝脂肪沉积来评估是否患有磷脂质病[79]，以及发

育神经毒性[80]。展望未来，HCS技术在建立新型的毒性分析

模型[81]，包括使用模式生物如斑马鱼和线虫方面，还具有很

大的潜力。
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低廉的实验方案[15]。

越来越多的困难实验正在被HCS所取代，这样做的好处

可能有：比现有方法的灵敏度更高，提高了通量，增加了安全

性，和/或降低了成本。Baniecki等人将HCS用于寻找抗疟新

药，他认为，“使用基于图像的DAPI恶性疟原虫生长实验，

我们可以检测到单个疟原虫；而使用DAPI恶性疟原虫生长实

验和[3H]标记的次黄嘌呤实验，96孔板上得到的读数结果显示

为：具有活力的疟原虫的比例为0.25%。两种手段的结果相比

较，HCS的灵敏度及可靠性都显著提高[16]。疾病控制中心的

Johnson等建立了一个快速的高通量牛痘病毒中和实验[17]，

此方法应用HCS来取代那些“费力的检测方法，尤其是当待检

样品数量很多时，需要48-72小时来等待空斑的形成，还需要

更多的时间来分析结果，结果很可能带有很大的主观性-因为

菌斑是手工计数的。”HCS检测的是带有GFP的病毒感染，

“因其生成数据的速度和可靠性，具有取代空班减少中和滴度

的可能，而成为临床实验室进行中和检测的标准方法。在正痘

病毒爆发事件中，HCS的快速和高通量的特性已证明了它是非

常有价值的。

从历史角度看，HCS源自药物发现，使用此方法可检测

多个参数，同时又可检测单个细胞的特性，因此，该方法起初

被用做新型的复筛检测模式、选择性筛选和细胞毒性的特征描

绘。“高内涵”、“前后关联”和“具有相关性”等词语描述

了出自于当前的HCS平台的数据特点[18]，但是，理解这些数

据的价值和应用范围仅在近期的文献报道中才变得越来越多。

一个非常显著的例子是，Young等人在他们最近的文章中，将

HCS数据和配体-靶点预测相结合，探讨化合物的药理学机

制，非常精彩地表明了应用多层面的HCS数据是如何的强大

[19]。使用细胞周期排列作为模型，收集到了一系列的基于图

像的细胞学参数。实验选择的是带有36特征的亚集，选定了

六个参数（胞核大小、复制、有丝分裂、胞核形态、EdU纹理

和胞核椭圆度），用于对拥有6547个化合物的库进行了特征

性描绘。“根据反应参数，有活性的化合物被归为7个表型效

应的类别中。然后，我们探索了表型特征与活性化合物的结构

之间的关系，并预测了目标化合物的结构特征。这样所产生的

构效关系比仅用单一类型的数据所产生的结果要丰富得多，而

且，我们可以推断一些化合物的作用机制。”

HCS与细胞信号通路

在药物研发的过程中，理解环境诱发因素如何触发一个

特定的生物级联反应是找到有效治疗方法的关键。因此，细胞

信号通路是开发大多数特异性作用于靶点的药物的基础。在科

研领域，同样存在着这样的需求—研究新发现的蛋白是如何参

与到各种各样的信号通路的。因此，在同行评审的期刊中，常

常可以看到引用HCS的文章报道的是细胞信号转导的某些领

域，就不足为奇了。从十年前最初的HCS文章报道NFkB转位

[20]，许多信号分子的活性已被量化，包括STAT[21,22]，

wnd/fzd[23]，akt[24]，NFAT[25]，p38[26]，TGF-beta[27]

和Smad2/3[28,29]，这组成了包括从炎症反应[30]到G-蛋白

偶联受体[31-33]的信号通路网络。

HCS与肿瘤学

通过早期检测凋亡[34-38]和增殖[39-41]，HCS在肿瘤

研 究 领 域 找 到 了 最 初 的 立 足 点 。 接 着 ， 关 于 细 胞 周 期 

[42-44]，转化[45]和迁移[46-48]的实验随之而来。我们开发

了迁移实验算法和试剂盒，用来评价肿瘤转移的可能性

[49-51]。利用HCS能够看到单个细胞的应答，而不是“群体

的平均反应性”，这使我们能够更好地理解抗肿瘤化合物是怎

样对癌变细胞和正常细胞产生不同的作用的，而且，也能够帮

助我们确定肿瘤标志物的功能[52]。使用HCS所鉴定的抗肿瘤

化合物已经开始进入临床实验阶段[53]。

随着HCS技术的不断发展，它也逐渐出现在肿瘤研究的

其它领域。例如血管生成，现在已经成为一项常规操作，在微

孔板中，通过刺激内皮细胞，使其经历向生成血管的状态转化

[54,55]。许多细胞相互传递信号，一起协同工作，产生具有

特别功能的多细胞结构，这些多细胞结构各自具有不同的特

性，分别与不同的疾病状态相关联，在这一点上，血管生成做

为一个检测指标是非常令人兴奋的。刺激新血管生成，对于受

损器官或伤口而言，可能是有利的；而抑制新血管生成，对于

实体瘤或视网膜（湿型黄斑部变性）而言，则可能具有治疗作

用。这里的关键是要能够准确地捕捉、测量和显示这些表型，

这是需要通过对很多参数逐个检测才能得到的。在血管生成这

个例子中，能够测量血管的大小和形状、连结度、节点的个

数、血管中细胞的个数、甚至血管中细胞的靶点激活情况，可

帮助研究者辨别不同的化合物的活性。在肿瘤研究中使用HCS

的另一个热点领域是：通过定量检测细胞骨架的重排，特别是

微管的组装和解体，来评价化合物的抗肿瘤作用[56，57]。

NCI化学基因组研究所是充分应用HCS平台的一个非常好的

例子。他们建立和应用HCS检测方法进行了核点形成、细胞形

态改变以及蛋白转位的研究。“因为这种检测结果是在细胞水平

完成的，而不是一个板孔内的平均状况，信噪比非常高；本质

上，每一个板孔本身就是一套数据点”[58]。利用HCS，他们鉴

定出了新型细胞分裂调节剂以及其它几种涉及NFAT和FOX01a核

转位的调节因子，这是通过检测多种细胞运动模式来完成的，而

不是像研究经典抗有丝分裂化合物那样，仅粗略检测微管的破

裂。这里提到的经典的抗有丝分裂化合物，指的是secramine，

它是一种肌动蛋白多聚体的抑制剂，可减少肿瘤转移。

HCS与神经生物学

在HCS技术发展的最早期，我们就认识到了成像技术在

神经细胞形态的量化方面具有非常大的潜力，我们是最早开发

出产品来监测神经轴突生长的机构。多年来，根据许多进行神

经轴突生长刺激剂[59-62]和神经保护[63-65]研究的用户的反

馈，我们对算法进行了很多次的优化，使得结果中计算出的指

标在原代细胞和标准细胞系中都能够代表神经元和神经亚群体

的许多特性。

更令人激动的是，不管是对潜在的基本生物学原理的研

究、还是建立新模型、或是为了治疗干预而进行的药物分子筛

选，HCS在多种神经疾病状态的研究中已被广泛应用。这样的

例子包括Alzheimer氏病[66]，Parkinson氏病[67，68]，

Huntington氏病[69,70]，肌萎缩性侧索硬化[71]和脑肿瘤

[72]，每年都有更多的文章出现。

HCS与体外毒理学

某种程度上，所有的HCS检测方法都可以认为是“毒

性”分析，因为这些方法测量的是细胞对刺激的生理学应答，

不管这种刺激来自环境还是化学物质。从相对简单的即刻细胞

毒性检测，例如细胞计数及细胞圆度，到更为特异的细胞器健

康状态的检测[73，74]，HCS可以应用于多种情形，通常是作

为多参数检测，这种情况下，将多个指标进行交叉关联分析，

会帮助深入确定毒性状态。

很清楚，HCS已经在药物研发中细胞毒性分析领域确立

了坚实的地位[75]。然而，超越于直接检测细胞毒作用的应用

领域，即能够做到在细胞水平进行预测，来评估对于整个生物

体（例如我们人类）产生的下游毒性效应，这才是药物发现中

自动化成像领域的重要发展方向，因为能否在正确的时间获取

关键的数据，这种能力的不断增强就意味着上亿美元的得失。

最初的应用领域包括：采用微核诱导检测[77，78]来评估基因

毒性，检测肝脂肪沉积来评估是否患有磷脂质病[79]，以及发

育神经毒性[80]。展望未来，HCS技术在建立新型的毒性分析

模型[81]，包括使用模式生物如斑马鱼和线虫方面，还具有很

大的潜力。
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表1.HCS主要的应用领域及参考文献举例

应用领域 举例 参考文献
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P38
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凋亡

细胞膜通透性

细胞周期

移动／迁移

细胞骨架重排

神经轴突生长

转化

微核诱导

磷脂质病

神经毒性

细胞器健康

肝毒性

心脏衰竭

生物节律

免疫抑制

骨质疏松

真菌致病性

病毒中和

寄生物感染

血管生成

Alzheimer氏病

Parkinson氏病

Huntington氏病

肌萎缩性侧索硬化

shRNA干扰文库
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干细胞分化
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细胞生理学

体外毒理学

机体生理学

靶点验证

一个最令人兴奋的结果证明了多参数成像方法对于体外

毒性学研究在药物诱导的肝损伤领域中的潜力。这里，Xu等

对一系列的与肝毒性直接相关的表型建立了一个检测方案

[82]。“在检测300多种药物和化合物（其中包括许多可以导

致人类中罕见的肝毒性药物）时，使用我们的检测方案，检出

率达到50-60%，假阳性率非常低，仅为0-5%”。

在另一个肝毒性化合物的追溯调查中，O’Brien等[83]将

业内广泛使用的“标准7项”生化细胞毒性分析方法与一种4

通道多参数的HCS分析方法进行了比较。结果表明，与“标准

7项”生化分析中最佳组合项目相比较，HCS具有更高的灵敏

度（93%比<25%）和特异性（98%比~90%）。这些研究成

果在制药产业界得到了广泛证实[84]。

HCS与靶点验证

药物发现早期的靶点验证，以及大多数基础研究，都着

眼于寻找细胞生物学架构中的新成员，以及验证它们各种各样

的功能。在基础研究方面，靶点验证可以帮助理解细胞生物学

的全景；在药物发现方面，靶点验证为开发反应疾病状态的检

测分析方法提供了基础，从而可以找到阻止疾病状态的分子。

最终，这个领域的成功与否取决于相关性高的生物学模型及准

确的生理环境条件。相对较晚出现的技术是利用干细胞和

RNAi来产生细胞模型，这是一个对表型进行量化检测的绝佳

手段。不管是追踪一个正在分化的干细胞变成肌细胞群的发展

过程，还是评估敲除神经轴突细胞生长的增殖信号的结果，

HCS都可应用于其中。在最近的发表一篇基于RNAi筛选的综

述中，Perrimon评论到，“在RNAi HTS中也许最显著的进展

将会来自高内涵筛选。依赖细胞表型的HCS检测在RNAi HTS

中正在成为一种首选的方法，因为它们产生的数据集信息丰

富，原代细胞的使用提供了很多机会，能够在生物相关性比较

高的环境下，对细胞形态进行筛选”［85］。

Moffat等建立了一种基于高内涵成像的筛选方法，来鉴定

有丝分裂进程中所必须的基因，并针对5000种表达独特

shRNA、以1028个人类基因为靶点的慢病毒载体进行了筛选

［86］。这个筛选找到了大约100个（新型）增殖相关的候选

调控元件。类似的利用HCS筛选siRNA文库来监测表型参数的

研究项目也已经完成［87－90］。

在干细胞研究的前沿，HCS已被用于帮助鉴定与干细胞

自我更新［91，92］和分化［93］相关的调节系统，主要是

通过胚胎干细胞［94，95］或从成年人组织衍生出的细胞系

［96］中的多能性标记物（例如，Oct-4）进行量化检测。通

过使用多种分化状态的生物标记物，已经完成了对细胞命运的

下游追踪［97］。 Peerani等阐明了HCS具有可以提供细胞与

细胞的空间关系的独特能力，该研究揭示了人胚胎干细胞

（hESC）培养体系的异质微环境（小生态环境）对hESC的命

运产生了影响［98］。将细胞分化的诱导和抑制因子（通过

siRNA下调）的分泌局限化以后，通过检测niche的大小和细

胞组成，“我们率先发现了Smad1在空间信息整合、以及

niche大小相关的hESC自我更新和分化中的控制作用。”

未来的方向及展望

从上述引用的文献中，可以清楚地看到HCS已经超越了

“证明自身技术”的阶段，而正在进入“被广泛采用”的阶

段，随着用户需求的不断增加，将推动这项技术变得更加节约

成本、更易于使用，并且更加可靠。新试剂［99］和微环境

的开发，与自发荧光蛋白的持续应用［100］一起，将打开一

扇通往更多量化检测细胞行为的大门。着眼于HCS的生产力指

标，产生信息（分析前处理自动化，试剂盒，算法）和理解这

些信息（数据管理，数据可视化，数据挖掘）两方面都将成为

对检测平台的重要补充，使得HCS产生的常规数据成为生命科

学研究中支持决策的一部分证据。随着HCS从原来的主要应用

范围向大规模使用演化，技术开发将通过使用多细胞集群、组

织、器官和有机体向加强生物数据相关性迈进。另一个趋势

是：将细胞组学与基因组学、蛋白组学技术结合起来，将会提

供一个前所未有的细胞功能的蓝图。

由于许多国家正在提议减少动物实验，因此，在不远的

将来，HCS的前景是非常光明的[101,102]。现在，正是开发

细胞分析工具（诸如HCS）的最佳时机。作为一个从一开始就

参与开发此技术的人员，我可以诚实地说，由于一些“高产出

用户”的热情和贡献，HCS作为一个强大的工具，正在贡献它

的力量，帮助构建未来的“科学知识架构”。
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表1.HCS主要的应用领域及参考文献举例

应用领域 举例 参考文献

NFkB

STAT

Wnd/fzd

akt

NFAT

P38

TGF-beta

Smad2/3

GPCR

糖皮质激素受体

FOXO1a

酵母

增殖

磷酸化

吞噬作用

自噬作用

间隙连接诱导

线粒体健康

核形态

凋亡

细胞膜通透性

细胞周期

移动／迁移

细胞骨架重排

神经轴突生长

转化

微核诱导

磷脂质病

神经毒性

细胞器健康

肝毒性

心脏衰竭

生物节律

免疫抑制

骨质疏松

真菌致病性

病毒中和

寄生物感染

血管生成

Alzheimer氏病

Parkinson氏病

Huntington氏病

肌萎缩性侧索硬化

shRNA干扰文库

siRNA干扰文库

干细胞自我更新

干细胞分化

20

21,22

23

24

25,58

26

27,29

28,29

31-33,100

15

58

11

12，39－41 90

13

5

6

2

73，74，82－84

19，83，84，88

34－38，65

82－84

19，42－44，58，86，99

46－51

7，33，56，57

9，14，59－65，72，80

45

77，78

79

80

73，74，82，84

82－84

1

10

3

4

8

17

16

54，55

66

67，68

69，70

71

86

87－90

91，92，98

94－96，98

细胞信号
通路

细胞生理学

体外毒理学

机体生理学

靶点验证

一个最令人兴奋的结果证明了多参数成像方法对于体外

毒性学研究在药物诱导的肝损伤领域中的潜力。这里，Xu等

对一系列的与肝毒性直接相关的表型建立了一个检测方案

[82]。“在检测300多种药物和化合物（其中包括许多可以导

致人类中罕见的肝毒性药物）时，使用我们的检测方案，检出

率达到50-60%，假阳性率非常低，仅为0-5%”。

在另一个肝毒性化合物的追溯调查中，O’Brien等[83]将

业内广泛使用的“标准7项”生化细胞毒性分析方法与一种4

通道多参数的HCS分析方法进行了比较。结果表明，与“标准

7项”生化分析中最佳组合项目相比较，HCS具有更高的灵敏

度（93%比<25%）和特异性（98%比~90%）。这些研究成

果在制药产业界得到了广泛证实[84]。

HCS与靶点验证

药物发现早期的靶点验证，以及大多数基础研究，都着

眼于寻找细胞生物学架构中的新成员，以及验证它们各种各样

的功能。在基础研究方面，靶点验证可以帮助理解细胞生物学

的全景；在药物发现方面，靶点验证为开发反应疾病状态的检

测分析方法提供了基础，从而可以找到阻止疾病状态的分子。

最终，这个领域的成功与否取决于相关性高的生物学模型及准

确的生理环境条件。相对较晚出现的技术是利用干细胞和

RNAi来产生细胞模型，这是一个对表型进行量化检测的绝佳

手段。不管是追踪一个正在分化的干细胞变成肌细胞群的发展

过程，还是评估敲除神经轴突细胞生长的增殖信号的结果，

HCS都可应用于其中。在最近的发表一篇基于RNAi筛选的综

述中，Perrimon评论到，“在RNAi HTS中也许最显著的进展

将会来自高内涵筛选。依赖细胞表型的HCS检测在RNAi HTS

中正在成为一种首选的方法，因为它们产生的数据集信息丰

富，原代细胞的使用提供了很多机会，能够在生物相关性比较

高的环境下，对细胞形态进行筛选”［85］。

Moffat等建立了一种基于高内涵成像的筛选方法，来鉴定

有丝分裂进程中所必须的基因，并针对5000种表达独特

shRNA、以1028个人类基因为靶点的慢病毒载体进行了筛选

［86］。这个筛选找到了大约100个（新型）增殖相关的候选

调控元件。类似的利用HCS筛选siRNA文库来监测表型参数的

研究项目也已经完成［87－90］。

在干细胞研究的前沿，HCS已被用于帮助鉴定与干细胞

自我更新［91，92］和分化［93］相关的调节系统，主要是

通过胚胎干细胞［94，95］或从成年人组织衍生出的细胞系

［96］中的多能性标记物（例如，Oct-4）进行量化检测。通

过使用多种分化状态的生物标记物，已经完成了对细胞命运的

下游追踪［97］。 Peerani等阐明了HCS具有可以提供细胞与

细胞的空间关系的独特能力，该研究揭示了人胚胎干细胞

（hESC）培养体系的异质微环境（小生态环境）对hESC的命

运产生了影响［98］。将细胞分化的诱导和抑制因子（通过

siRNA下调）的分泌局限化以后，通过检测niche的大小和细

胞组成，“我们率先发现了Smad1在空间信息整合、以及

niche大小相关的hESC自我更新和分化中的控制作用。”

未来的方向及展望

从上述引用的文献中，可以清楚地看到HCS已经超越了

“证明自身技术”的阶段，而正在进入“被广泛采用”的阶

段，随着用户需求的不断增加，将推动这项技术变得更加节约

成本、更易于使用，并且更加可靠。新试剂［99］和微环境

的开发，与自发荧光蛋白的持续应用［100］一起，将打开一

扇通往更多量化检测细胞行为的大门。着眼于HCS的生产力指

标，产生信息（分析前处理自动化，试剂盒，算法）和理解这

些信息（数据管理，数据可视化，数据挖掘）两方面都将成为

对检测平台的重要补充，使得HCS产生的常规数据成为生命科

学研究中支持决策的一部分证据。随着HCS从原来的主要应用

范围向大规模使用演化，技术开发将通过使用多细胞集群、组

织、器官和有机体向加强生物数据相关性迈进。另一个趋势

是：将细胞组学与基因组学、蛋白组学技术结合起来，将会提

供一个前所未有的细胞功能的蓝图。

由于许多国家正在提议减少动物实验，因此，在不远的

将来，HCS的前景是非常光明的[101,102]。现在，正是开发

细胞分析工具（诸如HCS）的最佳时机。作为一个从一开始就

参与开发此技术的人员，我可以诚实地说，由于一些“高产出

用户”的热情和贡献，HCS作为一个强大的工具，正在贡献它

的力量，帮助构建未来的“科学知识架构”。
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