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针对细胞的光学成像分析

细胞结构与功能研究

以细胞为评价模型的研究

高内涵实验特点
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细胞结构与功能研究

清晰，快速

高内涵实验特点



Well

Row
Features or Variables

e.g. cell count; mean cell brightness

Positive Controls Negative Controls

Samples

以细胞为评价模型的研究

高内涵实验特点
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药物

基因

以细胞为评价模型的研究

高内涵实验细胞模型
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细胞模型—稳定高内涵实验细胞模型
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高内涵实验细胞模型 评价指标选择

研究对象
细胞模型

现象（表型） 机制（靶标）
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Find Nuclei

Find  Cells

Find  Cytoplasm

Find  Spots

Find Micronuclei

Find Texture Regions

Find Image Regions

Find Neurites

Select Cell Region

Select Region

Calc. Intensity

Calc. Morphology

Calc. Texture

Calc. Properties

Select  Population

a²+b

如何优化一个高内涵实验

利于数据分析



1.选择适合高内涵细胞系

细胞的贴壁性以及生长特性是影响后续成像和分析的重要因素。

充分重悬细胞，孔板包被



2.选择高内涵微孔板

选择合适的微孔板是成功高内涵实验的重要因素。

微孔板影响实验：

➢ 提供合适的细胞生长环
境

➢ 透光度良好

➢ 与镜头匹配



2.选择高内涵微孔板

微孔板底材质：常规微孔板底材质为玻璃，聚丙乙烯PE，烯烃CO

❑ TC-Treat PS板以及CO板都能够粘附蛋白，从而促进
细胞的贴壁。

❑ 有些PS板在UV的激发下会产生较强的自发荧光，而
CO板中的自发荧光会更少。

❑ 玻璃底板的透光度更好，但是不适合细胞培养，因此，
如使用一般需要进行包被。

Tips:对于绝大部分实验来说，建议使用TC-Treat PS或CO板，透明底，黑色板



2.选择高内涵微孔板

微孔板的厚度是影响透光性以及成像质量的重要因素。

❑ 为保证共聚焦图像效果，建议使用板
底厚度为110µm-200µm的微孔板，
可使用高数值孔径镜头以及水镜。

❑ 板底厚度在250µm以上的，需要长工
作距离镜头，并且需要调整矫正环。

❑ 不推荐板底厚度大于1mm的微孔板。

Tips:如需要观察共聚焦亚细胞结构或纹理分布，必须用推荐薄底板



CellCarrier Ultra ViewPlate Coster 3599 (Culture Plate)

595.6 752.2 1455.9

100 µl of PBS in the well. 

Channel: Alexa488,

Exposure time: 50 ms

背景信号值

2.选择高内涵微孔板

不同材质，不同厚度的细胞培养板的背景光不同



3.孔板包被

玻璃或塑料底孔板都可以通过包被不同的生物分子来提高细胞的
贴壁以及改善细胞的生长特性。

包被液 细胞类型

多聚赖（鸟）氨酸 适合绝大部分细胞

胶原蛋白I&IV
适合内皮，上皮，肌肉，肝

细胞

层黏蛋白
适合上皮细胞，白细胞，成

肌细胞，神经细胞

纤连蛋白 适合内皮细胞，成纤维细胞



4.实验铺板细胞量

合适的细胞密度
➢ 高细胞密度，能提高统计学分析的准确性
➢ 低细胞密度，能提高细胞软件识别分析的准确性

100%80%

❖ 细胞核染色有重叠
❖ 影响正常细胞形态
❖ 细胞状态不一致



合适的细胞密度
➢ 高细胞密度，能提高统计学分析的准确性
➢ 低细胞密度，能提高细胞软件识别分析的准确性

60%-80%可满足较好的统
计学分析以及软件识别要求

如无染核的分析方案，需降
低细胞量至40%-50%

4.实验铺板细胞量



铺板的细胞量需考量因素：

➢ 细胞生长速度
➢ 距离高内涵拍摄时间
➢ 细胞系类型
➢ 孔板类型

4.实验铺板细胞量



5.荧光类型选择

是否需要做活细胞

实验？

活细胞

是否需要荧光？

转染荧光蛋白

活细胞染料

活细胞摄入荧光材料

或颗粒

固定细胞

荧光处理？

已有转染蛋白

细胞染料

免疫荧光

无荧光标记检测



5.荧光类型选择

无标记检测模式特点

❑ 对细胞无干预，能最大限度保证细胞状态

❑ 近红外波长检测，最大限度降低光毒性和光损伤

❑ 特别适合长时间动态观察。

❑ 成本最小

无荧光标记检测

无标记模式无亚细胞结构信息



5.荧光类型选择

荧光染料

荧光蛋白

免疫荧光

优点：有活细胞和固定细胞染料选择，荧光强度
高，染色方式简单

缺点：活细胞长时间观察随着细胞分裂强度降低

优点：适合活细胞和固定细胞方案检测，特别适
合活细胞长时间观测

缺点：荧光强度相对较低，且荧光强度受细胞状
态影响，需要对细胞进行转基因干预

优点：荧光强度高，抗体选择多能够满足绝大部
分标志蛋白以及信号分子检测

缺点：免疫荧光步骤相对麻烦，标记效果受抗体
质量影响，不适合活细胞检测



5.荧光类型选择

荧光染料，免疫荧光抗体选择



5.荧光类型选择

多荧光检测需要考虑荧光搭配问题，从而防止荧光串扰问题。

选择合适的荧光搭配，需要了解激发和发射波谱

Tips: 高内涵检测多荧光不宜超过四个，
建议搭配DAPI,ALEX488,ALEX594,ALEX647



6.高内涵实验设计案例

案例一：检测药物对细胞增殖迁移影响

检测药物对细胞增殖迁移
影响

实验原理：细胞在增殖迁
移的过程中，细胞数目增
多，细胞运动的速度，运
动位移等会有变化

选择无标记模式，追踪细
胞增殖迁移

实验关键点：正确识别并
追踪细胞

1.细胞系是否合适，是否
需要包被

2.铺板细胞量

总检测时间以及间隔时间
点

正确识别细胞 准确动态追踪





6.高内涵实验设计案例

案例二：检测细胞自噬情况

检测药物,细菌等对细
胞自噬的影响

实验原理：细胞自噬
发生过程中，如LC3，
P62等标志性蛋白表达
情况改变

选择标记LC3或者P62，
并检测自噬小体个数
以及相关蛋白荧光强
度

实验关键点：如何标记自噬小体，如
何识别

1.是否需要活细胞

2.LC3-GFP-RFP活细胞，LC3,p62
免疫荧光（固定细胞）

3.放大倍数，细胞密度

1.如何选择评价指标

2.如何保持实验体系
稳定（自噬影响因素）



2626

高内涵检测指标

1.细胞群体

细胞群体面积 细胞群体数量
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高内涵检测指标

2.1 细胞数量

30 µ M FCCP

Control
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2.2 细胞及荧光形态

细胞及荧光面积 细胞及荧光形状：
圆度，轴向

高内涵检测指标
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高内涵检测对象

2.3 特殊细胞
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2.4细胞荧光信号强度变化，位置变化

30 µ M FCCP

Control

高内涵检测指标
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高内涵检测对象

2.5 细胞及荧光的纹理
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高内涵检测对象

2.6 细胞运动参数



Thank You!


