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摘 要：高内涵分析技术结合自动化显微镜和定量图像分析，以可视化的方式对体外模型进行多参数分析，具有

高通量、高效、快速、多靶标的优点，现已被应用于体外毒理学研究领域。食品毒理学作为毒理学分支，在保障食品

安全和人类生命健康方面起到重要作用。传统实验已难以满足当前急剧增长的食品中风险物质安全评价的需求，

高内涵分析技术为其提供了精准、高效的技术手段。本文回顾了近年来高内涵分析技术在食品毒理学领域的应

用，以期为食品安全评估方法及技术创新提供参考。
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Application of high-content analysis in food toxicology
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Abstract： High content analysis combines automated microscopy and quantitative image analysis to visualize in vitro 
models for multi-parameter analysis， which has the advantages of high efficiency， rapidity and multi-targeting， and it has 
been applied in the field of in vitro toxicology research.  Food toxicology， as a branch of toxicology， plays an important role 
in safeguarding food safety and human health.  Traditional experiments can hardly meet the current rapidly increasing 
demand for safety evaluation of various food-related risk substances， for which high content analysis provides an efficient 
technical approach.  Recent applications of high content analysis in the field of food toxicology would be reviewed in this 
article， in order to provide reference for food safety assessment methods and technological innovation.
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近年来，随着物质生活水平的不断提高和食品

行业的快速发展，新型食品层出不穷，与此同时，食

品安全事件也频频发生，引起了全社会对食品安全

问题的极大关注。我国《食品安全法》明确规定，对

于食品、食品添加剂、食品相关产品中生物性、化学

性和物理性危害因素需进行风险评估，以确保食品

安全［1-2］。传统动物实验存在耗时长、成本高、通量

低及动物伦理困境等缺点，无法满足复杂样品的快

速检测需求。在此背景下，欧美等国家开展了新的

毒理学评价策略研究，我国近年也不断发展体外替

代法、计算生物信息学、高通量测试等技术并将其应

用于食品毒理学的风险评估中，以期与国际接轨［2］。

其中，高内涵分析技术（High content analysis，HCA）
作为体外高通量筛选的主要手段之一将显微镜技

术与图像分析相结合，极大地推动了体外毒性测试

的发展。HCA 所具有的高通量、多靶标、标准化、可

视化与定量化等优势能够弥补现有体外技术在通

量及单靶点等方面的不足［3］。相比于在药物开发等

领域的广泛应用，HCA 在食品毒理学中应用尚且较

少，本文将对近年来 HCA 在食品毒理学方面的应

用进行综述。

1　高内涵分析技术

HCA 是一种基于分子生物技术，利用显微成像

及自动化图像分析，对细胞进行多靶点表型筛选的

综述
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技术［3-4］。HCA 利用荧光染料的特异性和灵敏性，

在维持细胞结构与功能完整的基础上，通过对细胞

不同结构进行荧光染色标记，获取包括细胞数量、

荧光强度、细胞形态学及纹理学、空间分布及动力

学特征等细胞表型的定量成像数据，经专业的图像

处理软件进行识别、统计、分析得到生物学特性数

据，从而检测待测物对于细胞形态、生长、凋亡、代

谢途径等的影响［5-8］（图 1）。与传统单靶点体外检

测相比，HCA 在单次实验获得的多维细胞生理信

息，为细胞的复杂机理和靶点的相互作用提供证

据，为进一步机制研究提供线索。HCA 常见荧光染

料见表 1。

2　HCA在食品毒理学中的应用

高内涵分析技术的高通量、低成本、高灵敏性、

多靶点以及对人为偏差的消除使得其在化学品毒

性评估中具有广阔的应用前景。在食品毒理学领

域，高内涵已应用于食品添加剂、药食同源物质、天

然毒素和食品污染物的毒性筛查和毒性作用机制

分析，相关应用可见表 2。
2. 1　肝毒性

肝脏在化学品的清除及生物转化中起核心作

用，是最主要的毒性靶点之一［7］。传统的肝毒性检

测方法通常利用动物模型或体外细胞模型测试病

理组织或单个生化指标，在花费较高时间成本和经

济成本的同时，存在较高的假阴性或假阳性率，而

HCA 能够更敏感、更准确地探测单一物质的肝毒性

及混合物的联合肝毒性。

谷炎培等［9］以细胞活性、线粒体功能及细胞膜

完整性对食品添加剂山梨酸钾及赤藻糖酸钠的单

一毒性和联合暴露毒性进行评价，揭示了两者的协

同肝毒性作用，并发现 HCA 在细胞增殖毒性等方

面较 CCK8 法更具敏感性。QU 等［14］基于 HepG2 细

胞以细胞数量、膜通透性、线粒体膜电位、活性氧生

成量、胞内钙离子含量及 DNA 损伤作为表征指标

评估了 5 种合成色素（柠檬黄、日落黄、胭脂红、苋

菜红、诱惑红）和 2 种防腐剂（焦亚硫酸钠、亚硫酸

图 1　HCA 流程示意图

Figure 1　Process diagram of HCA
表 1　HCA 常见荧光染料

Table 1　Common fluorescent dyes used in HCA
染色部位

细胞核

细胞质

细胞膜

线粒体

DNA
溶酶体

荧光染料

Hoechst 33342、DAPI
PI、TOTO-3、Image-iT DEAD Green

CellROX、DCFH-DA
Fluo-4 AM

DIR
MitoTracker® Orange、TMRE、MitoTracker Red CMXRos、Rhodamine123

Mito SOX
MitoTracker Green、MitoTracker Red、Mitotracker deep red FM

HCS DNA damage kit
LysoTracker Green

表征指标

细胞数量、细胞核形态、微核实验

细胞活性

活性氧

细胞内钙离子

细胞膜完整性

线粒体膜电位

线粒体超氧化物

线粒体定位、线粒体质量

DNA 损伤

溶酶体活性
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钠）的肝毒性，发现均可引起浓度依赖性细胞毒性，

其中日落黄与亚硫酸钠共同暴露对肝毒性具有协

同作用。基于这一评价体系，QU 等［12］发现阿斯巴

甜和山梨酸钾在联合暴露时在活性氧生成、线粒体

功能障碍及 DNA 损伤程度方面均大于单一暴露。

MENEELY 等［20］聚焦细胞核及线粒体健康指标，对

伏马菌素 B1、黄曲霉素 B1 及微囊藻素的肝毒性进行

测定，结果发现尽管除黄曲霉素 B1 外，另外两种单

一毒素无细胞毒性效应，但是二元、三元混合物均

能引起不同程度的细胞损伤。上述研究表明，HCA
有利于发现混合物联合暴露的毒性，并且多维参数

指标的信息有助于对化学品的毒性作用机制展开

研究。

除以上常见表征指标外，FERRON 等［11］选择

Caspase-3 表 达 量 以 表 征 细 胞 凋 亡 程 度 ，同 时 以

γH2AX 表达量评估 DNA 损伤程度，对贝类体内 9 种

亲脂性藻毒素进行了肝毒性评价，鉴定出冈田酸、

鳍藻毒素、鳍藻毒素-2 及扇贝毒素 PTX-2 这 4 种高

细胞毒性毒素。PAINI 等［16］利用 HCA 获得体外数

据构建虚拟细胞模型，结合 DNA 加合物形成和代谢

途径信息，将体内与体外暴露相联系，优化了一套雌

二醇诱导的肝毒性预测动力学模型（Physiologically-

based kinetic，PBK），实现了从体外数据对体内影响

的推导预测。

相比传统 2D 细胞，3D 细胞及类器官更能够模

拟体内真实的生理状态，形态和结构是此类模型监

测的关键指标，HCA 的成像技术及自动化图像数据

处理能对形态特征变化进行高通量的分析，因此，

HCA 在 3D 细胞模型及类器官的载体上具有显著优

势。SIRENKO 等［22］从人诱导多能干细胞（Induced 
pluripotent stem cell，iPSC）中生成 3D 肝球体，用球

形体积、形态、细胞分布、活力标记强度等来表征复

合毒性，完成了包含常见食品污染物黄曲霉毒素

B1、G1 及 T2 毒素在内的 48 种化学品的系统性检验。

同时比较二维和三维培养，发现 3D 模型更适宜联

合 HCA 进行体外肝毒性评价［22］。在此基础上，有

团队采用低吸附法构建了 3D HepaRG 模型，检测线

粒体健康状态以对天然毒素蓖麻毒素和相思子毒

素进行肝毒性检测，结果表明 3D 模型在线粒体相

关指标上具有更高敏感度及准确性［19］。

2. 2　肾毒性

肾脏作为代谢过程中主要的过滤器官，极易被

化学品损害，各种食品污染物、天然产物和环境污

染物以肾脏为毒性靶点时可能会引起急性肾功能

衰竭等损伤［34］。传统体外筛选通常选用细胞实验

与相关损伤蛋白靶点共同验证，方法繁杂，准确度

低，且不适用于大批量筛选。HCA 极大地提高了检

测效率，弥补了传统方法的不足。

表 2　HCA 在食品毒理学中的典型应用

Table 2　Typical applications of HCA in food toxicology
毒性类别

肝毒性

肾毒性

神经毒性

遗传毒性

测试物种类

食品污染物

药食同源

天然毒素

食品添加剂

食品污染物

药食同源

天然毒素

食品添加剂

食品污染物

食品农/兽残

食品污染物

天然毒素

测试物

伏马菌素 B1、微囊藻素、黄曲霉毒素 B1、G1 及 T2 毒素、

交链孢酚、白僵菌素、桔霉素、恩镰孢菌素 B、脱氧雪腐

镰刀菌烯醇、霉菌毒素、青霉酸、冈田酸、鳍藻毒素、鳍藻

毒素-2、扇贝毒素 PTX-2、虾夷扇贝毒素、螺环内脂毒素、

原多甲藻酸贝类毒素

吴茱萸次碱、生首乌、制首乌、绒毛诃子

蓖麻毒素、相思子毒素

柠檬黄、日落黄、胭脂红、苋菜红、诱惑红、焦亚硫酸钠、

亚硫酸钠、阿斯巴甜、山梨酸钾、赤藻糖酸钠

桔青霉素、赭曲霉素 A、斑蝥素

大黄、吴茱萸、泽泻

马兜铃酸 A、斑蝥素

糖精、山梨醇

赭曲霉素 A、苯并芘、邻苯二甲酸二甲酯、丙烯酰胺、

甲基汞

毒死蜱、鱼藤酮、地塞米松、七氯、毒菌酚、戊唑醇

苯并芘、黄曲霉素 B1

秋水仙碱

体外模型

HepG2
HepRG

3D 肝球体

HEK293
HK-2
SA7K
PTC

PC12
SH-SY5Y

hNPCs
GFP-标记

神经元

CHO
CHL
U2OS

BEAS-2B

评价终点

细胞数量及细胞核面积 [9,12-14,20]

细胞膜通透性 [14]

线粒体质量、膜电位 [13-14,16-17,19-20]

ROS[14-15,17,19,21]

细胞凋亡 [11,13-14,18,22]

DNA 损伤 [11-12,14]

胞内钙离子含量 [14-15]

溶酶体活性 [13]

GSH[15,21]

球形体积、形态、细胞分布 [21-22]

细胞存活率 [18,23-24]

细胞核面积、圆度 [18,24]

线粒体质量、膜电位 [18,23-24]

细胞凋亡 [23]

DNA 损伤 [25]

细胞活性 [26-27]

细胞增殖毒性 [28]

细胞核大小、形状 [27-28]

神经突起长度 [29-30]

神经元数量、活力 [29-30]

线粒体完整性及膜电位 [27,29]

微核发生率 [10,31]

细胞存活率 [10,32-33]

细胞核数量及形态 [31,33]

DNA 损伤 [33]

细胞周期干扰 [32]
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郭晓等［18］选择细胞存活率、核面积、核圆度、线

粒体质量及膜电位五个指标以环境污染物马兜铃

酸 A 作为阳性对照建立了一套以 HEK293 为基础

的肾毒性分析体系，通过对细胞核和线粒体的形态

和功能进行精确的分析，筛查了包括斑蝥素在内七

种中草药的潜在肾毒性。MA 等［24］选择相同指标以

评估 18 种中草药原料的肾毒性，检测效率显著提

高。另外，LI 等［23］利用原代肾小管上皮细胞和 HK-

2 细胞同样通过细胞活性及线粒体膜电位作为评价

终点对包含食品污染物桔青霉素的 35 种化学品进

行了肾毒性分析，结果具有更高准确性。

SU 等［25］使用 DAPI 和罗丹明鬼笔环肽分别标

记 DNA 及肌动蛋白细胞骨架，同时用全细胞染色

测量细胞形态特征，最后选择 γH2AX 和 RelA 作为

DNA 损伤反应标志物对人肾近端小管细胞进行多

维度肾毒性评估，从图像中提取 129 种定量表型特

征建立了肾毒性预测模型，评估并验证了桔青霉素

等 44 种化学品的肾毒性。结果表明，该方法在人

肾近端小管原代细胞上的毒性评估准确率约为

82%，在传代细胞上准确率为 89%，可被用来高效、

准确地筛选不同化学结构物质的潜在肾毒性，提高

了单体筛选效率及评价指标的全面性。

然而，体外细胞模型较难复制出肾小管的形态

和功能，iPSC 诱导分化的肾细胞及生物工程手段构

建的 3D 结构更具生理相关性，能够显著提高识别

和表征肾毒性物质的能力［35］。已有报告指出，利用

微流控芯片构建的人肾近端小管器官芯片能够模

拟肾脏近端小管的关键功能，该测试模型毒性评估

结果比细胞结果更接近体内反应［36-37］，虽然尚未有

研究将其实际运用于 HCA，但器官芯片的高敏感度

及可重复性使其成为提高评价全面性的潜力模型。

2. 3　神经毒性

神经毒性可导致大脑或周围神经系统暂时或

永久性的损害，已被发现是神经退行性疾病的主要

原因，如阿尔兹海默病等［6］。对于神经发育毒性和

神经毒性测试，传统方法采用形态学和神经胶质酸

性蛋白染色来对神经轴突的多个参数进行分别测

定［38］，HCA 有效克服了其中存在的人工误差，实现

了多种参数指标的同步检测，是大量评估潜在神经

毒性的一种可靠手段。

有研究通过 BrdU 标记细胞数占比以评价细胞

增殖毒性，对比了三种神经元细胞系 PC12、N1E-11
和 SH-SY5Y 作为神经毒性模型的敏感性 ，其中

PC12 对包括赭曲霉素 A 在内的 8 种化学品的增殖

抑制最为敏感［28］。周飞和常艳［26］通过检测细胞活

力和神经突起长度，对苯并芘、毒死蜱等 13 种化学

品的神经发育毒性进行了检定，结果显示该方法具

有高敏感性（87. 5%）及特异性（80%）。

MELINDA 等［27］在采用细胞数量、细胞核面积、

线粒体膜电位作为一般毒性评价终点外，选择 bIII 
Tubulin 及 pNF-H 表征神经毒性，将神经元特异性

终点如神经突数量、面积及长度、轴突损伤纳入表

征指标，对含常见兽药残留地塞米松在内的 36 种

化学品进行评估，将其与同样条件下 MTT、LDH 结

果进行比较，结果显示 HCA 能够高效识别神经毒

性，同时降低假阳性率。有团队使用钙黄绿素 AM
作为神经元特异性染料对神经元生长与分化进行

定量表征，检测神经元数量、活力、线粒体完整性和

膜电位等指标，建立了一套一步到位的体外神经毒

性评价体系，对食品污染物甲基汞等六种化学品进

行了潜在神经毒性评估［29］，与免疫染色法相比减少

了检测时间，并且降低了细胞干扰。LI 等［30］使用

GFP 直接标记神经元，通过总神经元长度、片段数

量和最大神经元长度来量化评估化学品对于神经

元的影响，实现了神经突生长的实时和定时成像，

取消中间洗涤步骤，提高速度的同时最小化了处理

差异。利用该方法，LI 等［30］高效评估了 84 种化学

品的神经毒性。HCA 显著提高了大批次神经毒性

筛查的效率及准确性。

此外，3D 神经球［39］和 3D 多巴胺能神经元模

型［40］已被开发用于评估神经突生长并用以预测神

经毒性，虽然这些新模型尚未用于食品毒理学，但

有望帮助提升体外神经毒性评价的全面性及敏

感性。

2. 4　遗传毒性

具有遗传毒性的化学品可导致 DNA 损伤并可

能诱导基因突变而增加肿瘤发生的风险［41］。体外

实验如微核实验和彗星实验等在评价化学品所致

DNA 损伤方面得到了广泛应用［42］，HCA 相较于传

统方法提供了一种更为高效、精准的遗传毒性评价

方法。

体外微核实验是评价化学品遗传毒性的重要

手段之一，通常利用影像学和数据采集技术对微核

率进行统计分析。周飞等［10］采用 HCA 建立的微核

高通量体系利用微核发生率及细胞存活率作为表

征指标评价了苯并芘、秋水仙碱等七种阳性物质，

预测准确率为 87. 5%。孙静秋等［31］采用体外微核

法和体外微核高内涵筛选法，分别检测了 5 种阳性

化学品及 4 种食品原料样品的微核细胞率，阳性结

果均与已知毒性完全一致。与传统方法相比，HCA
实现了微核自动识别及计数，缩短了检测时间，减

少了人工干扰因素，实验结果更为精准。
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GASPARRI 等［32］选择特性的细胞标志物染色

标记骨肉瘤 U2OS 细胞，以此评估细胞核形态、细胞

凋亡和组蛋白 H3 磷酸化等指标来检测化学品对细

胞周期的干扰作用，筛选出了细胞周期抑制剂，秋水

仙碱遗传毒性得到证实。此外，GARCIA-CANTON
等［33］通过检测细胞核形态和 DNA 损伤构建了一套

基于 HCA 的 γH2AX 检测方法，对已知遗传毒性化

学品如黄曲霉素 B1、秋水仙碱和非遗传毒性化学品

进行了毒性验证，结果显示出了高准确性，同时具

有 86%~92% 的敏感性和 80%~88% 的特异性。

虽然食品毒理学中应用 HCA 评价遗传毒性的

案例较少，但上述研究佐证了 HCA 相较于传统方

法的高效性及准确性，具有良好的应用前景。

3　总结与展望

美国国家研究委员会（National Research Council，
NRC）在 2007 年公布了 21 世纪毒性测试愿景与战

略计划（Toxicity testing in the 21st century：A vision 
and strategy，TT21C）［43］，提出毒性测试应由传统的

以整体动物为基础的体系转向基于细胞的体外测

试体系，并强化了毒性通路在毒性测试和风险评估

中的重要性。HCA 以细胞为单位通过多靶点标记

获得不同毒性终点的细胞群体的多维参数信息，通

过不同细胞群体的特征和靶点相互作用分析发现

毒性通路，是实现 TT21C 预期目标的有效手段。

目前，HCA 在药学研究领域较成熟，对食品毒

理学的应用有借鉴意义。由于食品中化学性危害

物的复杂性和膳食暴露的特殊性，使得食品毒理学

的研究有其自身的特点。食品中的危害物大多通

过膳食暴露进入人体，危害物大多剂量低但作用时

间长，且一般为联合暴露。因此食品毒理学亟须发

展长期低浓度暴露和联合暴露的评估方法，但现有

体外测试手段尚不完善。尽管 HCA 满足上述需求

的现有成熟模型较少，但 HCA 细胞多参数测定的

优势正好符合食品毒理学研究的要求。HCA 能够

敏感地发现低浓度暴露时的早期效应和联合暴露

时的特征性毒性表型，全面反映危害物的毒性特征

及潜在机制，相信随着 HCA 的筛选方法和分析模

型的不断完善，HCA 会成为食品毒理学领域里的有

效检测工具。

另一方面，虽然 HCA 在体外毒性评价技术领

域发展迅猛，但仍存在诸多挑战。首先，HCA 为确

保荧光特异性，染色数量有限且存在荧光标记的限

制；其次，现有的成熟模型有限，与体内毒性相一致

的证据仍不足；最后，大型图像数据集的分析处理

能力受硬件和算法限制，某些特定检测还需要较高

的生物信息学知识才能获得最佳分析。因此，HCA
在毒理学领域仍有较大发展空间。相信随着新方

法、新技术的发展，HCA 将在毒性筛选和机制分析

等方面发挥更大的作用。
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