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走在药物发现前沿的高内涵药物筛选

陈　伟，王莉莉

（军事医学科学院毒物药物研究所，北京　１００８５０）

摘要：高内涵药物筛选已经成为药物发现领域的一个重要部分，在生物医药领域里的重要性日益

突显，其广泛应用必然会为药物发现带来新的希望与突破。高内涵药物筛选方法具有许多独特的

优势，它使得药物筛选更趋生物化。本文介绍了高内涵药物筛选的发展过程，及其当前和潜在的应

用领域，探讨了高内涵药物筛选与其他研发技术手段之间的关系，并就其在新药发现中的作用和前

景进行了阐述。

关键词：高内涵药物筛选；高通量药物筛选；药物发现；靶标评价

中图分类号：Ｒ９１４．２　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１０９７１（２００７）０３０２０４０４

　 收稿日期：２００６１０２６

　 作者简介：陈　伟，男，在读博士研究生，研究方向：新药筛选与

分子药理学，Ｅｍａｉｌ：ｗｅｉｃｈｅｎ４５＠１２６．ｃｏｍ

通讯作者：王莉莉，女，研究员，研究方向：新药筛选与分子药理

学，Ｔｅｌ：０１０６６８７４６０３，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｌｌ６３＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　高内涵药物筛选（ｈｉｇｈｃｏｎｔｅｎｔｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ＨＣＳ）
在药物研发后期的应用已有近１０年的历史。科技
的发展又推进ＨＣＳ应用到药物研发早期，包括高通
量药物筛选（ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ＨＴＳ）和先导
化合物优化。近来，图像分析和计算机技术的进步

以及系统细胞生物学的技术革新，又将ＨＣＳ的应用
拓展到药物靶标确证和包括ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）筛选
在内的基础生物学研究领域。当前，ＨＣＳ已应用于
靶标确证的早期研究，可以在更趋生物性环境下进

行靶标特性的研究。

１　ＨＣＳ的发展
ＨＣＳ是一个能够进行荧光显微成像和定量图

像分析的自动化平台。在２０世纪９０年代中期问世
之初，研究者们利用ＨＣＳ对固定在微孔板里的染色
细胞进行分析。对于细胞内的一些生物学变化，

ＨＣＳ可以在单细胞水平上进行分析，如蛋白磷酸
化、转位、丰度的改变，核内染色质构象改变的动态

监测。图像分析软件对所有这些分析都可进行实时

或样本采集后的定 量分析。Ｃｅｌｌｏｍｉｃｓ创造出 ＨＣＳ
一词，是在细胞进行定量分析过程中，用来区分荧光

显微技术和其他技术，如凋亡的逐级分析法

（ＴＵＮＥＬ法）、酶学分析法及运用报告基因分析间接
检测胞内信号转导的其他技术方法。

在早期临床前研究中，ＨＣＳ可使一些高难度和
关键性分析能够自动化，如化合物毒性特征指标，药

物处理后细胞内微核的检测。但由于费用昂贵，目

前ＨＣＳ主要局限应用于筛选后期的化合物特性分
析，尚不能高通量。然而，ＨＣＳ十分适合进行精细
和高劳动强度的细胞分析工作。它优于其他基于细

胞的分析方法之处在于可以对每个实验细胞进行筛

选，包括细胞的大小，形态和胞体或胞核的染色强

度，确定其是否符合分析条件并排除细胞碎屑人工

荧光的干扰。ＨＣＳ的另外一个巨大优势是具有广
阔的应用领域，如应用于基因表达、蛋白定位、Ｇ蛋
白偶联受体激活和一般的信号转导分析。

与其他技术比较而言，ＨＣＳ具有多项技术优
势，如选择细胞群体和监测细胞变化的能力，同时，

它也具有超出选择分析的应用模式。ＨＣＳ是个多
参数技术，可以组合运用多种不同的荧光标记，在一

个分析中进行２个或多个应答的检测。例如对３个
转录因子的分析可用于检测对刺激发生反应的不同

信号途径。但是，常用染料的荧光发射和激发波谱

的局限，以及细胞中固有蛋白水平限制了在单个实

验中只能同时应用３～４个通道。虽然存在这些局
限，但ＨＣＳ可以很容易在单次分析中合并初次和二
次检测结果。此外，在应用４种荧光标记物的基础
上可进行分布和动力学的定量测定，确定胞内成分

的重新定位和粒度大小；并可以整合多个检测指标
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来分析，如整合有关凋亡的检测标准（如染色质结

构、核仁结构和线粒体膜的完整性），对凋亡阶段和

类型进行评价。

２　ＨＣＳ在ＨＴＳ和先导物发现研究中的应用
ＨＣＳ显微平台和新的成像分析技术的提高促

进了ＨＣＳ在 ＨＴＳ和先导物筛选中的应用。Ｅｖｏｔｅｃ
的 ＯｐｅｒａＴＭ和 Ａｍｅｒｓｈａｍ的 ＩｎＣｅｌｌ３０００ＴＭＨＣＳ平台，
能够以支持筛选的速率收集数据，这为ＨＣＳ在ＨＴＳ

中的应用奠定了基础。ＨＴＳ分析要求高效稳定（即
良好的信噪比），操作简捷。

通过特定细胞系和细胞系内标志物鉴定试剂的

建立与确定，ＨＣＳ可以作为大型化合物库筛选的一
种方法。例如，稳定表达融合绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）
或加强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）的细胞系，在药物
靶标受到作用时，发生改变的蛋白功能及其定位可

由ＨＣＳ检测出。这些相关的 ＨＴＳ技术总结在表１
中。

表１　高通量筛选技术比较

技术名称 靶标特异？ 途径特异？
对非靶向反应

的整合性？
局限性

ＨＣＳ 是，仅当所检测化合物是

靶标底物时才会有特

异性激活

是，对信号途径激活发生

反应的转录因子和其他

蛋白可做为测试终点

是，毒副作用可以直接鉴

别出，可涉及其他路径

或靶标

数据信息量太大；特异性

试剂难以获得或无法满

足筛选需要

基于细胞的报告基因分

析

否，报告基因对影响该信

号途径中任何一步的

化合物都会发生反应

是 是 启动子经常被多条信号途

径激活（即使单个转录

因子）；假激活（如源于

染色质结构）

结合分析（包括荧光偏振

和近似亲和层析的体

外分析技术）

是，靶标直接筛选 否 否 整体毒性，透膜性能和其

他生物学行为不能直接

评价

　　ＨＴＳ后化合物的优化，通常指的是先导物的研
究，同时需要 ＨＣＳ分析工作增加，特别是对检测细
胞生物学相关事件的分析，如蛋白从胞膜到胞质的

转位、分化的原代神经细胞轴突生长等，这些为传统

化合物筛选带来了新的内涵。ＨＣＳ的优势在于它
能够以相当于体外分析的速率快捷地进行工作，确

定先导物的特性，获得一系列化合物的构效关系数

据。ＨＴＳ获得的化合物有效性和毒性等的生物信息
可以和其他分析中得到的靶标结合能力和亲脂性能

等数据进行便捷整合，进而得到比较完整的结果。

３　靶标确证中的 ＨＣＳ：生物学，ＲＮＡｉ和化学基因
组

３１　疾病发生机制的阐明对靶标的确证的推动
靶标确证是确定哪个靶标可以用小分子抑制剂

或生物药物调节的过程。其具有两方面的含义，即

在最相关、可行的模型上对某一生物学过程的特征

性描述和在较为容易操作的实验系统上进行的研

究。这种矛盾存在于各种疾病中，可以总结为：人类

疾病总是一个不同类型细胞间复杂相互作用的结

果，即某些功能失调细胞与受其影响的其他细胞或

有直接影响疾病过程的细胞之间的相互作用。这类

具有复杂基础的疾病包括间充质纤维细胞在肿瘤细

胞增殖中的作用，激活的巨噬细胞在风湿性关节炎

中的作用，神经胶质细胞在神经退行性疾病中的作

用。而靶标确证的难点在于将这些复杂的相互作用

在实验系统中模拟出来。并将这些研究应用到筛选

模型中，进而鉴定出针对该特定靶标的调节剂。筛

选工作不但要严格符合统计学要求，更应该尽可能

地模拟靶标的生物学特性。以往很多情况下很难做

到两者兼顾，现在ＨＣＳ所具有的靶标定量的细胞生
物学分析（如激酶底物的磷酸化）功能有效地改善

了过去的许多其他筛选策略的缺憾。

ＨＣＳ在靶标确证中的其他优势还包括：（１）能
够发展围绕细胞学终点的分析方法。这是 ＨＣＳ总
的目标，如前所述，许多疾病是在疾病细胞和周围环

境间异常相互作用的结果，反之亦然。ＨＣＳ能够分
析细胞结构的改变，因而能够研究细胞与细胞间接
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触所调节的生物学事件，这在其他分析模式中是不

可能的。（２）ＨＣＳ的单细胞分析，能够像流式细胞
仪获得数据一样，通过对数据进行分析，鉴定亚细胞

群的改变，直接追踪而无需预先分析，因此有可能会

得到一些有用的额外信息。

３２　ＲＮＡｉ在靶标确证研究中的作用
靶标确证有多种方法，其中 ＲＮＡｉ是应用最多

的方法之一。它选择性在 ｍＲＮＡ水平减少基因表
达，可在单次分析中快速筛选多个基因。这些候选

基因来源于转录研究或基因家族筛选，包括已知药

物靶标家族的大约７０００个基因。
起初，ＲＮＡｉ集中于单基因上，需进行大量确证

试验以保证所观察到的效应是由靶基因 ｍＲＮＡ或
蛋白的减少所致。由于靶标外其他基因所产生的一

些非特异性效应的存在，因此谨慎确证所得结果十

分必要。近年来，学者们就 ＲＮＡｉ特异性问题进行
了大量研究，通过序列设计已可能将引起靶向外效

应ｓｉＲＮＡ序列减低到最小化。尽管ＲＮＡｉ是高度可
变的，但是同时检测多基因的筛选可在一定程度上

避免这些问题。但值得注意的是 ＲＮＡｉ不一定会真
实地模拟小分子抑制剂，如在多功能复合体蛋白的

效应。因为在这种情况下，部分抑制该蛋白可以减

弱其功能，但如果完全去除该蛋白则将会影响该蛋

白复合体的全部功能。尽管 ＲＮＡｉ在靶标确证研究
中存在一定的不足，但仍然是靶标确证的一个重要

方法。

３３　ＨＣＳ和ＲＮＡｉ
ＨＣＳ和ＲＮＡｉ文库筛选均是应用广泛和有效的

靶标识别确证方法，两种方法结合运用ＨＣＳ可以对
ｓｉＲＮＡ处理或表达 ＲＮＡｉ构建体的细胞进行有效的
分析。在这种情况下 ＨＣＳ为传统的筛选增添了新
的内容。但ＨＣＳ和ＲＮＡｉ的有效整合也面临着一些
挑战。对于许多细胞而言，ＲＮＡｉ敲除效应远较化合
物处理结果更为复杂。此外，严密的统计分析（即

高的Ｚ评分）在ＲＮＡｉ库筛选中也较难实现，其原因
如下：（１）ＨＣＳ文库较 ＨＴＳ化合物库小（分别是
１０００～５０００个 ＲＮＡｉ和远大于 ５０万个化合物）；
（２）很多情况下所检测基因都已经显示出具有潜在
有效性；（３）许多 ＲＮＡｉ仅表现出部分敲除效应（表
达量降低大约４０％～７０％）。这些问题在多参数筛
选中被扩大化，因为这些因素使得单个参数（或分

析）命中率提高。因此，尽管初始命中率可能较高

但仍需大量筛选的确认。虽然运用ＨＣＳ的ＲＮＡｉ筛

选存在各种挑战，这种新颖的筛选方法已经获得了

大量有意义的结果。

３４　ＨＣＳ与化学基因组学
化学基因组学是一个已经采用 ＨＴＳ进行生物

学研究的新兴基础科学领域。其目的不是为了确定

治疗干预措施，而是要运用化学工具来研究诸如细

胞周期和分化的过程。其分析方法相当复杂（经常

是基于细胞的），因此，筛选的化合物不是很多

（１万～５万个化合物）。这些基于ＨＣＳ的化学基因
组筛选可以在肿瘤细胞内鉴别发现ＦＯＸＯ转录因子
功能和有丝分裂的化学抑制剂。

４　ＨＣＳ在临床的应用
在诸如生物标记研究之类的临床治疗学发展中

ＨＣＳ也可发挥一定的作用吗？生物标志物的测定
是临床上评价一种疗法的有效性和毒性的方法。在

实验室诊断分析（通常为酶联免疫吸附分析）中对

其进行测定。而基于图像的生物标志物的检测具有

直接反映新疗法效果的优势。许多这样的生物标志

物涉及到组织，尤其是肿瘤组织，以便肿瘤本身成

像。目前，肿瘤代谢、缺氧和其他表型特征成像或器

官功能也被列入考虑范围。除了在诊断中运用

ＨＣＳ，它还可以用来做代谢分析，尤其是活体组织样
本上。临床前ＨＣＳ分析可以评定在细胞或诸如３Ｄ
类培养系统的复杂细胞模型上治疗的有效性，也可

以作为生物标志物。尽管有效生物标志物的好处很

多，但在实际工作中却存在一定困难，因为这涉及到

医疗和病人在内的很多问题。尤其在临床应用中需

要明确的指导方案，包括诸如样本的收集和处理等。

总之，ＨＣＳ在临床上的应用会为疾病的治疗带来新
的希望，同时也会带来相关的问题，这些问题的解决

只有待实验科学家和临床医生都熟练掌握生物标志

物从临床前到临床实践的应用过程后才可能实现。

５　推动ＨＣＳ拓展的关键因素
ＨＣＳ的发展有赖于可检测靶标数量的增加和

对图像数据信息处理能力的提升。推动 ＨＣＳ发展
的几个重要因素如下。

５１　特异性蛋白和细胞成分的标记抗体及其他试
剂

ＨＣＳ的运用与特异蛋白或细胞结构的识别能
力直接相关。在ＲＮＡｉ和小分子筛选中有效运用了
一些简单染料，如 ＤＮＡ染色的４′，６二氨基２苯基
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吲哚（ＤＡＰＩ）。蛋白特异性标记试剂的开发为 ＨＣＳ
应用于日益更新和复杂的生物体系中的靶标确证起

到了巨大的推进作用。最近，一些用于蛋白杂交、免

疫组化和流式细胞仪的试剂及日益增多的抗体都被

成功开发特化用于细胞学研究。

目前，简单抗体和细胞蛋白的直接标记方法有

了长足的提高，这对于在三通道和四通道试验中多

重抗体的使用极为重要。量子光点发射光谱范围

窄，在标记细胞表面蛋白方面逐渐引起了人们的兴

趣。然而因其粒子远较其他染料大，现实中很难应

用。针对Ｇ蛋白偶联受体（ＧＰＣＲ）开发的含有 ＧＦＰ
的融合蛋白，转位输出蛋白或以细胞周期依赖方式

而转位和降解的细胞周期蛋白，还有诸如 ＨａｌｏＴａｇ
ｓＴＭ（Ｐｒｏｍｅｇａ）和ＳｍａｐＴａｇｓ（Ｐｉｅｒｃｅ）等相关策略都是
ＨＣＳ的强而有效的技术手段。采用这些技术开发
的产品在 ＨＴＳ中都表现良好。将这些方法应用到
靶标评价中可能会为寻找到新靶标特异性抗体提供

一个更好的选择。此外，超过四通道的成像能力将

大大增加ＨＣＳ的复杂性和分析能力。
５２　更快更灵活的成像分析模式

图像分析应用能力的不断提高，使得针对小分

子治疗药物的筛选和精确的生物学研究成为可能。

已经用于基因功能研究、化合物筛选和药物特性评

价中的复合细胞事件筛选需要强大的运算模式。这

些手段十分新颖，也拓展了运用图像数据筛选特异

性反应的能力。然而，细胞学筛选中的一些问题，如

双核细胞的出现，ＨＣＳ的检测限度，真正 ＨＴＳ水平
的细胞分析筛选，都依赖于图像数据处理能力的有

效提高。

基于大量细胞学特征，研究者进一步拓展图像

分析和一般细胞生物学筛选策略的应用，得到了大

量的数据。图像分析应用使得这些筛选包括细胞图

像，一个公开资源的图像分析平台，定制图像分析软

件和Ｃｅｌｌｏｍｉｃｓ的ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙＥｘｐｌｏｒｅｒ成为可能。筛
选所产生的大量数据可通过一种常用的处理方法，

即与转录资料数据相类似的处理方法进行探索。细

胞学数据如肌动蛋白纤维密度和核大小都是高度

复杂的。如果没有研究所用生物系统的检测有效性

知识为基础，想要标准化或比较这些细胞学特征是

十分困难的。

５３　针对数据管理问题的多种解决方案
ＨＣＳ是一个数据信息密集的技术。一个由４～

６人组成的研究小组，通过检测每孔（２０倍镜下９６
孔板，每孔可采８０个点）细胞的多个点，一年内可
生成４太拉字节（Ｔｂ）数据。ＨＴＳ每周能够生成
０２５Ｔｂ数据，而活细胞的高分辨率研究每天能够
生成０５Ｔｂ数据。研究者必须能够回顾数据，并能
够在不同地点应用不同的分析软件、运算方法，修改

并重新分析图像，或是调用图像核实确认数据分析。

这就需求超出固定配置的应用软件，这对ＨＣＳ的数
据管理是一个新的挑战。

除研究者自己需求外，保存并管理好大量的历

史数据资料是必要的。对于药物研究来说，从药物

筛选的早期开始就需要保留那些需要递呈给 ＦＤＡ
的化合物数据。这意味着可能需要按照 ＦＤＡ服从
标准协议第１１部分第２１节，把临床前 ＨＣＳ数据也
保留备用。多数学术研究也一样，需要对原始数据

进行类似的管理和证明。对于那些高度复杂的数据

集合如转录资料数据来说已经制定了可依据的标

准；然而，相对于ＨＣＳ庞大的数据管理问题来说，这
也只能算是冰山一角而已。

６　结语
ＨＣＳ过去主要应用于高度特异的化合物特性

研究，目前已经广泛应用于临床前药物研究的各个

阶段，其能够成功完成从前不能进行的定量细胞生

物学研究。虽然 ＨＣＳ仍存在一些技术限制，如速
度、灵敏度和信息挖掘等问题。但 ＨＣＳ前景广阔，
可以用来解决药物发现过程中的一些重大问题，包

括靶标特异性作用及化合物毒性的区分、新抑制剂

筛选及使基因研究超越一般的应答反应。可预见

ＨＣＳ将会成为药物与基因分类的新技术手段，比如
细胞学谱，这是对药物研究具有直接意义的系统生

物学的一个实体展现。
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