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摘　要： 体外细胞毒性评价作为传统动物模型毒性评价的替代方法正在得到越来越多的研究和应用，而其

向高通量阶段的迈进则为新毒物和新药物的检测与目的物的筛选提供了更加快捷、高效的手段。将对体外

细胞毒性评价常用细胞类型、体外细胞毒性评价的指标，及其检测技术方法的研究现状、进展和存在问题

进行阐述，希望能为相关的研究提供一定的参考。
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In vitro cytotoxicity evaluation in toxicology
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Abstract: In vitro cytotoxicity evaluation, as an alternative of traditional toxicity evaluation using animal models, 
has been widely studied and applied. The development of cell-based high-throughput detecting and screening assays 
will provide fast and efficient means for detecting new toxic substances and drugs and screening target ingredients. 
The current research status, scientific progress, and existing problems of commonly used cell types, different test 
indexes and methods for in vitro cytotoxicity assessments are reviewed, which will provide some reference for 
related research.
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毒性评价的传统方法主要是动物体内实验，通

过解剖检查、称量重量、计算脏器指数、血液生化

学检查及病理形态学检查等来发现受试物的器官毒

性，即利用啮齿类动物和非啮齿类动物进行不同时

间段的生物测定。虽然这种方法在评估化学物对人

类潜在危害的实际应用中发挥了重要的作用，但随

着科学技术的发展，其局限性也逐渐显露出来。细

胞试验正是在这一基础上发展起来的。近年来，体

外细胞毒性评价由于其周期短、成本低和作用机制

易于探明等优势得到快速的发展。目前在体外试验

很难监控全身生理效应的前提下，大多数试验都是

测定细胞水平的效应，即体外细胞毒性。在限定条

件下，可根据药物代谢动力学模型将体外细胞毒性

检测的结果外推并应用到体内研究中
[1]
。相对于复

杂的体内反应，所有体外细胞毒性试验都是简化了

的监测事件，但由于其经济、快速、易于量化和可

重复性好，且符合替代 (replacement)、减少 (reduction)
和优化 (refinement)，即 3R 的原则

[2]
，它不仅提高

了毒理学检测的效率，减少了动物的使用，而且

将会使基于人类细胞或细胞系的体外毒理学检测

途径的定量自动化高通量检测与筛选得到更广泛

的应用
[1]
。

随着社会科学技术的发展和人类需求的不断扩

大，新的药品、化学佐剂、食品添加剂、化工原料

以及环境污染物等化学物不断地被发现和制造出

来，并且要求快速得到实际的检测和应用，以满足

∙ 技术与应用 ∙
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人类的需求
[3]
。简单的检测评估与筛选手段已不能

满足这一需求，这就对检测评估技术和筛选方法提

出新的挑战。而融合多种新技术和新方法并应用简

便快速的体外试验对大量化学物进行检测与筛选的

高通量体外细胞毒性评价，恰好符合这一要求，并

且近年来高通量体外细胞毒性评价的快速发展使问

题正在得到逐步解决。目前，高通量细胞毒性评价

已成为毒理学和药理学等领域的研究热点，并且在

理论研究和实际应用中都发挥着重要的作用。因此，

本文对细胞毒性评价相关方面的发展及其最新的研

究现状进行介绍，希望能对相关领域的研究提供一

定的参考信息。

1　体外细胞毒性评价常用细胞类型

体外细胞毒性评价所用的细胞根据受试物的不

同而不同，但其基本原则是一致的，即能够尽量精

确地反映毒物毒性、易于培养、连续操作性强等。

在体外细胞毒性评价中，受试物多与高等生物，尤

其是与人密切相关。因此，体外细胞毒性评价常用

的细胞主要为直接来自人体组织的细胞，或与人类

亲缘关系较近的模式生物的细胞，常用的细胞株 / 系
类型见表 1，但在环境毒物体外细胞毒性评价中，

也常用到一些低等生物细胞，如酵母
[4]
、单细胞藻

类
[5]
等。

来源于正常组织的细胞是体外细胞毒性评价中

常用的细胞类型，其功能特点和结构特性使体外细

胞毒性评价更具针对性和明确性，更易于探明毒物

引起细胞损伤的作用机制。Shoham 等
[6]
利用来自

金色仓鼠胚胎的正常细胞测定刀豆蛋白 A (concan-
avalin A, ConA) 的细胞毒性，并将其与转化后的细

胞相比较，以研究 ConA 对体内肿瘤产生的抑制作

用。利用正常细胞可检测药物对生物体特定器官的

损伤作用。Jo 等
[7]
利用大鼠、小鼠、恒河猴和人

的肝细胞评估肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 (tumor 
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand, 
TRAIL) 诱导正常细胞凋亡的敏感性，结果显示

TRAIL 可诱导人正常肝细胞的凋亡，经 TRAIL 处

理 10 h，细胞凋亡和死亡比率达到 60% 以上，且

出现明显的细胞质收缩、caspases 活化和 DNA 片

段化等典型的凋亡特征，而其他几个物种的肝细胞

却没有出现以上现象。这些结果表明，细胞对

TRAIL 的敏感性存在种间差异，若将 TRAIL 应用

于人类癌症治疗，可能会出现肝毒性。来源于肿瘤

组织的细胞是体外细胞毒性评价中另一种常用的细

胞类型，它们可在体外培养条件下无限地增殖传代，

这使其在体外细胞毒性评价中得到广泛的应用。

Davoren等 [8]
利用A549细胞评估单壁碳纳米管 (single 

walled carbon nanotubes, SWCNT) 对肺细胞的细胞

毒性，从而评价其对人体的毒性，结果显示 SWCNT
对 A549 细胞的急性毒性非常低。Nakagawa 等

[9]

表1  体外细胞毒性评价中常用细胞株/系类型

来源 细胞株/系 形态学 起源 种属 年龄 倍性

来源于正常组织的有限细胞系 IMR-90	 成纤维细胞 肺 人 胚胎期 二倍体 
	 MRC-9	 成纤维细胞 肺 人 胚胎期 二倍体 
	 WI-38	 成纤维细胞 肺 人 胚胎期 二倍体 
	 MRC-5	 成纤维细胞 肺 人 胚胎期 二倍体

来源于正常组织的连续细胞系 MDCK	 上皮样细胞 肾 家犬 成年 非整倍体 
	 L929	 成纤维细胞 皮下/脂肪 小鼠 成年 非整倍体 
	 3T3-L1	 成纤维细胞 胚胎 Swiss小鼠 胚胎期 非整倍体 
	 CHO-K1	 成纤维细胞 卵巢 中国仓鼠 成年 二倍体 
	 COS	 成纤维细胞 肾 非洲绿猴 成年 非整倍体 
	 Vero	 上皮样细胞 肾 非洲绿猴 成年 非整倍体 
	 H9c2	 成肌细胞 心脏 大鼠 胚胎期 二倍体

来源于肿瘤组织的连续细胞系 A549	 上皮细胞 肺 人 成年 非整倍体 
	 Caco-2	 上皮细胞 结肠 人 成年 非整倍体 
	 Hela	 上皮细胞 子宫颈 人 成年 非整倍体 
	 HepG2	 上皮样细胞 肝细胞瘤 人 成年 非整倍体 
	 HL-60	 悬浮细胞 髓系白血病 人 成年 非整倍体 
	 MCF-7	 上皮细胞 乳腺癌胸膜 人 成年 非整倍体
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利用人乳腺癌 MCF-7 细胞检测二苯甲酮在细胞内

代谢及其代谢物对细胞的影响，结果表明二苯甲酮

可在细胞内代谢，并且其代谢物具有雌激素作用，

可刺激 MCF-7 细胞的增殖。此外，体外细胞毒性

评价中也常用到其他类型的细胞，如具有回复突变

性状的中国仓鼠肺细胞株 V79 被用于检测药物遗传

毒性，以评价其安全性；梨形四膜虫 (Tetrahymena 
pyriformis) 被用于环境遗传毒理学，以研究环境诱

变物等
[10]
。

2　体外细胞毒性评价的指标及其检测技术方法

体外细胞毒性评价指标一般是基于细胞的数量、

形态、结构及生理特征来评价细胞毒性变化特征的

指标，并针对不同的指标建立了不同的检测方法。

2.1　细胞水平

2.1.1　细胞生长抑制

细胞经受试物作用后，会出现因毒性作用而生

长抑制或死亡，或者因激活作用而增殖速率加快的

现象，这直接反映在细胞数量的变化上。检测细胞

数量，计算变化比率即可得出受试物对细胞的效应。

细胞数量可通过仪器检测绝对数量，计算细胞的增

殖或死亡率；也可通过化学试剂检测细胞活性，计

算细胞的激活或抑制率。活细胞计数仪可对受试细

胞群的活细胞进行计数，但应用较多的是化学比色

法，如 MTT 法
[11]

及类似原理的 WST-1 法
[12]
、CCK8 

法
[13]
、MTS 法

[14]
和 XTT 法

[15]
等，利用细胞线粒

体内的琥珀酸脱氢酶将检测试剂内的唑盐还原为甲

臜 (formazan)，甲臜的生成量与琥珀酸脱氢酶的活

性呈正相关，琥珀酸脱氢酶活性又反映了细胞活性，

因此，对甲臜溶液进行比色测定即可求得受试物对

细胞的激活或抑制率；结晶紫染色法
[12]

和中性红

染色法
[12]

等都是利用活细胞特定的生理条件 ( 局部

酸性 ) 以对其特定的部位 ( 细胞核和溶酶体 ) 进行

染色，从而达到对活细胞进行计数的目的，它们都

可测得受试细胞中活细胞的相对数量；而 ATP 检测

法
[11]

和磺酰罗丹明 B(sulforhodamine B, SRB) 检测

法
[16]

对细胞相对数量的测定则更加灵敏且可重复

性强。在这些细胞增殖测定方法的基础上，就可以

建立细胞增殖筛选模型，从而可从正或负相关性评

价受试物对细胞的效应。Wodnicka 等
[17]

基于对细

胞整体状况变化的检测，建立了一种新型的荧光 -
氧生物传感器技术平台，该技术适用于许多应用领

域的药物开发和检测，特别是基于细胞的检测，如

可用于检测细胞的活力、增殖和死亡，也适合于研

究细胞在增殖或毒性刺激时的动力学反应。

2.1.2　细胞膜完整性

细胞经毒物作用后，膜结构会受到破坏，出现

细胞膜完整性受损或渗漏现象。这一指标可通过外

源物的渗入或细胞内源物的渗出来检测。台盼蓝拒

染率检测
[11,18]

利用台盼蓝可透过受损细胞膜而无法

透过完整细胞膜的特点，对膜受损细胞进行染色，

从而通过镜检计算出细胞膜受损的比率。乳酸脱氢

酶漏出率检测
[19]

是利用胞浆乳酸脱氢酶可通过受

损细胞膜漏出的特点，通过检测细胞培养基中乳酸

脱氢酶的活性来评价细胞膜受损程度。而通过特定

的荧光物质与细胞膜或细胞内分子结合的荧光检测

法则具有更高的敏感性和稳定性。

2.1.3　细胞代谢活性

细胞代谢活性检测可从细胞的能量代谢、氧化

还原状态和生物大分子合成状态三个方面进行。细

胞能量代谢最直接的体现就是 ATP 的生成与消耗速

度，通过特异性试剂或专门的 ATP 检测试剂盒检测

细胞内 ATP 的状态和含量，即可得知细胞的能量代

谢状态
[20]
。细胞氧化还原状态多以细胞内还原性物

质或氧化产物的多少来衡量，如细胞内还原型谷胱

甘肽 (GSH) 含量
[21]
，脂质过氧化产物，如 4- 羟基

壬烯酸和丙二醛的生成量等。此外，细胞色素 P450 
(cytochrome P450, CYP450) 酶系对细胞内的脂质与

甾体激素的代谢中间产物以及药物与其他毒性化学

物等非生物物质的代谢起着重要作用，是药物代谢

与生物激活作用的主要酶类，约占到各种代谢反应

总数的 75%，是毒理学研究中毒物毒性的生物标志

物
[22]
。通过乙氧基异酚噁唑酮反应、Western blotting、

酶联免疫分析 (ELISA)、直接免疫荧光反应、单克

隆抗体技术等方法研究细胞内 CYP450，从而可对

受试物在细胞内的代谢进行评价。

2.2　亚细胞水平

细胞经毒物作用受损或死亡时，其内部则表现

为细胞器的损伤或病变，如能量中心 —— 线粒体

的损伤，溶酶体、内质网等细胞器的损伤。线粒体

的损伤常表现为膜电位的改变，这一改变可通过

JC-1[23]
、四甲基罗丹明甲酯和罗丹明 123[24]

等荧光

染料进行检测。这些荧光染料能根据线粒体膜电位

的不同而发出不同的荧光，通过荧光成像技术分析，

就可评估线粒体的受损程度。中性红可经胞膜内吞

而进入细胞，在溶酶体的酸性环境中会出现变色反

应，从而可用来检测溶酶体损伤；与其他检测方法
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联合应用，可用于区分不同的细胞毒性和细胞器损

伤
[25]
。荧光成像技术 (fluorescence imaging techno-

logy) 在细胞和亚细胞水平的检测和筛选中应用日

益广泛，它利用固定细胞或细胞器与荧光标记的抗

体、配体或核酸探针的结合进行检测，或利用活细

胞与荧光指示剂和生物传感器相结合的方法进行检

测
[26]
。该技术的出现促进了高内涵筛选 (high content 

scree-ning, HCS) 的发展
[27]
。然而，HCS 在诸如检

测敏感性和荧光探针对细胞活性的影响等方面仍有

许多有待解决的技术难题。因此，在开展 HCS 时

需谨慎选择荧光探针，这也是 HCS 成功的关键。

随着研究的不断深入，目前已经有多种新型荧光蛋

白被用于许多受试物的 HCS 中
[28] 。

2.3　离子通道水平

近年来，离子通道已经成为药物发现和筛选中

备受关注的研究目标，在各种不同疾病，尤其是在

中枢神经系统和心血管系统疾病的治疗中发挥着重

要的作用。而且，新化学药物对心脏离子通道活性

影响的评估已成为药物研发过程中重要的组成部

分，以评估其对心血管系统潜在的毒副作用
[29]
。近

年来，由于离子通道模型的细胞毒性评价具有灵敏、

简便，并可反映活细胞内离子通道活性的特点，离

子通道功能性离子的通量检测 (flux assays) 作为有

效的药物筛选手段正在受到越来越多的关注。在优

化的通量检测中，离子通道活性的改变更容易产生

可检测的放射性或非放射性离子流变化
[30]
。

2.4　受体水平

随着对受体研究的深入，许多高灵敏度检测技

术被应用于受体药物的筛选，这使得基于受体的药

物细胞毒性评价能够高效、快速地进行，从而推动

了药物筛选的发展。蛋白质家族结构信息的快速增

加，大众化可访问网络信息的增长，以及如何有效

应用筛选技术等都为这些新技术的发展做出了贡

献。然而，更好地理解蛋白质的流动性 (mobility) 却
是进一步改进检测与筛选技术的关键

[31]
。Schapira

等
[32]

对甲状腺激素受体 (thyroid hormone receptor, 
TR) 拮抗剂的结构多样性的研究表明，基于受体的

细胞毒性评价能用于检测和筛选不同的符合 TR 拮

抗作用结构规则的化学物质，同时还表明基于受体

的筛选与并行合成相耦合能显著加速先导物的优化

过程。但是，基于受体的细胞毒性评价也有其自身

的缺陷。与兼具结构 - 活性和结构 - 运输关系的传

统筛选相比，虽然它能够合理且高效地对数千种化

合物进行筛选，但这些被筛选出的目标物与目标受

体之间仅具有结构 - 活性的关系。若这样的药物用于

治疗，由于其膜通透性较差，就会被体内的血 - 脑屏

障阻滞于脑毛细血管内皮细胞外，从而失去意义。 
2.5　基因水平

基因水平的细胞毒性评价主要是基于报告基因

技术对受试物进行的检测和筛选。报告基因 (reporter 
gene) 筛选模型是利用转基因技术将目的基因与报

告基因嵌合后导入受体细胞，然后检测受试物作用

于这些细胞时基因的表达状况，以评价受试物对细

胞的影响并筛选出目标物。Durocher 等 [33]
通过研

究 G 蛋白偶联受体 (G-protein-coupled receptors, GPCRs)
在 HEK293-EBNA 细胞 ( 即 293E) 内的表达，建立

了一种对与 Gαs 和 Gαq 相偶联的 GPCRs 进行报告

基因检测的方法，并可适合于兴奋剂和拮抗剂的细

胞毒性评价。Goetz等 [34]
利用能够表达6×CRE (cAMP 

response elements) 荧光素酶的 CHO 细胞进行报告

基因检测，结果显示被表达的报告基因能对细胞内

cAMP 水平的改变做出反应，进而证明该细胞系可

用于药物筛选以及与 Gas 受体和 Gas 偶联的七次跨

膜受体相关的药理学分析。Nagy 等
[35]

利用稳定整

合了 TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) 和 AhR 
(aryl hydrocarbon receptor) 响应的增强型绿色荧光蛋

白 (enhanced green fluorescent protein, EGFP) 报告基因

的小鼠肝癌细胞系重组体 (H1G1.1c3)，在由 155 种

同源氨基酸和 12 090 种药物组成的化学品库中进行

筛选，仅用不到 7 d 的时间就筛选出了新型 AhR 激

动剂。而报告基因检测技术 (reporter gene detection 
technology) 是在报告基因筛选模型的基础上发展而

来的，用于高通量筛选的技术平台。随着新方法的

出现，报告基因技术向微型化发展，应用更加高效、

简便、快捷，如荧光素酶 (luciferase) 和 β2 半乳糖

苷酶报告基因系统，无需裂解分离就可直接在微孔

板内进行检测。活细胞应用较多的报告基因是 GFP
基因，无需其他底物和辅因子即可自发荧光且荧光

稳定，即使与其他蛋白嵌合也不影响其自身荧光特

性。GFP 及其变体作为报告基因可用于细胞水平的

蛋白质定位和转位、蛋白质的降解、蛋白质 - 蛋白

质的相互作用及细胞周期的实时动态研究，并可检

测目的基因表达的变化。常用的报告基因还有 β2
内酰胺酶，通过对荧光能量共振转移 (FRET) 底物

CCF4/AM 的水解，可用于定量检测，或作为核因

子调节指示蛋白用于受体功能的筛选
[36]
。
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3　结论与展望   

细胞毒性评价是从细胞类型的选择，到评价指

标的确定，进而选择适合的检测方法的过程。在这

一过程中，根据受试物的不同选择适合类型的细胞，

如检测大气颗粒物毒性常选择肺组织相关的细胞；

根据检测毒性的不同选择不同的评价指标，如检测

线粒体毒性常选择亚细胞水平的指标；不同的指标

又有不同的检测方法，如线粒体膜电位的改变可采

用流式细胞仪检测
[37]
，这一过程具有周期短、成本

低和作用机制易于探明等优点。细胞培养所需器材

和原料的成本与动物养殖相比较低廉，且不像动物

养殖那样需要大量的人力投入，相对地易于操作和

管理，节省人力物力。而且，细胞的结构和代谢途

径已相对清楚，通过现有检测技术就可探知药物在

细胞分子水平上的作用机制，如所参与的信号通路
[38]

等。虽然它有诸多优点，但也有其不足之处。由于

细胞毒性评价只是在体外单细胞水平上做出的毒性

评估，而受试动物相对于单个细胞要复杂得多，其

代谢、免疫等系统相互联系，即使单一毒物的测试

也面临不可预测的干扰。因此，没有生物整体水平

上代谢动力学的验证，就不能准确地推得体内环境

下经各系统作用后的整体毒性。 
高通量细胞毒性评价是在综合传统方法和新技

术的基础上，实现对受试物毒性的高效快速检测以

及对目标物的高通量、有目的的检测与筛选。离子

通道模型、受体模型和报告基因模型等筛选模型的

建立使细胞毒性评价更具针对性，从而利用不同模

型的靶点检测不同种类的目标毒物。针对不同的模

型又有不同的检测手段，荧光技术的应用大大提高

了细胞毒性评价的效率，增加了检测和筛选的通量。

虽然相对于传统方法，高通量细胞毒性评价大大提

高了细胞毒性检测和目标物筛选的效率，但其在检

测及筛选精度方面仍有需解决的问题，如假阴性和

假阳性现象，筛选目标物活性等就是其中常遇到的，

而 HCS 的出现使这些问题得到改善。高通量的细

胞毒性评价也需适合类型的细胞，一般要求健康、

稳定且丰富的细胞系，而干细胞恰恰具有这些优点，

因为其可分化为任何类型的细胞且保持原有基因

型，而且其来源不受限制，更重要的是干细胞可以

分化形成 3D 球状体，从而模拟体内模型进行检

测
[2,39]

。若能利用人工技术设计出一种多模型和多

靶点的新型细胞，那么它将能够同时对多种受试物

进行更加高效快速的多靶点检测与筛选。相信随着

新的技术与方法的不断出现，体外细胞毒性评价将

会更加高效、快速、成本低廉，检测与筛选的精度

更高，操作也会更简便，并且会不断向着微型化、

自动化、高效化、低廉化和微量化方向发展。
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