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前言

使用 Incucyte®进行细胞毒性定量分析

细胞毒性是一个通用术语，描述物质或环境变化对细胞健康的有害影响。细胞经毒性刺激处理后可能会损害代谢活性，抑制
细胞生长，或最终通过复杂的生物学途径（如细胞坏死或细胞凋亡）导致细胞死亡。不管机制如何，细胞毒性化合物通常会
损害细胞膜的完整性，细胞膜完整性一旦遭受不可逆的破坏，最终必定会造成细胞死亡。在细胞凋亡过程中，形态变化包括
伪足回缩、细胞体积减少（核固缩）、核碎裂（核碎裂）以及最终丧失质膜完整性 1。细胞坏死的形态变化特征包括细胞质肿
胀和质膜早期破裂 2。

可以通过体外细胞毒性分析方法预测组织特异性毒性或发现癌症治疗的 leads 并对其进行分类。多路复用高通量筛选
（HTS）细胞毒性分析法可测量各种不同的读数，用于评估早期药物开发中化合物的细胞毒性 3。借助 Incucyte® 细胞毒性
分析，可通过基于细胞的细胞毒性试验来评估早期研发阶段与医疗器械的生物相容性。此外，常用的细胞毒性分析涉及一系
列终点代谢活性检测，如膜破裂后乳酸脱氢酶（LDH）和谷胱甘肽（GSH）的释放、活性氧（ROS）的产生、细胞增殖和线
粒体膜电位的破坏。最后，一些细胞毒性分析涉及了膜完整性的测量，例如流式细胞术试验或荧光显微成像中碘化丙锭和其
他染料的使用 4。促成此类分析预测性质的关键因素除了化合物浓度，更重要的是化合物引发效应的时间 5。
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图 1
活细胞实时 Incucyte® 细胞毒性分析的原理示意图
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检测原理

尽管此类多路复用分析可以同时测量体外细胞毒性的多个指标，但其通常只评估单个时间点，无法评估长期的生物学活性。
为了动态测量细胞膜的完整性，开发了活细胞分析方法。然而，要灵活、准确地进行评估，需要优化技术和试剂。在本应用
说明中，我们描述了 Incucyte® 细胞毒性分析的实用性，包括免洗、即混即读试剂和基于图像的可动态定量细胞毒性的集成
分析工具。

Incucyte® 细 胞 毒 性 分 析 将 Incucyte® Cytotox 染 料 与
Incucyte® 活细胞分析系统相结合，根据细胞膜完整性，实
时测量细胞死亡（对药物或环境因素的反应）。Incucyte® 
Cytotox 染料是高灵敏性核酸染料。向正常健康的细胞中
加入 Incucyte® Cytotox 染料不会干扰细胞的生长或形态，
并且几乎不会产生内源荧光信号。一旦细胞变得不健康，
质膜完整性降低，Incucyte® Cytotox 染料就可进入细胞内，

在与脱氧核糖核酸（DNA）结合后引起荧光信号成百上千
倍地增加（图 1）。通过荧光标记的绿色、红色或近红外

（NIR）细 胞 核 来 实 时 识 别 和 定 量 死 亡 细 胞。使 用
Incucyte® 集成分析软件，可以在背景降至最低前提下，自
动定量荧光对象。此外，还可以通过 Incucyte® HD 相差图
像和影片提供的形态信息（例如，细胞骨架结构丧失、运
动能力丧失）来验证细胞死亡。

细胞核被染色表明细胞膜完整性丧失，这是细胞死亡的标志。细胞不可渗透性 DNA 染料 Incucyte® Cytotox 仅当细胞经过细胞毒性化合物处理后失去
膜完整性时，才对细胞核进行染色。 坏死性细胞死亡的标志包括细胞质肿胀和细胞膜完整性丧失。在使用 Incucyte® Cytotox 染料的情况下，活细胞不会被
染色，并且其生长不受干扰。

注：



贴壁细胞快速指南

非贴壁细胞快速指南

Adherent Cell Line Protocol Quick Guide

cytotox-protocol-quick-start

1. Seed cells 2. Prepare cytotoxicity
 reagent and treat cells

3. Live-cell imaging

Seed adherent cells (100 �L/well) into 
a 96-well plate.

Prepare the desired treatments
in medium containing Incucyte�

Cytotox Dye and add treatment.

Capture images every 2–3 hours
(20x or 10x) in the Incucyte�

Live-Cell Analysis System.

1. Coat plate 2. Prepare cytotoxicity 
 reagent and treatment

3. Seed cells and add
 treatment

Coat plate with a 0.01% 
poly-L-ornithine solution.

Dilute Incucyte� Cytotox 
Dye in media and prepare cell 
treatments.

Seed cells (100 �L/well) into 
the coated 96-well plate.  
Immediately add Incucyte�

Cytotox Dye ± treatments 
and triturate.

Capture images every 
2–3 hours (20 X or 10X) in the 
Incucyte� Live-Cell Analysis 
System.

3. Live-cell imaging

Non-Adherent Cell Line Protocol

 在含有 Incucyte® Cytotox 染料
的培养基中制备所需的处理液，
并添加处理液。

在 Incucyte® 活细胞分析系统中
每 2-3 小时（20X 或 10X）
采集一次图像。

1. 细胞接种 3. 活细胞成像
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Non-Adherent Cell Line Protocol

在培养板上包被 0.01%
聚 L- 鸟氨酸溶液。

在培养基中稀释 Incucyte® 
Cytotox 染料，并制备细胞
处理液。

将细胞（100 µL/well）接种
到 96 孔涂层板中。立即加入
Incucyte® Cytotox 染料
± 处理液。

 

在 Incucyte® 活细胞分析
系统中每 2-3 小时（20X
或 10X）采集一次图像。

1. 孔板包被 2. 制备细胞毒性试剂和处理液 3. 细胞接种，并添加处理液 4. 活细胞成像

图 2
贴壁或非贴壁细胞的 Incucyte® 细胞毒性分析方案快速指南
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材料和方法
如图 2 所示，可以使用简单的即混即读方案以高通量方式进行
Incucyte® 细胞毒性分析。这种高灵活性分析法适用于各种
细胞（包括贴壁细胞或非贴壁细胞），并且能够以非侵入方式
实时定量处理引起的细胞毒作用。此外，Incucyte® Cytotox 

染 料 可 与 Incucyte® 汇 合 度 指 标、或 搭 配 使 用 核 标 记 用
Incucyte® Nuclight 试剂、Incucyte® Annexin V 染料或 Incucyte® 

Caspase-3/7 染料，用于同时测量细胞增殖和细胞凋亡，
从而实现多重分析需求。

2. 制备细胞毒性染料
      并处理细胞

将贴壁细胞
（100 µL/well）接种在 96 孔板中。

这项简单方案利用 Incucyte® Cytotox 染料和 Incucyte® 活细胞分析系统，进行基于图像的细胞毒性荧光测量。注：
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图 3
使用 Incucyte® 活细胞分析系统实时可视化和定量非贴壁 Jurkat 细胞死亡 [ 对抗癌药物喜树碱（CMP）的反应 ]
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验证数据
细胞毒性定量

在使用 Incucyte® 细胞毒性 NIR 染料的情况下，用 3 μM CMP 处理 Jurkat 细胞（20,000 个细胞 / 孔）。在实验期间，每隔 2 小时以
20X 获取图像。显示了随时间推移（0-24 小时）获得的代表性相差明场和混合荧光图像（NIR 蓝色伪彩；顶行）和使用 Incucyte® 集成图
像分析工具生成的圈描（红色；底行）。观察 Incucyte® 细胞毒性 NIR 染料的核酸结合增加 [ 用 NIR Object Count 衡量（0 小时：8 
Objects/Image vs. 24 小时 ：556 Objects/Image）]。进一步，可将 Incucyte® Cytotox 染料的荧光信号与细胞死亡相关的形态变化关联起来。

注：

Incucyte® 活细胞分析系统搭配 Incucyte® Cytotox 染料有助
于细胞毒性可视化和定量。基于图像的集成分析软件在整个
分析过程中帮助自动分割核荧光，将荧光背景的影响降至最
低。图 3 说明了如何动态定量非贴壁淋巴母细胞白血病细胞
系 Jurkat 对抗癌药物喜树碱（CMP）的细胞毒性反应。在
使用 Incucyte® Cytotox NIR 染料的情况下，用 3 μM CMP
处理 Jurkat 细胞。所示为采集的相差和混合荧光图像（NIR
蓝色伪彩）和用于在处理后定量细胞毒性的荧光圈描（红色）。
在 24 小时内观察到 Cytotox NIR 染料的核酸结合增加。此外，

图像有助于将膜完整性与细胞毒性相关的形态学变化关联起
来，在 Jurkat 细胞死亡中观察到的特征性 “ 光晕 ” 效应证明
了这一点。

该方法可用于以高通量方式定量研究细胞毒性。为验证这一
点，我们使用了 Incucyte® 细胞毒性分析来检测 HT-1080 纤
维肉瘤细胞对四种不同化合物的细胞毒性反应。细胞接种后，
在使用 Incucyte® Cytotox 绿色染料的情况下，分别用上述
化合物（化合物以 2 被浓度梯度）加以处理。
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图 4
以高通量方式自动分析细胞毒性
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并使用配套软件分析了 Incucyte® Cytotox 绿色荧光信号的
存在和荧光对象的定量分析（图 4）。整板视图显示了 72 小
时内所有孔的荧光动态变化，观察到不同的处理液有不同的
特征（图 4A）。喜树碱（CMP）在所有测试浓度下均表现出
强细胞毒性效应，而顺铂（CIS）、星形孢菌素（SSP）和诺
考达唑（NOC）则表现出浓度依赖性效应。顺铂是一种已确
定可用于治疗各种癌症的化疗剂，其与 DNA 交联，激活
DNA 损伤途径，最终导致细胞凋亡 6，7。

图 4B 显示了 CIS 处理后，HT-1080 细胞动态细胞毒性反应，
定量曲线进一步表明了 48 小时的浓度依赖性效应。与顺铂
处理组相比，对照组几乎未观察到荧光增加（在 48 小时时，
对照组仅有 3.17 ± 0.83 Objects/Image，而 50 µM 顺铂处理
组有 214.93 ± 7.61 Objects/Image）。这些数据表明了 Incucyte®

细胞毒性分析在细胞毒性可视化和定量方面的作用，以及活
细胞分析如何适用于高通量药理学研究。

接种 HT-1080 纤维肉瘤（2,000 个细胞 / 孔），18 小时后，在使用 Incucyte® Cytotox 绿色染料的情况下，用四种化合物加以处理。（A）
Incucyte® 细胞毒性分析允许自动对 96/384 孔板的每个孔进行成像和分析，生成细胞毒性随时间而变化的微孔板读数。整板视图显示了处理后
72 小时内绿色荧光的动态变化及不同特征。（B）实时和剂量反应曲线显示了顺铂处理 48h 内（CIS；50–0.78 μM）对 HT-1080 细胞的浓度依
赖性细胞毒性效应（统计 Green Object Count）。数据表示为平均值 ± SEM，n=3。

注：
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分析单一化合物在多种癌细胞类型中的特征
喜树碱（CMP）是一种细胞毒性化合物，通常用作研究工具，
可通过抑制 DNA 酶拓扑异构酶 I（TOPO I），引发 S 期双链
断裂并触发凋亡程序，最终诱导细胞死亡 8。在一项药理学研
究中，CMP 用于证明 Incucyte® 细胞毒性分析的能力，以评估
三种不同癌细胞系 A549（人类肿瘤衍生肺腺癌）、SKOV3（人
类肿瘤衍生卵巢癌）和 MDA-MB-231（人类肿瘤衍生乳腺纤
维肉瘤）随时间推移的细胞毒性。每种细胞经过 1.25 μM 
CMP 或溶媒处理后，生成的相差和混荧光图像显示了 72 小
时内 CMP 诱导的细胞死亡相关的形态学变化和 Cytotox 荧

光变化（图 5A）。一段时间内对细胞毒性的定量结果表明，
CMP 对每种癌细胞系的作用强度不同，其中 A549 细胞显
示出最强的细胞毒性反应，而在 SKOV3 和 MDA-MB-231
中仅观察到少量荧光（图 5B）。72 小时的浓度 - 反应曲线以
及 EC50 值可进一步直观证明这一点（图 5C）。我们的实验
结果证实了 CMP 的已知细胞毒性作用，证明癌细胞系具有
不同的敏感性，为研究新型癌症疗法提供了一个强有力的活
细胞分析方法。

细胞接种（2,000 个细胞 / 孔），18 小时后，在使用 Incucyte® Cytotox 绿色染料的情况下，用一定浓度范围的喜树碱（CMP；10–0.16 μM）。
（A）相差和荧光图像（72 小时；20X）比较了三种癌细胞系（A549、SKOV3 和 MDA-MB-231）的 CMP（1.25 μM）处理细胞（上图）与溶媒处
理细胞（下图）的细胞毒性荧光和形态变化。（B）实时定量曲线显示了对 CMP 细胞毒性反应（用绿色对象计数衡量）的不同动态特征。（C）将数
据转换成浓度 - 反应曲线（72 小时）有助于比较各个细胞系的药理学。数据表示为平均值 ± SEM，n=3。

注：
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7

多重分析定量细胞增殖和细胞毒性
借助 Incucyte® 活细胞分析系统，可使用 Incucyte® Cytotox
染料 + 核标记用 Incucyte® Nuclight 试剂进行多重分析，以
便 同 时 测 量 细 胞 毒 性 和 增 殖。为 了 说 明 这 一 点，在 使 用
Incucyte® Cytotox 绿色染料的情况下，用连续稀释浓度的
CMP 处理了 Incucyte® Nuclight 红色 HT-1080 纤维肉瘤细
胞（图 6）。据随时间推移生成的代表性图像显示，CMP 处
理后，红色核荧光减少，Incucyte® Cytotox 绿色荧光增加。

使用 Incucyte® 配套分析软件圈描绿色荧光信号以定量细胞
死亡，圈描红色荧光核信号以监测细胞增殖。定量分析显
示，CMP 诱导了细胞增殖和细胞毒性之间的浓度依赖性反
比关系，得出的 IC50 和 EC50 值相似（分别为 0.11 μM 和
0.49 μM）。这些数据显示了该动态多参数方法应用于药物研
发中的化合物分类的潜力。

在使用 Incucyte® Cytotox 绿色染料的情况下，采用喜树碱（CMP；33.3–0.001 μM）处理用 Incucyte® Nuclight 红色慢病毒预标记的
HT-1080 纤维肉瘤细胞（5,000 个细胞 / 孔），以检测活细胞和死细胞随时间的变化。（A）图像显示，在加入 CMP（0.15 μM）后（0 小时 vs.43 小时），
Nuclight 红色信号减少，Cytotox 绿色荧光增加。（B）曲线下面积（AUC；0-48 h）的统计分析显示，在 48 小时内，增殖（红细胞计数）呈浓
度依赖性下降，细胞毒性（Cytotox 绿色对象计数）随之增加（IC50=0.11 µM，EC50=0.49 µM）。数据表示为平均值 ± SEM，n=3。

注：
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图 7
使用活细胞无标记计数和细胞毒性读数研究细胞亚群中的药物作用机制
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细胞毒性和细胞生长抑制处理作用的亚群分析
Incucyte® Cell-by-Cell 分析软件模块能够分割相差图像中的
单个细胞，并可提取与分割边界内的荧光相关的每个细胞的
指标。借助集成分析软件，可以基于荧光特征将细胞群体分类。
为了说明这一点，我们使用无标记计数（增殖）和 Cytotox
染料荧光分类（细胞毒性）研究了两种具有不同作用机制的
化合物对整个细胞群体的影响（图 7）。DNA 合成抑制剂喜
树碱（CMP）是一种细胞毒性化合物，据预测，其会诱导细
胞死亡。蛋白质合成抑制剂环己酰亚胺（CHX）是一种抑制
细胞生长的化合物，据预测，其能抑制细胞增殖而不影响细
胞活性。在使用 Incucyte® Cytoxtox 绿色染料的情况下，用
这两种化合物（10-0.004 μM）处理 HT-1080 纤维肉瘤细胞。
借助 Cell-by-Cell 分析软件，基于绿色荧光将细胞亚群分类。

每种化合物的代表性相差和荧光图像显示如何将细胞分为活
细胞或死细胞（显示死（绿色）细胞的圈描）。还显示了用
于识别死亡（绿色）群体的分类图。在 Incucyte® 软件中，
无标记计数和细胞毒性指数计算（用死亡细胞占细胞总数的
百分比表示）揭示了两种化合物对增殖和细胞毒性的不同作
用。我们发现 CMP 以浓度依赖性方式诱导 HT-1080 细胞死
亡，显示了细胞毒性的作用机制。相比之下，在统计学上没
有观察到 CHX 的细胞毒性诱导。但观察到明显的浓度依赖
性细胞增殖抑制，表明了细胞生长抑制的作用机制。总的来说，
这些数据显示了这种动态方法的潜力，可以深入了解药物诱
导的治疗效果，特别是基于细胞健康亚群研究其作用机制。

24小时 24 小时 ,1 μM

面积，µM2
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数
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在使用 Incucyte® Cytotox 绿色染料的情况下，用喜树碱（CMP；细胞毒性）或环己酰亚胺（CHX；抑制细胞生长）处理 HT-1080 纤维肉瘤细胞
（5,000 个细胞 / 孔）。相差和荧光图像说明了如何利用 Cell-by-Cell 分析来检测 24 小时的活 / 死细胞（显示死细胞的圈描）。用于识别绿色（死亡）
群体的分类图（第二列）、实时曲线图（第三列）和浓度 - 反应曲线（第四列）显示了细胞毒性和细胞生长抑制化合物的作用差异。数据表示为平均值
± SEM，n=3。

注：



Incucyte® Cytotox 染料 Incucyte® Annexin V 染料 Incucyte® Caspase-3/7 染料

细胞活性

细胞凋亡

2D 单层 + 多重分析

3D 单球

3D 多球 + 多重分析

荧光通道 红色、绿色、近红外 红色、绿色、橙色、近红外 红色、绿色、橙色*

*Incucyte® 代谢

表 1
用于活细胞成像和细胞健康分析的 Incucyte® 染料
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总结和展望
细胞死亡是一个动态过程，在许多治疗领域，如肿瘤学，
细胞毒性监测至关重要。将 Incucyte® 活细胞分析系统和
Incucyte® Cytotox 染料作为一种活细胞动态分析方法测量了
细 胞 毒 性，结 果 表 明 可 定 量、可 重 复 检 测 细 胞 渗 透 性

（细胞死亡的标志）。该方法还提供了在生理相关条件下同时
定量 + 监测形态学变化的能力。Incucyte® Cytotox 染料和
Incucyte® Nuclight 试剂或稳转细胞系有助于多重测量细胞
增殖和细胞毒性。

此外，Incucyte® Cell-by-Cell 分析软件能够基于荧光进行单
个细胞分割和分类，计算其他参数（如细胞毒性或凋亡指
数），并有助于评估药物对细胞群体的作用机制。总的来
说，Incucyte® 细胞毒性分析是一种强大且灵活的工具，它
适用于各种分析形式下的药理学研究（表 1），并有助于更深
入地了解细胞死亡的动态模式。

表格总结了经验证适用于 ‘在各类分析形式下使用 Incucyte® 活细胞分析系统研究细胞健康’ 的 Incucyte® 染料。注：
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