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高内涵的工作流程

1. 自动成像

2. 图像分析

3. 数据质控/结果评估
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Nuclei - Number of Objects Nuclei   
Cells - Number of Objects

Cells - Total Spot Area - Mean per Well
Cells - Relative Spot Intensity - Mean per 

Well
Cells - Number of Spots - Mean per Well

Cell Alexa 488 SER Edge 2 px
Cell Alexa 488 SER Ridge 2 px
Cell Alexa 488 SER Valley 2 px
Cell Alexa 488 SER Saddle 2 px
Cell Alexa 488 SER Bright 2 px
Cell Alexa 488 SER Dark 2 px

Cell Threshold Compactness 30% 
Cell Threshold Compactness 40% 
Cell Threshold Compactness 50% 
Cell Threshold Compactness 60% 

Cell Axial Small Length 
Cell Axial Length Ratio 

Cell Radial Mean 
Cell Radial Relative Deviation 

Cell Profile 1/5 
Cell Profile 2/5 
Cell Profile 3/5 
Cell Profile 4/5 
Cell Profile 5/5 

Spots - Number of Objects
Spots - Relative Spot  Intensity - Mean per 

Well
Spots - Corrected Spot  Intensity - Mean per 

Well
Spots - Uncorrected Spot  Peak Intensity -

Mean per Well
Spots - Spot Contrast - Mean per Well

Spots - Spot Background Intensity - Mean 
per Well

Spots - Spot Area [px²] - Mean per Well
Spots - Region Intensity - Mean per Well

Spots - Spot To Region Intensity - Mean per 
Well

Spots - Spot Area [µm²] - Mean per Well
Spots - Spot Ratio Width to Length - Mean 

per Well

The challenges of High Content 
Screening

Cellular Images contain a lot of information!

Knowledge
Image Informatio

n



HCS Applications Include

membrane fluorescence
• ligand binding 配体结合
• Apoptosis  凋亡

whole cell 
fluorescence

• target 
phosphorylation 

• transporter activity
• cytotoxicity
• membrane 

potential
• calcium flux

organelle morphology  / staining
• Apoptosis 凋亡
• mitotic index / stage  周期
• mitochondrial mass 线粒体表型
• Micronuclei 微核分析

others
• Proliferation 增殖
• Migration 迁移
• Differentiation 分化
• Angiogenesis 血管生

成

…and combinations

cytosol - nucleus

translocation  
• protein kinase        

activation

• transcription factor      
activation   转录因子激活 cell morphology

• neurite outgrowth

• apoptosis

• cytotox

membrane – cytosol 
translocation

• receptor internalization 受体内化
• recruitment of signaling proteins

…enabling assays providing important information in 
key research areas
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Cell count: 107

Control

Cell count: 45

Compound # 9957

Compound # 9957

Compound # 9958

Compound # 9959 Heat Map: Cell count

Concentration

Hoechest 33342 / DAPI / DRAQ5

BOBO3

Calcein-AM/PI Find Points

HCS分析：细胞计数

Membrane

Cytoplasm

Nuclei

Ring Region

Micronuclei



Building blocks for image analysis

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

应用模块化组件进行图像分析



细胞分区

Segmentation Building Blocks

Example - Nervous Cell

Find Nuclei
Find Micronuclei

Find Neurites

Find Cells
Find Cytoplasm

Find SpotsFind Texture 
Region

Find Image 
Region



General 
robustness

Low 
background

Intensity 
variations

Stuck Cells / 
Nuclei

Calculation 
Speed

A + +

B ++ +

C + + + +

M ++ + ++

细胞、细胞核分析组件：分析方法

Building Block: Find Cells / Find Nuclei – Methods

Four different methods can be 

applied for the Cell / Nuclei detection:

A,B,C and M
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Compound

 Both readouts deliver similar results, but examine different 
aspects of cytotoxicity

 Further possible readouts: nucleus intensity, cell size, 
Mitotracker® intensity, BOBO™-3 intensity, additional 
mitochondrial texture parameters

Different readouts provide robustness in toxicity studies

Multiparametric analysis of cytotoxicity

AAP

FCCP

Tacrine

Nucleus area

Log Compound [µM]

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
30

40

50

60

70

80

90

N
u

c
le

u
s

 a
re

a
 [

µ
m

2
]

Hoechst 33342 Mitotracker®

Mitochondrial texture

SER Hole 3 pxControl



软件自学习，轻松分组样品







细胞凋亡（Apoptosis RMS Apoptosis-1）
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Control

3 µM Staurosporine

30 µM Staurosporine

Caspase-3 activation

Nuclear fragmentation

参数指标：
•细胞核数目
•细胞核碎片：DRAQ5信号强度的波动（CV）
•细胞核面积：识别DRAQ5标示的细胞核，计算面积
•Caspase-3强度：核区Alex Fluor 488信号强度
统计：100细胞/视野 x 10个视野 x （8个浓度梯度+1个对照）x 3组重复
~27000细胞，EC50=2.824，Z=0.96

细胞类型：Hela cell

十字孢碱
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细胞毒性（RMS Cytotoxicity-1）

HepG2 肝癌细胞
(Human hepatocellular carcinoma) cells

参数指标：
•细胞数目
•细胞核面积：Hoechst

•线粒体团聚：MitoTracker信号强度
•胞膜渗透性：BOBO-3阳性细胞核比例
统计：100细胞/视野 x 5个视野 x （4个浓度梯度+1个对照）x 4组重复 x 3种化合物，~30000细胞；HepG2 cell

BOBO3

MitotrackerDeep Red
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 Hoechst 33342 是一个广受欢迎的细胞膜可透过的染料，可用于活细胞核
的染色。该染料我们用于细胞数计算，细胞核强度计算，细胞核皱缩程度计
算。
 BOBOTM-3是一个细胞膜不可透过的细胞染料。它特异性的与DNA双链结
合。该染料用于评估细胞膜的通透性。该染料只能对细胞膜被损失的细胞进
行着色。
 MitoTracker® Deep Red 用于检测线粒体质量，这个活细胞可透过的细
胞器染料会富集在代谢活跃的线粒体区域。



细胞周期（RMS Cell Cycle-1）
Mitotic index Anti phosphohistone H3 antibody, labeled with Alexa Fluor®  647 

S-phase Anti EdU antibody, labeled with Alexa Fluor®  488

DNA content HOECHST 33342, combined with CellMask Blue

参数指标：
•细胞数目、面积：Hoechst 33342染色细胞核
•高DNA含量的细胞核数目和比例：信号强度的Sum和mean

•S期细胞比例：EdU阳性细胞数/细胞总数
•M期细胞比例：pHH3阳性细胞数/细胞总数
统计：100细胞/视野 x 10个视野 x （10个浓度梯度+1个对照）x 3组重复 x 2种处
理，~66000细胞；Hela Cell

Thymidine（胸腺嘧啶）EdU EC50=37.57，Nocodazole（诺考达唑）pHH3 

EC50=0.11

S M

EdU pHH3HOECHST 

DNA Content
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EdU检测S期细胞，借助将Uridine引入新合成的DNA链，使用时在细胞固
定之前加入EdU孵育30min

pHH3检测的是细胞内源的磷酸化组蛋白，直接用抗体染色即可；磷酸化
组蛋白H3 （PHH3）抗体，能够特异地检测到10位或28位的丝氨酸被磷酸化
的组蛋白。这个磷酸化过程在细胞间期几乎不发生，而仅发生在有丝分裂期，
而且细胞凋亡时组蛋白不发生磷酸化。因此，PHH3可作为一个有效的在免疫
组织化学中应用的细胞有丝分裂标记抗体。



Promega HaloTag

HEK293 cell line

质核转运（NF-kB Cytosol to Nucleus Translocation）

时间

浓度 抑制



细胞追踪（RMS2.29 Tracking ）

The heatmap reflects 45 properties for 

32,000 cells



细胞追踪（RMS2.29 Tracking，世代分析Family tree ）

18h50min



神经细胞分析（RMS2.21 Neurite Outgrowth Analysis ）

Classified GFAP positive  and GFAP/Tuj1 positive 

cells  



细胞骨架分析（RMS2.23 Cytoskeleton）



With Wortmannin (PI3K 

inhibitor )

FKHR-GFP FKHR-GFP

质核转运（RMS 2.9 Cytosol to Nucleus Translocation）



GFP-Akt3

质膜转运（RMS 2.10 Cytosol to Membrane Translocation）

GFP-Akt3

Hoechst & AlexaFluor555（anti PKCα）

Texture

Activated Protein Kinase C (PKC) 



受体内化（RMS 2.11Receptor Internalization）

ET-1/ETA receptor (ETAR) Path way



干细胞分化

Human mesenchymal stem cells 

(hMSCs)

DAPI

PhalloidinTRI

TC

LipidTOX 

Green



克隆计数



挑选克隆（RMS 2.28 Stem Cells Colonies）

PhenoLOGIC machine learning
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一、细胞培养和实验操作技巧

1.普通多孔板厚度约为1um，适合于20倍及以下镜头。为达到更好的
成像效果，当需要使用40倍、60倍镜时推荐用薄底板，板底厚度只有
0.19um。

2.细胞均匀铺板的“秘密”：细胞加入微孔板后应立即振匀，振匀
方法推荐“前后-左右”法。即把培养板方在桌面上，两手扶住板，先
快速前后振动8-10次，振幅在15cm-20cm。然后将板水平转动90度，
重复刚才的动作。振动完后平拿板，轻轻放入培养箱内。2小时内不
要碰触。
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每次实验需包括阴性对照、阳性药对照、待测试剂做8

倍梯度稀释，8个浓度以保证量效关系曲线的完整性。每
个条件都需要2个或以上重复。

二、药物筛选细胞排板建议
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三、实验信噪比要求，常规提高信噪比的方法

信号与背景，细胞信号与背景之间的比值需大于3倍。在提高信
噪比上面有些工作可以做，饥饿处理可以降低背景，例如做高糖诱
导实验检测蛋白表达时可以先做低糖饥饿处理，可以降低阴性对照
值，从而提高信号窗口。在免疫相关实验时需考虑血清对实验的影
响，建议使用热灭活胎牛血清，检测刺激物影响前尝试血清饥饿。




