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高内涵细胞影像信息学技术
——由图像采集迈向数据挖掘

技术支持 于雪梅

济南友泽仁信贸易有限公司



PerkinElmer覆盖分子、细胞、动植、组织一系列产品
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动物水平

应用方向

机理研究
表型研究

先进HCS代表
90%高端市场
60%中端市场

分子检测—多功能酶标仪/液闪计数仪

细胞检测—高内涵成像分析系统

活体检测—小动物活体成像系统

组织检测—组织成像数字定量病理

疾病模型研究
新药\材料研究

市场领导者
80%市场份额
光学\CT\PET

分子生化性质
分子相互作用

药筛标杆仪器
多项专利试剂
70%药企份额

组织切片
定性定量研究

独家多标技术
独家多色扫描
组织微环境分析

分子水平

细胞水平

临床

IVIS

inForm



“High-content screening (HCS), which

combines automated fluorescence

microscopy with quantitative image

analysis, allows the acquisition of

unbiased multi-parametric data at the

single cell level.”

Usaj M et al., Trends in Cell Biology 26(8), 2016, p598



什么是高内涵？

高内涵

酶标仪

荧光

显微镜

共聚焦
超高

分辨

流式

细胞仪



共聚焦技术vs. 流式细胞技术vs. 高内涵技术

流式细胞技术（消化细
胞）

▪ 血液或其他液体

▪ 消化后的组织样品

▪ 样品消耗量大

▪ 精确的细胞水平定量结果

无亚细胞结构信息

激光共聚焦（玻片）

▪ 样本准备量大、试剂消耗量大

▪ 清晰的亚细胞结构图像

▪ 成像耗时长、效率低

▪ 简单细胞定量

高内涵技术（孔板）

▪ 成像实验设计体系完整

▪ 清晰的亚细胞结构图像

▪ 精细单细胞、细胞器水平分析

▪ 丰富的细胞器水平软件自动算法

▪ 客观高效的批量数据统计结果

无客观批量的定量结果

基于亚细胞结构的
客观批量单细胞定量



高内涵的工作流程:

1. 自动扫描

2. 图像分析

3. 数据可视化及数据挖掘

Well sub 

layout

Multi color 

image field
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单细胞形态获取 + 流畅自动使用过程

标记表达位置差异 细胞器结构差异

流畅完整的成像到数据图表获取



88

High Content Screening is single cells based and Multi-parameter outputs

高内涵提供平行采样，提供更准确的细胞信息



高内涵提供更高效的检测

全自动的成像设备出图量是105





63x Water (NA 1.15)
Confocal
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Mouse embryonic stem cell colonies after 3 days of culturing 

imaged on Operetta

Early mouse embryonic stem cell colonies growing on a 

fibroblast feeder layer imaged on Operetta
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Yeast

100x Objective
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Zebrafish
Brightfield

GFP – Vascular Structure

dsRED – Red Blood Cells
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Brightfield #2

c. elegans brightfield
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PerkinElmer提供HCS整体技术方案！从实验设计、硬件、到软件数据分析

...is multi-disciplinary and challengingAdapted from Korn & Krausz, 

Current Opinion in Chemical Biology 2007, 11:503–510
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imaging systems

Bioinformatics

analysis
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data analysis
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liquid handling

Assay design

Cell biology

Image 

analysis

Data 

management

HCA
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硬件优势

...is multi-disciplinary and challengingAdapted from Korn & Krausz, 

Current Opinion in Chemical Biology 2007, 11:503–510
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专业高内涵设计，避免外接部件

无需专业光路维护，无外漏光纤，无需暗室

Operetta CLS



2424

高能量LED光源

• 共聚焦专用高功率LED

• 免光纤设计，提高激发光能量
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涵盖从UV 到NIR 广泛的激发谱线，适合多种应用需求

Full application flexibility

系统如何兼容更多染料
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20x 0.4 N.A. Air Objective 20x 0.7 N.A. Water 

Objective

• 中高端市场唯一配备水镜的高内涵系统
• 透光量是普通空气镜的3~4倍



硬件优势：近红外单色LED，荧光级别高信噪比的非标记成像，实施无标记细胞检测

单色光源 焦距包围成像 数字转换



南京大学：DPC模式下的细胞分裂和运动轨迹追踪



硬件优势：长时间活细胞在线观察实验—— 5天在线培养



Longitudinal cell studies to quantify dynamic behavior 

无标记迁移、代次分析

Green: Track of first generation 
Red: Second generation 

Tracking of dividing cells on 

a digital phase contrast 

image 

untreated treated



DPC 非标记应用——非标记方式获取高信噪比细胞类荧光图像

细胞计数

细胞形态分析

细胞迁移能力分析

细胞世代分析

神经细胞分析

克隆形成

微组织形态学分析

细胞浆/膜蛋白表达分析



高内涵分析平台建设

...is multi-disciplinary and challengingAdapted from Korn & Krausz, 
Current Opinion in Chemical Biology 2007, 11:503–510

Chemistry
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Global Control Navigation Bar

Image 

Control

Plate

Navigation

Content AreaResultsSettings Pane

软件优势：简介的界面和流程设计，让使用越来越简单



软件优势：Image View Tools 图像查看功能

Show intensities, measure

Measurement 

tools



图像分析的分析模块 building blocks

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

Tracking object
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一键化操作的细胞检测—— 15步 VS 1 步

传统软件选择细胞核，必须先填写最大细胞核，最小细胞核直径
尺寸，测量背景数值，测量细胞数值，细胞减去背景。。。



怎么完成细胞的高内涵分析？

Image

Find nuclei

Find cytoplasm

Segmentation 

Content analysis

Quantity



42

STAR = Symmetry（对称性）, Threshold Compactness（信号密度）, 

Axial（轴向）, Radial（放射性）

Profile: 亚细胞分区

专为高内涵海量细胞分析设计的 STAR 整特征分析

SymmetryThreshold CompactnessAxialRadialProfile

识别越来越精准！
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Intensity

Spot Hole

Ridge Valley

Saddle Edge

Bright Dark

Source: OperettaTM Application Guide

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

Cell 68 Cell 55

Score 
Value

对比越来越显著！

纹理分析——量化“看上去不一样”的细胞
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软件优势：软件自学习，轻松分组样品，不仅仅是细胞分类
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细胞纹理自学习——转化观察经验为软件语言
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PhenoLOGIC® (EC50 1.13 µM)

BOBO™-3 (EC50 1.34 µM)

Input imageTrain on dead cells

Classification result
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肿瘤研究 (细胞周期、细胞增殖与凋亡、

细胞迁移等分析）

炎症研究 （GPCR、信号通路研究）

心血管疾病研究（动脉硬化分析）

中枢神经及疼痛研究（神经元分析）

靶点验证（RNA干扰分析）

病毒研究（病毒滴度测定，抗病毒药物

筛选等）

干细胞及分化研究

药物筛选

适用研究方向
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➢ 蛋白表达量分析

➢ 细胞形态学分析

➢ 核质转位

➢ 细胞凋亡

➢ 细胞周期分析

➢ 细胞毒性分析

➢ 细胞迁移

➢ 细胞自噬

➢ 干细胞克隆分析

➢ 无标记代次分析

➢ 神经细胞神经元检测

➢ 3D MicroTissue

……

39种预制分析方案
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© 2014 PerkinElmer

细胞凋亡研究

Caspase-3 activation

Nuclear fragmentation

Equilibration Incubation Assay

16 h

Cell seeding Compound addition Fixation & 
staining

4 h

Readout
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凋亡检测 – 成像

• 20x long WD 物镜成像

• 增加十字胞碱浓度导致caspase-3 

增加

• 药物处理后的细胞核表现出典型的
凋亡现象，核皱缩，面积变小，亮
度增加；在凋亡晚期细胞核碎片化

Control

3 µ M Staurosporine

30 µ M Staurosporine

Caspase 3 活化 Alexa Fluor®  488 

labeled anti caspase-3 antibody

细胞计数 DRAQ5™

细胞核大小 DRAQ5™

细胞核碎片化 DRAQ5™
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凋亡检测—结果

• Caspase-3 based readout (left) and nuclear morphology based 

readout (right) show similar EC50 values for staurosporine.

a. 样本制备简单，检测通量高。不需要消化细胞的过程，可以批量对96或者
384个样本进行处理制备，批量对样本进行数据读取。
b. 单次实验获得的实验结果内容丰富，不仅有凋亡标志蛋白的定量检测，还可
以同时分析细胞核的形态学变化。
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Data generated in the PerkinElmer

Application Lab, Hamburg

细胞自噬研究
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Autophagy in three cell lines

HeLaHCT 116 PANC-1

Controls

Chloroquine
50µM DAPI

SQSTM-1

FNG
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Examples of individual properties

Phenotypic change not sufficiently described for all three cell lines 
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Data generated in the PerkinElmer

Application Lab

细胞毒性研究

Equilibration Incubation

24 h

Cell seeding Compound 
addition

Live cell 
staining

24 h

Readout

40 min

Labeling Imaging

nuclear area

mitochondrial mass
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30 µM FCCP 300 µM Tacrine 100 mM AAPControl

细胞计数 Hoechst 33342

线粒体数量 MitoTracker®  Deep Red

细胞核增大/皱缩 Hoechst 33342

20x long WD 物镜成像

对HepG2细胞进行3种化合物处理 (Carbonyl Cyanide P-(Trifluoromethoxy) 

Phenylhydrazone , Tacrine and Acetaminophen) ，观察到细胞毒性

处理后细胞数量减少，线粒体数量增多，细胞核变小

细胞毒性
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细胞毒性

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6

500

750

1000

1250

1500

1750

2000

2250

2500

2750

TacrineFCCP AAP

EC50  0.5 礛 72.4 礛 1.3 mM

Log compound [礛 ]

C
e
ll

 C
o
u
n
t

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6

2000

3000

4000

5000

6000

7000

TacrineFCCP AAP

EC50  5.2 礛 117.7 礛 n/a

Log compound [礛 ]

M
it

o
c
h
o
n
d
ri

a
l 

M
a
ss

细胞数目变化与化合物
浓度的关系，随药物浓
度增加，细胞数目逐渐
减少

线粒体密度的曲线:

线粒体在细胞毒作用早期就受到
影响，这里线粒体功能紊乱主要
表现为线粒体呼吸作用增强
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细胞活性检测结果II- 细胞核面积和荧光强度

• 细胞损伤后通常会造成细胞核皱缩

• FCCP 和 Tacrine 导致细胞核皱缩，同时细胞核荧光强增大

• AAP 最初导致细胞核增大，很可能是因为诱导细胞坏死，然后细胞核皱缩

• 高内涵支持我们做多个浓度梯度，支持我们同时做多个维度的表型分析，有助于我们发
现这些隐藏的但实际上很重要的表型，有助于对化合物作用机制进行分类。
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Data generated in the PerkinElmer

Application Lab

蛋白转位研究
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• HEK293细胞稳定表达NF-B家族 带 HaloTag® 融合标签的p65 (p65-HT) ，通
过HaloTag® TMR 配体透过细胞膜染活细胞

• 用不同浓度TNF刺激NF-B 信号

• 用Operetta® 高内涵系统成像，40x LWD 物镜荧光宽场

TNF induces nuclear import of p65

蛋白转位 在活细胞内分析NF-B 动态变化

HaloTag® TMR ligand染活细胞

HaloTag® TMR ligand (fused to p65 subunit of NF-B); 30 min post-TNF addition

0 ng/ml TNF 0.5 ng/ml TNF 50 ng/ml TNF
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• 刺激30min后，核内p65-HT百分比 达到最高值

• 与固定终点分析相反，向实验中添加时间维度，允许鉴定抑制NF-κB易位的化
合物以及影响细胞核中NF-κB分子驻留时间的化合物

Live cell imaging allows the study of signaling dynamics 

NF-B转位具有时间效应

A B

C

通过Harmony® 高内涵成像和分析软件计算

计算NF-B荧光 信号的核质比
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Data generated in the PerkinElmer

Application Lab

神经细胞研究
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• Powerful neurite analysis 

◦ Left: individual segments 
(different colors)

◦ Right: Roots (circles), 
nodes (arrows), and ends 
(numbers)

• Unique colocalization analysis

◦ Neurites can be used as 
search mask for signals 
colocalized on neurites 
essential for axon analysis

◦ Middle: mask created from 
neurites

◦ Lower: Spot identification 
on neurite (arrow)

独有的神经突触分析模块 – 相关分析
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神经损伤表型研究

infectedNGF treated

Draq5
Nuclei

Tuj1-A488
Axons
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Data generated in the PerkinElmer

Application Lab

3D微组织研究

Immunofluorescence image of hepatocytes
co-cultured with non parenchymal cells (NPC).
Green: DPP-IV (bile canalicular marker),
Blue: DAPI,
Red: ICAM-1 (endothelial marker)
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What are Microtissues (MTs) or Spheroids?

Physiologically relevant 3D cell model

自组装的细胞群

体外三维细胞模型：最接近体内的模型《Nature medicine》

细胞产生内源性细胞外基质（ECM）

细胞 - 细胞和细胞 - ECM相互作用

不同的细胞可以长成MT ...

Tumor MTs Skin MTs Liver MTs
Embryoid

Bodies
Neuro MTs

Data courtesy of InSphero AG
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HCS benefit

更快的扫描速度

水镜—

Z轴更深扫描深度

全面的分析功能

100张
1分钟
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PreScan – Meas (10x) ReScan – Meas (40x) „Find Microtissue“ Analysis

PreciScan

Identify x/y positions of  

tissues for ReScan 

measurement 

特色模块 Intelligent Acquisition – PreciScan

ReScan only wells that 

contain tissues

Saves measurement time and data storage space
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3D重构视图与分析

3D movie
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肾微组织体积等参数计算

微球1       微球2

体积 449087       258566

表面积 36259        24461

球圆度 0.77           0.80

长轴 105.1          85.96

短轴 88.4           73.7

内径 41.1           34.7

投影 7643.5       5219.8  
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腔内体积

体积：198838um3

115632um3

距离：2.33um

表面积：18804um2

13351um2
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微球内细胞计数

微球1：细胞计数：153

细胞体积：1327um3

微球2：细胞计数：144

细胞体积：813um3
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Mea

n

CV% Sum

离区域距离
[um] 

3.63 61.81 10.8

9

重叠程度[%] 0 NA 0

离区域
距离
[um] 

Cell 

1

1.79

Cell 

2

6.13

Cell 

3

2.98
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3D微组织CAR-T杀伤实验

凋亡细胞检测 分层计算Car-T细胞浸润
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分析结果

肿瘤凋亡细胞百分比

B9：癌细胞

C9：癌细胞+CAR-T a

D9：癌细胞+CAR-T b

结论：

CAR-T a和b组会导致肿瘤凋亡

CAR-T 细胞侵润肿瘤与肿瘤凋亡
有高度相关性

每层CAR-T细胞面积/肿瘤面积* 100%
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Our Customer Base

… a representative cross-section
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国内高内涵系统代表用户

中国科学院上海药物所 3台 蒋华良所长 瑞金医院 陈赛娟院士

东方肝胆医院 王红阳院士 罗氏中国研发中心

重庆第三军医大学 万瑛 复旦大学 医学院 闻玉梅院士

中国中医科学院 中南大学湘雅医院 3台

中国科学院上海生化细胞所 2台 首都医科大学

厦门大学 分子疫苗学和分子诊断学国家重
点实验室、药学院 2台

南京高新生物医药公共服务平台有限
公司 2台

北京大学 医学部、肿瘤医学 4台
童坦君院士 尚永丰院士

北京生命科学研究所 王晓东院士、
邵峰院士

南京中医药大学 军事医学科学院 2台

南京大学 华子春院长 中科院动物所 2台 周琪院士

天津中医药大学 张伯礼院士 中科院病毒所

以岭药业博士后工作站 吴以岭院士 中科院健康科学研究所

http://images.google.co.uk/imgres?imgurl=http://www.kdd.uncc.edu/NIH-Logo.jpg&imgrefurl=http://www.kdd.uncc.edu/Projects.html&h=600&w=600&sz=42&hl=en&start=3&tbnid=rZWPGD5faEJ3kM:&tbnh=135&tbnw=135&prev=/images?q=nih+logo&gbv=2&svnum=10&hl=en
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User Meetings

专业的高内涵技术交流活动。
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HUMAN HEALTH ENVIREMENTAL HEALTH

整体解决方案——专业的应用支持团队

专业的应用支持团队
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