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前言
由于动物模型价格昂贵、费时且通量低，通常将它们用于药物研发管线后期的疗效
验证。而研发管线的前期通常采用生化分析，它的成本更低、通量更高，但存在一
个问题是需要将蛋白靶点从它赖以进化以产生功能的复杂细胞环境中分离出来进行
单独分析。细胞实验作为体内分析和生化分析中的一个折中办法，不仅能够在蛋白
靶点的内源性细胞环境中进行评估，同时成本相对较低且可实现高通量。然而，细
胞实验过去一直在 2D 单层细胞上进行，目前研究人员越来越担心这种形式得出的结
果无法反应临床疗效[1]。

在生物组织中，细胞与其他细胞和细胞外基质在各方面存在广泛的接触。与此形成
鲜明对比的是，在组织培养的 2D 细胞单层中，细胞的一面与其生长的刚性玻璃或塑
料表面形成广泛的相互作用，与之相对的一面暴露于液体培养基中，而与相邻的细
胞仅在横向发生相互作用（在培养容器底部平面）。在这种高度人工化的结构中，细
胞往往无法重现其体内表型的关键方面，包括形态、极性和药物代谢[2]。2D 模型也
不能模拟细胞在体内经历的浓度梯度（氧气、营养等）。考虑到这一点，研究人员开
展了大量工作来开发更具生理相关性的 3D 细胞试验。其中，应用范围最广的应该是
细胞球体。通过在更有利于细胞间粘附的条件下培养细胞（相较于细胞-塑料和细胞-
玻璃粘附），使细胞形成聚集体（细胞球体），体现实体瘤的生理特征，如细胞外基
质沉积[3]、深度依赖性缺氧[4]、中心性坏死[5] 和抗药物渗透[6]。 

使用 Agilent xCELLigence RTCA 
eSight 系统实时监测药物介导的 
3D 肿瘤细胞球体皱缩
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无论是在细胞球体生长阶段的早期，还是
在其已经生长到相当大的尺寸后，都可
以在不同药物的作用之下评估其是持续
生长、停滞亦或是皱缩。虽然可以使用
传统显微镜评估药物疗效，但其操作繁
琐、通量低，并且提供的数据的时间分辨
率非常有限。本应用是一项重大改进，
说明了如何使用 Agilent xCELLigence 
RTCA eSight 仪器，通过明场和红色、绿
色和蓝色荧光的组合，对 3D 肿瘤细胞球 
体的生长/皱缩进行实时、直观的监测。

这种实验方法的实时性不仅简化了工作流
程，也使我们能够将分析重点放在最佳时
间窗口上，而不仅仅是随意猜测的一个时
间点。Agilent eSight 软件工具套装可根
据不同的细胞球体指标（如面积、直径和
亮度）计算药效 (IC50)。

实验原理
eSight 是目前世界上唯一一款同时结合
细胞阻抗和活细胞成像实时监测细胞健康
和行为的仪器。集成到 eSight 专用电子
板 (Agilent E-Plate) 底部的微金电极生物
传感器会持续监测细胞数量、大小、粘
附强度和细胞间粘附（即屏障功能）的变
化。在位于微金电极生物传感器之间的 
E-Plate 的每个孔中，eSight 可通过显微
镜观察窗口从相同细胞群中捕获明场和荧
光（红、绿、蓝）图像。这种串联方法可
获得更多的实验信息，在不增加工作量的
情况下使数据量至少翻倍。

虽然阻抗法的应用已有 20 多年的历史，
并已用于研究不同实验环境下的数百种
细胞系（包括细胞球体），但由于两个
特定原因，这种方法对球体细胞而言并
不理想。首先，球体不能直接在 eSight 
的 E-Plate 内形成；它们首先必须在其
他不同类型的板中形成，然后再转移到 
E-Plate 板的孔中，因此，这种方法不适
用于高通量。其次，尽管细胞球体的体积
较大，但其与 E-Plate 微金电极生物传感
器发生相互作用的表面积较小，从而产生
的阻抗信号也相对较小。出于这些原因，
本研究使用 eSight 技术时仅借助成像手

段来监测细胞球体。然而，为了比较药物
在 2D 和 3D 环境中的疗效，我们在分析 
2D 单层时使用了阻抗法。 

虽然已经开发了多种技术来形成细胞球
体，但圆底超低附着 (ULA) 板可能最适
合基于图像的高通量分析，因此被用于
本研究中所述的 eSight 实验（图 1）。
将细胞接种到圆底  ULA 板中后，通过
瞬时离心有助于将细胞集中在孔中心。
虽然仅通过 eSight 的明场图像即可监测
细胞球体的聚集/生长/皱缩，但在许多情 
况下，引入不同的荧光探针是有优势的。 

图 1. 用于 3D 细胞球体实验的 Agilent eSight 工作流程。详见文字说明

1. 在圆底 ULA 板中接种细胞

3. 通过活细胞成像监测细胞
球体生长或皱缩的动力学

肿瘤细胞

2. 添加抗癌药物

对照

活细胞
死细胞

+ 喜树碱
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可以使用安捷伦慢病毒试剂 (eLenti) 或
活细胞染料  (eLive) 标记细胞核。使用 
Agilent eTox 染料检测死亡细胞，或使用  
Agilent eCaspase 和 eAnnexin 试剂特
异性监测细胞凋亡，可实现多重检测。
eSight 软件可以使用表面积、直径、亮
度等参数轻松量化细胞球体生长/皱缩 
过程。

材料与方法
在 37 °C/5% CO2 条件下进行细胞维持培
养和检测。细胞系及其生长培养基如表 1 
所示。FBS 购自 Gibco（部件号 10099-
141），Pen/Strep 购自 Hyclone（部件号 
SV30010）。

使用 Agilent eLenti Red（部件号 8711011）
转导亲代细胞，获得表达核定位红色荧光
蛋白 (RFP) 的 HT-1080 Red 细胞。转导 
72 小时后，将细胞转移到含有 2 µg/mL 嘌
呤霉素的完全生长培养基中再培养 14 天，
以选择转导子。 

对于 3D 细胞球体实验，将 150 µL 细胞悬
液（在完全生长培养基中）接种到圆底超
低吸附 (ULA) 板（康宁，部件号 7007）的
每个孔中。随后将细胞板在 125 xg 下离
心 10 分钟，使细胞聚集在孔中心。细胞

接种密度因细胞类型而异；结果与讨论部
分提供了详细信息。然后将板放入 eSight 
板架 4 或 5（仅采集图像；在这两个板架
中不检测阻抗），并连续监测 3D 细胞球
体的生长情况。使用 10 倍物镜，每 4 小
时从每个孔中采集一张照片。需要注意的
是，如果细胞球体长得太大，超出了该视
野，则可以使用 eSight 的 2 × 2 拼接功能来
捕获更大的区域。当仪器自动调整明场设
置时，将红色和绿色通道中的曝光手动设
置为 15–40 ms（取决于细胞系的亮度）。
细胞接种 3 天后，将细胞板从 eSight 中取
出，加入 50 µL 含有抗癌化合物和 Agilent 
eTox Green（部件号 8711008）的培养
基。轻轻的将药物和 eTox Green 在一
步中同时加入，可以大大地减少对孔底
的细胞球体的位置/方向的干扰。然后再
连续监测  10 天细胞球体的生长或皱缩 
情况。

使用先前所述的完全生长培养基，在安
捷伦电子 E-Plate VIEW 微孔板（部件号 
00300601030）中进行 2D 细胞单层分
析。每孔添加 50 µL 培养基后，检测背景
阻抗。然后将 100 µL 细胞悬液接种到每
个孔中（接种密度 = 2500 个细胞/孔）。
将细胞在室温下静置  3 0  分钟后，将 
E-Plate 装入 eSight 的板架 1、2 或 3 中
（这些板架采集阻抗和成像数据）。每 
15 分钟测量一次阻抗，每  2 小时使用 
10 倍物镜采集图像（4 种视野/孔）。当
仪器自动调整明场设置时，将红色和绿色
通道中的曝光手动设置为 60–90 ms。在
对细胞粘附和增殖监测约 24 小时后，取
出 E-Plate，并向每个孔中加入 50 µL 含
有抗癌化合物和 eTox Green 的培养基。
然后再连续监测 3 天细胞毒性。 

表 1. 本研究中所使用的细胞系和生长培养基

细胞系 基础培养基 培养基补充剂

HT-1080，MCF7 EMEM（ATCC，部件号 30-2003） 10% FBS + 1% pen/strep

MDA-MB-231，T47D，BxPC3 RPMI 1640（Gibco，部件号 11875-093） 10% FBS + 1% pen/strep

HeLa，U87 MEM 培养基（Gibco，部件号 11095-080） 10% FBS + 1% pen/strep

A549 Ham's F-12（Gibco，部件号 11765-054） 10% FBS + 1% pen/strep
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结果与讨论

细胞球体的形成和生长
为了研究细胞球体大小的变化和细胞接
种密度的关系，将一系列稀释的 HT-1080 
Red 细胞接种到圆底 ULA 孔中。通过简
单的目视检查发现，细胞接种后 3 天，
细胞球体大小以预期的方式逐步增加，
从每孔 313 个细胞增加到 10000 个细
胞（图 2A）。持续到第 9 天，这些细胞
球体的直径普遍约为 750 µm。在图 2B 
中，这种达到普遍尺寸后的稳定现象尤为
明显，该图中绘制了细胞球体直径随时间
变化的曲线。在这些图中，我们注意到在
细胞接种后的大约前 10 小时内细胞球体
尺寸迅速减小。覆盖这一短时间窗口的图
像表明，这反映了最初发散的细胞逐渐聚
集成密集的细胞簇（图 2C）。在这个较
大的转变过程中，eSight 的细胞球体特
异性分割 Mask（黄色轮廓）从识别单个
细胞相应地转变为识别整个细胞球体。
图 2D 中的表格显示了直径变化百分比以
及生长速率，这是跟踪细胞球体生长的另
一种形式。这些数据强调了一个事实 ― 
即接种大量细胞可立即生成一个大球体，
但这反过来又限制了其在较长时间窗口内
的生长能力。细胞球体大小与其生长速率
之间的这种反比关系是多种因素导致的，
其中包括营养物质和氧气向细胞球体核心
扩散不充分。在设计实验时，应牢记这些
细微之处：应根据试图解决的具体问题来
确定检测过程中的细胞球体大小和生长 
状态。 
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每孔接种的 
细胞数量

第 1 天直径
（µm）

第 3 天直径
（µm）

第 9 天直径
（µm）

直径变化百分比 
（第 9 天和第 1 天对比）

直径增长速率 (µm/h)
（第 1 天至第 9 天）

10000 507 ±6 589 ±3 780 ±9 154 ±3% 1.42 ±0.01

5000 401 ±5 516 ±3 759 ±5 189 ±3% 1.86 ±0.02

2500 334 ±3 499 ±3 746 ±8 223 ±4% 2.14 ±0.03

1250 286 ±6 394 ±4 737 ±8 257 ±6% 2.34 ±0.02

625 239 ±4 347 ±4 712 ±7 298 ±7% 2.46 ±0.02

313 202 ±5 294 ±7 681 ±14 337 ±7% 2.49 ±0.02

图 2. 细胞球体尺寸和生长速率随细胞接种密度的变化。(A) 按指定密度接种 HT-1080 Red 细胞。虽然 
eSight 每 4 小时采集一次图像，但此处仅显示细胞接种后第 3、6 和 9 天采集的代表性图像。比例尺 = 
200 µm。(B) 细胞球体直径随时间发生的变化，其中直径由 eSight 软件根据红色表面积和公式自动计算：

直径 = 2 × 面积
π  (C) 单孔接种 2500 个细胞后不同时间点的图像，突出显示了细胞的快速聚集/成簇，从而

形成了图 B 中 0 到 10 小时时间窗口中观察到的曲线形状。(D) 另一种使用直径变化百分比和直径增长速率跟
踪细胞球体状态的方法
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当然，细胞球体的特性取决于组成球体
的细胞系。图 3 显示了每孔接种 2500 个
细胞  72  小时后的细胞球体。HeLa、 
HT-1080 和 U87 细胞产生高度规则的球
体，而 T47D 和 MCF-7 细胞球体则多为
椭圆形，BxPC3、MDA-MB-231 和 A549 
细胞球体呈现高度的表面不规则性。需
要注意的是，在所考察的尺寸范围内，每
个细胞系产生的球体都具有不同密度/不 
透明度。尽管存在广泛的物理特性，
eSight 软件仍然能准确地划定每个球体的
边界（图 3 中的青色分割 Mask）。重要的
是，在单独使用明场（图 3）以及使用荧
光成像（图 2C）时都是如此。

抗癌化合物介导的细胞球体皱缩
为了评估 eSight 表征抗癌化合物对细胞
球体的作用功效的能力，将 HT-1080 Red 
细胞以每孔 2500 个细胞的密度接种到
圆底 ULA 板中。接种 72 小时后，加入
不同浓度的喜树碱和 Agilent eTox Green 
染料，后者可将死细胞染为荧光绿色*。 
在加入药物后  1 0  天内采集图像。以
图 4A 中第 0 天的明场图像作为对照，很
明显，暴露于阴性对照 (DMSO) 的细胞
球体会随着时间逐渐变大。相比之下，
12.4 nmol/L 喜树碱能够抑制细胞球体
生长，而 1 µmol/L 喜树碱已引起细胞
球体皱缩。值得注意的是，在某些条件
下，仅使用明场图像可能很难准确量化
细胞死亡的程度。例如，在第 6 天，用 
12.4 nmol/L 喜树碱处理的细胞球体由致

密不透明的核心组成，核心周围有一层更
透明的物质（仅在这张照片中，其外部边
界由青色分割 Mask 指示）。仅通过明场
图像无法清楚地看出该外围物质是由活细
胞还是死细胞、凋亡小体、细胞碎片等组
成。当仅使用红色荧光对同一细胞球体
成像时（图 4B），只有致密核保留 RFP 信
号，而外围物质为无色。图 4C 突出显示
了这一点，该图中明场图像（由单个星号
表示）与红色荧光图像（由双星号表示）
进行了叠加。细胞球体外围红色荧光消失
与细胞凋亡 RFP 降解一致，表明该区域
不含活细胞。上述数据的一个重要意义在
于，源自核 RFP 表达的红色荧光图像可以
准确地评估球体内的活细胞，而明场图像
有可能高估活细胞的数量。通过仔细调整
明场分割 Mask，可以大大降低这一风险。

FE

图 3. 每种细胞系的细胞球体尺寸、形状和密度/不透明度。每孔接种 2500 个细胞，72 h 后采集图像。青色线是 Agilent eSight 的分割 Mask，用于划分每个细胞球体
的边界。球体直径如白色文本所示。比例尺 = 200 µm

HeLa HT-1080 T47D U87 BxPC3 MCF-7 MDA-MB-231 A549

* 对于健康细胞，eTox Green 无法穿透细胞膜。随着细
胞凋亡，细胞质膜被破坏，eTox Green 可以接触并结合 

dsDNA，因此，荧光显著增加
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在图 4D 中，绿色荧光信号突出显示了细
胞球体中含有死细胞的区域。为了在整个
球体内找到这些死细胞区域，图 4E 将它
们与细胞核 RFP 表达产生的红色荧光信
号叠加在了一起。对绿色死细胞图像的目
视观察揭示了两种对立过程共存的事实。
在没有药物的情况下，绿色死细胞信号
的面积和强度随时间而增加（图 4D）。
相反，在  1 µmol/L 喜树碱存在的情况

下，由于细胞溶解（可能是继发性坏死
造成的），绿色死细胞信号的面积和强度
随时间不断降低。在这种情况下，荧光
信号会根据药物浓度向相反方向变化，
因此，认真进行数据分析尤其重要（见
下文）。另一个重要的发现同样与第 6 天 
12.4 nmol/L 的喜树碱样品有关。图 4F 
中，当明场图像与 eTox Green 图像叠加
时，明场分割 Mask 明显包含仅有少量绿

色死细胞的外围区域。综上，通过将明场
图像与红色和绿色荧光图像相结合可知，
在某些条件下，细胞球体的外围区域可
能包含以下物质：i) 不包含活细胞的物质
（RFP 信号消失），ii) 仅包含少量死细胞
的物质（基于 eTox Green 的少量染色，
这是一种传统的碳菁死细胞染料）。在确
定如何更好地进行数据分析时，应该考虑
这些异常染色区域。

红色细胞核 + 分割 Mask
第 0 天 第 2 天 第 6 天

红色细胞核 + eTox Green

第 0 天 第 2 天 第 6 天

明场
第 0 天 第 2 天 第 6 天

对照

+ 12.4 nmol/L 喜树碱

+ 1 µmol/L 喜树碱

eTox Green + 分割 Mask
第 0 天 第 2 天 第 6 天

对照

+ 12.4 nmol/L 喜树碱

+ 1 µmol/L 喜树碱

A B
C

D E F

图 4. 显示喜树碱介导的 HT-1080 Red 细胞球体皱缩的时间和剂量依赖性的选定图像。(A) 仅明场。仅其中一张图像显示青色的明场分割 Mask（用
星号标记）。(B) 红色荧光（源自核定位 RFP）+ 相应的分割 Mask（粉红色）。双星号突出显示了图 A 中标有单个星号的同一细胞球体。(C) 来自
图 A 的明场图像（用单个星号标记）与来自图 B 的红色荧光图像（用双星号标记）叠加。青色和粉红色轮廓分别标出了基于明场和红色荧光的细
胞球体边界。(D) 绿色荧光死细胞标记物 (eTox Green) 及其相应的分割 Mask（黄色）。(E) 核 RFP 衍生的红色荧光与绿色 eTox 死细胞标记物叠加。
(F) 来自图 A 的明场图像（用单个星号标记）与来自图 D 的绿色荧光死细胞图像（用三个星号标记）叠加。青色和黄色轮廓分别标出了基于明场和
绿色荧光的细胞球体边界。所有比例尺 = 200 µm 
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与上述明场问题一致的是，当试图使用细
胞球体明场面积来量化喜树碱的疗效时，
得到的数据质量较差（未显示）。相反，
绘制 HT-1080 Red 细胞球体的红色区域
面积（图 5A）或红色荧光强度（图 5B）
可以清楚地显示喜树碱的剂量依赖性杀
伤作用。绘制曲线下的面积与喜树碱浓
度之间的关系，可得到图 5C 中的剂量-响
应曲线。重要的是，通过分析细胞球体

D

红色区域面积和细胞球体红色荧光强度
得到的 IC50 值非常相似（图 5C 中插入的 
表格）。

绘制绿色死细胞染料的强度随时间的
变化曲线揭示了该读数结果的复杂性
（图  5D）。即使将分析集中在前  50 个
小时（此时信号对药物浓度的依赖性似
乎更明显），也没有获得合理的 IC50 值
（未显示）。这表明，虽然 eTox Green 

这样的死细胞染料有助于确定细胞球体
内死细胞的位置/分布，但它们在量化药
物疗效方面可能不太有用。

比较 2D 和 3D 模型中的药物疗效
相较于 2D 细胞单层，细胞球体的一个重
要属性是能更准确地模拟实体瘤的耐药 
性/敏感性。这要归因于多种因素，包
括 2D 与 3D 微环境中细胞的差异基因表
达谱和生长速率、药物难以渗透到细胞

图 5. 表征喜树碱介导的 HT-1080 Red 细胞皱缩。(A) 细胞球体红色区域面积随时间的变化。(B) 细胞球体红色荧光强度随时间的变化。(C) 通过绘制图 A 和
图 B 的曲线下面积 (AUC) 随喜树碱浓度的变化而得到的剂量响应曲线。为了使用相似的 Y 轴标度绘制两个数据集，使用以下公式对 AUC 值进行归一化：
标准化 AUC = (AUC目标浓度/AUC最低浓度)。(D) 绿色荧光强度（反映细胞死亡）与时间的关系。移除了标准偏差误差线，以便更容易地观察数据曲线的趋势
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球体内部等。为了探索 HT-1080 Red 细
胞的敏感性如何随检测形式的变化而变
化，将这些细胞接种到电子 E-Plate（形
成 2D 细胞单层）或圆底 ULA 板（形成细
胞球体）中。接种 24 小时后，将不同浓
度的喜树碱加入到 2D 细胞单层中，随后
通过计算随时间变化的红色细胞数量来监
测细胞毒性。在接种后第 3、5 或 7 天，
向细胞球体中加入同样的药物，并使用红
色总面积来监测细胞毒性。图 6A 和 6B 
清楚地表明，相对于 2D 细胞单层，细
胞球体对喜树碱的耐受性更强。重要的
是，这些细胞球体的药物敏感性高度依
赖于添加药物的时间。其他文献也曾提
到过这种现象，当试图尽可能提高细胞
球体实验的重现性时，应牢记这一点。

A

图 6. 评估喜树碱在不同检测形式下的疗效。表格 (A) 
和图形 (B) 显示了 IC50 值。详见文字说明

检测形式 IC50 R2

2D 0.79 nmol/L 0.9711

3D，在第 3 天添加药物 1.40 nmol/L 0.9825

3D，在第 5 天添加药物 6.20 nmol/L 0.9729

3D，在第 7 天添加药物 15 nmol/L 0.9868
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B

用于高通量筛选的定量分析可靠性
理想的药物筛选实验能够轻松且高置信
度地区分“命中”和“未命中”。当命中
与未命中的信号之间存在较大差异且标
准差很小时，就可以实现这一点。量化
筛选实验的质量/有效性/可靠性（即统
计效应量）的一种方法是使用 Z'-因子， 
其中：

Z' = 1 –
3(σp + σn)
|µp – µn|

μ 和 σ 表示阳性对照 (p) 和阴性对照 (n) 
的均值和标准差。使用文献 7 中定义的
标准，Z'-因子得分小于 0 表明阴性对照
和阳性对照之间有太多重叠，导致实验方
法无法发挥作用。当得分为 0–0.5 时，
表明该实验方法有一定的实用价值，而得
分为 0.5–1 时，则表明该实验方法是一
种出色的筛选工具。

为了确定 eSight 3D 细胞球体实验的 Z'-因
子，我们在圆底 ULA 板上培养 HT-1080 
Red 细胞球体，如上所述。接种细胞 3 天
后，用 0.1% DMSO 处理 48 个孔，作为
阴性对照；用 1 µmol/L 喜树碱处理其他 
48 个孔，作为阳性对照。加入药物后的 
3 天内，使用明场或红色荧光图像确定细
胞球体的直径。



9

图 7. 使用 Z'-因子评估 eSight 3D 细胞球体实验作为抗癌药物筛选工具的有效性。(A) 即将进行处理前和暴露于 DMSO 阴性对照或 1 µmol/L 喜树碱 3 天后的 HT-1080 
Red 细胞球体图像。尽管在每种条件下考察了许多孔，但此处每种条件下只显示一行 12 个孔。(B) Z'-因子随时间发生的变化。根据明场图像或红色荧光图像，使用
细胞球体直径计算 Z'-因子。数值 0.5 处的水平虚线表示分界值 ；如果高于该分界值，则认为该实验方法是可用于识别具有所需特性的药物的高效方法

A

B

处理前

暴露于
DMSO 72 小时后

暴露于 1 µmol/L 
喜树碱 72 小时后

0 50 100 150 200 250
-1.1
-0.9
-0.7
-0.5
-0.3
-0.1
0.1
0.3
0.5
0.7
0.9

1.1

Z'
-因

子

进行处理后的时间 (h)

基于明场直径计算的 Z'-因子
基于红色荧光直径计算的 Z'-因子

图 7A 仅呈现了每种条件下的 12 个孔，
显示了阴性对照不断生长、阳性对照发
生皱缩以及每种条件下细胞球体尺寸的
高度一致性。虽然 Z'-因子通常是针对单
个时间点计算的，但 eSight 检测的连续
性使得在整个时间过程中评估 Z'-因子成
为可能。从图 7B 可以看出，刚加入药
物后，Z'-因子虽然很低，但却在稳步增

加。在加入药物后约 25 小时，Z'-因子超
过了 0.5，并最终在 100 小时左右达到最
大值 ― 约 0.8。此处观察到的停滞期符
合预期；只需 25 个小时，喜树碱的毒性
就会表现为细胞球体大小的实质性变化。
对 Z'-因子的评估表明，eSight 3D 细胞球
体实验可以作为一种可靠的筛选工具，同
时它也有助于确定进行分析的最佳时间窗

口。最后，基于明场直径和基于红色荧光
直径计算的 Z'-因子几乎相同（图 7B）。
这与图 4 和图 5 中观察到的情况形成了
鲜明的对比，图 4 和图 5 中荧光图像产
生的数据质量要优于明场图像。而这似乎
是药物浓度导致的结果，下面的结论部分
将展开进一步的讨论。
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结论
本应用简报中所述的 eSight 3D 细胞球体
实验可以轻松生成细胞球体，并在数天的
检测窗口期内进行连续分析。除接种细胞
外，唯一需要的手动操作步骤是添加药
物。为了初步识别命中的药物并随后量化
这些命中药物的疗效，eSight 的软件会分
析各种细胞球体生长/皱缩指标。由于每
种细胞类型在以 3D 细胞球体生长时都表
现出独特的行为，所以，应视具体情况对 
eSight 的一系列分析工具进行测试，并仔
细斟酌。

对于此处使用的 HT-1080 Red 细胞，高
浓度的喜树碱会导致细胞球体尺寸缩小，
但同时仍保持紧密明确的周界。这似乎
是由于外围细胞发生了有效裂解。在这
种情况下，明场和荧光图像可同样有效
地分析细胞球体大小（图 4 和图 7）。
相比之下，中等浓度的喜树碱会使细胞
球体周界不清晰，单独使用明场进行分
析会比较困难。请注意，这些球体周界

不清晰可能是由于仍然附着在球体外围
的死亡细胞，以及从球体上脱落并沉
降到孔底的细胞/碎片所致。目前尚未探
究这种外围物质中异常染色模式的原因。
与单独使用明场相比，使用内源性表达的
荧光蛋白似乎是一种更可靠的跟踪细胞球
体活力的方法。在慢病毒衍生的稳定细胞
系不适用的情况下，只需在球体生长培养
基中加入 Agilent eLive Red/Green 染料即
可标记细胞核。

最后，在 3D 实验中使用强度测量是值
得探讨的。当在 3D 细胞球体模式下运
行时，eSight 会在多个焦平面中采集图
像，然后将其叠加，生成单张输出图像。
整个细胞球体的“荧光强度”可以简单地
通过将所有焦平面的总荧光强度相加来计
算。这种方法并没有完全考虑到整个细胞
球体发射的光。然而，由于在板的所有孔
中使用完全相同的操作，因此，这是在板
孔之间进行相对比较并跟踪随时间发生的
变化的一种有效的方法。
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