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摘要
接触危险化学品所引起的慢性不良反应不易被察觉，但慢性不良反应已被职业健康
研究所认可。越来越多的证据表明，长期接触危险化学品，即使是非常低的浓度也
可能引起不良反应甚至慢性疾病[1]。这一认识有助于推动环境管理者和公共卫生决策
者对水毒性筛查的关注。

传统上，毒性分析依赖于动物试验[2]。本应用简报介绍了一种由阿尔伯达毒理学中心
开发的，用于水源监测的无标记实时细胞分析方法。这种体外细胞毒性分析使用基
于阻抗的 Agilent xCELLigence 实时细胞分析仪 (RTCA)。该方法可以无创地连续监测
水样中存在的累积毒性物质对细胞生长的干扰。分析中通过水毒性指数 (WTI)、生物
效应百分比 (PoE) 和细胞生长抑制 (AUC) 来确定趋势和环境热点。这种无创性分析
系统可用于许多贴壁细胞的分析，并可潜在地应用于广泛的体外分析。

使用基于阻抗的实时无标记细胞分析
方法评估水样的细胞毒性

Agilent xCELLigence 实时细胞分析仪 (RTCA)  

多板位 (MP) 系统用于该测试
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前言
水源监测是一项重要的环境公共卫生服
务。水样的毒性筛查对环境管理者和公共
卫生决策者具有重要意义。 

目前已有多项细胞分析技术应用于毒性筛
查。例如，爱尔兰环保局 (EPA) 与 Luxcel  
Biosciences 公司（现已加入安捷伦）合
作，已共同证实了化学暴露对线粒体的
影响[3]。同样，美国环保局也验证了用于
化学物质风险评估的非靶向分析方法 [4]。 
因此，本研究的重点是使用  A g i l e n t 
xCELLigence 实时细胞分析仪 (RTCA) 多
板位 (MP) 仪器来检测水样的细胞毒性。 

一些高通量技术，如效应导向分析 (EDA)，
加强了我们对暴露相关样品中化学物质的
生物活性以及它们对环境影响的理解。
环境毒理学检测越来越多地使用  EDA 
作为多个/所有生物体测试的补充。与传
统检测方法相比，EDA 等高通量方法能
够节省时间和成本，有利于风险评估和常
规监测。此外，EDA 还有可能洞察毒性
的潜在机制。本应用简报将展示 EDA 如
何帮助您鉴定在环境和生物样品中发现的
人为化合物，并对它们进行优先级排序。

工作流程概述
完整的 EDA 工作流程[5] 步骤包括： 

1. 评估水、空气或土壤样品中细胞毒性
物质的生物活性 

2. 将有细胞毒性的样品，通过质谱法进
行分析 

3. 从复杂的 GC/MS 和 LC/MS 数据中提取
高质量特征，作为化学分析的一部分 

4. 化学计量学可应用于非靶向数据。这
些工具支持用户从统计学角度识别可
能的匹配结果

5. 您可以评估可能的匹配结果，查看它
们是否会影响已知的不良结局路径

6. 如果匹配结果没有已知生物活性，可以
重新进入生物分析步骤，评估单个化
合物的细胞毒性，帮助确定因果关系

本应用简报涵盖了工作流程的前两个步
骤，而将工作置于整个 EDA 过程的背景
中非常重要，如图 1 所示。 

图 1. 通用 EDA 工作流程。可以在 EPA 的 DSSTox 数据库中搜索可能的匹配结果，该数据库有 87.5 万个条目。可以分离这些可能的匹配结果并评估其生物活性

水、空气、土壤或
暴露样品 化学分析

生物分析 生物活性

可选分馏
可能匹配结果中的可选 QSAR

致突变性

致癌性生殖毒性

计算机毒性预测

化学计量学 化合物鉴定

• 样品可以分馏

• 重新进入生物分析步骤，
以表征新鉴定的毒物
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实验部分

仪器
本研究采用 Agilent xCELLigence RTCA 
MP 仪器。

样品与样品前处理
在 2012 年至 2014 年的开放水域季节，
我们共采集了 436 份河水样本，用于评
估水的细胞毒性。 

 – 水样取自流经阿尔伯塔省北部的河流

 – 分析中使用 HepG2（人肝癌）细胞 

 – 在对原始水样进行  8 0 %、6 0 %、
40%、30%、20% 和 10% 的稀释下，
分别检测细胞毒性反应 

 – 在 96 个小时的暴露期内，仪器会自
动记录每小时的读数 

 – 这种方法的优点是可以提供数据丰富
的时间-浓度-响应曲线[6]

选择砷 III 和痕量元素混合物作为细胞毒
性实验的阳性对照。阴性对照仅包含靶细
胞和培养基。 

实验室条件下制备的细胞培养物不含细
菌、霉菌、酵母、病毒、原生动物和支原
体等生物污染物。这些生物污染物可以达
到较高密度，从而改变培养物的生长和特
性，并可能导致细胞分析结果不准确以及
错误。因此，无菌细胞培养至关重要。在
目前的分析条件下，并未发现细菌或支原
体污染[7]。

结果与讨论
RTCA 系统能够无创地连续监测水样中的
联合毒性作用对 HepG2 细胞造成的生长
干扰。分析中建立了 WTI、PoE 和细胞响
应曲线下面积 (AUCRP) 三个危害参数，
来评价水源和其他水域的细胞毒性。

阴性对照组（图 3 中的红色曲线）遵循
典型的细胞生长曲线，因为它们只暴露于

培养基和稀释溶剂中。阴性对照曲线展示
了四个不同阶段：迟滞期、对数期、稳定
期、衰亡期[8]。由于细胞表现出的自然周
期，以及在衰亡期缺乏营养补充，因此活
细胞数下降。如果将衰亡期纳入分析范
围，结果会缺乏可信度，因为死亡原因存
在不确定性。因此，我们使用曲线的对数
期部分来计算 AUCRP。 

图 2. xCELLigence RTCA MP 系统，对孔板和孔进行了放大，详细展示了电极

图 3. Agilent xCELLigence RTCA 的时间和剂量-依赖细胞毒性响应曲线。监测 T0 顶点（114 分钟时） 
这个时间段的生物效应 
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PoE 值可直接衡量水样在给定浓度下的生
物活性。它反映了在限定时间范围内的累
积生物效应。

为了更好地理解与暴露相关的效应，我们
引入了基于 PoE 的浓度-响应曲线，其中 x 
表示浓度，p1、p2 和 p3 是与水样浓度无
关的参数，PoE(x) 表示用水样浓度 x 处理
细胞时的 PoE 值[6]。

PoE(x) = p1 × xp2 + p3

图 4A 显示了未经处理的阴性对照结果，
图 4B 显示了具有强生物活性的样品 11 
的  PoE 曲线。这些数据也可以显示为
热图或剂量反应曲线，如图 5 所示。在
这种情况下，相对良性的样品，例如样
品 4，在高浓度下也几乎没有表现出细胞
毒性，而样品 11 的 PoE 从低稀释度就开
始显示出细胞毒性。 

图 4. AUCRP 是细胞生长抑制的一种衡量方法，其中 PoEi,j 是第 i 个含第 j 个浓度的水样的活性指数。
AUCRPm,NC 是第 m 个 E-Plate 内阴性对照的 AUCRP
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图 5. (A) 6 种稀释度下 12 个水样的活性指数 PoE 直方图。(B) 细胞毒性很低的水样的 PoE 剂量反应。(C) 细胞毒性很
高的水样的 PoE 剂量反应
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由于 PoE 与特定的暴露时间明确相关，
并且一些水样的毒性不足以引起 20% 或 
50% 的生长抑制（如图 6 所示），因此分
析中引入了一个单一指标来表示相对细胞
毒性。为获得综合毒性指数，我们将稀释
倍数作为权重，结合所有稀释度下的累积
响应，计算出加权 WTI[9]。

在计算  WTI 之前，必须计算每个细胞
响应的平均值和标准偏差，然后计算各 
Γi,j 值，如图 7 所示。然后使用稀释倍数
作为权重将这些值合并为累积响应。 

如表 1 所示，三年期间，阿尔伯塔省北
部河水的 WTI 范围为 0.19 至 13.72。总
体而言，57% 的样品 WTI 值大于临界值 
（即 1），表明存在潜在毒性。按年统计，

96% 的采样点在 2012 年里至少有一个样
品具有细胞毒性，在 2013 年（图 8）该
值为 93%，2014 年为 90%。年与年之间 
WTI 的最小值是相似的（约为 0.20），这
表明有一个潜在的基线值。最大毒性出现
在 2012 年，并在 2013 年和 2014 年有
所下降。基于 WTI、PoE 和 AUC 值，我
们确定了可能的细胞毒性热点。

图 6. 从浓度响应曲线中插入了引起 20% 和 50% 生长抑制的浓度（PoE20 和 PoE50）。在 2012 年，几乎所
有的采样点都至少有一个样品具有细胞毒性
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图 7. Γ 是 WTI，ơ 是阴性对照的标准偏差，i 是水样的数量，j 对应于各样品的浓度。将 WTI 值大于 1 设置为
有意义的生物响应的临界值

Γi,j =

[Γi,1, Γi,2, …, Γi,6][0.8, 0.6, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1]T

0.8 + 0.6 + 0.4 + 0.3 + 0.2 + 0.1Γi =

i = 1,2, … ,12, j = 1,2, … 6

, i = 1,2, … ,12

Areai,j
,K

k – 1

σi,kΣ

表 1. 阿尔伯塔省北部河流水样的 WTI

年份 采样点 样品

水毒性指数

最大值 最小值 中位值 平均值
几何 
平均值 < 1 1 < 5 5 < 10 10 < 15

2012 25 110 13.72 0.19 1.21 1.59 1.16 44 64 2

SD 0.22 0.78 2.04

2013 29 263 9.84 0.23 1.19 1.68 1.24 115 139 9

SD 0.21 0.9 1.59

2014 21 62 5.56 0.26 1.35 1.63 1.25 26 35 1

SD 0.22 0.99
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结论
以往的研究表明，使用 Agilent xCELLigence 
RTCA MP 系统获得的终点结果与传统的 
Microtox 测试和细胞响应一致[6]。本实验
证明了该系统可以作为一种高通量筛查工
具来监测环境水样的细胞毒性。此项研究
的结果表明： 

 – 水毒性指数是一个有用的指标，它将
所有稀释的累积响应合并为一个值 

 – 阿尔伯塔省北部河流的基线水毒性指
数值约为 0.2

 – 水的毒性因地理和时间而异，在 2013 
年 5 月和 6 月达到峰值

 – 瓦皮蒂河 (Wapiti River) 被确定为未来
深入研究的潜在热点

然而，我们仍然需要通过有害结局路径方
法来全面表征毒性最强的水样，从而对引
起细胞毒性的毒物进行分类。 
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图 8. 2013 年，阿尔伯塔省北部河流水毒性的时间分布
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