
应用简报

细胞分析

作者
Diana Guimet，Can Jin， 
David Santa Ana， 
Yama Abassi 
安捷伦科技有限公司
美国加利福尼亚州圣地亚哥

摘要
本应用简报介绍了一种基于细胞的分析方法，该方法使用 Agilent xCELLigence 实时
细胞分析 (RTCA) 仪定量、非侵入性且连续地检测细胞对目标化学物质的反应。分析
了三种哺乳动物细胞系（对 ER、AR 或 TR 调节剂均有反应）对参比激动剂和拮抗
剂的实时反应。然后将各个细胞系的独特特异性和敏感性用作评价未知化合物的标
准。该分析的有效性通过分子和细胞生物学技术得到确认。

使用基于细胞组合的实时分析技术来
鉴定和表征内分泌干扰物
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前言
内分泌干扰化学物质 (EDCs) 是指能够干
扰内源性激素通过其同源核受体调节体
内稳态的能力的一类物质[1]。通过模仿配
体（激动剂）或抑制配体结合活性（拮
抗剂）[3,4]，EDCs 会导致生殖、神经、增
生性和免疫疾病[5]。在使用消费品的过程
中，人类可能直接暴露于 EDC。另外，
由于消费品、农药和药物的许多成分生物
降解性较差，容易在环境中累积[6]，使人
和野生生物通过皮肤、吸入、生殖和口服
途径[2] 暴露于 EDC。 

富含  EDC 的废水导致鱼类出现双性特
征，以及乳腺癌与双酚 A 之间的相关性
仅仅是凸显  EDC 问题严重性的两个示
例。在消费品中使用这些化合物或在环境
中广泛使用之前，必须开发出更有效的方
法来鉴定这些化合物。

雌激素、雄激素和甲状腺激素系统是多种
关键生理功能的主要调节剂，也是许多 
EDCs 的靶点。过去，人们采用各种体内
和体外试验来检测与雌激素受体 (ER)、
雄激素受体 (AR) 或甲状腺激素受体 (TR) 
相互作用的 EDCs。在这些方法中，基于
细胞的分析方法尤其有效，原因在于： 

• 受体靶点存在于其正常的生化环境中
（最大程度提高了生理相关性）

• 激素受体靶点仍与其下游反应（包
括转录活化、细胞周期调控和增 
殖[1,4,15,16]）相关，从而提供多种 EDC 
活性读出指标 

但是，基于细胞的传统体外分析方法有一
个最大的局限性，它们只能生成终点数
据，仅代表细胞对处理/暴露的动态连续
反应的快照。使用此类有限的数据集可能
导致得出虚假结论，并且无法准确评估化
合物的体内行为。

使用细胞阻抗研究内分泌干
扰物
Agilent xCELLigence RTCA 阻抗分析法
的功能单元是一组与微孔板（Agi lent 
E-Plate，图 1）底部表面融合的微金电极
生物传感器。当加入导电溶液（例如缓冲
液或生长培养基）时，在这些电极上施加
弱电压便能产生电流。这种现象取决于电
极与溶液的相互作用，因此电极-溶液界
面之间的贴壁细胞会阻碍电流。阻抗的大
小取决于细胞数量、细胞大小以及细胞-
基底之间的粘附强度。值得注意的是，大
量研究表明，细胞活力和行为不受微金电
极生物传感器表面的影响，也不受电压
（以用户定义的频率间歇性施加 22 mV 电
压）影响。

图 1. 细胞阻抗分析原理概览。(A) 添加细胞之前和之后，Agilent xCELLigence 电子微孔板 (E-Plate) 单个孔的侧视图。（生物传感器和细胞未按比例绘制）。在不存在
细胞的情况下，电流自由流过培养基，在生物传感器之间形成完整的电路。随着细胞粘附到生物传感器上并进行增殖，电流受阻，由此提供有关细胞数量、细胞大小
和细胞-基底粘附强度的灵敏读数。(B) Agilent E-Plate 俯视照片。与 A 图中的简化示意图相比，从照片可以看出电极实际上是一个交错的阵列，覆盖 70% 以上的孔底
面积。尽管在微金电极生物传感器的表面上也可以看到细胞，但孔中间无生物传感器的区域有利于显微成像
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由于雌激素、雄激素和甲状腺激素信号转
导各自控制着许多影响细胞数量、细胞大
小或细胞-基底粘附强度的生化通路，因
此使用细胞阻抗可以轻松检测和表征干扰
这些信号转导的化合物。

方案

xCELLigence 仪器和数据绘图
本研究中的所有阻抗实验均使用 Agilent 
xCELLigence 96 孔电子微孔板 (E-Plate 
9 6 )  在  x C E L L i g e n c e  实时细胞分析 
(RTCA) 多板 (MP) 仪器上进行。该仪器置
于标准组织培养箱中，培养箱条件设置
为 37 °C 恒温和 5% CO2。所有检测均使
用生物学重复样品，并至少重复进行两次
独立实验。xCELLigence 仪器记录的阻抗
值使用无单位的参数“细胞指数”(CI) 进
行报告，该参数定义为 (Zn–Zb)/15，其中 

Zn 和 Zb 分别是存在和不存在细胞的情况
下的阻抗值。数据通常以归一化细胞指数 
(NCI) 进行绘图，其中 NCI = (CIA)/(CIB)，
其中 A = 目标时间点，B = 即将添加化
合物之前的时间点。所有 EC50 值均使用 
RTCA 2.0 软件进行计算。

细胞、培养基和实验详情
将 T-47D 细胞置于在 RPMI 1640（其中
含有 10% 的常规 FBS）中维持培养。在
分析前 4 天，将这些细胞置于不含酚红的 
RPMI 1640（含有经活性炭处理的 10% 
FBS）中进行预处理。在所有分析中均采
用这种不含雌激素的培养基。

将 LNCAP 细胞置于 RPMI 1640（其中含
有 10% 的常规 FBS）中维持培养。分析
所用的培养基为不含酚红的 RPMI 1640
（含有经活性炭处理的 10% FBS）。

将 GH3 细胞置于 F12k 中维持培养，其
中含有 2.5% FBS 和 15% 马血清。分析所
用的培养基为 DMEM，其中含有经活性
炭处理的 4% FBS。

对于所有细胞类型，在 E-Plate 中过夜培养
后，对细胞进行处理，并使用 xCELLigence  
仪器每小时检测一次细胞反应，总共持续 
120 小时。

使用慢病毒转导颗粒进行  ERα 基因的 
shRNA 敲低。将细胞接种到 E-Plate 上的
生长培养基中，过夜培养，第二天将病毒
颗粒直接加入细胞中。立即将 E-Plate 置
于 xCELLigence 仪器中，检测整个实验
过程中细胞的生长情况，包括处理和检测
基因敲低介导的反应。实验结束时，收集
细胞，通过 qPCR 检查敲低效率。
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结果与讨论

细胞对参比化合物的时间依赖性反应
将来自不同组织的三种哺乳动物细胞系暴
露于针对 ER、AR 和 TR 的参比激动剂中 
（图 2）。大鼠垂体 GH3 细胞表达 TR，并
已广泛用于研究甲状腺系统功能 [17,18]， 
不仅对甲状腺激素 T3 敏感，而且对 ER 激 

动剂 E2 和 AR 激动剂 R1881 敏感（图 2， 
A 组）。E2 和 R1881 的促增殖作用与之前
报道的大鼠垂体细胞中的 ER 和 AR 信号
传导一致[20,21]。T-47D 是人乳腺上皮细胞
系，其同时表达 ER 和 AR[19]。与此相一致
的是，T-47D 对 E2 和 R1881 敏感。在存
在这些配体的情况下，阻抗曲线截然不同
（图 2，B 组）。与 GH3 细胞类似，人前列

腺癌细胞系 LNCaP 的增殖受到所有三种
激动剂的刺激（图 2，C 组）。虽然前列腺
癌细胞的 E2 和 R1881 敏感性符合预期，
对 T3 的敏感性却缺乏直观性，但与已得
到证明的 LNCaP 细胞表达 TR 的这一事实 
相符[22]。

如果要使用 RTCA 迹线鉴定 EDCs 并表征

图 2. 细胞对雌激素、雄激素和甲状腺受体的不同激动剂的时间依赖性反应。将 GH3（A 组）、T-47D（B 组）和 LNCaP 细胞（C 组）在 Agilent E-Plate 中培养过夜，
然后用雌激素受体 (BPA)、雄激素受体（睾酮或 DHT）或甲状腺受体 (T3) 的代表性激动剂进行处理。然后检测 CI 96 小时，并根据处理时的 CI（如箭头所示）进行
归一化。利用未经化合物处理的细胞作为阴性对照。请注意，每个图中采用不同的纵坐标比例 
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其作用机制，则不同配体对同一受体的
刺激应产生类似的阻抗迹线（例如，“未
知物”的行为应类似于参比化合物）。为
评估这一点，在 GH3、T-47D 和 LNCaP 
细胞系中检测了其他已充分表征的化合
物。图 3 显示，在所有三种细胞系中，
塑料相关的毒素 BPA 对 ER 的刺激导致

阻抗迹线与图 2 中 E2 刺激产生的阻抗
迹线非常类似。类似地，使用睾酮或二
氢睾酮  (DHT) 进行处理可产生类似于 
R1881 处理的曲线形状，而 T4 处理则
可产生类似于 T3 处理所诱导的曲线形状
（图 2 和图 3）。总体而言，这些数据表
明，参比细胞系对参比内分泌受体激动剂

的动态阻抗反应可作为鉴定“未知”样品
中内分泌干扰活性并确定其所靶向的核受
体的标准。

除了不同的阻抗曲线形状外，各种细胞系
对特定种类的激动剂（表 1）表现出的不
同敏感性还提供了一种额外的区分标准，

图 3. 细胞对雌激素、雄激素和甲状腺受体的不同激动剂的时间依赖性反应。将 GH3（A 组）、T-47D（B 组）和 LNCaP 细胞（C 组）在 Agilent E-Plate 中培养过夜，
然后用雌激素受体 (BPA)、雄激素受体（睾酮或 DHT）或甲状腺受体 (T4) 的代表性激动剂进行处理。连续监测 CI 96 小时，并根据处理时的 CI（如箭头所示）进行
归一化。利用未经化合物处理的细胞作为阴性对照。请注意，每个图中采用不同的纵坐标比例
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用于鉴定 EDC 所作用的内分泌受体。例
如，雄性激素受体激动剂 R1881、睾酮和 
DHT 各自刺激所有三种细胞系的增殖，
但它们在各种细胞系中的效价相差很大。
对于所有这三种激动剂，细胞系表现出的
相对敏感性为 LNCaP > T-47D > GH3，其
中 LNCaP 的敏感性比 T-47D 高 1–2 个数
量级，T-47D 比 GH3 高 1–2 个数量级。
将这些相对敏感性数据与独特的阻抗曲线
形状相结合，可以更严格地确定 EDC 刺
激的受体。

基于细胞组合的 RTCA 分析
的受体特异性
在本文所讨论的实验中观察到的受体反
应与之前的报道一致[17,18,21,22]。但是需要
确认 RTCA 记录的阻抗迹线的独特特征与
特定的受体-配体相互作用是否相关。为
此，使用了靶向不同激素受体的拮抗剂。
图 4 显示，T-47D 细胞对 ER 和 AR 激动
剂表现出特异性增殖反应，只能被每种
受体相应的拮抗剂所抑制。具体而言，
ER 拮抗剂 ICI 182,780 消除了 E2 刺激的
增殖[23]（图 4A），而抗雄激素化合物比卡
鲁胺则无此效应 [24]（图 4B）。类似地，
比卡鲁胺可有效阻断雄激素 DHT 刺激的
增殖，而 ICI 182,780 则无此效应（图 4C 
和 4D）。使用其他激素受体特异性拮抗
剂（例如 ER 拮抗剂他莫昔芬和 AR 拮
抗剂乙烯菌核利）进行进一步检测（数

表 1. RTCA 分析中细胞组合对激动剂衍生物的敏感性。检测参比化合物对 GH3、T-47D 和 LNCaP 细胞的激
动作用。添加化合物 72 小时后，使用 NCI 值计算 EC50。nd = 未测定，因为该化合物无增殖作用。粉色突
出显示了对各类激动剂反应最敏感的细胞系

受体类型 参比化合物 GH3 EC50 (mol/L) T-47D EC50 (mol/L) LNCaP EC50 (mol/L)

雌激素受体
E2 5.9 × 10-12 2.8 × 10-12 3.7 × 10-12

BPA 1.7 × 10-7 1.9 × 10-7 nd

雄激素受体

睾酮 6.8 × 10-7 2.9 × 10-9 1.3 × 10-10

R1881 1.3 × 10-8 1.1 × 10-9 1.2 × 10-11

DHT 3.9 × 10-7 2.9 × 10-9 4.5 × 10-11

甲状腺受体
T3 2.0 × 10-11 nd 2.6 × 10-10

T4 6.3 × 10-10 nd 2.7 × 10-8

据未展示），确认 xCELLigence 分析的
阻抗读数针对受刺激或阻断的特定激素 
受体。

使用 shRNA 介导的雌激素受体 α (ERα) 

敲低，进一步探究了 RTCA 阻抗反应对特
定受体刺激的特异性。

使用表达非靶向对照 (NTC) shRNA 或 

图 4. T-47D 细胞对特定激动剂和拮抗剂组合的时间依赖性细胞反应。将 T-47D 细胞在 Agilent E-Plate 中培养
过夜。用 ER 拮抗剂 ICI 182,780（A 和 C）或 AR 拮抗剂比卡鲁胺（B 和 D）进行处理后，立即用 E2 或 DHT 
处理细胞。连续监测 CI 96 小时，并根据处理时的 CI（如箭头所示）进行归一化。利用未经化合物处理或仅
经过拮抗剂处理的细胞作为对照，利用仅经过 E2 或仅经过 DHT 处理的细胞作为拮抗剂抑制水平的参考 
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ERα 特异性  shRNA 的慢病毒感染在 
E-Plate 中培养的 T-47D 细胞（图 5A），
然后用 E2 进行处理。虽然 E2 诱导 NTC 
shRNA 细胞增殖（图 5B），但在 ERα 敲
低的细胞中未观察到此现象（图 5D）。

相比之下，R1881 诱导的增殖曲线不受 
ERα 敲低的影响（图 5C 和 5E）。这些数
据表明，雌激素活性化合物引起的独特的
动力学反应曲线是 ER 活化的结果。这项
敲低研究还证明了使用 T-47D 细胞来确定

化合物是通过结合 ER 还是 AR 表现 EDC 
活性的有效性。 

图 5. 使用 shRNA 介导的雌激素受体 α (ERα) 敲低研究 RTCA 增殖曲线的受体特异性。使用表达 ERα 特异性 shRNA 或 NTC shRNA 的慢病毒感染在 Agilent E-Plate 中
培养的 T-47D 细胞。用 E2 或 R1881 处理感染后的细胞，并通过阻抗检测其生长。(A) ERα 敲低率。用 E2 (B) 或 R1881 (C) 处理后的 NTC shRNA 感染细胞的生长曲
线。用 E2 (D) 或 R1881 (E) 处理后的 ERα shRNA 感染细胞的生长曲线。所有图均根据 NTC shRNA 值（设为 NCI = 1）进行归一化
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结论
从化妆品和防晒霜到食品添加剂和建筑材
料，这些产品中所用的合成化学品数量稳
步增加。因此，迫切需要能够有效评估
化合物是否具有 EDC 活性的分析方法。
使用 xCELLigence RTCA 开发了这样的
方法。如图 6 所示，该工作流程包括在 
E-Plate 中将三种不同的细胞系（GH3、
T-47D 和 LNCaP）培养 24 小时、添加已
知对 ER、AR 或 TR 具有活性的参比化合
物以及使用连续阻抗记录跟踪 3–5 天的
增殖反应。得到的生长曲线根据所用细胞
系和所刺激的受体的不同表现出不同的
形状。这些数据可以作为标准，与来自
“未知/待测”化合物的数据进行比较。除
阻抗曲线的形状以外，各种细胞系对测试
化合物的相对敏感性还有助于阐明受刺激
的内分泌受体。如果未观察到测试化合物
的激动剂活性，随后可评估其拮抗剂活性
（图 6）。

除通过单次实验即可有效鉴定 EDC 活性和
靶受体以外，RTCA 方法的优势还包括：
(1) 能够检测晚发型低 EDC 活性。例如，
当 LNCaP 细胞暴露于 1.28 pmol/L R1881 
时，仅在暴露 90 小时后才观察到增殖效
应（图 2C）。使用缺乏实时动力学数据
的传统体外分析方法无法检测到细微和延
迟效应。(2) 能够区分细胞毒性和 EDC 活
性。基于细胞的传统分析方法的一个缺点
在于，由于细胞毒性会干扰 EDC 活性的判

断，因此必须平行实施单独的细胞毒性实
验。借助 RTCA 分析，通过阻抗 (CI) 值降
至低于阴性对照所表现的值，即可轻松鉴
定细胞毒性作用。

在我们的实验中使用三种细胞系提供有关
测试化合物行为的多角度视图，提高了实
验的敏感性和可预测性。纳入来自不同组
织或不同物种的其他细胞系可能有助于阐
明组织特异性作用。本文所示的针对内分
泌受体的方法能够轻松应用于其他受体家
族，但需要提醒的是，受体的活性必须能
够影响细胞数量、细胞大小或细胞-基底
粘附强度随时间的变化，才可通过 RTCA 

进行观察。由于大多数受体会影响这三个
参数中的至少一个，因此可以通过 RTCA 
进行研究的应用/靶点范围很广。

除能够快速、轻松鉴定之前无法表征的化
合物的 EDC 活性以外，此方法还可以确
定激动或拮抗的内分泌受体。将 RTCA 方
法与多种细胞系一起使用，可提供潜在 
EDC 的多角度视图，从而提高实验的预
测价值。考虑到下游效应涉及细胞增殖、
形态或细胞粘附强度的变化，此方法还可
以扩展用于研究其他类型的核受体活化 
作用。

图 6. 使用 Agilent xCELLigence 实时细胞分析进行 EDC 鉴定和表征的工作流程。详见文字说明

测试化合物

激动剂活性 无激动剂活性

使用以下方法了解受体特异性：

细胞组合
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