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摘要
任何实验都需要数据归一化才能得出有效结论，尤其是涉及样品数量差异时。对于
使用安捷伦 Seahorse XF 技术的实时细胞代谢分析，每孔细胞数是数据归一化普遍
接受的参考值。该值可以通过细胞计数直接评估，也可通过测量生物分子（如总蛋
白或基因组 DNA）间接评估。安捷伦 Seahorse XF 成像和归一化系统集成了 XF 技
术与 Cytation 1/5 细胞成像多模式酶标仪 (BioTek Instruments, Inc)。在此配置中，
Cytation 1/5 由全新安捷伦 Seahorse XF 成像和细胞计数软件控制，该软件为基于显
微图像的细胞计数提供了简单且经过验证的自动化解决方案。该一站式解决方案包
括 1) 原位注入可渗透细胞膜的核染色化合物（即 Hoechst 33342），2) 针对 XF 分析
优化的自动化成像和细胞计数，以及 3) 在 Wave 软件中将图像和细胞计数同步到 XF 
结果文件中。该解决方案为 XF 分析仪用户提供了一种高效可靠的归一化方法以及无
缝式快速工作流程。 

利用安捷伦 Seahorse XF 成像和归一
化系统对 XF 数据进行归一化 
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前言
细胞代谢功能按耗氧率 (OCR) 和细胞外酸化率 (ECAR) 进行测
量，然后采用安捷伦 Seahorse XF 技术进一步转换为质子释放
率 (PER) 和 ATP 生成速率等值。与其他生物实验类似，如果
不同孔和实验之间的细胞数存在任何差异，则应对这些数据进
行归一化才能得出有效结论。细胞数的差异可能有许多不同原
因，包括但不限于增殖或死亡率的差异。样品前处理过程中的
技术误差也可能是导致差异的原因。无论是什么原因，每孔细
胞数应是归一化时分母的首要选择，以用于校正存在任何细胞
数差异的 XF 分析数据。

每孔细胞数可通过测量细胞组分（如总蛋白和基因组 DNA）
直接或间接计数。对于大多数用户而言，后一种方法优于直
接细胞计数，因为直接细胞计数需要时间和专业知识。安捷
伦 Seahorse XF 成像和归一化系统使用自动化成像和细胞计数
工作流程，提供了一种 XF 数据归一化解决方案。本研究的每
孔细胞数由 Cytation 1/5 采集的显微图像计数得到。为识别单
个细胞，细胞核用 Hoechst 33342（一种可渗透细胞的 DNA 
结合荧光探针）染色，并用 Cytation 1/5 中的 DAPI 滤光器检
测。通过安捷伦 Seahorse XF 成像和细胞计数软件计算并报
告图像中的细胞计数。然后将该数据导入 Wave 软件以归一化 
XF 数据。

XF 成像和归一化系统包括针对 XF 分析优化的多种独特功能。
首先，通过扫描每个 XF 板的唯一条形码来注册，然后所有图
像数据以及最终细胞计数将自动同步到相应 XF 分析文件。所
有信息都记录在 Wave 软件中以便进一步审查。其次，可在相
同工作流程中获得明视场图像，并对反映每个孔中细胞接种条
件的这些图像进行比较，以便于数据质量管理。第三，作为默
认工作流程，可渗透细胞膜的核染色染料 Hoechst 33342 包
含在任何 XF 分析的最后一次加样中。这样不仅简化了程序，
而且还减少了手动注入染料可能带来的技术误差。在 XF 分析
中的最后一组混合和测量步骤过程中对细胞进行染色。然后
在完成 XF 分析后，采用 Cytation 1/5 对细胞成像，无需任何
进一步清洗或固定步骤。此工作流程适用于体外培养的大多数
细胞类型。最后，此过程是在活细胞上进行，因此仍可进行任
何其他分析。例如，在建议的 XF 成像和归一化系统工作流程
之后可进行蛋白质分析或免疫荧光染色，以获得额外或补充数
据。将这些量身定制的功能与明视场成像相结合，有助于提高 
XF 分析仪用户的数据解析能力。
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实验部分
归一化验证
RAW264.7、HT29 和 SKOV3 细胞在补充了 10% FBS (HyClone, 
SH30070.03)、2 mmol/L L-谷氨酰胺 (Corning, 25-005-CI) 和 
1 mmol/L 丙酮酸钠 (Corning, 25-000-CI) 的高浓度葡萄糖 
DMEM (Gibco, 11960-44) 基础生长培养基中培养。将 A549 细
胞在补充了 10% FBS 和 2 mmol/L GlutaMAX (Gibco, 35050-
061) 的 DMEM:F12 (Corning, 10-090-CV) 基础生长培养基中
培养。将 MCF7 细胞在含有 10% FBS 和 1 mmol/L 丙酮酸钠
的 RPMI-1640 (Gibco, 21870) 中培养。将 HepG2 细胞在补充
了 10% FBS、2 mmol/L GlutaMAX 和 1 mmol/L 丙酮酸的低
浓度葡萄糖 DMEM (Gibco, 11885-084) 中培养。对于 XF96，
以五种不同细胞密度接种细胞，其涵盖范围为建议细胞密度的 
±50%；HepG2 为 1 × 104 个细胞/孔，A549、HT29、MCF7 和 
SKOV3 为 2 × 104 个细胞/孔，RAW264.7 为 3 × 104 个细胞/ 
孔。对于 XF24，以三种不同细胞密度接种细胞，涵盖范围为 
±25%；HepG2 为 2 × 104 个细胞/孔，A549 和 MCF7 为 4 × 
104 个细胞/孔。 

将细胞培养过夜，按照标准安捷伦 Seahorse XF 细胞能量代谢
表型测试方案1 测量代谢表型，其中对方案作出以下修改：将 
20 µmol/L Hoechst 33342 (Thermo, 62249) 加入寡霉素/FCCP 
混合物中。通过 BioTek Cytation 1/5 使用 XF 细胞成像和计数
软件2 对细胞计数，在 Wave 软件中将数据归一化。使用安捷
伦 Seahorse XF 细胞能量代谢表型报告生成器比较归一化后的
数据变化3。

使用不含酚红的安捷伦 Seahorse XF 基础培养基（安捷伦科
技公司，103335-100）中的细胞进行所有 XF 分析，该培养基
补充了 10 mmol/L 葡萄糖、2 mmol/L L-谷氨酰胺、1 mmol/L  
丙酮酸钠和 5 mmol/L HEPES，pH 7.4（安捷伦科技公司，
103337-100）。

巨噬细胞活化
将 RAW264.7 细胞以 2.5 × 104 个细胞/孔进行接种并培养过
夜。然后在含有/不含 100 ng/mL LPS 且含有/不含 20 ng/mL 
IFNγ 的情况下将细胞进一步培养 16 小时，按照用户手册通过
安捷伦 Seahorse XF 细胞线粒体压力测试、安捷伦 Seahorse 
XF 糖酵解速率测定或安捷伦 Seahorse XF 实时 ATP 速率测
定试剂盒分析代谢速率1,4。每个分析中的最后一次加样溶液
鱼藤酮/抗霉素 A 或 2DG，包括了用于核染色的 20 µmol/L 
Hoechst 33342。 

XF 成像和归一化
利用 XF 细胞成像和计数软件采集明视场和荧光标记的细胞核
图像，在 Wave 软件中将分析结果合并入 XF 分析数据，如图 
7 所示。在脱气步骤期间采集明视场图像作为质量参考，同时
校准探针板2。通过计数 Cytation 1/5 采集的图像中的荧光标
记细胞核来测量每孔细胞数。如上所述，Hoechst 33342 包含
在 XF 分析方案的最后一次加样中，其中在 XF 细胞线粒体压
力测试中加入鱼藤酮/抗霉素 A，在 XF 糖酵解压力测试和 XF 
糖酵解速率测定中加入 2DG，以及在 XF 细胞能量代谢表型测
试中加入寡霉素/FCCP。

数据展示
本应用简报中展示的 XF 数据是在使用 Wave 软件导出数据后，
使用 GraphPad Prism 软件（GraphPad Software, Inc；图 1、
4、5 和 6）或 XF 细胞能量代谢表型测试报告生成器（图 2 和
图 3）所获得的。 
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结果与讨论
利用图像中的细胞计数进行数据归一化
作为数据归一化的验证模型，我们通过假设两个基础代谢速
率 OCR 和 ECAR 与每孔细胞数成比例相关，将各种细胞类型
以三到五种不同的密度接种。只有当细胞对细胞密度变化没有
任何生物响应时，这种假设才有实际意义。在所测试的细胞系
中，大多数基础代谢速率与通常推荐用于 XF 分析的标准接种
密度范围内的细胞密度呈良好线性相关性，只有少数例外（数
据未显示）。

图 1 显示了此数据归一化解决方案如何用于 XF 细胞能量代谢
表型测试的示例1。将 RAW264.7 巨噬细胞以四种不同细胞密
度在分析前一天进行接种，然后采用安捷伦 Seahorse XFe96 
分析仪分析它们的代谢表型。与标准 XF 细胞能量代谢表型测

试的唯一区别在于，同一加药口（箭头）包含可渗透细胞的 
Hoechst 33342 染料以及寡霉素/FCCP 化合物。如图 1A 所
示，OCR 和 ECAR 随接种密度成比例增加。完成 XF 分析后，
通过 XF 成像和细胞计数软件采集荧光图像并计数，如图 1B 
所示。图 1C 显示了归一化后的数据，其中将代谢速率除以软
件计数得到的细胞数。在应用细胞计数归一化因子后，OCR 
和 ECAR 动力学曲线都发生重叠，特别是细胞加样寡霉素和 
FCCP 之前的基础速率。值得注意的是，只有在密度差异没有
造成生物学变化时，归一化后才会出现这种数据收敛。因此，
数据归一化可以鉴定与细胞密度差异相关的真实生物学变化。
如图 1C 所示，FCCP 对 OCR 的影响随细胞密度而变化，而寡
霉素导致的 ECAR 升高不受细胞密度影响，即使两种速率的基
础值收敛良好。
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图 1. 使用 XF 成像和归一化系统对 XF 细胞能量代谢表型测试数据进行归一化。如图所示，在分析前一天以不同细胞密度接种 RAW264.7 细胞。在 XF 细胞能
量代谢表型分析中，将 Hoechst 33342（终浓度 2 µmol/L）与寡霉素/FCCP 混合物共同加入（箭头）；A) 归一化前的数据；B) 采集的代表性图像和相应核计
数结果；C) 归一化结果。以平均值 ± SD 表示数据，n = 6 个技术重复样品。对在团块中生长的细胞也进行了识别和计数
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通过使用在体外表现出不同形态特征的不同细胞类型进一步验
证该方案和工作流程。以五种不同细胞密度接种具有各种核
大小和分布的多达 16 种细胞系（包括 RAW264.7），采用 XF 
细胞能量代谢表型测试检查代谢表型。如上所述，Hoechst 
33342 包含在寡霉素/FCCP 混合物中。采用由 XF 成像和细胞
计数软件计算得到的细胞数对数据进行归一化。图 2 显示了
在应用归一化前后六种代表性细胞系的比较汇总。如图所示，
除少数极端情况外，在应用细胞计数归一化因子后所有基础
代谢速率收敛良好。以三种不同密度接种到安捷伦 Seahorse 
XF24 微孔板上的细胞获得了类似结果（图 3）。
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图 2. 安捷伦 Seahorse XF96 微孔板上多种癌细胞系的 XF 细胞能量代谢表型测
试数据的归一化。使用 XF 细胞能量代谢表型报告生成器获得以五种不同细胞密
度接种的六种不同细胞系的细胞能量代谢表型。比较每种细胞系归一化前（左
列）和归一化后（右列）的代谢表型图

归一化前 归一化后

A549
分散

HepG2
中度
聚集

MCF7
高度
聚集

线
粒
体
呼
吸

 
O

CR
 (p

m
ol

/m
in

)

XF 细胞能量代谢表型

ECAR (mpH/min)
糖酵解

有氧 高能

静止 糖酵解

线
粒
体
呼
吸

 
O

CR
（

pm
ol

/m
in

/1
00

0 
个
细
胞
）

XF 细胞能量代谢表型

ECAR（mpH/min/1000 个细胞）
糖酵解

有氧 高能

静止 糖酵解

线
粒
体
呼
吸

 
O

CR
 (p

m
ol

/m
in

)

XF 细胞能量代谢表型

ECAR (mpH/min)
糖酵解

有氧 高能

静止 糖酵解

线
粒
体
呼
吸

 
O

CR
（

pm
ol

/m
in

/细
胞
）

XF 细胞能量代谢表型

ECAR（mpH/min/细胞）
糖酵解

有氧 高能

静止 糖酵解

线
粒
体
呼
吸

 
O

CR
 (p

m
ol

/m
in

)

XF 细胞能量代谢表型

ECAR (mpH/min)
糖酵解

有氧 高能

静止 糖酵解

线
粒
体
呼
吸

 
O

CR
（

pm
ol

/m
in

/1
00

0 
个
细
胞
）

XF 细胞能量代谢表型

ECAR（mpH/min/1000 个细胞）
糖酵解

有氧 高能

静止 糖酵解

图 3. XF24 微孔板上多种癌细胞系的 XF 细胞能量代谢表型测试数据的归一
化。使用 XF 细胞能量代谢表型报告生成器获得以三种不同细胞密度接种的三
种不同细胞系的细胞能量代谢表型。比较每种细胞系归一化前（左列）和归一
化后（右列）的代谢表型图。以平均值 ± SD 表示数据，n = 6 个技术重复样品
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图 4. 数据归一化对 XF 细胞线粒体压力测试结果的影响。将 RAW264.7 细胞在 100 ng/mL LPS 单独存在下或与 20 ng/mL IFNγ 同时存在下培养过夜，通过 XF 细胞
线粒体压力测试分析线粒体功能。A) 归一化前；B) 归一化后。以平均值 ± SD 表示数据，n = 5 个技术重复样品（ns 为不显著；* 为 p < 0.05；** 为 p < 0.005；*** 为 
p < 0.0005；**** 为 p < 0.00005）
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数据归一化实现正确的数据解析
巨噬细胞是大众熟知的一种免疫细胞，其具有代谢可塑性和与
活化相关的动态代谢表型转换。RAW264.7 小鼠巨噬细胞被广
泛用作病原刺激引起的体外促炎活化的模型。体外暴露于细菌
脂多糖 (LPS) 和/或细胞因子干扰素-γ (IFNγ) 可触发与活化相
关的代谢变化，RAW264.7 巨噬细胞从氧化表型转换为糖酵解
表型。这一结果可通过 ECAR（或 PER）的增加和 OCR 的减
少得到证明5。然而，应将代谢速率归一化以进行定量比较，
因为巨噬细胞活化与增殖速率变化紧密相关，活化后增殖速率
大大降低。 

图 4 为数据归一化如何影响 XF 细胞线粒体压力测试结果的数
据解析的示例1。图 4A 是归一化前的数据汇总，单独的 LPS 
或 LPS/IFNγ 共刺激严重抑制了基础线粒体呼吸和备用呼吸
能力 (SRC)。然而，当数据按细胞数进行归一化时，数据解
析结果有所不同。尽管单独的 LPS 抑制了线粒体呼吸，但
这一影响更针对 SRC，而大部分的基础呼吸得到保留。相
反，LPS/IFNγ 共刺激完全抑制了线粒体功能，包括基础呼吸 
 （图 4B）。

对 XF 糖酵解速率测定1 结果的解析受数据归一化的影响更大 
 （图  5）。在没有归一化的情况下，巨噬细胞的糖酵解速率 
在基础测量中略微下调，对于活化时的代偿活性下调更严重 
 （图 5A）。通过考虑图 4A 中所示的 XF 细胞线粒体压力测试结
果，似乎发生了整体代谢抑制，而没有发生任何明显的表型
转换。然而，根据图 5B 中所示的归一化数据，基础糖酵解受 
LPS 刺激明显上调，且 IFNγ 共刺激使基础糖酵解速率达到最
大。有趣的是，当用 LPS/IFNγ 处理时，即使完全抑制线粒体
呼吸，代偿糖酵解的变化也很小（图 4）。
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图 6. 数据归一化对 ATP 生成速率的影响比较。在 RAW264.7 巨噬细胞
过夜活化后，比较线粒体呼吸和糖酵解对 ATP 生成的影响；A) 归一化
前；B) 归一化后。以平均值 ± SD 表示数据，n = 5 个技术重复样品

通过比较线粒体呼吸和糖酵解对 ATP 生成的影响，可更准确
地表征代谢转换。图 6 所示为安捷伦 Seahorse XF 实时 ATP 
速率测定1,4 结果，结果表明 LPS 刺激产生的巨噬细胞更多地
依赖于糖酵解 ATP 生成，而 LPS/IFNγ 共刺激产生的巨噬细胞
则完全依赖于糖酵解。未归一化时，总 ATP 生成速率似乎在
活化后受到抑制。然而，数据显示每个细胞的总 ATP 生成速
率保持稳定，并且明显表明由于线粒体呼吸下调，细胞表现出
完全糖酵解表型。
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XF 探针板水化

探针板校准
通过 Wave 软件进行

荧光成像和细胞计数
通过 XF 成像和细胞计数软件进行

数据分析
通过 Wave 软件进行成像、细胞计数和 XF 数据分析

在 XF 板上进行细胞培养

明视场成像和无 CO2 培养
通过 XF 成像和细胞计数软件进行

XF 分析
由 Wave 软件控制

• 校准在加药口
加载了试剂的
探针板

• 最后加样中包含 
Hoechst 33342

图 7. XF 成像和归一化系统的典型工作流程
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细胞计数和数据归一化工作流程
细胞核荧光染色是一种广泛使用的识别单个细胞的方法，因
为该方法可使细胞在显微图像中被分割成单个对象，适用于
大多数二维细胞培养。Hoechst 33342 是最常用的可渗透细
胞膜的蓝色染料，可以染色活细胞核，然后可进行显微镜成
像和分析，或采用流式细胞仪计数。在推荐的工作流程中，
Hoechst 33342 与 XF 分析试剂盒加样策略中的最后加样试剂
结合使用。将染料与用于 XF 分析的试剂盒试剂（例如，XF 
细胞线粒体压力测试和 XF 实时 ATP 速率测定中的鱼藤酮/抗
霉素 A 混合物，XF 糖酵解速率测定中的 2DG 等）一起直接加
样。加入的染料在最后三到五个测量周期中与细胞核结合。
由于 Hoechst 33342 标记的细胞核可在没有任何额外清洗步
骤的情况下进行检测和识别，因此在完成 XF 分析后，可采用 
Cytation 1/5 立即进行细胞成像。这些细胞数通过 XF 成像和
细胞计数软件计算得出，并用作转换 XF 数据的准确且可重现
的归一化因子（图 7）。

准确细胞计数的注意事项
尽管该软件通过自动阈值算法为大多数用于 XF 分析的细胞类
型提供了优化的细胞计数解决方案，但还需要考虑多个因素才
能获得准确的细胞计数以实现最佳归一化性能。均匀染色可检
测的细胞核对于获得更准确的细胞计数至关重要。建议在 XF 
成像和细胞计数软件中查看蒙版图像。蒙版图像是一个图像
层，代表该算法的细胞核检测，其被叠加在原始荧光图像上，
并验证所有有效对象均得到软件识别。在 XF 成像和细胞计数
软件中完成细胞计数的后处理步骤之后，可使用该检查功能。
如果在蒙版图像中大量细胞未得到识别，则用户需要考虑下述
段落所述的选项来归一化数据。 

首先，有些细胞类型不适用于原位细胞核染色。例如，
Hoechst 33342 可由 ABCG2 转运蛋白运出，ABCG2 转运蛋白
在造血干细胞中表达，从而导致染料保留性较差6。对于这类
细胞，原位染色可能不适用，固定后染色可能是首选方法。成
像和计数仍可在 XF 成像和细胞计数软件中进行，且仍可利用
数据库中读取的通用条形码将数据自动链接到相应 XF 数据。

其次，细胞核染色强度的不一致也会影响细胞核识别。与其
他 DNA 结合染料类似，Hoechst 33342 对凝聚染色体具有更
高的亲和性，凝聚染色体通常存在于凋亡细胞中7。如果细胞
样品在健康细胞和垂死细胞之间表现出较大荧光强度差异，
则自动阈值算法可能无法正常工作。用户可能需要在 BioTek 
Instruments 的 Gen5 软件中重新分析图像数据，并自定义细
胞计数参数（包括阈值设置）。由 Gen5 获得的计数结果可手
动传输至 Wave 中的 XF 数据。

第三，细胞接种条件也是影响归一化性能的关键因素。细胞应
进行亚融合接种且均匀分布，以实现准确归一化和最佳 XF 分
析性能。与提供全孔图像的明视场成像不同，XF 成像和细胞
计数软件使用采集每个孔的中心部分的单一图像。在该图像内
对细胞核进行计数，然后软件通过外推法计算每孔细胞总数。
成像中心部分与最有效地测量氧和 pH 的区域紧密重叠。因
此，与 OCR 和 ECAR 计算类似，在假设细胞均匀分布于每个
孔的整个区域的情况下进行自动细胞计数。可使用明视场成像
来查看细胞接种条件，如有需要，可以识别并排除任何易出错
的孔2。

最后，孔内或孔下的任何较大异物都可能会通过散射激发光影
响荧光图像。原位染色可在染色期间避免 XF 板暴露于开放环
境中，从而防止出现异物。此外，可在 XF 成像和细胞计数软
件以及 Wave 软件中通过明视场和荧光图像来检查任何较大的
异物污染。

方案修改
可以根据用户偏好修改细胞核染色步骤。如果有可用的加药
口，则可以在整个分析完成之后通过探针板单独加入 Hoechst 
33342（例如，在 XF 细胞线粒体压力测试的标准运行之后通
过加药口 D 加入 Hoechst 33342）。但是，在标准方案中添加
额外加样时，如果用户想要运行 XF 报告生成器，则需要验证
数据兼容性。例如，在 XF 糖酵解速率测定中，在 2DG 后额
外加入 Hoechst 33342 与 XF 糖酵解速率测定报告生成器不兼
容，因为其使用最后测量作为参考值来评估基础和代偿糖酵解
速率。
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结论
通过一个 XF 64 位控制器运行 XFe96 或 XFe24 分析仪和 
Cytation 1/5，XF 成像和归一化系统提供了一种简单、快速的
无缝式工作流程，可重现地生成每孔细胞计数，以执行 XF 数
据的归一化。通过 XF 成像和细胞计数软件获得细胞图像和计
数，数据可自动同步并记录在 Wave XF 结果文件中。这使用
户能够更成功地执行 XF 分析且可确保数据完整性，从而实现
最佳且有效的数据解析。 
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