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摘要
真核细胞通过线粒体代谢（氧化磷酸化）和非线粒体代谢（糖酵解）产生 ATP。安
捷伦 Seahorse 技术是一种极具价值的工具，通过测量细胞耗氧率 (OCR) 和细胞外酸
化率 (ECAR)（分别为线粒体呼吸和糖酵解的测量指标），实时监测细胞的生物能量
代谢。尽管 Seahorse 能够提供有关细胞生物能量代谢状态的表型信息，但深入了解
代谢通路的变化需要测量参与关键代谢通路（如糖酵解、三羧酸 (TCA) 循环、戊糖
磷酸途径）的分子代谢物的丰度和相互转化速率。利用 LC/Q-TOF 进行稳定同位素
示踪分析可以实现这一目标，从而提供细胞代谢的详细信息。LC/Q-TOF 技术的最新
进展整合定性代谢流分析软件，可通过追踪代谢物沿体内代谢通路的转换揭示更多
细节。本应用简报介绍了使用 Seahorse XF 技术以及 Agilent MassHunter VistaFlux 
软件的 13C 稳定同位素示踪分析，来研究 RAW 264.7 巨噬细胞对脂多糖 (LPS) 处理
应答。本应用简报旨在展示基于 Seahorse 技术的表型分析以及基于 Agilent 6546 
LC/Q-TOF 系统的靶向稳定同位素示踪分析整合的强大功能。

实时细胞能量代谢分析和 13C 稳定同位
素示踪法揭示脂多糖刺激巨噬细胞引起
的代谢变化
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前言
近年来，免疫代谢研究显著拓展了我们对
免疫细胞功能的认识。代谢的调节对控制
细胞命运至关重要[1,2]。Seahorse 技术能
够深入探究相关背景下细胞响应刺激的生
物能量代谢状态。实时同步测量耗氧率
（OCR，线粒体呼吸氧化磷酸化的指标）
和细胞外酸化率（ECAR，糖酵解的指
标）的变化可实现这一目标，如图 1 所示。

为了进一步了解 OCR 和 ECAR 应答刺激
发生变化的机制，代谢组学分析可以直接
获取通路活动和代谢物调控的瞬态信息。
为获取更详细的代谢通路变化信息，可
应用稳定同位素示踪分析（如 13C、15N、
2H）。稳定同位素标记可提供与代谢组学
分析不同的细胞内代谢信息。尽管非靶向
代谢组学分析可提供代谢通路中不同代谢
物的丰度，但有些代谢变化不会引起代谢
物水平的显著增加或减少。稳定同位素示
踪法通过测量代谢物相互转化的速率以反
映代谢酶的调控，可以提供常规非靶向代
谢组学无法揭示的信息。这使得稳定同位
素示踪研究成为在复杂生物系统中探索代
谢变化的一种强大工具。

通过结合 Seahorse 和 LC/Q-TOF 分析可
以更深入了解细胞代谢的全貌，可使得两
个平台的结果之间可以相互借鉴和促进，
形成互补并进一步指导后续实验，从而更
好解答生物学问题（图 2）。

这样的工作流程可以为生物学问题更快
提供准确答案，因为两个实验均为靶向
实验（Seahorse 平台的专属性检测和 
LC/Q-TOF 平台的通路驱动实验）。

图 1. 细胞代谢通路的示意图，以及使用安捷伦 Seahorse 获得的表型测量值（ECAR 和 OCR）与使用 LC/Q-TOF 
的稳定同位素示踪分析相关代谢通路（如糖酵解、TCA 循环和线粒体呼吸）代谢物之间的联系。G-6-P：
葡萄糖-6-磷酸；R-5-P：核糖-5-磷酸；G-3-P：甘油醛-3-磷酸；PEP：磷酸烯醇丙酮酸；ECAR：细胞外酸化
率；OCR：耗氧率；ETC：电子传递链
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图 2. 结合常规表型分析、安捷伦 Seahorse 测量和 LC/Q-TOF 上的稳定同位素示踪分析，来解决生物学问题
的工作流程

体外表型分析
• 培养细胞
• 生物化学/免疫组织化学

实时细胞能量代谢分析
• 培养细胞
• 确定表型

稳定同位素示踪分析
• 用标记底物培养细胞
• 确定目标代谢物流量

生物学问题

答案和机制

后续实验 
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在免疫代谢研究中，巨噬细胞在病原体识
别中起重要作用，表现出响应病原体刺激
的一系列即时生理重塑现象。阐明代谢通
路和代谢物平衡的调节机制，对于了解巨
噬细胞功能及其在外部刺激下的重塑至关
重要。其中一个示例为巨噬细胞活化。通
过 LPS 和/或干扰素 γ (IFNγ) 等促炎刺激
会发生巨噬细胞的经典活化。几项研究表
明，活化的巨噬细胞会发生代谢转换，包
括糖酵解的快速上调、TCA 循环的重塑
和线粒体呼吸的抑制[3]。这些过程遵循复
杂的代谢适应程序，可以通过细胞能量代
谢分析实时跟踪[10]。

例如，衣康酸是一种通过顺式乌头酸脱
羧酶 (cadA) 由顺式乌头酸生成的非氨基
酸有机酸，已知衣康酸是骨髓巨噬细胞 
(BMDMs) 经 LPS 刺激后高度诱导的代谢
物之一[4,5]。该过程对巨噬细胞而言耗能很
多，因为巨噬细胞丧失了进行线粒体底物
水平磷酸化的能力而依赖糖酵解产能[6]。

本应用简报介绍了一个将 Seahorse XF 技
术与使用 MassHunter VistaFlux 软件的 
13C 稳定同位素示踪分析相结合的示例，
以了解 RAW  264.7 巨噬细胞对 4 小时 
LPS 处理的反应。所提出的工作流程可应

用于不同的细胞类型，以解读免疫代谢的
分子机制。

实验部分

细胞培养基和试剂
由冻存细胞 (–80 °C) 制备的 RAW 264.7 
细胞置于添加 10% 热灭活胎牛血清 (FBS) 
的 DMEM 培养基（Dulbecco 改良 Eagle 
培养基，Sigma-Aldrich）的组织培养瓶
（约 0.5 × 105 个细胞/mL）中培养。在 CO2 
中 37 °C 孵育 48 小时后，分离融合细胞并
培养于新鲜培养基中。重复五到六次分离
过程，直到细胞从冷冻中完全复苏。

体外表型分析-通过 ELISA 测定细胞因子
在 6 孔板中培养 RAW 264.7 细胞，在 
CO2 中 37 °C 孵育 3 至 5 个小时贴壁，然
后在最终浓度为 100 ng/mL LPS 的培养
基或普通培养基中培养细胞 4 小时。收
集上清液用于细胞因子 TNFα 分析。根据
制造商的说明，使用小鼠 TNFα ELISA 试
剂盒（即用型；Affymetrix eBioscience；
Invitrogen 88732486）测定 RAW 264.7 
巨噬细胞产生的 TNFα。在 450 nm 处测
量吸光度读数。

Seahorse XFp 分析仪上的细胞外流量
分析
将 RAW 264.7 细胞以 4 × 105 个细胞/mL 
的细胞密度接种在 8 孔迷你微孔板上，
并放置过夜，使其贴壁。用含 LPS（最终
浓度 100 ng/mL）的培养基或不含 LPS 
的普通培养基培养细胞 4 小时后，使用
安捷伦 Seahorse XFp 分析仪测量 OCR 和 
ECAR。在分析前一天，分别用 400 µL 和 
200 µL 二次蒸馏无菌水填充工具板的凹
槽和孔来水化传感器探针板，并于 37 °C  
下在无 CO2 培养箱中孵育过夜。在分析
当天，将水更换为 200 µL 经预热的安捷
伦 XF 校准液，再孵育 1 小时。此外，
将培养基更换为含 10 mmol/L 葡萄糖、
2 mmol/L 丙酮酸钠和 2 mmol/L 谷氨酰
胺的 180 µL 安捷伦 Seahorse XF RPMI 
培养基 (pH 7.4)，并将细胞在无 CO2 培
养箱中 37 °C 孵育 1 小时。将含细胞的 
Seahorse 迷你微孔板置于 XFp 分析仪
中，在 37 °C 下进行后续分析。测量周期
包括 3 分钟的混合时间和 3 分钟的测量
时间。依次加入以下线粒体抑制剂前，
在 37 °C 下测量 3 次基线速率：寡霉素 
(2 µmol/L)、羰基氰-对-(三氟甲氧基)苯腙

Seahorse XFp 分析仪工作流程

接种细胞
水化探针板 预处理细胞 更换培养基

加载并校准探针板 采集数据 提取表型参数

–18 小时 –4 小时 –1 小时 0 小时 1 小时
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（FCCP，2 µmol/L）和鱼藤酮/抗霉素 A 混
合物 (0.5 µmol/L)，均来自安捷伦 Seahorse 
XFp 细胞线粒体压力测试试剂盒。加入每
种抑制剂后，取 3 次读数。由 Seahorse 
XFp Wave 软件自动计算 OCR 和 ECAR。
每个数据点代表 3 个不同孔测量值的平
均值，测量值均根据每孔的细胞数进行了
归一化。为更全面地了解一般代谢变化，
使用细胞线粒体压力测试数据结果文件进
行了表型分析。

定性代谢流分析 

代谢物提取
将 RAW 264.7 细胞以 5 × 105 个细胞/mL 
的细胞密度接种在 6 孔板上，孵育 3 至 
5 小时使其贴壁。此后，将培养基更换
为添加 4.5 mg/mL [U-13C6]-葡萄糖的培
养基。经或不经 100 ng/mL 培养基浓度
的 LPS 处理的细胞，置于 [U-13C6]-葡萄
糖和 12C 葡萄糖和 13C 葡萄糖比例为 1:1 
的培养基中孵育 4 小时。将微孔板置于
冰上，小心倒出培养基。用冷的 PBS 洗
涤贴壁细胞 3 次，然后加入代谢物提取
缓冲液（乙腈、甲醇和水，–20 °C 下
比例为 40:40:20 [v/v/v]），密度为 107 个 
细胞/mL。然后刮下细胞并转移到一个 
Eppendorf 管中。将 100 µL 代谢物溶液与
含 0.2% 乙酸的 100 µL 乙腈在 –20 °C 下
混合，并在 4 °C 下以 17000 g 离心 10 分 
钟。70% 乙腈的最终浓度与 HILIC 色谱
分析的起始条件兼容。然后将上清液转
移至安捷伦 LC/MS V 形样品瓶（部件号  
5188-2788），进样 4 μL 进行 LC/MS 分析。

LC/Q-TOF 数据采集
采用 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱与 
6546 LC/Q-TOF 系统联用进行数据采集。
采用 Agilent InfinityLab Poroshell 120 
HILIC-Z, 2.1 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱（部
件号 675775-924）上进行色谱分离。
HILIC 方法经过优化，适用于极性酸性代
谢物的分析（详见表 1）。为了轻松制备
稳定一致的流动相，配制含 100 mmol/L 
乙酸铵 (pH 9.0) 的 10x 浓缩溶液，来制
备流动相 A 和 B。

目标代谢物列表创建
由于 Seahorse 可提供有关糖酵解 (ECAR)  
和线粒体氧化磷酸化 (OCR) 的表型信息，
故使用 Agilent MassHunter Pathways to 
PCDL 软件创建了与这些通路相关的目标
代谢物列表。软件可由公共通路数据库生
成包含名称、化学式和各种代号的目标个
人化合物数据库 (PCDL)。从预先存在的
内部数据库中添加代谢物保留时间到目标 
PCDL 中。

表 2. 质谱条件

质谱条件

质谱系统 Agilent 6546 LC/Q-TOF

SWARM 群集自动调谐选择 m/z 50–750，易碎裂离子模式

离子源 安捷伦喷射流

极性 负离子模式

干燥气温度 200 °C

干燥气流速 10 L/min

雾化器压力 40 psig

鞘气温度 300 °C

鞘气流速 12 L/min

毛细管电压 3000 V

喷嘴电压 0 V

碎裂电压 115

采集范围 m/z 40–1000 

参比质量 m/z 68.995758 和 980.016375 

表 1. 液相色谱条件

液相色谱条件

色谱柱 Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z, 2.1 × 100 mm, 2.7 µm（部件号 675775-924） 

流动相
A) 10 mmol/L 乙酸铵水溶液，pH 9，含 5 µmol/L Agilent InfinityLab 去活剂添加剂 
（部件号 5191-4506）

B) 10 mmol/L 乙酸铵的水/乙腈 10:90 (v:v) 溶液，pH 9

流速 0.5 mL/min

梯度

时间 (min) %A %B 
0 0 100 
11.5 30 70 
12 0 100 
15 0 100 
20 后运行时间 

柱温 30 °C

进样量 4 µL

Multisampler 温度 6 °C
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批量同位素异数体数据分析
Agilent MassHunter Profinder 10 是 
VistaFlux 的批处理模块。导入数据文件
并设置好处理分组。将色谱数据与内部数
据库中已知保留时间的化合物进行时间比
对。使用批量同位素异数体提取向导提取
目标代谢物列表的同位素异数体，并校正 
13C 的天然丰度和示踪剂纯度。在稳定同
位素示踪分析中，每个代谢物的结果均经
过自归一化处理，因为某个同位素异数体
的富集百分比是通过相对于其他同位素异
数体来计算的。本实验中的 13C 示踪剂纯
度为 50%，因此这些校正的结果是 100% 
标记掺入表示 13C 完全掺入代谢物中。将 
Profinder 的结果转移至另一个 VistaFlux 
模块 Omix Premium，以轻松实现通路中
的代谢流可视化。 

统计分析
对于所有实验，用每个条件 2 个生物学
重复样品和 4 个技术重复样品的平均值 ±  
标准误差表示数据。使用未配对双尾 
Student t 检验进行比较，p < 0.05 认为有
统计显著性。

结果与讨论

LPS 刺激诱导 TNFα 的大量增加
RAW 264.7 细胞广泛用于研究巨噬细胞
活化的分子机制。本研究通过测量 LPS 
刺激后细胞培养基中肿瘤坏死因子  α 
(TNFα) 的释放量，来评估巨噬细胞活

化。正如预期，由 100 ng/mL LPS 活化 
RAW 264.7 细胞 4 小时导致 TNFα 分泌丰
度增加 100 倍，证实了细胞处于活化状
态（图 3）。

LPS 刺激诱导向糖酵解表型转变
为证明 LPS 活化如何影响 RAW  264.7 
中的细胞生物能量代谢，本研究使用 
Seahorse XFp 分析仪研究了细胞表型
（图 4）。Seahorse 表型分析软件显示细
胞基础条件下和应激条件下的代谢活性，
以揭示代谢潜能。分析显示，当在基础和
应激表型中用 LPS 刺激时，RAW 264.7 
总体上向糖酵解表型转换。这与支持糖酵
解转换是巨噬细胞促炎功能重要组成部分
的文献观点一致[7-9]。

图 3. 100 ng/mL LPS 刺激 4 小时后 RAW 264.7 细胞的 
TNFα 水平
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图 4. 测得的代谢表型分析的 OCR 与 ECAR 曲线（三个重复样品）。空心方框代表基础
表型，实心方框代表应激表型（加入寡霉素和 FCCP 后的代谢能力）。经 100 ng/mL 
LPS 刺激 4 小时后，RAW 264.7 细胞诱导向糖酵解活性升高的方向转变 
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LPS 刺激使碳流量向衣康酸合成方向重
新定向
如先前 Seahorse  XFp 分析结果所示，
LPS 刺激 RAW 264.7 细胞会使 ECAR 有
所增加。如前所述，ECAR 是糖酵解的关
键指标。因此，为深入了解 LPS 刺激导
致 ECAR 变化引起的代谢物转换变化，
我们进行了 [U-13C6]-葡萄糖稳定同位素
示踪分析，重点关注参与中心碳分解代
谢和 TCA 循环的代谢物（表 3）。在含 
[U-13C6]-葡萄糖的培养基中用或不用 LPS 
刺激培养 RAW 264.7 细胞 4 小时，并通
过 LC/MS 测定 13C 的掺入。

如图 5 所示，乳酸和丙酮酸均显示出极
高水平的 13C 掺入，标记率达到 95%，与
所进行的处理无关。然而，主要变化发生
在顺式乌头酸（特别是衣康酸）水平，其
中 LPS 活化显著改变同位素异数体分布。
实际上，在 LPS 刺激下，观察到 M+1、
M+2、M+4 和 M+5 的 13C 掺入大幅增

加，M+0 的掺入减少。这与已知 LPS 激
活促进衣康酸产生的文献一致[4,5]。根据此
处提供的 XF 数据，LPS 刺激导致糖酵解
增加。因此，我们研究了该通路中代谢
物同位素异数体分布的变化。如图 5 所
示，我们观察到参与糖酵解的代谢物中 
13C 的掺入增加，以及 TCA 循环的氧化分

表 3. 用于同位素异数体提取的目标代谢物列表，显示了 8 个对照样品的平均测量保留时间 

信息通路 代谢物 分子式 RT (min) CAS

ECAR

β-D-葡萄糖-6-磷酸盐 C6H13O9P 9.60 15209-12-8

D-果糖-6-磷酸盐 C6H13O9P 8.22 643-13-0

β-D-果糖-1,6-二磷酸 C6H14O12P2 10.2 488-69-7

D-甘油醛-3-磷酸 C3H7O6P 7.03 591-57-1

二羟丙酮磷酸 C3H7O6P 7.95 57-04-5

丙酮酸 C3H4O4 1.40 127-17-4

乳酸 C3H6O3 2.21 50-21-5

OCR

柠檬酸 C6H8O7 8.88 77-92-9

顺式乌头酸 C6H6O6 7.86 585-84-2

D-苏式-异柠檬酸 C6H8O7 6.94 6061-97-8

酮戊二酸 C5H6O5 6.04 328-50-7

L-谷氨酸 C5H9NO4 6.25 56-86-0

琥珀酸 C4H6O4 6.54 110-15-6

富马酸 C4H4O4 6.88 110-17-8

L-苹果酸 C4H6O5 6.79 97-67-6

L-天冬氨酸 C4H7NO4 1.22 56-84-8

衣康酸 C5H6O4 6.68 97-65-4

支导致衣康酸的产生。观察到 TCA 循环
还原支路中相关代谢物减少，证实在 LPS 
刺激下，TCA 循环还原分支的代谢物转
换受到抑制。总之，这些数据表明，在 
LPS 刺激后，RAW 264.7 细胞将其碳流
量重新定向至衣康酸产生，导致 TCA 循
环中 13C 周转的改变。
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图 5. 与未经处理的 RAW 264.7 细胞（对照）相比，经 100 ng/mL LPS 刺激 4 小时的 RAW 264.7 细胞 [U-13C6]-葡萄糖稳定同位素示踪分析的总结。结果显示为通路的
热点图，其中每个热点图显示对照和处理细胞每种同位素异数体的校正丰度。用 * 表示统计显著性
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未处理

未处理

未处理
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未处理
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未处理

未处理

未处理
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结论
将实时细胞外流量信息与 13C 稳定同位素
示踪相结合，可以更深入地了解巨噬细胞
活化机制。Seahorse 技术从宏观角度提
供有关代谢表型和两种主要能量代谢通路
活动的信息，13C 稳定同位素示踪分析则
可在微观上洞察通路中变化的分子信息。

Seahorse XF 分析试剂盒可实现实时的活
细胞代谢分析。利用该技术，揭示了活的
巨噬细胞表型的糖酵解改变，这是促炎巨
噬细胞活化的先决条件。通过定性代谢流
分析研究代谢细节时证实了这一点。与基
础情况相比，13C 向糖酵解代谢产物掺入
的增加证实了糖酵解速率的增加。代谢流
分析还表明衣康酸（一种由促炎巨噬细胞
产生的有效抗微生物化合物）的产生增
加，从而提供了代谢变化更详细的信息。

该工作流程和使用的相关技术可以推广到
其他不同的细胞类型，用于在表型和代谢
物水平对细胞代谢进行研究，揭示应对外
部刺激和遗传调控的分子机制。
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