
王群 产品经理

Seahorse XF 原理技术与应用分享

实时-动态分析活细胞能量代谢并揭示细胞功
能的改变



Go beyond what cells are to reveal what they DO
Agilent Seahorse XF Assays 了解细胞能量代谢对细胞功能至关重要

肿瘤细胞增殖 免疫细胞激活

干细胞分化 细胞死亡
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For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

XF assays measure the rate change of the two 
key energy metabolism pathways

Respiration

OCR
pmol [O2]/min

Oxygen Consumption Rate

Oxidation of glucose, fatty 
acids, amino acids

Glycolysis

ECAR
(mpH/min)

PER
(pmol [H+]/min) 

Anaerobic conversion 
of glucose to lactate

Extra Cellular 
Acidification Rate

Proton Efflux Rate
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氧气消耗速率 (OCR): 线粒体氧化呼吸的指标

细胞外酸化率 (ECAR/PER): 糖酵解的指标

用 Seahorse XF 分析仪测量功能性代谢
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XF细胞培养板

检测液

固态的荧光传感器

单层细胞

传感器探针

传到光纤

Well 1 Well 2

Measuring Mitochondrial Respiration and Glycolysis in a Microplate
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The bio-cartridge is 
raised, bringing the 

system back to 
baseline

探针抬起后，将
瞬态微室内细胞
环境恢复至基线

水平

形成“瞬态微室”

探针下沉形成的“瞬态微室”可
在数分钟内快速测量耗氧量和
细胞外酸化

Well 1 Well 2

Measuring Mitochondrial Respiration and Glycolysis in a Microplate
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• 每个细胞孔可实时加入4次药物；

• 可加入抑制剂、激活剂、底物或目
的药物；

• 整板细胞孔同时加药；

• 用户可定义加药程序；

D

BA

C

—实时分析药物对细胞功能的影响

Automated Drug Injection Ports Enable Kinetic, Functional Data



实时动态测量原始数据: pH vs. time ¢ ECAR

M
EA

SU
R

E

INJECT

C
YC

LE
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自动计算出胞外酸化速率(ECAR)
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实时动态测量原始数据: O2 vs. time ¢ OCR
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自动计算出氧气消耗速率(OCR)
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实验程序设计--软件逻辑清晰使用方便

• Gentle up/down
• 3 minutes standard
• Restores O2 and pH levels

MIX

• Probes remain Up
• Only in 24-well protocols 

(2minutes)
WAIT

• Probes down- microchamber 
formed

• 2-3 minutes standard
MEASURE

• Manifold system injects all ports 
of a given position “A” or “B” etc.

• then Cycle
INJECT

Cycle ~ 3 times



Seahorse 标准化试剂盒
针对代谢途径研究, OXPHOS, Glycolysis, and FAO
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关键参数

q 基础呼吸

q ATP关联呼吸

q 最大呼吸

q 备用呼吸能力

q 质子渗漏

评估线粒体功能
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XF Cell Mito Stress Test Assay
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疾病中的线粒体功能“概况”

Data courtesy of Dr. Pinar Coskun, Dept of Neurobiology and Behavior at UC Irvine

Parkinson’s Disease 
Lower spare capacity in patient

HIV *
Lower spare capacity in patients

Autism  *
Higher spare capacity in patient

Multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MADD) **
Higher spare capacity in patient

PLoS One. 2009 Dec 17; 4(12):e8329., Song Y et al

Lymphocytes

Fibroblasts

Fibroblasts

PatientPatient

Patient
Patient

Data courtesy of James Bennet Lab, University of VirginiaData courtesy of Sher Hendrickson, NCI/NIH Frederick

Fibroblasts



代谢疾病
COPD患者的ASM细胞表现出线粒体功能障碍

Oxidative stress–induced mitochondrial dysfunction drives inflammation and airway smooth muscle remodeling in patients with 
chronic obstructive pulmonary disease IF 14.290 1区J ALLERGY CLIN IMMUNOL 2015

炎症和氧化应激在慢性阻塞性肺疾病(COPD)患者中起重要作用。作者在COPD患者的ASM细胞中发现了线粒体功能
障碍和过多的线粒体ROS，通过实验证明了慢性阻塞性肺病患者线粒体功能障碍与线粒体ROS水平过高有关。
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病毒研究
HIV感染和抗逆转录病毒治疗对免疫细胞功能的影响

Korencak, Marek et al. “Effect of HIV infection and antiretroviral therapy on immune cellular functions.” JCI insight vol. 4,12 e126675. 20 Jun. 2019, 
doi:10.1172/jci.insight.126675

Lymphocytes
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α-硫辛酸激活小鼠的 AMPK/PGC1α 通路改善线粒体功能来减轻二氧化
硅诱导的肺纤维化

Alpha-lipoic acid attenuates silica-induced pulmonary fibrosis by improving mitochondrial function via 
AMPK/PGC1α pathway activation in C57BL/6J mice (Chang M et al. Toxicol Lett. 2021 Oct 10;350:121-
132.)

通过肺组织实验表明二

氧化硅存在下线粒体不

同程度受损，但加入 

ALA 后可显著改善线粒

体功能



关键参数

q 糖酵解
q 糖酵解能力
q 糖酵解储备
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实时测定糖酵解功能

XF Glycolysis Stress Test Assay



癌症研究
XF Glycolysis Stress Test Measures Glycolytic Phenotype

PC-3M

PCS

Ol
igo 2-
DG

Prostate Tumor Cells

Primary Prostate Epithelial Cells

Gl
uc
os
e

Warburg效应---肿瘤细胞中典型的糖酵解增加

Free Base Lysine Increases Survival and Reduces Metastasis in Prostate Cancer Model
Ibrahim-Hashim, et al., J Cancer Sci Ther 2011, S1
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实时测定糖酵解功能
XF Glycolysis Stress Test Assay

关键参数

q 基础糖酵解 Glyco-PER
q 线粒体酸化 Mito-PER
q 补偿性糖酵解

优势 ：
• 检测 CO2 对胞外酸化的贡献值

• 检测相当于乳酸的糖酵解速率值

• 定量测量：PER(pmol/min)
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实时测定细胞ATP产生速率，解析能量供应及代谢转换
Agilent Seahorse XF Real-Time ATP Rate Assay

一种可在活细胞中同时、实时量化线粒体呼吸和糖酵解过程中ATP产生速率的测定方法。
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不同细胞具备不同的ATP产生表型

XF Real-Time ATP Rate Assay

同时定量出OXPHOS和糖酵解通路产生的ATP
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雌激素受体阳性(ER+)的乳腺癌细胞相比雌激素受体阴性(ER-)或
对照的细胞更具氧化性

雌激素受体阳性(ER+)的乳腺癌细胞相比雌激素受体阴性
(ER-)或对照的正常人乳腺上皮细胞更具氧化性



T细胞分化过程中的ATP产生变化

XF Real-Time ATP Rate Assay

ATP产生速率揭示细胞活动变化，例如细胞增殖、分化、激活等
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关键参数

q基础OCR

q急性响应

q最大OCR
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XF底物氧化压力测试是基于已被广泛认可的用于测量线粒体功能的XF细胞线粒体压
力测试的，使用优化的代谢途径特异性抑制剂来揭示细胞氧化三种主要底物的能力。

探究底物氧化通路确定细胞线粒体底物氧化水平与疾病的关系

XF Substrate Oxidation Stress Test 
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Assessment of Specific Substrate Oxidation: How It Works? 
使用代谢途径——特异性抑制剂来评估特定底物的氧化

Etomoxir (抑制长链脂肪酸氧化)
肉碱棕榈酰转移酶-1 (CPT-1)的抑制剂，CPT-1对于长链
脂肪酸从细胞质基质转运到线粒体中氧化至关重要

(注: 浓度 > 4 μM会对线粒体呼吸产生脱靶效应) 

UK5099 (抑制葡萄糖氧化)
线粒体丙酮酸载体(MPC)的抑制剂，MPC将丙酮酸运输到
线粒体中

BPTES (抑制谷氨酰胺氧化)
谷氨酰胺酶(GLS1)的抑制剂。GLS1将谷氨酰胺转变为谷
氨酸，谷氨酸再转变为α-酮戊二酸，通过TCA循环氧化
(注: BPTES不抑制GLS2)



多种多样的应用

线粒体疾病

药物筛选

癌症

心血管疾病

转化医学

老化

模式生物

肥胖，糖尿病& 代谢紊乱

神经退行性疾病

毒理学

免疫



September 20, 202430

Clin Cancer Res. 2018 Feb 15;24(4):972-984.



伊马替尼减少胃肠间质肿瘤细胞系葡萄糖的摄取和糖酵解的
能力

September 20, 202431

Vitiello GA et al. Clin Cancer Re. 2018



伊马替尼减少胃肠间质肿瘤细胞系的糖酵解速率

September 20, 202432

Vitiello GA et al., Clin Cancer Res. 2018



伊马替尼的治疗与线粒体动力学改变密切相关

September 20, 202433

Vitiello et al., Clin Cancer Res 2018



伊马替尼的治疗与线粒体动力学改变密切相关

September 20, 202434

Vitiello et al., Clin Cancer Res 2018



线粒体抑制对胃肠间质肿瘤细胞系和异种移植产生了抗增殖的
效果

September 20, 202435

Vitiello et al., Clin Cancer Res 2018



线粒体抑制对胃肠间质肿瘤细胞系和异种移植产生了抗增殖的
效果

September 20, 202436

Vitiello et al., Clin Cancer Res 2018





UNC0642改变细胞因子和杀伤途径基因转录水平，也包括能量代谢途径的改变



抑制G9a/GLP在小鼠体内模型和病人样
本中都增强了TCR-T细胞杀伤效力

小鼠体内模型中，UNC0642明

显减少小鼠肿瘤负荷以及缓解体

重下降，可能是通过改善T细胞

在肝脏中的持久性和细胞毒性提

高TCR-T细胞的体内抗肿瘤活性。
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Seahorse 数据归一化

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. 

任何实验都需要数据归一化才能得出有

效的结论，尤其是涉及样本数目差异时，

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。

应用场景一 应用场景二 应用场景三 应用场景四

客观判断细胞汇合
度，协助摸索细胞
密度，提高实验效
率，减少实验成本；

汇合度快速扫描监
测细胞成长过程，
协助确定上机时间；

检测上机前细胞状
态，减少实验失败
概率；

快速准确地对
Seahorse XF 8/24/96
孔细胞板进行原位全
孔成像计数分析，进
行结果归一化
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Seahorse 数据归一化

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. 

Falcon S300可快速准确地对Seahorse XF 8/24/96孔细胞板进行原位全孔成像计数分析，用于校正

存在细胞数差异的Seahorse分析数据。

原位染色

核计数

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0 16214 16245 16893 17242 16893 16593 18321 16788 18432 17843 0

B 17446 18022 16841 17325 17367 16332 18231 17973 17355 17256 17992 17652

C 12562 12473 11895 13124 12981 11596 11769 12179 12512 13056 12885 12156

D 11693 11378 12658 11553 12778 13122 13272 12655 12339 13021 12889 12011

E 21452 21992 22546 23012 22882 21054 21554 22543 23112 22134 23356 23545

F 22553 22378 21331 23389 21766 22498 22466 23213 22329 22965 21886 22519

G 8745 8521 7983 8320 8129 7879 7982 8322 8341 9031 9110 8860

H 0 7971 8281 8289 8302 7865 7960 8289 8109 8367 8108 0
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Seahorse 数据归一化

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. 

全孔原位成像计数结果导出后，复制进Seahorse Wave软件，可直接对数据结果进行归一化。

不同密度梯度Hela细胞归一化之前
线粒体压力测试结果

不同密度梯度Hela细胞归一化之后
线粒体压力测试结果



Alicelligent
细胞能量代谢试剂盒介绍



细胞能量代谢试剂盒产品特点

Ø 优势1：化合物“即开即用，按次配比”，
无需其他溶剂溶解，简化实验流程;

Ø 优势2：葡萄糖、丙酮酸盐、谷氨酰胺三

种底物已预混，减少检测培养液配置的操

作步骤，一次性使用，减少浪费。

产品优势

种类：≥10



细胞能量代谢试剂盒用户群



细胞能量代谢试剂盒市场推广活动
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Intuitive Software for Data Collection and Analysis（桌面版）
Seahorse Wave Pro 
https://www.agilent.com.cn/zh-cn/product/cell-analysis/real-
time-cell-metabolic-analysis/xf-software/seahorse-wave-pro-
software-2007523
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Intuitive and easy-to-use software: Data Acquisition and Analysis (网页版)
https://seahorseanalytics.agilent.com/Account/Login?ReturnUrl=%2F

https://seahorseanalytics.agilent.com

Mitochondrial Respiration Basal Respiration

Acute Response Maximal Respiration

Average Assay Parameter Calculations



49

Agilent Cell Reference Publication Database

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. 

https://www.agilent.com/search/?N=4294836537
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https://www.agilent.com/en/products/cell-analysis/how-to-run-an-assay
Agilent Seahorse XF Assay Learning Center
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Key Success to XF Assay
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XF 实验基本流程

Gather 
Assay 

Materials

Prepare for 
XF Assay

Set Up  
XF Assay 

Run XF 
Assay

Analyze XF 
Assay 

Results 

Day of XF Assay After XF AssayBefore XF Assay

++=

• Seahorse XF Glucose 

• Seahorse XF aPyruvate
• Seahorse XF Glutamine

Complete XF media typically includes:

Seahorse XF DMEM, pH 7.4 
Seahorse XF RPMI, pH 7.4

+

Fluxpak

Assay 
Medium

Assay 
Kits



Change medium
to 

assay medium
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XF 实验基本流程

Gather 
Assay 

Materials

Prepare for 
XF Assay

Set Up  
XF Assay 

Run XF 
Assay

Analyze XF 
Assay 

Results 

Day of XF Assay After XF AssayBefore XF Assay

Prepare cells in XF plate

Seed cells and 
incubate overnight in 
growth medium

Prepare sensor cartridge

Hydrate sensor 
cartridge overnight

Add compounds  to 
reagent ports
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良好的细胞培养规范

关注细胞形态及生长情况的变化
- 细胞代次
- 污染

在细胞完全汇合之前传代

确保一致的细胞生长环境
- 血清批次
- 试剂的新鲜度及避光等保存条件

注意培养箱的状态
- 湿度
- CO2
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与细胞类型相关的注意因素

• 细胞接种密度及细胞汇合度
• 细胞培养时间
• 传代细胞或原代细胞
• 增殖细胞或分化细胞
• 细胞培养板表面处coating
• 细胞的特殊生理需求（如：原代皮层神经元）

adipocytes neuronsfibroblast
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细胞准备步骤

细胞接种的关键因素
• 一致性
• 单细胞悬浮液是最佳选择
• 考虑细胞附着
• 最小化边缘效应

神经母细胞瘤细胞

Prepare cells in XF plate

接种细胞并在生
长培养基中孵育
过夜
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接种细胞

Xfe 96

接种细胞前，先在背景校正孔内加入相同体积的生长培养基
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确定最佳细胞密度的标准

使用基础OCR确定最佳细胞密度

Cell Mito Stress Test Glycolysis Stress Test

Good signal range – Xfe 96: ~ 20– 160pmol/min 
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最佳细胞接种密度
最佳细胞接种密度因细胞类型而异。通常，50-90％汇合度的细胞产生的代谢率会在仪器的理想/动态范围内。
此外，最佳的细胞接种密度应在细胞孔内形成70-90％汇合度的单层细胞。

A: image shows low end of optimal cell density, ideal seeding density and distribution. B: image shows high end of optimal seeding density, some cell clusters can be 
seen.



60

XF 实验基本流程

Gather 
Assay 

Materials

Prepare for 
XF Assay

Set Up  
XF Assay 

Run XF 
Assay

Analyze XF 
Assay 

Results 

Day of XF Assay After XF AssayBefore XF Assay

• 务必镜下观察细胞确保满足清洗要求
• 尽量将细胞生长培养基置换干净，至少清洗2次
• 清洗流程遵循试剂盒说明书进行
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清洗细胞流程

标准换液流程

Rate assay
换液流程

XF Real-Time ATP Rate Assay & XF Glycolytic Rate Assay Workflow
Xfe 24

Xfe 24
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清洗细胞注意事项

Correct Technique

Gather 
Assay 

Materials

Prepare for 
XF Assay

Set Up  
XF Assay 

Run XF 
Assay

Analyze XF 
Assay 

Results 

Day of XF Assay After XF AssayBefore XF Assay

If bubbles are introduced during the washing/dispensing step

Aspirate and Dispense from 
the well side, not the center Ensure the cells are never exposed to air
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ü Maximal stimulation of OCR is observed
ü The lowest concentration of FCCP that produces maximal stimulation of OCR
ü Ideally the OCR is stable over 3 measurement periods

细胞线粒体压力测试中FCCP浓度优化（必需）
——OCR-FCCP关系务必满足类似的正态分布关系
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XF 实验基本流程——准备上机之药物配制

XF检测液
(XF DMEM/RPMI, pH7.4 

+ 底物)
配制试剂母液

重悬

XF 或 XFp细胞线粒体压力测试
试剂盒

O
L
I
G
O

R
T
N
+
A
A

F
C
C
P

1. 按照kit说明书先
配制试剂母液：

2. 按需将母液稀释
成工作液：
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完整的XF 检测液：用于清洗细胞和药物配制

• Seahorse XF 葡萄糖

• Seahorse XF 丙酮酸钠

• Seahorse XF 谷氨酰胺

Seahorse XF DMEM, pH 7.4 
或

Seahorse XF RPMI, pH 7.4

q Seahorse实验需要特定的培养基对代谢活性进行准确一致的功能性测量。
q 安捷伦提供即用的，预添加缓冲成分，预调pH 7.4的培养基，以及相应的底物添加剂，能够简化实验

准备，提供一致的实验测量。
q 检测液中不可添加血清和碳酸氢钠

q 添加的底物种类和浓度取决于XF实验类型和应用需求



配制实验药物:  Constant Stock

500 µL

Assay Medium in 
each well

687 µL

10X Compound C
69 µL

XFe96

618 µL

10X Compound B
62 µL

556 µL

10X Compound A 56 µL

762 µL

10X Compound D
75 µL

q 加药孔里的药剂体积是
基于10倍的药剂终浓度
计算而来

q 加药孔的组合，加药的
顺序以及需要用到的加
药孔，取决于具体的试
验设计

66
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加药孔及正确的加药方式

XFe96 only



Seahorse试剂耗材订购

北京盘古创新生物科技有限公司简介：

一家专注于为生命科学、分子诊断、药物研发、食品安全、农业科学等领域提供全球最先进的检测设备、检测服务和整体解决方案的高科技
企业。

 

  Seahorse细胞能量代谢检测服务

拥有专业化的科研服务平台，面向全国科研用户提供检测服务

(订购专员：

王慧玲 :18701591479                                                               

susie.wang@pgbioscience.cn

www.pgbioscience.cn 

September 20, 2024
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