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摘要：Seahorse 实时细胞能量代谢分析系统的检测数据受到孔间细胞数目、细胞活性

和细胞在每个孔中均匀程度的影响，需要进行归一化处理得到有效数据后再进行分析。

Seahorse 细胞能量代谢分析数据归一化有以下几种常用方法：基于总蛋白定量或

总DNA 定量的间接评估法，以及基于细胞计数的评估法。基于成像的细胞计数方法是

指利用显微成像系统对已经进行过细胞能量代谢测试过的特殊细胞板孔中细胞进行成

像，

然后使用合适参数对图像进行细胞数目的定量分析。相对于总蛋白定量和总 DNA 定量

的间接评估法，活细胞显微成像计数法操作简单快速，更直接更容易实现自动化；而且

在检测细胞数目的同时可区分活/死细胞，可消除实验过程中因药物处理浓度或时间不同

导致的孔间细胞活性状态差异而引入的代谢数据差异；同时对细胞种植的均匀程度都也

有一定的直观参考价值。本文将介绍如何利用成像仪器对 Seahorse XFe24 实验板内的

各孔细胞进行准确计数。 
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材料与试剂 

1.Seahorse XFe24 FluxPak 实验板 (Agilent, Seahorse, catalog number: 102342-100) 

2.Hoechst33342 (ThermoFisher, Invitrogen, catalog number: H3570) 

3.Propidium Iodide (PI) (ThermoFisher, Invitrogen, catalog number: P3566) 

4.75%酒精 

 

仪器设备 

1.水平板式离心机 (Eppendorf, model: Centrifuge 5910 R) 

2.恒温培养箱 (无二氧化碳) 

3.2.5 µl 、1000 µl 移液枪 

4.细胞成像多功能检测仪  (PerkinElmer 公司 , model: EnSight 以及 BioTek 公司, 

model: Cytation 5) 

 

实验步骤 

一、细胞染色 (Hoechst 33342 染色和 PI 染色) 

1.从细胞能量代谢分析仪中取出检测板，弃去上层，保留下层细胞板和板盖 (图 1)。 

 

  
图 1. 从细胞能量代谢分析系统中取出的检测板 A. 上下两层，弃去上层；B. 下层

细胞板正面，红色叉处为空白孔，固定不铺设细胞。 

 

2.计算细胞板内已有的检测培养基的体积，按照 1:1000 加入 Hoechst 33342 及 PI 核染

色试剂。一般情况细胞板里含有 750 µl 检测培养基，分别加入 Hoechst 33342 及

PI 各 0.75 µl ，盖上细胞板板盖，手动轻摇板子混匀。（Anal Chem） 

3.200 × g 室温下离心 2 min。 

B A 
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4.放入培养箱 37 °C 孵育 15 min。 

注：检查培养箱中的水盘，为有水状态，保持培养箱中恒温恒湿。 

 

二、图像采集 

本文将分别阐述使用两台细胞成像多功能检测仪器 (Perkin Elmer 公司的 Ensight 及

BioTek 公司的 Cytation 5) 进行图像采集及定量分析的流程。Seahorse XFe24 实验板

的尺寸参数见图 2，对该板成像前需先在成像仪器中设置好板型及相应参数。其中

“Bottom Elevation” 可根据实际拍照的清晰层面来确定。 

注：成像前，用 75%酒精喷湿无尘擦拭纸，擦拭细胞板底部的外表面，去除细胞板板盖。 

 

 
图 2. Seahorse XFe24 实验板参数设置 (界面来自 BioTek 公司的 Cytation 5)  

 

1.Ensight 多功能成像酶标仪成像方法 

通 道 选 择 及 成 像 参 数  ( 见 图 3) ： Hoechst 33342 染 料 检 测 用 385 

nm-extended/413-498 nm (Blue)；PI 染料检测用 525 nm/555-604 nm (Orange)。 

注：也可同时增加一个明场检测通道作为辅助参考。 
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图 3. Ensight 成像参数设置 

 

2.Cytation 5 多功能成像酶标仪图像收集方法 

通道选择如下：Hoechst 33342 染料检测用 365 nm LED Ex377/50 Em447/60；PI

染料检测用 523 nm LED Ex531/40 Em647/57 (图 4)。使用 Cytation 5 可通过每孔

拍摄 4 个视野捕获整孔信息 (图 4)。聚焦方式可根据硬件配置情况，优先选择"Laser 

autofocus" (图 4B)。 

 

 
图 4. Cytation 5成像参数设置 
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结果与分析 

一、成像结果及图像分析方法设定 

图像定量分析思路如下：我们首先根据 Hoechst 33342 染色圈选细胞核位置，由于

Hoechst 33342 可同时进入活、死细胞，因此被圈选的“object”同时包括了活细胞及死细

胞，由此得到细胞总数；然后分析各圈选“object”区域 PI 通道的荧光强度；通过设置 PI

通道荧光强度的阈值，分选出死细胞亚群 (PI+ cells)，软件会自动对该亚群进行计数；

Hoechst 33342 阳性的细胞数减去 PI 染色阳性的细胞数，即为孔内实际存活细胞的数

目。 

注：有部分 PI 染色阳性的细胞，其 Hoechst 33342 通道的信号非常弱，在 object 圈选

过程中没有被选中，不进入整个分析过程，由于这类细胞属于死细胞，因此对结果的分

析准确性无影响。 

以下将分别介绍 Ensight 及 Cytation 两台仪器进行图像分析的参数设置方法： 

1.Ensight 仪器软件参数的设置方法： 

1.1勾选所需的分析模块，本分析过程需要用到的模块有“Object Counting”、“Object 

Intensity Analysis”、“Population Analysis”(图 5A)。 

1.2选定 Object Detection 通道使用 Blue (Hoechst 33342 通道)，同时根据 PI 通道

信号强弱设置阈值用来区分 PI 阳性细胞 (PI+) (图 5B、图 6)，该阈值的设置非

常重要，需要通过圈选结果与图像反复核对，最终确定可准确圈选 PI 阳性细胞

作为死细胞的阈值。 

1.3选中最终所需得到的量化参数 (图 5C)。 

1.4在优化分析方法过程中，根据图像圈选情况，优化 Well Detection、Object 

Detection 步骤中各参数的设置；如需减小图像背景的影响，可在“Intensity 

Analysis”模块中将“Background Correction”勾选 (图 5D)。 

1.5所有参数设置结束后，软件会自动给出单孔的细胞分析数据 (图 5E)。 

分析过程中的图像圈选情况见图 6。 

注：该仪器虽然不能拍到细胞能量代谢分析仪配套 24 孔板的全部底面积 (图 6，

孔的上下小部分区域不能被拍摄到)，但在准确设置孔板尺寸的情况下，分析软
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件可以根据拍摄的实际细胞数推算整孔细胞总数 (图 5C)，因此铺细胞时需做到

尽量均匀。 

 

 
图 5. 使用 Ensight仪器进行图像分析的参数设置方法 A. 分析模块选择；B. 死

细胞亚群阈值设置；C. 计算参数选择；D. 定位孔位置及圈选 object 所需具体

参数设置；E.单孔分析结果展示。 
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图 6. Ensight 软件细胞核圈选情况 上行为仪器拍摄的原始图片；中间行为各通

道细胞核圈选情况；下行为细胞核圈选图的局部放大。蓝绿色圈选的是所有

Hoechst 33342 染色阳性的细胞核，个数代表总细胞数；红色圈选的是 Hoechst 

33342 和 PI 双阳性的细胞核，个数代表死细胞。 

 

2.Cytation 图像分析参数的设置方法 

为更好地对图像进行定量分析，Cytation 5 可对拍摄的图片进行去除背景、视野拼

接等预处理。我们首先对图片进行“image preprocessing”提高图像信噪比之后，对

一个孔拍摄的 4 个视野进行拼接 (image stitching), 得到整孔拼接图片 (图 7)，之

后进入后续定量分析步骤 (图 8)。 

注：图片拼接有个参数非常重要，应该无损失拼接，不要选择默认值。 
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图 7. Cytation 原始图片及分析前图像预处理 
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图 8. Cytation 5多功能成像酶标仪分析方法及分析效果图 A. 设定Hoechst 33342

的阈值进行总细胞数圈选；B. 在 Hoechst33342 圈选的区域计算每个细胞核 PI 通

道的荧光强度；C. 选定分析需要定量的参数；D. 设置 PI 荧光强度的阈值作为确定

PI+细胞的判断标准；E. 各通道图片及分析过程细胞核圈选情况，橙色为所有

Hoechst 33342 阳性的细胞 (用来计算总细胞数)，绿色圈选为 Hoechst33342 及 PI

双阳性的细胞群体 (用来计算死细胞数)。 

 

二、Seahorse 实验结果归一化 
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为了验证上述所设定的图像定量分析方法是否准确合理，我们将 HeCaT 野生型细胞株

(B 细胞) 及某基因敲除的细胞株 (A 细胞) 分别以不同密度接种至板内，进行 Seahorse

实验后，染核，利用上述方法进行成像并进行细胞数定量分析。 

利用如下公式对各孔数据进行细胞数归一化处理，如图 9 输入活细胞数目：

Normalized OCR = OCR / (Hoechst 33342 阳性细胞数 – PI 阳性细胞数)* 比例因子。

Seahorse 仪器得到的原始数据值如图 10，OCR 值受细胞种类及细胞接种数影响显著。

从图 11 可以看出，利用此方法进行数据归一化处理后（J Cell Mol Med），成功消除了孔

间细胞数不同导致的数据差异，可反应细胞能量代谢的实际差异。 

 

 
图 9. 输入活细胞数到 Seahorse 软件中相应的位置，可以自动处理  

注：比例因子 Factor 通常设置为细胞平均数或取整，并在 Unit 处修改对应数 Cells，其

只影响 Y 轴数值的倍数。 
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图 10. A 类细胞和 B 类细胞分别用两种浓度种植在 Seahorse24 孔细胞板内所呈现的

细胞能量代谢检测结果 
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图 11. A类细胞和 B类细胞经过细胞计数归一化处理后所呈现的细胞能量代谢检测结果 

 

失败经验 

1.细胞孔内不要引入小颗粒，由于是基于细胞成像的图片质量分析细胞计数的，小颗粒

或不溶物可能会被染料附着识别计入。操作过程中培养基是现配现用的，并且是在

开放式空间操作检测的，非常容易长细菌，不易放置过长时间。另外染色液如需稀

释，需新鲜配置，或使用前离心取上清，移液管等都用干净无杂质的。 

2.控制合适的细胞密度。细胞密度过高，贴在板底的细胞不是单层，造成细胞核重叠，

无法准确分辨细胞个数，分析出的细胞数将会不准确。 

3.由于 Seahorse 实验要求单层细胞贴壁状态，核染料浓度按照说明书使用即可，但不

排除个别种类细胞对染料浓度有特殊需要，可适当增加染色时间或染色剂量。 

4.Seahorse 实验结束后，细胞状态会受到影响，导致细胞贴壁不牢。细胞染色过程中，

为避免细胞从板底脱落，操作要格外小心轻柔，或者预先用多聚-L-赖氨酸 (常用)、

Cell-Tak 细胞组织粘合剂、Matrilgel 基质胶、Collagen 鼠尾 I 型胶原蛋白(干细胞常

用)等试剂辅助包被细胞板板底。 

5.经过辅助贴壁处理的悬浮细胞也可用这种方法进行归一化处理，但悬浮细胞如果粘

连，将无法准确分辨细胞个数，分析出的细胞数将会不准确，要求均匀独立铺在细

胞板底。另外悬浮细胞一般个体小于贴壁细胞，如果 4 倍镜细胞成像分辨率不够，

分析出的细胞数将会不准确，可以考虑用更高倍数成像。 

6.个别种类细胞经过 Seahorse 实验的三至四种抑制剂处理后，细胞活性会降低，细胞

成像计数实验要快速完成，不然死细胞的计数会比真实情况偏多。 
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