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细胞接种密度优化

图 2.使用人原代肝细胞在理想接种条件下进行的 XF线粒体毒性检测。以 3种
不同的密度（10K、15K和 20K个细胞/孔）接种原代肝细胞，并进行 XF线粒
体毒性检测。A. OCR 动力学数据表明该参数与接种密度线性相关（上图）。
数据归一化结果表明，每个细胞在不同的接种密度下具有同等的 OCR。代表
性荧光和明场图像表明细胞在 20K 个细胞/孔的密度下几乎完全汇合。B. 数据
QC软件中未报告任何数据质量错误或警告

使用人原代肝细胞的
线粒体毒性测定

图 5. 使用人原代肝细胞进行的线粒体毒性评估。通过筛选和剂量响应检测
对已知会引起线粒体毒性的选定模型化合物进行了测试。A. 正如预期的那
样，筛选检测鉴定出 2 种抑制剂和 1 种解偶联剂。B. 使用 Wave Pro 软件中
的剂量响应模板设计工具和 Seahorse Analytics 中的剂量响应伴随视图得到
抑制 IC50和解偶联 EC50

非理想接种条件

图 3. 使用人原代肝细胞在非理想接种条件下进行的 XF线粒体毒性分析。原
代肝细胞的接种密度为非理想接种密度（30K 和 40K 个细胞/孔）。A. 数据
QC报告了高 OCR和低 O2水平数据（箭头）的误差，表明 OCR超出了仪器的
动态范围。B.明场和荧光图像显示存在不一致的细胞单层、过度汇合及大量细
胞簇

FCCP 滴定和分析性能评估

图 4. FCCP滴定和分析性能评估。A. 以 20K个细胞/孔的理想细胞密度滴
定 FCCP，理想 FCCP浓度确定为 1.5 µmol/L（箭头）。B.将接种于 XF96

孔板上的原代肝细胞分为两组：溶剂对照（灰色）和 Rot/AA（红色），
进行 XF 线粒体毒性分析。使用 Seahorse Analytics 自动计算抑制剂和解
偶联剂的 Z'值

线粒体毒性是药物开发中的常见问题，因为大多数真核细胞利用线粒

体产生代谢功能所需的大部分 ATP，并调控关键的细胞过程。

Seahorse XF 线粒体毒性检测试剂盒与 XF Pro 分析仪以及专用软件功

能相结合，可以轻松实现灵敏的线粒体毒物检测和表征。借助这种方

法，我们可以通过定制软件工具 Seahorse Analytics根据耗氧率 (OCR)

得出一个标准化的定量参数—线粒体毒性指标 (MTI)。

在预测体内药源性肝脏损伤，尤其是当考虑药物代谢时，我们通常会

采用冷冻保存的人原代肝细胞作为体外毒性评估的标准模型。

本研究验证了人原代肝细胞在 Seahorse XF 线粒体毒性检测中的应

用。该工作流程需要优化细胞接种密度并确定适当的 FCCP 浓度。结

果表明，XF 线粒体毒性检测解决方案是使用人原代肝细胞筛选和评估
线粒体毒性的可靠方法。

原代肝细胞是在药物安全性测试中预测药源性肝脏损伤的首选细胞类
型。在理想的检测条件下，XF 线粒体毒性检测解决方案可成功筛选和
评估测试化合物对人原代肝细胞的线粒体毒性。

结果表明，人原代肝细胞的理想条件是 20K个细胞/孔和 FCCP 浓度
1.5 µmol/L。在 XF 线粒体毒性检测中使用人原代肝细胞可以稳定检测
线粒体毒性，抑制 (0.69)和解偶联 (0.66)的 Z'值均大于 0.5。

在测试的 4种模型药物中，条形图和热图显示，有 2种抑制剂和 1种解
偶联剂与之前的报告一致。本实验还通过剂量响应试验成功评估了毒性
范围。

对于此前未经过优化的细胞类型，强烈建议执行下方所示的优化步骤。
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图 1. XF Seahorse 线粒体毒性检测的设计和概念，包括计算线粒体
毒性指标 (MTI) 和检测潜在 OxPhos 抑制剂 (OPI)。A. 通过使用 XF

Seahorse 技术测量 OCR 可以评估三种类型的线粒体毒性。B. 用于筛
选和剂量响应分析的 XF 线粒体毒性检测模板设计。该检测需要两个
对照组：溶剂和 Rot/AA。C. MTI 是线粒体毒性的定量测量指标。抑
制导致的毒性定义为与溶剂组相比 FCCP OCR降低，此时 MTI值为负
值（–1 到 0 之间）。解偶联导致的毒性定义为与溶剂组相比寡霉素
OCR增大，此时 MTI值为正值（0到 1之间）。D.如果测试化合物处
理后基础 OCR 降低且 FCCP OCR 未发生显著降低，则将该化合物归
类为潜在 OPI。建议开展下游检测（剂量响应或其他正交检测），进
一步研究和表征该类毒性

D
图 5.包含新细胞类型优化步骤的 XF Seahorse 线粒体毒性分析工作
流程

使用线粒体毒性指标对线粒体毒性进行参数评估
并检测 OxPhos 抑制剂
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