
技术概述

数据归一化的重要性
功能生物数据的归一化是原始数据展示和后续分析工作流程中的关键因素，以确保对
结果的准确一致的解析。XF 代谢分析在这方面也是如此，大多数实验需要进行某种形
式的归一化。无论是比较不同的细胞类型、基因修饰还是化合物处理，都必须根据共
同的参数将数据归一化以便正确比较。XF 分析可在包括细胞数、基因组 DNA 和总细
胞蛋白质的多个参数层面进行归一化。本文档重点介绍使用细胞数（或细胞数的替代
参数）来归一化 XF 速率数据（OCR、ECAR、PER）的方法。

影响细胞密度和细胞增殖速率的因素
准备 XF 分析时，许多因素会影响细胞密度（每孔细胞数），包括：增殖速率、细胞分
化程度、细胞死亡速率和点样速率或细胞粘附效率。

增殖速率是关键的，因为大多数依赖贴壁的细胞在 XF 分析之前至少需要经过一次过夜
培养，细胞数量在这一培养期间会发生变化。在引入干预措施（如基因修饰、慢性药
物治疗等）时了解增殖速率尤其重要，因为这些措施通常会导致细胞生长速率发生变
化，因此在分析和解析 XF 数据时必须考虑在内。

通过绘制细胞数与时间关系图，可凭经验确定目标细胞类型的生长速率。理想策略是
通过考虑实验组之间倍增时间的差异适当调整每孔接种细胞数；以便在 XF 分析时最大
程度减小组间细胞数的差异。通过测量每孔细胞数或细胞含量，可将不好控制的最终
细胞计数的任何变化进行归一化。另一重要考虑因素是如果要在数天或数周时间内进
行相似类型的 XF 分析，则需要保持细胞接种和 XF 分析之间的培养时间恒定。

将 XF 代谢数据根据细胞参数进行归一
化处理的方法和策略
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归一化方法
总细胞蛋白质
根据总细胞蛋白质进行归一化的过程相对较快且经济，采用几
乎任意标准酶标仪即可实现。将细胞裂解，并通常将一部分孔
内容物通过 Bradford 或 BCA 蛋白质检测试剂进行定量分析。
建议始终包含标准蛋白质浓度曲线以确保准确定量分析，并允
许不同分析之间数据的绝对比较。图 1 显示了已根据总细胞蛋
白质归一化的原始 OCR 和 ECAR 数据。

该方法虽然简单易行，但其隐含的假设是，对细胞的任何干预
措施都不会明显改变细胞总蛋白质含量。如果细胞处理导致
线粒体生物合成发生变化，从而改变细胞的蛋白质含量，那
么这种归一化方法就可能出现问题，可能掩盖真正的活性差 
异[1]。下文将详细介绍线粒体生物合成的评估。如果不同实验
组之间的细胞外基质蛋白质含量存在显著差异，或如果培养板
基底包被了含有蛋白质的细胞粘附剂（如胶原蛋白、层粘连蛋
白、Matrigel®），则总蛋白质归一化处理也不适用。
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在总蛋白质或细胞计数可能不相关或不可行的情况下，每孔
核 DNA 含量可用于归一化 XF 速率数据[2]。该方法基于以下
假设：与上述不适合使用总细胞蛋白质的某些实例不同，核 
DNA 含量与细胞数呈线性相关。掺入 dsDNA 的各种荧光或比
色染料通常用于定量分析核 DNA。参考文献 [3] 和 [4] 对这些
方法和染料进行了全面综述，包括使用 PicoGreen 和 CyQuant 
试剂的示例性数据。与总蛋白质分析一样，建议使用参比 
dsDNA（如 λDNA）标准曲线以确保准确定量分析，并允许不
同数据组的绝对比较。

图 1. 使用 SKOV3 细胞的总细胞蛋白质进行 XF 数据归一化的示例。将细胞以 1 × 104、1.5 × 104、2 × 104、2.5 × 104、3 × 104 细胞/孔点样于 XF96 组织培养微孔板中 
(n = 6)，培养 24 小时，然后评估基础和应激 OCR 和 ECAR（由 1.0 µmol/L 寡霉素 + 0.5 µmol/L FCCP 诱导的应激条件，终浓度，箭头）。A) 使用 Cytation 1 计数的
细胞数与总细胞蛋白质值呈线性相关。B) 不同点样密度下的基础和应激状态的原始 OCR 和 ECAR 值。C) 不同点样密度下的基础和应激状态的 OCR 和 ECAR 值（已
根据总细胞蛋白质归一化处理）（平均值 ± SD，n = 6）
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图 2. 使用原位核染色和原位细胞计数的 XF 数据归一化的示例。将 SKOV3 细胞以 1 × 104、2 × 104、3 × 104 细胞/孔进行点样，培养 24 小时，进行 XF 细胞能量代
谢表型测试，然后进行图像分析。A) 原始 OCR 和 ECAR 随寡霉素 + FCCP 加药（分别为 1.0 µmol/L 和 0.5 µmol/L 终浓度）而发生变化（箭头），包括 20 µmol/L 
Hoechst 33342（2 µmol/L 终浓度）。B) 由 Hoechst 33342 荧光标记的细胞核（上图）以及使用 Cytation 1 鉴定和分析的细胞核（下图）的代表性图像。C) OCR 和 
ECAR 通过原位核染色细胞计数进行归一化（平均值 ± SD，n = 4）
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针对 XF 代谢速率数据最稳定的归一化方法包括通过细胞直接
成像或染色细胞核成像，对微孔板的每孔细胞数进行计数。
两种成像方法都需要专用的高通量自动成像仪器。许多成像
系统可在 XF 分析后直接计数细胞，包括 BioTek Instruments 
的  Cytation 1，该系统可用于直接细胞计数和核染色细胞 
计数。

使用可渗透细胞的核染色剂进行成像及定量分析细胞数比直
接细胞成像更有优势，因前者工作流程更简单（如不需要固
定细胞）并可实现自动化，同时无需制备参比样品。因为细
胞直接计数需要进行显微图像采集及后续图像分析，因此要
求细胞分散良好且形态边界清晰（如 A549 或 SKOV3）。对于
分散程度较低的细胞或具有聚集形态的细胞（如 MCF7），核
染色方法更适用。此外，该方案的无损特性使其可与其他下

游分析兼容，例如测量总蛋白质、PCR 或免疫染色。注意，
可渗透细胞的核染料可通过 XF 探针板上的加药口原位直接加
入到培养液中，如果所有四个加药口均在使用，可在 XF 分析
后加入。

图 2 显示了使用 Cytation 1 进行原位核染色和计数，然后用于 
XF 细胞能量代谢表型测试数据归一化（使用 SKOV3 细胞）的
示例。图 3 显示了使用形态和核大小各不相同的三种不同细
胞类型的进一步归一化示例。 

如需了解上述成像/归一化方法的详细信息（包括工作流程和
比较示例），可访问以下应用简报：“使用 BioTek Cytation 5  
通过原位细胞计数对安捷伦  Seahorse XF 数据进行归一
化”(http://www.agilent.com/cs/library/applications/5991-
7908EN.pdf)。

http://www.agilent.com/cs/library/applications/5991-7908EN.pdf
http://www.agilent.com/cs/library/applications/5991-7908EN.pdf
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图 3. 通过 HT-29 (A)、MCF7 (B) 和 RAW264.7 (C) 原位核染色使用 Cytation 1 进行 XF 数据归一化的示例。对于 HT-29 和 MCF7，将细胞以 1 × 104、1.5 × 104、 
2 × 104、2.5 × 104、3 × 104 细胞/孔，对于 RAW264.7，将细胞以 1.5 × 104、2.8 × 104、3.0 × 104、3.8 × 104、4.5 × 104 细胞/孔接种于 XF96 组织培养微孔板中，培养 
24 小时通过寡霉素 + FCCP 加药（分别为 1.0 µmol/L 和 0.5 µmol/L 终浓度），包括 20 µmol/L Hoechst 33342（2.0 µmol/L 终浓度），执行细胞能量代谢表型测试。
由 Seahorse XF 细胞能量代谢表型报告生成器生成的 XF 能量图在归一化前（上图）后（下图）的比较（平均值 ± SD，n = 6） 

特殊情况：
- 非增殖细胞：包括培养一段时间但不复制的原代和/或有丝
分裂后细胞（例如皮层神经元、新生大鼠心室肌细胞、棕
色脂肪细胞、分化的 iPSC 等[5, 6]）。通常会在接种到 XF 组
织培养微孔板之前计数细胞，获得初始值。然而，仍然建
议在 XF 分析后执行一些相关的归一化方法，将培养过程中
分离或丧失活性可能造成的任何细胞损失考虑在内

- 强制粘附细胞：一些细胞或 XF 应用需要将细胞强制粘附 
 （通常采用离心）到 XF 组织培养微孔板上（例如 T 细胞活
化分析 http://seahorseinfo.agilent.com/acton/fs/blocks/
showLandingPage/a/10967/p/p-00c1/t/page/fm/1）。在
这些情况下，通常在分析前进行定量细胞计数，并将已知
数量的细胞引入每个孔中。同样，在分析后对孔内活细胞
数进行评估仍然有用，将分析期间的分离可能造成的任何
细胞损失考虑在内

- 三维样品（例如细胞球体）可以根据样品大小或体积进行
归一化。细胞球体通常在单独的容器中生长，从数百个到
数千个细胞开始。虽然更难以通过总蛋白质、核 DNA 或细
胞计数来评估，但使用细胞球体直径、总球体体积等几何
参数可进行计算并用作归一化参数[7]

- 分离的线粒体或突触体：在 XF 仪器中使用分离的线粒体或
突触体需要在 XF 分析前定量分析样品蛋白质含量，并接种
优化的量。在这些情况下，通常不需要在分析后对线粒体
或突触体蛋白进行评估，因此也不需要进行归一化[8, 9] 

http://seahorseinfo.agilent.com/acton/fs/blocks/showLandingPage/a/10967/p/p-00c1/t/page/fm/1
http://seahorseinfo.agilent.com/acton/fs/blocks/showLandingPage/a/10967/p/p-00c1/t/page/fm/1
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选择相关性最高的归一化方法
归一化方法的初始选择通常以所分析的样品类型开始。以下方案介绍了选择最佳方法的决策过程。本文介绍的归一化技术各自具
有各自的优缺点，没有单个归一化方法普遍适用于每种实验设计及后续分析。 
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在多数情况下，可以应用多种归一化方法。然而，不推荐任何基于细胞代谢（例如 MTT 分析、总 ATP 水平）定量分析细胞数的方
法，因为 XF 分析专门设计用于测量细胞代谢，因此需要应用与代谢功能无关的正交归一化技术。下表 1 列出了上述归一化方法的
主要优点和缺点：

归一化方法 优点 缺点

总细胞蛋白质
- 价格低
- 与大多数酶标仪兼容

- 样品传输可能会带来误差
- 与 ECM 包被板不兼容
- 需破坏细胞来获得蛋白质
- 如果线粒体生物合成发生变化则不适用

基因组 DNA - 与大多数荧光酶标仪兼容
- 样品传输可能会带来误差
- 不适用于多核细胞
- 需破坏细胞来获得核 DNA

细胞成像

- 获得细胞和/或细胞核计数的最直接方法
- XF 分析后无需处理
- 细胞仍可用于下游应用
- 可与 ECM 包被板兼容

- 需要专门的细胞计数仪器

注意，所使用的所有归一化方法的核心是假设细胞数和被测信号之间存在线性关系；每个细胞的分析物含量保持不变。但是，这
种假设并不总是有效。例如，通过线粒体生物合成而增加代谢活性的细胞，每个细胞都具有更高的 OCR，但是，如果采用总细胞
蛋白质归一化方法，则这种呼吸差异可能被低估甚至掩盖。如上文所述，如果疑似出现线粒体生物合成，则总细胞蛋白质不适用
于 XF 分析数据归一化，而应采用基因组 DNA，或最好采用细胞数。
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细胞数与细胞活性 

归一化 XF 数据时要考虑的另一重要因素是细胞数与细胞活性
之间的关系，即每孔或处理组中有多少细胞具有活性？细胞增
殖和/或细胞毒性的正交测量与 XF 数据结合使用时，这一点尤
其重要。如果需要测量细胞活性，则使用不受任何 XF 分析试
剂盒试剂强处理影响的方法至关重要，因为这些试剂会抑制线
粒体和/或糖酵解功能。需要注意的是，其中包括依赖于细胞 
NAD(P)H 氧化还原酶的活性分析，例如 MTT 和 MTS 分析。
如果将测量总细胞 ATP 水平作为细胞活力/增殖的代表，也应
谨慎，因为近期研究表明，将细胞 ATP（和 MTT）与绝对细
胞数量相关联时存在差异[10]。其他活性分析（包括 MultiTox-
Fluor 细胞毒性分析）与 XF 分析试剂兼容，并可以在 XF 分析
后使用以获得活细胞与死细胞的比率。注意，细胞活性通常以
相对比或百分比表示，因此必须测量细胞的绝对数量以准确归
一化 XF 数据。 

归一化的其他注意事项
如上所述，有些情况不应将某一归一化方法应用于 XF 数据。
这些情况通常与每个细胞的线粒体数量/质量的变化（即线粒
体生物合成与线粒体自噬）、mtDNA 编码蛋白质表达变化和/
或线粒体电子传递与氧化磷酸化复合物（甚至复杂亚基）相互
之间的化学计量有关。

在上述情况下，细胞总蛋白质不应用于归一化，因为细胞生物
学的重要差异可能被掩盖。细胞计数和/或 gDNA 适用于上述
情况。如果疑似线粒体数量/质量发生变化，则通过 qRTPCR 
测量 mtDNA 或 mtDNA:nDNA 比的相对变化是适用的正交验
证方法[1, 11]。在上述线粒体质量/数量变化的情况下，建议设置
线粒体生物合成的阳性对照（例如用 AICAR、二甲双胍等处理
细胞[12]），以确定细胞和线粒体响应的动态范围和灵敏度。检
测 ETC/OxPhos 复合物的相对含量或化学计量变化，可通过将
多种电子传递链蛋白的免疫印迹根据一种或多种细胞质蛋白进
行标准化来评估[13, 14]。

在 Wave 中“应用归一化”并使用“基线”按钮： 

用于查看 XF 数据的 Wave 软件具有内置的“基线”功能，可
将绝对 XF 速率数据转换为相对 (%) 比例。通常，基线设定为
首次进样前的速率。如需尽量减小由于细胞接种或增殖变化引
起的差异，基线数据是最合适的，且有助于显示强处理/加药
导致的速率变化。

Wave 软件中的“归一化”功能提供了一种简单方法，将归一
化数据应用于测量的速率数据（OCR、ECAR、PER）。为了使
用归一化功能，如上文所述，需要对板孔进行细胞数、蛋白质
浓度、DNA 含量的独立评估。 

要在 Wave 中归一化数据，需使用以下三个组成部分：

– 归一化值（必需）：由孔独立评估获得的数值数据（细胞计
数、蛋白质浓度、DNA 含量）

– 归一化单位（必需）：此字母数字字段描述了用于数据归一
化的参数单位。包括归一化值的度量单位（例如“细胞”、
“mg”、“ng”等）

– 归一化缩放因子：此数字确定比率数据将要缩放到的值。
默认值为 1，可进行调整

请访问以下网址：https://www.agilent.com/cs/library/
usermanuals/public/S7894-10000_Rev_B_Wave_2_4_User_
Guide.pdf，了解有关在 Wave 中应用归一化值的更多详细 
信息。

然而，这一功能不应看作是归一化的替代，因为关键信息可能
在转换时丢失（图 4）。应考虑数据展示和比较不同实验室之
间结果的能力，因此建议报告绝对归一化值。因此，基线功能
应仅用于在分析开始时具有完全相同条件的组之间的初始比
较，并且应采用相关的绝对归一化方法。 

https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/S7894-10000_Rev_B_Wave_2_4_User_Guide.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/S7894-10000_Rev_B_Wave_2_4_User_Guide.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/S7894-10000_Rev_B_Wave_2_4_User_Guide.pdf
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图 4. 绝对与基线 OCR 数据：图 A 显示绝对 OCR，其呼吸速率与细胞数量相关。图 B 显示，在每个细胞密度下，对 XF 细胞压力测试化合物的响应大致相等，但是采
用基线功能转换时，丢失了 OCR 差异相对于接种密度的信息
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