
方案

前言
采用安捷伦 Seahorse XF Pro M 细胞培养微孔板配合安捷伦 Seahorse XFe96/XF Pro 
探针板进行安捷伦 Seahorse XF 分析。每个微孔板包含典型的 96 孔和 4 凹槽孔设
计。该流程描述了在使用安捷伦 Seahorse XF Pro 分析仪进行 Seahorse XF 分析时，
可获得理想结果的贴壁细胞接种建议。

基本的细胞接种工作流程

图 1. Agilent Seahorse XF 组织培养微孔板细胞接种工作流程
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1. 收集细胞并将其重悬至所需的最终浓度，以便接种至 80 µL 生长培养基中。有
关配制常用细胞接种密度的信息，请参考下表。可以 1) 将细胞悬浮液稀释至 
1 × 106 个细胞/mL，并根据下表再次稀释至所需密度，或 2) 使用公式 1 将细胞
悬浮液稀释至所需细胞密度，其中“细胞”为细胞数，“体积”的单位为 mL 

公式 1：细胞储备 × 体积储备 = 细胞最终 × 体积最终

2. 如图 1 所示，每孔接种 80 µL 细胞悬浮液（细胞/孔）。无需在背景校正孔（A1、
A12、H1、H12）中接种细胞

3. 仅向背景校正孔中添加培养基（无细胞） 

在安捷伦 Seahorse XF Pro M 细胞 
培养微孔板中接种贴壁细胞
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4. 向每个凹槽孔（共 4 个）中添加 1.0 mL 细胞培养级水。将 8 通道移液器设置为 
250 µL，一次性移液到两个孔中，可实现这一操作。如图 2 所示，向平行于第 
1 列和第 12 列的凹槽孔中移液，填充所有 4 个孔
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图 2. 使用 8 通道移液管填充凹槽孔

5. 重要提示：在室温下将板在超净工作台中放置一小时

6. 放置一小时后，将接种有细胞的微孔板转移至湿度适宜的 37 °C CO2 培养箱中。
在转移过程中，请勿倾斜或摇晃微孔板，以免凹槽孔中的水洒出

7. 让细胞在组织培养箱中过夜生长。使用显微镜监测细胞的生长和健康状况

详细步骤 

选择接种密度 

最佳细胞接种数量因细胞类型而异，但通常为每孔 0.5 至 4.0 × 104 个细胞，必须根据
经验确定。 

示例：研究人员想要以 2.0 × 104 个细胞/孔的密度接种 XF Pro M 微孔板，需要获
得 4.20 × 106 个细胞/mL 的储备溶液。由于需要接种整个微孔板，因此需要密度为 
2.5 × 105 个细胞/mL，总体积为 10 mL 的稀释细胞悬浮液（即 2.0 × 104 个细胞/孔 ÷ 
0.08 mL/孔 = 2.5 × 105 个细胞/mL）。

使用公式 1：(4.20 × 106 个细胞) × (X mL) = (2.5 × 105 个细胞) × (10 mL)

求解 X，得到 0.595 mL。因此，将 0.595 mL 细胞储备悬浮液添加到 9.405 mL 适当
的细胞培养基中，以获得 10 mL 密度为 2.5 × 105 个细胞/mL 的细胞悬浮液，从而在 
80 µL 细胞培养基中提供 2.0 × 104 个细胞/孔的最终细胞密度。 

如需了解有关最佳细胞密度的更多信息，请参阅安捷伦 Seahorse XF 分析学习中心，
包括相关支持和参考资料：细胞参考数据库。 

https://www.agilent.com/search/?N=4294836537
https://www.agilent.com/search/?N=4294836537
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收集和重悬细胞 

1. 在细胞接种时，单细胞悬浮液非常利于产生一致的细胞单层。在接种前最好分散
聚集的细胞。在计数和接种至 XF Pro M 细胞培养微孔板之前确保细胞完全重新
悬浮，这一点也很重要。如需了解有关 XF 细胞培养微孔板中细胞培养和接种细
胞最佳实践的详细信息，请参阅了解您感兴趣的细胞：实现成功 XF 分析的建议 
(PDF)

 
单细胞
悬浮液

聚集细胞
悬浮液

图 3. 单细胞与聚集细胞悬浮液，以及由此得到的
孔内细胞分布

 表 1. 安捷伦 Seahorse XF Pro M 微孔板细胞接种稀释表

每孔所需细胞密
度（细胞数/80 µL 
培养基）

细胞储备悬浮液 (mL) 
（1 × 106 个细胞/mL）

生长培养基 
(mL)

一块 XF Pro M 微孔
板的最小体积 (mL)

0.5 × 104 0.5 7.5 8.0

1.0 × 104 1.0 7.0 8.0

1.5 × 104 1.5 6.5 8.0

2.0 × 104 2.0 6.0 8.0

2.5 × 104 2.5 5.5 8.0

3.0 × 104 3.0 5.0 8.0

4.0 × 104 4.0 4.0 8.0

https://www.agilent.com/cs/library/training/public/5991-8696EN_successful_xf_assay_factsheet.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/training/public/5991-8696EN_successful_xf_assay_factsheet.pdf
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2. 将细胞稀释至所需的接种密度时，通过移液器将全部溶液混合两到三次，确保悬
浮液混合均匀

 

吸取体积 分液体积 重复 2–3 次

图 4. 充分稀释和混合细胞

3. 将稀释和混合后的细胞转移至移液器储液槽中

4. 混合后，细胞开始在储液槽中沉淀，对于较大的细胞类型尤其如此。因此，建议
在接种过程中轻轻混合储液槽中的剩余细胞；通常情况下，接种单个微孔板时，
通过移液器进行一到两次额外的混合就足够了。如果使用相同的细胞悬浮液接种
多个培养板，则细胞悬浮液也应在接种每块微孔板之间重新混合

将细胞分液至 XF 细胞培养微孔板中 

1. 将细胞分液至 XF Pro M 细胞培养微孔板中时，建议使用 8 通道或 12 通道、
20–200 µL 移液器，可实现方便、快速的移液，并保持孔间和/或板间的一致性 

2. 移液枪头应保持 45 度角左右，大约伸到孔壁的中部，并与孔壁接触（图 5）。 
对于所有孔，移液器应保持相同的角度

A. 在完成细胞分液后，枪头尖端应略微低于培养基液面

B. 电子移液器可提高分液体积的一致性

 分液完成后，移液枪头
尖端应略微低于液面

分液细胞

图 5. 将细胞分液至安捷伦 Seahorse XF 组织培养微孔板的正确移
液技术



细胞的静置和培养 

1. 接种后，在室温下将细胞置于超净工作台中静置一小时。注意，可根据需要将细
胞培养板轻轻移动到生物安全柜后部，以便进行静置步骤。在 XF Pro M 细胞培养
微孔板中，细胞接种后温度的快速变化可导致显著的边缘生长效应

2. 将细胞置于组织培养箱中

A. 培养箱应适当加湿，以防孔内液体过度蒸发。确保组织培养箱水盘中的水达
到了建议体积

B. 将 XF Pro 细胞培养微孔板靠近培养箱后部放置，尽量减少打开培养箱时温
度和湿度的变化

C. 如果资源允许，配备一个仅用于培养分析微孔板的培养箱，这样可能有助于
减少频繁开关培养箱带来的影响

 接种后 1 小时
将细胞移入培养箱

水盘加水

37 °C

将微孔板
置于架子
后部

尽量缩短
开门的时间

 图 6. 将细胞转移至加湿的培养箱中
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