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摘要
安捷伦 Seahorse XF 分析仪用于研究多种研究领域的细胞代谢，包括药物诱导的线
粒体毒性评估。线粒体耗氧量的直接测量可以用作特异且灵敏的指标，对药物诱导
的线粒体毒性进行评估。药物诱导的线粒体毒性是药物开发中的常见问题。本白皮
书介绍了一项定制的 XF 检测解决方案，用于使用标准化参数检测线粒体毒性。该解
决方案具有以下主要特点：

 – 能够识别和区分线粒体毒性的不同模式

 – 对毒性强度进行标准化的定量测量

 – 提供检测质量和性能评估的指标，提供可靠的数据结果

 – 快速且直接的检测设置，可用于化合物筛选或剂量响应分析 

本白皮书针对上述要素，概述了安捷伦 Seahorse XF 线粒体毒性测定解决方案的方
法和设计，重点介绍了线粒体毒性指标 (MTI) 的推导。MTI 是新型标准化参数，能够
对线粒体毒性的强度和类型做出直观的定量评估。

使用安捷伦 Seahorse XF 解决方案开
展线粒体毒性评估的原则
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前言 
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三磷酸腺苷 (ATP)，同时
调节关键的细胞过程。药物可以通过抑制电子传递链 (ETC) 蛋
白质复合物、ATP 合酶和其他氧化磷酸化 (OxPhos) 成分、三
羧酸 (TCA) 循环酶、各种线粒体转运体、线粒体转录和转化机
制，采用多种方式破坏线粒体功能（图 1），同时可通过 ETC 
与 ATP 合成的解偶联进行抑制(1)。

过去的 15 年中，在开发各种高通量、适合应用的临床前细胞
器模型和体外细胞模型方面取得了很大进展。在评估线粒体
功能障碍和毒性的检测方法中，基于耗氧量的方法被视为信
息更丰富、更为灵敏的方法(2-4)。在这些方法中，使用安捷伦 
Seahorse XF 技术直接测量线粒体耗氧量，已被充分证明是一
种兼具特异性和灵敏性的手段(1,2)。

为了向研发药物的研究人员提供易用的可靠方法，我们开发了
一种定制的检测试剂盒：安捷伦 Seahorse XF 线粒体毒性测定
试剂盒。该试剂盒采用专用的工作流程和分析工具开发而成。
该检测试剂盒通过直接评估线粒体功能的变化，为鉴别线粒体
毒性化合物提供了标准化解决方案。XF 线粒体毒性检测设计
使用改进的加样策略，并自动计算关键数据。该解决方案与 
XF Pro 平台、软件和消耗品结合使用，通过新定义的 MTI 指
标，提供蕴含丰富信息的数据，灵敏度更高、特异性更强、通
量更大，可以快速准确地进行数据解析。此外，检测性能的评
估指标 Z' 被用于建立和维持结果数据的高可靠性。
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图 1. 药物诱导线粒体毒性的潜在靶标的关键线粒体和细胞过程。主要的直接
靶点包括代谢物和离子转运、TCA、脂肪酸氧化 (FAO)、ETC 以及 OxPhos 机
制。次级直接靶点包括氧化还原平衡、线粒体基因表达、结构与动力学。影响
其他上游流程（如细胞信号转导、凋亡和核基因表达）的药物也可能导致下游
线粒体毒性。本图仅用于说明目的，所提供内容并不全面

方法
在 XF 线粒体毒性测定解决方案中，XF 线粒体毒性测定试剂
盒可实时测量线粒体功能，同时针对线粒体毒性检测定制了软
件功能，从而可以：

 – 以高灵敏度准确一致地识别线粒体毒性

 – 明确区分线粒体毒性的不同模式

 – 对毒性强度提供标准化的定量测量

 – 评估分析质量，提供可靠的数据结果

 – 为化合物筛查或剂量响应分析提供快速、直接的检测设计
和直观的数据解析
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检测设计

XF 测量和加样策略
XF 线粒体毒性检测是一种用于评估线粒体毒性的定制化检测
方法。该检测方法可评估化合物处理引起的线粒体毒性的类
型和强度。Seahorse XF 技术通过使用活细胞直接实时测量 
OCR，为线粒体呼吸功能分析提供标准解决方案，通常进样一
系列参比调节剂，包括寡霉素（OxPhos 抑制剂）、FCCP（解
偶联剂）和鱼藤酮/抗霉素 A（Rot/AA，ETC 抑制剂）。在 XF 
线粒体毒性检测中，连续进样寡霉素和 FCCP，并结合两个用
溶剂和 Rot/AA 预处理的对照组（图 2A）。
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图 2. 安捷伦 Seahorse XF 线粒体毒性检测确定的线粒体毒性模式。(A) 进样
寡霉素和 FCCP 的对照组（溶剂和 Rot/AA）检测动力学图。分别测量 FCCP 
OCR、寡霉素 OCR 和基础 OCR 的变化，检测抑制剂、解偶联剂和 OxPhos 抑
制剂 (OPI) 的影响。(B) 对转运、TCA、FAO、ETC 产生影响的化合物，或导致 
FCCP OCR 降低的其他上游过程被归类为抑制剂。化合物作为质子载体将 ETC 
与导致寡霉素 OCR 增加的 OxPhos 机制解偶联，这种化合物被归类为解偶联
剂。化合物对 OxPhos 机制（即 ATP 合酶、腺嘌呤核苷酸转运蛋白、无机磷酸
盐转运蛋白）产生特异性抑制，这种化合物被归类为 OPI

在检测前的指定时间，将接受线粒体毒性评估的化合物加入细
胞孔，然后在基础（基础 OCR）、寡霉素诱导（寡霉素 OCR）
和 FCCP 诱导（FCCP OCR）条件下测量 OCR。需要设置两个
对照组，使用溶剂或 Rot/AA 处理细胞（图 2A），提供阳性和
阴性对照值。FCCP 和 Rot/AA 也被用作检测解偶联和抑制的
参比化合物。如下文所述，使用这些线粒体调节剂可以确定毒
性的类型和强度。

抑制（FCCP OCR 降低）：如果化合物处理导致 FCCP OCR 降
低，该现象被称为抑制（图 2A）。用最佳浓度 FCCP 处理细
胞通常会将 OCR 提至最大速率。在有着较高底物需求的情况
下，线粒体对有毒化合物的敏感度会提高。因此，与溶剂组相
比，如果化合物处理导致 FCCP OCR 降低，则这种线粒体毒
性即为抑制。抑制可以通过对转运、TCA 循环、FAO、ETC 其
他上游过程（图 1）施加影响来介导，在这些过程中，线粒体
功能的某些成分被破坏或抑制（图 1 和 2B）。请注意，使用 
FCCP 处理细胞提供了识别抑制剂所需的特异性，与仅测量基
础 OCR 相比，扩展了检测抑制的动态范围。

解偶联（寡霉素 OCR 升高）：如果化合物处理导致寡霉素 
OCR 升高，该现象被称为解偶联。寡霉素是线粒体 ATP 合酶
的抑制剂，可显著减少通过电子传递链的电子流，导致 OCR 
降低，正如进样寡霉素后在溶剂中观察到的情况（图 2A）。
与溶剂组相比，若化合物处理导致寡霉素 OCR 升高，则这种
线粒体毒性被称为解偶联，其中 ETC 与氧化磷酸化机制（即 
ATP 合酶、腺嘌呤核苷酸转运蛋白 (ANT) 和无机磷酸盐转运
蛋白 (PiT)）解偶联。这种影响通常通过化合物的质子载体作
用实现，使质子穿过线粒体内膜从膜间隙 (IMS) 到达基质。

https://en.wikipedia.org/wiki/Electron_transport_chain


4

这使得线粒体消耗能量，将质子从基质泵至 IMS，重新建立
质子动力势，从而导致呼吸速率 (OCR) 提高。然而，线粒体 
ATP 合成通常受到损害或完全丧失，最终对细胞代谢产生不
利影响。与测量 FCCP OCR 类似，若与仅测量基础 OCR 相
比，测量寡霉素 OCR 提供了识别解偶联剂所需的特异性，扩
展了检测解偶联所致的线粒体毒性的动态范围。

OxPhos 抑制（仅基础 OCR 降低）：OxPhos 活性的抑制（即 
ATP 合酶、ANT 和 PiT）被归类为 OxPhos 抑制（图 2B）。
虽然基础 OCR 的变化可用于评估线粒体毒性，但仅通过基础 
OCR 测量来推断线粒体毒性仍存在一些不足。如上所述，基
础 OCR 的动态范围小于寡霉素 OCR 或 FCCP OCR 的范围。
该情况会导致灵敏度降低，并且通常会降低信噪比。在基础
呼吸条件下，由于细胞的能量需求较低，其对有毒化合物的
敏感度通常也会较低，进一步加剧了该问题。尽管如此，若
寡霉素 OCR 和 FCCP OCR 均未降低，但化合物显著抑制基础 
OCR 时，基础 OCR 仍然可以用于指示 OxPhos 抑制。若化合
物根据该定义被确定为 OPI（图 2A），建议开展进一步研究，
验证毒性模式。下文将进一步讨论用于确定 OPI 的标准详细 
内容。

总之，与对应的对照组相比，根据测试化合物的 FCCP OCR、
寡霉素 OCR 和/或基础 OCR 的反应，XF 线粒体毒性检测可确
定三种不同类型的线粒体毒性：a) 直接/间接抑制 ETC 或其
他线粒体过程，b) 将 ETC 与 OxPhos 解偶联，c) 对 OxPhos 
机制产生特异性抑制或仅通过基础 OCR 检测到的任何潜在抑
制。此外，在基础呼吸以外的生物能量条件下测量 OCR（即
寡霉素 OCR 和 FCCP OCR），可以提高化合物线粒体毒性效
应评估的特异性和敏感度。

定义线粒体毒性指数 (MTI)

在建立了支持特异性（毒性类型）和灵敏度更高的检测方法之
后，接下来要设计一个标准化量表，对毒性强度进行量化。这
需要在检测中纳入适当的对照测量/组，从而定义解偶联和抑
制的上下限（即定义检测解偶联和抑制的动态范围）。该无量
纲指标即为线粒体毒性指数 (MTI)，其推导和定义如下。

针对抑制定义 MTI：抑制导致的线粒体毒性是指与阴性对照测
量值相比，测试化合物的 FCCP OCR 降低（即 0% 抑制），在
这种情况下，为溶剂组的最大 FCCP OCR。相反，100% 抑制
则是根据阳性对照测量值确定的，为 Rot/AA 组的最小 FCCP 
OCR。

抑制 MTI 值的推导形式如下：

抑制 MTI =
X ― NC

NC ― PC

其中：

X 是测试化合物的最大 FCCP OCR。 

NC 是阴性对照（溶剂组的最大 FCCP OCR）。

PC 为阳性对照（Rot/AA 组的最小 FCCP OCR）。

可以表示为：

抑制 MTI =
最大 FCCP OCR测试 ― 最大 FCCP OCR溶剂
最大 FCCP OCR溶剂 ― 最小 FCCP OCRRot/AA
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应用该方程会使抑制的 MTI 分数为负值，通常介于 0 和 –1 之
间，如图 3 所示。 
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图 3. 针对抑制定义 MTI。(A) 如果与溶剂组 (MTI = 0) 相比，测试化合物导致 
FCCP OCR 降低，则该化合物被归类为抑制剂。注意，Rot/AA 组的 FCCP OCR 
作为抑制的阳性对照 (MTI = –1)。(B) MTI = –0.8 的抑制剂示例 

针对解偶联定义 MTI：解偶联导致的线粒体毒性是指，与阴性
对照测量值相比（即 0% 解偶联）相比，测试化合物的寡霉素 
OCR 升高，在这种情况下，为溶剂组的最小寡霉素 OCR。相
反，100% 解偶联则是根据阳性对照测量值确定的，为溶剂组
的最大 FCCP OCR。 

解偶联 MTI 值的推导形式如下：

解偶联 MTI =
X ― NC

PC ― NC

其中：

X 是测试化合物的最大寡霉素 OCR。

NC 是阴性对照（溶剂组的最小寡霉素 OCR）。

PC 是阳性对照（溶剂组的最大 FCCP OCR）。

可以表示为：

解偶联 MTI =
最大寡霉素 OCR测试 ― 最小寡霉素 OCR溶剂
最大寡霉素 OCR溶剂 ― 最小寡霉素 OCR溶剂

应用该方程会使解偶联的 MTI 分数为正值，通常介于 0 和 1 
之间，如图 4 所示。 
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图 4. 定义 MTI。(A) 如果与溶剂组（阴性对照，MTI = 0）相比，测试化合物导
致寡霉素 OCR 降低，则该化合物被归类为解偶联剂。注意，溶剂组的 FCCP 
OCR 作为解偶联的阳性对照 (MTI = 1)。(B) MTI = 0.6 的解偶联剂（尼美舒利）
示例
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总之，MTI 是指与相应对照组相比，针对解偶联和/或抑制 
得出的测试化合物影响的分数值。解偶联的 MTI 为正指数；
抑制的 MTI 为负指数。表 1 汇总了对照组和 MTI 量表。数据
转换后，将为每个孔生成解偶联和抑制的 MTI。这个直观的参
数可提供有关线粒体毒性强度（绝对值）和类型（正值和负
值）的信息，有助于解析检测结果。

定义 OPI 导致的线粒体毒性：如前文所述，线粒体功能降低
导致线粒体毒性的特殊情况是指对 ATP 合酶或 OxPhos 机制
的其他成分产生直接抑制，即 OPI。该类型抑制通常会导致基
础 OCR 降低，而寡霉素 OCR 和 FCCP OCR 不会受到显著影
响（图 5）。

为了区分 OxPhos 抑制与其他毒性模式，采用以下两个标准。
测试化合物必须满足两个标准，才能认定为 OPI（标准 1 和标
准 2）：

标准 1：基础 OCR 的最低 z 分数 < -3 

标准 2：FCCP OCR 的最高 z 分数 > -3

基础 OCR 的 Z 分数 = 
χ ― µ

σ

其中：

X 是测试化合物的基础 OCR。

µ 是溶剂组基础 OCR 的平均值。

σ 是溶剂组基础 OCR 的标准差。

和

FCCP OCR 的 Z 分数 = 
χ ― µ

σ

其中：

X 是测试化合物的最大 FCCP OCR。

µ 是溶剂组最大 FCCP OCR 的平均值。

σ 是溶剂组最大 FCCP OCR 的标准差。
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图 5. 定义 OPI 的条件或标准。(A) 说明 OxPhos 抑制定义的动力学图。(B) 用于
检测 OPI 的两个标准。如果测试化合物处理导致基础 OCR 降低（z 分数 < -3） 
且未导致 FCCP OCR 显著降低（z 分数 > -3），则该化合物被归类为 OPI。请注
意，没有为 OPI 计算 MTI 值 

表 1. 用于确定解偶联和抑制的 MTI 量表定义的对照测量和组

模式 对照 测量 组 解偶联 (%) 抑制 (%) MTI

解偶联
阴性 最小寡霉素 OCR 溶剂 0 NA 0

阳性 最大 FCCP OCR 溶剂 100 NA 1

抑制
阴性 最大 FCCP OCR 溶剂 NA 0 0

阳性 最小 FCCP OCR Rot/AA NA 100 –1
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将 OPI 检测的窗口（标准）与溶剂组中基础 OCR 和 FCCP OCR 
获得的标准误差（即噪音）相关联，Z 分数可以对潜在 OxPhos 
抑制事件（相对于解偶联或抑制）进行特定区分（p < 0.005）。
这些标准用于降低该毒性模式报告假阳性的可能。如果符合这
些标准，化合物会被检测为线粒体毒性 OPI。观察 OPI 检测情
况后，建议开展下游检测（例如 XF 线粒体毒性剂量响应分析
或其他正交检测），进一步研究和表征该类毒性。 

XF 线粒体毒性检测性能指标
在定义线粒体毒性的定量指标（MTI 值）后，还需要评估检
测性能的质量。将根据对照组（表 1）OCR 测量值计算的 Z' 用
于评估检测性能，确保稳健的 MTI 输出。Z' 是一项筛查窗口系
数，当在测量动态范围内使用两个极端参比对照品时，该系数
可用作高通量筛查的无量纲统计特性(5)。图 6A 显示了评估 Z' 的
检测窗口。这些检测窗口用于计算抑制剂和解偶联剂的 MTI。

在 XF 线粒体毒性检测中，解偶联和抑制对应的 Z' 计算如下：

Z' = 1 –
(3σPC +  3σNC)

|µPC +  µNC|
 

其中：

µPC 是阳性对照的平均 OCR。

µNC 是阴性对照的平均 OCR。

σPC 是阳性对照的标准差。

σNC 是阴性对照的标准差。

为了验证基于 MTI 的毒性筛查，测试检测的稳健性和一致
性，根据安捷伦 Seahorse XF 线粒体毒性测定试剂盒用户
指南中描述的标准 XF 线粒体毒性检测方案，使用 HepG2 
细胞对不同板/不同天数的 Z' 进行比较(6)。如图 6 所示，使用
交互的板布局，将 XF Pro M 板分为两组：溶剂组和 Rot/AA 
组（图 6B）。一般来说，Z' 值应大于 0.5，从而保证筛查检测
结果的可靠性。结果表明，无论是归一化数据还是未归一化
数据，解偶联和抑制的 Z' 值均 > 0.5，且与孔板布局、板间或
日间因素无关（图 6C）。数据表明，使用 HepG2 细胞开展 
Seahorse XF 线粒体毒性检测的动态检测窗口对于线粒体毒性
筛查应用是有意义的。

B

C

A

时间 (min)

寡霉素

抑制剂；归一化 抑制剂；未归一化

解偶联剂；归一化 解偶联剂；未归一化

背景 Rot/AA 组 溶剂组

解
偶
联
剂

抑
制
剂

FCCP

基础 OCR 寡霉素 OCR FCCP OCR

O
CR

 (p
m

ol
/m

in
)

Z’
 因
子

溶剂 Rot/AA

图 6. 使用 Z' 评估安捷伦 Seahorse XF 线粒体毒性检测的性能。(A) 用于计算解
偶联（蓝色）和抑制（红色）的 Z' 的动态范围。(B) 显示对照组布局的孔板分
布图（每个板 n = 46）；溶剂组（灰色）和 Rot/AA 组（红色）。(C) 连续三天
获取的 Z' 值汇总，无论数据是否归一化为安捷伦 Seahorse XF 成像和归一化
系统计数的细胞数
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应用
XF 线粒体毒性检测的基本应用包括在固定浓度下筛查化合
物，以及通过计算 IC50 或 EC50 值开展剂量响应分析。本文提
供了这两个应用的概念验证示例，使用了几种已知可引起线粒
体毒性的化合物。所有检测均按照安捷伦 Seahorse XF 线粒
体毒性测定试剂盒用户指南(6) 中所述的方案开展，使用安捷伦 
Seahorse Analytics 进行数据处理和分析。

筛查分析
作为该检测的一项应用示例，使用 XF 线粒体毒性检测评估了几
种已知可引起不同线粒体毒性效应的化合物（包括解偶联、直
接 ETC 抑制和直接 OxPhos 抑制）。将 HepG2 细胞暴露在固定
浓度 (100 µmol/L) 的八种化合物中 1 小时，然后进行 XF 线粒体
毒性检测。使用 Seahorse Analytics 将 OCR 测量值转换为每种
化合物的 MTI 值，结果见柱状图和孔板分布图（图 7）。本研究
中，确定了毒性作用的类型（抑制、解偶联或 OxPhos 抑制），
并通过 MTI 值进行了定量。结果与以前的报告一致(7-10)。有关结
果的详细讨论，请参见 Kam 等人编写的安捷伦应用简报(11)。

F

B

A

E

D

C

化合物

硫唑嘌呤

氯非铵甲苯磺酸盐

利培酮

依西酸喷他脒

尼美舒利

非诺贝特

二氟尼柳

DCCD

抑制剂 解偶联剂

MTI
OPI

图 7. 安捷伦 Seahorse XF 线粒体毒性筛查检测结果。(A) 显示测试化合物和对
照组的 XF 动力学 OCR 数据。(B) 每种化合物产生的 MTI 值的柱状图。（C 至 
E）显示抑制剂和解偶联剂 MTI 以及 OPI 检测的板热力图。(F) 各类测试化合
物的 MTI 值和 OPI 检测汇总表 (n = 8)
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剂量响应分析
该方法的另一个关键考虑因素是化合物浓度对线粒体毒性强
度的影响。由于 MTI 值是针对每个孔计算的值，因此该参数
也可用于计算剂量-响应曲线，从而评估与化合物浓度有关的
毒性强度，即 MTI 值与化合物剂量的关系。使用 Seahorse 
Analytics，基于希尔方程的四参数剂量-响应曲线拟合模型计
算 EC50 和 IC50

(12)。

EC50，其中希尔斜率 > 0，

MTI = 底部 +
顶部–底部

1 + (
希尔斜率

)
EC50

剂量
IC50，其中希尔斜率 < 0，

MTI = 底部 +
顶部–底部

1 + (
希尔斜率

)
IC50

剂量
为了证明 XF 线粒体毒性检测在评估线粒体毒性化合物效力
方面的实用性，使用两种抑制剂（氯非铵甲苯磺酸盐和利培
酮）和两种解偶联剂（二氟尼柳和尼美舒利）开展了剂量响应
分析。在开展检测之前，将 HepG2 细胞在 10 种浓度的化合
物中暴露 1 小时。如图 8 所示，将动力学 OCR 测量转化为基
于 MTI 的剂量-响应曲线，以分别获得抑制和解偶联的 IC50 和 
EC50 值。

B

A

C

线粒体剂量响应 - 抑制剂

线粒体剂量响应 - 解偶联剂

化合物

化合物

图 8. 线粒体毒性化合物的剂量响应分析。(A) 动力学 OCR 测量。(B) MTI 值与
抑制剂（氯非铵甲苯磺酸盐和利培酮）的剂量之间的关系，以及各自的 IC50 
值。(C) MTI 值与解偶联剂（二氟尼柳和尼美舒利）的剂量之间的关系，以及
各自的 EC50 值
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数据解析的注意事项
剂量对线粒体毒性模式的影响：如图 8 所示，包括尼美舒利在
内的四种化合物显示出典型的剂量反应，其 IC50 和 EC50 值表明
存在抑制和解偶联。然而，如果尼美舒利的浓度升高，毒性模
式表现就会改变。在相对较低的浓度（0 至 100 µmol/L）下，
尼美舒利表现为解偶联剂，可导致寡霉素 OCR 升高，但对于 
FCCP OCR 几乎没有影响。但随着浓度的增加（100 µmol/L 至 
2 mmol/L），解偶联 MTI 从 0.55 降至 0，同时，抑制程度从 
–0.05 增加至 –1（图 9A）。事实上，许多解偶联剂都有可能
存在该现象，在浓度相对较低的情况下，表现出解偶联效应，
在较高浓度下则表现出抑制效应(13)，该现象还说明了在初始
化合物筛查检测后进行剂量响应分析的益处。

一些 OPI 也出现了线粒体毒性模式的这种剂量依赖性变化。
例如，寡霉素、DCCD 和依西酸喷他脒是已知的 ATP 酶抑制
剂 (OPI)。在图 7 所示的筛查检测中，依西酸喷他脒被检测
为 OPI。然而，DCCD 显示的 MTI 值为 –0.26，未被检测为 
OPI。在筛查检测后开展了剂量响应分析，发现了两种不同类
型的结果（图 9B）。针对寡霉素和依西酸喷他脒，在测试浓
度范围内报告了 OPI，表明对 OxPhos 系统的某个成分具有特
异性抑制作用。相比之下，针对 DCCD，仅在测试的最低浓度 
(25 µmol/L) 下观察到了 OxPhos 抑制，而在较高浓度下，该
化合物引发抑制活性（图 9B 和 9C）。这些案例表明，如果在
知道线粒体毒性模式与调查具有相关性后，那么除了初始单剂
量筛查之外的下游检测（例如剂量依赖性化合物暴露）也可能
具有必要性。

B

A

C

尼美舒利

寡霉素

线
粒
体
毒
性
指
标

线
粒
体
毒
性
指
标

化合物 OPI

是
是
是

是

否
否

是
是
是

浓度
(μmol/L)

寡霉素

依西酸喷他脒

DCCD

DCCD PI

(PL)

图 9. 剂量对线粒体毒性模式表现的影响。(A) 不同浓度尼美舒利的 MTI 值柱状
图。(B) 寡霉素、二环己基碳二亚胺 (DCCD) 和依西酸喷他脒在不同浓度下的
柱状图。(C) 不同剂量下检测到的每种化合物的 OPI (n = 8)
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扩展化合物处理的效果：线粒体毒性与细胞毒性以及数据归一
化：除了浓度对线粒体毒性的影响外，另一个需要考虑的关键
变量是化合物暴露于细胞的时长。XF 线粒体毒性检测主要用
于评估急性线粒体毒性，即在几分钟到几小时内检测对线粒体
功能的不利影响。虽然化合物暴露更长时间通常是有保证的
（甚至是必要的，取决于细胞摄取化合物的动力学），但由于
线粒体功能障碍加速细胞毒性，或细胞毒性反过来加速线粒体
功能障碍，这些长时间化合物暴露（数小时到数天）可能会产
生下游效应。请注意，在某些情况下，细胞数量的数据归一化
可能会掩盖细胞毒性作用。如图 10 所示，MTI 值没有变化，
但在暴露于 500 µmol/L 尼美舒利的 48 小时内，细胞数量减
少。归一化数据表明，解偶联和抑制的 MTI 值不会随时间 
（4、24 和 48 小时）发生显著变化。然而，如果数据没有归
一化，在更长的时间内（4 小时与 24 小时和 48 小时），解偶
联和抑制的程度分别会降低和升高。MTI 值的这些变化可归因
于尼美舒利在 24 小时和 48 小时时间点的细胞毒性作用，因
为在化合物暴露的这些较长时间内，细胞数量（分别为对照组
的 63% 和 34%）显著减少。总之，建议仔细检查结果数据，
确保进行准确解析。

B

A

细
胞
数
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时间 (h)
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性
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标
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胞
数

量
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照
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比
）

未归一化

时间 (h)

暴露时间 (h)

图 10. 细胞毒性和数据归一化对 MTI 值的影响：(A) 使用归一化和未归一化 
OCR 数据计算 MTI 值时，在化合物暴露 4、24 和 48 小时后，500 µmol/L 尼
美舒利的 MTI 值。(B) 化合物暴露 4、24 和 48 小时后的细胞数（对照组的百
分比）
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结论
总之，线粒体耗氧量的直接测量可以用作特异且灵敏的指标，
对药物诱导的线粒体毒性进行评估。药物诱导的线粒体毒性是
药物开发中的常见问题。本白皮书介绍了安捷伦 Seahorse XF 
线粒体毒性检测，这是一种用于评估线粒体毒性的定制检测方
法，可以高度灵敏地识别和明确区分线粒体毒性的不同模式。
同时，该检测方法引入了毒性强度的标准化定量测量：MTI。
此外，为了保证生成数据的质量，提供了检测性能指标 (Z')。
在检查治疗性化合物的线粒体毒性时，这种检测设计和相应的
输出参数既可实现快速、直接的实施，也可实现对筛查或剂量
响应类型检测进行直观可靠的数据解析。 
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