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分选方式对细胞能量代谢的影响研究
邢月婷1  李艳伟2  黄莹莹2  王佳佳2  郭春2  沈鑫2  周南2  沈红英2  宋兴辉1*
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摘要      Seahorse XF(extracellular flux)是从能量的角度检测代谢及调控的方法, 因其实时检测

的优点, 具有非常好的应用前景, 但该技术要求目的细胞纯度高、活性好, 因此需要对原代细胞的

分选条件进行优化。该文通过免疫磁珠分选技术和流式细胞分选技术对小鼠脾脏CD4+ T细胞进

行研究, 结果发现两种分选方式纯化的CD4+ T细胞在活性氧水平上无明显差异, 相较于磁珠分选, 
流式分选纯化的CD4+ T细胞线粒体膜电位、ATP合成相关的氧耗值和线粒体储备呼吸能力均呈现

下降趋势, 说明磁珠分选相较于流式分选对CD4+ T细胞能量代谢的损伤更小。为了进一步了解流

式分选的影响, 该文对分选条件进行了研究。通过Moflo AstriosEQ分选仪中不加电分选模式(SD), 
加电分选模式不同偏振电压(700 V、2 400 V、5 000 V)以及同一偏振电压下不同液滴加电(35%、

70%)对HEK 293T和Jurkat进行分选, 结果发现SD组相较于加电分选模式对细胞代谢干扰较小, 加
电分选模式中5 000 V实验组对细胞代谢有显著影响。同一偏振电压条件下, 不同液滴加电实验组

均未对细胞产生显著干扰。综上, 磁珠法更适用于小鼠原代CD4+ T细胞能量代谢实验前分选预处

理。流式法用于能量代谢实验预处理时建议优先选择不加电分选模式, 选择加电分选模式时建议

使用小于2 400 V的偏振电压。该实验结果为能量代谢检测实验提供了分选方式和分选条件的数

据参考。
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Abstract       Seahorse extracellular flux technology is used to detect metabolism and its regulation from an 
energy perspective. It has good application prospects due to its advantages such as fewer cells and real-time detec-
tion. Optimizing sorting parameters is essential to ensure the isolation of high-purity and high-activity cells. Taking 
CD4+ T primary cells from mouse spleen as an example, it was shown that there were no significant differences in 
reactive oxygen species between MACS (magnetic activated cell sorting) and FACS (fluorescence-activated cell 
sorting). However, all parameters including mitochondrial membrane potential, ATP production and spare respira-
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tory capacity of CD4+ T cells from FACS showed the down-warded trend when compared with CD4+ T cells from 
MACS. This indicated that MACS caused less damage to CD4+ T cells in terms of cell energy metabolism com-
pared with FACS. To investigate the impact of FACS, this study delved into sorting parameters. HEK 293T cells 
and Jurkat cells underwent sorting using both straight down sorting, varying voltages (700 V, 2 400 V, 5 000 V) 
and stream deflecions (35%, 70%) in the Moflo AstriosEQ sorter. The findings revealed that straight down sorting 
had a lesser impact on cell metabolism compared to sorting at different voltages. At 5 000 V, the cell metabolism 
exhibited a significant difference compared to both the 700 V and 2 400 V groups. Different stream deflections had 
no significant interference to the cells under the same plate voltages. Thus, MACS is suitable for conducting energy 
metabolism experiments with mouse primary CD4+ T cells, while straight down sorting is preferable for FACS ex-
periments focusing on energy metabolism. If sorting by charge mode is necessary, it is advisable to use a voltage 
value lower than 2 400 V. The results of this experiment provide a data set as a reference of sorting conditions in 
energy metabolism experiment.

Keywords       magnetic activated cell sorting; fluorescence-activated cell sorting; reactive oxygen species; 
mitochondrial membrane potential; energy metabolism

免疫磁珠分选技术[1]和流式细胞分选技术[2]是常

见的分选技术, 通过细胞标志物进行分选[3-4]。免疫磁

珠分选技术 (下称磁珠法 )通过偶联磁珠的特定抗体 , 
与细胞抗原特异性结合 , 在磁场作用下分选出目的细

胞[1]。磁珠法操作方便、对仪器设备要求低、分选纯

度较高, 但价格昂贵[5], 不能重复使用。流式细胞分选

技术 (下称流式法 )通过对荧光素的检测 , 可以快速对

细胞或颗粒进行多参数分析 [6], 根据单个或多个参数

分选出目的细胞或颗粒。目前传统流式分选仪通常

是电荷式分选型 , 即经加电装置后 , 包裹目的细胞或

颗粒的液滴会承载不同电荷 , 在电极板电场中进行偏

转 , 使得目的细胞或颗粒进入不同收集管中 [7]。流式

法具有细胞纯度高、可同时满足多参数分选的优点 , 
但对仪器设备要求高、调试流程复杂。

细胞能量代谢对于维持其生理功能非常重要 , 能
量代谢的变化可能会导致细胞生理功能的异常 [8-10]。为

了适应外界环境 , 细胞会对代谢网络进行调控。线

粒体通过氧化磷酸化产生ATP[11], 会造成活性氧的

产生和分解 , 线粒体也可以控制内源性细胞凋亡的

发生 [12]。通过测量完整细胞的耗氧量 , 可以评估线

粒体的生物能量学 [11]。在引入荧光技术前 , 最经典

的方法是通过Clark氧电极检测线粒体耗氧情况 [13], 
但该方法通量较低 [14-15]。Seahorse XF(extracellular 
flux)技术依托能量代谢检测系统 , 同时检测氧消耗

速率 (oxygen consumption rate, OCR)和胞外酸化速

率 (extracellular acidification rate, ECAR), 可以实时

对单层活细胞进行能量代谢检测 [14], 极大降低了对

目的细胞数量的要求 [15], 为稀有细胞检测提供了可

能性。XF技术可以应用于细胞、模式生物等 , 对细

胞活性要求非常高。原代来源的细胞种类繁杂 , 通
常需要通过分选步骤纯化目的细胞群 , 因此分选方

式和分选条件的筛选非常重要 [16]。ZHAN等 [17]采用

流式法纯化原发免疫性血小板减少症患者的T细胞

亚群, 检测其代谢特征; 马冀等[18]通过磁珠法富集恶

性疟原虫 , 并建立了能量代谢检测新方法。分选技

术应用广泛 , 但分选方式对细胞能量代谢的影响研

究鲜有报道。

本文以磁珠法和流式法分别纯化小鼠脾脏CD4+ T
细胞 , 比较两种分选方式对细胞能量代谢的影响 , 确
定更适用于代谢研究的分选方式 , 并且以贴壁细胞

HEK 293T细胞株和悬浮细胞 Jurkat细胞株为例 , 对
流式法不同偏振电压和同一偏振电压下不同液滴加

电进行实验 , 以期获得适用于代谢检测的流式分选

参数。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      HEK 293T细胞系、Jurkat细胞系来源

于浙江大学基础医学院。

1.1.2   实验动物      C57BL/6品系小鼠均为6~8周龄, 
饲养于浙江大学医学院实验动物中心SPF无菌级环

境中。本研究经浙江大学实验动物福利伦理审查委

员会批准(批准号: ZJU20240081)。
1.1.3   试剂      PBS缓冲液(E607008-0500)、RPMI-
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1640培养液 (E600028-0500)、DMEM(高糖 )培养

液 (E600003-0500)、特级胎牛血清 (E600001-0100)
购自生工生物工程 (上海 )股份有限公司 ; 胰酶细胞

消化液 (C0203)、青霉素−链霉素溶液 (C0222)、多

聚赖氨酸溶液 (C0312)、ATP检测试剂盒 (S0026)
购自上海碧云天生物技术股份有限公司 ; BCA蛋

白定量检测试剂盒 (20201ES76)、 活性氧检测试剂

盒 (50101ES01)、JC-1线粒体膜电位检测试剂盒

(40706ES60)、RIPA裂解液 (20101ES60)购自翌圣生

物科技 (上海 )股份有限公司 ; 红细胞裂解液 (R1010)
购自北京索莱宝科技有限公司 ; 抗小鼠 IMagTM CD4
磁珠 [GK1.5](551539)购自上海优宁维生物科技股份

有限公司; 抗小鼠CD4流式单抗[GK1.5] (110670001)
购自浙江正熙生物医药有限公司 ; 线粒体压力检测

试剂盒 (103015-100)、XF分析检测液 (103576-100)、
XF校准液 (100840-000)、XF葡萄糖溶液 (103577-
100)、XF丙酮酸溶液 (103578-100)、XF谷氨酰胺

溶液 (103579-100)、XFe96探针板和细胞培养板

(103792-100)购自杭州柏思迈尔生物技术有限公司 ; 
流式分选仪质控微球 (B53230)购自贝克曼库尔特商

贸(中国)有限公司。

1.1.4   仪器      磁力分选架(BD Cell Separation Mag-
net)、流式分选仪 (Beckman Moflo AstriosEQ)、流式

分析仪 (Agilent ACEA NovocyteTM或Beckman Cyto-
flex)、全波长扫描式多功能读数仪 (Thermo Varios-
kan Flash)、细胞能量代谢分析仪 (Agilent Seahorse 
XFe96)来源于浙江大学医学院公共技术平台。

1.2   方法

1.2.1   小鼠脾脏单细胞制备      取6~8周的小鼠, 解剖

取得脾脏组织 , 置于装有预冷PBS缓冲液的培养皿

中 ; 利用注射器中的活塞装置和200目过滤器将其研

磨成细胞悬液, 过滤至50 mL离心管中; 离心(400 ×g、
5 min), 弃上清液, 在细胞团块中加入5 mL红细胞裂

解液 , 冰上裂解15 min, 离心 (400 ×g、10 min)沉淀

细胞团块, PBS缓冲液重悬细胞, 进行后续实验。

1.2.2   细胞培养及消化      HEK 293T细胞培养于10 cm
培养皿中, 皿中加入DMEM高糖培养液[添加10%胎牛

血清(V/V)和1%青霉素−链霉素溶液], 放置于37 °C、5% 
CO2恒温培养箱中。细胞消化时, 用PBS缓冲液置换

完全培养液, 吸弃PBS缓冲液, 再用0.25%胰酶37 °C消
化3 min, 完全培养液终止消化, 离心(300 ×g、5 min)沉
淀细胞 , PBS缓冲液重悬细胞 , 进行后续实验。Jur-

kat培养于10 cm培养皿中, 皿中加入PRMI-1640培养

液 [添加10%胎牛血清 (V/V)和1%青霉素−链霉素溶

液 ], 放置于37 °C、5% CO2恒温培养箱中。细胞转

移至15 mL离心管中, 离心(300 ×g、5 min)沉淀细胞, 
PBS缓冲液重悬细胞, 进行后续实验。

1.2.3   磁珠法      取1×107个细胞 , 加入50 μL IMagTM 
CD4磁珠, 混匀后冰上孵育30 min, 用1 mL PBS缓冲液

稀释, 从磁力分选架上吸附8 min。弃上清液, 用1 mL 
PBS缓冲液重悬细胞 , 再次在磁力架上吸附 4 min, 
重复2次 , 磁力分选架上取下细胞 , 将其重悬在新的

PBS缓冲液中, 进行后续实验。

1.2.4   流式法      (1) 取1×107个细胞, 重悬在100 μL 
PBS缓冲液中 , 细胞悬液中加入3 μL CD4流式抗体 , 
混匀后室温孵育30 min, 离心(300 ×g、5 min), 弃上

清液, 1 mL PBS缓冲液重悬细胞至1×107个/mL浓度。

(2) 分选参数设置 : 流式分选仪Moflo AstriosEQ开机

后, 安装100 μm喷嘴, 通过分选质控微球工作液(1滴
原液+800 μL鞘液 )进行光路校正和仪器质控 , 完成

激光延迟、变异系数等检测。通过设备内置 Intel-
lisort功能完成液滴延迟检测 , 分选模式选用纯度

(purity)模式。偏振电压实验时 , 手动设置偏振电压

值, 以不加电分选模式(SD组), 加电分选模式(700 V、

2 400 V、5 000 V)为实验组 , 加电模式实验组固定

分选位置(左1)。液滴加电实验时, 不固定分选位置, 
在700 V、2 400 V、5 000 V条件下分别以液滴加电

35%和70%为实验组。

1.2.5   BCA蛋白浓度测定法      (1) 配制标准品和工作

液: 将2 mg/mL BSA标准品用PBS缓冲液稀释成2 000、
1 400、1 200、1 000、600、400、200、40和0 μg/mL
终浓度。配制BCA工作液 : 50体积的BCA试剂A中

加入1体积的BCA试剂B, 充分混匀备用。(2) 制备样

本待测液: 取5×105个细胞, 加入150 μL RIPA裂解液, 
充分裂解后, 离心(14 000 ×g、5 min), 取上清备用。

(3) 微孔板检测方法 : 取25 μL标准品或样本加入到

微孔板中, 每孔加入200 μL BCA工作液, 振荡30 s充
分混匀。盖上微孔板, 37 °C孵育30 min, 冷却至室温

后 , 用全波长扫描式多功能读数仪在562 nm波长处

检测吸光度(D)值, 计算蛋白浓度。

1.2.6   ATP含量检测方法      (1) 配制ATP标准品和ATP
检测工作液 : 将ATP标准溶液用ATP检测裂解液稀释

成0.1、0.3、1和3 μmol/L 4个浓度备用; 将ATP检测试

剂按19׃比例用ATP检测试剂稀释液配制ATP检测工
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作液; (2) 取2×105个细胞, 重悬在200 μL PBS缓冲液中, 
离心(300 ×g、5 min), 弃上清液, 加入200 μL ATP检测

裂解液, 混匀后, 离心(12 000 ×g、10 min), 取上清液, 
经BCA法测定蛋白浓度 , 将标准品和样本分别加入

到ATP检测工作液中 , 用全波长扫描式多功能读数

仪在化学发光模式检测。

1.2.7   线粒体膜电位检测方法      (1) 取5×105个细

胞 , 重悬在500 μL细胞培养液中。(2) 配制 JC-1染色

工作液 : 取50 μL JC-1(200×)加入8 mL超纯水 , 剧烈

振荡充分溶解并混匀JC-1。再加入2 mL染色缓冲液

(5×), 混匀即可。(3) 配制JC-1染色缓冲液 (1×): 1 mL 
JC-1染色缓冲液(5×)加入4 mL超纯水, 混匀后冰上备

用。(4) 细胞悬液中加入500 μL JC-1染色工作液 , 颠
倒混匀数次, 37 °C孵育20 min, 离心(600 ×g、3 min), 
弃上清液, 在细胞沉淀中加入500 μL染色缓冲液, 清
洗2次后用染色缓冲液重悬, 流式分析仪上机检测。

1.2.8   活性氧水平检测方法      (1) 探针准备: 探针装

载前 , 用无血清培养液按1000 1׃稀释DCFH-DA, 使
其终浓度为10 μmol/L; (2) 取1×106个细胞 , 加入1 mL
稀释好的探针进行装载, 37 °C孵育30 min, 每隔5 min
颠倒混匀; (3) 用无血清培养液清洗细胞2次后, 流式

分仪上机检测。

1.2.9   细胞线粒体压力检测方法      (1) 实验前1天, 
XFe96透明辅助板中每孔加入 200 μL无菌水 , 置于

37 °C无CO2恒温培养箱中水化(实验当天将无菌水置

换成等体积37 °C预热的XF校准液 )。用0.1 mg/mL
多聚赖氨酸溶液将XFe96细胞培养板进行包被 (实
验当天去除多聚赖氨酸后干燥1 h备用 )。(2) 实验当

天 , 将经过不同分选方式纯化的CD4+ T细胞重悬于

PRMI-1640完全培养液中, 离心(300 ×g、10 min), 用
分析检测液置换细胞的完全培养液 (分析检测液含

1 mmol/L丙酮酸、2 mmol/L谷氨酰胺和10 mmol/L葡
萄糖, pH7.4)。按照5×105个/孔密度, 取180 μL CD4+ 
T细胞接种至预先包被的XFe96细胞培养板中 , 离心

(300 ×g、5 min)使细胞沉降, 将细胞培养板放置于37 °C
无CO2的恒温培养箱中 , 1 h内上机检测。期间在探针

板的加药孔中加入线粒体压力试剂盒 (1.5 μmol/L寡霉

素、0.25~3.0 μmol/L解偶联剂、0.5 μmol/L鱼藤酮/抗霉

素A)。(3) 程序设置: 未给药时混匀3 min, 检测3 min, 
重复混匀检测步骤3次 ; 加入寡霉素后混匀3 min, 检
测3 min, 重复混匀检测步骤3次; 加入解偶联剂后混匀

3 min, 检测3 min, 重复混匀检测步骤3次; 加入鱼藤

酮/抗霉素A后混匀3 min, 检测3 min, 重复混匀检测

步骤3次。

(1) 实验前 1天 , 将经流式分选仪不同实验条

件分选后的HEK 293T 细胞接种在含 10% FBS的
DMEM高糖培养液中 , 以 2.0×104个 /孔密度接种于

XFe96细胞培养板中培养。将XFe96透明辅助板每

孔中加入200 μL无菌水 , 放置于37 °C无CO2恒温培

养箱中水化 (实验当天将无菌水置换成等体积37 °C
预热的校准液 )。(2) 实验当天 , 用分析检测液置换

细胞的完全培养液(分析检测液配方同上), 将细胞置

于180 μL XF分析检测液中, 细胞培养板放置于37 °C
无CO2恒温培养箱中 , 1 h内上机检测。期间在探针

板的加药孔中加入线粒体压力试剂盒 (程序设置同

上)。
实验前1天准备工作同CD4+ T细胞。实验当天, 

将经过流式分选仪不同实验条件分选后的 Jurkat细
胞接种在含10% FBS的PRMI-1640培养液中 , 离心

(300 ×g、10 min), 将培养液替换成XF分析检测液

(分析检测液配方同上), 按2×105个/孔密度, 取180 μL 
Jurkat细胞接种至预先包被的XF细胞培养板中 , 离
心(300 ×g、5 min), 使细胞沉降, 将细胞培养板放置

于37 °C无CO2恒温培养箱中, 1 h内上机检测。期间

在探针板的加药孔中加入线粒体压力试剂盒 (程序

设置同上)。
1.2.10   流式分析检测方法      ACEA NovocyteTM或

Beckman Cytoflex流式分析仪开机质控后, 建立实验

方案 , 通过FSC-A/SSC-A双参数散点图圈定目标细

胞群, 创建FSC-H/FSC-A散点图圈定单细胞群, 排除

黏连细胞 , 通过定体积记录数据即可计算目标细胞

群数量。因绿色荧光强度与活性氧水平成正比 , 因
此可以根据绿色荧光信号强度, 分析出活性氧水平。

JC-1在正常线粒体内会聚集在线粒体基质中形成

聚合物 , 聚合物呈现出红色荧光 , 当膜电位下降时 , 
JC-1只能以单体形式存在于胞质中 , 单体呈现出绿

色荧光。可以通过红色荧光强度 /绿色荧光强度的

比例衡量线粒体去极化程度 , 反映线粒体膜电位的

变化。

1.2.11   统计学处理      实验结果采用GraphPad Prism 
9.0软件进行分析 ,  *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
为差异有统计学意义。流式数据采用Novoexpress和
Flowjo V10进行分析。Seahorse数据采用Wave软件

进行分析。所用图片和数据均为具有代表性的结果。
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2   结果
2.1   Seahorse XF工具药浓度滴定

在寡霉素、解偶联剂以及鱼藤酮/抗霉素A的联

合作用下 , 可以获得细胞的基础呼吸值、最大呼吸

值、线粒体储备呼吸值、ATP合成相关的氧耗值等

结果 , 其中线粒体储备呼吸值为最大呼吸值与基础

呼吸值的差值[19]。

2.1.1   CD4+ T细胞最适FCCP浓度      在相同CD4+ T细
胞数量下, 对解偶联剂FCCP设置浓度梯度(0.5 μmol/L、 
1.0 μmol/L、2.0 μmol/L、3.0 μmol/L)。如图1A和

A、B: CD4+ T细胞FCCP浓度优化结果。C、D: HEK 293T细胞FCCP浓度优化结果。 E、F: Jurkat细胞FCCP浓度优化结果。A、C、E为Sea-
horse氧耗值折线图, B、D、F为线粒体呼储备值的统计结果。ns: 差异不显著。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, n=3。
The optimization of FCCP concentration in CD4+ T cells (A,B), HEK 293T cells (C,D) and Jurkat cells (E,F). Figure A, C and E mean oxygen consump-
tion in Seahorse experiments. Figure B, D and F mean spare respiratory capacity. ns: not significant. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, 
n=3.

图1   Seahorse实验中不同FCCP浓度对HEK 293T、Jurkat和CD4+ T细胞的影响

Fig.1   Effect of different FCCP concentrations on HEK 293T, Jurkat and CD4+ T cells in Seahorse experiment
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图1B)所示, FCCP浓度在2.0 μmol/L检测时, 线粒体呼

吸储备值最大 , 相较于其他3个实验组 , 存在显著差

异 (P<0.05, P<0.001)。由此说明 , CD4+ T细胞的最适

FCCP浓度为2.0 μmol/L。
2.1.2   HEK 293T细胞最适FCCP浓度      在相同HEK 
293T的细胞数量下 , 解偶联剂FCCP设置浓度梯度

(0.25 μmol/L、0.5 μmol/L、1.0 μmol/L、2.0 μmol/L)。
如图1C和图1D所示 , FCCP浓度在0.5 μmol/L检测

时, 线粒体呼吸储备值最大, 相较于其他3个实验组, 
存在显著差异 (P<0.01, P<0.000 1)。由此说明 , HEK 
293T细胞的最适FCCP浓度为0.5 μmol/L。
2.1.3   Jurkat细胞最适FCCP浓度      在相同Jurkat细胞

数量下 , 对解偶联剂FCCP设置浓度梯度 (0.5 μmol/L、
1.0 μmol/L、2.0 μmol/L、3.0 μmol/L)。4个实验组

均可获得Jurkat细胞的线粒体最大氧耗值, 当前浓度

梯度中, Jurkat细胞的最适FCCP浓度为1.0 μmol/L(图
1E和图1F)。
2.2   分选方式对CD4+ T细胞能量代谢的影响

以不同稀释倍数的ATP标准品和相对化学发光

值RLU(relative light unit)制作标准曲线, 两者之间呈

现较好的线性相关性 , 相关系数在0.99以上 (图2A)。
如表1所示磁珠法纯化的CD4+ T细胞, 其ATP含量为

(0.239±0.011) μmol/L, 流式法 (偏振电压2 400 V)纯
化的CD4+ T细胞, 其ATP含量为(0.204±0.006) μmol/L, 
由此可见流式法(偏振电压2 400 V)相较磁珠法, CD4+ 
T细胞内ATP含量显著降低 (P<0.05)(图2B)。如图2C
所示 , 相较于磁珠法 , 流式法 (偏振电压2 400 V)纯化

的CD4+ T细胞 , 线粒体膜电位显著降低 (P<0.001)。
CD4+ T细胞在两种分选方式作用下 , 两者的活性氧

水平无显著差异 (图2D和图2E)。基于Seahorse的检

测方法 , 流式法(偏振电压2 400 V)纯化的CD4+ T细
胞 , 其细胞内ATP合成相关氧耗值与线粒体呼吸储

备值相较于磁珠法显著降低(P<0.01)(图2F~图2H)。
2.3   电压对细胞系能量代谢的影响

2.3.1   偏振电压对HEK 293T能量代谢的影响      如
图3A和图3B所示 , 加电分选模式 (700 V、2 400 V、

5 000 V)与不加电分选模式 (SD)对比 , 纯化的HEK 
293T细胞活性氧水平存在显著差异(P<0.01)。5 000 V
实验组与 700 V实验组相比活性氧水平显著升高 , 
5 000 V实验组与2 400 V实验组相比, 活性氧水平显

著升高。2 400 V实验组与700 V实验组相比 , 活性

氧水平无明显差异。由图3C所示以及表2数据可知, 

加电分选模式 (700V、2 400 V、5 000 V)相较不加

电分选模式 (SD)纯化的HEK 293T细胞其线粒体膜

电位显著降低 (P<0.001), 但分选时不同偏振电压之

间无显著区别。由图3D和图3E所示, 加电分选模式

(700V、2 400 V、5 000 V)纯化的HEK 293T细胞相

较于不加电分选模式(SD)纯化的HEK 293T细胞, 其
ATP合成相关氧耗值以及线粒体储备呼吸值显著降低

(P<0.01, P<0.001), 但分选时不同偏振电压之间对线粒

体储备呼吸值无显著区别。5 000 V实验组与700 V实

验组相比, ATP合成相关的氧耗值存在显著差异。

2.3.2   偏振电压对Jurkat能量代谢的影响      如图4A
和图4B所示 , SD实验组、700 V实验组、2 400 V实

验组和5 000 V实验组分别比较 , Jurkat细胞活性氧

水平均存在显著差异。由图4C所示和表3数据可知, 
加电分选模式 (700 V、2 400 V、5 000 V)相较于不

加电分选模式(SD)纯化的Jurkat细胞, 其线粒体膜电

位显著降低(P<0.05, P<0.001, P<0.000 1)。2 400 V实

验组与 700 V实验组相比 , 线粒体膜电位无显著变

化 , 5 000 V实验组与2 400 V实验组相比 , 线粒体膜

电位无显著变化 , 但5 000 V实验组与700 V实验组

相比 , 其线粒体膜电位存在显著差异 (P<0.05)。由

图4D和图4E所示, 2 400 V实验组与SD实验组相比, 
ATP合成相关氧耗值以及线粒体储备呼吸值显著降

低(P<0.05), 5 000 V实验组与SD实验组相比, ATP合
成相关氧耗值以及线粒体储备呼吸值存在显著变化

(P<0.05, P<0.01)。
2.3.3   液滴加电对细胞系的影响      如图5A和图5C
所示, 液滴加电分别为35%和70%时, HEK 293T细胞

的活性氧水平和线粒体膜电位在同一组偏振电压实

验组中均无显著差异。如图5B和图5D所示, 液滴加

电分别为35%和70%时 , Jurkat细胞的活性氧水平和

线粒体膜电位在同一组偏振电压实验组中均无显著

差异。

2.4   验证分选方式对CD4+ T细胞能量代谢影响

如图6A和图6B所示 , 流式法 (SD)相较磁珠法 , 
纯化的CD4+ T细胞活性氧水平无显著差异 , 但线粒

体膜电位显著降低(P<0.001)。

3   讨论
XF技术是一种从能量角度检测代谢的方法 , 具

有实时检测的优点, 但对细胞纯度和活性的要求高。

在原代细胞应用中, 由于原代细胞种类繁杂, 为了纯
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表1   磁珠法和流式法纯化的CD4+ T细胞中ATP含量

Table 1   ATP production of CD4+ T cells from MACS and FACS
分选方式

Sorting methods
ATP含量

ATP production

MACS 0.239±0.011 μmol/L

FACS 0.204±0.006 μmol/L

A: ATP标准品浓度与相对化学发光(RLU)之间的线性关系图。 B: 两种分选方式对CD4+ T细胞ATP含量的影响。 C: 用JC-1荧光探针检测两种

分选方式对CD4+ T细胞线粒体膜电位的影响。 D、E: 用DCFH-DA荧光探针检测两种分选方式对CD4+ T细胞活性氧水平的影响。 F~H: 用
Seahorse技术检测两种分选方式对CD4+ T细胞能量代谢水平的影响, 其中图G为ATP合成相关的氧耗值, 图H为线粒体呼吸储备值。ns: 差异不

显著。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3。
A: linear relationship between ATP standard concentration and RLU (relative chemiluminescence). B: effect of two sorting methods on the ATP produc-
tion from CD4+ T cells. C: effect of two sorting methods on the mitochondrial membrane potential from CD4+ T cells using JC-1 fluorescent probe. D,E: 
effect of two sorting methods on the reactive oxygen species from CD4+ T cells using DCFH-DA fluorescent probe. F-H: effect of two sorting methods 
on the the energy metabolism from CD4+ T cells using Seahorse. Figure G shows ATP-linked respiration and figure H shows spare respiratory capacity.  
ns: not significant. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3.

图2   磁珠法和流式法对CD4+ T细胞的影响

Fig.2   Effect of  MACS and FACS on CD4+ T cells
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化目的细胞, 分选方式和分选条件的筛选尤为重要。

本文选用的一种原代细胞和两种细胞系 , 均为实验

室常见细胞类型, 即HEK 293T细胞常被用做病毒包

装以及转染实验 [20], Jurkat细胞常用于急性淋巴白血

病研究[21], T细胞是免疫学研究中不可或缺的实验材

料[22]。

文中比较了磁珠法和流式法对小鼠脾脏CD4+ T
细胞能量代谢的影响 , 两种分选方式均对CD4+ T细

A、B: 通过DCFH-DA荧光探针检测流式法不同偏振电压对HEK 293T细胞活性氧的影响。C: 通过JC-1荧光探针检测流式法不同偏振电压对

HEK 293T细胞线粒体膜电位的影响。 D、E: 通过Seahorse技术检测流式法不同偏振电压对HEK 293T细胞线粒体呼吸途径中能量代谢的影响, 
其中图D为ATP合成相关的氧耗值, 图E为线粒体呼吸储备值。ns: 差异不显著。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3。
A,B: effect of different plate voltages on reactive oxygen species in HEK 293T cells using DCFH-DA fluorescent probe. C: effect of different plate volt-
ages on mitochondrial membrane potential in HEK 293T cells using JC-1 fluorescent probe. D,E: effect of different plate voltages on energy metabolism 
in HEK 293T cells by Seahorse technology. Figure D shows ATP-linked respiration and figure E shows spare respiratory capacity. ns: not significant. 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3.

图3   流式法偏振电压对HEK 293T的影响

Fig.3   The influence of plate voltage on HEK 293T cells
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A、B: 通过DCFH-DA荧光探针检测流式法不同偏振电压对Jurkat细胞活性氧的影响。C: 通过JC-1荧光探针检测流式法不同偏振电压对Jurkat
细胞线粒体膜电位的影响。 D、E: 通过Seahorse技术检测流式法不同偏振电压对Jurkat细胞线粒体呼吸途径中能量代谢的影响, 其中图D为

ATP合成相关的氧耗值, 图E为线粒体呼吸储备值。ns: 差异不显著。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, n=3。
A,B: effect of different plate voltages on reactive oxygen species in Jurkat cells using DCFH-DA fluorescent probe. C: effect of different plate voltages 
on mitochondrial membrane potential in Jurkat cells using JC-1 fluorescent probe. D,E: effect of different plate voltages on energy metabolism in Jur-
kat cells by Seahorse technology. Figure D shows ATP-linked respiration and figure E shows spare respiratory capacity. ns: not significant. *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, n=3.

图4   流式法偏振电压对Jurkat细胞的影响

Fig.4   The influence of plate voltage on Jurkat cells
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表2   流式法偏振电压对HEK 293T细胞线粒体膜电位的影响结果

Table 2   Effect of different plate voltages on mitochondrial membrane potential in HEK 293T cells
偏振电压

Plate voltage
红色荧光强度

Red intensity
绿色荧光强度

Green intensity
红色荧光/绿色荧光比值

Red/green intensity ratio

SD 1 081 288.0±288.6 364 185.3±4 157.3 2.969±0.034

700 V 1 012 008.0±11 557.0 376 504.0±10 799.7 2.689±0.064

2 400 V    917 023.0±10 973.4 339 766.3±4 607.7 2.699±0.021

5 000 V    989 803.0±1 952.4 374 659.3±2 693.2 2.642±0.019
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胞的代谢特征产生干扰。尽管磁珠法和流式法在活

性氧水平上无明显差异 , 但流式法相较于磁珠法纯

化的CD4+ T细胞 , 其线粒体膜电位、ATP合成相关

的氧耗值和线粒体储备呼吸能力均呈现下降趋势。

故从能量代谢的角度判断, 相比于流式法, 磁珠法对

原代CD4+ T细胞的损伤更小。

流式法在多参数分选中具有不可替代的作用 [23]。

为了探究流式分选对细胞能量代谢的影响 , 本文进

A、B: 通过DCFH-DA荧光探针检测流式法不同液滴加电对细胞系活性氧的影响。C、D: 通过JC-1荧光探针检测流式法不同液滴加电对细胞

系线粒体膜电位的影响。其中图A和C是HEK 293T的实验结果, 图B和D是Jurkat的实验结果。ns: 差异不显著。n=3。
A, B: effect of different stream deflections on reactive oxygen species in HEK 293T and Jurkat cells using DCFH-DA fluorescent probe. C, D: effect of 
different stream deflections on mitochondrial membrane potential in HEK 293T and Jurkat cells using JC-1 fluorescent probe. Figure A and C are the 
results of HEK 293T, while figure B and D are the results of Jurkat. ns: not significant. n=3。

图5   流式法液滴加电对HEK 293T细胞和Jurkat细胞的影响

Fig.5   The influence of stream deflection on HEK 293T and Jurkat cells
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表3   流式法偏振电压对Jurkat细胞线粒体膜电位的影响结果

Table 3   Effect of different plate voltages on mitochondrial membrane potential in Jurkat cells
偏振电压

Plate voltage
红色荧光强度

Red intensity
绿色荧光强度

Green intensity
红色荧光/绿色荧光比值

Red/green intensity ratio

SD 438 818.0± 2 788.9 144 309.0±455.2 3.041±0.010

700 V 434 443.0±2 556.4 158 285.3±1 592.6 2.745±0.042

2 400 V 460 561.3±1 632.7 180 136.3±921.0 2.557±0.005

5 000 V 444 190.0±5 072.2 175 832.3±1 345.5 2.526±0.019



1028 · 技术与方法 ·

一步对流式法偏振电压以及液滴加电进行实验。不

同偏振电压实验时 , 与700 V、2 400 V、5 000 V实

验组相比 , SD组HEK 293T和Jurkat细胞的活性氧水

平均显著下降 , 线粒体膜电位均显著升高。ATP合
成相关氧耗值和线粒体储备呼吸能力的实验结果略

有不同 , 但两种细胞的SD组与2 400 V、5 000 V实

验组分别对比 , 均存在显著差异。加电分选模式实

验组两两对比, 700 V实验组与2 400 V实验组间, 仅
Jurkat细胞的活性氧水平存在显著差异。2 400 V实

验组与5 000 V实验组间 , 两种细胞的活性氧水平均

显著变化。而700 V实验组与5 000 V实验组间, HEK 
293T细胞的ATP合成相关氧耗值和活性氧水平存在

显著差异 , Jurkat细胞的线粒体膜电位和活性氧水平

存在显著差异。这与唐亚丽等 [24]的研究结果一致 , 
高强度电场作用下大肠杆菌膜损伤比例增加。不同

液滴加电实验时, 在相同偏振电压(700 V、2 400 V、

5 000 V)条件下设置液滴加电为 35%和 70%, HEK 
293T和 Jurkat细胞的活性氧水平和线粒体膜电位在

同一偏振电压实验组之间无显著变化。

综上 , 磁珠法更适用于小鼠脾脏原代CD4+ T细
胞能量代谢实验前的分选预处理。基于此结论推测, 
磁珠法可能也适用于其他类型的原代细胞 , 但因本

研究仅选取了一种常用的原代细胞 , 后续还需要对

其他原代细胞做进一步验证。流式法中建议优先选

择不加电分选模式 , 若需加电分选模式建议使用小

于 2 400 V的偏振电压。该实验结果为能量代谢检

测实验提供了分选方式和分选条件的数据参考。分

A: 用DCFH-DA荧光探针检测两种分选方式对CD4+ T细胞活性氧水平的影响。B: 用JC-1荧光探针检测两种分选方式对CD4+ T细胞线粒体膜电

位的影响。ns: 差异不显著。***P<0.001, n=3。
A: effect of two sorting methods on the mitochondrial membrane potential from CD4+ T cells using JC-1 fluorescent probe. B: effect of two sorting 
methods on the reactive oxygen species from CD4+ T cells using DCFH-DA fluorescent probe. ns: not significant. ***P<0.001, n=3.

图6   磁珠法和流式法对CD4+ T细胞的影响

Fig.6   Effect  of MACS and FACS on CD4+ T cells
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选技术与XF技术的联合应用 , 为免疫代谢如自身免

疫疾病的研究提供了技术参考。
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