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摘  要 

线粒体(mitochondria)是真核细胞重要的细胞器，是细胞的“能量工厂”。线粒体功能障碍主要表现为

线粒体形态、结构和功能异常，包括：线粒体异常体积、数量的增加或减少、线粒体膜电位异常，线粒

体DNA损伤等。研究发现，这些线粒体结构、功能的变化与多种疾病的发生发展密切相关。而随着生物

检测技术的发展，对线粒体结构和功能的检测方法也不断更新，现就线粒体结构和功能相关的检测方法

及其研究进展作一综述。 
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Abstract 
Mitochondria are important organelles of eukaryotic cells and the “energy factory” of cells. Mito-
chondrial dysfunction mainly manifests as abnormal mitochondrial morphology, structure, and 
function, including: abnormal volume, increase or decrease of mitochondrial number, abnormal 
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mitochondrial membrane potential, mitochondrial DNA damage, etc. Studies have found that these 
changes in mitochondrial structure and function are closely related to the occurrence and devel-
opment of various diseases. With the development of bioassay technology, the detection methods 
of mitochondrial structure and function are constantly updated, and the detection methods and 
research progress related to mitochondrial structure and function are reviewed here. 
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1. 引言 

线粒体是一种存在于几乎所有真核细胞胞质的细胞器，其主要功能是以三磷酸腺苷(adenosine tri-
phosphate, ATP)的形式产生能量供给细胞代谢使用。同时，线粒体也参与细胞自噬、钙离子稳态、免疫

应答、信号转导和细胞凋亡等过程[1]。因此，维持线粒体功能和代谢平衡对细胞的功能和存活至关重要。

线粒体稳态(mitochondrial homeostasis)是线粒体生物发生和降解之间的稳态平衡，主要与线粒体膜电位的

稳定、钙离子平衡、线粒体 DNA (mtDNA)的完整性以及线粒体的分裂融合有关，线粒体稳态在调节细胞

形态，数量，亚细胞分布和功能方面发挥重要作用。大量研究表明，在不同的致病因素影响下，线粒体

结构和功能易受损，从而影响机体其他细胞组织的正常功能，导致多种疾病发生，例如帕金森病[2]、阿

尔茨海默病[3]和心肌缺血–再灌注损伤等[4]。在相关研究中，研究者通过对线粒体形态结构及功能的检

测分析了疾病发生和线粒体功能障碍的关系。其中，线粒体检测方法可分为对线粒体结构的初步检测和

线粒体功能的具体分析。而线粒体功能分析包括：线粒体膜电位测定、线粒体耗氧量测定、线粒体 Ca2+

检测、线粒体通透性转换孔检测、线粒体 ATP 检测、线粒体呼吸链复合体检测和线粒体活性氧(reactive 
oxygen species, ROS)测量等。 

2. 形态结构检测 

线粒体是一种广泛存在于真核细胞内的双层膜细胞器，直径在 0.5 到 1.0 微米左右，一般呈短棒状和

圆球状，其大小受细胞代谢水平限制[5]，不同组织在不同条件下可能产生体积异常膨大的线粒体，例如

胰脏外分泌细胞、神经元细胞和人成纤维细胞中的线粒体等。 
电子显微镜是观察真核细胞细胞器的重要工具，也是观察和分析线粒体结构的金标准[6]。但电子显

微镜不能清晰地区分线粒体和其他膜结构，同时也无法观察线粒体的动态变化。原子力显微镜作为一种

新兴的观察方法，在分辨率和实时成像方面具有优势，并且可以在液体环境下观察线粒体肿胀等动态变

化，但适用范围较小[7] [8] [9] [10]。近年来荧光共聚焦显微镜技术不断提高，为线粒体结构观测提供了

新的选择。在大多数情况下，显微镜可以用来观察和分析二维线粒体的形态和数量。三维共聚焦显微镜

可以通过在 3D 水平观察特定标记的线粒体蛋白质来观察线粒体的形态[11]。宽视野荧光显微镜和高分辨

共聚焦激光扫描显微镜可用于线粒体形态变化的成像分析，特异性高于电子显微镜，但不能观察到线粒

体的动态变化。最近研制的 AiryScan 显微镜可以高速、高灵敏度地采集图像，有效地观察线粒体分裂、

融合和自噬的动力学过程[12] [13] [14]。此外，在用特定的染料标记线粒体后，可使用免疫荧光染色和计
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算机图像的组合来可视化线粒体形态[15] [16]。 

3. 线粒体功能检测 

3.1. 线粒体膜电位的测定 

线粒体膜电位(mitochondrial membrane potential, MMP, Δψm)指线粒体内膜两侧离子浓度不同所产生

的负电位差(−180 mV~−200 mV)，与细胞动态平衡密切相关，反映线粒体功能的完整性，是评价线粒体

功能的敏感指标[17]。 
目前常采用流式细胞术结合荧光染料探针来检测 MMP。常用罗丹明 123 (Rhod123)、四甲基罗丹明甲

酯(tetramethylrhodamine methyl ester, TMRM)、四甲基罗丹明乙酯(tetramethylrhodamine ethyl ester, TMRE)
和四氯四乙基苯并咪唑羰花菁碘化物(5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethyl-imidacarbocyanine, JC-1)等亲脂

阳离子荧光染料。Rhod123 是最早使用的检测 MMP 的荧光探针。TMRM 是对细胞通透、无毒的阳离子荧

光染料。其在线粒体积累仅源于 MMP 变化、相对毒性更小、与细胞器结合率低、适合做 MMP 的定量分

析等。JC-1 是一种广泛用于检测 MMP 的阳离子型亲脂性荧光探针，比 Rhod123 灵敏度更高。在 MMP 较

低时，JC-1 以单体形式存在，产生绿色荧光；在线 MMP 较高时，JC-1 聚集在线粒体基质中，形成聚合体

JC-1，产生红色荧光。因此，检测者可以非常方便地通过荧光颜色的转变来分析 MMP 的变化。 
近年来，荧光共振能量转移分子对(fluorescent resonance energy transfer pairs, FRET Pairs)也用于 MMP

比率荧光监测。FRET 供体分子(FRET donor molecule, FixD)通过将苄基氯基团连接到具有绿色荧光发光

的荧光团来构建，固定在线粒体中。FRET受体分子(FRET acceptor, LA)吸收绿色荧光和发射深红色荧光，

且依赖于 MMP。当 MMP 正常时，FixD 与 LA 之间发生 FRET，可以检测到深红色荧光发射，而当 MMP
逐渐减少时，LA 从线粒体中逐渐脱落，进而检测到深红色荧光发射逐渐减少和绿色荧光发射逐渐增加。

因此，研究者可通过两种荧光发射颜色的变化来监测 MMP 的动态变化，为发展新型 MMP 荧光探针和对

活体、组织和细胞中 MMP 的实时原位研究提供了新思路[18]。 
值得注意的是，线粒体膜上不同部位的 MMP 差异很大。精准测量局部 MMP 变化的方法还需深入研

究。例如，低浓度的半花菁衍生物(TPP-CY)可以精确检测亚细胞水平的 MMP 和线粒体形态的微量变化，

具有优异的选择性和高分辨率的特点。该方法的进一步优化，有望成为在亚细胞水平评估线粒体功能的

潜在工具[19]。 

3.2. 线粒体耗氧量测定 

在所有细胞器中，线粒体消耗的氧气最多，这种氧气消耗往往反应线粒体的功能状态。常用氧电极

极谱法检测线粒体耗氧量。这种方法在 30℃的磁场搅拌培养箱中操作，通过在耗氧介质中孵育线粒体实

现对线粒体耗氧的精确分析。简单地说，鱼藤酮用于抑制电子传递链中的复合体 I，然后加入琥珀酸来测

量线粒体的状态 IV 呼吸。线粒体呼吸状态是指呼吸底物及 ADP 以不同浓度存在时线粒体的呼吸速率。

在呼吸底物和 ADP 都存在时的呼吸速率称为状态 III 呼吸；ADP 被消耗殆尽但呼吸底物仍然剩余时的呼

吸速率称为状态 IV 呼吸。状态 III 呼吸速率与状态 IV 呼吸速率之比，称为呼吸控制率(respiration control 
rate, RCR) [20]，RCR 降低表示线粒体 ATP 合成受损和线粒体功能障碍，而 RCR 升高表示细胞活动旺盛

和代谢加快。 
此外，研究者也开发出具有自动或半自动化的线粒体功能分析仪，其中包括 Oxygraph-2k 线粒体功

能测定仪和 Seahorse 细胞能量代谢分析仪，用于检测线粒体功能和细胞代谢，在代谢研究中广泛使用。

例如，Seahorse 分析仪通过传感器测量溶解氧和酸碱度的变化，自动计算速率，提供细胞耗氧率(oxygen 
consumption rate, OCR)和细胞外酸化速率(extracellular acidification rate, ECAR)的实时数据。OCR 用于研
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究线粒体的氧化磷酸化功能，通过测量基础呼吸和添加寡霉素后的质子泄漏，可计算出氧化磷酸化的耗

氧率。ECAR 用于研究糖酵解等代谢情况，基础值反映非催化产酸，加入葡萄糖后的增加量代表糖酵解。

添加寡霉素后，细胞通过乳酸发酵产生能量，产酸增加。ECAR 的直接测量存在一定偏差，因为添加葡

萄糖会增强糖酵解和氧化磷酸化，导致计算出的糖酵解量偏高。 

3.3. 线粒体 Ca2+检测 

细胞内的 Ca2+主要储存在线粒体和内质网等细胞器中，在信号转导、凝血、跨膜离子转运和细胞分

裂等生物过程中发挥关键作用[21]。而线粒体内的 Ca2+对于调控 ATP 生成起着关键作用。Ca2+失衡可导

致线粒体功能障碍，进而引起细胞损伤和死亡[22]。线粒体内 Ca2+积累促进 ATP 合成，减少则降低 ATP
水平。ATP 合成受损进一步导致 Ca2+失衡，可诱导机体内分泌功能障碍和疾病发生，如线粒体相关糖尿

病的发生[22] [23]。因此，了解线粒体 Ca2+的动态变化对研究疾病机制和治疗具有重要意义。 
线粒体 Ca2+的经典测定方法包括沉淀法、电化学法、EDTA 螯合滴定法、火焰光度法和原子吸收分

光光度法。其中，电化学法最方便，该方法利用化学电池在溶液中的电化学性质及其变化，可用于有机

物和无机物的定性和定量分析，但易受钠、钾、磷和硫酸盐等物质干扰，适用于实时监测和光敏度要求

不高的实验。 
随着免疫荧光技术的发展，Ca2+水平也可用荧光探针进行检测，相关探针包括：Quin-2AM、Fluo-3AM、

Indo-1AM、Rhod-2、Fluo-4、Mag-Fluo-4 和钙–罗丹明 123 等。其中，Quin-2AM、Fluo-3AM、Indo-1AM
和 Fluo-4 用于胞内 Ca2+检测，Mag-Fluo-4 用于内质网 Ca2+检测，钙–罗丹明 123 通过荧光分光光度法定

量测定线粒体 Ca2+含量。Fluo-3 是常用的单波长指示剂，适用于激光共聚焦成像研究，可定量分析单个

完整活细胞中 Ca2+分布并区分线粒体 Ca2+。这些方法操作简便、性能稳定且特异性较高。 

3.4. 线粒体通透性转换孔检测 

线粒体渗透性转换孔(mitochondrial permeability transition pore, MPTP)是存在于线粒体内外膜之间的

一组蛋白复合体，具有高度选择性，是调控线粒体通透性的结构基础[24]。此外，MPTP 对细胞内离子浓

度变化非常敏感，在细胞内信号转导系统中具有重要作用。MPTP 的异常开放与 Ca2+浓度的异常升高、

氧化应激和 mtDNA 突变密切相关[25]。MPTP 适度开放可促进线粒体清除有害物质，持久开放则会导致

不可逆损伤，诱导线粒体基质肿胀、内膜去极化、ATP 水解等，最终导致细胞死亡或凋亡[26]。 
检测 MPTP 的经典方法有膜片钳、分光光度法和活性物质标记法等。膜片钳方法是最早使用的方法，

该方法通过记录离子通道电流来反映离子通道的活动，以评估线粒体的功能。全自动膜片钳技术，操作

简单高效，但仅适用于悬浮细胞检测。与活性物质标记法和膜片钳方法相比，分光光度法更简单且更常

用。现在，原子力显微镜可直接观察 MPTP 开放，这对研究 MPTP 异常开放具有重要意义，但对实验室

设备配备要求较高。钙黄绿素–钴荧光探针技术是一种新兴的 MPTP 检测方法，设备依赖性小，灵敏度

高。该技术使用钙黄绿素-AM 荧光探针，其 AM 基团增强了染料的疏水性，使其可穿透质膜。探针实现

跨膜后，AM 被胞内酯酶裂解，形成高荧光和极性的钙黄绿素。当细胞与钙黄绿素和 Co2+孵育时，二者

进入细胞质，但钙黄绿素会进一步被线粒体捕获。线粒体中的钙黄绿素发出荧光，而细胞质中的钙黄绿

素则被 Co2+迅速猝灭。正常情况下，MPTP 瞬时开放，使细胞质中的钙黄绿素迅速被熄灭。在病理状态

下，如钙超载和氧化应激发生时，MPTP 持续开放，Co2+进入线粒体猝灭钙黄绿素荧光，导致线粒体荧

光强度逐渐减弱，可用来反映 MPTP 的开放程度。 

3.5. 线粒体 ATP 检测 

ATP 通常被认为是细胞的主要能量来源，而线粒体是 ATP 的主要产生场所。线粒体对外界环境刺激
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非常敏感，线粒体一旦受损，ATP 生成减少，从而抑制许多细胞代谢过程，导致机体疾病发生。例如，

帕金森病、心血管疾病和内分泌功能障碍等都与线粒体 ATP 生产减少相关[27] [28]。因此，ATP 水平是

评估细胞能量代谢和线粒体功能的关键指标。 
测量 ATP 水平需要新鲜提取的线粒体样品，以保证线粒体的完整性和连接状态[29]。目前常用的技

术包括经典层析法、高效液相色谱法、酶分析法和荧光检测法等。经典层析柱使用大直径的玻璃管柱，

用液位差输送流动相，但此方法效率低，耗时长。而高效液相色谱法在经典层析法基础上发展而来，填

料颗粒更小且均匀，柱效高，配合自动化系统使用操作简单，灵敏度高，可测定不同状态下细胞能量物

质的差异。酶学方法则是通过测量磷酸烯醇式丙酮酸中 NADH 氧化成 NAD+的吸光度或荧光的降低来评

估 ADP 的产生[30]。近年来，荧光检测技术在测定线粒体的 ATP 合成活性方面得到了改进。其中，荧光

素–荧光素酶测定法是一种常用的方法。该方法应用 Mito-Rh 探针，可高选择性的实时监测线粒体中 ATP
的含量变化，其检测灵敏度可达 0.1~10 mM [31]。此外，FRET 还可用于检测标记了 ATP 合成酶亚单位

后的 ATP 合成水平[32]。 
此外，近年来，研究者开发了用于线粒体 ATP 检测的多色 ATP 指示剂。与以往只能特异性检测细

胞内 ATP 的指示剂不同，多色 ATP 指示剂是基于红、绿、蓝三种颜色的单一荧光蛋白指示剂[33] [34] [35]，
可以同时检测同一细胞内不同细胞器中的 ATP，并同时检测哺乳动物、植物甚至蠕虫细胞线粒体中的 ATP
动力学，对未来的能量代谢研究有一定的促进作用[31] [36]。 

3.6. 线粒体呼吸链复合体的检测 

线粒体呼吸链位于线粒体内膜上，由 5 个复合物组成，其中包括：复合物 I (NADH-Q 氧化还原酶)、
复合物 II (琥珀酸-Q 氧化还原酶)、复合物 III (UQ-细胞色素 C 氧化还原酶)、复合物 IV (细胞色素 C 氧化

酶)和复合物 V (ATP 合成酶)。其通过一系列的氧化还原过程最终形成 ATP。对线粒体呼吸链复合体的检

测方法包括：分光光度法、蛋白质印迹法、近红外光谱技术等。 
分光光度法是检测线粒体呼吸链复合物 I~V 活性的主要技术。为了比较不同细胞或组织中线粒体呼

吸链复合物的活性，需同时测量 Krebs 循环中柠檬酸合酶的活性作为对照。复合物 I 和 V 的活性与 NADH
的氧化速率成正比，可通过测量 NADH 在 340 nm 处的吸光度来确定[37]。例如，复合体 II 催化琥珀酸

氧化，以 2,6-二氯靛酚(2,6-dichlorophenol indophenols, DCPIP)为底物，通过测定底物氧化后 600 nm 处吸

光度值确定复合体 II 的活性。而复合体 III 和 IV 的活性通过测量细胞色素在 550 nm 处的吸光度来确定。

此外，利用呼吸链复合体的特异性抗体反应，通过蛋白质印迹法可直接反映呼吸链复合体 I-V 的表达水

平，从而间接反映呼吸链的状态。但蛋白质表达水平和蛋白质活性有时并不相关，分光光度法仍然是检

测线粒体呼吸链复合体的首选方法。近年来，近红外光谱技术在线粒体复合体的非侵入性测量方面取得

了很大进展，该方法原理上类似于分光光度法，但受外部环境的影响较小。例如，研究者应用此方法检

测复合体 IV 活性，以判断抑郁症的严重程度[38] [39]。然而，由于近红外光谱复制所需样本量大，仪器

型号不同，具有严重的局限性，尚未广泛应用。 

3.7. ROS 的测量 

线粒体是细胞内氧化磷酸化和产生 ROS 的主要场所。细胞内活性氧包括超氧阴离子自由基、过氧化

氢及其下游产物。在生理条件下，细胞内抗氧化防御系统使自由基的产生和清除处于平衡状态。在病理

条件下，细胞内抗氧化系统和氧自由基之间的平衡被破坏。当细胞内 ROS 水平过高时，线粒体结构和功

能受损，细胞色素 c 通过 MPTP 释放，导致线粒体酶、脂类和核酸损伤以及氧化应激[40]。此外，ROS
可导致 mtDNA 碱基氧化和增殖异常，从而引起线粒体 ATP 合成减少和 MMP 下降[41]。因此，线粒体的
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功能状态可以通过测量 ROS 水平来确定。 
常用的 ROS 检测方法有化学发光法、电化学生物传感器、分光光度法和荧光染色法等，这些方法可

进行定量或定性分析。化学反应法灵敏度高、成本低、操作简单，但特异性较差，易受某些氧化还原反

应或酶催化反应影响。分光光度法通常采用四硝基甲烷、硝基四氮唑篮(nitro blue tetrazolium, NBT) [42]、
细胞色素 c、肾上腺素和还原辅酶 I 等试剂，它们与超氧阴离子自由基反应生成具有特定吸光度的亚铁细

胞色素(在 550 nm 处可检测到)，可用于测量 ROS 水平。NBT 法具有很高的灵敏度，通常用于氧自由基

的组织化学定位，但很难测量活细胞或水体系中氧自由基的动态变化。细胞色素 c 具有氧化活性，可用

于检测氧自由基的产生。然而，细胞色素 c 很容易被其他还原剂还原，因此限制了氧自由基的检测灵敏

度。在过去的十年中，研究者已经开发了许多荧光素探针检测细胞内或线粒体内的 ROS 水平。细胞内

ROS 的测量通常使用荧光探针 DCHF-DA，该可以自由穿过细胞膜。线粒体内 ROS 的测量通常使用荧光

探针 MitoSOX，该探针对线粒体内 ROS 具有高度特异性，具有背景信号低、线性范围宽和检测效率高的

特点，但需要立即对检测结果进行成像和光保护，防止荧光猝灭。另外，电子顺磁共振(ESR)波谱技术是

一种新兴技术，是研究瞬态自由基的一种非常有用的工具。由于瞬态自由基寿命短、稳态浓度低，检测

瞬态自由基通常采用自由基捕捉技术与 ESR 技术相结合的方法，该方法检测灵敏度高、特异选择性强、

分析结果可靠，目前被广泛用于瞬态自由基的检测[43]。 

4. 结论与展望 

综上所述，线粒体是细胞氧化磷酸化的中心，对细胞的生长发育以及组织器官的稳定至关重要。线

粒体异常可引起细胞内环境紊乱，并导致包括线粒体心脏病、线粒体脑病和线粒体肌病等多种疾病的发

生。因此，线粒体功能检测对我们理解疾病的发生发展机制至关重要。值得注意的是，目前的检测和治

疗策略并不能完全满足对线粒体疾病的临床诊治要求，对线粒体的功能检测是研究者了解线粒体疾病的

发生机制和开发新型治疗策略的重要手段。 
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