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摘要 
 

呼吸在潜意识中持续进行，是维系生命的关键过程。氧

气（O₂）经鼻腔与肺部进入人体，随血液循环抵达大

脑、肌肉及全身每一个细胞。在细胞深处，线粒体 —— 

一种功能可类比细菌的微观结构 —— 利用氧气点燃 

“生命之火”。这一氧气传递路径，将机体的外呼吸与

细胞层面的内呼吸紧密相连。线粒体内部，营养物质的

能量会转化为热能以及可供机体直接利用的能量形式。

作为精密的电化学“机器，线粒体消耗氧气并生成三磷

酸腺苷(ATP）—— 细胞的能量 “货币。通过测量细胞

呼吸，可精准评估线粒体的生物能量功能：这不仅有助

于提升人体机能、发现潜在功能缺陷，还能为医疗专业

人员提供指导，助力维持患者的有氧代谢能力与生命活

力。 

以下是细胞呼吸的核心概念定义： 

 细胞常规呼吸：由活细胞生理机制调控的呼吸活

动。 

 氧化能力（oxidative capacity）：与 ATP 生成解

耦联状态下的最大氧气消耗量，与氧化磷酸化能力

（OXPHOS capacity），即氧化磷酸化过程的最大

效能）形成对比。 

 泄漏呼吸（leak respiration）：ATP 生成被抑制后

，细胞处于闲置状态时的呼吸活动。 

 残余耗氧量（residual oxygen consumption）：线

粒体氧化能力被完全抑制后，仍残留的少量氧气消

耗。 
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残余氧消耗 

常规呼吸 
在这些实验控制状态下测量细胞呼吸，并分析其相互关

系，可为线粒体健康状况提供重要诊断依据。 

  

引言: 走上一段楼梯，你会明显感觉到呼吸频率加快 —— 每一次呼吸都在将空气吸

入肺部，摄入氧气（O₂）并呼出二氧化碳（CO₂）。呼吸为何对生存至关重要？氧气

进入血液后，又会经历怎样的旅程？ 
 

 我们吸入的湿空气

中，氧气占比约 20 %。外

呼吸过程中，氧气进入肺部

后溶解于血液，与红细胞内

的血红蛋白结合；随后心脏

将富含氧气的血液通过呼吸

级联过程泵送至全身组织，

微循环系统再将氧气分子精

准输送到各个细胞。当细胞

内氧气浓度低于血液时，氧

气便会自然扩散进入细胞。 
 

 细胞内诸多反应都会消耗氧气，但将氧气（O₂）转化为水（H₂O）的关键氧化

反应，仅发生在线粒体中 —— 这也解释了为何细胞内氧气浓度始终处于较低水平。

细胞呼吸依赖外呼吸提供的持续氧气供应，若氧气输送中断，细胞内氧气浓度会降至

零，线粒体功能随即停滞；反之，若线粒体受损或数量减少，仅靠外呼吸也无法维持

生命活动。 
 

本文作为《BEC 教育系列》（BEC Educational Series）的组成部分，将系统介

绍细胞呼吸：第一部分（Section 1）阐述实验控制条件下的细胞呼吸研究方法，旨在

测定特定呼吸状态的呼吸速率；第二部分（Section 2）通过实验案例，具象化解读细

胞呼吸相关概念。通过分析耗氧速率，我们能更深入地理解细胞中线粒体的特定功

能。 

 

1. 细胞呼吸  

 

细胞呼吸通过能量转化为生命活动供能，是生物能量学的核心基础。细胞需通过

有氧过程（依赖氧气）和无氧过程（不依赖氧气）生成三磷酸腺苷（ATP），这两个

过程均需能量驱动。在有氧细胞呼吸中，氧气是维持 “生命之火” 的关键 — 这里

的 “生命之火”，指能量底物分解（燃烧）过程中的能量代谢活动。细胞呼吸的强度

可通过氧气消耗量衡量；而发酵作为无氧能量代谢方式，无需氧气参与，研究糖酵解

发酵时，通常会分析其分解代谢终产物（如酵母发酵产生的乙醇、大多数动物细胞发
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酵产生的乳酸）。分解代谢（catabolism）是将营养物质分解为小分子代谢产物的过

程，这些产物要么作为废物排出，要么作为生物合成（合成代谢，anabolism）和细胞

生长的 “原料”。线粒体正是连接分解代谢与合成代谢的核心代谢中心。 
 

进入细胞的氧气，会氧化（燃烧）来自碳水化合物、脂肪和蛋白质的能量底物。

氧化过程中，富含氢（H）的还原型能量底物（如丙酮酸 C₃H₄O₃）通过一系列复杂的

电子传递反应，将氢离子（H⁺）和电子（e⁻）传递给氧气(O₂）；这一过程会剥离还原

型碳分子中的所有氢元素（以 H⁺+e⁻形式），最终生成二氧化碳（CO₂）和水

（H₂O）。正因这一与 H⁺相关的电子传递过程，线粒体中的该系统被命名为电子传递

链（ETS，electron transfer system）。 
 

线粒体（mt）呼吸的核心功能是氧化磷酸化（OXPHOS）—— 一种由电能驱动

的生化过程，可生成细胞的主要能量货币 ATP。ATP 生成的驱动力是质子动力势

（pmF），这一概念即便对生物能量学领域的专家而言，也颇具理解难度 [5]。在氧

化磷酸化中，“磷酸化（PHOS）” 指磷酸基团与二磷酸腺苷（ADP，含两个磷酸基

团）结合，生成三磷酸腺苷（ATP，含三个磷酸基团）的过程。在深入探讨磷酸化之

前，本文先详细阐释氧化（OX）及其相关的还原过程。 
 

线粒体通过线粒体内膜与外膜两层屏

障，与细胞内其他区室进行物质和信号交

流。燃料底物被转运至线粒体内部参与氧化

反应，充当 {氢离子 + 电子}（{H⁺+e⁻}）

供体；氧气则作为 {氢离子 + 电子} 受体

被还原。 
 

 从 {氢离子 + 电子} 供体到氧气的化学驱动力，会推动耗氧过程的进行 —— 

这一过程中，质子（H⁺）从线粒体基质空间跨内膜泵出，进而产生质子动力势

（protonmotive force，pmF），可形象类比为给 “线粒体电池” 充电。值得注意的

是，质子动力势不仅由线粒体内膜两侧的电势差构成，还包含源于膜两侧 pH 值差异

的扩散组分 [5]。 
 

 质子动力势（pmF）会推动质子通过线粒体内膜上的分子电化学发生器重新进入

基质空间，这一过程会驱动 ATP 合成。这种分子旋转装置被称为 ATP 合酶（ATP 

synthase），其作用类似将动能转化为电能的风车或涡轮机 —ATP 合酶则是将 “线

粒体电池” 的质子动力势能，转化为 ATP 形式的化学能。ATP 对维持细胞功能、

保障健康、促进生长及调控细胞凋亡（受控的细胞死亡）至关重要。但在氧化磷酸化

过程中，这种偶联的能量转化可能因 “线粒体电池” 短路而解偶联：此时所有能量

都会以热能形式浪费，细胞的生命活动工作能力也会丧失。药物性解偶联剂会加速能

量储备消耗，在营养过剩状态下或可帮助减少多余体重，但也可能对健康产生不利影

响。目前，研究人员会在体外实验中人为控制不同偶联状态研究细胞呼吸，但这类方

法出于伦理考量，绝不能应用于活生物体。 
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细胞呼吸相关说明 __________________________________________________________ 
 

- 呼吸作用与发酵作用分别对应有氧能量代谢与无氧能量代谢 

- 有氧细胞呼吸中，二磷酸腺苷（ADP）与三磷酸腺苷（ATP）的平衡及氧化还

原平衡，通过氧气作为氢离子（H⁺）和电子（e⁻）受体来维持。 

- 燃料底物作为电子供体，提供电子（e⁻）和氢离子（H⁺）；氧气被还原后形成

水，反应式为：2 {H⁺+e⁻} + 0.5O₂ → H₂O。 

- 氧化磷酸化（OXPHOS）过程中，氧化反应（OX）通过将质子（H⁺）泵过线

粒体内膜产生质子动力势（pmF）；磷酸化反应（PHOS）则借助质子沿质子

动力势顺浓度梯度流动形成的质子流，驱动 ATP 合成。 

- 质子（H⁺）在氧化磷酸化偶联过程中发挥双重作用：（1）在化学氧化的电子

传递中，以氧化还原当量 {H⁺+e⁻} 形式参与反应 [3]；（2）在区室化质子转

运中，作为电荷介质构建质子动力势 [5]。 

 

1.1. 氧化能力（电子传递能力） 
 

你或许曾在锻炼时挑战过自身最大有氧运动表现 — 在跑步机或固定自行车上，

通过逐步加快速度或增加阻力直至极限。运动输出功率可通过功率计（ergometer）测

量和控制，“erg” 一词源于希腊语 “工作”（work），单位时间内的工作量即为功

率（power）。这类功率测试中，你需要佩戴呼吸面罩监测外呼吸，进而测量最大摄氧

量（VO₂max），这种运动与呼吸测量结合的方式被称为运动肺功能测试

（spiroergometry）。 
 

不妨想象对活细胞进行类似测试 —

— 将其推向有氧代谢功率的极限。当细胞 

“工作强度” 不断加大，ATP 分解为 

ADP 和无机磷酸的速率会随之加快。为维

持细胞活动，磷酸化反应（PHOS）会在

质子动力势（pmF）驱动下将 ADP “逆

向” 转化为 ATP，而质子动力势自身会

沿能量梯度 “消耗”。要让细胞持续 

“运转”，就必须通过重新转运氢离子

（H⁺）不断恢复质子动力势，这一过程需

要氧气和燃料消耗速率（氧化反应，OX）

相应提升，最终将系统推向最大氧化磷酸

化能力（P）。 
 

遗憾的是，目前并不存在这样的 

“细胞功率计”，那该如何将细胞推向代谢极限？ 
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 与氧化磷酸化能力（P）不同，活细胞的氧化能力（E）需通过解除磷酸化反应

（PHOS）的所有调控来评估：具体而言，是利用化学解偶联剂破坏质子动力势

（pmF），使质子流 “短路”—— 这种 “短路”（解偶联）会绕过 ATP 合成过

程，迫使细胞在当前实验条件下以最大速率呼吸。氧化能力（E）指氧化过程与 ATP 

生成解偶联、不受 ATP 生成限制时，细胞的最大耗氧速率。尽管 “氧化能力” 与 

“电子传递能力” 交替使用增加了表述多样性，但能简明解释与氢离子(H⁺）相关的

电子传递本质：氧化过程中，还原当量 {H⁺+e⁻} 从燃料底物转移至氧气。 
 

 在多种细胞类型中，氧化能力（E）可较好估算线粒体工作能力（氧化磷酸化能

力 P），但在许多情况下，氧化能力会高估氧化磷酸化能力。需注意的是，若负责 

ATP 合成的磷酸化系统存在缺陷，细胞生成 ATP 的能力会受损，此时氧化磷酸化能

力（P）会受到限制，水平可能低于氧化能力（E），甚至仅为后者的一半 [1,2]。 
 

E 相关说明 ________________________________________________________________ 
 

- 氧化能力（E）是在呼吸作用与 ATP 生成解偶联的非生理条件下获得的。 

- 细胞生理状态下，氧化能力(E）即便能达到，也极为罕见。 

- 氧化能力（E）会高估多种细胞类型的氧化磷酸化能力(P）和呼吸储备。 

- “最大呼吸” 是模糊术语：若不明确偶联状态，可能指氧化磷酸化能力（类

似心肺运动试验中测量的最大有氧能力 VO₂max，或酶动力学中的最大反应速度 

Vmax）；特定实验条件下测得的氧化能力，可通过添加外源底物或消除抑制作

用进一步提升。 

- 以概念为导向的线粒体呼吸状态术语 [7]，已扩展至活细胞呼吸生理学领域 

[2]。 

- 电子传递系统（ETS）常被称为电子传递链，这一表述掩盖了化学传递与区间

运输的本质区别 — 电子传递系统真的是 “链” 吗？“链” 的定义又是什

么？ 
 

 

1.2. 常规呼吸作用 
 

常规呼吸(R）是活细胞在生

理调控下，为满足有氧能量需求而

产生的耗氧速率。常规呼吸活动会

随可利用的营养物质、细胞健康状

态变化，且受线粒体功能影响：若

上调的糖酵解（无氧）ATP 生成

无法补偿能量需求，增加的 ATP 需求会激活常规呼吸。 
 

R 相关说明 ________________________________________________________________ 
 

- 常规呼吸是活细胞特有的生物能参数，无法在质膜透化的细胞或分离的线粒体

中测量。 
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- 呼吸介质中外部底物和离子组成不同，所研究细胞的常规呼吸可能存在差异。 

- “基础呼吸” 概念较模糊：该术语也用于描述分离线粒体的泄漏呼吸，且不

应与有机体生理学中定义的基础代谢率混淆。 
 

 

1.3. 泄漏呼吸 
 

泄漏呼吸（L）是线粒体内膜氢

离子泄漏引起的线粒体耗氧量，需在 

ATP 产生被阻断后对活细胞进行测

量。处于闲置状态的线粒体不进行化

学工作，能量以热能形式释放，会降

低代谢效率 [2]。但任何呼吸状态

下，散热都与耗氧量相关，且主要由

呼吸速率调节。泄漏呼吸可调节质子

动力势，对线粒体功能障碍具有诊断意义。 
 

L 相关说明 ________________________________________________________________ 
 

- 需区分质子泄漏与泄漏呼吸：泄漏的氧气消耗虽能补偿质子电流，但并不等同

于质子电流 [7]。 

- “静息呼吸” 是模糊术语：生物体内的静息呼吸除支持基础呼吸外，还为身体

功能的 ATP 需求及低强度活动供能。 

- 若在线粒体制备物中，泄漏呼吸被视为 “基础的”，则为保持一致性，活细胞

中 “基础的” 应是泄漏呼吸，而非常规呼吸。 

- “State 4o” 或 “State 4Omy” 术语可追溯至经典的分离线粒体 State 4：

State 4（泄漏状态）与 State 2 常被混淆 [7]，若未接触过相关经典专业期刊

，无需过度纠结这些术语。 
 

 

1.4. 残余氧消耗 
 

残余氧消耗（rox）是指呼吸

酶被抑制、线粒体氧化能力完全消

除后，细胞或线粒体仍残留的氧消

耗。 
 

 线粒体呼吸需通过总氧消耗减

去残余氧消耗（rox）进行校正 —

— 从这一角度而言，线粒体呼吸

与细胞呼吸存在区别。残余氧消耗（rox）校正对渗漏呼吸的相对影响最大，对常规呼
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吸和氧化能力的影响则较不显著。尽管残余氧消耗(rox）与活性氧（ROS）产生明显

不同，但二者可能存在关联，不过目前仍难以从功能层面解释残余氧消耗(rox）。 
 

rox 相关说明 ______________________________________________________________ 
 

- 与生物能量分析相关的线粒体呼吸，需针对残余氧消耗(rox）进行校正。 

- 通常无法简单解释残余氧消耗(rox）的大小。 

- “非线粒体呼吸” 是残余氧消耗（rox）的不准确表述：分离线粒体的耗氧量

可能包含线粒体自身的残余氧消耗(rox）。 
 

 

 细胞呼吸的测量 

 

 线粒体功能应在孤立线粒体中研究，还是在活细胞中研究更合适？获取孤立线粒

体时，研究人员需破坏细胞质膜，将完整线粒体与细胞内其他结构及可溶性成分分

离。但这类孤立线粒体能否准确反映其在活体内的功能一直存在争议，这也让活细胞

中线粒体生理学与生物能学的研究备受关注 [9,10]。反之，孤立线粒体研究也能提供

活细胞研究难以获得的生物能学信息。 
 

 细胞呼吸的测量通常在小型实验舱中进行，所用细胞来源包括液体活检获取的数

千个血细胞，或成纤维细胞等培养细胞。为确保结果的可比性，呼吸速率需根据细胞

计数或线粒体标志物进行标准化处理。 

 

该图（经 Zdradsilova 等人 2022 年研究修改 [12]）展示了 Oroboros O2k 的两个 

0.5 毫升反应室中，人类成纤维细胞呼吸的同步记录结果。测量时长为 30 分钟（水

平时间轴）：加入细胞悬液（每个反应室 694 个 / 微升，共 35 万个细胞）后，呼

吸需几分钟达到稳定；实验 7-8 分钟时，常规呼吸(R）速率保持恒定；分两步加入寡

霉素会抑制 ATP 生成，使耗氧量降至泄漏呼吸（L）水平；解偶联剂滴定会逐步激活

呼吸，使其达到氧化能力(E）；连续滴定呼吸抑制剂鱼藤酮和抗霉素 A，会阻断氧化

能力，仅留下残余耗氧量(rox）。左侧纵轴数值以每个细胞每秒消耗氧气的阿托摩尔

（10⁻¹⁸ moles）为单位，残余耗氧量(rox）水平（2 amol·s-1/x 细胞）被视为基准值
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（零）。所有测量中（经残余耗氧量校正后），常规呼吸(R）、泄漏呼吸（L）和氧化

能力（E）的平均值已标注（数据来自 [12] 表 4）：37 amol·s-1/x 细胞细胞

（37·10⁻¹⁸ mol·s-1/x 细胞细胞）的常规呼吸(R）看似数值微小，实则意味着一个细胞

每秒消耗 2200 万个氧分子。细胞呼吸强度取决于细胞大小和线粒体密度；为消除线

粒体含量对呼吸评估的影响，细胞呼吸以相对于氧化能力(E）的形式表示，即通量控

制比（右侧纵轴）。 
 

 人体红细胞因含有结合氧气的血红蛋白而呈红色，其不含线粒体，所需 ATP 依

赖糖酵解途径生成。细胞呼吸测量研究中，需从血液样本中分离白细胞 —— 这类外

周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear cells，PBMCs）具有重要免疫功

能。 
 

 外周血单个核细胞是异质性细胞群体，主要由淋巴细胞构成（占比 70 % - 

90 %），单核细胞和树突状细胞占比较低。获取外周血单个核细胞组分时，需避免血

小板污染；而分离得到的血小板（又称血栓细胞）虽无细胞核，但含有线粒体，可用

于细胞呼吸测量。 
 

 血细胞天然悬浮于血液中，而许多其他细胞类型需在培养皿中形成单层培养，测

量前需解离为悬浮状态；不过也有部分细胞类型可直接以悬浮形式培养。成纤维细胞

系被广泛应用于多种线粒体疾病的研究 [12]。 
 

说明 ______________________________________________________________________ 
 

- 测量线粒体和细胞呼吸的测压技术已被电化学方法取代 [13]。 

-  30 年前，针对分离线粒体和活细胞的高分辨率呼吸测定法（HRR；奥地利

因斯布鲁克 Oroboros 公司）问世 [6]。 

-  2004 年，高分辨率呼吸测定法的耦合控制方案首次应用于人类成纤维细胞，

成功区分出四种呼吸状态 [8]。 

- 该耦合控制方案在多井平台上被称为 “线粒体压力测试”，该平台仅限于四

个滴定步骤 [11]。 

-  可在线粒体制剂中测量氧化磷酸化（OXPHOS）能力 [2]。 

- 呼吸速率、比率及呼吸控制效率的差异，有助于进行可靠的生物能量学解读 

[2,4,8,12]；单一的线粒体健康评分无法反映线粒体呼吸功能及其功能障碍的

复杂性，因此不能提供足够的诊断信息 [4]。 

 

 术语和符号 
 

ADP 二磷酸腺苷（di = 2） 

ATP 三磷酸腺苷（tri = 3） 

CO₂ 二氧化碳 

e⁻ 电子（带负电荷） 

E 氧化能力 = 电子传递能力（第 1.1 节） 
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ETS 电子传递系统 

H⁺ 氢离子（带正电荷） 

H₂O 水 

L 呼吸泄漏速率（第 1.3 节） 

O₂ 分子氧（以空气中的气体形式存在或溶解在溶液中） 

OX 氧化、电子传递、与 H⁺相关的电子传递（第 1.1 节） 

OXPHOS 氧化磷酸化 

P OXPHOS 能力（第 1.1 节） 

PHOS ADP 磷酸化生成 ATP（向二磷酸 ADP 添加一个磷酸基团，形成三磷酸 

ATP） 

pmF 质子动力势（氧化磷酸化中偶联氧化与磷酸化过程） 

R 常规呼吸（第 1.2 节） 

rox 残余氧消耗（第 1.4 节） 
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