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GPCR 信号通路研究用工具
配基与受体结合 | 受体内化研究 | 第二信使（cAMP）检测
信号通路元件应答 | 蛋白磷酸化检测 | GPCR 相互作用研究
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GPCR
G 蛋白偶联受体

细胞信号通路（Cell Signaling Pathway）是细胞内部一系列高度协调和有序的分子间相互作用过程，这些过程将细胞外部的
化学或物理信号转换为细胞内的生物化学反应，并最终影响细胞的功能状态、代谢活动、增殖、分化、迁移以及凋亡等。当
细胞膜上的受体蛋白接收到特定的信号分子（如激素、生长因子、细胞因子等）时，信号会通过一连串的蛋白质磷酸化、脱
磷酸化、酶促激活、基因转录调控等方式，在细胞内传递并放大。这一系列复杂的生化事件通常涉及 G 蛋白偶联受体、酪氨
酸激酶受体、离子通道受体等多种类型的受体，以及第二信使（如 cAMP、Ca2+）、蛋白激酶、转录因子等众多参与者。

关于 GPCR 家族
GPCR（G 蛋白偶联受体）是真核生物中最大的一类膜蛋白家族，包括约 800 个家族成员。GPCR 包含 7 次跨膜结构域，
在几乎所有的器官系统中都起着至关重要的作用。GPCR 可被多种配体激活，与配体结合后，GPCR 的构象会发生变化，从
而导致特定效应蛋白的募集和激活，并触发下游信号通路的调节。目前，FDA 批准上市的临床药物中，约三分之一的药物作
用于 GPCRs 发挥治疗作用，GPCRs 被认为是新药研发领域中最重要，也是最有应用前景的药物靶点之一。

GPCR 信号通路研究的关键问题
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GPCR Research & Drug Discovery

Ligand Binding

Determine direct binding of peptide as well as small molecule ligands to GPCRs using the NanoBRET™ 
Target Engagement assay and the HiBiT Protein Tagging System. Create your own assay or benefit from 
our ready-to-use solutions.

GPCR Interaction

Determine the dynamics of hetero- and homodimeric protein interactions of GPCRs (e.g. β-arrestin 
recruitment) or interactions within downstream signaling pathways in a live-cell context using the 
NanoBiT® and NanoBRET™ Protein:Protein Interaction Systems. 

G Protein Signaling

Investigate GPCR signaling with gene reporter assays using firefly and NanoLuc®-based Rapid Response™ 
gene reporter vectors. Quantify cAMP 2nd messenger levels in either a biochemical enpoint (cAMP-Glo™ 
Assay) or cell-based real-time format (GloSensor™ cAMP). Determine downstream phosphorylation 
events using Lumit™ Immunoassay Cellular Systems.

Trafficking

Monitor internalization and recycling processes of GPCRs using the HiBiT Protein Tagging System.

Schematic overview of key processes in GPCR biology.

GPCRs 如何识别和招募
下游 G 蛋白

GPCRs 如何被 GPCR 激酶
（GRKs）识别和调控

GPCRs 如何识别和招募
下游 arrestin 蛋白
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GPCR 信号通路研究工具
萤光素酶报告基因具有高灵敏度、非放射性、易于操作等特点，在众多生物学领域尤其是

信号转导研究中具有广泛的应用价值。 Promega 公司在萤光素酶报告基因技术领域中占

据着领导地位，基于萤光素酶技术开发的多个平台工具更是促进了信号通路的研究。

配基结合
(NanoBRET™ TE Assay)

Killoran, M.P., et al.  An Integrated Approach toward NanoBRET Tracers for 
Analysis of GPCR Ligand Engagement. Molecules 2021, 26, 2857. https://
doi.org/10.3390/molecules26102857

GPCR 与 GPCR 激酶（GRK）的相互作用
(NanoBiT® PPI System / NanoBRET™ PPI System)

Duan, J., Liu, H., Zhao, F. et al.  GPCR activation and GRK2 
assembly by a biased intracellular agonist. Nature 2023, 620, 676–
681. 
https://doi.org/10.1038/s41586-023-06395-9

第二信使 cAMP 检测
(cAMP-Glo™ Assay & GloSensor™ cAMP Assay)

Mikheil, D., Larsen, M.A., Hsiao, K. et al. A bioluminescent and 
homogeneous assay for monitoring GPCR-mediated cAMP 
modulation and PDE activity. Sci Rep 2024, 14, 4440. 
https://doi.org/10.1038/s41598-024-55038-0

转录反应
( 萤光素酶报告基因载体及检测试剂 )

Zeghal, M., Laroche, G., Freitas, J.D. et al.  Profiling of basal and 
ligand-dependent GPCR activities by means of a polyvalent cell-
based high-throughput platform. Nat Commun 2023, 14, 3684. 
https://doi.org/10.1038/s41467-023-39132-x
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GPCR 与 GPCR 激酶（GRK）的相互作用
(NanoBiT® PPI System / NanoBRET™ PPI System)

Duan, J., Liu, H., Zhao, F. et al.  GPCR activation and GRK2 
assembly by a biased intracellular agonist. Nature 2023, 620, 676–
681. 
https://doi.org/10.1038/s41586-023-06395-9

磷酸化检测
(Lumit ® Immunoassay)

GPCR 内化
(HiBiT 蛋白标签系统 )

Boursier ME, Levin S, Zimmerman K, et al.  The luminescent HiBiT 
peptide enables selective quantitation of G protein-coupled receptor 
ligand engagement and internalization in living cells. J Biol Chem 
2020, 295(15):5124-5135.
doi: 10.1074/jbc.RA119.011952. 

GPCR 与 arrestin 蛋白的相互作用
(NanoBiT® PPI System / NanoBRET™ PPI System)

Littmann, T., et al.  Split luciferase-based assay for simultaneous analyses 
of the ligand concentration- and time-dependent recruitment of β-arrestin2. 
Anal. Biochem 2019. 573, 8–16.
DOI: 10.1016/j.ab.2019.02.023

Schulz, R., et al.  Chimeric GPCRs mimic distinct signaling pathways and 
modulate microglia responses. Nat Commun 2022,13, 4728. 
https://doi.org/10.1038/s41467-022-32390-1

磷酸化检测
(Lumit ® Immunoassay)

Hwang, B.(., Engel, L., Goueli, S.A. et al.  A 
homogeneous bioluminescent immunoassay 
to probe cellular signaling pathway regulation. 
Commun Biol  2020, 3, 8. 
https://doi.org/10.1038/s42003-019-0723-9
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配基与受体结合
Ligand Binding

GPCR 与配基结合后，其构象会发生变化，从而导致特定效应蛋白的募集和激活，并触发下游信号通路的调节。在此过程中，
Promega 提供的以 NanoLuc® 萤光素酶为基础的 NanoBRET™ 技术，以其高灵敏度的特点使得研究 GPCR 与其配基在活细胞模型
中的相互作用变得更为便捷。

通过 NanoBRET™ TE 检测系统可以检测活细胞水平的GPCR 与配基（如激动剂、拮抗剂等小分子化合物）的亲和力以及膜通透性。
在此基础上还可以引入 HiBiT 蛋白标签技术，使用 HiBiT 蛋白标签标记特定的 GPCR 胞外结构域，通过添加不可透膜的互补 LgBiT
亚基，使其重组形成有活性的萤光素酶，以此检测荧光标记的 Tracer 从萤光素酶 -GPCR 融合蛋白的竞争性置换。BRET 信号的减
少表明待测药物的结合。

NanoBRET™ Target Engagement (TE) 技术
目标蛋白与 NanoLuc® 萤光素酶融合表达。当加入一种可渗透细胞
的荧光示踪剂 NanoBRET® Tracer 时，该示踪剂会可逆性地结合
到目标蛋白上。当荧光示踪剂结合到活细胞中的 NanoLuc® 融合蛋
白时，示踪剂与 NanoLuc® 萤光素酶距离非常近，从而产生 BRET
信号。当加入待测化合物时，待测化合物会与示踪剂竞争性地结合

到目标蛋白上，导致 NanoBRET® 信号的丧失。

技术应用
• 开发荧光示踪剂
• 开发或筛选候选药物，例如：激动剂、拮抗剂

HiBiT 相关产品

产品 目录号 应用说明

pBiT3.1-N [CMV/HiBiT/Blast] Vector N2361 将 HiBiT 标签添加到目的基因的 N 端

pBiT3.1-secN [CMV/HiBiT/Blast] Vector N2381 将 HiBiT 标签添加到成熟的跨膜或分泌蛋白的 N 端

pFN38K HiBiT CMV-neo Flexi® Vector N2401 将 HiBiT 标签添加到目的基因的 N 端

pFN39K secHiBiT CMV-neo Flexi® Vector N2411 将 HiBiT 标签添加到成熟的跨膜或分泌蛋白的 N 端

Nano-Glo® HiBiT Extracellular Detection System N2420/N2421/N2422 细胞外检测（非裂解型）

注：Promega 提供广泛的 HiBiT-GPCR 融合载体选择，以及适用于不同 GPCR 类别的即用型检测试剂，如对上述产品感兴趣，请
咨询 Promega。

4 GPCR Research & Drug Discovery

Ligand Binding 

Product Information

Product Cat. # Quantity

pBiT3.1-N [CMV/HiBiT/Blast] Vector N2361 20 μg

pBiT3.1-secN [CMV/HiBiT/Blast] Vector N2381 20 μg

pFN38K HiBiT CMV-neo Flexi® Vector N2401 20 μg

pFN39K secHiBiT CMV-neo Flexi® Vector

Please enquire for our large selection of HiBiT-GPCR fusion vectors  
as well as ready-to-use assays for different GPCR classes.

N2411 20 μg

Nano-Glo® HiBiT Extracellular Detection System N2420 / N2421 / N2422 10 / 100 / 10 x 100 ml

Ligand binding to GPCRs can be quantitatively studied using NanoBRET™ Target Engagement. This 
assay detects competitive displacement of a fluorescently labeled tracer from a luciferase-GPCR fusion 
protein. A decrease in BRET signal is indicative of test drug binding. The use of a complemented luci- 
ferase donor enables selective analysis of the membrane-bound fraction of receptors. A given GPCR’s 
ectodomain is tagged with the HiBiT peptide and luciferase activity is reconstituted by addition of the 
membrane-impermeable complementary LgBiT subunit.

GPCR Interaction
Product Cat. # Quantity

NanoBRET™ PPI Starter System Flexi® or MCS N1821 or N1811 1 kit

NanoBRET™ Nano-Glo® Detection System N1661 / N1662 / N1663 200 / 1000 / 10000 assays

NanoBiT® PPI Starter System Flexi® or MCS N2015 or N2014 1 kit

NanoBiT® β-arrestin-1 Flexi® Vector Set CS1603B237 * 1 kit

NanoBiT® β-arrestin-1 MCS Vector Set CS1603B236 * 1 kit

NanoBiT® β-arrestin-2 Flexi® Vector Set CS1603B126 * 1 kit

NanoBiT® β-arrestin-2 MCS Vector Set CS1603B125 * 1 kit

NanoBiT® AVPR2:ARRB2 Control Pair CS1603B270 * 2 vectors, 20 μg each

NanoBiT® ADRB2:ARRB2 Control Pair CS1603B57 * 2 vectors, 20 μg each

NanoBiT® CX3CR1:ARRB2 HEK293 Cell Line CS1603B254 * 2 vials

Nano-Glo® Live-Cell Assay System N2011 / N2012 / N2013 100 / 1000 / 10000 assays
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 配基结合 | GPCR 信号通路研究解决方案

NanoBRET™ TE Assay 工作流程及对应的产品工具

构建靶标融合蛋白表达载体1

转染细胞2

加入可透过活细胞膜的荧光示踪剂3

加入 NanoLuc® luciferase 抑制剂及检测底物5

多功能微孔板读板仪检测发光信号6

加入待测化合物（用户自备）4

• Promega 提供多种预构建的 NanoLuc®- 
靶标融合蛋白载体

• 您也可自行构建载体

• Transfection Carrier DNA

• FuGENE® 4K Transfection Reagent

• FuGENE® HD Transfection Reagent

• FuGENE® 6 Transfection Reagent

• 不透细胞膜的 NanoLuc® luciferase 胞外
抑制剂 + NanoLuc® luciferase 底物

• Intracellular TE Nano-Glo® Substrate/
Inhibitor

• GloMax® Discover System

• NanoBRET™ TE tracer
K3/K4/K5/K8/K9/K10/K11/K12 共 8 种

扫我下载产品
介绍手册

扫我下载产品
介绍手册

扫我下载产品
介绍手册

扫我下载产品
介绍手册

扫我下载产品
介绍手册
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GPCR 蛋白相互作用
GPCR Interactions

激活的 GPCR 与细胞内蛋白（如 G 蛋白、GPCR 激酶（GRK）和 β-arrestin 蛋白）的相互作用是 G 蛋白信号传导中的关键步骤，
同时这些关键研究领域也成为了药物研发的重点。灵敏的生物发光检测方法支持在活细胞中检测这些相互作用，以评估高通量兼容
模式下的实时动力学。在新型 NanoLuc® 萤光素酶报告基因的基础上，Promega 开发的 NanoBiT® 和 NanoBRET™ 技术均可用于
活细胞内蛋白相互作用的研究。

NanoBiT® 技术
NanoBiT® 系统是由 Promega 专利型萤光素酶 -NanoLuc® 
Luciferase 人工重组的两个亚基组成，即大 BiT (LgBiT：18 
kDa) 和小 BiT (SmBiT：11 氨基酸肽 )，可与 2 个待测目的蛋白
分别表达为融合蛋白。当两种蛋白发生相互作用时，两个亚基
会相互结合形成具有活性的酶并在底物存在的条件下产生明亮
的发光信号。

LgBiT 和 SmBiT 两个亚基具有最佳的稳定性和极低限度的自我
聚合。

NanoBiT® 技术优势
● 精确地动态监测蛋白相互作用
标签蛋白之间的自发亲和力低，LgBiT:SmBiT 的自发结合最小化；互补作用可逆，可精确分析蛋白质的相互作用和解离。

● 灵敏度更高
明亮的信号和更低的背景提高了灵敏度、信噪比和动态检测范围。

● 更准确的蛋白相互作用生物模型
小标签蛋白和接近生理条件的低水平蛋白表达将人工影响降到最低；在活细胞水平进行实时动态分析。

● 操作更简单
明亮的发光输出，无需使用特殊的滤光片或进样器。

● 可调整放大实验通量
操作可以从手动到 HTS，最高至 1536 孔板的检测通量；检测试剂的稳定性高，适用于手动加样操作。

NanoBRET™ 技术
NanoBRET™ 技术是一种改良的生物发光共振能量转移技术 ( 
BRET )，使用最新型的专利报告基因 NanoLuc® 萤光素酶作为 
BRET 的能量供体，HaloTag® 标签蛋白连接的 NanoBRET™ 
618 荧光配基作为能量受体，用来检测活细胞中蛋白间的相互
作用。

5GPCR Research & Drug Discovery

NanoBRET™ Protein:Protein Interaction 

Fusion of the interacting proteins of interest to HaloTag® and NanoLuc® enables analysis of their inter-
action dynamics while maintaing the live-cell context. Their interaction yields spatial proximity of the 
luciferase donor and the fluorescently labeled HaloTag® energy acceptor, generating bioluminescence 
resonance energy transfer (BRET).

NanoBiT® Protein:Protein Interaction 

Fusion of the interacting proteins of interest to LgBiT and SmBiT enables analysis of their inter- 
action dynamics while maintaing the live-cell context. Their interaction allows for LgBiT:SmBiT comple-
mentation which can be detected by measuring the acitvity of the reconstitued NanoBiT® luciferase.

* This is an Early Access Material. Please enquire for more information.
For Research Use Only. Not for Use in Diagnostic Procedures.

5GPCR Research & Drug Discovery

NanoBRET™ Protein:Protein Interaction 

Fusion of the interacting proteins of interest to HaloTag® and NanoLuc® enables analysis of their inter-
action dynamics while maintaing the live-cell context. Their interaction yields spatial proximity of the 
luciferase donor and the fluorescently labeled HaloTag® energy acceptor, generating bioluminescence 
resonance energy transfer (BRET).

NanoBiT® Protein:Protein Interaction 

Fusion of the interacting proteins of interest to LgBiT and SmBiT enables analysis of their inter- 
action dynamics while maintaing the live-cell context. Their interaction allows for LgBiT:SmBiT comple-
mentation which can be detected by measuring the acitvity of the reconstitued NanoBiT® luciferase.

* This is an Early Access Material. Please enquire for more information.
For Research Use Only. Not for Use in Diagnostic Procedures.

产品 目录号 应用说明

NanoBRET™ PPI Starter
System Flexi® 或 MCS N1821 或 N1811 包含进行蛋白互作实验设计和优化的所

有试剂

NanoBRET™ Nano-Glo®

Detection System
N1661 / N1662 / 
N1663

不含载体，检测 2 小时内单个时间点的
信号强度

扫我下载 NanoBRET™
蛋白互作技术手册

扫我下载 NanoBiT®

蛋白互作技术手册
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 GPCR 相互作用 | GPCR 信号通路研究解决方案

以 NanoBiT® 技术为例介绍活细胞蛋白相互作用操作流程及对应产品工具

融合蛋白
载体克隆

共转染 2 个
融合蛋白载体

细胞铺板
加入 Nano-Glo® 

Live Cell 检测试剂
检测发光信号

NanoBiT® 融合蛋白
表达载体

高效低毒转染试剂 实验者自备
NanoBiT® 蛋白

检测试剂
具有发光检测功能的
多孔板读板仪及检测板

Promega 提供商品化
的 全 套 NanoBiT® 融
合蛋白载体及实验所
需对照载体。

从技术线路上我们可
提供经典的多克隆位
点 MCS 载体或专利
的高效克隆 Flexi 克隆
载体。

Promega 可提供包含
所有载体和检测试剂
的完整试剂盒。

由于实验是基于活细胞进
行检测，因此对细胞的活性
状态要求更高，需要高效低
毒的转染试剂来完成实验，
Promega 提 供 FuGENE®

系列转染试剂。

您需要自备细胞和
培养所需的试剂，
根 据 Promega 提
供的操作说明进行
处理细胞。

Nano-Glo® Live Cell Assay 
System 是专为 NanoBiT®

和 NanoLuc® 相关的活
细胞检测而设计，可完
美实现蛋白相互作用的
活细胞水平终点法检测
和实时动态监测。

Promega 可提供包含了
所有载体和检测试剂的
完整试剂盒，同时也提
供可单独购买的检测试
剂。

GloMax® 系列多孔板读
板仪是包括多功能读板仪
和单功能发光检测仪。高
效，易用的多功能微孔板
读板仪，可用于化学发光，
荧 光， 吸 收 光，BRET 
和 FRET。通量可以高达
384 孔板，具备加热和震
荡功能。可以灵活满足您
多方面的实验需求。

• NanoBiT® 
PPI  MCS Starter 
System

• NanoBiT® PPI 
Flexi® Starter 
System

• FuGENE® 4K 
Transfection Reagent

• FuGENE® HD 
Transfection Reagent

• FuGENE® 6 
Transfection Reagent

• Nano-Glo® Live Cell 
Assay System

• GloMax® Discover 
System

• GloMax® Navigator 
System

• GloMax® Explorer 
System

试剂盒中不包含载体
酶切所需的限制性内
切酶，以及纯化和扩
增质粒所需试剂。

NanoBiT® PPI MCS/
Flexi® Starter System
中已含有检测试剂，
Nano-Glo® Live Cell 
Assay System 为可单
独购买的检测试剂。

检测所需的检测板需用
户自备。
NanoBiT® 的光信号是发
光信号，无需激发光。

实
验
试
剂
与
仪
器

产
品

注
意
事
项

Pr
om

eg
a
解
决
方
案
说
明

1 2 3 4 5
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GPCR 内化
GPCR Internalization

配基激活 GPCRs 后，其内化是调节受体信号传导的重要步

骤。利用 HiBiT 蛋白标签系统能够开发出操作简单、可定量

测定受体内化的检测方法，可节省时间并消除基于抗体方法

的变异性。使用经优化的检测试剂，可快速平衡表面受体，

快速采集变化的生物学数据，最大限度降低孔间变异性。

HiBiT 标记的 GPCR 内化具有以下优势：

• 进行活细胞实时动力学分析

• 无需固定、洗涤；无需抗体

• 在同一细胞中测定总受体的量

• 适用于内源性标记受体，检测内源生物学

原理
HiBiT 是一个由 11 个氨基酸构成的肽标签，可以连接到任何

目的蛋白（POI），可在 10 分钟或更短时间内使用生物发

光试剂进行检测。检测试剂含有一个无活性的萤光素酶亚基 

LgBiT，其能快速与 HiBiT 结合，产生一种高活性萤光素酶。

应用示例：在几分钟内检测配体的效价和 GPCR 受体内化的程度
不同激动剂刺激 β2 肾 上 腺 素 能 受 体（β2 adrenergic receptor，ADRB2）导致其内化。当作为外源标记的 HiBiT 融合蛋白进行

表达时，这个过程可以很容易地使用 Nano-Glo® HiBiT Extracellular Detection System 进行定量，因为 LgBiT 蛋白具有细胞非渗透

性，只会结合到表面受体上。

相关产品

产品说明 产品 规格 目录号

细胞外检测 Nano-Glo® HiBiT Extracellular 
Detection System

10ml N2420

100ml N2421

10 x 100ml N2422
扫我下载 HiBiT 标签

介绍手册

3

measure over a range of 
7 orders of magnitute

Principle

HiBiT Protein Tagging System
brings the power of bioluminescence to protein analysis

Key Publications

Schwinn, M.K. et al. (2020) A simple and scalable strategy for analysis of endogenous protein dynamics. PSci Rep. 10(1):8953

Boursier, M.E. et al. (2020) The luminescent HiBiT peptide enables selective quantitation of G protein-coupled ligand engagement 
and internalization in living cells. J. Biol. Chem. 295(15):5124–5135

Riching, K.M. et al. (2018) Quantitative Live-Cell Kinetic Degradation and Mechanistic Profiling of PROTAC Mode of Action.  
ACS Chem Biol. 13(9):2758–2770

Sasaki, M. et al. (2018) Development of a rapid and quantitative method for the analysis of viral entry and release using a NanoLuc 
luciferase complementation assay. Virus Res. 243:69–79

Schwinn, M.K. et al. (2018): CRISPR-Mediated Tagging of Endogenous Proteins  with a Luminescent Peptide.  
ACS Chem Biol. 13(2):467–474

Oh-Hashi, K. et al. (2017) Application of a novel HiBiT peptide tag for monitoring ATF4 protein expression in Neuro2a cells.  
Biochem Biophys Rep. 12:40–45

Rouault, A. A. J. et al. (2017) Regions of MRAP2 required for the inhibition of orexin and prokineticin receptor signaling.  
Biochim Biophys Acta. 1864:2322–2329

The HiBiT Protein Tagging System facilitates the development of simple, highly sensitive protein assays to measure 
changes in protein abundance or localization. HiBiT simplifies protein tagging in live cells, providing a streamlined, 
antibody-free detection protocol that requires only a luminometer for signal quantification. With the sensitivity 
to measure endogenous expression levels and the convenience of a single reagent-addition step, HiBiT technology 
opens up a universe of possibilities for researchers studying protein biology. 

4 − 10 min

Detection

HiBiT POI

LgBiT
POI

DETECTION
REAGENT

Detection 
Reagent

HiBiT (High BiT) is an 11 amino acid peptide tag 
that can be attached to any protein-of-interest 
(POI) and detected in 10 minutes or less using 
simple bioluminescent reagents. The detection 
reagent contains an inactive luciferase subunit, 
LgBiT (Large BiT), which rapidly binds to HiBiT  
to produce a highly active luciferase enzyme.

Sensitive Protein Quantification For Endogenous Biology

The broad linear dynamic range accurately 
quantifies HiBiT-tagged proteins regardless of 
their expression level. With a detection limit of 
less than 10-19 moles, the HiBiT Detection Systems 
support quantification of even low abundance 
proteins at endogenous levels of expression.

检测试剂

4 ~10 分钟

检测

目的
蛋白

目的
蛋白

ADRB2 激动剂
•  沙丁胺醇
•  异丙肾上腺素
•  沙美特罗
•  福莫特罗

内化
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Agonist EC50

Percentage Receptor 
Remaining on Surface

Isoproterenol 50.9 nM 16 %

Salbutamol 161 nM 45 %

Salmeterol 1.04 nM 63 %

Formoterol 2.92 nM 16 %

The Nano-Glo® HiBiT Extracellular Detection System enables the development of simple, quantitative assays for 
receptor internalization that save time and eliminate the variability associated with antibody-based methods.  
Using the optimized detection reagent results in rapid equilibration with surface receptors to capture rapidly 
changing biology and minimize well-to-well variability. 

Measure ligand potency and extent of GPCR receptor internalization in a few minutes 

Stimulation of the β2 adrenergic receptor (ADRB2)  
with different agonists leads to its internalization.  
When expressed as an externally tagged HiBiT fusion 
protein this process can be easily quantified using the 
Nano-Glo® HiBiT Extracellular Detection System, because 
LgBiT Protein is cell-impermeable and will only bind to 
surface receptors. 

Surface Receptor Quantification & Internalization 

The potency (EC50) of different ADRB2 receptor agonists was determined in a homogenous plate-based assay 
and the degree of receptor internalization was calculated respectively. The known agonists of ADRB2 promoted 
receptor internalization with the expected differences in rank order potency. Additionally, the partial agonists 
salbutamol and salmeterol displayed the expected reduction in the extent of internalization.

Addition of purified LgBiT Protein plus live-
cell substrate (or extended substrate) enables 
real-time kinetic analysis of receptor trafficking 
even at endogenous expression levels. After 
pre-incubation of cells with LgBiT and substrate, 
the agonist formoterol induces ADRB2 receptor 
internalization. This results in a reduction in 
luminescence, presumably due to the effect of 
the lower endosomal pH or substrate availability 
on NanoBiT® luciferase activity. Endocytosis is 
stopped by addition of the antagonist propranolol, 
leading to gradual recycling of the receptor back to 
the surface as seen by a gain in signal (red), while it 
remains low without propranolol treatment (grey).

Live-cell monitoring of receptor trafficking in real-time

HiBiT-ADRB2 PC3 cells

激动剂 EC50 表面受体剩余百分比

异丙肾上腺素 50.9nM 16%

沙丁胺醇 161nM 45%

沙美特罗 1.04nM 63%

福莫特罗 2.92nM 16%
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 GPCR 内化 | GPCR 信号通路研究解决方案

与工作负荷较高的 ELISA 方法相比，HiBiT 蛋白标签系统提供了一种更快、更灵敏和更稳定的方法来监测进出细胞表面的
受体。

13

A Picture Paints a Thousand Words… 

HiBiT Method                               ELISA Method

“We have done ELISA and now we only use HiBiT.”

– Researcher from the University of Iowa –

The HiBiT Protein Tagging System offers a much faster, more sensitive, and less variable way to monitor  
receptor trafficking to and from the cell surface, compared to the labor-intensive ELISA method. 

„

在 G 蛋白偶联受体
的 N 端添加标签并
在细胞表面表达

用激动剂处理不同
的时间

加入抗标签抗体孵育
2 小时

加入 HRP 偶联二抗孵育
1 小时

清洗 3 ～ 4 次

清洗 3 ～ 4 次

加入 HRP 底物

加入 Extracellular HiBiT 
Detection Reagent 孵育
2 ～ 10 分钟。

读取发光信号值。

读取发光信号值。

说明：
使用洋地黄皂苷透化处理细胞
对总受体表达标准化

HiBiT 方法 ELISA 方法

13

A Picture Paints a Thousand Words… 

HiBiT Method                               ELISA Method

“We have done ELISA and now we only use HiBiT.”

– Researcher from the University of Iowa –

The HiBiT Protein Tagging System offers a much faster, more sensitive, and less variable way to monitor  
receptor trafficking to and from the cell surface, compared to the labor-intensive ELISA method. 

„

固定和封闭
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转录反应
Transcriptional Responses

GPCR 信号级联反应导致特定转录因子的激活，从而引起基因表达的变化。
带有应答元件的萤光素酶报告载体允许使用简单、灵敏的加样 - 混合 - 读数
法检测特定的 GPCR 激活转录因子的活性。

日前除了广为人知的萤火虫萤光索酶报告基因，海肾萤光索酶报告基因以外，
Promega 还最新推出了革新性的 NanoLuc® 报告基因，具有蛋白更小，表
达更高，光信号更强等特点。

● NanoLuc® 萤光素酶—NanoLuc® Luciferase

Promega 最新推出的专利报告基因，经过基因工程改
造的小分子酶（19.1kDa），配合革新型专利底物——
Furimazine，可产生高强度、辉光型发光。其生物发光反
应不依赖 ATP，自发光背景低，光信号更强 ，同时抑制背
景发光以获得最高检测灵敏度。既可用作主报告基因，也
可用作内参报告基因。

PLC

Gαi
Gαq

Gβγ

52
57

M
I

NuNuclcleueuss

Ras 

DAG 

PIP2

IP3

PKC Ca2+ 

Calcineurin 
fos/jun 

Raf 

MEK-1 

MAPK 

Rsk-2 

ELK-P 

NFAT NFAT-P 

AC

Gαs

CRE

cAMP 

PKA 

CREB-P 

ATP 

Modulator 
Modulator 

Modulator

CRE or NFAT
Promoter

Luciferase
Protein

Luciferin
Glo

lucCRE

萤光素酶报告基因种类及性能比较

报告基因 NanoLuc® Firefly Renilla

来源 细角刺虾萤光素酶突变体 鞘翅目萤火虫 腔肠动物海肾

分子量 19kD 61kD 36kD

蛋白表达 细胞内或分泌型 细胞内 细胞内

颜色 蓝色 黄绿色 蓝色

灵敏度 +++++ ++++ ++++

线性范围 1010 108 108

主要应用 调控元件功能分析及信号通路分析
融合蛋白表达 BRET

细胞信号通路分析
调控元件功能型研究等

与 Firefly 共同使用做为内参
报告基因

相关产品

产品说明 产品 规格 目录号

双报告基因检测

Nano-Glo® Dual-Luciferase® Reporter Assay System 10ml N1610

Dual-Luciferase  Reporter Assay System 10ml E1910

Dual-Glo® Luciferase Assay System 10ml E2920

单报告基因检测

Nano-Glo® Luciferase Assay System 10ml N1110

Nano-Glo® Live Cell Assay System 100 assays N2011

Firefly 萤光素酶检测试剂 :
One-Glo™/Bright-Glo®/Steady-Glo®/

Luciferase Assay System

可前往 Promega 微网站查询
对应产品信息

注：左侧列表中的产品均
有其他规格提供，请扫描
上方二维码下载双报告基
因解决方案，查看包括载
体和检测试剂在内的完整
产品列表。

NanoLuc
19.1kDa
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 转录反应 | GPCR 信号通路研究解决方案

萤光素酶报告基因实验流程及对应产品工具

构建表达载体1

转染细胞2

加入检测试剂3

多功能读板仪检测发光信号4

• pGL4 系列萤光素酶载体

• pNL 系列萤光素酶载体

• FuGENE® 4KTransfection Reagent

• FuGENE® HD Transfection Reagent

• FuGENE® 6 Transfection Reagent

• 双报告基因检测

• 单报告基因检测

• GloMax® Discover System

报告基因技术是基于报告基因载体构建，转染，表达，最终以检测系统来检测数据的一套研究方案，适用于多种应用方向。

大体流程包括 :

1. 确定要克隆的 RE( 应答元件 )，选择
合适的载体

2. 将 RE 克隆入载体

实验 Tips:

1.  选择合适的报告基因载体：
• 选择报告基因：Firefly、Renilla、NanoLuc® 萤光素酶；
• 选择载体：骨架载体，需自行构建不同元件的报告基因载体；预构建载体，商品化的已

经预构建了所需调控元件的载体

2. 根据实验目的选择合适的转染方法：
• 转染方法：瞬时转染或稳定转染
• 商品化的稳转细胞：已稳定转染所需目的基因或报告基因的细胞系

3.  根据实验需求选择合适的检测方案（单报告基因检测或双报告基因检测）

扫我下载产品
介绍手册

扫我下载产品
介绍手册

扫我下载产品
介绍手册

扫我下载产品
介绍手册
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蛋白磷酸化
Protein phosphorylation

GPCRs 在被配体激活后，主要通过下游的 G 蛋白或 arrestin 通路行使特定的生理功能。然而，GPCRs 在招募 arrestin 蛋白之前，
必须被 GPCR 激酶（GPCR Kinases，GRKs）识别和调控。多项研究证实， Lumit® Immunoassay Cellular Systems 可用于细胞
中的激酶信号通路分析。特别是因磷酸化介导的信号转导。

Lumit® Immunoassay 
Lumit® 的基本原理是 NanoLuc® 二亚单元系统 (NanoBiT®)。在 Lumit® 免疫分析
中，两种抗体分别用 NanoLuc® 萤光素酶的小亚基和大亚基 ( 即 SmBiT 和 LgBiT)
进行化学标记。直接或间接与分析物结合产生标记抗体的空间接近性，使 SmBiT 
和 LgBiT 能够重组形成 NanoBiT® 萤光素酶。在其底物 furimazine 的存在下，可
以检测到明亮的发光，发光值与样品中待测物量成正比。

预验证靶标

Promega 提供 20 多种预验证目标蛋白的应用说明列表，以节省检测时间和人力。应用说明包含靶标特异

性操作步骤、代表性数据以及使用的市售一抗抗体信息。请访问 Promega 官方网站浏览最新的应用说明

www.promega.com/LumitCellularSystems 或扫描右侧二维码查看中文版应用说明。

Lumit® Immunoassay Cellular Systems
使用间接的 Lumit™ 检测模式，将两种一抗与预先标记 LgBiT 或 SmBiT 亚基的两种匹配二抗进行混合以检测靶标蛋白质。一抗 / 二
抗复合物与各自相应表位的结合使 NanoBiT® 大小亚基紧密相邻，形成了有活性的萤光素酶，该酶产生的光信号与靶标蛋白质的量
成正比。

扫我下载预验证
靶标列表

通路激活 细胞裂解 加入试剂 检测发光信号

Lumit™ Immunoassays

Lumit™ Immunoassay Cellular Systems
No-Wash Detection of Analytes from Cell Lysates

Assay Features

Single Plate Format
No wash steps. No media removal or lysate transfer 

to new plate. 

Simple and Fast
Less steps than Western, ELISA or fluorescence-based 

methods.

Broad Applicability
Adaptable for detecting any cellular analyte of interest, 

provided the appropriate primary antibodies (mouse, rabbit 

or goat) are available.

Quick Start
Verified protocols for many common cellular targets are 

available at www.promega.com/LumitCellularSystem

Figure 1. Principle of the Lumit™ Immunoassay Cellular System. Following treatment, phosphorylated or total target proteins in lysed cells are recognized 
by each primary antibody pair. The Lumit™ Secondary Antibodies then recognize their cognate primary antibodies, bringing LgBiT and SmBiT into close 
proximity to form a functional enzyme that generates a bright luminescent signal.

How It Works

The Lumit™ Immunoassay Cellular System is a no-wash 

bioluminescent immunoassay that measures levels of target 

analytes in cell lysates when used with the appropriate 

primary antibody pairs. The assays include Lumit™ 

Secondary Antibodies, available for rabbit, mouse or goat, 

which are conjugated with NanoBiT® subunits: SmBiT and 

LgBiT (Figure 1). 

In a multiwell plate, seeded cells are lysed and target analyte 

is detected by adding an antibody mix containing two 

primary antibodies (user supplied) against the analyte along 

with the corresponding Lumit™ Secondary Antibodies. 

Binding of the primary/Lumit™ Secondary Antibody 

complexes to their corresponding epitopes brings SmBiT 

and LgBiT into close proximity to form an active NanoLuc® 

luciferase that produces light in proportion to the amount of 

target analyte (Figure 1). 

2

Lumit™ Secondary Antibodies

3

Mouse
Anti-Phospho

Mouse
Anti-Protein

Anti-Mouse
Ab-LgBiT

Anti-Rabbit
Ab-SmBiT

Rabbit
Anti-Protein

SmBiTLgBiT

1

一抗抗体对

或者

信号通路
事件

磷酸化蛋白检测

总蛋白检测Lumit® 二抗抗体对
激酶

21 3

4

1. Introduction 

1.1 Lumit™ Technology

Detection and quantification of analytes is often performed using time-consuming multi-step methods 
such as Western blotting and ELISA. The Lumit™ technology is a simple and fast alternative to run  
homogeneous immunoassays in multi-well plate formats. Its high specificity and amenability to 
high-throughput screening (HTS) make it a powerful tool for scientists doing basic research to drug  
discovery.

The underlying principle of Lumit™ is the NanoLuc® Binary Technology (NanoBiT®). In Lumit™ immuno-
assays, two antibodies are chemically labeled with the small and large subunits of NanoLuc® luciferase, 
i. e. SmBiT and LgBiT, respectively. Direct or indirect binding to the analyte yields spatial proximity of 
the labeled antibodies and enables SmBiT and LgBiT to reconstitute the NanoBiT® luciferase. In pres-
ence of its substrate furimazine, a bright luminescence can be detected that is directly proportional to 
the amount of analyte present in the sample.

Assay Principle

Assay Workflow

Analyte

Epitope 1 Epitope 2

LgBiT SmBiT NanoBiT®

luciferase

Lumit antibodiesTM

Protein, peptide, chemical substance, etc.

Analyte

Lumit
TM

detection reagent
+ Detection

70 min

Lumit
TM

antibodies
+

Features & Benefits

•  Simple homogenous workflow
 ✓ No washing 
 ✓ No blocking

•  Detection of analytes in 
 ✓ Buffer
 ✓ Cell culture supernatants
 ✓ Cell lysate

•  Signal detection on a conventional 
plate-reading luminometer

Lumit™ 抗体
分析物
蛋白、多肽、化学物质等

抗原表位 1 抗原表位 2

特点及优势
• 简单的均质型操作流程
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luciferase

Lumit antibodiesTM

Protein, peptide, chemical substance, etc.
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+
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+

•  Simple homogenous workflow
✓ No washing
✓ No blocking

•  Detection of analytes in
✓ Buffer
✓ Cell culture supernatants
✓ Cell lysate

•  Signal detection on a conventional
plate-reading luminometer

 无需洗涤
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the labeled antibodies and enables SmBiT and LgBiT to reconstitute the NanoBiT® luciferase. In pres-
ence of its substrate furimazine, a bright luminescence can be detected that is directly proportional to
the amount of analyte present in the sample.

Assay Principle

Assay Workflow

Analyte

Epitope 1 Epitope 2

LgBiT SmBiT NanoBiT®

luciferase

Lumit antibodiesTM

Protein, peptide, chemical substance, etc.

Analyte

+

70 min

+

•  Simple homogenous workflow
✓ No washing
✓ No blocking

•  Detection of analytes in
✓ Buffer
✓ Cell culture supernatants
✓ Cell lysate

•  Signal detection on a conventional
plate-reading luminometer

 细胞培养基上清
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1. Introduction

1.1 Lumit™ Technology

Detection and quantification of analytes is often performed using time-consuming multi-step methods 
such as Western blotting and ELISA. The Lumit™ technology is a simple and fast alternative to run  
homogeneous immunoassays in multi-well plate formats. Its high specificity and amenability to 
high-throughput screening (HTS) make it a powerful tool for scientists doing basic research to drug  
discovery.

The underlying principle of Lumit™ is the NanoLuc® Binary Technology (NanoBiT®). In Lumit™ immuno-
assays, two antibodies are chemically labeled with the small and large subunits of NanoLuc® luciferase, 
i. e. SmBiT and LgBiT, respectively. Direct or indirect binding to the analyte yields spatial proximity of
the labeled antibodies and enables SmBiT and LgBiT to reconstitute the NanoBiT® luciferase. In pres-
ence of its substrate furimazine, a bright luminescence can be detected that is directly proportional to
the amount of analyte present in the sample.

Assay Principle

Assay Workflow

Analyte

Epitope 1 Epitope 2

LgBiT SmBiT NanoBiT®

luciferase

Lumit antibodiesTM

Protein, peptide, chemical substance, etc.

Analyte

+

70 min

+

•  Simple homogenous workflow
✓ No washing
✓ No blocking

•  Detection of analytes in
✓ Buffer
✓ Cell culture supernatants
✓ Cell lysate

•  Signal detection on a conventional
plate-reading luminometer

 细胞裂解物
• 在常规的可读板发光检测仪

上检测信号
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Lumit® vs. 常规的免疫检测

Lumit® 免疫检测是快速的、基于孔板的加样 - 读数检测。无需洗涤步骤使得 Lumit® 成为了传统的免疫分析方法 ( 如 ELISA 和 

Westem Blot) 的极好的替代方法。

扫我下载 Lumit® 技术介绍手册 扫我查看经销商联系方式

 蛋白磷酸化 | GPCR 信号通路研究解决方案

相关产品

产品 规格 目录号

Lumit™ Immunoassay Cellular System - Starter Kit 200 assays W1220

Lumit™ Immunoassay Cellular System - Set 1 100 / 1,000 / 10,000assays W1201 / W1202 / W1203

Lumit™ Immunoassay Cellular System - Set 2 100 / 1,000 / 10,000 assays W1331 / W1332 / W1333

Lumit™ Immunoassay Lysis and Detection Kit 100 / 1,000 / 10,000 assays W1231 / W1232 / W1233

Lumit™ Anti-Mouse Ab-LgBiT 30 / 300 μl W1021 / W1022 

Lumit™ Anti-Mouse Ab-SmBiT 30 / 300 μl W1051 / W1052 

Lumit™ Anti-Rabbit Ab-LgBiT 30 / 300 μl W1041 / W1042 

Lumit™ Anti-Rabbit Ab-SmBiT 30 / 300 μl W1031 / W1032 

Lumit™ Anti-Goat Ab-LgBiT 30 / 300 μl W1061 / W1062 

Lumit™ Anti-Goat Ab-SmBiT 30 / 300 μl W1071 / W1072 

注：Promega 目前可提供定制化的完整检测试剂盒（Complete Assays，含

一抗的抗体对），包括用于几个重要信号通路节点的抗体试剂盒——pERK、

pAKT、pSTAT3、pIκBα 和 pBTK 等。如您想了解更多，请扫描右侧二维码联系

您所在地经销商。
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Lumit™ vs. Conventional Immunoassays 
Lumit™ Immunoassays are fast, add-and-read plate-based assays. No washing steps are required  
making Lumit™ a compelling alternative to labor-intensive methods, e. g. ELISA and Western blot.

Your Short-Cut to High-Quality Data

Advantages
•  Simple add-and-read protocol with no washing steps

•  Fast results with reduced hands-on time

•  No immobilization to plates, beads, or other surfaces required

•  Direct analyte measurement in cell culture plates 

•  Sensitive luminescence detection with a wide dynamic range

•  Detection on a conventional luminometer

•  High specificity and low background signal

•  Easy to automate and HTS-compatible (96-well and 384-well plates)

Sample preparation

SDS-PAGE

Membrane transfer

Membrane blocking

Washing (3x)

+ 1° Ab

+ 2° Ab

Washing (3x)

Washing (3x)

+ Detection reagent

Signal detection

Cell treatment

+ Lysis bu�er

+ Lumit antibodiesTM

Incubation

+ Detection reagent

Signal detection

Sample preparation

Plate blocking

Washing (3x)

+ Sample

Washing (3x)

+ 1° detection Ab

+ 2° detection Ab

Washing (3x)

Washing (3x)

+ Detection reagent

Signal detection

ELISA Western blot LumitTM

3 – 5 h 1 – 2 d

0.5 – 2 h

Sample preparation

SDS-PAGE

Membrane transfer

Membrane blocking

Washing (3x)

+ 1° Ab

+ 2° Ab

Washing (3x)

Washing (3x)

+ Detection reagent

Signal detection

Cell treatment

+ Lysis bu�er

+ Lumit antibodiesTM

Incubation

+ Detection reagent

Signal detection

Sample preparation

Plate blocking

Washing (3x)

+ Sample

Washing (3x)

+ 1° detection Ab

+ 2° detection Ab

Washing (3x)

Washing (3x)

+ Detection reagent

Signal detection

ELISA Western blot LumitTM

3 – 5 h 1 – 2 d

0.5 – 2 h

Sample preparation

SDS-PAGE

Membrane transfer

Membrane blocking

Washing (3x)

+ 1° Ab

+ 2° Ab

Washing (3x)

Washing (3x)

+ Detection reagent

Signal detection

Cell treatment

+ Lysis bu�er

+ Lumit antibodiesTM

Incubation

+ Detection reagent

Signal detection

Sample preparation

Plate blocking

Washing (3x)

+ Sample

Washing (3x)

+ 1° detection Ab

+ 2° detection Ab

Washing (3x)

Washing (3x)

+ Detection reagent

Signal detection

ELISA Western blot LumitTM

3 – 5 h 1 – 2 d

0.5 – 2 h

Time is  
precious

ELISA Western blot LumitTM

样本制备 样本制备

封闭孔板 SDS-PAGE

洗涤（3 次） 转膜

加入样本 膜封闭

洗涤（3 次） 洗涤（3 次）

加入一抗检测抗体 加入一抗抗体

洗涤（3 次） 洗涤（3 次）

加入二抗检测抗体 加入二抗抗体

洗涤（3 次） 洗涤（3 次）

加入检测试剂 加入检测试剂

检测信号 检测信号

3 – 5 h 1 – 2 d

3 – 5 h

细胞处理

加入 LumitTM 抗体

孵育

加入检测试剂

检测信号

加入裂解 buffer

0.5 – 2 h
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cAMP 检测
cAMP Assays

环腺苷酸 (cAMP) 是参与 GPCR 信号转导的一种重要的二级信使，通过 Gα-s 和 Gα-i 蛋白产生作用。利用灵敏、易用的 cAMP-

Glo™ 和 GloSensor™ cAMP Assay，监测 cAMP 的产生，以响应待测化合物对 GPCRs 的影响。

相关产品

相关产品

产品 规格 目录号

cAMP-Glo™ Max Assay 
2 plates V1681

20 plates V1682

10x20 Plates V1683

产品 规格 目录号

pGloSensor™ - 22F cAMP Plasmid 20μg E2301

pGloSensor™ -20F cAMP Plasmid 20μg E1171

GloSensor™ cAMP Reagent
25mg E1290

250mg E1291

cAMP-Glo™ Assay

cAMP-Glo™ Max Assay 是一种均质的、利用生物发光原理检测细胞内

cAMP 水平的高通量方法。 用于监测细胞内的 cAMP 水平在以下应答反应

中的改变：激动剂、拮抗剂、及受试化合物对 GPCR 的效应。

• 高灵敏度（30 fmol ± 5 SEM cAMP/ 孔）和可重复性（Z´>0.8）

• 与贴壁细胞、悬浮细胞、冷冻细胞和组织提取物兼容

• 生物发光检测，与基于荧光的检测相比不易受化合物干扰

• 延长了发光信号的半衰期（>4 小时），可对多个孔板进行批量处理

GloSensor™ cAMP Assay

该检测方法基于 GloSensor™ 技术，将萤火虫萤光素酶经过遗传改造，插

入了一个结合 cAMP 的蛋白组分。当结合上 cAMP 后，萤光素酶构象发生

改变，导致光输出的增加。这种活细胞检测在利用 cAMP 进行信号转导动

力学和调控等研究方面表现出众。 将目的受体和该生物传感器在选定的细

胞系中进行瞬时表达时，研究者可使用 GloSensor™ cAMP 检测试剂盒进

行检测。

• 实时检测活细胞中的 cAMP ；

• 动态范围宽，可显示高达 500 倍的光输出变化；

• 灵敏度极高，可在没有 forskolin 等化合物人为刺激的情况下检测 Gi 偶

联受体的激活或反向激动剂活性。

上图：细胞内 cAMP 生成和 cAMP-Glo™ Max 分析法。

7GPCR Research & Drug Discovery

Second Messenger Analysis in Cell Lysates 

Product Cat. # Quantity

cAMP-Glo™ Assay V1501 / V1502 300 / 3000 assays

cAMP-Glo™ Max Assay V1681 / V1682 / V1683 2 / 20 / 10 x 20 plates

The cells are induced with a test compound for an appropriate period of time to modulate cAMP levels. 
Cells are then lysed, and released cAMP is measured by its ability to stimulate the catalytic activity of 
protein kinase A (PKA). Kinase-Glo® Reagent is then added to terminate the PKA reaction and quantify 
remaining ATP via a luciferase reaction.

Second Messenger Analysis in Live Cells

Product Cat. # Quantity

pGloSensor™-20F cAMP Plasmid E1171 20 μg

pGloSensor™-22F cAMP Plasmid E2301 20 μg

GloSensor™ cAMP 22F HEK293 Cell Line CS305302 * 2 vials

pGloSensor™-22F cAMP/Aequorin HEK293 Cell Line CS174801 * 2 vials

GloSensor™ cAMP Reagent E1290 / E1291 25 / 250 mg

Coelentrazine S2001 250 μg

The GloSensor™ cAMP assay uses a firefly luciferase-
based biosensor that enables monitoring of intracellular 
cAMP in a live-cell assay format. This biosensor consists of 
a circularly permuted form of firefly luciferase that is fused 
to cAMP binding domains with a range of affinities for 
cAMP. Analyte binding leads to a conformational change 
that promotes large increases in luminescence activity. 
The magnitude of the luminescence increase is directly 
proportional to the amount of analyte present.

* This is an Early Access Material. Please enquire for more information.
For Research Use Only. Not for Use in Diagnostic Procedures.
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研究目的

cAMP 是第一个被发现的第二信使，参与了涉及细胞代谢、细胞增殖和分化、凋亡以及基因表达等多种细胞过程。 cAMP 信号传导

的失调与心血管疾病、神经退行性和行为障碍、癌症、糖尿病、肥胖、白内障等各种病理条件有关。cAMP 靶向治疗一直备受关注，

以期用于上述及其他疾病的治疗。本研究的目的是开发检测和动态监测 cAMP 水平的方法，为未来 cAMP 信号通路治疗药物筛选提

供新工具。

研究方法

在本文中，作者利用 NanoLuc® 二亚单元（NanoBiT）系统，

结合特异性的 cAMP 抗体和 cAMP 示踪剂（偶联 SmBiT），

在生化酶促反应以及细胞实验中检测 cAMP。此外，Lumit® 

Immunoassay 是均质型检测且特异性强，具有较大的检测窗口和

宽广的动态范围，适用于高通量筛选（HTS），并且可以在任何

简单的发光光度计上，以不同的筛选规格运行。这一检测方法将

有助于简化针对 cAMP 信号通路靶向治疗的筛选工作。

研究结果

文章中的数据展示了 cAMP Lumit® immunoassay system 在生化酶促反应和细胞实验中的稳健性和能力，这使其成为针对 cAMP

信号通路治疗药物筛选的完美选择。

一种用于监测 GPCR 介导的 cAMP 调控和 PDE 活性的生物发光均质检测方法

文献解析 | GPCR 信号通路研究解决方案

A bioluminescent and homogeneous assay for monitoring GPCR-mediated cAMP modulation 
and PDE activity

https://doi.org/10.1038/s41598-024-55038-0

相关产品

产品 目录号 应用说明

GloSensor™ cAMP assay E1290 一种全新的方法来检测活细胞中的 cAMP 水平

cAMP Glo™ assay V1501 利用生物发光原理检测细胞内 cAMP 水平的高通量方法

cAMP V6421 cAMP 依赖性的蛋白激酶激活剂

cGMP V6411 cGMP 依赖性的蛋白激酶激活剂

Lumit® Anti-Mouse Ab-LgBiT W1022 Lumit® 检测系统中的二抗抗体

Immunoassay Buffer C VB115B Lumit® 检测系统中的缓冲液

Nano-Glo®  Luciferase Assay Substrate N113C 检测底物

GloMax® Discover System GM3000
可进行滤光片式化学发光、荧光、紫外 - 可见光吸光度、生物发光
共振能量转移 ( BRET ) 和荧光共振能量转移 ( FRET ) 检测
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研究目的

GPCRs调控着从免疫反应到神经信号传递等各种过程。然而，许多GPCRs的配体仍然未知，存在非靶向效应或生物利用度差。此外，

当同一 GPCR 在组织内的不同细胞上表达时，分离细胞类型特异性反应具有挑战性。本研究的目的就是克服上述在 GPCRs 研究中

遇到的限制，推动对 GPCR 功能和调控机制的更深入理解，以及可能促进新药发现。

研究方法

在本文中，作者通过分析视网膜转录组数据，确定与神经元突触可塑性相关的基因，并筛选出潜在的药物靶点。

选择 β2-adrenergic receptor（β2AR）作为模型，构建 DREADD-β2AR，探讨其是否能够引发与 β2AR 相同的信号途径。

验证 DREADD-β2AR 在微小胶质细胞中的表达，并研究其在细胞迁移和炎症反应中的作用。

设计 DREADD-GPR65 和 DREADD-GPR109A，分别验证它们在 GPCR 信号途径中的功能。

研究结果

• 使用 DREADD 技术设计了针对不同微小胶质细胞特异性 GPCR 的突变体，并成功验证其功能。

• 发现 DREADD 技术可用于研究微小胶质细胞中的炎症反应和免疫调节。

• 研究发现 GPR65 和 GPR109A 这两种 GPCR 对酸性环境敏感，可能影响微小胶质细胞的功能。

• 使用 DREADD 技术可以有效地控制微小胶质细胞中特定 GPCR 的活性，为深入研究微小胶质细胞的生理学和病理学提供了新

的工具。

嵌合 GPCR 模拟不同的信号通路并调节微胶质细胞反应

Chimeric GPCRs mimic distinct signaling pathways and modulate microglia responses

https://doi.org/10.1038/s41467-022-32390-1

相关产品

产品 目录号 应用说明

NanoBiT® PPI MCS Starter system N2014 活细胞蛋白相互作用检测

Beetle Luciferin, Potassium Salt E1602 适用于自行配制检测试剂进行体外或体内萤光素酶活性检测

pGloSensor™ - 22F cAMP Plasmid E2301
一种全新的方法来检测活细胞内 cAMP 的水平

GloSensor™ cAMP Reagent E1290

Nano-Glo® Live Cell Assay System N2011 检测活细胞内 NanoBiT® 或 NanoLuc® 萤光素酶的生物发光

Dual-Glo® Luciferase Assay System E2920 双报告基因检测

pGL4.33[luc2P/SRE/Hygro] Vector E1340
带有信号通路应答元件的萤光素酶报告基因载体

pGL4.29 [luc2P/CRE/Hygro] Vector E8471
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研究方法

在本文中，作者使用冷冻电镜（cryo-EM）技术，研究 GPR61 在未结合配体时的活性状态和其与 G 蛋白偶联的结构；

通过对 GPR61 基因敲除小鼠模型的观察，研究 GPR61 对食欲亢进和肥胖表型的作用机制；

在开发针对 GPR61 的小分子治疗药物的过程中，寻找新的工具化合物，通过体外药理学分析实验研究化合物在离体条件下对生物

系统的作用和效果。

研究目的

GPR61 是一个与生物胺受体相关的孤儿 G 蛋白偶联受体（GPCR）。由于它与食欲相关的表型有关，因此作为一个潜在的药物靶标，

对于治疗代谢和体重紊乱（如肥胖症和恶病质等疾病）具有重要的研究意义。然而目前由于缺乏结构信息或已知的生物配体或工具

化合物，对 GPR61 结构和功能的研究受到了阻碍。本研究的目的是寻找工具化合物，深入了解其与 GPR61 的结合位点和作用机制，

以支持未来的药物发现工作。

研究结果

文章中构建了一个工具箱，用于未来对 GPR61 及其他受体的研究，包括：

• AlphaFold2：这是一种 AI 驱动的蛋白质结构预测工具，它在结构生物学中应用广泛，并可能有助于设计实验策略，以确定其他

GPCRs 的结构。

• 化合物 1：研究中发现的工具化合物具有强大的效果和良好的非靶向性，使其成为未来 GPR61 体内功能研究的有力工具。

• 变构口袋：研究中意外发现了一个变构口袋（allosteric pocket），可能成为药物设计的新靶点，对未来的药物发现工作具有重

要意义。

孤儿受体 GPR61 的反向激动剂通过 G 蛋白竞争性变构机制发挥作用

An inverse agonist of orphan receptor GPR61 acts by a G protein-competitive allosteric 
mechanism

https://doi.org/10.1038/s41467-023-41646-3

相关产品

产品 目录号 应用说明

Fugene® 6 Transfection Reagent E2691 高效低毒转染试剂

Transfection carrier DNA E4881 使用质粒 DNA 稀释表达载体或报告基因载体进行转染

Nano-Glo® HiBiT Extracellular Detection 
System N2421 可定量细胞表面和细胞外分泌的 HiBiT 标签蛋白的表达，无需

裂解细胞

Nano-Glo® HiBiT Lytic Detection System N3040 几分钟内快速定量细胞内的 HiBiT 标签蛋白

文献解析 | GPCR 信号通路研究解决方案
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GPCR 信号通路研究用工具
www.promega.com.cn/applications/small-molecule-drug-

discovery/gpcr-research-drug-discovery/

关注 Promega 生命科学公众号，您可获得

普洛麦格 ( 北京 ) 生物技术有限公司 
Promega (Beijing) Biotech Co., Ltd

地址：北京市东城区北三环东路 36 号环球贸易中心 B 座 907-909
电话：010-58256268            

网址：www.promega.com
技术支持电话：400 810 8133

技术支持邮箱：chinatechserv@promega.com
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