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1. 产品描述

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay（RealTime-Glo™ Annexin V 凋亡和坏死检

测试剂盒）(a–d) 实时监测凋亡进程中的磷脂酰丝氨酸（PS）外翻（图 1），检测 PS 外翻是经证实可

靠的凋亡评估方法 (1)。RealTime-Glo™ 检测方法，应用简单的发光信号检测 annexin V 与 PS 的结合，

通过荧光信号检测坏死。信号应用多功能微孔板读数仪检测。

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis Assay 试剂盒中检测试剂（Detection Reagent）含有近等摩尔

比的两种 annexin V 融合蛋白（Annexin V-LgBiT 和 Annexin V-SmBiT），分别含有 NanoBiT® 萤光素

酶的互补亚基。该试剂还提供了随时间缓释的萤光素酶底物，以在实验暴露期间提供持续的底物来

源。因为 Annexin V-LgBiT 和 Annexin V-SmBiT 萤光素酶亚基只有对于彼此微弱的亲和力，发光信号

维持在低水平，直到 PS 外翻使两个亚基互补接近信号才会增加。Annexin V Apoptosis and Necrosis 
Assay （Cat.# JA1011, JA1012）中还包括一种不能渗透进活细胞的 DNA 荧光染料，检测细胞坏死。

检测试剂对广泛类型的细胞培养物具有良好的适用性，可将检测试剂在给药时或处理前加入，以实时

测量剂量和时间依赖性的凋亡进程。

图 1. 实时生物发光检测凋亡细胞 PS 外翻进程。 在 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis 
Assay 中，在荧光信号增加（由于膜完整性丧失）之前，发光信号时间依赖性增加反映了细胞凋亡过程。 

发光和荧光信号都增加则符合细胞凋亡之后或其他非凋亡机制后的继发性坏死。

健康细胞 早期凋亡 继发性坏死

PS 位于细胞膜内侧
细胞膜完整
发光值（RLU）阴性
荧光值（RFU）阴性

PS 外翻至细胞膜外侧
细胞膜完整 
发光值（RLU）阳性
荧光值（RFU）阴性

PS 在细胞膜内外侧均有分布
细胞膜受损 
发光值（RLU）阳性
荧光值（RFU）阳性
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Annexin V NanoBiT™ Substrate (1,000×)
CaCl2  (1,000×)
Necrosis Detection Reagent (1,000×)*
Annexin V-SmBiT (1,000×)
Annexin V-LgBiT (1,000×)

在无菌管中使用适合的完全培养基稀释以下各组分
500 倍，以制备 2X 检测试剂

接种合适密度的细胞（50μl）

按照 4×预计的药物终浓度加药处理细胞（50μl）

加入等体积 2X 检测试剂（100μl）

孵育

检测 RLU 和 RFU（根据所需时间点重复检测）

GloMax® 系统

2X 检测试剂

图 2.  RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 96- 孔板检测流程。 
RLU = 相对发光单位（Relative Luminescence Units）RFU = 相对荧光单位（Relative Fluorescence Units）
* RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis Assay (Cat.# JA1000, JA1001) 中不提供 Necrosis Detection Reagent （坏死检测试剂）。
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2. 产品成分和储存条件

产品 规格 货号

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 100 assays JA1011

产品 规格 货号

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 1000 assays JA1012

产品 规格 货号

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis Assay 100 assays JA1000

产品 规格 货号

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis Assay 100 assays JA1001

含有足够的试剂，可以 96 孔板形式进行 100 次反应，或者在 384 孔板中进行 400 次反应。包括：

• 25µl  Annexin V-LgBiT (1,000×) 
• 25µl  Annexin V-SmBiT (1,000×) 
• 250µl  CaCl2(1,000×) 
• 25µl  Annexin V NanoBiT® Substrate (1,000×) 
• 25µl  Necrosis Detection Reagent (1,000×)

含有足够的试剂，可以 96 孔板形式进行 1000 次反应，或者在 384 孔板中进行 4000 次反应。包括：

•  250µl  Annexin V-LgBiT (1,000×) 
• 250µl  Annexin V-SmBiT (1,000×) 
• 250µl  CaCl2 (1,000×) 
• 250µl  Annexin V NanoBiT® Substrate (1,000×) 
• 250µl  Necrosis Detection Reagent (1,000×)

含有足够的试剂，可以 96 孔板形式进行 100 次反应，或者在 384 孔板中进行 400 次反应。包括： 
• 25μl Annexin V-LgBiT (1,000×) 
• 25μl Annexin V-SmBiT (1,000×) 
• 250μl CaCl2 (1,000×) 
• 25μl Annexin V NanoBiT® Substrate (1,000×)

含有足够的试剂，可以 96 孔板形式进行 1000 次反应，或者在 384 孔板中进行 4000 次反应。包括：

• 250µl    Annexin V-LgBiT (1,000×)
• 250µl    Annexin V-SmBiT (1,000×)
• 250µl    CaCl2 (1,000×)
• 250µl    Annexin V NanoBiT® Substrate (1,000×)

储存条件：将所有组分储存在 - 30℃至 10℃。Annexin V NanoBiT® 底物和坏死检测试剂（Necrosis 
Detection Reagent）避光储存。
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1,000× 试剂盒组分的稳定性 

室温融化1,000× Annexin V NanoBiT® Substrate。尽量减少反复冻融循次数。1,000× Annexin V-LgBiT
和 Annexin V-SmBiT 融合蛋白储存于 50% 甘油中，在制备 2×Detection Reagent 之前应置于冰上。

如果试剂盒组分将在以后用于制备 2×Detection Reagent，最好一次融化试剂后，按照单次用量进行

分装。将未使用的分装试剂储存于 –30℃至 –10℃。Annexin V NanoBiT®底物和坏死检测试剂（Necrosis 
Detection Reagent）需避免长时间光照。

制备好的 2× Detection Reagent 的稳定性 
我们推荐只准备即刻使用所需用量的 2×Detection Reagent；然而 2×Detection Reagent 可被储存

于室温、4℃或 37℃ 长达 18 小时，而没有检测到试剂的功能损失。请勿储存制备好超过 18 小时的

2×Detection Reagent。

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 产品形式

试剂盒包括含有或不含有坏死检测试剂（Necrosis Detection Reagent）的形式：

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay (a–d)（Cat.# JA1011
和 JA1012）包含一个不能透过细胞膜的 DNA 荧光染料作为坏死检测试剂。当膜完

整性受损时，染料进入细胞并结合DNA，产生荧光信号。两种检测方式（发光和荧光）

可以揭示 PS 外翻的机制。 

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis Assay(a–c)（Cat.# JA1000 和 JA1001） 不

包含坏死检测试剂。尽管该试剂盒可以不加坏死探针检测，但无法揭示 PS 外翻的

机制。因此，当使用 Cat.# JA1000 或 JA1001 时，我们建议联合使用不对称花青染

料如 CellTox™ Green（Cat.# G8742）或结构相关的分子，以完善试剂盒的功能和

明确数据结果。请不要使用碘化丙啶（propidium idodide），ethidium homodimer
或 Hoeschst 系列染料，因为这些染料在微孔板荧光应用中效果欠佳，且已知它们对

细胞具有毒性。
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3. 开始之前 
在实验开始之前，请通读本说明书完整操作步骤（第 3 和 4 部分），以熟悉组分和试剂盒操作流程。

3.A. 仪器和多孔板推荐 
RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay（Cat.# JA1011, JA1012）是多重检测，

需要能够检测发光和“绿色光谱”荧光的多功能微孔板读数仪。本检测中荧光信号最佳波长为在

485±20nm 激发， 525±30nm 发射波长范围内收集信号。可以使用 GloMax® Discover（Cat.# 

GM3000）中预置的程序检测或使用其他仪器生产商建议的设置。

所有实验需在无菌、白色、组织培养处理的 96 孔多孔板中进行（如 Costar® 3917 不透光白板或

Costar® 3903 底部透明白板）或 384 孔板（如 Corning® 3570），以最小化孔与孔之间荧光和发光信

号的交叉干扰。通常，和底部透明孔壁不透光白色培养板相比，不透光白色培养板会产生更高的发光

和荧光信号强度值和更少的孔间交叉干扰。但使用白色、底部透明的多孔板获得的结果也可接受。

3.B. 用户需要准备的材料

• 无菌、白色、组织培养处理的 96- 孔多孔板（如 Costar® 3917 不透光白板或 Costar® 3903 底部

透明白板）或 384 孔板（如 Corning® 3570）。 

• 多功能微孔板读数仪，可检测发光信号和绿色荧光信号（485nmEx/525–530nmEm）。 

• 用于连续稀释化合物的无菌多通道加样槽。

• 用于添加其他成分的无菌加样槽。

• 单通道或多通道移液器和适当的无菌枪头

• 无菌锥形离心管。

• 已知能在细胞系中诱导细胞凋亡的阳性对照化合物。

• 溶剂（例如 DMSO），用于未处理细胞对照。

• 微孔板震荡仪

3.C. 2×Detection Reagent 溶解度的考虑

Annexin V NanoBiT® 底物在绝大多数常用生长和维持培养基中是可溶的，但其溶解度在血清（如 

10% v/v 胎牛血清（FBS）或 10% v/v 马血清）等补充剂存在下大大增加。我们推荐将 Annexin 

V NanoBiT® 底物加入到预热的完全培养基（正常生长培养基 +10% FBS）以制备 2×Detection 

Reagent，然后立即涡旋溶液，直至底物完全溶解。如果使用限定或无血清生长培养基是必要的，我

们强烈推荐使用蛋白质补充剂（细胞因子、生长因子、白蛋白等）来维持底物溶解度。

Annexin V-PS 结合相互作用是 Ca2+ 依赖的。虽然大多数常用的生长和维持培养基的配方中含有足以

支持 annexin V-PS 结合的 CaCl2 水平，但添加 Ca2+，对 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and 

Necrosis Detection Assay 结果有益。在 FBS 存在下，预热培养基中，会让外加的 Ca2+ 的溶解度大大

增强。
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3.D. 细胞对检测试剂的耐受性 
RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 检测试剂与多种常规贴壁和悬浮细胞系共孵

育培养，在长达 72 小时的时间内，未产生可检测的细胞毒性。在实时研究细胞凋亡过程中，优化了

分析试剂组分的浓度以保持生物学惰性，并最大限度地提高发光强度和信号持久性。然而，使用者都

应该考虑到在使用过程中特定细胞系可能对 annexin 检测试剂的敏感性 (2-4)。为了确认细胞对试剂的耐

受性，我们建议在预期处理细胞的期间内，在存在 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis 

Assay 试剂和只有坏死检测试剂（Necrosis Detection Reagent）的情况下，建立未处理组和处理组对

照的比较。如果 annexin 试剂产生可测量的额外毒性，它只应最小限度地影响试验化合物凋亡诱导的

动力学或影响细胞到继发性坏死的进程。Annexin 试剂产生的细胞毒性效应可以通过降低 Annexin V 

NanoBiT®底物的浓度来消除或最小化，然而，这将随着时间的推移降低整体发光强度和信号的持久性。

提示购买 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis Assay（Cat.# JA1000, JA1001）的用户可

以选择添加自己的坏死检测试剂（Necrosis Detection Reagent）：CellTox™ Green 试剂（Cat.# 

G8741, G8742）是经验证无毒的检测细胞坏死的探针，可以与 2×Detection Reagent 联合使用，并

不会对细胞产生毒性作用。细胞对其他荧光坏死检测探针的耐受性（和能否被活细胞排斥）仍存在一

定疑问（未公布的内部数据），在加入检测试剂之前用户应对这些问题加以确认。

3.E. 采集实时数据的建议 
发光和荧光数据的实时收集可以通过三种主要方法，所有这些方法都需要能够同时读取荧光和荧光的

多功能检测仪器。

1. 应用含有温度和气体（CO2）控制模块的多功能检测仪器进行动力学检测：细胞可在应选择的完

全培养基中培养。如果读取时间不超过设定的时间间隔，则可以在设定的期间内，任何时间间隔

重复地收集发光和荧光信号。在没有提供合适湿度的环境中，进行多天数实验时，应考虑“边缘

效应”和 / 或板盖内表面的过度冷凝。 

应用只含有温度控制模块的多功能检测仪器进行动力学检测：很多细胞类型可以在不依赖 CO2 的培

养基配方中生长，并不会产生生理性损害。不依赖 CO2 的培养基避免了对气体控制模块的需要，并

允许使用仅带有温度控制模块的仪器进行实时测量。在进行 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and 

Necrosis Assay 检测前，需确认特定细胞系对不依赖 CO2 的培养基的耐受性和细胞对细胞毒性刺激的

相对反应性。在没有提供合适湿度的环境中，进行多天数实验时，应考虑“边缘效应”和 / 或板盖内

表面的过度冷凝。 

2. 在特定时间间隔多次检测：检测培养板应加盖在提供湿度的细胞培养箱中培养。待测细胞培养板

在需要检测的指定时间点中从培养箱中取出检测发光和荧光后，再放回培养箱继续培养。尽量缩

短检测板在培养箱外的时间，以减少温度变化对待测细胞和试剂的影响，并降低细胞污染的风险。 
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4. 操作步骤

4.A. 推荐的对照 

• 无细胞对照（No-cell controls）：对于 96 孔板形式，加入 100μl 完全培养基和 100μl 2× 检

测试剂（2×Detection Reagent）到复孔中。这些对照孔将确定在没有细胞的情况下，仅在培养

基中由试剂产生的背景发光和荧光，并且可以指导仪器增益设置。从所有的测试样品孔中减去来

自无细胞对照的背景发光和荧光值的平均值，以使检测数据归一化。无细胞孔中的发光值在大多

数情况下是非常小的，但是由于选择的光电倍增管增益设置，荧光值也可能会很大。

• 无化合物对照（仅有溶剂对照）：对于 96 孔板形式，加入 50μl 完全培养基和匹配的溶剂到

50μl 培养细胞中。接下来，在每个无化合物对照孔中加入 100μl 的 2× 检测试剂。这些孔可获

得在实验药物处理期间，溶剂相关（通常是 DMSO），无化合物处理的应答。所有测试样品应与

实验药物处理期间的每个时间点的无化合物对照进行比较。

• 阳性对照化合物：对于 96 孔板形式，添加 50μl 的化合物，到 50μl 培养细胞中，该化合物应是

已知的能够在选定的细胞模型系统中，在已知浓度下诱导细胞凋亡（或产生坏死）。接下来，在

每个阳性对照孔中加入 100μl 的 2× 检测试剂。这些细胞孔在证明试剂有效性中十分有用，并

可在研究未知化合物的发现过程中评估化合物的相对应答水平。这些细胞孔也可用于确定仪器的

增益设置。
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4.B. 准备 2× 检测试剂（2×Detection Reagent）

注意：

我们推荐只准备即刻使用所需用量的 2×Detection Reagent；然而 2×Detection Reagent 可被储存

于室温、4℃ 或 37℃长达 18 小时，而没有检测到试剂的功能损失。请勿储存制备好超过 18 小时的

2×Detection Reagent。

在制备 2×检测试剂之前，立即室温融化 Annexin V NanoBiT® 底物、CaCl2 和坏死检测试剂（Necrosis 
Detection Reagent），Annexin V-LgBiT 和 Annexin V-SmBiT 融合蛋白应置于冰上。在解冻后，简单

地将所有试剂盒组分短暂离心，以便于最大限度地保留试剂。按以下顺序添加组分。

用户如购买 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis Assay（Cat.# JA1000, JA1001）需要在第 4 步加入

自己选择的坏死检测试剂，或根据需要省去坏死检测试剂添加步骤。

1. 确定 2×Detection Reagent 所需用量，包括所有对照孔和检测孔。需要考虑在液体管和试剂槽中

不可回收的液体损失。通常，对于 96 孔板整板，12ml 2×Detection Reagent 已足够使用。

2. 将所需体积的完全培养基加入到带盖的无菌管中。使用预热的完全培养基将 1,000× Annexin 
NanoBiT® 底物稀释 500 倍（对于一个完整的 96 孔板，每 12ml 加入 24μl 底物）。立即涡旋混匀。 

注意：（可选）如果在具有动态检测功能和温度控制模块，但没有配备 CO2 控制模块的多功能微

孔板读数仪中进行实验，使用预热的不依赖 CO2 的培养基 + 10% FBS 配置试剂。并使用不依赖

CO2 的培养基 +10% FBS 用于后续步骤。 

3. 使用预热的含有 Annexin V NanoBiT® 底物的培养基将 1,000× CaCl2 稀释 500 倍（对于一个完整

的 96 孔板，每 12ml 加入 24μl）。立即涡旋混匀。

4. 按照 500 倍稀释比例，加入 1,000× Necrosis Detection Reagent。（对于一个完整的 96 孔板，

每 12ml 加入 24μl）。涡旋以确保溶液均一性。

5. 按照 500 倍稀释比例，加入 1,000× Annexin V-SmBiT 和 1,000× Annexin V-LgBiT 至按照上述

步骤 2-4 制备的含有底物、CaCl2 和 Necrosis Detection Reagent 的细胞培养基中。（对于一个完

整的 96 孔板，每 12ml 加入两种蛋白各 24μl）。小心颠倒混匀，请勿涡旋和避免产生气泡！ 

注意：通常，在同一细胞孔中，将 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 与

其他细胞健康检测联合使用会带来好处。在多数情况下，采用 2× Detection Reagent 形式，可以

很容易将多重检测所用的终点法试剂加入到样品孔中（参阅 6.C 部分）。 对于使用低体积微孔板

（low-volume-plate）应用时，按照前述方式加入溶液后，再加入多重试剂会超过细胞孔的容积，

请参阅 6.B 部分，其中介绍了加入 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 组分

的替代操作方法。
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4.C. 检测操作步骤 

使用 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 时，只要培养细胞和 2× 检测试剂保

持 1:1 的比例，2× 检测试剂可以扩展至 384 孔板形式。下面举例操作步骤为标准 96 孔板推荐使用

的体积提供指导。对于 384 孔形式，我们建议将液体体积和细胞数量减少到 96 孔形式中所需用量的

大约 20 ～ 25%。

图 3. 微孔板布局举例。

1. 收集细胞（贴壁依赖或贴壁不依赖），并用预热的完全培养基将细胞重悬至 200,000 细胞 /ml。

注意：

1.   ( 可选 ) 如果在具有动态检测功能和温度控制模块，但没有配备 CO2 控制模块的多功能微孔 

 板读数仪中进行实验，使用预热的不依赖 CO2 的培养基 +10% FBS 配置试剂。并使用不依 

 赖 CO2 的培养基 +10% FBS 用于后续步骤。 

2.   ( 可选 ) 在特殊情况下，如在同一样品孔中加入终点法细胞健康检测试剂（如 CellTiter-Glo®  

 Cell Viability Assay 或 Caspase-Glo® 3/7 Assay）时，细胞孔的体积可能不够大，可能需要直 

 接向细胞中加入 2× Detection Reagent 的组分 , 而不是配好 2×Detection Reagent 再单独 

 加入 。请参阅附录中这种操作与标准步骤的差别（6.B 部分）。 

2. 在 96 孔板中，加入 50μl 200,000 细胞 /ml 至孔 A1–H11（10,000 细胞 / 孔）。 

3. 在 96 孔板中，加入 50μl 完全细胞培养基（无细胞）至第 12 列。该列为无细胞、无化合物对照。

注意：如果细胞是贴壁的，将微孔板（盖上盖子）放回加湿组织培养箱，使细胞重新贴壁和恢复

至少 3 至 4 小时。或者，可以在给药前一天晚上铺细胞板，以使细胞重新贴壁过夜。这种平衡 /

再贴壁期对于悬浮生长的细胞是不必要的。

微孔板布局：10,000 细胞 / 孔（96 孔板）；2,500 细胞 / 孔（384 孔板） 
化合物 2 倍连续梯度稀释，10 个浓度点

0 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A

对照化合物（已知的凋亡诱导剂）
只有细胞
无化合物

无细胞
无化合物

B
C
D
E

待测化合物
只有细胞
无化合物

无细胞
无化合物

F
G
H
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4.C. Assay Protocol

The RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 2X Detection Reagents are scalable to 384-well plate 
format as long as the 1:1 ratio between cultured cells and 2X Detection Reagent is maintained. The following sample 
protocol provides guidance for recommended volumes to use with a standard 96-well assay plate. For a 384-well 
format, we recommend reducing the volume and cell number to approximately 20–25% of that used in the 96-well 
format.

Plate Layout: 10,000 cells/well (96-well plate); 2,500 cells/well, (384-well plate)

10-point, twofold serial dilution of compound
0 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

Control Compound (known apoptosis inducer)
Cells Only 

No Compound
No Cells 

No Compound

B

C

D

E

Test Compound
Cells Only 

No Compound
No Cells 

No Compound

F

G

H

Figure 3. Example plate layout.

1. Harvest cells (attachment-dependent or attachment-independent) and resuspend the cell pellet to  
200,000 cells/ml in prewarmed complete medium.

 Notes: 

1. (Optional) If performing the assay in a multimode plate reader with kinetic capability and temperature  
control, but without CO2 control, resuspend the cell pellet in prewarmed CO2-independent media + 10%  
FBS. Use CO2-independent media + 10% FBS for the subsequent steps.

2. (Optional) In uncommon instances where endpoint, same-well, cell health assay chemistries (such as  
CellTiter-Glo® Cell Viability Assay or Caspase-Glo® 3/7 Assay) will be added and the volume of the well is 
not large enough, it may be necessary to add the 2X Detection Reagent components directly to cells, rather 
than a separate 2X Detection Reagent addition. Please refer to this deviation from standard protocol in the 
Appendix, Section 6.B.

2. Add 50µl of 200,000 cells/ml to wells A1–H11 in a 96-well plate (10,000 cells/well).

3. Add 50µl of complete cell culture medium (no cells) to column 12 for a 96-well plate. This column will be the no- 
cells, no-compound control.

 Note: If cells are attachment-dependent, return the assay plate (with the lid on) to a humidified tissue culture 
incubator to allow cells to reattach and recover for a minimum of 3–4 hours. Alternatively, cells may be plated 
the night before dosing to allow the cells to reattach overnight. This equilibration/reattachment period is unnec-
essary for cells that grow in suspension.
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4. 准备 2 个无菌 12- 通道加样槽（用于化合物梯度稀释），将 0.5ml 完全培养基加入到 12 通道槽

的 2-12 通道中。 准备 2 份 1ml 完全培养基，分别加入对照或待测化合物，化合物浓度为所需起

始浓度的 4 倍（如：如果梯度稀释中所需的起始浓度为 10μM，则制备 40μM 溶液）。 可能需

要在 DMSO 中进行化合物的中间稀释，以稀释至所需的 4× 起始浓度。在对应化合物稀释槽的

通道 1 中加入 1ml 含有 4× 对照或 4× 待测化合物的完全培养基溶液。 对于这两种化合物，均

将 0.5ml 液体从通道 1 转移到通道 2，上下吹吸混合，然后将 0.5ml 液体从通道 2 转移到通道 3，

以此类推，从通道 1 到通道 10 进行 10 个药物浓度点，两倍连续稀释。11 和 12 通道为“无化合

物对照”（对应仅加入溶剂的完全培养基）。

5. 使用 12- 通道多通道移液器，将 12- 通道加样槽中对应的 4× 浓缩的两倍连续稀释、10 个药物

浓度点的化合物溶液转移到含有细胞的 96 孔细胞培养板中相应的重复孔中，每个细胞孔中转移

50μl化合物溶液。（参见图3中的细胞培养板布局。）将对照化合物加入到A-D行对应中的复孔中，

将待测化合物加入 E-H 行对应的复孔中。此时，每个细胞孔中液体体积应该为 100μl。确保遵循

图 3 中的细胞培养板布局，并添加从高浓度到低浓度的化合物梯度（从第 1 列到第 10 列为最高

浓度到最低浓度）。第 11 和 12 列应不含化合物（溶剂对照）。

6. 按照 4.B 部分准备 2×检测试剂。

 注意：制备好2×检测试剂后，应立即进入步骤7以起始检测，记录为凋亡/坏死检测的起始时间（t = 0）。

7. 将 100μl 在完全培养基中制备的 2× 检测试剂加入 96 孔板中的所有孔中。对于 96 孔板，所有

孔中此时最终液体体积为 200μl。 将该细胞培养板以 500-700rpm 速度在平板振荡器上的震荡混

合约 30 秒。

8. 按照 3.E 部分中描述的三种方法之一孵育并记录发光和荧光测量值。
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4.D. 数据分析

1. 计算来自第 12 列的平均发光信号（无细胞、无化合物背景对照；测量试剂固有的发光值）。从

所有样品发光值中减去该信号以获得净相对发光单位。

注意：基于非光电倍增管（PMT）的仪器或 PMT 设置未经优化（或无法更改）的仪器，发光和

荧光通道中的无细胞背景信号相对于实验信号可能是显著的，需经数学方法调整。有关指导，请

参阅仪器使用说明书。

2. 计算来自第 12 列的平均荧光信号（无细胞，无化合物背景对照 ; 测量试剂固有的荧光），并从

荧光通道中的每个样品孔中减去该值以获得净荧光单位。

3. 使用商品化的曲线拟合软件（GraphPadPrism®，SigmaPlot® 等），对每个时间点净发光值（由

PS：Annexin V 结合产生）和净荧光值（由膜完整性的变化产生）与化合物浓度（在可能的情况

下分析中包括未处理对照）作图。在特定化合物浓度下绘制净发光和净荧光信号与时间的曲线对

数据分析也是有意义的。

4.E. 数据解释

细胞凋亡诱导剂

诱导细胞凋亡的化合物将产生时间和剂量依赖性的发光信号升高（Annexin V 融合蛋白与外翻的 PS

结合），发光信号的增加出现在由继发性坏死（膜完整性丧失）引起的荧光信号增加之前。信号出现

的这种动力学差异是凋亡表型的标志。

注意：在使用少于 500 个细胞 / 孔和 / 或产生相对较小的表型变化（<5％细胞死亡）的细胞模型中，

发光信号的固有灵敏度可以使由 annexin 结合产生的发光信号可被测量到，而无法检测到荧光信号的

增加。由于检测方法固有的灵敏度差异，数据可能会倾向于被解释成细胞凋亡。在这些情况下，强烈

建议使用正交方法来确定作用机制（参见 6.C 部分）。

引起细胞死亡的非凋亡诱导剂

化合物引起的时间和剂量依赖性发光信号增加的同时荧光信号增加，与细胞凋亡机制不一致，而可能

涉及其他形式的程序性细胞死亡。可以在同一孔中进行正交实验检测细胞凋亡标志物以确认细胞凋亡

的发生，例如检测 caspase 活化（参见 6.C 部分）。
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4.F. 示例数据
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ure 4. Sequentially repeated measures of luminescence (RLU) and fluorescence (RFU) resolve the 
kinetic effects of different cytotoxic stimuli and help establish mechanism of action. Panel A. DLD-1 cells 
treated with 400ng/ml rhTRAIL. Panel B. K562 cells treated with 1.1µM bortezomib. Panel C. HepG2 cells treated 
with 500nM paclitaxel. Panel D. K562 cells treated with 50µg/ml digitonin. Background-subtracted luminescence 
(blue circles) and fluorescence (green squares) readings are shown. For Panels A–C, there is a significant time delay 
between the emergence of PS:Annexin V binding and the loss of membrane integrity, results that are indicative of an 
apoptotic phenotype leading to secondary necrosis. In Panel D, luminescence and fluorescence signals emerge 
concurrently, suggesting a non-apoptotic phenotype. Data represent the mean of 4 readings for each replicate ± SD.
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A. DLD-1 细胞：400 ng/mL TRAIL 细胞凋亡的外源性诱导剂

C. HepG2 细胞：500nM 紫杉醇 细胞凋亡的内源性诱导剂

B. K562 细胞：1.1μM Bortezomib 细胞凋亡的内源性诱导剂

D.K562 细胞：50μg/ ml Digitonin

图 4. 连续重复测量发光信号（RLU）和荧光信号（RFU），有效反映了细胞毒性刺激物的动力学效应，

并有助于确认化合物作用机制。

图 A. 用 400ng/ml rhTRAIL 处理 DLD-1 细胞。

图 B. 用 1.1μM 硼替佐米（Bortezomib）处理 K562 细胞。

图 C. 用 500nM 紫杉醇（paclitaxel）处理 HepG2 细胞。

图 D. 用 50μg/ ml 洋地黄皂苷（Digitonin）处理的 K562 细胞。 
图中展示了减去背景的发光（蓝色圆圈）和荧光（绿色方块）读数。对于图 A-C，PS:Annexin V 结合

和膜完整性丧失出现之间存在显著的时间延迟，其结果表明由于细胞凋亡导致继发性坏死。在图 D 中，

发光和荧光信号同时出现，表明非凋亡表型。数据代表每个重复 4 个读数的平均值±SD。
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ure 5. Repeated measures of luminescence and fluorescence during compound exposure define 
magnitude of response and kinetics of potency. DLD-1 (Panel A), K562 (Panel B) and HepG2 (Panel C) were 
exposed to serial dilutions of rhTRAIL, bortezomib and paclitaxel, respectively, in the presence of the RealTime-Glo™ 
Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay Reagent. Plates were incubated in a plate reader equipped with an atmospher-
ic control unit at 37°C/5% CO2. RLU (Left panels, PS:Annexin V binding) and RFU (485nmEx/520–30nmEm) (Right 
panels; membrane integrity) were collected at indicated times (Panel A) or every 60 minutes over a 48-hour time 
course (Panels B and C). Data represent the mean of 4 readings for each replicate ± SD.

图 5. 在化合物处理期间重复测量发光信号和荧光信号，确定应答幅度和动力学效价。 在 RealTime-
Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 试剂的存在下，分别用连续梯度稀释药物 rhTRAIL，

硼替佐米（bortezomib）和紫杉醇（paclitaxel）处理。 将细胞培养板放置在装有气体控制模块的

微孔板检测仪中，于 37℃ / 5％ CO2 条件下孵育。 在指定时间（图 A）检测收集 RLU（左图，

PS:Annexin V 结合）和 RFU（485nmEx/520-30nmEm）（右图，膜完整性）或在 48 小时时长内每

60 分钟收集一次发光和荧光信号（图 B 和 C）。数据代表每个重复 4 个读数的平均值±SD。
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6. 附录

6.A. 影响实时信号强度和持续性的因素

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 经过配方优化，可在长达 48 小时内使信号

强度与 PS 外翻程度成比例。仔细考虑标准光学约束条件并注意 PS 外翻过程中潜在的动力学差异可

以改进发光和荧光检测效率。

光学考虑因素

生长或维持培养基中的酚红可作为荧光和发光的光学淬灭剂，降低光输出和检测的动态范围。尽管通

常情况下是不必要的，但减少或不使用酚红可以改善该试剂盒的检测性能。

组织培养处理的全白微孔板或白色底部透明微孔板可应用于本试剂盒。与底部透明的白色微孔板相比，

全白微孔板将产生更高强度的信号，并且可以改善动态范围。同样，检测中板盖可减少意外的环境污

染和蒸发，但通常会降低激发和发射效率。尽管可以通过在数据收集期间移除微孔板盖子来改善信号

强度，但是应该尽量缩短这种暴露时间。有时可能不需要移除板盖，这取决于所使用的微孔板检测仪

的型号。

PS 外翻的动力学

由于原发性坏死，免疫细胞或抗体导致的细胞溶解功能，细胞凋亡或其他细胞死亡机制导致的 PS

外翻可能在（化合物 ) 开始处理至 72 小时之间的任何时间发生。2× 检测试剂（2× Detection 

Reagent）中含有随时间缓释型的萤光素酶底物，该底物依赖于活细胞内固有的酯酶（esterase）活性。

在大多数细胞类型中，大约需要 2 小时以稳定产生萤光素酶底物（来自底物前体），并以相对的稳定

的速率产生底物持续至少 48 小时。对于 PS 外翻的早期诱导剂，为获得最佳的发光信号响应，我们

建议在凋亡诱导剂处理前 2 小时将 2×检测试剂加入待测细胞。

诱导刺激的幅度和动力学也可能影响发光信号的持久性。极其有效的诱导物可以在短时间内（<3-6

小时）引起细胞死亡，可能会大幅度的限制发光信号在 48 小时的强度。对于在 48 小时附近或之后

介导 PS 外翻的诱导物，可能需要应用未处理的对照发光信号将在每个时间点收集的数据进行标准化。

在一些罕见的情况下，敏感细胞类型中，在 2× 检测试剂中添加的钙可能引起短暂的 PS 外翻，但不

会导致细胞死亡。这种瞬时的外翻可能使数据解释复杂化。遇到这种情况，可以从 2× 检测试剂中省

略添加外源钙的操作来解决这种影响。
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6.B. 限制性体积的备选操作步骤

在替代方案中描述了当细胞孔的大小不足以容纳推荐体积时，如何加入 RealTime-Glo™ Annexin V 

Apoptosis and Necrosis Assay 中的各组分。

必须对初始细胞密度进行必要的调整，以适应 48 小时药物处理过程中细胞增殖的需求和正常细胞健

康的维持。 体积减小的环境让细胞更容易受到营养物质的代谢消耗、废物的代谢积累、液体蒸发和

人为的边缘效应等多种因素的影响。

1. 确定添加到对照和待测孔中的最终细胞体积。需考虑离心管和试剂加样槽等容器中存在的不可回

收体积。通常，6ml 足以用于完整的 96 孔板。

2. 将所需体积的细胞以在完全培养基中 100,000-200,000 个细胞 / ml（对于 384 孔板为 125,000-
250,000 个细胞 / ml）的密度分装至带盖的无菌混合容器（如离心管）中。向细胞中加入 1,000× 
Annexin V NanoBiT® 底物，按照 500 倍稀释（对于完整的 96 孔板，每 6ml 加入 12μl 底物）。

颠倒混合。不要涡旋。

3. 向含有 Annexin V NanoBiT® 底物的细胞中加入 1,000× CaCl2，稀释度为 500 倍（对于完整的 96
孔板，每 6ml 加入 12μl）。颠倒混合。不要涡旋。

4. 以 500倍稀释度加入 1,000×坏死检测试剂（Necrosis Detection Reagent）（对于完整的 96孔板，

每 6ml 加 12μl）。颠倒混合。不要涡旋。

5. 将 1,000× Annexin V-SmBiT 和 1,000× Annexin V-LgBiT 按 500 倍稀释加入到如上文步骤 2-4
中所述含有底物、CaCl2 和坏死检测试剂的细胞中（对于完整的 96 孔板，每 6ml 加入两种蛋白

各 12μl）。小心颠倒混合。不要涡旋或产生气泡。

6. 将 50μl 2×细胞 / 试剂溶液加入 96 孔板的所有孔中（第 12 列除外）。

7. 向 1.0ml 完全培养基中加入 2μl 坏死检测试剂，作为无细胞荧光试剂背景对照，向第 12 列的每

个孔中加入 50μl。

8. 将 0.5ml 完全培养基加入两个无菌 12 通道加样槽的 2-12 通道中，一个用于对照组，一个用于待

测化合物。准备 2 份 1ml 完全培养基，分别加入对照或待测化合物，化合物浓度为所需起始浓

度的 2 倍（如：如果梯度稀释中所需的起始浓度为 10μM，则制备 20μM 溶液）。可能需要在

DMSO 中进行化合物的中间稀释，以稀释至所需的 2× 起始浓度。在对应化合物稀释槽的通道 1
中加入 1ml 含有 2× 对照或 2× 待测化合物的完全培养基溶液。从通道 1 到通道 10 进行 10 个

药物浓度点，两倍连续稀释。11 和 12 通道为“无化合物对照”。

9. 使用 12- 通道多通道移液器，将 12- 通道加样槽中对应的 2× 浓缩的两倍连续稀释、10 个药物

浓度点的化合物溶液转移到含有细胞的 96 孔细胞培养板中相应的重复孔中，每个细胞孔中转移

50μl 化合物溶液。参见图 3 中的细胞培养板布局。将对照化合物加入到 A-D 行对应中的复孔中，

将待测化合物加入 E-H 行对应的复孔中。此时，每个细胞孔中液体体积应该为 100μl。确保遵循

图 3 中的细胞培养板布局，并添加从高浓度到低浓度梯度的化合物（从第 1 列到第 10 列为最高

浓度到最低浓度）。第 11 和 12 列应不含化合物（溶剂对照）。

10. 按照 3.E 部分中描述的三种方法之一孵育并记录发光和荧光信号。
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6.C. 和其他检测方法联用进行多重检测

Promega 的互补和 / 或正交细胞健康检测试剂可以与 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and 

Necrosis Assay 联用，加入到同一细胞孔中。从这些检测获得的数据可揭示化合物与细胞毒性无关的

抗增殖作用或为推定化合物的作用机制提供进一步证据。在大多数情况下，可以使用标准操作步骤加

入这些检测试剂或对在每个孔中加入的试剂体积做少许调整。本附录描述了三种多重检测方案，作为

如何应用多重检测试剂的示例：1) Caspase-Glo® 3/7 Assay；2) CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay；3) 

CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay。

注意：RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 是活细胞（非裂解）实时（动力学）

测定。以下多重检测的实例是终点法检测。因此，在使用以下终点法多重检测试剂之前，必须首先进

行 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 并动态监测和收集所需时间点的信号。

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 和 Caspase-Glo® 3/7 Assay 联

合使用进行多重检测

Caspase-Glo® 3/7 Assay（Cat.# G8090, G8091, G8093, G8092）测量细胞群体中 caspase-3/7 的活

性（正交细胞凋亡生物标志物）。可测量的 caspase-3/7 活性的存在被认为是细胞凋亡表型的决定性

因素，并且可用于澄清模棱两可的结果或提供证据以支持使用 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis 

and Necrosis Assay 获得的结果。

1. 应用 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 进行检测，并按照 4.C 部分所述

监测 RLU（PS:Annexin 结合）和 RFU（膜完整性）。在所需时长内，进行动态监测。对于 96 孔

板，最终检测体积为 200μl/ 孔。

2. 按照 Caspase-Glo® 3/ 7 检测试剂技术说明 #TB323 中的描述，配制 Caspase-Glo® 3/ 7 试剂。

3. 向 96 孔细胞检测板中的所有样品和对照孔中加入 100μl Caspase-Glo® 3/ 7 试剂。对于 96 孔板，

每孔的最终检测体积现在应为 300μl/ 孔。

注意：在已经含有 200μl 细胞 + 化合物 + RealTime-Glo™ Annexin V and Necrosis 检测试剂的孔

中加入 100μl Caspase-Glo® 3/ 7 试剂，这与 Caspase-Glo® 3/ 7 技术说明中推荐的体积 1:1 的标

准方案不同。尽管已经验证该调整可以产生稳健且可接受的结果，但用户也可以使用本技术手册

第 6.B 部分中描述的使用限制性体积操作步骤来实现 1:1 的比例。

4. 在平板振荡器中以 300-500rpm 的速度振荡 30 秒，轻轻混合细胞孔中的内容物。根据细胞培养

系统，在室温下孵育 30 分钟至 3 小时。

5. 使用发光检测仪记录发光信号。

注意：与 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 相关的任何发光信号都会被

Caspase-Glo® 3/ 7 试剂中的裂解性表面活性剂淬灭。因此，由多重检测产生的任何发光信号（高

于未处理的细胞对照）直接归因于每种化合物浓度对应的 caspase 活性。



Promega Corporation · 2800 Woods Hollow Road · Madison, WI  53711-5399 USA · Toll Free in USA 800-356-9526 · 608-274-4330 · Fax 608-277-2516 1
www.promega.com  TM507 ·  9/17

1. Description .........................................................................................................................................2

2. Product Components and Storage Conditions ........................................................................................4

3. Before You Begin .................................................................................................................................6
3.A. Instrumentation and Multiwell Plate Recommendations ................................................................6
3.B.  Materials to Be Supplied by the User ............................................................................................6
3.C. Solubility Considerations for the 2X Detection Reagent .................................................................6
3.D. Cell Tolerance of Detection Reagent .............................................................................................7
3.E. Recommendations for Collecting Data in Real Time.......................................................................7

4. Protocol .............................................................................................................................................8
4.A. Recommended Controls ..............................................................................................................8
4.B. Preparation of the 2X Detection Reagent ......................................................................................9
4.C. Assay Protocol .......................................................................................................................... 10
4.D. Data Analysis ........................................................................................................................... 12
4.E. Data Interpretation................................................................................................................... 12
4.F. Example Data ........................................................................................................................... 13

5. References ........................................................................................................................................ 15

6. Appendix .......................................................................................................................................... 16
6.A. Factors Influencing Real-Time Signal Intensity and Sustainability ................................................ 16
6.B. Alternative Protocol for Restrictive Volumes ............................................................................... 17
6.C. Multiplexing with Other Assays ................................................................................................. 18

All technical literature is available at: www.promega.com/protocols/  
Visit the web site to verify that you are using the most current version of this Technical Manual.  

E-mail Promega Technical Services if you have questions on use of this system: techserv@promega.com

RealTime-Glo™ Annexin V  
Apoptosis and Necrosis Assay 

20  www.promega.com

Promega Corporation · 2800 Woods Hollow Road · Madison, WI  53711-5399 USA · Toll Free in USA 800-356-9526 · 608-274-4330 · Fax 608-277-2516 19
www.promega.com  TM507 ·  9/17

Fig

14
27

7M
A

0.1 1 10 100 1,000
0

100,000

200,000

300,000

400,000

500,000

A. PS:Annexin V Binding

[rhTRAIL] (ng/ml)

Lu
m

in
es

ce
nc

e 
(R

LU
)

3.5 hours

6.5 hours

0.1 1 10 100 1,000
0

700

1,400

2,100

2,800

3,500

B. Membrane Integrity

[rhTRAIL] (ng/ml)

Fl
uo

re
sc

en
ce

 (R
FU

)

3.5 hours

6.5 hours

0.1 1 10 100 1,000
0

1,000,000

2,000,000

3,000,000

4,000,000

5,000,000

C. Caspase 3/7 Activity - 6.5 hr endpoint

[rhTRAIL] (ng/ml)

Lu
m

in
es

ce
nc

e 
(R

LU
)

Multiplex

Control

ure 6. Example multiplex data with the RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay and 
Caspase-Glo® 3/7 Assay. DLD-1 cells were exposed to serial dilutions of rhTRAIL in the presence of the  
RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay Reagent. The plate was incubated at 37°C/5% CO2 and 
luminescence (Panel A, PS:Annexin V binding) and fluorescence (485nmEx/520–30nmEm) (Panel B, membrane 
integrity) was measured at 3.5 hours (black circles) and 6.5 hours (green squares). Following the 6.5-hour RealTime-
Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrois Assay read, Caspase-Glo® 3/7 Reagent was added to wells as described in 
Section 6.C. in a multiplex format (Panel C, caspase-3/7 activity, black circles). As a control, parallel wells of DLD-1 
cells were exposed to the same serial dilutions of rhTRAIL in the absence of the RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis 
and Necrosis Assay Reagent, and 100µl of Caspase-Glo® 3/7 Reagent was added at 6.5 hours (Panel C, caspase-3/7 
activity, green squares). The Caspase-Glo® 3/7 Assay data (Panel C) demonstrates absolute concordance in signal 
magnitude and potency, demonstrating chemical compatibility and providing an orthoganol measure of apoptosis 
directly in the same sample well. Data represent the mean of 4 readings for each replicate ± SD.

图 6. RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 和 Caspase-Glo® 3/7 Assay

联合使用进行多重检测结果示例。在 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 检测

试剂存在下，使用 rhTRAIL 的梯度稀释液处理 DLD-1 细胞。将细胞培养板在 37℃ / 5％ CO2 下孵育

并在 3.5 小时（黑色圆圈）和 6.5 小时（绿色方块）时间点检测发光信号（图 A，PS:Annexin V 结

合）和荧光信号（485nmEx / 520-30nmEm）（图 B，膜完整性）。在 6.5 小时检测 RealTime-Glo™ 

Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 读数后，按照第 6.C 部分所述，将 Caspase-Glo® 3/ 7 试

剂加入细胞培养孔中进行多重检测（图 C，caspase-3/7 活性，黑色圆圈）。作为对照，在不存在

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 试剂的情况下，将平行孔中的 DLD-1 细胞

使用相同浓度的 rhTRAIL的梯度稀释液处理，并在6.5小时时加入100μl Caspase-Glo® 3/ 7试剂（图C，

caspase-3/7 活性，绿色方块）。Caspase-Glo® 3/ 7 试剂结果（图 C）表明多重检测和对照试验的信

号幅度和效价值几乎一致，表明使用 Caspase-Glo®3/ 7 试剂进行多重检测的化学兼容性和可直接在

同一细胞孔中进行正交测定细胞凋亡。数据代表四个复孔读数平均值±SD。
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6.C. 和其他检测方法联用进行多重检测（接上文）

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 和 CellTiter-Glo® 2.0 Cell 
Viability Assay 联合使用进行多重检测

The CellTiter-Glo® 2.0 Assay（Cat.# G9241, G9242, G9243）通过萤火虫萤光素酶反应检测活细胞中

的 ATP。发光信号和活细胞数相关。

1. 应用 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 进行检测，并按照 4.C 部分所述

检测发光和荧光信号。在所需时长内，进行动态监测。对于 96 孔板，最终检测体积为 200μl/ 孔。

2. 按照 CellTiter-Glo® 2.0 Assay 技术说明 #TM403 中的描述，配制 CellTiter-Glo® 2.0 试剂。

3. 向 96 孔细胞检测板中的所有样品和对照孔中加入 100μl CellTiter-Glo® 2.0 试剂。对于 96 孔板，

每孔的最终检测体积现在应为 300μl/ 孔。

注意：在已经含有 200μl 细胞 + 化合物 + RealTime-Glo™ Annexin V and Necrosis 检测试剂的

孔中加入 100μl CellTiter-Glo® 2.0 试剂，这与 CellTiter-Glo® 2.0 技术说明中推荐的体积 1:1 的标

准方案不同。尽管已经验证该调整可以产生稳健且可接受的结果，但用户也可以使用本技术手册

第 6.B 部分中描述的使用限制性体积步骤来实现 1:1 的比例。

4. 在平板振荡器中以 300-500rpm 的速度振荡 30 秒，轻轻混合细胞孔中的内容物 2 分钟。在室温

下孵育 10 分钟。

5. 使用发光检测仪记录发光信号。

注意：与 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 相关的任何发光信号都会被

CellTiter-Glo® 2.0 试剂中的裂解性表面活性剂淬灭。因此，由多重检测产生的任何发光信号直接

归因于每种化合物浓度对应的 ATP 含量（活细胞）。
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图 7. RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 和 CellTiter-Glo®2.0 Assay 联

合使用进行多重检测结果示例。在 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 检测试

剂存在或不存在的情况下，使用 rhTRAIL 的梯度稀释液处理 DLD-1 细胞。将细胞培养板在 37℃/5％

CO2 下孵育并在 3.5 小时（黑色圆圈），6.5 小时（绿色方块）和 24 小时（蓝色三角）时间点检测发

光信号（图 A，PS:Annexin V 结合）和荧光信号（485nmEx/520-30nmEm）（图 B，膜完整性）。

在24小时检测RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay读数后，按照第6.C部分所述，

将 CellTiter-Glo® 2.0 试剂（100µl）加入细胞培养孔中，在微孔板震荡仪震荡 2 分钟，室温孵育 10 分

钟后进行多重检测（图 C，细胞活力，绿色方块），记录 RLU。尽管多重检测和对照试验的发光信号

幅度有差别，但效价值一致，表明多重检测试剂的化学兼容性，同时可以确认细胞毒性。数据代表四

个复孔读数平均值±SD。
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ure 7. Example multiplex data with the RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay, and 
CellTiter-Glo® 2.0 Assay. DLD-1 cells were exposed to serial dilutions of rhTRAIL in the presence or absence of the 
RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay Reagent. The plate was incubated at 37°C/5% CO2 and 
luminescence (Panel A, PS:Annexin V binding) and fluorescence (485nmEx/520–530nmEm) (Panel B, membrane 
integrity) was collected kinetically at 3.5 hours (black circles), 6.5 hours (green squares), and 24 hours (blue triangles). 
Following the 24-hour RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay read, CellTiter-Glo® 2.0 Reagent was 
added to wells according to Section 6.C in a multiplex format (Panel C, cell viability, black circles). As a control, 
parallel wells of DLD-1 cells were exposed to the same serial dilutions of rhTRAIL in the absence of the RealTime-
Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay Reagent. CellTiter-Glo® 2.0 Reagent (100µl) was added at 24 hours 
and RLU recorded following 2 minutes mixing on a plate shaker and 10 minutes incubation at room temperature 
(Panel C, cell viability, green squares). Although the multiplexed and control assay values vary in terms of lumines-
cence magnitude, their potency values are concordant. This concordance demonstrates chemical compatibility of the 
multiplex and confirms toxicity. Data represent the mean of 4 readings for each replicate ± SD.
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6.C. 和其他检测方法联用进行多重检测（接上文）

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 和 CellTiter-Fluor™ Cell 
Viability Assay 联合使用

CellTiter-Fluor™ Assay（Cat.# G6080, G6081, G6082）是一种非裂解性、单一试剂加样的荧光法检

测试剂盒，检测活细胞中保守的组成型蛋白酶活性，将活细胞蛋白酶作为细胞活力的标志物。活细胞

蛋白酶活性仅存在于完整的活细胞中，通过细胞通透性且产生荧光的肽段底物（GF-AFC）进行检测。

荧光信号的产生与活细胞数相关。

1. 进行 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 实验，根据 4.C 部分描述监测发

光信号和荧光信号。在待检测时间点进行动态检测。

2. 根据CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay技术说明#TB371中的描述准备5×CellTiter-Fluor™试剂。

例如，每 2ml 检测试剂中加入 10µl GF-AFC 底物。

3. 在 96 孔检测板的每个样品及对照孔中加入 40µl 5× CellTiter-Fluor™ 试剂。

4. 使用平板震荡仪在 300–500rpm 转速下短暂混合细胞孔内的组分。在 37° C 孵育至少 30 分钟，

但不要超过 3 小时。

5. 使用荧光检测仪器记录荧光（380–400nmEx/505nmEm）。合理调整仪器的增益设置。

注意：CellTiter-Fluor™ 试剂（GF-AFC）的激发 / 发射特性（380–400nmEx/505nmEm）不会

与 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 中的坏死检测试剂（485nmEx/520–

30nmEm）相互干扰。
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Figure 8. Example multiplex data with the RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay and 
CellTiter-Fluor™ Assay. HepG2 cells were exposed to serial dilutions of paclitaxel in the presence or absence of the 
RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay Reagent. The plate was incubated at 37°C/5% CO2 and  
luminescence (Panel A, PS:Annexin V binding) and fluorescence (485nmEx/520–30nmEm) (Panel B, membrane 
integrity) was collected kinetically at 3.5 hours (black circles), 6.5 hours (blue squares), 24 hours (blue triangles), 30 
hours (green triangles), and 48 hours (orange diamonds). Following the 48-hour RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis 
and Necrosis Assay read, 5X CellTiter-Fluor™ Reagent was added to wells according to Section 6.C. in a multiplex 
format (Panel C, cell viability, black circles). As a control, parallel wells of HepG2 cells were exposed to the same serial 
dilutions of paclitaxel in the absence of the RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay Reagent. 5X 
CellTiter-Fluor™ Reagent (40µl) was added in endpoint fashion at 48 hours (Panel C, cell viability, blue squares). The 
signal magnitude and potency values from the multiplex and control assays are nearly concordant, suggesting chemical 
compatibility and utility of the CellTiter-Fluor™ multiplex. Data represent the mean of 4 readings for each replicate ± SD.
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图 8. RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis 和 Necrosis Assay and CellTiter-Fluor™ Assay 进

行多重检测的数据示例。在存在或不存在 RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 试

剂的情况下，将 HepG2 细胞应用梯度稀释的紫杉醇（paclitaxel）处理。将细胞培养板置于 37℃／ 5% 

CO2 培养，并在 3.5 小时（黑色圆圈）、6.5 小时（蓝色方块）、24 小时（蓝色三角形）、30 小

时（绿色三角形）和 48 小时（橙色钻石）时间点动态收集发光（图 A，PS:Annexin V 结合）和荧

光（485nmEx/520–30nmEm）（图 B，膜完整性）信号。在 48 小时 RealTime-Glo™ Annexin V 

Apoptosis and Necrosis Assay 测定的基础上，根据 6.C. 部分描述，将 5×CellTiter-Fluor™ 试剂添加

到细胞培养孔中以进行多重检测（图 C，细胞活力，黑色圆圈）。作为对照，在没有 RealTime-Glo™ 

Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay 试剂的情况下，将 HepG2 细胞的平行孔经相同浓度的紫杉

醇系列稀释液处理。CellTiter-Fluor™ 试剂（40μl）在 48 小时内以终点的方式加入（图 C，细胞活力，

蓝色正方形）。多重和对照试验的信号幅度和效价值几乎一致，表明使用 CellTiter-Fluor™ 试剂进行

多重检测的化学相容性和可用性。数据代表四个复孔读数平均值±SD。

A．PS:Annexin V 结合 B．膜完整性

C．细胞活力（活细胞蛋白酶活性）
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6.D. 相关产品

实时检测试剂盒

Caspase 检测试剂盒

细胞活力检测试剂盒

产品 规格 货号

RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay 100 reactions G9711

10 × 100 reactions G9712

1,000 reactions G9713

产品 规格 货号

CellTox Green™ Cytotoxicity Assay 10ml G8741

50ml G8742

100ml G8743

产品 规格 货号

Caspase-Glo® 3/7 Assay 2.5ml G8090

10ml G8091

10 × 10ml G8093

100ml G8092

Caspase-Glo® 2 10ml G0940

Caspase-Glo® 6 10ml G0970

Caspase-Glo® 8* 10ml G8201

Caspase-Glo® 9* 10ml G8211

产品 规格 货号

CellTiter-Glo® 2.0 Assay 10ml G9241

100ml G9242

500ml G9243

CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay 10ml G6080

5 × 10ml G6081

2 × 50ml G6082

* 提供其他规格包装



多功能微孔板读数仪

产品 货号

GloMax® Discover System GM3000

GloMax® Explorer System GM3500

(a) 专利 U.S. Pat. No. 6,949,350.

(b) 专利申请中

(c) 专利 U.S. Pat. No. 8,809,529, European Pat. No. 2635582B1，和其他专利以及在申专利

(d) 专利 U.S. Pat. Nos. 8,598,198、9,458,499 和其他专利以及在申专利
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