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1.  概述

Promega 提供的激酶系统（Kinase Enzyme System，KES）中包括了，一份纯化的重组表达激酶，一份该激酶适用的
底物，一份反应缓冲液，以及相应激酶反应所需的补充成分。激酶系统（KES）+ ADP-Glo™ Assay 的产品组合为分析
化合物对激酶活性的影响提供了一种非常方便的方法。这份使用方案是为已获取激酶系统（Kinase Enzyme System）
而且计划与 ADP-Glo™ Assay 组合使用的研究者设计的，以帮助使用者快速地开展和建立实验流程。

ADP-Glo™ Kinase Assays (Cat.# V6930, V9101, V9102) 是基于生物发光法的 ADP 检测方法。它提供通用型、均
质、可进行高通量筛选的实验方案。这个检测方法通过定量激酶反应过程中产生的 ADP 的数量来测定激酶的活性，检
测中产生的发光信号强度与激酶活性呈正比。这个检测方法非常适合用于测量化合物对广泛的纯化激酶活性的影响，使
它可以成为初级筛选和激酶选择性分析的理想检测方案。ADP-Glo™ Kinase Assay 可用于监测几乎任何 ATP 用量不
超过 1mM 的 ADP 生成酶 ( 例如，激酶或 ATP 酶 ) 的活性。Promega 还提供 ADP-Glo™ Max Assays (Cat.# V7001, 
V7002)，可以用于需要更高浓度 ATP（不超过 5mM）的情况。

在激酶反应完成之后，这个检测方法以两个步骤来实现。第一步，加入与激酶反应体系等体积的 ADP-Glo™ Reagent 
，这一步骤会终止激酶反应并耗尽体系中剩余的 ATP（将其转化为无关检测的产物）。第二步，加入 Kinase Detection 
Reagent，这一步骤会将激酶反应过程中生成的 ADP 转化为新的 ATP，同时使得新合成的 ATP 通过萤光素酶 / 萤光
素反应被检测 ( 图 1)。上述检测反应产生的光信号可以用化学发光检测仪来测定。发光信号强度与激酶反应中产生的
ADP 的数量，即激酶活性呈正比。生成并使用 ATP 到 ADP 转化曲线，可以使发光信号与 ADP 浓度相关联 ( 图 2)。

ADP-Glo™ Kinase Assay 具有高动态范围，并且在低 ATP 到 ADP 转化的情况下也可以产生强检测信号，使其非常适
合筛选低活性激酶，如生长因子受体酪氨酸激酶。该检测方法产生最小的错误命中，且 Z´ 值大于 0.7 (1)。

ADP-Glo™ Kinase Assay 与基于放射性检测的方法一样灵敏，比基于荧光检测的方法更灵敏 (1–3)。为了降低背景并
进一步提高检测的灵敏度，我们提高了该检测系统中提供的 ATP 的纯度，以减少 ADP 污染。为了评估 ATP 纯度对
ADP-Glo™ 检测灵敏度的重要性，我们比较了使用 Promega 超纯 ATP 和其他供应商的 ATP，在 ADP-Glo™ 检测中产
生的信号背景比。结果显示，Promega 超纯 ATP 优于其他来源的 ATP，大大提高了 ADP-Glo™ 检测灵敏度，比使用
其他供应商的 ATP 产生的 SB 比值高出 2-3 倍 (4)。
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1. Description (continued)

The ADP-Glo™ Kinase Assays have a high dynamic range and produce a strong signal at low ATP-to-ADP conversion, 
making them well suited for screening low-activity kinases such as growth factor receptor tyrosine kinases. The assays 
produce minimal false hits and Z´ values of greater than 0.7 (1). 

The ADP-Glo™ Assays are highly sensitive as demonstrated by the high signal-to-background (SB) ratios. Sensitivity is 
measured by SB at low concentrations of enzyme or ADP production. The robustness of the ADP-Glo™ Kinase Assay 
and suitability for high-throughput applications is evidenced by high Z´-factor values reported in previous studies (1).

The ADP-Glo™ Kinase Assays are as sensitive as radioactivity-based methods and more sensitive than fluorescence-
based technologies (1–3). In order to lower the background and further improve the sensitivity of the assay, we 
increased the purity of our ATP to have less ADP contamination. To assess the importance of ATP purity on ADP-Glo™ 
assay sensitivity, we compared the signal-to-background ratios generated in an ADP-Glo™ assay using Promega Ultra 
Pure ATP and ATP from other suppliers. The Promega Ultra Pure ATP outperforms ATP from other sources by greatly 
improving ADP-Glo™ Assay sensitivity with SB ratios that are 2–3 times higher than those produced using other 
commercial preparations (4).

Figure 1. The ADP-Glo™ Assay principle. The detection assay is composed of two steps. After the kinase or 
ATPase reaction, the first step is performed by adding ADP-Glo™ Reagent, which terminates the kinase reaction and 
depletes any remaining ATP (40-minute incubation time). Addition of a second reagent converts ADP to ATP and 
generates light from the newly synthesized ATP using a luciferase/luciferin reaction (incubation is 30–60 minutes 
depending on the ATP concentration used in the kinase reaction). The light generated is proportional to ADP present 
and, consequently, kinase or ATPase activity. The assay is performed at room temperature and is compatible with 
automation.
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图 1. ADP-Glo™ 检测方法原理示意。 这个检测方法包括两个步骤。在激酶或 ATP 酶反应完成后，第一步，加入 ADP-
Glo™ Reagent ，这一步骤会终止激酶反应并耗尽体系中剩余的任何 ATP（需要 40 分钟的孵育时间）。第二步，加入
Kinase Detection Reagent，这一步骤会将激酶反应过程中生成的 ADP 转化为新的 ATP，同时使得新合成的 ATP 参与
萤光素酶 / 萤光素反应从而产生发光信号（根据激酶反应中使用的 ATP 浓度的不同，孵育时间为 30-60 分钟）。发光信
号强度与激酶反应中产生的 ADP 的数量，即激酶或 ATP 酶活性呈正比。这个检测过程在室温下进行，并且可以兼容自
动化操作。
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Figure 2. Linearity and sensitivity of the ADP-Glo™ Kinase Assay. The 1mM ATP-to-ADP percent conversion 
curve (standard curve) was prepared in 1X reaction buffer A (40mM Tris [pH 7.5], 20mM MgCl2 and 0.1mg/ml BSA) 
without kinase present as described in ADP-Glo™ Kinase Assay Technical Manual #TM313 (5). The standards were 
created by combining the appropriate volumes of ATP and ADP 1mM stock solutions. A 5µl aliquot of each ATP + ADP 
standard was transferred to a white, opaque 384-well plate. The ADP-Glo™ Kinase Assay was performed by adding 5μl 
of ADP-Glo™ Reagent and 10μl of Kinase Detection Reagent at room temperature to each well. ADP-Glo™ assay 
reagents were dispensed in 384-well plates using Multidrop® Combi nL liquid dispenser (Thermo Fisher Scientific). 
Luminescence values represent the mean of four replicates (RLU = relative light units). Panel A. Linearity of the assay 
up to 1mM ADP. Panel B. Sensitivity of the assay is shown as signal-to-background ratios (SB) over a wide range of 
percent ATP-to-ADP conversion.
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图 2. ADP-Glo™ Kinase Assay 的线性和灵敏度。 依照 ADP-Glo™ Kinase Assay 技术手册 #TM313 所述，使用不
含激酶的 1X 反应缓冲液 A (40mM Tris [pH 7.5], 20mM MgCl2 及 0.1mg/ml BSA) 制备 1mM 浓度下的 ATP 到 ADP 百
分比转化曲线（标准曲线）(5)。其中所用标准品是由适当体积的 1mM 的 ATP 和 1mM 的 ADP 储备液混合而成。从制
备好的每个 ATP + ADP 标准品中取 5μl 转移到一个白色的、不透明的 384 孔板中。ADP-Glo™ Kinase Assay 通过在
室温下向每孔加入 5μl ADP-Glo™ Reagent 和 10μl Kinase Detection Reagent 进行。ADP-Glo™ assay 的试剂是使用
Multidrop™ Combi nL 试剂分液器 (Thermo Fisher Scientific) 分配到 384 孔板中。发光值代表四次重复的平均值 (RLU 
= relative light units)。 Panel A. 测定线性可达 1mM ADP。 Panel B. 以大范围内 ATP 到 ADP 转化百分比的信号背景
比 (signal-to-background ratios ，SB) 来展示检测的灵敏度。
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2.  进行 ADP-Glo™ 检测的操作方法

注意 : 将 Kinase Enzyme System 中的组分保存在 –70℃。 为了最佳的保存效果，建议离心混匀后将目标试剂分装成
多个小份，并在推荐的温度下存储。为了获得最佳性能，应避免对试剂进行反复处理和多次冻融循环。从装运日期算起，
Kinase Enzyme System 中的组分在 –70℃可以稳定保存一年。

用户需提供的材料

• ADP-Glo™ Kinase Assay 试剂盒 (Cat.# V6930, V9101, V9102, V9103, V9104) ，或 ADP-Glo™ Max Assay 试剂
盒 (Cat.# V7001, V7002) ，以及相关的操作手册 (ADP-Glo™ Kinase Assay 技术手册 #TM313 或 ADP-Glo™ Max 
Assay 技术手册 #TM343)

• 不透光的白色多孔板 ( 不要使用黑色检测板 )
• 多通道加样器或自动移液工作站
• 微孔板震荡仪
• 可读取多孔板的化学发光检测仪

 注：ADP-Glo™ Kinase Assay 中一般包括检测所需的 
• Ultra Pure ATP
• ADP
• ADP-Glo™ Reagent
• Kinase Detection Substrate 及 Kinase Detection Buffer

2.A.  制备 Kinase Detection Reagent

1. 在室温下解冻 Kinase Detection Buffer，注意观察其中是否有沉淀。

2. 如果存在沉淀，将 Kinase Detection Buffer 置于 37℃ 并持续晃动，约 15 分钟。

3. 将 Kinase Detection Buffer 和 Kinase Detection Substrate 在使用前平衡至室温。

4. 将全部的 Kinase Detection Buffer 转移到盛放 Kinase Detection Substrate 的琥珀色瓶中，复溶冻干底物， 这就 
 制备好了 Kinase Detection Reagent 。

5. 通过轻柔地涡旋、打圈晃动或颠倒内容物来混匀试剂，以获得均匀的溶液。 冻干粉状的 Kinase Detection Substrate 
 应该会在不到 1 分钟内就被完全地溶解。

6. Kinase Detection Reagent 应当被立即使用，或者被等分成小份储存在 -20℃ 。 Kinase Detection Reagent 在 10 
 个冻融循环内是稳定的。
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2.B.  为 ATP 到 ADP 的转化生成标准曲线

为了评估反应中产生的 ADP 的量，我们建议根据激酶或 ATP 酶反应中使用的 ATP 浓度，创建一条代表 ATP 转化为
ADP 与发光强度相对应的标准曲线 (“ATP 到 ADP 转化曲线”)。这些标准曲线代表了在指定的转换百分比下反应中可用
的 ATP 和 ADP 的量 ( 表 1)。绘制 ATP 到 ADP 标准曲线所用的标准样品是由相应浓度的适当体积的 ATP 和 ADP 储备
液混合而成。关于生成标准曲线的更多详细信息，请参阅ADP-Glo™ Kinase Assay 技术手册  #TM313(5) 或ADP-Glo™ 
Max Assay 技术手册  #TM343(6) 的第 3.A 章节。 

表 1. 以标准曲线表示的 ATP 到 ADP 的百分比转化率。

2.C.  使用 ADP-Glo™ 检测方法对激酶反应进行检测的操作方案

1. 使用 1X 激酶缓冲液进行激酶反应 ( 请查阅第 3 章节获取详细信息 )。

2. 加入与激酶反应等体积的 ADP-Glo™ Reagent 以终止激酶反应并耗尽反应未使用的 ATP，只留下 ADP 和非常低的 
 ATP 背景。

3. 在室温孵育 40 分钟。

4. 加入与上述混合物（激酶反应 + ADP-Glo™ Reagent）等体积的 Kinase Detection Reagent，将 ADP 转化为 ATP，
 同时引入萤光素酶和萤光素检测新转化的 ATP。

5. 在室温孵育 30–60 分钟。

6. 使用一台可读取微孔板的化学发光检测仪，或者电荷耦合器件相机（CCD 相机），来读取发光信号。

注意：ATP 经过冻融循环后容易自然水解，建议第一次融化混匀后分装成单次使用的等分液，并在 -20° C 存储，为了
获取最可靠的存储效果，最好保存在 -65℃以下， ATP 水解会显著增加检测背景。稀释后的 Reaction Buffer A (5X)、
ATP、ADP 等需当次使用，不应当保存后重复使用。

以上第 2 章节是对 ADP-Glo™ Kinase Assay Systems 使用方法的一个总体描述。具体操作细节和注意事项请查阅相
应产品的技术手册。 如果需要使用 ADP-Glo™ Kinase Assay Systems 筛选激酶抑制剂，请查阅ADP-Glo™ Kinase 
Assay 技术手册  #TM313 (5)，或ADP-Glo™ Max Assay 技术手册  #TM343 (6) ，以获取相应的使用方法。

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

%ADP 100 80 60 40 20 10 5 4 3 2 1 0

%ATP 0 20 40 60 80 90 95 96 97 98 99 100
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3. 生成一种激酶抑制剂的剂量 - 反应曲线的操作方案示例（以 Staurosporine 为例）

为了确定后续用于抑制剂的剂量 - 反应曲线测定的最佳酶用量，我们建议首先进行激酶滴定。为了评估在激酶反应中产生的
ADP 的量，需要创建一条 ADP 产生量的标准曲线，即“ATP 到 ADP 转化曲线”。这条曲线表示 ATP 到 ADP 转化的每个
百分比与发光强度 (RLU)的对应关系，需根据激酶反应中使用的ATP浓度建立。用于生成ATP到ADP转化曲线的标准样品，
是由相应浓度的适当体积的 ATP 和 ADP 储备液混合而成。当同时操作多个激酶系统的检测时，将使用相似 ATP 浓度的激
酶滴定和 ATP 到 ADP 转化曲线放在同一个检测平板上进行。

利用转化曲线上的参考 RLU 值可以计算每个酶用量产生的 ADP 转化百分比。 通过滴定激酶，我们将测定 SB10（我们将
SB10 定义为产生的信号背景比为 10 倍时所需要的酶的用量）。 SB10 值是产生体现激酶反应初始速率的百分转化率所需的
激酶量。 我们通常使用 5% 或 10% 转化，因为它通常产生大于 10 倍的信号背景比。

使用 SB10 量的激酶来进行激酶抑制剂的剂量 - 反应曲线测定 (Staurosporine 为例 )，计算 IC50，并检查是否有无法被抑制的
ATP 酶污染活性。

需要使用 5X Reaction Buffer A 制备的反应缓冲液

 5X Reaction Buffer A（KES 试剂盒组分）: 包括 200mM Tris [pH 7.5], 100mM MgCl2 及 0.5mg/ml BSA

• 4X Kinase Buffer: 包括 4X Reaction Buffer A + 200μM DTT + (4X 任何需要的辅助因子 , 如 MnCl2)
• 4X Kinase Buffer D: 包括 4X Reaction Buffer A + 200μM DTT + 4% DMSO+ (4X 任何需要的辅助因子 , 如 MnCl2)
• 1X Kinase Buffer：由 4X Kinase Buffer 用水稀释到 1x 获得
• 1X Kinase Buffer D ：由 4X Kinase Buffer D 用水稀释到 1x 获得
• 1X Kinase Buffer (5% DMSO) ：由 4X Kinase Buffer 用水稀释到 1x，同时向其中添加 DMSO 至终浓度为 5%

注意：以上所列举为各个反应缓冲液中成分的终浓度，需根据实际需要的体积计算具体的缓冲液配制方案。KES 系列中
激酶所用的 1X Kinase Buffer 配方，会列举在对应的应用说明（Application Note；详见第 4 章节）

注意 : 以下方案中描述的体积都是按照每个样品两个复孔来规划的。如果您的实验中每个样品会使用两个以上的重复孔，
请根据实际的情况重新计算所需的试剂体积。

在室温下进行所有步骤的操作 (22–25° C)。

3.A.   激酶滴定并测定 SB10 

生成 ATP 到 ADP 转化曲线

1. 用水稀释试剂盒中提供的 ATP 和 ADP 原液，来准备 1mM 或 10mM ATP 和 ADP 储备液（根据具体使用的原液浓度 
 来决定稀释方法）。

2. 为 10X 转化曲线标准品做准备 : 如表 2 所示，用水和上述 1mM 或 10mM ATP 和 ADP 储备液，制备相当于最终检 
 测浓度的 10 倍的 ADP 和 ATP 储备液，之后需要用它们来配制 100µl 的 ATP/ADP 标准品储备液。您需要准备 1ml  
 10X ATP 储备液和 500µl 10X ADP 储备液。

 注意 : 应当根据您的激酶反应中使用的 ATP 浓度来准备对应的转化曲线。如果您的实验计划中只会用到一个 ATP 工 
 作浓度，那么只需要准备这一个对应浓度的 10x 储备液样品。KES 系列中激酶反应用到的 ATP 浓度建议，请查阅本 
 手册第 4 章节。
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表 2. ATP 和 ADP 储备溶液的准备方案。

表 3. 10X 转化曲线标准品储备液制备方案。

3. 当您按照上一步骤准备好了 ATP 和 ADP 的 10 倍浓度储备液之后，请按照表 3 所示，通过转移对应体积的每个溶液 
 来制备成 10x 转化曲线标准品储备液。

反应所需的终浓度 要准备的
10x 储备液浓度

需要的 1mM ATP
储备液体积 (µl) 需要的水的体积 (µl)

ATP

1µM 10µM 10 990

5µM 50µM 50 950

10µM 100µM 100 900

反应所需的终浓度 要准备的
10x 储备液浓度

需要的 10mM ATP 
储备液体积 (µl) 需要的水的体积 (µl)

100µM 1.0mM 100 900

250µM 2.5mM 250 750

500µM 5mM 500 500

ADP

反应所需的终浓度 要准备的
10x 储备液浓度

需要的 1mM ADP
储备液体积 (µl) 需要的水的体积 (µl)

1µM 10µM 5 495

5µM 50µM 25 475

10µM 100µM 50 450

反应所需的终浓度 要准备的
10x 储备液浓度

需要的 10mM ADP
储备液体积 (µl) 需要的水的体积 (µl)

100µM 1.0mM 50 450

250µM 2.5mM 125 375

500µM 5mM 250 250

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

百分比转化率 100 80 60 40 20 10 5 4 3 2 1 0

10xADP 储备液 (µl) 100 80 60 40 20 10 5 4 3 2 1 0

10xATP 储备液 (µl) 0 20 40 60 80 90 95 96 97 98 99 100
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3.A.  激酶滴定并测定 SB10 ( 续 )

重要注意事项 : 使用制备转化曲线标准品储备液剩余的 100% ATP（即，第 3.A 章节第 2 步制备的 10xATP 储备液）进
行相应的激酶反应，以获得相似的背景水平。

4. 制备稀释在 1X 激酶反应缓冲液中的 1X ADP/ATP 标准品工作液保存板 : 准备一个 96 孔板用于制备 1X ADP/ATP 标 
 准品工作液。取 105µl 的 4X Kinase Buffer D 与 273µl 的水混匀。将该混合液按照 27µl/ 孔，转移至上述 96 孔板， 
 然后移取各百分比转化率的 10X 转化曲线标准品储备液 3µl 到每个对应的孔内。这一步得到的每个转化率对应的标 
 准品工作液体积为 30µl, 足够进行 4 个重复检测（包括富余的体积）。

准备激酶滴定所需的组分

注意：KES 系列中激酶滴定的相关建议，请查阅本手册第 4 章节。

1. 激酶滴定检测应使用与 ATP 到 ADP 转化曲线相同的 ATP 浓度。

2. 制备底物混合物 : 取一个 1.5ml 管，为每一种激酶制备 200µl 2.5X ATP/Substrate Mix（2.5 倍终浓度的 ATP 与激酶 
 底物的混合物）。 请参考表 4 作为一个配制指导方案（表 4 以 10µM ATP 反应终浓度为例）。

 注意 : 此处使用的 ATP 应当与制备转化曲线所用的是同一管 10XATP。

3. 取一个 384 孔板，向 384 孔板第 X 排，每一个奇数列 (1,3,5...23) 的孔里各转移 14µl 2.5X ATP/Substrate Mix。这 
 一排就是您的待用 ATP/Substrate 排。

4. 为制备酶的稀释液做准备 : 向上述 384 孔板第 Y 排，第 3 列开始的每一个奇数列 (3,5...23) 的孔里各加入 10µl 1X  
 Kinase Buffer D。 这一步骤中不要向第 Y 排第 1 列的孔里添加任何试剂。这一排就是您的待用 Kinase Dilution 排。

5. 如表 5 所示，制备 20 μl 的激酶溶液 ( 计划的激酶稀释液最终使用量为：3µl/ 反应 / 孔 )。按照表 5 所示方法制备， 
 得到的起始激酶反应用量为 200ng 激酶 /3µl。

* 如果底物是 MBP、酪蛋白或组蛋白 H1，则将 100µl 底物替换为使用 50µl
底物和 50µl 水

表 4. 制备 2.5X ATP/Substrate Mix.

表 5. 激酶稀释液准备溶液。

所需组分 所需体积

4X Kinase Buffer D 50µl

100µM ATP (10XATP 储备液 ) 50µl

Substrate (1mg/ml)* 100µl

所需组分 所需体积

Water 1.67µl

4X Kinase Buffer D 5µl

Kinase (100ng/µl) 13.33µl
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6. 向待用Kinase Dilution 排的孔 Y1（第 Y 排第 1 列孔）中添加 20μl 激酶溶液（第 3.A 节第 5 步中按照表 5 制备）。
 以此为始，如图 3所示，制备激酶的 1:1系列稀释液。每个稀释过程中用移液器混匀后再转移 10μl相应液体到下一孔，
 直到第 21 列。不要转移任何激酶溶液到孔 Y23，这一孔是无激酶的背景对照组（background）。完成后，此即为 
 待用 kinase titration 排。

7. 激酶反应和转化曲线实验 : 从您的 1X ADP/ATP 标准品工作液保存板 中的每个稀释好的 ATP-ADP 系列标准样品中，
 移取 5ul（每个标品两个重复）到您的 384 孔检测板（白色不透光平板）指定给转化曲线样品的位置。

8. 从第 Y 排，待用 kinase titration 排  的每个样品孔内，移取 3μl 激酶样品（每个样品两个重复）到 上述 384 孔检测 
 板指定用于激酶滴定反应的位置。

9. 从第 X 排，待用 ATP/Substrate 排  的每个对应位置的孔中，移取 2μl 2.5X ATP/Substrate Mix 到对应的已加入激酶 
 样品的孔中（例如从孔 X23 中分别取 2ul Mix 到孔 Y23 样品所在的两个复孔中）。

10. 离心上述 384 孔检测板。用微孔板震荡仪混匀 2 分钟。在室温下反应 60 分钟，或其他期望的时间。

11. 用 ADP-Glo™ Kinase Assay 检测 ADP: 激酶反应孵育完成后，在所有待检测孔中加入 5μl ADP-Glo™ Reagent。  
 混匀 2 分钟，室温孵育 40 分钟。

12. 在上述所有待测孔中加入 10μl Kinase Detection Reagent。 混匀 2 分钟，室温孵育 30-60 分钟。

13. 测量发光信号 ( 整合时间 0.5 秒 )。

14. 计算 SB10 值 (ng 或 nM)。SB10 是产生的信号背景比为 10 倍时所需要的激酶的量 ( 通常这个激酶量产生 5% 到
 10% 的百分比转化率 )。信号背景比的计算方法为：SB ratio=RLU（kinase）/RLU（background）

注意 : 请避免在制备系列稀释液时产生气泡。

图 3. 制备激酶的 1:1 系列稀释液。

孔编号 # 计划的每个反应
激酶用量 每一孔的起始体积 需要转移的溶液体积

1 200ng 20μl 10μl

3 100ng 10μl 10μl

5 50ng 10μl 10μl

7 25ng 10μl 10μl

9 12.5ng 10μl 10μl

11 6.25ng 10μl 10μl

13 3.12ng 10μl 10μl

15 1.56ng 10μl 10μl

17 0.78ng 10μl 10μl

19 0.39ng 10μl 10μl

21 0.1953ng 10μl 0μl

23 0 10μl 无转移，仅 buffer 
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表 6. Staurosporine 溶液制备。

3.B.  生成抑制剂 Staurosporine 剂量 - 反应曲线的操作方法

注意：KES 系列中激酶用 Staurosporine 或激酶特异性抑制剂生成量效曲线的相关建议，请查阅本手册第 4 章节。

1. 制备抑制剂滴定所需的组分 : 准备一个 96 孔板，向 A/B 两排的孔 A2-A12 及 B1-B12 中各加入 50μl 1X Kinase  
 Buffer D ( 包含 5% DMSO)。这些就是 待用抑制剂滴定排。

 注意 : 不要向孔 A1 中添加缓冲液。

2. 按表 6 制备 100μl 50μM Staurosporine 溶液 ( 含 5% DMSO) ( 计划抑制剂最终用量：1μl/ 反应 / 孔 )。 这样得到的 
 最终反应中的 Staurosporine 起始浓度为 10μM (1% DMSO)。

3. 将上一步骤制备好的 100μl Staurosporine 溶液添加到待用抑制剂滴定排的孔 A1 中。以此为始，如图 4 所示，制备 
 抑制剂的 1:1 系列稀释液。每个稀释过程中用移液器混匀后再转移相应液体到下一孔。

 注意 : 请避免在准备系列稀释液时产生气泡。

10 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
TM553 · Revised 4/22 www.promega.com

3.B. Staurosporine Inhibitor Dose Response Curve

1. Prepare inhibitor titration components: Add 50μl of 1X Kinase Buffer (with 5% DMSO) to wells A2–B12 of 
a 96-well plate. These are inhibitor titration preparative rows.

 Note: Do not add buffer to well A1.

2. Prepare 100μl of 50μM staurosporine solution (contains 5% DMSO) as described in Table 6 (final 1μl/reaction/
well). This will result in 10μM staurosporine (1% DMSO) starting concentration in the assay.

Table 6. Staurosporine Solution Preparation.

Component Volume

Water 70µl

4X Kinase Buffer 25µl

Staurosporine in DMSO (1mM) 5µl

3. Add 100μl of staurosporine solution to well A1 of the inhibitor titration preparative rows. Prepare a 1:1 serial 
dilution of the inhibitor as shown in Figure 4. Mix well after each dilution by pipetting before transferring into 
the next well.

 Note: Do not create bubbles while preparing the dilution series.

所需组分 所需体积

Water 70µl

4X Kinase Buffer 25µl

Staurosporine in DMSO (1mM) 5µl
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孔编号 # 计划的每个反应
抑制剂终浓度 每一孔的起始体积 需要转移的溶液体积

A1 10,000nM 100μl 50μl

A2 5,000nM 50μl 50μl

A3 2,500nM 50μl 50μl

A4 1,250nM 50μl 50μl

A5 625nM 50μl 50μl

A6 312.5nM 50μl 50μl

A7 156.3nnM 50μl 50μl

A8 78.1nM 50μl 50μl

A9 39.1nM 50μl 50μl

A10 19.5nM 50μl 50μl

A11 9.8nM 50μl 50μl（转移到孔 B1）

A12 0 50μl 无转移，只有 Buffer

B1 4.88nM 50μl 50μl

B2 2.44nM 50μl 50μl

B3 1.22nM 50μl 50μl

B4 0.61nM 50μl 50μl

B5 0.31nM 50μl 50μl

B6 0.15nM 50μl 50μl

B7 0.08nM 50μl 50μl

B8 0.04nM 50μl 50μl

B9 0.02nM 50μl 50μl

B10 0.01nM 50μl 0μl（无转移）

B11 0 50μl 无转移，只有 Buffer

B12 0 ( 无激酶对照） 50μl 无转移，只有 Buffer

图 4. 制备抑制剂的 1:1 系列稀释液。
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表 7. 底物混合物制备。

表 8. 激酶溶液制备。

3.B.  生成抑制剂 Staurosporine 剂量 - 反应曲线的操作方法 ( 续 )

4. 准备激酶反应组分 , 以 10μM ATP 反应为例 : 按照表 7 的描述为每一种激酶制备 200µl 2.5X ATP/Substrate Mix。

5. 取一个 384 孔板。向 384 孔板第 X 排，每一个奇数列 (1,3,5...23) 的孔里各转移 14µl 2.5X ATP/Substrate Mix。这 
 一排就是您的 待用 ATP/Substrate 排。

6. 按表 8 所示制备 140μl 激酶溶液 ( 按照 2μl/ 反应 / 孔，可做 70 个反应且有富余量 )。 按照该计划最终反应中激酶用 
 量等于 SB10 (ng 激酶 / 反应 )。

所需组分 所需体积

4X Kinase Buffer 50µl

100µM ATP (10XATP 储备液 ) 50µl

Substrate (1mg/ml)* 100µl

所需组分 所需体积

Kinase (100ng/µl) Xµl = (70 × SB10/100)

4X Kinase Buffer 35µl

Water Yµl = 105µl–X

* 如果底物是 MBP、酪蛋白或组蛋白 H1，则将 100µl 底物替换为使用 50µl
底物和 50µl 水

7. 向上述 384 孔板第 Y 排，每一个奇数列 (1,3,5...21) 的孔里添加 12μl 激酶溶液，向孔 Y23 中添加 8μl 激酶溶液。这 
 一排就是您的 待用激酶排。

8. 激酶反应实验 : 从第 Y 排，待用激酶排 的每个样品孔内，移取 2μl 激酶样品（每个样品 4 个重复）到 一个 384 孔检测板

 （白色不透光平板）A/B 两排的 A1-A24 及 B1-B22（孔 Y1 到孔 A1/A2/B1/B2，以此类推，最终孔 Y23 到 A23/A24）。

 注意 : 孔 B23-B24 中仅添加 2μl 1X Kinase Buffer，这两孔为 no-enzyme control（无激酶对照）。

9. 从之前准备好的待用抑制剂滴定排  中每个样品孔，移取 1μl 抑制剂样品（每个样品两个重复）到 384 孔检测板对应 
 的检测孔中（96 孔板的孔 A1 的抑制剂样品加入 384 孔检测板的孔 A1/A2，以此类推）。

10. 混匀上述 384 孔检测板，并室温孵育 10 分钟。

11. 从第 X 排，待用 ATP/Substrate 排  的每个样品孔，移取 2μl 2.5X ATP/Substrate Mix 到 384 孔检测板对应的含样品 
 （kinase/inhibitor mix）的孔中（孔 X1 中样品添加到孔 A1/A2/B1/B2, 以此类推）。

12. 离心上述 384 孔检测板。用微孔板震荡仪混匀 2 分钟。在室温下反应 60 分钟，或其他期望的时间。
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13. 用 ADP-Glo™ Kinase Assay 检测 ADP: 激酶反应孵育完成后，在所有待检测孔中加入 5μl ADP-Glo™ Reagent。  
 混匀 2 分钟，室温孵育 40 分钟。

14. 在上述所有待测孔中加入 10μl Kinase Detection Reagent。 混匀 2 分钟，室温孵育 30-60 分钟。

15. 测量发光信号 ( 整合时间 0.5 秒 )。

16. 计算激酶的百分比活性 : 首先从每个样品的信号中减去阴性对照的信号 ( 无酶且无 Staurosporine 组 )。 然后用 0% 
 的激酶活性组 ( 既不含化合物也不含酶 ) 和 100% 的激酶活性组 ( 含激酶不含化合物 ) 各自的复孔 RLU 均值来计算 
 在不同稀释度 Staurosporine 实验组的剩余的百分比酶活性。

注意：本方案中描述的各种试剂保存板 / 待用试剂排  及检测板的布置建议，是为方便多通道加样器的使用而设计的，您
可以参考本方案的建议，也可以按照实际的实验情况准备各种试剂和安排检测样品的排布。试剂准备和激酶反应可以在
同一块 384 孔板或不同的 384 孔板，只要确保进行 ADP-Glo™ Kinase Assay 检测的样品孔一定设置在白色不透光的平
板即可。

4.  一般注意事项

发光信号 (Luminescence): ADP-Glo™Kinase Assay 产生的发光信号是以相对光单位（Relative Light Units ，RLU）
来记录。相对光单位是仪器收集到样品中的发光信号后，通过计算得到的一个相对光强度，不同的仪器使用不同的算法
和感光元件，因此，原始的 RLU 数值在不同的仪器间会相差颇多，即便使用相同的实验模型，也不能直接进行比较。
以 ADP-Glo™Kinase Assay 而论，使用的检测仪器的不同，同一激酶测定产生的 RLU 就可能有很大的差别。因此，使
用任何特定的激酶系统生成的 RLU 将与该激酶对应的应用说明（Application Note）中显示的 RLU 不同。 应用说明的
链接可以在每个激酶产品的页面上找到 : www.promega.com/products/cell-signaling/kinase-assays-and-kinase-
biology/ 。

信号背景比（Signal to Background (SB) ratio）: SB 值的大小取决于所研究的激酶，酶产生的 SB 值取决于其活性。
因此，Promega 提供的激酶系统（Kinase Enzyme Systems）的每种激酶会依据其特定活性产生不同的 SB。此外，激
酶通常对冻融循环和高温下长时间放置非常敏感。 为了防止激酶活性下降，激酶应当被妥善分装保存，并且一旦从冰箱
中取出应立即操作和处理。

低酶活性（Low enzyme activity）: 一些激酶本身具有较低的比活性（low specific activity）。因此在进行分析时需要
用大量的酶来进行反应。 为了增加总 ADP 的产生，同时使用尽量少的酶，我们建议将孵育时间适当延长，和 / 或同时提
高激酶反应温度到 30-37℃（在进行 ADP-Glo™Kinase Assay 前，需将激酶反应平衡到室温，在室温条件下进行后续的
试剂孵育过程）。  

不依赖底物的激酶活性（Substrate-independent kinase activity）: 在体外，一些激酶具有固有的内在 ATP 酶活
性，这意味着在缺乏底物的情况下，激酶会磷酸化水 ( 水解 ) 并释放 ADP。 这取决于使用的激酶的特性，这种活性
可以在没有底物的情况下检测出来。所有的以 Kinase Enzyme System 形式购买到的激酶，都已进行过测试，通过用
Staurosposine 或激酶特异性抑制剂完全地抑制其活性，表明其中不具有外源性 ATP 酶活性。此外，如果一种激酶具有
ATP 酶活性，那么这种活性是可抑制的。而且，在无底物与有底物实验产生的 IC50 相似。
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产品资料：对于使用 KES 系统的研究者，除了本操作指南，以及 ADP-Glo™ Kinase Assay 技术手册 #TM313 或 ADP-
Glo™ Max Assay 技术手册 #TM343，还可以在 Promega 官网上获取以下专有的产品资料：

• CoA（Certificates of Analysis）：https://www.promega.com.cn/resources/certificates-of-analysis/（使用仅包含
激酶系统的目录号进行检索，不要使用KES+ ADP-Glo对应的目录号）。CoA文件中包括激酶产品的批次特异性活性，
储存建议，详细的组分列表，以及激酶的表达方式、序列信息等。激酶的批次特异性活性可以帮助使用者在每次收到
新产品后灵活的决定是否需要调整反应中激酶的用量。

组组分分列列表表  
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• 应用说明（Application Note）：应用说明的链接可以在每个激酶产品的页面上找到 : www.promega.com/
products/cell-signaling/kinase-assays-and-kinase-biology/ 。这份说明可以帮助使用者快速建立激酶实验的基
础条件。

在这份说明的第二页底部，会提供已验证过的对应激酶的 1xKinase buffer 的组成信息，方便使用者确定如 DTT、MnCl2
等辅助因子的最终工作浓度，以正确配制反应缓冲液。

KES 中的所有激酶被分为八个大类，依据已发表文献中的信息，我们为每一类激酶选择了与其已发布的 ATP Km 值范围
接近的浓度来进行激酶滴定和抑制剂滴定实验（因为有太多的激酶，我们不会针对每一种激酶进行全面的条件优化）。
相关的示例结果及反应条件，以及该浓度下的 ATP 到 ADP 转化曲线结果，均发布在对应激酶的 Application note 中（如
下图所示）。对于希望快速开始实验的使用者，我们建议您按照 Application Note 中描述的 ATP 浓度，底物浓度，反
应温度及时间来进行操作。当然，您也可以自行优化所有条件来达到最优的反应性能，相关建议可以查阅 ADP-Glo™ 
Kinase Assay 技术手册 #TM313 或 ADP-Glo™ Max Assay 技术手册 #TM343。

如本操作手册第 3 章节所述，我们建议您每次收到一份新的 KES 时，为了确定后续用于抑制剂的剂量 - 反应曲线测定的
最佳酶用量，首先进行激酶滴定。对于第一次使用的激酶，建议您参照对应的应用说明示例，进行完整的激酶滴定曲线
的测定。如果是已使用过的激酶，只是不同批次，您可以参照 CoA 文件上的批次特异性活性参数，进行小范围的滴定，
以确定批次特异的 SB10。我们不建议您直接使用应用说明上的 SB10 进行后续实验，因为不同批次酶的活力会有差异，
而您实际的操作、反应条件、检测耗材、检测仪器，都会影响 SB10 的实际结果。请务必为每一批激酶进行滴定优化，以
便使用最佳酶用量进行后续实验。应用说明中列举的Staurosporine或其他激酶特异性抑制剂量效曲线可以用作阳性对照，
用于确定实际的实验流程是否正确。

ATP到ADP转化曲线可以用于计算每个酶用量产生的ADP转化百分比，也可以用于评估ADP-Glo™Kinase Assay性能。
对于首次接触的使用者，或者新建立一种激酶检测的使用者，我们建议您生成转化曲线，以评估整个实验流程是否正确
运行。如果之后的实验不需要定量 ADP 的转化，则不需要每次实验生成转化曲线。当实验结果出现异常时，如背景信号
高、信号变异大、化合物效果与预期不符等等，可以通过转化曲线进行疑难排查，来判断出现异常的原因。
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6. 修订总结

英文原版操作手册在 2022/04 修订版中做了如下修改 :

1. 相比上一版本，修订了 Section 3.B, 第一步中 DMSO 的浓度为 5%。

2. 修正了一些笔误。

3. 更新了封面。
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