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1.  产品描述

磷脂酰肌醇 (	Phosphatidylinositol，PI ) 及其磷酸化衍生物，统称为磷酸肌醇，是重要的第二信使，作为信号分子和对
细胞膜重塑都至关重要 (1,2)。这些衍生物是由磷酸肌醇脂激酶 (phosphoinositide lipid kinases, PIKs；图 1)家族产生的。
哺乳动物中已鉴定出 19 种 PIK 亚型。根据它们优先磷酸化肌醇环 3、4 或 5 位羟基的能力，它们被大致分为三大家族：
磷酸肌醇 3- 激酶 ( PI3Ks )、磷酸肌醇 4- 激酶 ( PI4Ks ) 和磷酸肌醇磷酸激酶 (PIP5Ks 和 PIP4Ks ；图 1 及 7.A 部分；3)。

ADP-Glo™ 脂激酶系统提供一整套的试剂，可进行磷酸肌醇脂激酶（PIK）反应，并使用发光法 ADP 检测平台 ADP-
Glo™	Kinase	Assay(a,b,c) 进行检测。这个系统包含纯化的重组 I 类 PI3Ks 蛋白，优化的反应缓冲液，和即用型的脂激酶
底物。

ADP-Glo™ 脂激酶系统
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2. 产品描述（接上页）

脂质底物以冷冻的小单层囊泡形式提供，其中含有磷脂酰肌醇（PI）或磷酸肌醇 -4，5- 二磷酸 ( PIP2 )，以及作为载体
脂质的磷脂酰丝氨酸（PS）。PI 或 PIP2 与 PS 以 1:3 比例混合。PIP2 与 PS 以 1 ∶ 3 比例组成的底物已被优化用于 I
类 PI3Ks (4)。 由 PI 和 PS 以 1:3 的比例组成的底物被大多数家族成员所识别，是通用的 PI 脂激酶底物 (5,6)。

ADP-Glo™ 脂激酶检测的原理和整体检测流程如图 2 和图 3 所示。通过将脂质底物 (PI:3PS 或 PIP2:3PS)、重组酶以
及 ATP 共同孵育来进行脂激酶反应，然后使用 ADP-Glo™	Kinase	Assay	来检测激酶活性。ADP-Glo™	Kinase	Assay
以两个步骤来实现。在激酶反应结束后，第一步，加入一种 ATP 消耗试剂，这一步骤会终止脂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），只留下 ADP。第二步，加入一种检测试剂，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通过偶联的萤光素酶 /萤光素反应被转化为光信号 (图 2和图 3)。

2 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
TM365 · Revised 10/22 www.promega.com

1. Description (continued)

Lipid substrates are supplied as frozen small unilamellar vesicles containing a mixture of phosphatidylinositol (PI) or 
phosphoinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) at a 1:3 ratio with phosphatidylserine (PS) as carrier lipid. A substrate composed 
of PIP2 and PS at a 1:3 ratio has been optimized to use with class I PI3Ks (4). A substrate composed of PI and PS at a 1:3 
ratio was demonstrated to be recognized by the majority of family members and provides a universal PI lipid kinase 
substrate (5,6).

The principle of the ADP-Glo™ Lipid Kinase Assay and the overview of the assay procedure are illustrated in Figures 2 and 3. 
The lipid kinase reaction is performed by incubating lipid substrate (PI:3PS or PIP2:3PS) with a recombinant enzyme and 
ATP, and the kinase activity is measured using the ADP-Glo™ Kinase Assay. The ADP-Glo™ Kinase Assay is performed in two 
steps. First, after the kinase reaction, an ATP-depletion reagent is added to terminate the lipid kinase reaction and deplete 
any remaining ATP, leaving only ADP. Second, a detection reagent is added to simultaneously convert ADP to ATP and allow 
the newly synthesized ATP to be converted to light using a coupled luciferase/luciferin reaction (Figures 2 and 3).
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Figure 1. Reactions catalyzed by phosphoinositide lipid kinases in vitro.
图 1. 磷酸肌醇脂激酶催化的体外反应。
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Figure 2. Principle of the ADP-Glo™ Lipid Kinase Assay. The lipid kinase reaction is performed in the presence of the 
appropriate substrate and ATP. Then the activity of the kinase is detected using the ADP-Glo™ Assay in two steps. First, 
the kinase reaction is terminated, and any ATP remaining after the reaction is depleted, leaving only ADP. Then the Kinase 
Detection Reagent is added to convert ADP to ATP, which is used in a coupled luciferin/luciferase reaction. The 
luminescent output is measured and is correlated with kinase activity.

The ADP-Glo™ Lipid Kinase Assays provide a convenient and sensitive approach for measuring activity of all classes of 
phosphoinositide lipid kinases (PIKs). The assays can be performed in 96- or 384-well plates and can be used for enzyme 
characterization, inhibitor screening or compound profiling.

Assay Advantages

• Features: Homogenous, robust and non-radioactive assay.

• Flexible: One format for lipid and protein kinases with broad linear range of ATP concentrations.

• Positive Signal Output: Assay signal increases linearly with increasing product formation.

• Large Dynamic Range: High signal-to-background ratios at lower percent conversions of ATP to ADP allow use of 
smaller amounts of enzyme.

图 2. ADP-Glo™ 脂激酶检测的原理。 在合适的底物和 ATP 的存在下进行脂激酶反应。然后用 ADP-Glo™	Assay	以两步
操作来检测激酶的活性。第一步，添加 ADP-Glo™ Reagent 终止脂激酶反应并耗尽体系中剩余的 ATP，只留下 ADP 。然
后添加 Kinase Detection Reagent，将 ADP 转化为新的 ATP，同时使得新合成的 ATP 被偶联的萤光素酶 / 萤光素反应
利用产生发光。最终产出的发光信号被测量， 其与激酶活性正相关。

ADP-Glo™ 脂激酶检测系统提供了一种便捷灵敏的方法来测量所有类型的磷酸肌醇脂激酶 (PIKs) 活性。 该方法可在 96
孔板或 384 孔板中进行，可用于酶学表征、抑制剂筛选或化合物分析。

检测系统优势

• 特点：均质、稳健且非放射性的检测方法。

• 灵活：脂激酶与蛋白激酶采用同一种检测模式且具有广泛的 ATP 浓度线性范围。

• 正信号输出：检测信号随产物生成的增加而线性增加。

• 大动态范围：在较低的 ATP 转化为 ADP 百分比情况下具有高信号背景比率，容许使用更小剂量的激酶进行反应。
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Step 3

Figure 3. Schematic representation of ADP-Glo™ Lipid Kinase Assay protocol.

图 3. ADP-Glo™ 脂激酶检测方案示意图。

第一步

组装激酶反应。
将脂激酶添加到含脂质底物的PI3K反应缓冲液中，配制成1.25
倍（1.25X）终浓度的工作液。取 20µl 脂激酶工作液，向其
中添加 5µl 的 ATP（5X 终浓度），混匀后孵育 15-60min。

准备 ADP-Glo™ Reagent。 
取所需量的试剂盒中提供的 ADP-Glo™ Reagent ，
向其中添加 MgCl2 到终浓度 10mM（在 ADP-Glo™ 
Reagent 中的终浓度）。

准备 Kinase Detection Reagent。
将 Kinase Detection Buffer 添加到 
Kinase Detection Substrate 瓶中并
混匀。

添加 ADP-Glo™ Reagent。
量取与激酶反应等体积（25µl）的
ADP-Glo™ Reagent 添加到激酶反
应中。混匀，并孵育 40 分钟。

添加 Kinase Detection Reagent。
量取激酶反应 2 倍体积 (50µl) 的 Kinase 
Detection Reagent 并添加到反应孔中，
混匀，并孵育 30-60 分钟。

记录发光信号
使用白色不透光检测板

第二步

第三步
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2.  产品组分和储存条件

激酶

脂质底物

PI 激酶检测系统

产品 规格 目录号

PI3K (p110α/p85α), 20µg 200µl V1721

PI3K (p110α [E545K]/p85α), 20µg 200µl V1731

PI3K (p110α [H1047R]/p85α), 20µg 200µl V1741

PI3K (p110β/p85α), 20µg 200µl V1751

PI3K (p120γ), 20µg 200µl V1761

PI3K (p110δ/p85α), 20µg 200µl V1771

产品 规格 目录号

PI:3PS Lipid Kinase Substrate, 0.5mg 0.5ml V1711

PIP2:3PS Lipid Kinase Substrate, 0.25mg 0.25ml V1701

产品 规格 目录号

ADP-Glo™ Kinase Assay with PI:3PS 1,000 assays V1781

产品 规格 目录号

ADP-Glo™ Kinase Assay with PI:3PS 10,000 assays V1782

每一个重组酶随附 1ml 5X PI3K Reaction Buffer。

V1711 与 V1701 都随附 1ml 10X Lipid Dilution Buffer 和 1ml 1M MgCl2。试剂盒中提供足够的底物：如果在 384 孔 LV
板中进行 5 μl 激酶反应，可进行 1000 次测定；如果在 96 孔板中进行 25 μl 激酶反应，可进行 200 次测定。

V1781足够用于：如果在 384孔 LV板中进行 5 μl激酶反应，可进行 1000次测定；如果在 96孔板中进行 25 μl激酶反应，
可进行 200 次测定。包括 :

•   1 套 V1711 PI:3PS Lipid Kinase Substrate, 0.5mg

•   1 套	 V9101	 ADP-Glo™	Kinase	Assay,	1,000	assays

V1782足够用于：如果在 384孔 LV板中进行 5 μl激酶反应，可进行 10000次测定；如果在 96孔板中进行 25 μl激酶反应，
可进行 2000 次测定。包括 :

•   1 套 V1712 PI:3PS Lipid Kinase Substrate, 5mg

•   1 套	 V9102	 ADP-Glo™	Kinase	Assay,	10,000	assays
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2. 产品组分和储存条件 ( 接上页 )

产品 规格 目录号

ADP-Glo™ Kinase Assay with PIP2:3PS 1,000 assays V1791

产品 规格 目录号

ADP-Glo™ Kinase Assay with PIP2:3PS 10,000 assays V1792

产品 规格 目录号

PI3K-Glo™ Class I Profiling Kit 1 each V1690

产品 规格 目录号

PI3K Class I Enzyme System 1 each V1691

V1791足够用于：如果在 384孔 LV板中进行 5 μl激酶反应，可进行 1000次测定；如果在 96孔板中进行 25 μl激酶反应，
可进行 200 次测定。包括 :

•   1 套 V1701 PIP2:3PS Lipid Kinase Substrate, 0.25mg

•   1 套	 V9101	 ADP-Glo™	Kinase	Assay,	1,000	assays

V1792足够用于：如果在 384孔 LV板中进行 5 μl激酶反应，可进行 10000次测定；如果在 96孔板中进行 25 μl激酶反应，
可进行 2000 次测定。包括 :

•   1 套 V1702 PIP2:3PS Lipid Kinase Substrate, 2.5mg

•   1 套	 V9102	 ADP-Glo™	Kinase	Assay,	10,000	assays

V1690足够用于：如果在 384孔 LV板中进行 5 μl激酶反应，可进行 1000次测定；如果在 96孔板中进行 25 μl激酶反应，
可进行 200 次测定。包括 :

• 		 1	kit	 V1691	 PI3K	Class	I	Enzyme	Kit

•   1 kit V1701 PIP2:3PS Lipid Kinase Substrate, 0.25mg

• 		 1	kit	 V9101	 ADP-Glo™	Kinase	Assay,	1,000	assays

包括 :

•   50µl PI3K (p110α/p85α), 5µg

•   50µl PI3K (p110β/p85α), 5µg

•   50µl PI3K (p120γ), 5µg

•   50µl PI3K (p110δ/p85α), 5µg

•    2× 1ml PI3K Reaction Buffer, 5X
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3. 开始前准备

脂激酶检测是在 1X PI3K Reaction Buffer 中使用 0.1mg/ml 的 PI:3PS 或 0.05mg/ml 的 PIP2:3PS 脂质底物在 25µM 
ATP 条件下进行的。该方法也可与其他 ATP 浓度以类似的方式进行。

若使用其他缓冲液或脂质底物，则需确定其与ADP-Glo™检测系统的兼容性。有关ADP-Glo™	Kinase	Assay的更多信息，
请参见ADP-Glo™	Kinase	Assay	Technical	Manual	#TM313，可通过以下链接获取：www.promega.com/protocols/

用户需提供的材料

• 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

• 涡旋混合器

储存条件

重组 PI3K 酶：将重组 PI3K 酶保存在 –65℃以下。第一次使用时，将其快速融化后置于冰上。将任何暂不使用的重组
PI3K 酶分装成一次性使用的小份剂量，并立即将其速冻。避免多次冻融循环。

脂质底物：将脂质底物保存在 –65℃ 以下。在使用前，将其在室温融化并完全地平衡至室温。通过涡旋（vortexing）充
分混匀至少 1 分钟。融化的脂质底物可以在室温 (+15℃ 至 +30℃ ) 保存至少 6 个小时，或在 +2℃至 +10℃保存一周。

缓冲液：将 5X PI3K Reaction Buffer，10X Lipid Dilution Buffer 和 1M MgCl2 保存在 –30℃ 至 –10℃。

ADP-Glo™ Kinase Assay: 收到 ADP-Glo™	Kinase	Assay时，将其中的 ATP 取出并保存在 –65℃以下。将试剂盒中
其余组分全部保存在 –30 至 –10℃。使用前，将所有组分在室温下完全解冻。解冻后，在使用前将各组分充分混合。因
为ATP经历冻融循环后天然地容易发生水解，请将其分装成单次使用的小份剂量后，将暂不使用的部分冻存至–65℃以下。
Kinase Detection Reagent (Kinase Detection Buffer + Substrate) 和 ADP-Glo™ Reagent 首次融化并制备好后，请将
其分装成小份剂量并保存于 –30 至 –10℃。为了方便使用，这两种试剂均可在室温下保存 24h，信号没有显著损失。
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3.A. 准备 ADP-Glo™ 检测所需试剂

制备 ADP-Glo™ Reagent

1. 使用前将 ADP-Glo™ Reagent 平衡到室温。

2. 移取当次实验所需体积的 ADP-Glo™ Reagent 到新的容器中。

3. 向其中添加 MgCl2 ，至终浓度为 10mM 。

4. 此制备好的试剂可以在室温稳定保存 24 小时。

5. 将剩余未使用的 ADP-Glo™ Reagent 分装成小份剂量，保存于 –30 至 –10° C。

制备 Kinase Detection Reagent

1. 在使用前，将 Kinase Detection Buffer 与 Kinase Detection Substrate 平衡至室温。

2. 将一整瓶 Kinase Detection Buffer 全部转移到盛放 Kinase Detection Substrate 的棕色瓶中，以重悬其中的冻干粉 
 底物。这一操作将制成 Kinase Detection Reagent。

3. 通过涡旋、打圈晃动、或颠倒来混匀内容物，以得到均质的溶液。

4. 制备好的 Kinase Detection Reagent 应当在 24 小时内使用，或分装成小份剂量并保存在 –30 至 –10° C。 重悬的试 
 剂在经受几次冻融循环后仍能保持稳定，没有信号损失。

制备 2.5X PI3K Reaction Buffer

1. 在使用前，将 5X PI3K Reaction Buffer 平衡至室温。

2. 移取当次实验所需体积的 5X PI3K Reaction Buffer 到新的容器中。

3. 向其中添加等体积的 ddH2O。
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3.B. 准备脂激酶底物

PI:3PS 和 PIP2:3PS 这两种脂激酶底物被开发用于 ADP-Glo™	Lipid	Kinase	Assays。

PI:3PS 脂激酶底物由 1mg 磷脂酰肌醇 (PI) 和作为载体磷脂加入的 3mg 磷脂酰丝氨酸 (PS) 共同构成。PI:3PS 是 PI3K
和 PI4K 家族所有成员的通用底物。推荐的激酶反应中的 PI:3PS 终浓度为 0.1mg/ml。

PIP2:3PS 脂激酶底物由 1mg 磷酸肌醇 - 4,5 - 二磷酸 (PIP2) 与 3mg PS 共同构成。PIP2:3PS 是 I 型 PI3Ks 的选择性底
物。推荐的激酶反应中的 PIP2：3PS 终浓度为 0.05mg/ml。

注意：在加入激酶反应之前，脂质底物应在 2.5 X Lipid Dilution Buffer 中配制成 2.5X 终浓度。浓度计算是基于 PI 或
PIP2 的浓度。不要将脂质底物直接稀释到 PI3K Reaction Buffer 中，因为脂质囊泡在该缓冲液中不稳定并会开始沉淀。
配制 1ml 2.5X 脂质底物工作液。

1. 融化 PI:3PS 或 PIP2:3PS 储备液，并将其平衡至室温。

2. 通过充分涡旋（vertexing）至少 1 分钟来混匀融化了的脂质底物。

3. 将 250µl PI:3PS 储备液，或 125µl PIP2:3PS 储备液，添加到 250µl 10X Lipid Dilution Buffer 中。

4. 加水至总体积达到 1ml。

5. 通过充分涡旋至少 1 分钟来完全地混匀上述溶液。

 注意 : 脂质底物在每次使用前都应当完全混匀。

3.C. 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，并确保脂激酶反应是在底物向产物转化的初始速率 ( 一般为转化率 5 - 10 % 时 ) 下进
行，需要绘制 ATP 到 ADP 的转化曲线。转化曲线也将指示检测试剂的性能，并有助于仪器优化。

在激酶反应所需的 ATP 和底物浓度下进行 ATP 到 ADP 转化曲线的制作。以下提供了使用 0.05mg/ml 的 PIP2：3PS 底
物在 25µM ATP 浓度下为	ADP-Glo™	Lipid	Kinase	Assay	建立 ATP 到 ADP 转化曲线的配制方法。以 40% 的 ATP 转化
为 ADP 为起始点的标准曲线见图 4。
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3.B. Preparing Lipid Kinase Substrates

Two lipid kinase substrates, PI:3PS and PIP2:3PS, were developed for use with ADP-Glo™ Lipid Kinase Assays.

PI:3PS Lipid Kinase Substrate consists of 1mg of phosphatidylinositol (PI) and 3mg of phosphatidylserine (PS) added as 
a carrier phospholipid. PI:3PS is a universal substrate for all members of PI3K and PI4K families. The recommended final 
PI:3PS concentration in a kinase reaction is 0.1mg/ml. 

PIP2:3PS Lipid Kinase Substrate consists of 1mg of phosphoinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) formulated with  
3mg of PS. PIP2:3PS is a selective substrate for class I PI3Ks. The recommended final PIP2:3PS concentration in a kinase 
reaction is 0.05mg/ml. 

Note: Before adding to a kinase reaction, the lipid substrates are prepared at 2.5X final concentration in 2.5X Lipid 
Dilution Buffer. The calculations are based on PI or PIP2 concentrations. Do not dilute lipid substrates directly into PI3K 
Reaction Buffer since lipid vesicles are unstable and start precipitating in this buffer. Preparation of 1ml of 2.5X Lipid 
Substrate working solution 

1. Thaw stock solution of PI:3PS or PIP2:3PS, and equilibrate to room temperature.

2. Mix by extensive vortexing for at least 1 minute.

3. Add 250µl of PI:3PS stock solution or 125µl of PIP2:3PS stock solution to 250µl of 10X Lipid Dilution Buffer.

4. Add water up to 1ml.

5. Mix well by extensive vortexing for at least 1 minute. 
 Note: Lipid substrates should be mixed well every time before use. 

3.C. Creating a Standard Curve for Conversion of ATP to ADP

To estimate the amount of ADP produced in kinase reaction and ensure that lipid kinase reactions are performed under 
initial rates of substrate to product conversion (typically 5–10%), an ATP-to-ADP conversion curve should be performed. 
The conversion curves will also indicate the performance of detection reagents and can aid in instrument optimization. 

Perform the ATP-to-ADP conversion curve at the desired ATP and substrate concentrations. A setup of the ATP-to-ADP 
conversion curve for the ADP-Glo™ Lipid Kinase Assay using 0.05mg/ml of PIP2:3PS substrate at 25µM ATP is provided. 
The standard curve starting at 40% conversion of ATP to ADP is shown in Figure 4. 
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To estimate the amount of ADP produced in kinase reaction and ensure that lipid kinase reactions are performed under 
initial rates of substrate to product conversion (typically 5–10%), an ATP-to-ADP conversion curve should be performed. 
The conversion curves will also indicate the performance of detection reagents and can aid in instrument optimization. 

Perform the ATP-to-ADP conversion curve at the desired ATP and substrate concentrations. A setup of the ATP-to-ADP 
conversion curve for the ADP-Glo™ Lipid Kinase Assay using 0.05mg/ml of PIP2:3PS substrate at 25µM ATP is provided. 
The standard curve starting at 40% conversion of ATP to ADP is shown in Figure 4. 
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3.C. 为 ATP 到 ADP 的转化生成标准曲线 ( 接上页 ) 

操作方案

第一部分：按照激酶反应中使用的 ATP 浓度制备 5X ATP 浓度对应的 ATP + ADP 稀释液母液板。举例来说，如果在
25µM ATP 下进行脂激酶反应，则应当如表 1 所示制备 125µM 系列 ATP + ADP 标准品。

表 1. 制备 125µM ATP 对应的 ATP + ADP 稀释液母液板概述

1. 取适量试剂盒中提供的 Ultra Pure ATP 和 ADP，用水稀释，制备成 600µl 的 125µM ATP 和 600µl 的 125µM ADP。 

 注意 : 只能使用试剂盒中提供的 Ultra Pure ATP。 其他来源的 ATP 可能含有较多 ADP，会导致背景信号较高。

2. 将上一步骤中准备的 125µM ATP 和 ADP 溶液按表 1 所示的方案添加到 A1 ~ A6 孔中，以模拟每个百分比的生成物
 ( ADP ) 形成时的 ATP 和 ADP 浓度。

3. 混合均匀。

第二部分 : 组装 ATP+ADP 转化曲线板（示例使用 96 孔板规格）。在转化曲线样品中使用将用在激酶反应中的脂质底物。
在提供的示例中，我们使用 PIP2:3PS 脂质底物。

1. 取一块新的孔板作为 ATP+ADP 转化曲线检测板（此时应使用白色不透光平板）。向检测板的孔 A1–A6 中均添加  
 10µl 2.5X PI3K Reaction Buffer，10µl 2.5X PIP2:3PS 工作液（在第 3.B 节制备）。

 注意：可将 2.5X PI3K Reaction Buffer 和 2.5X PIP2:3PS Lipid Substrates 混合在一起，然后向每个孔中加入 20µl  
 的混合液。

2. 从母液板（按照表 1 制备）的各个孔中移取 5µl ATP + ADP 稀释液母液，添加到检测板上对应的孔中（即 A1 到 
 A1，A2 到 A2，以此类推）。至此，制备得到了 25µM ATP +ADP 转化曲线样品。

 注意 : 更好的做法是，转化曲线样品应有三个重复孔，并且与激酶反应在同一块检测板上平行进行。

第三部分：按照第 4.A 节	ADP-Glo™	Lipid	Kinase	Assay	操作方法的第 7 步及后续步骤继续操作。

孔编号 A1 A2 A3 A4 A5 A6

ATP 到 ADP 的 40% ADP + 20% ADP + 10% ADP + 5% ADP + 2.5% ADP + no ADP +

百分比转化率 60% ATP 80% ATP 90% ATP 95% ATP 97.5% ATP 100% ATP

125µM ADP (µl) 40 20 10 5 2.5 0

125µM ATP (µl) 60 80 90 95 97.5 100
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Figure 4. Example of standard ATP-to-ADP conversion curve at 25µM ATP. ATP–to-ADP conversion curves were created 
as described in Section 3.C. The assay was performed in a solid-white, 96-well plate. Luminescence was recorded using a 
GloMax® 96 Microplate Luminometer. Values represent the mean of four replicates. Although the absolute values will vary 
between plate readers, the signal-to-background ratio should not be affected. Panel A shows a linear relationship between 
the luminescent signal and the amount of ADP in the reaction buffer with PI:3PS or PIP2:3PS lipid substrates. Panel B 
shows the raw RLU (Relative Light Units) values with PIP2:3PS substrate and calculated signal-to-background ratios at 
different percent of product formation.

图 4. 25µM ATP 的标准 ATP 到 ADP 转化曲线示例。 ATP 到 ADP 转化曲线的制作如第 3.C 节所述。该检测在白色不透
光 96 孔板中进行。使用 GloMax® 96 Microplate Luminometer 记录发光。数值代表了四次重复的均值。 虽然不同发光
检测仪读出的绝对值会有所不同，但信背比（signal-to-background ratio）并不受影响。 Panel A 显示了在含 PI:3PS 或 
PIP2:3PS 脂质底物的反应缓冲液中的 ADP 的量与发光信号之间的线性关系。Panel B 展示了含 PIP2:3PS 底物的条件
下不同产物生成比例下对应的原始 RLU ( 相对光单位 ) 值和计算得到的信背比。
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4. 操作方案 

该操作方案是为在 96 孔板中进行 25µl 反应提供的。如果使用其他反应体积，请保持酶反应体积与 ADP-Glo™ Reagent  
体积与 Kinase Detection Reagent 体积是 1:1:2 的比例。

4.A. 优化酶浓度

为确定最佳酶浓度，在激酶反应所需的 ATP 和脂质底物浓度下设置激酶滴定实验。用于后续化合物筛选和待测化合物
IC50 测定的最佳脂激酶用量，是在激酶滴定曲线线性范围内产生发光且底物转化为产物的量小于 10 % 的脂激酶量。代表
性数据见图 5。

1. 混合等体积的 2.5X PI3K Reaction Buffer 与 2.5X 脂质底物工作液（在第 3.B 节制备）。

2. 直接使用上一步骤中制备的 PI3K Reaction Buffer/Lipid Substrate 混合液对脂激酶进行二倍系列稀释，从 5ng/µl 开始。

3. 混合均匀。

4. 将稀释好的激酶每一孔移取 20µl 到一个反应板（检测板）中。

5. 使用水稀释试剂盒中提供的 10mM ATP 储备液制备成 125µM ATP 工作液。向每一孔中添加 5µl 125µM ATP 来开始 
 脂激酶反应。

6. 盖上检测板，混匀 30-60 秒（可使用微孔板震荡仪），然后在 23° C （室温）孵育 1 小时。

7. （打开检测板）向其中每个需要检测的孔中添加 25µl 在第 3.A 节制备好的 ADP-Glo™ Reagent （含 10mM MgCl2）， 
 来终止酶反应并消耗所有未反应的 ATP。

8. 在 23° C ( 室温 ) 孵育 40 分钟。

9. 向上述每个孔中添加 50µl Kinase Detection Reagent，以将 ADP 转化为新的 ATP，并将新生成的 ATP 引入萤光素酶 / 
 萤光素反应被检测。

10. 在 23° C ( 室温 ) 孵育 40 分钟。

11. 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： 仪器的参数设置取决于仪器生产厂家。使用每孔 0.25 ~ 1 秒的整合时间为参考标准。ADP-Glo™Kinase  
	 Assay信号具有长半衰期，容许检测板在读取前在室温放置更长一点的时间。

 可选：可以用另一种可替代操作方案来组装激酶反应。举例来说：直接使用 2.5X PI3K Reaction Buffer 对脂激酶进 
 行二倍系列稀释，从 10ng/µl 开始。从稀释好的脂激酶中每孔转移 10µl 到一个反应板中。将第 3.B 节中制备的 2.5X  
 脂质底物工作液与用水稀释储备液制备得到的 125µM ATP 工作液以 2:1 的比例混合。取 15µl 制备好的脂质底物 / 
 ATP 混合液，添加到每一个含稀释激酶样品的孔中，来开始激酶反应。然后执行上述步骤 6 及后续操作。
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Figure 4. Example of standard ATP-to-ADP conversion curve at 25µM ATP. ATP–to-ADP conversion curves were created 
as described in Section 3.C. The assay was performed in a solid-white, 96-well plate. Luminescence was recorded using a 
GloMax® 96 Microplate Luminometer. Values represent the mean of four replicates. Although the absolute values will vary 
between plate readers, the signal-to-background ratio should not be affected. Panel A shows a linear relationship between 
the luminescent signal and the amount of ADP in the reaction buffer with PI:3PS or PIP2:3PS lipid substrates. Panel B 
shows the raw RLU (Relative Light Units) values with PIP2:3PS substrate and calculated signal-to-background ratios at 
different percent of product formation.
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Figure 5. Examples of lipid kinase titrations. The titration of lipid kinases was performed in solid white, 96-well plates in 
a total volume of 25µl in PI3K kinase reaction buffer at 25µM final ATP concentration with 0.05mg/ml PIP2:3PS lipid 
substrates. Assays were performed at 23°C for 1 hour. Panels A and B show representative data of the enzyme titration 
curves. Each data point represents the mean +/– standard deviation of four samples. Panel C shows sensitivity and linear 
range of the reaction. Panel D shows the amount of enzyme required for 5% product formation. This represents an 
optimal assay window for setting up inhibitor screens since the reactions are performed under conditions of initial rates. 
High Z´-factor values are obtained under these conditions (6,7).

图 5. 脂激酶滴定示例。 脂激酶滴定在白色不透光 96 孔板中进行，使用终浓度为 25µM ATP、0.05mg/ml PIP2:3PS 脂
质底物在 PI3K kinase reaction buffer 中进行总体积为 25µl 的反应，反应在 23° C 孵育 1 小时。Panels A 与 B 显示
了酶滴定曲线的代表性数据。每个数据点代表四个样本的均值 ±标准差。Panel C 显示了反应的灵敏度和线性范围。 
Panel D 显示了 5 % 产物形成所需的酶量。由于反应是在初始速率条件下进行的，因此这是设置抑制剂筛选的最佳分析
窗口。在此条件下获得了较高的 Z’因子值 ( 6、7)。
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4.B. 抑制剂滴定

以下操作方案是在激酶反应中进行抑制剂滴定的示例，反应体积为 25µl，使用 ATP 终浓度为 25µM；实际使用时，可
以按需调整反应体积和 ATP 浓度。代表性的抑制剂滴定数据请查阅图 6。

1. 制备测试抑制剂的二倍系列稀释液。

2. 转移每个测试抑制剂系列稀释样品 2.5µl 到检测板中。

3. 设置 无激酶 ( 背景 ) 与 无测试化合物 ( 最大信号 ) 对照孔。向这些孔中添加 2.5µl 测试化合物溶剂。

4. 制备 PI3K Reaction Buffer/Lipid Substrate 混合液 ：将等体积的 2.5X PI3K Reaction buffer 与 2.5X 脂质底物 
 工作液（在第 3.B 节制备）混合均匀。

5. 使用上一步骤制备的 PI3K Reaction Buffer/Lipid Substrate 混合液稀释脂激酶到所需终浓度的 1.25X。 这样就制 
 备好了激酶工作液。

6. 混合均匀。

7. 移取 20µl 制备好的激酶工作液到检测板上每一个含测试化合物样品的孔中（包括无测试化合物对照孔，不包括无 
 激酶背景对照孔）。向无激酶背景对照孔中添加 20µl 不含激酶的 PI3K Reaction Buffer/Lipid Substrate 混合液
 （本节第 4 步制备）。

8. 在室温孵育 10–20 分钟使抑制剂与激酶结合。

9. 向每一孔添加 2.5µl 250µM ATP（用水稀释 10mM 储备液制备得到）来开始激酶反应。

10. 盖上平板并混匀，然后孵育所需的时间（具体时间由使用者自行确立）。

11. 按照第 4.A 节第 7 步及后续步骤进行	ADP-Glo™	Kinase	Assay	操作。

12. 记录发光。

图 6. PI3K 家族抑制剂效价数据示例。 使用第 4.B 节所述操作方案测定已知的 PI3K 抑制剂 wortmannin（渥曼青霉素）
的 IC50 值。从所有组的数据中扣除无激酶背景对照组的读值，抑制百分比为所有检测组相对于无抑制剂组（100% 活力）
的相对酶活力。使用 SigmaPlot 9.0 软件提供的 Sigmoidal dose-response(Variable slope) 模型拟合数据，结果展示在
Panel A。Panel B 展示了反应中使用的酶量和计算得到的对不同 I 型 PI3K 亚型的 IC50 值。
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4.B. Inhibitor Titrations

The following protocol is an example of an inhibitor titration in a kinase reaction at 25µM final ATP concentration in a 25µl 
reaction volume; the actual volumes and ATP concentrations can be adjusted as needed. Representative inhibitor titration 
data are shown in Figure 6. 

1. Make a twofold serial dilution of test inhibitor.

2. Transfer 2.5µl of the test compound serial dilutions to the assay plate.

3. Set up no-enzyme (background) and no-test compound (maximum signal) control wells. Add 2.5µl of test 
compound vehicle to those wells. 

4. Prepare PI3K Reaction Buffer/Lipid Substrate mixture by combining equal volumes of 2.5X PI3K Reaction buffer 
with 2.5X Lipid Substrate working solution prepared in Section 3.B.

5. Dilute Lipid Kinase Enzyme into prepared PI3K Reaction Buffer/Lipid Substrate mixture at 1.25X the final desired 
concentration. This is your working kinase solution.

6. Mix well.

7. Transfer 20µl of prepared working kinase solution to the test compound wells except for the no-enzyme 
(background) control well. Add 20µl of PI3K Reaction Buffer/Lipid Substrate mixture without enzyme into the 
background control well. 

8. Incubate at room temperature for 10–20 minutes to allow inhibitor binding to kinase.

9. Start reaction by adding 2.5µl of 250µM ATP diluted in water from supplied 10mM stock solution. 

10. Mix the plate, cover the plate and incubate for the desired amount of time. 

11. Follow the ADP-Glo™ Kinase Assay protocol described in Section 4.A, starting at Step 7.

12. Record luminescence.
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Figure 6. Example of general PI3K inhibitor potency data. IC50 values of the known PI3K inhibitor wortmannin were 
determined using the protocol described in Section 4.B. No-enzyme (background) control values were subtracted from all 
data points, and the percent inhibition was calculated relative to enzyme activities in the absence of inhibitor (100% 
activity). Data were plotted using the sigmoidal dose-response, variable slope model supplied with SigmaPlot 9.0 
software and are shown in Panel A. Panel B shows the amount of enzyme used in the reactions and the calculated IC50 
values for different class I PI3K isoforms.
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5. 一般注意事项 

检测条件

反应缓冲液：我们建议使用 PI3K reaction buffer (50mM HEPES [pH 7.5], 50mM NaCl, 3mM MgCl2, 0.025mg/ml 
BSA) 并在其中加入任何特定激酶可能需要的额外添加剂 (见表3)，在室温下运行反应1小时。如果使用其他反应缓冲液，
需确保当酶反应中加入 ADP-Glo™ Reagent 之后，整个体系中 MgCl2 的浓度至少是 5mM 。

脂激酶：在使用脂激酶时，我们建议避免冻融循环。在制备激酶工作液时，将脂激酶直接稀释在含有脂质底物的反应
缓冲液中。

脂质底物：脂质底物应当先用 Lipid Dilution Buffer (25mM HEPES [pH 7.5], 0.5mM EGTA) 稀释，然后再与 PI3K 
Reaction Buffer 混合，以尽量减少当 Mg2+ 浓度 >5mM 时可能出现的脂质沉淀。脂质底物在 Lipid Dilution Buffer 中
在室温条件下至少可稳定存放 6 小时，或可在 2–10℃ 稳定存放一周。在添加到激酶反应之前，应当先将脂质底物平
衡到室温并充分混匀。由于脂质的固有特性，其会与塑料非特异性结合，因此当处理这些底物时应尽量减少移液操作。

检测板与仪器：我们建议使用适合进行发光检测的标准白色不透光多孔板 ( 例如，Corning	Cat.#	3912,	3674)。检测
的结果可使用多种微孔板读数仪来记录；尽管如此，读出的相对光强度（RLU）数值会因仪器而异。检测孔的几何结
构和小分液体积可能会影响混匀的效率，继而单个孔内的检测均一性差会导致反应噪声增大和 / 或信号降低。一条标准
的 ATP 到 ADP 转化曲线可以有助于液体操作与仪器性能的优化。

检测中的对照组

无酶对照：设置三个重复的孔作为无激酶的阴性对照，其中不含激酶，用于测定背景发光值。无酶对照组应当与激酶
反应组具有相同的条件设置（相同的反应体积，缓冲液，脂质底物和 ATP 浓度）。

无底物对照：设置三个重复的孔作为无底物对照，其中不含底物且使用经优化的激酶量，用于测定不依赖底物的 ATP
水解。该对照组应与激酶反应组具有相同的条件设置（相同的反应体积，缓冲液，和 ATP 浓度）。 不依赖底物的
ATP 水解可以指示酶的自磷酸化活性或酶制剂中存在其他 ATP 水解活性。

无抑制剂对照：是会获得最大信号的对照组，其中添加化合物溶剂（用于溶解测试化合物）。应为每一种应用不同溶
剂的测试化合物设置一组对应的无抑制剂对照组。大多数情况下，化合物溶剂由含 DMSO 的缓冲液系统组成。ADP-
Glo™	Kinase	Assay可耐受不超过 5% DMSO。

已知抑制剂对照 ( 推荐 )：使用一种已知的泛亚型或某种亚型特异性的抑制剂作为特异性抑制磷酸肌醇脂激酶的阳性对
照，设置三个重复的孔或一组系列稀释液。
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7. 附录

7.A. 磷酸肌醇脂激酶的分类

表 2. 磷酸肌醇脂激酶 (PIKs)。

Class Enzyme Accession No. In vivo Substrate In vitro Substrate Function

Phosphoinositide 3-kinases (PI3Ks)

Class IA

PI3CA/PIKR1
(p110α/p85α)

U79143/ 
XM_043865

PI(4,5)P2 PI, PI(4)P, and 
PI(4,5)P2

Generate second messenger 
PI(3,4,5)P3. Regulate receptor 
tyrosine	kinase	and	GPCR	

pathways.

PI3CB/PIKR1
(p110β/p85α)

NM_006219/ 
XM_043865

PI3CD/PIKR1
(p110δ/p85α

NM_005026/ 
XM_043865

Class IB PI3KCG
	(p120γ) AF327656 PI PI

Generate second messenger
PI(3,4,5)P3. Regulate receptor 
tyrosine	kinase	and	GPCR	

pathways.

Class II

PIK3C2A
	(PI3KC2α) NP_002636.1

PI PI Generate PI3P, biological role 
less	defined.

PIK3C2B
	(PI3KC2β) NP_002637.2

PIK3C2G
	(PI3KC2γ) BC 130277
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表 2. 磷酸肌醇脂激酶 (PIKs) ( 接上页 )。

Class Enzyme Accession No. In vivo Substrate In vitro Substrate Function

Phosphoinositide 3-kinases (PI3Ks; continued)

Class III PIK3C3
 (hVPS34) NP_002638.2 PI PI

Associates with a hVps15; 
essential	for	vesicular	traffic	

and	autophagy.

Phosphoinositide-4-kinases (PI4Ks)

Type	II
PI42KA NM_018425

PI PI
Generate	PI4P;	catalyze	
the	first	committed	step	in	
phosphoinositide	synthesis.

PI4K2B  NM_018323 

Type	III	
(PI3K
Class IV)

PI4KA	(PI4Kα) NP_00264.1 

PI4KB	(PI4Kβ) NP_002642.1

Phosphoinositide Phosphate-kinases (PIPKs)

PIP5K1
Type I

PIP5K1A NM_001135638

PI(4)P
PI(3,4)P2 PI(4)P Preferentially	phosphorylate	

PI(4)P; generate PI(4,5)P2.PIP5K1B NM_003558

PIP5K1C NM_012398

PIP4K2
Type	II

PIP4K2A NM_0050208

PI(5)P
PI(3)P PI(5)P Preferentially	phosphorylate	

PI(5)P; generate PI(4,5)P2.PIP4K2B NM_003559.4

PIP4K2C NM_001178000

PIP5K3
Type	III PIP5K3	(PIKfyve) NM_001178000 PI

PI(3)P
PI

PI(3)P
Generate PI(5)P and PI(3,5)

P2.
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7.B. Determination of Km Values

ADP-Glo™ Lipid Kinases Systems provide a complete set of reagents for performing luminescence phosphoinositide lipid 
kinase (PIK) assays. To facilitate experimental setup for enzyme characterization and inhibitor screening for the entire 
family of phosphoinositide lipid kinases (PIKs), we provide assay buffer recommendations and apparent Km values 
determined using recommended assay conditions. An example of apparent Km determination for ATP is shown in Figure 7. 
The determined apparent ATP Km values for the members of PI lipid kinase family are presented in Table 3.
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Figure 7. Example of ATP Km apparent determination. For the ATP Km determination, the formation of ADP  
was measured at different times for eight different levels of ATP. The reaction was performed at room temperature in 25µl 
with 22ng of PI3Kα isoform. At each ATP concentration, ATP-to-ADP conversion curves were performed and used to 
determine the amount of ADP produced in the kinase reaction. The produced ADP amount was plotted against the 
reaction time, and the initial reaction velocities were determined (Panel A) at each ATP concentration. Note that all the 
curves are linear, indicating that initial velocity conditions have been met. In Panel B, the initial velocity data were plotted 
against ATP concentration, and the apparent ATP Km values were calculated by fitting the data to the  
Michaelis-Menten equation using SigmaPlot 11.0 software.

7.B. 测定 Km 值

ADP-Glo™	Lipid	Kinases	Systems	提供了一套完整的试剂可以使用化学发光法进行磷酸肌醇脂激酶 (PIK) 分析。为
了便于对整个磷酸肌醇脂激酶 ( PIKs ) 家族进行酶学表征和抑制剂筛选的实验设置，我们提供了测定缓冲液建议和使
用推荐的测定条件测定的表观 Km 值。ATP 表观 Km 测定的示例见图 7。测定的 PI 脂激酶家族成员的表观 ATP Km 值见
表 3。

图 7. 表观 ATP Km 测定示例。 为了测定 ATP Km 值，我们测定了 8 种不同水平 ATP 在不同时间下 ADP 的形成。反应在
室温进行，反应体积 25µl ，含 22ng PI3Kα 亚型。在每个 ATP 浓度下进行 ATP 到 ADP 转化曲线的制作，并用于确定激
酶反应中 ADP 的生成量。将产生的 ADP 量对反应时间作图，并在每个 ATP 浓度下测定初始反应速度 ( Panel A )。可以
看到所有曲线都是线性的，说明初速度条件已经满足。在 Panel B, 将初始速度数据与 ATP 浓度作图，利用 SigmaPlot 
11.0 软件将数据拟合为米氏方程，计算表观 ATP Km 值。 
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表 3. ATP 表观 Km 值。

Enzyme Substrate Assay Buffer ATP Km, app (µM) Enzyme (µg/ml)

Class I PI3Ks

PI3CA/PIK3R1
(p110α/p85α)
Cat.#	V1721

0.05mg/ml PIP2:3PS
Cat.#	V1701 PI3K Reaction Buffer 70 0.9

PI3CB/PIK3R1
(p110β/p85α)
Cat.#	V1751

0.05mg/ml PIP2:3PS
Cat.#	V1701 PI3K Reaction Buffer 125 3.2

PI3CD/PIK3R1
(p110δ/p85α)
Cat.#	V1771

0.05mg/ml PIP2:3PS
Cat.#	V1701 PI3K Reaction Buffer 80 1.9

PI3CG (p120γ)
Cat.#	V1761

0.05mg/ml PIP2:3PS
Cat.#	V1701 PI3K Reaction Buffer 26 1.6

Class II PI3Ks

PI3KC2A (PI3KC2α) 0.15mg/ml PI:3PS
Cat.#	V1711 PI3K Reaction Buffer 20 2

PI3KC2B (PI3KC2β) 0.15mg/ml PI:3PS
Cat.#	V1711 PI3K Reaction Buffer 50 2

PI3KC2G (PI3KC2γ) 0.15mg/ml PI:3PS
Cat.#	V1711 PI3K Reaction Buffer 80 2

Class III PI3Ks

PIK3C3 (hVPS34) 0.2mg/ml PI:PS
Cat.#	V1711

PI3K Reaction Buffer +
5mM MnCl2

40 1

PI4Ks

PI4K2A 0.1mg/ml PI:PS
Cat.#	V1711

PI3K Reaction Buffer +
0.2% Triton® X-100 60 1

PI4K2B 0.1mg/ml PI:PS
Cat.#	V1711

PI3K Reaction Buffer +
0.2% Triton® X-100 140 1

PI4KA (PI4Kα) 0.1mg/ml PI:PS
Cat.#	V1711

PI3K Reaction Buffer +
0.2% Triton® X-100 70 1

PI4KB (PI4Kβ) 0.1mg/ml PI:PS
Cat.#	V1711

PI3K Reaction Buffer +
0.2% Triton® X-100 90 1
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7.C. 计算激酶的比活性（Specific Activity）

使用	ADP-Glo™	Assay，相对光单位 ( relative light unit，RLU ) 与样品中 ADP 的量成正比，因此可以通过 ATP 到
ADP 转化曲线直接计算激酶反应中 ADP 的生成量。为了计算酶的比活力，需按照第 4.A 节所述创建酶滴定曲线。平
行地，按照第 3.C 节所述的方案创建 ATP 到 ADP 转化曲线。通过减去背景值计算净发光值 ( net RLUs )。绘制标准
曲线 ( ADP 的含量为 X 轴，RLU 值为 Y 轴 ) 并进行线性回归分析。通过比较激酶反应的 RLU 值与标准曲线，使用插
值法来计算激酶反应中 ADP 的生成量。通过用产生的 ADP 的量除以反应时间和酶用量来计算酶比活力。代表性酶活
力数据示例如图 8 所示。
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Figure 8. Examples of enzyme titration. PI3K lipid kinase reactions were performed using 0.05mg/ml PIP2:3PS lipid 
substrate and 100µM ATP at 30°C for 15 minutes in a 25µl reaction volume. The ATP-to-ADP calibration curve was 
performed in parallel with PI3K lipid kinase reactions. The ATP-to-ADP conversion data were analyzed by linear regression 
and are shown in Panel A. Panel B shows an example of raw data, expressed as net RLU values, for PI3Kα isoform 
titration. In Panel C, luminescent signals from the PI3Kα reaction were compared to those of the ATP-to-ADP conversion 
curve, and the amount of ADP produced in the lipid kinase reaction was calculated. Panels D–F show enzyme titration 
examples of β (D), γ (E) and δ (F) isoforms (luminescent signals from the reactions were compared to conversion curve, 
and amount of ADP produced in the lipid kinase reaction was calculated). The calculated specific activities are shown on 
the graphs and have been determined at a final protein concentration of 0.06µg/ml for α, 0.125µg/ml for γ and 0.5µg/ml 
for β and δ isoforms.

图 8. 酶滴定示例。 PI3K 脂激酶反应条件：使用 0.05mg/ml PIP2:3PS 脂质底物，100µM ATP，25µl 反应体积，在
30° C 孵育 15 分钟。ATP 到 ADP 转化曲线与 PI3K 脂激酶反应平行进行。ATP 到 ADP 转化数据采用线性回归分析，结
果见 Panel A。Panel B 展示了 PI3Kα 亚型滴定的原始数据示例，以净 RLU 值表示。在 Panel C 中，将来自 PI3Kα 反
应的发光信号与 ATP 到 ADP 转化曲线的发光信号进行比较，计算脂激酶反应中 ADP 的生成量。Panels D - F 展示了 β 
(D)，γ (E) 和 δ (F) 亚型的酶滴定示例 ( 将反应产生的发光信号与转化曲线进行比较，计算脂激酶反应中 ADP 的生成量 )。
计算的比活力如图所示，这些结果是在蛋白终浓度为 0.06µg/ml（α ）、0.125µg/ml（γ）和 0.5µg/ml （β 和 δ）时测定。 
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8. 相关产品

ADP/ATP 检测系统和激酶系统（KES）

脂激酶抑制剂 

产品 规格 目录号

ADP-Glo™	Kinase	Assay

400	assays V6930

1,000	assays V9101

10,000	assays V9102

100,000	assays V9103

ADP-Glo™	Max	Assay
1,000	assays V7001

10,000	assays V7002

产品 规格 目录号

Kinase-Glo®	Luminescent	Kinase	Assay

10ml V6711

10 × 10ml V6712

100ml V6713

10 × 100ml V6714

Kinase-Glo®	Plus	Luminescent	Kinase	Assay

10ml V3771

10 × 10ml V3772

100ml V3773

10 × 100ml V3774

Kinase-Glo®	Max	Luminescent	Kinase	Assay

10ml V6071

10 × 10ml V6072

100ml V6072

10 × 100ml V6073

产品 规格 目录号
LY 294002 5mg V1201

Promega 为众多的蛋白激酶提供 Kinase Enzyme Systems （KES）以助力您破译人类激酶组，KES 中包括激酶，优
选的底物，缓冲液和其他成分。这些激酶系统（KES）已经过优化以配合 ADP-Glo™	Kinase	Assay	使用，并且可以一
同订购。人类的蛋白激酶组由 500 多个蛋白激酶基因组成，这些蛋白激酶基因可以根据序列同源性分组。组别缩写如下：
AGC：包括 PKA, PKG, PKC 家族；CAMK：钙离子 / 钙调蛋白依赖蛋白激酶；CK1：酪蛋白激酶 1；CMGC：包括 
CDK, MAPK, GSK3, CLK 家族；STE：酵母 Sterile 7、Sterile 11、Sterile 20 激酶的同源物；TK: 酪氨酸激酶；TKL: 
酪氨酸激酶样。有关这些系统的详细信息，请访问： www.promega.com/products/cell-signaling/kinase-assays-
and-kinase-biology/
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(a)U.S. Pat.No. 8,183,007 and other patents and patents pending.
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9. 修订总结

该文件的 10/22 版本进行了如下修订：

1. 修正了第 3.B 节操作步骤的编号。

2. 更新了免责声明。

3. 进行了微小的文字编辑修改。

4. 更新了封面和字体。




