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1.  描述

Caspase-Glo®3/7 检测系统 (a,b) 是一种用来检测 Caspase-3 和 Caspase-7 活性的均相发光检测系统。该系统所含试剂

（针对半胱天冬酶活性、萤光素酶活性和细胞裂解进行了优化）中有一种 caspase-3/7 发光底物，底物中含四肽序列

DEVD。在“加样 - 混合 - 检测”模式下，仅需添加一种 Caspase-Glo®3/7 试剂，就能实现细胞裂解。随后半胱天冬

酶将底物剪切，并在萤光素酶作用下产生“辉光型”发光信号（图 1）。发光值与半胱天冬酶的活性成正比（图 2）。

Caspase-Glo®3/7 试剂依赖获得专利的耐热萤光素酶（Ultra-Glo™ 重组萤光素酶）的特性，试剂可产生稳定的“辉光

型”发光信号，并在不同检测条件下提高检测灵敏度。

Caspase-Glo®3/7 检测系统适用于多孔板检测，成为对半胱天冬酶活性或细胞凋亡进行自动高通量筛选的理想之选。

目前该检测系统可采用 96、384和 1536孔板进行自动筛选。无需进行细胞清洗、培养基移除和多次移液等操作步骤（图

3）。约在 1小时内半胱天冬酶和萤光素酶活性达到稳态，发光信号达到最强，并在随后数小时内保持最小信号损失（图

5 和图 6），使得 caspase-3/7 活性检测更加快速、灵敏且灵活。已采用纯酶制剂（图 2）和多种细胞模型系统对该检

测系统的功能进行了验证，此类细胞模型包括单层培养的贴壁细胞或悬浮细胞（图 5）、3D 微组织培养物（图 10）
和斑马鱼胚胎。此外，在暴露于几种不同药物和凋亡诱导剂（抗 Fas、TNF-α、星孢菌素、氯氮平、长春花碱和他莫

昔芬）的多种细胞系（Jurkat、L929、HeLa、HL-60、SH-SY5Y 和 HepG2）中对该检测系统进行了验证。该检测系

统可与其他均相检测系统联合使用，来测量单孔中的多个参数（图 8）。

图 1. Caspase-Glo®3/7 检测技术示意图。前体萤光素 DEVD 底物经半胱天冬酶剪切后，会释放出萤光素酶的底物（氨

基萤光素），并在萤光素酶和 ATP 的作用下发生生物发光反应，产生发光信号。
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1. Description

The Caspase-Glo® 3/7 Assay(a,b) is a homogeneous, luminescent assay that measures caspase-3 and -7 activities. The 
assay provides a luminogenic caspase-3/7 substrate, which contains the tetrapeptide sequence DEVD, in a reagent 
optimized for caspase activity, luciferase activity and cell lysis. Adding a single Caspase-Glo® 3/7 Reagent in an 
“add-mix-measure” format results in cell lysis, followed by caspase cleavage of the substrate and generation of a 
“glow-type” luminescent signal, produced by luciferase (Figure 1). Luminescence is proportional to the amount of 
caspase activity present (Figure 2). The Caspase-Glo® 3/7 Reagent relies on the properties of a proprietary 
thermostable luciferase (Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase), which is formulated to generate a stable “glow-type” 
luminescent signal and improve performance across a wide range of assay conditions.

The Caspase-Glo® 3/7 Assay is designed for use with multiwell-plate formats, making it ideal for automated high-
throughput screening of caspase activity or apoptosis. The assay has been automated in 96-, 384- and 1536-well 
formats. Cell washing, removing medium and multiple pipetting steps are not required (Figure 3). The caspase and 
luciferase enzyme activities reach steady state so that the luminescent signal peaks in approximately one hour and is 
maintained for several hours with a minimal loss of signal (Figures 5 and 6). This results in a rapid, sensitive and 
flexible caspase-3/7 activity assay. The assay system may be used with purified enzyme preparations (Figure 2) and has 
been tested on a variety of cell model systems including monolayer cultures of adherent or suspension cells (Figure 5); 
3D microtissue cultures (Figure 10) and zebrafish embryos. We have tested this assay on a variety of cell lines (Jurkat, 
L929, HeLa, HL-60, SH-SY5Y, HepG2) that have been exposed to several different drugs and apoptosis-inducing 
agents (anti-Fas, TNF-a, staurosporine, clozapine, vinblastine, tamoxifen). This assay also can be multiplexed with 
other homogeneous assays to measure more than one parameter from a single well (Figure 8).
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Figure 1. Schematic Diagram of the Caspase-Glo® 3/7 Assay Technology. Following caspase cleavage of the 
proluciferin DEVD substrate, a substrate for luciferase (aminoluciferin) is released and, in the presence of luciferase 
and ATP, results in the luciferase reaction and the production of light.
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图 2. 发光值与 caspase-3 活性成正比。采用 96 孔板，以 200μL/ 孔的总体积对 Caspase-3 纯酶进行滴定和检测。加

入 Caspase-Glo®3/7 试剂 1 小时后，读取发光检测仪读数。检测结果在半胱天冬酶浓度的 4 个数量级范围内呈线性（R2 

= 0.998，斜率 = 0.989）1。根据制造商规定的单位，一个单位的半胱天冬酶（0.07ng 蛋白）是指在 30℃条件下 1 分

钟内剪切 1pmol 水解底物（Ac-DEVD-pNA）所需的酶量 2。每个点代表 4 个孔的平均发光值。数值为减去空白后的取

值（空白 = 无半胱天冬酶）。

1 通过将对数图转换为 log10 线性图来计算 r2 和斜率的方式来确定检测结果。

2 不同生产商对 caspase-3 活性单位的定义不同，因此供应商之间不会直接转换活性单位数量。注意：1) 由于

Caspase-Glo®3/7 检测系统的动态变化范围较广，因此采用对数标度绘制数据图表。2）相对光单位（RLU）的数量取

决于所使用发光检测仪的类型。鉴于此原因及单位定义差异，所得结果可能不同。
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Figure 2. Luminescence is proportional to caspase-3 activity. Purified caspase-3 was titrated and assayed in a 
total volume of 200µl per well in a 96-well plate. Luminometer readings were taken 1 hour after adding the  
Caspase-Glo® 3/7 Reagent. The assay is linear over 4 orders of magnitude of caspase concentration (R2 = 0.998,  
slope = 0.989)1. One unit caspase (0.07ng protein) is the amount of enzyme required to cleave 1pmol of substrate 
(Ac-DEVD-pNA) hydrolyzed/minute at 30°C per the manufacturer’s unit definition2. Each point represents the average 
of 4 wells. Values are blank-subtracted (blank = no caspase).
1Determined by converting the log graph to a log10 linear plot to calculate r2 and slope.
2Unit definitions of caspase-3 activity may vary between manufacturers, so the number of units may not translate 
directly between vendors. Notes: 1) Due to the extended dynamic range of of the Caspase-Glo® 3/7 Assay, data were 
graphed on a log scale. 2) The number of relative light units (RLU) obtained will depend on the type of luminometer 
used. For this reason, and because unit definitions may vary, your results may differ.
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产品 规格 目录号

Caspase-Glo® 3/7 Assay 2.5ml G8090

产品 规格 目录号

Caspase-Glo® 3/7 Assay 10ml G8091

产品 规格 目录号

Caspase-Glo® 3/7 Assay 10 × 10ml G8093

产品 规格 目录号

Caspase-Glo® 3/7 Assay 100ml G8092

每个系统所含试剂足够在 96 孔板中进行 25 次检测（每次 100µl）或在 384 孔板中进行 100 次检测（每次 25µl）。包括：

•  1 × 2.5ml 	 Caspase-Glo® 3/7 Buffer

•     1 bottle 	 Caspase-Glo® 3/7 Substrate (lyophilized)

每个系统所含试剂足够在 96孔板中进行 100次检测（每次 100µl）或在 384孔板中进行 400次检测（每次 25µl）。包括：

•   1 × 10ml 	 Caspase-Glo® 3/7 Buffer

•   1 bottle	 Caspase-Glo® 3/7 Substrate (lyophilized)

每个系统所含试剂足够在 96孔板中进行 1000次检测（每次 100µl）或在 384孔板中进行 4000次检测（每次 25µl）。包括：

• 10 × 10ml 	 Caspase-Glo® 3/7 Buffer

•     1 bottle 	 Caspase-Glo® 3/7 Substrate (lyophilized)

每个系统所含试剂足够在 96孔板中进行 1000次检测（每次 100µl）或在 384孔板中进行 4000次检测（每次 25µl）。包括：

• 1 × 100ml 	 Caspase-Glo® 3/7 Buffer

•     1 bottle	  Caspase-Glo® 3/7 Substrate (lyophilized)

2.  产品组分和储存条件

储存条件：将 Caspase-Glo®3/7 底物和 Caspase-Glo®3/7 缓冲液避光储存于 -20℃条件下。Caspase-Glo®3/7 缓冲液可

解冻后于 4℃条件下储存 3 个月，或在室温条件下储存 4 天，不会造成信号损失。有关产品失效日期，请参见产品标签。
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Figure 3. Schematic diagram of the Caspase-Glo® 3/7 Assay protocol.
图 3. Caspase-Glo®3/7 检测操作步骤示意图。
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3. 试剂制备和储存

1. 在实验前，将 Caspase-Glo®3/7 缓冲液和 Caspase-Glo®3/7 冻干底物平衡至室温。

2.  将 Caspase-Glo®3/7 缓冲液倒入装有 Caspase-Glo®3/7 底物的棕色瓶中。旋转或颠倒混匀，直到底物完全溶解， 
 形成 Caspase-Glo®3/7 试剂。G8090 的缓冲液体积是 2.5ml；G8091 和 G8093 的缓冲液体积是 10ml；G8092 的 
 缓冲液体积是 100ml。

储存：复溶的 Caspase-Glo®3/7 试剂可在 4℃条件下储存长达 3 天，与新制试剂相比，无活性损失。于 4℃条件下储存

1 周的复溶试剂所产生的信号值约为新制试剂的 90％左右，于 4℃条件下储存 4 周的复溶试剂所产生的信号值约为新

制试剂的75％左右。再次冷冻并于–20℃条件下储存1周的复溶试剂所产生的信号值约为新制试剂的75％左右，在–20℃
条件下储存 4 周的再次冷冻试剂所产生信号值约为新制试剂的 60％左右。

4. 细胞检测中 Caspase-3 和 Caspase-7 活性的检测

本手册介绍了使用 96 孔板进行检测（试剂总体积为 200µl）的操作说明。可对该检测方法的体积进行适当调整，但应

保持所用 Caspase-Glo®3/7 试剂与样品体积的比例为 1:1（例如，在 384 孔板中，样品体积和 Caspase-Glo®3/7 试剂

体积均为 25µl）。

用户提供的材料

• 适用于细胞培养且与所用发光检测仪兼容的孔壁不透光多孔板，如康宁 ® 微孔板（产品目录号 3917）

• 多通道移液器或自动移液站

• 多孔板混匀用孔板振荡器

• 能够读取多孔板的发光检测仪
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4.A. 检测条件

准备以下反应，以检测细胞培养物中的 caspase-3 和 -7 活性。在适用于细胞培养且与所用发光检测仪兼容的多孔板中

培养细胞。“Vehicle”指用于溶解药物或靶蛋白的溶剂。

• 空白反应组：Caspase-Glo®3/7 试剂、vehicle 和不含细胞的细胞培养基

• 阴性对照组：Caspase-Glo®3/7 试剂和培养基中经 vehicle 处理的细胞

• 实验组：Caspase-Glo®3/7 试剂和培养基中经待测物处理的细胞

空白反应用于测定细胞培养系统中 Caspase-Glo®3/7 试剂存在情况下的背景发光值。计算时从实验值中减去空白值。

阴性对照反应对于测定细胞培养系统中的半胱天冬酶基础活性具有重要意义。

由于该检测系统的灵敏度较高，可在血清及未处理细胞中检测到半胱天冬酶的背景活性。在处理多块检测用微孔板时，

在每个微孔板中进行阳性和阴性对照反应。

由于 Caspase-Glo®3/7 检测系统的灵敏度较高，应注意避免被含半胱天冬酶或萤光素的溶液污染。

注意：

1. 需要根据经验确定细胞培养系统的最佳细胞数量或微球组织体积、凋亡诱导处理条件和试剂孵育时间。推荐在 96 
 孔板中每孔使用 <20000 个细胞。

2. 实验孔和阴性对照孔的细胞数量和体积要完全相同。

3. 检测所需要的总孵育时间因培养系统而异，但发光信号值一般在 1-2 小时内达到峰值。为获得最理想的结果，建议 
 孵育时间最长为 3 小时。通常情况下，在 3 小时时发光信号值大于峰值的 70%（图 5B 和 6B）。
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Because of the sensitivity of this assay, background caspase activity can be detected in serum as well as in untreated 
cells. Perform positive and negative controls for each plate when processing multiple assay plates.

Due to the sensitive nature of the Caspase-Glo® 3/7 Assay, take care to avoid contamination with solutions containing 
caspase enzymes or luciferin.

Notes:

1. You may need to determine empirically the optimal cell number or spheroid size, apoptosis induction treatment 
and incubation time for the cell culture system. We recommend using <20,000 cells/well in a 96-well plate.

2. Use identical cell number and volume for the assay and the negative control samples.

3. Total incubation time for the assay depends upon the culture system, but typically peak luminescent signal will 
be reached in 1–2 hours. For optimal results, the maximum recommended incubation time is 3 hours. In general 
the luminescent signal remaining at 3 hours is greater than 70% of peak luminescence (Figures 5B and 6B).
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Figure 4. A comparison between bioluminescent and fluorescent caspase assays. HeLa cells were grown in 
OptiMEM® (Gibco) +1% fetal bovine serum (Hyclone). Cells were plated in 96-well plates and treated with 
staurosporine (1μM) for 4.5 hours or left untreated. Caspase-Glo® 3/7 Reagent and Rhodamine-110 Substrate were 
added to wells, and luminescence and fluorescence were recorded at one hour on a GloMax® Multi+ System using the 
Blue (490nmEx, 510–570nmEm) optical kit. Results were plotted as signal-to-noise ratios. Background readings were 
determined from wells containing culture medium without cells.
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2. Product Components and Storage Conditions

P R O D U C T   S I Z E  C AT. #

LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay 10ml J2380

Contains sufficient reagents to perform 200 reactions in 96-well plates (50μl of sample + 50μl of prepared 
LDH Detection Reagent). Includes:

• 10ml  LDH Detection Enzyme Mix
• 55µl  Reductase Substrate
• 1 vial  Lactate Dehydrogenase  

P R O D U C T   S I Z E  C AT. #

LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay  50ml J2381

Contains sufficient reagents to perform 1,000 reactions in 96-well plates (50μl of sample + 50μl of prepared 
LDH Detection Reagent). Includes:

• 50ml  LDH Detection Enzyme Mix
• 275µl  Reductase Substrate
• 1 vial  Lactate Dehydrogenase

Storage Conditions: Store complete kits below –65°C. Alternatively, store the Reductase Substrate below –65°C 
protected from light, and store all other components at –30°C to –10°C. Do not freeze-thaw the kit components more 
than three times.

 Use personal protective equipment and follow your institution's safety guidelines and disposal requirements 
when working with biohazardous material such as cells and cell culture reagents.!
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Because of the sensitivity of this assay, background caspase activity can be detected in serum as well as in untreated 
cells. Perform positive and negative controls for each plate when processing multiple assay plates.

Due to the sensitive nature of the Caspase-Glo® 3/7 Assay, take care to avoid contamination with solutions containing 
caspase enzymes or luciferin.

Notes:

1. You may need to determine empirically the optimal cell number or spheroid size, apoptosis induction treatment 
and incubation time for the cell culture system. We recommend using <20,000 cells/well in a 96-well plate.

2. Use identical cell number and volume for the assay and the negative control samples.

3. Total incubation time for the assay depends upon the culture system, but typically peak luminescent signal will 
be reached in 1–2 hours. For optimal results, the maximum recommended incubation time is 3 hours. In general 
the luminescent signal remaining at 3 hours is greater than 70% of peak luminescence (Figures 5B and 6B).

10
18

8M
A

 

r² = 0.9919 r² = 0.9974

r² = 0.9976

r² = 0.9949

1

10

100

1,000

10,000

10 100 1,000 10,000 100,000

Si
gn

al
-to

-N
oi

se
 R

at
io

Number of Cells

Caspase-Glo® Assay, Treated
Caspase-Glo® Assay, Untreated
Rhodamine-110 Substrate, Treated
Rhodamine-110 Substrate, Untreated

Figure 4. A comparison between bioluminescent and fluorescent caspase assays. HeLa cells were grown in 
OptiMEM® (Gibco) +1% fetal bovine serum (Hyclone). Cells were plated in 96-well plates and treated with 
staurosporine (1μM) for 4.5 hours or left untreated. Caspase-Glo® 3/7 Reagent and Rhodamine-110 Substrate were 
added to wells, and luminescence and fluorescence were recorded at one hour on a GloMax® Multi+ System using the 
Blue (490nmEx, 510–570nmEm) optical kit. Results were plotted as signal-to-noise ratios. Background readings were 
determined from wells containing culture medium without cells.

!

图 4. 半胱天冬酶生物发光检测和荧光检测的比较。在 OptiMEM® (Gibco)+ 1% 胎牛血清（Hyclone）培养基中培养

HeLa 细胞。将细胞铺板于 96 孔板中，并用 1μM 星孢菌素处理 4.5 小时或不处理。向孔中加入 Caspase-Glo®3/7
试剂和 Rhodamine-110 底物，一小时后用 GloMax®Multi+ 系统分别读取发光值和蓝色荧光通道（490nmEx，510–
570nmEm）的荧光值。以信噪比形式记录结果。测定无细胞培养基孔的读数作为背景值读数。



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：800 810 8133( 座机拨打 )，400 810 8133( 手机拨打 )
技术支持邮箱：chinatechserv@promega.com

CTB323
2021 制作

9

4.A. 检测条件（续）
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4.A. Assay Conditions (continued)
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Figure 5. Sensitivity and signal stability of caspase activity in apoptotic Jurkat cells. Jurkat cells were 
treated with anti-Fas mAb (14,15) for 4.5 hours to induce apoptosis; an identical population of cells was left untreated. 
The Caspase-Glo® 3/7 Reagent was added directly to cells in 96-well plates; the final volume was 200μl per well. The 
assays were incubated at room temperature for various times before recording luminescence with a GloMax® Multi+ 
Luminometer. Each point represents the average of 4 wells. The “no-cell” blank control value has been subtracted from 
each point. Panel A. Luminometer readings were taken 1 hour after adding Caspase-Glo® 3/7 Reagent. Panel B. 
Luminometer readings were taken at various times after adding the Caspase-Glo® 3/7 Reagent. Data generated with 
untreated cells are not shown. Note: Due to the extended dynamic range of the Caspase-Glo® 3/7 Assay, the data for 
Panel B were graphed on a log scale.

图 5. 凋亡 Jurkat 细胞中半胱天冬酶活性的敏感性和信号稳定性。采用抗 Fas mAb (14,15) 处理 Jurkat 细胞 4.5 小

时，诱导细胞凋亡；另有同样数量的细胞不予处理。将 Caspase-Glo®3/7 试剂直接加入 96 孔板的细胞中；最终体积为

200μL/ 孔。用 GloMax®Multi+ 发光检测仪读取发光值前，在室温下以不同时长孵育检测系统。每个点代表 4 个孔的平

均发光值。从每个点减去“无细胞”空白对照值。试板 A. 加入 Caspase-Glo®3/7 试剂 1 小时后，读取发光检测仪读数。

试板 B. 在加入 Caspase-Glo®3/7 试剂后的不同时间点读取发光检测仪读数。未显示未经处理细胞的相关数据。注意：

由于 Caspase-Glo® 3/7 检测系统的动态变化范围较广，因此采用对数标度绘制试板 B 的数据图表。
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4.B. 采用 96 孔板培养的细胞的标准检测方案

1. 检测开始前，制备 Caspase-Glo®3/7 试剂（请参见第 3 节）。使试剂平衡至室温，混匀。

2. 从培养箱中取出培养细胞的 96 孔板，使其平衡至室温。

3. 向含 100μl 空白对照、阴性对照细胞或经处理细胞的白色不透明 96 孔板的各孔中加入 100μl Caspase-Glo®3/7 试剂。 
 由于该检测系统的灵敏度较高，应注意不要使吸液头接触含有样品的孔，避免交叉污染。用封板膜或盖子盖住微孔板。

 注意：如需重复使用吸液头，应注意不要使吸液头接触含有样品的孔，避免交叉污染。

4. 使用孔板振荡器以 300-500 rpm 的转速轻柔混匀微孔内容物 30 秒。在室温下孵育 30 分钟至 3 小时，时间长短取 
 决于细胞培养系统。应根据经验确定细胞培养系统的最佳孵育时间。

 注意：温度波动会影响发光值读数。如果室温存在波动，请使用恒温培养箱。参见第 6 节。

5. 根据发光检测仪制造商提供的操作说明，使用微孔板发光检测仪测定各样品的发光值。

4.C. 采用康宁 ® 球形微孔板培养的 3D 微组织的标准检测方案

1. 检测开始前，制备 Caspase-Glo®3/7 试剂（请参见第 3 节）。使试剂平衡至室温，混匀。

2. 从培养箱中取出培养细胞的检测板，使其平衡至室温。

3. 加入与孔中培养基等体积的 Caspase-Glo®3/7 试剂。

注意：如需重复使用吸液头，应注意不要使吸液头接触含有样品的孔，避免交叉污染。

4. 使用孔板振荡器以 300-500 rpm 的转速轻柔混匀微孔内容物 5 分钟。在室温下孵育 30 分钟至 3 小时，时间长短取 
 决于细胞培养系统。应根据经验确定细胞培养系统的最佳孵育时间。

 注意：温度波动会影响发光值读数。如果室温存在波动，请使用恒温培养箱。参见第 6 节。

5. 根据发光检测仪制造商提供的操作说明，使用微孔板发光检测仪测定各样品的发光值。
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5. 采用纯化半胱天冬酶进行 Caspase-3 或 Caspase-7 活性检测

本手册介绍了使用 96 孔板进行检测（试剂总体积为 200µl）的操作说明。可对该检测方法的体积进行适当调整，但应

保持所用 Caspase-Glo®3/7 试剂与样品体积的比例为 1:1（例如，在 384 孔板中，样品体积和 Caspase-Glo®3/7 试剂

体积均为 25µl）。

用户提供的材料

• 孔壁不透光多孔板

• 多通道移液器或自动移液站

• 多孔板混匀用孔板振荡器

• 能够读取多孔板的发光检测仪

• Caspase-3 或 -7 纯酶（例如，ENZO 目录号：BML-SE169）

5.A. 检测条件

在适用于发光检测仪的多孔板上准备以下反应，以检测 caspase-3 或 -7 纯酶活性或活性抑制。“Vehicle”是指用于溶

解待测化合物的溶剂。

• 空白反应：Caspase-Glo®3/7 试剂和酶处理剂或抑制剂的溶剂对照（如使用）

• 阳性对照组：Caspase-Glo®3/7 试剂、vehicle 对照和 Caspase-3 或 -7 纯酶

• 实验组：Caspase-Glo®3/7 试剂、待测化合物和 Caspase-3 或 -7 纯酶

空白反应用于测定 Caspase-Glo®3/7 试剂存在情况下与供试化合物的 vehicle 的背景发光值。应从实验值中减去空白反

应发光值。阳性对照用于测定采用纯酶所获得的最大发光值。在处理多块检测用微孔板时，在每个微孔板中进行阳性和

阴性对照反应。

注意：

1. 需要根据经验确定半胱天冬酶的最佳浓度和处理 vehicle。通常情况下，建议每个孔中的 caspase-3 纯酶质量 < 1 ng。

2. 实验组和阳性对照组采用相同的酶浓度。

3. 不同制造商对半胱天冬酶特异活性和单位的定义可能存在差异。需要根据所用半胱天冬酶的特异活性，优化按重量 
 使用半胱天冬酶的使用说明。



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：800 810 8133( 座机拨打 )，400 810 8133( 手机拨打 )
技术支持邮箱：chinatechserv@promega.com

CTB323
2021 制作

12

5.B. 半胱天冬酶纯酶的标准检测方案

1. 检测开始前，制备 Caspase-Glo®3/7 试剂（请参见第 3 节）。使试剂平衡至室温，混匀。

2. 准备第 5.A 节所述的空白反应，并制备阳性对照和待测化合物组：向适用于发光检测仪且孔壁不透光的 96 孔板的 
 每个孔中加入 100 μl vehicle、溶于 vehicle 的纯酶或含待测化合物的纯酶。

 注意：如需重复使用吸液头，应注意不要使吸液头接触含有样品的孔，避免交叉污染。

3. 向各孔样品中加入 100 μl Caspase-Glo®3/7 试剂。如果孵育时间过长（> 1 小时），可用封板膜覆盖平板。

 注意：温度波动会影响发光值读数。如果室温存在波动，请使用恒温培养箱。参见第 6 节。

4. 使用孔板振荡器轻柔混匀微孔内容物。在室温下孵育。

 注意：

 1. 约 20-60 min 内发光信号达到最强，并在接下来数小时内保持稳定（见图 6）。采用纯酶而非细胞进行检测时， 
  通常更早达到发光值峰值。通常情况下，在发光值峰值出现 2 小时后发光信号值约为峰值的 70%。为获得最 
  理想的结果，建议孵育时间最长为 3 小时。

 2. 使用孔板振荡器轻柔混匀内容物。并非必须混匀内容物，但混匀可提高重复样品之间的重现性。

5. 根据发光检测仪制造商提供的操作说明，使用微孔板发光检测仪测定各样品的发光值。
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Figure 6. Signal stability using purified caspase-3 enzyme. Purified recombinant caspase-3 enzyme was titrated 
and assayed in a total volume of 200µl per well of a 96-well plate using the Caspase-Glo® 3/7 Assay. Caspase-3 was 
diluted in 10mM HEPES buffer containing 0.1% Prionex® as a carrier. One unit of caspase (0.1ng of protein) is the 
amount of enzyme required to cleave 1pmol of substrate (Ac-DEVD-pNA) hydrolyzed/minute at 30°C per the  
manufacturer’s unit definition. Panel A. Data for each concentration of caspase-3 are graphed on a log graph.  
Panel B. Data generated using 10 units/well of caspase-3 are shown on a linear scale.

图 6. 使用 caspase-3 纯酶的信号稳定性。采用 Caspase-Glo®3/7 检测系统在 96 孔板上以 200μl/ 孔的总体积对

Caspase-3 纯酶进行滴定和检测。以含 0.1% Prionex®（作为载体）的 10 mM HEPES 缓冲液稀释 Caspase-3。根据制

造商规定的单位，一个单位的半胱天冬酶（0.1ng蛋白）是指在30℃条件下1分钟内剪切1pmol水解底物（Ac-DEVD-pNA）
所需的酶量。试板 A. 以对数图的方式绘制各浓度数据图表。试板 B. 采用线性标度描述每孔 10 个单位 caspase-3 生成

的数据。



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：800 810 8133( 座机拨打 )，400 810 8133( 手机拨打 )
技术支持邮箱：chinatechserv@promega.com

CTB323
2021 制作

14

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 13
www.promega.com  TB323 · Revised 1/19

100,000

10,000

1,000

100

10

1

0.1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

4
0
6
0
M
A
0
3
_
3
A

Sample #

Lu
m

in
es

ce
nc

e
(R

LU
)

+ Caspase (10u/well)
– Caspase

Figure 7. Z´-factor analysis. Z´-factor values (11) for the Caspase-Glo® 3/7 Assay were calculated using 
recombinant caspase-3 (10u/well) and a no-caspase blank. Assays were performed in a total volume of 200µl in two 
96-well plates (80 wells/plate). Half of the wells of each plate contained buffer and purified caspase (+), and half of the 
wells contained buffer only with no purified caspase (–). Z´-factor = 0.92 for this assay [1 unit of caspase (0.1ng of 
protein) is the amount of enzyme required to cleave 1pmol of substrate (Ac-DEVD-pNA) hydrolyzed/minute at 30°C, 
per the manufacturer’s unit definition].

图 7. Z'- 因子分析。使用重组 Caspase-3（10 u/ 孔）和无半胱天冬酶空白对照计算 Caspase-Glo®3/7 检测系统的 Z'- 因
子值 (11)。在两块 96 孔板（80 孔 / 板）上进行检测（总体积为 200μl）。每个板上的一半孔含有缓冲液和半胱天冬酶

纯酶 (+)，另一半孔仅含有缓冲液，不含半胱天冬酶纯酶 (-)。该检测系统中 Z'- 因子 = 0.92。【根据制造商规定的单位，

一个单位的半胱天冬酶（0.1ng蛋白）是指在 30℃条件下 1分钟内剪切 1pmol水解底物（Ac-DEVD-pNA）所需的酶量】。
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图 8. 在动力学模式下进行多重检测，以确定毒性机制。铺板时向细胞中加入 CellTox™ 绿色染料，并采用硼替佐米进

行处理。在首次出现细胞毒性时（24 小时）加入 Caspase-Glo®3/7 试剂作为细胞凋亡指示剂（发光值）。半胱天冬酶

活化程度提高并伴有细胞毒性，表明细胞毒性是细胞凋亡的结果。

图 9. Caspase-Glo®3/7 检测系统可与 MultiTox-Fluor 检测系统联合使用，以确认细胞死亡机制。在 50 μl MEM + 
10% 胎牛血清中，以每孔 10000 个细胞的密度接种 LN-18 细胞，附着过夜。将星孢菌素倍比稀释，并向上述孔中加入

50 μl 稀释液。在 37℃条件下于 5% CO2 中孵育 6 小时。将 10μl 各底物与 1ml 缓冲液混合，制备 MultiTox-Fluor 试剂，

每孔加入 10μl 混合液。在 37℃条件下混匀，并孵育 30 分钟。使用 BMG PolarStar 微孔板读数仪在 400Ex/505Em 和

485Ex/520Em 处测定荧光值。然后再加入 100μl Caspase-Glo®3/7 试剂，孵育 10 分钟后测定发光值。将所得信号归一化

至最大响应百分比，并使用 GraphPad Prism® 软件绘图。
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Figure 8. Multiplexing in kinetic mode to determine mechanism of toxicity. CellTox™ Green Dye was added 
to cells at plating, and bortezomib treatment applied. At the first indication of cytotoxicity (at 24 hours), Caspase-Glo® 
3/7 Reagent was added as an indicator of apoptosis (luminescence). Increased caspase activation with cytotoxicity 
indicates cytotoxicity is the result of apoptosis.

Figure 9. The Caspase-Glo® 3/7 Assay can be multiplexed with the MultiTox-Fluor Assay to confirm 
mechanism of cell death. LN-18 cells were plated at a density of 10,000 cells per well in 50µl volumes of 
MEM+10% fetal bovine serum and allowed to attach overnight. Staurosporine was serially diluted twofold and added 
to wells in 50µl volumes. The plate was incubated at 37°C in 5% CO2 for 6 hours. MultiTox-Fluor Reagent was 
prepared by combining 10µl of each substrate with 1ml of Assay Buffer, and 10µl was used per well. The plate was 
mixed and incubated for 30 minutes at 37°C. Fluorescence was measured at 400Ex/505Em and 485Ex/520Em using a BMG 
PolarStar plate reader. Caspase-Glo® 3/7 Reagent then was added in an additional 100µl volume, and luminescence 
was measured after a 10-minute incubation. The resulting signals were normalized to a percentage of maximal response 
and plotted using GraphPad Prism® software.
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Figure 8. Multiplexing in kinetic mode to determine mechanism of toxicity. CellTox™ Green Dye was added 
to cells at plating, and bortezomib treatment applied. At the first indication of cytotoxicity (at 24 hours), Caspase-Glo® 
3/7 Reagent was added as an indicator of apoptosis (luminescence). Increased caspase activation with cytotoxicity 
indicates cytotoxicity is the result of apoptosis.

Figure 9. The Caspase-Glo® 3/7 Assay can be multiplexed with the MultiTox-Fluor Assay to confirm 
mechanism of cell death. LN-18 cells were plated at a density of 10,000 cells per well in 50µl volumes of 
MEM+10% fetal bovine serum and allowed to attach overnight. Staurosporine was serially diluted twofold and added 
to wells in 50µl volumes. The plate was incubated at 37°C in 5% CO2 for 6 hours. MultiTox-Fluor Reagent was 
prepared by combining 10µl of each substrate with 1ml of Assay Buffer, and 10µl was used per well. The plate was 
mixed and incubated for 30 minutes at 37°C. Fluorescence was measured at 400Ex/505Em and 485Ex/520Em using a BMG 
PolarStar plate reader. Caspase-Glo® 3/7 Reagent then was added in an additional 100µl volume, and luminescence 
was measured after a 10-minute incubation. The resulting signals were normalized to a percentage of maximal response 
and plotted using GraphPad Prism® software.

58
24

M
A

 0.0
0

25

50

75

100

125 Dead-Cell
Fluorescence (R110)
Live-Cell
Fluorescence (AFC)
Caspase-3/7
Luminescence

1,000 10,000 100,000

Staurosporine (nM)

%
 o

f M
ax

im
al

 A
ss

ay
 R

es
po

ns
e



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：800 810 8133( 座机拨打 )，400 810 8133( 手机拨打 )
技术支持邮箱：chinatechserv@promega.com

CTB323
2021 制作

16

图 10. 在时程实验中采用帕比司他进行 3D 微球组织处理。采用 InSphero GravityPLUSTM 悬滴培养系统培养 HCT116
细胞，然后采用帕比司他持续处理 72 小时。在指定时间点，向孔中加入 Caspase-Glo®3/7 试剂，振摇 30 分钟，然后

读取发光值。每个时间点使用单独的孔。
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Figure 10. 3D microspheroid tissue treatment with panobinostat in a timecourse experiment. HCT116 
spheroids were created using the InSphero GravityPLUSTM Hanging Drop System, and then treated with panobinostat 
for up to 72 hours. At indicated time points, Caspase-Glo® 3/7 Reagent was added to the wells and shaken for 30 
minutes prior to reading luminescence. Separate wells were used for each time point.
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6. 一般注意事项

灵敏度

在荧光检测中，荧光底物（如 Z-DEVD-AMC）被蛋白酶裂解，释放的荧光体表现出激发 / 发射波长偏移。因此，裂解

前后底物的发射光谱可能存在一些重叠，产生了大量的固有背景。在裂解并释放氨基萤光素前，前体发光底物（Z-DEVD-
氨基萤光素）不能作为萤光素酶的底物；因此，固有背景不显著（图 4）。

低背景导致信背比较高（见图 7）。低背景还导致检测的线性范围较广，约为 4 个数量级的半胱天冬酶浓度（见图 2），

并允许在低至 20 个凋亡细胞中检测半胱天冬酶活性（见图 4）。鉴于较高的信背比和较广的线性范围，通常需要采用

对数标度绘制数据图表（见图 2-7）。建议在 96 孔板中每孔使用 <20000 个细胞，或每个孔中的 caspase-3 纯酶质量 
< 1 ng，以维持最佳信号稳定性。

由于该检测系统的灵敏度较高，可在胎牛、马和小牛血清中检测 caspase-3 和 -7 活性。半胱天冬酶抑制剂 Ac-DEVD-
CHO 和 Z-VAD-FMK 以剂量依赖性方式对检测中血清产生的发光信号进行抑制。当使用含血清培养基培养的细胞进行

检测时，强烈建议在未经处理的对照之外，采用“无细胞”对照，以解释血清单独产生的信号。从经处理和未经处理细

胞产生的信号值中减去“无细胞”对照信号值。

与荧光检测不同，Caspase-Glo®3/7 检测系统的最佳灵敏度使其不依赖于孵育时间的延长来蓄积裂解产物。因此，当半

胱天冬酶和萤光素酶活性达到稳态时，检测系统达到最佳灵敏度。通常在 1 小时内出现。由于所用细胞培养系统不同，

检测系统达到稳态所需的时间也会各异。

温度

Caspase-Glo®3/7 检测系统的发光信号强度和衰减速率取决于半胱天冬酶活性的降低速率和萤光素酶的反应速率。影响

萤光素酶反应速率的环境因素也会对光输出信号强度和发光信号的稳定性造成影响。温度会影响此酶法检测的速率，因

此也会影响光输出信号。为获得一致结果，在进行检测前，将检测板平衡至恒定温度。对于多块检测板的批处理模式，

每块板均应包括阳性和阴性对照。此外，还应采取相应措施以确保已完全平衡至所需温度。从 37℃培养箱中取出孔板后，

在室温条件下堆叠放置的孔板比单层放置的孔板所需的平衡时间更长。
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化学品

萤光素酶反应的化学环境会影响酶活性，因此也会影响发光强度。已观察到使用不同类型培养基和血清所得的发光值

存在差异。用来溶解各种化合物的溶剂可能会影响萤光素酶反应，因此也会影响检测方法的光输出信号。二甲基亚砜

（DMSO）通常用作溶解有机化学品的溶剂，已在试验中以高达 10% 的最终浓度进行了检测，发现对光输出的影响极小。

混合

加入 Caspase-Glo®3/7 试剂进行纯酶检测时，混合虽不是必须的，但可能会提高孔间重现性。建议与培养细胞或 3D 微

组织进行混合检测，以促进细胞裂解和 Caspase-3/7 的释放。

发光检测仪

对于灵敏度要求很高的发光检测方法，发光检测仪型号和设置均会对所得数据质量造成极大影响。不同制造商生产的发

光检测仪灵敏度和动态范围均存在一定差异。如果使用的不是 GloMax® 发光检测仪，请查阅发光检测仪操作手册以确

定最佳设置。在分析实验样品前，应确认每种仪器的检测限度。检测方法在所用仪器检测范围的某一段应呈线性。同一

发光检测仪可能会有不同的增益 / 灵敏度设置，建议对增益 / 灵敏度设置进行优化，

我们推荐使用 GloMax® 系列发光检测仪。这些仪器无需对增益进行调整便可获得最佳灵敏度和动态范围。为便于操作，

GloMax® 系列发光检测仪随附了 Promega 公司产品的检测方案。
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产品 规格 目录号

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

ApoTox-Glo™ Triplex Assay 10ml G6320 

ApoLive-Glo™ Multiplex Assay 10ml G6410 

Caspase-Glo® 8 Assay 100ml G8202 

Caspase-Glo® 9 Assay 100ml G8212 

Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay 100ml G7791 

Caspase Inhibitor Z-VAD-FMK 50μl G7231 

Caspase Inhibitor AC-DEVD-CHO 100μl G5961 

CaspACE™ FITC-VAD-FMK In Situ Marker 50μl G7461 

DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System 20 reactions G7360 

DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System 60 reactions G3250 

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase, Recombinant 300u M1871 

产品 规格 目录号

RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay 100 reactions G9711 

CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay 10ml G9681 

CellTiter-Glo® 2.0 Assay 10ml G9241 

MultiTox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assay 10ml G9270 

MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay 10ml G9200 

CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay 10ml G6080 

7. 相关产品

细胞凋亡产品

细胞活力检测
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细胞毒性检测产品 规格 目录号

LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay 10ml J2380 

CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay 10ml G9260 

CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay 10ml G9290 

CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay (measures 
release of LDH) 1,000–4,000 assays G7891 

CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (measures release of LDH) 1,000 assays G1780 

CellTox™ Green Cytotoxicity Assay 10ml G8741 

产品 规格 目录号

GSH-Glo™ Glutathione Assay 10ml V6911 

GSH/GSSG-Glo™ Assay 10ml V6611 

ROS-Glo™ H2O2 Assay 10ml G8820 

Mitochondrial ToxGlo™ Assay 10ml G8000 

产品 规格 目录号

NAD/NADH-Glo™ Assay 10ml G9071 

NADP/NADPH-Glo™ Assay 10ml G9081 

Glucose Uptake-Glo™ Assay 5ml J1341 

产品 规格 目录号

GloMax® Discover Microplate Reader 1 each GM3000

GloMax® Explorer System (Fully Loaded) 1 each GM3500

GloMax® Explorer System (Luminescence and Fluorescence) 1 each GM3510

GloMax® Navigator System 1 each GM2000

GloMax® Navigator System with Dual Injectors 1 each GM2010

氧化应激检测

能量代谢检测

发光检测仪



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：800 810 8133( 座机拨打 )，400 810 8133( 手机拨打 )
技术支持邮箱：chinatechserv@promega.com

CTB323
2021 制作

21

(a)U.S. Pat. No. 6,602,677 and 7, 241,584 and 8,822,170, European Pat. No. 1131441, Japanese Pat. Nos. 4537573 and 4520084 and other patents pending.

(b)U.S. Pat. Nos. 7,148,030, 7,384,758 and 7,666,987,and 8,071,328, Japanese Pat. No. 4451663 and other patents pending.

© 2003–2015, 2018 Promega Corporation. All Rights Reserved.

Anti-ACTIVE, Apo-ONE, Caspase-Glo, CellTiter 96, CellTiter-Fluor, CellTiter-Glo, CytoTox-Fluor, CytoTox 96 and GloMax are registered trademarks of Promega 

Corporation. CaspACE, CytoTox-ONE, DeadEnd, GSH-Glo, GSH/GSSG-Glo, Mitocondrial Tox-Glo, Ultra-Glo, RealTime-Glo, CellTox, Glucose Uptake-Glo, 

NAD/NADH-Glo, NADP/NADPH-Glo, ROS-Glo and CytoTox-Glo are trademarks of Promega Corporation.

Equator is a trademark of Allegro Technologies. GravityTRAP and GravityPLUS are trademarks of InSphero. Opti-MEM is a registered trademark of Invitrogen 

Corporation. Prionex is a registered trademark of Pentapharm Ltd.

Products may be covered by pending or issued patents or may have certain limitations. Please visit our Web site for more information.

All prices and specifications are subject to change without prior notice.

Product claims are subject to change. Please contact Promega Technical Services or access the Promega online catalog for the most up-to-date information on 
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8. 内容变更总结

对本文件 1/19 修订版的以下内容进行了变更：

1. 删除了铺板建议。

2. 增加新的相关产品。

3. 于 2021 年 7 月 19 日删除已停产产品。


