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图1：CatchPoint cAMP检测流程  
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• 通过检测cAMP浓度准确衡

量GPCR活性

• 只需一步洗脱

• 信号稳定(10分钟-24小时)

• Z 因子为0.91

本研究展示了如何在 SpectraMax® i3多功

能酶标仪中应用CatchPoint® cAMP荧光

试剂盒监测腺苷酸环化酶激活剂forskolin

对HEK293细胞的影响(如图1)。

G蛋白偶联受体(GPCRs)是重要的跨膜蛋

白，能将胞外信号传导入胞内，引起信号

逐级放大的级联反应，导致胞内某些蛋白

活性或表达的改变[1]。3’, 5’-单磷酸化环

腺苷(cAMP)作为第二信使参与GPCR活

化 后 的 下 游 反 应 。 当 胞 外 配 体 作 用 于

GPCR时，GPCR构象发生改变，激活胞

内连接的G蛋白。接下来的信号传导路径

与被激活的G蛋白类型有关。其中当Gs蛋

白被激活时，会导致腺苷酸环化酶活化引

起的胞内cAMP浓度上调，进一步激活蛋

白激酶A，最终促进一些目标蛋白的磷酸

化，这些目标蛋白可能参与了例如多巴胺

神经信号传导、葡萄糖再生反应、血管扩

张、细胞有丝分裂、卵子成熟等重要生理

生化过程[2-6]。

CatchPoint® cAMP荧光检测试剂盒采用

免疫竞争原理测得cAMP浓度(如图2)，仅

需一步洗脱，且反应底物加入后短可放置

10分钟，长可延至24小时后再检测，信号

稳定灵敏。

• CatchPoint cAMP荧光检测试剂盒

   (Molecular Devices ，货号R8088)

• HEK293细胞 (ATCC 编号CRL-1573)

• KRGB缓冲液 (Sigma，货号K4002)

• 碳酸氢钠 (Sigma，货号S5761)

• PBS缓冲液 (Life Technologies，

   货号10010)

• 磷酸二酯酶抑制剂，3-异丁基-1-甲基黄嘌呤，

   IBMX (Sigma，货号17018)

• 30%过氧化氢溶液

• MEM培养基 (Corning，货号10-010)

• 胎牛血清 (Gemini Bio-Products，货号100-106)

• 青霉素 (Life Technologies，货号15070-063)

• Forskolin (Sigma，货号F6886)

• 多聚-D-赖氨酸包被96孔板 (Corning，货号354413)

• SpectraMax® i3多功能酶标仪

• SpectraMax® MiniMax™ 300细胞成像系统

• MultiWash+™ 洗板机
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方法
H E K 2 9 3 细 胞 培 养 于 全 生 长 培 养 基

(MEM+10%FBS+1%青霉素/链霉素)

中 ， 铺 满 T 7 5 培 养 瓶 瓶 底 8 0 - 9 0 % 。

0.05%胰酶消化后收集细胞，按照25000

个/孔的密度接种到96孔板中(多聚-D-赖

氨酸包被，黑壁底透)，接种密度可在

25000-100000个/孔范围，37°C、

5%CO2环境下细胞贴壁培养至少18h。

荧光检测前，先用SpectraMax® MiniMax™ 

300细胞成像系统透射光通道观察细胞，

以掌握其生长饱和情况，并应用Stain-

Free™无标记细胞计数法准确测量细胞数

目或覆盖面积百分比(即饱和度)，以达到

质量控制的目的(如图3)。细胞饱和度高且

孔间差异小的行被挑选进行CatchPoint检

测。室温下先用0.75mM IBMX预作用细

胞10分钟，然后37°C下用系列浓度梯度

的forskolin(起始孔浓度1000nM，其他孔

按1:3依次稀释)处理细胞15分钟。药物处

理后按照CatchPoint检测试剂盒说明书裂

解各孔细胞。

接下来按照产品说明书进行操作检测。

cAMP标准样品检测得到一条标准曲线，

以确认试剂盒功能是否正常，并可通过该

拟合方程式计算出细胞样品中cAMP浓

度。过程中洗脱步骤使用MultiWash+洗

板机。红色底物StopLight加入样品30分

钟后用SpectraMax® i3多功能酶标仪读数。

SoftMax® Pro软件执行所有数据采集、分

析和曲线拟合功能，另外还在模板库中提

供了专门的CatchPoint cAMP检测试剂

盒预设模板。

结果
在药物刺激前需掌握细胞饱和度情况，该

实验中采用了Min imax成像系统以及

StainFree无标记技术检测各孔中细胞覆

盖面积百分比(如图3)。根据检测结果，A

行和C行因为不同孔间均一的细胞生长饱

和度被选作待测样品行。各处理孔提取出

细胞裂解后的样品进行检测。

图2：CatchPoint cAMP检测原理 细胞中含有的未标记cAMP与试剂盒中提供的HRP标记cAMP竞
争结合上孔板包被的cAMP抗体。通过检测HRP活性降低可反映细胞内cAMP含量增多。

图3：利用MiniMax细胞成像系统和无标记技术检测HEK293细胞饱和度 A行和C行具有相似的细胞
饱和度百分比以及最小的孔间差异，因此被选中进行检测

图4：cAMP标准曲线  EC50 为3.3 nM，该值与已发表数据一致，样品检测2个复孔

图5：HEK293细胞样品检测结果 得到一条forskolin浓度响应曲线，从起始浓度1000nM开始按1/3
稀释的浓度梯度，每种处理样品检测2个复孔，EC50 为2.3 nM



订购信息

试剂名称 描述(反应次数) 货号

CatchPoint cAMP 96-well Explorer Kit 192 次 R8088

CatchPoint cAMP 96-well Bulk Kit 960 次 R8089

CatchPoint cAMP 384-well Explorer Kit 768 次 R8044

CatchPoint cAMP 384-well Bulk Kit 7680 次 R8053

该实验所使用的Molecular Devices酶标仪：

MultiWash+™ 洗板机
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