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分别表达三种酶的 B16F10 细胞体内外发光测试 
 

1. 实验设置： 

 酶类型：B16F10-FLuc；B16F10-AkaLuc；B16F10-NanoLuc； 

 细胞母液：100 万个/mL； 

 细胞浓度梯度：1×105个/mL、1×104个/mL、1×103/mL、1×102个/mL、1×10

个/mL 

 底物类型：D-荧光素钾盐；Akalumine 盐酸盐；Furimazine； 

 底物母液摩尔浓度：D-荧光素钾盐 (100 mM)；Akalumine 盐酸盐 (10 mM)；

Furimazine (1 mM) 

 

体外发光实验设置示意图 

 

2. 体外实验测试 

2.1 实验步骤： 

1、将细胞母液稀释得到不同浓度的细胞稀释液：1×105个/mL、1×104个/mL、1×

103/mL、1×102个/mL、1×10 个/mL，然后分别取 100 uL 加入到细胞孔板中，得到每孔

细胞数量为 1×104个、1×103个、100 个、10 个、1 个； 

2、然后加入底物和 PBS 混匀；（本实验 FLuc、AkaLuc 和 NanoLuc 体系均不需要加

入 ATP），每组孔板物质的添加量如下表： 
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细胞数量 105 104 103 100 10 1 

细胞体积 100μL 100μL 100μL 100μL 100μL 100μL 

底物 2μL 2μL 2μL 2μL 2μL 2μL 

PBS 98μL 98μL 98μL 98μL 98μL 98μL 

3、发光成像：三种体系在 AniViewPhoenix 成像设备中生物发光设置相同参数，分别

成像； 

4、数据处理：圈出发光信号面积取值导出；绘制三种体系在细胞浓度梯度下的信号曲

线图；比较在信号接近情况下不同体系所需的细胞数量和底物浓度。 

2.2 实验结果分析： 

 细胞浓度梯度信号曲线比较：  

 

 
（A）细胞浓度梯度下的 D-荧光素钾盐/FLuc 体系生物发光；（B）细胞浓度

梯度下的 Akalumine 盐酸盐/AkaLuc 体系生物发光；（C）细胞浓度梯度

下的 Furimazine/NanoLuc 体系生物发光； 
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D-荧光素钾盐/FLuc 体系只有在细胞数量 105 个才检测到较低的信号，104 个以下细胞

都不能检测出信号。Akalumine 盐酸盐/AkaLuc 体系在细胞数量 105个能检测到较高的信

号，在细胞数量 1000 个以下就不能检测到信号了，并且随着细胞数量的下降，信号下降的

幅度也很大。而 Furimazine/NanoLuc 体系在细胞数量 105个的条件下检测到很高的信号，

而最低细胞数量去到一个的时候也能检测到十的六次方的信号强度，并且随着细胞数量的

减少，信号下降的速率较慢。 

 信号接近情况下不同体系所需的细胞数量和底物浓度比较： 

 

D-荧光素钾盐/FLuc 体系的底物工作浓度为 1 mM，细胞数量在 105 的条件下的信号总

值与 Akalumine 盐酸盐/AkaLuc 体系的工作浓度为 0.1 mM，细胞数量为一千个时以及

Furimazine-NanoLuc 体系的工作浓度为 0.01 mM，细胞数量为一百的时候的信号总值是接

近的，说明 Furimazine/NanoLuc 体系不管在底物使用量以及细胞数量上相比前面两个体系

都是更低然后能呈现出相同或者更好的信号，底物使用量的减少能够降低使用的成本，细

胞数量的减少使检测更加的灵敏。 

3. 体内实验测试 

3.1 实验步骤： 

1、小鼠皮下注射肿瘤细胞母液（105个/mL）100 μL，里面含有约 104 个细胞 
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2、腹腔注射底物 100 μL （D-荧光素钾盐 (100 mM)；Akalumine 盐酸盐 (10 mM)；

Furimazine (1 mM)） 

3、三个体系分别做动力学实验，最后在信号峰值处比较。 

3.2 实验结果分析： 

 体内峰值发光检测比较： 

 

各体系发光信号峰值比较图 

由于 D-荧光素钾盐/FLuc 体系细胞数量在十万个的时候没有检测出信号，所以该体系

使用五十万细胞数量的信号检测结果，同样可以看到 D-荧光素钾盐/FLuc 体系需要高浓度

以及细胞数量更高时的信号才能与 Akalumine 盐酸盐/AkaLuc 体系、Furimazine-NanoLuc 体

系体系接近。而 Furimazine-NanoLuc 体系在细胞数量相同，底物工作浓度是 Akalumine 盐

酸盐的 0.1 倍的情况下，信号依旧与 Akalumine 盐酸盐/AkaLuc 体系基本一样，说明

Furimazine-NanoLuc 体系体内成像效果也是最好的。 

 体内发光进一步检测： 
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前面从体外实验的细胞浓度信号曲线可以知道 Akalumine 盐酸盐/AkaLuc 体系的信号

随着细胞数量的减少下降得很快，所以进一步对 Akalumine 盐酸盐/AkaLuc 体系和

Furimazine-NanoLuc 体系检测更少细胞数量时的信号情况，果然结果和体外实验一致，在

一万个细胞数量的情况下，Akalumine 盐酸盐/AkaLuc 体系已经几乎检测不出信号，而

Furimazine-NanoLuc 体系依旧能检测到较强信号，并且与十万个细胞数量时的信号差距不

大，说明 Furimazine-NanoLuc 体系随着细胞数量减少，信号强度变化的要比其他两个体系

要小得多，变化幅度较小且稳定，有利于实验的开展。 

 

 


