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1.  产品描述

Glycerol-Glo™ Assay (a) 为测量细胞裂解物和其他生物样品如细胞培养基、血清和组织裂解物中的甘油提供了一种发光

检测方法。甘油主要作为甘油三酯释放的脂解产物被测量。同时甘油还是多种其他酶促或代谢过程的底物或产物，因

此通过 Glycerol-Glo™ Assay 还可研究这些酶促或代谢过程。

Glycerol-Glo™ Assay 利用酶偶联法对甘油进行测量，该方法将 NADH（还原型辅酶Ⅰ）的生成与 proluciferin（还原酶

底物）的激活联系起来，生成的 luciferin（萤光素）可被萤光素酶催化发光（图 1）。

Glycerol-Glo™ Assay 是生物发光代谢物检测平台的一部分，可对多种样品类型（1-2）进行快速、灵敏的代谢物检测，

并且与高通量应用兼容。该检测可在 96 和 384 孔板中进行，检测试剂可被直接添加到样品中，而无需有机萃取，使其

更适用于高通量应用（图 2）

图 1. Glycerol-Glo™ Assay 原理示意图。甘油激酶和甘油 -3- 磷酸脱氢酶用于产生 NADH。在 NADH 存在的情况下，还原酶将

proluciferin 还原酶底物还原成萤光素。使用 Ultra-Glo™ Luciferase 和 ATP 通过萤光素酶反应对萤光素进行检测，产生的光信号强度

与样品中甘油的含量呈正比。
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图 2. Glycerol-Glo™ Assay 试剂制备和操作流程。上述操作流程用于甘油测量。
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2.  产品组分和储存条件

产品 规格 目录号

Glycerol-Glo™ Assay  5ml J3150

产品 规格 目录号

Glycerol-Glo™ Assay 50 ml J3151

该系统包含的试剂足够用于在 96 孔板中进行 100 次反应（50µl 样品 + 50µl 甘油检测试剂）。包括：

•  10ml          Glycerol Lysis Solution
•  5ml            Glycerol Detection Solution
•  55µl           Reductase Substrate
•  50µl           Kinetic Enhancer
•  500µl	         Glycerol Standard (20mM)

该系统包含的试剂足够用于在 96 孔板中进行 1000 次反应（50µl 样品 + 50µl 甘油检测试剂）。包括：  

•  100ml        Glycerol Lysis Solution
•  50ml          Glycerol Detection Solution
•  2×275µl     Reductase Substrate
•  500µl         Kinetic Enhancer
•  500µl         Glycerol Standard (20mM)

储存条件 : 将完整试剂盒储存于 –65℃以下。或者，将Glycerol Detection Solution和Reductase Substrate储存于 –65℃
以下，Kinetic Enhancer 储存于 –10℃以下，并将 Glycerol Lysis Solution 和 Glycerol Standard 储存在 + 10℃以下。

试剂盒组分可以冻融 3 次，对检测性能无影响。

注意：操作细胞和细胞培养试剂等生物危害性材料时，请使用个人防护装备并遵守所在机构的安全准则和废弃物  
           处置要求。
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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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3.  甘油检测

3.A. 用户需提供的材料

• PBS

• 与标准微孔板读数仪兼容的 96 或 384 孔壁不透光的检测板（底部透明或不透明）

• 单通道和多通道移液器，吸头和试剂加样槽

• 能够读取微孔板的发光检测仪 ( 例如 , GloMax ® Discover, Cat.#GM3000)

• 水浴

3.B. 试剂制备

本操作方法适用于在 96 孔板中使用 50µl 制备好的样品和 50µl 甘油检测试剂进行反应。该检测还适用于其他体积，只

要保持甘油检测试剂体积与样品体积为 1：1 的比例（例如，384 孔板中用 20 µl 制备好的样品和 20 µl 甘油检测试剂）。

注意：甘油是许多生物制剂（例如，酶存储缓冲液，培养基，胎牛血清（FBS））中存在的常见实验试剂，其浓度明显

高于 Glycerol-Glo™ Assay 所设计的线性范围。例如，100％的甘油相当于 13.6M 的浓度，所以即使 0.001％的污染也

会超过检测线性度的上限（80µM）。因此，必须小心操作以降低污染风险。

1. 将所有组分在 22℃水浴中融化并混匀，以确保使用前为均匀的溶液。将 Reductase Substrate 和 Kinetic Enhancer 
 置于冰上；所有其他组分在使用前可保持于 22℃中。 

2. 确定当前实验所需的试剂量。试剂在制备当天使用；不要储存至下次使用。

3. 制备甘油检测试剂 , 每毫升 Glycerol Detection Solution 需加入 10µl Reductase Substrate 并颠倒混匀。使用前 1 
 小时制备该试剂，使检测背景降至最低。置于室温。

4. 1 小时后，在每毫升于步骤 3 制备的甘油检测试剂中加入 10µl Kinetic Enhancer 并颠倒混匀。

3.C. 检测操作步骤

试剂盒包含 20mM 的 Glycerol Standard 用于制作标准曲线（图 3），以确认样品在检测的线性范围内并计算甘油浓度。

如果样品的相对光单位（RLU）值不在甘油标准液曲线的线性范围内，则应调整样品的稀释度并重新测定。使用与制备

样品相同的缓冲液制备标准品，并遵循相同的检测操作方法非常重要。例如，如果样品是在 1：1 的培养基：Glycerol 
Lysis Solution 混合物中制备的，那么标准液也必须在 1：1 的培养基：Glycerol Lysis Solution 混合物中制备。

1. 对于每个样品、标准品或对照：

 a. 对于培养基、血清和组织匀浆样品 :

  i.   在Glycerol Lysis Solution中稀释样品，使甘油浓度低于80µM。将25µl样品、标准品或对照转移至96孔板中。

  ii.  加入 25µl Glycerol Lysis Solution，短暂震荡并于 37℃孵育 30 分钟。

   注意：如果在溶液中检测甘油（即无需裂解细胞），则无需添加 Glycerol Lysis Solution。确保制备标准品和 
             对照时也不要添加 Glycerol Lysis Solution，并将样品体积补至 50μl。
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 b. 对于贴壁细胞和 3D 培养的细胞 :

  i.    从培养细胞的 96 孔板中去除培养基。使用 100μl PBS 将细胞洗涤两次。

  ii.    加入 50µl Glycerol Lysis Solution，短暂震荡并于 37℃孵育 30 分钟。

  iii.   如果需要，可以在 Glycerol Lysis Solution 中稀释样品，使甘油浓度低于 80µM。将 50µl 稀释的样品、标 
        准品或对照转移至 96 孔板的空孔中。

2. 在所有孔中加入 50µl 于 3.B 中制备的甘油检测试剂。

3. 手动或用微孔板振荡仪低转速摇动孔板 30-60 秒。

4. 室温孵育 1 小时。

5. 使用能够读取微孔板的发光检测仪检测发光信号。

 注意：光信号会持续增加直至所有甘油被消耗完且信号达到平台期。在任何时间点，信号都与甘油浓度成正比。

6. 通过比较样品和标准品的发光信号计算甘油浓度 ( 见图 3）。
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3.C. Assay Protocol (continued)

b. For Adherent Cells and 3D Cultures:

 i. Remove media from cells in a 96-well plate. Wash cells twice with 100μl of PBS.

 ii. Add 50μl of Glycerol Lysis Solution, shake briefly and incubate 30 minutes at 37°C.

 iii. If needed, dilute samples in Glycerol Lysis Solution to bring their glycerol concentrations below  
 80μM. Transfer 50µl of any diluted samples, standards or controls to empty wells in a 96-well plate.

2. Add 50µl of Glycerol Detection Reagent as prepared in Section 3.B to all wells.

3. Shake the plate for 30–60 seconds by hand or at a low rpm on a plate shaker.

4. Incubate at room temperature for 1 hour.

5. Record luminescence using a plate-reading luminometer.

 Note: The light signal continues to increase until all glycerol is consumed and the signal plateaus. At any time 
point the signal is directly proportional to glycerol concentration.

6. Calculate glycerol concentration by comparison of the luminescence of samples and standards (See Figure 3).

Figure 3. Glycerol standard curves. A 2μl aliquot of the 20mM Glycerol Standard was diluted in 498μl of Glycerol 
Lysis Solution and then serially diluted twofold by mixing 200μl of standard with 200μl of Glycerol Lysis Solution. A 
50μl aliquot of Glycerol Detection Reagent was added to 50μl of each standard in triplicate and the luminescence was 
read after 1 hour. Concentration was plotted against average relative light units (RLU) at each standard point and a 
linear curve was fit. The Glycerol-Glo™ Assay can detect less than 1µM glycerol and has an upper limit of 80µM glycerol. 
See Section 4.A for an alternate way to convert luminescence into concentration.
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图 3. 甘油标准曲线。将 2µl 20mM 的 Glycerol Standard 稀释于 498µl Glycerol Lysis Solution 中，接着通过混合 200µl 标
准品和 200µl Glycerol Lysis Solution 进行 2 倍的系列稀释。将 50µl 甘油检测试剂加到 50µl 的各浓度标准品中，并设置三

个复孔，1 小时后读取发光值。用每个标准品的浓度相对于其对应的相对发光单位（RLU）的平均值作图，并进行线性拟合。

Glycerol-Glo™ Assay 可检测小于 1µM 的甘油，其上限为 80µM。有关发光转换为浓度的其他方法，请参见 4.A。 
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表 1. 甘油滴定数据

图 4. 脂肪细胞的脂解作用。脂解激素通过腺苷酸环化酶（AC）和蛋白激酶A（PKA）的酶促级联反应，激活脂肪甘油三酯脂酶（ATGL）、
激素敏感性脂肪酶（HSL）和单酰基甘油脂肪酶（MAGL）。这些酶将甘油三酯（TAG）贮存转化为甘油和游离脂肪酸（FFA）。 

注意：变异系数（CV）为 100×STDEV / RLU（标准偏差 / 相对光单位）。信背比（S / B）是样本的平均信号除以来

自阴性对照的平均信号所取得的值。信噪比（S / N）是净信号（平均信号减去平均阴性对照）除以阴性对照的标准偏

差所取得的值。

4.  实验示例

4.A.  脂肪细胞的脂解作用

使用Glycerol-Glo™ Assay可以很容易地对细胞释放的甘油进行测量。脂肪细胞中的脂解作用是甘油释放的一个示例（图

4和 5）。在没有刺激的情况下，脂肪细胞可在 1小时内释放约 15µM的甘油。在存在脂解诱导剂异丙肾上腺素的情况下，

甘油在 1 小时内的释放量增加到约 112µM，表明了脂解作用增加约 7.5 倍。甘油的释放量随细胞数量、孵育时间、脂

解诱导剂的种类和浓度以及脂肪细胞的代谢状态而变化。还要注意的是，在本例中，甘油的释放量超过了线性度 80µM
的上限，因此在添加检测试剂之前需要进行稀释。 

甘油 (pM) 80 60 40 20 10 5 2 1 0

相对光单位 RLU（千） 25,763 20,963 14,770 7,595 4,095 2,123 974 557 153

标准偏差（千） 380 23 7 56 103 31 1 4 3

CV 1.5% 0.1% 0.0% 0.7% 2.5% 1.4% 0.1% 0.8% 1.8%

S/B 167.9 136.6 96.2 49.5 26.7 13.8 6.3 3.6 1.0

S/N 9,512.1 7,729.2 5,429.0 2,764.0 1,463.9 731.6 304.7 149.8 -
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4.A. Lipolysis in Adipocytes (continued)

Figure 4. Lipolysis in adipocytes. Lipolytic hormones stimulate an enzymatic cascade through adenylate cyclase 
(AC) and protein kinase A (PKA) that leads to activation of adipose triglyceride lipase (ATGL), hormone sensitive lipase 
(HSL) and monoacylglycerol lipase (MAGL). These enzymes convert triglyceride (TAG) stores into glycerol and free 
fatty acids (FFA).
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图 5. 脂肪细胞释放的甘油。脂肪细胞从 3T3L1-MBX 成纤维细胞分化而来（请参见 Uptake-Glo™ Assay Technical Manual #TM467
第 5.B 节中关于成纤维细胞分化为脂肪细胞的建议）。除去培养基，细胞使用 PBS 清洗两次。加入含有 2％不含脂肪酸的 BSA 和

5µM triacsin C 的 RPMI（培养基）；BSA 与脂肪酸结合，而 triacsin C 抑制脂肪生成，两者均有助于促进细胞外甘油的积累。培养

基还含有 0 或 10µM 异丙肾上腺素，作为对照或刺激条件。在不同时间点取出部分培养基样品，用 Glycerol Lysis Solution 以 1：1
的比例进行稀释并检测甘油含量。
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Figure 5. Glycerol release from adipocytes. Adipocytes were differentiated from 3T3L1-MBX fibroblasts (see 
Section 5.B of Glucose Uptake-Glo™ Assay Technical Manual #TM467 for recommendations on differentiation of 
fibroblasts into adipocytes). Medium was removed and the cells were washed twice with PBS. RPMI was added 
containing 2% fatty acid free BSA and 5µM triacsin C; the BSA binds fatty acids and the triacsin C inhibits lipogenesis, 
both of which aid in promoting extracellular glycerol accumulation. The medium also contained 0 or 10µM 
isoproterenol to create control or stimulated conditions. Aliquots of medium were removed over time, diluted 1:1 with 
Glycerol Lysis Solution and assayed for glycerol.

The glycerol concentrations in Figure 5 were calculated using a single standard approach, rather than a full standard 
curve (Figure 6). The luminescence of each lipolysis sample (RLUsample) was converted into glycerol concentration using 
the luminescence of a glycerol standard (RLUstandard) of known concentration (STD) and the luminescence of a negative 
control (RLUbackground) containing no glycerol and the following formula:

Glycerol concentration of the sample = STD × (RLUsample – RLUbackground) / (RLUstandard – RLUbackground)

For the data in Figure 5 at 1 hour, this formula yields unstimulated and stimulated glycerol concentrations of 7.5µM 
and 56µM, respectively. Since the samples were twofold diluted, the glycerol concentrations of the unstimulated and 
stimulated medium samples are 15µM and 112µM, respectively.
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图 5 中的甘油浓度使用单一标准品方法计算，而不是用完整的标准曲线（图 6）。使用已知浓度（STD）的甘油标准品

（RLU标准品）的发光信号和不含甘油的阴性对照的发光信号（RLU背景）以及下述公式，将每个脂解样品的发光信号（RLU样品）

转换为甘油浓度：

样本的甘油浓度 = STD × (RLU 样品 – RLU 背景 ) / (RLU 标准品 – RLU 背景 )

对于图 5 中在 1 小时处的数据，使用该公式计算出的未刺激和刺激条件下甘油的浓度分别为 7.5µM 和 56µM。由于样

品被稀释了两倍，因此未刺激和刺激条件下培养基样品中的甘油浓度分别为 15µM 和 112µM。
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Glycerol-Glo™ Assay 旨在测量体内细胞进程中所产生的甘油。另外，它还可用于在体外实验中检测酶的活性。例如，

磷脂酶 D 将磷脂酰甘油水解为甘油和磷脂酸（3）。在图 7 中，来自链霉菌（Sigma Cat.# P4912）的磷脂酶 D 被滴定，

可观察到发光和酶浓度之间的线性相关性。这个方法适用于测量产生甘油产物的任何酶的活性，但有几点需要说明，

如果待研究的酶是储存在甘油溶液中的，则由于可能存在的高背景而无法测量甘油的变化。此外，如果酶具有明显的

颜色，会吸收发出的光；使用不同量的此类酶时，可能需要考虑这种由颜色造成的淬灭。
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4.A. Lipolysis in Adipocytes (continued)

Figure 6. Calculation of glycerol concentration using a single glycerol standard. The sample data is from the 
1 hour time point of Figure 5; see Figure 5 for experimental details. The standard concentration in this experiment was 
40µM. The RLU value (in millions) is listed at the top of each bar.

4.B. Measurement of Other Enzyme Activities

The Glycerol-Glo™ Assay was designed to measure glycerol produced as the result of in vivo cellular processes. 
Additionally, it can be used to measure enzyme activity in vitro. For example, phospholipase D hydrolyzes 
phosphatidylglycerol to glycerol and phosphatidic acid (3). In Figure 7, phospholipase D from Streptomyces (Sigma 
Cat.# P4912) was titrated and a linear correlation was observed between luminescence and enzyme concentration. Any 
enzyme activity that produces glycerol as a product can be measured with this assay, with a few caveats. If the source of 
the enzyme to be studied is stored in a glycerol solution, it may not be possible to measure changes in glycerol due to 
the potential for high background. Moreover, enzymes with significant color can absorb emitted light; such quenching 
may need to be accounted for when using different amounts of such enzymes.
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图 6. 使用单一甘油标准品计算甘油浓度。样本数据来自图 5 的 1 小时时间点。 实验细节请参见图 5。该实验的标准品浓度为

40µM。RLU 值（以百万为单位）列于每栏的顶部。

图 7. 磷脂酶 D 活性测量。一定浓度范围的磷脂酶 D（PLD）在 PBS 中与 40µM 的磷脂酰甘油以 1：1 混合，并在室温下孵育 1 小时。

然后将该溶液与甘油检测试剂 以 1：1 混合，并在 1 小时后记录发光。
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Figure 7. Measurement of phospholipase D activity. A range of phospholipase D (PLD) concentrations was 
mixed 1:1 with 40µM phosphatidylglycerol in PBS and incubated for 1 hour at room temperature. This solution was 
then mixed 1:1 with Glycerol Detection Reagent and luminescence was recorded after 1 hour.

5. Appendix

5.A. Signal Stability

After addition of the Glycerol Detection Reagent to a sample, the Glycerol-Glo™ Assay yields a signal that is stable over 
several hours (Figure 8).

Figure 8. Signal stability of the Glycerol-Glo™ Assay. An equal volume of Glycerol Detection Reagent was added 
to 40µM glycerol in Glycerol Lysis Solution and the luminescence was recorded over time. After 5 hours, the signal is 
>50% of the signal at 1 hour, which is convenient for high-throughput applications.
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4.B. 其他酶活性测量
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图 8. Glycerol-Glo™ Assay 的信号稳定性。将等体积的甘油检测试剂加入到稀释于 Glycerol Lysis Solution 的 40µM 甘油中，并在

不同时间点记录发光信号。5 小时后，信号大于 1 小时信号的 50％，这有助于高通量的应用。
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Figure 7. Measurement of phospholipase D activity. A range of phospholipase D (PLD) concentrations was 
mixed 1:1 with 40µM phosphatidylglycerol in PBS and incubated for 1 hour at room temperature. This solution was 
then mixed 1:1 with Glycerol Detection Reagent and luminescence was recorded after 1 hour.

5. Appendix

5.A. Signal Stability

After addition of the Glycerol Detection Reagent to a sample, the Glycerol-Glo™ Assay yields a signal that is stable over 
several hours (Figure 8).

Figure 8. Signal stability of the Glycerol-Glo™ Assay. An equal volume of Glycerol Detection Reagent was added 
to 40µM glycerol in Glycerol Lysis Solution and the luminescence was recorded over time. After 5 hours, the signal is 
>50% of the signal at 1 hour, which is convenient for high-throughput applications.
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5.  附录

5.A. 信号稳定性

在样品中加入甘油检测试剂后，Glycerol-Glo™ Assay 产生的信号可在数小时内保持稳定（图 8）。

5.B. 温度和试剂兼容性

发光信号的强度和稳定性对温度敏感。为了获得一致的结果，使用前先将试剂和样品平衡至室温（22-25℃）。避免在

待测试的样品中使用 DTT（二硫苏糖醇）和其他还原剂。还原剂会与 Reductase Substrate 反应并增加背景。

5.C. 微孔板和检测仪器

绝大多数标准的发光检测功能的微孔板读数仪均适用于此检测。有些仪器不需要调整增益，而另一些仪器可能需要优

化增益设置以改善灵敏度和动态范围。每孔整合时间设置为 0.5-1 秒。有关精确的仪器设置，请查阅仪器手册。为获得

最佳性能，请使用与发光检测仪兼容的不透光白色多孔板（例如，96 孔板 Corning Costar® #3917 或 384 孔板 Costar® 

#3570）。黑色孔板的发光信号会减弱，而透明板会增加孔与孔之间光信号的串扰。本技术手册数据中显示的 RLU 值

取决于用于生成数据的孔板和发光检测仪。尽管相对发光的输出随不同仪器而变化，但这种变化不会影响测定性能。

5.D. 多重检测和归一化

Glycerol-Glo™ Assay 可以与细胞活力检测叠加用于归一化，并消除各孔之间的差异。如果取出部分培养基作为样

品进行检测，则可以按照各自检测法所提供的操作步骤，对样品的其余部分使用 RealTime-Glo™，CellTiter-Fluor™
或 CellTiter-Glo® Cell Viability Assays 来测定。如果与细胞内甘油的检测进行叠加，可以将 RealTime-Glo™ 和 / 或
CellTiter-Fluor™ 试剂添加到培养基中，并在取出培养基之前进行测量。为了确定处理操作是否对细胞有毒性，可将

LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay 与 Glycerol-Glo™ Assay 叠加检测。少量（2–5µl）培养基样品可移至单独的孔板上使用

LDH-Glo™ Assay 测定，剩余的细胞和培养基可以用于甘油的检测。
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产品 规格 目录号

Triglyceride-Glo™ Assay 5 ml J3160

Cholesterol/Cholesterol Ester-Glo™Assay 5 ml J3190

Glucose-Glo™ Assay 5ml J6021

Glucose Uptake-Glo™ Assay 5ml J1341

Glutamate-Glo™ Assay 5ml J7021

Glutamine/Glutamate-Glo™ Assay 5ml J8021

Lactate-Glo™ Assay 5ml J5021

NAD(P)H-Glo™ Detection System 10ml G9061

NAD/NADH-Glo™ Assay 10ml G9071

NADP/NADPH-Glo™ Assay 10ml G9081

Mitochondrial ToxGlo™ Assay 10ml G8000

有其他规格可供选择

产品 规格 目录号

RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay 100 次 G9711

CellTiter-Glo® 2.0 Assay 10ml G9241

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay 10ml G7570

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

CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay 10ml G6080

有其他规格可供选择

产品 规格 目录号

LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay 10ml J2380

CellTox™ Green Cytotoxicity Assay 10ml G8741

CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay 10ml G9290

CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay 10ml G9260

有其他规格可供选择

7. 相关产品

能量代谢检测 

细胞活力检测

细胞毒性检测
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产品 规格 目录号

MultiTox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assay 10ml G9270

MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay 10ml G9200

有其他规格可供选择

产品 规格 目录号

GloMax® Discover System 一台 GM3000

GloMax® Explorer System 一台 GM3500

产品 规格 目录号

ROS-Glo™ H2O2 Assay 10ml G8820

GSH-Glo™ Glutathione Assay 10ml V6911

GSH/GSSG-Glo™ Assay 10ml V6611

有其他规格可供选择

细胞活力和毒性多重检测 

检测仪器

氧化应激检测
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