
使用 GloMax® Galaxy 可视化 HiBiT 标记 GPCR
的激动剂诱导内化

使用 GloMax® Galaxy 细胞成像仪，在活细胞中可视化 HiBiT 标记 GPCR 的激动剂诱导内化过程。

成像仪：  GloMax® Galaxy Bioluminescence Imager System

   ( Cat.# GM4000 )

试剂盒：  Nano-Glo® HiBiT 细胞外检测系统

   ( Cat.# N2420 )

分析方法： 发光成像

样品类型： 表达 HiBiT 标记 GPCR 的细胞

所需材料： 

•  GloMax® Galaxy 细胞成像仪（Cat.# GM4000） 

• Nano-Glo® HiBiT 细胞外检测系统（Cat.# N2420）

• 表达 HiBiT 标记 GPCR 的细胞

• GPCR 激动剂（例如：司美格鲁肽）

• μ-Slide 8 孔高透玻璃底培养皿（ibidi，Cat.# 80807）

• 活细胞成像溶液（Invitrogen™，Cat.# A59688DJ）

• 图像分析软件（例如 ImageJ）

操作流程：

1. 在 ibidi® 玻片中接种表达 HiBiT 标记 GPCR 的细胞。充分混匀以实现均匀铺板，并尽量避免产生气泡。

2. 在 37℃、5% CO2 条件下孵育过夜。

3. 从培养箱中取出玻片并去除培养基。

 注：如有需要，可在加入 Nano-Glo® 试剂之前进行荧光染色。

4. 每孔加入 100µl 室温平衡后的活细胞成像溶液。

5. 按照 TM523 说明配制 2X Nano-Glo® HiBiT 细胞外检测试剂（100µl/ 孔），并通过移液轻柔混匀。

6. 向每孔加入 100µl Nano-Glo® HiBiT 细胞外检测试剂，并通过移液轻柔混匀。

7. 在 GloMax® Galaxy 进行基线成像（baseline imaging），包括生物发光、明场（brightfield），以及（如需要）荧光成像。

在该步骤中确定合适的聚焦和 / 或曝光参数。

8. 在不将样品移出仪器的情况下，加入 10µl 激动剂或溶剂对照，并通过移液轻柔混匀。

 注：最终浓度需由用户自行确定。

9. 在 GloMax® Galaxy 上启动时间序列采集。时间序列的持续时间需由用户确定。

10. 使用专用分析软件（例如 ImageJ）处理图像。

Product Application

该实验流程由 Promega 应用科学家
开发，仅供科研使用。

用户需自行验证该流程是否适用于其
具体应用。

更多信息请参阅：
• 操作手册 TM756
• 技术手册 TM523

技术支持联系方式：
chinatechserv@promega.com

https://france.promega.com/resources/protocols/technical-manuals/500/glomax-galaxy-bioluminescence-imager-operating-manual/
https://minisite.promega.com.cn/content/details1604_23681.html


结果：
在 GloMax® Galaxy 上可以成功可视化 HiBiT 标记 GPCR 的激动剂诱导内化，但需要同时获取溶剂对照，以校正随时间推移产

生的自发信号动态变化及 NanoGlo® 底物耗竭效应。

图 1. 在 GloMax® Galaxy 上采集的司美格鲁肽诱导 HiBiT-GLP1R 内化过程随时间变化的发光图像示例。HeLa 细胞被瞬时转染 

HiBiT-GLP1R 构建体，接种于 ibidi® 玻片中，并孵育过夜。第二天，去除培养基，并向每孔加入 100µl 活细胞成像溶液。随后在

成像前加入 100µl Nano Glo® HiBiT 细胞外检测试剂。在加药前（T = 0 分钟）采集一张图像。随后加入司美格鲁肽（最终浓度 

2µM）或溶剂对照（Opti-MEM + 10% DMSO），并在 GloMax® Galaxy 上采集约 1 小时 30 分钟的发光时间序列图像。使用的

曝光时间为 7 分钟。图像在 ImageJ 中进行处理，对所有时间点统一应用标准化显示参数（包括暗帧背景扣除）。
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Results: 

Agonist-induced internalization of HiBiT-tagged GPCR can be successfully visualized on the GloMax® Galaxy, 
provided that a vehicle control is acquired in parallel to account for spontaneous signal dynamics and NanoGlo® 
substrate depletion over time. 
 

 
 
 
Figure 1. Example luminescence images of semaglutide-induced HiBiT-GLP1R internalization over time 
captured on the GloMax® Galaxy.  HeLa cells were transiently transfected with a HiBiT-GLP1R construct, seeded 
on an ibidi® slide and incubated overnight. The next day, media was removed, and 100µl of Live Cell Imaging 
Solution was added to the well. 100µl of the NanoGlo® HiBiT Extracellular Detection Reagent was then added 
prior to imaging. One image was taken prior to compound addition (T=0min). Semaglutide (2µM final 
concentration) or vehicle control (Opti-MEM + 10% DMSO) was then added, and a time-series of luminescence 
images was acquired on the GloMax® Galaxy for approximately 1 hour and 30 minutes. Exposure time used was 
7 minutes. Images were processed in ImageJ using standardized display parameters applied consistently across 
all timepoints including a dark frame background subtraction. 
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