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FLIPR 系统简介 

FLIPR 是美国分子仪器公司推出的高通量 CCD 成像读板机，主要用于生命科学研究和高通量药

物筛选，例如分子生物学、植物学、遗传学、动物学、微生物学、病理学与病理生理学等学科研究。 

FLIPR 实时荧光检测分析系统采用了多种技术在精度上功能上的特点，为研究提供多种方法、

多角度的可靠分析数据； 其优越性主要体现在以下几个方面： 

    第一、FLIPR 是一台将加液系统和检测系统完美整合的仪器，是一台 workstation 工作站和 CCD

成像读板机的组合。无论是 GPCR 钙流的定量研究，还是离子通道效应的检测中，由于反应非常快，

所以一方面需要非常快的加液和检测系统，而珍贵的微量样品，同时要求加液系统的准确而不能浪

费。FLIPR 可选配 96/384/1536 加液系统和快速的钙流荧光检测系统，整板同时加液，CCD 整板成

像，0.47s 成像间隔，高质量的数据，完全满足我们的实验要求。 

    第二、 FLIPR 可选配 LED 和滤光片组合，进行不同波长的荧光检测和化学发光检测。针对不同

的检测指标，厂家同时研发了配套使用的试剂盒，确保可以得到高质量的结果。同时可无缝联合机

械臂，满足实验设计的完整性并实现实验操作的最大自动化。选配的加样头以及 LED、滤光片，更

换起来非常方便，不需要任何工具，实验人员即可操作。  

    第三、为满足细胞实验的特殊性，FLIPR 还特别设计了一个细胞培养池。可外接液体循环清洗

系统，细胞悬液可直接置于细胞培养池，只需在软件内编辑模板，轻点鼠标，即可进行细胞加样。

同时，此处还可做实验过程中清洗枪头之用。 

    第四、FLIPR 配套的软件 screenwork 功能强大，使用简便。即可得到实时检测的荧光/化学发光

结果，也可一步拟合出 EC/IC50 结果。 

    因此，FLIPR 一台仪器相当于是一台 workstation 工作站和一台 CCD 成像读板机的完美结合，

是现今用于离子通道和 GPCR 常规研究以及药物开发中不可缺少的仪器。目前，全球 FLIPR 的装机

量已超过了 1000 台，市场占有率超过 80%； 在国内， 部分知名高校、各大制药公司以及 CRO 企

业已成为我们 FLIPR 的忠实用户，有些单位甚至拥有一台以上 FLIPR，市场占有率超过 90%。FLIPR

高通量的荧光/化学发光检测方法和高质量的数据已经被生物界广泛接受和认可，成为其采购仪器的

首要选择。 
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G 蛋白偶联受体和药物开发 

随着对人类各种疾病分子机制的了解, 人们发现了大量的可用于药物筛选的药靶,，且数量在不

断的增加。新技术的应用,，促进了作用于这些药靶的新药开发。人们服用的药物,，如: 激素、神经

肽、化学活性物质、 产生味觉的物质( 如：香料) 等,，许多是通过结合到 G -蛋白偶联受体( GPCR) 

上引发信号传导的。约有 80%的激素、 神经递质和神经调节物被认为是通过 G -蛋白偶联受体进行

信号传递的。G -蛋白偶联受体是最大的一组药靶,，在人类基因组中，大约有 600 个基因编码这个

家族的蛋白。在小分子药物的发现过程中，G -蛋白偶联受体也是目前最成功的一类蛋白质药靶。从

目前用于治疗的药物及用于药物开发的药靶来看,，大约 500 个靶分子已经或正在成为药物开发的对

象,，其中 G -蛋白偶联受体约占 45%,，是最大的一类；离子通道约占 18%。 

G 蛋白偶联受体（GPCR）、离子通道等占据市场半壁江山的药物开发靶点是都具有与化合物结

合受信号变化过程迅速的特点，这就决定了检测仪器必须可以实现化合物添加等溶液处理体系与信

号检测体系可以同步运行，准确、可靠地真实反应出信号的动力学变化过程。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GPCRs 即与 G 蛋白偶联受体，G 蛋白（GTP 结合蛋白）包含三个亚基：α、β和 γ，形成三聚体。

当细胞外配体与 GPCRs 结合后，GPCRs 构象改变，激活 G 蛋白，GTP 磷酸化 Gα 亚基，导致 Gα

亚基从三聚体解离，与 β 和 γ 亚基分离。Gα 亚基进入胞浆进而激活下游效应器 AC（磷脂酶 C）或

PLC（腺苷酰环化酶）并产生生物学效应。此外，β、γ亚基也能够激活其他通路，如通过磷脂酶 A2

激活心肌细胞 K+通道，产生生物学效应等。但通常所讲的 G 蛋白一般是指 α亚基。Gα的不同亚型

Gαs，Gαi 和 Gαq 激活后会产生不同的生物学效应，其中 Gas-偶联受体激活腺苷酰环化酶(AC)导致

~40% 
~18% 



                                                                                         

- 4 - 
 

FLIPR 高通量实时荧光检测和药物开发 

cAMP增加；Gai-偶联受体激活腺苷酰环化酶(AC)导致 cAMP降低；Gaq偶联受体激活磷脂酶C(PLC)，

产生 IP3，IP3 能使细胞内 Ca2+浓度升高。 

细胞水平的 GPCR 受体筛选，目前公认的最方便、最容易操作、数据最可信的方法是直接实时

检测因 GPCR 受体激活诱导的细胞内钙离子浓度变化。GPCR 信号通过 Gq 会使细胞内钙释放，因

此通过钙离子敏感荧光探针检测细胞内钙释放，即可检测通过 Gq 途径信号转导的 GPCRs。 

钙流信号诱导快，消失也快，从诱导到消失可在数秒内完成。高通量检测细胞内钙流要求检测

仪器具有内置的高通量加 样系统、极高的采样频率，以及实时、加样的同时同步采集数据的能力。

MD公司的FLIPR能够配合使用高效高信噪比钙试剂盒： Calcium 4、Calcium 5和最新推出的Calcium 

6 Assay Kit，FLIPR 以每小时获取 3 万个以上的数据点的通量实现 GPCRs 的高通量筛选。试剂盒的

原理如 下： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

该试剂盒内包含钙离子敏感的荧光指示剂和 masking dye。在细胞外溶液中，荧光指示剂的荧光

信号被 masking dye 所掩盖。在细胞孵育过程中，细胞膜上的酯酶切除指示剂分子的 AM 部分，从

而使该分子不能再反向通过细胞膜回到细胞外溶液中。Masking dye 不能通过细胞膜，留在细胞外

液中掩盖背景荧光信号。当细胞能钙离子浓度变化时，钙敏感指示剂的荧光信号将会发生变化。 
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extracellular dye agents 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

Increase in cytosolic Ca2+ can 

be detected by FLIPR using 

calcium sensitive dye indicators 

 

Ca++ 

 

 

 

 

Active Gq 

Ca++ 

R-L 

Complex 

Intracellular 

mediators 

Ca+

+ 

Agonist/Antagonist 

action 

on cell-surface receptor 

Ca++ 



                                                                                         

- 5 - 
 

FLIPR 高通量实时荧光检测和药物开发 

离子通道研究与药物开发 

 离子通道(ion channel)是细胞膜上的一类特殊亲水性蛋白质微孔道，是神经、肌肉细胞电活动

的物质基础。随着分子生物学、膜片钳技术的发展，人们对离子通道的分子结构及特性有了更加深

入的认识，并发现离子通道的功能、结构异常与许多疾病的发生和发展有关。因基因突变或药物作

用而导致的离子通道结构改变和功能障碍与一系列疾病的发生和发展有关，被称作离子通道病。近

年来，以离子通道为靶点的药物开发也越来越受关注，成为药物筛选的第三大靶点。 

离子通道的主要类型 

离子通道的开放和关闭，称为门控(gating).根据门控机制的不同，将离子通道分为三大类：(1)

电压门控性(voltage gated)，又称电压依赖性(voltage dependent)或电压敏感性(voltage sensitive)离子通

道:因膜电位变化而开启和关闭，以最容易通过的离子命名，如 K+、Na+、Ca2+、Cl-通道 4 种主要

类型，各型又分若干亚型。(2) 配体门控性(ligand gated)，又称化学门控性(chemical gated)离子通道:

由递质与通道蛋白质受体分子上的结合位点结合而开启，以递质受体命名，如乙酰胆碱受体通道、

谷氨酸受体通道、门冬氨酸受体通道等.非选择性阳离子通道(non-selective cation channels)系由配体作

用于相应受体而开放，同时允许 Na+、Ca2+ 或 K+ 通过，属于该类。(3) 机械门控性(mechanogated)，

又称机械敏感性(mechanosensitive)离子通道:是一类感受细胞膜表面应力变化，实现胞外机械信号向

胞内转导的通道，根据通透性分为离子选择性和非离子选择性通道，根据功能作用分为张力激活型

和张力失活型离子通道.此外，还有细胞器离子通道，如广泛分布于哺乳动物细胞线粒体外膜上的电

压依赖性阴离子通道(voltage dependent anion channel，VDAC)，位于细胞器肌质网(sarcoplasmic 

reticulum，SR)或内质网(endoplasmic reticulum，ER)膜上的 Ryanodine 受体通道、IP3 受体通道。 

离子通道的主要功能  

      离子通道的主要功能有：(1)提高细胞内钙浓度，从而触发肌肉收缩、细胞兴奋、腺体分泌、

Ca2+依赖性离子通道开放和关闭、蛋白激酶的激活和基因表达的调节等一系列生理效应；(2)在神经、

肌肉等兴奋性细胞，Na+ 和 Ca2+通道主要调控去极化，K+主要调控复极化和维持静息电位，从而

决定细胞的兴奋性、不应性和传导性；(3)调节血管平滑肌舒缩活动，其中有 K+、Ca2+、Cl-通道和

某些非选择性阳离子通道参与；(4)参与突触传递，其中有 K+、Na+、Ca2+、Cl-通道和某些非选择

性阳离子通道参与；(5)维持细胞正常体积，在高渗环境中，离子通道和转运系统激活使 Na+、Cl-、

有机溶液和水分进入细胞内而调节细胞体积增大;在低渗环境中，Na+、Cl-、有机溶液和水分流出细

胞而调节细胞体积减少。 
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离子通道病(channelopathy)  

      离子通道病是指离子通道的结构或功能异常所引起的疾病，具体表现在编码离子通道亚单位

的基因发生突变或表达异常，或体内出现针对通道的病理性内源性物质时，离子通道的功能发生不

同程度的减弱或增强，导致机体整体生理功能紊乱，形成某些先天性或后天获得性疾病，主要累及

神经、肌肉、心脏、肾脏等系统和器官.迄今为止，研究比较清楚的离子通道病主要涉及钾、钠、钙、

氯通道领域，简介如下： 

     （1）钾通道病 钾离子通道在所有可兴奋性和非兴奋性细胞的重要信号传导过程中具有重要作

用，其家族成员在调节神经递质释放、心率、胰岛素分泌、神经细胞分泌、上皮细胞电传导、骨骼

肌收缩、细胞容积等方面发挥重要作用.已经发现的钾通道病有常染色体显性良性家族性新生儿惊厥

(benign familial neonatal convulsions，BFNC)、1-型发作性共济失调(episodic ataxia type 1)、阵发性舞

蹈手足徐动症伴发作性共济失调(paroxysmal choreoathetosis with episodic ataxia)、癫痫、1-，2-，5-，

6-型长 QT 综合征、Jervell 和 Lange-nielsen 综合征[3]、Andersen 综合征等。  

     （2）钠通道病 钠离子通道在大多数兴奋细胞动作电位的起始阶段起重要作用，已经发现的钠

通道病有高钾型周期性麻痹、正常血钾型周期性麻痹、部分低钾型周期性麻痹、先天性副肌强直、

各型钾加重的肌强直、先天性肌无力、3-型长 QT 综合征、1-型假性醛固酮减少症、Liddle 综合征[5]、

全面性癫痫热性发作叠加症(generalized epilepsy with febrile seizures plus)等。  

     （3）钙通道病 钙离子通道广泛存在于机体的不同类型组织细胞中，参与神经、肌肉、分泌、

生殖等系统的生理过程.已经发现的钙通道病有家族性偏瘫型偏头痛、低钾型周期性瘫痪、2-型发作

性共济失调、6-型脊髓小脑共济失调、中央脊髓性肌病(central core disease of muscle)、恶性高热、

Lambert-Eaton 肌无力综合征、癫痫等。  

     （4）氯通道病 氯离子通道广泛分布于机体的兴奋性细胞和非兴奋性细胞膜及溶酶体、线粒体、

内质网等细胞器的质膜，在细胞兴奋性调节、跨上皮物质转运、细胞容积调节和细胞器酸化等方面

具有重要作用.已经发现的氯通道病有先天性肌强直(Thomsen 型)、隐性遗传全身性肌强直(Becker

型)、囊性纤维化病、遗传性肾结石病、3-型 Bartter 综合征等。  

离子通道药物开发（Ion Channel Drug Discovery） 

离子通道因其结构和功能的独特性以及基础研究的逐渐深入，近年来以离子通道为靶点的药物

开发越来越受关注，而且这也是一项高收益的工作， 调查显示， 目前以离子通道为靶点的药物销

量占总销量的 13.4%。 

另一方面，在药物早期的安全性筛选过程中，对 hERG 通道的毒副作用检测已经变成必需的步

骤。目前发现几乎所有的临床药物所至的 LQT 或者 TdP 都作用于 hERG，且导致 hERG 抑制的药物
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在化学结构上没有明显的共性，从而很难预测，仅有通过实验的方式给予解决。2004 年, ICH 和美

国 FDA 都颁布关于非临床检测 Ikr(其中主要是 hERG)的规章，要求药物上市时必须提供作用于离子

通道的电流变化数据，否则新药不得用于临床。为此,新的早期药物安全评测方式需要引入制药研发

过程中，以便及早发现候选化合物潜在的心脏毒性，尽可能减少新药研发的投资与风险。 

离子通道研究方法 

研究离子通道功能的最直接方法是用膜片钳技术直接测定通过离子通道的电流或测量细胞膜电

位的变化。膜片钳技术是利用一个玻璃微吸管电极完成膜片或全细胞电位的监测、钳制和膜电流的

记录，通过观测膜电流的变化来分析通道个体或群体的分子活动、探讨离子通道特性。分子生物学

技术为离子通道的分子结构分析、基因克隆、功能表达研究提供了有力工具，对于编码离子通道亚

单位的基因结构可采用基因定位克隆确定其在染色体上的定位，用逆转录-聚合酶链反应、Northern

杂交等明确其在器官组织中的分布，用 Western 杂交检测基因表达产物等。荧光探针钙图像分析技

术为检测细胞内游离钙离子浓度提供了有效手段，常用的荧光探针有 Fura-2/AM、Indo-1/AM、

Fluo-3/AM、Calcium Green 等，将离子浓度图像记录和膜片钳记录结合，同时进行光电联合检测，

从离子产生的离子浓度、图像变化和电信号变化多个方面研究离子通道，将获得更多的离子通道功

能信息。 

当然，膜片钳技术虽然被称为研究离子通道的“金标准”。然而，传统膜片钳是技术密集性的，

需要经过良好训练的专业技术人员来操作，每次只能记录一个细胞(或一对细胞)，每天能获得的数据

量仅为几到几十个，对实验人员来说是一项耗时耗力的工作，这些 缺点注定了传统的膜片钳技术只

能用在药物筛选的最后阶段和不需要记录大量细胞的基础实验研究中。 

FLIPR 实时荧光检测分析技术是采用实时加样、同步检测的技术配套使用成熟的荧光试剂盒（膜

电位检测试剂盒、钾、钙等离子通道荧光试剂盒）实现对不同条件下（离子浓度变化、激动剂/抑制

剂的添加、基因突变后通道功能的变化等等），离子通道效应的改变，可以进行定量和定性分析。且

操作流程简单、方法稳定、可重复性好。 
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CiPA 与心脏安全药理学评价 

药物对于心血管系统毒副作用的测试是新药上市之前安全性评估的一个重要组成部分，而其中

的核心部分则是测试药物分子对于心肌细胞上钾离子通道 hERG 的阻滞作用。临床上当 hERG 通

道被药物阻滞之后，会造成心室过早收缩，形成尖端扭转性室速（Torsades de Pointes, TdP) 和心率

失常（Cardiac Arrhythmia），最后导致心室颤动而死亡。为此，ICH 在 2005 年制订了两份指南, 其

中 ICH S7B 是关于临床试验之前的实验室检测；ICH E-14 则是规定与之相关的临床实验指导。在

临床上，目前公认的测试标准是通过人体心电图中 Q 波和 T 波之间的距离（以毫秒为单位）来评

估的。但是，QT 检测本身有其明显的局限性：首先，这种方法的特异性（specificity）不高，容易

造成假阳性的结果，从而导致一些原本没有安全问题的药物研发被终止。其次，检测的标准很难确

定。ICH E-14 最后的规定是药物导致的 QT 延长（相对基线和安慰剂）90% 上限不超过 10 毫秒。

但实际上这个标准并没有大量数据的支持而存在很大的主观和随意性。最后，QT 临床试验属于一

期临床，一般需要 30-50 名健康志愿者，并且试验剂量往往大大高于实际临床使用剂量，对志愿者

有一定危险性，也给制药公司增加了研发费用和时间（QT 临床试验花费一般是 200-400 万美元，

耗时 3-6 个月）。 

基于以上原因，FDA 和工业界都希望心血管安全性评估能够在临床之前完成，然而目前的 ICH 

S7B 中推荐的检测项目和方法却不足以得出可靠的结论。为此，FDA 和工业界在 2014 年联合提

出了 Comprehensive in vitro Proarrhythmia Assay (CiPA) 项目计划，旨在建立临床前药物心血管危险

性评估体系和标准，其最终的目标是修改 ICH S7B 指导，从而让绝大多数新药可以免于做 QT 人

体临床试验，以降低新药的研发费用。 

最近的一些研究还发现：一些药物分子（比如：Verapamil and Ranolazine）会同时阻滞极化

（Repolarizing）和去极化（Depolarizing）两个过程的离子流，造成其作用相互抵消。在这种情况下，

我们可以在实验室中观察到药物对 hERG 通道的阻滞作用，但这些药物却不会诱发心律失常。如何

把这类药物准确的区分开来，也是 CiPA 计划的研究目标之一。 

CiPA 策略在临床前评估药物心脏安全性包括： 

✓ 研究药物对人类心脏多个离子通道功能的影响 

✓ 将离子通道功能的影响结果整合建立计算机模型（In silico 模型），预测药物引发的复

极化变化 

✓ 在人源干细胞分化的心肌细胞( human stem cell-derived cardiomyocytes，hSC-CMs)上验

证已观察到的药物对动作电位的影响。 
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✓ 最后再辅以临床Ⅰ期研究中对人体 ECG 的评估，构成了完整的 CiPA 策略。 

FLIPR 系统在 CiPA 项目中的应用 

    新的 FLIPR Penta 高通量实时荧光检测分析系统有一个新的可选高速 EMCCD 相机（HS 

EMCCD）和新的 Peak Pro 2 软件模块，可让您对分化为心肌细胞和神经元的人源诱导多能干细胞 

(hiPSC) 进行峰值检测和分析的频率多达每秒 100 次，并快速选出早后除极 (EAD） 类似事件、纤

维性颤动和不规则搏动等事件。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    对于 CiPA 计划，FLIPR 主要应用与第三阶段，也即是在人源干细胞分化的心肌细胞( human stem 

cell-derived cardiomyocytes，hSC-CMs)上验证已观察到的药物对动作电位的影响。通过整体细胞的荧

光信号以及高频钙振荡峰型的变化，多参数分析候选药物多心脏安全性的影响，实现高通量早期毒

性筛选和化合物安全性评价。 

    FLIPR Penta 系统具有仪器硬件灵活性和易于使用的软件界面，这些都可以帮助您把握这些方 

式的转变。 

    新亮点包括: 

✓ 高速、高灵敏度 EMCCD 相机，用于荧光和发光检测 

✓ 高达 100 赫兹的数据采集 

✓ Peak Pro 2 分析模块，便于振荡异常的检测 

✓ 超过 30 个峰值测量选项 
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A 主峰振幅 

B 线性衰减斜率 

C 计算峰值速率所用的主峰间距 (PpM) 

D 早期后除极样事件 (EAD-like event) 间隔，用于计算 EAD-like 事件 (PpM) 

E 上升斜率 

F EAD-like 事件振幅 

G 衰减斜率 

H 钙瞬态持续时间 (CTD) 

I 从峰值位置的钙瞬时时间 (CTDP90) 

J 事件开始 

K 事件结束 

L 主峰 

M 早期后除极样事件 (EAD-like) 
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FLIPR 在创新药物开发中的应用 

一个小分子新药从研发到临床使用历时十年以上，耗资 10~30 亿美金。平均而言，每一百万个

化合物中最终能被 FDA 批准上市的只有一个，而上市的药物中，也只有 30%的药物能够获得利润，

收回其研发成本。制药公司年收入的 20%用在新药的研发上，全球每年在新药上的投资超过 300 亿

美金。在先导化合物的后续筛选过程中，40%到 60%的先导化合物在后续的 ADME/T(药物吸收、分

布、代谢、分泌和毒性检测)中被淘汰。72%的药物研发费用被浪费在日益增长的临床耗费、体内无

法预测的调控环境以及药物的副作用方面。 

因此，选出优良品质的先导化合物是药物筛选的一个至关重要的过程。各制药公司在药物开发

的早期都会收集尽可能多的关于靶点、待测化合物性质、以及现有筛选方法手段优劣性的信息，以

确保尽快剔出阴性化合物，拿到优良品质的先导化合物，降低药物筛选的成本。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

药物筛选，就是对可能作为药用的物质进行初步药理活性的检测和试验。对创新药物来讲，筛

选是必不可少的手段和途径，特别是当代创新药研究竞争十分剧烈，其中竞争的焦点就在于新药筛

选，低耗、高效率筛选出新药是问题的核心，其目标是缩短新药发现的过程。 

Molecular Devices 公司一直致力于为传统的小分子和大分子药物开发提供革新性的解决方案。

其产品以高通量、节省成本、高自动化、高稳定性、容易操作使用等特点著称于业内，被业内公认

为高通量药物筛选技术领域的领导者。全球任一大型的药物研发公司中，都能找到 Molecular Devices

的仪器和试剂。Molecular Devices 在药物筛选领域中的“领导者”头衔是我们的客户赋予的，也是客

户跟我们的长期合作过程中对我们的期望。Molecular Devices 的理念是不断满足用户需求的同时始

终关注用户的成功。 
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FLIPR 高通量实时荧光检测分析技术的主要应用 

主要应用方向和技术方法 

主要用于生命科学研究和高通量药物筛选，例如分子生物学、植物学、遗传学、动物学、微生

物学、病理学与病理生理学等学科研究。主要包括几个大的方面： 

（1）用于 GPCR 受体活动监测的细胞内钙信号变化实时测定； 

（2）用于监测离子通道活动的细胞膜电位变化实时测定； 

（3）心肌安全性早期毒性评价； 

（4）细胞内 pH 值变化的实时监测。 

具体的技术方法还包括： 

（1）比值法钙离子流信号实时监测； 

（2）cAMP、cGMP 等第二信使水平变化的检测； 

（3）膜转运体、脂肪酸等蛋白活性的检测等等。 

同时 MolecularDevices 公司在结合这些常用的应用基础上还推出了特有的试剂检测系统，包括

有： 

（1） GPCR:高效高信噪比钙试剂盒： Calcium 5 和 Calcium 6 Assay Kit；FLIPR LiveWare；Fura-2 

QBT 试剂盒； 

（2） 离子通道：FLIPRPotassium Assay Kit ；FLIPR® Membrane Potential Assay Kit；等 

（3） 心肌早期毒性检测：EarlyTox Cardiotoxicity Kit； 

（4） 膜转运体：神经递质摄取转运体试剂盒和 QBT™脂肪酸摄取转运体试剂盒； 

（5） 兼容第三方试剂盒 

所有 MD 公司的试剂盒均有具有免洗功能以及干扰信号遮蔽技术，可增加信噪比。有多种规格可供

选择。 

http://www.moleculardevices.com/Products/Assay-Kits/GPCRs/FLIPR-LiveWare.html
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FLIPR 系统检测细胞内钙离子浓度的变化 

（1）内源性表达的 M1 受体 

内源性表达 M1 受体的 CHO 细胞上测定激动剂 Carbachol 诱导的钙离子浓度变化 

 

 

 
 

 

 

以上为软件界面截屏图。运用 ScreenWorks™系统软件可实现从原始数据获取到完成统计分析一体化。 
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（2）P2Y 受体的 ATP 激动效应 

 

ATP 在表达 P2Y 受体的 HEK293 细胞上诱导的钙离子浓度变化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

上图为统计图，下图为 FLIPR 软件 ScreenWorks 界面上钙离子浓度变化过程的原始图。本实验使用

了 Calcium 4 Kit 和 Calcium 5 Kit 以及其他公司生产的类似试剂盒。 
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（3）内源性表达的 M3 受体 

 

内源性表达 M3 受体的 HEK293 细胞上，激动剂 Carbachol 诱导的钙离子浓度变化以及相应的阻

断剂 Atropine 的拮抗效应。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（4）内源性表达的 H1 受体 

内源性表达H1受体的HeLa细胞上，激动剂Histamine诱导的钙离子浓度变化以及相应的阻断剂

Pyrilamine的拮抗效应。 
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（5）化学发光方法检测细胞内钙离子浓度变化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

原理：Aequorin 是一种来源于水母 Aequorea Victoria 的发光蛋白。将 Aequorin 的前体蛋白复合

体 Apoaequorin 和目标受体的基因转染到细胞系内表达，然后用 coelenterazine 孵育细胞。

Coelenterazine 催化 Apoaequorin 转变成 Aequorin，Aequorin 与钙离子结合后发光。 

 

Photina 也是一个钙敏感的发光蛋白。氨基酸序列上与 Aequorin 有 70%的相似性，但它发的光强

度高，持续时间长，便于检测。 
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a）使用 Photina，激活 P2Y 受体诱导的钙离子浓度变化 

 

Dose response curves for multiple cell densities 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b）使用 Photina，在内源性表达 H3 受体的 CHO 细胞上测定 IMETIT 诱导的钙离子浓度变化与细胞密

度的关系 
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膜电位检测：在 CHO 细胞上测定 KCl 诱导的去极化 

原理：静息状态下，细胞膜两侧存在电位差，处于极化状态。将细胞孵育于电压敏感的荧光指示剂

和 Masking dye 中，荧光指示剂附着于细胞膜外侧，并为 Masking dye 所掩盖。当细胞膜上的离子通

道打开或由其他原因导致细胞的去极化时，荧光指示剂移至细胞膜内侧，但 Masking dye 不能进入细

胞，荧光指示剂的荧光释放，因此可以检测到荧光信号。 

 

➢ 使用 FLIPR membrane potential red kit，在 CHO 细胞上测定 KCl 诱导的去极化 
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膜电位检测：NaV1.5 通道特性研究 

电压门控离子通道表达于心脏、骨骼肌、脑神经细胞的可兴奋性细胞膜上。阻断或调控这类通

道可能会有治疗效应，或也许干扰到正常细胞功能。从而，可以影响电压门控离子通道的化合物成

为药物研发中重要的靶标。心肌 Nav1.5 通道被归类为“河豚毒素（TTX）耐受型”。Nav1.5 通道药理

学意义在于其是抗心律失常药激活的靶标且被局麻药如利多卡因阻断。 

 

图 1. 藜芦定在 Nav1.5 通道上的效应。藜芦定 EC50 曲线的比较 (A) FLIPR 膜电位红色试剂盒结果。 

(B) FLIPR 膜电位蓝色试剂盒结果显示藜芦定效应存在轻微的差异。 

 

图 2. TTX 对 CHL 细胞上表达的 Nav1.5 的调控。河豚毒素 IC50 曲线的比较。 (A) FLIPR 膜电位

红色试剂盒。 (B) FLIPR 膜电位蓝色试剂盒。在 FMP 红色试剂盒检测结果中可得到更高的 Z 因

子值 
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钾离子通道：hERG 通道阻断剂特性的分析 

药物诱导的 hERG (human ether-a go-go-related gene) 离子通道被阻断可能导致严重的致死性室

性心律失常——尖端扭转型室性心动过速（torsade de pointes, TdP）。此处展示了一种新型钾离子通

道检测试剂盒在 FLIPRTETRA 实时荧光检测分析系统上对 hERG 阳性化合物的效应进行了评估和检

测。实验根据钾离子(K+)通道对铊离子(Tl+)的通透性，采用了对铊离子敏感的荧光染料作为指示剂。

实验对几种常见的 hERG 阳性抑制剂的药理效应进行了检测。 

➢   钾离子通道的检测原理和结果分析  

FLIPR 钾离子通道检测试剂盒与 FluxOR 结果对比 
阳性化合物对 hERG 通道的浓度依赖性阻断效应 
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电压敏感探针：比率检测内向整流钾通道（Kir）的变化 

原理：电压敏感探针是一种基于荧光共振能量转移（Fluorescence Resonance Energy Transfer ，

FRET ）原理的用于高通量离子通道药物研发的实验技术。 FRET 供体 -- 香豆素 - 磷脂

（coumarin-phospholipid，CC2-DMPE）只结合在细胞膜外侧。FRET 受体是可移动的、带负电荷的

疏水性类菁染料化合物染料（oxonol）[DiSBAC2(3)或 DiSBAC4(3)]，根据膜电位变化结合在细胞膜

的一侧。静息细胞膜电位是负的。因而，两个探针都结合在细胞膜的外侧，实现有效的 FRET 效应。

390–420nm 波长 LED 激发 CC2-DMPE 供体探针，从 oxonol 受体探针处产生 580nm 波长强的红色

荧光信号。当细胞膜电位变正后，例如 KCl 引起的细胞去极化，oxonol 受体探针快速的改变位置至

膜的另一侧。因此，每个 oxonol 受体探针对细胞电位变化“感受“并反应。这种转移位置打破了 FRET

效应，CC2-DMPE 供体探针激发后在 460nm 波长产生了强的蓝色荧光信号。 
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FLIPR 系统检测细胞内 PH 值变化 

细胞内 pH 实验的原理 

Na+/H+ exchanger（NHE）排出氢离子同时泵入钠离子，以维持 pH 稳定性。BCECF 是 pH 敏感的染

料，其在碱性条件下吸光度更高，反之酸性条件下变低。从而 BCECF 可被用于监测细胞内 pH 变化

进而反应 NHE 活性。加入 BCECF 孵育细胞，之后加入 NH4Cl，NH4Cl 有助于促进染料进入细胞内，

且 NH3 会造成碱性环境（高荧光信号）。当 NH4Cl 被 FLIPR 加入的溶液稀释后，NH3 扩散出细胞，

导致细胞内 H+浓度升高，进而引起荧光信号的快速下降。这些 H+将会被 NHE 泵出细胞（荧光信号

的缓慢升高与 NHE 活性是相对应的）。 

 

 

 

 

为了观察细胞内 PH 值变化，需要在

细胞中加载 pH 敏感的荧光染料。不

同的细胞类型其染料加载方案需要

进行优化。迄今为止，BCECF 是最广

泛用于细胞内 pH 值检测实验的荧光

染料试剂。  
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药物研发早期 EarlyToxTM心肌毒性检测 

    在药物研发早期进行心急毒性评价是非常重要的，以便于排除潜在的有毒副作用的化合物，从

而开展进一步的研究。高度预测性的生物相关性体外高通量筛选分析实验对于提高效率和降低心脏

安全性评价失败的化合物筛选的高成本来说是至关重要的。干细胞分化的心肌细胞是特别完美的细

胞模型，因为它们表达了 GPCRs 和离子通道，表现出自发的类似原始心肌细胞的机械的和电学活性。 

    在单个的心跳周期内，肌质网被激活后 Ca2+被释放进入胞质内。钙结合肌钙蛋白激活肌小节，

引起细胞收缩。同步地，细胞中染料分子与游离的钙离子结合增加了荧光信号强度。 

    心肌细胞舒张发生于钙离子泵把细胞内的钙离子摄取回肌质网并和细胞外液进行钙离子交换

时。荧光信号强度随着钙离子浓度降低而减小。随着下一个心跳周期重复开始，荧光信号峰值随着

心跳同步被记录。 

 

未做处理的 iPSC 心肌细胞添加了 EarlyTox 心肌毒

性染料孵育 2 小时后的钙离子峰值信号  

 

普萘洛尔是非选择性的β1 和β2 肾上腺素受体阻断剂，抑制β肾上

腺素受体激动剂的作用。其降低了 iPSC 心肌细胞的钙信号峰值频率。 

异丙肾上腺素是β肾上腺素受体的非选择性激动剂，表现出正性

变时效应和正性肌力作用。其增加了iPSC心肌细胞的钙信号峰值

频率。 

 

索他洛尔是非选择性的竞争性 β 肾上腺素受体拮抗剂且其同时也对

hERG 有抑制作用。其不仅降低了 iPSC 心肌细胞钙信号峰值频率，还

改变了正常的跳动波形图。 
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iCell 心肌细胞钙振荡检测 

药物有效性和安全性筛选成本的持续增加导致了对创新技术的需求，从而在药物发现过程中更

早地进行表征和特性的检测分析。FDA 正在制定化合物检测的指导方针，以确保药物的安全性，使

得药物无需因为不良反应而撤市，例如阻断心脏 hERG 通道，并导致像尖端扭转型室性心律失常这样

的症状。这一方向被称为全面的体外心律失常试验或 CiPA 项目。 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

          使用 FLIPRTetra 系统检测钙振荡变化的 iPSC2 心肌细胞工作流程 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

iPSC2 心肌细胞中的钙振荡信号。(A) FLIPR Tetra 系统上检测的对照组钙振荡信号。(B)iPSC2 细胞接触

1μM 舒尼替尼 24 小时后的钙振荡信号。(C)iPSC2 细胞接触 1μM 紫杉醇 24 小时后的钙振荡信号。

(D)iPSC2 细胞接触 1μM 阿霉素 24 小时后的钙振荡信号。 
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化合物诱导人 iPSC 来源的心肌细胞心律失常的多参数评估 

    开发生物相关和预测细胞为基础的化合物筛选和毒性评估的检测方法是药物发现的一个主要挑

战。本研究的重点是利用人诱导多能干细胞(iPSC) 来源的心肌细胞建立高通量兼容的心脏毒性试验。

为了评估人iPSC 来源的心肌细胞作为体外促心律失常模型的效用，我们评估了28 种与低、中、高TdP 

风险类别相关的药物浓度依赖性和反应(CiPA 倡议建议的化合物列表)。利用钙敏感染料快速动态荧

光法测量细胞内Ca2+ 振荡的变化，监测不同化合物对心肌细胞自发活动收缩速率和模式的影响。采

用先进的图像分析方法对钙离子振荡模式进行多参数表征 

 

 

利用新型高速 EMCCD 相机 ( FLIPR Penta 系统 )，我们使用钙敏感染料测试了不同化合物对细胞内 

Ca2+ 振荡速率和模式的影响。3a）利用 FLIPR Penta 系统同时对 384 孔板进行了高通量记录和分

析。3b）在对照和化合物处理的样品中，有代表性的钙振荡痕迹。细胞染色 2 h，化合物处理 30 min。 

观察到模式随浓度的变化。用 FLIPR Penta 系统记录振荡轨迹。通过 ScreenWorks Peak Pro 2 软件进

行模式特性分析。化合物刺激轨迹用红色表示，黑色表示对照信号。 
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平均峰率、峰间距和峰延长等参数的变化对应的浓度依赖性和EC50值。 



                                                                                         

- 27 - 
 

FLIPR 高通量实时荧光检测和药物开发 

神经毒性分析：人 iPSC 来源的神经细胞球 3D

    为了加快开发更有效和更安全的药物，越来越需要更复杂、生物学相关和预测细胞为基础的药

物发现和毒理学筛选检测方法。人 iPSC 来源的神经三维共培养 (microBrain 3D platform) 已发展成

为一种高通量的筛选平台，更接近于人类皮质脑组织的结构。神经椭球体三维共培养是由 iPSC 来

源的功能活跃的皮质谷氨酸能神经元和GABA 能神经元与来自同一供体的星形胶质细胞共分化成熟

的一种生理相关的共培养。三维神经球体包含一个突触丰富的神经网络，创造了一个高度功能性的

神经回路，并显示自发同步，易于检测的钙振荡。 

    研究结果表明，iPSC 来源的三维神经球体检测平台是一种很有前途的生物相关工具，可用于评

估药物和环境毒物的神经毒性潜能。 

 

图 1 人 iPSC 来源的神经球体由活跃的皮层神经元 ( MAP2 标记，绿色 )和星形胶质细胞 ( GFAP 标记，红色 ) 共同培养而成，

大约 600 μm 直径。ImageXpress® Micro 共聚焦高内涵成像系统，20X magnification。 

 

FLIPR Penta 系统记录的钙振荡信号轨迹： 

 

图 2 新的 ScreenWorks Peak Pro 2 软件配备了额外的工具，可以使用 >20 描述对观察到的表型变化进行峰分析。使用 FLIPR 钙 

6 检测试剂盒 (Molecular Devices) 评估细胞内 Ca 2+ 振荡。 
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FLIPR 高通量实时荧光检测和药物开发 

 
 

图 3 新的 ScreenWorks Peak Pro 2 软件配备了额外的工具，可以使用 >20 描述对观察到的表型变化进行峰分析。 使用 FLIPR 钙 

6 检测试剂盒 (Molecular Devices) 评估细胞内 Ca2+ 振荡。 
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图 4 使用神经毒性化合物处理时振荡频率的变化。用化合物处理球状体 22 h，然后加入钙 6染料处理 2 h。用 FLIPR 系统记录并

分析了振荡模式。EC50 值或基准浓度是根据峰值速率或其他测量值的浓度依赖关系计算的。该方法可用于神经毒性化合物的功能

和活性筛选。 
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FLIPR其它应用方向 

（1）更精确、更低干扰、更好信噪比的比例法钙流检测（Fura-2） 

 

 

 

（2）Gi 和 Gs 介导的非 Gq 通路 GPCR 功能检测 

➢ Promega GloSensor Gi, Gs, GPCR assay  

• Measurement of increase and decrease in cAMP via luciferase 

• Truly Kinetic 

 

➢ TANGO 

• Enpoint for B-arrestin GPCRs, but FLIPR Tetra provides high capacity for through put in 1536 

with robot 
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FLIPR 系统的卓越性能 

（1）多种通量的移液加样头 

系统具有 96、384 或 1536 孔三种通量类型的移动加样头可选配 

 

 

（2）多种波长的激发光源与滤光镜片 

 

有多种波长（335nm~706nm）的激发光源与滤光镜片可供选择，满足不同类型信号检测的要求 

 

a. 钙流检测：LED-- 470-495nm，滤光片-- 515-575nm 

b. 膜电位检测（可选）：LED-- 510-545nm，滤光片-- 565-625 nm 

c. 电压敏感探针（可选）：LED-- 390-420nm，滤光片--  440-480 nm 和 565-625 nm 

d. 双波长比率测量钙流检测（可选）：LED-- 335-345nm 和 380-390nm，滤光片--475-535 nm 

e. 其它可选 LED 光源波长：420-455nm，610-626 nm，495-505nm，360-380nm 等 

f. 其它可选滤光片波长：400-460nm，526-586nm，646-706nm 等 
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（3）全波长应用，满足更多实验需求 

 

（4） 系统具有良好的可扩展性： 

a. 可选配自动化加板模块（包括机械手臂和堆板机），实现长时间、高通量、自动化的筛选工

作； 

b. 可选配用于化学发光检测的悬浮细胞培养池，可外接液体循环清洗系统。细胞悬液可直接置

于细胞培养池，只需在软件内编辑模板，轻点鼠标，即可进行细胞加样。 
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（5）功能强大、使用方便的软件 ScreenWorksTM 

    FLIPR的硬件和操作软件（ScreenWorks）在功能操控和方案编辑上采用模块化设计，非常方便

使用。本科毕业的技术员经过几天的培训可以快速上机操作，得到完美数据，不会产生人为操作误

差。对于人员变动不会带来实验运行的中断和不连续性。 

    另外 FLIPR的软件可以在实验结束时同步对结果进行统计学分析和曲线拟合，立即得到 IC/EC0

值，标准差、Hill slope等统计学参数，可以最快速地给实验者反馈准确的统计结果，便于第一时

间做出验证和判断，节省时间、提高效率。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（6）配套试剂 

➢ 试剂盒均有具有免洗功能以及干扰信号遮蔽技术，可增加信噪比。有多种规格可供选择； 

➢ 钙流检测试剂盒； 

➢ 膜电位检测试剂盒； 

➢ 心肌毒性检测试剂盒； 

➢ 双波长比率测量法钙流检测试剂盒； 

➢ Liveware 稳转细胞系和质粒，耦合 Gi、Gs 等通路的受体，可间接记录非 Gq 通路的 GPCR

受体信号； 

➢ 可使用第三方厂家生产的试剂盒，例如 VSP（Invitrogen 公司，检测膜电位变化），Glosensor

（Promega 公司，检测 Gi 和 Gs 通路信号）； 
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FLIPR 实时荧光检测分析系统技术参数 

主要技术参数 指标 

1. ※ 主机 

• 一个枪头洗涤站， 96 通道（与加样头配套）；                  

• 两个液体补给瓶（容积 3 加仑，材料为聚乙烯）； 

• 两个废液瓶（容积 3 加仑，材料为聚乙烯）； 

• 仪器内部的实验操作台具有 3 个放置化合物板的位置，一个记录板位置。 

• 仪器内部的实验操作台具备温度调节功能，温度控制范围在室温上+5-40 ℃； 

• 主机自带一套用于测细胞内钙离子浓度的光学组件，激发波长 470-495nm，发射波长

515-575nm。 

• 用 LED 灯作为光源，使用寿命长。 

• 配套原装电脑工作站 

2. ※激发光光源 

光源: 发光二极管（LED) 

• 钙流检测（默认）：470-495nm; 

• 细胞膜电位检测（可选）：510-545nm; 

• 电压敏感探针（可选）：LED-- 390-420nm， 

• 双波长比率测量钙流检测（可选）：LED-- 335-345nm 和 380-390nm， 

• 其它可选 LED 光源波长：420-455nm，610-626 nm，495-505nm，360-380nm 等 

3. ※发射光滤片 

• 钙流检测（默认）：滤光片-- 515-575nm 

• 膜电位检测（可选）：滤光片-- 565-625 nm 

• 电压敏感探针（可选）：滤光片--  440-480 nm 和 565-625 nm 

• 双波长比率测量钙流检测（可选）：滤光片--475-535 nm 

• 其它可选滤光片波长：400-460nm，526-586nm，646-706nm 等 

4. 荧光信号检测器 标准冷冻型 EMCCD 相机；可选高速 EMCCD（HS EMCCD） 

荧光信号敏感度 Z' ≥ 0.5 (整板) 5nM 荧光素 

采样频率  7 Hz  （HS EMCCD 采样频率最高可至 100 Hz） 

比率测量 每实验最多 4 对激发/发射光 

比率测量发射光采样频率 1 Hz (2EX/EM pairs)  

5. ※系统操作和分析软件 
可直接在线进行数据统计分析和曲线拟合，实验结束后可直接得到 EC50/IC50 值和 Z 值，无需

导出数据进行二次分析 

6. ※ 厂家配套试剂盒 

• 厂家可优惠提供配套仪器使用的钙流、钾离子通道检测、膜电位检测等试剂盒，多种规

格可供选择。试剂盒均有具有免洗功能以及干扰信号遮蔽技术，可增加信噪比。 

• 设备同时也可使用第三方厂家生产的试剂盒 

7. ※液体转移系统 

• 整板加样，同步检测，可选择 96 道（未来可自主升级更换 384 道和/或 1536 道移液加样

头，且使用人员可自行手动更换无需任何工具）。 

• 样品添加方式灵活多样，可单吸----单加、单吸----多加、多吸----单加，满足多种实验需求。 

• 配套 96 道移液加样头，移液范围不低于 5-200μL，精确度@ 75 μL 的 CV 为 3%，移液器递

增量为 1 μL 

• 移液加样头可进行 Y 轴和 Z 轴移动 

• 可自动装载枪头，无需手动操作 

• 可实现四分之一液体转移，即 96 道移液头分四次实现 384 孔板加液以及 384 道移液头分

四次实现 1536 孔板加液； 

8. 系统升级 系统未来可随时升级加配自动化加板模块（包括机械手臂和堆板机）和悬浮细胞装置 
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