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DCFH-DA (ZS—S3R-ZBZEER) ABLFOE, JERESTEMERENRER, FRMARAAIEEESKAE, 2B DCFH, DCFH
FTRFCEAREEEMIEE, NHRARRREERSNEMBTOEH DCF. RIEEMREPIOHIE, JLFMERETEENSEME
. ARIVARMNECOCR MR BN, 22— ANEEMRETESERNTTE. Rosup FEESEMHESZY, RIEER
HESEE, IDImMEERIEIEKYE.
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1 BEHASHRR Rosup —AREEFIREDN 100 oM (HEFEREE 100400 oM, EURRATEREITIE) . BASRIEUS 30 min-4 h STLUNEEIR
ENEMEEKTIE. NTRROME, S EA R MR RARER. WSS 30 min PNERELEIEENTE,
KBS E I SR IBAGRE. WSS RGN, RS siES REEEEIERIBAORE.

2 SRR, MERILSERHAIERI ARG, TILURTR 15 2000~1: 5000 #¥E DCFH-DA, { DCFH-DA HI&IR
EA 2-5 M. REHERAOMIEELURIEI R 15-60 min POELHHTIHE,

3IEEIAMIIER (Rosup) (UNATFEAIIEIBARS, FARES MER-FEBIIN SRR,

A REHEEIE, —EERERANE NIRRT, AULSHEERE.

s APRURTRIF, FERTIRFRLMEET, FMERTARSsR, MeFRTHEETA.
CNTIEHRETIRE, B LRI B RIETERE,

B&H

LFEH . RRRIEFRIR
238 EMiBAEEFE

BRMELR

1.ROS HRETER

PRECEERIRIR 10 1000 FAAMEEFRHE DCFH-DA, FEEREA 10 uM,

2.ROS IRETEEE;

MRBRADERZSY), INEZAFIETRIFAY DCFH-DA T1EK., IMARARERS =T, fl: 6 FURBEADTF 1mL, XIF 96 7
RBEARDTF 100 uL, 37 °C HIIEFENELIFES 30 min,

3RS

BEMEEFRTRAER 1~2 R, UFESERFHNAMAR DCFH-DA,

4 WIS REIRET (ERTEMERIZAN)

(1) fHpRES

RIS AIEFRAE, YRR NRARIRES. RBELEE, EtHER ML,

(2) BES

BIEIFRIMESIZF T EERBFAZSY, F 37 °C MIEEFFENENES, LinESRRAYSEMEEEIRE.,

(3) (ENk) PRMERIER

SeRAZMEEFERRERMXIER (Rosup, 100 mM) EIERATIERE 100 pM, ARG, 37 °C BEEHFE 30 min~4 h LUREIEMEXKTFE,
NEMIEREFEES. HlU0: HeLa HBIEFERFE 30~60 min, MRC5 ARRBRLLTHEMRIBNITRIFS 90 min,

(4) ROS IREHHES

PRETEEEAED, =B 1 1000 AXIIEEFRHRE DCFH-DA, EREREN 10 uM,

(5) BRETEE

PREMBMEAZYD, BIOUEEHRE, IMNERRIFAIRET, ERMEEEES 1.0 X 106~2.0 x 107,

i MRZEFREEEASNEER, BNGE DURENSERSTHE, fitn: WFEXSH, RENVRAERKBRLTF 104,
WBARRIZTF 106,

(6) HpEIEE

FREIMEMIEEFERGRMIE 1~2 R, YRS EBRRHENMIEAR DCFH-DA,

S AR BRI

(1) SHBHEE

1) MNMEEEARAEEIEALR, TTEEETOCRME P, MNEZAEKMIE, B 25~50 L HARSKEHEE—KEMEHH £, BELt—
REIR T

2) FOEBHE T, A FITC IENAMETOE, EREEMEFI RN,

(2) WA
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1) MMEEEERAMEE, RREHUHISRAMRER, NRFERMER, ERIGEME. A 0.5~1 mL PBS 248 (0.5~1 x 105/mL),
2) EERIMABY FL1 8¢ BL1 i@il, 488 nm #Uk, WE 530 nm BIKST, MMEENATORLFNIEE: ROS FEMMIBRERIEAITT
SRR, ROS [AMBIERSEIZEIIE.
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	产品货号
	PR01188

	产品介绍
	DCFH-DA（二氯二氢荧光素-乙酰乙酸酯）本身无荧光，可自由透过活细胞膜进入细胞内，并被细胞内的酯

	应用范围
	活性氧检测

	储运条件
	-20 ℃ 避光保存，有效期见外包装；冰袋运输。

	产品特点
	稳定性好：荧光亮度高且抗淬灭性好；
	批间差小：产品为公司自研，批间差控制的好。

	产品参数
	Ex/Em：504/529 nm
	分子结构图：
	光谱图：

	注意事项
	1.阳性对照 Rosup 一般使用浓度为 100 μM （推荐浓度 100~400 μM，具体依细胞
	2.实验过程中，如果发现没有刺激的阴性对照细胞荧光也比较强，可以按照 1：2000~1：5000 稀
	3.活性氧阳性对照 (Rosup) 仅仅用于作为阳性对照的样品，并不是在每个样品中都需加入活性氧阳性
	4.探针装载后，一定要洗净残余的未进入细胞内的探针，否则会导致背景较高。
	5.本产品仅限于科研，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品或药品，不得存放于普通住宅内。
	6.为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。

	自备材料
	1.耗材：细胞培养板
	2.试剂：无血清细胞培养基

	操作步骤
	1.ROS 探针准备
	探针装载前按照 1：1000 用无血清培养液稀释 DCFH-DA，使其终浓度为 10 μM。
	2.ROS 探针装载
	吸除处理药物，加入适当体积稀释好的 DCFH-DA 工作液。加入的体积需充分盖住细胞。例如：6 孔板
	3.细胞清洗
	用无血清培养液洗涤细胞 1~2 次，以充分去除未进入细胞内的 DCFH-DA。
	4.收集细胞后装载探针（适用于贴壁细胞和悬浮细胞）
	（1）细胞准备
	按照标准方法培养细胞，必须保证检测用细胞状态。按照适当方法，清洗并收集足量的细胞。
	（2）药物诱导
	将收集好的细胞悬浮于适量稀释好的药物，于 37 ℃ 细胞培养箱内避光孵育，实际诱导时间由药物特性和细
	（3）（可选）阳性对照
	先用无血清培养基稀释阳性对照 (Rosup, 100 mM) 到常用工作浓度 100 μM，加入细胞
	（4）ROS 探针准备
	探针装载前，按照 1：1000 用无血清培养液稀释 DCFH-DA，使其终浓度为 10 μM。
	（5）探针装载
	除去细胞内药物，离心收集细胞，加入稀释好的探针，使其细胞密度为 1.0 × 106~2.0 × 10
	注：细胞密度需根据后续的检测体系，检测方法，以及检测总量来进行调整。例如：对于流式分析，单管检测内细
	（6）细胞清洗
	用无血清细胞培养液洗涤细胞 1~2 次，以充分去除未进入细胞内的 DCFH-DA。
	5.检测设备的选择
	(1)荧光显微镜检测
	1）对贴壁生长细胞或活组织，可直接在荧光显微镜下观察；对悬浮生长细胞，取 25~50 μL 细胞悬液
	2）荧光显微镜下，选用 FITC 滤光片观察荧光，去除背景观察荧光的变化。
	（2）流式细胞仪分析
	1)对贴壁生长细胞，用胰酶消化制备成单细胞悬液；对悬浮生长细胞，直接收集细胞。用 0.5~1 mL PB
	2)选择流式细胞仪 FL1 或 BL1 通道，488 nm 激发，测定 530 nm 的发射，细胞应可分


