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1 样本信息

样本类型：爬片
储存条件：

检测内容：线粒体探针染色
样本数量：

2 仪器与试剂
2.1 主要仪器

表1 实验所用主要仪器
	名称
	生厂商
	型号

	载玻片
	江苏世泰实验器材有限公司
	80302-2101


2.2 主要试剂
表2 实验所用主要试剂

	名称
	生产商
	货号

	DAPI染液
	北京博奥森生物技术有限公司
	C02-04002

	荧光淬灭封片剂
	北京索莱宝科技有限公司
	S2110

	Mito-Tracker Red CMXRos
	碧云天生物
	C1035

	
	
	


3 实验方法
3.1.Mito-Tracker Red CMXRos储存液的配制： 本产品为DMSO溶液，浓度为1µg/µl (约1.88mM)，可取适量配制成一定浓度的储存液。例如取50μl Mito-Tracker Red CMXRos 溶液加入420μl的无水DMSO (anhydrous dimethylsulfoxide)，充分混匀后，得到浓度为200μM的Mito-Tracker Red CMXRos储 存液。适当分装后避光保存于-20ºC或更低温度。

3.2.Mito-Tracker Red CMXRos工作液的配制： a. 取少量200μM Mito-Tracker Red CMXRos储存液按照1:1000-1:10,000的比例加入到细胞培养液或适当的溶液(例如含钙镁 离子的HBSS)中，使最终浓度为20nM-200nM。例如取1µl 200μM的Mito-Tracker Red CMXRos储存液加入到1ml细胞培养 液或适当的溶液(例如含钙镁离子的HBSS)中，混匀后即为200nM的Mito-Tracker Red CMXRos工作液。如果染色的细胞后 续需要进行固定或通透等步骤，建议工作浓度为50nM-200nM。 b. Mito-Tracker Red CMXRos工作液使用前需37ºC预温育。 注：Mito-Tracker Red CMXRos工作液的浓度可以根据实际情况进行适当调整。为降低非特异性荧光染色和线粒体毒性， 在染色效果可以接受的范围内，建议尽量使用较低浓度的Mito-Tracker Red CMXRos。

3.3.贴壁细胞的线粒体染色： a. 当细胞在细胞培养板或培养皿中培养至一定密度时，去除细胞培养液，加入步骤2中配制好的Mito-Tracker Red CMXRos 工作液，37ºC孵育15-30分钟。注：最佳孵育时间需根据细胞类型进行适当的优化。

3.4. DAPI复染细胞核：爬片置于PBS（PH7.4）中在脱色摇床上晃动洗涤3次，每次5min。后滴加DAPI染液，避光室温孵育10min。

3.5.镜检拍照：切片于荧光显微镜下观察并采集图像。（DAPI紫外激发波长330-380nm，发射波长420nm，发蓝光；FITC激发波长465-495nm，发射波长515-555 nm，发绿光；CY3激发波长510-560，发射波长590nm，发红光）。
3.6.结果判读

    DAPI染出来的细胞核在紫外的激发下为蓝色，阳性表达为相应荧光素标记的红光或者绿光。
4.实验结果见附件。

