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LRINRFEEAFHERMARFIETAI— MRS, EREEMRIR CRIBEERALRERINDS Caspase KEESEIEZAT. SEANRBEN
REWERY, BREBMARMHE, XMIREAAINEREMRT Bax “RIKAIFZAAN Bid, Bak, Bad RUEGETS SEAUKRERZAFLINEMR, HiX
LEATEEHRAE, SARRNERERER C BREIMRES.

IC-1 SHRMARBAGNEAE (&, 48) 2—MZRTRNEKRIRIREM ~Ym RIFESOURET, ETLRNME. BRe
RILRIRIREBAL, FELAMAIRRBARSRT, 1C-1 SRAEBAENTHE (Fe, 468) REELAUIIERY, TaReY, ™~
LB, EEARIRABAARRS, 1C-1 FEEREMELAAIERRT, NBE, FALTESBEIOE. BT IC-1 LR R
FIR (e, 46) NIBKNFISEIOREETILRE 2 NZIIREARI TE, RIAILAR JC-1 SA/ARBAMIATIR (&%
&, 46) MBS EAERAT RHR—MEER.

FFI SR EERRE, TIABERIVERM, RAEBMRETO IO TIEN, BT CCCP {EAESEAIRIEREA FER
PEMERTER.

RIS
s
-20°C BHERHE, Hh B ANEA 4°C (/7. NERREAR, A 5C BHENSE. BXEINIME, KSEH.
s R

(S RAPAMEZSYIMRIRR;
HERE: JHERINEE, THEEAHE.

S

BA{K Ex/Em: 510/527 nm
BREY Ex/Em: 585/590 nm
SF: C25H27CI4IN4
DFE: 6522
DFEEEE:
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TS

| ERREETRRENEOEER, BHTRESK.

2.JC-1 (100 x in DMSO) AERIEREBR TREMATEROEER. SENEERN, Tl 20~25 °C KEEBRZIZESEPRIREFEA.
JHEBRERRA, ERIED B B, —EEKBIIRIE, HIRTSBEEFER.

4.l JC-1 REBTIERET, GASCEHFIERMEAY JC-1 (100 x in DMSO) FIRE diH20 ROBEHESE, ZAFLUIA 10 x Assay
Buffer, ZNBJ5GECH] 1 x Assay Buffer I JC-1 (100 x in DMSO), iX# JC-1 RIRMERD AR, SF-E2NEEAIN. EHIE,
8] 37°C NFWhIE,

STERBIESTRE, —EERNFEME, BeTIERENE.

6. BT 1 < Assay Buffer J5iRET, i 1 x Assay Buffer £REF 4 °C Z£fa, IWEIROSEHRBEREYT .

7JC-1 REFHFHZTHERERE 30 min RTHELEEHGN., ERNEIEIKESEE.

SIRNRRHIFEERA, ERETEEE, LURERIER,

IAFRIRTRER, AERTIRRIZEEGT, AERTERIAR, FMEERTEBEEEN.

10. 8T BNLRETEE, EFLRRHEIRMEFERE,

B&H

LFEH . RRRISFRIR
2. YER: SRCEMMER 80 SOCERIRY

BRMELR

LIRS

(1) Ee#l Jc-1 ITER
U AEECE 1 mL 1 xJC-1 RETIER:

B 10 L 100 x JC-1 HetBiR, AIAZI 890 uL KEHY ddH20 F, iBEEES, A LIRBEHFIIN 100 uL 10 x Assay Buffer, iBIEES,
BIET1EE] 1 xJC-1 RER.
iE: 1) EE@TRRIRELLEIT Kek4a.

2) FEINEIERA 1 < Assay Buffer #8 100 x JC-1 @R, TIRERHIVTIE.

(2) BeHl 1 x Assay Buffer
2B 10 x assay buffer: ddH20=1: 9 HILLBIECE 1 x assay buffer, @ 1 mL 10 x assay buffer + 9 mL ddH20,

25
ALz, BER JC-1 F1 CCCP AREIRKEEEIR.

(1) EFRPEFEE (RZHRAERY 106 ~/mL)

(2) BEMERTRRAE  IEIXFIEIRMAY CCCP (50 mM) HEFHZEIR 1:1000 AILLFIIIAZIREEEEFR R (RILGKRES 50 uM BD 1 uL 50 mM
A CCCP BRIINE 1| mL BEIEFAERS) , 37°C BB 20 min, WFHFENMME, CCCP MERREFERIATEEMARE, &
BIT&E BRI RIAE.
3G TFRIZE

(1) B 5x105 MR, ERF 0.5 ml MEEFES, MREFRPIUSMBEFELL.

(2) MOAN 0.5mLIC-1 RETIER, BMEFRES. MIgEFAMES 37°C BFS 20 min,

(3) IES4ERE, 1000 rpm Bl 5min, FEE (FEREREIRSMAMN) .

(4) ION 1 mL FUEAY 1 x Assay Buffer 240, 1000 pm B/ 5min, KffrEHE, EE—IR.

(5) BREESH 1 x Assay Buffer R, FSOEEMENR, WaJLIRmIARMNO T,

4 33 FREEERRE

i WFEEMIE, MRFERARDIMEBUET, TLASCIEHRE, ERESES[IZFMAMNENGE. ITHWNEMRIIFRARM

2 Ay i Y B

(1) FFFURAI—NFL, IRFREFRR, RIBREAIIRNEVELIA PBS SEHEESAREFEE—XR, IIN ImL MEEFRR. 4
fEEFR P LS B MBFEHLL.
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(2) N 1mLJC-1 BETIER, RS, MIBEFES 37°C FFE 20 min,

() HBERE, WRLEE, A 1 mL LAY 1 x Assay Buffer, IRBREE, EE—IX.

(4) IO 2 mL 4BEBIEFRR, BFRTPEILISBINEIEL, FOLEME TR, LR LR,

5 AL fERERIR

(1) 0.9mLIC-1 ETIERTIN 0.1 mL SEEEN 10~100 pg ALAILERIAK,

(2) IR FHAETT T E MU BSOS BRSO BT TANEHTIR (time scan),

(3) BRI/ 485 nm, RETKIKA 590 nm, WIRFEATHESIMY, BARIKAREIRES 485 nm B, AJLAE 475~520 nm SBEIHIR

BHRKEK.
(4) B¢ BB E R ERMENE,
6 RS

(1) BRIt
SHFIEEHE, /£ PE 5 PI(FL2) BERTLUCNEILAIIANAY JC-1 dEREY,; NFTRTAME, /£ FITC (FL)) @BETLUENE] JC-1
FEBNY,
(2) SRR
1) REFLARRMGIS RIS I, SERNES Texas Red BINUBIE SRR B HAEEMERMAE.
2) SFIEREME, HETEBNGAAIRER, ZhAE 590 nm LERHLTESSE; SMTFREATSIATERVMIE, FrLARMEHEFE, £ 530
nm RRHERERIE,
(3) SAEBIRMY ST
1) 18355 Ex/Em: 550/600 nm; RE%5%: Ex/Em: 485/535 nm,
2) IHELESEHE.
SIEEMEEL, AT SIASEHEIEFR, AERHESIER.
& 1JC-1 MERess

Adherent Incubation Conditions
Method Cell Type -
/Dissociated | Dye Concentration | Temperature Time
Neurons (rat) Adherent 2.0 pg/mL 37°C 20~30 min
Neurons (rat) Adherent 1.0 pg/mL 37°C 20 min
Microscope | O-2A Oligodendrocytes (rat) Adherent 10 pg/mL 37°C 10 min
PC12 Adherent 10 pg/mL 37°C 10 min
Cardiac Myocytes (rat) Dissociated 10 pg/mL 37°C 10 min
| Human Fibroblasts Dissociated 0.3 pg/mL 37°C 1 hour
Flow
Colo-205 Dissociated 10 pg/mL 37°C 10 min
Cytometer
U937 Dissociated 10 pg/mL 22°C 10 min

FEERE (B 1)

control£R
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	产品货号
	PR01084

	产品介绍
	线粒体膜电位降低是细胞早期凋亡的一个标志，它发生在细胞膜上的磷酯酰丝氨酸外翻与 Caspase水解酶
	JC-1 线粒体膜电位检测试剂盒（绿色，红色） 是一种广泛用于检测线粒体膜电位 △Ψm 的理想荧光探
	本试剂盒操作简单快速，可以通过流式细胞仪，荧光显微镜或荧光酶标仪进行检测，同时提供了 CCCP 作为

	应用范围
	线粒体荧光染料

	储运条件
	-20 ℃ 避光冷藏，其中 B 组份也可 4 ℃ 保存。为避免反复冻融，A 与C 组份建议分装。有效

	产品特点
	信号准确：提供阳性药物做对照；
	方便快捷：染料是液体稀释，无需再溶解。

	产品参数
	单体 Ex/Em：510/527 nm
	聚合物 Ex/Em：585/590 nm
	分子式：C25H27Cl4IN4
	分子量：652.2
	分子结构图：

	注意事项
	1.使用前请将产品瞬时离心至管底，再进行后续实验。
	2.JC-1 (100 × in DMSO) 在较低温度情况下会凝固而粘在离心管管底、管壁或管盖内，
	3.在配置溶液前，若发现组分 B 有析出，一定要先水浴加热处理，确保完全溶解再使用。
	4.配制 JC-1 染色工作液时，必须先把试剂盒提供的 JC-1 (100 × in DMSO) 用
	5.工作液配置完成后，一定要及时孵育细胞，避免工作液产生沉淀。
	6.染色完成后用 1 × Assay Buffer 洗涤时，使 1 × Assay Buffer 保
	7.JC-1 染色并洗涤完成后尽量在 30 min 内完成后续检测。在检测前需冰浴保存。
	8.荧光染料均存在淬灭问题，请尽量注意避光，以减缓荧光淬灭。
	9.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。
	10.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. 仪器：荧光显微镜 或 荧光酶标仪

	操作步骤
	1.试剂准备
	（1）配制 JC-1 工作液
	按如下方案配置 1 mL 1 × JC-1 染色工作液：
	取 10 µL 100 × JC-1 染色液，加入到 890 µL 灭菌的 ddH2O 中，涡旋混匀
	注：1) 配置体积可同比例扩大或缩小。
	2）不建议直接用 1 × Assay Buffer 稀释 100 × JC-1 染色液，可能会出现沉
	（2）配制 1 × Assay Buffer
	按照 10 × assay buffer：ddH2O = 1：9 的比例配置 1 × assay b
	2.染色
	开始实验之前，请确保 JC-1 和 CCCP 溶液已恢复至室温。
	（1）培养板中接种细胞（悬浮细胞不要超过 106 个/mL）。
	（2）阳性对照组：把试剂盒中提供的 CCCP (50 mM) 推荐按照 1：1000 的比例加入到细
	3.对于悬浮细胞
	（1）取 5 × 105 个细胞，重悬于 0.5 mL 细胞培养液中，细胞培养液中可以含血清和酚红。
	（2）加入 0.5 mL JC-1 染色工作液，颠倒数次混匀。细胞培养箱中 37 ℃ 孵育 20 m
	（3）孵育结束后，1000 rpm 离心 5 min，弃上清（注意尽量不要吸除细胞）。
	（4）加入 1 mL 预冷的 1 × Assay Buffer 重悬细胞，1000 rpm 离心 5
	（5）再用适量预冷的 1 × Assay Buffer 重悬，用荧光显微镜观察，也可以用流式细胞仪分
	4.对于贴壁细胞
	注：对于贴壁细胞，如果希望采用流式细胞仪检测，可以先收集细胞，重悬后参考悬浮细胞的检测方法。以下为贴
	(1)对于六孔板的一个孔，吸除培养液，根据具体实验如有必要可以用 PBS 或其它适当溶液洗涤细胞一次，加入
	(2)加入 1 mL JC-1 染色工作液，充分混匀。细胞培养箱中 37 ℃ 孵育 20 min。
	(3)孵育结束后，吸除上清，加入 1 mL 预冷的 1 × Assay Buffer，吸除上清，重复一次。
	(4)加入 2 mL 细胞培养液，培养液中可以含有血清和酚红，用荧光显微镜下观察，也可以用荧光酶标仪检测。
	5.纯化后的线粒体
	（1）0.9 mL JC-1 染色工作液中加入 0.1 mL 总蛋白量为 10~100 μg 纯化的
	（2）用荧光分光光度计或荧光酶标仪检测:混匀后直接用荧光分光光度计进行时间扫描 (time scan
	（3）激发波长为 485 nm，发射波长为 590 nm。如果使用荧光酶标仪，激发波长不能设置为 4
	（4）用荧光显微镜或激光共聚焦显微镜观察。
	6.结果分析
	（1）流式细胞仪分析
	对于正常细胞，在 PE 或 PI (FL2) 通道可以检测到线粒体内的 JC-1 红色聚集物；对于凋
	（2）荧光显微镜分析
	1）采用可以同时检测荧光素和罗丹明，或者荧光素与 Texas Red 的双通道滤波器荧光显微镜观察细
	2）对于正常细胞，拥有完整的线粒体膜电位，线粒体在 590 nm 处发出红色荧光；对于凋亡或坏死的细
	（3）荧光酶标仪分析
	1）红色荧光：Ex/Em：550/600 nm；绿色荧光：Ex/Em：485/535 nm。
	2）计算红绿荧光比值。
	与正常细胞相比，在凋亡或坏死细胞中，红绿荧光比值会降低。
	表 1 JC-1 细胞染色条件
	Method
	Cell Type
	Adherent/Dissociated
	Incubation Conditions
	Dye Concentration
	Temperature
	Time
	Microscope
	Neurons (rat)
	Adherent
	2.0 µg/mL
	37 °C
	20~30 min
	Neurons (rat)
	Adherent
	1.0 µg/mL
	37 °C
	20 min
	O-2A Oligodendrocytes (rat)
	Adherent
	10 µg/mL
	37 °C
	10 min
	PC12
	Adherent
	10 µg/mL
	37 °C
	10 min
	Cardiac Myocytes (rat)
	Dissociated
	10 µg/mL
	37 °C
	10 min
	Flow Cytometer
	Human Fibroblasts
	Dissociated
	0.3 µg/mL
	37 °C
	1 hour
	Colo-205
	Dissociated
	10 µg/mL
	37 °C
	10 min
	U937
	Dissociated
	10 µg/mL
	22 °C
	10 min
	染色效果图（图 1）
	图 1 JC-1 染色效果图


