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YRELRARIEM — 42588 (Nicotinamide adenine dinucleotide, NAD) 2FTARIEFEBREI—FhiEES, €15 NAD+ (&8 1 NADH (iF
[REY) BF/R. NAD+ BEREMERRAOIIEPIEEE FHHES, XALUEARSENERYIRS SMBARLEL, NAD+ TEAMAAN
RIEEEENRE, HERMERLKEFDSSHEREAT. NEREMERRARNEEE, NAD+ R EMARTNEERRZ—,
NAD+ FERBHARESNERRS T ENEEH R AR ES B R AR ERIIEE, 518 NAD+ RESHKAEFENEEMN H SRR
BEAYIER. 24H9 NAD+/NADH #1 NADP+/NADPH JUEZEIAGN 340 nm QEAIIRIERSERRY, 252 RBERBZZTH.
NAD/NADH #@ifFI&R—MET WST-8 NEEKRA, Bt &ERONME. BRFHETHFRF NAD+ (FHE%EES 1) #1 NADH

(FRELHES 1) RENE. HEMRENEILZFA. NAD/NADH XK SES S e NAD+ 1 NADH, AN NADP+
1 NADPH, fERALIFEHF NAD+ #IRRA NADH, NADH 3§ WST-8 RRAEEE Formazan (FARE) , £ 450 nm EEBRAR
W, REARZREFLERA Formazan SHEEGEH NAD+ & NADH RIREMILHIRER. ANAFIEAHEN 0.1~10 uM NAD+ &, NADH, 1&
MFRENE 1:

Alcohol dehydrogenase

Ethanol /— -\b Acetaldehyde

NAD* NADH

1-mPMS

Formazan WST-8

1 HNREEE
RIS
NAD/NADH 12U, #Rpgo iR Cilfatmail
s
-20°C BERTE, BXUEANIMIER, IKERIEH.
s R

SR NRXKAREN NAD/NADH, F4&ill NADP/NADPH;
JBRRER: Formazan FAPRGAMERRT WST-1. MTT. XTT KF4NaREES;
REES: WST-8 BT WST-1 REEES, THRWES 0.1 oM REE NAD+ Bi#E NADH;
EREF: 0.25~10 WM NADH {RIFRIFHIZMRXR.
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L&Y NADH frEmiaiEa/ \E0ERT, BRREFRHM.

2.NAD+/NADH fREURHEHE, FEFEIERSMRIERFFIINGMARTDES.
3IEFTRSEES, MR ESIBRINREIIRICERT.

4.B8F NAD+NADH FigiE, ZMEME, FrLAREERHEFmt T,

AT RRTRI, NMERTIRRZETEGSTT, MERTRENAR, MERTEBREER.
6 ATIENREMUEER, BFLHRFABIRIEFERF.

B&tH

=2
(1) BOE (2)96 FliR
23571
(1) W& PBS (2) ddH20
REIYE
(1) EefRY CUREE) (2) IR (FIiE) (3) BUO

BRMELR

| RIES

Mierrm (MBI RiFAMe) « IR 1< 106 MR, BOERIEFR, USRI PBS iS5k, B0 5min, L7, MIA 200
uL JKATUSH) NAD+/NADH fREGKR, BREVFTLMBHMIBRIZNR, REDEEERaSK LIRESR. RBERG 12,0008, 4°C B
1y 5~10 min, BN LERA.

RO K EFURHY PBS ERBLfS, FREVEER 10~30 mg, FAESJIEERE, EFSKEEH, A 400 uL NAD+/NADH 1REGET=IR
TEUK EHITER, ERE 12,000g, 4°C BLO 5~10 min, BLEBERA,

2 SN

(1) E2#l 10 mM NADH #RE2: 10 x NADH ER#IigRscF/K#EREEA 1 x B NADH EoHlik, BIREY 141.0 uL (20 T)/ 704.8 puL (100 T) 1 x
NADH BEcHli&IIAN D BoOFIERNER, 78, 152 10 mM NADH R@igR, EADEEET -80 °C KkiE, EERT.

(2) "RERm: ¥ 10mM A9 NADH #RERA NADH BEoHliRMRENSIEANRERBE, W 0. 025, 0.5, 1, 2, 4, 6. 8, 10puM, [E 96
FURPEFIIN 20 uL BORER. WBFE, IREFRS NADH NEEESEEIGRIREEE.

(3) ZEiREEsTIERRVECH] (ILAAIIES) : ARNEPRGCERSERE 45 (5. N, B8 MARSFEFEFIIN 90 uL 28
RSB TIER.
3EENE

(1) NAD+/NADH SENE: IRE 20 pL FlEFERT 96 FUARF, IREES. HEFRPH NAD+ 5 NADH 2835, BHinER
ZAPEE, WFEA NADH EtHiRiEsmEEmitiTal, S8 dRiisginEanpE.

(2) BEH NAD+, NADH &8 NAD+NADH HERINE: BEOEFIMAN 50~100 uL FlEmR, 60 °C AN 30 min LIDHE
NAD+, SNRIHRAEFTEREYY, 10000 g, FiREE 4 °C B 5min, IREX 20 uL EBEZE 96 FUARPEHN, REEES. WHEERFHI NAD+
5, NADH 28135, BHtrENEISeE, WFEA NADH EHliRESHEEEHTAN, SETRIMIEINERNEE.

(3) £ 96 FUMRPILEIRINTAIUINEE, RETEXNR. WERFIFAE, IACERSEIERERDRS (IMAZERSEIERD
EIERRRME, URr-ESE, ENETESE, TTAeER) .

TEXER TR i

FNEERR 20 pL 20 pL
NADH Bl 20 uL

RSB TIER 90 uL 90 uL 90 pL
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(4) BFLIOAN 10l BER, ZOREIE, EEFES 30min, M 450 nm HIRKE.
i IZIRMERISHERPR NAD+ BiZ SRR SESIFBIEE NADH, WST-8 5 NADH 7ERFESHIAER T REAERKE EHR R
=,
(5) BERDHT
TRIETEREITEER TR NAD+ §1 NADH SUREDL NADH RORE, BEERINNIHARFIFRRSEEIRITEY NAD+, NADH,
NAD+NADH SEZUARITEE NAD+/NADH HILKE (Ratio), HEXITEAINT:
[NAD+] = [NAD+/NADH 4] - [NADH]
Ratio[NAD+/NADH] = [NAD+] / [NADH]
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	产品货号
	PR01192

	产品介绍
	烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (Nicotinamide adenine dinucleotide, NAD
	图 1 检测原理图

	应用范围
	NAD/NADH检测、细胞分解代谢指标检测

	储运条件
	-20 ℃ 避光保存，有效期见外包装；冰袋运输。

	产品特点
	特异性好：本试剂盒只检测 NAD/NADH，不检测 NADP/NADPH；
	溶解度高：Formazan 产物的溶解度相较于 WST-1、MTT、XTT 的产物溶解度更高；
	灵敏度高：WST-8 相较于 WST-1 灵敏度更高，可检测低至 0.1 μM 浓度 NAD+ 或者
	线性度好：0.25~10 μM NADH 保持良好的线性关系。

	注意事项
	1.建议 NADH 标准品溶解后小量分装保存，避免反复冻融。
	2.NAD+/NADH 提取液粘稠，使用过程中务必保证和待加入的体系充分混匀。
	3.加样和混匀过程中，应避免产生气泡影响最终的吸光度检测。
	4.由于 NAD+/NADH 不稳定，易降解，所以尽量使用新鲜样品进行检测。
	5.本产品仅限于科研，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品和药品，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
	（1）离心管 (2) 96 孔板
	2.试剂
	（1）预冷 PBS (2) ddH2O
	3.仪器
	（1）酶标仪（测吸光度） (2) 匀浆仪（可选） (3) 离心机

	操作步骤
	1.样品准备
	细胞样品（贴壁细胞或悬浮细胞）：收集约 1 × 106 个细胞，离心去除培养液，用预冷的 PBS 清
	组织样品：冰上预冷的 PBS 清洗组织后，称取样品 10~30 mg，用剪刀剪碎，置于匀浆器中，加入
	2.实验准备
	（1）配制 10 mM NADH 标品：10 × NADH 配制液先用水稀释为 1 × 的 NADH
	（2）稀释标品：将 10 mM 的 NADH 标品用 NADH 配制液稀释成合适的浓度梯度，如 0、
	（3）乙醇脱氢酶工作液的配制（现用现配）：用反应缓冲液将乙醇脱氢酶稀释 45 倍。检测时，向每个标品
	3.样品测定
	（1）NAD+/NADH 总量测定：吸取 20 μL 待测样品于 96 孔板中，设置重复。如样品中的
	（2）样品中 NAD+、NADH 含量或 NAD+/NADH 比值的测定：向离心管中加入 50~10
	（3）在 96 孔板中按照如下方式加样，设置空白对照、标准品和样本组，加入乙醇脱氢酶工作液后充分混匀
	空白对照
	标准品
	样品
	待测样品
	-
	20 μL
	20 μL
	NADH 配制液
	20 μL
	-
	-
	乙醇脱氢酶工作液
	90 μL
	90 μL
	90 μL
	（4）每孔加入 10 μL 显色液，充分混匀后，室温孵育 30 min，测 450 nm 处的吸光度
	注：该操作是将样品中的 NAD+ 通过乙醇脱氢酶作用转化成 NADH，WST-8 与 NADH 在电
	（5）数据分析
	根据标准曲线计算样品中的 NAD+ 和 NADH 总浓度或 NADH 的浓度，通过样品加入的体积和稀
	[NAD+] = [NAD+/NADH 总量] - [NADH]
	Ratio[NAD+/NADH] = [NAD+] / [NADH]


