
DCFH-DA 说明书

货号：ID3130

保存：Powder:-20℃,1 year;Insolvent(母液):-20℃,6 months;-80℃,1 year（protect from light）

产品简介

DCFH-DA 本身没有荧光，可以自由穿过细胞膜，进入细胞内后，可以被细胞内的酯酶水解生成 DCFH。

而 DCFH 不能通透细胞膜，从而使探针很容易被装载到细胞内。细胞内的活性氧可以氧化无荧光的 DCFH 生

成有荧光的 DCF。检测 DCF 的荧光就可以知道细胞内活性氧的水平。

DCFH-DA是可渗透细胞，用于检测细胞内活性氧 (ROS) 的探针。DCFH-DA不可用于切片或植物细胞。

产品参数

CAS ： 4091-99-0

分子式： C24H16Cl2O7

分子量： 487.29

溶解性：Soluble in DMSO

使用说明（仅供参考）

1.制备储存液

用 DMSO 配制 10 mM 的储备液。如：4.8729mg DCFH-DA粉末溶于 1mL DMSO中。

注：a.未使用的储存液建议分装储存在-20℃，避免反复冻融。

b.吸湿的 DMSO 对产品的溶解度有显著影响，请使用新开封的 DMSO。

2.参数设置

使用 488nm 激发波长，525nm 发射波长，实时或逐时间点检测刺激前后荧光的强弱。DCF的荧光光谱和 FITC

非常相似，可以用 FITC的参数设置检测 DCF。

3.装载探针

对于刺激时间较短（通常为 2h以内）的细胞，先装载探针，后用活性氧阳性对照或自己感兴趣的药物刺激细胞。

对于细胞刺激时间较长（通常为 6h以上）的细胞，先用活性氧阳性对照或自己感兴趣的药物刺激细胞，后装载

探针。通常活性氧阳性对照在刺激细胞 20～30分钟后可以显著提高活性氧水平。

原位装载探针：本方法仅适用于贴壁培养细胞

按照 1∶1000用无血清培养液稀释 DCFH-DA，使终浓度为 10μ mol/L。去除细胞培养液，加入适当体积稀释好

的 DCFH-DA。加入的体积以能充分盖住细胞为宜，通常对于六孔板的一个孔加入稀释好的 DCFH-DA 不少于

1mL 。37℃细胞培养箱内孵育 20 分钟。用无血清细胞培养液洗涤细胞三次，以充分去除未进入细胞内的

DCFH-DA。

收集细胞后装载探针：

按照 1∶1000 用无血清培养液稀释 DCFH-DA，使终浓度为 10μmol/L。细胞收集后悬浮于稀释好的 DCFH-DA

中，细胞浓度为一百万至二千万/mL，37℃细胞培养箱内孵育 20分钟。每隔 3-5分钟颠倒混匀一下，使探针和

细胞充分接触。用无血清细胞培养液洗涤细胞三次，以充分去除未进入细胞内的 DCFH-DA。直接用活性氧阳

性对照或自己感兴趣的药物刺激细胞，或把细胞等分成若干份后刺激细胞。



4.检测

对于原位装载探针的样品可以用激光共聚焦显微镜直接观察，或收集细胞后用荧光分光光度计、荧光酶标仪或

流式细胞仪检测。

对于收集细胞后装载探针的样品可以用荧光分光光度计、荧光酶标仪或流式细胞仪检测，也可以用激光共聚焦

显微镜直接观察。

注意事项

1. 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。

2. 探针装载完毕并洗净残余探针后，可以进行激发波长的扫描和发射波长的扫描，以确认探针的装载情况是

否良好。DCF 的激发光谱和发射光谱请参考下图。

3. 尽量缩短探针装载后到测定所用的时间（刺激时间除外），以减少各种可能的误差。

4. 对于某些细胞，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 稀释

DCFH-DA，使装载探针时 DCFH-DA的浓度为 2～5μmol/L。探针装载的时间也可以根据情况在 15～60分

钟内适当进行调整。

5. 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。

6. 为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。

7. 本产品仅供科研使用。请勿用于医药、临床诊断或治疗，食品及化妆品等用途。请勿存放于普通住宅区。

光谱图

注：DCF 的激发光谱和发射光谱
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