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MitoTracker Red CM-H2XRos
Cat# CF0503

产品概述

细胞渗透的MitoTracker Probes 含有轻度巯基反应性氯甲基基团，可用于标记线粒体，并且固定后可被保留在线粒体
中。为了标记线粒体，只需用MitoTracker Probes 孵育细胞，该类探针能够被动扩散穿过质膜并积聚在活性线粒体中。
一旦线粒体被标记，细胞就可用含醛基固定剂处理，以便进一步处理样品。在一些实验操作步骤中（如：免疫细胞化
学或者原位荧光杂交），用某些去污剂渗透细胞后，一些MitoTracker Probes 也依然能被保留。此外，MitoTracker
Probes 分析致病性细胞的另一优势是，致病性细胞线粒体被染色后，依然可在样本进行分析之前固定细胞。
传统的线粒体荧光染料，如四甲基罗丹明甲基酯（TMRM）和罗丹明 123，如果细胞线粒体功能正常，则可发出荧光
信号；一旦线粒体膜电位丢失，传统的线粒体荧光染料则容易被洗出。从而限制了传统染料在需要用醛类固定剂或其
他影响线粒体功能的试剂处理细胞的实验中的使用。MitoTracker Probes 克服了这一限制，不仅可在活跃线粒体聚集，
而且可在固定细胞中保留荧光。MitoTracker Probes 的分子量、光谱特性以及是否适用于固定细胞等信息详见图 1和
表 1。

表 1. MitoTracker 探针的分子量、光谱特性

货号 产品名称
分子量
（MW）

Ex (nm) * Em (nm)*
氧化还原
状态

固定后
保留

CF0503‡ MitoTracker Red CM-H2XRos 497.08 579 599 Reduced Yes

CF0502 MitoTracker Red CMXRos 531.52 579 599 Oxidized Yes
CF0504 MitoTracker Deep Red FM 543.58 644 665 NA Yes
*在甲醇中测定的荧光激发(Ex)和发射(Em)最大值；数值在不同细胞环境中可能有所不同

‡ 氧化前无荧光。NA =不适用

图 1. Red CMXRos (A)和MitoTracker Deep Red (B)的荧光激发和发射光谱（所有光谱均在甲醇中测定）

产品/组分信息

产品名称 货号 规格

MitoTracker Red CM-H2XRos CF0503-50µG 50 µg
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储存方式

-25°C ~-15°C ；干燥避光；避免反复冻融。

使用说明

在打开小瓶之前，让产品恢复至室温。
制备原液：将冻干的MitoTracker 产品溶解于无水二甲基亚砜（DMSO）中至终浓度为 1 mM；实验方案仅作为参考，
每种细胞类型的最佳标记条件应根据具体情况确定。还原型罗丹明MitoTracker®探针（如 Cat#CF0503）的加载浓度
要比其他MitoTracker®探针高 3-5 倍。

细胞制备及染色

1. 配制染色液 在适当的缓冲液或生长培养基中稀释 1 mM MitoTracker 原液至最终工作浓度。由于 MitoTracker
Probes 的还原形式易受血清中潜在氧化酶的影响，我们不建议使用含有这些染料的完整培养基。
一般情况下：使用 25-500 nM 的工作浓度。对于待固定和渗透的染色细胞（见步骤“染色后的固定和渗透”），使用
100-500 nM的工作浓度。为了减少潜在的背景伪影和线粒体毒性，请尽可能降低染料的浓度。高浓度的MitoTracker
用量可能会染色其他细胞结构。
2. 贴壁细胞染色 培养细胞。选择合适的培养基，在培养皿内的爬玻片上培养细胞。当细胞达到所需密度时，从培养
皿中吸走培养基，加入预热至 37°C 含有 MitoTracker Probes 的染色溶液。孵育时间取决于所使用的细胞培养体系和
探针，但在适合特定细胞类型的生长条件下孵育 15-45 分钟通常是足够的，但可能也需要优化。染色完成后，用新鲜
的预热培养基或缓冲液替换染色溶液，使用荧光显微镜或荧光微孔板读取器观察细胞。如果细胞需要被固定和渗透，
请继续进行染色后继续固定和渗透处理。
3．悬浮细胞染色 离心获得细胞颗粒并弃去上清。将细胞轻悬于预热至 37°C 含有MitoTracker Probes 的染色溶液。
孵育时间取决于所使用的细胞培养体系和探针，但在适合特定细胞类型的生长条件下孵育 15-45 分钟通常是足够的，
但可能也需要优化。染色完成后，离心沉淀细胞，并在新鲜的预热培养基或缓冲液中重悬细胞。细胞可通过流式细胞
术、微孔板分析或荧光显微镜进行分析。如果需要在盖玻片上固定细胞，需提前使用多聚赖氨酸包被盖玻片。如果细
胞需要被固定和渗透，详见步骤“染色后的固定和渗透”。

可选：染色后固定和渗透

1．清洗细胞 染色后，使用预热的缓冲液或培养基清洗细胞。
2．固定细胞 小心地除去覆盖细胞的缓冲液/培养基，并用含有 2-4%甲醛的现配的、预热的缓冲液或培养基代替。对
于MitoTracker Red CMXRos，用 3.7%甲醛在 37°C 的完全培养基中固定 15 分钟对内皮细胞效果良好。
3．冲洗细胞 固定后，使用缓冲液冲洗细胞数次。
4．渗透性(可选) 当后续实验步骤需要渗透时（如免疫细胞化学实验），将固定细胞在含有去污剂（如 Triton X-100）
的缓冲液中孵育。渗透后，用缓冲液冲洗细胞，进行免疫细胞化学实验。我们发现内皮细胞在含有 0.2% Triton X-100
的 PBS 缓冲液中孵育 10 分钟效果不错。或者，细胞可以通过在冰冷的丙酮中孵育 5分钟，然后在 PBS 中洗涤来渗透。
即使细胞不打算用抗体标记，这种丙酮渗透步骤也可能有助于提高信噪比。
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