PROBELIVES FHRRE SR ERAT IR - RS

Viability/Cytotoxicity Plus Assay Kits for Animal Live &
Dead Cells

IR 10 min —£3R@, =BFHH, HEEIESHEEEMR, FEFEERE

FEEEE: C20703, C20704, C20705
FEEPAE: 100T, 300T
EBEEH: 20 CBINRE, KBTH

FERE T

Viability Cytotoxicity Plus Assay Kits for Animal Live & Dead Cells (4BR85E J1/SHRMRFIE) B—RER LI
FEEROATKRMNER TR, THMREREREN/SERNFRASFIEE. EEFTE, BIEEBFOEmMAL. R
FIBE=MEE, IR A 5B A Calcein AM + EthD Gold, Calcein AM + EthD Gold + Hoechst 33342 A K Calcein AM
+PI+ Hoechst 33342, K FIEREE QN+ FIRTTE M ST+ 2 MR R B S SEOOARCRIE. EDOREEA: Calcein
AMT]FFETTE MR, HIFMENEEEKBATEABNEREZRHERARE, EEMARISMFRMEERS; EthD
Gold{EARRIEZIE MARBR LR, (RBed NRRERTHIRAVAARE, SHADNATFRMESRRLEEER, FIRTEHmE
MIARLI BRY, HNEADNARBYIEERNATI, REMRMETIHLEPIERR; Hoechst 33342 F FFiE BT A LAAEHI2H AR
[E, SXEDNALE RN EMZFEITE EBMLE, EHREMZERERRY, AUMEEERRESBIERRY,
ERMT S EERENREANS. HERTEHENZARTE, RXFEFEHoechst 33342 123, AHEHESNE LA
FSL; FIRSRAEHD GoldR, RKAZERMESEPIS 50%, BMEEEBIANY, FEMMCERSE, GREARE. 48X
LS BITERFINEDURIE, BRIEFERE, OLRERNENNEY 10 min, REFAEZEHFITROALEMFERE. RRXoH
A ENMUEEFRERN, BERRXMEMMUKRITSRAERIBERSENE, KAESTRENRE, &K
MIREERE,. SN HE.

EESRNEMRGE, WELDTES SN RMEMEMFEMAR. AMFE. RENMIIRRZFSENZOE
WIFT, HEXSWEE. ATSIRERE, SHARSMHIER, RRINTSEXERE. HEIMRERNKERR.
RIRFIERIEMANTAERERAR, A 2D, IDAMIERMER, IZEATRAMBAKEN . RARMBERE. A6
PR E T, ERATHHIAR. WA SHAREHERNEFEL MR, FTRTITHMERTEEF(TNF). B-5E
MEEAFSLXYRMVERSE, BRSWATHERETER, AEXMRRHEREE. TENENKE. HRTEImMIE
HERE SICRRHCEFRGERN G ZE, ARFEERR, 22 RY, EBYRREZRNIRBERE. BRIEESR.
TARP X =LKMENRES, BINRFARSERBUVERIIRIE, MEMMFENSEHHEXMRTERE, ABYMEL.
BRI RFRMEERAZE,
7E: A% BT Biotium Viability/Cytotoxicity Assay Kit for Animal Live & Dead 30002,

MG : &R, SFILMMSIREhAMES XS, WMIASE/EMREQN, HWME, MMSHENFIMR, &
MMM SR BIT, MEAEEENIR, E7ENKEN, SEEHYAF;

PR

® =@EWHTEH: Calcein AM (££) | EthD Gold (4If) . Hoechst 33342 (IEfa) LK5HEEEREZE, XESEE,
MEERRE B AT, WM RIRAIER;

o =g FREEMENE 10 min, EthD Gold 5 Hoechst 33342 SEHHTRRBENGR, 152+ A SEM;

® IFIFICEHF: KA EthD Gold 34, WAREHES PI & 50%, FHRICHEEDET M. AR EBIEME, FEIR
B

o M RIEMER S I Hoechst 33342 £MEIZA R, RERENS, THERERDMME, SHSLEMEMALL;

o ZLAHRTEA: BEKAEMIE. RANMAN. AR, TIFREURSEENH, TS 2D/3D MAEFAER;
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(i) PROBELIVES RS ERAT SRATIE - TS

it £ 8

® Calcein AM Ex/Em: 494/517 nm;

® EthD Gold Ex/Em: 532/625 nm(with DNA);

® PI Ex/Em: 527/624 nm(with DNA);

® Hoechst 33342 Ex/Em: 350/461 nm(with DNA).

PGS
Viability/Cytotoxicity Plus Assay Kits for Animal Live & Dead Cells(Calcein AM, EthD Gold)(C20703)

by Mg 100 T 300 T

A. Calcein AM 10 uL 30 uL

B. EthD Gold 10 uL 30 uL

Viability/Cytotoxicity Plus Assay Kits for Animal Live & Dead Cells(Calcein AM, EthD Gold, Hoechst 33342)(C20704)

4h45y A 100 T 300 T
A. Calcein AM 10 uL 30 uL

B. EthD Gold 10 uL 30 uL

C. Hoechst 33342 10 uL 30 ulL

Viability/Cytotoxicity Plus Assay Kits for Animal Live & Dead Cells(Calcein AM, PI, Hoechst 33342)(C20705)

b A 100 T 300 T
A. Calcein AM 10 uL 30 uL

B. PI 30 uL 90 uL

C. Hoechst 33342 10 uL 30 uL

Ec KA SR FRE A BT 96 FUM R K B ARSI B 7T AR 69 L FL S B o
E: XA E C20705 P EAE R 444 P 4E Fl & 4 EthD Gold %9 3 12 3E/7 4 &,

ABREW:

o KIAFIZMBAENIFE “-20 CRELRE" , BEREFM; Calcein AMKARZ KR, HBRENIIERNEXMATR,
RADL SR HIRTF

o ERAMGEMARFTRAMET, REGHK AL MER & MBAEFEPMALIRRES, &% REHIT MRS S
SMMERPBATE ; THURTERIFEARES, SRR KIS ERBIEAIRG, FEENER,

® EthD Gold NAT#ITHREEIE, EXIRERMMAMITITRRSEELE, RS MR PHIRHENEMAR, S
FBERBIAM.

o REEME] hEITRIAN, MRIERAESRE.

o KEmNRTHMARH AR SERTERIEEA.

® ATHEMREMBER, FEREMESAIUERENE.

EFRER -

—. SEIGRTEE

E: AT SRR T A C20704 ~ &AW, REEAFE,

1. g

o HIRFIERMESME EEIR(15-25 °C), HEZEEPBS. HBSSEEME K.

o FEHUAT/EMIEST (JACCCPE) , RIBLIIRITHE LIERE ShtE .

E: BT AL R pHT.4 89 PBS ot ik, VIGRF R F AR EZCR, BETE T L PBS £ AY.
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(i) PROBELIVES RS ERAT SRATIE - TS

2. (USSR

® TULEME: NBIEM AL/ & SEKEX/Em: 494/517 nm(Calcein AM). Ex/Em: 532/625 nm(EthD Gold)\ Ex/Em: 350/461
nm(Hoechst 33342),

o SRR LML : N BIE ML /& §THKEX/Em: 494/517 nm(Calcein AM). Ex/Em: 532/625 nm(EthD Gold)\ Ex/Em: 350/461
nm(Hoechst 33342),

3. MHRBERE:

a5l Calcein AM EthD Gold Hoechst 33342 ELET )

ZI=popi] - - - NG GAERSE]

PR Xt B + + + N EREpGE]
HRAXTER 1 + - - BL/ENESEEE
HRAXR 2 - + - BL/ENESERMEE
HBRAXTE 3 - - + AT/ENES R

LR + + + SCIGYHMAR

AEXBFRERLEHNXRE, RN T AT RTHIME.

FAMEA: TEERRATIN, RUAEESHNBELRY, ERNQNFA TR REMEE.

PAMEXTERLE : HEBRRN IR LS, WIERENESM.

BPAXTERLE : HERRTOE BRI, KEESBESH, ERAENPETHIME.

4. ARAAER:

o RIESLUIEIT, XTMAFHITHEENAMAE.

= BREPE

FR—: CRERFERN GERTERHM)

1. WESFRMAR:

() WEHFNEZRRBREBLOEFR.

(2) 1000 rppm, ZEREWD 5 min, MOREFELEFER.

(3) fnA 100 uL PBS iR FELUMM, FHITHE.

(4) BR 1000 rpm, ERZL 5min, BRRFLEER.

2. WRERS

(1) {£F PBS &R =S MAFFFHITITHE.

(2) BY 5x10%-10° N4EAE, 1000 rpm {RIRES (> 5 min, ZB& PBS £&:4%.

(3) {&£F 100 pL PBS &R EE. 1000 rpm {KIEZ > 5 min, KR LS.

E: BB E ML E B RR M, RRRIEA G RAEE KT (EFLE: 10°-107cells/mL) o EARTARIEH
AAP KGRI 50 RERE, AR TG @A EWTHA T,

3. R TIERHIF

(1) RIEHRFLYE, BLEESHFTRMPBSE MK, RBE1 mLbh =F#H 251 R4E 5 A (Calcein AM)1 L, 2H4B (EthD
Gold)1 pLFA4A 4> C (Hoechst 33342)1 pLEYE AR MAPBSE MR+, RAEH (MANKR) . ISE TRHIE

FETIER:
HmiE 1 10 50 100
Calcein AM 0.1 pL 1 pL SuL 10 uL
EthD Gold 0.1 uL 1uL 5 uL 10 uL
Hoechst 33342 0.1 uL 1L SuL 10 uL
PBS 100 uL I mL 5mL 10 mL
Working Solution ~100 pL ~1 mL ~5 mL ~10 mL
Er AT HER 6 ILAARN, HILEE TAERME AARRHA 100 uL #H47 H
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PROBELIVES

4. YApASEtE .

(1) BR100 L& TIERES MM, BRWITRS (520 967LARM100 uL/FL, 48FLARAN150 uL/FL, 24FLARAN250 pL/
7L, 12FL#RANS00 uL/FL, 6FLARANL mL/FL)

(2) EREEEPFE 10 min, WEIHCAIIRIELFRMN R R EMREITRIEFE, HEXEH10-30 min.

E: BEMOMER K, 2T ARBEERI A TR @A X, RERLERRFERSHILE AR,

5. ERERE:

(1) WBLRE, 1000 rpm, ZEE0 5 min, YELRA.

2) ORFERR EER (AER, SZELE) .

(3) B0 100 uL PBS MR R ERMAM, HITHEK.

(4) FRRFEE, MERE LR, A 100 uL PBS E AR ERMIE, SRSV,

6. BNENESINME:

(1) 96FLIRE: #5100 pLARRERIGIMANOCFLIRF, B2ERZI, FHEBRTEMEKE, ETRLERETRE.

(2) EIFRZE: 2030 pLAfaSREmFEe8mA £, RESEEER, BRTESHE, ETRARMEBTUE.

(3) EFRRENRFET, SHMEHRHITHIHE.
Calcein AM #NELRAEEHSS . 32 FITC BB (Ex/Em: 494/517 nm)S BRI IESLF ;
EthD Gold #MFE 4RSS : 1% Texas Red BIE(EX/Em: 532/625 nm)SARIESEE ;
Hoechst 33342 MG 4ASS: 1% DAPI BIE(Ex/Em: 350/461 nm)SAARIESE S .

BRI RARNTAN GERTMEM)

1. HRREIE:

(1) EREEFIRPRFHEIERR.

(2) RIBEFARMAE, MASTRAIRMPBSE MRRRIEMA—R (flan: 96FLARAN100 pL/FL, 48FLARAN150 pL/fL,
24FLARAN250 pL/FL, 12FLARANS00 pL/fL, 6FLARANL mL/FL) . HEEBWAAPBSENR.

2. HlE$RETIER:

(1) RIEHRFLY, BLESHFRMPBSE MK, RBE1 mLbh =R 251 R4E 9 A (Calcein AM)1 puL. 2E4B (EthD
Gold)1 pLFI2B43C (Hoechst 33342)1 pLEY{E A 3R MAPBSE MK+, BAEH (MAME) . ISETRE

BHIRRESREERAR FROEH - SO

FETIER:
HaiE 1 10 50 100
Calcein AM 0.1 pL 1 pL SuL 10 uL
EthD Gold 0.1 uL 1 uL 5 uL 10 uL
Hoechst 33342 0.1 uL 1uL S5uL 10 uL
PBS 100 uL I mL 5mL 10 mL
Working Solution ~100 pL ~1l mL ~5 mL ~10 mL
e ARSREE R 96 ALARARM, AILG & TAERAL AARARA 100 uL #47 9 H .
3. {ARAskta:

(1) EEFLBMAIT AR ETIER (F1a0: 96FLARAM100 uL/FL, 48FLARAN150 pL/FL, 24FL#RAN250 uL/FL, 1270
HRAN500 uL/FL, 6FLARANT mL/FL) -
(2) EREEEPFE 10 min, FHEIHCAIRIELFRN R R EMREITRIEFE, HEXEH10-30 min,
Er BEMOMER K. 2T ARBEERI AR @A X, RERLERRFER ST A2 TR,
4. k.
() WELERE, RFSFLPHRETHER.
(2) LB (2) WA, MAPBSEMEIUEMM, FREREFRENE.
5. BERENE5HR.
(1) FFE, SFLMANRATRAPBSENRK, LURFFLHMLTIE.
(2) EEFESRETRALEMBTUEMAR., BAHEERAFRE—.
Calcein AM #NELRREEHES : A FITC i@iB(Ex/Em: 494/517 nm)s B RESLH ;
EthD Gold #3128 2RSS . 3EF Texas Red iBI8(Ex/Em: 532/625 nm)sHHEE SR
Hoechst 33342 #MN A G MPEIES: % DAPI BB (Ex/Em: 350/461 nm)S BRI H -
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PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

FR=: RAERMEN GERTEESWEMAMR)
1. WESHIE L MERRE:
o M. [ “AR—" NSTIF2, mAES*10°-10° MR,
® NLEELHA
a M FRERE ZEANEOENEMA. MEEmA /DS PBS BiiEik—i&, BikER PBS ZMiGRE ERE
HHEBEBREEFRENEOEN, 1000 rpm, FRED S min.
bMAEEARE EDTA WERES LA (BEMMEENT) , BETETEMBETUNE, FMETE. BEFEXH, A
BIRRBRERYT, EHETSRE.
VE: BREETHAL O R TG A el AR K. HALET M it 4E, e 2R ) kAT A B BLIE R B & RAURAR S o
cXKHE: MA “a BB BUOERNZRNMEIERE, KIEHK,
E BOENERGmMRERLAETER, TRAEES, AP TRASATRAG BN mAL, AmiiEikdahiit
A AL SRR LA R, F WK G REE AT E ¥ s S a4,
G EREREBREAENELE, 1000 rpm, ZFBHEL 5min, KFELF.
e a BBE d SBP M,
£.F PBS iR E 2 M FH ST
2 BN 5x10%-105 NRBE, 1000 rpm, Z=RED 5min, RFLEHE;
h.100 uL PBS £&4&5E e 4B, 1000 rpm, ZERED 5 min, WRFLHE.
2. FlERETIER:
(1) RIEHRFLY, BESAIRMPBSEMR, RBE1 mLbh =28 93 RESA (Calcein AM)1 uL. 2E4B (EthD
Gold)1 pLF12B4C (Hoechst 33342)1 pLEY{E A 3R MAPBSE MK+, EAEH (MAME) . ISETRE

FETIER:
HmiE 1 10 20
Calcein AM 0.5 uL S5uL 10 pL
EthD Gold 0.5uL 5uL 10 uL
Hoechst 33342 0.5 uL S5uL 10 uL
PBS 500 pL SmL 10 mL
Working Solution ~500 puL ~5 mL ~10 mL
Er HmREHBR AN, AR E TR RN 500 pL #4735
3. {ARaskta:

(1) FRERMBEMAS uLE TIER, BREVITRESRAMMER.
(2) EREEEPFE 10 min, FHEIHCAIRIELFRN R R EYREITRIEFE, HEXEH10-30 min,
R BEHGMERK, ST OARBEE A A RR min At £, MR BLERRE R LML BN RS RTEE; A
KA G Fe HH R F B AR T 5 R RAEAE D], STARIE S AT 53R S AR S
4. FHRSER:
(1) WELEFRRE, 1000 rpm, EBESMS5 min, YTELMA.
(2) MFELEE®, AL mLPBSENRREESR, HITHER.
3) BRBEL, HKRRFLER.
(4) A1 mL PBSEARZRZERMAE, SR ENAER,
5. EHLAEN:
(1) AR ETZ A NIEE THITO .
(2) BEBEEAXE CREABME) BWHHRE, FHREUTLIRERETA.
(3) flortMEBEpETRL, 2. 3, BETRXIME, HRBESRR.
(4) SREHREMRA M X FRFNPAME ST IR, MIASEI R RN .
(5) REKNEIEHm, RN TIIRARE.
Calcein AM #NERREEHES : %M FITC i@iB(Ex/Em: 494/517 nm);
EthD Gold #&M3ELRAAIS S : 3£ Texas Red BB (Ex/Em: 532/625 nm);
Hoechst 33342 #& T G AAES : £ DAPIIBIE(Ex/Em: 350/461 nm).
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PROBELIVES

FROE: SR EN GERTSBEEERN)

BHIRRESREERAR FROEH - SO

1. SRR

BB EKGEHMRE, FMEMTIRE. T RER T mAEIRE.

ERhgRpE: FFLIEFH2000-10000NEEEAAE, 1R EMFERIRE.

HALIE: 1RSI HF RMNIFS A, REEFL>3.

FOAMNRE: IRFRIEFER, SFLAN100 pL PBSEMARRITA R, WAPBSEMA (RREWE, EEHLIMA) .

2. HIE$RETIER:

(1) ||HERILE, BUEEAFMMWPBSENE, KRBE1 mLP=MFER53 5 AT A (Calcein AM)1 uL 2H4B (EthD

Gold)1 pLF12843C (Hoechst 33342)1 pLEY{E A 3R MAPBSE MK+, EAEH (MAME) . ISETRE

FETIER:
HaiE 1 10 50 100
Calcein AM 0.1 pL 1 pL SuL 10 uL
EthD Gold 0.1 uL 1 uL 5 uL 10 uL
Hoechst 33342 0.1 uL 1uL SuL 10 uL
PBS 100 uL I mL 5mL 10 mL
Working Solution ~100 pL ~1l mL ~5 mL ~10 mL
e AR EE R 96 JLARARM, AILG & TAERAL AARARA 100 uL #E47 9 H
3. {ARaskta:

(1) |FLMA100 pLEE TIER.
(2) EREEEPFE 10 min, FHEIHCAIIRIELFRMN R R EYREITRIEFE, HEXEH10-30 min,
Er BEMOMER K. 2T ARBEERI RO TR @A X, RERLERRFERSHLE A2 TR,
4. FiEk:
(1D WELERE, MORBMALPHRETER, FEMAFEFRNPBSEHEEIE—IR,
(2) E1B8RF LER, MAEEPBSEMARMAIEFE.
5. &l
fEA%ES A C20703 B/ mBY, MMERMAFLZSENFNEXI0HE 53 BB MEARRRIBE, SEKNBEIRET
FHERNFHITIER:
(1) A Calcein AM 0 EthD Gold #Ric A9 SEIGLH ZRAEHFE AN 7E 625 nm ALHITRF R E = F(625)sam.
(2) F Calcein AM 0 EthD Gold #ric A SEEGLH ZRAEFE AR FE 517 nm LHIR K RE = F(517)sam.
(3) XA EthD Gold ¥ri2 Y2 T T RAEATE 625 nm ALRYIZ IR E= F(625)max.
(4) XA Calcein AM FRICHI 2 FTE T HAEHEARTE 625 nm LLAYIEHIRE = F(625)min.
(5) {XF EthD Gold friCHIEE4RAE (SRIAEFMA) HEALE 517 nm LATEAIEE = F(517)min.
(6) XA Calcein AM FRICHI LR (SIS FMAE) HAL 517 nm LAIRAEE = F(517)max.
(7) MFRISR MR T BB ATE 517 nm ZCRYRFRBE =F(517)0.
(8) MRS AR MR T LA A TE 625 nm ZCRYRIIRBE = F(625)0.
(9) FERESH C20704, C20705 B9/ =BT, PRI A M &SR H N2 L8R 53 BB MAREAR R IRE, R
KM BE I T HE R
a. FASCOSLAYMBRAEATE 461 nm ABYI IR E= F(461)sam.
b. FATCLBBAREARTE 461 nm QLT HIRE = F(461)0.
(1) IBEEE: F KIE) =F GUE) - F (&R
(2) HpEES:
Live Cell (%) =[F (¥, 517nm) —F (3E4AAR, 517nm) ]/[F GEZEBEE, 517nm) —F (FEZAAR, 517 nm) ]x100%
(3) MRATET%R:
Dead Cell (%) =[F (#&, 625nm) —F (FE4ABE, 625nm) ]/[F GELMAE, 625nm) —F (FEAARE, 625nm) ]x100%
(4) BIEBEARIE (Hoechst) : #EXTRZERO¥=F (#m, 461 nm) /F (XFER, 461 nm)
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(i) PROBELIVES BRI SREERAT IRANM - BRSEH

= BRILE:
1. B (BERE :
Phase Contrast Hoechst Calcein AM EthD Gold

s v.‘o‘
. -
SN
SELH R :

Phase Contrast Hoechst Calcein AM EthD Gold
1L/ Calcein AM, EthD Gold, Hoechst 33342 HE1T A iPSC T4 HERTIALM(NPC) R MAMIE 1 SRS NNK S
aboiilial: A )
E: B K 5] B L#k{Stable charged nanobubbles with distinct polarities in culture media differentially affect the viability of human
iPSC-derived neurons)  (doi: 10.1038/s41598-026-41156-4)

SLLmAE

LR

YMREEEL | Calcein AM R EUEH | Hoechst 33342 I | EthD Gold &3 LEREAA

pregaial SRS BRI ST TR [E5eEE, %5TE, BFREMW
Tt 4mAf FRH BIEERNARRE BRI RRAGZY, AZBREK, SRECE
E: FERAMNERTRBEUNE, BELH. @BERS LR AR, ARPRRBELE,

BRI SRE:

® [a]: At ACalcein AMBIRKRIEE R 5IER? INIAIERE?
% : Calcein AM WL ERAN ABEE, HEENERR; AILUEIRTHNERSGES:
a. LI IR IRME, RBERIRTTRIEN;
b. L R IARRRT S AR Hoechst 33342 1818, F4AIT Calcein AM Bi&, 7> HARIERT(E];
c. BRERSHBNIUERT, MM SELESE MRS
o |a]: MBI TR A BREIEF MRS FRE?
E: APNEBEENEREESEERATIIA AN, XEMAMMEE S NERHEIR, SHSEEFES, RERNNE
EBRXToMEEEFHE, TNRNERTIESHERZELIRNERFES. TEERK, MHPRRKIEMDHLIE
HRITEN S P IR FI T
® o] {FRACCCPESEMAVETR, A0S REIMARRR?
%&: CCCP ZSHME MM AT RIS, ERANSERRI; FTERIFESTA 10%FTKkIE, HESHAMRBATER
N, MEERRERDEINR BEER, BAEZmM=MENNEEHR.
® 5] iXEHIFEhD GoldE# APIARIELE, FAPERMNHFEFERNEIEGA?
Z: PLAERANMEREELR, BERS RNA 6, REFFMET EthD Gold; £/ PIRABEIE:
a.PI B9{F A= EthD Gold B9 3 15 (AN EHREANET | mL T{ER&M 3 uL PD ;
b.PI BB &/ & 5K A 527/624 nm, EMARR PE BESRABMIR Cy3 AR,

(URIBHMITIE FERTFIEFSHEATT HCRLE www.probelives.cn
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[N PROBELIVES

T ERERE TR AR

PRAAME - BASRSE

® [o: HRAIF=MRERIIAT G RN EIFHITIEE?
%: AN ENRETSETR:
miEs DIRETEE EfL LRy ERTR
) EfbAR | EthD Gold X PI, {RFAMIR. | EMEERN, NS
C20703 Calcein AM + EthD Gold
MR | FRMRE, SN, BMEERE | F ARG RAR
20704 Calcein AM + EthD Gold + | FEMRRIARF | EthD Gold M, Fiid#zimE, | SREFIEN . MRS
Hoechst 33342 == EERE, mTHE IR SRR
20705 Calcein AM + PI + Hoechst | &HFRZA | REPLEBAM, FMEZLREA | EMLE., HFw, e
33342 ;(=F EE, ERASGI8RIE W%, FLL PLARM SE

{PRISHMEIRERIE RSATFIGRIZESGETT
A& Contact@probelives.com
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	Viability/Cytotoxicity Plus Assay Kits for Animal 
	最快10 min一步染色，三色无串扰，细胞活性/毒性增强版，精准死活检测
	产品货号：C20703，C20704，C20705
	储运条件：-20 ℃避光保存，冰袋运输
	产品简介：
	应用范围：活细胞、坏死细胞的实时动态观察与区分，细胞的活力/毒性快速检测，药物研发，细胞毒性机制研究
	产品特点：
	产品参数：
	产品组分：
	注意事项：
	 本试剂盒所有组分均需“-20 ℃避光保存”，避免反复冻融；Calcein AM水溶液易水解，稀释后
	 使用贴壁细胞进行流式检测时，胰酶消化后必须使用含血清的培养基中和并去除胰酶，避免胰酶破坏细胞膜结构
	 EthD Gold不可进行细胞固定，若对染色后的细胞进行甲醛等固定处理，染料会从坏死细胞中泄漏并进
	 染色完成后1 h内进行流式检测，以保证荧光信号稳定。
	 本产品仅限于科研用途并且不得存放于普通住宅内。
	 为了您的安全和健康，请遵循您所在常规实验室安全规定。

	使用说明：
	一、实验前准备
	1.试剂准备：
	 将试剂盒各组分恢复至室温(15-25 °C)，准备足量PBS、HBSS等常规缓冲液。
	 配制凋亡/毒性诱导剂（如CCCP等），根据实验设计确定处理浓度与时间。

	2.仪器准备：
	 荧光显微镜：检测通道激发/发射波长Ex/Em：494/517 nm(Calcein AM)、Ex/
	 流式细胞仪：检测通道激发/发射波长Ex/Em：494/517 nm(Calcein AM)、Ex/

	3.对照组设置：
	 在实验中设置单染色的对照组，流式检测中用于调节补偿。
	 空白对照组：评估背景荧光干扰，检测细胞自身的自发荧光，在流式检测中用于调节阈值和电压。
	 阴性对照组：排除染料的非特异性结合，验证染色的特异性。
	 单阳对照组：排除荧光串扰，校准信号强度参数，在流式检测中调节补偿。

	4.细胞准备：
	 根据实验设计，对细胞进行相应的药物处理。

	二、操作步骤
	方案一：荧光显微镜检测（适用于悬浮细胞）
	1.收集与洗涤细胞：
	2.细胞重悬与计数：
	3.染色工作液制备
	（1）根据样品孔数，取适量体积的PBS缓冲液，按照每1 mL中三种染料分别为组分A (Calcein AM

	4.细胞染色：
	（1）取100 μL染色工作液重悬细胞，轻轻吹打混匀（例如：96孔板加100 μL/孔，48孔板加150 
	（2）室温避光孵育10 min，孵育时长可根据实际观察到的染色效果进行灵活调整，调整区间为10-30 mi

	5.洗涤与重悬：
	6.显微镜观察与拍照：
	（1）96孔板法：将100 μL细胞悬液加入96孔板中，静置片刻，待细胞自然沉降贴底后，置于荧光显微镜下观
	（2）载玻片法：取20-30 μL细胞悬液滴加于洁净载玻片上，轻轻盖上盖玻片，避免产生气泡，置于荧光显微镜
	（3）在预设的滤光片条件下，寻找细胞并分别拍摄。

	方案二：荧光显微镜检测（适用于贴壁细胞）
	1.细胞清洗：
	（1）直接在培养板中吸弃细胞培养液。
	（2）根据培养板规格，加入对应体积的PBS缓冲液轻柔洗涤细胞一次（例如：96孔板加100 μL/孔，48孔

	2.制备染色工作液：
	（1）根据样品孔数，取适量体积的PBS缓冲液，按照每1 mL中三种染料分别为组分A (Calcein AM

	3.细胞染色：
	（1）向各孔中加入对应体积的染色工作液（例如：96孔板加100 μL/孔，48孔板加150 μL/孔，24
	（2）室温避光孵育10 min，孵育时长可根据实际观察到的染色效果进行灵活调整，调整区间为10-30 mi

	4.洗涤：
	（1）孵育结束后，吸弃各孔中的染色工作液。
	（2）按步骤1（2）的体积，加入PBS缓冲液洗涤细胞，清洗后吸去清洗缓冲液。

	5.显微镜观察与拍照：
	（1）洗涤后，每孔加入对应体积的PBS缓冲液，以保持细胞湿润。
	（2）直接将培养板置于荧光显微镜下观察和拍照。滤光片设置同方案一。

	方案三：流式细胞仪检测（适用于悬浮与贴壁细胞）
	1.收集与制备单细胞悬液：
	 悬浮细胞：同“方案一”的步骤1和2，最终取5×10⁵ -10⁶ 个细胞。
	 贴壁细胞：

	a.将细胞培养基吸出至适合的离心管内备用。贴壁细胞用少量PBS缓冲液清洗一遍，清洗后的PBS缓冲液吸出后
	b.加入适量不含EDTA的胰酶消化液（覆盖细胞即可），室温下置于显微镜下观察，待细胞变圆、间隙增大时，用
	c.关键：加入“a步骤”离心管内备用的细胞培养基，终止消化。
	d.将细胞悬液转移至合适的离心管，1000 rpm，室温离心5 min，吸弃上清。
	e.收集a步骤与d步骤中的细胞；
	f.用PBS缓冲液重悬细胞并进行细胞计数；
	g.取5×10⁴ -10⁵ 个细胞，1000 rpm，室温离心5 min，吸弃上清；
	h.100 μL PBS缓冲液清洗细胞，1000 rpm，室温离心5 min，吸弃上清。
	2.制备染色工作液：
	（1）根据样品孔数，取适量体积的PBS缓冲液，按照每1 mL中三种染料分别为组分A (Calcein AM

	3.细胞染色：
	（1）清洗后的细胞加入500 μL染色工作液，轻轻吹打混匀成单细胞悬液。
	（2）室温避光孵育10 min，孵育时长可根据实际观察到的染色效果进行灵活调整，调整区间为10-30 mi

	4.洗涤与重悬：
	（1）孵育结束后，1000 rpm，室温离心5 min，收集细胞。
	（2）吸弃上清液，加入1 mL PBS缓冲液轻柔重悬，进行洗涤。
	（3）再次离心，彻底吸弃上清液。
	（4）加入1 mL PBS缓冲液轻柔重悬细胞，制成流式上机样品。

	5.上机检测：
	（1）用流式细胞仪在预设的检测通道下进行分析。
	（2）首先通过空白对照（未染色细胞）调节电压，使细胞群位于坐标系左下角。
	（3）依次检测单阳对照1、2、3，调节荧光补偿，消除通道串扰。
	（4）然后检测阴性对照和阳性对照，确认实验体系成立。
	（5）最后检测实验样品，记录并分析细胞的平均荧光强度。

	方案四：荧光酶标仪检测（适用于高通量定量检测）
	 耗材准备：黑色全黑/黑底透明底96孔板。

	1.细胞准备：
	 按照实验需求设置样品组、活细胞对照组、死细胞对照组和无细胞对照组。
	 接种细胞：每孔接种2000-10000个贴壁细胞，培养至贴牢或稳定。
	 药物处理：按实验方案加入诱导剂/药物，设置复孔≥3。
	 洗涤细胞：吸除培养液，每孔加100 μL PBS缓冲液轻柔洗涤1次，吸净PBS缓冲液（轻轻吸取，避

	2.制备染色工作液：
	（1）根据样品孔数，取适量体积的PBS缓冲液，按照每1 mL中三种染料分别为组分A (Calcein AM

	3.细胞染色：
	（1）每孔加入100 μL染色工作液。
	（2）室温避光孵育10 min，孵育时长可根据实际观察到的染色效果进行灵活调整，调整区间为10-30 mi

	4.洗涤：
	（1）孵育结束后，小心吸取微孔中的染色工作液，缓慢加入等体积的PBS缓冲液清洗一次。
	（2）缓慢吸弃上清液，加入适量PBS缓冲液或细胞培养基。

	5.检测：
	6.计算公式：
	三、结果判读：
	1. 定性分析（显微镜）：
	Phase Contrast           Hoechst               Cal
	Phase Contrast            Hoechst               Ca
	常见疑问与解答：
	 问：为什么Calcein AM的荧光信号容易淬灭？如何缓解？
	 问：使用贴壁细胞进行流式检测时为什么要保留培养细胞的培养基？
	 问：使用CCCP诱导贴壁细胞凋亡时，细胞易脱落如何解决？
	 问：试剂盒有将EthD Gold替换为PI的染料配置，使用PI染料的试剂盒使用时需注意什么？
	 问：我司有三款同系列试剂盒该如何进行选择？
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