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Fluo-8 AM Calcium Probe
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Fluo-8 AM Calcium Probe 1 mg

Er AERAER 100 pL & TAER, F & TAFRIKE 4 uM

ABRE:

o AMEREZIRE, BUFMRMKEZELEREZERFAE, Fluo-8 AMMEARZUE, REERBHRINELHBRGR
BLEERK.

® Fluo-8 AMBKIRZ /MR, WMRTE—RAT, BIHERNESKRE.

o TOERMINTFAFNER, EREEEEN,

o AERMNIRTRMAEHATSERTEEEEAN.
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1. HEROER:
(1) 4¥Fluo-8 AMMIKFEEIL, MEZERE, BRNEOCEER. AXKDMSOHI#E2-5 mMAIFluo-8 AMiE®ER. 2541:
%S mMAERTEEE ] mgBEFHMA191 pLFKDMSO.
E: REIFOMMIRENSREAKE-20°C, ERIFAHNEERE E.
2. THEitE:
(1) FIPBSEHBSSH##EFluo-8 AMf#ifHI&4 uMEIFluo-8 AMTAEi&K. ST ASHMMER, BiILERLRKEH4-5 MY
Fluo-8 AMT{Ei#&.
E: NRMTE LERER K, BN EXERIMMREREER. A THELTE B ERDICHFE, ZEREH
kR0 mh bR R RARIRAT IR A, TR 4uM 84
(2) (FIi%) ARFluo-8 AMBENABISRALF, AEFluo-8 AMGAR T HINIEE20% Pluronic F-127i%i%, BfLEFluo-8
AMPEZE R PR EH(Bi#Fluo-8 AMFF AL, Pluronic F-12748iR E4%H7£0.04~0.05%.
E:
(1) Be#) 20%(w/v) & Pluronic F-127 DMSO# % : 100 mg Pluronic F-127 ¥ #= X 0.5 mL DMSO, B 5% 20%(w/v) 4 DMSO
ik, BEMEEAE 40-50 °CHo# 20-30 min. EMEE ERBEA, WAhR. XA LZMATE, TUREHMRBEMR, TR
1% A
(2) 1% M Pluronic F-127 7T [£{&Fluo-8 AM &9 A2 2 P, [ REBAERS TR N, TEF LNk,
(3) 4o BIRAG MRS AR B F 2R G, W TR (12 mM)A e 8 L8 THERR Y (RLKEH 0.5-1 mM),
VAR Y L BE 48 7= 7 69 i R o
NEBER:
® TOLEMEE, ExXEm: 494/516 nm;
o ERMAR{L, Ex/Em: 494/516 nm;
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FHEGFRIL, Ex/Em: 494/516 nm.
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= BRIEPET-LL 96 FLIR KB
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1. ‘AR EE 5%k
(1) WEHFNEZMEBTEOED, 1000 rpmZ=ERBE DS min, JVORFLEE.
(2) FIPBSZ{HBSSZHE ME il 1R .
T A AR RATHIER IR, Rk, PBS. HBSSH H ML RN, RIFERATR, AR FN T A
RA & e A — = 6 F .
2. MRIERSHE:
(1) {£F PBS 3¢ HBSS E2MAIUE, #HITHEAMITE.
(2) BX 5x10%-10° 4N4AAE, 1000 rpm {KiRZE > 5 min, 2k PBS =t HBSS.
E: BRBEN A ER BRI, RERRAENBEERE KT, BARTREN A LSRR A4 R ERE,
VAR BT LS m I TR 49 T0%-85%H F o
3. YRRt
(1) 96 FLARFAMA 100 pL A9 Fluo-8 et TE&, 37 °CEEXIFE 30 min. §F S ETE FJ7E 10-60 min H4TIHEE, &R 10 min
RiERE, RARERFEMEYE, BUIIRE.
Er W RERFIRRA M F BE AR R, EE37CHF30min, MERAKE., wRmleR TS, £ Y%A
] 4e BREIRE KRGS, EYERE,
(2) BB PBS 5 HBSS 3%5% 1-3 )%,
4. BNENESHR:
(1) FERERMA 96 FLIRF, 5ERZI, HAEEERTEMKE, BETRALEMBETNE.
Er AR R TR @I AR E QTRE, DBALE P @IS A 70%-85% 4 R .
FRI: POEENERN GERTUWEMME)
1. &HRRSLER:
(1) $RAT—XRTE 96 FLARPIEMLERG, FESMISCEEILE 70%-85%, FFHANLEE RIRIRSCI %A ERMAE.
2. YHRRGEE:
(D) LR FRAEIE TR
(2) AMA100 nLAYPBSZHBSSE R HERMA KR, iGN %EPBSEKHBSS,
3. YRRt
(1) 96 FLARFAMA 100 pL A9 Fluo-8 et TE&, 37 °CEEXIFE 30 min. §F S ETE A 7E 10-60 min H4TIHEE, &R 10 min
RiERE, RARERFEMENE, BLIIRE.
Er W RERFIERRAA M F B A AR R, EE37CHF30min, MERAKE., wRmleR TS, £ Y%A
] 4e BREIRE KRGS, EYEREE,
(2) BB PBS 5 HBSS 355% 1-3 )%,
4. BNENESHR:
(D) 3%RE, SFLMAXRAFRMPBSEHBSS, RFFMAEHE.
(2) BEEFESRETRALEMBTUEMAR., BALHEERAFR—.
FR=: RAMERMUEN &R TSRS ME AR
1. SRR
o SRMAE: EHFE—
® NLEELHA
aIRFIE SR, F PBS 3¢ HBSS BEEMk 1 XK.
bMANESREHKA (BEMEMET) , BETETEMEBETNE, HMARTE. EREXE, ARRFEER
T, (EHREE M.
c. XK MBEIMAE BT EEFELUL L.
dIGMEREBERDE, 1000 rpm, BB 5min, BHFLF.
e.Fl PBS =k HBSS E24BMFHHITHMAIT .
£HY 10° N4RAE, Z=IB 1000 rpm KIES L 5 min, |FLEHE.
2. YHpmRtE
=
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(1) 4% 1 mL #9 Fluo-8 & TAERMA LA, 37 *CEXIFE 30 min. FFERTEAIZE 10-60 min FH{TIE%EE, HIR 10 min
PIRRE, HAREERSMEMENE, BSEiRE.

E: Qe RERFRAMM R B A AT, A3 CHFI0min, MEZAXR. mR@EATES, ELmaEn
B ke R HRIRE KT, & GEKIE,

(2) BRI IMAPBSEHBSSH%1-3)%,

3. L]

(1) BEE: ETAGE] WAWHITRIAEN, LURIERAESRE.

(2) AR ETZ A NIEE THITO .

(3) BEBEEAXME CGRABM) BAFHHRE, FHREUTLIRERETA.

(4) EREMTERLAASLINE, MIASSI AR,

(5) REKNEIEHm, RN TIIRARE.

E: THBEAEEEFEX, BALFZHRN, 22FE (WAX) LIATHKEL WA TR, AFARKIEEF, TZ L,
FRA: TOLERUEN (ERTEESWEMAMR)

1. BEFES:

(1) M ToFLIRER ZFLIRG, FFLAVMABTEEITHIZE100-100001, BEEE2000-50001EE A .

2. H%k:

WEHNEZHBERESLEP.

® ERYHRE: 250-1000x gERE S min, MR LEE, FPBSTKHBSSEMEHIEITELR,

o NLEEIMAE. MRBRIZSFIR, FAPBSEXHBSSE M MR MANIR.

E: OB BRARE RATHIEARHE TR A, RIS Ae PBS 3 HBSS # ALY PR BT RAFAE A A E R, B4 s F AT T AR
& 69 AR M A — = 89 F o

3. YRRt

(1) 96 FLARFAMA 100 pL A9 Fluo-8 et TE&, 37 °CEEXIFE 30 min. §F S ETE FJ7E 10-60 min H4TIHEE, &R 10 min

PIRRE, HAREERSMEMENE, BUSLiRE.

E: e RERFRAMM R B A AN, A3 CHFI0min, MEXEAXR. mR@EATEKS, ELmaEN
Bl dm R HIRE K GG, &Y KA,

(2) BB PBS 5 HBSS 355% 1-3 )%,

4. RABFROUEM -

® FETERFR{ TR A SRR, B 3L 3 BB 4H 5 4 TBLA A9 RFU(Relative Fluorescence Units), A] 15 Z0¥RIBAIIR .
= ERHE:

o EMSH (BT :

Control EtOH Glutamate MPP+

1.SH-SY5Y HARs5 R FiRE Bh7S T E
ERAERBET:
® & | AL RREIIRLETE Fluo ($5{5S) 1 DCFDA (ROS {55) ARABMBTURTHARERR, TRES
WA BRI E Z X 4515 S 1@ B A E AL R At B S S $200
E: B K 3] A (Stressed neuronal cells can recover from profound membrane blebbing, nuclear condensation and mitochondrial

fragmentation, but not from cytochrome c release) (doi:10.1038/s41598-023-38210-w.)
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	最快10 min速染，室温/37 ℃灵活加载，荧光亮度是Fluo-4 AM两倍，Fluo-3 AM四
	产品货号：C22609
	储运条件：-20 ℃避光保存；冰袋运输。
	产品简介：
	应用范围：钙离子检测；
	产品特点：
	产品参数：
	产品组分：
	注：以每次使用100 μL染色工作液，染色工作液浓度4 μM计算。
	注意事项：
	 AM酯基易吸潮，故请确保从冰箱拿出后恢复至室温再开封，Fluo-8 AM微量不易观察，恢复室温后瞬
	 Fluo-8 AM遇水极易分解，如果不能一次用完，建议将储液小量分装保存。
	 荧光染料均存在淬灭问题，请尽量注意避光。
	 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.储液准备：
	（1）将Fluo-8 AM从冰箱取出，恢复至室温后，瞬时离心至管底。用无水DMSO制备2-5 mM的Flu

	2.工作液准备：
	（1）用PBS或HBSS稀释Fluo-8 AM储液制备4 μM的Fluo-8 AM工作液。对于大多数细胞系
	（2）（可选）如果Fluo-8 AM进入细胞的效果不好，可向Fluo-8 AM溶液中加入适量20% Plu

	3.仪器准备：
	 荧光显微镜，Ex/Em：494/516 nm；
	 流式细胞仪，Ex/Em：494/516 nm；
	 荧光酶标仪，Ex/Em：494/516 nm。

	4.对照组设置：
	 阴性对照组：对细胞不进行任何处理，为实验组处理后钙信号变化提供参考。
	 实验组：验证探针活性与细胞加载效率。

	二、操作步骤-以96孔板为例
	方案一：荧光显微镜检测（适用于悬浮细胞）
	1.细胞收集与洗涤：
	（1）收集待测悬浮细胞于离心管中，1000 rpm室温离心5 min，小心吸弃上清。
	（2）用PBS或HBSS等常规缓冲液洗涤细胞1次。
	注：通常洗涤能更好地降低背景荧光，吸除培养液、PBS、HBSS等常规缓冲液时，最好使用真空泵，酚红或

	2.细胞重悬与计数：
	3.细胞染色：
	（1）96孔板中加入100 µL的Fluo-8染色工作液，37 ℃避光孵育30 min。孵育时间可在10-
	注：如果首次实验不能确定孵育温度和时间，建议先37 ℃孵育30 min，观察荧光效果。如果细胞死亡较
	（2）孵育后可加入PBS或HBSS洗涤1-3次。

	4.显微镜观察与拍照：
	（1）将细胞悬液加入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察。

	方案二：荧光显微镜检测（适用于贴壁细胞）
	1.细胞处理：
	（1）提前一天在96孔板中接种细胞，使得细胞汇合度达到70%-85%，待细胞贴壁后按照实验设计处理细胞。

	2.细胞清洗：
	（1）小心吸弃细胞培养液。
	（2）加入100 μL的PBS或HBSS轻柔洗涤细胞1次，洗涤后吸净PBS或HBSS。

	3.细胞染色：
	（1）96孔板中加入100 µL的Fluo-8染色工作液，37 ℃避光孵育30 min。孵育时间可在10-
	注：如果首次实验不能确定孵育温度和时间，建议先37 ℃孵育30 min，观察荧光效果。如果细胞死亡较
	（2）孵育后可加入PBS或HBSS洗涤1-3次。

	4.显微镜观察与拍照：
	（1）洗涤后，每孔加入对应体积的PBS或HBSS，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（适用于悬浮细胞与贴壁细胞）
	1.细胞准备：
	 悬浮细胞：同方案一。
	 贴壁细胞：

	2.细胞染色：
	（1）将1 mL的Fluo-8染色工作液加入细胞中，37 ℃避光孵育30 min。孵育时间可在10-60 
	注：如果首次实验不能确定孵育温度和时间，建议先37 ℃孵育30 min，观察荧光效果。如果细胞死亡较
	（2）孵育后可加入PBS或HBSS洗涤1-3次。

	3.上机检测：
	（1）重要：染色完成后1 h内进行流式检测，以保证荧光信号稳定。
	（2）用流式细胞仪在预设的检测通道下进行分析。
	（3）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。
	（4）其次检测对照组和实验组，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。
	注：所有样本染色后需避光、置冰上并立即检测；定量实验（如流式）尤须严格在1 h内完成，以确保数据准确

	方案四：荧光酶标仪检测（适用于悬浮与贴壁细胞）
	1.接种培养：
	（1）将细胞接种于96孔板黑色多孔板中，每孔的细胞数需要控制在100-10000个，通常宜在2000-50

	2.洗涤：
	收集待测悬浮细胞悬液至离心管中。
	 悬浮细胞：250-1000× g室温离心5 min，吸除上清，用PBS或HBSS常规缓冲液洗涤1次
	 贴壁细胞：吸除培养液，用PBS或HBSS常规缓冲液洗涤细胞1次。

	3.细胞染色：
	（1）96孔板中加入100 µL的Fluo-8染色工作液，37 ℃避光孵育30 min。孵育时间可在10-
	注：如果首次实验不能确定孵育温度和时间，建议先37 ℃孵育30 min，观察荧光效果。如果细胞死亡较
	（2）孵育后可加入PBS或HBSS洗涤1-3次。
	4.荧光酶标仪检测：
	 在荧光酶标仪预设的条件检测，通过对比对照组与处理组的RFU(Relative Fluorescen

	三、结果判读：
	 定性分析（显微镜）：
	常见疑问与解答：
	 问：为什么没有检测到荧光值或荧光值低？
	答：可能是因为细胞密度不够，可增加细胞密度；同时也可以考虑延长孵育时间。
	 问：Fluo-8孵育后发现细胞死亡太多怎么办？

	答：首先应评估染料的浓度和处理时间是否合适。Fluo-8 AM虽然相对较为安全，但过高的浓度或过长的

