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Ready-to-use CalBright™ Wash-Free Fluo-4 Calcium

Real-Time Assay Kits
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Ready-to-use CalBright™ Wash-Free Fluo-4 Calcium Real-Time Assay Kits, 2 ¥ M 4R 8 iRk E 7S T
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AERFIZEAFluo-4 AMEEE FIRAIRE RIZORMAL S (Fluo-4 AMRZTEFIuo-3 AMERY EFRIIEE FIREIERFD ,
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BE, BERSAHZETOL. HMMIMEETRR. AENMEESSFRER, AMRSEBEFINREER, SSBA
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7E: At 3 B Thermo Fisher Fluo-4 Calcium Imaging Kit.
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® 10 min {RFFE: RFESREEME, WERTENLRAM, KNIEMEELNAESRESE;
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® WHBEES: Fluo-4 AM S5FEBFHEARRHSEM 60 E 80 5, RHAIBER Fluo-3 AM 2 100%:;
o BERGUE: KERESTH, BRARNREE, BOHIRIKIEENSESE;

o S ME: MESMHEERT Fluo-3 AM, LEEMEEE>90%, EAKIRAELL;

o EMIEEMLF: BRHIRIKEBENSBESES, RERESTR, ESEWLTR, XRERRETE;
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® Ex/Em: 494/516 nm;
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Excitation

300 400 500 600 700
Wavelength(nm)

FEERLE Sy
by 200 T 5x200 T
A. 500 Fluo-4 AM 40 pL 5%x40 pL
B. 500x Solubility Enhancer 40 pL 5%x40 pL
C. Assay Buffer 50 mL 5%50 mL
D. 100x Staining Enhancer 200 pL 5%200 pL

VE: #8896 LM AEIL 0.2 uL Fluo-4 AM #94k 2 it 5 .

i ARFEBLEAY C (Assay Buffer) H & 5) @ £ a9 &% b ik, A% %S EHAL, TALN %L mE L
HREFRELMESR, FRERAFME TN, BHARALEFFEAST AL, T A4 A PBS. HBSS % % A4 o ik 4h
RAEBRESL, Rk,

AEEIN:

® Fluo-4 AMIB/KIRZ 7R, MRFEE—RAR, BB ERINESERE.

o AMREEZ N, BUBRARMNKEZHEREZZERBHH.

& TOLRARMBFEFE NG, BRETERL.

o AERRFRIMAIEH AN SEFRTLRIEEA.

o HTEMRELMER, EEREMEENIRERENE.

{55 A1 ER -

—. XWEER

1. TiEfHI&:

(1) FAFEME, REZRER.

(2) LL96 FLRABI, 7l 100 pL Fluo-4 & TIERRIA R, ST Fluo-4 AM F0 Solubility Enhancer, FE4ESIEMALE
43 C (Assay Buffer). Fluo-4 RETIERECHINTE 1. (HEMBFLRMAETIEREWNT, 48 FLARM 150 pL/FL, 24
FLARAR 250 pL/fL, 12 FLARAA 500 uL/FL, 6 FLARAD | mL/FL. )

# 1.Fluo-4 & TE&RECH

=% 1 MFL 10 ML 100 M¥L
A. 500x Fluo-4 AM 0.2 uL 2 uL 20 uL
B. 500% Solubility Enhancer 0.2 uL 2 uL 20 uL
C. Assay Buffer 99.6 uL 996 uL 9.96 mL
Fluo-4 Staining Solution 100 puL 1 mL 10 mL

E: BLAIFEY Fluo-4 % & TAE/RIL A LA, B RBL 4], ALK Ao Fluo-4 3 & TAE& ¥ Fluo-4 AM 89 5K B 7T AR B 3 &

MR 022 uL )6 % P95,

(3) (FIiE) anRiBRIZMAR, 20 CHO, HIMEABEMHAIRIIRE Fluo-4 BAR AOSMNEIR SR BT, BIUARMA A IERFIZH 4 D (100%
Staining Enhancer). {#FB4§4H 4> D (100x Staining Enhancer)#Z88 1 : 100 #HBFERE T(E%&T, BCHIAE 1x Staining
Enhancer B9t T1E®&.

JE: fmfefE4 1x Staining Enhancer #9758 % ¥ 1% 69 08 18] T~ fEA21E 2 ho
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® TRBMIE: M&A/ LHFHIKEXYEM: 494/516 nm;
o RXMA(L : HINBEH A/ LK KEXYEm: 494/516 nm;
® TNEBFRL: Bk/&GHKEAKEXYEm: 494/516 nm.

3. WERARSE:
Pz Fluo-4 AM Calcium Probe =il
BA M5B + TR
SOG4 + SR 4B 4

® [AMEXTERLE : WMMPERHITEMALE, AHLWALBERHESTHRESE.
® SLIO4H. WIEEREHIEM SHARMEEE.
= BRAELER-LLI6 FLIR KB
FR—: AEMGEEN GERTEZAM)
1. YRR EE 5%k
(1) WEHFNEZMEBTEOED, 1000 rpmZ=ERBE DS min, JVLRFLEE.
(2) F4E4HC (Assay Buffer)g{PBS, HBSS%%%L_iqu;ﬁ;?Ei%éﬁiH@l})’to
VE: G SRR RIAFHIERE TR L, ATRIEARE. Assay Bufferf=PBS. HBSS% % M4 /P i, mIFE A AL TR, Bric
R F 3T AR &AM A — 2 69 F .
2. HRERS
(1) MBS C (Assay Buffer)8f PBS. HBSS HEMEMREBMATE, HITHBITH
(2) BY5x10%-10° N4ABE, 1000 rpm (KR ESL> 5 min, EPRZE4> C (Assay Buffer)gk PBS. HBSS S ME K.
E: RWMBAN M E R ERARER, PRGN BAERE R T, BARTREFAFRZE R SM4 R ERE,
VA BB T ALEF o 4 05 AR £ 70%-85% 4 H o
3. YRRt
(1) 8H% 1 BB Fluo-4 & TIER,
(2) 1896 FLARF AN 100 pL # Fluo-4 & TEi&, 37 CCEEXIESE 30 min. ¥FFRTIEAIZE 10-60 min FITIHZEE, HIR 10
min RIERE, FAIEERFMEMESE, BUIERE.
E: e R ERFERIEA TR B AR ], EIR3T7CHEF30min, MWEREAKXRE. wR@enTES, ELmiant
] de R B AZEKEG, & LHERKEFE,

E: AKFEA L RBRLNKR, LFRE BTN, MF G T A N5 CRPBS. HBSSH % L4 o ik itk
H13K,

4. Eﬁz%ﬁiﬂg'ﬁmm

(1) FHBEERMA 96 FLIRF, BERZ, HAMBATEMKS, ETRALEMETUE.

E: mIeE kA A2 T ARAE m IR T ey S AT IR, JM»S’(%L%‘}”T‘Fé 5H 70%-85% A A%

FRZ: FEEREMFERN GERTUWEMM)

1. 4HRRALIR:

(1) $RAT—XTE 96 FLIRPIEMLAE, ESHHICEBILER] 70%-85%, FLMAENGEE EIEMBLIG R IBLHA .

2. LHRETER:

(1) OIRFFRRIE TR

(2) MAA100 uLEY2E5ICEHPBS. HBSSEHFEEMEMRBRRIEMABUR, FHFREWFHESCHPBS, HBSSEFEME K.
3. fpadke:
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(1) BBRRIBEEFluo-44& TIER.
(2) ¥%100 uL Fluo-4%& TYERMAN BB, 37 °CEAXIFEE30 min. BB AIZE10-60 mini#H{TIH%EE, HIR10 min{RiE
R, RAREERFEMAENE, BHUKIRE.
Er W RERFIERAA N F B A AR R, EE37 CHF30min, MERAKE., wRmleR TS, £ Y%A
B e 5 RIRE K GG, EYEKEE,
E: ARFIEH LA RLNRR, BF R THITR AN, BEF G LT mALH»C (Assay Buffer) RPBS. HBSS%
G B3R
4. BNENESHR:
(1) ¥E%E, SILMAXRATREESC (Assay Buffer)S{PBS. HBSSZHEHE MK, LURFFMAEHE.
(2) EEFESRETRALEMBTUEMAR., BALHEERAFRE—.
FR=: RAERMUEN (&R TEFA0E5MME AR
1. SRR
o SR FHFR—, E5x10%-10° NAAE.
® NLEELHA
a IRFIEFE, FLES C 5 PBS. HBSS HEMEMRREE 1 K.
bMANESREHKA (BEMEMET) , BETETEMEBETNE, HMETE. EREXE, ARRI[EER
1T, EMRETE LM%
c. XK MBEIMAE BT EEFRELUL K.
dIGMEREBERDE, 1000 rpm, BB 5min, WHFLF.
e.4H5 C 5 PBS. HBSS FEME A RER M HITHMITE.
£HL 5x10%10° N4EAR, =B 1000 rpm fKEED S min, WFELEE.
2. YHpmRtE
(1) BRKR1EEFluo-4&TIER.
(2) ¥%1 mLEFluo-4 & TIERMALER T, 37 CCEIFE30 min. FFEATERIZE10-60 mini#H{TIH%E, FRIR10 minRiE
Fta, RARERBMMENE, HHIRRRE.
Er W RERFIERNRAA N F B A AR R, EE37 CHF30min, MERAKE., wRmleR TS, £ Y%A
B e 5 RIRE K GG, EYEKEE,
Er: ARMEA L RFRENKRR, LFERERPTRHRITRALN, MHELThANA5CRPBS. HBSSH F 4% ikt
E1-3K.
3. L]
(1) BEE: LAETMGE] WAWHITRAEN, LURIERAESTRE.
(2) AR ETE A NIEE THITO .
(3) BEBEEAXME CGREABME) BEWHHRE, FHREUTLIRRETA.
(4) EORAMTIRLAFISCINA, MIASSIIARBKAL.
(5) REKNEIEHm, CRHIFDITMBEMNTIIRARE.
E: OABAF G EEEA, BALFA LA, 2EFRE (AX) LATKEI WA TR, AHKKBEEHA, TE L.
FRA: TOLERUEN (ERTEESWEMAMR)

1. BEPhEE S
(1) HBEMEEMHTIFLIREE ZILIRNT, SFLMMAMRETEERHIZE100-100001, BEEFE2000-5000NEE R .
2. %k

WEHNEZEBERES LEP.

o SURMMA: 250-1000x gEIRE LS min, PR LESE, F4A5CKPBS. HBSSHEMEHRIEL LR,

o NLEE/MAE. WRBRIZFIR, P4 CEHPBS. HBSSEHME MR &MAR .

Er OBE AR AT TR, AmERRAAS C & PBS. HBSS $H ML PRI RGFHAALTR, Maodih
AT AR R S I A — 2 69 F Mo
3. YRRt

(1) BRKR1EBEFluo-4&TIER.
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(2) IIA100 pLAFluo-43t TAEMK, 37 °CREAHEE 30 min. FEBEATE AT 10-60 mini#{TIHEE, BHR10 minfRiRLE,
RAREERFEMAEENE, BHUKIRE.
&-ﬁ%ﬁk?%zmm&%ﬂm&#ﬁm,%ﬂi3wm@ﬁmmm,%%%%ﬁ%oﬁ%m%%tﬁé,ﬁ%%ﬁﬁ
Bl dm R HIRE K GG, &Y KA,

E: RRAEAN LREAREMNKZR, LE AP THTR AN, F G LT N4 C (Assay Buffer) 5k PBS. HBSS%
LG PR3k

4. RABEROUEM -

® TETRERFRU IS RSN, 1Bt XT3 BRLE S AL FELA A RFU(Relative Fluorescence Units), RISt Z54RIBAIIR .

= &BRINE:
o EMSHT (BRF) -

lonomycin >

&
<

0s 58 108 158

&l 1.Hela 4BBR$5 3 FIR B RS TLE

ERAEERET:

® & 1 AMANBFERM Hela HIER—MEF THZIS TN, AR BME THERMEAZFERALNAHEIARBEFR.
LMEZRIEMILIES FRELI EHA, B4 Fluo4 FrCMMAIRABEESAEERE, AISKINERAGEFREN
NS LRI SERT M o

RN SHEE:

® o]: At 2RBRMBITLERTEIR?
Z: WHREAMRRENTD, TIEMMEMEE; RF WA E BT S E.

® [8): Fluo-4lBRELXMMIERETKEELM?
E: BRMHERRAREFIER B EE A&, Fluo-4 AM BN ARE, BESRKES T KSR ERIER
RESEMAEIE . B ERARIRE ARG R ERE, HEXEIEPBETNEAMBERT.
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	最快10 min免洗速染，荧光强度翻倍，细胞毒性低，钙信号实时灵敏捕捉
	产品货号：C22621
	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：按照96孔板每孔0.2 µL Fluo-4 AM的体系计算。
	注：本试剂盒配套组分C (Assay Buffer)为我司自主创新的染色缓冲液，配方经多重优化，可在
	注意事项：
	 Fluo-4 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。
	 AM酯基易吸潮，故请确保从冰箱拿出后恢复至室温再开封。
	 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.工作液制备：
	2.仪器准备：
	 荧光显微镜：激发/发射波长Ex/Em：494/516 nm；
	 流式细胞仪：检测通道激发/发射波长Ex/Em：494/516 nm；
	 荧光酶标仪：激发/发射波长Ex/Em：494/516 nm。

	3.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）用组分C (Assay Buffer)或PBS、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、Assay Buffer和PBS、HBSS等常规缓冲液

	2.细胞重悬与计数：
	3.细胞染色：
	（1）参照表1配置Fluo-4染色工作液。
	（2）向96孔板中加入100 µL的Fluo-4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
	注：本试剂盒为免洗涤型检测体系，无需洗涤即可进行荧光检测，孵育后也可加入组分C或PBS、HBSS等常

	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的组分C或PBS、HBSS等常规缓冲液轻柔洗涤细胞1次，洗涤后吸净组分C或PBS、H

	3.细胞染色：
	（1）参照表1配置Fluo-4染色工作液。
	（2）将100 μL Fluo-4染色工作液加入细胞中，37 ℃避光孵育30 min。孵育时间可在10-6
	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
	注：本试剂盒为免洗涤型检测体系，无需洗涤即可进行荧光检测，孵育后也可加入组分C (Assay Buf

	4.显微镜观察与拍照：
	（1）洗涤后，每孔加入对应体积的组分C (Assay Buffer)或PBS、HBSS等常规缓冲液，以保持
	（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，取5×10⁴-10⁵ 个细胞。
	 贴壁细胞：

	2.细胞染色：
	（1）参照表1.配置Fluo-4染色工作液。
	（2）将1 mL的Fluo-4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
	注：本试剂盒为免洗涤型检测体系，无需洗涤即可进行荧光检测，孵育后也可加入组分C或PBS、HBSS等常

	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，用组分C或PBS、HBSS等常规缓冲
	 贴壁细胞：吸除培养液，用组分C或PBS、HBSS等常规缓冲液洗涤细胞1次。

	3.细胞染色：
	（1）参照表1.配置Fluo-4染色工作液。
	（2）加入100 μL的Fluo-4染色工作液，37 ℃避光孵育30 min。孵育时间可在10-60 mi
	注：本试剂盒为免洗涤型检测体系，无需洗涤即可进行荧光检测，孵育后也可加入组分C (Assay Buf
	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-4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-4 AM虽然相对较为安全，但过高的浓度或过长的

