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ABRE:
® Fluo-20 AMIBKIRZ 3%, MRAFEE—RAT, BRI NES ZRF.
o TOERKITFARNICRE, HEREIERN,

o AERMNIRTRMAEH AT SERTEEEEAN.
® ATHEHMREMER, FEEEMESAIRERLNE,

EF AR :
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1. TEAHIE:

() #AFIEE, "EEEREA.

(2) LA 96 FLR A, SFL 100 pL Fluo-20 AM F& T{ERMAZR, F PBS 5 HBSS #57% Fluo-20 AM il & 2-20 pM Y
Fluo-20 AM TAEiR. (HEMEILRMPE TI/EREMT, 48 FLARM 150 pL/FL, 24 FLARN 250 puL/FL, 12 FLARAA 500
uL/FL, 6 FLARAN 1 mL/FL. )

# 1.Fluo-20 AM 3 &RIERE
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(2) BR 5x10%-10° N4AAE, 1000 rpm KR ES (> 5 min, [ PBS.
(3) f£F 100 uL A9 PBS 3¢ HBSS FEMEMBER. 1000 rpm {KEED S min, KR LS.
E: BB EN A ER BRI, RERRAENREERE KT, BARTREN AR LSRR A4 R ERE,
VAR BT LS m I TR 49 70%-85%H F o
3. YRRt
(1) BBRIBEFluo-20 AM#E TER,
(2) E96FLARFAINI100 pLEYFluo-20 AM:E TAER, 37 °CEEIFE30 min. B RTE A 7E10-60 minidt{TiE%E, &HFIR10
minfURFEE, FAREREMIES, BASIRRE.
Er W RERFIRRA M F B A AR R, EE37 CHF30min, MERAKE., wRmleR TS, &Y %5MER
B e BREIRE KIS, EGEKEH,
4. HiEk:
(1) WBLRGE, 1000 rpm, ZEBZ05 min, WELMAE.
2) PORFERR EER (CAER, TZELE) .
(3) MMAPBSEXHBSEEME MK, FEUR, UFEDEBRZEFIuo-20 AMIRE, BREER.
5. BNENES5IE:
(1) FERERMA 96 FLIRF, 5ERZI, HAMERTEMKE, BETRALEMBETNE.
Er AR R T AR @I AR E QTRE, DBALE P @IS A 70%-85% 4 R .
BRI RARNTAN GERTMEM)
1. &HRRALER:
(1) RET—REFLRPIEMER, FEMETCEEIRER] 70%-85%, (FHANNLEE LRSI % RMmA.
2. YHRRGETE:
(1) NI FFLRREE SRR
(2) RIBIEBFRANE, WA R AFIIPBSEHBSHF HME N RB TR MEA 1R (Flan: 96FLARAN100 uL/FL, 48FLARAM
150 pL/fL, 24FLARMN250 pL/FL, 12FLARANS00 pL/FL, 6FLARANL mL/FL) , FE&EW4APBSEKHBSEHE ME MR,
3. YApRstE.
(1) BBRIBEFluo-20 AM#E& TER,
(2) ¥%100 pL Fluo-20 AMB& TAERMAZBREH, 37 °CEEIEE30 min. ¥ 5 AT E AT E10-60 mini#1TIH%E, & I1R10 min
PRRE, RARERFEMENE, EAIHRE.
Er W RERFIR R F B A AR R, 37 CHF30min, MERAKE., wRmleRTHRS, £ Y%5MER
B e BREIRE KIS, EGEKEH,
4. HiEk:
(1) WELRE, RFSFLPHRETER.
(2) MMAPBSEXHBSEEME MK, FEUR, TN EBRZEFIuo-20 AMIRE, BREER.
5. BNENES5I0E:
() %R, SILMAXRAFRAPBSEHBSEEME MK, LURFFMAMEE.
(2) BEEFESRETRALEMBTUEMAR., BALHEERAFR—.
FR=: RAMEMERN GERTRZMMSMEMMR)
1. SRR
o SR FEHFR—, EN5x10%-10° NAAE.
® NLEELHA
a.IRFIEFiE, A PBS 5 HBS HFEHMEMRREEL 1 K.
bMANESREHKA (BEMEMET) , BETETEMEBETNE, HMARTE. EREXE, ARRFEER
1T, ML
c. kB2 MBEIMAE MBS EIEFE LK.
dIGMEREBERDE, 1000 rpm, BB 5min, BHFLF.
e.Fl PBS 5k HBS FEHME hik= 2 M0 HHITHETH.
£.HY 5x10%-10° M4HBE, Z=58 1000 rpm KRB L 5 min, RFLE.
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(1) BBRIBEFluo-20 AM#E TIER,

(2) ¥¥1 mLAYFluo-20 AMB & TAEGMANAAEH, 37 *CEEXIFE30 min. BB AFEIRIE10-60 mini#fTIH%EE, HIR10 min
PRFE, FARERTEMESE, SHIBRRE.

Er W RERFIERAA N F B A AR R, EE37 CHF30min, MERAKE., wRmleR TS, £ Y%A
] de R HIRZEKEG, ELEKNE,

3. HEi%:

(1) WBLRGE, 1000 rpm, ZRE0S min, YEMR.

2) ORFERR EER (AER, SZELE) .

(3) MMAPBSEHBSEHEMENTRREBRMM, FHEUR, UFRDERZEEFluo-20 AMIRST, BEEER.

(4) RRFRE, PIERE SR, MAS00 pL PBSEXHBSSEH S M E Mk =LA, HIBRR ENER.

4. EHLEM] .

(1) BEE: ZETAREB RFITRREN, URIERAESTEE.

(2) AR AL TR AN BIE TEHIT .

(3) BEBEEAXME CGRABME) BEWHHRE, FHREATLIRERETA.

(4) EORMMTEREAFISCIOE, IS AR,

(5) HmEWMEIHR, ERHSIEBFITRARE.

E: OABAF G EEEA, A LF LA, 2EFRE (AX) LATKEI WA TR, AHKKBEEHA, TE L.
FRA: FOLERUEN (ERTEESWEMAMR)

1. BEFES:

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

2. H%k:

WEHNEZEBERES LEP.

o SUFUAE: 250-1000x gZERE (LS min, PR EE, FAPBSSHBSSHFEMEMIRLEIR.

o NEEEIMAE. WRPRIZFRR, FAPBSEXHBSSHE MRS MAM K.

Er RF AR RIFRERE R R A, AR SRik. PBS & HBSS ¥ F AL IR RIFE A AL TR, BraoRmipd T A
RA & e A — 2 6 F .

3. YRRt

(1) BBRIBEFluo-20 AM#E TER,

(2) AIA100 uLAYFluo-20 AM# & T, 37 °CREHF B30 min. B EHE A ZE10-60 mini#H{TiE%EE, HIR10 minfRiEZ
, RARERFMEIENE, BASSHRE.

Er W RBERFIRARA LR B A AR E], #EE37°CHE 30min, MEREAKR, wRWOLTE S, ELH5EEN
W] de R HIREKEG, ELEKNE,

4. FEk:

(1) WBLRGE, 1000 rpm, ZREDS min, YEMR.

2) PORFERR EER (CAER, TZELE) .

(3) IMAPBSZXHBSSHEEMEMA, HELR, UEEREER.

(4) RRFRE, PIERE SR, MA100 pL PBSEXHBSSE S E ik =LA, HIBENHER.

5. TOEEREROUEM -

® TETSRERFR LAY SN, 1B XT3 BB LE S AL FELH A RFU(Relative Fluorescence Units), RI{5H Z5HRIBAIIR .
=. HRINEL:

o EMSH (BNF) :

1LETEZATE Hela 408 15s |7, HBEAEEKE[Ca> R A4EN
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ERAENET:

o [F 1 ABTERLIEEM Hela 205, EXRNAEMR TARMEBAR BTSSR HIARIEEER. HAMLIBMMEMIL

BETFREEMEHA, B4 Fluo-20 AM FRiCAMAIR A IBE SR ITE.
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2t REFES SH-SYSY AAahtneT, RRAMAENERISEFIRE ([Ca> i) WERME
E: B K51 A L#k {Neurotoxicity Induced by Bupivacaine via T-Type Calcium Channels in SH-SYSY Cells)

(doi: 10.1371/journal.pone.0062942)
IR IZER

o [E] 2 xtBBLA (S4R) FN{XFA NNC 100 mM FsbiELE (S+NNC 100 2B) : [Ca?* i 43 BlA 358425 nM 372+32 nM, 4R
FEREELR; ftb-RELEE (S+BH, 1 mM fWtERED : [Ca* i BEEASE 715435 M, EETXTEBLHE; NNC
AEE+EERELR : [Ca ] i Bl NNC SREAHSZHEIT, 10 mM, 50 mM. 100 mM NNC £B43 33 657429 nM, 619+37

nM, 585£39nM; 50 mM 5 100 mM NNC tAEBZER, RRFRIMMEFAEEEH.
BERRERSRE:
® [a: At ARBRMEILAESKAERK?

%: WRRENMBEEA, FIEMMEMEE; Eid A EE K E AT,
® [o]: Fluo-20 AMFERAIMMME T KEELM?

E: BEMITARNREMLCERNEEESIE. Fluo-20 AM BREXMEARSE, BEEMKE RS KL ERETN

ARES AR . BIPERARIRE SRR N E, FHESSEIETEYIRNEMBHIRT.

{URIFHMIRFBIE RSATFIRFRISERTEATT FAXXRIlE www.probelives.cn
ARG Contact@probelives.com HEZRHE www.probelives.com
iJ13&if) Sales@probelives.com

Suzhou Probelives Technology CO., LTD.

3
M
/|

h=i


https://www.probelives.cn/

	Fluo-20 AM亮度超Fluo-4四倍、Fluo-3八倍，较进口Fluo-8更优且低毒
	产品货号：C22623
	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100 µL染色液，Fluo-20 AM工作浓度4 μM，产品使用量每孔0.2 
	注意事项：
	 Fluo-20 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.工作液制备：
	2.仪器准备：
	 荧光显微镜：激发/发射波长Ex/Em：495/516 nm；
	 流式细胞仪：检测通道激发/发射波长Ex/Em：495/516 nm；
	 荧光酶标仪：激发/发射波长Ex/Em：495/516 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：
	注：通常洗涤能更好地降低背景荧光，吸除培养液、PBS和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）参照表1配置Fluo-20 AM染色工作液。
	（2）向96孔板中加入100 µL的Fluo-20 AM染色工作液，37 ℃避光孵育30 min。孵育时间
	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
	（1）孵育结束后，1000 rpm，室温离心5 min，收集细胞。
	（2）小心吸弃含染料的上清液（此为废液，需妥善处理）。
	（3）加入PBS或HBS等常规缓冲液，洗涤1次，以充分去除残留Fluo-20 AM探针，降低背景。

	5. 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）根据培养板规格，加入对应体积的PBS或HBS等常规缓冲液轻柔洗涤细胞1次（例如：96孔板加100 μ

	3.细胞染色：
	（1）参照表1配置Fluo-20 AM染色工作液。
	（2）将100 μL Fluo-20 AM染色工作液加入细胞中，37 ℃避光孵育30 min。孵育时间可在
	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
	（1）孵育结束后，吸弃各孔中的染色工作液。
	（2）加入PBS或HBS等常规缓冲液，洗涤1次，以充分去除残留Fluo-20 AM探针，降低背景。

	5.显微镜观察与拍照：
	（1）洗涤后，每孔加入对应体积的PBS或HBS等常规缓冲液，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-20 AM染色工作液。
	（2）将1 mL的Fluo-20 AM染色工作液加入细胞中，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

	3.洗涤：
	（1）孵育结束后，1000 rpm，室温离心5 min，收集细胞。
	（2）小心吸弃含染料的上清液（此为废液，需妥善处理）。
	（3）加入PBS或HBS等常规缓冲液轻柔重悬细胞，洗涤1次，以充分去除残留Fluo-20 AM探针，降低背
	（4）末次洗涤后，彻底吸净上清液，加入500 μL PBS或HBSS等常规缓冲液重悬细胞，制成流式上机样品

	4.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等常规缓冲液洗涤1
	 贴壁细胞：吸除培养液，用PBS或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-20 AM染色工作液。
	（2）加入100 μL的Fluo-20 AM染色工作液，37 ℃避光孵育30 min。孵育时间可在10-6
	（1）孵育结束后，1000 rpm，室温离心5 min，收集细胞。
	（2）小心吸弃含染料的上清液（此为废液，需妥善处理）。
	（3）加入PBS或HBSS等常规缓冲液，洗涤1次，以降低背景。
	（4）末次洗涤后，彻底吸净上清液，加入100 μL PBS或HBSS等常规缓冲液重悬细胞，制成待测样品。

	5. 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
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