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Fluo-20 AM Calcium Probe 1 mg

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

ABRE:

o AMESEZIRE, BUEMARMNKEZELFEREZEREIH, Fluo-20 AMMETZUR, MEXREHIE LHFRG K
BLEERK.

® Fluo-20 AMIBKIRZ 3%, MRAFEE—RAT, BICEERNES ZRF.

o TOERMINTFAFNER, EREEEEN,

o AERMNIRTRMAEHATSERTEEEEAN.

® ATEMREMER, BFEEEMAENIRERENE,

EF AR :
—. ZWENES
1. HEROER:
(1) ¥Fluo-20 AMMIKFEEL, REZERE, BFECEER. AJTKDMSOH|&2~5 mMAFluo-20 AMIE &K . 2451
%S mMAERTEEE ] mgBEFHMA191 pLFKDMSO.
E: REIFOMMIRENSREAKE-20°C, ERIFAHNEERE E.
2. THEitE:
(1) FIPBSE{HBSSH#EFluo-20 AMAi%ikHl &4 uMEIFluo-20 AMT Eik. MTFRLEMAER, EERLRE R4~5 1M
B9Fluo-20 AMTAEK .
E: ARMMTE EHEKRETR—R, BNEXFRRAIBRERERER. ATELIE B ERmieFE, ZEREA
R4 R a9 Hork A B RARIRAT IR B, TTAK 4 uM sk .
(2)  (AIi%) 2R &R Fluo-20 AMBEN AR A GF, AT [E]Fluo-20 AME & I IE 820% Pluronic F-12743% , B Lk Fluo-20
AMTEZ iR B EHR#Fluo-20 AMEENAE, Pluronic F-1274&7K E1%EHI7£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
Hiko BME R 40-50 °Cho# 20~30 min, BiEE ERBRA, WABR. WwRA LML, TAZH MG EMR, R¥H
1% A
(2) 1% B Pluronic F-127 7T [£{&Fluo-20 AM &9 A& 2 P, [E 3 R EBERS TAE RN, TEF LNkt
(3) 4 R ROy mPa A A BFAEH& G, W T A REEF1~2 mM)Rm 2] TR Y (REKREH 0.5~ 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;
([ ]
4

w

FHEGFRIL, Ex/Em: 494/516 nm.

. MRERE:
e Fluo-20 AM Calcium Probe A
PR xS R + AL TR
Mg + LTI

PAMESTRREE : STMRAHITEMAIE, AKNBELERGESERREESS.
® SLINMH: MEIREHEM S MMM,
BAESR-LL 96 FLAR A B

{URIESMITRRIE FEATFIGRIZEREEET FI3ZRiE www.probelives.cn
ARG Contact@probelives.com BE3ZME www.probelives.com & 0 5 R

1J8&i Sales@probelives.com Suzhou Probelives Technology CO., LTD.



https://www.probelives.cn/

PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

FR—: TCRERFERN GERTERHM)
1. ‘AR EE 5%k
(1) WEHFNEZMEBTEOED, 1000 rpmZ=ERBE DS min, JVORFLEE.
(2) FIPBSZ(HBSSZHE M il 1R
T A AR RATHIER IR, Rk, PBS. HBSSH WML RN, RIFERATR, AR FN T A
R & e A — = 6 F .
2. MRRERSHE:
(1) {£F PBS 3¢ HBSS E2MAIUE, #HITHAMITE.
(2) BX 5x10%10° 4N4AAE, 1000 rpm {KiRZE > 5 min, 2k PBS 5t HBSS.
E: BRBEEN A ER BRI, RERRAENREERE KT, BARTREN AL R B4R ERE,
VAR BT LS m I TR 49 T0%-85%H F o
3. YRRt
(1) 96 FLARH AN 100 uL B9 Fluo-20 B TEHR, 37 °CEAEMEE 30 min. I EFHCARIELFRME R IR BEIRFHIT
RIEEEE, HEXIEN 10~60 min, IR 10 min [RIFRE, RAEERSMEMEEE, BAZRRE.
Er W RERFIER R F B A AR R, EE37 CHF30min, MERAKE., wRmleR TS, &Y %5MER
B 4o BREIRE KRGS, EYEKREE,
(2) WERTMA PBS 5 HBSS % 1~3 )Xo
4. BERENESIHR:
(1) FERERMA 96 FLIRF, 5ERZI, HAEMERTEMKE, BETRALEMBETNE.
Er AR R TR @I AR E QTRE, DHBALE P @IS A 70%-85% 4 & .
FRI: POEENERN GERTWEMME)
1. HRRALER:
(1) $RAT—XRTE 96 FLARPIEMLERE, ESMIICEEILE 70%~85%, FFLAANLEE RHRIRSCIN %L RAmAR.
2. YHRRGEE:
(1) NLIRFFLRREE TR
(2) AMA100 uLAIPBSZHBSSE R HERMA 1K, iGN %EPBSEKHBSS,
3. YRRt
(1) 96 FLARHAMA 100 uL B9 Fluo-20 LB TEHR, 37 °CEAEMEE 30 min. I EFHCARIELFRME R IR BGRFHIT
REEEE, HEXIEN 10~60 min, IR 10 min [RIERE, RAEERSMEMEEE, BAZHRRE.
Er W RERFIR R F B A AR R, EE37 CHF30min, MERAKE., wRmleR TS, £ Y%A
] 4e BREIRE KRGS, EYEKREE,
(2) WERTMA PBS 5 HBSS % 1~3 )Xo
4. BERENESIHR:
(D) 3%RE, SFLMAXRAFRAMPBSTHBSS, RFFMAEHE.
(2) EEFESRETRALEMBETUEMAR., BALHEERAFR—.
FR=: RAERMUEN (&R TERAE5MME AR
1. SRR
o SIRMAE: EHFER—, ENSx10°~10° MMM,
® NLEELHA
aIRFIE5Ri, F PBS 5 HBSS BEEMk 1 XK.
bMAESREHEKA (BEMEMET) , BETETEMEBETNE, HMETE. EREXE, ARRFEER
1T, ML
c.XH: MBEIMAS BT EEFELUL L.
dIGMEREBERDE, 1000 rpm, BB 5min, BHFLF.
e.Fl PBS =k HBSS E24BMFHHITHMAIT .
£HY 10° NRAE, Z=IB 1000 rpm KIES L 5 min, |FLEHE.
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(1) ¥ 1 mL &Y Fluo-20 & TIERMA A, 37 CEIIHE 30 min. FEITKATIRBEFMERHRBHREITR
SEVEEE, JEEEXEAN 10~60 min, &R 10 min RIERE, HAEERFFHEMESE, @SEIBRE.

E: e RBRERRH I E BA AR ], EBE3T CHA30min, MERAKXR. wR@MEATRS, £ Y%t

B e BREIRE KIS, ELEKEE,

(2) B R IMAPBSEHBSS & 1~3)K.

3. L]

(1) BEE: ZETARB RFHITRREN, URIERAESTEE.

(2) AR ETZ A NIEE THITO .

(3) BEBEEAXME CGRABM) BAFHHRE, FHREUTLIRERETA.

(4) EORAQMTFRLAFISCINA, AT IARBKAL.

(5) REKNEIEHm, RN TIIRARE.

E: THBEAEEEEFEX, BALFZRN, 22FE (AX) LASAKELWI TR, AFARKIEEHA. TZ L,

FRA: TOLERUEN (ERTEESWEMAMR)

1. BEFES:

(1) M ToFLIRER ZFLIRG, SFLAVMMBEEITHIZE100~100001, BEEE2000~50001EEA .

2. H%k:

WEHNEZHBERESLEP.

o EFHMPE: 250~1000% gZiRE(5 min, WRFE_E5E, FIPBSEHBSSHER K.

o NLEELMAE. MNPRIZFiK, FAPBSZKHBSSHAMANLR.

E: A SRR RATHIER IR, Rk ik, A PBS X HBSS B RIFEHA TR, WK eFA T AR &%

WA — % 8 F Ko

3. YRRt

(1) 96 FLARHAA 100 uL B9 Fluo-20 LB TEH, 37 °CEAMEE 30 min. I EFHCARIELFRME R IR BERFHIT
RIEEEE, HEXIEN 10~60 min, IR 10 min RIERE, RAEERSMEMEEE, BAZBRRE.

E: e RBRERRA I E BA A ], ERE3T CHA30min, MERAKXR. wR@EATRS, EY %5

B e BREIRE KIS, ELEKEH,

(2) WERTMA PBS 5 HBSS % 1~3 )Xo

4. RABFROUEM -

® TEUHERFR TR B SN, 1Bid 3t Ee X BR4E 5 403 2R A RFU(Relative Fluorescence Units), B 5 Za¥IRIBAIR -

=. HRINEL:

o EMSH (BT :

CellTracker Red/Fluo

NPreC

NPreC-BEC-PC-AC

Os 80s
E 1. HE TSR FREMNSTHE

HERAENET:
® [F 1 AEISLEMIAT, NETEESMEERAF BTN AHUAREBEER, SHMETERMTHSESHTE
RdiE, HARISIESEMETINEETIERINE.

Z:Bh3A <<Bi0engineered perfused human brain microvascular networks enhance neural progenitor cell survival, neurogenesis,
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and maturation) (doi:10.1126/sciadv.aaz9499.)

RN SHEE:
® &): AFARBRNETLERRAAER?

% WHERNMBEENS, TRNANEE

® [5]: Fluo- 208 EEAIMMEATRKLELIM?

E: HAENTERNEREMLIEREREEIE,

5 IRt AT A FRSE ACHFE & A E]

Fluo-20 AM BAEMNEARE, EFSHREST KEREREI
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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的4倍、Fluo-3 AM
	产品货号：C22618
	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-20 AM微量不易观察，恢复室温后
	 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.储液准备：
	（1）将Fluo-20 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Fl

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

	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-20染色工作液，37 ℃避光孵育30 min。孵育时长可根据实
	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-20染色工作液，37 ℃避光孵育30 min。孵育时长可根据实
	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，取5×10⁵~10⁶ 个细胞。
	 贴壁细胞：

	2.细胞染色：
	（1）将1 mL的Fluo-20染色工作液加入细胞中，37 ℃避光孵育30 min。孵育时长可根据实际观察
	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洗涤1次。
	 贴壁细胞：吸除培养液，用PBS或HBSS洗涤细胞1次。

	3.细胞染色：
	（1）96孔板中加入100 µL的Fluo-20染色工作液，37 ℃避光孵育30 min。孵育时长可根据实
	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-20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-20 AM虽然相对较为安全，但过高的浓度或过长

