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.y LR
FEmiEs: PRO1518
FEaa®aPR: Ready-to-use CalBright™#i Fluo-4 {SEIFSERHEIRFIE

EIESRME: -20 CEOYURTE, kESTm

Ready-to-use CalBright™ %% Fluo-4 {5EFSLRMEIIAFIR, EEECNMRNISE FRENRNSENN TWTE, AEREYS
R, SRR R YIRS,  (SEWIMMTASERFENT YR, RNEREERSERERENRIRKER
REEF. CEBURTEAF £ BEBTASESIEE FEAW Il (MBS IRALRAIBELS. RERISEEY) . MINAKEE.
SRRERGR. B /MBI, EWERAS. ERIEE/ S, MR AEMES, BRISREESHT, REEBIEIKISES
SRR, —BERERIESESRFNTBMRR, @UREASMER, RIEERNARRSE FRERNS ZHEFEER
RSNANE. NAFIRLL Fluo-4 AM FEEFIIGRET AR OGNS (Fluo-4 AM Z27E Fluo-3 AM il EFHRANSE FRERT
#) . EeNFEET: Fluo-4 AM ABFTISE, SENARESWIEREEEKAES Fluo-4; Fluo-4 AJSHRAISEFHRM &
B, FaRaKHEEIOt. SMRIMEETFRR. ARREESEFRN, SRMISEFIN/EEN, 2S5 BERRGEFR
EASHIEE, His5 REEIOCREENEREMNSS, BT ImNSOGRERW, RIRSEIRTMIERTS BFRENSEMRISTRIAEIN.
A, ZIHIEERIOCRAE. NI, RVERNEESMRIFEES, BEEROUESER. HRMERS N, JRIERE
MERSEFREEEIEN SAISEMENAIER.

RIFBE:
S
EmiFs:

10 min RERE: HFIBESDEERING, WEELHENRMERE, KNiB4EEstiontESRErR,

UERARYF: TRDRHANRUBEESIUE, BRI, FEEREIR, (EHEEHE,

WHGREER: Fluo-4 AM SISEFELGREIICRIEN 60 = 80 &, IGRER Fluo-3 AM 127 100%;
EESRUE: RESESTN, BAURKE, BHEEEIEERNSESK,

MIESE: MESHERERT Fluo-3 AM, REEMIEER>90%, ESKPNSELR;

FHOEEHYT: BIBRIIBERISESKE, (RERESTIN, ESEWATIN, TRERRETE,

FmSE:

Ex/Em: 494/516 nm;
FEEE:

Emission

Excitation

300 400 500 600 700
Wavelength(nm)
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FEERED
Eba) 200 T 5x200 T
A. 500x Fluo-4 AM 40 pL 5x40 uL
B. 500x Solubility Enhancer 40 L 5x40 uL
C. Assay Buffer 50 mL 5x50 mL
D. 100x Staining Enhancer 200 pL 5x200 pL

iE: #5AR 96 FLIREFL 0.2 pL Fluo-4 AM RIFFRITHE.
it: FHMNIEEAES C (Assay Buffer) BB ELIFIRBENR, BHESEMML, TEEVHIESELESHREIRIRSHE
HEMESR, FEFRARNREE. ERFARERSHAEARE, EHER PBS. HBSS FEMENRIEFHER, FRMWE

MR,

RSN

1. IFluo-4 AM Bk Z o, MNERAEE—XAT, ENEERNEDERF.
2. AMEEEZKE, HushHEMNKEEEEREEEEETH.

3. SOCREMEERKIEE, WREEREL.

4. AERRTFRARERFBEAESENTEBREFEA.

5. ATENZENER, BEREFFEENLINETENE.

{sEFRi54AR :

—. SISRIER

1. TiE&RHIE:

(1) BHAFERE, REEREH.

(2) LA 96 iR/, EFL 100 pLFluo-4 FETIERIMAR, JoiIA Fluo-4 AM 1 Solubility Enhancer, ZE3iBEEIMAES C
(Assay Buffer) , Fluo-4 B TIEREHINE 1 . (HEMSFUIRNAEBITEREWT, 48 FURMN 150 uL/fL, 24 FL4RH0D 250 p
L/#L, 12 FUARHD 500 pL/#L, 6 FLARAND 1 mL/FL. )

& 1Fluo-4 FETIEREH

el 1ML 10 ML 100 ML
A. 500x Fluo-4 AM 0.2 pL 2 uL 20 pL
B. 500x Solubility Enhancer 0.2 pL 2 pL 20 pL
C. Assay Buffer 99.6 pL 996 pL 9.96 mL
Fluo-4 Staining Solution 100 pL 1mL 10 mL

i ESHIEFAY Fluo-4 REBTIFRIMMIE. B¥EH, REEHF. Fluo-4 RBTITFRP Fluo-4 AM RIRERILURIBRGBHRE
0.2-2 pL ZEELFAR,

(3) (FJi%k) GNSRIBRIEAE, a0 CHO, HINARUATRILIRET Fluo-4 BBRRI/MEIISET, BIUHRINREILERIZH5 D (100x Staining
Enhancer) , fEFEATE4ES D (100x Staining Enhancer)iRf8 1: 100 #HEFREBTIIERT, EHIKS 1x Staining Enhancer Y
FETIER.

iE: MMBESR 1x Staining Enhancer RUERPFSHIBIEAREERE 2 h,

2 | (BB

SRABMER: BR/RFHKIK EX/Em: 494/516 nm;

RIVAREY: NBERA/RFHKIS EX/Em: 494/516 nm;
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SICEBIMY . BUR/RETRIK EX/Em: 494/516 nm,
3. XMREIRE:

4a37 Fluo-4 AM Calcium Probe FEERERE
PRMEXTHR + MR
SC364H + Lz i)

FAMEXTERAE . XA TIEEIANE, AL ENM RIS ESTIIRMESE,
SCiedE: IIEREHEM SARIBINEE,
T, BEEE-LL 96 FUIRIAH
FE—: SOERMEEN (ERTEFHEE)
1. MEKESKR:
(1) EFNSFMEFEOEF, 1000 rpm =RE O 5 min , JVOIRF HE,
(2) F4E% C (Assay Buffer)al PBS . HBSS EEME MREIRMIE 1R,
i EBERSEEIFNHEE RS, WEREESFR. Assay Buffer #ll PBS . HBSS FEMENRN, RIFEMAETR, LIS
FHiAHRAMENE—ERTIN.
2. MRESSIHEC
(1) %A% C (Assay Buffer)a, PBS . HBSS SEMEMKRESMILTTE, HTAIEITEL
(2) BY 5x104- 105 NARE, 1000 rpm {RIEEI(Y 5 min , XBRABS C (Assay Buffer)ag PBS . HBSS ZEME TR,
it: BMRENERSBSEERATR, RETRASHRAZE—EIT, RETREFESHRSITRFMRIERE, LEMRTRE
RS HY 70%-85%HHE.
3. {HpEEE:
(1) 288% 1 BE Fluo-4 REBTIFR.
(2) [ 96 FUARFHIAAN 100 pL B9 Fluo-4 FET(ERK, 37 “CEEHFE 30 min, JFSATERIE 10-60 min #HiT/EZE, &R 10
min HRERE, RARERSHEEEE, BHUSCRRRE.
i MREREEALRERS EEMIE, Nk 37 °CHFE 30 min |, MEESHER, MBMATF RS, ENEERIE,; MRS
FEIBEAES, EHTEREE.
i ARANRPRKREENT R, TERREETRGEN, FEREAIMAEAS Cak PBS . HBSS EEHERIRS 1-3 R,
4. BHENUZRSHg:
(1) BHERERINAN 96 FUikF, #ERZ, FHRRBANENERS, ETFCEMHE T,
i ARSREASTREARITHNMERTEE, SURNEPHRSH 70%-85%HEiE.
FEZ: SOERAEREN (ERTEEEMAE)

1. YHEE4bIE:
(1) IBEI—XTE 96 FURPIEMRE, BEEIICAEXE 70%-85% , (FHMIENGEE SR ARsCISIZ IR IRAHE.
2. ‘MpEiEE:

(1) INOIRFRREIETRR.

(2) A 100 pLB94ES> C 8 PBS | HBSS EEME MRIZTIFTRMIE 1R, HREREHS Ca PBS . HBSS EEME TR,

3. {HpEEE:

(1) 288% 1 B S Fluo-4 ETIER.

(2) #5100 pL Fluo-4 ETIERIINGES, 37 “CEEEFS 30 min . FFERIEAE 10-60 min HT/EZE, &R 10 min HE
G, RAEEREEEEYE, BISIenE.

i MREREEALRERS EEMIE, Nk 37 °CHFE 30 min |, MEFSHHER, MBRMATF RS, ENMEERIE,; MRS
FEIBEAES, EHTEREE.

i AN REREENER, TERRAEHTRGEN, BFERIWATIMAAS C (Assay Buffer)zk PBS . HBSS FEHIEH
kiR 1-3 1%,
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4. BHENZRSIANRE:

(1) ¥ERE, SFMAIIIATRRIAS C (Assay Buffer)ag PBS | HBSS ZEMETR, LUREHAIEE,

(2) BEEBEFRETOLEME TURIHRE. BLRERAE—.

FE=: 4Rl (ERTFRFHEESNGEEME)

1. YMEER:

BiZME: FEA5ZE—, B5x10%- 105 NG,

NEEEZRAR :

alRFEIEF MR, BB C 8% PBS . HBSS EEMEMRZZIZEL 1 IR,

b IMNEERESHENR (B=MEEE) , ERTETEME TR, HHETE. RSN, ARRIREERTT, fSMREEiE.
CKHE: MEMIIAS MBS EFREIULRIEHEIL.,

dBmEERERERELE, 1000 rom , =EE(G 5min , RFELE,

efE% C = PBS . HBSS EEME MRESMIBFHFHITMIEITEL

fEY 5x104- 105 ANHRE, =2 1000 rpm {REEL 5 min , RELE,

2. HpEE:

(1) B88% 1.EE Fluo-4 RBTIFR.

(2) % 1mL B9 Fluo-4 LB TIERINNGAS, 37 *CEFE 30 min , B¥BRIEATE 10-60 min HTEEE, &k 10 min HRiE
R, EAEERSHAREE, BHUERRE.

it MNRERIE AR TS REMANE, NS 37 °CHFE 30 min , WEREKNE. MNBRMRIFTRE, SHMEENE; NR%
FeIBEARES, EHIEREAE.,

i FiAHRPRRSFEENER, THRRREIRHTEGEN, BERHEAIMAASS Ca PBS . HBSS FEMEHFRIKR 1-3 R,
3. EHuEm:

(1) EE: RERMHSE 1Th RETRIVEN, DMREBSHESIEE.

(2) AR IETURAINIEE F#HITHHT.

(3) BEBETANE (RAGHIE) FEHEE, AR ITLITEETA,

(4) EORGNISTRREFNSEINA, FASCIRARR LI,

(5) REMNERHER, ICRAFDTARNTIIRIEE.

it: FMEEFRaRFJES. Bk EHZEMEN; EELE (NiRX) NATEE 1h ARHE, LARGFREIEER, TES,

RN SRR (ERTFRIFSNEEM)

1. EMEETE:
(1) BEEEMT 96 FLIRBESFIRT, SFLAMIREEEREE 100- 10000 4, BHFEEE 2000-5000 1NBEA.
2. HE&:

WEFNSRZMEEREROET,
BiZ4HHE: 250- 1000x g =EE/(D 5 min , IRBR LS, F4ES C8 PBS | HBSS SEMEBPRIER 1R,

MhEEEARRE . WRFSEETER, FB4AS C a2k PBS . HBSS Sl dikicRdmig 1K,

T EESEIFISES RN, WIEHKMES C 5 PBS . HBSS EEMENRINSIFHERESR, MOkmBEFAik
FZRNENE—ETFIR.

3. {HREERE:

(1) B88% 1.EE Fluo-4 #BTIER.

(2) B0 100 uLBY Fluo-4 B TER, 37 “CESYIFE 30 min , BFEATEAIZE 10-60 min ETEEE, B4 10 min fuEEpeE,
BAREERSHEE, SUIRRE.

it MR ERSCIRALERENSREMANE, NS 37 CES 30 min |, MEIEHUR. MBRMWFETIS, BENLEENE; MR
SRIREASS, EBLTATIE,

i FiAHRPRRSFEENER, THRRREIRHTRGEN, BERIEAIMALASS C (Assay Buffer)sf PBS . HBSS FEMEH
H&i%kiE 1-3 1R,
4. SRMBEIRMAE:

AR FURAOF RN, BIIXILLXIRRESAEERY RFU(Relative Fluorescence Units), BIfSHZSHIRIBRIHR.
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ERFE:
D (BRGR) -

£ lonomycin

T

s LF- 105 155

Bl 1.Hela MBIRI5EFRESELE

L'

ERSCRMRET
B 1 AIABFERN Hela ARER—MNE FRISISEN, EROCRHME TIERMBASEIIHIDHIARRERR. SMIEZRIE
MLSEFRELIETF, BBA Fluo-4 tRCHAIBAISOGEERIBEINE, AJSEIXIAIREMISE AR EAEESRAISERT T,
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	产品货号：PR01518
	产品名称：Ready-to-use CalBright™免洗Fluo-4钙离子实时检测试剂盒
	储运条件：-20 ℃避光保存，冰袋运输
	产品简介：
	Ready-to-use CalBright™免洗Fluo-4钙离子实时检测试剂盒，是精准检测细胞内

	应用范围：
	钙离子检测

	产品特点：
	10 min 快速染色：试剂混匀后直接加样，孵育后无需洗涤细胞，大幅缩短实验时间与操作步骤；
	仪器友好：无需切换双激发光及计算信号比值，单波长检测，降低操作门槛，仪器适配性强；
	荧光强度更高：Fluo-4 AM 与钙离子结合后荧光会增加 60 至 80 倍，荧光强度较 Fluo
	超高灵敏度：低背景信号干扰，提升检测灵敏度，轻松捕捉低幅度的钙信号波动；
	细胞毒性低：细胞毒性显著低于 Fluo-3 AM，染色后细胞活率＞90%，适合长期动态追踪；
	亲和力适配性好：轻松捕捉低幅度的钙信号波动，低背景信号干扰，信号清晰无干扰，实验结果稳定可靠；

	产品参数：
	Ex/Em：494/516 nm； 
	光谱图：
	产品组分：
	组分
	200 T
	5×200 T
	A.  500× Fluo-4 AM
	40 μL
	5×40 μL
	B.  500× Solubility Enhancer
	40 μL
	5×40 μL
	C.  Assay Buffer
	50 mL
	5×50 mL
	D.  100× Staining Enhancer
	200 μL
	5×200 μL
	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

	注意事项：
	1.lFluo-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。
	2.AM酯基易吸潮，故请确保从冰箱拿出后恢复至室温再开封。
	3.荧光染料均存在淬灭问题，请尽量注意避光。
	4.本产品仅限于科研用途并且不得存放于普通住宅内。
	5.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：
	(1)  将试剂盒取出，恢复室温备用。
	(2)  以 96 孔板为例，每孔 100 µLFluo-4 染色工作液的体系，先加入 Fluo-4
	表 1.Fluo-4 染色工作液配制
	试剂
	1 个孔
	10 个孔
	100 个孔
	A.  500× Fluo-4 AM
	0.2 µL
	2 µL
	20 µL
	B.  500× Solubility Enhancer
	0.2 µL
	2 µL
	20 µL
	C.  Assay Buffer
	99.6 µL
	996 µL
	9.96 mL
	Fluo-4 Staining Solution
	100 µL
	1 mL
	10 mL
	注：配制好的 Fluo-4 染色工作液现用现配、避光配制，不能冻存。Fluo-4 染色工作液中 Fl
	(3)（可选）如果遇到细胞，如 CHO，出现去酯化的荧光探针 Fluo-4 明显的外排现象时，建议添
	注：细胞在含 1× Staining Enhancer 的溶液中孵育的时间不能超过 2 h。
	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：
	组别
	Fluo-4 AM Calcium Probe
	样品细胞
	阴性对照
	+
	不做任何处理
	实验组
	+
	经实验处理细胞
	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
	2.  细胞重悬与计数：
	（1）使用组分 C (Assay Buffer)或 PBS 、HBSS 等常规缓冲液重悬细胞沉淀，进
	（2）取 5×10⁴- 10⁵ 个细胞，1000 rpm 低速离心 5 min ，去除组分 C (A
	注：显微镜法对细胞密度要求不严格，只要实验组与对照组密度一致即可。具体可根据样本种类与实验条件灵活调
	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 mi
	min 快速染色，最大程度保持细胞活性，简化实验流程。
	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
	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
	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。
	注：细胞悬液使用量可根据细胞计数的数量自行调整，显微镜视野中细胞分布 70%-85%为最佳。
	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
	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P
	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
	染色，最大程度保持细胞活性，简化实验流程。
	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
	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
	（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：
	a.吸弃培养液，用组分 C 或 PBS 、HBSS 等常规缓冲液轻柔清洗 1 次。
	b.加入适量胰酶消化液（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，用移液器轻轻
	c.关键：立即加入含血清的完全培养基以终止消化。
	d.将细胞悬液转移至离心管，1000 rpm ，室温离心 5 min ，吸弃上清。
	e.用组分 C 或 PBS 、HBSS 等常规缓冲液重悬细胞并进行细胞计数。
	f.取 5×10⁴- 10⁵ 个细胞，室温 1000 rpm 低速离心 5 min ，吸弃上清。
	2.  细胞染色：
	（1）参照表1.配置Fluo-4染色工作液。
	（2）将1mL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-
	染色，最大程度保持细胞活性，简化实验流程。
	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
	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
	3.  上机检测：
	（1）重要：染色完成后1h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1h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200
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