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FEmiEs: PRO1519
FmAHR: Ready-to-use Fluo-20 AM $BEFSIIRET (2 mM)

EIESRME: -20 CEOYURTE, kESTm

Fluo-20 AM B—RAAFRATRT WCRURIEROCIRET, TRMIRISAGARIRT, SOERKERERK(Ex/Em: 495/516 nm), ATE
&% Fluo-3 AM, Fluo-4 AM X Fluo-8 AM BEHFEENUEREEL. Fluo-20 AM XSEEMKIER, EERAHAERSESEESLE;
FCRER Fluo-4 AMEJ 4 3, Fluo-3 AMEJ8 &, Fluo-8 AMEJ 2 &, %M Fluo-8 AM St 40%, BERS/ERIEMESTSES,
RHESHEERAREHRRTRE MRAFSERL, MRSEER, REERKBREUFER. F Fluo-20 AM EEHRAIZ
[RigEN, WREESEIT]RESERERTEIRA, BEMLN Ca?' IREZMW., HERTRINCEHLRET, CrREBREINCIMIRAERG, %
AR, BRARFENRER. BIFERE, SEMOURCREMYT, B aHRTi.

Fluo-20 AM ZEAIILERAR. BRE. RifEk. {5, BANFEMRSBREFROME, ZERTESTHRAER, Hi
RESMEEENGINR. ESEIRET. DYNEERE. IRREMARRGESS R, BEVMES. HIEFEFFRISHEXRAE
et HEEFRCHER. RSmNARSESRSBINEHRERITR.

RIFBE:
S
EmiFs:

FEIEhe(ERE: Ex/Em: 495/516 nm, EIE#EEE Fluo-3/4/8 AM, THEREE(ESEL.

IEREURE: REREMEE, =i8a) 37 OFSHasere, EiimEastl.

WNEEER: TOESER Fluo-4 AM B9 4 %, Fluo-3 AM R 8 &, &0 Fluo-8 AM & 40%,
RSN TTIERR, EHSHRAERS, EAEARKIPENEFEEE,

EECHET T ESEMA. BAFENE, fEZaitfy, BEEMEE. BEA/MRRNRYmETR.
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FERRES
Hy 250 T
Ready-to-use Fluo-20 AM Calcium Probe (2 mM) 50 uL
iE: #08 96 FLIREFL 100 pL @i, Fluo-20 AM T{ERE 4 pM , FREASEF 0.2 L HIFFRITE,
e 3=

1. Fluo-20 AM iB/KIRZ DR, WMRABE—IRAT, BEHERINEDERT.
2. SOMIEHIFERKIOE, ERETEEN.

3. ARGRTREABSEHEAMSFHTEEEEN.

4. ATENRESWRER, BEREMTEENLIRERSNE.

{EFRiAR -

—. SCIRDES
1. TiE&HIE:
(1) BdFEE, RE=REM.
(2) LA 96 FlirAf, BFL 100 pLFluo-20 AM RETIERAIAZR, F PBS 5% HBSS ##E Fluo-20 AM fE&HIE 2-20 uM B9
Fluo-20 AM T1E&., (HEAUEFUMRIEREII/ERENT, 48 FLHkD 150 pL/fL, 24 FUARAN 250 pl/#L, 12 F4RH0D 500 pL/FL,
6 FL#HD 1 mL/7L. )

i 1 ML 10 7ML 100 ML

Fluo-20 AM 0.2 uL 2 uL 20 ulL

% 1.Fluo-20 AM SE%(EHEE
i EoHIEFAY Fluo-20 REBTIFRMAME. BXEE, FEAF. Fluo-20 AM RETFEP Fluo-20 AM RIRETLIMRIEREG
WRE 0.2-2 L ZHEELHFERE, F 1 RERELL Fluo-20 AM RIZRE 4 pM K6,
(3) (FI%) W Fluo-20 AM FHNMBATSERALF, Bl Fluo-20 AM SAKHININIER 20% Pluronic F- 127 &, BFLE Fluo-20
AM TEEPRPREFEH Fluo-20 AM FHNHHE, Pluronic F- 127 ZREEHITE 0.04~0.05%.
i¥: 20% (w/v)AY Pluronic F- 127 DMSO i&#Ee#l: 100 mg Pluronic F- 127 HjIA 0.5 mL DMSO, EeilpE 20%(w/v)kY
DMSO 8Bif, BRI 40~50 Chl# 20~30 min , BFREERFF, LLE. MRBLERITY, TUSHNAGSEE, FW
{5,
i*: Pluronic F- 127 JR#{E Fluo-20 AM RYISEN, BREBIERHTIFREMA, RENSEINGERR.
i NESNARSEEIESFHEER, WALMSHREF(1-2 mM)FMEERETIESERTR (REREH 0.5- 1 mM) , LUREVB
EEfE ARG,
2. (B
SRABMER: BR/RFHRIK EX/Em: 495/516 nm;
IV BB/ &SR EX/Em: 495/516 nm;
SABBINMY: B/ RFHRIK EX/Em: 495/516 nm,
3. WERERE:

28371 Fluo-20 AM Calcium Probe ERAARE
BB MERTER + AMYFATRL TR
Sl pis| + ZSCIGAMERAARE

PRMEXIERAE: R TR, HLRANEEISESHENIRESE.
SO IR A SHRREINEESER.
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—. BEEE-LL 96 FARAA
BE— SOLERHERN (ERTEZHE)
1. MHEEESHR:
(1) WERFNSZHEREREELET,
(2) 1000 rpm , =EEL 5 min , JVOIRFE LER.
it EEESAEEL 236, WSS, PBS #l HBSS SEMENRN, RIFERAEDR, BHAKMBENFFRFIZAIEN
B—ERTFH.
2. HREESIHE:
(1) M PBS ESFH4HIEITEL
(2) BY 5x104- 105 NARE, 1000 rpm {EIEEI(Y 5 min , XB& PBS,
(3) 5 100 pL §9 PBS = HBSS EEME MKES. 1000 rpm {KEEL 5 min , KRR LB,
i BMRENERSEERATRE, REXRASWHIRAZE—EIT, BETREFFMRSTRRMRIERE, LEMETIRE
RSN 70%-85%HH.
3. YHERE:
(1) £88% 1 BE Fluo-20 AM }ETIER,
(2) 1896 FLHREANA 100 pL B Fluo-20 AM RET{ERKR, 37 GBS 30 min, JFERHERIZE 10-60 min #HTEEE, &R 10
min (RIERE, KARERFEEESE, EIERRE.
i NREXEEALEHERSREMIIR, BiYSE 37 °CiFE 30 min |, MRGHHR., NRMARFCRS, EHbamEn
B; WMNRSEFEREAES, EHIERKATE,
4. W%
(1) IEELERE, 1000 rpm , =EEL 5 min |, WM,
(2) MMOEFERHNLERR (LWAKR, TZELE) .
(3) BO PBS & HBS EEME TR, W%k 1R, LAFDERIRE Fluo-20 AM #%5t, BEER.

(1) BEESRMA 96 FURF, #ERZ, FHEBERTEMERS, BT RAEME TUE,

it fRSKRERETRIBARITENHERTERE, ENENSTPARS T 70%-85%HRiE.

BHET: BB (ERTIEERN)

1. {HEEAbIER:

(1) IRAI—REFRPEFERE, FEMIBICESEILE] 70%-85% , 1S4HiBNGEESHRIRsCIaIRiHRMBHAT,

2. 4L

(1) INOIRFTARAEIETR,

(2) TRIBEFARNAE, NIAXIRLAFIAY PBS 8 HBS EEME MREZIERMAE 1% (FIg0: 96 FLARIN 100 uL/FL, 48 FLARAN
150 pL/FL, 24 FUARAN 250 pL/FL, 12 FL#RAN 500 pL/FL, 6 FUARAND 1mL/FL) |, #EifiERk% PBS B HBS SEME DK,

3. {HREERE:

(1) £88% 1 BE Fluo-20 AM RETIER,

(2) ¥ 100 pL Fluo-20 AM FETIERIIANGIES, 37 "CELIES 30 min, FEERTEIAIZE 10-60 min FH{TEZE, &R 10 min
HERE, SAEEFRSHREE, SRR,

i MREXRSCISAEHRENESEMANE, Nk 37 CHlFE 30 min , MESSAHER. MRMEFETRS, SNMEENE; MR
FOREAES, BT,

4. P&

(1) IBBERE, RASHFHNRETIER.

(2) HO PBS & HBS EEME AR, Woik 1R, LIRS EMRIKE Fluo-20 AM IR5t, IHEER.

(1) g, SFUINANIRATRRY PBS 8% HBS EEME R, LURFHHIITIE.
(2) ERBEFRETOCEME TURMAR. IARERLE—.
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BER=: RARMEN (ERTEZMESILEEME)

1. YHEER:

S RSE—, B 5x10% 105 N,

MEEEARE -

alRFIEFKR, B PBS 8 HBS ZEMETRREIEE 1 X,

bIMNEERESENR (BT , BRETETEMETUR, FMEETE. FFEIEAR, ABKREEERTIT, FHR=eiiE.
CKHE: MEMMIAB MBS EFEILIEHEK,

d BB EREREROE, 1000 rpm , =20 5min , IRE LS,

e.Fl PBS = HBS EEME TRESMIBFHITMHIEITEL.

fEY 5x104- 105 /NARE, Z=iR 1000 rpm {HEEL 5 min , IRF LB,

2. g

(1) £88% 1 B Fluo-20 AM }ETIER,

(2) ¥ 1 mLEY Fluo-20 AM & TIERIMANGIES, 37 “CEEIES 30 min, FEERTEIAIZE 10-60 min H{TEZE, &R 10 min
HRERE, SAEEFRSHREE, SRR,

it MR EXSCISAEHRENESEMANE, NSk 37 CHlFE 30 min |, MESSAWER. MRMEFETRS, SNMHEENE; MR
FOREAES, ELTIKAE.,

3. %

(1) IEBELERE, 1000 rpm , =EEL 5 min |, IEM,

(2) IMORFERENLEER (WAKRRK, TZELE) .

(3) IO PBS 5 HBS EEMEPREFERMM, ik 1R, LAFEDEMRFREE Fluo-20 AM 1%, BEEEER.

(4) RRFERE, #IERSEE®R, A 500 plL PBS 5% HBSS &HME MKESME, SR EVER.

4. EHAEN:

(1) BE: FETHE Th RFHTRIVEN, LMREBSLESRE.

(2) AR ETZIMSINEE P TH.

(3) BEIEANE CGRAAHIE) BATEE, R TYRRE A,

(4) EORIGUSTHREAFNSCINA, FIASLIRAERMKIZ,

(5) REMNELIHR, ICRADITHEENTISGRE.

it: FMEEFRaRHJES. Bk EHZEMEN; EEXE (NiRX) NATEE 1h ARR, LIRGFREIEER, TES,

BRI SOEERMUEN (ERTEZSMEME)

1. EEfhEsE:

(1) KT 96 FIIREEZFIRY, SFANMIREFEZERHE 100- 10000 4, BHEEA 2000-5000 1NEEA.

2. HE&:

WEFNRZMEERER OET,

| SiZ4: 250- 1000x g =EE( 5 min , W EE, A PBS 8 HBSS EEMEFI%AR 1R,

| MEEELMRE: ORPREZSRAR, B PBS 8% HBSS SEME MR 1K,

it BERSAEIHEE S, WRISHK. PBS 5 HBSS EEMEMRINRIHEAESR, BUXMSHFFIASMEN
B—ERTF.

3. g

(1) 2883 1 BE Fluo-20 AM RETIER,

(2) 0N 100 uLEY Fluo-20 AM RETIER, 37 °CESYIES 30 min , FEERTEEZE 10-60 min ##TIEEE, SR 10 min HigEp
B, RAEERSEEEE, EstiaRiE.

it MR ERSCIRALERENNSIREMANE, NS 37 CES 30 min |, MEIEHUR. MBRMNFETLES, BENMEERE; MR
SRIIREATS, EBLEATE,

4. HE:

(1) IEBELEE, 1000 rpm , =EEL 5 min |, WM,

(2) IMORFERENLEER (WAKRRK, TZELE) .
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(3) B0 PBS 8¢ HBSS SEEME K, L% 1R, LIFEEE.
(4) FRUERE, HERELES®, DO 100 L PBS & HBSS &HME Mk ESMIE, SIS ISR,
5. SESFRGEN:

ESNEIRMYFURAISAHEN, EIXIEERIRRE SLEER) RFU(Relative Fluorescence Units), RI{SHZYIRIBIAIZIER.
ERFE:

D (BAGR) -

1. BFERLE Hela 40l 155 5, MIBRISIRE[Ca2 +155EHEN
ERNRMR T :
1 NBEFERWIEFR Hela i, SRR TMEARRSEIRISHIANRE R, SZYAHEMEMILISE FRE LI
£+, B4 Fluo-20 AM 1RCHIEASCRERBERE.
EEDHT (RaVAREM)

B 80 ik
! e mbcd
L=
G0 | ]
z
= 400 T
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2L REES SH-SYSY MRREHARY, RV MENUBRISE FRE ([Caz* i) AIZILHlE

i¥: BElR5| BX#t {Neurotoxicity Induced by Bupivacaine via T-Type Calcium Channels in SH-SY5Y Cells) (doi: 10.
1371/journal.pone.0062942)

NTVRRBU ISR

2 XIERZE (S 4H) FXA NNC 100 mM FkbiE4E (S+NNC 100 4H) : [Ca? 1i 9509 35825 nM | 372+32nM , A
ZREER, MILRELESE (S+B EH, 1 mM MmEEREA) : [Caz" ]I EEFSE 71535 nM |, iITETIIHRE; NNC FibiE +
foLbEE4AE: [Caz* i fE NNC REFEZHEE, 10 mM, 50 mM . 100 mM NNC A58/ 657+29 nM, 619+37 nM |

585+39 nM; 50 mM 5 100 mM NNC BEEZEER, RBRFPERXFESH.
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	产品货号：PR01519
	产品名称：Ready-to-use Fluo-20 AM 钙离子荧光探针（2 mM）
	储运条件：-20 ℃避光保存，冰袋运输
	产品简介：
	Fluo-20 AM是一款优化升级的可见光激发钙荧光探针，专为活细胞钙成像研究设计，光谱波长便捷适配
	Fluo-20 AM凭借可见光激发、高亮度、灵活加载、低毒性、强组织穿透性及多色兼容等核心优势，广泛

	应用范围：
	钙离子检测

	产品特点：
	光谱适配便捷：Ex/Em：495/516 nm，可直接替换Fluo-3/4/8 AM，无需调整仪器参
	加载条件灵活：对温度依赖性低，室温或37 ℃孵育均能高效染色，适配高通量实验。
	荧光亮度超强：荧光亮度是Fluo-4 AM 的4 倍、Fluo-3 AM 的8 倍，较进口Fluo-
	细胞毒性低：可见光激发，维持细胞生理状态，提升活细胞长期监测存活率。
	适配性更广：膜渗透性优、组织穿透性强，兼容多色共染，覆盖活细胞、厚组织/体内检测及药物筛选场景。

	产品参数：
	Ex/Em：495/516 nm；
	光谱图：
	产品组分：
	组分
	250 T
	Ready-to-use Fluo-20 AM Calcium Probe (2 mM)
	50 μL
	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

	注意事项：
	1.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。
	2.荧光染料均存在淬灭问题，请尽量注意避光。
	3.本产品仅限于科研用途并且不得存放于普通住宅内。
	4.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)  将试剂取出，恢复室温备用。
	(2)  以 96 孔板为例，每孔 100 µLFluo-20 AM 染色工作液的体系，用 PBS 
	试剂
	1 个孔
	10 个孔
	100 个孔
	Fluo-20 AM
	0.2 µL
	2 µL
	20 µL
	表 1.Fluo-20 AM 染色液使用量
	注：配制好的 Fluo-20 染色工作液现用现配、避光配置，不能冻存。Fluo-20 AM 染色工作
	(3)（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
	注：20% (w/v)的 Pluronic F- 127 DMSO 母液配制：100 mg Plur
	注：Pluronic F- 127 可降低 Fluo-20 AM 的稳定性，因此只建议在配制工作液时
	注：如果您的细胞含有有机阴离子转运蛋白，则可以将丙磺舒(1-2 mM)添加到染料工作溶液中（最终浓度
	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：
	组别
	Fluo-20 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）收集待测悬浮细胞悬液至离心管中。
	（2）1000 rpm ，室温离心 5 min ，小心吸弃上清液。
	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：
	（1）使用PBS 重悬并细胞计数。
	（2）取 5×10⁴- 10⁵ 个细胞，1000 rpm 低速离心 5 min ，去除 PBS。
	（3）使用 100 μL 的 PBS 或 HBSS 等常规缓冲液重悬。1000 rpm 低速离心 5
	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-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
	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
	间；如果荧光强度太弱，适当延长时间。
	4.  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，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。
	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
	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10
	150 μL/孔，24孔板加250 μL/孔，12孔板加500 μL/孔，6孔板加1mL/孔），洗涤
	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
	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
	4.  洗涤：
	（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：
	a.吸弃培养液，用 PBS 或 HBS 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 PBS 或 HBS 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-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
	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
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