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Fluo 4-AM 
货号 规格 
F312 50 μg×8                     保存：≤-20℃，密封、干燥和避光保存。 

注意事项： 
1、试剂容易吸潮，从冰箱取出后，请确认在干燥的环境放至室温后再开封。由于试剂极其微量，开封前，

请轻弹管壁几次，以保证粉末落入管底。 
2、第一次使用时, 建议母液即配即用。试剂溶解后尽可能在短时间内使用，以保证实验效果。 
3、溶解液 DMSO 需要保证新鲜无水，否则将会导致 AM 体水解，使荧光染料无法进入细胞，影响实验效果。 
4、母液遇水极易分解，如果不能一次用完，建议分装保存，例如分装成 5 μl/管，用封口膜封口，并用铝箔

纸包裹，放在一个密闭性能好的塑料袋中，并放入一包干燥剂，在≤-20℃密封避光保存。 
5、建议您在正式实验前先摸索一下细胞量、钙离子荧光探针的终浓度、培养时间等，找到最佳实验条件。 
 

使用方法（以 50 µg 为例）： 
母液配制：用 45.6 µl 二甲基亚砜（DMSO）溶解 50 µg 的 Fluo 4-AM 粉末配制成 1 mmol/l 的 Fluo 4-AM 母

液。-20℃避光密封保存。使用前根据实验需要稀释成合适的浓度。 
 如果想配其他浓度母液的话,请按照如下公式进行操作： 

*B=45.6/A；其中A为Fluo 4-AM的母液浓度（mmol/l）；B为DMSO的体积（µl）。 
 

操作步骤（仅供参考）： 
1、用 HBSS 溶液稀释 1-5 mmol/l 的 Fluo 4-AM 母液，配制成 1-5 µmol/l 的 Fluo 4-AM 工作液。 

（此浓度仅供参考，请根据具体实验要求自行调整） 
例如:1 mmol/l 母液配制 1 ml 浓度为 5 µmol/l 工作液的方法：用 1 ml HBSS 溶液稀释 5 µl 母液即可。 
·Fluo 4-AM 工作液需要即配即用，请勿反复冻存。 
·如果Fluo 4-AM进入细胞的效果不好，可使用Pluronic® F-127，后者可以防止Fluo 4-AM在缓冲液里聚合

并能促进其进入细胞。 
*Pluronic® F-127 先用DMSO溶解至浓度为 20%（W/V），然后根据实验需要直接加入Fluo 4-AM工作液

中至终浓度为 0.04-0.05%（此浓度仅供参考，请根据具体实验要求自行调整）。 
2、取出预培养的细胞，除去培养基，使用 HBSS 溶液洗涤细胞 3 次。 

·如果使用含血清的培养基，血清中的酯酶会分解 AM 体，从而降低 Fluo 4-AM 进入细胞的效果。另外含

有酚红的培养基会使本底值略微偏高，所以加工作液之前需尽量去除培养基残留。 
3、加入 Fluo 4-AM 工作液，溶液量以覆盖细胞为准。 
4、37℃细胞培养箱孵育 10-60 分钟，除去 Fluo 4-AM 工作液。 

·关于孵育的时间，如果首次做实验不能确定，建议先孵育 30 分钟，看荧光效果：如果细胞死亡较多，

适当缩短时间；如果荧光强度太弱，适当延长时间。 
5、用 HBSS 溶液洗涤细胞 3 次，以充分去除残留的 Fluo 4-AM 工作液。然后加入 HBSS 溶液覆盖细胞。 
6、37℃培养箱孵育约 20-30 分钟，以确保 AM 体在细胞内的完全去酯化作用。 

·如果细胞内酯酶活性较低，建议严格按照此操作进行；酯酶活性高的细胞实验，可以忽略此步。 
7、用激光共聚焦或荧光显微镜检测细胞，激发波长 494 nm，发射波长 516 nm。 
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