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2 FRAT s iEXS T AAFI SRMENE —ERITFH.

3 S CHRNIFEFKIARE, SEINRFRIBRETTEDE, LUNERIGEK.
4ATRIBRTRER, MERATIRRZHENRT, MEBRTRMEEm, MEFERTEEEEA.
SATIENRENER, BFLRRAMREFERE.

BRMELR

LSRRI

(1) EEIIER
YESE 2 uM Calcein AM F1 4.5 uM PI BORE TR : X Calcein AM F1 PI B, IREEZR. 15 30 L 1.5 mM PI §1 5 uL 4 mM Calcein

AM 5 10 mL PBS SEMEMEETRFIEFERS, RIEES. DRATIERITEZBTHERE.
iE: Calcein AM RYKBRZKEE, MEKAS. Calcein AM Fl PI RIREEIFZKIEFMAMARXREFANEHREXS, EERETBES
0.1~10 pM,

(2) EEHRAFELR

1) XSFNEEERE, BIA 1 < PBS ik 2~3 IREFHITHRE, XWTFEFHM, 250~1000 x ¢ Z=EELD 5 min, WERMAERE,
2) F 1xPBS ZDEAAM 2~3 IR, LARHDEMRILBIIEESEME.
3) XHFNEEERAE, MMANEHEERY Calcein AM/PI RETIER, XWTEFAM, IMNEERVRETIER, SLARBEREE 1~5 x 105/mL,
4) EREDEFS 15-20 min (WRTIERRERSXEFESEERS, NESRIESHE) .

5) SRICBHE TUZRIRCHIZA.,

2. RECARREASAE

(1) B, REE=ER.

(2) R 2 uM Calcein AM F 4.5 uM PI RUERET{ER: BN Calcein AM F PI K, IREEZ=IE. 18 30puL 1.5 mM PI §1 5 uL 4 mM
Calcein AM 5 10 mL PBS EREfILIIIERPRHISHFERS, RIBES. DATIERIERETHERE,

(3) F 1 xPBS ZOERMRE 2~3 IR,

(4) B 05 mL RETIERSFHE, EHAREEA 1~5 x 105/mL,

i TR ESBETIMIMEER, SERIMA—FERE (Calcein AM 1 PI) , AFRXNRPIMERD,; BHS—ENSENR (1Z
EMRSEH Calcein AM R PI S TFRIHEMREFRIST—E) HARERBIERIVGNIIAIBAIEIIER,

(5) ERESEIHFS 15~20 min,
(6) £ 1~2h K, BRAMPACTMIENE. Calcein AM FILLER 488 nm FUEEIAR, 1GNP EREHGELIE 530 0m &, PI K

BIYEAITE 617 nm &b,
iE: RIS, ESHIERMEEER, EREREAPIME, NERERIENEEREHMEIIMZRIMIEE:: BRGECRIEMIuE:

O EIERITEMRREE.
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3. ESGE
(1) 7 96 FLEBEMIMRPIEFFEENNEESSIZMIE.
iE: B 1% BHBEH 0.1~0.5% iFihESELEMIE 10 min, BIRISEIZEHAE,
(2) ¥ 2 uM Caleein AM F1 4.5 uM PI RSB TER: B Calcein AM 1 PI ik, (FEIKEZ=ER. % 30 uL 1.5mM PI 1 5 pL 4
mM Calcein AM 5 10 mL PBS S(EATMBEETERHIEFERS, RIEES.
iE: 1) 10 mL RYREREBRE—1 96 FLIR, FIREEIEEERERERASTR. Calcein AM 1 PI RRERTE 0.1~10 pM Z[E)E
£
2) Calcein AM RYKERZKER, MHEKAR.
(3) F3 1xPBS o BRI, LAFTHD EFRERBRIEEESEME.
X FREEEANE, BFLA0 100 uL PBS &4, XS4, N 100 uL PBS BSR4, BOELS. B8 LIAERE,
(4) BFL9H0N 100 uL PBS,
(5) AN 100 uL RETIFR, EEFLEATRY 200 uL, Calcein AM RIZRES 1 uM, PI BULRES 225 uM, BIRERE
FR, ERASSBEEMIE.
(6) EREDLIFE 30~45 min,
it AERMRSEFSIBEERAR, LA 30 min (EAMNERESHE, BERTLIMBREEIRREHRENREHEHTELRAEMMRK,
LASRISEINEBRREHER.
(7) BBARSUEN, ZEEAMURES Fluorescein AY, BILUMGIN Calcein AM; HESFRYIRE /I Rhodamine B Texas Red A, BILAGN PI,
R BRI R EN RS AR RIS,
i BEYLbHEREASIIRAMER Relative fluorescence values (RFU), SJRASHIEAESEMNEASAITEWN. TEHBIRHT B—HhE
EotreEE.
4T EREAN XIS B SRR A
THEHFEITEHCAR S SRS, FEAFRETARERA. BHEXREARSFUEREA, 1% NEE 0.1~0.5% FithE
EERMEARE 10 min, BIEJ{SEIFEARE,
(1) ESERETIERNIE DAL RAGMIE. B5b, DBIES 1 mL2 uM Calcein AM #1 4 uM Pl &R, KR MIISTSRAEIIHRA.,
NFTEARRMEESTHEEE, FERFERHE. Wl TERRE. HENEMNEEEENTE .
(2) HRARERANE:
AFERAE 517 nm AGUEE, 1S Calcein AM F PI=F (517) sam,
BHERETE 617 nm AINE(E, iSH Calcein AM F1 PI=F (617) sam,
C.E4MEE P1 ERRNTARAAE 617 nm BUE(E, 188 PI=F (617) max,
D.JEHRE Calcein AM BRRISFBLATE 617 nm AMESE, 1S Calcein AM =F (617) min,
EJE40RE P1 BRRXIRRLAEHA 517 nm AUNE(E, 1T/ PI=F (517) min,
FiE4HRE Calcein AM ERRIFHRLATE 517 nm RYME(E, iCJ9 Calcein AM =F (517) max,
GIRBHBNTANIRFL (INRAIEAINZAFERYRT) |, 517 nm CAUUEISH F (517) 0,
HiRBHBT AL (INZRAIEAINZEERYRT) |, 617 nm EAMGIEISH F (617) 0,
(3) RIENEIET EIHE S EBRILLE] -
% Live Cells = (A - E) = (F - E)
% Dead Cells =(B - D) = (C - D)
iE: FAERY F (517) # F(617) EBREZEMERIRY F (517) 0 F1 F (617) 0,
5 FERAN X B S SRR 5
BITHENE 517 nm F1 617 nm SERGSSCIEEIRERSE, FILAECMIE S RMRAIEE, S %
B GRE D B S P I ARe s BRI E R BB R,
6. REMRE (B 1)
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1 HeLa ESETANER Calcein AM, PI NERERE
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	产品货号
	PR01076

	产品介绍
	Calcein AM/PI 活死细胞双染试剂盒（绿色，红色） 是一种检测动物细胞死活的双荧光染色试剂
	本试剂盒可用于荧光显微镜、流式细胞仪、酶标仪以及其他荧光检测系统，可应用于大多数的真核哺乳动物细胞，

	应用范围
	鉴别活细胞和死细胞

	储运条件
	-20 ℃ 避光保存，有效期见外包装；冰袋运输。

	产品特点
	稳定性好：荧光染色荧光亮度强且抗淬灭性好；
	批间差小：荧光颜料为公司自研，批间差控制的好；
	使用方便：我司提供多种细胞活力检测染料，选择灵活方便；
	安全灵敏：与相同作用的台盼蓝相比，更快捷安全且灵敏度更高。

	产品参数
	Calcein AM Ex/Em：494/517 nm
	PI Ex/Em：535/617 nm（结合 DNA）
	光谱图：
	光谱图：

	注意事项
	1.使用前请将产品瞬时离心至管底，再进行后续实验。
	2.酚红或血清对于本试剂盒的检测有一定的干扰。
	3.荧光染料均存在淬灭问题，实验操作时请尽量注意避光，以减缓荧光淬灭。
	4.本产品仅限于科研，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品或药品，不得存放于普通住宅内。
	5.为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。

	操作步骤
	1.荧光显微镜检测
	（1）准备工作液
	准备 2 μM Calcein AM 和 4.5 μM PI 的染色工液：取出 Calcein AM
	注：Calcein AM 的水溶液易水解，应当天用完。Calcein AM 和 PI 的浓度选择依据
	（2）准备细胞并开展实验
	1）对于贴壁细胞，可用 1 × PBS 清洗 2~3 次后进行染色。对于悬浮细胞，250~1000 
	2）用 1 × PBS 充分清洗细胞 2~3 次，以充分去除残留的酯酶活性。
	3）对于贴壁细胞，加入足够量的 Calcein AM/PI 染色工作液。对于悬浮细胞，加入适量的染色
	4）室温避光孵育 15~20 min（如果工作液浓度较高或者孵育温度较高，应适当的减少孵育时间）。
	5）荧光显微镜下观察标记的细胞。
	2.流式细胞仪检测
	（1）取出试剂，恢复至室温。
	（2）准备 2 μM Calcein AM 和 4.5 μM PI 的染色工作液：取出 Calcei
	（3）用 1 × PBS 充分清洗细胞 2~3 次。
	（4）用 0.5 mL 染色工作液悬浮细胞，控制细胞密度为 1~5 × 105/mL。
	注：推荐准备两管额外的细胞样品，每管只加入一种染料（Calcein AM 和 PI），用于流式单染的
	（5）室温避光孵育 15~20 min。
	（6）在 1~2 h 内，通过流式细胞仪检测细胞活性。Calcein AM 可以由 488 nm 激
	注：细胞圈门时，注意排除细胞碎片，使用单染管调节补偿，双染管流式检测应获得两个相对独立的细胞群：显示
	3.酶标仪检测
	（1）在 96 孔黑色酶标板中培养适量的贴壁或悬浮细胞。
	注：用 1% 的皂苷或 0.1~0.5% 洋地黄皂苷处理细胞 10 min，即可得到死细胞。
	（2）准备 2 μM Calcein AM 和 4.5 μM PI 的染色工作液：取出 Calcei
	注：1) 10 mL 的染色液足够染色一个 96 孔板，可根据实验需要调整染色液的体积。Calcei
	2) Calcein AM 的水溶液易水解，应当天用完。
	（3）用 1 × PBS 充分清洗细胞，以充分去除残留的酯酶活性。
	对于贴壁细胞，每孔加 100 μL PBS 清洗细胞。对于悬浮细胞，加 100 μL PBS 重悬细
	（4）每孔中加入 100 μL PBS。
	（5）每孔中加入 100 μL 染色工作液，使每孔总体积为 200 μL，Calcein AM 的终
	（6）室温避光孵育 30~45 min。
	注：不同的细胞最佳孵育时间有所不同，以 30 min 作为初始孵育时间，后续可以根据实际染色效果对染
	（7）酶标仪检测。当酶标仪设置为 Fluorescein 时，可以检测 Calcein AM；当酶标
	注：通过对比样品组与对照组测量的 Relative fluorescence values (RFU
	4.计算某个区域活细胞与死细胞的比例
	下面方法可计算出死细胞与活细胞的比例。需要的样品有死细胞对照组、活细胞对照组及待测样品组。1% 的皂
	（1）准备染色工作液及按上述步骤染色细胞。另外，分别准备 1 mL 2 μM Calcein AM 
	（2）样品组及对照组测量：
	A.样品组在 517 nm 的测量值，记为Calcein AM 和 PI = F (517) sam
	B.样品组在 617 nm 的测量值，记为Calcein AM 和 PI = F (617) sam
	C.死细胞 PI 单染对照组在 617 nm 的测量值，记为 PI = F (617) max。
	D.死细胞 Calcein AM 单染对照组在617 nm 的测量值，记为 Calcein AM =
	E.活细胞 PI 单染对照组在 517 nm 的测量值，记为 PI = F (517) min。
	F.活细胞 Calcein AM 单染对照组在 517 nm 的测量值，记为 Calcein AM 
	G.没有细胞的空白对照孔（加染料或不加染料均可），517 nm 处的检测值记为 F (517) 0。
	H.没有细胞的空白对照孔（加染料或不加染料均可），617 nm 处的检测值记为 F (617) 0。
	（3）根据测量数据计算死细胞与活细胞的比例：
	% Live Cells = (A - E) ÷ (F - E)
	% Dead Cells = (B - D) ÷ (C - D)
	注：所有的 F (517) 和 F (617) 都减去相应的 F (517) 0 和 F (617)
	5.确定某个区域活细胞与死细胞的比例
	通过制作 517 nm 和 617 nm 处的荧光光谱标准曲线，可以确定死细胞与活细胞的数量，每个染
	料的荧光强度分别与样品中死细胞或活细胞的数量成直线型关系。
	6.染色效果图（图 1）
	图 1 HeLa 诱导凋亡处理后 Calcein AM、PI 双染结果图


