
Calcein blue AM（钙黄绿素蓝乙酰甲酯）

Cat NO : IMFP-A002

产品简介

乙酰氧甲基（AM）的酯衍生物及其螯合剂组成的荧光探针广泛应用于活细胞研究中。羧

酸经过修饰转化成 AM酯基团变成不带电荷的分子，具有细胞膜通透性；一旦进入细胞内，

亲脂性的保护基团发生非特性的水解，从而生成带电荷形式的分子滞留于细胞内。通常情况

下，如果不发生水解，AM酯形式的探针为无色荧光状态；这一特性可用于判断存储液是否

发生自发水解。用于荧光探针的酯基与 AM酯类似，处理方法基本一致。

产品信息

表 1.组成信息

产品名称 产品规格 储存条件 保质期

Calcein blue AM（钙黄绿素蓝乙酰甲酯） 1mg -20℃ 12个月

使用说明

注意：产品中不包含可能需要使用到的 20%Pluronic F-127 助溶剂，客户需要另外购买或准备。

配制储存液

请使用高纯级的无水 DMSO溶解产品，DMSO 应存放于密封好的氩或氮气并保持干燥。

纯的乙酰氧甲基（AM）或其醋酸酯在 DMSO 中的溶解度较小（约 1 mg），溶解缓慢。由于

溶剂极易吸水从而导致染料发生降解，配制好的储存液应密封良好，在干燥条件下冷冻保存，



储存液在适当的条件下至少可以稳定存放 6个月，如需连续使用，请在配制后尽快用完。建议

用户尽量配制高浓度的浓缩储存液以减少溶液中 DMSO 的含量(理想值≤0.1%)。

使用 Pluronic F-127 助溶剂

由于某些 AM酯不溶于水，常常用低毒性的 Pluronic F-127®作为染料的助溶剂。可以将这

种非离子型去污剂溶于 DMSO，配成终浓度为20%（w/v）的溶液，然后用于配制染料储存液。

40℃温和加热可以促进 Pluronic F-127®在 DMSO 中的溶解，但 Pluronic F-127®会降低乙酰氧

甲基酯的稳定性，因此建议仅在配制染色工作液时加入。

注意：无论是否使用Pluronic F-127® , 请尽量将产品配制成高浓度浓缩储存液以减少溶液中 DMSO 的含量(理想

值≤0.1%)。

Calcein AM染色工作液的配制：

用合适的缓冲液，如无血清培养液、HBSS或 PBS稀释本产品，配制成浓度 0.1-5µM 的 Calcein

AM染色工作液。

注：Calcein AM 的最终浓度建议根据细胞类型和实验实际情况进行适当调整。

悬浮细胞的荧光显微镜检测或荧光酶标仪检测：

1、细胞按实验设计进行一定处理后，计数。取适当细胞 250×g 室温离心 5min，弃上清，加

入适当体积的 Calcein AM染色工作液使细胞密度约为 1×106/mL。

2、37℃孵育细胞30-45min，不同的细胞最佳孵育时间不同。可以考虑以30min作为初始孵育

时间，根据具体的实验情况进行适当优化得到更加理想的检测效果。

3、孵育结束后，250×g离心 5min，吸除上清液，缓慢加入 37℃预热的培养液重悬细胞。

4、重复步骤3两次或以上以充分洗涤去除残留的染色液。

5、更换新鲜的37℃预热的培养液，37℃再避光孵育30分钟，以保证细胞内酯酶充分水解Calcein

AM 以生成有绿色荧光的 Calcein。

6、250×g室温离心 5min，吸除大部分培养液，用剩余培养液将细胞重悬后涂片，在荧光显微

镜下观察或荧光酶标仪检测。Calcein 的最大激发光波长为494nm，最大发射光波长为 514nm。

如有需要，也可进行进一步进行其它荧光的复染，例如使用Annexin V-PE细胞凋亡检测试剂

盒或 Propidium Iodide/碘化丙啶检测细胞凋亡、Mito-Tracker Red CMXRos检测线粒体活力、

Hoechst 33342活细胞染色液染色细胞核等。注意整个过程均需避光操作。

https://www.beyotime.com/product/C0218.htm
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贴壁细胞的荧光显微镜检测或荧光酶标仪检测：

1、将细胞接种于培养皿、多孔细胞培养板或者细胞爬片上，按实验设计对细胞进行一定处理。

2、吸除培养液，用 PBS清洗细胞 1-2遍。

3、加入适当体积的Calcein AM 染色工作液，轻轻晃动使染料均匀覆盖所有细胞。一般 96孔

板每孔体积为 100μL，24孔板每孔体积为250μL，12孔板每孔体积为 500μL，6 孔板每孔

体积为 1mL。

4、37℃避光孵育 30-45min，不同的细胞最佳孵育时间有所不同。以 30min作为初始孵育时间，

根据所用细胞对孵育时间进行适当优化以得到更加理想的染色效果。

5、孵育结束后，更换成新鲜的37℃预热的培养液，37℃再避光孵育30min，以保证细胞内酯

酶充分水解 Calcein AM 以生成有绿色荧光的 Calcein。

6、吸除培养液，用 PBS清洗2-3 次，然后加入无血清细胞培养液后即可在荧光显微镜下观察

或荧光酶标仪检测。Calcein 的最大激发光波长为494nm，最大发射光波长为 514nm。如有需

要，也可进一步进行其它荧光的复染。例如使用Annexin V-PE细胞凋亡检测试剂盒或Propidium

Iodide/碘化丙啶检测细胞凋亡、Mito-Tracker Red CMXRos检测线粒体活力、Hoechst 33342活

细胞染色液染色细胞核等。注意整个过程均需避光操作。

流式细胞仪检测：

1、贴壁细胞胰酶消化后用培养液重悬，悬浮细胞直接使用，计数，取适量细胞 250×g室温离

心 5min，弃上清，加入适当体积的 Calcein AM染色工作液，使细胞为单细胞悬液，并且细胞

密度为约 1×106/mL，每个样品体积为 1mL。注：需要准备好仅含缓冲液的细胞样品用作流式细胞仪检

测时的阴性对照，该缓冲液与配制Calcein AM 染色工作液的缓冲液宜保持一致。

2、37℃避光孵育 30min。

3、孵育完成后，250×g室温离心 5min 收集细胞。每个样品加入 1mL缓冲液，轻轻重悬，250

×g 室温离心 5min收集细胞。注：本步骤可去除多余染料及可能引起荧光淬灭的试剂。

4、用 400µL缓冲液重悬细胞。如有需要，也可进行进一步染色。例如使用Annexin V-PE细胞

凋亡检测试剂盒或 Propidium Iodide/碘化丙啶检测细胞凋亡、Mito-Tracker Red CMXRos检测

线粒体活力、Hoechst 33342 活细胞染色液染色细胞核等。注意整个过程均需避光操作。染色

后，将样品置于冰上，可以在 1 小时内进行流式细胞仪检测和分析。
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5、注意使用仅含缓冲液的并且未经染色的细胞样品用于流式细胞仪的阴性对照设置。Calcein

的最大激发光波长为494nm，最大发射光波长为 514nm。

注意事项

1、本产品仅限于专业人员的科学研究用，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品或药

品。

2、为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。

3、荧光染料均存在淬灭问题，请尽量注意避光，以减缓荧光淬灭。

4、乙酰氧基甲基酯（AM）易吸潮，冰箱取出后请在干燥的环境放至室温后再开封。由

于试剂微量，开封前请将其短暂离心，以保证粉末落入管底。

5、Calcein blue AM对湿度非常敏感，粉末保存一定要干燥。Calcein blue AM储存液需要

分装避光冻存，且必须紧紧密封盖子，干燥保存。Calcein blue AM工作液必须现配现用。
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