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Annexin V-APC: Ex/Em: 650/660 nm
PI: Ex/Em: 535/617 nm (With DNA)
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LEARIEE- BB OEER, BHTESER.
2AEEERATHE, WEEREITKLERE, EFSHEEMERE 30 min,

3ETHARATE—MUERISE, EWERMERBRE 1h ZRHITOH.

4N TR IRACENE, ERRRIITLARAR Tip SkE LMY Tip kIR,
5 FOCHRNIF KA, RENERIREPBEREISEDS, LIHETEEX.
6 AP m{XPRTR, AMERTIRRZEEIRTT, MERTRANIAR, MEFRTEEEENA.
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EAPHRTERAE 3 B E ARSI
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AR BTERERYESRE,
PAMERTER: HERRSCICIRMERISCIGLERATRANG, BRI ERTIE R LAVE SRR AR AR,
EAPERIER: ETIAME, RRTERTLUAHRNEIZEENEE, LSS EE e EECERE.,

XA BEHEMRRERTEFREMEE, KEMERIRIETE.

e Sl
(1) YFRFHE

1) e TMAT RIS, 1000 pm B 5min, FLEE, WEHE, B PBS BREESMEHITEL
iE: PBS EBAEEENE, PBS ERMNTERREERETISMMAER, TLMRIEREE Annexin V BILES.
2) BY 50~1 x 106 NESAYHHE, 1000 rpm B Smin, FEF, A0 100 puL 1 x Annexin V S/ ETREEE2HE.
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3) O 5 pL APC-Annexin V, BRES.,

4) IO 5uLPI B, BREES.

5) =R (20~25°C) BEXHFE 10~15 min, FILAMERIEEHITEDE. WEIEFEILIERAMR 2-3 RUINEREHE,

(2) XFLEEARE

1) BHEEFRRHE—SEROERN, PBS WHRMEME—R, IMANEERMEMAERBER (A8 EDTA) HtHE. =ERBFEEER
B TR LAEREEEARINE T T REY, BIRIEIEEC. X— PRk RasnId EH L.

i WFEEMME, BRESHASREXE, BREEHCREMRTE, MRTERNDVITAGENE, SRERARIENRG, NTiSHHE
FRIASERYERPATE, BUAMNREIK, REFSERMRERGGTEMMRFTEAEEYE, EESXMARIE EBIERMLRELS Annexin
V BESNTFHREFHRATRMET,

2) IINLEZHUERRAEIERR, BARERIT TR, BBEIEOER, 1000 pm BLO 5min, FEE, WK, B PBS BRE
BEFHITEL

i A LZHhARIESRIFEESE, —HEUMECERFMNRERATERIFFERME, S—HEARIEFRPRIMmETLAGZD
FISrhFNFE B ROERES, TREBRIBREESIHICHBERRBLEEMAR Annexin V, SEEEKXY,

3) B 50~1 x 106 NESAIAAE, 1000 rpm B/ 5min, F_EE, SN 100 uL 1 x Annexin V EEETREREESMHE.

4) O\ 5 uL APC-Annexin V, BIFREAS,

5) AN 5pL Pl R, BRERES.

6) iR (20~25°C) EBEIFE 10~15 min, RJLAGEFRIESARHITESYS, WEIREFILUESMERE 2-3 RUAKESHREHR.

2EERDHT

(1) wR=CmpR e

1) BTG, BTERIA 400 pL 1 x Annexin V ESRPRESMIE, ZBI EHAGN, Annexin V-APC H 633 nm BOEEUR, 1@
SOCRFIFGETE 660 nm & (FL4 8¢ RL1 @&) , PI B 488 nm &, WNASHEGELE 617nm & (FL3 8 BL3 B#) .

2) EXEZERNMARNNOESEL, ETRREREME, 79 (Anexin V -APC-/Pl-); A TRBRARHATHE, 79 (Annexin V
-APC+/Pl-); ALSIREMFEMEIET B, /9 (Annexin V -APC+/PI+); A FSIREREZMIE, 79 (Annexin V -APC-/PI+),

(2) SSERRERIQN

1) 1000 rpm B/ 5min, WEHHRE, FF 400 uL 1 x Annexin V EERPREZESHE. BHEPBE 96 FUIRFITIERZISHTHE
RARE, BETSOLRRME T,

2) Annexin V-APC BJF3 APC 1ERRIEYSH, PI AJF Cy3 S& Texas ERARRIEH.

3ERER ()

1 PEERSEMHTLGIENIEREME, GEESEEEAT ERNMEEE, MEFSE+F 1o HRNSRR, Z2 £ Annexin V-/PI+,
HIRARID4ERE,; A LA Annexin V+/PI+, BEHRRTHREEIASE; G A : Annexin V+/Pl-, BERFTYME; A FF: Annexin V-PIl-, IE
HAE.
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2 BRFARE Jukat BSRATEREE., HPREH Amexin V EMIEIE (LA FITC Hfl) , O&HIREMIEE% (LL PL )
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	产品货号
	PR01089

	产品介绍
	APC-Annexin V/PI 细胞凋亡试剂盒（远红外，红色）提供了一种通过标记早期凋亡细胞（远红
	Annexin V（膜联蛋白-V）是一种分子量为 35~36 KD 的 Ca2+ 依赖性磷脂结合蛋白
	碘化丙啶 (Propidium Iodide，PI) 是一种 DNA 结合染料，它可以染色坏死细胞或
	图 1 检测原理图

	应用范围
	细胞凋亡检测

	储运条件
	4 ℃ 避光保存，有效期见外包装；冰袋运输。

	产品特点
	选择性多：类型选择多，选择范围广；
	稳定性好：荧光亮度高且抗淬灭性好；
	分群效果好：分群明显，特异性强。

	产品参数
	Annexin V-APC：Ex/Em：650/660 nm
	PI：Ex/Em：535/617 nm (With DNA)

	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.为降低细胞凋亡进程，孵育过程可在冰上操作，但孵育时间至少延长至 30 min。
	3.由于细胞凋亡是一个快速的过程，建议样品在染色后 1 h 之内进行分析。
	4.为了避免洗涤细胞时损失细胞，在吸液时可以用大的 Tip 头套上小的 Tip 头吸液。
	5.荧光染料均存在淬灭问题，保存和使用过程中请尽量注意避光，以减缓荧光淬灭。
	6.本产品仅限于科研，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品和药品，不得存放于普通住宅内。
	7.为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。

	自备材料
	1.耗材
	离心管
	2.试剂
	（1）细胞样本 (2) PBS (3) 培养基
	3.仪器
	流式细胞仪

	操作步骤
	1.实验组别设计
	无自发荧光样本
	组别
	Annexin V
	核染料
	样本类型
	空白对照组
	-
	-
	不做任何处理的细胞
	阴性对照组
	+
	+
	不做任何处理的细胞
	单阳对照组 1
	+
	-
	有明显的凋亡的细胞
	单阳对照组 2
	-
	+
	有明显的凋亡的细胞
	实验组
	+
	+
	实验组细胞
	自发荧光样本
	组别
	Annexin V
	核染料
	样本类型
	空白对照组
	-
	-
	不做任何处理无自发荧光的细胞
	阴性对照组
	+
	+
	不做任何处理有自发荧光的细胞
	单阳对照组 1
	+
	-
	无自发荧光有明显的凋亡的细胞
	单阳对照组 2
	-
	+
	无自发荧光有明显的凋亡的细胞
	单阳对照组 3
	-
	-
	带自发荧光的细胞
	实验组
	+
	+
	实验组细胞
	空白对照：调节阈值和仪器电压。
	阴性对照：排除实验操作对实验结果的影响，扣除荧光背景，同时还可以作为实验组划门的依据。
	单阳对照：调节补偿，同时也可以辅助调节该通道的电压，防止信号超出仪器接收范围。
	实验组：用空白管和单染管调节好电压补偿后，获得所需要的流式数据。
	收集细胞
	（1）对于悬浮细胞
	1）在进行完细胞凋亡刺激后，1000 rpm 离心 5 min，弃上清，收集细胞，用 PBS 轻轻重
	注：PBS 重悬不能省略，PBS 重悬的过程同时也起到了洗涤细胞的作用，可以保证后续 Annexin
	2）取 50~1 × 106 个重悬的细胞，1000 rpm 离心 5 min，弃上清，加入 100
	3）加入 5 µL APC-Annexin V，轻轻混匀。
	4）加入 5 µL PI 染色液，轻轻混匀。
	5）室温 (20~25 ºC) 避光孵育 10~15 min。可以使用铝箔进行避光。孵育过程中可以重
	（2）对于贴壁细胞
	1）把细胞培养液吸出至一合适离心管内，PBS 洗涤贴壁细胞一次，加入适量胰酶细胞消化液（不含 EDT
	注：对于贴壁细胞，胰酶消化步骤很关键。胰酶消化时间如果过短，细胞需要用力吹打才能脱落，容易造成细胞膜
	2）加入上步中收集的细胞培养液，把细胞轻轻吹打下来，转移到离心管内，1000 rpm 离心 5 mi
	注：加入上步中的细胞培养液非常重要，一方面可以收集已经悬浮的发生凋亡或坏死的细胞，另一方面细胞培养液
	3）取 50~1 × 106 个重悬的细胞，1000 rpm 离心 5 min，弃上清，加入 100
	4）加入 5 µL APC-Annexin V，轻轻混匀。
	5）加入 5 µL PI 染色液，轻轻混匀。
	6）室温 (20~25 ºC) 避光孵育 10~15 min。可以使用铝箔进行避光。孵育过程中可以重
	2.结果分析
	（1）流式细胞仪检测
	1）孵育完成后，可直接加入 400 μL 1 × Annexin V 结合缓冲液重悬细胞，立即上机检
	2）在双变量流式细胞仪的散点图上，左下象限显示活细胞，为 (Annexin V -APC-/PI-)
	（2）荧光显微镜检测
	1）1000 rpm 离心 5 min，收集细胞，用 400 µL 1 × Annexin V 结合
	2）Annexin V-APC 可用 APC 适用的滤光片，PI 可用 Cy3 或者 Texas 适
	3.结果展示（示例）
	图 1 中左图为没有做任何处理的正常细胞，右图为诱导细胞凋亡后的细胞组。两图中均有十字门划分出各个象
	图 1 流式细胞仪结果图
	图 2 是悬浮细胞 Jurkat 诱导凋亡后染色图。其中绿色为 Annexin V 染色细胞膜（以 
	图 2 荧光显微镜结果图


