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Mitochondrial Membrane Potential and Apoptosis Assay
Kits
15 min —2M9e, SRHPIRABAAST #R. BT, BEREERS

EmEs: 21207
FZ@mMig: 10T, 50T, 100T
fEIEEM: 4 °CBMRTE, KBIEH

e

7K 7= B AMitochondrial Membrane Potential and Apoptosis Assay Kits (ZeRI{RIEE A AEATHRMRFIE) , %OESE
2 MitoBright™ 630, NucTrack™ 488 Caspase-3/7 Substrate, EthD GoldX Hoechst 33342, & AEHSLIMMABETEFIRTS, A
TR R AR E MR ERNTIZ . BN RIEEMIE 4D

(1) MitoBright™ 630 #[F38: EAEZLKNARRNIR BRI LR EBRA, EEMAEF, MitoBright™ 630 Xf4&H
FFITHERMRE, EATARLRE; @RLERATE, SNAEBATE, RRNESRERNIRERD, KRB
SiEK;

(2) NucTrack™ 488 Caspase-3/7 Substrate i) AI #& M ZBAE A B Caspase-3/7, AI#EE KB Caspase-3/7 7 11E,
B HIDNALR B ERL 57 F o FEUHIDNAZR BRI FIERHN A%, SDNAGEEFERTMNERETRL;

(3) EthD Gold AMRE AT IAFLMMARFER MRS, (NEEH NAMRER R GEEETMIAR AR, LRI,

(4) f&BfiHoechst 33342 A B R R HROZFIE M, XA BMMMMEIZHITE BERE, (EARET RS EERIE
HIRERS.

HETERGESEENTIAESFRTEENSHNHR, AANSESEENY: BTE—BELEEMBHRES
FEENMCET, EARFESES SN ESSIMERIARRA, AT, MEMATRHE; SRR EEd
393, MitoBright™ 630 EF A FAEIREMMEMMS M, EEKITEFEHMAK %, NucTrack™ 488 Caspase-3/7 Substrate
SCaspase-3/7 S5 EHS, EthD Gold PN EFEFMAE, FRHARENERM; MitoBright™ 630 S5Hoechst 33342 2H(E
SHARE, IHKNEMNE; ESEYZ, IREAEEMENE, BLEBRERGRRIXMEARSH, HZERT
WTFEPRUET/ARE TS IS MMR. KNATIEERR, AREYZEMAIREZMIGR.

HRIRTHRES & CaspaseZK & E AMIE L R AAIE T # M IA 2 EME S T IRIEP O ESH, ZENRERSENTTHE
R THHIZEXEE., AEESRKRENRS, @RATSHFENFEEXS . SEEBMASTHERATHERX
Both, RERERRLZEELR (NMEBMEATHEN, HELHEMRITHET) RAMERNSINXRIAT . KiflER
B SHE LSRN, FIER—MAEFEAR T EIFT KRBV R IERAER . Caspase-3/7 SEWIRS RMMEFEER: EHEZ
PiFiES, ERIRFITHAESHBARDATHNE, FARURENARES51Z31E; EREEYFEMRGD, FLEM
XA HEMEMEAT SIERILE S, AMERAHEIRFRREERKE; EERSENRP, E2E KRN RIEX 4
RIRGEIEE R AN . HXUH “—ub” 288000, TR TRERERENNERYE, ARMARRERESE. 8
AR EIR, MARAZUHEEMRAE, BRAMENF. HBEFREFMRIENEETR.

MAEE: SEMAT RS RA AN, SXMRENATEIREN; HREETREHRESER;
BUSIREF SR AN; ARSI RRFERINENS; SaARBADAT S

PR

o HIMASHEER . IRILENBEAY Caspase-3/7 5EME . LRRIAREENAL, IR RIBERIRTS;

o RMFRME: HEMPAM, EthD Gold (NIEMEREMETHN, HMRES Pl “BRENSR" ERMRTEIRY, BRT4%;
o EEHZARMEE: IHRAENMBENE (EWATHM) SRS BEEESHTER) ;

o RIEEEY: —PRERATEREZSEEN, TEERMLE, SRTEEBIRANCESEMEGEN;

.
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T ERERE TR AR

() PROBELIVES

PRAAME - BASRSE

o SAEAT:
® KBS MitoBright™ 630 T/EREZMHRIK, 7E&ERFICHEIEMN;
o HUEMM: FRAEM R IEK.

@Sy

® NucTrack™ 488 Caspase-3/7 Substrate Ex’Em: 500/530 nm;
® EthD Gold Ex/Em: 532/625 nm (454 DNA) ;

® MitoBright™ 630 Ex/Em: 622/648 nm;

® Hoechst 33342 Ex/Em: 350/461 nm (£5& DNA).

BAZEENE 15 min, TRTEZSSEMRIE, KIBRASKEYRLERE);

s
B9y 10T 50T 100 T
A. NucTrack™ 488 Caspase-3/7 Substrate 50 uL 250 pL 500 uL
B. MitoBright™ 630 10 uL 50 uL 100 pL
C. EthD Gold 10 uL 50 uL 100 uL
D. Hoechst 33342 10 uL 50 uL 100 uL

Er A BRI HAT 96 FLARIE K AR BT I B =T 400 69 4L A

AEEW:

o ZIXFIZWIATAREENMA. FRTEERTEEMBIARFHECMBLER . FRERLERETHEMNZEE.

® EthD Gold AJ#HTi& HiIFRRIR G ELFHIFMELL .

o EWASRPRERLBHNXNRA, RN PATEHME.
o XIS P IR RBNARTE -

o KEmNRTHMARH AR SERTERIEEA.

® ATHMREMBER, FEREMESAIUERENE.

sEF AR :
1. RAFES:
o BXFIEZEBNMEEER, HZEEPBSE MR,
2. {UEBHER:
0 THEME: BME/LKEHKEXEm: 500/530 nm Ex/Em: 350/461 nm Ex/Em: 532/625 nm Ex/Em: 622/648 nm;
o SRsUZMRE : WONIEIEM & /& S K Ex/Em: 500/530 nm Ex/Em: 350/461 nm Ex/Em: 532/625 nm Ex/Em: 622/648 nm;
3. MERARE:
NucTrack™ 488
A5l Caspase-3 EthD Gold MitoBright™ 630 | Hoechst 33342 el
Substrate

2y =pog: - - - - R IE

R Fop:] + + + + TR TR
EAFAXTER 1 + - - - BEEFAERARAT
EAFAXTEE 2 - + - - BEFINIEFRERT
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BFENTER 3 - - + - BERAEFAEAT
BPAXTEE 4 - - - + BERLEFAEAT
LR + + + + SCIG 4R M

o TZHXIAE: FHEERWHATI, BNAREEHNELWN. RN TR FASSEMLE.

o MAMIIALE . HIFRARNMIERMLES, WIERenERT.

o HPAXIALE: HIRRKK B, REESRESH. RN FIEHIME.

4. RS (96 FLiRD

o RIESLUIGIT, XTMAFHITHENAMAE.

= BEPE®

FR—: CRERFERN GERTERHM)

1. WS RMAR:

() WEHFNEZHRBREBLOEFR.

(2) 1000 rppm, ZEREWL 5 min, JMOREFELEFER.

2. MRRERSHE:

(1) {£f PBS EE&HMAITEL.

(2) BY1-1.5%10° N4AAE, 1000 rpm {E®E:(> 5 min, B4 PBS.

(3) {9 100 pL PBS E&. 1000 rpm {KIEZ > 5 min, KRR LEE.

E: BRBEENmIAER BRI, RERRAENREERE KT, BARTREN AR LSRR A4 R ERE,

VAR BT LS P a I AT #E A .

Er e RAIRB O, T AFERFILREH SN OITFHAITER,

3. YRRt

(1) §F/SEFERH100 uL PBSEZ4MH, fINS LS A (NucTrack™ 488 Caspase-3/7 Substrate), 43HIAMA1 pLLE 5B
(MitoBright™ 630), £A43C (EthD Gold)ZH43D (Hoechst 33342), ZREMITRS.

(2) EREEEEE 15 min (FERTEATRBEASLI L RMKAL)

E: SRFOER S, AT RBE R iRt £, LB RE I SR E A R B R AT,

4. FEEEER:

(1) WELEFRRE, 1000 rpm, EESEM 5 min, YEMARE.

Q@) MLRFERRNEER (KAER, FZSLE .

(3) fn 100 uL PBS R EEMMA, HITHEER, B, WELER.

(4) B 100 uL PBS BEEBMAM, HIAAFNHER.

5. BNENES5IE:

(1) 96FLIRE: 100 pLARRERGMMANOCFLIR—NFLF, FERZI, HHAMERATEMKS, ETRLERBETUE.

Er LR AR R 2 T AR M LT A9 E A TR, SMEBALE T s T 70%-80% A R .

(2) EIFRZE: B0-20 pLAfE SR EMTFiEe8EA £, RESEEER, BRTESHE, ETRARMEBTUE.

(3) DAETREALRFHET, SHHITHIHE.

BRI RARNTAN GERTMEM)

1. HRRALER:

(1) RET—REFLRPIEMER, FEMECEEILERI70%-85%, FFHANLEE %R IB4mAe.

2. YHRRGETE:

(1) EREEFIRPRFHEIERR.

(2) RIFBEFRAE, MR AFARPBSRE R MAA—K (fian: 96FLARAN100 uL/FL, 48FLARAN1SO uL/FL, 247L4R
250 uL/FL, 12FLARAN500 uL/FL, 6FLARAL mL/FL) . HE%EIR4%PBS.

3. BIERETIER:

(1) #ZHBE100 uLAAINS uLEASA, SFRIMANL ULEASB. AHC. BADERMAZIPBSH, RIEM.

Er B R T RE TR e mAa At £, TR R E B AL E 69 N ST,

4. YApASEtE .
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(1) EEFLFMANBEAEROEETER (FRESEL, Fl20: 96FLARM100 uL/FL, 48FLARM150 pL/FL, 24FLHRAN250
pL/FL, 12FL4RAn500 uL/fL, 6FLARAN1 mL/FL)
(2) EERAEEE 1S min (BEMEATRBEASLIWEERENL) -
5. B
(1) WELERE, RFSFLPHRETER.
(2) TBEB2MAT, IMAPBSH&LERE.
6. BNENESINME:
(D) FFE, SFLMARATREIPBS, LURFFLRSTIE.
(2) BEEFESRETRALEMBTUEMAR., BALHEERAFRE—.
FR=: RAMBMEN (ERTRZSMELMAR)
1. WESHIE L MERRE:
o M. FEAE—, mAE4x10%-6x10° A,
® NLEELHA
At EpE R RERE EEANBLOERNEA. WEEMEMA L E PBS Eik—iB, EkER PBS I EREIHER DI
FEMEOLERA, 1000 rpm, =BEZED 5 min.
b.IINIE 2 BRES H LR L 4RAe.
E: TRERAER B . HALIE. CHILBERIES A RRENERIEME.
ck#E: MA “a BB BLEASANMEMIEFRE, KIEHEK.
dBEEEREBRESENELE, 1000 rpm, FBEL 5min, RFLF.
etk a BE d SEHHIMA;
£l PBS ERMMAOH HITHRITE;
2 B 4x105-6x10° N AAE, 1000 rpm, EBEZED 5min, WFLF;
h.100 uLPBS &%E4RAE, 1000 rpm, Z=RED 5 min, WRFLH;
VR BREEIH AL B BT TR A AR KA. HALBT iR, mARE B R A kAT F BB AR B i RAURAR, SR M T
a9 fadE; BT R, BRI AR M TR b,
2. YHpmRtE
(1) F100 uLPBSEEAA;
(2) A5 uLEA %A (NucTrack™ 488 Caspase-3/7 Substrate), 43 BIAIAL pLZH5TB (MitoBright™ 630). 2843C (EthD Gold).
2043D (Hoechst 33342), BRRERMKITRA;
(3) EREAFEE 15 min (FFEHTERMRBIASLIEE R -
3. EREEER:
(1) WBLRGE, MA400 LLPBSREEEMM, FIBAN LS.
4. EHLEM] .
(1) BEE: ZETAREB RFITRREN, URIERAESTEE.
(2) AR AL TR AN BIE TEHIT .
(3) BEBEEAXME CGRABME) BEWHHRE, FHBREUTLIRRETA.
(4) SRIEHMBAMEXTERAPAMEXT R, #IASKIGIR R AR .
(5) HmEWMEIHR, ERHSIEBFITRARE.

= GRYNE:
L BN (BRFR -
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NucTrack™ 488 Caspase-3/7

(1) BAM4E: K5621F

EthD Gold

AR ERRERIRAE

PR - BRRSE

MitoBright™ 630

- - - - - -
- - - - - -

Hoechst 33342

Merge

[&] 1. Mitochondrial Membrane Potential and Apoptosis Assay Kits 5510 AR

630, Hoechst 33342 [E] RT3t f54 B EiMerge ;
(2) BAMA: FSATERERIK 6248, #1TNucTrack™ 488 Caspase-3/7 Substrate

MitoBright™ 630, Hoechst 33342[E]Rf /5

ERFNE:

ZHEM (RBARE.
REATIEE (TRIEE.

E:

<— ploO aud

BAMELE

PR
(2h)

PRELR
(4h)

IEFE YA

FEERRAA, K562 ApREZiT

EthD Gold 155

A B EMerge.

LRI MitoBright™ 630 4L 8, Hoechst 33342 G 4RMAAZ AR IE
M B
MAEN BB EER)

M (HRERARE.
Hoechst 33342 5 4BAE4%
TRATIESRE, SRIAREMNTMEIIEBESK, Caspase-3/7 HMEARTIEM, RIAHYHEIET 4
MRPATIER, SEMMAT, RIIZAYIREH T HERAET

Ekmr

e gy e s . _ _ o e s
TR 25 BT AL B AR AL 2E . BRAF &M, @I EARF 2 FF A TR, AFPIRELE,
\/
2. BRSO GRAARL -
Caspase Z Hoechst 33342 ——>
&
< B P2 % B - Q1-LL B Q1R B - Q1-UR
= JQ1-UL(0.00%) T "Q1-UR(2.58%) = Q2-UL(0.00%) Q2-UR(99.42%) Q3-UL(0.00%) Q3-UR(31.61%) Q4-UL(0.00%) [Q4-UR(8.42%)
B ] ; %] %]
= ° o °
5 AL
<% 2 < : < <
W< o O N Se O
S : oe) % o g? S
3 G S 3 2 g
3 g 3 3
£ ! =2 =2 s
inod \l/ So4 Sod So4
o r 2 2 °
© K 3 o« e o
% ] 5] % ]
Q1-LL(88.78%) Q1-LR(8.65%) = 3Q2-LL(0.00%) Q2-LR(0.58%) ~ 3Q3-LL(0.00%) Q3-LR(68.39%) = 3Q4-LL(0.00%) Q4-LR(91.58%)
0 104 108 108 103 104 10° 108 108 104 108 108 103 104 10° 108
488caspase-3 FITC-A PB450-A PB450-A PB450-A
<“ B 2h: P2 FA 2h: Q1-LL Bl 2h: Q1-LR B 2h: Q1-UR
= JQ1-UL(0.05%) Q1-UR(17.03%) Q2-UL(0.00%) Q2-UR(97.62%) Q3-UL(0.00%) Q3/UR(30.64%) Q4-UL(0.00%) lQa-UR(0.48%)
<] %] <]
<G | < < <
Y £% g% g%
5 < << <
2 2 g S
3 g 2 g
3 A 3 A
el 2% £v ] £y
© . o« e o
s ] 5] s ]
Q1-LL(13.26%) (69.67%) = 3Q2-LL(0.00%) Q2-LR(2.38%) ~ 3Q3-LL(0.00%) Q3-LR(69.36%) = 3Q4-LL(0.00%) Q4-LR(99. 52%]
0 104 108 108 103 104 10° 108 108 104 108 108 103 104 105 105
488caspase-3 FITC-A PB450-A PB450-A PB450-A
<“ P 4h: P2 FH 4h: Q1-LL B 4h: Q1-LR P 4h: Q1-UR
= JQ1-UL(0.53%) Q2-UL(0.00%) Q2-UR(92.65%) Q3-UL(0.00%) Q3-UR(0.93%) Q4-UL(0.00%) lQa-UR(0.68%)
<] %] <]
<6 | < < <
o £ g% g%
= < < <
= 2 g S
3 . g 2 g
2 s ) £ S .
e . So4 So S%o
8
o] P N o “
Q- LL(10 59%) Q1-LR(49.93%) 23 Q2-LL(0.00%) Q2-LR(7.35%) 23 Q3-LL(0.00%) Q3-LR(99.07%) 23 Qa-LL(0.00%) Q4-LR(99.32%)
0 ‘\04 108 108 103 104 10° 108 108 104 108 108 103 104 10° 108
488caspase-3 FITC-A PB450-A PB450-A PB450-A
2. Mitochondrial Membrane Potential and Apoptosis Assay Kits 8534
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A, #1TNucTrack™ 488 Caspase-3/7 Substrate, BF™ 647-Annexin V. EthD Gold, MitoBright™

BF™ 647-Annexin V. EthD Gold.

; JAT"4RAE: Caspase-3/7 j&TERA

MR BEAZIEM) , Zeritk
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LLFSC-SSC M 80 =&, REEMAMEE, FHidE 10000 MEMH, LA Caspase 73 X i, EthD Gold 7Y %1, 452
Bt RiEREE (ET) « REATHN (AT « BEPATHN (AL) ; AR Mmes GRBRIR) #1745k
{RBEEE IS4, LA Hoechst 33342 J9 X %f, MitoBright™ 630 Jg Y 4h#& M £ KA B B AT ZE 1L 1B 5
ZERFNE: LAMA (2h) Af CATZHAMLIE 2L « EBAURSEERAR (ET) « BHATHR (BT) .
MEPAT 2R (AL) , B Bl REBERMAEPBLN RS (AR GEL; & B2 REAREDA TP BRI R IR L
AERY L, [ B3 REAREHAE T AR A Lt R B R (L 4B A L .

E: b b AER & Emid (10000 ANmfe) 69 Bk, mASAE B P EATRRSFHT, A EAIRIE®ALE 005 5]
b & B BEARE LA,

ZRHE 1 HE= MRS B b AR B AL AR G 2 AREE N

fBl:  (LUATIES 2 h AFD

WERHATHMEREAAMMAENE: 10000 X 69.67% X 30.64%=2134

ZRAE 2: BRSDATIESE, BERATESHERIGMERIAERA T, Caspase 555 EthD Gold {55140,
RENZAYMRE T AR ET .

i FIRARMLER T A MARMABLE . BAFFMFERZAERR, ATHRRELE.

ERRERSRE:

® [o]: AILMERERISREGEMAEE M2
E: ENZATHENARRS, RefEEmaES AT REHTRN. mRGEeETEE, @MEETEEEiEe
BELT, AEERBEMNAEMHEMAMLATRIES.

® [ERHEAFEMAER!, A LIRIFEHD GoldMAEIFPIHITARIT?
%&: EthD Gold #£5 Pl ABHERINFELERMERM £, RULEEFEFENMRE:
a=EES: 5 DNA ZEAFRABELL EthD-1 BIEH 45%, FIEBATESERE, HABIRRKME K.
bAFFMELF: HFEX BEBEMEKRE™E, URCEFERROMAE, THRE “REERSR WREPAT, &
DERBAME .
c.EHEMEMR: TMEREFLL PLE 3-7 ERIFNARIEFHESRL, KEEHE/LFERSEFIINMMEET, RAFTLEE
EeflsE A E L.
d.JT RNA Fif: JLFERES RNA &4, TEFHI RNase L IE, DNA B EET4%, RREHFE CVIEEN.
e BEGA: WS HE L EthD Gold FEME SIAMEBIIER, FEI/MEHAARE=FABREMW, ET gate RIE.
LREABE RN : BEMATERE, B “EFR-LH” REPESRE, BEaHHRRETSEHI PLE LAGER-
I BEIRE .

o |a]: NGB AT RN A BREIEF MRS FRE?
E: APNEBEENEREESEERATIIA AN, XEMBMMEE S NEHEIR, SHSEEFES, RERNNE
XA MAEE EiE, BMNRNERFATATRIAT MM FIS BRI, WHYER & MRS RN
KFFESRIRFINT; BRRIE T E & G R AR 5 =AY T FIRRES .

{URIFIMEIREIE FSRAFIRFRIZERERATT XMtk www.probelives.cn
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	15 min一步四染、线粒体膜电位检测 健康、凋亡、坏死精准区分
	产品货号：C21207
	储运条件：4 ℃避光保存，冰袋运输
	产品简介：
	应用范围：活细胞凋亡过程实时动态或终点观察；各类细胞常规凋亡数据检测；药物/应激条件下凋亡活性筛查与
	产品特点：
	产品参数：
	产品组分：
	注：试剂盒使用次数为进行96孔板荧光显微镜检测时可检测的微孔总数。
	注意事项：
	 该试剂盒必须用于未固定的细胞。染料不能用于固定细胞或组织中的活/死细胞鉴别。染料在染色后不能耐受固
	 建议在实验中设置单染色的对照组，流式检测中用于调节补偿。
	 本产品仅限于科研用途并且不得存放于普通住宅内。
	 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.试剂准备：
	 将试剂盒各组分恢复至室温，准备足量PBS缓冲液。

	2.仪器准备：
	 荧光显微镜：激发/发射波长Ex/Em：500/530 nm Ex/Em：350/461 nm Ex
	 流式细胞仪：检测通道激发/发射波长Ex/Em：500/530 nm Ex/Em：350/461 n

	3.对照组设置：
	 空白对照组：评估背景荧光干扰、检测细胞自身的自发荧光、流式检测中用于调节阈值和电压。
	 阴性对照组：排除染料的非特异性结合，验证染色的特异性。

	4.细胞准备：（96孔板）
	 根据实验设计，对细胞进行相应的药物处理。

	二、操作步骤
	方案一：荧光显微镜检测（适用于悬浮细胞）
	1.收集与洗涤细胞：
	2.细胞重悬与计数：
	3.细胞染色：
	（1）每孔/每管使用100 μL PBS重悬细胞，加入5 μL组分A (NucTrack™ 488 Cas
	（2）室温避光孵育15 min（孵育时间可根据预实验结果优化）。

	4.洗涤与重悬：
	5.显微镜观察与拍照：
	（1）96孔板法：将100 μL细胞悬液加入96孔板一个孔中，静置片刻，待细胞自然沉降贴底后，置于荧光显微
	（2）载玻片法：取10-20 μL细胞悬液滴加于洁净载玻片上，轻轻盖上盖玻片，避免产生气泡，置于荧光显微镜
	（3）分别在预设的滤光片条件下，寻找并分别拍摄。

	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胞。

	2.细胞清洗：
	（1）直接在培养板中吸弃细胞培养液。
	（2）根据培养板规格，加入对应体积的PBS轻柔洗涤细胞一次（例如：96孔板加100 μL/孔，48孔板加1

	3.制备染色工作液：
	（1）按照每100 μL中加入5 μL组分A，分别加入1 μL组分B、组分C、组分D染料加入到PBS中，混

	4.细胞染色：
	（1）向各孔中加入对应体积的染色工作液（体积同步骤1，例如：96孔板加100 μL/孔，48孔板加150 
	（2）室温避光孵育15 min（孵育时间可根据预实验结果优化）。

	5.洗涤：
	（1）孵育结束后，吸弃各孔中的染色工作液。
	（2）按步骤2的体积，加入PBS洗涤细胞。

	6.显微镜观察与拍照：
	（1）洗涤后，每孔加入对应体积的PBS，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（适用于悬浮与贴壁细胞）
	1. 收集与制备单细胞悬液：
	 悬浮细胞：同方案一，最终取4×10⁵-6×10⁵ 个细胞。
	 贴壁细胞：

	a.将细胞培养基吸出至适合的离心管内备用。贴壁细胞用少量PBS清洗一遍，清洗后的PBS吸出后同样转移到盛
	b.加入适量胰酶消化液消化细胞。
	c.关键：加入“a步骤”离心管内备用的细胞培养基，终止消化。
	d.将细胞悬液转移至合适的离心管，1000 rpm，室温离心5 min，吸弃上清。
	h.100 μLPBS清洗细胞，1000 rpm，室温离心5 min，吸弃上清；
	2. 细胞染色：
	（1）用100 μLPBS重悬细胞；
	（2）加入5 μL组分A (NucTrack™ 488 Caspase-3/7 Substrate)，分别
	（3）室温避光孵育15 min（孵育时间可根据预实验结果优化）。

	3. 洗涤与重悬：
	（1）孵育结束后，加入400 μLPBS轻柔重悬细胞，制成流式上机样品。

	4. 上机检测：
	（1）重要：染色完成后1 h内进行流式检测，以保证荧光信号稳定。
	（2）用流式细胞仪在预设的检测通道下进行分析。
	（3）首先通过空白对照（未染色细胞）调节电压，使细胞群位于坐标系左下角。
	（4）然后检测阴性对照和阳性对照，确认实验体系成立。
	（5）最后检测实验样品，记录并分析细胞的平均荧光强度。

	三、结果判读：
	1. 定性分析（显微镜）：
	（1）阴性组：K562正常细胞，进行NucTrack™ 488 Caspase-3/7 Substrate
	（2）阳性组：诱导凋亡处理后的K562细胞，进行NucTrack™ 488 Caspase-3/7 Sub
	结果判读：


	2. 定量分析（流式细胞仪）：
	常见疑问与解答：
	 问：可以在染色前或染色后使用固定细胞吗？
	 同样作为死细胞染料，为什么选择EthD Gold而不选择PI进行标记？

	a.亮度更高：与DNA结合后荧光强度比EthD-I再提升45%，同等曝光下信号更强，拍照或流式检测更敏感
	b.特异性更好：分子量大、膜通透性要求更严格，仅标记膜严重破损的细胞，不标记“轻度膜渗漏”的晚期凋亡，减
	c.毒性更低：工作浓度可比PI低3-7倍即可达到同等或更高荧光，长时间孵育几乎不引起额外细胞死亡，流式坏
	d.无RNA干扰：几乎不与RNA结合，无需额外RNase处理，DNA群像更干净，流式直方图CV值更小。
	e.分群更锐利：双参数图上EthD Gold阳性群与阴性群间距大，早期/晚期/坏死三种界限清晰，便于ga
	f.兼容固定前检测：虽同样不可固定，但在“活染-上机”流程中信号稳定，固定前拍照/采集不会出现PI常见的
	 问：使用贴壁细胞进行流式检测时为什么要保留培养细胞的培养基？


