PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

BF™ 594-Annexin V/Hoechst 33342 Apoptosis Kits
15 min —EWR, ABEWNRATAIFITE, HEEEER. FTHm

EmEsS: C21407
Mg : 10T, 50T, 100T
fEIEEM: 4 °CBNRTE, KBIEH

P

BF™ 594-Annexin V/Hoechst 33342 Apoptosis Kits—REM W AMATHMN TR, 8d “BEmL SR (PS) SN+
LML E" WNSHOSEIFCREE, SSIEREM,. ATaRNESXAREXN . HAORNREEWEA:

(1) $t3OATHMPSINITFYE, RASRE. XIZEMIBMBF™ 594 #ri2Annexin V, EHFBEFN ST SHME
ERENPSHEMES, EATHEEMIERNL,

(2) f&BhHoechst 33342 LB LR LM IE M, MAEMMENMEZEITEEBERE, (EAMRITHSESERKIE
HRRENS;

(3) IxAnnexinZE &M RN AR MIZEEMpHES BFRE, REEALAFEESKAREM.

HRTHRSZRNTIE, ARFETNEEZEYBITRHINOBURE, RXMARIRIHATENX 7 A28
AT, RN, ERERAEMBETHHESENER, LHEANSEEATHE, EWATHMESMRRER
FrgbEfil. BF™ 504 #Rid AR IEFFFMLEE . ESHA COLERFUERNENR) « Sttt F5S, TZNAT
RAEBAR, HARMBENE, AWiFEFIATITEREMEYFEMARFGR.

WHROAT S EIFESHE, HERITHERFEXNEREVEX, BERNWATIRERBITERIG . FLET
WP ERTT . KXFEEENTLIREME, ELIMMRIFTPEAEEEER: RRERAFTTIIVATHENES
O, ERAERETRENARMEATHSTN, EHYIFEFATRETFGEEAYNIRATHIUATEME, R
& A T ZE MR P ATEENIEERS. EOBTHEEMRIES TAENENKE, BIHhRARSIER
BUERHIE, SMENRFBIHIARS IERECEEEENITANE.

MAEE: EEERAT R EENE; SRMEEMHTRERN; AYEHEE TADEERESER; B
5175 MRS IERERE RN ; AT BB RARREEIERR;

PR

® KAESInTFILEESIZE : BF™ 594-Annexin V L BIES (R FHKEIK 617 nm) AIAEHMAE B & KA T, Hoechst 33342
HEEGRES (XK 461 nm) SUGESHEERFREE, WESEEE, RUERRHIERK;

o EMRSMEER . AifpiRtBENMEMAIERER;

o EMZARANTES: THLARRENE CEWATHR SRAMENUIH (EEATE) ;

o RIEEEY: —PREATEREZSEEN, TEERMLE, SRITEEBIRANCESEMEIGEN;

o SHAR: BEFEREINE 15 min, TRTEZSSRMRE, KIBRASZHRHEREERE;

o TREBEMR: BF™ 504 KIBEMR, WIRATEMIES EM.

FmsY:
® BF™594-Annexin V Ex/Em: 590/617 nm;
® Hoechst 33342 Ex/Em: 350/461 nm (454 DNA);

FEEhER ST
R4y 10T 50T 100 T
A. 1xAnnexin V Binding Buffer SmL 2x50 mL 3x50 mL
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PROBELIVES HHRFESRHEERAT RN - TSR

B. BF™ 594-Annexin V 50 uL 250 uL 500 puL

C. Hoechst 33342 10 uL 50 uL 100 uL

Er XA B R RE A BAT 96 FLAR I B A e I B ST 48 G A AL A

AEEI:

o (FFAMGELMARIITSCIORN, FRREHTHUENMMN, YRFERSGILEMEREPMHLREE, SUEEES
R Annexin V, SERERY.

o ASLIGhAREWEFAREEEEMA, Annexin VIKE T ES MM P MR MMER TEE. ZEEEETRIMELIE.

o EWALKPRERLRENIRE, RAEN+AFEHME.

o AERNIRTFHARABEHFBEFASERTEEEEA.

o HTHHMZEMBER, FEREMEENIRETRENE.

EF AR :

— ZWEEE

1. RS

o FRAFERENMREEER, HEEEEPBSEHR.

2. (RS

® AR BMA/ AFHIKEXYEm: 590/617 nm Ex/Em: 350/461 nm;

o SRXMBEIL: MBI K/ K SEKEXYEm: 590/617 nm Ex/Em: 350/461 nm.
3. MRARE:

B35l BF™ 594-Annexin V Hoechst 33342 e ET
=EMNR - - ENG OS]
A1 %of B + + NG CEREESED
PRAXTER 1 + - BFSFIERRERT
PAXTE 2 - + FSFIERREAT
SEIG4R + + SCIG4A AR

TEXMRE: TEERWETIH, RNARESNBELZYSE. RN+ ATFALRERBE.
PAMEXTERLH : HERRARIIERRMSEE, WIERENERME.

SPAXTERLE : HRRTOLRM, REESEESK. RAKNPIFTHME.

4. YRR

o IRIFSLIIRIT, STHpRFFITHENAZAMLIE.

= BEPE

FR—: CRENFRN GERTRF4HM)

1. SRR MAR:

() WEFNEFRRBREBLEF.

(2) 1000 rppm, ZEREWL S min, MORFLEFER.

2. MRERS

(1) {£F PBS E&H M.

(2) BY5x10%-10° N4AAE, 1000 rpm {KIRE > 5 min, K& PBS.

(3) 1$H 100 pL 24 A (1xAnnexin V Binding Buffer)Z&. 1000 rpm {KiRZ (> 5 min, £ LEE.
E: RS EmAERERRTA, RERRMEIREERE —HKIPT. BARTHREH AR LL R &4 R ERE,
VAR AT ALER P e E W T 9 A
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PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

3. YApRstE.
(1) #H100 LA A (1xAnnexin V Binding Buffer) E2 40, IS5 uLZE5B (BF™ 594-Annexin V), M1 uL4E45C
(Hoechst 33342), BREKITRS .
(2) EREXTFEE15-30 min FFEHRTEARFBIASLILERML) .
E B R T RERR G et £, TR RE R AL E 6% TR,
4. FHRSER:
(1) WBLRE, 1000 rpm, ZEE0 5 min, YELRA.
Q@) MLRFERRNEER (KAER, FZSLE .
(3) 70100 uL 45 A RREEMM, HITHE, B, WELEER.
(4) fN 100 uL 45> A BRREEMAE, FIRRFFUFER.
5. BRENE5HER.
(1) 96FLIRE: #5100 pLARRERIGIMANOCFLIRF, B2ERZI, FHEBRTEMEKE, ETRLERETRE.
E: e &R T ARE @I T RO HE AT, RGN @IS 70%-80% 74 K AE,
(2) EIFRZE: 2030 pLAfa SR EmFEe8mA £, RESEEER, BRTESHE, ETRARMEBTUE.
(3) DAETRBEARFEHET, SHEHITHIHEE.
FRI: POEENERN GERTWEMME)
1. HRRALER:
(1) RBI—RTEFLIR PIEMARRE, FSMMLAEILEIT70%-80%, fFLIRENGEEF1ZMRSTI AL IR4mAe.
2. YHRRGEE:
(1) EREEFIRPRFHEIERR.
(2) RIFBFEFRAE, MAREARBEASARZIEEME—R (FIEN: 96FLARM100 pL/FL, 48FLARAN150 pL/FL, 247l
HRAN250 pL/FL, 12FLARANS00 pL/FL, 6FLARANL mL/FL) o FREWEETA.
3. FlERETIER:
(1) 12BE100 pLA RS B45 nLESB, 1 pLESCRIERSEARMARESAT, BEIZH.
E B R E T RIE R 6 m et £, TR R E B AL B 69k BT,
4. YApASEtE .
(D) EEFLFMANBEAEROFEETER (FREIDSEL, Fl20: 96FLARM100 uL/FL, 48FLARM150 pL/FL, 24FLHRAN250
pL/FL, 12FL4RA500 uL/fL, 6FLARAN1 mL/FL) .
(2) ERBAEIFE15-30 min (B AT EATRBIASLINERAML) -
5. B
(1) WELERE, RFSFLPHRETER.
(2) RSB2MRIR, MANBETAFEEMA.
6. BRENE5HR.
(D) FFE, SFLMANREARESTA, LURFFHSTE.
(2) EEFESRETRALEMBETUEMAR., BALHEERAFR—.
FR=: RAERMUEN ERTEESWEMME)
1. WESHIE L MERRE:
o 2R FEAE—, mLEES5x10%-10° MR,
® NLEELHA
A FE RN EEAMNEOERNEA. IEMEM L E PBS Eik—iB, Hik/EH PBS Wt BRI BRI
FEMUBOLERA, 1000 rpm, =EZED Smin,
b.MAEEARE EDTA HIFRESH W RE A
E: TRERAER B HALITE.L CHIUBERIES A RRENERIEE.
c.KEE: MA “a BT BLERNZARMEMIESRE, KIEHEK.
dBEBEEREBRESENELE, 1000 rpm, FBEL 5min, RFELF.
e a BBE d SHEHHME;
.l PBS ERMMAH HITHRITE;
g BY 5x10*-10° N4RBE, 1000 rpm, BB 5 min, WF LHE;

e
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(i» PROBELIVES BT E S RHEERAT IRAANE - WSS

h.100 uL 2843 A (1xAnnexin V Binding Buffer);& 5400, 1000 rpm, FERHEWD 5 min, WFLEHE;
VR BREEIH AL B T TR A AR KA. HALBT iR, mARE B A A kAT F BB AR B i RAURARS, SR M E T
AR GHALE I K, R A R R mILE TR, Framiaik b PS 5 Annexin V 6945 &3m0 il B T 9 £
2. YHpmRtE
(1) F100 pLEA > AEELHAE;
(2) IS5 uL£A 4B (BF™ 594-Annexin V), AIA1 pLZB43C (Hoechst 33342), BRREMITES];
(3) EiREXTEE15-30 min FFERTEARFBIASLILERMAL)
3. RSEE:
(1) WBLRGE, 1000 rpm, ZRE0S min, YEMR.
(2) MIA100 pLEASFAREES, HEi%2-3)%, 1000 rpm, EERZE:DS min, BFLEHE.
(3) MAS00 uLAAFARZER A, HIRAN AR,
4. EHLEM .
(1) BEE: LAETMGE] WAWHITRIAEN, LURIEREESTRE.
(2) AR ETE A NIEE THITO .
(3) BEBEEAXE CGREABM) BEWHHRE, FHBREATLIRRETA.
(4) SRIEHMBAMEXTERAPAME TR, MIASKIGIRRARIL
(5) REKNEIEHm, RPN TFIIRAIRE.
=\ BRHAE.
1. BT (ERE -

BF™ 594-Annexin V Hoechst 33342 Merge

- - - -

FAMELE

1. BF™ 594-Annexin V/Hoechst 33342 Apoptosis Kits 5 $EAE A HB
(1) FAMLE: KS62IEE4A, #H{TBF™ 594-Annexin V. Hoechst 33342[E] A4 32 /5 & A Merge.
(2) PAMAE: FHATAIBERIKS6240A, H1TBF™ 594-Annexin V. Hoechst 33342 A 35 & FiMerge
LERFE: BT : BF™ 594-Annexin VISR MR LI IS Hoechst 333424 RRAZ R RRIE & ; (RFR4EM: NHIE
Bk, ERPATESAIER, SAMXTBELBERLESER (PS) IMNIKFEEEEM (IEXARE. @RNMHE
£1858) , RIABYRHE T AEDAT.
E: FREME R TRREAAMMNE ., BELH. @ XAFEF AR, KTPIRELE,
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(i) PROBELIVES RS ERAT SRATIE - TS

2. FESH GRAABLO -

“ M P " B Pt

[ o 3 = ™
= 3 Q2-UL(1.39%) “la2-UR(46.40%) = 3 Q2-UL(0.15%) | Q2-Ur(6.62%)
< <
2 4 2 4
>
N
oo -
g R }-F
§
9.‘ NO_ NO_
=
E ] 3 i e, ] : o
E 1Q2-LL(1.23%) Q2-LR(50.98%) 1Q2-LL(0.13%) Q2-LR(93.10%)
102 103 10 10° 102 10° 104 108
Hoechst 33342 —>
A B

2. BF™ 594-Annexin V/Hoechst 33342 Apoptosis Kits T\ 5 4
AL L KS62 M AHEMR, HITATIESLNIE, LUATIESENMMELIEE (B A) , LURAIREARMEXTE (B B),
Xt K562 (AR R G, HITRIN LM,
LERFE: LUE A A6 AR EEME (B AT (AL) ; ELIAMLER, ATAREES TR
‘R, FEAZGYMRE T MBDAT.
Er RIARMERTREAEMMNE, BEFFEFERZETR, ATHRRESLS,

RN SHEE:

® o]: WERERHARGEMAEEMED?
% ENRATHRNARNIRES, REMEERFSATEREITAN. RBARIRHAITEE, @HEEEIETEE
BT, REERBHAXRENHRBEMLATRIES

o io]: fERMEMAITRINE AT 2 ZREEFRERIEFRE?
Z: HYEENAREEFEATHR, XLMIBAMGERENZAIER, SHEEEFES, LEANINTRIER
SMEEEE, BNERNERTEERATIIRE AL HIELEIR, MAMBIRTE BILIERREIFMN & $5IRF
i ; BRI E P S ANMBREB SRR P IRE, RENRBLEREEREIETH Annexin V, FHRB LK.
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	15 min一步双染，红蓝双光同步成像计数，精准鉴定健康、凋亡细胞
	产品货号：C21407
	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观察；各类细胞常规凋亡快速检测；药物/应激条件下凋亡活性筛查与定量；
	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：
	 使用贴壁细胞进行实验时，使用胰酶进行消化后的细胞，必须使用含有血清的培养基中和并去除胰酶，否则胰酶
	 本实验中不建议使用甲醛固定细胞，Annexin V依赖于正常细胞中的完整细胞膜进行染色。若需固定需
	 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：590/617 nm Ex/Em：350/461 nm；
	 流式细胞仪：检测通道激发/发射波长Ex/Em：590/617 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：
	 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）使用100 μL组分A (1×Annexin V Binding Buffer)重悬细胞，加入5 μ
	（2）室温避光孵育15-30 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孔板中，静置片刻，待细胞自然沉降贴底后，置于荧光显微镜下观
	（2）载玻片法：取20-30 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%-80%，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，加入对应体积的组分A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中两种染料分别为5 μL组分B，1 μL组分C的使用量将染料加入到组分A中，混匀备

	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15-30 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，加入组分A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组分A，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5×10⁴-10⁵ 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.加入适量不含EDTA的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 μL组分A (1×Annexin V Binding Buffer)清洗细胞，1000 rp
	2. 细胞染色：
	（1）用100 μL组分A重悬细胞；
	（2）加入5 μL组分B (BF™ 594-Annexin V)，加入1 μL组分C (Hoechst 3
	（3）室温避光孵育15-30 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，1000 rpm，室温离心5 min，收集细胞。
	（2）加入100 μL组分A轻柔重悬，洗涤2-3次，1000 rpm，室温离心5 min，吸弃上清。
	（3）加入500 μL组分A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BF™ 594-Annexin V、Hoechst 33342同时共染
	（2）阳性组：诱导凋亡处理后的K562细胞，进行BF™ 594-Annexin V、Hoechst 333
	结果判读：凋亡细胞：BF™ 594-Annexin V将细胞膜染成红色荧光、Hoechst 3334


	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？
	 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？


