PROBELIVES IR SRS ERAT IR - RS

All-in-One Apoptotic, Necrotic and Healthy Comprehensive
Cell Status Kits Plus

15 min —£RE, ASSHHHHERSRE (BT, K. ER=8%508)

EEES: C21602, C21603, C21604, C21605, C21606, C21607
R 10T, 50T, 100 T
FETEMY: 4 °CBMRTE, KBTH

e

All-in-One Apoptotic, Necrotic and Healthy Comprehensive Cell Status Kits Plusf2 —F &R AR SEN TR, Bid
“HEBE R 22 |ER(PS)IMR R ST R M T+ R MR 6 NS S EBOART IR, SIERAM. ATHEE ST AR
B X RENSHT. EAZ DN FIREM B A

(1) $PATHMAPSINEEFE, RASRE. AREMRABF™488 FRiCAnnexin V, EIEBEFN I TSHMEE
HRZBHPSHFRMLGS, EATHRENREIOL, FIHRHBEEMMRHFITCRIES % & 5 HTHIR-PE/APCERICIELT;

) ETETEMES, FERGHATHMNMEMERTR, RIFSBEAIXEEIRFTENLD Gold#EANHLEEDNA,
ELA BT, TRESHEEMMR 7-AADKDraq 7;

(3) f&BfiHoechst 33342 A B R R HMOZFIE M, XA BMAMMMEZHITE BERE, (EARET RS EERIE
HFRERNS;

BRTERZE—FCRNE, ARABEE: SSHESRNBLHERIHORLIEMIRE, RXAEUKRSHE
BEUX SR (Q3: {BRMA. Q4: BHUATHAM,. Q1: MEVATHAM. Q2: MMM , ARARAEMETH
BEEWE, THEAINSERATHIE, EWATHRE. FIEAMESMEEESRA SIS, ENAESMME IR
SERMMR . MEDANERNTSORE . MEMRRRTHLHIERAT IR R AF AR P ARSI E R .

WMHUATSIREAE AR LEATENMEMEET AR, HBFERSMNEGRERRSIRRECEBTTATERBNE.
BAERENEFH “WHRER" 318, 25HKKEAE. ALARTSERRRRER, EEEHESIMGSEE. M/RKE
BRFEANEREZEVEX; SRVNBIERGHE, FERERMN, SREE. (DIEEFRRBRIZORIBIFE; miE
RAMNFERSERERMKIRTGESESBRETEN, SAYKENZOTHER. REENTAEZEESE—RZEHR,
HLE LR =LA ELEE, SEHREEZIR. XXFENEIFEETREX—22, BT SS8h RSN
18, ER—HRPIIMNARSHREL. BELDH, TMXABRATARE L ER BN S FIS] (iR
) RETETR, FRIEAYSSHEBTCHENENTME, B ARKRERED (nAEFEHIE. BREMERR
VD REBNNRARIE, BAHEMARERIGRNANSSEEL.

MRASEE: MEmps Rt AT M. SRR, RRAAAST; MBI, BTN TERS kRS
JuE, LHEADTBEATHE (A frAiis St TEx)

PR

o EREFESHM: —ALWRBZAT. %, BRMAERES, BREZE—IFCERYE, M “=6—" BEXS;
& SXAR: BALGRIENE 15 min, ERTEZSSRVRIE, KIBRASZHRHE;

o TRBEMR: BFMASS WHAEBTFIES, AREMRE, HBIFATHMIESEM;

® SHRMESREE: EthD Gold Lt PI 5% EthD-1 E38# DNA & FEMAOFRAEFF=E, BORMAM;

o RIEEEY: —PREATEREZSEEN, TEERMLE, SRITEEBIRANCESEMEGEN;
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T ERERE TR AR

PRAAME - BASRSE

it £ 8

® BF™488-Annexin V Ex/Em: 490/515 nm;

® EthD Gold Ex/Em: 532/625 nm(with DNA);

® FITC-Annexin V Ex/Em: 494/518 nm;
® Annexin V-R-PE Ex/Em: 488/578 nm;
® 7-AAD Ex/Em: 549/648 nm;

® Draq 7 Ex/Em: 599~644/678~697 nm;
® Annexin V-APC Ex/Em: 650/660 nm;

©® Hoechst 33342 Ex/Em: 350/461 nm(with DNA).

PR
All-in-One Apoptotic, Necrotic and Healthy Comprehensive Cell Status Kits Plus (BF™ 488-Annexin V, EthD Gold, Hoechst
33342)(C21602)
B9y g 10T 50T 100 T
A. 1x Annexin V Binding Buffer SmL 2x50 mL 4x50 mL
B. BF™488-Annexin V 50 uL 250 uL 500 puL
C. EthD Gold 10 uL 50 uL 100 uL
D. Hoechst 33342 10 uL 50 uL 100 uL

All-in-One Apoptotic, Necrotic and Healthy Comprehensive Cell Status Kits Plus (FITC-Annexin V, EthD Gold, Hoechst

33342)(C21603)
Hay A 10T 50T 100 T
A. 1x Annexin V Binding Buffer SmL 2x50 mL 4x50 mL
B. FITC-Annexin V 50 uL 250 uL 500 uL
C. EthD Gold 10 uL 50 uL 100 uL
D. Hoechst 33342 10 uL 50 uL 100 uL

All-in-One Apoptotic, Necrotic and Healthy Comprehensive Cell Status Kits Plus (Annexin V-R-PE, 7-AAD, Hoechst

33342)(C21604)
B4y g 10T 50T 100 T
A. 1x Annexin V Binding Buffer SmL 2x50 mL 4x50 mL
B. Annexin V-R-PE 50 uL 250 uL 500 puL
C. 7-AAD 10 L 50 uL 100 uL
D. Hoechst 33342 10 uL 50 uL 100 uL

All-in-One Apoptotic, Necrotic and Healthy Comprehensive Cell Status Kits Plus (Annexin V-R-PE, Draq 7,

Hoechst 33342)(C21605)

by Mg 10T 50T 100 T
A. 1x Annexin V Binding Buffer SmL 2x50 mL 4x50 mL

B. Annexin V-R-PE 50 uL 250 uL 500 puL

C. Draq7 10 uL 50 uL 100 uL
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D. Hoechst 33342

T ERERE TR AR

PRAAME - BASRSE

10 uL

50 uL

100 uL

All-in-One Apoptotic, Necrotic and Healthy Comprehensive Cell Status Kits Plus (Annexin V-APC, 7-AAD,
Hoechst 33342)(C21606)

ik A 10T 50T 100 T
A. 1x Annexin V Binding Buffer SmL 2x50 mL 4x50 mL

B. Annexin V-APC 50 uL 250 pL 500 pL

C. 7-AAD 10 uL 50 uL 100 uL

D. Hoechst 33342 10 pL 50 uL 100 uL

All-in-One Apoptotic, Necrotic and Healthy Comprehensive Cell Status Kits Plus (BF™ 488-Annexin V, Draq 7,
Hoechst 33342)(C21607)

Hey Mg 10T 50T 100 T
A. 1x Annexin V Binding Buffer SmL 2x50 mL 4x50 mL

B. BF™488-Annexin V 50 uL 250 uL 500 puL

C. Draq7 10 uL 50 uL 100 pL

D. Hoechst 33342 10 uL 50 uL 100 puL

Er XA B R RE A BAT 96 JLAR I B A e I B ST 48 69 A AL A

E: XA & C21604 EBUR TR Xkl

AREIN:

® ARSI {FRRIMBEA T Z AR EERIZAAE, BF™488-Annexin V. FITC-Annexin V. Annexin V-R-PE. Annexin V-APC
FNEthD GoldZ K E5 T 1E 5 4HRE h FI ST RE AR AR 1 T X 43 62 R 4MAE S5 A TS IR SE 40 A

o EWAEXWPRERFEMNMEBA, RGN BT ETHME,

o KRR TFRAMEHFAIFCBSERTLZBEEA.

® HTEMRLMER, BFEREMEENINERLNE.

s iER :

—. SCERRLESE
E: AT EB Y HRA C21606 & &A1, REHEH,

1. RS

o HIXFIEREAHRE ZEIR(15~25°C), HEZEEPBSENE.

2. (UBER:

® THEMIR

o R LmAaLYL
3

s &/ EEBEACEX/Em: 350/461 nm, Ex/Em: 549/648 nm. Ex/Em: 650/660 nm;
: WMNBIEM & /& BT K EX/Em: 350/461 nm. Ex/Em: 549/648 nm. Ex/Em: 650/660 nm.

. MERBRE:
B3 Annexin V-APC 7-AAD Hoechst 33342 )l
Z=AMR - - - ENCEE2OE L
RA M xF R + + + TEALIE
HRAXTER 1 + - - FEFEFREAT
HRAXTER 2 - + - BEFEFRERAT
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HBRAXTER 3 - - + BERAEFAEET
SCUfeR + + + SEIS 4R 4MAR
o =ANIAA: IFEBERWRTIL. BNMEEEMBELRTY . RN AT ASREMEE.
o [AMEXTIALE : HIRRMIEERMES, RiIFRamERMT.
o HIAXTEALE: HIRRH B, REESEESH. RN FIFHIME.
4, HHRAER:
o RIFESCIIT, XM ITHENMAZHIIE.
= BESE

FR—: CRENFRN GERTRF4HM)
1. SR MAR:

(D) WEFNEFHRRBREBLEF.

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

(3) 7O 100 uL PBS BREBMAM, #HITIHE.

(4) B 1000 rpm, ERZHL 5 min, BIRKRF LER.
2. MRERS -

(1) {£H PBS EEH M.

(2) BY 5x10%~10% 4B, 1000 rpm {KIEES (> 5 min, B PBS.

(3) £ 100 pL 284> A(1x Annexin V Binding Buffer)&ES&. 1000 rpm {KIESE > 5 min, ERBR LS.
E: I EN W EREERANH, REREAENBAERE —HKIP T, BIRTAREBEHE A LGRS0 R F K,
VAR AT ALER b e E W T 9 A

3. ApRE.
(1) BU100 uLEBSAEELMAE, 47BN LE 5 B(Annexin V-APC)5 uL. 2B4yC(7-AAD)1 uLFN£A 43 D(Hoechst 33342)1 uL,
TRRITRS.

(2) EREBEAIFE15~30 min (§F B BB ATIRMBTASLIGLE R ©

4. WEEER:

(1) WBLEHRE, 1000 rpm, =B 5min, YELR.

Q) MLRFEFRN EER (WHERR, SZELIE) .

(3) AU 100 pL 405> A R EEMAE, HITHEER.

(4) FoxFegR, MRS EER, A 100 uL A5 A EEMEHE, FIRGENHER.

5. ERENRSHR:

(1) 96FLIRE: #5100 pLARRERRIMAOCFLIRF, ERERZI, FHEMBERTEMEKS, ETRALERETNE.

(2) BIERZE: 2030 pLARRREmM T E28EA £, RRELFRR, BR7ESE, ETRAERMIETUE.

(3) EFRRIEXFZFHT, FRMEMHISHIHE.
Annexin V-APC ¥ R HUET-ES: %M APC BIE(EXEm: 650/660 nm)sX AR EIF ;
7-AAD ¥R FELARRIS S : %P PI 5% Texas Red BB (Ex/Em: 550/650 nm)SKAERIESLH ;
Hoechst 33342 M RMAMIES : % DAPIBIE(Ex/Em: 350/461 nm)sLBRER R .

FRI: RWARNFRN GERTREME)

1. {RpETE%:

(1) EEEEFRPRFHIEFT R

(2) RIBEEFEMAG, MATTRAATRRA D AR FEIEMMm— X (F1a0: 96FLARM100 ul/FL, 48FLARAN150 uL/FL, 247l
250 pL/FL, 12FLARANS00 pL/FL, 6FLARANL mL/FL) . HFEEBERAETA.

2. HlEReETiER:

(1) RIFHERTLE, BUSEATNNASA, RBE100 uLP =SB RSB S ul. A457C 1 nLFILASD 1 nLASfER
ERERMANBEATAS, BOEH BAWME) . Fl2n, FIN6FLREE, HEH10.7 mLITER (10 mLASA+
500 uL2H 43 B+100 pL£A 53 C+100 uLZA D)

3. YHpRRE
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(1) BEFLFMAN RAFFARRE TIER (FRREIZELQ2), BHlan: 96FL4RM100 uL/FL, 48FLARAN150 uL/FL, 24FL4RAN
250 uL/FL, 12FL#RA0500 pL/FL, 6FLARANL mL/FL) .
(2) EREEFFE15~30 min (FERHEIATIRIEMSEILERHKL) -
4. FEk:
(1) WELERE, RFSFLPHRETER.
(2) #B=LB1Q)BFTR, MALES A% Annexin V Binding Buffer)i/& AR, &R REWESIEE AR,
5. BRENE5HER.
(D) FFE, BALMANREARETA, LURFFHSTE.
(2) BEEFESRETRALEMBTUEMAR., BALHEERAFRE—.
Annexin V-APC #&1 RELATES: %8 APC @B (Ex/Em: 650/660 nm)SKAERESEH ;
7-AAD ¥MIRFE LRSS . LR PI B Texas Red BIBE(EX/Em: 550/650 nm)ZZHERIENS ;
Hoechst 33342 #M{RAPIES: % DAPIEIE(Ex/Em: 350/461 nm)S BRI IESH -
FR=: RAERMEN ERTEESWEMAMR)
1. WESHIE L MERRE:
o SRUM: [ “AR—" MPSFIF2, R, REHS*<10°~10° MMHAE.
® NLEELHA
a M FRERE ZEANEOENEMA. MEEmA /DS PBS Fik—ik, BikEH PBS IR EREIHEB R KR
EFEMNEOEN, 1000 rpm, =RED 5 min.
bMAEEARE EDTA WERES LA (BEMMEEANT) , BETETEMBETNE, FHMETE. BEFEEAH, A
BIRRRBRERYT, EHETSRE.
VR BREEIH AL B BT T B A AR KA. HALBT iR, mARE B A A kAT F BB AR B i RAURAR, SR M T
QB R SHALE I K, BH AR R mIEE T B, ¥ramiaik b PS 5 Annexin V 945 &4 b B T 49 4
cXKHE: MA “a BB BUOERNZRNMEIERE, KIEHK,
E: BUENERGmMRRAEAETER, TRAEES, AFA0ACEATRARY B Y@L, Hmiaidii b
A ARG A5 A AR FRER A IE AR R, T MR G RRERE A B E ek G S Y BT AR
dIEGEREREBREAENELE, 1000 rpm, ZEBHEL 5min, KFELF.
e a BBE d SBP M,
£.F PBS EE4AAFHHI T
2 BU 5x104~105 NAAR, 1000 rpm, ZEEED 5min, WFLEF;
h.100 uL 4843 A SESE4RAE, 1000 rpm, EEED Smin, WFLEE.
2. YHpmRtE
(1) F100 pLEA ST AE 2 40A0.
(2) IMA4E53B(Annexin V-APC)5 uL. #043C(7-AAD)1 uLF0%H 53 D(Hoechst 33342)1 uL.
(3) EREAEE15~30 min (FFERTEATRBIASLIGLERMAL)
3. RSEER:
(1) WBLRG, 1000 rpm, ZRE0S min, YEMR.
(2) |MFLEE®, MAL00 \LEESARZER, H#HITHFR.
3) BRBEL, HKRRFLER.
(4) MAS00 uLEA S ARTER A, HIRAN AR,
4. EHLEM .
(1) BEE: LETMGE] WAWHITRIAEN, LURIERAESRE.
(2) AR ETZ A NIEE THITO .
(3) BEBEEAXME CGREABME) BEFHHRE, FHREATLIRERETA.
(4) SRIEHMBAMEXTERAPAME TR, #IASKIGIRRARIL .
(5) REKMNEIEHm, CRHIFDITMBEMNTIIRARE.
Annexin V-APC #& M R EATES: £ APC BB (Ex/Em: 650/660 nm)
7-AAD RUIFE MRS S : %A PCS5.5 @B (Ex/Em: 550/650 nm)
Hoechst 33342 # M BZMAES : £ DAPLIBIE(Ex/Em: 350/461 nm)
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= HRYNE:
L BN (BRFR -

Annexin V-APC 7-AAD Hoechst 33342 Merge

PR XS R

A B C D
Annexin V-APC 7-AAD Hoechst 33342 Merge

PR 3T R

E F G H
1.All-in-One Apoptotic, Necrotic and Healthy Comprehensive Cell Status Kits Plus (L C21606 735D AEH AR

(1) FAMEXTER: K562 IEE4AE, #41T Annexin V-APC(A). 7-AAD(B). Hoechst 33342(C)# 3 /54 K EE(D);
(2) PAMEXTER: FSETAIEE K562 4R, Annexin V-APC(E). 7-AAD(F). Hoechst 33342(G)t & B EE(H).

ZERANE:

o RHUAT 40AE: ‘MARfEMAEEt £ RERIMB(PS)EZE (Annexin V-APCIZA R HESIE) ;

® JRFFIRAVET-MEAZEAE: Annexin V-APCIRAI WY+ 7-AADLL 255+ Hoechst 3334285 56k ;

® IRFEYAAE: X 7-AAD LI BHIES;

o [EERUMME: L/ARAVENAM, EEMIPZEEIISRE.

ELZPATESAER, SAMXTREL PSHOMIKTEEZEN (BARARE. WHRNMKEEER) , RPMME
PSHNEIEE . BHPAT AL FIRAREM (BRI BRABE/IEERN. ZAERIMREEES) , RIAAYIE
T 4R R AT T S BB .

E: FREMNE R TREAMMNE ., BELAH. @XAFEF AR, KTPIIRELE,

2. EESH GRARMO -

L FSC-SSC a2 ai s, SkifiELMAERE, I Hoechst 33342-SSC MBS E, HERRLBBEFES ; L Annexin V-APC A X
i, 7-AAD A Y B, WETEMERES A 4 DR

W P1 m:P1
"o JQ1-uL(6.86%) Q1-UR(43.92%) "o JQ1-UL(0.07%) Q1-UR(2.60%)
© ©
o o
/I\m‘o- E =g
Qq‘g E g T? E
l\'mo 71 Q1-LL(40.99%) Q1-LR(8.22%) o, ] Q1-LL(90.81%) Q1-LR(6.52%)
= e S S
102 108 104 10° 108 102 103 104 10% 106
Annexin V-APC —>
A B

2.All-in-One Apoptotic, Necrotic and Healthy Comprehensive Cell Status Kits Plus (A C21606 A]) RN MK S H7

® ALWPIKSG2MAE MR, LUATIFESENMAMAIEA (B2.A) , LURAIEEAAMTR (E2.B) , WKS624Rpa4k
HERE, #HITRI LS.

o ZERFIEL: LIE2ARA: TAXSEERMAN () « BEATHMR (BT « BREAT (AL) | FE4p (X
B
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o ZERHE2: MKS2MMHITATIESRE, ATHMMLLGIEES TAMXNR; BRAME G ESERTFHAMXR (0
E2.A. E2.B) .

o BiFtLEPAMASIAMEE—. HKRIRAGEE, SHHYMHEEERRRAMATTIFIAT. BURXTXIRERR
REDFT, NFXIEREN AIMEAT.

ERRERSRE:

® o]: FILIERERISRESEMAEEMAND?
& ENEATMIIEMEFEMAIX = MAER — M R RTS, ReeREME. mRBMEHITEE, A
MEEEEEREETRET, 2EERFEUASNRMAEATHIARERNES.

o (o). MBI TR A BREIEF MRS FRE?
E: APNEBEENEREESEEATIIA AN, XEMBMMEE S DRI, SHSEEFES, RERNNNE
WX MAE ERHE, TN R AT EAT IR EMAI L flS AR, WEAYEIR S MR R AT
NS FEEEIR AN BMIEFRE P S BRILUE B EB F AREE, ZBHNRESEREEEAEEIEHTH Annexin V,
SHEREHATEEKRN, HIERAMLLE

® [o]: AftARNKEEAKESTHIRERK, BREATHIFIEMAR S TS T2
E: AUFESREAMOIEENER, ENATMEREREZRE, ARESSEMSMEEMEBR~EER, 52
R MMBERT REEH T AR H A SYRE, SEFEMEREX; EXRPHITERS OIERTETESREEL
BPHESR, THSESANEMSKT O TR, REATIREARKELS THRE; TUEERSOERELVE
£E, BRRERLRMATIE.

® [o]: ERIEATRMATR), ATLIEEED GoldM AN EIFEPIAITIRIC?
%&: 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, &

DIRREM.
cBMER: TEREWLL PLE 37 BAIWAZRFHERIOL, KIEREE/LFASIRGIMNARIET, RIAIFTLE
tEflE IR Ak,

d. Tt RNA Fif: JLEFRE RNA £4, TEHIM RNase {018, DNA BH&E 1%, RXEAECVEE ).

eIEEE A WSHIE L EthD Gold FHMEE SRR EREIIE A, FEI/MEEA/ARE =FPRREMT, ET gate RE.

fRBZEERRN: BRBEFAEE, BE “FR— LN RIEPESHEE, BEEER/RETSHI PI & ILAER
— ¥ BUa) R .
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	15 min一步染色，同步量化解锁细胞全状态（凋亡、坏死、健康三色分明）
	产品货号：C21602，C21603，C21604，C21605，C21606，C21607
	储运条件：4 ℃避光保存，冰袋运输
	产品简介：
	应用范围：贴壁细胞或悬浮细胞中凋亡细胞、坏死细胞、健康细胞检测；肿瘤研究、药物毒性评价、干细胞分化监
	产品特点：
	产品参数：
	产品组分：
	注意事项：
	 本实验中使用的细胞必须是未固定的细胞，BF™ 488-Annexin V、FITC-Annexin
	 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(15~25 °C)，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：350/461 nm、Ex/Em：549/648 nm、Ex
	 流式细胞仪：检测通道激发/发射波长Ex/Em：350/461 nm、Ex/Em：549/648 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。
	 单阳对照组：排除荧光串扰，校准信号强度参数、流式检测中调节补偿。

	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）取100 μL组分A重悬细胞，分别加入组分B(Annexin V-APC)5 μL、组分C(7-AA
	（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）在预设的滤光片条件下，寻找细胞并分别拍摄。

	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

	2.制备染色工作液：
	（1）根据样品孔数，取适量体积的组分A，按照每100 μL中三种染料分别为组分B 5 μL、组分C 

	3.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(2)，例如：96孔板加100 μL/孔，48孔板加1
	（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：
	（1）孵育结束后，吸弃各孔中的染色工作液。
	（2）按步骤1(2)的体积，加入组分A(1× Annexin V Binding Buffer)洗涤细胞，

	5.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”的步骤1和2，最终，最终取5×10⁵ ~10⁶ 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（覆盖细胞即可），室温下置于显微镜下观察，待细胞变圆、间隙增大时，用
	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。
	e.收集a步骤与d步骤中的细胞；
	f.用PBS重悬细胞并进行细胞计数；
	g.取5×10⁴ ~10⁵ 个细胞，1000 rpm，室温离心5 min，吸弃上清；
	h.100 μL组分A清洗细胞，1000 rpm，室温离心5min，吸弃上清。
	2. 细胞染色：
	（1）用100 μL组分A重悬细胞。
	（2）加入组分B(Annexin V-APC)5 μL、组分C(7-AAD)1 μL和组分D(Hoechs
	（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）吸弃上清液，加入100 μL组分A轻柔重悬，进行洗涤。
	（3）再次离心，彻底吸弃上清液。
	（4）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）：
	Annexin V-APC            7-AAD             Hoechst
	 早期凋亡细胞：细胞膜磷脂酰丝氨酸外翻(PS)显著（Annexin V-APC远红荧光信号强）；
	 膜破损的凋亡晚期细胞：Annexin V-APC远红荧光+ 7-AAD红色荧光+ Hoechst 
	 健康细胞：红/远红荧光双阴性，蓝色细胞核荧光均匀染色。


	2. 定量分析（流式细胞仪）：
	 本实验以K562细胞为样本，以凋亡诱导组为阳性处理组（图2.A），以未处理组为阴性对照（图2.B）
	 结果判读1：以图2.A为例：可以区分出健康细胞（左下）、早期凋亡细胞（右下）、晚期凋亡（右上）、坏
	 结果判读2：对K562细胞进行凋亡诱导后，凋亡细胞的比例显著高于阴性对照；健康细胞比例显著低于阴性
	 通过比较阳性组与阴性组在一、四象限的占比，分析药物或者基因是促进细胞凋亡还抑制凋亡。数据大于对照组
	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？
	 问：为什么检测时细胞总数量与预期相差较大，晚期凋亡和坏死细胞占比远远低于预期？
	 问：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强荧光，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

