PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

Annexin V-Biotin conjugate

15 min &R, (FSHX, EHECNHARRET

S B42321
FEERAg: 500 pL
&Y 4 °CBYRT, KREH

FEE

T4 A5t 22 FEL (Phosphatidylserine, PS)Z RIS AE N 57 FEMEEEMA S, EBRESTEES B THAMEEAN (Fa
M) . HEMESEREDATER, MREEAEN S FRESMZEEL, PSHONIZEMMEEIMI, X2MBT RANMREE
o

Annexin VE2—M5FE2) 35~36 kDaR)IE KB ML S ER, MPSEASERFRUEMFENN. AFaRXRAEME
(Biotin)#xiC Annexin V, AIBE SATHEREIMHNPSIHERME S, BETATHERE; BEAESFENER
(Streptavidin)BELHUR NN T, SSIMIPETHMEME K EERN. FERATRKEHAAEPDHBRIFE LA, HEXDTE
Re. FEPAT MM G R T/ AR TE AR .
7E: AL P T Biotium Annexin V Conjugates (#29013).

MAEE: MEATHEESEERN; AR RERERIERR;

LR TR

o TOtNRME: NEATHEMKREIININ PSEE, FNEEMEMSIFTLMME ( PSIHMNE IR MLES;

o RYHR: FIRNZHATHE, BENR-BERNZRAGTRKAES, BACNREE;

o ERMI: RARXNMAAAR, ZAEMRFLMENTE, EATUHEMEME. 7M. ERMAMLARLMEER.

FEERESY

44y 100 T

Annexin V-Biotin conjugate 500 pL

Er A BRI HAT 96 FLARIE K AR BT I B =T 40 69 4L A

FEEW:

o (FRANMEEMARHITSCINAT, FARBHITHVENANR, »IERSFIERNIEFEPMHIEMER, SNREES
fEf#EAnnexin V, SEUEREKK.

® ARSI AENEAREREEMME, Annexin VIR TIEEMMEFHTRMMRFITLE. BREEEHZRMEMNLS.

o NRHAITRAEN, BNEXHPEERLEMIRA, RN+ AT ELHME.

o TOLRHERMRN MMM AR ESRE, FRBIIMERNEEFMRBIRIETER

o KRR TRAEHATESERTEBEER.

o ATIEMZREFEER, EEEEMEENIRERESNE.

fSEF AR :
1. R

{URIFIMEIREIE FSRAFIRFRIZERERATT XMtk www.probelives.cn
ARG Contact@probelives.com BE3ZME www.probelives.com & | 7 4R

1J8&i Sales@probelives.com Suzhou Probelives Technology CO., LTD.



https://www.probelives.cn/

PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

o FHXFIMBEFRM (4 °C) B, FEEEIR(15~25°0), HE&EEPBSENR,

® Fig %l Annexin V-Binding-Buffer:10 mM HEPES, 140 mM-NaCl,and 2.5-mM CaCl», pH 7.4,
E: VAT 4R4E & 3R P 4% B 89 Annexin V Binding Buffer) 4 1%,

o KEmBRELRINEEEMRIBIKYILIBF™488-$EFRFEAH.

2. {UERHER:

® THABME. MM EGFRL

3. JAFBLHIRE: (M Biotin-Annexin V+BF™ 488 B %MK S PI #HTHR MM A )

43 Biotin-Annexin V+BF™ 488-$% & FE 1% PI eyl
TENE - - AR
PR xS R + + AR
HRAXER 1 + - BESFINEGFRERAT
HRAXR 2 - + BESFINEERERAT
S| + + SCIS4A4MAR

FTAMBA: TEERRATIR. RUAHRBESHBELZRE. A& B T EAHEEMSE.
PAMEXTERLE : HEBRRRIMIEFFRMLE S, IERENEERT.

BIEXTERLE : HIBRIOE R, ROEESRESE. RN FFTIME.

4. YRR

o IRIESLINIT, XTUPREHITHERAAYILIE.

= BEPE

FR—: RENFRN GERTRFHM)

1. WESRRMAR:

(D) WEHNEZEMERESLER.

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

2. MRERS

(1) {£H PBS EEH M.

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

(3) {%F 100 pL Annexin V Binding Buffer E&. 1000 rpm {RIRZE (> 5 min, K& LEE.

E: DB ENmMREREER AT, RESRA S5 RE T E KB T. BARTHREH AN LRI L4 R EAK,
VA S BB T ALEF P A AW T A R

3. YR e

(1) {100 uL Annexin V Binding BufferZ 240, AAS pL Biotin-Annexin V, BREIKITRES .
(2) EREEAFE 15 min. FEHKAIRBEFMNEZF R EYRHTRIFEE, HEXIER 15~30 min.
(3) WBHLERE, 1000 rpm, =BS5S min, WEMAA.

@) MLRFEFRNEER (WAERR, SZELIE) .

(5) fH100 uLAnnexin V Binding Buffer 23 E2MAN, HITHER, B, WELER.

(6) f#F1100 uL Annexin V Binding Buffer& & 20p0, MALIRE N ng/mLAIBF™ 4883 BFEME, REWITRES.
(7) ZEiREEIFE 15 min.

Er O FAE AT UARE R A m et K. TR I R R IR S AR E 6 R gk AT R A

4. HERSEER:

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

Q) MLRFEFRNEER (WHERR, SZELIE) .

(3) fIA 100 pL Annexin V Binding Buffer BREE240, #HITH%, BiL, WELEER.

(4) S 100 pL Annexin V Binding Buffer 2R E 20, HIRSENHESR.

5. ERENRSHR:
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PROBELIVES FHRRE SR ERAT IR - RS

(1) 96FLIRE: #5100 pLARRERGIMANOCFLIRF, E2ERZI, FHEBRTEMEKE, ETRLERETRE.
E: IR RAR R E T AR ML MO HE AT, DR T @IS 70%~80% 4 R £,
(2) HIERZE: B20-30 pLAAR R EMTE28EA £, RRELERE, BRTESE, ETRALEMIBETUE.
(3) DAETRBEALRFEHET, SEHITHIHEE.
BRI RARNTAN GERTMEMR)
1. &HRRALER:
(1) RET—REFLRPIEMER, FEMEITCEEILET70%~80%, FFAANGEES1% R IT0IB4mA.
2. YHRRGETE:
(1) EREEFIRPRFHEIERR.
(2) RIBIEFRIAE, MAITRIAEFRAY Annexin V Binding Bufferf2 5% MA—R (5lan: 96FLARAN100 uL/FL, 48FLIR
hn150 uL/7L, 24FL#RAN250 pL/FL, 12FLARANS00 nL/FL, 6FLARA1 mL/FL) o HEEBRWAEETA.
3. BIERETIER:
(1) #2BBH100 L5 pL Biotin-Annexin VAI{E F 25 RN A 2] Annexin V Binding Bufferd, SE51%EH.
(2) 1RBEIRFE A ng/mLAIBF™ 488-$5 T = F1 KAV E A 248N A F Annexin V Binding Bufferd, SR5&H.
i B 4eRHeY4E B T AARIE R R 69 IR . TSI R E B AR B 69k A TR,
4. YApASEtE .
(1) EEFLFMAX R AFFRAIBiotin-Annexin VILIER (AFAEDSE, BIa0: 96FLARIN100 uL/FL, 48FL#RAN150 pL/L,
247U AN250 pL/FL, 12FL4RANS00 uL/FL, 6FLERANI mL/FL) .
(2) ZEREEXHFE 1S min. FEFHCATIRIESSARM R B H R EHRFITRITEE, HERXEH15~30 min.
(3) WELHRGE, WFEILPHRETIER.
(4) ¥REB2RKF, A Annexin V Binding Bufferist& A .
(5) EEFLFMAISBAFIHIBF™488- S BFEMETIER (FIRREILEL, BIan: 96FLARAN100 uL/FL, 48FLARANLSO pL/
FL, 247L#RAN250 pL/FL, 12FLARANS00 uL/FL, 6FLARANL mL/FL) .
(6) EBREAIEE 15 min.
Er A AT AARAE R A mia At £ TR I R R SR E G A ST
5. B
(1) WELERE, RFSFLPHRETER.
(2) #REBHAF, I Annexin V Binding Bufferift& 4R .
6. BNENESINME:
(1) FE%R, FFLMASTRAFIA Annexin V Binding Buffer, LURIFMBELEE,
(2) EREERRETRAEMB T NEMAMR.
FR=: RAMBMEN (ERTRZSMELMAR)
1. WESHIE L MERRE:
o 2. FEAE—, mLEES5x10°~10° N,
® NLEELHA
At B RERE EEANBLOERNEA. WEMEMA L E PBS Eik—iB, EkER PBS I EREIHER DKL
FEMEOLERA, 1000 rpm, ZEBEZD 5 min.
b IINEEANE EDTA BIRES B LKL 4Hhe.
E: TRERAER B . HALIE. CHILBERIES A RRENERIEME.
X MA “a BB BUOEASANMEMIETRE, KIEHEK.
d ISR RS ESENEOE, 1000 rpm, ZBEL 5min, RHELE.
ek a BBE d SBPHMA.
f.Fl PBS ERMAFHFHITHAAITH.
g BY 5x10%~10° NARE, 1000 rpm, ZEEED 5min, WFLEE.
h.100 uL Annexin V Binding Buffer ;& E4HA, 1000 rpm, =EZ( 5Smin, WFLE.
VR BREEIH AL B BT T B A Ak KA. HALBT iR, mARE B R A kAT F BB AR B i RAURARS, SR M T
AR HALE I K, R A R R mIEE T B, ¥eamiaik b PS 5 Annexin V 945 &K b B T 49 4
2. YHpmRtE
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PROBELIVES BRI SREERAT IRANM - BRSEH

(1) F100 uL Annexin V Binding Buffer& 2 40Af.
(2) IS uL Biotin-Annexin V, BEKFITIES].
(3) ERBEATEE 1S min, WBEIKATRELRMNEZ MR EMRFITRIEAE, HEXEHN15~30 min.
(4) WBLRGE, 1000 rpm, ZEBZ05 min, WELMAE.
(5) AUA100 uL Annexin V Binding Bufferf2ZR 2 &, H& 1R, 1000 rpm, ERE(S5 min, RFLE.
(6) fNA100 uL Annexin V Binding Bufferi2 R BB, MALRAL pg/mLEIBF™ 488-$EBHRME, RERITRES.
(7) EREEXEE 1S min.

R JeRe94E BT AR R B A9 e AY £ L TS B SRS I R R E 6948 A E AT A,

3. PI& (FiE)
(1) WBLRGE, 1000 rpm, ZEBZ05 min, WELMAE.
(2) AIA100 uL Annexin V Binding Bufferf2ZR 2 &, H& 1R, 1000 rpm, ERE(S5 min, RFLE.
(3) IA100 pL Annexin V Binding Bufferi2 R E 2400, MMALIKREJ5 ng/mLEIPI, BERITES.
(4) EREXTESS min.

4. FEEEER:
(1) WBLRGE, 1000 rpm, ZEBZ05 min, WELMAE.
(2) AUA100 uL Annexin V Binding Bufferf2ZR & &, H& 1R, 1000 rpm, ERE(S min, RFLE.
(3) BIAS500 uL Annexin V Binding Buffer#2 £ E S 4, #IRRN WA,

5. EHLAEN:
(1) BE: ZETARB RFHITRREN, URIERAESTEE
(2) AR ETZ A NIEE THITO .
(3) BEBEEAXME CGREABME) BEFHHRE, FHREATLIRERETA.
(4) SRIEHMBAMEXTERAPAME TR, #IASKIGIRRARIL .
(5) REKNEIEHm, RN TIIRARE.

=\ BRHAE:

1. BT (ERE -

AR

1. Biotin-Annexin V/BF™ 488-$4 5 SE M HEFRIC MK LB AME

(1) PAMLE: K562IFE 4R, FH{TBiotin-Annexin V/BFT™ 48844 & £ ZAFICFE R ABHRIAMR.
(2) FAMAE: FESETIBERIKS6240, #1TBiotin-Annexin V/BF™ 488-$% B £ EFRIC LR IAR,

LERFE: Biotin-Annexin VERICET-HBEE, LBF™M488- B EMEIND, ATHALEERRL. ERTATESLIER,
5BAM xR L AR L 22 RER(PS)INEIK FEZE N (RERXATE ., AN HEZIEE) , RAYMEET@RAT.
E: ORIRAMLERETRREAMNNE, BELAH. @REAASEF AR, KRTHIUREAS,

RN SHEE:

® o]: WERERHARGEMAEEMED?
% ENFATHEBOAERT, REMFARFIATHEHATEN. MRGEBHTEE, AREEELRETEE
BT, REERBHAXRENBBEMLATRIES

o jo]: {ERMEMITRINE At 2 ZREEFRAERIEFRE?
Z: BPLERNARESEFERATHR, XLMMAMGERENZHIER, SFEEEFES, REANINTRXE
SHEERHEE, SNRNERATREBTIOREEMAEEHIELRR, MAMHRSE EELIEHR TN = E RS
i ; BRI E P S ANMBREB SRR P IRE, RENRBLEREEREIETH Annexin V, FHREB LK.
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	15 min速染，信号放大，精准检测细胞凋亡
	产品货号：B42321
	储运条件：4 ℃避光保存，冰袋运输
	产品简介：
	应用范围：细胞凋亡的定性与定量检测；凋亡通路机制及疾病模型验证研究；
	产品特点：
	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
	 如果进行流式检测，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。
	 荧光显微镜和流式细胞仪检测时选用的波段或通道，需根据实际选用的链霉亲和素偶联物进行适配
	 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：
	 将试剂从储存条件（如4 °C）取出，平衡至室温(15~25 °C)，准备足量PBS缓冲液。
	 配制Annexin V·Binding·Buffer:10 mM HEPES,140 mM-NaC
	注：以下操作步骤中使用的Annexin V Binding Buffer均为1×。
	 本产品操作步骤中的链霉亲和素偶联物以BF™ 488-链霉亲和素为例。

	2.仪器准备：
	 荧光显微镜、流式细胞仪或酶标仪。

	3.对照组设置：（以Biotin-Annexin V+BF™ 488-链霉亲和素与PI进行双染流式检测为
	 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 Annexin V Binding Buffer重悬细胞，加入5 μL Bioti
	（3）孵育结束后，1000 rpm，室温离心5 min，收集细胞。
	（4）小心吸弃含染料的上清液（此为废液，需妥善处理）。
	（5）加100 μLAnnexin V Binding Buffer轻柔重悬细胞，进行洗涤，离心，吸净上清
	（6）使用100 μL Annexin V Binding Buffer重悬细胞，加入终浓度为1 μg/m
	（7）室温避光孵育15 min。

	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Annexin V Binding Buffer轻柔洗涤细胞一次（例如

	3.制备染色工作液：
	（1）按照每100 μL中5 μL Biotin-Annexin V的使用量将染料加入到Annexin V
	（2）按照终浓度为1 μg/mL的BF™ 488-链霉亲和素的使用量将染料加入到Annexin V Bin

	4.细胞染色：
	（1）向各孔中加入对应体积的Biotin-Annexin V工作液（体积同步骤1，例如：96孔板加100 
	（2）室温避光孵育15 min。孵育时长可根据实际观察到的染色效果进行灵活调整，调整区间为15~30 mi
	（3）孵育结束后，吸弃各孔中的染色工作液。
	（4）按步骤2的体积，加入Annexin V Binding Buffer洗涤细胞。
	（5）向各孔中加入对应体积的BF™ 488-链霉亲和素工作液（体积同步骤1，例如：96孔板加100 μL/
	（6）室温避光孵育15 min。

	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Annexin V Binding Buffer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Annexin V Binding Buffer，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。

	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 Annexin V Binding Buffer清洗细胞，1000 rpm，室温离心5
	2. 细胞染色：
	（1）用100 μL Annexin V Binding Buffer重悬细胞。
	（2）加入5 μL Biotin-Annexin V，轻轻吹打混匀。
	（3）室温避光孵育15 min。孵育时长可根据实际观察到的染色效果进行灵活调整，调整区间为15~30 mi
	（4）孵育结束后，1000 rpm，室温离心5 min，收集细胞。
	（5）加入100 μL Annexin V Binding Buffer轻柔重悬，洗涤1次，1000 rp
	（6）加入100 μL Annexin V Binding Buffer轻柔重悬细胞，加入终浓为1 μg/
	（7）室温避光孵育15 min。

	3. PI染色（可选）：
	（1）孵育结束后，1000 rpm，室温离心5 min，收集细胞。
	（2）加入100 μL Annexin V Binding Buffer轻柔重悬，洗涤1次，1000 rp
	（3）加入100 μL Annexin V Binding Buffer轻柔重悬细胞，加入终浓度为5 μg
	（4）室温避光孵育5 min。

	4. 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 Annexin V Binding Buffer轻柔重悬，洗涤1次，1000 rp
	（3）加入500 μL Annexin V Binding Buffer轻柔重悬细胞，制成流式上机样品。

	5. 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Biotin-Annexin V/BF™ 488-链霉亲和素标记后荧光
	（2）阳性组：诱导凋亡处理后的K562细胞，进行Biotin-Annexin V/BF™ 488-链霉亲和
	结果判读：Biotin-Annexin V标记凋亡细胞后，经BF™ 488-链霉亲和素标记，可激发出
	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？



