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ANNEXIN V - FITC 检测试剂盒（流式细胞仪法）说明书 

 

ANNEXIN A5-FITC 检测试剂盒-细胞凋亡检测试剂盒 

 

 IM3546 200 测试 

仅供研究使用。不用于诊断程序。 

 

【产品名称】 

通用名称：ANNEXIN V - FITC 检测试剂盒（流式细胞仪法） 

英文名称：ANNEXIN A5 FITC KIT 

 

【试剂内容物】 

 膜联蛋白 A5-FITC 10×浓缩结合缓冲液 碘化丙啶* *警告：碘化

丙锭（PI）具有毒性 

剂型 即用型液体 液体 红色粉末 

体积 200 µL 1.7 mL 250 µg 

瓶数 1 瓶 6 瓶 1 瓶 

 

【膜联蛋白 A5-FITC 特征】 

FITC 标记的修饰人重组膜联蛋白。体外显示无可测量抗凝活性。 

– F/P 比值：1（计量复合物） 

– 纯度：根据快速蛋白液相色谱法，纯度>99%。 

– 浓度：25 µg/mL。 

注：膜联蛋白 A5 在 1-5 mM 或更高游离 Ca2+浓度下与 PS 最佳结合。如介质含水量较少，则通过添加 CaCl2

调整浓度，或用提供的 1×浓度的结合缓冲液代替介质。根据经验，RPMI1640 不太适合该测定。也可使用其他

介质（如 DMEM）。 

 

【荧光】 

膜联蛋白 A5-FITC： 

– 最大吸收：492 nm 

– 最大发射波长：520 nm 

碘化丙啶： 

– 最大吸收：370 nm、550 nm 

– 发射范围：560-680 nm 

 

【应用】 

通过流式细胞术或荧光显微镜检测细胞凋亡。 
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【警告和注意事项】 

1.  此 ANNEXIN A5-FITC 检测试剂盒含有碘化丙啶（PI），其为一种潜在突变剂。建议避免与皮肤和眼睛

接触，穿戴合适防护服和手套，以及合适护目镜/面罩。还建议采用机械通风和呼吸防护设备。 

2. 与本试剂接触的标本、样本和所有材料均应视为具有潜在传染性予以处理，应采取适当的预防措施进行

处置。 

3. 切勿口吸移液，避免样本与皮肤和黏膜接触 

4. 避免试剂发生微生物污染，否则可能出现错误结果。 

5. 处理这些试剂时遵循药物非临床研究质量管理规范。 

 

【GHS 危险等级分类】 

碘化丙啶 警告  

 

 

 

 H315  引起皮肤刺激。 

 H319  造成严重眼睛刺激。 

 H335  可能造成呼吸道刺激。 

 P261  避免吸入蒸气。 

 P280  穿戴防护手套、防护服和护目镜／面部防护装置。 

 P304+P340  如不慎吸入：将受害人转移至新鲜空气处，并保持呼吸通畅

的姿势休息。 

 P312  如果您感到不适，请致电毒物中心或医生。 

 P337+P313  如果眼部刺激持续存在：请就医。 

 P403+P233  储存于通风良好处。保持容器紧闭。 

碘化丙啶>95% 

 

 化学品安全技术说明书提供于 beckman.com/techdocs 

 

【储存、处理条件和稳定性】 

这些试剂在 2-8℃下避光储存时可在有效期内保持稳定。过期后不得使用。切勿冷冻。 

 

【试剂制备】 

• 用蒸馏水将 10×浓缩结合缓冲液稀释 10 倍，并将稀释的缓冲液置于冰上。为预期测定数量制备足够数

量缓冲液。 

• 将 250 µg PI 溶解于 1 mL 1×结合缓冲液中，并将 PI 溶液置于冰上。 

• 使用后，溶液应储存在 2–8℃下。 

 

【步骤】 

1.  用冰冷培养基或 PBS 清洗细胞样本，并在 4℃下以 500×g 离心 5 分钟。丢弃上清液，并在冰冷 1×结合

缓冲液中重悬细胞团块至 5×105-5×106个细胞/mL。将试管置于冰上。 

2. 将 1 µL 膜联蛋白 A5-FITC 溶液和 5 µL 溶解的 PI 添加至步骤 1 中制备的 100 µL 细胞悬液中。轻轻混合。 
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3. 将试管置于冰上，避光孵育 15 分钟。 

4. 加入 400 µL 冰冷 1×结合缓冲液，轻轻混合。 

5. 通过流式细胞术（或荧光显微镜）在 30 分钟内分析细胞制剂。 

 

【阳性对照】 

1.  将细胞与含有 3%甲醛的 PBS 在冰上孵育 30 分钟。离心细胞，丢弃甲醛缓冲液，并在冰冷 1×结合缓

冲液中将细胞团块重悬至 5×105-5×106个细胞/mL。从染色程序的步骤 2 开始进行染色。 

2. 诱导 Fas/CD95 表达细胞（如人 Jurkat 细胞或小鼠胸腺细胞）的细胞凋亡。 

培养基中加入 100 ng/mL 纯化激动型抗-Fas/CD95 抗体，并在 37℃（5% CO2）下孵育细胞 4-24 小时。

离心细胞，丢弃上清液，并在冰冷 1×结合缓冲液中将细胞团块悬浮至 5×105-5×106个细胞/mL。从染色

程序的步骤 2 开始进行染色。 

 

【一般注释和预防措施】 

将流式细胞仪优选设置为可使膜联蛋白 A5 阴性细胞群分布于 FITC 通道的第一个十进位中，且 PI 阴性细胞群

分布于 PI 通道的第一个十进位中。可通过阳性对照定位最佳参数设置（见上文）。 

应在冰上进行膜联蛋白 A5 与 PI 的孵育，以阻止细胞阶段进一步进展，即活性⇒细胞凋亡⇒继发性坏死。 

对于大鼠胸腺细胞，当保存在冰上时，细胞群分布（存活、凋亡、继发性坏死）至少保持稳定 6 小时。 

 

【特异性】 

ANNEXIN A5-FITC 检测试剂盒是一种基于膜联蛋白 A5 与磷脂酰丝氨酸（PS）的结合特性和碘化丙啶（PI）

的 DNA 嵌入能力的细胞凋亡检测试剂盒。 

根据细胞形态学变化，在组织中发现细胞凋亡（或程序性细胞死亡）
（1）。细胞凋亡的形态学标准（如细胞收缩、

核浓缩和固缩）逐渐与生物化学标准（如核小体之间的 DNA 切割）互补，导致 DNA 在琼脂糖凝胶上呈阶梯状

出现
（2）。直至最近，将此典型特征视为细胞凋亡标志。但并非所有处于细胞凋亡中的细胞似乎均在核小体之间

切割其 DNA 链
（3），而那些切割 DNA 链的细胞仅在细胞凋亡途径晚期才进行此行为。 

对细胞凋亡过程的新见解产生了新参数，可用于检测和测量细胞凋亡。其中一个参数存在于磷脂酰丝氨酸（PS）

细胞表面，这是一种带负电荷的磷脂，通常位于质膜的内部小叶中。在细胞凋亡的早期阶段，细胞膜的完整性

得到维持，但细胞失去了膜磷脂的不对称性
（4,5,6,7）

。PS 暴露在细胞表面，并形成巨噬细胞识别和去除凋亡细

胞的特异性信号之一
（5,8）。 

膜联蛋白 A5 是一种 Ca2+依赖性磷脂结合蛋白，优先与 PS 结合，具有高亲和力。死亡细胞改变其形态并水解

其 DNA 前，凋亡细胞被膜联蛋白 A5 染色
（4,9,10,11,12）。鉴于 ANNEXIN A5-FITC 检测试剂盒的方案便于参考，

细胞凋亡相关 PS 暴露的早期检测和普遍性使其成为研究细胞凋亡的有力工具
（9,11,13,14）。 

ANNEXIN A5-FITC 检测试剂盒利用了膜联蛋白 A5-FITC 在 Ca2+存在下对 PS 的亲和力。在 1:1 计量复合物中

，膜联蛋白 A5 与 FITC 的结合不会改变膜联蛋白 A5 的自身磷脂结合特性。结合动力学显示，如果 PS 和 Ca2+

可用，则膜联蛋白 A5-FITC 与磷脂膜快速结合。 

ANNEXIN A5-FITC 方案旨在方便、快速地测量悬浮细胞样本中的细胞凋亡。细胞凋亡相关的 PS 暴露是哺乳

动物和非哺乳动物物种的一种系统发育保守机制，且已证明膜联蛋白 A5 对其的检测适用于迄今为止试验的人

类、小鼠、大鼠、仓鼠、小鸡和果蝇细胞类型
（5,6,15,8,9,13,16,17,18）。 

 

【示例数据】 

使用 ANNEXIN A5-FITC 检测试剂盒进行染色后，对凋亡 Jurkat 细胞进行流式细胞术分析（在 COULTER 

EPICS XL 流式细胞仪上进行此分析）。已用 100 ng/mL 激动型抗-Fas（CD95）抗体对 Jurkat 细胞处理 6 小
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时。使用 XL System II 软件进行分析。双参数表示（FL1vs FL4）显示三个不同细胞群，i）具有低水平 FITC

和低水平 PI 信号的活细胞，ii）具有高水平 FITC 和低水平 PI 信号的凋亡细胞，iii）具有高水平 FITC 和高水平

PI 信号的继发性坏死细胞（见图）。根据细胞类型以及培养和离心条件，可以观察到对应于具有低水平 FITC

和高水平 PI 信号的受损活细胞的第四细胞群。 

象限 2：40.5%（继发性坏死细胞） 

象限 3：27.1%（活细胞） 

象限 4：31.4%（凋亡细胞） 

 

 

 

【商标】 

Beckman Coulter、标志以及文中提及的贝克曼库尔特产品和服务标记均是贝克曼库尔特（美国）股份有限公

司在美国和其他国家/地区的商标或注册商标。 

 

【其他信息】 

欲获得其他信息，或收到破损产品，请致电 400 821 8935 与贝克曼库尔特客户服务部联系，或联系当地贝克

曼库尔特代表。 

www.beckmancoulter.com 

 

【符号说明】 

符号词汇表发布于 beckman.com/techdocs（文件编号 B60062） 

 

【说明书版本说明】 

原文说明书文档版本：B60205AC，原文说明书生效日期：2019 年 09 月； 

中文说明书文档版本：B60205AC-CN ，中文说明书生效时间：2024 年 4 月； 

中文说明书 B60205AC-CN 内容直接翻译自原文说明书 B60205AC。 

膜联蛋白 U FITC 

碘
化

丙
啶

 

http://www.beckmancoulter.com/
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