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目录货号目录货号目录货号目录货号 PF032 

 

 
背景介绍背景介绍背景介绍背景介绍：：：： 

凋亡是细胞死亡的一种基本形式，它在胚胎发育，组织分化和一些疾病发生过程中起着重要的

调控作用。在正常细胞中，磷脂酰丝氨酸（PS）位于细胞膜内侧，一旦发生细胞凋亡，可以从细胞

膜的内侧迅速翻转到细胞膜外侧，使得 PS暴露在细胞膜表面。在体内，巨噬细胞可以识别翻转到细

胞膜表面的 PS从而将这些程序性死亡的细胞清除，因此凋亡过程中并不伴随局部的炎症反应，而在

细胞坏死的过程中则常常伴随着炎症反应。 

在体外可以用 PS与抗凝血剂 Annexin V的相互作用检测外翻的 PS。在 Ca2+存在的情况下，

Annexin V与 PS有很高的亲和力，可以与之迅速结合。PS外翻发生在细胞核破裂，DNA 片段化以

及凋亡相关蛋白出现之前，这使得 Annexin V与 PS的结合成为凋亡早期的一种重要检测标志事件。 

 

检测原理检测原理检测原理检测原理：：：： 
在该方法中，基于流式细胞仪和荧光显微镜，FITC标记的 Annexin V可以用来检测细胞凋亡。

由于细胞坏死的过程中也会发生细胞膜损伤，坏死的细胞同样也会结合 Annexin V-FITC。因此，

Propidium Iodide（PI）被用来区分存活的早期细胞和坏死或晚期凋亡细胞。坏死细胞可以同时与

Annexin V-FITC和 PI 结合显色，而 PI则被排除在活细胞（FITC 阴性）和早期凋亡细胞（FITC 阳

性）之外。在没有巨噬细胞的情况下，凋亡的最后阶段会像细胞坏死一样发生整个细胞的解体，从

而使凋亡晚期的细胞也同时被 FITC和 PI结合染色呈现双阳性。 

    一种直接在细胞培养基中完成 Annexin-FITC结合反应的快速检测方法被开发出来，从而避免了

反复的离心和清洗步骤，减少或避免在这些过程中对细胞膜可能造成的人为机械损伤。除此之外，

凋亡是一个动态持续的过程，细胞脱离正常培养条件后就开始发生凋亡，在整个实验过程中凋亡都

在进行，因此快速的检测方法对于检测细胞的早期凋亡也非常重要。 

 

检测次数检测次数检测次数检测次数：：：：100次 

 

检测方法检测方法检测方法检测方法：：：：流式细胞仪或荧光显微镜 

 

样本类型样本类型样本类型样本类型：：：：悬浮细胞，贴壁细胞 

 

种属反应种属反应种属反应种属反应：：：：可适用于多种种属 

 

储存与运输条件储存与运输条件储存与运输条件储存与运输条件：：：：干冰运输，4°C储存。为了防止由于沾在管盖上造成的试剂损失，移除管盖前

需要轻轻旋转使沾在管盖上的液体落入管内。请参考注意事项和操作建议。 
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图图图图 1. 试剂盒检测原理图试剂盒检测原理图试剂盒检测原理图试剂盒检测原理图 

 

试剂盒组分试剂盒组分试剂盒组分试剂盒组分：：：： 
注意：Annexin V-FITC Apoptosis Detection试剂盒提供足够 100次反应的试剂。 

（1）Annexin V-FITC（试剂盒组分目录号 JA1651-125UL）：200 µg/ml FITC标记的重组 Annexin V。 

（2）5×结合缓冲液（试剂盒目录号 JA1652-12.5ML）：12.5 ml 

（3）培养基结合试剂（试剂盒目录号 JA1653-1.2ML）：用来增强 Annexin V与 PS在培养基中的

结合效率。 

（4）Propidium Iodide（试剂盒目录号 JA11654-1.5ML）：30 µg/ml 

 

注意事项注意事项注意事项注意事项：：：： 
（1）为了得到最好的实验结果，请在使用该试剂盒前参考以下的说明。 

（2）为了防止由于沾在管盖上造成的试剂损失，移除管盖前需要轻轻旋转使沾在管盖上的液体落入

管内。 

（3）Propidium iodide可以通过吞咽或皮肤接触对身体造成伤害，并且可以造成眼睛发炎疼痛。它

应该被当作可能的致敏原对待。 

（4）操作时需要戴手套，穿实验服，戴防护眼镜。 

（5）使用 Annexin V-FITC试剂盒检测凋亡需要针对活细胞。固定操作可能会干扰 FITC信号强度。

标记后固定细胞是一种可能的解决办法，但是需要提供过量的 Ca2+确保 Annexin V与 PS相互作用在

固定过程中不会消失。 

（6）Annexin V-FITC结合后需要尽快进行检测分析，因为凋亡是一个动态持续的过程。FITC 信号

1 小时后也会损失减弱。 

（7）Propidium Iodide和 Annexin V-FITC对光敏感，尽量减少它们暴露在光下的时间。有必要时可

以使用带盖子的冰盒或铝箔纸避光。 

（8）用 Annexin V-FITC成功检测早期凋亡依赖以下几个因素，包括细胞类型，膜 PS表达水平，凋

亡过程中外翻 PS的量，诱导凋亡的方法（或试剂），诱导凋亡的时间以及实验过程中机械损伤的程

度。推荐根据每次实验样本类型和操作流程对这些步骤进行优化。 
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操作流程操作流程操作流程操作流程：：：： 
共有三种不同的操作步骤。一种直接在培养基中完成 Annexin V-FITC与 PS的结合（快速 Annexin 

V-FITC 结合检测法），一种需要 PBS清洗后在结合缓冲液中完成 Annexin V-FITC与 PS的结合（传

统 Annexin V-FITC结合检测法），一种用于 Annexin V-FITC与贴壁细胞结合。如果可能推荐使用

第一种快速检测法。三种方法都需要准备足够的 1×结合缓冲液（快速检测法 0.5 ml/样本，传统检测

法 1.0 ml/样本），将 5×浓缩结合缓冲液按照 1：5 的比例稀释在去离子水中即可。置于冰上。 

 

一一一一 快速快速快速快速 Annexin V-FITC 结合检测法结合检测法结合检测法结合检测法 

1. 调整细胞密度到大约 1×106细胞/ml。 

2. 将 0.5 ml细胞悬液从细胞培养瓶中（5×105个细胞）转移到一个干净的离心管内。 

3. 加入 10 µl培养基结合试剂。 

4. 加入 1.25 µl Annexin V-FITC。 

5. 室温（18-24°C）避光反应 15分钟。 

6. 室温 1000×g离心 5 分钟，去除培养基。 

7. 将细胞用 0.5 ml 1×结合缓冲液轻轻重悬。 

8. 加入 10 µl Propidium Iodide。 

9. 将样本放置在冰上避光保存。 

10. 立即用流式细胞仪或荧光显微镜检测分析。 

 

二二二二 传统传统传统传统 Annexin V-FITC 结合检测法结合检测法结合检测法结合检测法 

1. 调整细胞密度到大约 1×106细胞/ml。 

2. 将 0.5 ml细胞悬液从细胞培养瓶中（5×105个细胞）转移到一个干净的离心管内。 

3. 室温 1000×g离心 5 分钟，去除培养基。 

4. 将细胞用 0.5 ml预冷的 PBS溶液轻轻重悬。 

5. 室温 1000×g离心 5 分钟，去除 PBS溶液。 

6. 将细胞用 0.5 ml预冷的 1×结合缓冲液轻轻重悬。 

7. 加入 1.25 µl Annexin V-FITC。 

8. 室温（18-24°C）避光反应 15分钟。 

9. 室温 1000×g离心 5 分钟，去除上清。 

10. 将细胞用 0.5 ml预冷的 1×结合缓冲液轻轻重悬。 

11. 加入 10 µl Propidium Iodide。 

12. 将样本放置在冰上避光保存。 

13. 立即用流式细胞仪或荧光显微镜检测分析。 

 

三 Annexin V-FITC 与贴壁细胞结合检测法与贴壁细胞结合检测法与贴壁细胞结合检测法与贴壁细胞结合检测法 

1. 将细胞培养瓶中的培养基转移到 15 ml的锥形管中并置于冰上。 

注意：这些培养基中可能包含有在细胞死亡过程中从培养瓶壁上脱落的细胞。 

2. 用 10 ml PBS溶液轻轻润洗培养瓶内细胞，去除 PBS溶液。 

3. 加入 1-2 ml 0.5×胰酶，孵育，直到显微镜下观察到细胞开始从培养瓶壁脱落。 

4. 轻轻连续拍打使细胞从培养瓶壁上完全脱落。 

5. 将细胞轻轻重悬于步骤 1中的培养基或预冷的 1×结合缓冲液中使得其密度大约为 1×106细胞/ml。 

6. 将 0.5 ml细胞悬液从细胞培养瓶中（5×105个细胞）转移到一个干净的离心管内。按照快速快速快速快速 Annexin 

V-FITC 结合检测法结合检测法结合检测法结合检测法中 3-10步或传统传统传统传统 Annexin V-FITC 结合检测法结合检测法结合检测法结合检测法中 7-13步操作。 
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结果与判断结果与判断结果与判断结果与判断：：：： 
一一一一 流式细胞仪分析流式细胞仪分析流式细胞仪分析流式细胞仪分析 

流式细胞仪可以利用氩离子激光源发射波长为 488 nm的激发光，从而定量 Annexin V-FITC和

Propidium Iodide的信号强度。为了建立流式细胞仪的检测标准，使用仅用 Annexin V-FITC染色的

诱导凋亡细胞和仅用 Propidium Iodide染色的诱导凋亡细胞做仪器校准。FITC信号可以在 518 nm 

波长时被 FL1（FITC接收器）通道检测到。Propidium Iodide在波长 620 nm处发出荧光，可以被 FL2

（Propidium Iodide接收器）通道检测。进行合适的参数调整从而避免这两种测量的交叉重叠。

Annexin V-FITC荧光强度的对数值作为 X 轴，Propidium Iodide荧光强度的对数值作为 Y 轴。流式 

细胞仪也可以编程展示其他参数，比如前散射和侧散射（90°）。 

 

 

图图图图 2. 样本流式细胞术检测图如上所示样本流式细胞术检测图如上所示样本流式细胞术检测图如上所示样本流式细胞术检测图如上所示 活细胞既不结合 Annexin V-FITC，也不结合 Propidium Iodide，出

现在上面散点图的左下方。早期凋亡细胞有外翻的 PS和完整的细胞膜，因而可以结合 Annexin V-FITC

而将 Propidium Iodide排除在细胞外，这群细胞显示在右下角。坏死或晚期凋亡细胞可以同时与 Annexin 

V-FITC 和 Propidium Iodide结合显示双阳性，这群细胞出现在图的右上角。正常的细胞培养中会有一小

部分细胞处于细胞死亡阶段。 

 

二二二二 荧光显微镜分析荧光显微镜分析荧光显微镜分析荧光显微镜分析 

加入 Propidium Iodide后将 25-50 µl细胞重悬液转移至显微镜玻片上。盖上盖玻片后迅速用装备

有 FITC和 Rhodamine滤镜的荧光显微镜观察细胞。向样本中加入的封片剂可能造成 Ca2+浓度的降

低从而引起 Annexin V-FITC的去结合。 

流式细胞仪光散射属性的不同设置也可以用来监测细胞正在发生的凋亡过程。例如，未处理的

Jurkat细胞有很高的前散射。诱导凋亡后，Jurkat细胞开始皱缩，细胞膜出现泡状结构，从而可以观

测到侧散射的显著增强。将光散射属性的变化与 Annexin V-FITC检测方法相结合可以用来验证或支

持利用单一参数测量得到的结论。 

    荧光显微镜荧光显微镜荧光显微镜荧光显微镜：：：： 

使用荧光显微镜上的 FITC滤镜（蓝光），Annexin V-FITC染色阳性的细胞将在细胞膜表面呈

现明亮的苹果绿色。使用 Rhodamine滤镜（绿光），Propidium Iodide染色阳性的细胞则会在整个胞

质内呈现不同强度的黄-红色。早期凋亡细胞不会被 Propidium Iodide染色或显示背景荧光，而坏死

或晚期凋亡细胞则会显示出黄-红色的胞质，红色的胞核和环绕细胞的绿色胞膜。在晚期凋亡细胞中

还可以观察到胞膜皱缩和起泡。 
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图图图图 3 快速检测法与传统检测法结果一致快速检测法与传统检测法结果一致快速检测法与传统检测法结果一致快速检测法与传统检测法结果一致 Jurkat细胞用 0.5 µg/ml Actinomycin D处理 4.5（中间）或 19 小

时（底部），未处理的细胞在上图中每部分的上端。 然后在结合缓冲液中加入 Annexin V-FITC（传统检

测法）或直接在 RPMI，DMEM 或 McCoy’s 5A培养基中加入 Annexin V-FITC（快速检测法）。 
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图图图图 4 快速检测法与传统检测法结果一致快速检测法与传统检测法结果一致快速检测法与传统检测法结果一致快速检测法与传统检测法结果一致 30分钟紫外线照射后分别在恒温培养箱中孵育 4（中间）或 18

（底部）小时诱导细胞凋亡，未处理的细胞在上图中每部分的上端。然后在结合缓冲液中加入 Annexin 

V-FITC（传统检测法）或直接在 RPMI，DMEM 或 McCoy’s 5A培养基中加入 Annexin V-FITC（快速检

测法）。 
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