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Cell Analyze™ Autophagy Green Assay Kits(MDC)

10 min BEEF —L R REMABEEE-BIEEEE BZIaTR
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Famiitg: 100T
fEE R HY A 20 CRAKHMRTE, BRREFM, HAES 4 CHREHLUKIEM
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Cell Analyze™ Autophagy Green Assay Kits(MDC)Z—F 208 B L MR FIE. AT ERARLRE BT
FBZ (Monodansylcadaverine, MDC) , EAEA—HMREERME R, MBS FHRYMNS BIEAEENFERMES, EiEN
BRRRE, EFMibEETEEREEEL (BEE) , HEMPATWRETLES, STIMAIMEFMBER BEEMERN
BEWTE. 5EGEEAQNEL, NATENERE: TEERMRME, ERREVCLR R SIIRIESN; MDCIH
EARSESMS. & MDCIAIRICHEREMMES, EE@MEFEEMERIOL, SROMHEEIE.

MABEME (Autophagy) Rt EEERTHHEEASBRAEIRE, BEERANEREHE B (Autophagosome),
BEATEZNMEER . BRTEEARNRREGEAMEHITERBESEW. ZIRETXEEMENE. SUNHF
AFIMETIRINGES . HIFEF. DUSREHRONE], EEEMENEKLAET. RRENERREENFHREEX
EENAE. ARENXRILESME. MERITHEERR. RENER. REAREREZFEAREIREZHEX. £
THASEESREPHNERCER, il STtENAMEREEERAMRESRZSEFMRP AR X
BIRTLER S
7E: A3 B Beyotime Autophagy Staining Assay Kit with MDC(C3018).

MAEE: EMARASIRMEARES L, TRAFANERBMRN; 759, EFE. BRE. SURSEEX
BESEMHFESFEEN; 5RAT. X, BREABHFHREMR;

LR TR

® SKIEPR: R 10 min BIAIARIR, HRENAHER, EHEFEREDNE 12X
o RIEEIE: THRER, EENEARRE, THREMERIRERLE;

o ERME: ML RAMAE NRRMAE) EHE RN

o {RESEH: JEMMRNM MDC &, TEEELHY, TESBIRBENTS;
o SRWUE: MDC FERLIRE) BRERRERS, SARIESEMIAT .

it £ 8
® Ex/Em: 335 nm/512 nm
FERESY
4R 45 100 T
A. 10x MDC Stain 1 mL
B. Stain Buffer 50 mL
C. Wash Buffer 100 mL
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® MDC StainEHBAEHM, KWARLAFIEMRAMB—RXMEFERTRIE, LENTMEBFBREFTINGIFEE,
BRI T B AR . FAIR KRS

® JEt: HITMDCIERHFHER, BELEFREITELL, RNALHAAERTIRE TR THINE.
o IR IR EIESMAAIRE, WS MAMLIREASHRAMTNIEE, FIMMEEREERFSSIH. [

B, FEISHRRIESFUREHTI, F68RMEXERTE—PEIELSER.

o AERRATHEANTSTHMEMRALR, HITHEERICRERN. TEATRAFEMRAR. EELBRNMA
RS ABARAY] R FHEA R R BN .

o AERMNRTRMAEH AT SERTEEEEAN.

® ATHEMREMER, BFEEEMAENSIRERENE,

fEF AR :

— ZWEEE

R

B FEPEILESA (10x MDC Stain). 2H43B (Stain Buffer). 443C (Wash Buffer) Wi #E & (30-20 °C/4 °C) BXH,
FEEER (15-25°C) .

2. {UERHER:

® TOLEMIE: BMAIENA330-350 nm (AIDAPLER) ; REHEAHS510-530 nm (ANFITCIER) ;
3. {ARRAER:
([ ]
4

.i—l

RIESEIRTT, WAMATHNLE (MAMES. NRESH) .
. XRARE:

A5l MDC eyl
23S o - TR
PR X HR + NMEEMRTIE
PR 3t B + BIEF S 4
SLIR4H + SCIGLH AR
o =AM REGMH, AT ITHEMBE LR,
o [AMXIER: RFITEKESHEEHN, /EARMMBREKTE.
® (AT : {#FFEBSS(Earle’s Balanced Salt Solution) JLik AL IBL4HRELLE S Bk, IR SR E37 °CTN ¥ 530 min-4

hHHEEREIE, UMEREIFSHIE.
JE: MR IE P EBSS #h2 R A Aot iF, TE COUHCRE T, Rmb 8RS P R 69 fa At RIE S ik
ENB MRS B R 0B R £ T R ARE B AR R R AR A AL BB R e 3R 4 A AY 42 T 49 i (e HeLa  HEK293)
7 EBSS 432 30 min /5 BP 7T ALK B B 75 9E, AR B ARek 2 0 1] B2 43 AR Ba e M - B4
= BEPE
FR—: CRENFRN GERTRF4HM)
1. WESRRMAR:
(D) WEFNEFHRRBREBLEF.
(2) 1000 rppm, ZEREWL 5 min, MORFLEFER.
(3) MNIEELHS C (Wash Buffer) 2 EEMA.
2. HERS I
(1) Apait#, BY 1x10° N4EBE, 1000 rpm fRIEE L 5 min, £ LEE.
E: RERBE M E ERERTEMN, AERRASHRBAEE BT (EHELE: 10°-107 cells/mL) o BARTARIEFF
AR EERHELSHRERE, ARME T F @on A FWTHA T,
7E: 414 B (Stain Buffer) ) &K 8) & 2 QI# a9 R &% ik, BL 2 % TR, TAAAM MR HEE L Hmin 43RS FREL
gk, FRERA LR, EHALALERFHAEARL, TAEM PBS. HBSS $ % M4E FiRANEARERE, T
EACE oIS
3. Ypa e
(1) AN 90uL 484> B (Stain Buffer), FFAIAN 10 uL 2843 A (10x MDC Stain), 3232WIT/RS (kBT MDC Stain &R E A
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1x) &
(2) 37°CEEXWEE 15 min, WBERKARELFNEZIWRAEHRHFITRIFREE, HEXERA 10-60 min.
Er SRR E T UAARERR MR X, TR RF R AL E AT,
4. FHRSER:
(1) WBLRE, 1000 rpm, ZEE0 5 min, YELRA.
Q) MLRFEFRNEER (WHERR, TESELIP) .
(3) S 100 uL £6%> C (Wash Buffer) 2R E 2R, FHITH K. EEMEES B 3R, URSEBRKRESHEEER,
SR
(4) RRERE, MRRELEER, MA 100 uL A5 C E20, BRSNS,
5. BRENE5HER.
(1) 96FLIRE: #5100 pLARRERIGIMANOCFLIRF, B2ERZI, FHEBRTEMEKE, ETRLERETRE.
(2) HIFRZE: 2030 pLAfaEREmFEe8mA £, RESEEER, BRTESHE, ETRARMBTUE.
(3) EFRREXFZHT, SKHAMBRESRIIORTX (AEEE BEAEEE) .
FRI: POEENERN GERTWEMME)
1. HRREIE:
(1) EREEFIRPRFHEIERR.
(2) RIBIEBFARAE, MASTRAKFRRILE S C (Wash Buffer) B R0EMAB—% (HIan: 96FLARAN100 puL/FL, 48FLARAN150
pL/FL, 24FLARAN250 pL/FL, 12FLARANS00 pL/fL, 6FLARANL mL/FL) . FEHEBWEEDC.
2. FlERETIER:
(1) RIFPHEDILE, REDA HPB=1: OMLLH], RATEELEZHGTERSMDCHRETIER (AWM . flaw, Al
MNooFLIREE, FEHII0mLIT/E®R (1 mLASTA +9 mLLASB) .
3. YRRt
(1) EEFLFMANBAERAMDCRETER (FIREILSEL, Flan: 96FLARAN100 pL/FL, 48FLARAMN150 uL/FL, 247L1R
fn250 uL/FL, 12FLARAN500 uL/FL, 6FLARAAT mL/FL)
(2) 37 °CIEAIEE 15 min, FBIHKARIBELFEMNERWREHRHFITRIFEEE, HEXEH10-60 min.
E: SRR E T UAARERR MR X, TR RF R LML E RN HTEE,
4. FEk:
(1) WELERE, RFSFLPHRETER.
(2) BSBIARIR, MALESC (Wash Buffer)JEE M. BBEUILFELTEHIR, SRBEARMSETER.
5. BRENE5HER.
(1) RRFEER, BILMASREARNESC, LURFMEEE.
(2) BEEFESRETRALEMBTUEMAR., BAHEERAFRE—.
=\ BRAE:
o EMSH (BNF) :

MDC

Control Dex Dex + Ato
1.MDC ZEHRE
® i Ato REZ R OB-6 LHREME, REZ AL, Dex A, Dex+Ato tAHIFRE—R ST, EHF Dex(1.0 uM),

Ato(0.1 pM), 2 MDC #REtHFE . ARAZBMIRT, WRRSP2IMEFE R EARIAES B A BRSBTS
BBk, £5RFRAA Ato AIMRIAMMMBELE .
: B K 51 & (Atorvastatin Upregulates microRNA-186 and Inhibits the TLR4-Mediated MAPKs/NF-kB Pathway to Relieve
Steroid-Induced Avascular Necrosis of the Femoral Head. Front Pharmacol)  (doi:10.3389/fphar.2021.583975.)
Z: MDC R4 H A4, MDC R TAvit A CcBEmins, EFmas e imi Tk, BRSITHEER,
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ERRERSRE:

® [o]: TMAEEMAE, FREGHLRLANME? REHKEZAE “FTHE” ? BREERNNERAR?
E: 20, ERT 0.25%REg 30-60 s BIEAIAIEL%, >2 min 515 SR BEERFEM
a HAREIT]: TR RN, ATAEEAMREITIEK ERRIT, REREFRIE. A AERM, B4
BEI—Le/mpaptk, FBTARITSIEM (20 40 pm ZRAATE) HIAL R LHRER.
b AEEEMEMA Y iR TE LBET EDTA SFHENRNMEN BR, ATANMRBEAREmEMBEGTE, MHEek
EEREFINE /), RS MAERERIEE.

o [o): MEEREMEFITIER (EIWRMEFR) KEFE, ZWARR?
E: BEXEAMERSTERARWEERENELT (MESEER) .
a.BRME: EEMAERET, BERHSK. REREXBRSGLEBEFRREARE, ERMMENGERET.
b.ERRBRIE: ABEMK. WERNMESLRE, BRREERATERE. AN, BRALFLEEZEMAN, WRiket
Mo Sk ieumigt R ARE -

® ja]: MDC#ARtE (10-60 min) RIiZIN{HEHHERE?
E: X2 NMFEMUNSY. HEZETESEESSE, FEdKMNTEEmEFSEReamE s, BEcE: &
ERSLWH, SRR (EBSS JUKAIE) M—NETE#AESIE (40 30,45,60,90,120 min & E 5-6 METE] 66
B) , BIEMERNERIRNEN, EFERLES (AAMESRE, SR5K) WNESEARESSBRNRER
& RTiE.

® [o: AftARNMEARFEZFRITELR, MEMEBEAREREIR?
E: BWE: REERE, ERRBNESEARNSBSENTFERIINERIL, mFETRNSKEBEHES KN
2, AFEEKEE GR) UeRKKEREE.
MILERRL : 1A= AN BRIE T B R = A FRRATSROLE S . IXNERFT LB BMERE, HEREE KIS AR
B (AKX NMERESMEAED . Bit, 10GEFBERAERABIE R, RREEFIRBELSEH MDC 3k
5, BIEBREIRE.

o a]: X LEHLAI, S0 uLAHCER, XMMAREERIG?
Z: TREEN. XMAMBENRRE—MES LN AR E
aREEK: SSBENMEEK, BEHEITETE.
bIRERS: BHERMEEERANER, BAMESHEN, ZOEIEERMYE.
cEBW: RAEBRRNMMIRERTE 2-5x105cells/mL &4, Eit, MREHRMEBMEZ 11054, F 500 uL EERAIE
By (BD 2x105cells/mL) . ANRMAPEES, TJHNIEMERETH.

® [3]: MDCH5EREEEM ?
E: TEYUPBEER, SFRKHK. MDC 25 B8EAIRERBEANEKIRS, BLEEFSFEREARE. BR
EHE, SERERE BT Dk, WHIRE TFE 30-70%.
o B EEEBMIBE (TritonX-100 %) , ES/LFEHE.
b.EER pH 52BELRY, TREMBREBMAKSKE, KEKE.
cEWEE, Bl 2-4%SBHEE (PFA) , PBSECHI, pH7.2-7.4; EREIE<15min; EEFE) PBS &%k 3K,
TR .
dFE: BETR®R (1hA) EHISIAR, BegEzn.

o [o): RELERTBNITEE, AIEERTAREE? anfa]iE%E?
Z: FEEBBERHAT MDC REMEIK, SEARIESSUEESMIENERMLEN (WNIREE) . ANESHAEER
&EtE), HERIEHREERE), BRilBr. REESNATERRAENETNE. MDC REBHEXBHEBIALEER
(MDC X5 BUK, Z7#) 5liE. AEHERRERE; RERTFNENRA, KHMEFHRFLERL; BATERE
B RRRHMAmETE, BUERTATIE.

o [o: [ABRERES, HRTHK, ZWAHE?
Z: AMMNBRAEEESIASRIESBIAIE (MEEREAE. £EENTK) SAMMBIREFLEEX. Eil
FEASERTEDSER, MR MDC REBRZEDHE 3 RKES, UMKERZEERR. BN, ZNRULESH, BR
BMABKBIEERN 335 nmm (RFRETEELI0nm) , ZEPEKNIZEEHR S120m (RIFREEE+LI00m) , HFNEL
335 nm AR, AIERE 355 nm AEABNK, BEFIEERARBEAS; HREMMEXE (W4 EBSS S 30 min-4
h F4RAE) FIzEXTER, B Xt EL I ERA X R AT S 1% .
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o io]: RAVRIFTHNGIL, ATRERMARE? MARR?
Z: AURBFHZATRSRELTRER . HEANRRETEBRIPAMNRRERNLGEX. BIFHERIFHAEREL
FORKIER, MigRRBELRIITIN, HAREXROREREAIE (WNEM EBSS ESHMEM) .
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	10 min零转染 一步点亮活细胞自噬体-自噬溶酶体 即刻可见
	产品货号：C21002
	储运条件：组分A -20 ℃避光长期保存，避免反复冻融，其余组分4 ℃保存并以冰袋运输
	产品简介：
	应用范围：活细胞状态实时观察自噬活性变化；无转染平台的常规自噬检测；药物、营养素、缺氧、氧化应激等条
	产品特点：
	产品参数：
	产品组分：
	注：100 T为试剂盒组分A进行96孔板荧光显微镜检测贴壁细胞时可检测的微孔总数。
	注意事项：
	 MDC Stain具有潜在毒性，实验人员必须穿实验服并佩戴一次性手套进行操作，必要时可佩戴护目镜等
	 避光：由于MDC对光照特别敏感，操作过程需尽量注意避光，同时减少所有试剂暴露于强光下的时间。
	 实验中可通过设置正常细胞对照组，对比分析药物处理组与对照组的荧光强度，判断细胞自噬是否被诱导或抑制
	 本产品仅限用于培养状态下的细胞或组织，进行细胞自噬荧光染色检测。不能用于冻存细胞或组织、固定处理后
	 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：
	 将试剂盒中的组分A (10× MDC Stain)、组分B (Stain Buffer)、组分C 

	2.仪器准备：
	 荧光显微镜：激发滤光片330-350 nm（如DAPI滤片）；发射滤光片510-530 nm（如F

	3.细胞准备：
	 根据实验设计，对细胞进行相应的处理（如药物诱导、饥饿诱导等）。

	4.对照组设置：
	 空白对照：未染色细胞，用于评估细胞自发荧光。
	 阴性对照：未进行自噬诱导的染色细胞，作为基础自噬水平。
	 阳性对照： 使用EBSS（Earle’s Balanced Salt Solution）饥饿处理细

	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)加入90μL组分B (Stain Buffer)，并加入10 μL组分A (10× MDC Stai
	(2)37 °C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10-60
	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，寻找并拍摄绿色点状或囊泡状荧光（即自噬体/自噬溶酶体）。

	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C (Wash Buffer)轻柔洗涤细胞一次（例如：96孔板加1

	2.制备染色工作液：
	（1）根据样品孔数，按组分A∶组分B = 1∶9的比例，提前在避光条件下配制MDC染色工作液（现用现

	3.细胞染色：
	（1）向各孔中加入对应体积的MDC染色工作液（体积同步骤1，例如：96孔板加100 μL/孔，48孔板加1
	（2）37 °C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10-60

	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的体积，加入组分C (Wash Buffer)洗涤细胞。重复此洗涤步骤共3次，每次都要彻底吸

	5.显微镜观察与拍照：
	（1）末次洗涤后，每孔加入对应体积的组分C，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。

	三、结果判读：
	 定性分析（显微镜）：
	验证Ato能否促进OB-6细胞自噬，设置空白对照组、Dex组、Dex+Ato组排除单一成分干扰，其中
	常见疑问与解答：
	 问：对于贴壁细胞，胰酶消化是必须的吗？胰酶消化多久算“不过度”？有没有更温和的替代方案？


	a.细胞刮刀：对于贴壁牢固的细胞，可以直接用细胞刮刀在冰上轻轻刮下，然后用缓冲液收集。此方法更温和，但可
	b.非酶解细胞分离液：市面上有基于EDTA或特殊缓冲液的细胞分离液，可以不依赖蛋白酶而使细胞脱落，对细胞
	 问：细胞在染色和洗涤过程中（尤其是贴壁细胞方案）大量脱落，该如何解决？

	a.事先加固：在接种细胞前，用多聚赖氨酸、鼠尾胶原或明胶溶液处理培养板/玻片表面，增强细胞的贴壁能力。
	b.全程轻操作：所有加液、吸液动作务必轻柔，避免液体直接冲击细胞层。洗涤时，将液体沿孔壁缓慢加入，吸液时
	 问：MDC染色时间（10-60 min）应该如何精确选择？
	 问：为什么流式细胞术方案中只洗涤1次，而显微镜方案要洗涤3次？
	 问：流式上机前，用500 μL组分C重悬，这个体积是固定的吗？

	a.浓度过低：会导致上机时间过长，数据统计量不足。
	b.浓度过高：容易造成细胞堵塞流式管路，且细胞重叠率增加，影响数据准确性。
	c.建议：最终重悬后的细胞浓度应在2-5×10⁵ cells/mL左右。因此，如果起始细胞量是1×10⁵
	 问：MDC染完能固定吗？

	a.固定后若再做通透（TritonX-100等），信号几乎消失。
	b.固定液pH与渗透压不当，还会造成自噬泡肿胀或破裂，形态失真。
	c.若必须固定，建议2-4%多聚甲醛（PFA），PBS配制，pH7.2-7.4；室温固定≤15 min；
	d.注意：固定完尽快（1 h内）上机或拍照，避免继续淬灭。
	 问：染色结果过强或过弱，可能是什么原因？如何调整？
	 问：阴性对照染色强度高，背景干扰大，该如何排查？
	 问：没有观察到预期的荧光，可能是什么原因？如何解决？


