PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

Cell Analyze™ Autophagy/Cytotoxicity Dual-Color Assay
Kits(MDC/PI)

10 min TR —Fi% WERNMAREE. MARSHE

oS C21003
EREPBME: 100 T, 10x100 T

S &M 4B A\ D 20 )CKEIBR N (RTF, BRREFR, H5 B, C1E 4°CIRE, KREH

FEE

Cell Analyze™ Autophagy/Cytotoxicity Dual-Color Assay Kits (MDC/PIiRF&, FMP/K LR B SMES AV
EAEREERETR. 12X T Z AR B P R(MDOEA BREEANIRET, BERECPHIEAMEIETIRESY, ATSEM
PR FRRIE 5 4

BHESMAEEMEEDE, BRI EMRMENAHABESNEKRS (AR, EARE) #HITEESHEL.
X—B R NRERBBERS SR BRFABESES, EAHLEZRERS. ERTEBEARINRNEDEHRBRR
MR BRNLEZTENEZPRE: B, BRRPNGFRERSSHNBREMEE, KRERE; BE, BkES
BERRL ST BB, MERRILEREII R AR 2 1E B I AR N TE R FERR .

ERNEESE, MDCEA—MRALEY, FTBREBEFHRIGISERERELER, HRUEELRIBRES, 2
MFETE, NMLIMBERMATRKEN. BT, R EPIRTA TS 247, PIREXTIATLARAE KR T M HRpE ST 82
MEMAMAEHITRG, EXLEMBIAEWRN. FIENE, MDCHAIREEMRICHMER MR, BEEEMESER
SR, EEER S eI E T RE LR IRAETRME .

EENBREEEE. oM. KAERANERSEXEE, MAKBESENSEE. REMER. TERRIT
MERREVIEX. ERXINE, BRENNMHMBELFERAEMEENER, BEFEEGTHEESHME
T; BEERSHEMATHXRT2ESR, ZENUREGEENRBERMARK S, TREELFERINEE. Hit,
AAMRAEEFERSOITERNEAZMERLIFENG, BEEEENRAEX.
7E: (A8 % Bl Abcam Autophagy/Cytotoxicity Dual Stainingi. 7| € (ab133075).

MAEE: %Y. 5%, RE. SULRSREAMERRARSENIT

PR
o FHN: —REWANTTRMNMBEAE SHEMEE, FETR7_EXK;

® XRHFIER: REFALTAEMRIMMNERS, SRR RAEPLEEDH, BEFRRUFTFK;
® Fsitt: MDCHAMESZMERIR, RERIEERSTHEMEKYE, &R EERENLENHIPEMHIRT;
o SLIGHIE: TEFEERAFLIE, 10min REFEGSR, HETWATE,;

o BRIEEIE: THRER, EEMNEARRE, THREMERIRERLE;

o HREM: TOLHERXSRH, HUR, BIFENDN, BIREMSEL,

a5

® MDC Stain Ex/Em: 335/512 nm;
® PI Ex/Em: 493/636 nm(without DNA);
® PI Ex/Em: 535/617 nm(with DNA),
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FEERLE Sy
ibay 100 T 10x100 T
A. 10x MDC Stain 1 mL 10x1 mL
B. Stain Buffer 50 mL 10x50 mL
C. Wash Buffer 100 mL 10x100 mL
D. PI 500 uL 10x500 uL

E: 100 T AiXH €44 A(10x MDC Stain)#E 4T 96 FLAR 5 A 243K Ak ) 06 BF 4m AL B =T 400 4 S 3L 5 4o

AEEW:
® TOERKZZARMEMMAER, BFFLBAEREE, URFFRARTREM.

o LR AGE—ERE, TRARDAMFIERAMB R FERITHRE, LERTMBIRBRFHINGIFES,
BRI I AR AR IR . FARR RS

o BMEPIETFREIEELL, EFRIRLHAARXFIRETRATHIRE.

o LWHTATIREEFMAIIRE, WLSMAMLIBAESHRAMTNIEE, FIKMEEREEHIESSIF . E
B, REEHRRIESFR RGN TI, 56 8EAXERTE—LEIEER.

o KEmNRTHMARH AR SERTERIEEA.

® ATHEMREMBER, FEREMESAIUERENE.

EFRER

— ZWEER

1. R

o XTI EFRLESA (10x MDC Stain), ZH43B (Stain Buffer). 204>C (Wash Buffer). 285D (P M fi%7F &4 (30-20 °C/4 °C)
B, REEER(15-25°0), H#&EEPBSENR,

2. (UEEHEE:

® TIHEMEE: MDCHIMLEFELEINBL RN F330-350 nm; & EHF1510-530 nm, KHBFEIWHN; PIMIDNAZLEHRE
AMERAME K H535nm; BALZSKK617 nm.

3. XWREBFE:

4837 MDC PI FEmZmRE
EI=Poi - - IEIATALER
BRMEXTHR + + NIEIAT LR
PR RR + + B E S 4A
SLIG4R + + SCIG 4R AR

o FHN: KL BMM, AT ITMHMBE LK.

o [AMXIER: RHITEKIESHAGHM, /EARMMBREKTE.

® [AMEXTHE: {# M EBSS(Earle’sBalancedSalt Solution) /i L IRLRAALUF S BIE, BIVDRSLIATE 37 °C S 30 min &

4h G EREEEE, UHEREFSHIE.

® SLIOYH: RIBLIFIT, RATABEHITHIALIE (Y. TURLES .
E: AMATEE g EBSS £t 2 A KB At F, T DURIRET , LML QR P F R 6 AT BT T k.
E: RRM R QA FORRMR AR EF, AR E R R AR K, ey dEAb 2 T mIE (4= Hela,
HEK 293) /& EBSS 432 30 min /& BP 7T MLAR 2] B i, A2 ELAkof 2 B 18] j2 28 & 52 3o A ) - B3 4 o
= BEPE®
FR—: REMGEEN GERTEZAM)
1. &HBRSLER:

(1) 1ZBAAEALIGRIT AL IR R .
2. WEE SR LmAa:

(1) WEFNZZHRERZESLEP.

{URIESMITRRIE FEATFIGRIZEREEET FI3ZRiE www.probelives.cn
ARG Contact@probelives.com BE3ZME www.probelives.com & 0 5 R

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



https://www.probelives.cn/

PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

(2) 1000 rpm, EBEW S min, MNORF EER.
3. HRERS -

(1) MNIEELES C (Wash Buffer)EEFH R

(2) BY5x10%105N4EAE, 1000 rpm fKiRE L 5 min, ERESD Co

(3) fH 100 pL 2843 B (Stain Buffer)E&. 1000 rpm {KiRZE (> 5 min, KR LEE.
E: RWMBAN TR ERARTR, RRERRAENRAEE BT, BARTREFAF XL R SM4 R ERE,
VAR BT LS m I TR 49 T0%-85%H F o
7E: 789 B (Stain Buffer) % & 3 @ 24369 &% ik, BT % 5 TR, “TIAAM B8 55 g4 min 4 38 R SRR L
gk, FRERFFEHE TN, EHEAEXADEFFRAE AL, TAHEM PBS. HBSS ¥ % M4% i ikit LR EE, =
AL oRl I E= N
4. YApASEtE .

(1) %484 A (10x MDC Stain) : 84YB (Stain Buffer) : 24y D(P1)=2 : 17 : 189LL FIEC EMDC/PI & TR, 1S /MA

Zmpah (IUAIED, BXEE) . TIEREHINEL.
# 1LMDC/PI & T{ERECH
(3288 96 FLARETL 100 pl FETIERIAR, SETREH MDCPLRETIER, HFRMESD

R BI4R 5y 1 Sample 5 Samples
A. 10x MDC Stain 10 uL 50 uL
B. Stain Buffer 85 uL 425 uL
D. PI 5uL 25 uL
BT 100 pL 500 pL

Er ok 1L (BUH RO A RAR T 35 1% tb B AR 4B BRI S )

(2) EEFLAMAL00 uL MDC/PER & TR, 37 CEXEZHTHELS min. H¥, HEKCAIRESFRNEI|HE
BYRHFITRIEEE, HEXEFH10-60 min.

5. RERSER:

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

Q) MLRFEFRNEER (WAERR, SZELIE) .

(3) MO 100 uL A%y C BRREBUMAG, #HITHHE. EERTESBHE IR, URSERKRESHFERR, BEER.

(4) RpFEHR, PIRRALER, WA 100 pL A5 C EEM, HIRFENER.

6. BRENRSHR:

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

(2) #IERZE: B20-30 pLAfEEREMTFEe8A £, RRELERR, BEmESHE, ETRARMIETNE.

(3) ERRIEXFZFHT, IKHMBRESRIT ORI (ABEE BEAERE) .

e AR RAE R E T AR M T A9 E AR, RGBT MRS TR 70%-85% A R Ax.

E R ERARE LR LA AT M. BN MDC &L, BFAW PLFEEFI, v % MDC 3% EE ST

A2 A,

FRI: WARNFRN GERTREMME)

1. {RpasbEE:

(1) RET—REFLRPIEMER, FSMEICEEILRI70%-85%, FFHAANLEE LRSI T IB4A0.

2. YRESE:

(1) EEEEFRPRFHABIEFR R

(2) RIBEFARAAE, MAFTEAFRRILESC (Wash Buffer) 2R 5EEMA—R (510: 96FLARAN100 uL/FL, 48FLARAN150
uL/FL, 24FLARAN250 pL/FL, 12FL4RANS00 uL/FL, 6FLARANL mL/FL) . FE&RBWELESC.

3. BIERETIER:

(1) RIEFERTLE, S A (10x MDC Stain) : Z243B (Stain Buffer) : 2843D (PI)=2 : 17 : 1EOLLA, 12RI7ERE & TECH
MDC/PIRET{ER (AWM , HRERMARMEM+F . TIERRH LR,

4. ML e
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PROBELIVES BRI SREERAT IRANM - BRSEH

(1) EEFLFMASEAFIAMDC/PI FETIER (FREDSEL, fla0: 96FLIRAM 100 uL/FL, 48FLARANLS0 uL/F., 24
FLARAN250 pL/FL, 12FL4RANS00 pL/FL, 6FLARAN1 mL/FL) .

(2) EEFLMAL00 pL MDC/PIEE TR, 7E37 CEEEEZHT, WH1Smin. HEA, FHERHCARIELHENERA
FREYRHAITRITEE, HEXIEH10-60 min.

5. B

(1) WELERE, RFSFLPHRETER.

(2) BEBINAT, MABSCHREMEM. EERTELBHIR, FREEMRRSETER.

6. BRGENE5IHR.

(1) FRFEER, SALMAKRARAESC, LURIFMEEE.

(2) EEFESRETRALEMBTUEMAR., BALHEERAFRE—.

E R ERARB LML BT AT, BN MDC FEFIL, BN PLFEF, VLE R MDC R AL ST

A,

=\ BRHAE.

o EMSH (BRF)
Control Met ZnCl, ZnMet

& 1.MDC Z&ERE
® 1 ZnMet RBEEIF S AT H M TE FZ AR, RETAXIBLE, Met 4B, ZnCL ¢H. ZnMet AHERR B —RL 5T F
. £ MDC 5% 5 Hi8id Nikon confocal AR REFKNEM G . FHREA ZnMet AIEUE BB

i: B K 31 A (A novel sprayable thermosensitive hydrogel coupled with zinc modified metformin promotes the healing of skin

MDC Staining

wound. Bioact Mater.) (doi: 10.1016/j.bioactmat.2022.06.008.)
E: MDC R4 H AAWBRELH, MDC 77 TAR L LR i B, EF mpb B A mi Rk, &R0 E R,
o ZERFNEL (HEFE)

SRR AWEHRSE (MDC, BE) gmﬁ"ﬁ%gﬁ% e A e
EAE S35550 Tk Tk BROKTAE, s
AWHMERER | B0k (BEEARSE Tk AUOKTH, T
ST 4R SEsek ER BIE GRESRENTE) | TR, MREME
R 5T Bk ek AEAE B AR
EREERSHEE:

o o LEEREMEBMANRE, ZMATRR?
Z: XMEEERENISSHOARRE, IRATAZRMER. RERFELPRICIBEFRIR, HRMMS5IEFIROWH . BRIER
BEMEE, BRERANEEER; FTRNEZEMEIETNR, BEMARER, BORARNITAEERNITR.
® [5]: MDCHERTE](10-60 min)iZIN{AT 5 FAERE?
E: FR—IFERUNSH. HETETHSEIESES, MEdKUTEENERSEREES. BME: &£
ERWAET, SR (EBSS YUKALE) M— NRSEA 30 min, BREFASLWLERIFELERETE 10-60
min SEEAN. BEEHENRIARGN, EEFERIERS (AAM%ESRER, S2&K) HRESEAEEIREN

KRR B R,
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® [8: AtARMIRSE RERERIR?
Z: BRR: REERG, HRENHESENBSENTHEAIITNERIE, FETHRMSKEBEHES KN
=, FERFEERLE 3R, URKLERL.

o [o: [ABRERES, HRTHK, ZWAHE?
E: [AMEMBERAERESARSRESBAIE (WRERBFAE. RERENTK) SAMMBIREREEX. Eil
FEASERTESER, MR MDC REBRZEDHE 3 RKES, UMKERZEERR. BN, ZRULESH, HIR
BAFIA 350-380 nm, ZETEACH 512-532 nm; FHIGEFAMITER (2048 EBSS %5 30 min-4 h B4R FNZ= B3I,
TR 3T P36 EBA 1 3T BR A AT St

® [o]: RBMEEITNEAMNT, AR ARE? AR ?
E: ANBIFTHRATESHRESBEIR. BEAAEETEHKAMMBEETLE X BFEZTHBREL
FORKIER, MARRBRELSERIITIR, HARMENRHYEERSTAE (WNEA EBSS ESMMM) .

® [5]: MDCHIPIEREIBERIK, Al ARE?
%: WRRERRMEMEERR; MEELETEPEL.
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	10 min零转染 一步法 双重检测细胞自噬、细胞毒性
	产品货号：C21003
	储运条件：组分A、D在-20 ℃长期避光保存，避免反复冻融，组分B、C在4 ℃保存，冰袋运输
	产品简介：
	应用范围：药物、营养素、缺氧、氧化应激等条件对细胞自噬及细胞毒性的分析
	产品特点：
	产品参数
	产品组分：
	注意事项：
	 荧光染料易受光照影响而淬灭，请务必避光操作，以保持染料稳定性。
	 染料对人体有一定危害，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额外防护装
	 操作过程中需尽量注意避光，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：MDC检测选择紫外激发滤光片330-350 nm；发射波长510-530 nm，发出绿

	3.对照组设置：
	二、操作步骤
	方案一：荧光显微镜检测（适用于悬浮细胞）
	1.细胞处理：
	2.收集与洗涤细胞：
	3.细胞重悬与计数：
	4.细胞染色：
	（1）按组分A (10× MDC Stain)∶组分B (Stain Buffer)∶组分D(PI)=2∶
	（2）向每孔加入100 μL MDC/PI染色工作液后，在37 ºC避光条件下孵育15 min。其中，孵育

	5.洗涤与重悬：
	6.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%-85%，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，加入对应体积的组分C (Wash Buffer)轻柔洗涤细胞一次（例如：96孔板加1

	3.制备染色工作液：
	（1）根据样品孔数，按分A (10× MDC Stain)∶组分B (Stain Buffer)∶组

	4.细胞染色：
	（1）向各孔中加入对应体积的MDC/PI 染色工作液（体积同步骤1，例如：96孔板加100 μL/孔，48
	（2）向每孔加入100 μL MDC/PI染色工作液后，在37 ºC避光条件下，孵育15 min。其中，孵

	5.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洗涤细胞。重复此洗涤步骤共3次，每次都要彻底吸净洗涤液。

	6.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）：
	检测ZnMet是否能诱导成纤维细胞产生更多自噬体，设置空白对照组、Met组、ZnCL2组、ZnMet
	常见疑问与解答：
	 问：MDC染色时间(10-60 min)应该如何精确选择？
	 问：为什么显微镜方案要洗涤3次？
	 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？
	 问：MDC和PI染色荧光强度均较低，可能是什么原因？
	答：可能的原因是细胞密度过低；细胞在处理过程中丢失。



