PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

Ready-to-use PMA(20 mM inWater)
10 min $FRKRA(EIHFEE DNA, qPCR E, BIFAEIR, TSERE

s M10508
FEEFINE: 100 pL
BT %M 4 CRARTF; KREH.

P

PMA (BRURILATRE) BAUEEXSEESLEDNAREERE . PMAX WEDNARASFME, BHRAHES,
SRBRESRLES EELE. EUERREAPMATAZIETEAME, (NS EHEANARRZIRMEAIRAS
DNAZES, HEARHT, PMARXREMERESEUASEMTHFEHE, SONAZSUAMIIRERARERNE
52, IDNARIKAIE, NMAPERSIE A FDNARIPCRY . AL ESMPMATEENX TR S5KR K2 AT
EMRER, MMELEPMASHEEEMEDNARBITIZT RENFEDNARERKEE, BRELEREIAR. K=mizD
RBAPMARIKA M. RIEBERTAREMN, £ 10 minfFFEIAHFRMEEIFEEDNA, SDNARAAERNES,
FH¥TPCRY IEEE N R ILEDNAEMRERY B EMTEMA, BSHXMERME, B THEERN, REPPCRIFEEE, I
ZERTHE. ERFZAMEYRERE. TR ARFEXHREN.

RGEEITBRBIES, HEMK, SREFENMEE, BXEREVBNC GEMIEREFRRDS) &, SRMEEEL.
TMPMAT A& tHIE TR ARG B VBNCE, AEMHEMNEE SRRSO TIREAT SR . IZRARTUES T HEMESFEH
EMEBEIRERITNMRRE, AMEYRER. SENEESNHIMRREETHELR, TERREEEERESE. IRK
BUm E REA N F KPR A = th 2T T RO -

. .
........

1. PMAZE & FEEIDNAREE
iE: %] % Propidium Monoazide;
7E: A% FBiotium PMA (Propidium Monoazide).

NMRSEE: @5, 525 BEEERTLE, BHMEYNRETESEEEN, T, KiE, EESTEFEIENE
MEEEEN, ARNFEKE, SEEEEITEY, EYREEREDRNF

PR

o IEHFBRXS, FIMEE: (NEAREDNA, FHEFENRS (FTEEEHR), EEEMERA 30%+, AEWIE;
® PCRINFISHBERFAT : WEDNAXBREMFIEHEMA, SREXFHREEMRE <5%, FHLERIE/RIBME;

® 10 mintRiEEWS: TES AR, MEFRELRIZ, 10 minElTFEREEDNAY S IEEME, EECHEIN;

® ZLAKE, FEHRE: BEPCRELZERERTE, WAESHRE, IREEMS;

o KiAME, REEE: LEBEIBTHEER, RIEGELLEBMSMETIR, BIESSKRRK;

o NAMRLEES: BEME. HER. FEAEMEY, EEE. 1B AR RBRREEAZFERER.
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PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

® Ex: 464 nm (before photolysis);

® Ex/Em: 510/610 nm (following photolysis and reaction with DNA/RNA);
® FF: CyH3ClLNe;

® SFE: 5115,

FEERLE Sy

44y 200 T

A. Ready-to-use PMA(20 mM in Water) 100 uL

E: 200 T ARF & 484 A (Ready-to-use PMA) VA 25 uM 24T B 69 5 4o

ABRE:

o & ASEE SATHAIE: PMARRIBRAEIRMBEREX S REFNEE . SHREHRNSBIAAME, ERTPMAKT,
BRIMERFF ARSI SHMAERBR, FEBRBMERKE. FtEEMPMAKNET, FUHITXRE R,
HIAELE R TR MEMAEMRE S %,

® SLBRMFER: MARAAITPMALIER, FHITHMR, ERNSHMMDNARNES, —RRAE. XRBEHES,
SRR AT, AT, JELEDAT (AEERAT) BHEMBEHATIR, FWONER, BRSITRAKREHRMER.

o HARGFIESI: HAFEXRELFRT. BEPMALIEMARENS AR, FTREIRIAMEE, SBURAMER. &
FROMADSFER, MAMTLR.

® DNAREUSXIRIZE : PMABITITUE RFREMNIEIHIIDNA . IREVEEADNART, 5 HEREARFRA R Rt TR —
o PRMERT R ISGE A AR B EZEDNA.

o BHMIIESE: WIFPMATENIXFATMBHE, AN EERILEREARMSRRMPMAREICH(dCH L.

o BEANES: FRAMKRBENBLEER, BHITEEXN.

o fEFESHEMER: AAIRANSTNRE, EAMRERTIEEL,

o AERMNIRTRMAEHATSERTEEEEAN.

® ATHEMREMER, BFEEEMAENSIRERENE.

AR

— ZWANEE

1. WEE:

o X FIETAIE DA (Ready-to-use PMA)M4 °CERH, T E =R (15~25 °C).
Er ABARERANTHTSR, 8RR ER.

2. (UERHEE

® RT-PCR 1¥;

® IENHRGTT.

3. BEE

o EAHIE: WEEMERALBIERE, MAEREFEEFRZEODw~1.0.
Er BRI R e SR KOTARIE SR B 1R DLIR .

4. MHRRE

® SEMEZTHXTRLE: i PMA;

® JRIMEXTIRLA: A PMA;

o JEANEIXTHRLA: A PMA;

® JEMEZT EXTERA: T PMA;

® SZIGYA: I PMA/ASHN PMA & 4.

= BESE
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PROBELIVES B ESRHEERAT IR - SO

L. RIESRRIEEMT :

M 1| HE
i PMA
— IR
LR %f*H? > KRR > #EDNA > qPCR
#¥E 10 min
gt
- A PMA
St 4B

E: R LHRIRET R TRERN; £ BRE T EQRER TS PMA #EAGAUR BTN, HAM 8 R EMEE JHK

835, i A R 69 PBS #HATHGE, @483 PMA 09K (%m 2] 100~200 pM), HF 3k K,

2. GHESLER:

(1) BXA 400 pL JEHE, FAETEFNELCEF.

(2) BERMEEEAME (AE) , ATREMEMANKAR, 1EHF 95 °CHIFA S min, 3K 58 °CHNFA 3 h, BAKREEARIEEM
E, LERASRHEE, EERESERE—H.

3. %6

(1) FREHEE, —HAH PMA I8, S—#HH 25 uM PMA &2,

Er AR A SRR @E G RAE PMA KA, FE AR Lk R E R,

(2) %% PMA LERHAETERIEA L, BXFE 10 min, IEENEHEATRIRE

(3) XMHERFITIECRBE, BGITER 60 W BEXKTERET 15 min. EHIEAKEL, BilE PMA LIBEHNRAEREAES
IR 20 cm AbAYKER >7kik§$izﬁﬁ¢£ﬁ¢, EERENBEESHS, R 5~15 min; & EEFERAMNFERIAEESE
1, ¥THEHANSAMMENE, FiEHEKALBEAE.

E: BAHERRBRELAE,

4. ZFH DNA I

(1) HFIBEARACIEATEMEELL 5000% g E’\JELEIL\ 10 min, A EER.

(2) WR|HEALBEESENEFELHE DNA ZEURFIE, JEHE DNA B, RE#AFEAERNERAT. DNA ZRSES
BRI EIRAR.

iE: PMA #91F AALH 2 — R8I0k KR A R 22 469 DNA, P AR IUL E 40 DNA B, %405 40 B phoA ad s it ik ot

kAR E — 32 (B FREAEHRRGLE L DNA RF, AHEKEEZREE).

5. BT HRFIBERERET

KBRS 20 uL & R AFR HIRE
(B%&) qPCR Mix — 1x
F.R 5|41 EE £ 0.4uM
1R EE —
H,0 HEZE20puL —

6. MRFER: RIFEHEZ qPCR Mix #HITIEFIRE.
E: RS 5] B qPCRAR 7 09 3 B M AT B 9E o
=, GRHE:
o LUEMEMBEMEEAIR, StEERFIFEMRREKE.
1. iHEE. FBAEXE aCt
(1) qPCR SEIEERE, BUEEFTRETESMEARN CE.
(2) B EEFNBMEER dCt SRFET PMA 2ERINIF T LAE DNA F937 18, HEUT:
dCt 5=Ct iz, pMA 1) — Ct iz PMA 3s159)
dCt z=Ct iz pMA 1) — Ct . PMA s159)
(3) JEUE dCt FEAERRIA 0 +1, XEMRE PMA FTFHIEMAE DNA AU 15,
(4) FERER dCt FTREAEAT 4 (dCt 5 4 B, RFILME DNA B 16 &, EIERFRT 94%; dCt Jg 8 B, @44 250
&, BIERRT 99.6%).
E: AMAN ACt T S EE YR, LARAKF/MIEEA ., mA BT K. PMA & RREURT /7K
2. HEEBEAEGL
o L%, EHMENMRBERERE, NAIFREATEMESLLMITE.
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PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

(1) #A dCt BRI E:

dCt 1x=Ct ex. PMA aap) —Cl e, PMA 30)
(2) dCt ¥R ELEEL 5
PMA Il f5 3g=2 *F*acv
SEUAE%=100/PMA 3§ {Z %
3. FRAEGENHENTE
o EEUBEHATEAENENE, TACHBENEFHEEREE DNA LHlFRERLZ . B LARRERERRERE
qPCR S A RHBHEEER
(1) HIfERRERNZE, MABBURIEARR, CtERYPLFR.
Q) LIHAFEIHAITE:
Ct=RF A% +y FMEEE (y=mx+b)
WER = (Ct—y BHERE) /iR
E: thALiTAL b E M DNA AR &
=l TE, SEZEKREEM 25 uM PMA IR B MR, SAEIZET gDNA, XA uidA 34T #,

] /
1.800 y

§ L0 EEPMA FEEHPMA
1.400 /’

0.00 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30.00 3200 400 3600 3800 40.00
Cycle

E: ARRAMERRHHEANERAR L5, I FEAE,

BERRERSRE:

® [o: RESEREICUNTL, ARERHAERSHE?
%: REWNT,
a. B MERR) Ct EMRIE, BRAIRAMRERGTRERELIERYR, SHAREREMRALT. ME 95 CHSR
MAALIET, JLFAILAE, DARNEMRSEZEMRAE, AMEBSIRRENEN.
b IXFMNHEARN CtERRE (Ct{EBE 30) , XRFIFRPENBARHEARALZLRHTLFEE, SBUEENMAMREZZ
Witn, MM 7 HnLE RAERM .

o|®IMM@mM%ﬁ£Amﬂﬂﬁ7
E: BT A RNFHRARLIE, E SHEYFEENER, XEFWEZEERYE EEERMYES, NTER
HEES R 2R EMFNNER S . REME, S HKF™ENRZWIE, XWME S FEEE PMA EEWEE L
%ﬂﬁ?ﬁk%—&ﬁ—?ﬁﬂ%ﬁﬂwﬂ%@ BEMESELLEX_H, HRTSRNEHM4ESTREN.

® [o]: At ARBRIKFIFEFIELT?
E: EIEXNRET, XMUEEERA. PMA S TFHIERMMEBRER, EiEY CEIKAN 464 nm) WREERE
T, MTA—HSEENAGEEHE. XENMESTROEHE, BEMIESHEE DNA BEURBBNEERS,
S5 ¥zE, #mEmd RERENENEKE. X—3, TR PMA 5 DNA IWREXBKNZ LT, EX
RIBRT HFEINESNRER, BHETHAUERNMHTEE.
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(i) PROBELIVES B ESRHEERAT SRATIE - TS

® [5]: EMA 1 PMA RiZanfa[ik#E?
%: MEATEETE:

FFmiRs M10506 M10507 M10508

ZEmEM EMA PMA Ready-to-use PMA
ST ER Y SE L B LH AR AR B 558

mEE | e R B 2R I
ERATRAgERER, S

& A # HE., MAH. HFEFE, & PAY e

ERAER AR THES EE. AR, m5%, SREXMS

5 DNA 54618 E 4855, PCR
5 DNA i E&TaE, XIFELRAE DNA B9 PCR HIEIERGE, ZB5E
PCR ISR | IS BAIR, BEHLAIES g =

ROES
5 ST SRR S S TR S =
SRS, B DMSO SAIA MIBEARRRE, KARER
ZaM RS ARSI
= ST 5> LR 1 B = * 17
\ii 1 N 3 N L o
SRS o AR ST SE B 1§§iﬁfzﬁﬁﬁi§§ RBRIN, F5E DMSO
N = I \ 7 W 7N N R J=1a/ 7
” B * ”%;“ﬁ HEMBSIIS . MRS
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	Ready-to-use PMA(20 mM inWater)
	10 min特异永久修饰死菌DNA，qPCR兼容，即开即用，无毒无漏检
	产品货号：M10508
	储运条件：4 ℃避光保存；冰袋运输。
	产品简介：
	应用范围：细菌、真菌、病毒活死状态鉴定，活性微生物的精准定量与群落分析，土壤、水体、粪便等环境
	产品特点：
	产品参数：
	产品组分：
	注：200 T为试剂盒组分A (Ready-to-use PMA)以25 μM进行反应的总数。
	注意事项：
	 适用范围与前期验证：PMA能根据细胞膜的通透程度区分死菌和活菌。多数杀菌方式会破坏细胞膜，适用于P
	 光解操作要点：对细菌进行PMA处理后，需进行光解，使染料与死细胞DNA共价结合，一般采用蓝光。光照
	 样本保存注意事项：样本可在光解后冷冻保存。若在PMA处理和光解前冷冻，可能损坏细胞膜，导致假阴性结
	 DNA提取与对照设置：PMA通过沉淀去除共价修饰的DNA。提取基因组DNA时，需用相同体积的洗脱液
	 有效性验证方法：验证PMA在测试样本中的有效性，可对比相同处理样本添加与未添加PMA时的Ct(dC
	 操作前准备：使用前将产品瞬时离心至管底，再进行后续实验。
	 储存与使用要求：试剂盒组分含荧光染料，使用和保存时需注意避光。
	 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：
	1.试剂准备：
	 将试剂盒中的组分A (Ready-to-use PMA)从4 °C取出，平衡至室温(15~
	注：在首次使用时可进行分装，避免反复冻融。

	2.仪器准备
	 菌液制备：将菌液接种至液体LB培养基，放入摇床培养箱培养至OD600≈1.0。
	注：培养基种类和培养时长可依据实验情况调整。

	二、操作步骤
	2.细菌处理：
	(1)取两份400 μL活细菌，分别置于洁净的离心管中。
	(2)若需死细菌作为对照（可选），可将活细菌放入水浴锅，选择95 ℃加热5 min，或58 ℃加热3 
	3.染色
	(1)两份活细菌，一份不做PMA处理，另一份用25 μM PMA处理。
	(2)将经PMA处理的样本置于室温摇床上，避光孵育10 min，让染料与样本充分混合。
	(3)对样品进行蓝光照射，例可使用60 W蓝光灯照射15 min。若使用卤素灯，建议将PMA处理后的样本管
	4.基因组DNA提取
	(1)将处理和未处理的活细菌以5000× g的转速离心10 min，去除上清液。
	(2)根据样本类型选择合适的基因组DNA提取试剂盒，洗脱DNA时，各组样本使用相同的洗脱体积。DNA提取步
	5.按如下体系制备反应混合液
	6.测试程序：根据自备qPCR Mix进行程序设定。

	三、结果判读：
	1.计算死、活细菌对照dCt
	(1)qPCR实验结束后，用仪器自带软件计算每个样本的Ct值。
	(2)通过计算每个对照细菌的dCt来判断PMA是否成功抑制了死细菌DNA的扩增，计算如下：
	(3)活细菌dCt预期值接近0 ±1，这意味着PMA不会干扰活细胞DNA的扩增。
	(4)死细菌的dCt预期值大于4（dCt为4时，代表死细菌DNA减少约16倍，即去除了94%；dCt为8时
	注：死细菌的dCt受多种因素影响，包含菌株系/细胞类型、细菌致死方式、PMA使用浓度以及扩增序列长度

	2.计算活细菌占比
	(1)样本dCt值的计算：
	(2)dCt值转换为活细菌比例：

	3.活细菌绝对数量的计算
	(1)制作标准曲线，细胞数为横坐标，Ct值为纵坐标。
	(2)实验样本拷贝数的计算：
	常见疑问与解答：

	 问：死菌与活菌dCt小于1，可能是什么情况导致？

	答：原因如下，
	a.两个样本的Ct值均偏低，暗示所采用的杀菌条件可能未能达到理想效果，导致细菌未能彻底凋亡。而在95 ℃
	b.这两个样本的Ct值均偏高（Ct值超过30），这或许表明您的细菌样本曾经经历过冷冻过程，导致活菌的细胞
	 问：PMA跑HPLC为什么会出现双峰？

	答：由于本产品的特殊合成工艺，往往会导致同分异构体的生成，这些异构体之间在极性上存在微妙差异，从而在
	 问：为什么光照交联最好选择蓝灯？


