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Ready-to-use PMA(20 mM inWater)
10 min 455K A(EIHFEE DNA, PCR $#E, BIFAEIA, TEELRENE

S BN14051
FEEFME: 100 pL
BTt 4 CRARTF; KREH.

e

Propidium Monoazide Bromide (PMA, BHRLALE) B LUBERX 27EE SEEDNAREEUE 4 . PMAX X $EDNA
BESEMMN, BERANEE, SHRESRERALESEEEE. HMERAREAPMATATIETTEMMIE, NaiER
N RIS Z IR RN SDNAL &, FEIEXRHT, PMAREREMEFRESHMASEEREEHE, SDNAL
A SMHERER AR ELN TR, SIDNAKKAEM, NMAYEREMEEFDNARIPCRY G, MARLEEIIPMAL
BATESE5KRNAHATZEEENER, AMELEPMASHAREEFEEDNARBIEZEFREENEREDNAX E RN,
BRAERENER . KAE@ZOCREAPMARIKEMEE, BEEELTAEENE, 2 10 minfFFEIATHFEEIRIEEDNA,
SEDNARA A #EHMNEES, FEPCRY G5 NRIEEDNAZREEEMTEMA, X MERMER, BEALATFHER
K, REPPCRIEEES, IMZERTHE. BEFIAREYREE. LR, ERFEFHELREN.

RESFEYERNBFABRMEETRAEARFEHARRK, SEFAMFRERE, ROt THRPEENABREE.
PMAFLUEIRIEE, #HEREFRDNANY HEEN, AEMMEYNESSEE S TRBATREEKE. ZREART NS TH
EMESERECEEERTNMRAE, AMENRER. REVEEFNHIMRE®RTHEELR, TERREERE
BHEE. IGABURERIERNZFLIRN BIHR P LI T HRARH.

. .
........

1.PMAZ & LEDNATREE
iE: %] .4 Propidium Monoazide;
iE: A% FBiotium PMA (Propidium Monoazide).

MASEE: s, B '2E. BEETRELE, BEENEYNBETRSEEESH, TR, Kif, EESTEFE
MREMRESN, RREFEKE, SEEEEITY, £YREEREDRNE;

PR

o IEHFRXSY, FIMEE: (NEAREDNA, FHFERE (RAIEEHEFR), EREBFRA 30%, KEWIE;

® PCRINFISHBERFHT : WEDNAXBREMFIEHEMA, SREXFHREEMRE <5%, FHLLERIE/IBME;

o EERMAMERMER: RAFERA, BRMAZZKMIAME, EESHRBEHREYEREXDES;

® 10 mintRiEEWS: TEES AR, MEFRELRIZ, 10 minElAFEREEDNAY SIS, EECHEIN;

o ZLLHKE, FERE: BEPCREAZERFTATE, KAESHRE, IREEMS;

o KiAME, REEE: LEBEIBTHEER, RIEGELLEMSMETIR, FIESSHRRK;

o NAMRLEES: BEME. BEY. HE. FLEHREHNEY, BREFE. LR 25 BREEHEAZFERHA.
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E@sY:

® SN LI BRI,

® Ex: 564 nm(before photolysis);

® Ex/Em: 510/610 nm(following photolysis and reaction with DNA/RNA);
® FF: CyyH3ClLNe;

® SFE: 511.5;

FEERLESY

B9y 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 RENEE . SHREHRNSBIAAE, ERTPMAKN,
BEIMERHEFAREFIS NS MMERRR, FERBMRGE. BELLAEFRPMAKNET, FU#TRE RMPELR,
HIAELE R TR MEMEMRE S %,

® SLBRFER: MARAIAITPMALIEE, FHITHR, ERMSHMMDNARNES, —RRAE. XRBEHES,
SRR AT, AT, dELEDAT (AEERAT) BERBEHATIR, FWONER, BRSITRAKREHRMER.

o MARGFIEEM: HATELRERFRT. HEPMALIEFERANSE, FIRETIMMEE, SEBRPMER. &
FROMADSFRER, MAMTLR.

® DNAREUSXERIZE : PMABITITUE RFREMIEIHIIDNA . IREVEEEDNART, 5 MAHEREARIRA R R TR —
o PRMERT R IGE S AR B EZEDNA.

o BHMIIESE: WIFPMATENIXFATMBHE, AN EERILEEARRM S RARMPMAREICH(dCH L.

o BEANES: FRAMKERBENBLEER, BHITEEXN.

o fEFESHEMER: AAIRANSTNRE, EAMRERTIEE,

o AERMNIRTRMAEH AT SERTEEEEAN.

® ATHEMREMER, BFEEEMAENIRERENE,

{EFEA:

— ZWANEE

1. W

o XTI EhAIE DA (Ready-to-use PMA)ZE-20 °CEUH, F#ZEZER(15-25 °C).
Er ABARERANTHRNR, 82K E.

2. (UERHER

® RT-PCR 1¥;

® IENHRGTT.

3. BREE

o EIAHIE: WEAEMERALBIERE, MAERIEFEEFRZEODw~1.0.
Er BRI R e R KOTARYE SR B0 1R DLIR .

4. MHRRE

® SEMEZTHXTRLE: /0 PMA;

® JEIMEXTIRLA: A PMA;

® JEZMEXTIRLA: AN PMA;

® JEMEZT XTI : T PMA;

® SZIGYA: A PMA/ASHN PMA & 4.
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=\ BESE
1. BESHERIEEAT:
18R A
i PMA
— IR
{ AR %%tﬂ; > K#RER > 2B DNA > ¢PCR
#¥E 10 min
SHEE
- A PMA
St 4B

E: A SCARIRE T A TR AR 2 BRE R KR ER T AT PMA SR AUE BT . S50 ) 1 R EAR B S A

8935, ik A AL 69 PBS BT, @483 PMA 8K E (G&m 2] 100-200 M), HF bk B K,

2. YHEALE:

(1) EXA 400 pL JEHE, 2AETEFHNELCEF.

(2) ERMEEIEAXEE (KD , APEMEEMAKAR, EHF 95 °CM 5 min, 3 58 °CN#k 3 /NBF, B fRiEAZE
BmE, LERABEMEE, FERMESEEE—H.

3. %6

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

E: KRR AR R RRME 9 RAE PMA KL, FE AR LRI R R,

(2) B4E PMA RMIBMHAE TEIREA L, BXEE 10min, ILRNSHATIRS.

(3) XMHERFITIECRBE, BGITER 60 W BEXKTERET 15 min. EHIEAKEL, BiE PMA LIBEHNRAEREAES
R 20 cm &RIKER E, TKREFIERRIEE S, FHELFEES R, KB 5-15 min; HEEERNIMERMAES
1, ¥THEHANSAMMENE, FiEHEKALBEAE.

i BHERIUREAE,

4. ZFH DNA I

(1) BRI ALIBAEME L 5000x g HIEEERED 10 min, K EER.

(2) WR|HEALBEESENERELHE DNA ZEURFIE, JEH DNA B, RE#AFEAERNRRAT. DNA ZRSES
BT &RAR.

iE: PMA #91F AALH 2 — 8 iR KR A R b 22 469 DNA, P AR UL E 40 DNA B, 4405 40 B dhoA ad s btk ot

i)z — b3 (B TARAFZHRRGLAEL DNA ERE, AEFRKEZFLTHE).

5. BT RFIERERET

RS 20 pL & 2 4FFR HORE
(B%&) qPCR Mix — 1x
F.R 5|41 EE £ 0.4uM
1R E2 —
H20 #EBZE 20 uL —

6. MIRFEFF: RIEEF qPCR Mix HITIEFILE

E: RS 3] 4 B qPCRAL A 09 3E B M #E AT B2 98 o

=, GRHNE:

o LUEMEMBEMEEAIR, SEERFIFEMRREKE.

1. iHEE. FEAEXE dCt

(1) qPCR LW LERE, BIUFETREITEESMERD Ct E.

() BT ESNBMER dCt KFIET PMA 2EEIIHE T FLLRE DNA 9318, HEHT:
dCt z=Ct ¢z pMA wsy —Ct ¢z PMA 50>

dCt z=Ct . pmA gy —Ct (, PMA 5a)
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(3) JEUE dCt FEAERRIA 0 +1, XEMRE PMA FTFHIEMAE DNA AU 5.
(4) FELRERY dCt FREAE AT 4 (dCt A 4 B, RFILLME DNA L 16 &, BIEFRT 94%; dCt Jg 8 B, EA 4y 250
&, BIEBRT 99.6%).

E: AMAN ACt T S EE R, LARAKF/MIEEA ., mA BT K. PMA & REEURT /7K
2. HEEBEAEAL
o L%, EMREMBEREFE, BAFRHEARTEMESLLATE.
(1) ¥ dCt ERIITE:

dCt 1x=Ct ex. PMA aap) —Cl e, PMA 30)
(2) dCt EFs ¥R TR EL I

PMA HPlf =2 **ac
SEUE%=100/PMA 3| {Z %
3. FRAEENHENITTE
o EEITEMAPEMAENENTE, FACHHENEREERELA DNA LHlirEdh%k. B0V BERBRERREE
qPCR xR BRCEEA .

(1) HFEFRERNZE, RREBCAELER, Ct{ERNLER.
(2) SEIHAENBIITHE:

Ct=RF AR +y FMEEE (y=mx+b)

ME = (Ct—y dHERR) /1%
E: AL AL P E M DNAKIR K.
=l TE, SEZEKREHEM 25 uM PMA IR B MR, SRIEIZET gDNA, XA uidA 34T #,
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E: AARBME AR AFEMNERAA £7, WERMELE,

ERRERSRE:

® [a: RESEREICUNTL, ARERHAERSHE?
%: REWMT,
a. B MERR CtEMRIE, BRAARAMRERGTRERELIERYR, SHAREREMRALT. ME 95 CHSR
MAALIET, JLFRILAE, DARVEMRSEZEWRE, AMEBSIRRENEN.
b IXEMNHEARR CtERRE (Ct{EBE 30) , XRFIFRPENBARHEARALEZZERHTLFEE, SBUEENMAMREZ R
Wtn, TSN T RN LE SR .

® a: PMAMIHPLCHTASHIIMIE?
Z: ATAFRNBFRERTIZ, EESSHESFMEMER, XESBEZEERY EFERDESR, AMER
HeILo P2 MEMFNIIEINER . REWL, STHKA™ENRFRIE, XBHESFEAKN PMA EEYEE E
RUE TIRAN—HE—EMNRsSSIHEE, BElFHELET -8, BRT ~aiEltaS5RE .

® [o]: At ARBRIKZIFIEFIELT?
E: EIEANRHT, ARNEEERA. PMA S FHPIERMEERER, HEEL CRIKARN 464 nm) KIEHEHUE
T, MTA—HSEENASEEHE. XENESTROEHE, BEMIESHEE DNA BEURBBNEERS,
S5 ¥zHE, #mEmd RERENENEKE. X—2d1, T5R PMA 5 DNA IWREXBKNZ LT, EX
RIBRT HFEINESNRER, BHETHAUERNMHEE.
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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、酵母、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)在-20 °C取出，平衡至室温(15-25
	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小时，
	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？


