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PMA (20 mM in Water) 2—FEFMMER DNA EE5U, ZIWIASEBRHEEHOL, BESRRESREIIULKHENBRRADL. B
FEESXE DNA BEAEFMME. PMA (20 mM in Water) REBMBIRIZEN, FEILAERMESIHIRZRAOTEAIZAT DNA, PMA (20
mM in Water) {E{f5H9 DNA L2556 (~464 nm) SEHE/S, PMA (20 mM in Water) ERYSRNHERERWNBRMERIEEHE, 5 DNA
FEENURMNERHTRERD RN AFSERIRNRmRE, NTSEUKAM DNA £ih (B 1) . &EIHIESME DNA [Ng, FERAE
BEFERUEREE DNA REUIEH SR A—EEL, HMmBSFEAE-+RE R DNA Y PCR #18, KEERRPRESH PMA (20
mM in Water), fE3RIEHRES TSRO FRMDEMICECEERRIRAEY), (BREABEBINES DNA, MASE PCR 714,
XSRS PMA (20 mM in Water) RILUBISSRITER PCR (qPCRIYFER, MNSFHALEGRE: ME. £ME. BE. B&E. K
SMEZAE; 5 qPCR. NGS. Sanger UFF LAMP XARES, I iZNAERMIIKZEFEMEAF.,

------------

1 PMA (20 mM in Water)Z5&3EE DNA ~aE
RFEE
FLIEHELE
figER
-20 °C BEYRTE, BREINIMEE, KESEH.
s

BRIER: SRMSE DNA EEEISEEAVZEE ¢DNA AYEELS QPCR 15,
EREE: RNSMEAEEEENE. £V BE. ER. RSNEZAERS.

S

SN IBERK

Ex (pH 3) = 464 nm (before photolysis)

Ex/Em (after photocrosslinking to nucleic acid) = 510/610 nm
SF=: C27H32CI2N6

DFE: 5115
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1. (ERRERTmENEOEER, BHTRELR.

2. WHIBASTEETOEHN, ERRRFIREFERET.

3. AmIRTRIE, AMERTIRRIZHELRT, MERTRMEZA M, MEFERTEREEA.
4. ATENRENREE, BFLRRARXMFEERE.

B&tH

1. #it7
1.5mL BOE
PEIE
(1) QPCR {¥ (2) 60W HEXT
3
(1) NaCl J&R (2) #iE GDNA EEUARIE

BRMELR

LERRIEEER

(1) PMA (20 mM in Water) fRIBMIEIREEM X SICEEE. ITERIVARNDZ2SEERIREZR, AWERT PMA (20 mM in
Water) 12, BELITE, MKIMLRE, TREASZAISHERERK (SHRAM) . B, fEEF PMA (20 mM in Water)i2:l
ZBI, BTG FRANTSEIO e R EE A T A MRS B R AT,

(2) PMA (20 mM in Water) SMESCHAREFEHITRE, LIERM SR DNA HNES.
i ARRRETTLAERESG. —iRSRR, (TER, XESRIHEMME. 3F LED X7 (MEERLT) TEESIREHESHES=E
QERNE, RIREEERKRIIERIFERLE,

(3) BATLME/RIGIRIART. BEHIT PMA (20 mM in Water) SMEXRRZ AR AT SESIRAAIBIRAHERIPMSER. WF
ERNZBISFRER, BN TN,

(4) PMA (20 mM in Water) RIERO/ERHNEIRETEMFASREER PMA (20 mM in Water) FEMEIHRT DNA; FLt, EREERSA
DNA B, FHERBERFRIIERZEA DNA ik, HTARIE—CE, IMXIRATLAEREMAIERIERZE DNA,

(5) ATHIE PMA (20 mM in Water FERHAEAPRIBRE, AIRILLESIEFEA-/+PMA (20 mM in Water) Z[EJRY Ct (dCt) ZEft.,
2REER
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rrAREEIREEN

=

| Fmenva | [ meva |

I_*_I

| #4575 10 min |
v

T
v

| DNA{EHI |

v

| gPCR |

(1) REX 10 pL BTN LB 1EHFE, EHAREFAPIEFRIRHERNE, FHEEFEXNEHERE (0D600~1.0),
i IEFERRRISFRERELIGEE,

(2) BUEHERG, 85 400 uL, EFFEFOEF,

(3) (BN HIBTHAR. EnstMEIEAXEE, HSEMEENKARTE 95°C M Smin, 5 58 °C MN#% 3h, BEARIERE
BEARBIRTIRE, BIRREHE. STAENEEERERIEMAE.,

(4) FDTEME, —H7F PMA (20 mM in Water) &8, —{#A 25 uM PMA (20 mM in Water) 4B (AMBEAREE S ARSEIEAE
AIEIE PMA (20 mM in Water) REFREIIERIHER) .

(5) % PMA (20 mM in Water) QMBI AERETER L, BYFS 10 min, ERESHEARSRS.

(6) HHmIRYE, TLAFRESG, BEREFEEITER. f20, =TA 60 W RIEEYEKT, HBSY 15 min,
iE: 1) BEAEAERLT, BIB2IIE PMA (20 mM in Water) LMBRHFEMTEERIR 20 cm LAIKIRE, IKIRRITEERTER,
AENFEREIEERER, % 5~15 min;
2) EEIEBAFRPRINNAREHTER, AFHREINSRMKERE, BELERKCEE.,

(7) SIEFIARAMERGEME 5000<g, B 10 min, X LEiE,

(8) TRIBHARIUSIESENEREA DNA REUAFIZ, %ii DNA K, ZERNAERERRERATH,
it: DNA IREVEBRSEFAIFISARIEE. PMA (20 mM in Water) RIERZERHNFIRE S TEMERBPZEIR PMA (20 mM in Water)
Z8R DNA; Eit, FIRINERSA DNA B, SAREREREGRHERESA DNA KRKR, #TEFRA—CLE GETEMEERNE
B4 pDNA EFX—F, BEWAEREHEEBE) .

) RN RBIERAESR:

RREIE5> 20 uL RRAFR RE
gPCR Mix HFIE (BH) — 1
F,R5|#) BEE £0.4uM
&R EE —
H20 #HEZE 20 uL —

(10) BRIRIGRORMEBEHR, BBREEARE PCR &
(11) WHFEF (RIEES qPCR Mix IXFIBEFHITIEFIRE) .
(12) EEESHT
{EFREEILAEEARER, STt ERATEMIEEL. EiIFTE PMA (20 mM in Water) Qper EZHEALNET, SS3SIES ¥R PCR 72

FREGIE

(13) %%, Eéﬁiiifﬂﬁ dct it
1) qPCR X5, FERGERHTESMERR Ct E
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2) BEHEESMYRAERER dCt B95, #IET PMA (20 mM in Water) 2EBIHIPH TIEME DNA 718, iHEWNT:
dCt JE=CtGE, PMA (20 mM in Water)ZME) - Ct(;E, PMA (20 mM in Water)Z<4ME)
dCt F6=Ct(3t, PMA (20 mM in Water)Z2E) - Ct(FE, PMA (20 mM in Water)RZME)
3) EMERY dCt HIREREET 0+ 1, X3REF PMA (20 mM in Water) AESMEMHAE DNA AUH 15,
4) TEHHERY dCt HREBERT 4 (dCt A 4 "R TA 16 &, BIERRT 94% BOFEHHE DNA; dCt A 8 Fmm T4y 250 13,
BIERRT 99.6% HOZELRE DNA) .
5) FEHERY dCt BEURTITZEER, B8iF: BNRE/MIERE, MEWRRILSIN, PMA (20 mM in Water) EFIRE; #1BFFHKE,
(14) BHE SR
WISRFE. EHEXRERIEE, TLUFNSERPEMAESEOTE.
1) IHEEAR dCt E:
dCt BEAR=Ct(FEZN, PMA (20 mM in Water)E) - Ct(HEZR, PMA (20 mM in Water)RQME)
2) FE dCt BERTEHELE):
PMA (20 mM in Water) D=2 =2 (B4 dCt)
TEHE%=100 / PMA (20 mM in Water)iIDHI{=EX
(15) IHEEMENENNE
WREITTEHAFEHRERNENHE, FTERCMENBRENERE DNA FIfFRERLZ. BHERNVEERBRERE PCR 2
TARISEEA,
1) LA Ct [EMAYR, MR tEATR, SIWEIRERLZ,
2) THESCIOFARIFEINEL:
Ct=RIZ * JRREEL +y HEEE (y=mx +b)
HEEEAR= (Ct-y ihERER) /AR
i SIS iEREME DNA KIRK.,
<l
E. coli (uidA)
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2 JE/SEREGHTER 25 M PMA (20 mM in Water) Y8, A/E7cHR. JSIREL ¢DNA, A uidA SI¥#{TH 15,
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	产品货号
	PR01026

	产品介绍
	PMA (20 mM in Water) 是一种高亲和性的 DNA 结合染料，该染料本身具有微弱的荧
	图1 PMA (20 mM in Water)结合死菌DNA示意图

	应用范围
	死活细菌鉴定

	储运条件
	-20 ℃ 避光保存，有效期见外包装；冰袋运输。

	产品特点
	特异性高：特异性与死菌 DNA 结合阻碍后续的死菌 gDNA 的提取与 QPCR 扩增。
	适用范围广：检测多种样本类型包括细菌、生物膜、酵母、真菌、病毒和真核细胞等。

	产品参数
	外观：橙红色液体
	Ex (pH 3) = 464 nm (before photolysis)
	Ex/Em (after photocrosslinking to nucleic acid) = 
	分子式：C27H32Cl2N6
	分子量：511.5 

	分子结构图：
	注意事项
	1. 使用前请将产品瞬时离心至管底，再进行后续实验。
	2. 试剂盒组分中含有荧光染料，使用及保存过程中注意避光。
	3. 本产品仅限于科研，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品或药品，不得存放于普通住宅内。
	4. 为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。

	自备材料
	1. 耗材
	1.5 mL 离心管
	2.仪器
	（1）QPCR 仪 (2) 60W 蓝灯
	3.试剂
	(1) NaCl 溶液 (2) 细菌 GDNA 提取试剂盒

	操作步骤
	1.使用前注意事项
	（1）PMA (20 mM in Water) 根据细胞膜通透性区分死菌和活菌。许多杀死细菌的方法会
	（2）PMA (20 mM in Water) 处理完细菌后需要进行光解，以使染料与死细胞 DNA 
	注：光解操作可以使用蓝色。一般来说，灯越亮，光解步骤的效率就越高。非 LED 灯（如卤素灯）可能会加
	（3）样本可以在光解后冷冻保存。若在进行 PMA (20 mM in Water) 处理光解之前冷冻
	（4）PMA (20 mM in Water) 的部分作用机制是通过沉淀从样本中去除 PMA (20
	（5）为了验证 PMA (20 mM in Water)在测试样本中的有效性，可对比同处理样本-/+
	2.操作步骤
	（1）吸取 10 μL菌液于液体 LB 培养基，在细菌培养箱中培养过夜或更长时间，使细菌培养至对数生
	注：培养基类型及培养时间根据实验调整。
	（2）取活细菌两份，每份 400 μL，置于干净离心管中。
	（3）（建议）制备死细菌。若需要死细菌作为对照，可将活细菌放入水浴锅中 95 ℃ 加热 5 min，
	（4）两份活细菌，一份不用 PMA (20 mM in Water) 处理，一份用 25 μM PM
	（5）将 PMA (20 mM in Water) 处理的样本室温置于摇床上，避光孵育 10 min
	（6）将样品曝光，可以使用蓝色，照射时间需自行摸索。例如，可用 60 W 的蓝光灯，照射 15 mi
	注：1) 若使用卤素灯，我们建议将 PMA (20 mM in Water) 处理的样本管放在距离光
	2) 若直接用环境中获取的细菌进行实验，由于环境样本的复杂性或浑浊度，需适当延长光解时间。
	（7）处理和未处理的活细菌 5000×g，离心 10 min，去上清。
	（8）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
	注：DNA 提取步骤参考所用试剂盒的说明书。PMA (20 mM in Water) 的部分作用机制
	（9）按如下体系制备反应混合液：
	反应组分
	20 μL 反应体积
	终浓度
	qPCR Mix 试剂盒 (自备)
	—
	1×
	F, R引物
	适量
	各0.4 μM
	模板
	适量
	—
	H2O
	补足至20 μL
	—
	（10）轻轻涡旋混匀反应混合液，转移固定体积至 PCR 管。
	（11）测试程序（根据自备 qPCR Mix 试剂盒程序进行程序设定）。
	（12）数据分析
	使用活细菌和死细菌作为对照，分析计算样本中活细胞数。建议开始 PMA (20 mM in Water
	（13）死、活细菌对照 dCt 计算
	1）qPCR 结束后，使用仪器软件计算每个样本的 Ct 值。
	2）通过计算每个对照细菌的 dCt 的方式，判断 PMA (20 mM in Water) 是否成功
	dCt活=Ct(活, PMA (20 mM in Water)处理) - Ct(活, PMA (20
	dCt死=Ct(死, PMA (20 mM in Water)处理) - Ct(死, PMA (20
	3）活细菌的 dCt 期望值接近于 0 ± 1，这表明 PMA (20 mM in Water) 不
	4）死细菌的 dCt 期望值大于 4（dCt 为 4 表示减少了约 16 倍，即去除了 94% 的死
	5）死细菌的 dCt 取决于许多因素，包括：菌株系/细胞类型；细菌被杀死方式；PMA (20 mM 
	（14）活细菌占比计算
	如果死、活细菌对照结果正常，可以进入样本中活细菌占比计算。
	1）计算样本的 dCt 值：
	dCt样本=Ct(样本, PMA (20 mM in Water)处理) - Ct(样本, PMA 
	2）转换 dCt 值为活细菌比例：
	PMA (20 mM in Water) 抑制倍数 = 2（样本dCt）
	活细菌%=100 / PMA (20 mM in Water)抑制倍数
	（15）计算活细菌的绝对数量
	如果想计算样本中活细菌的绝对数量，需要用已知数量的目标菌的基因组 DNA 制作标准曲线。建议稀释的几
	1）以 Ct 值为纵坐标，细胞数为横坐标，制作标准曲线。
	2）计算实验样本的拷贝数：
	Ct=斜率 * 细胞数 + y轴截距 (y=mx + b)
	细菌数样本=（Ct – y轴截距）/斜率
	注：纯化过程中活细菌 DNA 未损失。
	示例：
	E. coli (uidA)
	图2 活/死大肠杆菌用 25 μM PMA (20 mM in Water) 孵育，然后光解。后提取


