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PMA 2—MSFMMR DNA S5, I ABEEMEITDE, BSHBRESEIIUNKHERBRATROL. EXESIUE DNA
BEAESFMME. PMA FERARIRSEN, BUAIERMESITIEZIRAITEAIEAT DNA, PMA {2158 DNA KIEE (~ 464 nm) JEf#
&, PMA EHOYRNEEBREHUIBRNERIFEHBEE, 5 DNA SEMAMNEMEMEHES REFBFRENHENERE, NS
BUKAME DNA &1 (Bl 1) . ZIEIHIRRESME DNA ~a, FEEMEHENERSE DNA REEEST SRR —REX, HimEs
SEAREREFR DNA B PCR f 1. HEEARTAREGH PMA, EIRCIREI TSRO FRASBMIREGEERREAEY, 2
FEABREBINEES DNA, MMASIE PCR 18, XMFEGES PMA SILUBIISCRIEE PCR (qPCR) RIFRR, 1aMISFIMFEARE
B AE. £MR. BE. B8, RSMNEZMER; 5 qPCR. NGS. Sanger U LAMP AEES, [ ZNAERRNIKEZE

mEhAR,
------ .‘"---"': -' 1 \-
1 PMA £55%EE DNA ~aE
RFEE
TEHELETE
g
20 °C EEERF, BREANIMIE,; KBEH.
[ T

BRIER: SRMUSE DNA EEIEISEEAIZEE ¢DNA AYEELS QPCR 715,
EREE: RNSMEAEEEENE. £V BE. ER. RSNEZAERS.

S

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

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

DFE: 5115
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L.PMA 1RIBEEEE X O EIIERE. FSISCHRENG AL SEMRIESR, FEERT PMA R, EBLHE, RIMER
5, TREASVISHAERERER (SHIBMAEYE) . Bit, 5% PMA B2, B TR REESERTE
FHRSEEFR A,

2.PMA QESSHREEEERTHR, LIERESIHNR DNA HINES.

i FORMRMERTLAERIEEG, —ARiR, TR, XBSEROBERRMS. IF LED kT (MaRT) JeSEisEsHYoR=E
GETW, RYNEEEREKRIERIERLIE,

3FEATLEN R IRFRT. EEHT PMA MENEZ BISIFE AT SESIRIMBEIEH = RIBMER. NFEERNZAILHRER,
FEING ey G SN

4 PMA RIEBD1ERNSIREITTUEMNEART LR PMA HAMEIRAY DNA,; Eit, FHREERZE DNA B, HERERARNERSA
DNA iR, BHTARRI—RCIE, FRMXIERT AR EAEAIEEE DNA,

SATHIE PMA FEUAHEARTIENE, AIXGtEREMIEEAR -+ PMA ZIERY Ct(dCt) 3,

6. [FRRIEERIFNEOESRK, BHTELECR.

THAIZESFRETHRE, FRRMREIERTIEE.

SAFR{URTRIA, AERTFIRRZHEIET, MERTRRSAR, AMERTEEEFENR.

VATIBNLLIERE, BFLRRHEREFEIRE.

B&H

k=2
1.5mL BOE
237
(1) NaCl J&R (2) #iE GDNA EEUARIE
REIE S
(1) QPCR 1% (2) 60W HEIT

BRMELER
BErRVEENE 1.
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maw | | was | | HE

—

|7F)1uPMA| | npPMA |

| #stmaonn |
v

T
v

|  onvaEm |

v

| gPCR |

1 BESERZE
LIREY 10 L ERTRIR LB 157E, ARIEFFEPEFREREEKEE, FARSEFENEERT (0D600 = 1.0),
i IEFERRRISFREREINEE,
2 EGEHEI, 85 400 L, EFFEBROEF.
3. (Y HIRHE. EEESLAEIEANEE, TEEMEEBNKAIRTF 95°C M Smin, 3¢ 58°C I 3h, EMRIERIBEAR
FKEFTIERE, RInBXEGAE. STAENEEURERIEHE.
AFDTEMEE, —HDAR PMA &ME, —(HA 25 uM PMA &MB AMEREXEESARRRAENRE PMA IREZEFIERIGH) .
548 PMA QMEMHAERETERL, BXEFS 10 min, FERESEATZSRES.
6 GRS, FILMERER, RyNERETEER. flW, oTA 0 W BT, B85 15 min,
i (1) BERERT, BEE PMA LEMNEAERTEER IR 20 cm LRIKIRE, IKIRBEEBEED, ARLRERRR
fEmtEm, F#E 5~15 min;
() BEEEBRMRRRINMAEHTER, AFRRERNSRURERE, SENTERHHEE,
7 QIBFNRAMBASEAE 5000 x g, B 10min, X,
SARIEHFAKEUAIRSERIERE DNA ZEURFIE, Wi DNA B, BEFEAFERERAERAR,
it: DNA REFEBRSEFRAXNSAIRBE. PMA BNIBSMEBNFIRBEINEMERPER PMA &S89 DNA; B, ERIERE
3 DNA B, SHENERABERERAEES DNA GiiR, #{TRIEF—LE (FERMEERIMERESA DNA EF—, EHEER
EHEERS) .
9 RAITMARFIBRELBER

Universal SYBR Green qPCR Super mix 10 uL 1x
F,R 5|4 BEE £ 04uM
&R EE —
H20 *EZE 20 uL

1022 RIERSIRAESR, EBEEHRIRE PCR &,
LR (RIEE® PCR Mix IHFIBEFHTRERISE) .

Fhasit 95 °C 120's 1
a5 95 °C 5~10's
EX 5565 °C 155 40
FiE{e 72°C 25~30's

12 3RS
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(EFREHEFTARIE AR, DtEFEATEMEE. EINIFTA PMA QperqPCR SEMEIGNRT, SIIES|¥KR PCR BEFEES
&

13.55, TEHHEXIER dCt itE

(1) gPCR ERfT, FREERMETESMERR Ct &

Q) BHITEENERMAER dCt 75, FlET PMA 2B TICHE DNA RFIE, HENT:

dCtiE =Ct (i& PMA &) - Ct (3E, PMA REGHE)
dCtZt =Ct (5&, PMA 4bE2) - Ct (56, PMA R4LIH)
() EEER dCt HREERAT 0+ 1, X3ER PMA A IREMHIE DNA A9 1,
(4) FEHERY dCt HAREKRT 4 (dCt A 4 FTRREDTHA 16 15, BIERT 94% RITEHHE DNA; dCt A 8 FRmb T4y 250 3,
BIXBET 99.6% HIGEAHE DNA) ,

(5) FEHEN dCt VR FITZRR, 81 BRF/MEEEE, @AEERTAN, PMA FRIRE; TBFIIKE.

14 EME TR

WNERTE. TEMENIRERIEE, AILAHANSEATEAR SIS,

(1) ITEEAR dCt &:

dCtBEA = Ct (RS, PMA QME) - Ct (B, PMA SRAME)
(2) ¥ dCt (EERMAELLE:
PMA HDEIfEEL =2 (#7 dCt)
SEME% = 100 / PMA HP5{EEK

15 i ERMERLEXI S
MBBITEHAFEARNENHE, FERACNBENBMRENERE DNA FIWERERZ. EERNVEERERERT PCR &
TARATSEERN.

(1) LA Ct [EAH\TR, HIEEUEMR, SIEINERLZ.,

(2) IHELIOEFARIEINEL:

Ct= FI= * IEEL +y MHARIE (y=mx +Db)
HEEHEAR = (Ct-y HEE) / f

¥ A EREME DNA RIRK.
5l
E. coli (uidA)

000 200 408 400 MO0 G000 Gn66 146 1600 IAO0 2000 FROd 80 DAOD  DAO0 000 1200 M40 2680 3800 4000

2 JEFCKIATER 25 M PMA 78, SR, /5IREX ¢DNA, A uidA 54J#HTH 18,
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	产品货号
	PR01016

	产品介绍
	PMA 是一种高亲和性的 DNA 结合染料，该染料本身具有微弱的荧光，但与核酸结合后可以发出更为明亮
	图 1 PMA 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
	Ex (pH 3)：464 nm (before photolysis)
	Ex/Em：510/610 nm (after photocrosslinking to nucle
	分子式：C27H32Cl2N6
	分子量：511.5

	分子结构图：
	注意事项
	1.PMA 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导致细胞膜受损，因此适用于 PMA 
	2.PMA 处理完细菌后需要进行光解，以使染料与死细胞 DNA 共价结合。
	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 处理光解之前冷冻样本可能会损坏细胞膜并产生假阴性结果
	4.PMA 的部分作用机制是通过沉淀从样本中去除 PMA 共价修饰的 DNA；因此，在提取基因组 D
	5.为了验证 PMA 在测试样本中的有效性，可对比同处理样本 -/+ PMA 之间的 Ct (dCt
	6.使用前请将产品瞬时离心至管底，再进行后续实验。
	7.试剂盒组分中含有荧光染料，使用及保存过程中注意避光。
	8.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。
	9.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.试剂
	(1) NaCl 溶液 (2) 细菌 GDNA 提取试剂盒
	3.仪器
	（1）QPCR 仪 (2) 60W 蓝灯

	操作步骤
	操作步骤流程图见图 1。
	图 1 操作步骤流程图
	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，或
	4.两份活细菌，一份不用 PMA 处理，一份用 25 μM PMA 处理（处理不同类型或不同来源细菌
	5.将 PMA 处理的样本室温置于摇床上，避光孵育 10 min，使染料与样本充分混匀。
	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 min
	注：(1) 若使用卤素灯，我们建议将 PMA 处理的样本管放在距离光源 20 cm 处的冰块上。冰块
	(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 的部分作用机制是通过沉淀从样品中去除PMA 结合
	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
	Universal SYBR Green qPCR Super mix
	10 μL
	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）。
	程序
	温度
	时间
	循环
	预变性
	95 ℃
	120 s
	1
	变性
	95 ℃
	5~10 s
	40
	退火
	55~65 °C
	15 s
	延伸
	72 ℃
	25~30 s
	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 QpcrqPCR 活细菌检测前
	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 是否成功抑制了死细菌 DNA 的扩增，计算如下
	dCt活 = Ct（活, PMA 处理）- Ct（活, PMA 未处理）
	dCt死 = Ct（死, PMA 处理）- Ct（死, PMA 未处理）
	(3)活细菌的 dCt 期望值接近于 0 ± 1，这表明 PMA 不会影响活细胞 DNA 的扩增。
	(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% 的死细菌
	(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 使用浓度；扩增序列
	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 处理）- Ct（样本, PMA 未处理）
	（2）转换 dCt 值为活细菌比例：
	PMA 抑制倍数 = 2（样本dCt）
	活细菌% = 100 / PMA 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 孵育，然后光解。后提取 gDNA，用 uidA 引物进行


