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产品货号：P2059S, P2059

产品规格：20T, 200T

储存条件：-20℃避光存储。有效期见外包装

应用范围：用于活菌筛选

产品参数

Ex = 464 nm

Ex/Em = 510/610 nm (following photolysis and reaction with DNA/RNA)

产品组分

规格

组分
P2059S (20T) P2059 (200T)

PMA Dye, 20 mM inH2O 10 μL 100 μL

Universal SYBR Green qPCR Super mix（通用型） 0.2 mL 1 mL×2

产品介绍

PMA qPCR活菌检测试剂盒为检测细菌活性提供有效的手段，本试剂盒提供 PMA染料和基于 SYBR Green染料的 qPCR

混合液。染料的最佳用量和可处理的样品数量可能因样品类型而异。PMA是一种高亲和性的 DNA结合染料，尤其与双链

DNA，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的荧光。PMA具有细胞膜不可渗透性，因此可选择

性地修饰膜受损的死细胞的 DNA。PMA修饰的 DNA经蓝光（~464 nm）光解后，PMA上的光反应性叠氮基转化为高反应

性氮烯自由基，与 DNA结合位点附近的任何烃部分反应形成稳定的共价氮碳键，从而导致永久性 DNA 修饰。该修饰过程

会使 DNA不溶，且在后期的基因组 DNA提取过程中与细胞碎片一起丢失。残留在溶液中未结合的 PMA，在强光照射下与

水分子反应分解成无交联活性的羟胺化合物，使其不能再共价结合 DNA。基于 PMA的这一特性，我司将 PMA与 qPCR技

术相结合，形成一种新的检测方法—PMA-qPCR，用于活细菌的筛选。目前该法已在多种细菌菌株以及酵母、真菌、病毒和

寄生虫中得到验证。

复杂样品的处理，如粪便或土壤，可能会需要优化样品稀释度、染料浓度和光处理时间。稀释样品的处理，如水测试，

可能需要在染料处理前进行过滤或浓缩。

实验步骤

使用前注意事项

PMA qPCR 活菌检测试剂盒（无 primer）

PMA qPCR Viable Bacteria Detection Kit (no primer)



本产品仅用于科研

于科研

UElandy Inc.
Tel:0512-88965152
Web:www. uelandy.com2 / 5

1. 本活菌检测试剂盒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，因此与本试剂盒兼容。但

有些方法，如紫外线照射，可能不会立即导致细胞膜破裂。 因此，在选择本试剂盒之前，需先进行文献检索和预实验确定

本试剂盒是否适用于您选择的细菌类型和杀伤方法。

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。 光解操作可以使用蓝色或白色光源。一般来说，

灯越亮，光解步骤的效率就越高。非 LED 灯（如卤素灯）可能会加热您的样本并对分析产生负面影响，照射时需要使用冰

块对样品降温处理。

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。如需在检测之

前冷冻样本，建议先进行预实验。

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 DNA时，需使用相同体积

的基因组 DNA洗脱液，进行体积归一化处理。阳性对照可以使用活细胞的基因组 DNA。

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)变化。

实验材料（自备）

光源（用于 PMA修饰 DNA后的光解步骤）

细菌基因组 DNA 提取试剂盒

对应样本类型的有效 qPCR引物

实验步骤

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长期（OD600 ≈ 1.0)；

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 58℃加热 3h，具体操作根

据样本类型自行选择，即可获得死细菌。死细菌的后续操作同活细菌；

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的最适 PMA浓度需查阅相

关文献）；
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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，可以使用蓝色或白色光源，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。冰块应放在透明托盘中，调整光

源使其直接指向样品，光解 5-15 min；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结合的 DNA；因此，在

提取基因组 DNA时，各组应使用相同体积的基因组 DNA洗脱液，进行体积归一化处理（死菌和活菌提取基因组 DNA量不

一致，因此两者浓度相差明显）。

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

注：① 商用 DNA提取试剂盒提取的 DNA，qPCR模板以 2 μL作为起始优化体积；② 模板体积不得超过最终反应体积的

10%；③ 模板浓度：gDNA做模板时，通常 1-10 ng即可；④ PCR引物的终浓度通常为 0.4 μM，可以得到较好的结果，反

应性能较差时，可以在 0.2 - 1 μM范围内调整引物浓度。

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

程序 温度 时间 循环

预变性 95℃ 120 s 1

变性

退火

延伸

95℃

55 - 65 °C

72℃

5 - 10 s

4015 s

25 - 30 s

注：① 延伸时间根据使用仪器自行调整；② mix中的 Taq酶可在 2 min内完成激活，但基因组 DNA可能需要更长的变性

时间，此时可增加变性时间，具体变性时间可根据样本类型进行调整。

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 qPCR活细菌检测前，先验证引物及 PCR程

序是否合适。

死、活细菌对照 dCt计算
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（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 DNA；dCt 为 8表示减少了约 250

倍，即去除了 99.6%的死细菌 DNA）；

（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；扩增序列长度。

13. 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

14. 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。建议稀释的几组基因

组浓度在 qPCR分析体系的范围内。

（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 1 活/死大肠杆菌用 25 μM PMA孵育，然后光解。后提取 gDNA，用 uidA引物进行扩增。

注意事项



本产品仅用于科研

于科研

UElandy Inc.
Tel:0512-88965152
Web:www. uelandy.com5 / 5

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. 为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。


