PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

Ethidium Monoazide Bromide (EMA)
10 min FEEIELT, SRIEXDIESEE, A DNA INEEHR

S M10506
FE@IME: Smg
BT : 4 CRARTF; KRESH

FEE

Ethidium Monoazide Bromide (EMA, BRRKZ5E) , E—MIDNARBSFEMIEMNEERA . BHTEMAXEHA
RBIEMEEXTRIK, IS AR ISR AR AIDNA, FRHERRE R, AIERMAMEDNASERE R HENLEE . EMA
B OB 2R MAREEIEMER, SXBERSZ 10 minfEFEIFREIZIHEEDNA. RESMX DAL MEAE, B
AFHEERN, FREQPCRIBEER, TIZERTHEHEARR.

EARBFLNEREMX S XETE, EMAAMENERNEMPEYFMRRE T REMERAZIE. E50F
EMERNEARBREETRARMAAFEAREDAK, FESHTHRPEFENARKENERT, EMARERCE
MEEDNARIHLE], KHTREGHRPFRAENSHSBERN, BUTIWIRMERE, BETEVLREXK, #3T
MEYFRE. RRIRKIZEEXAREELEZR.

7%: %] %Ethidium Monoazide Bromide;
7E: A% % F)Biotium Ethidium Monoazide Bromide(EMA);

MAEE: MEETRSLE, SRERPEEMEVNEESH, DNA BESH, &AL DNA %;

PR

® PCR FH#E: 10 min 2IHJEE DNA, EBX5SERMM, FTHEFERN, BRikRBempEn;
o BRME: JLFLAFBEMAE, IFRIELES LMk MR ZIRMAAIZES ;

& SMHERRIEMY : ARTREABRERSFERRPEIF, SHRBENES, REWREBFZE;
® RTONHER: HERBRESERNBEIRIEF, BT PMA 3E qPCR RAMBIHRERMEHL;

o NIRRT HERK DNA &1, DNA BESH. SERBEXSE.

EmEY:

® SN : FIIAT ZEzsk DMSO K & El i ;

® Ex (pH3): 458 nm;

® Ex/Em: 510/600 nm(after photocrosslinking to nucleic acid);
® CAS 5: 58880-05-0;

® FH: CoHisBrNs;

® SFE: 42031;

FEERLESY

Hey 1200 T

A. Ethidium Monoazide Bromide (EMA) Smg

E: 1200 T AXF &85 A VA 25 uM BT RO 69 % 4.
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PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

ABRE:

o EAANAN~RBENELEER, BHITHEERRE.

o REMMEFIREN0-200 mg/L, FEENSKIRT, BIGHTMKE, HERENIESH.

® EMAXEUR, NM7EBNFM TREMBRME. ERERES, RERVALREE, BREMARBTHE, FMIMSERER,
o TOERKIFARNICRE, BEREIERN, YRERLER.

® EMARB—EMEM, REMMEMETFE. FERFHIFRE, BRRRKIEMAMEA.

o AERMNIRTRMAEH AT SERTEEEEAN.

® ATHEMREFMER, FEEEMESAIVNERLNE,

kR R

—. SEWREDES

1. WFLEE:

® EZi&HI%F: EH A (Ethidium Monoazide Bromide ,EMA)FRIN595 uLiBLhsk, FTRIERES, BCHIK20 mMAEJEMA
iR

E: HERRECREEBRDFEE, 20 CRAMRAE, BB LKk

2. (UERHEH

® RT-PCR {%;

® IEEHRGIT.

3. BREE

o HifHl&: WERIEMERFLBEFRE, MAERIEFEIEF Z0Dw0~1.0.

Er AR KA R KOTARIE S i SLIR

4. MREE

o SEMEZTHXELE: A EMA;

o JEZAEXTIRLE: I EMA;

o JEANEIXTHLH: A EMA;

® JEMEZTEXTRE: TN EMA;

® SCISYA: N EMA/AHD EMA & 848
= BREPER

1. SAEAHR:

(1) BRIP4 400 pL SELE, HHIETEFNEOES.

() BERAREANE (ANLE) , FFEMAEBRANKAR, %£5F 95 °CMA 5 min, 3¢ 58 CHI#L 3 h, BMRERTE,
IBRENERME, BRERESEMRE—.

2. 368

(1) BHEMEE, —HBAHM EMA L2, S—1% 25 uM EMA &38,

i AR R A SRR @ E 69 R EMA KA, §E AKX AR

(2) B4E& EMA LEBHHAETERERL, BABES 10 mn, iIEPNEHEATSRES.

(3) WHERFITIENBE, BIATER 60 W BEXATIRET 15 min. ZFEARELT, EiUF EMA RIBEMHABEREEES
IR 20 cm ARk E, FKREFIERRIERE S, FELFESHESR, K 5-15 min; HEFERMNIMEREAMAES
1, ETMEHANSERMMENE, FiEHELERE.,

Er B RRELAE

3. EME% DNA 2l

(1) B IBFIARALIBRIEME L 5000x g BIFERE D 10 min, K E5ER.

(2) R|HEAXBEESENERELHE DNA IREUAFIE, JEH DNA B, SEHAXFERERNERATR. DNA RS ES
B AT &R,

7E: EMA #94F AL 2 — 2585 iR R A AP 45489 DNA, FT AR B 28 DNA B, &% 48 R4k AR 0 s it ik it

TR — e (h FREASFH R AEE DNA AR, A KREEZFEE) o
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(i) PROBELIVES B ESRHEERAT SRATIE - TS

4. BUTHRHEREER

KRI85y 20 pL & 2452 HIRE
(B%&) qPCR Mix — 1x
FR 3|4 EE £ 0.4 M
R E2 —
H.0 #HEZE20pL —

5. MIRIEF: RIFEF qPCR Mix HHITIZFILE
E: PR 34 A qPCR A2 5 69 1€ M AT IR
=, &RHE:
o LUBRMEMEMRAEAXER, DTEERTHFMOKE.
1. #HEE. FEMEXR dCt
(1) qPCR LWLERE, BUHFETRETESMEARR Ct E.
() BEHEE/NTRMARER dCt RFIET EMA 2R IhNEI T E4HE DNA FI3 18, HENT:

dCt 5=Ct ¢z bMA w9 —Ct 2 EMA 5w

dCt z=Ct iz MA w9 —Ct o EMA 5w
(3) JEHE dCt TAMESRSE 041, XERE EMA TS THIELA DNA #9318,
(4) FLAER dCt FAHAE AT 4 (dCt A 4 B, RFRILLAE DNA BD Y 16 5, BIXRT 94%; dCt 7y 8 B, 44 250

&, BIERRT 99.6%) -
E: RMA N ACt L SR E VR, LERAKR/MARA ., mA BTG XN, EMA &R KREARY I F 7K E.
2. HEEMARAGLE
® L%, SEMEMNBERERE, BAIARHEARFRFEMESLAITE.
(1) ¥ dCt AT E:
dCt 15=Ct s, EMA sy — Ct (s, EMA 5
(2) dCt BRI A IEME L)
EMA Hlsl f5 =2 **ac0
SELAE%=100/EMA %I {& %
3. EARANBENTTE
o EETEMATEAANENKE, FACHKENEMEERELA DNA LHlinEdhs%k. 2IUE/LAEERBERERRE
qPCR i RN BRCERE A .

(1) HIEFRERNZE, MREBCAERER, Ct{ERMLER.
(2) EWHAE NS

C=RIZ A +y M8 EE (y=mx+b)

ME = (Ct—y HHERR) /Rl
E: AL P EmE DNA AR &Ko
. TE, JEFRKBITER 25 M EMA IFFEEEHREALIE, SAGIREY gDNA, KA uidA SI4#ITYH 18,
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PROBELIVES B ESEHERAT SRS - SR

EREERSHEE:
® o: JEESEEICUNT, AR AERSH?
%: REWNT,

a. AR CtEHRIE, BRIERANRERHAGREAZIEEAYR, SBAEERENRAT. ME 95 CHER
MAALIET, JLFAILAE, DARNEMRSEZEMRRE, AMEBSIRRENEN.

b IXEMNHEARN CtEHRE (Ct{EBE 30) , XFIFRPENBARHEARALEZERHTLFEE, SBUEENMAMREZZ
Witn, MM 7 HnLE REERM .

O@-MM%MHE%HZAﬁﬂﬂM7
E: HTATRIFRERTE, TELSBESFHENER, XESBEZEERE EFEERDES, WMER
HEES R 2R HMFHRER SR R wﬂ £ FK B ENRZINE, XEME S AR EMA EEY7EME E
%ﬁﬁ?ﬁk%—&ﬁ—uﬂﬁ%%ﬂwﬂ%@,HEM%%%L%%_&,ﬁﬁ?#ﬁ%éﬁﬁ%ﬁﬁiﬁo

® [o]: At ARBRIKZIFEFIELT?

E: EIEXANBHT, LBYUEEERA. EMA S FHREEREMERER, FEEL CEKAR 464 nm) HREEH
ETR, MTA—HEEMNEREHE. XENRBELRAEHE, BRI HHIE DNA HE LS ABNEEIRS,
S5 ¥zHE, #mEmd RERENENEKE. X—i318, kI EMA 5 DNA IIWREXKAZOTFT, EX
HBR T A FRINENE, EFABTHAUERENFRE.
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	Ethidium Monoazide Bromide (EMA)
	10 min光激活修饰，特异性区分活死菌，可用DNA功能研究
	产品货号：M10506
	储运条件：4 ℃避光保存；冰袋运输
	产品简介：
	应用范围：细菌活死状态鉴定，简单体系中活性微生物的定性分析，DNA足迹分析，修饰质粒DNA等；
	产品特点：
	产品参数：
	产品组分：
	注：1200 T为试剂盒组分A以25 μM进行反应的总数。
	注意事项：
	 使用前请将产品瞬时离心至管底，再进行后续实验。
	 本产品推荐浓度为10-200 mg/L，在正式实验前，建议进行预实验，确定最佳的实验参数。
	 EMA对光敏感，应在避光条件下储存和操作。使用过程中，尽量减少光照时间，避免EMA提前激活，影响实
	 荧光染料均存在淬灭问题，请尽量注意避光，以减缓荧光淬灭。
	 EMA具有一定的毒性，操作时请佩戴手套、护目镜等防护装备，避免皮肤接触和吸入。
	 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：
	 储备液制备：在组分A (Ethidium Monoazide Bromide ,EMA)中添加59
	注：储备液配置完成后建议分装后，-20 ℃避光保存，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
	1.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 h，
	2.染色
	(1)两份活细菌，一份不做EMA处理，另一份25 μM EMA处理。
	(2)将经EMA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EMA处理后的样本管
	3.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
	4.按如下体系制备反应混合液
	5.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EMA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EMA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、EMA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：EMA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？


