微滴式数字PCR仪器操作规程

一、操作步骤
按下QIAcuity仪器背后电源按键，按下仪器正面右下角蓝色电源按钮，机器开机，屏幕亮起

打开电脑

登录QIAcuity仪器控制软件，在触摸屏上输入用户名：Admin，密码：12345

登录QIAcuity 数据分析和设置软件，在电脑桌面上双击QIAcuity Software Suite图标 SHAPE  \* MERGEFORMAT 


，打开网页：用户名和密码都是admin，登录。如果网页打开，显示该站点不安全，点击详细信息，选择继续前往该站点

在电脑上设置微孔板实验信息，点击New plate
在新建微孔板中输入实验信息：带星号标记的是一定需要输入的信息

plate name即本次实验的名称

plate type在下拉菜单里选择要使用的板子类型

描述（Description）里可以记录实验备注信息

labels和Barcode信息均可留白不填，如果是已经先确定了要使用哪块微孔板进行实验，也可以先行把该微孔板的条形码信息输入或者用扫码枪scan功能录入barcode

设置dPCR参数

首先设置微滴分布操作，在Priming选中QIAGEN Standard Priming Profile

接着在Cycling设置PCR详细信息
输入每个步骤的温度和时间，点击add temperature step，添加

将循环步骤在group框中打勾，点击group

修改循环次数为想要的循环次数

如果想对已编辑步骤进行编辑，点击三个点符号，去掉group后进行编辑
设置照相步骤，根据下表和自己的实验采用的染料来选择需要的检测的荧光通道，第一次实验时建议采用默认的曝光时间和信号增益gain值，根据照相结果，如果1D图发现荧光信号值太高，可以缩短曝光时间和减小gain值，采用EveGreen的时候，可以尝试使用200ms左右的曝光时间，gain值在3-4之间开始，探针法采用默认参数基本可以，如果发现荧光信号太低，可以以30%的增幅来增加曝光时间或gain值

设置reaction mixes，点击New reaction mix，添加反应体系，给mix命名，将该mix检测的基因靶标名字输入，选择其使用的染料，其对应的荧光通道会自动显示，如果该靶标是内质控internal control，则勾选internal control，如果想删掉该靶标，则点击垃圾桶图标。点击create，生成该reaction mix，若想查看该mix的细节，可以点击detailed list查看

设置samples & controls

点击New samples，添加新样本，在跳出的对话框内输入样本名称，Amount输入5的话，就会生成5个以样本名称为前缀，编号01-05的5个独立的样本，Amount输入1的话，就只生成1个样本，不会有编号。设置结束后点Create生成。在controls里点击Add control设置对照样本，在Non Template Controls里点击Add NTC设置不含模板的阴性对照

设置plate layout

选中对应的孔，点击加号，添加reaction mix，选择要使用的mix，assign到这些孔，如果不用这些选中的孔，将其设置成blank。已经设置好reaction mix的孔，选中对应的孔，点击小液滴符号，选择它是什么样本/对照样本/无模板阴性对照，点击assign即可，如果该孔的reaction mix选错了，也可以在这里点击

remove reaction mix，去掉错误的设置 

对照样本需在指派前选择它对于这个反应体系reaction mix的扩增效果应该是阳性还是阴性

NTC指派即可

设置结束后，点击右下角的done，该微孔板设置完毕
回到软件plate主界面，该板子显示右下角信息显示defined，如果之前没有输入barcode，那么这个实验在关联barcode以后，就可以运行

如果有常用的实验参数，可在templates里将其设置为一个模板程序，以后在新建plate时调用，template的设置过程和plate基本是完全一样的。新建plate时调用模板程序的方法是，在右上角plate templates里点击import template，在跳出的对话框里选择要用的模板，点击import即可

准备微孔板，按照QIAcuity™ EG PCR Kit或者QIAcuity™ Probe PCR Kit的说明书在PCR管或者板子中配制体系，混匀，短暂离心聚拢到管底，如果有使用内切酶，室温静置10min，然后转移反应体系到微孔板圆形上样孔中，将微孔板从包装盒里拿出来的时候，只能拿侧面，首先将微孔板放在白色托盘里，防止微孔板底部被划伤或弄脏，影响照相，如果微孔板底部不小心沾上了灰尘等，可以用无尘纸蘸酒精清洁，PCR体系转移的时候，枪头伸到中下部靠壁加入，不要产生气泡。由于微孔板不可以离心震荡，请一定把反应体系加到进样孔的中下部，也不要把液体加到管口，把管口弄湿，防止贴膜时黏贴效果不好

给微孔板贴膜：从微孔板盒子里拿出封膜，封膜是蓝色的，上面有一层透明的保护塑料，下面有一层白色的保护塑料，首先把白色面朝上，轻轻揭起一角，按住蓝色封膜的一个小角落，将白色保护塑料朝侧面方向揭掉，不要朝上提太高揭开，避免让蓝色封膜被白色塑料带起来，导致蓝色封膜离开透明保护塑料形成鼓包。然后提起带着透明保护塑料的蓝色封膜，将蓝色封膜覆盖到微孔板上，注意微孔板左边和下边较窄，封膜对齐的时候，要覆盖住这两边，另外封膜要尽量对齐板子，不要错位太厉害，如果封膜伸出板子1mm以上，可能导致封膜黏住机械臂。将封膜和板子对齐后，将封膜小心放下，封膜很黏，会黏到微孔板孔上。首先用滚轮在透明保护塑料上在水平方向和竖直方向滚动几次，让蓝色封膜比较稳定的黏到微孔板上以后，再小心按住蓝色封膜的左下角（不要按到进样孔上方），将透明保护塑料从左下角往右上方向朝侧面揭掉，注意不要带起蓝色封膜，拿滚轮直接在蓝色封膜上用力滚动压紧，水平和竖直方向来回滚动至少三次以上，黏紧后，拿滚轮边缘沿着板四周封边，注意先封下边，再封左边，最后封上边和右边

微孔板上机：按仪器正面右上方的按钮 ，或者点击触摸屏上每个板位的eject tray 按钮，仪器上样盘推出，将微孔板小心从白色托盘中取出，注意不要让微孔板跳动，导致试剂溅起来，将微孔板条形码面向仪器内部放进仪器上样盘，再次按一下仪器正面右上方的按钮 ，微孔板进入仪器

点击 ，在跳出的对话框里选择对应的plate，点击apply，该plate的实验就和这块微孔板的barcode关联上了，点击三角形运行按钮，该微孔板就开始运行了

试验结束后，在电脑Software Suite软件进行结果分析。选中要分析的plate，点击三个小点的图标，选择Analyze，开始分析
在绝对定量（Absolute Quantification）界面，选中要分析的孔，想全选的话，点击select all，在软件右侧select imaging step选中要用来分析的成像，在Analyze per选择根据靶标（Target）还是通道（Channel）来分析，选好要分析的靶标或者通道后，点击Show Results，所有结果会在下方显示出来，包含结果表（list）,信号图（signalmap），热图（heatmap）,直方图（Histogram），1D散点图（1D Scatterplot），2D散点图（2D Scatterplot），浓度图（Concentration diagram），如果需要进行二级分析，则在绝对定量分析完成后，选择对应的二级分析模块进行分析，所有结果会在下方显示出来，包含结果表（list），热图（heatmap），点图（Point diagram）和浓度图（Concentration diagram）
其中突变分析（Mutation Detection）中需由用户指定野生型靶标（Wild type Target）和突变型靶标（Mutant Target）
基因编辑（Genome Editing）中需由用户指定野生型靶标（Wild type Target）和编辑型靶标（Edited Target）
拷贝数变异分析（Copy Number Variation）中需由用户指定感兴趣的靶标（Target of interest）和参考靶标（Reference Target（s）），参考样本（Reference sample）和参考样本中感兴趣的基因在基因组上的拷贝数（Copies/genome）
基因表达（Gene Expression）中需用户指定感兴趣的靶标（Target of interest），参考靶标（Reference Target（s））和参考样本（Reference sample）

在结果图（list）中可以勾选显示重复样本的平均值（show mean values for replicates）选项来显示平均值，也可以点击export to CSV将结果表格导出成CSV表格。在图像结果里可以勾选Add to report选项来把该图像结果放到报告里，

结果分析结束后，可点击右下角的Create report按钮来进入报告生成页面，选择报告中想包含的内容，生成定制化的报告

想调整阈值，不采用仪器自动计算的阈值的话，将鼠标放到红色实心阈值线上，鼠标光标形状会变成一支小手，点击一下，阈值线会变成红色虚线，将虚线放到合适的高度，再点一下，红色虚线变成红色实线，形成新的阈值线，再点击Recalculate按钮，软件会按照新的阈值线重新计算结果。如果想重新使用自动阈值，点击[image: image2.png]=]
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A，再做一次Recalculate即可。如果想单独设置每个样本的阈值线，点击每个样本的孔号即可进入单独阈值设置界面，比如[image: image3.png]SRS X i QAcuity Software Suite x +
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如果实验出现问题，需要生成该实验的support package发给qiagen的技术支持，点击support package，选择合适的时间段生成package

关机，按一下仪器正面的电源开关就可以
仪器的维护，用25%的酒精擦拭仪器表面
--西江实验室制
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