DNA分析仪工作站操作纲要

一．功能及特点
DNA分析仪工作站利用标准样品中的标准DNA片段得到“bp数与迁移时间”的关系曲线，并通过对照标准样品和待测样品中的下标和上标对待测样品中的迁移时间进行调整，最终得出待测样品中各DNA片段的bp数。同时还根据标准样品中的标准DNA片段得到“浓度与峰面积或峰高”的对应关系，并以上标或下标作为内标物计算得到待测样品中各DNA片段的质量浓度和摩尔浓度。

本软件具有如下功能和特点：

· 总体框架

1. 采用分割窗口技术，使谱图及其所有相关信息显示在同一个谱图窗口中，并且窗口中表格排列采用直观易用的页签形式，避免操作时需要在不同的屏幕界面间来回切换，布局紧凑，操作非常简捷方便。

2. 可同时打开多个谱图窗口，窗口之间完全独立，可一个窗口内进行谱图的实时采集而另一个窗口内进行谱图的后处理。
3. 采用多线程技术，在一个窗口中进行谱图采集的同时，还可对其中的表格进行设置。

4. 可以任意制定新建谱图窗口中表格的默认内容，对同类样品的分析不需再做任何设置。
5. 可在一组新建的谱图窗口内依次采集谱图，各谱图窗口内可预先设置好对应的样品信息。

6. 用户的每步操作都记录在日志里，遵循CFR21 Part11的要求。

7. 谱图原始数据及与其相关的信息，如处理方法、定性定量标准数据、计算结果、备注文字、操作记录等全部集中保存在一个谱图文件中，遵循GLP规范。

8. 可自动将采集的一系列谱图保存到不同序号的谱图文件中。

9. 利用文件管理栏可轻松实现创建、增加、删除、修改、查询、排序等谱图文件管理功能。

· 谱图显示

1. 可在原始谱图上显示判峰、分割重叠峰及基线校正情况。

2. 可从整张谱图中扣除自身漂移的基线从而得到基线为零且完全水平的美观谱图。

3. 利用软件附带的谱图运算工具可以在多张谱图间做加减运算或重合显示。

4. 可在显示电平值谱图的同时显示平板电泳的条带图。

· 谱图处理

1. 独有谱峰智能辨识技术，最大程度地减少需要设置的谱图处理参数，基本实现判峰、重叠峰分割、基线校正的自动处理。

2. 可手工实现增峰、删峰和特定的基线校正方案（如垂直切割、谷谷切割），能处理任何复杂的谱图。

3. 可用鼠标手动调节软件检测到的峰的起、落点及重叠峰间的谷点。

· 定性定量计算

1. 采用简单明确的峰起、落点范围的套峰方式确定下标峰和上标峰，并允许手工快捷地重新定义待测样品中下标峰和上标峰。

2. 可显示并随时检查由标准样品中的标准DNA片段得到的“bp数与迁移时间”关系曲线。
3. 可计算一组平行标准样品的平均迁移时间和平均校正因子。

4. 对多个同时打开的谱图窗口提供联合计算功能，只需在各自的窗口内设定哪个是标准样品、哪个是待测样品，以及标准样品的浓度、待测样品的内标量等信息，就可自动完成待测样品浓度的计算。

5. 利用软件附带的报表生成器可生成多种形式的结果统计报表，其中含有多次平行样结果的平均值和标准偏差、RSD。

· 结果输出

1. 可自由制定图文并茂的中文或英文分析报告内容，并直接生成到Word中打印。报告中的谱图已矢量化，可以任意缩放而不出现锯齿。
2. 可一次性成批打印多张样品谱图的分析报告。
3. 整张谱图的采样数据可另外输出到文本文件直接供其它软件读取。

· 其它

1. 可计算基线噪声及漂移、理论和有效塔板数、峰分离度、拖尾因子、容量因子等电泳仪指标。

2. 可为不同级别的用户可设置不同权限的密码。

3. 软件设计缜密、运行稳定，绝不会因死机而延误样品的分析。

4. USB接口的24位精度信号采集器性能优异，输入电压范围可调，噪声真正只有1μV。

二．界面概述
· 安装软件后在Windows桌面上打开“DNA分析仪工作站” 文件夹并启动其中的工作站图标。

· 进入软件后可以点击工具条上的“文件管理栏”图标按钮，然后在出现的文件管理栏中选择一个位置后按鼠标右键，在弹出的菜单里选择“新建文件夹”并随后将其“设为保存目录”，日后软件生成的图谱文件将自动保存在这个新建的文件夹中。（软件默认的保存目录为软件安装目录下的program文件夹）

· 点击工具条上“文件管理栏”图标按钮关掉占用屏幕的这个组件，软件主窗口内只剩下一个子窗口，这个子窗口称为谱图窗口，它被分割为上下两部分，下面显示谱图，上面并列显示与这张谱图相关的六张表（谱图参数表、谱图处理表、标准组份表、样品类型表、计算结果表、分析报告表）：
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整个子窗口里的内容都保存到一个磁盘文件中，称为“谱图文件”。窗口上方六张表的内容也可以单独保存到“模板文件”中以便软件日后按其中的内容填写这六张表。
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每个谱图窗口由表格区和谱图区两大区域组成，用鼠标拉动其间的水平分割线，可以调节两个区域互动的大小。如下图所示，将水平分割线往下拉就可以在“标准组份表”里同时看到更多的组份：
· 上面谱图右侧条带图中的灰度条带对应这屏谱图中扣除基线后的一个个峰，其中全黑的条带对应这屏谱图中最高的峰。条带图的显示与否对软件的计算没有任何影响，故可以在软件“选项”的“显示”页中将其设置为不显示。
· 在谱图中可以拉一个框将框内的谱图放大到整个显示区域，在放大后的谱图上双击鼠标即可返回到放大之前的谱图状态。
· 软件允许同时打开多个谱图窗口并对这些窗口进行平铺，如下图示。用鼠标在某个窗口内任何一个地方点击一下则这个窗口就会成为“当前的”窗口。注意软件状态条上的指示器以及大多数菜单项都是针对“当前的”窗口起作用的。例如，状态条上的最后一个指示器中显示的是“当前的”窗口而非其它窗口的谱图进样时间。
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· 在软件菜单“视图\选项”中有一个“窗口列队”选项，它允许在一组新建的空白的谱图窗口内依次采集谱图，各窗口内可预先设置好对应的样品信息。设置这个选项后，请注意软件在使用完最后一个空白的谱图窗口后将无法再采集下一个谱图，除非及时再新建空白的谱图窗口。

三．标样分析

现在我们用标准样品来得到各个标准DNA片段组份的迁移时间和定量校正因子：

进一针标准样品并开始采集谱图 → 等所有峰出完后点击工具条上“手动停止”图标按钮结束采集 → 回答将当前谱图窗口内容保存到哪个谱图文件中 → 翻到“标准组份表”（如前图中所示）填写各个DNA片段组份的套峰时间（将鼠标移到谱图上相应峰的起落点范围内点击鼠标右键，在弹出的菜单内选择“自动填写标准组份表中时间”）、bp数和浓度（注意第二行和倒数第二行填写的必须是“标准样品”里的下标和上标；第一行和最后一行必须填写的是“待测样品”里的下标和上标，由于现在还没有待测样品，所以实际上这两行分别与第二行和倒数第二行是重复填写的，但不能省略） → 翻到“样品类型表”选择“标准样品” → 点击工具条上的“计算”图标按钮 → 翻回到“标准组份表”点击其旁边的“取迁移时间”按钮，将显示在“计算结果表”内的迁移时间（即每个峰的峰顶时间）取到“标准组份表”的“套峰时间”一列里（使这列中每个峰原来的套峰时间变为真正的峰顶时间）→ 点击“标准组份表”旁边的“显示bp数标准曲线”按钮，软件将根据“标准组份表”中从第二行到倒数第二行中“bp数”与“套峰时间”的数据画出两者之间的关系曲线（如下图所示。若从曲线图上发现有异常数据，请回到“标准组份表”中修改相应的异常数据）→ 点击“标准组份表”旁边的“取校正因子”按钮，将显示在“计算结果表”内计算好的（只是显示一下的）校正因子取到“标准组份表”的“校正因子”一列里（注意校正因子只有在“标准组份表”里才能起定量作用。另外，由于软件总是以“上标”作为定量时的内标物，故上标的校正因子总为1）→ 最后点击“文件\存为模板”菜单项，将在六张表格中已有的内容存入“默认模板”文件中，以便日后软件自动按其中的内容填写这些表格（如果先在“样品类型表”里切换到“待测样品”后再存模板，则日后分析待测样品时就不需要在“样品类型表”里切换到“待测样品”这一步）。
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说明：
1. 可在上面的曲线图上按鼠标右键将其复制到剪贴板。
2. 如果希望将“上标”而不是“下标”作为内标物，可以将上标填在原来下标所在的第一行里，同时将下标填在原来上标所在的最后一行里。实际上，软件并没有规定在“标准组份表”里的套峰时间一定要从小到大，完全可以反过来。
3. 可以根据多个平行的标准样品计算平均的迁移时间和校正因子。方法是每次在计算完标准样品后点击“计算结果表”旁的“当前表存档”按钮（其中每行的bp数要始终保持一致），在完成最后一次存档后点击“计算结果表”旁的“取平均档”按钮，这样当前“计算结果表”里的内容就变为所有存档结果表的一个平均表。最后，翻到“标准组份表”分别点击其旁的“取迁移时间”和“取校正因子”按钮，将“计算结果表”内的迁移时间和校正因子取到“标准组份表”中以待日后使用。
四．样品分析

现在我们来求待测样品中各个DNA片段的bp数和浓度：

检查“标准组份表”里由标准样品得到的各标准DNA片段的迁移时间和bp数以及用于定量的校正因子等数据都已存在（软件在每次新建谱图窗口时都会自动将以前存在“默认模板”文件里的六张表格内容引进到新建的窗口中，故在每次重新启动软件后都会发现自动新建的谱图窗口已包含这些数据） → 进待测样品并开始采集其谱图 → 检查“样品类型表”里是否已选择到“待测样品”，若没有应改到此选择 → 待谱图采集停止后，软件自动执行“计算”并将待测样品中各DNA片段的bp数及浓度结果显示在“计算结果表”里 → 如果发现“标准组份表”里预设的待测样品的下标或上标的“套峰时间”不在实际谱图中下标峰或上标峰的范围内，则将鼠标对准谱图底部粉红色的下标峰或上标峰的“套峰时间”短竖线，将其拖到相应的峰的范围内（并不需要一定对准峰顶，只要在响应峰的起、落点范围内即可，软件将在内部将其自动对准峰顶），然后重新执行“计算”，软件将根据新的下标峰或上标峰的时间与“标准组份表”里第二行和倒数第二行中的“标准样品”的下标峰或上标峰的时间相对照，在内部对待测样品谱图中的时间进行调整，并重新得出待测样品中各DNA片段的bp数 → 如果要打印报告，先在“分析报告表”里的报告头、报告尾两个编辑框内填写自定义的内容后，点击工具条上“打印报告”图标按钮即可打开分析报告。
说明：

1. 在“标准组份表”的第一行和最后一行里可以不为待测样品下标和上标填写bp数，而是直接填写“样品下标”、“样品上标”这样的文字，以便在谱图中可以直观地看到哪里是待测样品下标和上标的套峰时间（这两行不填写bp数对bp数的计算会有任何影响）。

2. 在谱图底部，只有待测样品的下标和上标对应的“套峰时间”短竖线可以用鼠标拖动，属于标准样品中其余标准DNA片段的“套峰时间”短竖线都不能用鼠标拖动。如果要修改（或删除）这些“套峰时间”短竖线，只有到“标准组份表”里手工修改其对应的套峰时间（或按鼠标右键在弹出的菜单中选择“删除一行”）。

3. 在“标准组份表”里待测样品的下标与标准样品的下标分别占据两行，这两个下标的浓度数值可以不一样，应根据实际的情况填写。

4. 对待测样品，其保存的谱图文件里已包含了由标准样品得到的各标准DNA片段的迁移时间和bp数、用于定量的校正因子等数据，故即使日后需要对此待测样品重新计算，也不需要打开标准样品谱图来重新获得这些标准数据。请注意，在对待测样品谱图做完调整后（比如用新的处理参数对谱图进行了“再处理”），一定要点击一下工具条上的“计算”图标按钮才能在“计算结果表”里看到新的计算结果。随后还应点击一下工具条上的“存盘”图标按钮以刷新已有的谱图文件，否则谱图文件内存储的仍然是以前的内容。

5. 对多个同时打开的多个谱图窗口，可以使用将标准样品窗口和待测样品窗口联合起来计算的功能：在所有的窗口都设置好同样的“标准组份表”的情况下（但其中待测样品的下标和上标的套峰时间、以及下标的浓度可能各不一样，要先调整好），只要再在各个窗口内的“标准样品表”内设定哪个窗口是标准样品、哪个窗口是待测样品，就可以执行菜单“操作\联合计算”，软件自动将所有标准样品窗口计算出来的平均校正因子写入到待测样品窗口的“标准组份表”中，并由此完成待测样品的计算。
6. 分析报告里的谱图的内容与屏幕上显示的谱图的内容完全一致，所以要调整报告里的谱图应先调整好屏幕上的谱图。对含有条带图的谱图，应该通过Word出报告，如果这时改用Windows的“写字板”出报告将会非常慢。如果已打开了一份分析报告，则在打开第二份分析报告前应关闭第一份报告，否则第一份报告中的插图将被第二份中的取代。另外，实际上，每进一针样品后就立刻打印一份报告，实际操作起来比较费时。如果希望一次性打印所有打开的谱图窗口中的报告，可以执行“操作”菜单中的“成批打印”命令，软件将按照谱图窗口被打开的次序一次性生成所有谱图窗口中的报告。
五．谱图处理

· 由于大多数谱图中每个峰都可以作为与其它峰没有重叠的独立峰来对待，所以软件在“谱图处理表”中自动添加了一项从0.001分钟开始实施“峰分离”的谱图处理方案，表示对谱图中所有的峰做谷点到谷点的基线，这样峰下面不会多算一块面积且峰面积不受整体谱图基线漂移的影响。如果不小心删除了这个方案，可将鼠标移到谱图区域并按右键，在弹出的菜单中选择“自动生成谱图处理表项\开始峰分离处理”，随后翻到“谱图处理表”将其中“峰分离”三字前的时间改为0.001。

· 若软件检测到谱图中太多的小杂峰，可加大“谱图参数表”里的“最小峰面积”参数来进行调整。注意修改这种“谱图处理参数”后只有点击工具条上的“再处理”图标按钮，新的参数值才会生效。（一般只要调整这个处理参数即可，其它的两个处理参数并不需要改动。）

六．补充说明
本操作纲要已全面涵盖DNA分析仪工作站软件的各方面，当然软件中还有其它一些不常用功能未提及，如果您希望了解这些功能，可阅读软件安装目录下的help文件夹下的“通用色谱工作站用户手册.doc”（其中提到的某些与DNA分析仪无关的功能已在本软件中被去除）。
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