
Module 6 : 定量PCR仪日常维护
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• 电脑及软件的维护

• 定量PCR仪主机的维护
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专机专用

• 工程师现场安装时，会确认计算机是否合乎要求

• 请勿自行更换电脑

• 请勿自行安装其它第三方软件
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• 不使用与实验无关的移动存储器

• 使用U盘时，必须先把U盘在自己的电脑上格式化

• 最好使用专用的U盘

预防电脑病毒
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• 避免经常拔插连接计算机与定量PCR仪的数据线

• 必须在关闭电脑及主机的情况下才可以拔插数据线

• 删除多余的USB设备

数据线的插拔



6 |  Life Technologies Proprietary & Confidential |  8/22/2012

• 当运行实时定量 PCR 仪及使用软件分析实验结果时，计算机

会删除并创建若干文件，计算机硬盘的空闲空间会被分割成越

来越多的小块

• 当硬盘驱动器上文件以分解的碎片存储时，程序需要更长的时

间才能存取文件

• 碎片整理实用程序将一个文件分解开的多个碎片合并在一起，

并存储到硬盘的同一个位置，从而优化系统性能。

执行硬盘碎片整理程序
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如何整理硬盘碎片？

− 在 Windows 桌面上，选择

Start >                               

All Programs> 

Accessories >            

System tools >                

Disk Defragment

− 单击Defragment now

执行硬盘碎片整理程序
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何时需要整理磁盘碎片？

− 建议每月执行一次或当碎片比例达到 20%以上时。

执行硬盘碎片整理程序



9 |  Life Technologies Proprietary & Confidential |  8/22/2012

何时执行 Windows Service Pack 更新？

− 除非美国应用生物系统公司代表通知您更新操作系统，否则请不要更

新连接定量 PCR 仪的计算机的操作系统。新版本的 Microsoft 

Windows 操作系统可能与SDS 软件存在冲突，并导致仪器不能正常

运行。如果您希望安装 service pack（更新包）以更新操作系统，应

查看随 SDS 软件提供的版本说明，避免兼容性问题。

操作系统更新
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• 建议经常定期进行

• 备份*.sds或*.eds文件：刻录光盘或转移数据到其它电脑

实验数据备份
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•电脑及软件的维护

•定量PCR仪主机的维护
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• 电源：建议配置UPS（>1.5 KVA，电池供电2小时以上）
或稳压器

• 通风：仪器的通风应该没有阻挡

• 温度：实验室应该配有空调，控温在20-25℃

• 湿度：控制相对湿度在20-80%

• 空间：易于操作，安全

• 空气洁净

实验室环境
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• 如果主机和计算机连续开机使用，每周应该进行一次关闭
主机电源开关，关闭计算机，然后重新打开计算机和仪器
电源开关的操作

• 注意正确的计算机和主机电源开关顺序

电源开关
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• 使用不脱毛的布块擦拭仪器表面

• 切勿使用有机溶剂清洁定量PCR仪

主机表面清洁
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7300/7500定量PCR仪主机的维护- v1.4
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• ROI(Regions of Interest) 校正
用于生成目标区数据。

• 校正期间生成的数据，允许 SDS 
软件映射样本块（Block)上反应
孔的位置，从而在仪器操作期间
，使软件可判断出反应板上特定
反应孔中荧光强度的增量。

• 由于定量 PCR仪使用一组滤光片
分离检测运行期间生成的荧光能
量，所以必须为每个滤光片生成
校正图像，以修正光学系统中的
微小差异。

ROI校正
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7300：7300 ROI校正反应板

7500：7500 ROI校正反应板

准备ROI校正
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运行 ROI 校正
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分析并产生 ROI 校正数据

Snapshot
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• 建议每半年执行一次目标区（ROI）校正

• 如果怀疑仪器光路受到影响如搬动仪器，建议进行目标区
（ROI）校正

• 执行目标区（ROI）校正使用目标区（ROI）校正板

ROI 校正
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• 背景校正程序测量定量PCR仪的背景荧光强度

• 在运行校正程序期间，定量 PCR 仪在 10 分钟内连续地读
取背景校正反应板的荧光强度，运行温度为 60℃

• 随后，SDS 软件计算运行期间所收集到的荧光强度的平均
值，提取出结果并保存到校正文件中

• 软件在今后的分析中将自动调用此校正文件，从实验数据
中扣除背景信号

背景校正
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准备背景反应板：

− a. 光谱校正试剂盒（Spectral 

calibration kit)中的背景板

(Background plate)

− b. 如果光谱校正套件中的背景反应板

多次使用后不好了，您可自己创建一

个背景反应板以执行背景校正。

运行背景校正
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创建背景校正反应板文件

运行背景校正
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运行背景反应板

运行背景校正



25 |  Life Technologies Proprietary & Confidential |  8/22/2012

分析背景数据

运行背景校正
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>72000

如果背景信号大于72000，应该怎么做？

运行背景校正
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• 执行背景校正，当背景荧光信号异常（强度超过

72000或7500的滤光片E超过90000）时

• 实验中，连续出现不正常的偏高信号，并表明可能

存在荧光物质污染时

加热槽荧光污染的判断
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清除热槽中的污染

7300/7500
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• 清洁样本块中污染的反应孔：

− a. 用移液器吸取少量水或乙醇并滴入每个污染的反应

孔中。

− b. 吹打数次。

− c. 将废液吸入废液杯中。

• 如未能有效清除污染物，重复以上步骤：

− 乙醇三次，去离子水三次

• 确认反应孔中的残留液体完全干燥

清除热槽中的污染
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• 运行背景校正板

• 确认污染已除去

• 如未除去，重新清洁

• 使用最新的背景校正

确认已除去热槽中的荧光污染物
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• 建议每月执行一次背景校正

• 如果发现信号异常，建议立即进行背景校正

• 执行背景校正使用背景校正板

背景校正
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• 纯荧光校正根据一系列荧光标准品收集

荧光数据

• 软件将不同纯荧光标准品的荧光信息分

析并存储到程序中

• 每次实验运行中， SDS 软件接收原始光

谱信号。软件将原始光谱与纯荧光文件

中包含的纯荧光标准进行比较，以确定

样本中使用的每一种荧光的光谱表现

纯荧光校正
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• 在每次执行纯荧光反应板之
前，必须执行 ROI 校正和
背景校正

• 使用纯荧光校正板

纯荧光校正



34 |  Life Technologies Proprietary & Confidential |  8/22/2012

准备纯荧光反应板文件
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运行纯荧光反应板
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分析纯荧光校正数据



37 |  Life Technologies Proprietary & Confidential |  8/22/2012

• 建议每半年执行一次纯荧光校正

• 如果使用自定义的荧光，必须进行纯荧光校正

• 执行纯荧光校正使用纯荧光校正板

纯荧光校正
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• 根据需要更换卤素灯

• 当您拿取卤素灯时，请戴上无粉手套

更换卤素灯



39 |  Life Technologies Proprietary & Confidential |  8/22/2012

7300/7500

更换卤素灯



40 |  Life Technologies Proprietary & Confidential |  8/22/2012

• 7300/7500可以使用：

− 96孔板

− 0.2ml光学反应管

− 0.2ml八联管

• 如果你使用的是0.2ml光学反应管或八联管，请
使用光学平盖

使用正确的支架
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7500/7500 Fast定量PCR仪主机的维护-v2.0
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定量PCR仪主机的维护

• 在 Windows 桌面上，选择
Start > Programme files > 
Applied Biosystems > 7500 
Software >7500 Software 
v2.0

• 软件自动检测校正数据，如
未校正或校正过期，会弹出
提示对话框，点击Open 
Instrument Maintenance 
Manager，打开校正界面。
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• 在Instrument Maintenance 
Manager界面，依次完成如
下校正：

− ROI
− Background
− Optical
− Dye
− RNase P（可选）

定量PCR仪主机的维护
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• ROI校正

点击 Start Calibrition

定量PCR仪主机的维护
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• ROI校正：按照软件向导进行操作

定量PCR仪主机的维护
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• ROI校正：按照软件向导进行操作

定量PCR仪主机的维护
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• 完成ROI校正
− 校正成功，则Status显示为Current。
− 校正失败，则Status显示为Failed。

定量PCR仪主机的维护
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• Background 背景校正：
− 选择背景校正界面

− 点击Start Calibration 
− 根据提示放入背景反应板

− 点击Start Run 
− 察看背景校正结果

• 分析背景校正数据
− 校正成功，则Status显示为

Current。
− 校正失败，则Status显示为

Failed。

定量PCR仪主机的维护
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• Optical 光路校正：
− 选择Optical校正界面

− 点击Start Calibration 
− 根据提示放入ROI反应板

− 点击Start Run 
− 察看Optical校正结果

• 分析Optical校正数据
− 校正成功，则Status显示为

Current。
− 校正失败，则Status显示为

Failed。

定量PCR仪主机的维护
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• 纯荧光校正：
− 选择Dye 校正界面

− 点击Start Run，根据向导进行校正

− 完成后软件判读结果是否能够通过

定量PCR仪主机的维护
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7300/7500定量PCR系统日常维护事项
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StepOne / StepOnePlus定量PCR主机维护
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1. 将空间校准板放入仪器中，在 软件界面，依次选择Instrument → 
Instrument Maintenance Manager

2. 在弹出的新窗口，点击Spatial，再选择Start Calibration

3. 勾选The background plate is loaded into the instrument，选择
START RUN ，仪器开始进行空间校准

4. 数据分析，Passed代表通过校准，Failed代表失败。点击“Finish”完成
校准，并进行保存

仪器的日常维护 - 空间校准

操作步骤
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仪器的日常维护 - 空间校准
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操作步骤

1. 将背景反应板放入仪器中，在 软件界面，依次选择Instrument → 
Instrument Maintenance Manager

2. 在弹出的新窗口，点击Background ，再选择Start Calibration

3. 勾选The background plate is loaded into the instrument，选择
START RUN ，仪器开始进行背景校正

4. 数据分析，Passed代表通过校准，Failed代表失败。点击“Finish”完成
校准。如果Failed，需要清除污染。

仪器的日常维护 - 背景校准
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操作步骤

1. 关闭电源，冷却 15 分钟

2. 打开扩增仪抽屉，向污染孔加入微量去离子水，吸出去离子水并用
棉签擦拭壁，用不脱毛布块吸出剩余的去离子水

3. 执行背景校准，以确认是否清除污染物。若污染物依然存在，用
95%乙醇溶液清洗，步骤如上所述

4. 若污染物依然存在，用 10% 漂白剂溶液清洗，步骤如上

5. 用乙醇或漂白剂溶液清洗后，一定要用去离子水冲洗一遍

仪器的日常维护 - 清除污染
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操作步骤

仪器的日常维护 - 清除污染
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仪器的日常维护 - 染料校准

1. 将反应板1放入仪器中，在 软件界面，依次选择Instrument → Instrument 
Maintenance Manager

2. 在弹出的新窗口，点击Dye，再选择System Dye Calibration

3. 点击 Start Calibration ，在 Setup 界面，勾选 Plate 1 (FAM dye, ROX 
dye, and Instrumen tNormalization) is loaded in the instrument 

4. 单击 Next ，在 Run 界面，单击 Start Run 开始染料校准

5. 根据提示，再将反应板2放入仪器，在 Dye Calibration Setup 向导中，选
取 Dye Plate 2 (VIC dye, JOE dye, and SYBR Green dye) is loaded in 
the instrument ，单击 Continue Calibration

6. 数据分析，确认染料光谱是否正常

操作步骤
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仪器的日常维护 - 染料校准



60 |  Life Technologies Proprietary & Confidential |  8/22/2012

仪器的日常维护 - 染料校准
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SYBR GreenFAM

仪器的日常维护 - 染料校准
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时间间隔 工作

每周

检查计算机磁盘空间；归档或备份您的实验文件

关闭控制StepOne™ 扩增仪的计算机，30秒后再次打开计算机电源

用不脱毛布块清洁StepOne™扩增仪的表面

整理计算机硬盘驱动器碎片

每月 执行背景校准

1.5年

执行空间校准

执行染料校准

StepOne 系列定量PCR系统日常维护事项
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时间间隔 工作

每星期
备份结果文件

背景校正

每 月 硬盘碎片整理

每半年

背景校正

纯荧光校正

验证实验

按需要

清除污染

更换模块

更换样品板支架

升级仪器软件

更新操作系统

7900定量PCR系统日常维护事项
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Questions ?
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