MicroChemi化学发光凝胶成像操作说明

1. 打开相机电源开关，在电脑上打开GelCapure软件

2. 拍摄照片之前的参数调节

当相机温度未降到足够低时，显示[image: image16.jpg]


，不可拍摄。当相机温度足够低时，显示[image: image2.jpg]CameraReady _»EE3



，可进行拍摄。

(1)选择曝光时间：

1).可选择自动曝光[image: image3.jpg]Wl Auto]



，勾选之后点击开始，将会根据样品的信号强弱自动计算曝光时间，稍后会弹出如下对话框：
[image: image1.jpg]‘Not Ready




将有两个选项，选择“Quantity”（定量分析），点击“Start Capture”，将开始曝光。

2).可选择自定义时间
[image: image10.emf]
3).如果没有做预实验，不确定最佳拍摄时间，可以拍摄一系列曝光时间不同的图片。多张图片的拍摄方法一共有3种，分别是Hardware Integration、Summary和Average

A．Hardware integration 适用于荧光的拍摄。拍摄化学发光时，不推荐使用。
B．Summary这种模式最推荐使用。
设置连拍张数，如图示一共拍3张照片，每张曝光时间都可以通过双击相应的格[image: image4.jpg]1.12 sec.



设定。第一张照片的曝光时间是1.12S,第二张照片的曝光时间是1.12+0.70=1.82S，第三张是1.12+0.70+0.84=2.66S。
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C．Average，若拍三张，间隔时间是一样的，即第一张0.42S，第二张0.42*2=0.84S，第三张0.42*3=1.26S
（2）灵敏度的选择
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有9类灵敏度选项可选，若选择灵敏度越高，则分辨率相对越低。High Resolution为软件提高4倍的像素，以下分别为binning1x1-8x8。在蛋白为低丰度时，建议选择super sensitivity（即3x3binning）或ultra sensitivity（即4x4binning）。Sensitivity越大，像素也会相应降低很多。在蛋白为高丰度时，建议standard sensitivity即可。
3.图片的保存

图片保存时，有3种附加选项可选。选择Super resolution可以保存下两张图片，一张是原始像素值的图片，另一张是累加像素值的图片。选择Spot Filter可以将图片上的噪点部分去除（一般不要勾选此选项）。选择Add parameter可以将拍摄参数添加到图片上。
4.叠加Marker功能
即白光下截取marker的图片与化学发光条带图片共存。
[image: image13.jpg]


[image: image14.jpg]GelCapture
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1）拍好化学发光的图片后不要关闭软件，直接点击Save Image with Reference，此时跳出窗口：
2）按要求操作按下仪器面板上的Marker灯，点击OK后会出现对话框提示选择图片的保存位置
3）用绿框将Marker框出来，旋转调节仪器上的Marker灯旋钮到调合适亮度，再通过调节软件右下角的Threshold滑尺来调节Marker图片的亮暗程度。然后按[image: image5.jpg]Copy button



或[image: image6.jpg]Copy Inverted



，此时屏幕上会出现化学发光图片叠加白光Marker图片后的效果，若觉得满意，选择done；想重做选择“cancel”。

4）最后软件会提示你是否对图片满意，如果满意选择OK，Marker和化学发光的条带一起保存了下来，若不满意可重复以上步骤重新做图片叠加。做完以上操作后请关掉白光灯。
5. 最佳图片的调节
就一张图而言，我们把鼠标指到膜以外的部，可以看到图里，显示中间最下边的一个值[image: image7.jpg][367, 8571



，表明背景的灰阶值是2068左右；然后我们再把鼠标指到膜上条带以外的位置，[image: image8.jpg][340,808] FPixel= (2209)



，表明膜的背景灰阶值是2209左右；最后我们再把鼠标指到膜上的条带，[image: image9.jpg][751 7617 Pixel
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，表明条带的灰阶值最高是在27168左右。

然后我们调节双斜率，就是那个Quantity，可以把这个min值调到2068左右，这样背景就可以显示成白色了。而把max值调到27168以上，这样条带就不会过饱和了。这样得到的图片是最好效果的。

信号值是20000上下，CCD和背景值都是2000多一点，信噪比高达10倍，所以信号是真实的条带。
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实验建议：
1． 不要为了节约时间，把高丰度蛋白条带和低丰度蛋白同时曝光。因为高丰度蛋白的光可能会影响低丰度蛋白的光。
2． 压片时，膜会放在保鲜膜里，但在成像系统拍照时，不要使用保鲜膜包裹膜，以防保鲜膜不平整或里面含有液体，使微弱的光线产生折射，而影响光线被CCD的接收。
3． 应该将膜上的发光底物尽量吸干，以防底物自发光而产生的背景值过大。

4. 若未知样品信号如何，建议首先在High或Super sensitivity的模式下拍照1-2分钟做个预实验，再根据预视的效果调节合适的参数：若预实验信号很强，则可以用standard resolution模式进行拍摄；若预实验信号很微弱，则继续用高灵敏度模式，延长曝光时间得到较好的实验结果。
5. 连拍模式中，不建议短时间内拍很多张照片。例如每5s拍一张，拍15张，共曝光75s，由于每张照片都有暗电流和读出噪音，多张累积的结果将导致最后一张曝光时间为75s的照片背景非常高，远远高于单张曝光75s的照片背景。因此对于信号未知的样品，建议每2-5分钟拍一张或使用第四条中的方法。
