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设定容量值 

   P2          P10         P20        P100         P200 

           

     1           0           1             0            1   

     2           7           2             7            2   

     5           5           5             5            5   

 1.25μ l 7.5μ l     12.5μ l        75μ l         125μ l 

同样读数为050， 

最大量程为20 μL的加样器——5 μL； 

最大量程为100 μL的加样器——50 μL； 

最大量程为1000 μL的加样器——500 μL。 

 



注意!!： 

   调节前，加样器读数处于最大量程或最小量程时，如果向错误方向调

节，马上会超出量程，损害加样器的精度。 

设定容量值 

从小值调节到大值 从大值调节到小值 



安装移液头 

    正确的安装方法：把套筒顶端插入吸液头，在轻轻用力下压时，把移

液器按逆时针方向旋转，使吸头压紧使之与套筒间无空气间隙。 

     不可用力过猛，更不要采取剁吸液头的方式来进行安装，对加样器

（弹簧等零件）造成损伤。 

 

× 



一档 
二档 

加样器的使用 



垂直吸液 

吸头尖端需浸入液面 3mm下 

慢吸慢放 

放液将吸头口贴到容器内壁并保持10～
40℃倾斜 

吸液和放液 

P2和P10              ≤1mm 
P20和P100          2-3mm 
P200和P1000      2-4mm 

一档 一档 
二档 



吸液和放液 



预洗移液头 

当装上一个新吸头（或改变吸取的容量值）时应预洗吸头，

先吸入一次液样并将之排回原容器中。 

  预洗新吸头能有效提高移液的精确度和重现性。这是因

为第一次吸取的液体会在吸头内壁形成液膜，导致计量误

差。而同一吸头在连续操作时液膜相对保持不变，故第二

次吸液时误差即可消除。 

 



反向吸液：适用于粘稠液体和易挥发液体 

正向吸液和反向吸液 

二档 一档 

一档 一档 
二档 

正向吸液 

反向吸液 



移液器的维护 

不用时，建议调至最大量程，让弹簧恢复原形，延长使用寿 

命。 



移液器的清洁 

按照厂家的要求进行 

内外部清洁：肥皂液、洗洁精或60%异丙醇；

（移液器拆装的视频演示） 

高压/紫外线灭菌：可灭菌加样器； 

移液器上DNA污染的去除：主要成分为0.1NHCL、

NaCl等的液体95℃浸泡30分钟。 

清洁完毕后，用蒸馏水冲洗干净，烘干或完全晾

干！ 



移液器的维护——泄漏的验证 

垂直保持15s，如加样器 

吸头上出现液滴，则说明 

加样器有泄漏存在，需要 

查找故障原因。 



吸量准确性的验证 
                       ——某厂家的技术参数 

型号   容量 (μ L)              不准确度(%)             不精密度(%) 

P10  最小   0.5                     ±5.0                            ≤2.8 

                           1                       ±2.5                            ≤1.8 

               最大   10                      ±1.0                            ≤0.4 

P20 最小    2                       ±5.0                            ≤1.5 

              最大    20                     ±1.0                 ≤0.3 

P100      最小    10                     ±3.0                            ≤1.0 

              最大   100                    ±0.8                            ≤0.2                    

P200     最小    20                     ±2.5                            ≤0.7 

              最大   200                    ±0.6                            ≤0.2 

P1000    最小   100                    ±3.0                            ≤0.6 

              最大  1000                   ±0.6                            ≤0.2 

 

 

 

          



吸量准确性的验证 

校准环境和用具要求： 
室    温：20~25℃，测定中波动范围不大于±0.5℃。 
电子天平：放置于无尘和震动影响的台面上，房间尽可能有

空调。称量时，为保证天平内的湿度（相对湿度60-90%），
天平内应放置一装有10 ml蒸馏水的小烧杯。 

    0.001mg分析天平？如校准1ul以上的量程。 
小烧杯：  5~10 ml体积。 
测定液体：温度为20~25℃的去气双蒸水。 
选定校准体积： 

�拟校准体积； 
�加样器标定体积的中间体积； 
�最小可调体积（不小于拟校准体积的10%）。 
•  如为固定体积加样器，则只有一种校准体积。 



    校准步骤： 
将加样器调至拟校准体积，选择合适的吸头； 
调节好天平； 
来回吸吹蒸馏水3次，以使吸头湿润，用纱布拭干吸头 
垂直握住加样器，将吸头浸入液面2~3 mm处，缓慢（1~3秒）

一致地吸取蒸馏水； 
将吸头离开液面，靠在管壁，去掉吸头外部的液体；将加样器

以30℃角放入称量烧杯中，缓慢一致地将加样器压至第一 
    档，等待1~3秒，再压至第二档，使吸头里的液体完全排出； 
记录称量值； 
擦干吸头外面； 
按上述步骤称量10次； 
取10次测定值的均值作为最后加样器吸取的蒸馏水重量，按附

表所列蒸馏水Z因子计算体积。按校准结果调节加样器。 



至少每半年校准一次； 

“定量、可调移液器试行检定规程JJG 646-

90，2006，移液器” 

三个点：移液器的最大量程、50%量程和

10%量程。 

校准要求 



三个要点 

清洁！ 

定期校准！ 

建立维护和操作SOP! 



实时荧光PCR仪 

 



定量测定 
 

HBV DNA定量； 

HCV RNA定量。 



定性测定 

用于血液病毒筛检（HBV,HCV,HIV) 

病毒基因分型及突变检测（HPV分型） 

细菌、支原体、衣原体等微生物的检测
（TB、CT、NG） 

基因突变（EGFR、KRAS、BRAF、PIK3CA) 

基因多态性检测(药物代谢） 

产前筛查(21\13\18非整倍体） 



30次循环后靶序列扩增的数量 

No. of No. Amplicon 

Cycles Copies of Target 

1 2 

2 4 

3 8 

4 16 

5 32 

6 64 

20 1,048,576 

30 1,073,741,824 

1 cycle = 2 Amplicon 

2 cycle = 4 Amplicon 

3 cycle = 8 Amplicon 

4 cycle = 16 Amplicon 

5 cycle = 32 Amplicon 

6 cycle = 64 Amplicon 

7 cycle = 128 Amplicon 



线性基线期    
指数期初期   
指数期   
平台期 



基线：PCR反应起始阶段，扩增产物很少，产生的荧光信号很低。基线荧光信
号可根据此阶段产生的荧光信号来计算。 
阈值：基线信号的10倍标准差。 
Ct：扩增过程中荧光信号强度超过阈值的循环数。 

a:平台期 
b:指数期 
c:指数期初期 
d:背景 
e:基线 
 





基线的设置 



阈值的设置 



基本计算公式的推导  

                          Yn = X ( 1+E )n    (1) 

其中，Yn 为第n个循环后扩增产物的量，X为原模板数，E为
扩增效率，n为扩增循环数。 

 

在扩增达到阈值线时，此时，n = Ct，于是，扩增产物的量为： 

                          YCt = X ( 1+E )Ct    (2) 

  YCt 为荧光信号达到阈值强度时扩增产物的量。在阈值线设
定以后，它就是一个常数。（2）式两边同时取对数，得： 

        

Log YCt = LogX ( 1+E )Ct    (3) 

 

 亦即：Log YCt = LogX +Ct×Log ( 1+E )    （4） 



纵坐标为Ct值横坐标为起始拷贝
数时的数学模型 

LogX = -Ct×Log ( 1+E ) + Log YCt  (5) 

可变换为: 

Ct =( -1/log(1+E)) Log X +Log YCt / log(1+E) (7) 

 A= -1/log(1+E), B= Log YCt / log(1+E)  

 如果扩增效率为1（100%），则 

  斜率A =-1/log2=-3.32 

 如果扩增效率为0.5（100%），则 

  斜率A =-1/log1.5=-5.68 

 



纵坐标为Ct值横坐标为起始拷贝
数时的数学模型 



纵坐标为Ct值横坐标为起始拷
贝数时的数学模型 

此种计算模式下，斜率A
必≤-3.32。 

截距B则为原始模板趋向
于0亦阴性标本检测的Ct 
值，因此，一个实时荧
光PCR，如果设定的扩增
循环数为40，则其截距B
即应≥40。 

     Ct =A Log X +B 

             R2 

1000000IU/ml 

100000IU/ml 

10000IU/ml 

1000IU/ml 

100IU/ml 



拷贝数/ml   IU /ml     ?  

拷贝数/ml :厂家采用分光光度法自测 
 
IU /ml ：国际标准 

HCV RNA一代国际标准 

HCV RNA二代国际标准 

HCV RNA三代国际标准 

HCV RNA四代国际标准 



SI单位 

一级参考测量过程 

一级参考物质 

二级参考测量过程 

二级参考物质 

厂家首选测量过程 

厂家工作校准物质 

厂家常务测量过程 

厂家产品校准物质 

用户常规测量过程 

常规样品 

结果 

HCV RNA定量试剂厂家研发 

HCV RNA实验室日常检测 

HCV RNA标准物质 



HBV DNA  
定量举例 

定值结果（对数值） 
相差<0.05 



Slope：-0.3574420；
Intercept:44.752541; 

R2=0.982038 



各实验室检测结果 

实验室结果 

100%相符 有不符合样本 

各样本与靶
值的差值 整体偏差 个别样本 

试剂、 
实验室（
操作、仪
器状态） 

偶然误差 
样本在线性
范围边缘 

与靶值、厂
家均值比较 



HCV RNA定量检测结果分析 

1000000IU/ml 

100000IU/ml 

10000IU/ml 

1000IU/ml 

100IU/ml 



总体结果和3种试剂检测均值与靶值的相关
性曲线 



不合格参评实验室结果分析-例 

1211 1212 1213 1214 PT成绩 

所有实验室 4.63  4.11  5.41  6.23  

试剂B 4.71  4.09  5.45  6.29  

实验室1 3.88  3.52  4.92  5.76  20 

实验室2 4.18  3.86  6.05  7.01  40 

系统误差：设备校准、加样器
或操作过程中RNA降解； 
随机误差：重复检测 

1000000IU/ml 

100000IU/ml 

10000IU/ml 

1000IU/ml 

100IU/ml 



有内标的实时荧光PCR测定的抑
制物存在的判断 









PCR仪 

荧光检测系统 

计算机及软件系统 

组成 



PCR反应 

94 ℃ 

55 ℃ 

72 ℃ 

                    ABI7500              LC480 

温度均一性：±0.5 ℃               ±0.35 ℃ 

升降温速度：1.6 ℃ /s              升4.8 ℃ /s；降2.5 ℃ /s 

升降温方式：半导体                  半导体 

 



光源 

样品 

检测器 

发射滤光片 

激发滤光片 

荧光光度计原理 

LED灯 

卤钨灯 

氙灯 



ABI7500 



LC480 



荧光染料的激发和发射波长 

荧光素名称 激发波长(nm) 发射波长(nm) 

FAM 492 518 

VIC 538 552 

SYBR Green I 497 520 



通道：单通道 

可用染料：FAM，SYBR Green I 

激发光波长：450-495nm 

发射光波长：515-545nm 

灵敏度：检测<5nM的荧光素 

检测范围：100  —108拷贝 

容量：96样品 

均一性： ±0.4 ℃ 

升降温速率：最高3 ℃/s 

温度梯度：有 
 

 

 

实时荧光PCR仪参数举例1 

荧光素名称 激发波长
(nm) 

发射波长
(nm) 

FAM 492 518 

VIC 538 552 

SYBR 
Green I 

497 520 



实时荧光PCR仪参数举例2 
通道：双通道 

可用染料：FAM，SYBR Green I 

激发光波长：470-505nm 

发射光波长：523-543nm；540-700nm 

灵敏度：检测<5nM的荧光素 

检测范围：100  —1010拷贝 

容量：96样品 

均一性： ±0.4 ℃ 

升降温速率：最高3 ℃/s 

温度梯度：有 
 

 

 

荧光素名称 激发波长
(nm) 

发射波长
(nm) 

FAM 492 518 

VIC 538 552 

SYBR 
Green I 

497 520 





ABI7500和LC480参数比较 

ABI7500 LC480 

光源 卤钨灯 氙灯 

通道 5通道，其中一个为校正染
料通道 

5通道 

检测器 冷CCD CCD（CCD易有边缘效应，需
加入校正染料） 

滤光系统 5个激发光滤光片和5个发
射光滤光片 

5个激发光滤光片和5个检测端
滤光片 

样品通量 96 96 

激发光范围 400-660nm 430-630nm  

检测光范围 500-660nm  430-630nm  



参照厂家说明书； 

建立本实验室的维护SOP和记录 

 

仪器维护 



ABI 7500维护SOP举例 



仪器维护/校准SOP的问题 

责任人不明确：计量部门？厂家？实验室
工作人员？ 

没有具体的校准方法或步骤：厂家提供、
咨询计量部门、行业标准 

没有校准合格的判断标准：仪器设备说明
书、咨询厂家、行业标准 

没有维护和校准周期 





维护的主要方面 

光源 

样品 

检测器 

发射滤光
片 

激发滤光片 PCR扩增 

软件判读 

仪器的清洁（表面清洁、样本孔的清洁）； 

背景校正； 

荧光校正； 

灯、保险丝的更换； 

文件备份。 

 



ABI 7500维护SOP举例 



ABI 7500维护SOP举例 



测序仪 



3500DX的维护记录 







三个要点 

清洁！ 

定期校准！ 

建立维护和操作SOP! 



离心机 



工作原理 

离心机对旋转颗粒进行沉降分离的物

理学基础是通过离心力对旋转颗粒的

作用。 

当将样品放入离心机转头的离心管内，

离心机驱动时，样品液就随离心管做

匀速圆周运动，于是就产生了一个向

外的离心力。 

旋转区域的半径越大和旋转的速度越

快，则离心力越大，颗粒沉降亦越快。 



由于不同颗粒的质量、密度、大小及形状等彼此各不相同，在同一固定

大小的离心场中沉降速度也就不相同，颗粒沉降的顺序由颗粒密度的大

小所决定，密度越大越先沉降，由此便可以得到相互间的分离。 

如密度低于水，则会浮在液体的上面。 

工作原理 

蛋白酶K 酚 

水相 DNA 

有机相 

酚、氯仿    氯仿 

离心 

离心 
离心 

乙醇
沉淀 

变性蛋白质 

密度排序： 
水<变性蛋白质<有机相 



煮沸法 

磁珠法 

柱提法 

常用的核酸提取方法 



煮沸法 

磁珠法 

柱提法 



分类 

温度：常温离心机     冷冻离心机 



分类 

外形：台式离心机     落地式离心机 



分类 

转速： 

低速离心机      <8000rpm   

血液或细胞制备、蛋白质和酶沉淀物的分离； 

高速离心机       8000～30000rpm  

分离病毒、细菌、细胞核、细胞膜、线粒体以及DNA制备； 

超速离心机    30000～80000 rpm 

超高速离心机 ＞80000 rpm 

分子量测定、蛋白质结构及其聚集状态分析和化合物纯度

检定 



rpm/rcf? 

rpm:转/分钟 
 
rcf：相对离心力 



rpm/rcf? 
离心半径不同，相同的rpm，产生不同的
离心力 
 
F=mω2r 

< 



rcf:相对离心力 

Rcf=F/P（重力） 

      =mω2r/mg 

      =11.18×r(离心半径）×（转速/1000)2  

 如转子速度为5,000 rpm，旋转半径为4cm时，
相对离心力RCF值约为1,100 g。 



Q:要实现相同的rcf,哪一台离心机
的rpm（每分钟转速）更高？ 

> 



转子 

角转子                            水平转子 



转子 

离心机的核心部件 
 
离心机：主机+转子 
 
主轴与转子的配合： 
 
转子拆装方便 

最高转速
12000rpm 



角转子 

可保持固定的角速度离心。 

转速较高。 

离心后沉淀位于管底的斜面。 

必须加盖。 

 



角转子 

气密性转子：密闭转子内存

放生物性物质如细菌等的试

管意外破裂，运行时确保气

溶胶和其它危险性样品未从

密闭转子内泄漏。 

可高压灭菌。 



水平转子 

2个或4个吊篮 

不如角转子稳固，转速

较低。 

当超过600rpm时，离

心管达到水平位置。 

离心后沉淀沉降在管底。 

 

最高转速
4000rpm 



鼓型转子 

在较大的相对离心力下

进行水平离心。 

离心后沉淀沉降在管底。 

 

 



吊篮和适配器 



需要了解的离心机参数 

转子：最高转速（rpm)、最大相对离心力（rcf）、离心半径（cm） 

转子盖：气密性？可高压灭菌？ 

适配器：可放置容器的尺寸(直径和长度），0.2ml/0.5ml/1.5ml…… 

吊篮：可承受的最大重量？可高压灭菌？ 

温度控制范围：-9 ℃—40 ℃ 冷冻？ 



选择参数 

平衡样本，
放入离心机 

确认水平
放置 

使用方法 

阅读使用
说明书 

启动 
清洁！平衡至室温后，盖上机盖！ 



操作注意事项 

离心机的放置和运行环境： 

在离心机投入使用前，或移动过位置以及长时间离

心后，必须进行离心机水平调整，否则会引起转头

运转严重不平衡（水平放置）； 

距墙10cm以上，并保持良好的通风环境，免受热

源和太阳光线的直接照射，室内温度不宜超过

30℃，否则会影响冷冻离心机制冷效果。 

 



操作注意事项 

离心管： 

材质：玻璃、塑料？ 

          需能够承受相应的离心力并大小合适 

平衡：1.5ml EP管，目测即可；大型离心机上需

天平称量！ 

                平衡非常非常
重要！ 



操作注意事项 

转子： 

按照厂家要求更换； 

转速的确认； 

转子盖盖紧； 

如果转头或盖子有可见的腐蚀或磨损的痕迹，则应立

即停止使用； 

如果发生转子盖难以盖上或者难以将转子锁定在离心

机上的情况，不要再使用该转子。 



操作注意事项 

使用过程中： 

不要人为地打开离心机盖子，任何时候不可开盖使用

离心机（自动锁） 

 
紧急开盖：离心机发生剧烈振动 

需切断电源，待转头停转后，再开盖！ 

而不是按下“停止键”！ 



操作注意事项 
使用完毕： 

清洁！ 

冷冻离心机不使用时，关闭电源，打开舱门，使湿气

可以蒸发。 



维护和保养 

转头应定期清洗和消毒。擦拭离心机腔时动作要轻，以免损坏机腔内

温度感应器（使用厂家推荐的消毒剂，不要使用次氯酸钠！）。 

可以用高压消毒的转头，应在清洗后，121 ℃消毒20分钟，转头务

必平放，并不受挤压，以免变形。 

每次操作完毕；应作好使用情况记录，并定期对机器各项性能进行检

修。 

离心过程中若发现异常现象，应立即关闭电源，报请有关技术人员检

修。 

 



三个要点 

平衡！ 

清洁！ 

建立维护和操作SOP! 



生物安全柜 



是一种负压过滤排风柜。 

在生物安全实验室里，操作危害性生物

样本过程中，利用负压过滤技术，保护

操作人员、样本和环境。 

生物安全柜 



原理及结构 

在气流阻力为245帕时，对粒径≥0.3

微米粒子的捕集效率可达99.99%。 

气幕和柜内的负
压可以阻止气溶
胶外泄。 

柜内循环的空气，
经送风过滤器过滤
后，洁净，可保护
样本。 

污染空气经排风过
滤器排出柜外，以
保护环境。 



生物安全柜的分级 
级别 型别 吸入口风速 循环空气比例 保护对象 

Ⅰ ≥0.40 m/s  操作者、环境 

Ⅱ A1 ≥0.38 m/s  70 操作者、环境、
样本 

A2 ≥0.50 m/s  70 

B1 ≥0.50 m/s  30 

B2 ≥0.50 m/s  0 

Ⅲ ≥0.70 m/s  0 首先是操作者，
有时兼顾样本 



生物安全柜 

超净工作台 
通风橱 



设备名称 气流方向 HAPA/位置 保护对象 操作对象 

生物安全柜 由外向内 有/出风口 操作者样
本环境 

感染性材料 

超净工作台 由内向外 有/进风口 实验样本 无感染性材料 
 

通风橱 由外向内 无 操作者 挥发性有害物 

三种设备比较 



II 级生物安全柜 
设备名称 工作区循环风比

例 
外排空气去向 保护对象 

A1 70% 室内 偏低 

A2 70% 室外或室内 高 

B1 30% 室外 高 

B2 0 室外 很高 



以A2为例生物安全柜原理示意 



生物安全柜的安装 

安装和维修需由有资质的专业技术人员进行； 

避免操作口正对门、窗或安装在人员必经的

通道处（气流稳定）； 

如有定向气流，安装在出风口处； 

如安全柜气流排到室外，应有防止气流倒灌

的装置。 

 



生物安全柜物品的摆放原则 

干净的物品 
被污染的 
操作区域 

废弃物 



座椅的高度保证脸部在工作窗口之上； 

先运转生物安全柜5-10分钟； 

污染物品需经处理后再拿出安全柜。 

需定期进行性能检测。长期不用、搬动、维修
后都需进行性能检测合格后方能使用。 

生物安全柜操作注意事项 



生物安全仅防范气溶胶引起操作者感染危
险。 

操作过程中严禁物品等遮盖进气隔栅，破
坏气流平衡。 

生物安全柜内禁止使用酒精灯。 

生物安全柜操作注意事项 



切片机 

 



更换刀片！ 




