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采用 Alpha Innotech 公司 FluorChem ®系统对 Oligo GEArrays®化学发光超阵列成像和检测 

                                                                      Ray Blanchard, Ph.D., Sr. Scientist 

SuperArray Bioscience Corp. 

摘要 

以通道为中心的 Oligo GEArrays 提供一种从 100 到 400 个基

因中测量 mRNA 含量的快速的、经济的方法。从待测样品制备

到在尼龙膜上固定 cRNA（基因）特异性探针，可通过标记目的

cRNA 杂交而实现。与 cRNA 探针相关联的化学发光反应中发出

光线，cRNA 与探针杂交的数量通过该光线来测量。尽管该光线

通过 X 射线胶片照射 GEArrays 来产生一张 X 射线照片（灯光

照片）来测量这种光线，但是射线照片受内在的窄动态范围（限

制从微阵列中获取定量数据的数量）的影响。这种方法也要求

把射线照片扫描成适合于计算处理数据提取的数字格式。这样

的数据提取除增加额外工作之外，还潜在地抑制了动态范围。

测量 GEArray 信号强度的最好方法是使用像 Alpah Innotech

公司的 FluorChem ®系统一样的优质 CCD 相机系统。本文将回

顾 CCD 相机系统特性，这些特性使得它能够获得 GEArray 理想

的图像，以及采用 FluorChem 相机及 AlphaEase ® FC 软件为

数据提取制作优质 GEArray 图像的步骤。 

引言 

高质量的基因表达分析结果依赖于从微阵列上产生的一致的

量化数据。这可通过组合处理微阵列样品，使用高质量的检测

系统而达到。我们特别针对化学发光图像采集而假设： 

1.从每个探针点发出的光线数量与探针杂交的生物素化基因

数量成线性比例。 

2.所有介于不同微阵列相片间的摄影条件是相同的。 

3.阵列间适用一致的数据提取变量。 

线性： 

假设＃1 满足相片曝光强度的线性动态范围。全部动态范围绘

成杂交 cRNA 数量对曝光元件强度的曲线，为反曲形状，在图 1

中部具有线性关系，此线性区域的上下部分，光线强度并不准

确地反映 cRNA 数量。因此，微阵列元件及信号在这些范围上

也并不提供量化的有效数据以用于分析，所以应该被排除在量

化分析之外。 

 

图 1：CCD 相机的全动态范围样品图，以样品数量对曝光元件

强度来绘制。图形为反曲形状，在中间段且线性关系。 

实际上，当像素的信号强度最大时或处于饱和态，可达到动态

范围的上端。这直接成为相机的位深。一个 16 位的相机，例

如： FluorChem ®HD2 系统允许在达到饱和之前，捕捉 65535

位阶的光线，而一个 8位相机只有 256 位阶。因此，16 位相机

能够拥有一个更大的动态范围，这种范围产生为分析结果产生

更量化的数据。在 GEArrays 杂交的基因元件包括一些非常丰

富的 mRNA 种类，例如传统的“管家”（HK）备选基因，这些

基因可以容易地达到饱和强度水平，如在 GEArray 表达分析工

具包（GEAS）观察到的平均信号强度大于 62000。当发生这样

事情时，使用这些基因元件为部分微阵列分析，特别是不同阵

列间的换算，是不再有效的。饱和基因元件可以仍能提供指示

非常高的量化基因表达的数据，但这些数值不应该用于精确的

数学比较。这种理想的 GEArray 图像在饱和水平之下信号强度

下降最大。 

动态范围的低端受阵列图像的非特异性背影的影响最为显著，

基因信号必须充分地高于背景，在动态范围的低端线性部分或

量化极限之内（LOQ）。尽管如此，注意在量化极限（LOQ）和

检测极限（LOD）之间存在差别，这是重要的。因为不在动态

范围之内，低于量化极限，但高于检测极限的可检测的基因元

件存在信号强度，所以，它们不应用于数学分析。这些基因元

件由微阵列分析软件识别或标识这些数值的非量化特征，从而

指定为“缺省”的点。对于 GEAS，这些缺省的/存在的极限值

被测定为一个高于背景信号强度的比率。非特异性背景越高，



标识为缺省的基因元件越多。因为这个道理，保持非特异性背

景,更重要的是在 GEArray 图像中尽可能地使背景值低。 

良好的微阵列处理技术是一个在GEArray上最小化非特异背景

的最重要因素，但也是考虑辅助保持尽可能低的拍摄背景。这

些包括使用冷却相机，减少化学发光微阵列所需要的长时间曝

光而出现的 CCD“噪声”，另外，因为长时间曝光会产生较大

的背景信号强度，除了更大的基因强度外，应尽可能地保持短

的曝光时间。为了获得时间平衡，需要化学发光试剂来产生可

量测的光线水平。所有 GEArray 应允许在开始曝光之前，以相

同的时间间隔采用 CDP-Star 温育，推荐的曝光时间为 5分钟。

这将保证所有GEArray的全部信号强度水平在单个实验保持一

致。良好的杂交和曝光的结合应达到不少于 1/10 全部动态范

围或图像位深的非特异背景强度。 

成像条件 

当GEArray用户不十分了解他们的相机系统里的参数可以控制

或修改时，可能出现问题。因此，避免这个问题的方法是熟悉

你的特殊的相机系统和为每幅图像记录所有设置，以便它们在

新的图像采集之前达至一致性。幸运的是，AlphaEase®软件在

那些自动随每张图像贮存起来的 STP 文件中（图 2）自动记录

这些设置。有一些设置，例如缩放、对焦和光圈，必须直接在

相机镜头上调节。这些设置不被自动记录下来，所以不成为图

像文件的一部份，因此必须手工记录它们。 

 

图 2 是 AlphaEase®软件记录的图像特性。这些特性可以通过

选择“图像菜单”然后“图像特性”而查看。滤光片选择、曝

光时间和 Binning 选择和机器号都能自动记录下来。 

当拍摄 GEArrays 时，最经常被忽视的设置是使用“缩放”或

可调视角镜头来调节的相机视角。视角的变化导致在图像的微

阵列像素分辨率和在单点或单个基因元件内的像素数目发生

改变。GEArray 图像分辨率不一致能潜在地改变信号强度的测

定，所获得的信号强度在微阵列分析中产生较大变异性。重要

注意的是为了只显示物体的较小区域，电子缩放功能实际上减

少相机视野。这减少了视野中的总像素数目，因此这些功能不

应在拍摄 GEArray 时使用。GEArray 图像在中等强度的单点上

的像素大于 18 时，显示效果最好。通过放大镜头或向镜头移

动阵列，以便让阵列填补更多的拍摄视野，这样使每个阵列的

像素数目物理上最大化。然后在同一个实验中使用这个位置和

缩放设置去拍摄图像。 

数据提取 

拍摄的准备可以通过一或二种方法来完成。首先，对于在

HybPlate 中处理的 GEArray 先直接拍照；在 HybPlate 中，避

免直接处理各个阵列。其次，对于在 HybTubes 或 HybPlates

中处理的 GEArray,从杂交室中移出阵列，把它们放进相纸保护

套中。在单个拍摄视野中可以包括的阵列数目受到 CCD 相机的

数百万像素和所使用配置的限制。一般地，对于 100 万像素图

像视野，通过调节，应包括不多于 8 GEArray(在 I HybPlate

中)，并且这样相同的视野调节要应用于一个实验中的所有图

像。 

随着 FluorChem ®系统打开和 AlphaEase 软件启动，点击

“Acquire”按钮进入图像采集控制面板。 

用 CDP-Star 处理后，把 GEArray 放进相机系统。为了使从

GEArray 中捕捉的光线数量最大化，它们应尽可能地靠近相机

布置。利用 FluorChem ®外罩，这可以通过把一个辅助搁板滑

进白光照射单元的顶部狭缝中，并把阵列放置其上来完成。（把

GEArray 直接放在一个较低的透射照明器的架上，要求曝光时

间较长，从而产生可比较的图像）。 

随着反射白光灯打开，相机镜头首先聚集，GEArray 定位于视

野中心，调节缩放，尽可能多地填补阵列视野。 

当对 GEArray 成像时（图 3），分辨率和 Binning 特性是重要的

考虑因素。没有 Binning 功能的 100 万像素 CCD 相机在单张图

像上提供足够采集 8 张 GEArray 阵列的清晰度。然后剪裁每个

阵列，从较大的相片中缩减为一个较小图像，以便在 GEAS 中

进行图像处理。一个 400 万像素相机，像 FluorChem®系统可

以与 2×2Binning 功能一起使用，获得相同的分辨率，但曝光

时间缩短。同样地，一个 400 万像素相机可以在单一视野中用

来拍摄最多 32 GEArray 阵列，但它要求更长的曝光时间，因

为这种设置的光敏感度要低。 



 

图 3. Binning 功能结合多个相邻像素，形成一个“超级像

素”。这种超级像素代表所有对电荷有贡献的像素的面积。

Binning 1*1 表示使用单个单独像素，Binning2×2 表示 4 个

相邻像素的面积已结合成一个更大的像素，如此类推。在本例

中，光敏感度已增加大了 4 倍（4个像素），但是本图像的分辨

率减少一半。本图说明了这种效果。Binning 功能有效地增大

像素尺寸，同时也增加了敏感度。 

逐步化学发光图像采集： 

1. 应用并倒掉 CDP-Star 试剂，然后温育 5分钟； 

2. 把 GEArray 转移和定位在相纸保护套中（对于 HybPLate

不作要求）； 

3. 使用白光照明，把阵列定位在 FluorChem®系统暗箱中的视

野中心，保持相机镜头。把阵列重定位在相机视野中央。 

4. 按实验规范，调节系统设置： 

a. 缩放（镜头） 

b. f/s（镜头） 

c. 曝光时间 

d. Binning    

e. 滤波片轮 

f. 如需要，采用其他图像设置和显示设置。 

5. 关闭暗箱和照明。 

6. 开始曝光。 

7. 完成曝光后，把图像存为原始的未改动的图像。 

8. 开始原始图像复制、修剪并把每个 GEArray 存为独立图像

文件。 

a.  点击编辑/编辑激活和选择个别边宽适当的 GEArray  

b. 点击编辑/修剪 

c. 点击文件/另存为，把各个阵列图像存起来 

d. 所有阵列图像重复步骤 8至 10 

9. 注 册 进 入 GEAS ， 上 载 各 个 阵 列 文 件 到 项 目 中

（http://suerarray.com/support_software.php ） 

FluorChem®系统的良好 Oligo GEArray 成像实例见于图 4 中: 

 

图 4 采用相机系统获得的优质 Oligo GEArray 图像实例。

使用本技术说明中的步骤捕获 2个 OMM-52（先天和自适应

免疫反应）Oligo GEArray 图像。左（A）图像为对照样品，

而右(B)侧图像为实验处理样品，在这些图像中可明显看

见可区别的表达差异。注意 HKG 元件是饱和的，完全变黑

（左上元件和 3 个底部元件），这些基因元件强度在视觉

上等效于在 2 个阵列上达到饱和的元件。另外，非特异性

背景和噪音很低，在阵列元件之间几乎看不出灰度水平。

重要的是这种鉴定方法对于没有经过对比度调整的图像

处理时是有意义的。 

结论： 

总之，Oligo GEArray 提供一种测量基因的经济方法,这些

基因组成以通道为基础的基因组。进一步看，当结合了像

FluorChem®相机系统一样的高质量 CCD 成像系统，可以把

从系统中获得的数据进行最大化。小心一贯地使用优化设

置使数据精确度提高,可再现数据，从而为基因表达分析

实验产生高质量的结果。 

 

术语库： 

像素：图像元素，其值在可视化显示时最小。 

位深：系统 A/D 转换器数字化的位数（采用二进制符号信

http://suerarray.com/support_software.php


息的最小单位）。 

饱和度：在像素小孔上采集的高于像素的线性范围的光线

点。 

量化极限：与杂交探针成一致线性比例的最低信号水平。 

检测极限：可以在背景噪音上分辨的最低信号。 

Binning：在 CCD 成像技术中，结合从邻近像素释放电荷

的技术，以便全部电荷可以以空间分辨率代价读出为图

像，Binning 因子告诉你在 Binning 期间结合到 CCD 上的

像素数目。Binning2×2  因子指示 2栏×2排像素（总共

为 4像素）结合在 CCD 读出图像中。 
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该FluorChem®生物成像系统家族为适用于化学发光、荧光、可见光成像而设计。该FluorChem®系列产品结合灵敏度、分辨率和动

态范围为客户提供一流的凝胶、膜和微孔板检测成像能力。  

更多信息，请登陆： http://www.alphainnotech.com。 

SuperArray®生命科学提供基于通道的基因表达分析产品和服务，包括实时RT2 Profiler™ PCR阵列和杂交的Oligo GEArray® DNA

微阵列。更多信息，请登陆：http://www.superarray.com  
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