Image Lab 
简明操作指南
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一、软件操作界面
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    软件运行后，从起始页可以方便的开始图像拍摄，打开图像查看和分析。
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1. 主窗口工具条
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拍摄设置                                            数据查看            帮助与向导
2. 已打开图像的工具条
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3. 分析工具箱
（1）图像工具：图像的剪裁、旋转、反转与合并；
（2）泳道及条带：定义泳道和条带，扣除背景值；
（3）标准化：对多通道图像进行均一化；
（4）MW分析工具：编辑Marker，计算条带的分子量；
（4）定量工具：计算条带的相对质量或绝对质量；
（5）注释工具：在图像上标准文字和箭头；
（6）体积工具：计算斑点或条带的体积/光密度。
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按左侧双箭头隐藏工具箱；
    按右侧向上箭头返回；
    按‘自动分析’按钮进行自动分析。
二、图像拍摄
（一）拍摄凝胶图像

选择新建实验协议-单通道模式：
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选择相应的应用程序，如左图，选择拍摄EB染色的核酸胶。
图像曝光的设定，一般选软件自动决定曝光时间，可选择以强条带还是弱条带为准来优化曝光时间，核酸胶或蛋白胶一般选择针对强条带进行优化。

如自动曝光时间不能满足拍摄要求，可采用手动设置曝光时间。

    如果图像中某些部位曝光过度，会被显示为红色，如不需要此功能，将‘高亮显示饱和像素’的功能选去，也可以在拍摄完成后去除图像上的饱和显示。
将待拍摄凝胶放置在暗箱内，按放置‘凝胶按钮’[image: image6.png]


，在新窗口中可以查看凝胶图像，拖动图像下方的照相机缩放条调整拍摄大小，如凝胶放置不正，打开暗箱门调整，调整结束，按‘运行实验协议’按钮，自动完成拍摄。
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拍摄得到的图像，请务必保存原始文件，以后可随时对它进行导出和分析。

如需要将图像保存为常见的图形格式，选择文件菜单中的导出，导出分为两种类型：导出以便发布，是指导出为8bit的TIF、BMP、JPG、PNG这些可直接观看的图形格式，图像的伪彩色和对比度调整可以保存，所见即所得；导出以便分析，图像保存为16bit的TIF格式灰阶图，以便用其它软件进行定量分析。
（二）拍摄发光图像（适于ChemiDoc XRS+和ChemiDoc MP） 
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1. 拍摄模式和手动曝光：
在应用程序中选择印迹 – Chemi/Chemi Hi Sensitivity/Chemi Hi Resolution：

Chemi：标准的发光拍摄模式；

Chemi Hi Sensitivity：高灵敏度模式，分辨率会降低，适合拍摄极弱的发光；

Chemi Hi Resolution：高分辨率模式，适合拍摄较强的发光。
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图像的曝光时间：如果样品发光强度较强，可直接使用软件自动优化曝光时间；
如果需要探索曝光时间，可采用软件自动优化曝光时间拍摄图像后，根据软件的曝光时间和其拍摄的效果，采用手动设置曝光时间进一步优化；

要比较准确的确定曝光时间，可使用信号累积模式进行探索。
2. 信号累积模式
如果手动设置曝光时间精度不够，选择信号累积模式，按设置按钮，在窗口中填写曝光时间范围和曝光次数（图像总数）。
右侧例子中，设定250秒-300秒之间曝光5次，预计期中一次曝光得到的图像将比较理想。
点击确定，运行此实验协议，开始拍摄。在250秒拍摄第一个图像，拍摄得到的图像以缩略图的形式出现在窗口的下方。
拍摄完成后，选择曝光理想的一张图像，点击‘选择图像并继续’按钮舍弃其它不适合的图像。由于在信号累积模式下，图像的背景噪音会被叠加，建议采用此模式获得理想的曝光时间后，采用此曝光时间在手动设置曝光时间模式下重新拍摄一张图像，因此使用信号累积模式时，务必要考虑样品的发光持续时间是否足够长。
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三、图像分析
1.自动分析 
自动分析功能，适合分析泳道边缘清晰，条带清晰、亮度强、并呈分散状态的图像。日常实验的结果建议人工分析。同样的原因，在新建实验协议即拍摄图像时，也不建议设定分析功能，待拍摄完成后再行分析。
因此本说明文件略去此功能的介绍。
2.图像文件的预处理
    要分析的图像文件，可先使用图像上方的工具条进行外观的调整，这些不会改变图像数据，只会改变显示状态，以便于目视分析或者方便导出，比如下图，可以调整对比度，去掉高亮显示的饱和像素，反相显示（背景与条带明暗关系的转换）等。
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3.图像工具

图像工具，对图像进行简单的处理，以便进行数据分析。
基本功能不做详述。

反转数据是对负染色的图像进行数据分析前的处理，以保证条带的光密度高于背景，是否需要做此处理可先在3D视图下查看图像以便确定。它与图像的反相显示是不一样的功能。
合并是将两张尺寸相同的图像合并为一张图像的功能。
下面介绍两个最常用的功能。

    自定义旋转：在图像上出现坐标，用鼠标调整坐标方向，与条带呈水平，或与泳道呈水平状态，点击鼠标右键，选择旋转既可。
裁切，裁掉不需要的部分：在图像上出现裁切框，圈上需要保留的部分，点击鼠标右键，选择裁切既可。
如果要对一系列图片进行相同的裁切，可点击鼠标右键，选择保存裁切位置，在其它图片上加载裁切位置。

4.泳道和条带
泳道的选择，可采用自动检测方式，也可采用手动方式。手动定义泳道只需要填写泳道数量，用鼠标拖动拉伸泳道框既可。
需要对泳道进行调整，可选择对所有泳道进行调整，或对选定的单个泳道进行调整。需要弯曲某个泳道时，单击鼠标确定弯曲位置，再拖动既可。
背景扣除，一般使用软件默认设置，圆盘的大小越小，背景扣除的越多，如自行设定可设置2-10之间，不要大于10。
    条带的检测，软件会自动根据设置进行，如果定义有错误之处，通过添加、删除和调整功能修正。
5.标准化
标准化仅在分析多通道图像时使用，可通过标准泳道或标准条带对多通道图像进行均一化，不适用于普通的单张凝胶图像和单张发光图像，请参考本说明最后所附说明。
6.MW分析工具
    使用分子量分析工具，首先选择一个Marker，软件中列出了原厂Marker，如果目前使用的不包含其中，可以新建一个Marker。
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选定Marker后，在Marker所在泳道下面的方框勾选，软件会自动将Marker与泳道中的条带匹配，如果条带的数量比Marker多或者少，软件会自动判断哪些条带对应哪些Marker。
如果图像中有两个Marker泳道，再选择第二个泳道，软件提示‘是否重新检测标准泳道条带’，选择‘否’。
    在回归方式中选择分子量标准曲线的回归方式。

随后可以在主窗口工具条里面点击‘分析表’和‘标准曲线’查看分析结果和标准曲线。
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    分析表左上角有快捷方式，可改变分析表显示方式，将分析表数据导出。
    标准曲线图通过可通过主窗口工具条中的‘屏幕截图’快捷方式导出：

7.定量工具
定量工具分相对定量和绝对定量两种：
相对定量即定义某一个条带为参考条带，相对质量为1，其余条带的相对质量由它们与参考条带之间光密度的比值计算得出；

绝对定量即定义一系列的已知质量的标准条带，由此生成标准曲线，计算其余条带的质量。

定量工具的数据查看和导出参见MW分析工具的说明。
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8.注释工具
不做详述。
在分析过程中保存文件，可将分析过程包括注释一同保存下来，再次打开时可以继续分析和编辑。分析产生的线框和注释可通过 ‘导出以便发布’一同导出。其它的分析数据亦可通过文件菜单-导出-导出为数据文件。
9.体积工具
体积工具是一个特殊的工具，适合手工分析数量较少，不规则的、模糊的条带或斑点，如自发光图像。体积工具与其它工具没有继承性，即此工具不能利用前面分析工具的结果。
    通过体积工具在图像上画出目标框，双击目标框，编辑其类型等信息：
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体积工具的标准曲线功能与绝对定量工具类似，生成的数据通过分析表查看。
如选定某个目标框为参考体积，则该目标框的相对体积为1，此功能与相对定量工具类似。

背景扣除有两种方式：

局部方式：软件自动计算目标框外一周象素点的平均光密度值，以此作为背景值，对该目标框的光密度值进行背景扣除，不需要定义背景样品。
全局方式：人工画出背景样品框，可以是多个，软件计算每个背景样品框内的光密度平均值，然后对所有背景样品框的平均光密度进行加权平均，得到的光强度作为背景值，所有样品框都扣除此背景值。    
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四、其它说明
1.生成报告
在主窗口工具条里面点击‘报告’，生成分析报告：
[image: image15.png]



在报告窗口左上角的快捷方式中可以选择报告的内容，报告打印和输出的形式。
2.联机校准

    当ImageLab软件第一次联接某台BioRad凝胶成像仪时，如软件支持该台仪器，会要求对仪器进行校准，根据软件提示确认仪器的硬件配置，在仪器的附件中找到校准用的标版，根据提示放入仪器进行校准既可，这并不需要由售后工程师来完成。如放弃校准，当前ImageLab软件无法使用该仪器进行图像拍摄
3.图像输入
    ImageLab软件可以打开所有BioRad凝胶成像设备生成的图像，包括其它Biorad软件生成的图像，但不接受输入其它厂商凝胶成像设备生成的图像，也不接受输入公共格式的图像，如jpg、bmp、png、tif等格式的图像。

4.可供参考的分析实例
    ImageLab提供了丰富的分析实例，可通过打开功能查看它们，位置在安装文件夹下面的Sample Images文件夹中，如 X:\Program Files (x86)\Bio-Rad\Image Lab\Sample Images
5.如本指南中表达的内容与ImageLab软件原厂英文说明书有矛盾之处，以说明书为准。
对于某项功能存在疑问，请查看原厂的英文版说明书，不可轻信某些不负责任的技术人员提供的所谓‘中文手册’。
*任何以本指南谋求利益的行为都与非本指南制作者无关。
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