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章節 1 概覽

簡介 1
額外的資源 1
儀器零組件 2
定序耗材概覽 4
預先安裝的資料庫和基因組 6

簡介

Illumina® MiniSeq™ 系統提供高品質的產業標準 Illumina 定序技術，同時讓您擁有方便操作且易於使用的桌面
系統。

功能

u 高品質定序 — MiniSeq 系統可讓您使用小型基因庫，進行小型基因組、擴增子、標靶序列捕獲和 RNA 定
序。

u MiniSeq 系統軟體—MiniSeq 系統包括一整套整合的軟體，可控制儀器操作、流程成像和產生鹼基判定。

這整套軟體包含儀器上資料分析軟體、以及使用其他選項，如：BaseSpace Sequence Hub 等進行分析的
資料傳輸工具。

u 儀器上資料分析—本機執行管理員軟體依據針對執行指定的分析模組，分析執行資料。整套分析模組
已包含在軟體中。

u BaseSpace® Sequence Hub 整合 — 在 BaseSpace Sequence Hub 中整合定序工作流程，其為用於

執行監控、資料分析、儲存及合作的 Illumina 基因組學計算環境。輸出檔案會即時串流到 BaseSpace
Sequence Hub 進行分析。

u 便捷的耗材充填—夾鉗機制讓流通池位於其載入儀器的位置。一次性預先充填的試劑匣提供執行所需的試
劑和之後的儀器清洗劑。流通池和試劑匣包含整合性辨識，以進行精確的追蹤。

額外的資源

Illumina 網站的 MiniSeq 系統支援頁面可提供額外資源。其中包括軟體、訓練、相容產品及下列文件。請務必
查看支援頁面取得最新版本。

資源 說明

Custom Protocol Selector 用於產生自訂點對點文件的精靈，該精靈係針對基因庫準備方法、執行參數以

及用於定序執行的分析方法而設計。

MiniSeq 系統現場準備指南

(文件 # 1000000002696)
提供實驗室空間、電氣要求與環境考量的規格。

MiniSeq 系統安全與合規指南

(文件 # 1000000002698)
提供有關操作安全注意事項、合規聲明和儀器標籤的資訊。

RFID 讀取器合規指南

(文件 # 1000000002699)
提供有關儀器的 RFID 讀取器、合規認證和安全注意事項的資訊。

MiniSeq 系統變性與稀釋基因庫指南

(文件 # 1000000002697)
提供變性和稀釋準備基因庫的定序執行，以及準備可選 PhiX 對照的說明。

Local Run Manager 軟體指南

(文件編號 # 1000000002702)
提供使用本機執行管理員軟體和可用分析選項的資訊。
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儀器零組件

MiniSeq 系統包含觸控螢幕監視器、狀態列、流通池室和試劑室。

圖 1 儀器零組件

A 觸控螢幕監視器—可進行儀器上的設定以及使用控制軟體介面進行設定。

B 電源按鈕—啟動整合的儀器電腦與作業系統。

C USB 埠—方便連接周邊元件。

D 流通池室—在定序執行期間放置流通池。

E 狀態列—指示儀器狀態：處理中 (藍色)、需要注意 (橙色)、定序就緒 (綠色)，或者在 24小時內需要
清洗 (黃色)。

F 試劑室—用於放置試劑匣及廢棄試劑瓶。

流通池室

流通池台架包含流通池栓鎖，用於在流通池關閉時將其固定。栓鎖關閉時，靠近栓鎖底部的插銷對準流體連接

的流通池埠。

圖 2 流通池室

A 流通池室門

B 流通池栓鎖

C 流通池台架

D 流通池

E 流通池栓鎖釋出按鈕

位於流通池台架下的熱電站依據產生叢集和定序所需控制溫度變化。
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附註

請勿將物品放置於流通池室附近的儀器上。

試劑室

在 MiniSeq 系統設定定序執行需要經過試劑室，載入執行耗材，並且清空廢棄試劑瓶。

圖 3 試劑室

A 廢棄試劑瓶—包含螺紋蓋，防止移動時溢出。

B 試劑匣—在一次預先充填的耗材中提供試劑。

C 試劑室門—可透過此進入試劑室。

試劑室門從儀器底部邊緣的鉸鍊處向外打開。要打開門，請從門的邊緣輕輕向前拉。

附註

請勿將物品放在試劑室門上。試劑室的門不能當作貨架。

電源按鈕

儀器前方的電源按鈕可用於打開儀器及儀器電腦的電源。電源按鈕依據儀器電源狀態，執行以下動作。

電源狀態 行動

儀器電源關閉 短按按鈕啟動電源。

儀器電源開啟 短按按鈕關閉電源。對話方塊會顯示於畫面上，以供確認儀器正常關閉。

儀器電源開啟 按住電源按鈕十秒，可強制關閉儀器及儀器電腦。
只有儀器沒有反應時才使用此方法關閉儀器。

附註

在正常情況下，請勿關閉儀器電源。

在定序執行期間關閉儀器會使執行立即終止。終止執行後無法復原。不能再次使用執行耗材，定序資料則

不會儲存。
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系統軟體

儀器軟體套件包括可執行定序執行和儀器上分析的整合應用程式。

u MiniSeq 控制軟體引導您經由這些步驟，設定定序執行、控制儀器操作並在執行過程中，顯示執行統計的
概覽。

u 即時分析 (RTA) 軟體—執行時，RTA 進行影像分析和鹼基判定。請參閱第 39 頁 即時分析概覽。

u 本機執行管理員—定序前，使用本機執行管理員，指定執行參數和分析方式。定序後，儀器上資料分析自

動開始。如需詳細資訊，請參閱「Local Run Manager 軟體指南」(文件 # 1000000002702)。

狀態圖示

控制軟體介面畫面右上角的狀態圖示指示執行設定期間或執行過程中的狀態變更。

狀態圖示 狀態名稱 說明

狀態良好 系統正常。

處理中 系統正在處理中。

注意 請注意。

警告 產生一個警告。
警告無法停止執行或在繼續之前提出行動要求。

錯誤 發生錯誤。
在繼續執行之前，必須針對錯誤採取行動。

當發生條件變更，圖示會閃爍以警告您。選擇圖示，以檢視條件的說明。選擇 [Acknowledge (確認)] 接受訊

息並選擇 [Close (關閉)] 關閉對話方塊。

定序耗材概覽

在 MiniSeq 系統上執行定序需要單次使用的 MiniSeq 組件。每個組件包含定序執行所需的流通池和試劑。

流通池和試劑匣使用無線識別 (RFID) 精確追蹤耗材，並且確保與指定執行參數相容。

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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流通池

流通池是一個玻璃底盤，是執行叢集生成與定序反應的地方。流通池裝入流通池匣。

圖 4 流通池元件

A 成像區域

B 流通池墊片

C 出料口

D 進料口

試劑透過進料口進入流通池，通過單通道影像區域，然後透過出料口排出流通池。

流通池放在流通池管中 (流通池管使用錫箔包裝) 以乾燥狀態運送。將流通池使用密封的錫箔包裝，儲存於

2°C 至 8°C 環境以備使用。如需更多資訊，請參閱第 12 頁 準備流通池。

試劑匣概覽

試劑匣是單次使用的耗材，並配備錫箔密封的貯池，預先填入叢集、定序和清洗試劑。

圖 5 試劑匣

試劑匣包含用於載入準備基因庫的指定貯池。執行開始後，基因庫將從試劑匣自動傳輸至流通池。

警告

這組試劑可能含有有害的化學物質。吸入、誤食、皮膚接觸與眼睛接觸都可能造成人員傷害。為避免曝露

於危險之中，請穿戴適當的保護設備，包括護眼罩、手套和實驗衣。將使用過的試劑視為化學廢棄物處

理，並按照適用的地區、國家和當地法律與規定棄置。如需其他環境、健康狀態和安全資訊，請參閱

SDS，網址是：support.illumina.com/sds.html。

使用之前將試劑匣儲存於 -25°C 至 -15°C 的環境下。如需更多資訊，請參閱第 11 頁 準備試劑匣。
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預備貯池

圖 6 編號的貯池

位置 說明

13、14 和 15 保留供選用的自訂引子使用

16 載入基因庫

位置 #9中的可移除貯池

預先充填的試劑匣在位置 #9 中有包括甲醯胺的變性試劑。為了方便在定序執行後安全棄置任何未使用的試
劑，此貯池可移除。如需更多資訊，請參閱第 23 頁 移除位於位置 #9 的廢棄貯池。

預先安裝的資料庫和基因組

大部份分析方法都需要參考資料來執行校準。多個參考資料庫和基因組會預先在儀器電腦上安裝。

預先安裝 說明

資料庫 • 人類用 miRbase
• 人類用 dbSNP
• 人類用 RefGene

基因組 • 阿拉伯芥

• Bacillus_cereus_ATCC_10987
• 牛 (Bos taurus)
• 大腸桿菌菌株 DH10B
• 大腸桿菌菌株 MG1655
• 果蠅 (Drosophila melanogaster)
• 人類 (Homo sapiens) 組 hg19

• HumanRNAFusion
• 小鼠 (Mus musculus)
• PhiX
• 大鼠 (Rattus norvegicus)
• 紅假單胞菌 2.4.1
• 金黃色葡萄球菌 NCTC 8325
• 酵母 (Saccharomyces cerevisiae S288C)
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章節 2 開始使用

啟動儀器 7
自訂系統設定 7
使用者提供的耗材和設備 9

啟動儀器

確保已經正確安裝並初始化儀器，且完成設定。在儀器就緒前啟動可能損害本系統。

1 將電源開關切換至 I (開) 位置。

圖 7 電源開關位於儀器背面

2 按下試劑室上方的電源按鈕。

電源按鈕開啟整合的儀器電腦及作業系統。

圖 8 電源按鈕位於儀器正面

3 等候作業系統完成載入。

Windows 主畫面會在初始化後開啟。按任何鍵以開啟 Windows 登入視窗。

4 登入想要使用的 Windows 帳號。若有需要，請洽詢您的設施管理員，以取得使用者名稱和密碼。

5 如果選擇一般使用者帳號，則 MiniSeq 控制軟體會啟動並自動初始化系統。如果選擇系統管理員帳號，則

必須按兩下桌面上的 MiniSeq 系統圖示，MiniSeq 控制軟體才會啟動。

自訂系統設定

控制軟體包括儀器識別和以下工作流程偏好的可自訂設定。

u 使用畫面上的鍵盤執行設定步驟。

u 在執行結束時清除耗材。

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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u 啟用音訊指示。

u 將儀器效能資料傳送至 Illumina。

u 跳過執行前檢查確認自動開始執行。

u 在 BaseSpace Sequence Hub 中自動檢查軟體更新 。

u 啟用客戶配方。

自訂儀器識別

1 從 [Manage Instrument (管理儀器)] 畫面選擇 [System Customization (系統自訂)]。

2 若要為儀器指派一個頭像，請選擇 [Browse (瀏覽)] 並且導覽至想要的影像。

3 在 [Nick Name (暱稱)] 欄位中輸入想要的儀器名稱。

4 選擇 [Save (儲存)]，儲存設定並且前往畫面。
影像和名稱將顯示於每個畫面的左上角。

設定自動清除選項

1 從 [Manage Instrument (管理儀器)] 畫面選擇 [System Customization (系統自訂)]。

2 選擇 [Purge consumables at end of run (在執行最後清除耗材)] 核取方塊。
該設定將在每次執行後自動將未使用的試劑從試劑匣清除至廢棄試劑瓶。如果停用此設定，則未使用的試

劑將保留在試劑匣。

附註

自動清除耗材將額外增加工作流程的時間。例如，在 300個週期執行 (2 × 151) 後清除試劑將需要大約

50分鐘。

3 選擇 [Save (儲存)]，儲存設定並且退出畫面。

設定自動啟動選項

1 從 [Manage Instrument (管理儀器)] 畫面選擇 [System Customization (系統自訂)]。

2 選擇 [Skip pre-run check confirmation (跳過執行前檢查確認)] 核取方塊。
此設定將在成功自動檢查後自動開始定序執行。如果停用此設定，則需要在執行前檢查後手動開始執行。

3 選擇 [Save (儲存)]。

設定自動檢查軟體更新

1 從 [Manage Instrument (管理儀器)] 畫面選擇 [System Customization (系統自訂)]。

2 選擇 [Automatically check for software updates (自動檢查軟體更新)] 核取方塊。
需要網際網路連線。

3 選擇 [Save (儲存)]，儲存設定並且退出畫面。

設定畫面上的鍵盤選項

1 從 [Manage Instrument (管理儀器)] 畫面選擇 [System Customization (系統自訂)]。

2 選擇 [Use on-screen keyboard (使用畫面上的鍵盤)] 核取方塊。
此設定可在執行設定步驟期間啟用畫面上的鍵盤進行輸入。

3 選擇 [Save (儲存)]。

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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啟用音訊指示

1 從 [Manage Instrument (管理儀器)] 畫面選擇 [System Customization (系統自訂)]。

2 選擇 [Play audio (播放音訊)] 核取方塊，啟動音訊指示，用於以下事件。
u 儀器初始化時

u 開始執行時

u 發生錯誤時

u 需要使用者互動時

u 執行完成時

3 選擇 [Save (儲存)]。

將儀器效能資料傳送至 Illumina
預設會啟用 [Send Instrument Performance Data to Illumina (將儀器效能資料傳送至 Illumina)] 選項。這會將非

執行儀器效能資料傳送至 BaseSpace Sequence Hub 伺服器。

使用者提供的耗材和設備

下列耗材和設備用於定序和系統維護。

定序用耗材

耗材 供應商 用途

1 N 之 NaOH
(氫氧化鈉)

一般實驗室供應商 基因庫變性，稀釋至0.1 N

異丙醇酒精擦拭巾 (70%)
或

乙醇，70%

VWR，目錄 # 95041-714
(或同等者)

一般實驗室供應商

流通池清洗和一般用途

無粉末的拋棄式手套 一般實驗室供應商 一般用途

低棉絮實驗室拭紙 VWR，目錄 # 21905-026
(或同等者)

流通池清洗

維護及疑難排解耗材

耗材 供應商 用途

NaOCl，5%
(次氯酸鈉)

Sigma-Aldrich 公司，目錄 # 239305
(或等同實驗室等級)

進行手動執行後清洗;稀釋為 0.12％

Tween 20 Sigma-Aldrich，目錄 # P7949 進行手動儀器清洗;稀釋為 0.05%

水，實驗室等級 一般實驗室供應商 進行手動儀器清洗

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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實驗室等級的水使用準則

執行儀器的程序請一律使用實驗室等級的水或者去離子水。切勿使用自來水。僅使用以下等級或相同等級的

水：

u 去離子水

u Illumina PW1

u 18 Megohms (MΩ) 水

u Milli-Q 水

u Super-Q 水

u 分子生物學等級的用水

設備

項目 來源

冷凍庫，-25°C 至 -15°C，無霜 一般實驗室供應商

冰桶 一般實驗室供應商

冷藏庫，2°C 至 8°C 一般實驗室供應商

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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章節 3 定序

簡介 11
準備耗材 11
準備定序用的基因庫 12
設定定序執行 13
監視執行進度 21
自動執行後清洗 22
移除位於位置 #9 的廢棄貯池 23

簡介

若要在 MiniSeq 系統上執行定序，請備妥執行耗材，然後遵循軟體提示，設定定序執行。

工作流程概覽

叢集產生

叢集生成期間，單一 DNA 分子和流通池的表面結合，然後經放大而形成多個叢集。

定序

叢集會利用雙通道定序化學和每個以螢光標記的鏈終止劑所專屬的濾網組合進行成像。在流通池上的模版成像

完成後，下一個模版會接著進行成像。定序的每個循環重覆此流程。分析影像後，軟體會執行鹼基判定、過濾

與品質評分。

分析

隨著執行進行，控制軟體會自動將鹼基判定 (BCL) 檔案傳輸至指定的輸出位置以進行資料分析。依據您的應
用程式及選擇的系統分析組態而定，有數種分析方法可用。

定序執行時間

定序執行時間是根據週期數而定。最長執行時間為 150 個週期雙端執行，加上 10 個週期中每個的 2 個索引讀
數。

如需預期時間和其他系統規格，請瀏覽 Illumina 網站上的 MiniSeq 系統規格頁面。

讀數中的週期數

在一個定序執行中，一個讀數中執行的週期數比所分析週期數多一週期。例如，要執行 150 週期的雙端執行，

每個讀數要設定執行 151 個週期，總共 302 個週期 (2 × 151)。在執行結束時，分析 2 × 150 個週期。每個讀
數多餘的週期將用來進行定相延遲定向超前計算。

準備耗材

準備試劑匣

1 將試劑匣從 -25°C 儲存庫中取出，移至 -15°C 儲存庫。

2 使用以下水浴選項解凍試劑。請勿淹過試劑匣。解凍後，擦乾底部再繼續。

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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方法 解凍時間 穩定性極限

37°C 水浴 35 分鐘 最長 2 小時

室溫水浴

(19°C 至 25°C)
90 分鐘 最長 24 小時

如果在同一水浴中解凍多個試劑匣，則可以延長解凍時間。

另外，也可以使用以下選項解凍試劑。

方法 解凍時間 穩定性極限

室溫空氣

(19°C 至 25°C)
5 小時 最長 24 小時

在 2°C 至 8°C 溫度下冷卻 18 小時 最長 72 小時

3 倒置試劑匣 5 次以混合試劑。

4 從試劑匣底部檢查大貯池以確保試劑已解凍，貯池沒有冰晶。

5 在工作台上輕輕敲打以減少氣泡。

準備流通池

1 從 2°C 至 8°C 儲存庫中取出新的流通池包裝。

2 將未打開的流通池包裝在室溫下擱置 30 分鐘。

附註

避免重複冷卻或加熱流通池。

3 從錫箔包裝中取出流通池容器。

4 戴上一雙無粉末的新手套。

5 抓住流通池的塑膠匣，然後將之從容器中取出。

圖 9 移除流通池

6 使用無棉絮酒精棉球清潔流通池的玻璃表面。

7 使用無棉絮鏡片清潔拭紙擦乾。 小心使用黑色流通池墊片。

8 檢查流通池口是否有阻塞。確保墊片已放置好。

準備定序用的基因庫

變性及稀釋基因庫

在載入基因庫至試劑匣前，變性及稀釋基因庫，並且新增可選 PhiX 對照。如需更多資訊，請參閱 MiniSeq 系

統變性與稀釋基因庫指南 (文件 # 1000000002697)。

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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MiniSeq 系統的載入容積為 500 微升。標準組件和快速組件的載入濃度分別為 1.4 微微莫耳和 1.6 微微莫耳。
事實上，視基因庫準備及定量的方法而定，載入濃度也會有所不同。

將基因庫載入至試劑匣上

1 使用低棉絮拭紙，清潔錫箔密封蓋且標示為此處載入基因庫的貯池 #16。

2 使用清潔的 1 ml 吸管端刺穿密封。

3 置入 500 微升備妥的 1.4 微微莫耳或 1.6 微微莫耳基因庫至貯池 #16。在分配基因庫時，避免碰觸錫箔密
封。

圖 10 載入基因庫

設定定序執行

執行設定步驟依據系統組態而不同：

u 獨立組態 — 系統會提示使用者定義控制軟體 [Run Setup (執行設定)] 畫面的執行參數。

u Local Run Manager 組態 — 從 Local Run Manager 預先定義的執行清單中選擇。如果 [System Settings
(系統設定)] 中已啟用 [User Management (使用者管理)]，則需登入資訊。[User Management (使用者管

理)] 預設為停用。

設定執行 (手動組態)

1 從 [Home (首頁)] 選擇 [Sequence (定序)]。
定序指令從上一次執行釋放耗材，並打開一系列執行設定畫面。

2 在 [Run Mode (執行模式)] 畫面上，選擇 [Manual (手動)]。

3 [Optional (可選)] — 選擇 [Use BaseSpace Sequence Hub (使用 BaseSpace Sequence Hub)]。選擇

「執行監控和儲存」或「僅執行監控」。啟用時必須登入 BaseSpace 並具備網際網路連線。

輸入執行參數

1 輸入偏好的執行名稱。

2 [選用] 請輸入偏好的基因庫 ID。

3 選擇讀數類型，可能為單一讀數或雙端。

4 輸入定序執行中每個讀數的週期數。

u 讀數一 — 輸入最高 151 個週期值。

u 索引 1 — 最多為索引 1 (i7) 引子輸入 10 個週期值。

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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u 索引 2 — 最多為索引 2 (i5) 引子輸入 10 個週期值。

u 讀數二 — 輸入最高 151 個週期值。通常此數值與讀數 1 的週期數相同。
該控制軟體可使用以下標準確認指定的週期數：

u 總週期不可超過該次執行載入的試劑匣允許之最大週期。

u 讀數 1 的週期數大於產生模板所需的 6 個週期。

u 索引讀數週期不可超過讀數 1 及讀數 2 之週期。

附註

確保您有為正在定序的基因庫指定索引讀數週期的適當數目。如需更多資訊，請參閱基因庫準備文

件。

5 [Optional (可選)] 如果您使用的是自訂引子，選擇所用引子的核取方塊。

u [Read 1 (讀數 1)]─讀數 1 的自訂引子。

u [Index 1 (索引 1)]─索引 1 的自訂引子。

u [Index 2 (索引 2)] — 索引 2 的自訂引子。

u [Read 2 (讀數 2)] — 讀數 2 的自訂引子。

6 [Optional (可選)] 變更目前執行的設定。

u [Purge consumables for this run (將此次執行耗材清除)]─目前執行完成後，變更設定自動清除耗材。

u [Output folder (輸出資料夾)]─變更目前執行的輸出資料夾位置。選擇 [Browse (瀏覽)] 以導覽至資
料夾位置。

7 選擇 [Next (下一步)]。

附註

在自動檢查或定序執行時，請勿打開試劑室或流通池室的門。

載入流通池

1 打開流通池室門。

2 按下流通池栓鎖右邊的釋出按鈕。

圖 11 打開流通池栓鎖

3 移除上一次執行的流通池 (如有)。

4 確保流通池台架清潔。如有碎片，使用酒精棉球清潔流通池台架。

5 將流通池置於校準插銷上面的流通池台架上。

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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圖 12 將流通池置於台架上

6 關閉流通池栓鎖以固定流通池。

圖 13 關閉流通池栓鎖

7 關閉流通池室門。

載入試劑匣

1 打開試劑室門。

2 如果有，移除用過的試劑匣。

附註

為了便於安全棄置包含甲醯胺的未使用試劑，位於位置 #9的貯池可移除。請參閱第 23 頁 移除位
於位置 #9 的廢棄貯池。

3 將試劑匣滑回試劑室直到其停止。

圖 14 載入試劑匣

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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清空廢棄試劑瓶

1 從試劑匣室移除用過的試劑瓶。

圖 15 移除廢棄試劑瓶

2 爲了防止在搬運廢棄試劑瓶時液體溢出，使用螺紋蓋密封瓶子開口。

圖 16 密封廢棄試劑瓶

3 按照適當標準棄置內容物。

警告

這組試劑可能含有有害的化學物質。吸入、誤食、皮膚接觸與眼睛接觸都可能造成人員傷害。為避免

曝露於危險之中，請穿戴適當的保護設備，包括護眼罩、手套和實驗衣。將使用過的試劑視為化學廢

棄物處理，並按照適用的地區、國家和當地法律與規定棄置。如需其他環境、健康狀態和安全資訊，

請參閱 SDS，網址是：support.illumina.com/sds.html。

4 移除螺紋蓋後，將空的廢棄試劑瓶滑回試劑室直到其停止。

5 關閉試劑室門並且選擇 [Next (下一步)]。

確認執行參數

1 確認執行參數。

該控制軟體可使用以下標準確認指定的週期數：

u 總週期不可超過該次執行載入的試劑匣允許之最大週期。

u 讀數 1 的週期數大於生成模板所需的 6 個週期。

u 索引讀數週期不可超過讀數 1 及讀數 2 之週期。

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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附註

確保您有為正在定序的基因庫指定索引讀數週期的適當數目。如需更多資訊，請參閱基因庫準備文

件。

2 [Optional (可選)] 選擇 [Edit (編輯)]，變更執行參數。完成時，選擇 [Save (儲存)]。
u 執行參數—變更每個讀數的讀數類型或週期數。

u 自訂引子—變更自訂引子的設定。

3 選擇 [Next (下一步)]。

附註

在自動檢查或定序執行時，請勿打開試劑室或流通池室的門。

檢視執行前檢查

1 檢視自動檢查結果

u 要停止進行中的檢查，請選擇 [Cancel (取消)]。
u 對於未通過的項目，必須採取措施才能繼續。 請參閱第 32 頁 自動檢查錯誤。

u 要重新開始檢查，選擇 [Retry (重試)]。檢查將恢復至第一個未完成或者失敗的檢查。

2 要開始執行，請選擇以下選項。

u 如果系統未設定為成功檢查後自動啟動，請選擇 [Start (開始)]。
u 如果系統已設定為成功檢查後自動啟動，則自動開始定序執行。您無需在場。然而，如果在檢查期間

出現任何錯誤，執行將不會自動開始。

設定執行 (LocalRun Manager組態)

1 從 [Home (首頁)] 選擇 [Sequence (定序)]。
定序指令從上一次執行釋放耗材，並打開一系列執行設定畫面。

2 在 [Run Setup (執行設定)] 畫面上，選擇 [Local Run Manager]。

3 [Optional (可選)] — 選擇 [Use BaseSpace Sequence Hub (使用 BaseSpace Sequence Hub)]。選擇

「執行監控和儲存」或「僅執行監控」。當啟用時必須登入 BaseSpace 並有網路連線。

登入 LocalRun Manager
1 輸入使用者名稱和密碼。

Local Run Manager 的 [User Management (使用者管理)] 為關閉時，不需登入憑證。

2 選擇 [Next (下一步)]。

選擇可用之執行

1 從可用執行清單上選擇執行名稱。

使用上下箭號捲動清單，或是在搜尋欄位內輸入一個執行名稱。

2 選擇 [Next (下一步)]。

載入流通池

1 打開流通池室門。

2 按下流通池栓鎖右邊的釋出按鈕。

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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圖 17 打開流通池栓鎖

3 移除上一次執行的流通池 (如有)。

4 確保流通池台架清潔。如有碎片，使用酒精棉球清潔流通池台架。

5 將流通池置於校準插銷上面的流通池台架上。

圖 18 將流通池置於台架上

6 關閉流通池栓鎖以固定流通池。

圖 19 關閉流通池栓鎖

7 關閉流通池室門。

載入試劑匣

1 打開試劑室門。

2 如果有，移除用過的試劑匣。

附註

為了便於安全棄置包含甲醯胺的未使用試劑，位於位置 #9的貯池可移除。請參閱第 23 頁 移除位
於位置 #9 的廢棄貯池。

3 將試劑匣滑回試劑室直到其停止。
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圖 20 載入試劑匣

4 自 [Recipe (配方)] 下拉式清單，選擇一個配方。僅列出相容的配方。

清空廢棄試劑瓶

1 從試劑匣室移除用過的試劑瓶。

圖 21 移除廢棄試劑瓶

2 爲了防止在搬運廢棄試劑瓶時液體溢出，使用螺紋蓋密封瓶子開口。

圖 22 密封廢棄試劑瓶

3 按照適當標準棄置內容物。

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309
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警告

這組試劑可能含有有害的化學物質。吸入、誤食、皮膚接觸與眼睛接觸都可能造成人員傷害。為避免

曝露於危險之中，請穿戴適當的保護設備，包括護眼罩、手套和實驗衣。將使用過的試劑視為化學廢

棄物處理，並按照適用的地區、國家和當地法律與規定棄置。如需其他環境、健康狀態和安全資訊，

請參閱 SDS，網址是：support.illumina.com/sds.html。

4 移除螺紋蓋後，將空的廢棄試劑瓶滑回試劑室直到其停止。

5 關閉試劑室門並且選擇 [Next (下一步)]。

確認執行參數

1 確認執行參數。

該控制軟體可使用以下標準確認指定的週期數：

u 總週期不可超過該次執行載入的試劑匣允許之最大週期。

u 讀數 1 的週期數大於生成模板所需的 6 個週期。

u 索引讀數週期不可超過讀數 1 及讀數 2 之週期。

附註

確保您有為正在定序的基因庫指定索引讀數週期的適當數目。如需更多資訊，請參閱基因庫準備文

件。

2 [Optional (可選)] 選擇 [Edit (編輯)]，變更執行參數。完成時，選擇 [Save (儲存)]。
u 執行參數—變更每個讀數的讀數類型或週期數。

u 自訂引子—變更自訂引子的設定。

3 選擇 [Next (下一步)]。

附註

在自動檢查或定序執行時，請勿打開試劑室或流通池室的門。

檢視執行前檢查

1 檢視自動檢查結果

u 要停止進行中的檢查，請選擇 [Cancel (取消)]。
u 對於未通過的項目，必須採取措施才能繼續。 請參閱第 32 頁 自動檢查錯誤。

u 要重新開始檢查，選擇 [Retry (重試)]。檢查將恢復至第一個未完成或者失敗的檢查。

2 要開始執行，請選擇以下選項。

u 如果系統未設定為成功檢查後自動啟動，請選擇 [Start (開始)]。
u 如果系統已設定為成功檢查後自動啟動，則自動開始定序執行。您無需在場。然而，如果在檢查期間

出現任何錯誤，執行將不會自動開始。
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監視執行進度

1 監視執行進度、強度和品質評分是會出現在畫面上的計量。

圖 23 定序執行進度與計量

A [Run progress (執行進度)]—顯示目前步驟與每個讀數完成的週期數。進度列與每個步驟的執行速率並不
相關。

B [Q-Score (Q-評分)]—顯示品質評分 (Q-評分) 的分配情況。請參閱第 41 頁 品質評分。

C [Intensity (強度)] — 顯示每個基因模版的第 90個百分點的叢集強度數值。圖表顏色代表每個鹼基：紅色

為 A、綠色為 C、藍色為 G 而黑色為 T。
D [Cluster Density (K/mm²) (叢集密度 (叢集密度／平方公釐))]—顯示該執行檢測到的叢集數量。

E [Clusters passing filter (%) (通過濾網的叢集 (%))]—顯示通過濾網的叢集百分比。請參閱第 41 頁 通
過濾網的叢集。

F [Estimated yield (估計產量 (十億鹼基))]—顯示該執行預測的鹼基數量。

G [Data transfer status (資料傳輸狀態)]—根據分析組態，顯示資料傳輸的狀態。

H [Time to completion (完成時間)]—顯示執行完成的日期與時間 (yyyy-mm-dd hh:mm)。

附註

選擇 [Home (首頁)] 後，則無法再返回檢視執行計量。但是可使用定序分析檢視器從連上網路的電腦

或使用定序分析檢視器叢連上網路的電腦，取得 BaseSpace 上的執行計量。

執行計量的週期

執行中不同時機的執行計量。

u 叢集生成步驟期間不會顯示計量。

u 保留生成模板的前五個週期。

u 週期 6 有原始叢集密度和週期 1 強度。

u 25 個週期之後，可提供通過濾網的叢集、產量與品質評分資訊。
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資料傳輸狀態

依據選取的分析組態，執行時會在畫面上顯示圖示，代表連線狀態。

狀態 BaseSpace Local Run Manager 獨立組態

已連線

正在傳輸資料

已斷線

已停用

畫面上可能會顯示多個圖示。例如，如果正在將執行資料傳輸至 BaseSpace 以及其他輸出資料夾位置，則系

統會顯示一個 BaseSpace 與獨立組態圖示。

通用複製服務

MiniSeq 系統軟體套件包括通用複製服務。RTA 產生檔案時，該服務會複製檔案至指定的輸出資料夾位置。

如果在執行過程中資料傳輸中斷，資料將臨時儲存至儀器電腦上。連線還原後，資料傳輸將在執行過程中自動

恢復。如果連線在執行結束前沒有還原，請手動移動資料至想要的位置。

傳輸至BaseSpace
通用複製服務會將執行資料傳輸至 BaseSpace。資料會持續從通用複製服務傳輸至 BaseSpace。

如果您為執行資料指定其他位置，則無論通用複製服務狀態，資料都將傳輸至該位置。

自動執行後清洗

定序執行完成後，軟體將使用試劑匣中提供的清洗溶液與 NaOCl 啟動一次自動執行後清洗。

自動執行後清洗需要大約 60 分鐘。清洗完成後，將會啟用 [Home (首頁)] 按鈕。清洗過程中，定序結果仍然
顯示在畫面上。

清洗後

清洗後，吸管保持向下，防止空氣進入系統。下一次執行前，將試劑匣保持在原位。
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移除位於位置 #9的廢棄貯池

試劑匣位置 #9 中的貯池包含甲醯胺。在棄置廢棄的試劑匣之前，可以移除位置 #9 的貯池並且分開丟棄。

1 戴上手套，按下位置 #9 的白色分離按鈕斷開三個連接點。

圖 24 位置 #9 上的分離按鈕

A 完整顯示的分離按鈕

B 貯池固定夾

2 將分離按鈕滑向試劑匣左邊，使得分離按鈕在試劑匣蓋下滑動。

圖 25 分離按鈕已移除，露出貯池固定夾

A 分離按鈕在試劑匣蓋下顯示

B 貯池固定夾

3 按下透明的塑膠貯池固定夾並且向右移動。

貯池在試劑匣下釋出。

4 按照適當標準棄置貯池。

警告

這組試劑可能含有有害的化學物質。吸入、誤食、皮膚接觸與眼睛接觸都可能造成人員傷害。為避免曝露

於危險之中，請穿戴適當的保護設備，包括護眼罩、手套和實驗衣。將使用過的試劑視為化學廢棄物處

理，並按照適用的地區、國家和當地法律與規定棄置。如需其他環境、健康狀態和安全資訊，請參閱

SDS，網址是：support.illumina.com/sds.html。
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章節 4 維護

簡介 25
執行手動儀器清洗 25
軟體更新 28

簡介

維護程序包括手動清洗儀器和更新系統軟體 (如可用)。無需其他定期維護。

u 清洗儀器—每次定序執行後的自動執行後清洗，可保持儀器性能。然而，在某些情況下需要手動清洗儀
器。請參閱第 25 頁 執行手動儀器清洗。

u 軟體更新—系統軟體套件有更新時，您可以連線至 BaseSpace 自動更新軟體，或者從 Illumina 網站下載安
裝程式後手動更新。請參閱第 28 頁 軟體更新。

預防性維護

Illumina 建議您每年安排進行預防性維護一次。如果您未簽訂服務合約，請聯絡境內客戶經理或 Illumina 技術支
援，安排計費的預防性維修服務。

執行手動儀器清洗

手動儀器清洗選項包括 [Quick Wash (快速清洗)] 和 [Manual Post-Run Wash (手動執行後清洗)]。

清洗類型 說明

快速清洗

所需時間：20 分鐘
儀器待機或關機後，每 7 天需進行一次快速清洗。
清洗時以使用者提供的實驗室等級水和 Tween 20 混合的清洗溶液進行沖洗。

手動執行後清洗

所需時間：90 分鐘

未進行自動執行後清洗時需進行手動執行後清洗，如提早終止執行並儲存流通池供後續重

新混成時。

清洗時以使用者提供的 0.12% 次氯酸鈉，加上實驗室等級水和 Tween 20 的清洗溶液進
行。

附註

一律使用 24小時 內調製的新鮮 NaOCl稀釋液。如調製容積超過 1 ml，請將剩餘的稀釋液儲存於

2°C - 8°C 下，並於 24小時內使用。否則請丟棄剩餘的 NaOCl稀釋液。

手動儀器清洗需要儀器內附的清洗匣和清洗流通池。此外，可使用用過的流通池進行清洗。

圖 26 清洗匣
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準備手動執行後清洗

1 混合以下容積的液體，製作 0.12% NaOCl。
u 5% NaOCl (31 微升)

u 實驗室等級水 (1269 微升)

2 加入 1.3 毫升的 0.12% NaOCl 至清洗匣中。

正確的貯池相當於預先填充的試劑匣上的位置 #31。

圖 27 NaOCl 和清洗溶液的位置

A 0.12% NaOCl
B 清洗溶液

3 混合下列容積的液體以製作 0.05％ Tween 20 的清洗溶液。

u 100% Tween 20 (40 微升)

u 實驗室等級水 (80 毫升)

4 加入 80 毫升的清洗溶液至清洗匣中。

正確的貯池相當於預先填充的試劑匣上的位置 #40。

5 從 [Home (首頁)] 畫面選擇 [Perform Wash (執行清洗)]，然後選擇 [Manual post-run wash (手動執行後

清洗)]。

準備快速清洗

1 混合下列容積的液體以製作 0.05％ Tween 20 的清洗溶液。

u 100% Tween 20 (20 微升)

u 實驗室等級水 (40 毫升)

2 加入 40 毫升的清洗溶液至清洗匣中。

正確的貯池相當於預先填充的試劑匣上的位置 #40。

文件# 1000000002695 v05 CHT 材料# 20014309

僅供研究使用。不可用於診斷程序。

26

MiniSeq 系統指南



圖 28 清洗溶液的位置

A 清洗溶液

3 從 [Home (首頁)] 畫面選擇 [Perform Wash (執行清洗)]，然後選擇 [Quick Wash (快速清洗)]。

載入清洗流通池和清洗匣

1 載入清洗流通池。關閉流通池夾和流通池門。

附註

此外，可載入用過的流通池。

2 如前次執行使用過的試劑匣仍在，請將其取下。

3 載入準備好的清洗匣。

4 取下試劑廢液瓶並依照適用標準棄置廢液。

警告

這組試劑可能含有有害的化學物質。吸入、誤食、皮膚接觸與眼睛接觸都可能造成人員傷害。為

避免曝露於危險之中，請穿戴適當的保護設備，包括護眼罩、手套和實驗衣。將使用過的試劑視

為化學廢棄物處理，並按照適用的地區、國家和當地法律與規定棄置。如需其他環境、健康狀態

和安全資訊，請參閱 SDS，網址是：support.illumina.com/sds.html。

5 將空試劑廢液瓶滑入試劑廢液瓶室，直到其停止。

6 關閉試劑室門。

7 選擇 [Next (下一步)]。

開始清洗

1 完成檢查後，選擇 [Start (開始)]。

2 清洗完成後，選擇 [Home (首頁)]。

清洗後

清洗後，吸管保持向下，防止空氣進入系統。下一次執行前，將試劑匣保持在原位。
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軟體更新

軟體套件組合中的軟體更新稱為系統套件，包含以下軟體：

u MiniSeq 控制軟體

u MiniSeq 配方

u RTA2

u Local Run Manager

u MiniSeq 服務軟體

u 通用複製服務

可從 Illumina 網站的 MiniSeq 系統支援頁面，取得軟體發布說明。

您可以連線自動安裝軟體更新，或自網路或 USB 位置手動進行。

u [Automatic updates (自動更新)]─對於有網路連線的儀器，如果有可用更新時，警示圖示 將出現在

[Home (首頁)] 畫面的 [Manage Instrument (管理儀器)] 按鈕上。

u [Manual updates (手動更新)]—從 Illumina 網站上 MiniSeq 系統支援頁面，下載系統套件安裝程式。

附註

在安裝完成前取消更新將停止目前安裝程序中的更新。於此進度做出的任何變更將無法進行解安裝或還原

至前一版本。

自動軟體更新

1 選擇 [Manage Instrument (管理儀器)]。

2 選擇 [Software Update (軟體更新)]。

3 選擇 [Install the update already downloaded from BaseSpace (安裝自 BaseSpace 下載的更新)]。

4 選擇 [Update (更新)]，開始更新。將開啟對話方塊確認指令。

5 遵循安裝精靈中的提示：

a 接受授權協議。

b 檢閱更新包含的軟體清單。

當更新完成，控制軟體將自動重啟。

附註

若包含韌體更新，則須於韌體更新之後自動重啟系統。

手動軟體更新

1 從 Illumina 網站下載系統套件安裝程式，並儲存至列入白名單的網路位置。Illumina 建議使用 D:\Illumina 或

C:\Illumina。或者，複製軟體安裝檔案至可攜式 USB 磁碟。

2 選擇 [Manage Instrument (管理儀器)]。

3 選擇 [Software Update (軟體更新)]。

4 選擇 [Manually install the update from the following location (自以下位置手動安裝更新)]。

5 選擇 [Browse (瀏覽)]，導覽軟體安裝檔的位置，接著選擇 [Update (更新)]。
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6 遵循安裝精靈中的提示：

a 接受授權協議。

b 檢閱更新包含的軟體清單。

當更新完成，控制軟體將自動重啟。

附註

若包含韌體更新，則須於韌體更新之後自動重啟系統。

快速組件軟體需求

將快速組件與 MiniSeq 系統搭配使用，需要 MiniSeq 控制軟體 v2.1 或更新版本。需要由系統管理員執行由

v2.0 升級至 v2.1 的程序。安裝 MiniSeq 控制軟體 v2.0 或更新版本需要 Windows 10。
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附錄 A 疑難排解

疑難排解檔案 31
自動檢查錯誤 32
RTA 錯誤 33
重新混成工作流程 33
系統檢查 35
網路組態設定 37
自訂基因組 38
儀器關機 38

疑難排解檔案

關鍵檔案 資料夾 說明

執行資訊檔案

(RunInfo.xml)
根資料夾 包含以下資訊：

• 執行名稱
• 執行中的週期數
• 每一讀數的週期數
• 此讀數是否為建立索引之讀數
• 流通池上的長列和基因模版數

執行參數檔

(RunParameters.xml)
根資料夾 包含有關執行參數和執行元件的資訊。資訊包含 RFID、序號、批號及有

效期。

RTA 組態檔

(RTAConfiguration.xml)
Data\Intensities 包含執行所需之 RTA 組態設定。

RTAConfiguration.xml 檔在執行之初始即產生。

InterOp 檔 (*.bin) InterOp Sequencing Analysis Viewer 用的二進位報告檔。
執行過程中會持續更新 InterOp 檔。

記錄檔 記錄 記錄檔說明每一個週期裡，儀器所進行的每一個步驟，並且列出執行所用

之軟體與韌體版本。名稱為 [ InstrumentName]_CurrentHardware.csv 的
檔案會列出儀器零組件的序號。

錯誤記錄檔

(*ErrorLog*.txt)
RTA 記錄檔 RTA 錯誤的記錄。

只要發生錯誤，錯誤記錄檔就會更新。

總體記錄檔

(*GlobalLog*.tsv)
RTA 記錄檔 所有 RTA 事件的記錄。

執行過程中皆會更新總體記錄檔。

通道記錄檔

(*LaneLog*.txt)
RTA 記錄檔 處理記錄 RTA 事件。

執行過程中皆會更新通道記錄檔。

疑難排解資源

如有技術問題，請前往 Illumina 網站的 MiniSeq 系統支援頁面。該支援頁面提供存取文件的路徑、下載以及常
見問題。

登入您的 MyIllumina 帳戶，存取支援布告欄。

如有執行品質或效能問題，請聯絡 Illumina 技術支援。請參閱第 50 頁 技術協助。

請考慮向 Illumina 技術支援分享 BaseSpace 中執行摘要的連結，以利疑難排解。

程序狀態

MiniSeq 控制軟體列出系統暫存資料夾中至少 3 個執行的狀態。從 [Manage Instrument (管理儀器)] 畫面選擇

[Process status (程序狀態)]。

系統會針對每個執行名稱，列出下列元件的狀態：

u 即時分析 (RTA)—依據 BCL 檔案的處理
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u 本機執行管理員—使用本機執行管理員執行時

u 檔案複製—依據檔案傳輸，使用執行複製服務

u BaseSpace—使用 BaseSpace 執行時

定序封存資料夾

MiniSeq 控制軟體會將執行摘要檔案儲存於系統電腦的 D:\Illumina\MiniSeq Sequencing Archive 以定序封存每
次在該儀器上執行的動作。

在此資料夾，在本儀器上進行每次執行皆有其子資料夾，內含以下檔案：

u RunCompletionStatus.xml─包含完成狀態、執行資料夾名稱、計劃與執行的週期數、叢集密度、通過濾網
的叢集，及該次執行的預估產量。

u RunParameters.xml─包含執行參數及執行元件資訊。資訊包含 RFID、序號、批號及有效期。

自動檢查錯誤

如果進行自動執行前檢查時發生錯誤，使用以下建議的行動，解決問題。

如果執行前檢查失敗，試劑匣 RFID 則不會鎖定，並可在後續執行時使用。然而，穿刺錫箔密封後 RFID 將鎖
定。

系統檢查 建議的動作

門已關閉 確保流通池室門已關閉。

已載入耗材 耗材感應器未配準。確保已適當載入每種耗材。

在執行設定畫面上，選擇 [Back (返回)]，返回載入步驟，並且重複執行設定。

需要的軟體 軟體遺失重要元件。
手動執行一次軟體更新，還原所有軟體元件。

儀器磁碟空間 儀器硬碟的磁碟空間不足，無法執行。
清除儀器硬碟中的執行資料。

網路連線 與指定輸出資料夾位置的連線中斷。儘管檢查標記為網路連線，系統仍會檢查與伺服器、

外部硬碟或者本機磁碟機上任何指定輸出資料夾位置的連線。
檢查與指定輸出資料夾位置連線的狀態。

網路磁碟空間 指定輸出資料夾位置空間已滿。儘管檢查標記為網路磁碟空間，系統仍然檢查伺服器、外

部硬碟或者本機磁碟機上任何指定位置的輸出資料夾。
清除指定輸出資料夾位置的磁碟空間

溫度 建議的動作

溫變率 聯絡 Illumina 技術支援。

溫度感應器 聯絡 Illumina 技術支援。

風扇 聯絡 Illumina 技術支援。

成像系統 建議的動作

成像限制 聯絡 Illumina 技術支援。

縮放與鎖定 (Z step-and-
settle)

聯絡 Illumina 技術支援。

誤碼率 聯絡 Illumina 技術支援。

流通池配準 可能未適當放置流通池。

• 在執行設定畫面上，選擇 [Back (返回)]，返回流通池步驟。
• 取出並重新載入流通池，確保放置正確。
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試劑傳送 建議的動作

閥門回應 聯絡 Illumina 技術支援。

泵浦 聯絡 Illumina 技術支援。

硬碟空間

儀器電腦硬碟依據使用以下執行參數執行所產生的資料，保有約 45 個執行。

u 對於 150 週期的雙端執行，大約需要 5–6 GB 的空間。

u 使用本機執行管理員重新定序分析模組時，分析檔案需要額外 10 GB 的空間。

系統會為每個執行建立一個臨時執行資料夾，這是軟體操作的一部份。檔案寫入臨時執行資料夾時，會同時複

製至輸出資料夾。因此，如果您在儀器的硬碟上指定一個輸出資料夾位置，將會把該執行的兩份副本寫入硬

碟。軟體將儲存最近的三個臨時執行資料夾。

使用本機執行管理員軟體進行分析時，臨時檔案預設不會刪除。在本機執行管理員 [Setting (設定)] 畫面，
手動設定保留政策。

最後，臨時檔案會佔據硬碟空間。考慮使用網路位置儲存執行資料，並且根據執行的數量設定合理的本機執行

管理員保留政策。

RTA錯誤

要解決即時分析錯誤，請先檢查 RTA 錯誤日誌，該日誌儲存在 RTALogs 資料夾內。若執行成功，則不會出現

此檔案。回報問題至 Illumina 技術支援時，請隨附此錯誤紀錄。

處理時發生錯誤

RTA2 將建立紀錄檔案並寫入 RTALogs 資料夾。錯誤將記錄於錯誤檔案中 (*.tsv 檔案格式)。

下列記錄和錯誤檔案將在處理結束時傳輸至最後匯出目的地：

u *GlobalLog*.tsv 總結了重要的執行事件。

u *LaneNLog*.tsv 列出了處理事件。N 在 MiniSeq 流通池中始終是 1。

u *Error*.tsv 列出了執行期間發生的錯誤。

u *WarningLog*.tsv 列出了執行期間出現的警告。

重新混成工作流程

如果在前幾個週期生成的計量顯示強度低於 2500，則可能需要進行重新混成執行。一些多樣化較低的基因庫

可能如預期顯示 1000 以下的強度，無法透過重新混合解決問題。

附註

[End Run (終止執行)] 指令表示無法復原。執行無法恢復，且不能再次使用耗材，執行的定序資料則不會
儲存。

終止執行並且儲存流通池時，軟體將在執行結束前執行以下步驟：

u 安全放置流通池。

u 解鎖流通池 RFID 以供後續執行使用。

u 為流通池指派重新混成有效期。

u 寫下完成週期的執行記錄。延遲屬於正常情況。

u 略過自動執行後清洗。
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您開始重新混成執行時，軟體執行以下步驟以開始執行：

u 根據唯一的執行名稱建立執行資料夾。

u 確認流通池重新混成未過期。

u 灌注試劑。延遲屬於正常情況。

u 跳過叢集步驟。

u 移除先前的讀數 1 引子。

u 混成新鮮的讀數 1 引子。

u 根據指定的執行參數繼續進行讀數 1 和執行的剩餘步驟。

終止執行進行重新混成的時間點

您只有在以下時間點終止執行時，才能在之後重新混成：

u 週期 5 後—在模板配準後出現強度，需要定序的前五個週期。儘管在週期 1 之後終止執行也是安全的，但

是建議在週期 5 後終止。在叢集生成期間請勿終止執行。

u 讀數 1 或者索引 1 讀數—在雙端再合成開始前結束執行。雙端再合成開始後，無法為之後的重新混成儲存
流通池。

需要的耗材

不論何時停止執行，混合執行需要新的 MiniSeq 試劑匣。

終止目前的執行

1 選擇 [End Run (終止執行)]。提示確認指令時，請選擇 [Yes (是)]。

2 提示儲存流通池時，請選擇 [Yes (是)]。請注意重新混成的有效期。

3 移除儲存的流通池並且放置於 2°C 至 8°C 的環境中，直到您準備好設定重新混合執行。

附註

將流通池放在流通池容器中並且蓋上蓋子時，您最長可以將流通池放置在 2°C 至 8°C 的環境中七天。要獲
得最佳結果，請在三天內重新混成儲存的流通池。

執行手動清洗

1 從 [Home (首頁)] 畫面，選擇 [Perform Wash (執行清洗)]。

2 從 [Wash Selection (清洗選項)] 畫面，選擇 [Manual Post-Run Wash (手動執行後清洗)]。請參閱第
25 頁 執行手動儀器清洗。

附註

如果還沒有從停止的執行中移除試劑匣，則可以使用它們進行手動清洗。否則，使用清洗匣執行手動清

洗。

在儀器上設定執行

1 準備新的試劑匣

2 如果已經儲存流通池，使其達到室溫 (放置 15–30 分鐘)。

3 清潔並且載入儲存的流通池。

系統將流通池 RFID 識別為儲存的流通池，並且確認有效的重新混成日期。
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4 移除廢棄試劑瓶，並且適當棄置內容物，然後重新載入空容器。

5 載入新的試劑匣。

6 從 [Run Setup (執行設定)] 畫面選擇以下選項：

u [Local Run Manager configuration (本機執行管理員組態)] — 選擇執行並確認執行參數。

u [Manual configuration (手動組態)] — 輸入執行名稱並指定與原始執行相同的參數。

7 選擇 [Next (下一步)]，繼續執行前檢查並且開始執行。

系統檢查

在儀器正常運作或是儀器維護時不需要進行系統檢查。但是 Illumina 技術支援代表可能要求您在疑難排解過程
中執行系統檢查。

附註

如果儀器清洗已到期，請在開始系統檢查前先進行清洗。

開始系統檢查時將自動關閉控制軟體並啟動 MiniSeq 服務軟體。服務軟體登入並開啟進入組態來使用進階工作
選項的工作畫面。

圖 29 適用系統檢查

在載入耗材後，系統會開啟 [Select (選擇)] 畫面，列出適用的系統檢查。[Select (選擇)] 畫面上停用的核取方

塊代表該測試需要 Illumina 現場代表的協助。

執行系統檢查

1 從 [Manage Instrument (管理儀器)] 畫面選擇 [System Check (系統檢查)]。提示關閉控制軟體時，請選

擇 [Yes (是)]。

2 注入 40 毫升的去離子水到清洗匣中。

正確的貯池相當於預先填充的試劑匣上的位置 #40。
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圖 30 清洗溶液的位置

A 清洗溶液

3 如下載入耗材：

a 如果未在儀器上安裝用過的流通池，則先安裝用過的流通池。

b 清空用過的試劑瓶，再重新安裝回儀器上。

c 載入清洗匣。

4 選擇 [Load (載入)]。
軟體會移動流通池和清洗匣進入其位置。

5 選擇 [Next (下一步)]。開始系統檢查。

6 [Optional (可選)] 系統檢查完成時，選擇在檢查名稱旁的 [View (檢視)]，檢視個別檢查相關的數值。

7 選擇 [Next (下一步)]。
開啟系統檢查報告。

8 選擇 [Save (儲存)]，以壓縮檔案形式儲存報告。導向網路位置以儲存檔案。

9 完成時，選擇 [Exit (離開)]。

10 提示關閉服務軟體並重啟控制軟體時，請選擇 [Yes (是)]。
控制軟體自動重啟。

動作檢查

系統檢查 說明

FCLM & FAM 檢查流通池載入機制 (FCLM) 及液體自動化模組 (FAM) 增量與距離以確認模組皆有正常運
作。

階段測試 檢查行程限制及 XY 階段與 Z 階段的性能。
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光學檢查

系統檢查 說明

流通池配準 量測在光學平面上的流通池基因模板、測試相機功能、測試成像模組，及驗證在正確成像位置的

流通池配準。

流體檢查

系統檢查 說明

閥門回應 檢查閥門準確度及幫浦動作，並測試泵浦注射器動作範圍。

壓力衰退 檢查密封液體系統的洩漏率，可確認流通池有正確上升至定序的位置。

流動率 檢查氣泡感應器的功能，是用來偵測試劑線內是否有氣泡的存在。量測流通率以檢查閉塞或洩

漏。

散熱檢查

系統檢查 說明

風扇 以每分鐘脈衝頻率 (PPM) 檢查系統風扇的速度，以確認風扇運作正常。未運作的風扇會回傳負
數值。

熱探針 檢查各組熱感應器的平均溫度。未運作的熱感應器會回傳負值。

網路組態設定

網路設定可在安裝期間完成。如果需要設定系統，您可以在 [Network Configuration (網路組態)] 畫面變更或者

重設設定。組態設定包括 IP 位址、網域名稱伺服器 (DNS) 位址和網域名稱。

附註

您必須以 Windows 作業系統系統管理員使用者身分登入，才能變更設定。

設定網路組態

1 在 [Manage Instrument (管理儀器)] 畫面上，選擇 [System configuration (系統組態)]。

2 選擇 [Network configuration (網路組態)]。

3 選擇 [Obtain an IP address automatically (自動取得 IP 位址)]，使用 DHCP 伺服器取得 IP 位址。

附註

動態主機組態協定 (DHCP) 為標準的網路通訊協定，用於 IP 網路上的動態分配網路組態參數。

或者，如下選擇 [Use the following IP address (使用下列 IP 位址)]，手動連線儀器到另一組伺服器。聯絡

網路管理員，以取得所在位置的特定 IP 位址。

u 輸入 IP 位址。IP 位址為透過點來分隔的四組數字序列，例如和 168.62.20.37 相近的形式。

u 輸入細分 IP 網路的子網路遮罩。
u 輸入連線網際網路的網路上路由器之預設閘道。

4 選擇 [Obtain a DNS server address automatically (自動取得 DNS 伺服器位址)]，連線儀器至與 IP 位置相
關的網域名稱伺服器。

或者，如下選擇 [Use the following DNS server addresses (使用下列 DNS 伺服器位址)]，手動連線儀器
到另一組網域名稱伺服器。
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u 輸入想要的 DNS 位址。DNS 位址為用來轉譯網域名稱成為 IP 位址的伺服器名稱。

u 輸入替代用的 DNS 位址。如果想要的 DNS 無法轉譯特定的網域名稱成為 IP 位址，則會使用替代用的

DNS 位址。

5 選擇 [Save (儲存)]。

設定電腦網域

附註

在製造時儀器電腦已經指派其儀器電腦名稱。任何電腦名稱的變更都會影響其正確性，同時需要由網路管

理員進行。

1 如下連線儀器電腦至網域或工作群組：

u 針對連線到網路的儀器—選擇 [Member of domain (網域成員)]，然後在您的設備上輸入網路連線的
網域名稱。

附註

網域變更需要管理員的使用者名稱和密碼。

u 針對未連線到網路的儀器—選擇 [Member of work group (工作群組成員)]，然後輸入工作群組名稱。
您設備的工作群組名稱為獨一無二的設定。

2 選擇 [Save (儲存)]。

自訂基因組

您可以將您自己的參考資料 (FASTA 格式) 上傳至儀器電腦。您可上傳多個單一 FASTA 檔案或單一多個

FASTA 檔案 (建議選項)，但請勿兩者皆上傳。

要排除自訂基因組檔案的問題，請確認以下要求。

1 確保檔案的副檔名為 *.fa 或者 *.fasta，且儲存於專用資料夾以供參考。

2 確保染色體名稱不包含任何以下字元：

# - ? ( ) [ ] / \ = + < > : ; " ' , * ^ | &

請使用英數字字元作為染色體名稱，以獲得最佳結果。

儀器關機

正常情況下，不需要關閉儀器。

1 選擇 [Manage Instrument (管理儀器)]。

2 選擇 [Shutdown options (關閉選項)]。

3 選擇 [Shut down (關閉)]。
該指令將安全關閉軟體並關閉儀器電源。等待至少 60 秒後再重新啟動儀器。必須於下一次定序執行開始
前清洗。

警告

請勿挪動儀器。不當挪動儀器可能影響光學校準並損害資料完整性。如果必須挪動儀器，請聯絡 Illumina
代表。
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附錄 B 即時分析

即時分析概覽 39
輸入和輸出檔案 39
即時分析工作流程 39

即時分析概覽

即時分析是在儀器電腦上執行的軟體，從影像擷取強度，以進行鹼基判定，再對此鹼基判定進行品質評分。

MiniSeq 系統使用稱為 RTA2 的即時分析。系統控制軟體和 RTA2 透過 HTTP 介面和共享的記憶體檔案進行通

訊。如果 RTA2 終止，處理將不會重新啟動且不會儲存執行資料。

輸入和輸出檔案

輸入檔案

即時分析軟體需要輸入以下資料進行處理：

u 本機系統記憶體內的基因模版影像。

u RunInfo.xml 在執行開始時即自動產生，並提供執行名稱、週期數量、讀數是否已經過索引，以及流通池
上的基因模板數量。

即時分析軟體從控制軟體接收到有關 RunInfo.xml 的位置，以及是否指定可選的輸出資料夾。

輸出檔案

每一通道的影像以基因模版形式在記憶體傳遞。基因模版是流通池上的小型影像化區域，設定為攝影機的視野

範圍。軟體從這些影像產生輸出，成為一組以品質評分的鹼基判定檔與濾網檔。輸出檔案是用來在

BaseSpace 或由本機執行管理員分析模組進行下行分析。

檔案類型 說明

鹼基判定檔案 每個進行分析的基因模版都包含在每個通道和每個週期的彙總鹼基判定 (*.bcl) 檔案中。
整合的鹼基判定檔案包括鹼基判定及該通道內每一叢集的相關品質評分。

濾網檔案 每個基因模版皆會產生濾網資訊，並針對每個通道彙總為 1 個濾網 (*.filter) 檔案。濾網
檔案會指定叢集是否可通過濾網。

叢集位置檔案 叢集位置 (*.locs) 檔案包含基因模版中每一個叢集的 X、Y 坐標。在生成模板的過程中，
每一條通道都生成一個叢集位置檔。

鹼基判定索引檔案 每一條通道產生一個鹼基判定索引 (*.bci) 檔，用以保留原始基因模版資訊。索引檔包含
針對每個基因模版的成對數值，分別為基因模版編號和該基因模版的叢集數量。

RTA2 提供儲存為 InterOp 檔案的執行品質的即時指標。InterOp 檔案是一種二進位輸出，包含基因模版、週期

和讀數層級計量，且可利用 Sequencing Analysis Viewer 軟體檢視即時計量。

即時分析工作流程
模板生成 對應叢集位置。

配準和強度萃取 記錄流通池每個叢集的位置並且確定每個叢集的強度值。

定相校正 校正定相延遲和定相超前的影響。
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鹼基判定 確定每個叢集的鹼基判定。

品質評分 為每個鹼基判定指派品質評分。

模板生成

RTA 工作流程的第一個步驟是模板生成，此步驟使用 X 和 Y 軸，在模版中定義每個叢集的位置。

模板生成需要取得執行的前五個週期的影像資料。一個基因模版的最後模板週期影像化之後，就生成了模板。

附註

若要在模板生成時偵測叢集，在前五個週期中，至少必須有一個 G 以外的鹼基。

模板是作為登錄的後續步驟和強度擷取的一個參考。整個流通池的叢集位置編列於叢集位置 (*.locs) 檔案
裡，每一個通道有一個檔案。

配準和強度萃取

模板生成後開始配準和強度萃取。

u 配準會對齊根據模板成像的每個週期產生的影像。

u 強度會萃取確定特定影像模板中每個叢集的強度數值。

如果一個週期中的任何影像配準失敗，則該週期的基因模版不會萃取任何強度，且所有鹼基判定為 N。使用定

序分析檢視器軟體識別配準失敗的基因模版與週期。如果基因模版與週期在 [Imaging (成像)] 標籤的 P90 列為

0，則可以輕易識別為配置失敗。

定相校正

定序反應期間，一個叢集中的各股 DNA 在每個循環會延長一個鹼基。當有一股在當前併入循環中超出相位，
便會發生定相延遲和定相超前。

u 當落後一個鹼基時，則發生定相延遲。

u 當超前一個鹼基時，則發生定相超前。

圖 31 相位延遲和定相超前

A 一個鹼基定相延遲的讀數

B 一個鹼基定相超前的讀數

RTA2 校正定相延遲和定相超前的影響，可最大化執行過程中每個週期的資料品質。

鹼基判定

鹼基判定可判斷特定週期中指定基因模版的每個叢集的鹼基 (A、C、G 或 T)。MiniSeq 系統使用雙通道定

序，僅需要 2 個影像，進行 4 DNA 鹼基的資料編碼，1 個來自紅色通道而另 1 個來自綠色通道。
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從一幅影像萃取的強度與另一幅影像相比，可獲得四種不同群體，每種對應一個核苷酸。鹼基判定流程決定了

每個叢集所屬的群體。

圖 32 叢集強度可視化

鹼基 紅色通道 綠色通道 結果

A 1 (開) 1 (開) 同時在紅色和綠色通道顯示強度的叢集。

C 1 (開) 0 (關) 僅在紅色通道顯示強度的叢集。

G 0 (關) 0 (關) 未在已知部位顯示強度的叢集。

T 0 (關) 1 (開) 僅在綠色通道顯示強度的叢集。

表 1 雙通道定序中的鹼基判定

通過濾網的叢集

執行時，RTA2 篩選原始資料，移除不符合資料品質標準的叢集。

針對雙通道分析，RTA2 使用以產出為基礎的系統，判定鹼基判定的純度。前 25 個週期中，不超過一個鹼基判

定具有不可接受的純度數值時，叢集會通過濾網 (PF)。未通過濾網條件的叢集不會在未來的週期中進行鹼基
判定。

索引注意事項

鹼基判定索引讀數的流程與其他讀數的鹼基判定不同。

在前兩個週期之一，索引讀數必須以 G 以外的至少一個鹼基開始。如果索引讀數以兩個 G 鹼基判定開始，則
不會生成訊號強度。前兩個週期之一必須存在訊號以確保多路分解的性能。

為了增強多路分解性能強度，請選擇至少在每個週期的一個通道 (兩個通道最佳) 提供訊號的索引定序。遵循

本指南可以防止在任何週期出現只有 G 鹼基的索引組合。

u 紅色通道—A 或 C

u 綠色通道—A 或 T

此鹼基判定流程可確保分析低 plex 樣本時的準確性。

品質評分

品質評分 (或者 Q-評分) 是不正確鹼基判定機率的預測值。Q-評分較高則代表鹼基判定品質較高，正確的可
能性更大。

Q-評分是溝通小錯誤機率的簡單方式。Q(X) 表示品質評分，其中 X 為分數。以下表格顯示品質評分與出錯
機率的關係。
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Q-評分 Q(X) 出錯機率

Q40 0.0001 (1/10,000)

Q30 0.001 (1/1,000)

Q20 0.01 (1/100)

Q10 0.1 (1/10)

註

品質評分是依據 Phred 演算法的修訂版。

品質評分計算每個鹼基判定的一組預測因子，然後使用預測值在品質表查看 Q-評分。品質表用於為執行提供
最佳的準確品質預測，由定序平台特別設定和化學版本產生。

在決定 Q-評分後，系統會將結果記錄在鹼基判定檔案中。
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附錄 C 輸出檔案

輸出檔案

定序輸出檔案 43
定序輸出資料夾結構 44
分析輸入檔案要求 44

定序輸出檔案

檔案類型 檔案描述、位置和名稱

鹼基判定檔案 分析的每個基因模版皆含在一個鹼基判定檔案中，每個週期共計為一個檔案。匯集的檔案

包含鹼基判定及每個叢集的編碼品質評分。

Data\Intensities\BaseCalls\L001
[Cycle].bcl.bgzf，[Cycle] 以四個數字表示週期編號。鹼基判定檔案使用的是區塊 gzip 壓
縮方式進行壓縮。

鹼基判定索引檔案 二進位索引檔案以成對數值列出每個基因模版的原始基因模版資訊，分別為基因模版編號

及該基因模版的叢集數量。
鹼基判定索引檔案係於鹼基判定檔案建立時即建好的。

Data\Intensities\BaseCalls\L001
s_[Lane].bci

叢集位置檔案 對於每個基因模版，每個叢集的 XY 坐標都整合為一個叢集位置檔案。叢集位置檔案是為
模板生成的結果。

Data\Intensities\L001
s_[lane].locs

濾網檔案 濾網檔案指明叢集是否通過濾網。每個讀數的濾網資訊將彙總至一個濾網檔案。

濾網檔案是利用 25 個週期的數據於週期 26 時所產生。
Data\Intensities\BaseCalls\L001
s_[lane].filter

InterOp 檔案 Sequencing Analysis Viewer 用的二進位報告檔。執行過程中會持續更新 InterOp 檔。
InterOp 資料夾

RTA 組態檔 RTA 組態檔於執行開始時建立，並列出執行的設定。
[根資料夾]，RTAConfiguration.xml

執行資訊檔案 列出執行名稱、每個讀數的循環數、讀數是否為索引讀數，及流通池上的長列及基因模版

數。該執行資訊檔案建於執行開始時。

[根資料夾]，RunInfo.xml
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定序輸出資料夾結構

控制軟體會自動產生輸出資料夾名稱。

設定

Data

Intensities

BaseCalls

L001—鹼基判定檔案，每週期彙總至一個檔案

L001—彙總的 *.locs 檔

影像

角點

L001—焦點影像

InstrumentAnalyticsLogs—說明儀器分析步驟的記錄檔

InterOp— 定序分析檢視器所使用的二進位檔

Logs—說明操作步驟的記錄檔

Recipe—特定執行的配方檔案，以試劑匣 ID 命名

RTALogs—說明操作步驟的記錄檔

RTAComplete.xml

RTAConfiguration.xml

RunInfo.xml

RunNotes.xml

RunParameters.xml

分析輸入檔案要求

定序執行期間，本機執行管理員需要產生以下檔案，以執行分析或重新佇列分析。有些分析模組需要額外的輸

入檔案來執行分析。如需更多資訊，請參閱工作流程指南瞭解您正在使用的模組。

檔案名稱/類型 說明

RTAComplete.txt 指示 RTA 處理已完成的標記檔案。此檔案的存在會觸發本機執行管理員佇列分析。

RunInfo.xml 包含高階執行資訊，例如定序執行中的讀數與週期的數量，以及讀數是否有索引。

鹼基判定檔案 (*.bcl) 包含每個基因模版的每個叢集的鹼基判定及編碼品質評分，每個週期資料彙總至一個檔

案。

濾網檔案 (*.filter) 指明某叢集是否通過濾網。每個讀數的濾網資訊將彙總至一個濾網檔案。

叢集位置檔案 (*.locs) 包含每個基因模版的 XY 坐標，彙總至一個叢集位置檔案
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技術協助

如需技術協助，請聯絡 Illumina技術支援。
網站： www.illumina.com
電子郵件： techsupport@illumina.com

Illumina客戶支援電話號碼

地區 免付費專線 區域專線

北美 1.800.809.4566

中國 400.066.5835

丹麥 +45 80820183 +45 89871156

日本 0800.111.5011

比利時 +32 80077160 +32 34002973

台灣 00806651752

西班牙 +34 911899417 +34 800300143

法國 +33 805102193 +33 170770446

芬蘭 +358 800918363 +358 974790110

南韓 +82 80 234 5300

英國 +44 8000126019 +44 2073057197

香港 800960230

挪威 +47 800 16836 +47 21939693

紐西蘭 0800.451.650

荷蘭 +31 8000222493 +31 207132960

奧地利 +43 800006249 +43 19286540

愛爾蘭 +353 1800936608 +353 016950506

新加坡 +1.800.579.2745

瑞士 +41 565800000 +41 800200442

瑞典 +46 850619671 +46 200883979

義大利 +39 800985513 +39 236003759

德國 +49 8001014940 +49 8938035677

澳洲 +1.800.775.688

其他國家 +44.1799.534000

安全資料表 (SDS) — 可從 Illumina 網站 support.illumina.com/sds.html 取得。

產品文件 — 可從 support.illumina.com 下載。
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Il lumina

5200 Illumina Way

San Diego, California 92122 U.S.A.

+1.800.809.ILMN (4566)

+1.858.202.4566 (北美以外)

techsupport@illumina.com

www.illumina.com
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